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　　摘　要　目的　对血液中乙醇含量的测定进行不确定度评估。方法　利用顶空气相色谱（ＨＳＧＣ）内标校
准曲线法检测血液中乙醇含量，从测定程序来分析不确定度来源，量化不确定度各个分量，计算两个临界值附近

检材检测结果的不确定度。结果　检材１中乙醇浓度两次检测平均值为１９．３２ｍｇ／１００ｍｌ，扩展不确定度为１．
６５ｍｇ／１００ｍｌ；检材２中乙醇浓度两次检测平均值为７７．８８ｍｇ／１００ｍｌ，扩展不确定度为２．４７ｍｇ／１００ｍｌ。结论　
血液中乙醇测定结果的不确定度主要来源于样品检测和校准曲线。
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　　饮酒后驾驶是导致交通事故的重要危险因
素。目前，在司法案件中全血中乙醇含量的测定

是判定饮酒后驾车和醉酒后驾车的依据，是建立

在化学定量分析的结果基础上［１］。根据相关规

定，血液中乙醇浓度为 ２０．００、８０．００ｍｇ／１００ｍｌ是
车辆驾驶人员饮酒后驾驶和醉酒后驾驶的两个临

界值［２］。定量分析结果的准确性直接关系到司法

判定的正确性，尤其当检测结果为上述 ２个临界
值附近时，对检测结果的准确性和可靠性进行不

确定度评估是尤为重要的。

不确定度是用来直观反映检测工作中测定结

果如何的。不确定度越小，说明测定结果与真值

越接近，它可以表明检测的水平，反映实验室能

力。自２００４年开始，国家实验室认可委员会已将
测量不确定度作为检测实验室通过认可评审的要

求之一［３］。在法医毒物分析工作中，也正受到越

来越大的压力要求其证明结果的质量，尤其是通

过度量结果的可信度来证明结果的适宜性，而度

量该项内容的一个有用的方法就是测量不确定

度。因此，测量不确定度的评定在法医毒物分析

工作中亦受到越来越多的重视。

本文根据司法鉴定技术规范《血液中乙醇的

测定 顶空气相色谱法》（ＳＦ／ＺＪＤ０１０７００１２０１６），
采用顶空气相色谱（ＨＳＧＣ）内标校准曲线法测定

·５８１·



济宁医学院学报２０１７年６月第４０卷第３期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ｊｕｎｅ２０１７，Ｖｏｌ４０，Ｎｏ．３

血液检材中乙醇的含量，依据中国合格评定委员

会（ＣＮＡＳ）的要求和不确定度评定的指导性文
件［４６］，从测定程序分析测量不确定的来源，找出

影响不确定度的主要因素，对各个主要因素进行

量化评定，计算出血液中乙醇测定结果的相对合

成标准不确定度和扩展不确定度，特别针对处于２
个临界值附近的检材进行检测及不确定度评估，

以期为酒驾检测案件提供参考。

１　材料与方法

１１　试剂
乙醇（９９９％，批号：４１２２２０４／２０２１，Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎ

ｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ），叔丁醇（≥９９５％，天津市科密
欧），纯水由超纯水仪（ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅＥｌｉｘＥｓｓｅｎ
ｔｉａｌ３５１０１５）制备。
１２　溶液配制

乙醇对照品溶液：精密量取乙醇 ３２０ｍｌ于
５０ｍｌ容量瓶中，添加纯水至刻度，混匀，得
５０００ｍｇ／ｍｌ乙醇 储 备 溶 液。用 纯 水 稀 释 成
１００ｍｇ／ｍｌ乙醇工作液。

叔丁醇内标溶液：精密量取叔丁醇０３２ｍｌ于
５０ｍｌ容量瓶中，添加纯水至刻度，混匀，得
５００ｍｇ／ｍｌ叔丁醇储备液；用纯水稀释成 ４００
ｍｇ／１００ｍｌ叔丁醇内标工作液。
１３　仪器与实验条件
１３１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ顶空气相色谱仪（７６９７Ａ
７８９０Ｂ），可调移液器 （ＢＩＯＤＬ，１００～１０００μｌ，１０～
１００μｌ）由山东省计量科学研究院检定，分度吸管
（２、５、１０ｍｌ）、容量瓶（５０、１００ｍｌ）由济宁市计量测
试所检定。

１３２　顶空气相色谱仪实验条件　气相色谱仪条
件：色 谱 柱：ＤＢＡＬＣ２（３０００ｍ ×０３２ｍｍ ×
１２０μｍ）石英毛细管柱；柱温：４０℃，保持３ｍｉｎ；检
测器：火焰离子化检测器（ＦＩＤ）；检测器温度：
２５０℃；进样口温度：１５０℃；载气（Ｎ２）：８ｍｌ／ｍｉｎ；燃
气（Ｈ２）：３０ｍｌ／ｍｉｎ；空气：４００ｍｌ／ｍｉｎ。

顶空自动进样器条件：加热箱温度：６５℃；定量
环温度：１０５℃；传输线温度：１１０℃；气相循环时间：
３５０ｍｉｎ；样品瓶加热平衡时间：１０００ｍｉｎ；样品瓶
加压时间：０１０ｍｉｎ；定量环充满时间：０１０ｍｉｎ；定
量环平衡时间：００５ｍｉｎ；进样时间：１００ｍｉｎ。
１４　制样及分析
１４１　校准曲线的绘制　取空白全血配制成含乙
醇质量浓度为１０００ｍｇ／１００ｍｌ、２０００ｍｇ／１００ｍｌ、

５０．００ｍｇ／１００ｍｌ、８０．００ｍｇ／１００ｍｌ、１００．００ｍｇ／
１００ｍｌ、２００．００ｍｇ／１００ｍｌ及３００．００ｍｇ／１００ｍｌ的系
列样品，各取０１０ｍｌ两份分别加入顶空瓶中，再
添加 ０５０ｍｌ浓度为４００ｍｇ／１００ｍｌ的叔醇内标工
作液，密封，混匀，置于顶空进样器—气相色谱仪

中分析，建立乙醇内标校准曲线的回归方程。

１４２　数学模型的建立　根据乙醇内标校准曲线
的回归方程，得血液检材中乙醇浓度测定公式：

Ｃ＝Ｙ－ｂａ Ｃ内标 （１）　

式中：Ｙ———待测血液检材中乙醇的峰面积与内标物的峰
面积之比；

ｂ———截距；
ａ———斜率；
Ｃ内标———叔丁醇内标工作液浓度；
Ｃ———待测血液检材中乙醇浓度。

１４３　血液检材检测　血液检材１和血液检材２
各取２份０１０ｍｌ分别于样品瓶内，添加０５０ｍｌ
浓度为 ４００ｍｇ／１００ｍｌ的叔丁醇内标工作液，密
封，混匀，置于顶空自动进样器中，加热，进样测

定，同一个检材的２份样品测定结果的相对标准偏
差≤５％。

另随机选取不同浓度１０组血液检材，同上操
作，进行Ａ类不确定度评定。

２　结果与讨论

２１　乙醇内标法校准曲线的回归方程
所得校准曲线回归方程为：Ｙ＝００４２５６４１Ｘ－

００３９７０９５，相关系数ｒ＝０９９９８９；Ｙ为乙醇与叔丁
醇的峰面积比值，Ｘ为样品中乙醇与内标叔丁醇的
含量比。

２２　血液检材测定数据
检材１和检材２测定结果见表１。

表１　待测血液检材的测定结果

样品
乙醇峰面积与内

标物峰面积比

乙醇浓度

／ｍｇ·１００ｍｌ１
平均浓度

／ｍｇ·１００ｍｌ１

检材１
平行样１

平行样２

０１６５８

０１６５８

１９３１

１９３２
１９３２

检材２
平行样１

平行样２

０７８５５

０７９２２

７７５６

７８２１
７７８８

２３　识别不确定度来源
评估不确定度时，尽可能密切观察产生不确

定度的所有可能来源，得图１。
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图１　ＨＳＧＣ法测定血液中乙醇含量的
测量不确定度来源因果图

２４　不确定度的评定
不确定度分量分为Ａ类和Ｂ类。

２４１　Ａ类不确定度　随机检测１０个血液检材
进行Ａ类不确定度评定。见表２。

表２　１０个血液检材测定浓度及平均值、残差平方值

序号
测定浓度Ｃｉ
／ｍｇ·１００ｍｌ１

平均值

／ｍｇ·１００ｍｌ１
残差平方值Ｖ２

１
２０５５
２１０８

２０８２
００７
００７

２
４５２８
４７４０

４６３４
１１２
１１２

３
６３０２
６０６１

６１８２
１４４
１４６

４
９２１５
８９５２

９０８４
１７２
１７４

５
１１９２０
１１５３０

１１７２５
４００
３６１

６
１０８５０
１０９８０

１０９１５
０４９
０３６

７
１３５２０
１３３５０

１３４３５
０６４
０８１

８
１４７００
１４７５０

１４７２５
００４
００９

９
２１９４０
２１３３０

２１６３５
９００
９６１

１０
２４０４０
２３８７０

２３９５５
０６４
０８１

单次测量的标准偏差：ＳＡ＝
∑
ｎ

ｉ＝１
（Ｃｉ－Ｃ）

２

ｎ槡 －１

平均值的标准偏差：ＳＡ＝
Ｓ

槡ｎ

ｕｃ（Ａｉ）＝Ｓ（Ａ）＝ 槡Ｓ／ｎ＝０６５７０ｍｇ／１００ｍｌ
检材１的相对标准不确定度为：
ｕｒｅｌ（Ａ１）＝ｕｃ（Ａ）／Ｃ１＝００３４０２
检材２的相对不确定度为：
ｕｒｅｌ（Ａ２）＝ｕｃ（Ａ）／Ｃ２＝０００８４３６

２４２　Ｂ类不确定度　１）乙醇及内标物叔丁醇对
照品引入的相对标准不确定度ｕｒｅｌ（Ｐ）

纯度是潜在的附加不确定度来源。

乙醇对照品的纯度 Ｐ为９９９％，标注的不确
定度为０５％；其相对标准不确定度（矩形分布）

ｕｒｅｌ（Ｐ１） 槡＝０５％／３＝０００２８８７。
叔丁醇对照品的纯度 Ｐ为≥９９５％，即叔丁

醇的纯度可表示为（０９９５±０００５），其相对标准
不确定度（矩形分布）ｕｒｅｌ（Ｐ２）＝０００５／（０９９５）＝
０００２９０１。

２）容量瓶校准引入的ｕｒｅｌ（Ｖ）。配制乙醇及叔
丁醇工作液时使用到５０及１００ｍｌ容量瓶稀释定
容，则定容引入的相对标准不确定度由容量瓶校

准检定可得，见表３。

表３　容量瓶的校准数据

标称容量／ｍｌ 容量允差／ｍｌ ｕｃ（Ｖｉ）（矩形分布）

５０ ±０１０ 槡０１０／３

１００ ±０２０ 槡０２０／３

即５０ｍｌ容量瓶的相对标准不确定度为：
ｕｒｅｌ（Ｖ１）＝ｕｃ（Ｖｉ）／５０＝０００１１５５
１００ｍｌ容量瓶的相对标准不确定度为：
ｕｒｅｌ（Ｖ２）＝ｕｃ（Ｖｉ）／１００＝０００１１５５
３）分度吸管校准引入的相对标准不确定度。

在配制乙醇及叔丁醇工作液时使用到２、５、１０ｍｌ
的分度吸管进行溶液的移取、稀释，则工作液配制

中对照品取量引入的相对标准不确定度由分度吸

管的校准检定可得。见表４。

表４　分度吸管的校准数据

标称容量／ｍｌ 容量允差／ｍｌ ｕｃ（Ｖｉ）（矩形分布）

２ ±００１２ 槡００１２／３

５ ±００２５ 槡００２５／３

１０ ±００５０ 槡００５０／３

２ｍｌ分度吸管的ｕｒｅｌ（Ｖ３）＝０００３４６４；
５ｍｌ分度吸管的ｕｒｅｌ（Ｖ４）＝０００２８８７；
１０ｍｌ分度吸管的ｕｒｅｌ（Ｖ５）＝０００２８８７。
４）温度影响引起的 ｕｃ（Ｔ）。实验温控在（２０

±４）℃，乙醇的膨胀系数为０００１０９／℃，叔丁醇的
膨胀系数为０００１３３℃。

乙醇产生的体积变化为 Ｖ５０＝±（Ｖｉ×４×膨
胀系数）＝±０２１８０ｍｌ；设为矩形分布，则ｕｃ（Ｔ１）
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＝Ｖ５０槡／３，ｕｒｅｌ（Ｔ１）＝ｕｃ（Ｔ１）／５０＝０００２５１７；
叔丁醇产生的体积变化为 Ｖ５００＝±（Ｖｉ×４×

膨胀系数）＝±２６６０ｍｌ；设为矩形分布，则ｕｃ（Ｔ２）

＝Ｖ５００槡／３，ｕｒｅｌ（Ｔ２）＝ｕｃ（Ｔ２）／５００＝０００３０７２。
５）取样量引入的标准不确定度。本实验中血

液检材取样量为０１０ｍｌ，内标叔丁醇溶液取样量
为０５０ｍｌ，而此过程的不确定度主要由移液器引
入，移液器的校准数据见表５。

表５　移液器的校准数据

编号 规格／μｌ 校准点
／μｌ 相对误差 重复性

不确定度
／μｌ（ｋ＝２）

１００ ０．８０ ０．２０ ０．４８

１３５９１２７１ １００～１０００ ５００ ０．００ ０．００ ０．３３

１０００ ０．１０ ０．００ ０．８３

１０ ２．３０ １．２０ ０．２９

１３５８３３７３ １０～１００ ５０ １．７０ ０．３０ ０．３５

１００ ０．９０ ０．３０ ０．５８

　　由表５可知，吸取１００μｌ样品时不确定度为
０５８μｌ，标准不确定度为０２９μｌ，相对标准不确
定度ｕｒｅｌ（Ｖ６）＝０００２９；

吸取 ５００μｌ内标叔丁醇溶液时不确定度为
０３３μｌ，标准不确定度为０１６μｌ，相对标准不确定
度ｕｒｅｌ（Ｖ７）＝００００３３。
６）气相色谱仪引入的相对标准不确定度
气相色谱仪（仪器出厂编号：ＣＮ１５１１３１５０），其

检定重复性 ＲＳＤ（ＧＣ）＝０１８％，Ｋ＝２，则 ｕｒｅｌ
（ＧＣ）＝ＲＳＤ／Ｋ＝０００９０。
７）标准曲线引入的相对标准不确定度
校准曲线产生的不确定度来源于校准曲线残

差的标准偏差，残差为测定值与校准曲线拟合值

之差的绝对值 Ｙ－Ｙ^，残差计算见表６。

表６标准曲线残差计算表

Ｘ 珔Ｙ Ｙ^ 珔Ｙ－Ｙ^２

２５ ００７４６ ００６６７ ６２７３

５ ０１５６８ ０１７３１ ２６５４

１２５ ０４７６４ ０４９２３ ２５４１

２０ ０８１０９ ０８１１６ ４４８９

２５ ０９８３５ １０２４０ １６６９

５０ ２０９７０ ２０８８０ ６６２６

７５ ３１５２０ ３１５３０ ５０４１

残差的标准偏差为：

ＳＲ＝
∑
ｎ

ｊ＝１
［Ｙｊ－（ｂ＋ａ×Ｘｊ）］

２

ｎ槡 －２ ＝００２１５３

标准溶液含量比残差的平方和为：

Ｓｘｘ
２＝∑

ｎ

ｊ＝１
（Ｘｊ－珔Ｘ）

２＝４１８０

标准曲线引入的标准不确定度为：

ｕｃ（Ｘｉ）＝
ＳＲ
ａ＝

１
Ｐ＋

１
ｎ＋

（Ｘ０－珔Ｘ）
２

∑
ｎ

ｊ＝１
（Ｘｊ－珔Ｘ）槡

２

ｕｃ（Ｘ１）＝＝０４４１６
ｕｃ（Ｘ２）＝＝０４１００
即对应的相对标准不确定度为：

ｕｒｅｌ（Ｘ１）＝ｕｃ（Ｘ１）／Ｃ１＝００２２８６
ｕｒｅｌ（Ｘ２）＝ｕｃ（Ｘ２）／Ｃ２＝０００５２６４
８）待测样品峰面积与内标峰面积之比引入的

标准不确定度

样品及内标的峰面积自动积分，最后１位数字
估算带来的误差对于不确定度的贡献非常小，可

以忽略不计。

２４３　合成标准不确定度的计算　因各分量相互
独立，则合成相对标准不确定度

ｕｒｅｌ（Ｃ）＝ ｕｒｅｌ（Ａｉ）
２＋ｕｒｅｌ（Ｐ１）

２＋ｕｒｅｌ（Ｐ２）
２＋ｕｒｅｌ（Ｖ１）

２，…，ｕｒｅｌ（Ｖ７）
２＋ｕｒｅｌ（Ｔ１）

２＋ｕｒｅｌ（Ｔ２）
２＋ｕｒｅｌ（Ｘｉ）槡

２

　　转化成合成标准不确定度为：
ｕｃ（Ｃ１）＝ｕｒｅｌ（Ｃ１）×Ｃ１＝０８２７０ｍｇ／１００ｍｌ
ｕｃ（Ｃ２）＝ｕｒｅｌ（Ｃ２）×Ｃ２＝１２３７ｍｇ／１００ｍｌ

２５　扩展不确定度的计算
扩展不确定度表示为 Ｕ＝ｋ·ｕｃ（Ｃ），取置信

水平Ｐ＝９５％，包含因子ｋ＝２。
检材１的扩展不确定度Ｕ１＝１６５ｍｇ／１００ｍｌ；
检材２的扩展不确定度Ｕ２＝２４７ｍｇ／１００ｍｌ。

２６　报告
检材 １的 乙 醇 含 量 为 （１９３２±１６５）

ｍｇ／１００ｍｌ，ｋ＝２；
检材 ２的 乙 醇 含 量 为 （７７８８±２４７）

ｍｇ／１００ｍｌ，ｋ＝２。

３　结论

检测结果的不确定度是定量 （下转第１９２页）
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说明检测结果质量的一个重要参数。血液中乙醇

检测不确定度的影响因素主要来自于样品的检测

误差、检测仪器的精密度、标准物质和内标物质

的纯度、容量器皿的不确定度、标准曲线引入的

不确定度等。据评定结果可知，样品测定引起的

标准不确定度分量最大、其次是标准曲线，而对照

品纯度、温度以及气相色谱仪等引入的不确定度

分量相对较小。也就表明合成不确定度的数值主

要取决于Ａ类与标准曲线引入的不确定度分量。
即在检测过程中，实验人员熟练操作标准及内标

溶液的配制稀释，熟练掌握移液器吸取黏稠血液

检材的方法，定期对仪器进行校准，严格按照规程

操作，对于降低对实验结果产生的不确定度影响

是较为重要的。此外，除了严格按照检测规程进

行操作外，也应保证标准对照品的质量，加强标准

溶液购买和使用的监控，减少标准溶液带来的不

确定度。

本方法可用于日常检案工作中 ＨＳＧＣ法检测
血液中乙醇含量的检测结果的不确定度评定，且

当更改了新的标准系列或者样品测量，而其他的

实验条件没有改变，通过相对应分量数据的更改，

即可快速获得检测结果的扩展不确定度，方便在

实际工作中评估不同情况的乙醇含量测定的不确

定度。此外，本文特别给出了当检测的乙醇浓度

在我国规定的酒驾和醉驾临界值（２０００ｍｇ／１００ｍｌ
和８０００ｍｇ／１００ｍｌ）附近时的不确定度完整检测
报告，为法医鉴定工作提供参考信息与基础数据。
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