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超高效液相色谱法测定保健食品中脱氢表雄甾酮
的不确定度评定 

程家丽, 刘婷婷, 卓  勤, 马  妍, 宫照龙* 

(中国疾病预防控制中心营养与健康所, 北京  100050) 

摘  要: 目的  评定超高效液相色谱法测定保健食品中脱氢表雄甾酮(dehydroepiandrosterone, DHEA)含量的

不确定度。方法  依据 JJF1059.1–012《测量不确定度评定与表示》, 分析实验过程 DHEA 含量测定的不确定

度来源。通过建立数学模型以量化不确定度分量, 计算合成不确定度及扩展不确定度。结果  本研究测得保

健食品中 DHEA 的含量为(85.6±3.70) g/kg, 扩展不确定度为 3.70 g/kg(k=2)。结论  UPLC 法测定 DHEA 的不

确定度主要来源于标准溶液的制备和拟合, 其次为样品的重复测定和前处理过程引入的不确定度, 其他因素

的影响相对较小。 
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Uncertainty evaluation on determination of dehydroepiandrosterone in 
health food by ultra high performance liquid chromatography 
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(National Institute for Nutrition and Health, Chinese Center for Disease Control and Prevention, Beijing 100050, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty of determination of DHEA in health food by ultra high 

performance liquid chromatography (UPLC). Methods  According to the JJF1059.12-012 Chinese regulation on the 

valuation and expression of uncertainty in measurement, the sources of uncertainty in the determination of DHEA 

content in the experimental process were analyzed. Through the establisof hment mathematical models to quantify the 

component of uncertainty, the combined uncertainties and expanded uncertainties were calculated. Results  The 

content of DHEA in health foods in this study was (85.6±3.70) g/kg, and the accompanying expanded uncertainty was 

3.70 g/kg (k=2). Conclusions  The main sources of uncertainty in the determination by UPLC are preparation of 

standard solution and the standard curve fitting, followed by measurement repeatability and the sample pretreatment, 

and the influence of other factors are relatively small. 
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1  引  言 

脱氢表雄甾酮(dehydroepiandrosterone, DHEA)的化学

名称为 3-β-羟基雄甾-5-烯-17-酮, 又名去氢表雄酮。DHEA

是人体自身合成的一种生物活性分子 , 在人体肾上腺分 

泌[1,2]。DHEA 是人体内许多激素的前提物质, 可根据身体

的需要转化为睾酮或雌激素。研究发现, 脱氢表雄甾酮具

有抗衰老、糖尿病治疗、癌症治疗及生殖领域[35]。研究发
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现, 体内 DHEA 的水平与精神疾病及焦虑症发展有相关 

性[6,7]。郭洵溢等[8]研究发现, 孕妇血清中脱氢表雄甾酮与

雌二醇的比率与产期抑郁的发生也相关。因此人体在适当

的时候补充一定的 DHEA 至关重要。 

目前保健食品中 DHEA 常用测定方法为高效液相色

谱法[9], 但关于液相色谱法测定 DHEA 的不确定度未见报

道。此外, 由于保健食品的基质较复杂, 给测定结果可能

带来一定的影响, 为提高检测方法的可靠性, 进行相关不

确定度的评定对质量控制具有重要意义。根据标准 GB/T 

5009.193-2003《保健食品中脱氢表雄甾酮 (DHEA)的测  

定 》 [10] 测 定 保 健 食 品 中 DHEA 的 含 量 , 依 据 JJF 

1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》[11]和 CNAS-GL 06: 

2006《化学分析中不确定度的评估指南》[12], 对保健食品

中 DHEA 检测的不确定度进行分析, 评估不确定度的来源, 

为科学评定保健食品中 DHEA 检测结果提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  主要仪器和试剂 

Waters ACQUITY UPLC I-Class 超高效液相色谱仪

(配有 Waters UPLC TUV 紫外检测器, 美国 Waters 公司); 

Eppendorf 5430Ｒ离心机(美国 Eppendorf 公司); KQ5200 超

声波清洗器(中国昆山舒美公司); Mettler-ToledoAe50-S 电

子天平(瑞士梅特勒公司); 超纯水仪(美国 Millipore 公司)。 

甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司); DHEA 标准品(纯度

≥98%, 上海源叶生物科技)。 

2.2  标准溶液的配制 

精密称量 DHEA 标准物质 0.0050 g, 加入流动相溶解

并定容至 5 mL。此溶液中 DHEA 的浓度为 1 mg/mL。用

移液器逐级稀释 , 配制成 10、50、100、200、500 和     

1000 μg/mL 的标准系列工作液。以外标法绘制标准曲线, 

采用最小二乘法进行线性拟合。 

2.3  实验方法 

取适量 DHEA 胶囊研磨或混匀, 称取 0.200 g(精确至

0.001 g)试样于容量瓶中, 加入流动相定容至 10.0 mL, 超

声提取 5 min 后以 3000 r/min 离心 3 min, 准确取 2.0 mL

试样溶液于试管中, 加入流动相定容至 5.0 mL, 摇匀, 经

0.45 μm 滤膜过滤后备用。取 2 μL 进超高效液相色谱仪进

行分析, 样品中 DHEA 的色谱图见图 1。 

2.4  仪器条件 

液相色谱条件: Waters ACQUITY 色谱柱 BEH C18 柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm); 紫外检测波长 215 nm; 流动相: 

甲醇和水(80:20, V:V); 流速: 2.0 μL/min; 柱温: 室温。 

2.5  测量数学模型 
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X: 试样中 DHEA 的含量, g/kg; c: 试样液中 DHEA 浓

度, μg/mL; V: 试样定容体积, mL; m: 试样质量, g。 

3  结果与分析 

3.1  不确定度的来源 

依据样品的测量方法 GB/T 5009.193-2003 和 JJF 

1059.1-2012可知, 保健食品中DHEA含量的测定的不确定

度主要来源为: 样品的称样量及定容体积; 样品重复测量; 

标准品的纯度及标准溶液的配制; 标准曲线的拟合; 所用

的玻璃仪器、环境温度及仪器等方面。 

 
 
 

 
 

 
图 1  样品中 DHEA 的色谱图 

Fig.1  Chromatogram of DHEA in the sample 
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3.2  不确定度的分量 

3.2.1  样品前处理引入的不确定度 

(1)样品称量引入的对不确定度 

本次样品称样量为 0.200 g, 天平校准证书中允差为

±0.0002 g。按矩形分布计算, 则样品称量引入的相对标准

不确定度为:  

ur(m)=
0.0002

3 0.2
=0.000575。 

(2)样品定容引入的不确定度 

样品在前处理过程中, 主要使用了 5 mL 和 10 mL 的

容量瓶及 2 mL 吸量管等玻璃器皿, 由 JJG 196-2006《常用

玻璃仪器检定规程》[13]可知, 5 mL(A 级)容量瓶和 10 mL(A

级)容量瓶的容量允差均为±0.020, 2 mL(A 级)吸量管的容

量允差为±0.012, 按三角形分布计算不确定度, 5、10 mL

移液管和 2 mL 吸量管引入的不确定度分别为: 0.02/ 6

/5=0.00163, 0.02/ 6 /10=0.000816, 0.012/ 6 /2=0.00245, 

则所有玻璃仪器引入的相对标准不确定度为:  

ur(A)=
2 2 20.00163 0.000816 0.00245 0.00305   。 

通常实验室温度范围波动在 20 °C±5 °C, 玻璃仪器校

准温度为 20 °C。甲醇和水的膨胀系数分别为 1.18×10-3/°C

和 2.08×10-4/°C, 合计为 1.39×10-3/°C。移液管体积产生的

变化为 2×5×1.39×10-3=0.0139, 5 mL(A 级)和 10 ml(A 级)容

量 瓶 体 积 产 生 的 变 化 分 别 为 5×5×1.39×10-3=0.0348, 

10×5×1.39×10-3=0.0695。按均匀分布计算, 5 mL 和 10 mL

的容量瓶及 2 mL 吸量管由温度引入的合成不确定为: 

ur(T)=

2 2

2
(0 0139 3 2) (0 0348 3 5)

(0 0695 3 10)

. / / . / /

. / /




=0.00695。 

样品定容体积引入的合成相对标准不确定度为:  

ur(V)=
2 20.00305 0.00695 =0.00759。 

3.2.2  重复性引入的不确定度 

对样品进行了 8 次(n=8)平行测定(85.3、88.1、84.2、

89.1、 82.5、 83.6、 84.4、 87.6 g/kg), 其平均值 x 为     

85.6 g/kg, 标准偏差 S 为±2.38 g/kg。按 A 类方法进行评

定实验重复性引入的不确定度 u( x ), DHEA 引入的相对

标准不确定度为:  

ur( x )=
S

n x
=0.00983。 

3.2.3  标准溶液校正引入的相对不确定度 

(1)标准品纯度的相对不确定度 

由于 DHEA 标准品证书上没有标出不确定度, 因此

根据标准品的纯度计算其不确定度。由 DHEA 标准证书可

知, 标准的纯度为>98%, 则该标准上下限分别为 a+=100%

和 a-=98%, 其半宽度为 a=(1-0.98)/2=0.01, 按均匀分布计

算, DHEA 标准品的引入的标准相对不确定度为:  

ur(cs)=
0.01

3 0.98
=0.00589。 

(2)标准品称量的相对不确定度 

按 3.2.1 中样品称量不确定度计算标准品称量的不确

定, 当标准品称样量为 0.0050 g 时, 则标准品引入的相对

标准不确定度为:  

ur(m1)=
0.0002

3 0.005
=0.00575。 

(3)标准溶液稀释引入相对标准不确定度 

按 3.2.1 中前处理过程中样品定容的方法计算标准品

稀释过程产生的不确定度。标准品度稀释过程主要使用的

是 5 mL(A 级)容量瓶和 500 μL 微量移液器。由 3.2.1 可知

5 mL 容量瓶允差引入的不确定度为 0.00163, 温度引入的

体积标准不确定度为 0.00401, 则温度引入的合成标准不

确定度为: ur(T1)=
2 20 00163 0 00401. . =0.00433。 

由 JJG 646-2006《移液器检定规程》[14]可知, 500 μL

微量移液器在 20 ℃时容量允许值为±0.005 mL, 其由引入

的相对标准不确定度为: 0.005/ 6 /0.5=0.00408。校准温度

差 引 入 的 体 积 标 准 不 确 定 度 为 : ur(V1)=

0.5 5 0.00139
0.00401

3 0.5

 



, 则 500 μL微量移液器引入的合

成标准不确定度为: ur=
2 20.0408 0.00401 =0.00572。 

将以上计算得到的不确定度分量合成, 得标准溶液

稀释引入的合成相对不确定度为:  

ur(cv)=
2 20 00433 0 00572. . =0.00717。 

(4)标准曲线拟合引入的相对标准不确定度 

本实验中, 配制了 6 个梯度标准溶液, 分别为 10、50、

100、200、500、1000 μg/mL,  

采 用 最 小 二 乘 法 进 行 线 性 拟 合 , 拟 合 曲 线 为

Y=960.9X-14622, 相关系数 r2=0.999。表 1 为 DHEA 标准

系列浓度及对应的峰面积。DHEA 标准溶液的残余标准偏

差根据公式(1)计算, 得到标准偏差为 SR=13133。本次试验

中按回归方程计算的样品平均浓度为 684.8 μg/mL, 测量

次数 p=8, 标准溶液测定次数为 n=6, 依据公式(2)计算标

准 曲 线 过 程 引 入 的 标 准 不 确 定 度 为 : 

u(cp)=
ଵଷଵଷଷଽ଺଴.ଽ ටଵ଼ + ଵ଺ + (଺଼ସ.଼ିଷଵ଴)మ଻ଶ଺଴଴଴ =9.52 μg/mL, 则拟合曲

线引入的相对标准不确定度 ur(cp)=9.52/684.8=0.0139。 

SR
[13]=ට ଵ୬ିଶ∑ ［𝐴௝ − (𝐵଴ + 𝐵ଵ𝐶௝)］୬௝ୀଵ ଶ

       (1) 

u(c)[15]= ௌೃ௕భ ඨଵ௣ + ଵே௡ + (஼ିେ)మ∑ (஼౟ିେ)మ೙మ೔సభ (2) 

式中: p 为测溶液的测量次数; n 为标准溶液的测试次数; B1

为斜率; B0 为截矩; Ci 为第 i 个标准溶液的浓度; Aj 为第 i

个标准溶液的第 j 次峰面积值; Cj 为第 i 个标准溶液的第 j
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次浓度; c 为待测样品溶液按回归方程计算得到的浓度平

均值; 𝐶为不同校准标准溶液的平均值; 下标 i 表示第 i 个

标准溶液; 下标 j 表示获得标准曲线的测量次数[15]。 

 
表 1  DHEA 标准品的峰面积 

Table 1  Peak area of DHEA standard series measured 

系列 
标准溶液浓度 

/(μg/mL) 
峰面积 B0+B1cj A-(B0+B1cj) ci-c

1 10 6855 5012.8 11867.8 300

2 50 38328 33424 4904 260

3 100 77696 81470 3774 210

4 200 156379 177562 21183 110

5 500 473710 465838 7872 190

6 1000 946615 946298 317 690

3.2.4  仪器入的相对不确定度 

本次实验中超高效液相色谱仪校准证书上的定量重

复性误差为 1.2%, 按照 B 类不确定度评定。则仪器引入的

相对标准不确定度为:  

ur(y)=
0.012

0.0000809
3 85.6




。 

3.3  不确定度的合成 

表 2 汇总了各分量的不确定度的来源、量值及贡献率, 

保健食品中 DHEA 含量测定的合成不确定度按式计算, 其

合成不确定度为 1.85 g/kg。 

ur(x)= x

22 2 2( ) ( ) ( )(  ) sr r rr
222 2( )( )( ) ( )r pr vr i r

u m u v uu x c

u cu cu m u y

  

   
 

 
 

表 2  DHEA 的测定相对不确定度分量 
Table 2  Determination of DHEA relative uncertainty component 

不确定度来源 不确定度分量 评定方法 量值 不确定度的贡献率/% 

样品前处理 
称量 ur(m) B 类评定 0.000575 0.976 

稀释 ur(V) B 类评定 0.00759 12.9 

样品重复性测定  ur( x ) A 类评定 0.00983 16.7 

标准溶液 

标准品纯度 ur(cs) B 类评定 0.00589 9.99 

标准品称量 ur(mi) B 类评定 0.00575 19.5 

标准溶液稀释 ur(cv) B 类评定 0.00717 10.8 

标准曲线拟合 ur(cp) A 类评定 0.0139 29.0 

仪器产生  ur(y) B 类评定 0.0000809 0.137 

不确定度的总贡献率/ %     100 

 
3.4  扩展不确定度及测量结果 

按 0.95 信概率, 包含因子 k=2, 则计算 DHEA 的扩展

不确定度为 u(x)=2×1.85=3.70 g/kg, 因此 , 保健食品中

DHEA 的含量为(85.6±3.70) g/kg, k=2。 

4  结  论 

本研究通过对保健食品中 DHEA 含量测定的各分量

不确定度评定分析可知, 该方法的不确定度的主要来源为

标准溶液的配制和拟合, 其贡献率达到了 69.3%, 其中标

准曲线的拟合和标准品的称量影响较大。此外, 样品的重

复测定及样品前处理过程对测量结果的不确定度的影响也

较大, 其他不确定度影响较小, 可忽略不计。此外, 研究发

现样品中 DHEA 含量的标准偏差(2.38)和扩展不确定度

(3.70)差异较大, 表明样品在测定过程中存在较多不确定

因素, 因此对样品中 DHEA 含量进行不确定度评定可以更

准确反映保健品中 DHEA 的含量。因此, 为获得较准确的

测定结果, 实验过程中应严格控制标准溶液的配制, 尤其

是标准品的称量及标准曲线的拟合。此外, 实验人员应重

视样品前处理过程及重复性带来的误差, 尽量选用 A 级玻

璃器皿, 以确保测量结果的准确性。 
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