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高效液相色谱法测定辣椒粉中罗丹明B的 
测量不确定度评估

牛 华，牛之瑞*，冯  雷，鲁燕骅，马雪涛，谭建林，张学忠，俸金梅
（云南省产品质量监督检验研究院，云南 昆明 650223）

摘  要：采用高效液相色谱法对辣椒粉中的罗丹明B残留量进行不确定度评定，评估方法的偏倚和精密度，并通过

对不确定度分量的分析计算，得出合成不确定度和扩展不确定度。评估结果表明，样品制备过程中凝胶渗透色谱净

化过程回收率的不确定度影响最大，所以控制凝胶渗透色谱净化过程对回收率的稳定性非常关键。该评估方法实用

性强，模型简单、易懂，具有较强的参考价值。
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Abstract: An uncertainty evaluation model was established for evaluating the determination results of rhodamine B in chili 

powder by high performance liquid chromatography (HPLC). In this paper, the key factors affecting the measurement results 

during the analysis process were discussed. Meanwhile, the combined and expanded uncertainties were evaluated. During 

sample preparation, the recovery of rhodamine B at the purification step by gel permeation chromatography (GPC) made the 

most important contribution to the overall uncertainty. Therefore, the stability control of GPC during the purification is the 

key point. The uncertainty evaluation model is practical, simple and easy to understand and valuable as a reference.
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罗丹明B又称玫瑰红B，或碱性玫瑰精，俗称花粉

红，以氧蒽为母体，具有特殊结构及荧光特性。经动物

试验发现，其具有高毒、高残留和致癌、致畸、致突变

等特点，欧美、日本等国家地区已明令禁止该类物质用

于食品加工过程中，2008年我国卫生部将罗丹明B列入

《食品中可能违法添加的非食用物质和易滥用的食品添

加剂品种名单（第一批）》明令禁止在食品中添加[1]。

一切测量结果都不可避免地具有不确定度。测量不确定

度是对测量结果的正确性或准确度的“可疑程度”的定量表

征，是说明测量质量的极其重要的指标。我国已经出台文件

对校准实验室测量不确定度的评估做出了要求，但目前许多

实验室仍未在检测报告中提供测量结果的不确定度[2]。

我国现行的检测食品中罗丹明B检测标准只有SN/T 

2430—2010《进出口食品中罗丹明B的检测方法》，采用

该方法对辣椒粉中的罗丹明B进行测定，并评估不确定

度，以期找出影响检测结果的因素，为实验室类似测量

不确定度评定工作提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

辣 椒 粉  市 售 ； 罗 丹 明 B 标 准 品 （ 批 号 ：

212041286，纯度为97%） 美国ACCU Stand公司；乙

腈、甲醇色谱纯；其他试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

U F L C - X R高效液相色谱（配荧光检测器）、
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LabSlution工作站 日本Shimadzu公司；凝胶渗透色

谱自动净化仪（gel permeation chromatography，GPC） 

德国LC-Teach公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

准确称取适量罗丹明B标准品0.001 0 g，用甲醇配

制成100 μg/mL的标准储备液。此溶液在0～4 ℃避光保

存。以甲醇配制成相当于100 g/L的标准中间液，再以空

白基质溶液稀释成0.5、2.0、4.0 μg/L，供高效液相色谱

测定。

1.3.2 样品的制备[3]

称取2 g（精确到0.000 1 g）辣椒粉样品于25 mL

容量瓶中，准确加入2 0  m L  乙酸乙酯 -环己烷溶液

（1∶1），于旋涡混合器上混合提取2 min，再超声提取

15 min后，定容至25 mL，取上清液过0.22 μm微孔滤膜

后做待净化液。

取出10 mL待净化液于凝胶渗透色谱进样瓶，用于凝

胶渗透色谱净化（凝胶渗透色谱实际进样量为5 mL），

收集洗脱液（相当于定容至2 mL后，取出1.5 mL），氮

吹至近干，残渣用1.0 mL甲醇溶解后，过0.22 μm微孔滤

膜，供高效液相色谱测定。

1.3.3 色谱条件

色谱柱为A l l t i m a  O D S（1 5 0  m m×3 . 0  m m，

4.6 µm），柱温40 ℃；进样量10 μL；流动相：溶剂A为

水，溶剂B为乙腈；流量1.0 mL/min；激发波长550 nm，

发射波长580 nm；梯度洗脱条件见表1。

表 1 色谱梯度洗脱条件

Table 1 Gradient chromatographic conditions

时间/min 1.0 5.0 9.0 9.5

乙腈体积分数/% 70 95 95 70

1.4 数学模型的建立与结果计算

用外标法计算辣椒粉中罗丹明B的含量，其数学

模型：

C C0 V
X =

m 1 000
 （1）

式中：X为辣椒粉样品中罗丹明B的含量/（μg/L）；

C为由标准曲线得到的样液中罗丹明B的质量浓度/

（μg/L）；C0为由标准曲线得到的空白实验中罗丹明B的

质量浓度/（μg/L）；V为辣椒粉样品的定容体积/mL；m
为最终样液所代表的试样质量/g。

2 结果与分析

2.1 标准品溶液配制过程引入的不确定度[4-8]

标准溶液稀释过程中影响不确定度因素见表2。

2.1.1 标准品引入的不确定度

罗丹明B标准品证书上标称的纯度标示为97%，由标

准品纯度引入的不确定度为：

1 Cs

3 3
Urel stdA =               =                  = 1.732 1%

1 97%
 （2）

式中：Urel为相对不确定度；Cs为标准品的纯度；std

表示标准溶液配制过程。

2.1.2 天平误差引入的不确定度

天平允许的最大误差为±0.01 mg，称取罗丹明B标

准品1.00 mg，取矩形分布，引入相对标准不确定度为：

0.01
Urel stdB =                 100% = 0.577 4%

3 1
 （3）

2.1.3 稀释标准品引入的不确定度

稀释标准品时，使用移液器移取10 μL标准储备液

于10 mL容量瓶中配制成相当于100 μg/L的标准中间液

（Cm），移液器的允许误差是8.0%，引入的相对标准不

确定度为：

0.8%

3
Urel stdC =     Urel

2 std + U 2
rel std10 mL =                     +                  

2 
= 0.586 4%

0.020

3 10
            

2

 （4）

2.1.4 标准物质引入的总不确定度

上述各因素互不相关，因此，由罗丹明B标准溶液配

制所产生的不确定度为：

Urel std  =     U 2
rel stdA  + U 2

rel stdB  + U 2
rel stdC  + U 2

rel stdD = 2.02% （5）

2.2 最小二乘法拟合标准曲线求样品质量浓度时产生的

不确定度[9-13]

采用3 个水平的罗丹明B标准溶液，用高效液相色谱

测定1 次，得到相应的峰面积，用最小二乘法进行拟合，

得到拟合方程y=aC＋b，以及相关系数r（表3）。以拟合

表 2 标准溶液稀释过程中的不确定度

Table 2 Uncertainty during standard solution dilution 

标准溶液质量
浓度/（μg/L） 容量瓶体积/mL 容量瓶允许

误差/mL
移液器标称
容量/μL

移液器的允
许误差/%

移液器移
取量/mL

容量瓶标准
不确定度/mL

容量瓶相对标准
不确定度/%

移液器标准
不确定度/mL

移液器相对标准
不确定度/%

合成相对标准不确
定度Urel（stdD）/%

Cm∶100.0 10.0 0.02
200 2.0 0.050 0.011 5 0.115 5 0.001 0.020 0

0.203 0
C1∶0.5 10.0 0.02

C2∶2.0 10.0 0.02 200 2.0 0.200 0.011 5 0. 115 5 0.004 0.020 0

C3∶4.0 10.0 0.02 1 000 1.0 0.400 0.011 5 0. 115 5 0.004 0.010 0

注：所用容量瓶及移液管均为 A 级；Cm 为标准中间液质量浓度，C1、C2、C3 为标准点 1、2、3 的质量浓度。
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的标准曲线为定量标准，对样品进行了4 次测定，结

果见表4。最小二乘法拟合标准曲线时引入不确定度结

果见表5。

表 3 线性回归测定结果及拟合方程

Table 3 Linear regression and fitted equation

Ci/（μg/L） Yij 由拟合方程计算所得Yi

0.000 5 12 928 13 777

0.002 22 904 30 253

0.004 43 994 52 220

a=9 104 400 b=－6 868 r=0.992

表 4 样品平行测定样品的质量浓度（C0）测量结果

Table 4 Results of parallel measurements 

样品 1 2 3 4

C0/（μg/L） 0.000 74 0.000 56 0.000 55 0.000 57

由标准曲线求质量浓度时的标准不确定度由式（6）

计算：

C0 C 21 1

Sc/c

Sy/c

a

U C0  =          +         +
p mn

 （6）

其中：

C = mn
1 1

n m

i j
iC

= =
∑∑

 （7）

n

i=1
Sc/c = ∑∑ Cij C 2

m

j=1
 （8）

Sy/c = mn 2

n

i=1 j=1
∑∑ Yij Yi

2
m

 （9）

式中：a为工作曲线的斜率；p为样品平行测定的次

数；m为标准溶液重复测定的次数；n为所配标准溶液个

数；Sy/c为工作曲线的标准偏差；Sc/c为Cij各点的值与 之

差的总和；Yij为各质量浓度点测定响应值；Yi为线性方程

计算响应值；C0为样品平均质量浓度。

相对不确定度：

U C0
Urel C0 =              100%

C0
 （10）

表 5 最小二乘法拟合标准曲线时引入不确定度

Table 5 Uncertainty resulting from least square curve fitting

p n C0/（μg/L） /（μg/L） Sy/c Sc/c U（C0）/（μg/L） Urel（C0）/%

4 3 0.000 60 0.002 2 128.16 0.000 157 0.000 011 1.83

2.3 由样品制备所引入的不确定度[14-21]

2.3.1 天平引入的不确定度

天平校准允许的最大误差为±0.000 1 g，称取辣椒

粉2 g，取矩形分布，引入的相对标准不确定度为：

0.000 1
Urel m =                100% = 0.002 9%

3 2
 （11）

2.3.2 移液管引入的不确定度

使用25 mL（V1）移液管（A级）允许的最大误差为

±0.030 mL，取矩形分布，由样品定容体积引入对标准

的不确定度：

Urel V1 =              =                  100% = 0.069 3%
U V1 0.03

V1 3 25
 （12）

2.3.3 定容引入的不确定度

净化完毕后，经氮气吹干的样品进行定容，使用

1 mL（V2）移液管，其允许的最大误差为0.007 mL，取

矩形分布，引入的相对标准不确定度。

Urel V2 =              =               100% = 0.404 2%
U V2 0.007

V2 3 1
 （13）

2.3.4 凝胶渗透色谱净化过程回收率产生的不确定度

凝胶渗透色谱净化过程回收率所产生的不确定度U

（CR）由3 次回收率测量平均值的标准偏差S（CR）计

算所得（表6）：

3

S CR
U CR  =  （14）

为了确定回收率是否计入罗丹明B质量分数的计算

中，应对平均回收率 进行显著性检验：

1 R
t =

U CR
 （15）

当t大于双边临界值t（95，2）=4.3时，则回收率R有显著性

差异，回收率应用以修正结果；相反，则不必使用。

表 6 罗丹明B 显著性检验

Table 6 Significance test of rhodamine B 

/% S（CR）/% U（CR）/% Urel（CR）/% t 显著性差异

58.1 5.60 3.23 5.56 1.30 不显著

2.3.5 由样品制备过程引入的总不确定度

上述各因素互不相关，因此，样品的前处理过程的

不确定度为：

Urel pre =     U 2
rel m + U 2

rel V1 + U 2
rel V2 + U 2

rel CR = 5.57% （16）

2.4 测量不确定度的评定与报告

2.4.1 合成标准不确定度

=    0.020 22 + 0.018 32 + 0.055 72

= 0.062 0 = 6.20%

Ucrel X =     U 2
rel std + U 2

rel C0 + U 2
rel pre

	 （17）

2.4.2 相对扩展不确定度

95%置信水平下，取K=2，则：
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Urel = K Ucrel X = 2 6.20% = 12.40% （18）

2.4.3 扩展不确定度

U = 0.002 0 12.40% = 0.000 2 mg/kg （19）

2.4.4 结果表示

用高效液相色谱法测定辣椒粉中的罗丹明B，结果为：

X = 0.002 0 ± 0.000 2 mg/kg K = 2 （20）

3 结 论

通过对各检测环节不确定度的评估发现，不确定

度主要来自由样品制备的过程中，而制备过程中则以

凝胶渗透色谱净化过程回收率的不确定度影响最大。

所以，整个检测过程的不确定度控制应以控制凝胶渗

透色谱净化过程回收率的稳定性为关键，来保障检测

结果的准确性。
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