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高效液相色谱-蒸发光散射检测法测量饮料中 
三氯蔗糖含量的不确定度评估 

贾寒冰*, 李  荣, 郭  端, 王  涛, 孙  晓 
(西安市食品药品检验所, 西安  710054) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱-蒸发光散射检测法测量饮料中三氯蔗糖含量的不确定度。方法  以 GB 

22255-2014《食品中三氯蔗糖的测定》为检测依据, 对饮料中的三氯蔗糖含量进行定量分析。以 JJF 1059-2012

《测量不确定度评定与表示》为依据对测量过程中的不确定度因素进行评估, 并计算合成不确定度与扩展不

确定度。结果  高效液相色谱-蒸发光散射检测法测量饮料中三氯蔗糖含量的不确定度结果表示为(45.0±4.09) 

mg/kg, k=2 (P=95%)。结论  饮料中三氯蔗糖含量测定的不确定度主要来源于标准曲线拟合和标准品配制, 在

实际测量过程中应该注意规范操作, 以减少不确定度因素, 提高测量结果的准确性。 
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Uncertainty evaluation for determination of sucralose in beverage by high 
performance liquid chromatography-evaporative light-scattering detector 

JIA Han-Bing*, LI Rong, GUO Duan, WANG Tao, SUN Xiao 
(Xi’an Institute for Food and Drug Control, Xi’an 710054, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of determination of sucralose in beverage by high 

performance liquid chromatography-evaporative light-scattering detector (HPLC-ELSD). Methods  The content of 

sucralose in beverage was quantitatively analyzed based on GB 22255-2014 Determination of sucralose in food. The 

uncertainty of the factors in measurement process was evaluated and the synthetic uncertainty and extension 

uncertainty were calculated according to JJF 1059-2012 Evaluation and expression of uncertainty in measurement. 

Results  The result of HPLC-ELSD in the determination of sucralose in beverages could be expressed as 

(45.0±4.09) mg/kg, k=2 (P=95%). Conclusion  The uncertainty in the determination of sucralose content in 

beverages mainly comes from the fitting of standard curve and the preparation of standards. In the actual 

measurement process, the standardized operation is required to reduce the uncertainty factors and improve the 

accuracy of the measurement results. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography-evaporative light-scattering detector; beverage; sucralose; 

uncertainty 
 
 

1  引  言 

三氯蔗糖是国家批准使用的一种非营养型强力甜味

剂, 甜度为蔗糖的 600 倍, 在人体内几乎不被吸收, 热量

值为零, 被广泛应用于饮料、调味料、糕点等食品中[1-3]。

有研究表明, 三氯蔗糖及其水解产物具有一定的毒性, 如
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能够损伤大鼠胃和肺的 DNA, 同时能降低小鼠与人类的

精子活力; 影响肠道微生物群的平衡, 促使炎症基因的富

集[4]; Lord 等[5]认为喂养大鼠产生吸收不良的渗透活性物

质会促使发生盲肠和肾脏上皮增生病变; Grice 等[6]发现每

天给予小鼠 270 mg/kg 三氯蔗糖水解产物, 能对母体产生

一定的毒性, 并影响后代的发育。GB2760-2014《食品安全

国家标准 食品添加剂使用标准》[7]中规定, 饮料中三氯蔗

糖的限量值为 0.25 g/kg。目前, 三氯蔗糖的检测有离子色

谱法、液相色谱-串联质谱法, 较常用的为液相色谱-蒸发光

散射检测器/示差折光检测器等[8-13]。由于糖类化合物沸点

高, 挥发性低, 在正常紫外区和可见光区范围内没有吸收, 
蒸发光散射检测器对不吸收紫外光或荧光的化合物, 如糖、

甘油三酸脂等脂类检测有很高灵敏度[14], 而示差检测器易

受溶剂前沿峰的干扰使分析复杂化, 对温度敏感, 导致基

线不稳定。笔者在长期检测饮料中的三氯蔗糖时发现, 不
少检测结果在饮料中三氯蔗糖的使用限量值附近, 其中部

分数值可能刚刚超过判定值, 需要再次检测确认, 这不仅

给检测人员带来麻烦, 也给企业带来经济损失。不确定度

评定是评价测量方法合理性、科学性的有效手段之一; 也
是评价测得值的准确度、可信度的定量指标[15-17]。因此, 评
价三氯蔗糖测量方法的合理性与科学性是很有必要的。本

文参照 GB 22255-2014《食品中三氯蔗糖(蔗糖素)的测定》
[18]中的方法采用高效液相色谱-蒸发光散射检测器检测饮

料中三氯蔗糖含量, 按照 JJF 1059.1-2012《测量不确定度

评定与表示》[19]和 JJG 196-2006《常用玻璃量器检定规程》
[20]对其进行评估, 为实验室提供科学、合理的依据, 也为

其他三氯蔗糖的检测人员提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Thermo UltiMate3000 高 效 液 相 色 谱 仪 ( 配 有

Alltech6000 型蒸发光散射检测器, 美国 Thermo 公司); 
MS105, 梅特勒 - 托利多电子天平 ( 最大允许误差为  
0.05 mg, 瑞士 Mettler 公司); ME204E 梅特勒-托利多电

子天平 (最大允许误差为 0.5 mg, 瑞士 Mettler 公司 ); 
HC-3018R 高速离心机 (安徽中科中佳科学仪器有限公

司); IKA VORTEX2 涡旋振荡器(德国 IKA 公司); HH-S8
型水浴锅(北京科伟永兴仪器有限公司); HLB 固相萃取

柱(200 mg/6 mL, 美国 Supelco 公司); Milli-Q 去离子水

发生器(美国 Millipore 公司)。 
三氯蔗糖标准品(纯度 99.0%, 德国 Dr.Ehrenstorfer 公

司); 甲醇(色谱级, 美国 Fisher 公司); 乙腈(色谱级, 德国

Merck 公司); 实验室用水为 Milli-Q 超纯水; 饮料为市售

葡萄汁饮品。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 
称取三氯蔗糖标准品 0.1 g(精确至 0.0001 g), 用水溶

解, 定容至 100 mL, 配制成浓度为 1 mg/mL 的标准储备液。

分别移取 1、2、3、4、5 mL 标准储备液于 50 mL 容量瓶

里, 加水定容配制成浓度为 20、40、60、80、100 µg/mL 的
标准使用液。 
2.2.2  样品前处理 

称取 5 g试样(精确到 0.001 g), 于 15 mL离心管中, 加
入 5 mL 水, 涡旋混合器上振荡 30 s, 以 3000 r/min 离心  
10 min, 取全部上清液置于 50 mL 蒸发皿内, 于沸水浴上

蒸干。残渣用 1.00 mL 乙腈水溶液(11: 89, 体积比))溶解, 
溶液过 0.45 µm 滤膜, 待上机测定。 
2.2.3  标准曲线的拟合 

按照标准溶液配制方法, 称量 24.98 mg 标准品, 溶解, 
定容至 25 mL 容量瓶中, 得到母液浓度为 0.989 mg/mL, 稀释

成系列标准溶液, 并上机检测, 以对照品浓度的对数为横坐

标, 峰面积对数为纵坐标, 建立标准曲线, 每个浓度测量 3 次。 
2.2.4  回收率的测定 

准确称取 5 g 试样 6 份, 加入 20、40、60 mg/kg 的三

氯蔗糖标品(每个浓度均做平行样), 加标回收率实验样品

处理同 2.2.2, 计算方法的回收率。 

2.3  实验条件 

高效液相色谱条件 : 色谱柱 C18(4.6 mm×150 mm,   
5 µm), 柱温为 35 ℃; 流动相: 水+乙腈=89: 11(V: V), 流
动相流速 1.0 mL/min, 进样量 20 µL;  

蒸发光散射检测条件: 飘逸管温度 106 ℃, 空气流速 2. 
6 L/min。 

2.4  数学模型和不确定度来源 

2.4.1  数学模型 

X=
c×V×1000

m×1000×𝑓୰ୣୡ 

式中: X-试样中三氯蔗糖的含量, g/kg; c-由标准曲线查得

试样进样液中三氯蔗糖的浓度, mg/mL; V-试样定容体积, 
mL; m-试样质量, g; 1000-换算系数; frec-回收率校正系数。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

由检测过程和数学模型判断, 影响饮料中三氯蔗糖

含量不确定度的来源有: 标准品纯度、标准品称量、标准

品配制、标准曲线拟合、样品称量过程、样品重复测定、

样品定容体积、样品加标回收等不确定度因素。 

3.2  标准品的相对标准不确定度urel(m标) 

3.2.1  标准品纯度的相对标准不确定度urel1 
由标准品的标准物质证书可以看出, 三氯蔗糖标准
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品的纯度是 99.0%, 其纯度允差为 1.0%, 根据相关文献[21], 
标准品纯度不确定度按矩形分布计算, 三氯蔗糖标准品引

入的不确定度是𝑢ଵ= 1.0%ඥ3
=0.577%, urel1= u1

99.0% =5.83×10-3。 

3.2.2  标准品称量引入的相对标准不确定度urel2 
标准品称量使用的是十万分之一天平, 校准证书看

出, 在 0~5 g 的称量范围内, 其最大允许误差为0.05 mg, 
即0.00005 g, 包含因子 k=2, 因此标准品称量引入的不确

定度𝑢2= 0.00005 g
2 =0.000025 g, 样品实际称取 0.02498 g, 

因 此 , 标 准 品 称 量 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为

urel2= 0.000025 g
0.02498 g =1.00×10-3。 

3.2.3  标准溶液配制中玻璃器具校准产生的相对标准不

确定度urel3 
使用的玻璃器具的不确定度主要有 2 个方面: 第一个

是温度的影响, 配制三氯蔗糖标准液时温度是 25 ℃, 而
JJG 196-2006《常用玻璃量器检定规程》检定时温度为 20 ℃, 
因为液体的体积膨胀系数明显大于玻璃器具的体积膨胀系

数, 因此, 我们只考虑液体的体积膨胀[22], 三氯蔗糖标品

是用水溶解的, 水的体积膨胀系数为 0.00021 ℃-1 , 按照均

匀分布计算, 温度导致玻璃器具液体体积变化产生的不确

定度为uT= 0.00021×5×Vඥ3
(V 表示玻璃器具规格); 第二个是玻

璃器具的容量允差 δ 产生的不确定度, 按照均匀分布, 其

产 生 的 不 确 定 度 为 u௏= δඥ3
。 合 成 标 准 不 确 定 度 为

u(V)=ඥuV
2+uT

2, 相对标准不确定度为u୰ୣ୪(V)= u(V)
V 。 

按照以上评定方法, 三氯蔗糖标准工作液配制过程

中使用到了 25 mL 的容量瓶, 50 mL 的容量瓶, 1、2、5、
10、15 mL 单标线吸量管, 以上玻璃器具引入的不确定度

如表 1。 
由表 1 中的数据得出, 三氯蔗糖标准溶液配制中玻璃

器 具 校 准 产 生 的 相 对 合 成 标 准 不 确 定 度 rel3u 

2 2 2 2
3

2 2 2

0.000921 0.000837 0.004086 0.002950
5.77 10

0.001835 0.001304 0.001137
  

 
  

。 

因此, 三氯蔗糖标准品引入的相对合成标准不确定

度为 :  urel(m标)=ට(5.83×10-3)2+(1.00×10-3)2+(5.77×10-3)2= 

8.26×10-3。 

3.3  标准曲线拟合过程中的相对标准不确定度

urel ቀC标曲ቁ 

本实验对 5 个不同浓度的三氯蔗糖标准溶液进行测

定, 结果见表 2。 
由表 2 中的数据, 得到的线性方程 A=1.5634C-2.0111, 

r2=0.999, 斜率 B1=1.5634, 截距 B0=-2.0111。样品检验结果

为独立 6 次测量的均值, 由标准曲线得出待测液中三氯蔗

糖的平均质量浓度为 222.301 μg/mL, 其浓度对数 C0 为

2.347。 

 
表 1  容量瓶和移液管引入的不确定度 

Table 1  Uncertainty introduced by volumetric flasks and pipettes 

玻璃器具规格 
(A 级) 

容量允差 
/mL 

不确定度 uT 不确定度 uV 标准不确定度 u(V) 相对不确定度
urel(V) 

25 mL 容量瓶 

50 mL 容量瓶 

1 mL 移液管 

2 mL 移液管 

5 mL 移液管 

10 mL 移液管 

15 mL 移液管 

±0.03 

±0.05 

±0.007 

±0.010 

±0.015 

±0.020 

±0.025 

0.015155 

0.030311 

0.000606 

0.001212 

0.003031 

0.006062 

0.009093 

0.017321 

0.028867 

0.004041 

0.005774 

0.008660 

0.011547 

0.014434 

0.023015 

0.041858 

0.004086 

0.005900 

0.009175 

0.013042 

0.017059 

0.000921 

0.000837 

0.004086 

0.002950 

0.001835 

0.001304 

0.001137 

 
表 2  标准工作液测定值 

Table 2  The value of standard working solution 

标准点 标准溶液浓度
/(µg/mL) 

峰面积 
Ci 浓度对数 Ai 峰面积对数

1 2 3 平均 

1 

2 

3 

4 

5 

19.8 

39.6 

98.9 

198 

297 

1.075 

2.887 

13.154 

38.030 

75.059 

1.098 

2.983 

12.535 

37.349 

72.818 

1.059 

2.924 

12.804 

36.906 

72.256 

1.077 

2.928 

12.831 

37.428 

73.378 

1.2967 

1.5977 

1.9952 

2.2967 

2.4728 

0.0322 

0.4666 

1.1083 

1.5732 

1.8656 
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根据以下公式计算待测溶液的标准不确定度 𝑢 ቀC标曲ቁ =(S/B1)ට(1/P) +(1/n) +[(C0-Cഥ)2]/Sxx 

式中, S 为残差标准偏差; B1 为斜率; P 为样品测定次数; n
为测定工作曲线的标准点数; C0 为被测样品溶液中三氯蔗

糖的浓度对数; Cഥ为工作曲线各点浓度对数的平均值, Sxx

为工作曲线浓度对数差的平方和。 

其中 ,  残差标准偏差Sx=ට∑ [Ai-(B0+B1Ci)]
2n

i=1 /(n-2) 

=0.0504; 工作曲线浓度差的平方和Sxx= ∑ (Ci-Cഥ)
2
=n

i=1 0.9448; 
工作曲线浓度对数的平均值Cഥ= ∑ Ci

n
i=1 /n=1.9318。由标准曲线

引入的引起的标准不确定度为: 𝑢 ቀC标曲ቁ =(0.0504 /1.5634) ට(1/6) +(1/15) +[(2.347-1.9318)
2
]/0.9448=0.0206。 

则, 由标准曲线引入的相对标准不确定度为:  

urel ቀC标曲ቁ =0.0206/2.347=8.78×10-3。 

3.4  饮料试样制备过程引入的相对标准不确定度

urel(m样) 

饮料试样制备过程引入的相对不确定度主要来自样

品的称量。样品称量使用的是万分之一天平, 最大允许误

差为 0 . 5 m g ,  按均匀分布计算 ,  样品称量不确定度

u(m样)= 5×10-4 gඥ3
=2.89×10-4 g, 样品平均取样量为 4.999g, 

则样品称量的相对标准不确定度是urel(m样)= 2.89×10-4 g
4.999 g = 

5.77×10-5。 

3.5  饮料样品平行实验重复性测定引入的相对标准

不确定度 urel(f) 
按照 2.2 的方法处理饮料样品, 上机进行 6 次独立测试, 

结果为 0.0426、0.0441、0.0435、0.0450、0.0480、0.0464 g/kg, 
平均含量 0.0450 g/kg, 根据贝塞尔公式计算重复性引起的

不确定度 sx=ට∑ (xi-xത)
2n

i=1 /(n-1)=2.01×10-3g/kg , 在实际测

量中, 以连续 2 次测量的算术平均值作为测量结果, 则标

准不确定度应为 u(f)=2.01×10-3/√2=1.421×10-3 g/kg, 因此, 
饮料中三氯蔗糖平行实验重复性(f)引入的相对标准不确定

度为:  
urel(f)=1.421×10-3/0.0450=3.16×10-2。 

3.6  回收率引入的不确定度urel(𝑢୰ୣୡ) 
样品回收率测定结果分别为 92.1%、93.5%、105.2%、

107.1%、98.6%和 96.2%, 平均回收率frec
തതതത = 98.8%, 标准偏

差 Sfrec
തതതത = 0.0616 。 则 回 收 率 引 入 的 标 准 不 确 定 度

u(frec) = Sfrec
തതതത √n

൘ = 2.51, 相对标准不确定度为:  

𝑢rel(frec)= rec /

rec

f nS

f
× 100%=2.54%。 

对平均回收率进行显著性检验, 确定frec在计算公式中

是否使用。该检验采用 t 检验法, 结果为: t=
ห100%ିfrec

തതതതห
u(frec)

=47.8。

本 实 验 n=6, 自 由 度 为 5, 在 置 信 概 率 为 95% 时 , 
t0.95(5)=2.57。当 t≥2.57 时, 则回收率有非常显著性差异, 
需要用回收率修正结果。因此, 该实验需要使用回收率修

正结果。 

3.7  由仪器产生的相对标准不确定度urel(r仪器) 

由仪器的校准证书可知, 蒸发光散射检测器 ELSD 的

定量测量重复性为 2.86%, 则其相对扩展不确定度为

2.86%, 按均匀分布计算, 则液相色谱仪的相对标准不确

定度为:  
urel(r仪器)=2.86%/√3=1.65×10-2。 

3.8  相对合成标准不确定度urel(x) 

urel(x)=ඩurel
2 ቀm标ቁ +urel

2 ቀC标曲ቁ +urel
2 ቀm样ቁ

+urel
2 (f)+urel

2 (frec)+urel
2 ቀr仪器ቁ = 4.54×10-2。 

3.9  不确定度评估结果 

取置信概率 P=95%, 包含因子 k=2, 则饮料中三氯蔗

糖含量测定的相对扩展不确定度为 

Urel=k×urel(x) = 2×4.54×10-2 = 9.08%; 
扩展不确定度为U=9.08%×0.0450 g/kg=4.09×10-3g/kg。 
高效液相色谱-蒸发光散射检测法测量饮料中三氯蔗

糖含量的结果表示为(45.0±4.09) mg/kg, k=2。 

4  结论与讨论 

本研究结果显示, 饮料中三氯蔗糖含量测定的不确

定度主要来源于标准曲线拟合和标准品配制。因此, 在实

际测量过程中应该注意规范操作, 选择适当的量器, 准确

配制标准品, 尽量使所配制的三氯蔗糖工作曲线各校准点

浓度对数的平均值与被测样品浓度对数的均值接近, 以减

少不确定度因素, 提高结果的准确性。 
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