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高效液相色谱法检测保健品中西地那非的含量的
不确定度评定 

戴  欣 1, 2, 李媛媛 1, 王  伟 1*, 吴  桐 1, 2, 刘文竹 1, 2, 郭金萍 1, 2, 李  喆 1, 2 

(1. 吉林省食品检验所, 长春  130103; 2. 吉林省安信食品技术服务有限责任公司, 长春  130033) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法(high performance liquid chromatography,HPLC)检测保健品中西地那非的

含量的不确定度。方法  以保健品中西地那非非法添加为例, 采用高效液相色谱对样品进行定性筛查, 定量分

析, 并对定量结果分析不确定度来源, 计算测量结果的相对扩展不确定度。结果  当保健品中西地那非含量为

14.0 mg/g, 在 95%的置信区间下, 其结果的扩展不确定度为 0.36 mg (k=2)。结论  在影响检测结果的各分量

中, 标准溶液配制过程引入的不确定度对结果影响较大。 
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Uncertainty evaluation for determination sildenafil in health products by 
high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of determination of sildenafil in health products by high 

performance liquid chromatography (HPLC). Methods  Taking the illegal addition of sildenafil in health care 

products as an example, qualitative screening and quantitative analysis were performed by HPLC. The source of 

uncertainty was analyzed for quantitative results, and the relative extended uncertainty of the measurement results 

was calculated. Results  When the content of sildenafil was 14.0 mg/g, the extended uncertainty of the results was 

0.36 mg at the 95% confidence interval (k=2). Conclusion  Among the components affecting the test results, the 

uncertainty introduced by the standard solution preparation process has a greater impact on the results. 
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1  引  言 

随着中国经济和社会的发展, 人民越来越关注健康

和养生问题 , 保健食品的开发顺应了这个需求 , 给人民

带来了益处。但随着商业竞争的加剧和人们对保健功效

作用的看重, 不良生产企业向保健食品中非法添加药物

的行为愈演愈烈。枸橼酸西地那非(sildenafil citrate)俗称

“伟哥”, 可用于治疗阴茎勃起功能障碍, 长期服用可能导

致性功能减退或器官萎缩。也是目前生产的抗疲劳类保

健食品中非法添加化学药品最常见的成分, 严重危害老

百姓的生命健康[1-4]。而不确定度数值的大小, 反应出测

量水平的高低, 直接影响到产品合格判定[5], 因此检测或
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校准实验室把测量不确定度评定作为一项日常质量监督

或质量控制的手段。 

本研究以西地那非为例, 参考《国家食药监局药品检

验补充检验方法和检验项目》(批准件编号 2009030)[6], 通

过高效液相色谱仪对样品进行定性和定量分析[7-10], 然后

对结果不确定度进行评价并对各个不确定度分量进行评估, 

查找影响不确定度的因素, 最终给出测量结果的置信区间

和置信水平[11-15]。为规范日常检测保健品中的非法添加检

验, 提高检测结果的可靠性、准确性提供参考, 为保健品

检验合格评定准确性、可靠性提供真实、有效的依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(美国安捷伦科技有限

公司); MSU-125P 型电子天平(d=0.01 mg, 赛多利斯科

学仪器(北京)有限公司); Milli-Q 去离子水发生器(美国

Millipore 公司)。 

枸橼酸西地那非对照品(纯度 98%, 加拿大 TRC 公

司); 甲醇、乙腈(色谱级 , 美国天地试剂有限公司); 乙

酸铵 (优级纯 , 天津市科密欧化学试剂有限公司 ); 水为

纯净水; 其他试剂均为分析纯。 

保健品: 桦甸市公安局。 

2.2  标准溶液制备 

取西地那非对照品 4.61 mg, 精密称定, 置 5 mL 量

瓶中 , 加乙腈溶解并稀释至刻度 , 摇匀 , 作为对照品储

备液。精密移取 0.5 mL 分别精密量取对照品储备液用流

动相稀释定容至 10 mL 制成浓度为 45.2 mg/L 对照品溶

液。 

2.3  样品溶液制备 

将样品研细、混匀后称取一次服用量约 0.8 g, 置于

50 mL 容量瓶中, 加入乙腈 40 mL, 超声处理 15 min, 冷

却至室温, 用乙腈稀释至刻度。并用流动相将样品浓度

稀释至与对照品浓度相当后摇匀、过滤、备用。 

2.4  仪器条件 

色谱柱: Agilent C18 色谱柱(150 mm ×4.6 mm, 5 μm); 

流动相: A 为 0.1%乙酸的-0.02 mol/L 乙酸铵溶液; B 为甲醇; 

C 为乙腈; 梯度洗脱见表 1; 流速: 0.8 mL/min, 检测波长

为 230 nm, 进样量: 10 μL。 

2.5  数学模型的建立 

C V
X

m


  

其中: X 西地那非含量, mg/kg; C 试样浓度, mg/L; V 试

样定容体积, mL; m 试样质量, g。 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  The gradient elution mode 

时间
/min

A: 0.1%乙酸的-0.02 mol/L

乙酸铵溶液/% 
B: 甲醇

/% 
C: 乙腈

/% 

0.00 75 10 15 

15.00 60 25 15 

30.00 40 45 15 

45.00 40 45 15 

50.00 30 55 15 

55.00 30 55 15 

55.01 15 70 15 

60.00 15 70 15 

60.01 75 10 15 

65.00 75 10 15 

 
2.6  不确定来源分析 

根据分析方法的数学模型, 不确定度来源主要包括: 

测量溶液浓度的不确定度 urel(C); 试样定容体积的不确定

度 urel(V); 试样称样质量的不确定度 urel(w)。 

3  结果与分析 

3.1  定量结果的不确定度分析 

本次试验对供试品重复测量 2 次 , 称样量分别为

0.7257、0.8361 g, 样品试液浓度为 20.36915、23.29044 

mg/L。样品中西地那非含量为 14.0 mg/kg。 

由于本次试验采用了外标一点法, 由标准曲线拟合

过程中引入的相对标准不确定度可忽略不计。 

3.2  标准溶液引入的不确定度 

1) 对照品的不确定度 urel(C) 

对照品西地那非由 TRC 提供, 纯度为 98%, 暂假定

其纯度为 98%±0.05%。视为矩形分布(k= 3 ), 测对照品

纯度引起的不确定度: urel(ρ)=0.05%/ 3 =0.00029。 

称量对照品 4.61 mg, 天平的检定证书给出最大允

许误差为±0.05 mg。假定为矩形分布换算成标准不确定

度为:  

0.050 mg/ 3 /4.61 mg=0.00626。 

由于标准品称量采用减重法称量 , 每个结果均需

称量 2 次。故称量对照品的相对标准不确定度为:  

2
rel ( ) 2 0.00626 0.00885u m    。 

对照品储备液配制是需要用到 5 mL 容量瓶。JJG 

196-2006《常用玻璃量器》[16]规定, 20 ℃时 5 mL 容量瓶

(A 级)的容量允差为±0.020 mL, 按矩形分布, 取 k= 3 。
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由玻璃量器引入的相对标准不确定度为: 

urel(5)=0.020/ 3 /5=0.00231。 

该 容 量 瓶 在 20 ℃ 校 准 , 而 实 验 室 的 温 度 为

(20±5) ℃, 水的体积膨胀系数为 2.1×10-4 ℃-1, 按矩形分

布, 则环境温度引入的相对标准不确定度为: 

urel(t)=5×2.1×10-4/ 3 =0.000606。 

合成对照品储备液配置过程的相对不确定度为: 

urel(u0)=
2 20.00231 0.000606 0.00239  =0.00239。 

由对照品纯度、称量和定容引起的不确定度合成对

照品储备液的相对标准不确定度:  

urel(u0)=
2 2 20.00029 0.00885 0.00239 0.00917   。 

2) 标准溶液配制引入的相对不确定度 urel(V0)  

准用的玻璃量具均为 A 级, 按照国家计量检定规程

JJG-196-2006[16]的要求 , 均有相应的允许偏差 , 按照玻

璃器皿的相对不确定度分量(表 2), 按照器具检定证书

计算的相对不确定度分量(表 3), 计算得到 45.2 μg/mL

对照品溶液配置过程移入的不确定度为 

urel(V0)=
2 20.00130 0.00580 0.00594  。 

3.3  样品称量引入的相对标准不确定度 urel(w)  

对样品称量引入的不确定度主要来源于电子天平校

准不确定度 , 天平的检定证书给出最大允许误差为±0.5 

mg。假定为矩形分布, 换算成不确定度为: 0.50 mg/ 3 = 

0.2887 mg。由样品称量 2 次, 分别为 0.7257、0.8361 g, 引

起的相对标准确定度为: 

rel 1
0.2887

( ) 0.000398
0.7257 1000

u w  


;  

rel 12
0.2887

( ) 0.000345
0.8361 1000

u w  


;  

则样品称量引入的相对标准不确定度为: 

2 2
rel 1 rel 2

rel
( ) ( )

( ) 0.000372
2

u w u w
u w


  。 

3.4  样品定容、稀释过程引入的相对标准不确定度

urel(V) 

样品溶液配置、稀释时使用的 50 mL 容量瓶, 1 mL 移

液枪, 10 mL 容量瓶, 为级, 按照矩形分布处理, k= 3 , 由

此估算玻璃容器引入的相对不确定度: 

2 2 2
rel ( ) 0.00084 0.00130 0.00580u V    =0.00600。 

3.5  高效液相色谱仪检定证书给出的扩展不确定度

urel(A) 

Agilent 1260 高效液相色谱仪检定证书给出的定量测

定 重 复 性 为 相 对 标 准 偏 差 为 0.33%(n=6), 则

urel(A)=0.33%/ 6 =0.0135。该标准偏差是随机测量, 属 A

类不确定度。 

3.6  合成标准不确定度及扩展不确定度的计算 

综上分析, 高效液相色谱法(high performance liquid 

chromatography, HPLC)测定保健品中西地那非含量的各相

对标准不确定度分量见表 4。 

将上述不确定度合成得到合成相对标准不确定度:  

2 2 2
rel rel rel rel

2 2 2

( ) ( ) ( ) ( )

0.011 0.0037 0.00600 0.013

u X u c u w u V   

  
。 

3.7  扩展不确定度及结果表述 

对于大多数测量采用包含因子 k=2 衡量, 此时对应的

置信概率为 95%, 则西地那非含量的扩展不确定度为:  

U=2×X×u rel(X)=2×14×0.013=0.36 mg。 

参考《国家食品药品监督管理局药品检验补充检验方

法和检验项目批准件》(批准件编号 2009030)[6]对某保健品

中的西地那非含量测定, 测定结果为(14.0±0.4) mg/g, k=2。  

 
表 2  玻璃器皿的相对不确定度分量 

Table 2  Relative uncertainty components of glassware 

玻璃量具 最大允差/mL 量具校准引起的相对标准不确定度 温度变化引起的相对标准不确定度 合成相对标准不确定度

5 mL 量瓶 ±0.020 0.002310 0.000606 0.00239 

10 mL 量瓶 ±0.020 0.001155 0.000606 0.00130 

50 mL 量瓶 ±0.050 0.000577 0.000606 0.00084 

 
表 3  器具检定证书计算的相对不确定度分量 

Table 3  Relative uncertainty components of instruments  

器具(使用体积) 最大允差/μL 
器具具校准引起的相对标准 

不确定度 

温度变化引起的相对标准 

不确定度 
合成相对标准不确定度

1 mL 移液枪(0.5 mL) ±5 0.00577 0.000606 0.00580 

1 mL 移液枪(1.0 mL) ±10 0.00577 0.000606 0.00580 
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表 4  相对标准不确定度 
Table 4  Relative standard uncertainty 

分量 不确定度来源 分布 类型 相对标准不确定度 

urel(c) 对照品纯度 矩形 B 0.00029 

 天平允差 矩形 B 0.00885 

 配制对照品储备溶液 矩形 B 0.00239 

 配制对照品溶液的玻璃量器允差 矩形 B 0.00594 

 HPLC 进样重复性 正态 A 0.00135 

urel(w) 供试品称量 矩形 B 0.00037 

urel(V) 供试品系数定容 矩形 B 0.00600 

 
 

4  结  论 

保健食品中非法添加的定性和定量分析, 一直是保

健食品检验工作的重点和难点。本文评定高效液相色谱

测量保健品中的不确定度, 结果表明此方法不确定来源

主要是称量、标准溶液配制和进样的重复性。因此在日

常检测工作中 , 要注意操作的规范性 , 定期检查称量仪

器, 选择准确度高的玻璃仪器, 做平行实验, 以此保证实

验的准确性。 
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“食品风味物质研究”专题征稿函 
 
 

食品不仅是维持人体生命活动所必需的各种营养物质和能量的最主要来源, 而且以其色、香、味、质地

及口感给人们以愉悦的感官享受。随着食品工业和食品科学技术的不断发展, 民众对食品品质和卫生要求也

越来越高。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品风味物质研究”专题, , 本专题将围绕食品风味物质的分析与鉴定、风味物

质的形成、典型食品风味、食品风味质量控制、风味物质感官分析研究或您认为本领域有意义的问题进行论

述。本专题计划在 2019 年 6 月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 学报主编吴永宁研究员及专题主编上海交通大学刘源教授特别邀请您为本专题

撰写稿件, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。综述及研究论文均可, 请在 2019 年 5 月 10 日前通

过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并优先发表。 

同时, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。 

谢谢您的参与和支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com(注明专题文章) 

E-mail: jfoodsq@126.com(注明专题文章) 
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