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高效液相色谱法测定鱼粉中色氨酸及 
不确定度评定 

李  兰, 贾  铮, 周  剑, 王  敏, 樊  霞* 
(中国农业科学院农业质量标准与检测技术研究所, 农业农村部农产品质量安全重点实验室, 北京 100081) 

摘要: 目的  探讨利用高效液相色谱仪(high performance liquid chromatography, HPLC)测定饲料中色氨酸含量

的方法, 并对动物性饲料原料鱼粉中色氨酸含量检测过程的不确定度进行计算和评定。方法  采用高效液相

色谱仪, 通过优化前处理过程和色谱条件, 建立饲料中色氨酸含量的高效液相色谱测定方法, 并针对鱼粉进

行实际样品测定。依据测量不确定度评定和表示的要求, 通过获取的数据对高效液相色谱法测定鱼粉中色氨

酸过程的不确定度进行评定。结果  选择的智利鱼粉中色氨酸含量为 0.64%, 测量结果的不确定度为 0.01%; 

色氨酸检测过程中, 样品的水解、试液的转移稀释、标准物质的纯度以及制备过程、液相色谱测定的重复性

是测量误差的主要来源。结论  本研究建立的液相色谱法可用于饲料中色氨酸含量的测定, 同时构建的鱼粉

中色氨酸含量的不确定度评定方法为检测过程的质量控制提供了参考。 
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Uncertainty evaluation of tryptophan in fishmeal by high performance liquid 
chromatography method 

LI Lan, JIA Zheng, ZHOU Jian, WANG Min, FAN Xia* 
(Key Laboratory of Agricultural Product Quality and Safety Research of Ministry of Agriculture, Institute of Quality 

Standard and Testing Technology for Agro-Products, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the method for the determination of tryptophan content in feed by high 

performance liquid chromatography (HPLC), and calculate and evaluate the uncertainty of the determination process 

of tryptophan in the fishmeal of animal feedstuff. Methods  The HPLC method was used in this study. The 

conditions for pre-possessing and chromatography were optimized in order to establish a method for measuring the 

concentration of tryptophan in fish meal. The uncertainty during the measurement of tryptophan was evaluated based 

on the requirements of evaluation and expression of uncertainty in measurement. Results  The results showed that 

the tryptophan concentration in the Chilean fish meal and the uncertainty of tryptophan was 0.64% and 0.01%, 

respectively. Hydrolysis of samples, transfer dilution of test solution, purity of reference materials, preparation 

process and repeatability of liquid chromatography were the main sources of measurement error of the uncertainty. 

Conclusion  The method established in this study can be used to evaluate the concentration of tryptophan in feed. 
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The uncertainty evaluation method of the determination of tryptophan in fish meal provides a reference for the quality 

control of the detection process. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; feed; fish meal; tryptophan; uncertainty 
 
 

1  引  言 

色氨酸又名 α-氨基-β-吲哚丙酸, 是一种芳香族氨基

酸, 分 DL 型、D 型和 L 型 3 种异构体, 天然存在的只有

L-色氨酸[1]。色氨酸是动物体内必需氨基酸, 在机体代谢中

起着重要作用。日粮中缺乏会影响动物生长, 同时也会减

低其它氨基酸的利用率[2,3]。鱼粉作为我国饲料行业主要的

动物源性饲料原料, 在补充饲料蛋白方面有着不可或缺的

重要作用, 含有较为均衡的氨基酸组成, 是最为重要的优

质动物蛋白来源之一[4]。准确测定鱼粉中的色氨酸, 对于

评价鱼粉质量, 识别掺假有着重要意义。原国家标准 GB/T 
15400-1994《饲料中色氨酸的测定》[5]中仅规定了分光光

度法 , 在多年的检测实践过程中 , 研究人员发现高效液

相色谱法也是一种可靠和高效的测定饲料中色氨酸的方

法[622], 为此, 在对标准进行修订时, 通过大量的研究工作, 
新国家标准 GB/T 15400-2018《饲料中色氨酸的测定》[20]

中将高效液相色谱法作为饲料中色氨酸的检测方法之一列

入其中。在此基础上, 本研究采用该方法对智利鱼粉中的

色氨酸含量进行了测定; 为保证方法的可靠性和检测结果

之间可比性, 在确定了样品均匀性基础上, 针对该方法的

不确定度来源[23,24]进行了分析, 建立了基于该方法的测量

不确定度评估模型[14,16], 对方法不确定度进行了定量评定

和合成, 并对影响量值结果准确性的主要不确定度来源进

行了讨论[25], 以期为检测数据的正确评价和检测结果的质

量控制提供依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Aglient 1100 高效液相色谱仪(备荧光检测器, 美国安

捷伦公司); 电子分析天平(精度 0.0001 g, 德国 Sartorius 公
司 ); 带 温 控 pH 计 ( 精 度 0.01, 德 国 Lab 公 司 ); 
TRANSSONIC460 超声波提取器(美国公司 Elma 公司); 
3K15 高速离心机(美国 Sigma 公司); 针头过滤器备 0.45 µm 
(或 0.2 µm)水系滤膜(美国安捷伦公司)。 

L-色氨酸纯度标准物质(GBW09233,国家一级标准物

质), 纯度为 99.7%±0.6%; 乙腈(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 
氢氧化钾、氢氧化锂、磷酸二氢钾(分析纯, 国药集团化学

试剂公司 ); 水为 Milli-Q Gradient 超纯水 (电阻率达到  
18.2 MΩ.cm)。 

饲料和智利鱼粉样品由国家饲料质量监督检验中心

(北京)提供。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 
L- 色氨酸标准储备溶液 100 µg/mL: 精确称取     

25 mg L-色氨酸纯度标准物质溶于 250 mL 0.1 mol/L 氢氧

化钾中。 
4 mol/L 氢氧化锂: 称取 9.58 g 氢氧化锂固体溶解于

100 mL 水中。 
0.05 mol/L 磷酸二氢钾缓冲溶液(pH 4.5): 称取 6.80 g 磷

酸二氢钾固体溶解于 1000 mL 水中, 用磷酸调节 pH 至 4.5。 
2.2.2  样品前处理 

称取试样约 75 mg, 置于聚四氟乙烯水解衬管中, 充
氮 1 min, 加入 1.5 mL 4 mol/L 氢氧化锂溶液, 将水解管于

110 ℃烘箱中水解 20 h。取出冷却至室温, 用水洗入 25 mL
容量瓶中, 同时加入 1 mL 6 mol/L 盐酸溶液中和, 用水定

容至刻度。试液继续稀释 10 倍后, 取少量过 0.45 µm 滤膜, 
上高效液相色谱仪测定。 
2.2.3  不确定度评价试验 

称取选定的智利鱼粉样品, 按照样品前处理方法进

行 8 次重复测定。 
2.2.4  色谱条件 

色谱柱: Aglient Proshell 120 SB-Aq C18 柱(100 mm×  
4.6 mm, 2.1 µm); 柱温: 28 ℃; 进样量: 10 µL; 检测波长: 
激发波长 283 nm; 发射波长 343 nm; 流动相: 磷酸二氢钾

溶 液 (0.05 mol/L, pH 4.5)/ 乙 腈 =95/5,(V1/V2); 流 速 :      
0.8 mL/min。 

3  结果与分析 

3.1  高效液相色谱检测方法的建立 

鱼粉中的色氨酸以蛋白结合态的形式存在, 通过碱

解的方式使之成为游离态色氨酸。由于色氨酸在 C18 色谱

柱上具有良好的保留特征, 以及本身所具有的荧光特性, 

可以通过液相色谱的分离、荧光检测器的检测而对其进行

定量测定。 

为准确测定鱼粉中的色氨酸, 有必要对样品前处理

条件和色谱条件进行优化。本实验通过设计正交实验, 确

定了碱解剂种类、用量、水解时间等条件, 获得了最佳的

色谱条件。 

3.2  前处理条件的优化 

3.2.1  碱解剂选择和用量的确定 
在色氨酸的测定中, 比较关键的是碱解剂的选择。
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NaOH、LiOH、Ba(OH)2 是最为常用的碱解剂, 由于 4 mol/L 
Ba(OH)2 在制备时易结块难于溶解; 5 mol/L NaOH 不适用

于使用玻璃水解管进行水解。5 mol/L NaOH 和 4 mol/L 
LiOH 在使用聚四氟乙烯水解管, 并在相同用量下水解鱼

粉结果并无差异; 国家标准 GB/T 18246-2000《饲料中氨基

酸的测定》[26]中选择了氢氧化锂作为碱解剂, 因此本研究

用碱解剂为 4 mol/L LiOH。 
碱解剂用量决定了水解效率, 因此在研究中比较了

0.5、1.0、1.5、2.0 mL 等 4 个体积用量对检测结果的影响, 
结果如图 1 所示, 结果表明在 1.5 mL 时水解效率最佳。 

 

 
 

图 1  4 mol/L 氢氧化锂用量试验(n=3) 
Fig.1   Consumption curve of 4mol/L lithium hydroxide (n=3) 

 
3.2.2  水解时间的确定 

在 1.5 mL 4 mol/L LiOH 作用下, 比较了不同水解时

间对色氨酸含量测定的影响, 设计水解时间 2~25 h 作为实

验区间, 观察含量变化, 如图 2所示, 当水解时间达到 15 h
后, 色氨酸含量趋于平稳, 为保证水解充分, 确定水解时

间为 20 h。 
 

 
 

图 2  鱼粉水解时间试验(n=3) 
Fig.2   Hydrolysis time curve of fish meal (n=3) 

 
3.2.3  色谱条件的优化 

本研究对缓冲溶液体系、色谱柱、检测器进行了优化, 

确定了作为评价不确定度过程的色谱条件。 
优化后的条件如表 1 所示。 
 

表 1  测定饲料中色氨酸优化条件 
Table 1  Optimal conditions 

色谱柱 流动相 检测器 

C18 柱 0.05 mol 磷酸二氢钾/乙腈 荧光检测器 

Proshell 120 95/5 283 nm; 343 nm

 
3.3  方法评价 

3.3.1  方法的线性范围 
在优化的色谱条件下对 L-色氨酸标准系列溶液进行

相关性考察, 取 L-色氨酸标准储备溶液, 制备成 0.01、
0.05、0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 µg/mL, 以 L-色氨酸色

谱峰面积与浓度拟合曲线, 如图 3 所示。实验表明, L-色氨

酸在 0.01~5.0 µg/mL 浓度范围具有良好线性关系, 线性回

归方程为: Y=209.9X+0.291 r2=0.9991。 

 

 
 

图 3  L-色氨酸校准曲线 
Fig 3  L-tryptophan calibration curve 

 
 

3.3.2  方法准确度的考察-回收率试验 
由于鱼粉本身含有色氨酸, 因此需对鱼粉样品进行

强化添加 L-色氨酸, 扣除本底后计算回收率, 如表 2 所示: 
平均回收率为 97.7%, 证明了方法具有良好的准确性。 
3.3.3  精密度 

连续 3 天进行鱼粉中色氨酸的测定, 计算组内、组间

差异如表 3 所示： 
 

表 2  添加回收率数据(%) 
Table 2   Add recovery data (%) 

次数 本底值 添加量 测定值 回收率 平均回收率 

1 

0.652 

0.385 0.371 96.6 

97.7 

2 0.357 0.345 96.8 

3 0.385 0.350 91.0 

4 0.357 0.345 96.6 

5 0.336 0.304 90.4 

6 0.352 0.351 99.8 
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表 3  精密度测定(%) 
Table 3  Precision measurement data (%) 

编号 批次 含量 平均值 标准偏差 相对标准偏差 总平均值 总标准偏差 总相对标准偏差 

1 

1 0.641 

0.643 0.0068 0.0106 

0.647         0.0049             0.0076 

2 0.651 

3 0.638 

2 

1 0.645 

0.649 0.0036 0.0056 2 0.650 

3 0.652 

3 

1 0.649 

0.648 0.0032 0.0050 2 0.644 

3 0.650 

 
 

组间及组内相对标准偏差均在 2%以内, 测量重复性

和精密度良好。 

3.4  检测不确定度的来源分析 

根据 2.2.2 不确定度评价试验流程, 采用高效液相色

谱法测定已经通过均匀性检验的智利鱼粉样品中的色氨

酸含量, 其不确定度主要来自样品的前处理(包括样品称

重、水解后定容、试液的二级稀释)、L-色氨酸标准溶液

的配制以及稀释、高效液相色谱仪器测量以及结果计算

等方面。 
为明确表示试验流程中可能影响检测结果的诸多因

素的关联性, 将检测过程用鱼骨图表示[17], 如图 4 所示。

通过计算不确定度, 了解高效液相色谱法在检测鱼粉中色

氨酸含量时影响结果准确度的主要因素, 以便在检测工作

中予以重视并加以修正。 

3.5  不确定度数学模型的建立 

根据检测流程, 鱼粉中的色氨酸含量 Ctry可以表达为: 

x 0 try 4
try

0
10

A C V
C

A m
 

 


 

其中, Ctry 为样品溶液中 L-色氨酸的百分含量, %; Ax 为

样品溶液中 L-色氨酸的色谱峰面积; A0 为标准工作溶液中

L-色氨酸的色谱峰面积; C0 为标准工作溶液中 L-色氨酸的

质量分数, µg/mL; Vtry 为鱼粉样品总定容体积, mL; m 为鱼

粉的称样量, g。 

3.6  不确定度计算 

3.6.1  检测结果 
在重复性条件下, 对鱼粉样品进行了 8 次平行测定, 

结果如表 4 所示。 

 

 

 
 

图 4  鱼粉中色氨酸检测的不确定度来源分析图 
Fig.4  Fishbone diagram of uncertainty 
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表 4  智利鱼粉中色氨酸含量测定数据 
Table 4  Data of trptophan in Chilean fish meal 

测定次数 1 2 3 4 5 6 7 8 

含量/% 0.643 0.648 0.643 0.643 0.637 0.638 0.639 0.629 

平均含量/% 0.640 

标准偏差(S) 0.005682 
 

3.7 不确定度各分量的计算 

3.7.1  样品称重:  
在称量过程中引入不确定度 Urel(m)有以下几方面:  
(1)天平校准引入的不确定度: 按照检定证书上给出

的最大允许误差, 在称量区间 0 g≤m≤50 g 时, 为±0.05 
mg, 按 均 匀 分 布 取 k= 3 , 则 其 标 准 不确 定 度 为 : 

1
0.00005( )

3
u m  = 2.8868×10-5 g。 

(2)天平变动性(称量重复性)引入的不确定度: 天平变

动性可根据《化学分析中不确定度的评估指南》[19]附录

G(不确定度的常见来源和数值)中给出的数据进行计算 , 
即 0.5 乘以最后一位有效数字。对于万分之一天平, d=0.1 
mg, 所以天平变动带来的不确定度即为半宽度。 

-5
2( ) a 0.05mg 5 10

2
du m       g。 

则样品称量引起的不确定度:  

U(m)= 2 2
1 2 ( )u m u m（ ） =    2 2-5 -52.8868 10 5 10   = 

5.7735×10-5, 相对不确定度为:  

Urel(m)=
U( )m

m
=

55.7735 10
0.075

 =0.077%。 

3.7.2  样液水解:  
鱼粉样品的水解过程为使用 2 mL 刻度移液管加入

1.5 mL 4 mol/L 氢氧化锂溶液进行水解。此过程不确定度

Urel(V)由 2 mL 移液管的允差、温度以及估读误差组成。 
(1)2 mL 移液管容量允差为±0.012 mL, 按照均匀分布

考 虑 (k= 3 ), 则 标 准 不 确 定 度 为

u1(v1)=
0.012

3
=0.006928(mL), 相 对 不 确 定 度

1 1( )
2

u v
=0.3464%。 

(2)温度对 2 mL 移液管体积的影响引入的不确定度, 
u2(v2)按以下计算, 由于水的体积膨胀系数为 2.1×10-4/℃,
实 验 环 境 为 (20±2) ℃, 产 生 的 体 积 变 化 2 
mL×2 ℃×2.1×10-4 ℃=(8.4×10-4)mL, 因此, 按均匀分布考

虑(k= 3 ), 则标准不确定度为:  

u2(v2)=
48.4 10

3

 =0.000485(mL), 相对不确定度为 : 

2 2( )
2

u v
=0.0242 %。 

(3)移液管估读误差引入的不确定度, u3(v3), 2 mL 移

液管重复吸取 2 mL 液体进行 10 次称量试验, 得标准偏差

为 0.0028 mL, 相对不确定度为: 3 3( )
2

u v
=0.14%。 

2 mL 移液管合成相对不确定度:  

Urel(V)=
22 2

3 31 1 2 2 ( )( ) ( )
2 2 2

u vu v u v           
     

 

= 2 2 20.3464% 0.0242% 0.14% 0.374%   。 
3.7.3  样品溶液的稀释 Urel(Sa) 

主要是水解液冷却后, 加水稀释定容至 25 mL 时引入

的不确定度 Urel(v1)以及继续稀释 10 倍时引入的相对不确

定度 Urel(v2):  
(1)容量瓶允差引入的标准不确定度, u1(v1): 水解液

用 25 mL 容量瓶(A 级)定容, 容量瓶(A 级)的容量允差为

±0.03 mL, 按均匀分布考虑(k= 3 ), 则相对不确定度为 

1
( )vu
v

=

0.03
3

25
=0.06928 %。 

(2)温度对容量瓶体积影响引入的标准不确定度 , 
u2(v1) 。 标 准 不 确 定 度 为

u2(v1)=
425 2.1 10 3

3

   =0.009094(mL), 相对不确定度为

2

1

( )u v
v

=
0.009094

25
=0.03637 %。 

(3)容量瓶估读误差引入的不确定度, u3(v1)。用水对

25 mL 容量瓶进行 10 次的定容和称量试验, 得标准偏差为

0.030 mL, 按 A 类不确定度评定, 则标准不确定度为 

3 1
0.03( )

10
u v =0.009487(mL), 相 对 不 确 定 度 为

3

1

( )u v
v

=
0.009487

25
=0.03795 %。 

按照 A 类不确定度评定, 样品水解液稀释定容 25 mL
容量瓶引入的相对不确定度为 

Urel(v1)=
2 2 2

3 31 1 2 2

1 1 1

( )( ) ( ) u vu v u v
v v v

     
      

     
 

= 2 2 20.06928% 0.03637% 0.03795% 0.08697%   。 
(4)样液再次稀释 10 倍过程不确定度: 移取 2.5 mL 已

定容的样品溶液，置于 25 mL 容量瓶中，加水稀释并定容

至刻度。其间不确定度来自于 5 mL 刻度移液管和 25 mL
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容量瓶。 
①5 mL 刻度移液管引入的不确定度, Urel(Vm) 
5 mL 移液管容量允差为±0.025 mL, 按均匀分布

k= 3 , 则标准不确定度为 u1(v1)=
0.025

3
=0.01443(mL), 相

对不确定度为: 1 2

1

( )u v
v

=
0.01443

5
=0.2886%。 

②温度对 5 mL 移液管体积的影响引入的不确定度

4

2 2
5 2.1 10 3( )

3
u v

  
 =0.001819 (mL), 相对不确定度为: 

2 2

2

( )u v
v

=
0.001819

5
=0.03638%。 

③5mL 移液管估读引入的不确定度, u3(c3) 
重复吸取 5 mL 水进行 10 次称量试验, 得标准偏差为

0.004 mL, 相对不确定度为 2 2

3

( )u c
v

=
0.004

5
=0.08 %。 

则: Urel(Vm)=
22 2

3 31 1 2 2

1 2 3

( )( ) ( ) u vu v u v
v v v

    
      

     
 

= 2 2 20.2886% 0.03638% 0.08% 0.3017%    
④25 mL 容量瓶引入的不确定度: 按照样品 3.7.3(3)

水 解 过 程 25 mL 容 量 瓶 的 不 确 定 度 计 算 得

4 2

2

( )u v
v

=0.08697%。 

样液第 2 次稀释过程合成标准相对不确定度为:  

Urel(V2)= 2 20.3017% 0.08697% 0.314%  。 
样 液 稀 释 过 程 总 不 确 定 度

Urel(Sa)= 2 2
rel 1 rel 2U V U V（ ） （ ）

 2 20.08697% 0.314% 0.3258%  

 3.7.4  L-色氨酸标准溶液的配制 Urel(Sst) 
L-色氨酸储备溶液配置过程: 称取有证标准物质 L-

色氨酸 25 mg 于 250 mL 容量瓶中, 加入少量 0.1 mol/L 氢

氧化钾溶解, 用水定容至刻度。配制过程引入的不确定度

包括以下几方面:  
(1)标准品证书标示的纯度 p 为(99.7±0.6)%, 取容量

因子 k=2, 则 L-色氨酸标准物质纯度引入的相对不确定度

Urel(p)=
0.006

2
=0.3 %。 

(2)标准物质称量引入的不确定度 Usrel(mst) 
所使用天平检定证书上给出的最大允许误差为±0.01 

mg, 在称量区间内按照均匀分布, 取 k= 3 , 则其标准不

确定度为 us1(m)=0.00001/ 3 =5.773510-6 g。天平变动引

起的不确定度, 按照《化学分析中不确定度的评估指南》

附录 G(不确定度的常见来源和数值)中国给出的数据进行

计算, 即 0.5 乘以最后一位有效数字。对于十万分之一天

平, d=0.01 mg, 所以称量重复性的不确定度即为半宽度

u2(m)=
2
d

= 0.005 mg=(510-6)g。因此, 标准品称量引入的

不确定度为 

us(m)= 2 2
s1 s s2 s( ) ( )u m u m =    2 26 65.7737 10 5 10   

=7.637610-6 g。 
相 对 不 确 定 度

Usrel(mst)= s ( )u m
m

=
6107.63

25
76
0.0

 =0.03055%。 

(3)250 mL 容量瓶定容引入的相对不确定度, Urel(Vst1)
包含以下几方面:  

①容量瓶允差引入的标准不确定度, u1(V): 250 mL 容

量瓶(A 级)定容, 容量瓶(A 级)的容量允差为±0.15 mL, 按

均 匀 分 布 考 虑 (k= 3 ), 则 相 对 不 确 定 度 为

1
( )vu
v

=

0.15
3

250
=0.03464%。 

②温度对容量瓶体积影响引入的标准不确定度 , 
u2(v) 。 标 准 不 确 定 度 为

u2(v)=
4250 2.1 10 3

3

   =0.09094(mL), 相对不确定度为

2 2

2

( )u v
v

=
0.09094

250
=0.03637%。 

③容量瓶估读误差引入的不确定度, u3(V3)。用水对

250 mL 容量瓶进行 10 次的定容和称量试验, 得标准偏差

为 0.05 mL, 按 A 类不确定度评定, 则标准不确定度为 

u3(V3)=
0.05

10
=0.0158(mL), 相 对 不 确 定 度 为

3 3

3

( )u v
v

=
0.0158

250
=0.006325 %。 

按照 A 类不确定度评定, 标准品水定容 250 mL 容量

瓶引入的相对不确定度为:  

Urel(Vst1)=
2 2 2

3 31 1 2 2

2 2 2

( )( ) ( ) u vu v u v
v v v

     
      

     
 

= 2 2 20.03464% 0.03637% 0.006325%  =0.0506%。 
(4)标准溶液稀释引入的不确定度 Urel(Vst2) 
L-色氨酸标准工作溶液稀释过程为 : 移取 L-色氨

酸标准储备溶液 2.5 mL 于 25 mL 容量瓶中, 用水定容至

刻度。其间不确定度来自于 5 mL 刻度移液管和 25 mL
容量瓶。 

直接引用 3.7.3(4)的结果 , 期间相对不确定度为

0.314%。 
因此, L-色氨酸标准溶液制备过程总不确定度为:  

Urel(Sst)= 2 2 2 2
st st1 rel st2( ) ( ) ( ) U Vrel rel relU p U m U V   （ ）  
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= 2 2 2 20.3% 0.03055% 0.0506% 0.314%   =0.3209%。 
3.7.5  高效液相色谱仪测定 

由高效液相色谱仪测定引入的不确定度 Urel(HPLC)
由仪器色谱峰面积积分引入的不确定度 Urel(Ax/A0)和测定

样品重复性引入的不确定度 Urel(R)两部分组成。 
(1)根据仪器说明书和积分仪一般性能分析, 色谱峰

面积记分处理最大误差为 0.2%~1%, 按均匀分布考虑, 则

色谱峰面积的标准不确定度为: u(Ax/A0)=
1%

3
=5.774 310 , 

其相对不确定度为: Urel(Ax/A0)= 2 u(Ax/A0)=0.8165%。 
(2)采用选定的方法对鱼粉进行 8次重复测定, 结果如

表 4 所示, 含量平均值为 0.640%, 标准偏差 S=0.005682%。

因此, 重复性引入的相对不确定度为:  

Urel(R)=
s

w n
=

0.005682
0.640 8

=0.314%。 

高效液相色谱测定的不确定度为:  

Urel(HPLC)= 2 2

0
( ) ( )x

rel rel
AU U R
A

 = 2 20.8165% 0.314%

=0.8748%。 

3.8  合成不确定度的计算 

相对标准不确定度由下式计算而得:  

Urel(w)= 2 2 2 2 2
rel rel rel sa rel st rel(m) (V) (S ) (S ) (HPLCU U U U U    ） 

= 2 2 2 2 20.077% 0.374% 0.3258% 0.3209% 0.8748%   
=0.5958 %。 

3.9  计算扩展不确定度 

取置信水平 P=95%, 包含因子 k=2, 计算相对扩展不

确 定 度 U=k×Urel(w)=1.19% 。 则 扩 展 不 确 定 度 为

0.01%0.0076%%19.1%64.0   

3.10  结果表示 

本研究中智利鱼粉中色氨酸含量的测定结果可以表

达为 w=(0.64±0.01)%。 

4  结  论 

本研究建立了高效液相色谱-荧光检测器测定鱼粉中

色氨酸的方法。通过对标准溶液线性相关、样品强化添加

回收率试验、重复性试验考察了方法的准确度和精密度。 
通过优化的样品前处理条件, 对智利鱼粉进行了 8 次

重复测定, 计算了测量过程的不确定度分量并合成了总不

确定度。测量结果表达为: 色氨酸含量为 0.64%, 扩展不确

定度为 0.01%。检测过程各不确定度分量的分析结果如表

5 所示。 

 
表 5  检测过程相对不确定度分量表达 

Table 5  Express of uncertainty components in detection process 

过程 样品称重 
Urel(m) 

水解体积 
Urel(V) 

样品总稀释 
Urel(Sa) 

标准物质纯度
Urel(p) 

标准物质称量 
Usrel(mst) 

标准溶液制备稀释 
Urel(Sst) 

HPLC 测定
Urel(hplc) 

不确定度
Urel(%) 

0.077 0.374 0.326 0.3 0.0306 0.321 0.314 

 
通过对表 5 不确定度各分量的分析可见: 在测定鱼粉

色氨酸含量的过程中, 样品的水解、试液的转移稀释、标

准物质的纯度以及制备过程、液相色谱测定的重复性是测

量误差的主要来源。由于测定蛋白水解色氨酸时称量样品

的量和加入的碱解剂都比较少, 因此在加入碱解剂时要使

干燥的样品充分分散于 1.5 mL 的碱液中; 转移稀释样品时

要确保水解样渣被完全洗出。L-色氨酸标准物质纯度不确

定度在标准物质的制备过程起着主导作用, 正确选择有证

标准物质也是减低由标准溶液引入的误差的必要条件。液

相色谱测定的重复性也是影响鱼粉中色氨酸测定不确定度

主要来源之一, 因此, 选择稳定的流动相体系、关注检测

器的灵敏度有助于减低重复性偏差。 
本研究为鱼粉中色氨酸含量的测定分析了测量误差

来源, 有助于在分析测试中最大程度的规避引起误差的风

险, 对实际工作具有指导意义, 也适用于其它饲料产品中

色氨酸含量的分析与测试。 
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