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高效液相色谱法测定红景天提取物中 

红景天苷的不确定度评定 

黄成安*, 黎小兰, 吴斯燕, 陈宏壁 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘   要 : 目的   评定高效液相色谱法测定红景天提取物中红景天苷含量的不确定度。方法   根据 JJF 

1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》, 用甲醇提取样品中的红景天苷, 在波长 275 nm 下, 用紫外检测器

进行测定。通过分析影响不确定度因素的来源, 对不确定度进行量化分析, 从而得出扩展不确定度。结果  当

置信水平为 95%, 包含因子 k=2 时, 其扩展不确定度为±0.17 g/100 g, 红景天提取物中红景天苷含量为

(4.03±0.17) g/100 g。不确定度主要来源于标准曲线拟合、测量重复性和标准溶液配制。结论  高效液相色谱

仪应定期进行校准与维护保养, 定期检查紫外灯能量和自动进样器的定量准确性, 选用高校准级别的容量瓶、

高纯度的标准品。检测人员应熟练掌握样品的各项处理步骤, 以提高检测准确性。 
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Uncertainty evaluation for determination of salidroside in Rhodiola rosea L. 
extract by high performance liquid chromatography 

HUANG Cheng-An, LI Xiao-Lan, WU Si-Yan, CHEN Hong-Bi 

(By-Health Co., Ltd., Zhuhai 519040, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty for the determination of salidroside in Rhodiola rosea L. 

extract by high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  According to JJF 1059.1-2012 Evaluation 

and expression of measurement uncertainty, salidroside was extracted with methanol, the determination was carried 

out with ultravioletray (UV) detector at 275 nm. Through the analysis of the sources of influencing factors in 

uncertainty, the uncertainty was quantitatively analyzed to obtain the expanded uncertainty. Results  The expanded 

uncertainty was ±0.17 g/100 g when the confidence level was 95% and influencing factor was 2. The salidroside 

content in Rhodiola rosea L. extract was (4.03±0.17) g/100 g. The main sources of uncertainty were calibration curve 

fitting, repeatability of measurement and preparation of standard solution. Conclusion  We should regularly 

calibrate and maintain the high performance liquid chromatography, regularly check the energy of UV lamp and the 

quantitative accuracy of automatic injector, and use the capacity bottle of high level and high purity standard. The 

experimenter should be skilled with the sample processing steps to improve the detection accuracy. 
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1  引  言 

红景天具有健脾益气、清肺止咳、活血的功效, 临床

可用于脾气虚证 , 症见体倦乏力、面色萎黄、少气懒言   

等[13]。现代研究表明, 红景天中的主要活性成分红景天苷, 

具有抗疲劳作用, 能够抑制肥胖、抗糖尿病和糖尿病并发

症以及抗衰老的作用[4], 还能够改善心肺血管疾病[5,6]、改

善学习记忆能力等[7]。目前红景天苷的检测方法主要有高

效液相色谱法[813]、超高效液相色谱-质谱联用法[14,15]。本

研究通过高效液相色谱法对红景天苷进行含量测定, 根据

JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[16], 并参考

JJG 196-2006《常用玻璃量器检定规程》[17], 对红景天苷含

量的测定进行不确定度评估, 找出不确定度主要来源, 为

方法的优化和评定测量结果提供参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

红景天苷对照品(纯度: 98.1%, 批号: 19101831, 上海

同田生物技术有限公司); 甲醇(色谱纯, 上海安普实验科

技股份有限公司); 红景天提取物(批号 190501, 汤臣倍健

股份有限公司提供); 一级水(汤臣倍健股份有限公司检测

中心提供)。 

P180H 超声波清洗器(德国 Elma 公司); U3000 高效液

相色谱仪(美国赛默飞世尔公司); XS205DU 电子天平(感量

0.01 mg, 瑞士 梅 特 勒 - 托利 多 科 学仪器 有 限 公司 ); 

TGL-10C 高速离心机(上海安亭科学仪器厂)。 

2.2  色谱条件 

流动相: 甲醇:水=15:85(V:V); 流速:1.0 mL/min; 色谱

柱 C18(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 柱温: 40 ℃; 检测波长: 

275 nm。 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准溶液的配制 

精密称取红景天苷对照品 9.65 mg, 置于 50 mL 容量

瓶中, 加甲醇超声溶解, 定容, 即得标准溶液。 

2.3.2  供试品溶液的配制 

精密称取试样 0.1000 g, 置于 50 mL 容量瓶中, 加入

适量甲醇, 超声提取 30 min, 放冷, 用甲醇定容至刻度, 摇

匀, 离心, 过滤, 即得供试品溶液。 

2.3.3  数学模型 

样品中红景天苷的含量:  

C V k
X

M

 
  

式中: X—样品中红景天苷的含量, g/100 g;  

M—样品的质量, g;  

V—样品的定容体积, mL;  

C—样品溶液中红景天苷的浓度, mg/mL;  

k—单位转换系数, k=0.1。 

由实验步骤和数学模型可以看出, 影响红景天苷测

定结果的不确定度因素中, 除了样品的质量, 样品的稀释

倍数, 样品溶液中红景天苷的浓度之外, 还有标准品和检

测仪器方面的因素。故不确定度的来源可以归纳为以下几

个方面:  

(1)试样重复测定时, 总重复性引起的标准不确定度

ur(x1); (2)标准物质称量及标准溶液配制引起的标准不确定

度 ur(x2); (3)样品称量及样品溶液配制引起的标准不确定

度 ur(x3); (4)高效液相色谱仪引起的标准不确定度 ur(x4); (5)

标准曲线拟合引起的标准不确定度 ur(x5)。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度传播律 

不确定度传播律采用相对不确定度合成公式:  

ucr(x)= 2 2 2 2 2
r 1 r 2 r 3 r 4 r 5( ) + ( ) + ( ) + ( ) ( )u x u x u x u x u x 。 

3.2  标准不确定度各分量的评定 

3.2.1  测量重复性引入的相对标准不确定度 ur(x1) 

按照《中华人民共和国药典》2015 年版一部 红景天

苷含量测定方法对样品的红景天苷含量进行 12 次平行测

定, 数据见表 1。重复测量的不确定度属于 A 类不确定度。 

红景天苷含量测量单次的标准偏差为:  

2
i

1
1

( )

1

n

i

x x

S
n








=0.071 g/100 g。 

在实际工作过程中, 当测定某样品中红景天苷含量 2

次时, 取其算术平均值作为测量结果, 故测定重复性引起

的标准不确定度分量为:  

标准不确定度: r 3.2.1( )u x = 1

2

S
=

0.071

2
=0.050 g/100 g;  

相对标准不确定度: ur(x1)= 3.2.1( )ru x

x
=

0.050

4.03
=0.012。 

 
表 1  红景天提取物中红景天苷的含量测定结果(n=12) 

Table 1  Determination of salidroside in Rhodiola rosea L. extract (n=12) 

序  号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 平均 

含量/(g/100 g) 4.10 4.10 3.95 4.11 3.99 3.98 3.93 4.12 4.01 3.95 4.08 3.99 4.03 
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3.2.2  标准物质称量及标准溶液配制引起的标准不确定

度 ur(x2) 

3.2.2.1  标准物质含量引入的相对标准不确定度 ur(x3.2.2.1) 

根据红景天苷标准物质证书中提供的信息, 红景天

苷的纯度为(98.1±1)%, 取红景天苷标准物质区间的半宽

度 α为 0.01, 按均匀分布处理, 包含因子 k= 3 , 属于 B 类

评定。则有:  

ur(x3.2.2.1)＝
U

k
＝

0.01
0.0058

3
 。 

3.2.2.2  标准物质称量引入的相对标准不确定度 ur(x3.2.2.2) 

用电子天平进行称量 , 红景天苷标准物质重量

m=9.65 mg。根据天平的校准证书, 当载荷为 10 mg 时, 允

许误差为±0.00005 g, 按均匀分布处理, 包含因子 k= 3 , 

属于 B 类评定。则有:   

标准不确定度: u(x3.2.2.2)=
U

k
=

0.00005 g

3
=0.000029 g;  

标 准 品 称 量 时 的 相 对 标 准 不 确 定 度 : 

ur(x3.2.2.2)= 3.2.2.2( )u x

m
=

0.000029

0.00965
=0.0030。 

3.2.2.3  标准溶液稀释和定容过程引起的相对标准不确定

度 ur(x3.2.2.3) 

标准溶液稀释定容过程引起的不确定度主要由    

50 mL 容量瓶引入。 

3.2.2.3.1  50 mL 容量瓶产生的相对标准不确定度

ur(x3.2.2.3.1) 
由 50 mL 容量瓶的校准证书可知, 实验中所用的该

50 mL 容量瓶属于 A 级, 测量结果的允许误差为 0.01 mL, 

按三角分布处理, 包含因子 k= 6 , 属于 B 类评定。则有:  

标 准 不 确 定 度 : u(x3.2.2.3.1) ＝
U

k
=

0.01 mL

6
＝    

0.0041 mL;  

相 对 标 准 不 确 定 度 : ur(x3.2.2.3.1)=
0.0041 mL

50 mL  
=0.000082。 

3.2.2.3.2  溶液温度与校准温度不同产生的相对标准不确

定度 ur(x3.2.2.3.2) 

由于本实验室温度在(20±5) ℃的范围内波动, 假设

温度变化为 5 ℃, 该温度引起的不确定度可通过估算温度

范围和体积膨胀系数计算, 液体的体积膨胀明显大于容量

瓶的体积膨胀, 故只考虑前者即可。所使用的容量瓶体积

为 50 mL, 甲醇的体积膨胀系数为 1.18×10-3/℃, 按矩形分

布, 取 k＝ 3 , 则有:  

标准不确定度 : u(x3.2.2.3.2)=50×5×1.18×10-3/ 3 ＝

0.17 mL;  

相对标准不确定度: ur(x3.2.2.3.2)=
0.17

50
=0.0034。 

则 50 mL 容量瓶所产生的相对合成标准不确定度为:  

ur(x3.2.2.3)＝
2 2

3.2.2.3.1 3.2.2.3.2( ) ( )r ru x u x
 

= 2 20.000082 0.0034 =0.0034。 

由上面分析可得, 红景天苷标准物质引起的相对标

准不确定度为:  

r 2( )u x = 2 2 2
3.2.2.1 3.2.2.2 3.2.2.3( ) ( ) ( )r r ru x u x u x   

= 2 2 20.0058 0.0030 0.0034  =0.0074。 

3.2.3  红景天苷样品处理所引起的相对标准不确定度

ur(x3) 

3.2.3.1  样品称量引起的相对标准不确定度 ur(x3.2.3.1) 

用电子天平进行样品称量, 样品重量 m=0.1 g。根据

天平的校准证书 , 当载荷为 0.1 g 时 , 允许误差为±  

0.00005 g, 按均匀分布处理, 包含因子 k= 3 , 属于B类评

定。则有:  

标准不确定度: u(x3.2.3.1)=
U

k
=

0.00005 g

3
=0.000029 g;  

样品称量时的相对标准不确定度:  

ur(x3.2.3.1)=
3.2.3.1( )u x

m
=

0.000029

0.1
=0.00029。 

3.2.3.2  样品定容引起的相对标准不确定度 ur(x3.2.3.2) 

样品溶液稀释定容过程引起的不确定度主要由    

50 mL 容量瓶引入。 

3.2.3.2.1  50 mL 容量瓶产生的相对标准不确定度

ur(x3.2.3.2.1) 

由 50 mL 容量瓶的校准证书可知, 实验中所用的该

50 mL 容量瓶属于 A 级, 测量结果的允许误差为 0.01 mL, 

按三角分布处理, 包含因子 k= 6 , 属于 B 类评定。则有:  

标准不确定度: u(x3.2.3.2.1)＝
U

k
=

0.01 mL

6
＝0.0041 mL;  

相 对 标 准 不 确 定 度 : ur(x3.2.3.2.1)= 
0.0041 mL

50 mL  
=0.000082。 

3.2.3.2.2  溶液温度与校准温度不同产生的相对标准不确

定度 ur(x3.2.3.2.2) 

由于本实验室温度在(20±5) ℃的范围内波动, 假设

温度变化为 5 ℃, 该温度引起的不确定度可通过估算温度

范围和体积膨胀系数计算, 液体的体积膨胀明显大于容量

瓶的体积膨胀, 故只考虑前者即可。所使用的容量瓶体积

为 50 mL, 甲醇的体积膨胀系数为 1.18×10-3/℃, 按矩形分

布, 取 k＝ 3 , 则有:  

标 准 不 确 定 度 : u(x3.2.3.2.2)=50×5×1.18×103/ 3 ＝ 

0.17 mL;  

相对标准不确定度: ur(x3.2.3.2.2)=
0.17

50
=0.0034。 

则 50 mL 容量瓶所产生的合成标准不确定度:  
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ur(x3.2.3.2)＝
2 2

3.2.3.2.1 3.2.3.2.2( ) ( )r ru x u x
 

= 2 20.000082 0.0034 =0.0034。 

由上面分析可得, 红景天苷样品引起的相对标准不

确定度:  

3( )ru x = 2 2
3.2.3.1 3.2.3.2( ) ( )r ru x u x = 2 20.00029 0.0034

=0.0034。 

3.2.4  高效液相色谱仪引入的相对标准不确定度 ur(x4) 

由高效液相色谱仪的说明书可知, 该仪器检测浓度

的允许误差为 1%, 按均匀分布处理, 包含因子 k= 3 , 属

于 B 类评定。则有:  

ur(x4)＝
U

k
＝

1%
0.0058

3
 。 

3.2.5  标准曲线拟合引入的相对标准不确定度 ur(x5) 

标准曲线取 5 个不同浓度点, 每个浓度点平行检测 3

次, 取平均峰面积, 实验数据见表 2。 

 
表 2  标准曲线(n=3) 

Table 2  Standard curve (n=3) 

标准序号 浓度 C/(mg/mL) 峰面积 

1 0.0189333 10.3583 

2 0.0473332 18.9000 

3 0.0946665 42.5795 

4 0.1893330 89.4748 

5 0.3786660 181.4124 

线性方程 Y=480.44096X-1.24731 

相关系数(r) 0.999621 

 
由标准曲线引起被测量的浓度 x的变化的不确定度可

用以下公式计算 

u(x5)=

2
R

2
i

i 1

1 1 ( )

( )
n

s x c

b P n
x c




 


; sR= 2

i i
i 1

[ ( )]

2

n
A a bx

n


 





 
式中:  

P-样品液测量的次数, 5;  

n-标准液测量的次数, 15;  

x -样品测得的平均浓度, 0.09092 mg/mL;   

c -标准液的平均浓度, 0.1458 mg/mL;  

b-工作曲线斜率, 480.44096;  

a-工作曲线截距, -1.24731;  

sR-工作曲线标准差;  

ix -第 i 次测量时标准液的浓度, mg/mL;  

iA -第 i 次测量时标准液的峰面积;  

sR= 16.35
13

=1.12 2( )x c =0.0030118;  

2
i

i 1

( )
n

x c


 =0.084527; 

u(x5)=0.00128。 

由标准曲线拟合引入的相对标准不确定度:  

ur(x5)= 5( )u x

x
=

0.00128

0.09092
=0.014。 

3.3  合成标准不确定度评定 

由表 3 各不确定度分量, 合成标准不确定度:  

ur(x)= 2 2 2 2 2
r 1 r 2 r 3 r 4 r 5( ) + ( )  + ( )  + ( ) + ( )u x u x u x u x u x  

= 2 2 2 2 20.012 0.0074 0.0034 0.0058 0.014    =0.021。 

 
表 3  相对标准不确定度一览表 

Table 3  List of relative standard uncertainty 

名称 不确定度来源 类型 相对标准不确定度值 

ur(x1) 测量重复性 A 0.012 

ur(x2) 标准溶液配制 B 0.0074 

ur(x3) 样品处理 B 0.0034 

ur(x4) 高效液相色谱仪 B 0.0058 

ur(x5) 标准曲线拟合 A 0.014 

 

样品测定的平均值为 4.03 g/100 g, 则红景天提取物

中红景天苷测定的不确定度:  

ucr(x)=x×ur(x)=4.03×0.021=0.085 g/100 g。 

3.4  扩展不确定度 

测定结果按置信水平为 95%时, 包含因子 k=2, 扩展

不确定度可由合成标准不确定度乘以包含因子获得。此时

红景天苷含量测定的扩展不确定度:  

U=k×ucr(x)=2×0.085=0.17 g/100 g。 

本 次 测 定 的 红 景 天 提 取 物 中 红 景 天 苷 含 量 为

(4.03±0.17) g/100 g。 

4  结  论 

本研究采用高效液相色谱法测定红景天提取物中红

景天苷的含量, 据测量不确定度的评定方法并参考其他有

关不确定度的评定和分析过程, 建立数学模型, 分析整个

测定过程的不确定度来源及其对分析结果的影响, 为高效

液相色谱法测量不确定度评定方法提供参考。从不确定度

评定过程可以看出, 测量不确定度主要来源于标准曲线拟

合, 其次是测量重复性和标准溶液配制。提示在今后的含

量检测过程中, 高效液相色谱仪应定期进行校准与维护保

养, 定期检查紫外灯能量和自动进样器的定量准确性, 而

且要求选用高校准级别的容量瓶, 高纯度的标准品, 减少

实验过程中的温度波动, 检测人员要熟悉检测过程与注意

事项, 以提高检测准确性。 
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