
第 10 卷 第 21 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 10 No. 21 

2019 年 11 月 Journal of Food Safety and Quality Nov. , 2019 

 

                            

*通讯作者: 宋晓东, 硕士, 工程师, 主要研究方向为乳品检测技术和产品质量控制。E-mail: mnsxd88@163.com 

*Corresponding author: SONG Xiao-Dong, Master, Engineer, Inner Mongolia Mengniu Dairy (Group) Co, Ltd, Huhhot 011517, China. E-mail: 
mnsxd88@163.com 

 

高效液相色谱法测定乳粉中维生素 K1含量 

不确定度评定 

徐向峰, 马若影, 常建军, 宋晓东* 

(内蒙古蒙牛乳业(集团)股份有限公司, 呼和浩特  011517) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定奶粉中维生素 K1 的

测量结果的不确定度。方法  分析与量化高效液相色谱法测定奶粉中维生素 K1 的实验过程, 对标准物质、样

品前处理、测量重复性及分析仪器等方面进行不确定度分析, 建立数学模型, 通过检测奶粉样品来计算测定结

果的扩展不确定度。结果  HPLC 测定奶粉中得到维生素 K1 含量的测定结果的扩展不确定度为 1.68 μg/100 g, 

奶粉中维生素 K1 含量的测定结果为(65.5±1.68) μg/100 g。结论  在维生素 K1 含量测定过程中, 最小二乘法拟

合曲线产生的不确定度在该法中影响最大, 即标准溶液曲线所涉及到的浓度值是影响测量不确定度的主要因

素, 故在样品测定时应对其加以控制, 提高检测结果的可靠性, 增强测量结果之间的可比性。 
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Evaluation of the measurement uncertainty of vitamin K1 content in milk 
power by high performance liquid chromatography 

XU Xiang-Feng, MA Ruo-Ying, CHANG Jian-Jun, SONG Xiao-Dong* 

(Inner Mongolia MengNiu Dairy (group) Co. LTD, Hohhot 011517, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the measurement uncertainty of vitamin K1 content in milk power by high 

performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The process of determination of vitamin K1 in milk powder 

by high performance liquid chromatography was analyzed and quantified. Uncertainty analysis of reference materials, 

sample preparation, measurement repeatability, and analytical instruments were conducted. A mathematical model 

was established and the extended uncertainty of the measurement result was calculated by detecting the milk powder 

sample. Results  The expanded uncertainty of vitamin K1 content was 1.68 μg/100 g. The content of vitamin K1 in 

milk power was (65.5±1.68) μg/100 g. Conclusions  In the process of measuring vitamin K1 content, the uncertainty 

caused by the least squares fitting curve has the greatest influence in the method. That is, the concentration value 

involved in the standard solution curve is the main factor affecting the measurement uncertainty. Therefore, it should 

be controlled during sample measurement to improve the reliability of the test results and enhance the comparability 

between the measurement results. 
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1  引  言 

在化学分析检测中, 分析结果与真值之间往往存在着

一定的误差, 由于测量误差的存在, 测量值的可信度较低, 

因此, 为使测量结果更加准确可信, 需要进行不确定度评定, 

不确定度是测量结果质量的指标。不确定度越小, 所测结果

与被测量的真值越接近, 质量越高, 测定水平越高, 其使用

价值越高; 不确定度越大, 测量结果的质量越低, 测定水平

越低, 其使用价值也越低。由于不确定度的大小可以反映测

量结果的可信度和可接受性, 因此, 完整的测量结果应该包

括测量不确定度, 用标准偏差表示时称为标准不确定度, 用

置信水准区间的半宽度表示时则称为扩展不确定[14]。 

维生素 K1 为脂溶性维生素, 是肝内合成凝血酶原的

必需物质, 当缺乏时可造成凝血障碍。当血液中凝血酶原

缺乏时, 血液的凝固就会出现迟缓, 这时, 补充适量的维

生素 K1 可促使肝脏合成凝血酶原, 起到止血的作用[510], 

因此, 维生素 K1 不仅作为辅助因子参与肝脏合成凝血因

子Ⅱ、Ⅶ、Ⅻ、Ⅹ, 更能促进纤维蛋白原转变为纤维蛋白, 

提高血浆纤维蛋白凝块的弹性, 也增加肠蠕动和分泌功能, 

增加胆总管括约肌的张力, 特别是对某些类型的绞痛有明

显的镇痛作用 [1016], 因此准确测定产品中添加的维生素

K1 的含量结果至关重要。 

目前测定维生素 K1 的方法有高效液相色谱法(high 

performance liquid chromatography, HPLC), 液相色谱-串联

质谱法, 气相色谱-质谱法。GB 5009.158-2016 食品中维生

素 K1 的测定[17]中也明确规定了婴幼儿配方食品和乳粉中

对维生素 K1 含量的测定方法, 是高效液相色谱法和液相

色谱-串联质谱法。但液相色谱-串联质谱法、气相色谱-质

谱法检测成本较高, 不适合大批量检测工作, 对于高效液

相色谱法测定维生素 K1, 对于基质复杂的奶粉, 容易被其

它物质干扰, 无法满足检测需求。 

本研究依据 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定和表

示》[18], 对实验过程进行了不确定度评定, 对实验过程中

各不确定度因素进行了分析和计算, 明确了各不确定度分

量对结果的影响, 以期为检测结果的确认和改进实验操作, 

提高结果的可靠性提供科学依据。  

2  材料与方法 

2.1  试剂和仪器 

2.1.1  试  剂 

标准物质: 维生素 K1 标准品(纯度>99%, 美国 Sigma

公司)。 

试剂: 无水乙醇、四氢呋喃(色谱纯, 北京化工厂); 碳

酸钾、正己烷、冰乙酸、氯化锌、脂肪酶、氢氧化钾、磷

酸二氢钾(分析纯)、无水乙酸钠(优级纯)(国药试剂集团); 

甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司)。 

2.1.2  仪  器 

U-3000 高效液相色谱仪(美国 Thermo Fisher 公司); AQ 

C18 反相色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)(日本资生堂公司)。  

2.2  实验方法 

2.2.1  前处理方法 

称取 2.0 g(精确到 0.0001 g)乳粉样品于 150 mL 具塞三

角瓶中。加入 7 mL 的 50 ℃左右纯水, 充分摇匀溶解, 加入

5 mL 磷酸盐缓冲液, 混匀, 加入 0.2 g 脂肪酶, 混匀后置于

(37±2) ℃恒温水浴振荡器中振荡2 h以上, 使其充分酶解[4]。

取出酶解好的试样, 分别加入 10 mL 无水乙醇以及 1 g 碳酸

钾, 混匀后加入 10 mL 正己烷和 10 mL 水, 涡旋或振荡提取

10 min, 6000 r/min 离心 5 min, 转移上清液至 100 mL 旋转蒸

发瓶中, 再加入10 mL正己烷, 重复操作一次, 合并上清液至

旋转蒸发瓶中。将上述正己烷提取液旋蒸至近干, 用氮气吹

干, 加入 5 mL 甲醇, 摇匀, 0.22 μm 滤膜过滤, 滤液待进样[5]。 

2.2.2  色谱条件 

参考 GB 5009.158-2016 食品中维生素 K1 的测定中的

条件。 

2.2.3  数学模型和不确定度来源 

1) 数学模型 

X= 1 3

2

100

1000

V V

m V

   
 

 

式中: X--试样中维生素 K1 的含量, μg/100 g;  

ρ—由标准曲线得到的试样溶液中维生素 K1 的浓度,  

单位为纳克每毫升(ng/mL);  

V1—提取液总体积, mL;  

V3—定容液总体积, mL;  

100—将结果单位由 μg/g换算为 μg/100 g的换算系数;  

m—试样质量, g;  

V2—分取的提取液体积(婴幼儿食品和乳品 V1=V2), 

单位为 mL; 

1000—将浓度单位由 ng/mL 换算为 μg/mL 的换算系数。 

2) 不确定度的来源 

①: 标准品引入的标准不确定度, u(c);  

②: 样品体积引入的标准不确定度, u(v);  

③: 样品质量引入的标准不确定度, u(m);  

④: 标准曲线引入的标准不确定度, u(q);  

⑤: 仪器引入的标准不确定度, u(s);  

⑥: 样品测量重复性引入的标准不确定度, u(r) ;  

3  结果与分析 

3.1  标准品引入的标准不确定度 u(c) 

3.1.1  标准溶液校正引入的不确定度 u(c0) 

1) 标准工作液使用 100 mL 容量瓶定容, 其最大允许
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误差为±0.10, 按三角分布, 容量瓶的相对标准不确定度为:  

urel(ca)=0.1/ 6 /100=4.08×104。 

2) 标准工作液配制过程中使用了 1 mL 分度移液管,

其最大允许误差为±0.008, 按三角分布, 1 mL 分度移液管

的相对标准不确定度为:  

urel(cb)=0.008/ 6 /1=3.27×103。 

3) 玻璃器具在 20 ℃进行校正, 本实验室的温度一般

为(20±5) ℃, 由温度波动引起的不确定度可通过估算温度

范围和体积膨胀系数进行计算, 液体的膨胀系数远高于玻

璃的膨胀系数, 所以玻璃的膨胀系数可忽略。标准工作液是

用甲醇稀释配制, 用 1 mL 分度移液管移取, 定容到 100 mL

容量瓶中, 甲醇的膨胀系数为 1.2×103 ℃1, 计算标准不

确定度时, 假设温度变化为矩形分布, k= 3 。其对应的相

对标准不确定度为:  

urel(cc)=10×5×1.2×103/ 3 /10=3.46×103 

urel(cd)=100×5×1.2×103/ 3 /100=3.46×103 

其标准工作液引入的合成相对标准不确定度为:  

ucrel(c0)= 2 2 2 2
a( ) ( ) ( ) ( )rel rel b rel c rel du c u c u c u c  =5.90×103 

3.1.2  标准品校正时仪器的标准不确定度 u(c1) 

使用分光光度计校正维生素 K1 标准品, 根据仪器的

校准证书, 其扩展不确定度 U=0.5%, 包含因子 k=2。其相

对标准不确定度为: 

urel(c1)=0.005/2=2.5×103 
其标准品引入的合成相对标准不确定度为:  

ucrel(c)= 2 2
0 1( ) ( )rel relu c u c =6.41×103 

3.2  样品体积引入的标准不确定度 u(v) 

样品经旋转蒸发仪蒸干后, 用甲醇溶解蒸发瓶内的

样品, 使用了 5 mL分度移液管, 其最大允许误差为±0.025, 

按三角分布, 5 mL 分度移液管的相对标准不确定度为:  

urel(v1)=0.025/ 6 /5=2.04×103 

玻璃器具在 20 ℃进行校正, 本实验室的温度一般为

(20±5) ℃, 由温度波动引起的不确定度可通过估算温度范

围和体积膨胀系数进行计算, 液体的膨胀系数远高于玻璃

的膨胀系数, 所以玻璃的膨胀系数可忽略。用甲醇稀释溶

解 , 用 5 mL 分度移液管移取 , 甲醇的膨胀系数为

1.2×103 ℃1, 计算标准不确定度时, 假设温度变化为矩

形分布, 即 k= 3 。其相对标准不确定度为:  

urel(v2)=5×5×1.2×103/ 3 /5=3.46×103 

其样品体积引入的合成相对标准不确定度为:  

urel(v)= 2 2
1 2( ) ( )rel relu v u v =4.02×103 

3.3  样品质量引入的标准不确定度 u(m)  

使用万分之一天平称取 2.0000 g 样品, 根据称量使用

的电子天平校准证书, 其扩展不确定度 U=0.5 mg, 包含因

子 k=2。其相对标准不确定度为: 

urel(m)=0.5/2/2/1000=1.25×104 

3.4  标准曲线引入的标准不确定度 u(q) 

配制质量浓度分别为 0.01、0.019、0.038、0.095、0.190、

0.380 μg/mL 的维生素 K1 标准工作曲线, 每个质量浓度测

量 1 次, 用最小二乘法拟合标准溶液质量浓度-峰面积曲线, 

标准曲线数据见表 1。 

校准曲线为: Â =bc+a 

式中: Â —对应于校准用标准溶液浓度 c 的峰面积;  

c—校准用标准溶液的浓度, μg/mL;  

a—截距;  

b—斜率。 

由表 1 的数据计算给出斜率、截距和相关系数如下:  

斜率: b= 1

2

1

( )( )

( )

n

i
n

i

c c A A

c c





   






=21078.9951 

截距: a=Āb c =2594.54721078.9951×0.12192=24.59592 

相关系数: 

 

 
表 1  最小二乘法拟合标准溶液质量浓度-峰面积曲线 

Table 1  Least squares fitting standard solution mass concentration-Peak area curve 

序号 c(g/mL) A c c  (c c )2 AĀ (AĀ)2 (c c ) (AĀ) (AÂ)2 

1 0.010 276.32 0.11242 0.01263 2318.2 5374174. 260.6073144 3255.03 

2 0.019 441.57 0.10292 0.01059 2152.9 4635308. 221.5771819 476.936 

3 0.038 777.89 0.08392 0.00704 1816.6 3300241. 152.4477719 1829.20 

4 0.095 1998.9 0.02692 0.00072 595.65 354794.9 16.03282278 602.388 

5 0.190 4026.7 0.068083 0.00463 1432.15 2051063. 97.50577278 1.91598 

6 0.380 8045.9 0.28083 0.06660 5451.35 29717253 1406.903439 72.8398 

 Â =21101.4799c+18.803009        r2=0.99994 

 b=21078.9951, a=24.5489174 
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R=
1

2 2

1 1

( )( )

( ) ( )

n

i

n n

i i

c c A A

c c A A



 

   

   
    

      



   

=
2155.074303

0.102238 45432836.14
=0.99993 

由上述数据求出校准曲线为:  

A =bc+a=21078.9951c+24.5959 
对奶粉试样进行 2次(m=2)平行测定, 结果如表 2所示, 

得到平均峰面积 A 和平均试样浓度 c 为:    

A0=
01 02

2

A A
=5551.893 

c01=
01 a

b

A 
=0.261711 μg/mL 

c02=
02 a

b

A 
=0.262829 μg/mL 

c0= 01 02

2

c c
=0.26227 μg/mL 

由此可计算出最小二乘法拟合校准曲线引入的溶液

浓度 c 测定的标准不确定度分量 u(q): 

回 归 的 标 准 偏 差 : s= 2

1

1
( )

n 2

n

i

ÂA



  = 

1
6238.326

6 2
 =39.4915371 

u(q)=s(c0)

2
0

n
2 2

i 1

( )s 1 1

b m n
b ( )

A A

c c



 


 

 2
2

5551.893 2594.539.4915371 1 1

21078.9951 2 6 21078.9951 0.102238


 


 

=0.00174 μg/mL 

式中: n=6---为数据的数目;  

m=2---奶粉试样平行测量次数。 

重复测定 2 次, 引起的相对标准不确定为: urel(q)= 

0

u(q)

c
=

0.00174

0.26227
=0.663% 

 
 

表 2  对奶粉试样平行测量结果 
Table 2  Parallel measurement results of milk powder samples 

平行样 峰面积 浓度/(μg/mL) 含量/(μg/100 g) 

样 1 5540.11 0.262 65.41377 

样 2 5563.67 0.263 65.69291 

 
 

3.5  仪器引入的标准不确定度 u(s)  

根据高效液相色谱仪仪器检定证书提供的信息, 高

效液相色谱仪仪器的相对扩展不确定度 U=0.1%, 包含因

子 k=2, 其相对标准不确定度为:  

urel(s1)=0.001/2=5×104 

3.6  样品测量重复性引入的标准不确定度 u(r) 

对同一批次乳粉试样中的维生素 K1 进行一系列平行

测试, 以获得分析数据的总的随机变化, 表 3 为测定相同

批次样品中维生素 K1 含量的测定结果, 乳粉样品重复测

定 10 次, 结果见表 3。 

 
 

表 3  重复进样 10 次的实验结果 
Table 3  Experimental results of 10 times repeated injection 

测定次数 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 平均值 

数值/(μg/100g) 65.4 65.7 66 63 64.7 64.9 63.6 64.9 63.2 60.6 64.2 

 
通过重复测量样品进行评定, 所测结果 r 平均值的标

准不确定度 u( r )采用平均值的标准偏差 s( x )表征。计算

公式如下:  

u(r)=s( x )=

i 1

( )

n 1

n

nr r

n








=
1.630269235

10
=0.515536 

其相对标准不确定度为 : urel(r)= 0.3005365/64.2= 

8.03×103 

3.7  合成相对标准不确定度 

乳粉中维生素 K1的相对标准不确定度来源汇总如表 4。 

表 4  乳粉中 K1 的相对标准不确定度来源汇总 
Table 4  Summary of sources of relative standard uncertainty 

for K1 in milk powder 

序号 来源 符号 相对标准不确定度 

1 标准品 u(c) 6.41×103 

2 样品定容体积 u(v) 4.02×103 

3 样品质量 u(m) 1.25×104 

4 标准曲线 u(q) 0.00663 

5 仪器 u(s) 5×104 

6 测量重复性 u(r) 8.03×103 
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根据前述结果, 得到高效液相色谱法测定乳粉中 K1

的合成不确定度为: 

u= x
2 2 2

rel rel rel

2 2 2
rel rel rel

u ( )  u ( )  u ( )

 u ( )  u ( )  u ( )

c v m

q s r

  

 
=0.84 μg/100 g 

3.8  扩展不确定度 

取包含因子 k=2, 对应的置信水平  p=95%时 , U = 

k×uc(x)=2×0.84=1.68 μg/100 g 

4  结论与讨论 

奶粉样品中VK1含量X=65.5 μg/100 g, U=1.68 μg/100 g, 

(包含因子 k=2), 即测量不确定度的完整表达为 X=(65.5± 

1.68) μg/100 g, (k=2), 通过分析与量化高效液相色谱法测

定奶粉中维生素 K1 的实验过程, 对标准物质、样品前处

理、测量重复性及分析仪器等方面不确定度分析, 在测定

过程中, 最小二乘法拟合曲线产生的不确定度在该法中影

响最大, 即标准溶液曲线所涉及到的浓度值是影响测量不

确定度的主要因素, 故在样品测定时应对其加以控制, 提

高检测结果的可靠性, 增强测量结果之间的可比性。 
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