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分光光度法测定桑黄中总黄酮的不确定度评定 

华晶忠 1, 王  莹 2, 王  嵩 2, 刘笑笑 2* 
(1. 吉林省经济管理干部学院, 长春  130012; 2. 吉林省农业科学院, 长春  130033) 

摘  要: 目的  评定分光光度法测定桑黄中总黄铜的不确定度。方法  依据 JJF1059.1-2012《测量不确定度

评定与表示》的方法, 建立相应的数学模型。对测量过程中可能引入不确定度的来源进行分析与计算, 进而合

成出相对不确定度和扩展不确定度。结果  标准曲线是不确定度主要来源, 其中曲线拟合所占比例最大。   

结论  在总黄酮测定过程中, 要注意选择线性好的标准曲线。 
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Evaluation of uncertainty in determination of total flavone in Phellinus spp. 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of determination of caffeine in total brass using phellinus 

linteus spectrophotometer. Methods  According to JJF1059.1-2012 evaluation and Expression of Uncertainty in 

Measurement, a mathematical model was established to determine the uncertainty of total brass in phellinus linteus 

spectrophotometer. The sources of uncertainty which may be introduced into the measurement process were analyzed 

and calculated, and then the relative uncertainty and extended uncertainty were synthesized. Results  The standard 

curve was a major source of uncertainty, curve fitting account for the largest proportion. Conclusion  In the 

determination process of total flavonoids, care should be taken to select a good linear standard curve. 
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1  引  言 

桑黄是一种珍贵的食、药两用型真菌, 具有降血脂、

提高免疫力、保护肝脏等多种功能[1-8], 总黄酮是桑黄中的

有效活性成分, 用来评价桑黄质量的重要指标之一[9], 对
桑黄中总黄酮含量测定及不确定度评定十分必要。 

测量不确定度直接影响检测结果的判定 [10,11], 且

GB/T 27025-2008《检测和校准实验室能力的通用要求》[12]

中规定, 必要时需提供测定结果不确定度。本文根据 JJF 
1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》和 CNAS-GL 
06:2019《化学分析中不确定度的评估指南》规定 [13,14], 
对分光光度法测定桑黄中总黄酮含量进行不确定度评

定 , 分析影响测定结果的关键因素 , 提高检测结果的准

确度。 
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2  材料与方法 

2.1  实验材料 

桑黄, 栽培种植, 一年生, 吉林省通化市神芝健生物

科技有限公司。 

2.2  试  剂 

芦丁(优级纯, 中国药品生物制品检定所); 乙醇(分析

纯)、醋酸钾(分析纯)、冰乙酸(优级纯)(国药集团化学试剂

有限公司); 水为超纯水。 

2.3  仪器设备 

VF 611 超纯水系统(德国 SARTORIUS 公司); T6 新世

纪分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司); BT 124S
电子天平[中国赛多利斯科学仪器(北京)有限公司]。 

2.4  实验方法 

2.4.1  方法原理 
溶于乙醇的黄酮类化合物在弱碱性条件下, 与显色

剂三价铝离子络合形成黄色物质, 在波长 415 nm 处有最

大吸收峰, 总黄酮含量与吸光度成正比, 以芦丁为对照品, 
用分光光度计测定总黄酮的含量。 
2.4.2  试样制备 

准确称取样品 2.0 g, 置于 150 mL 具塞磨口三角瓶中, 
加 30 mL 95%乙醇, 50 ℃超声 30 min, 趁热过滤, 收集滤

液于 100 mL容量瓶中, 重复 3次, 用 95%乙醇定容至刻度, 
备用。 

吸取上述试液 1.0 mL 于 50 mL 具塞比色管中, 加
入 2.0 mL 三氯化铝溶液(2.5 g/100 mL), 再加入 2.0 mL
醋酸钾溶液(9.82 g/100 mL), 混匀, 用 30%乙醇定容至

刻度, 30 min 内于波长 415 nm 处测吸光度。同时做试剂

空白。 
2.4.3  标准曲线配制 

称取 0.0100 g 芦丁标准品, 用 95%乙醇溶解, 移入

100 mL 容量瓶中, 用 95%乙醇定容至刻度, 混匀。得到每

毫升相当于 0.1 mg 的芦丁储备液。 
吸取 20.00 mL 芦丁标准储备液, 置于 100 mL 容量瓶

中, 用 95%乙醇定容至刻度, 混匀。每毫升相当于 0.02 mg
的芦丁使用液。 

分别吸取 0.0、0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mL 芦丁

使用液于 50 mL 具塞比色管中, 加入 2.0 mL 三氯化铝溶液, 
再加入 2.0 mL 醋酸钾溶液, 混匀, 用 30%乙醇定容至刻度, 
用零管调零, 30 min 内于波长 415 nm 处测吸光度, 绘制标

准曲线。 
2.4.4  仪器工作条件 

选择 1 cm比色杯, 波长 415 nm, 以零管做参比, 测定

吸光度。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度分析 

3.1.1  建立数学模型 
桑黄中总黄酮含量计算公式:  

1

2

1000AX Vm
V

 


 

式中:  
X——试样中总黄酮的含量(以芦丁计), mg/g; 
A——测定用样液中芦丁的质量, mg; 
m——试样的质量, g; 
V1——测定用样液体积, mL; 
V2——试样处理液总体积, mL。 

3.1.2  不确定度的来源 
按照测定步骤和数学模型, 根据 JJF 1059.1-2012《测

量不确定度评定与表示》[13], 分析可能引入不确定度的来

源如下:  
(1)样品溶液制备引入的不确定度 Urel(C 制), 包括称量

样品、提取、显色、定容过程;  
(2)绘制标准曲线引入的不确定度 Urel(C 标), 包括标准

品纯度、标准储备液、工作液、系列曲线配制以及曲线拟

合过程;  
(3)重复测定引入的不确定度 Urel(C 重);  
(4)仪器引入的不确定度 Urel(C 仪)。 

3.2  不确定度分量的评定 

3.2.1  样品溶液制备引入的不确定度 Urel(C 制) 
3.2.1.1  样品称量引入的不确定度 Urel(m) 

电子天平是此步可能引入不确定度的主要因素。由

说明书可知 , 天平最大允许误差为±0.15 mg, 按矩形分

布计算。 
电子天平引入的不确定度 u(m)为:  

0.15 mg( ) 0.0866 mg
3

au m
k

    

电子天平引入的相对不确定度 Urel(m)为:  

rel
( ) 0.0866 mg( ) 0.0000433

2000 mg
u mU m

m
  

 
3.2.1.2  样品提取、显色过程引入的不确定度 Urel(C 提) 

此步引入的不确定度主要是容量器具(1 mL 吸管、50 
mL 具塞比色管和 100 mL 容量瓶)以及温度变化。其中, 1 
mL 吸管共用了 5 次, 避免重复评定, 只计算 1 次。依据 JJG 
196-2006《常用玻璃量器检定规程》[15], 20 ℃时, A 级各种

容量器具的不确定度分量, 按矩形分布计算, 取 3 。温度

缺乏精确控制产生的不确定度 , 假设温度波动范围为

±5 ℃, 水的膨胀系数为 2.1×10-4 ℃, 计算不确定度和相对

不确定度, 结果见表 1。 
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2 2 2
rel rel 1 rel 50 rel 100( ) [ ( )] [ ( )] [ ( )]

0.00715

U C U V U V U V  


吸 具提 容

 
2 2

rel rel rel( ) [ ( )] [ ( )] 0.00715U C U m U C  制 提  

3.2.2  绘制标准曲线引入的不确定度 Urel(C 标) 
3.2.2.1  标准品纯度引入的不确定度 Urel(ρ1) 

由芦丁标准物质证书可知, 芦丁标准品纯度≥99.2%, 
按矩形分布计算. 

芦丁标准品纯度不确定度 Urel(ρ1)为:  

1rel
100% 99.2%( ) 0.00462

3
U  

   

3.2.2.2  配制标准溶液引入的不确定度 Urel(ρ2) 
配制标准溶液引入的不确定度主要包括 2 个过程, 一

是储备液; 二是工作液。 
配制标准储备液是称量 0.01 g 芦丁引入的相对不确

定度 Urel(m1),计算方法同 3.2.2.1。 

rel 1
0.0866 mg( ) 0.00866

10 mg
U m  

 
配制标准溶液过程中使用了 100 mL 容量瓶和 10 mL

吸管。引入的相对不确定度 Urel(V), (见表 2):  
2 2

rel rel 10 rel 100( ) [ ( )] [ ( )] 0.00155U V U V U V  吸 容  

配制标准溶液引入的相对不确定度 Urel(ρ2)为:  

2
2 2 2 2

rel rel rel( ) [ ( )] [ ( )] 0.00866 0.00155 0.00880U U m U V     

3.2.2.3  标准曲线配制引入的不确定度 Urel(ρ3) 

标准曲线配制过程中使用了 1 mL 吸管、5 mL 吸管

和 50 mL 具塞比色管, 各自引入的相对不确定度(见表 1
和 2)。 

配制标准曲线引入的相对不确定度 Urel(ρ3)为:  

3
2 2 2

rel rel rel rel1 5 50( ) [ ( )] [ ( )] [ ( )] 0.00734U U V U V U V    吸 吸 具  

3.2.2.4  标准曲线拟合引入的不确定度 Urel(C 拟) 
标准曲线拟合引入的不确定度采用最小二乘法进行

评 定 , 标 准 溶 液 中 芦 丁 质 量 在 0.00~0.10 mg 时 , 
Y=0.6392X-0.002, 标准溶液中芦丁质量和吸光度值计算见

表 3。 
2

00

)R 2

( )
1 0.00448

ii

n

n
Y Y
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标准曲线拟合引入的不确定度为:  

2
0R

2
0 0

1

( )1 1( 1.155
( )

i
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i

m mSu C
b P n
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拟）  

标准曲线拟合引入的相对不确定度为:  

rel
(

( 0.0398
u C

U C
m

 拟
拟

）
）  

绘制标准曲线合成不确定度为:  

2 2 2 2
rel rel 1 rel 2 rel 3 rel( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 0.0417U C U U U U C      拟标

 
 

表 1  器具引入的相对不确定度 
Table 1  Relative uncertainty introduced by capacity apparatus 

项目 容量允差 
/mL 

容量校正不确定度/mL, 
V(容量), 按矩形分布, 取 3

温度变化引入体积变化的 
不确定度/mL, V(温度), 

( )
42.1 10 5

3
V V  




温度  

相对不确定度 
2 2

( ) ( )
rel( )

V V
U

V




容量 温度
标定

1 mL 吸管 0.007 0.00404 0.00063 0.00409 

50 mL 具塞比色管 0.50 0.28868 0.03150 0.00581 

100 mL 容量瓶 0.10 0.05774 0.06062 0.000837 

 
 

表 2  器具引入的相对不确定度 
Table 2  Relative uncertainty introduced by capacity apparatus 

项目 容量允差
/mL 

容量校正不确定度/mL, 
V(容量), 按矩形分布, 取 3  

温度变化引入体积变化的不确定度

/mL, V(温度), 

( )
42.1 10 5

3
V V  




温度  

相对不确定度 
2 2

( ) ( )
rel( )

V V
U

V




容量 温度
标定

5 mL 吸管 0.015 0.00866 0.00315 0.00184 

10 mL 吸管 0.020 0.01150 0.006062 0.001300 

100 mL 容量瓶 0.10 0.05774 0.06062 0.000837 
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表 3  标准溶液中芦丁质量和吸光度值计算结果 
Table 3  Calculation results of rutin mass and absorbance in 

standard solution 

序号 m0i/mg Y0i Y0i (m0i-m0i)2 (Y0i-Y0i)2 

1 0 0 0.002 0.001936 0.000004 

2 0.01 0.006 0.004392 0.001156 0.00000259

3 0.02 0.009 0.010784 0.000576 0.00000318

4 0.04 0.016 0.023568 0.000016 0.0000573 

5 0.06 0.042 0.036352 0.000256 0.0000319 

6 0.08 0.05 0.049136 0.001296 0.000000746

7 0.1 0.061 0.06192 0.003136 0.000000846

注: m: 待测样品溶液中总黄酮(以芦丁计)含量平均值, mg; m0i: 
标准曲线系列芦丁含量平均值, mg; m0i: 各标准溶液芦丁含量, 
mg。 
SR: 工作曲线剩余标准差; P: 待测样品重复测定次数(P=10); n: 
工作曲线的点数(n=7); 
Y0i: 各标准溶液的实际响应值平均值; Y0i:各标准溶液的吸光度

计算值。 
m0i=0.044 mg 

 
3.2.3  样品测定重复性引入的不确定度 Urel(C 重) 

重复测定 10 次, 用标准偏差评定, 测定结果见表 4。 
由表 4 计算 u(C 重)和 Urel(C 重)为:  

10
2

1
( )

( ) 0.0113 mg/g
10 (10 1)

i
i

X X
u C 



 
 


重  

rel
0.0113( ) 0.000389
29.03

U C  重  

3.2.4  仪器引入的不确定度 Urel(C 仪) 
由计量检定证书可知, 透射比 0.06%(K=2), 仪器引入

的相对不确定度为:  

rel
0.006( ) 0.003

2
U C  仪  

3.3  桑黄中总黄酮含量测定的合成不确定度和扩展

不确定度 

3.3.1  合成不确定度 Urel(总)为: 
2 2 2 2
rel rel rel relrel( ) ( ) ( ) ( ) ( ) 0.0425U U C U C U C U C    总 制 重 仪标  

试样总黄酮含量为 29.03 mg/g, 总黄酮含量的合成不

确定度为:  
 

rel( ) rel( ) 29.03 0.0425 1.233  mg/gU X U    合成 总  

3.3.2  扩展不确定度为:  

rel( ) rel( ) 2 1.233 2.47  mg/gU kU   合成 合成  

3.4  结果分析 

采用分光光度法测定桑黄中总黄酮含量, 通过分析、

计算与合成, 各不确定度的分量的评定与比较见图 1。由

图 1 可知, 测定桑黄中总黄酮引入不确定度影响因素排序

为: 标准曲线＞样品制备＞重复性＞仪器分析; 标准曲线

绘制是引入不确定度的首要因素, 而其中曲线拟合所占比

例最大, 因此, 测试时要选择线性好的曲线。 
 

 
 

图 1  合成相对不确定度分量比较 
Fig.1  Comparison of relative uncertainty component 

 
4  结  论 

分光光度法测定桑黄中总黄酮结果平均值为 29.03 mg/g, 
扩展不确定度为 2.466 mg/g, 取值结果为 X=(29.03±2.47) 
mg/g;  

测定桑黄中总黄酮过程中引入不确定度的各分量

影响因素排序为: 标准曲线＞样品制备＞重复性＞仪器

分析;  
绘制标准曲线是引入的不确定度的首要原因, 其中

曲线拟合所占比例最大。因此, 在测定总黄酮的过程中, 
要注意选择线性好的标准曲线。 

 
 

表 4  桑黄中总黄酮含量测定结果 
Table 4  Determination of total flavone in phellinus igniarius 

检测参数 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

总黄酮/(mg/g) 29.03 29.04 29.04 29.01 29.03 29.04 29.04 29.04 29.01 29.03 

平均值: 29.03 mg/g            标准偏差: 0.0115 mg/g 
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