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分光光度法测定蜂胶中总黄酮含量的 
不确定度评定 

张文珠* 
(上海市质量监督检验技术研究院, 上海  200233) 

摘  要: 目的  评定分光光度法测定蜂胶中总黄酮含量的不确定度。方法  建立测量过程不确定度评价的数

学模型, 根据 GB/T 24283-2018 《蜂胶》中的分光光度法测定蜂胶中总黄酮含量, 对检测过程中引入的不确

定度进行分类和量化。结果  当样品总黄酮含量是 2.37×104 mg/100 g 时, 其扩展不确定度为 644 mg/100 g 

(k=2), 其结果可表示为(2.37±0.06)×104 mg/100 g。结论  不确定度主要来源于称量, 在实验时, 应注意称量操

作的准确性, 以提高测量结果的准确性。 
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Uncertainty evaluation of determination of total flavonoids in propolis by 
spectrophotometry 

ZHANG Wen-Zhu* 
(Shanghai Institute of Quality Inspection and Technical Research, Shanghai 200233, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of spectrophotometric determination of total flavonoids in 

propolis. Methods  The mathematical model was established to evaluate the uncertainty in measurement process, 

and the content of total flavonoids in propolis was determined according to spectrophotometry in GB/T 24283-2018 

Propolis. The uncertainty introduced in the detection process was classified and quantified. Results  When the total 

flavonoids content in the sample was 2.37×104 mg/100 g, the expanded uncertainty was 644 mg/100 g(k=2), and the 

result could be expressed as (2.37±0.06)×104 mg/100 g. Conclusion  The uncertainty mainly comes from weighing, 

and the accuracy of weighing operation should be paid attention during the experiment in order to improve the 

accuracy of measurement results. 
KEY WORDS: propolis; total flavonoids; spectrophotometry; uncertainty 
 
 

1  引  言 

测量不确定度, 是按照指定检测方法对某一基质(目
标物)的测量结果的分散程度的量化描述, 也即对被测对

象结果不能确定程度的表征。在分析化学领域, 尤其是定

量分析领域, 仅有检测结果的表达是不完善的, 不确定度

是不可或缺的一部分。在定量检测工作中, 由于各种主观、

客观原因, 测量过程中不可避免会引入误差, 而产生误差

的程度, 我们通常用“不确定度”来表达, 这对检测结果是

至关重要的, 尤其是当检测结果在某一“临界值”时[1]。对测

量过程的不确定来源进行分析, 对影响较大的环节进行控

制有利于提高测量结果的准确性。 
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蜂胶具有多重药理活性, 如抗菌、抗氧化、消炎、免

疫调节、预防龋齿、心血管保护等, 广泛应用于医药、保

健食品、化妆品等领域[2-4]。蜂胶含有丰富的营养保健成分, 
尤其是含有大量的黄酮类化合物和酚酸类化合物, 具有广

谱抗菌的生物学活性, 蜂胶中黄酮和多酚的含量是评价蜂

胶质量的一个重要指标[5-8]。 
目前蜂胶中总黄酮含量的测定方法有很多, 常用的

有分光光度法 [9] 及高效液相色谱法 [10] 。国标 GB/T 
24283-2018《蜂胶》[11]中采用分光光度法。本文针对分光

光度法测定蜂胶中总黄酮含量进行不确定度进行评价,主
要依据 CNAS-GL006:2018《化学分析中不确定度的评估指

南》[12]和 JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[13]

对测量过程中的不确定度进行评价, 以提高检测结果的准

确性、为蜂胶中总黄酮的准确测量提供可靠性依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

2.1.1  仪器设备 
Evolution 300 紫外可见分光光度计(美国 Thermo 公

司); XPE204 电子天平(瑞士梅特勒-托利多国际有限公司); 
P300H 型超声仪(德国 ELMA 公司); HWS-28 型水浴锅(上
海一恒科技有限公司)。 
2.1.2  试剂与样品 

芦丁标准品(纯度 95%, 美国 Sigma 公司); 聚酰胺粉

(100~200 目)、无水甲醇、无水乙醇、无水甲苯(分析纯, 国
药集团化学试剂有限公司)。 

蜂胶样品购自市场。 

2.2  实验方法 
2.2.1  标准曲线的绘制 

精密称取经干燥处理过的芦丁 5.0 mg, 用甲醇充分

搅拌溶解, 定容至 100 mL, 得 50 μg/ mL 芦丁标准使用

溶液。吸取该溶液 0、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 mL 于       
10 mL 容量瓶中, 加甲醇定容至刻度, 摇匀, 于 360 nm
测定吸光度 , 以浓度为横坐标(X), 吸光度为纵坐标(Y),
绘制回归曲线。 
2.2.2  试样处理及测定方法 

称取适量的试样, 加乙醇溶解并定容至 50 mL, 摇匀, 
放入超声仪, 超声 20 min, 静置过滤, 吸取提取液 1.0 mL
置于蒸发皿中, 加入 5 mL 乙醇及 1 g 聚酰胺粉, 用玻璃棒

搅拌混匀。将蒸发皿置于 60 ℃水浴上将乙醇挥干后, 将聚

酰胺粉转移至层析柱中。用 20 mL 甲苯清洗去除杂质, 然
后用甲醇洗脱目标物, 洗脱液定容至 25 mL。以甲醇为空

白, 测定洗脱液在 360 nm 处吸光度, 由标准曲线计算试样

中总黄酮的含量。 
2.2.3  数学模型 

根据 GB/T 24283-2018《蜂胶》的测定方法, 总黄酮

含量的数学模型如下:  𝑋 = 𝐶𝑉ଷ𝑚𝑉ଶ × 1000 × 𝑉ଵ × 100 

式中: X-试样中总黄酮的含量, mg/100 g;  
C-由标准曲线算得被测液中总黄酮的浓度, μg/ mL;  
V1-样品定容体积, mL;  
V2-吸取样液过柱体积, mL;  
V3-洗脱液定容体积, mL;   
m -试样的质量, g。 
从实验方法可见, 本检测过程中, 各不确定度分量之

间是相互独立的, 可以采用相对标准不确定度进行合成, 
得到检测方法的不确定度。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度来源分析 

根据上述数学模型分析, 分光光度法测定蜂胶中总

黄酮含量, 不确定度主要来自样品提取液中总黄酮含量、

样品称量、样品定容、样品提取液移取、反应液定容、分

光光度计和重复性实验等各环节引入的不确定度。其中样

品提取液中总黄酮含量的不确定度由标准品纯度、称量及

定容, 和标准曲线的配制引入。 
其关系如图 1 所示。 

 
 

 
 
 

图 1  不确定度分量来源关系图 
Fig.1  The relationship of uncertainty component source 

 

 
3.2  不确定度分量的评定 

3.2.1  样品提取液中总黄酮含量引入的不确定度 UC 
(1)标准曲线拟合引入的不确定度 U1 
对配制的标准工作溶液, 测定其吸光度, 每个浓度的

标准溶液测定 6 次, 计算其平均吸光度, 数据见表 1。 
根据标准溶液吸光度绘制标准曲线, 进行拟合, 得到

线性回归方程为 A=0.0282C + 0.0021, 相关系数 r2 为

0.9998。按照本检测方法, 对同一样品, 进行 2 次测定, 即
P=2。对 2 次测定结果取平均值, 将其代入线性回归方程, 
计算样品溶液中总黄酮浓度 C=9.91 μg/mL。 
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表 1  标准溶液吸光度测定值 
Table 1  Absorbance value of standard solution 

芦丁标准溶液浓度/(μg/mL) 5.0 10.0 15.0 20.0      25.0 

吸光度平均值 0.143 0.281 0.428 0.568     0.704 
 
由拟合直线求 C 时产生的标准不确定度 U1 按以下公

式计算:  
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式中: U1-由线性回归方程求 C 时产生的不确定度;  
SR-由拟合直线求得的 A 与相应 Ai 测定值之差按贝塞

尔公式求出的标准偏差;  
P-样品溶液的测定次数, P=2;  
n-标准溶液的测定总次数, n=30;  
Ai-标准溶液吸光度测定值;  
B1-常数, 其值为 0.0282;  
B0 -常数, 其值为 0.0021;  
Ci-标准溶液中芦丁的浓度, μg/mL;  
c-标准溶液中芦丁浓度的测定平均值, 15.0 μg/ml;  
c -样品溶液中芦丁的浓度 9.91 μg/mL;  
标准曲线拟合引入的相对标准不确定度 Urel1=U1/ c

=0.0675/9.91=0.00681 
(2) 使用芦丁标准品绘制标准曲线产生的不确定度 U2 
使用芦丁标准品绘制标准曲线产生的不确定度由 3 部

分组成, 包括标准品的纯度引入的不确定度、称取样品过程

引入的不确定度和标准品定容及稀释过程引入的不确定度。 
(i)由芦丁纯度引入的不确定度。本实验的芦丁标准品

纯度为 95.0％, 即 0.950±0.001, 假设不确定度为矩形分布, 

则标准不确定度为 0.001 g/ 3 =5.77×10–4 g, 则相对标准

不确定度为 6.07×10–4。 
(ii)称取样品过程引入的不确定度。使用万分位天平

称量芦丁标准品, 仪器的标准偏差为 0.10 mg, 为矩形分布, 

则其不确定度为 u(m)=0.1 mg/ 3 =0.0577 mg, 标准品称取

质量为 0.0050 g, 则称取样品过程的相对标准不确定度为

0.0115。 
(iii)标准品定容及稀释过程引入的不确定度。芦丁标

准品的定容至 100 mL 时使用 100 mL  A 级容量瓶, 根据

JJG 196-2006《常用玻璃器具鉴定规程》[14], 其不确定度由

2 部分构成, 容量瓶的最大允差及校准温度。假设容量瓶

最大允差及校正温度均为矩形分布, 100 mL 容量瓶的最大

允差为±0.03 mL, 则体积不确定度为 0.0173 mL, 温度不确

定度为 0.0525 mL, 将不确定度进行合成, 为 0.0553 mL, 
相对标准不确定度为 5.53×10-4。 

将以上 3 个分量进行合成, 则使用芦丁标准品绘制标

准曲线产生的相对标准不确定度为:  

2 4 2 4 2
rel2 (0.115) (5.53 10 ) (6.07 10 ) =0.0115U        

 (3) 合成相对不确定度 Uc 
将以上不确定度进行合成, 得到样品提取液中总黄

酮含量引入的不确定度, 为: 
2 2 2 2
rel1 rel2 0.00681 0.0115 0.0134cU U U      

该样液中芦丁含量为 9.91 μg/mL, 则其标准不确定度

分量为 9.91×0.0134=0.133 μg/mL。 
3.2.2  称取蜂胶样品引入的不确定度 Um 

称取蜂胶样品使用万分位天平, 其精度为 0.10 mg, 
称量过程的不确定度主要来源于天平误差。假设为矩形分

布, 则其标准不确定度为 0.1/ 3 =0.0577 mg, 本检测过程

称取蜂胶质量为 0.1258 g, 则其相对标准不确定度为

4.59×10-4。 
3.2.3  样品定容体积 V1 引入的不确定度 UV1 

称取的蜂胶样品用乙醇定容至 50 mL, 使用 50 mL A 级

容量瓶。定容过程引入的不确定度由容量瓶精度及温度 2 部

分组成。50 mL A级容量瓶, 其最大允许误差为±0.025 mL, 按

照均匀分布, 其标准不确定度为 0.025/ 3 =0.0144 mL。由

温度引入的不确定度为 2.1×10-4×5×50/2=0.02625 mL,将以

上 2 部分的不确定度进行合成, 得到样品定容体积 V1 产生

的标准不确定度 UV1= 2 20.0144 0.02625 0.0299  mL, 则其

相对标准不确定度为 0.0299/50=5.99×10-4。 
3.2.4  吸取蜂胶提取液引入的不确定度 UV2 

吸取蜂胶提取液使用 1.0 mL 单标线吸管吸取蜂胶提

取液。此过程不确定度主要来源于 1 mL 单标线移液管的

允差及温度。使用 1.0 mL A 级单标线移液管, 其最大允差

为±0.001 mL, 假设为均匀分布, 其标准不确定度为 0.001/

3 =5.8×10-4 mL; 温度引入的不确定度为 5.25×10-4 mL, 
将 2 部分不确定度分量进行合成, 得到吸取蜂胶提取液引

入的标准不确定度UV2=
2 20.00058 0.000525  7.82×10-4 mL, 

则其相对不确定度为 7.82×10-4。 
3.2.5  反应液定容体积 V3 引入的不确定度 UV3 

反应液定容引入的不确定度由容量瓶引入。使用   
25 mL A 级容量瓶, 其最大允许误差为 0.030 mL, 假设为

均匀分布, 其标准不确定度为 0.030/ 3 =0.0173 mL, 由温

度引入的不确定度为 2.1×10-4×5×50/2=0.02625 mL, 将以

上 2 项不确定度进行合成,得到反应液定容体积 V3 引入的

不确定度 UV3= 2 20.0173 0.02625 0.0314   mL,则其相对
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不确定度为 0.0314/25=1.26×10-3。 
3.2.6  分光光度计引入的不确定度 UA 

分光光度计, 精度为 0.001, 为矩形分布, 则其不确定

度为 UA=0.001 g/ 3 =0.000577,样品溶液吸光度为 0.676, 
则 样 品 吸 光 度 测 量 引 入 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为

0.000577/0.676=8.54×10-4。 
3.2.7  重复性实验引入的不确定度 UR 

对同一检测对象, 在同一条件下, 连续测定 6 次, 将
检测结果列于表 2。 

总黄酮含量的标准偏差为 S=51.6 mg/100 g。 

按正态分布计算 , 标准不确定度为 UR=S/ 6 =  
21.23 mg/100 g。 

重复性实验的相对标准不确定度为 21.23/2.37× 
104=9.0×10-4。 

3.3  合成标准不确定度 

各项不确定度汇总来源如表 3 所示。 
根据以上结果, 合成相对标准不确定度为 

2 2 2 2

2 2 2

0.0134 0.000459 0.000599 0.000782
0.0136

0.00126 0.000854 0.00090
rU

   
 

 
 

蜂胶中总黄酮测定的标准不确定度为 2.37×104× 
0.0136=322 mg/100 g 

3.4  扩展不确定度 

取包含因子 k=2, 则蜂胶中总黄酮的测定的扩展不确

定度为 U=322 mg/100 g×2=644 mg/100 g 

3.5  测定结果表示 

保健品蜂胶中总黄酮含量是 2.37×104 mg/100 g, 其真

实含量可表示为(2.37±0.06)×104 mg/100 g。 
 
 
 
 

表 2  6 次测定吸光度测定值  
Table 2  Results of 6 absorbance measurements 

编号 1 2 3 4 5 6 

样品质量/g 0.1258 0.1261 0.1254 0.1259 0.1255 0.1261 

样品定容体积 V1/mL 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 50.0 

样液过柱体积 V2/mL 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

洗脱液定容体积 V3/mL 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 

空白管吸光度 0 0 0 0 0 0 

样品吸光度 0.675 0.678 0.673 0.676 0.675 0.677 

被测液中总黄酮浓度/(μg/mL) 23.86 23.97 23.79 23.90 23.86 23.93 

样品中总黄酮含量/(mg/100 g) 2.37×104 2.38×104 2.37×104 2.37×104 2.38×104 2.37×104 

最佳估计值/(mg/100 g) 2.37×104 
 

 
 

表 3  各项不确定度 
Table 3  Various uncertainties  

来源 数值 标准不确定度 U(x) 相对标准不确定度 Urel(x) 

浓度 C 9.91 μg/mL 0.133 μg/mL 0.0134 

样品质量 m 0.1258 g 0.0577 mg 0.000459 

样品定容体积 V1 50 mL 0.0299 mL 0.000599 

样液过柱体积 V2 1 mL 0.000782 mL 0.000782 

洗脱液定容体积 V3 25 mL 0.0314 mL 0.00126 

分光光度计 A 0.676 0.000577 0.000854 

重复性试验 R 2.37×104 mg/100 g 21.23 mg/100 g 0.00090 
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4  结论与讨论 

本研究对分光光度法测定蜂胶中总黄酮含量的不确

定度进行评定。通过对蜂胶中总黄酮的测定的不确定度分

析可知, 测定结果的不确定度主要来源是标准品中总黄酮

的浓度, 由于标准品中总黄酮浓度的不确定度主要来源于

标准品的称量, 因此在实验时, 应提高标准品称量操作的

准确性, 如有条件, 可使用十万分之一天平称量标准品, 
以减少称量误差, 降低由此引入的不确定度, 提高实验结

果的可信度。 
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