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超高效液相色谱法测定婴幼儿配方乳粉中的
VD3含量的不确定度评定
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摘  要：根据JJF 1059—1999《测量不确定度评定与表示》的原理与方法，建立了超高效液相色谱法测定婴幼儿配

方乳粉中VD3含量的测量不确定度评定的数学模型。对数学模型中各不确定度分量的来源进行分析、量化和合成。

当取样量为10.0g，其测定的VD3含量为(7.45± 0.2091)µg/100g。最终结果的不确定度主要由标准溶液、标准曲线的

建立及测量随机性因素的不确定度引起。整体评定方法清晰合理，简便准确，适合超高效液相色谱法、高效液相色

谱法的不确定度评定。
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Ultra Performance Liquid Chromatography

FAN Yao1，HUANG Cui-li2，WANG Li-qing2,*，REN Guo-pu1，ZHOU Gui-ping2，CHEN Hong-tao3 
(1. College of Food Science and Engineering, Central South University of Forestry and Technology, Changsha 410004, China；

2. Guangdong Testing Institute for Product Quality Supervision, Foshan 528300, China；

3. School of Life Science and Biotechnology, Dalian University of Technology, Dalian 116024, China)

Abstract：Based on JJF 1059—1999 Evaluation of the Uncertainty of Determination and Expression, a mathematical model 

was established to assess the uncertainty of analyzing cholecalciferol (VD3) in infant milk powder by ultra performance 

liquid chromatography (UPLC). Factors contributing to the uncertainty were analyzed, quantified and synthesized. The 

expanded uncertainty of VD3 determination for 10.0 g of samples was 0.2091 µg. Our results showed that the uncertainty 

of measurement was mainly caused by the preparation of standard solution, the establishment of the standard curve and the 

uncertainty of stochastic factors during the determination of samples. The evaluation method is reasonable, clear, simple, 

accurate, and suitable for the evaluation of uncertainty in UPLC determination.
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VD是一种重要的脂溶性维生素，可以促进人体

小肠对钙、磷的吸收，保持体液中钙、磷的含量充

足。同时，VD参与内分泌系统对骨骼和无机盐的代

谢调节过程 [1]。可由人体皮肤经阳光照射自发合成，

但受不同地区纬度、空气污染程度、户外活动时间、

肤色、体质量、皮肤暴露面积等影响，合成量具有很

大波动性 [2]。由于婴幼儿是VD缺乏的高危群体，对婴

幼儿配方乳粉进行VD强化补充是婴幼儿奶粉国家标

准的要求。我国婴幼儿配方乳粉的国家标准中VD含

量要求为0.25～0.75µg/100kJ[3-4]，允许的添加形式为

VD2或VD3
[5]。常见婴幼儿配方乳粉中VD的测定方法

多为高效液相色谱法 [6-8]，过程繁琐、耗时，VD损失

较大。本实验使用脂肪酶低温酶解皂化婴幼儿配方乳

粉样品，皂化液经石油醚萃取后氮吹定容，之后使用

超高效液相色谱仪进行VD3的测定，与国标方法相比

更为简化准确。测量结果的不确定度，是一种表示被
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测变量检测值离散程度的重要参数 [9]。为了在测量结

果的表达和质量评定等方面更为准确，本实验根据JJF 

1059—1999《测量不确定度评定与表示》对婴幼儿配

方乳粉中VD3含量的不确定度进行了测量和评定 [10]，

以期为评定测量结果质量提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

随机选取市售婴幼儿Ⅰ段配方乳粉，标签VD3含有量

为9.6µg/100g。

脂肪酶(Candida rugosa Lipase，1468U/mg) 美国

Sigma化学试剂公司；无水乙醇、石油醚、无水硫酸钠、

氢氧化钾固体、抗坏血酸(均为分析纯) 天津永大化学

试剂有限公司；VD3 美国Supelco公司；甲醇(色谱纯)   

德国CNW Technologies GmbH公司；10g/L抗坏血酸-乙醇

溶液；0.01mol/mL KOH溶液。

1.2 仪器与设备

1290超高效液相色谱仪(二极管阵列检测器，自动

进样器)、Eclipse plus C18反相色谱柱(2.1mm×100mm，

1.8µm) 美国安捷伦公司；电热恒温振荡水槽 上海

一恒科技有限公司；Eyela SB-1100旋转蒸发仪 日本东

京理化器械株式会社。

1.3 样品处理

称取10.0g乳粉样品(精确到0.1g)于250mL具塞三角

瓶中。加入20mL纯水充分摇匀溶解，后加入1.5g脂肪

酶，继续加入80mL抗坏血酸-乙醇(10g/L)溶液及20mL 

KOH(0.01mol/mL)溶液混匀，充氮排空气后加塞盖紧，

置于恒温振荡器中(37±1)℃振荡5h(120r/min)。取出三

角瓶后迅速降至室温，将酶解皂化液转移至250mL分液

漏斗中，三角瓶用少量石油醚淋洗后转入分液漏斗中。

加入100mL石油醚萃取，振荡静置后将水相转入另一

250mL分液漏斗，按上述步骤第2次萃取。合并萃取液，

水洗至中性。醚液用无水硫酸钠过滤脱水，滤液转入500mL

圆底烧瓶中，在旋转蒸发器上35℃抽真空蒸至近干。残渣用

甲醇溶解后定容于10mL容量瓶。移取5mL甲醇溶液于试管

中，氮吹仪35℃吹干，加入1mL甲醇，振荡溶解残渣，通过

0.22µm滤膜过滤，进超高效液相色谱仪分析。

1.4 色谱条件

色谱柱：Agi l en t  Ec l i p se  p lu s  C 18反相色谱柱

(2.1mm×100mm，1.8µm)；流动相：甲醇-水(97:3，V/V)；

流速0.1mL/min；检测波长：264nm；进样体积：10µL。

2 �模型建立

2.1 数学模型

不确定度的计算，首先要明确被测值计算的数学模

型，从而分析其可能的不确定来源[11]。只有当影响被测

值不确定度的基本因素都被考虑在内，所得到的各自的

相对不确定度值才可以在整个计算中被采纳[12]。本实验

中，VD3的最终计算数学模型为：

m frec

C 2 100X =  (1)

式中：X为样品中VD3含量/(µg/100g)；C为由标准曲

线校正得出的试样中VD3的质量浓度/(µg/mL)；m为样品

质量/g；frec为回收率校正因子。

从数学模型看出，各影响参数相互独立，即灵敏系

数Ci为1[13]，各自的不确定度直接影响被测值X的不确定

度。利用相对标准不确定度合成合成标准不确定度，参

考JJF 1059—1999可知，合成标准不确定度：

N

i =1
U 2

c( yi) = ∑u2(xi) (2)

2.2 不确定度来源分析

结合样品处理过程及数学模型可知，婴幼儿配方乳

粉中VD3含量测定的不确定度主要来源于标准溶液配制、

样品称量、样品溶液的响应值、回收率等方面[14]。

3 不确定度分量的评定

3.1 标准溶液制备产生的不确定度

3.1.1 标准品引起的不确定度

VD3标准品购自美国Supelco公司，根据标准物质证书

可知，其不确定度为1%，采用均匀分布，包含因子k= 3，
因此其相对标准不确定度为：Urel(std)=1%/ 3=0.006。
3.1.2 标准品称量引起的不确定度

根据称量使用的电子天平检定证书，其最大允许误

差为±0.1mg，标准品称取量10mg，经历二次称量(空瓶

质量和加标准品质量)，天平线性符合矩形分布。

3

2 0.0001g
U(m) =                           = 0.000082g

m

U(m) 0.000082g

0.01g
Urel(m) =           =                      = 0.008165

3.1.3 标准溶液配制中玻璃量具校准引起的不确定度

配制标准品溶液时，首先用100mL容量瓶配制标

准贮备液，然后分别移取1、2、5、10mL标准贮备液至

100mL容量瓶中，定容后作为标准工作液。整个过程中

用到了100mL容量瓶和1、2、5、10mL单标线吸量管。

按照JJG 196—2006《常用玻璃量具检定规程》[15]的要

求，A级1、2、5mL和10mL单标线吸量管的最大允差分

别为±0.007、±0.010、±0.015mL和±0.020mL；A级

100mL容量瓶的最大允差为±0.10mL，按照矩形分布考

虑，k= 3，由此计算不确定度见表1。
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表 1 标准溶液配制中玻璃量具引起的不确定度

Table 1 Uncertainty arising from errors in calibration of volumetric 

flask and pipets during the preparation of standard solutions

玻璃器具 最大允许误差/mL 标准不确定度 相对标准不确定度

1mL单标线吸量管A级别 ±0.007 0.004041 U rel(V1)= 0.004041

2mL单标线吸量管A级别 ±0.010 0.005774 U rel(V2)= 0.002887

5mL单标线吸量管A级别 ±0.015 0.008660 Urel(V5)=0.001732

10mL单标线吸量管A级别 ±0.020 0.011457 U rel(V10)= 0.001146

100mL单标线容量瓶A级别 ±0.10 0.057735 U rel(V100)= 0.005774

根据表1，合成相对标准不确定度：

Urel(V ) =                                                                        = 0.007894U 2
rel(V1)＋U 2

rel(V2)＋U 2
rel(V5)＋U 2

rel(V10)＋ U 2
rel(V100)

3.1.4 标准溶液配制中温度变化产生的不确定度

溶液配制过程中，温度缺乏控制也会产生不确定

度。根据产品信息，玻璃量具在20℃已进行校准，实验

室温度一般在±5℃范围变动[16]。相应不确定度可根据温

度范围和体积膨胀系数来进行计算，此时只考虑液体的

体积膨胀系数(玻璃的体积膨胀可忽略)。水的体积膨胀系

数为2.08×10-4，假设温度变化服从矩形分布，由此计算

的不确定度见表2。

表 2 标准溶液配制中温度变化引起的不确定度

Table 2 Uncertainty arising from the effect of temperature change on 

volumetric glass wares during the preparation of standard solutions

玻璃器具 计算公式 标准不确定度 相对标准不确定度

1mL单标线吸量管A级别 1×5×2.08×10-4/ 3 0.000600 U rel(T1)=0.000600

2mL单标线吸量管A级别 2×5×2.08×10-4/ 3 0.001201 U rel(T2)=0.000600

5mL单标线吸量管A级别 5×5×2.08×10-4/ 3 0.003002 U rel(T5)=0.000600

10mL单标线吸量管A级别 10×5×2.08×10-4/ 3 0.006004 U rel(T10)=0.000600

100mL单标线容量瓶A级别 100×5×2.08×10-4/ 3 0.060044 U rel(T100)=0.000600

根据表2，温度引起的合成标准不确定度为：

Urel(T ) =                                                                        = 0.001342U 2
rel(T1)＋U 2

rel(T2)＋U 2
rel(T5)＋U 2

rel(T10)＋U 2
rel(T100)

3.1.5 标准溶液制备中相对合成不确定度

Urel(c) =                                                        = 0.012923U 2
rel(std)＋U 2

rel(m)＋U 2
rel(V)＋U 2

rel(T )

3.2 样品称量的不确定度

根据JJG 98—1990《非自动天平检定规程》[17]规定，

0.01g精密度天平的最大允许误差为±0.01g。本实验中

称取样品10.0g，样品经历二次称量(空瓶质量和样品质

量)，天平线性符合矩形分布。

3

2 0.01g
U(m) =                      = 0.008165g

m

U(m)

10.0g
0.008165g

Urel(m) =           =                      = 0.000817

3.3 试样最终定容体积的不确定度

3.3.1 容量瓶校准的不确定度

试样处理后用10mL的A级容量瓶定容，按照JJG 196—

2006《常用玻璃量具检定规程》的要求，A级10mL容量瓶

的最大允差为±0.020mL，按照矩形分布考虑，k= 3。
标准不确定度U(R)=0.02/ 3=0.011547
相对标准不确定度Urel(R)=U(R)/10=0.001155

3.3.2 温度变化引起的不确定度

试样处理环境温度为T1=25℃，容量瓶的校准温度为

T0=20℃，水的膨胀系数为2.08×10-4，温度变化服从矩形分布。

3
V ∆T 2.08 10-4

3

10 5 2.08 10-4

U(T) =                                      =                                    =0.006004

相对标准不确定度为：Urel(T)=U(T)=0.000600

3.3.3 试样最终定容体积的相对标准不确定度合成

Urel(V ) =                            = 0.001302U 2
rel(R)＋U 2

rel(T )

3.4 标准校正曲线拟合的不确定度

标准曲线拟合的不确定度通过对标准系列溶液进行6

次测定得到。用最小二乘法拟合标准溶液浓度-峰面积曲

线，依次测定0.2、0.5、1、2、5、10µg/mL的标准VD3溶

液，每一质量浓度重复进样3次，得到对应的峰面积A，

测定结果见表3。

表 3 最小二乘法拟合标准溶液质量浓度-峰面积

Table 3 peak area fitted by least square method versus standard 

solution concentration

Xi/(µg/mL) 0.2 0.5 1 2 5 10

Yi峰面积/
(mAU·s)

Y1 47.223 94.361 170.913 327.241 797.354 1575.372

Y2 46.618 93.879 171.527 326.569 795.273 1577.428

Y3 47.769 94.538 171.136 327.714 796.376 1577.516

47.203 94.259 171.192 327.175 796.334 1576.772

使用Origin软件拟合数据后得到线性回归方程为：

Y=156.11X＋15.614，可得到拟合直线的斜率b和截距a分
别为156.11和15.614。

Sc

n 2

∑[ yi (a＋bxi)]
2

n

i=1S =                                      =                                                  = 0.8125

使用该曲线进行测量时，对被测样品处理溶液测

量2次，即p=2，测得样品处理液中的VD3最佳估计值为

7.45µg/100g。校准曲线拟合的标准不确定度为：

U(std) =                                        =                                                          = 0.006634
(c0－c)2

n
11

SxxP＋ ＋ ＋ ＋b
S (7.45－3.12)2

17.5418
1

2
1

156.11
0.8125

式中：c0表示样品中VD3的实际测定质量浓度； 表

示各标准溶液质量浓度平均值；Sxx表示所有校准溶液质

量浓度的离均差平方和n表示总进样次数最终标准曲线拟

合的相对不确定度为：Urel(std)=U(std)/7.45=0.000890。

3.5 样品溶液响应值的不确定度

样品溶液色谱测定响应值的不确定度是由色谱测量重

复性引起的，通过重复进样来计算，属于不确定度的A类评

定。将最终样品溶液连续进样9次，所得数据统计见表4。
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表 4 重复进样结果统计

Table 4 Results of replicate determinations for peak areas

进样次数 1 2 3 4 5 6 7 8 9 平均值( ) 极差(R)
峰面积 583.6 582.3 583.0 584.6 583.8 582.0 585.1 583.2 582.9 583.4 3.1

由于测量次数较少，因此采用极差法进行不确定度

评定，通过JJF 1059—1999《测量不确定度评定与表示》

可知，当n=9，C=2.97。

C
R

2.97
3.1

UA =        =           = 1.043771

相对标准不确定度U rel(A)=UA/ =1043771/583.4= 

0.001789

3.6 回收率因子的不确定度

样品在处理过程中，会因为光照、温度等外部环境

因素及进样检测仪器误差等原因产生损失。本实验对样品

进行了高、中、低3个水平的标准品添加，每个水平进行3

次平行测定，根据9次结果进行计算，回收率结果见表5。

表 5 回收率结果统计

Table 5 Results obtained for determination of recovery rates

添加水平/(IU/100g) 回收率/% 平均回收率/% 标准偏差/%
400 93.3 93.8 93.2
800 95.3 95.6 95.0 95.1 1.38

1200 96.7 96.8 96.1

不 确 定 度 按 A 类 进 行 评 定 ， n = 9 ， 标 准 不

确定度 U ( f r e c ) = 1 . 8 / 9 = 0 . 4 6 ，相对标准不确定度

Urel(frec)=0.46/95.1=0.004837。

4 相对标准不确定度的合成及扩展

4.1 各相对标准不确定度分量汇总

表 6 相对标准不确定度分量表

Table 6 List of relative standard uncertainties over the whole 

determination procedure of cholecalciferol in infant formula milk powde

不确定度
分量

不确定度来源 类型
相对标准
不确定度

Urel(c)

标准品引起的不确定度 B
标准品称量引起的不确定度 B 0.012923

标准溶液配制中玻璃量具校准引起的不确定度 B

标准溶液配制中温度变化产生的不确定度 B 0.000817

Urel(m) 样品称量的不确定度 B 0.001302

Urel(V)

容量瓶校准的不确定度 B

温度变化引起的不确定度 A 0.000890

Urel(std) 标准曲线拟合的不确定度 A 0.001789

Urel(A) 样品溶液重复进样的不确定度 A 0.004837

Urel(frec) 回收率因子的不确定度

根据表6数据，可合成各相对标准不确定度为：

Urel(X) =                                                                                   = 0.014035U 2
rel(c) + U 2

rel(m) + U 2
rel(V ) + U 2

rel(std) + U 2
rel(A) + U 2

rel( frec)

4.2 扩展不确定度的评定

取置信水平95%，k=2，可知婴幼儿乳粉中VD3测定的

相对扩展不确定度u=Urel(X)×k=0.028070。由3.4节可知，实

验测得样品中VD3的最佳估计值为7.45µg/100g，因此其扩

展不确定度为U=7.45µg/100g×0.028070=0.2091µg/100g。

5 结 论

本实验采用超高效液相色谱仪对婴幼儿乳粉中VD3进

行测定，当取样量为10.0g，k=2(95%置信度)测得的VD3

含量为(7.45±0.2091)µg/100g。整体方法准确性较好，可

用来进行婴幼儿乳粉中VD3的快速测定。

结合实验过程及计算结果可知，婴幼儿乳粉中VD3的

最终结果的不确定度主要是由样品处理过程产生的不确

定度引起，其他不确定度影响不大。整个实验过程中的

操作及仪器使用的规范性需要进一步提高，从而可增加

实验结果的准确性，减少测定结果的不确定度。
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