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高效液相色谱法测定复合维生素片中维生素 D3 

含量的不确定度评定 

刘结容* 
(广州检验检测认证集团有限公司, 广州  511447) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定复合维生素片中维

生素 D3 含量的不确定度。方法  依据国家计量技术规范 JJF 1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》对维

生素 D3 测定中的不确定度来源进行分析。通过建立数学模型量化不确定度分量, 计算合成不确定度和扩展不

确定度。结果  本方法的不确定度主要来源于标准曲线的拟合、重复性试验和回收率实验。样品中维生素 D3

含量以其扩展不确定度的形式表示为(260±12.7) μg/100 g(k=2)。结论  该评定方法可用于高效液相色谱法对复

合维生素片中维生素 D3 的不确定分析。 
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Uncertainty evaluation for determination of cholecalciferol in multivitamin 
by high performance liquid chromatography 

LIU Jie-Rong* 
(Guangzhou Inspection Testing and Certification Group Co., Ltd, Guangzhou 511447, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty for determination of cholecalciferol in multivitamin by high 

performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The source of uncertainty in determination of vitamin D3 

was analyzed according to the national measurement technical specification JJF 1059.1—2012 Evaluation and 

expression of uncertainty in measurement. The combined uncertainty and extended uncertainty were calculated by 

establishing mathematical models. Results  The uncertainty of this method mainly came from the fitting of the 

standard curve, repeatability test and recovery test. The content of vitamin D3 in a sample with the form of its 

expanded uncertainty was (260±12.7) μg/100 g(k=2). Conclusion  This method can be used for the uncertainty 

analysis of cholecalciferol in multivitamin by high performance liquid chromatography. 
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0  引  言 

维生素 D 是一种脂溶性的开环固醇类物质, 与人体

中钙磷代谢和骨骼健康具有重要关联, 严重的维生素 D
缺乏和代谢异常会导致佝偻病/骨软化症, 维生素 D 不足

容易导致骨质疏松症及其骨折[1]。随着社会经济发展和生

活方式变化, 特别是户外生活、工作时间的减少, 维生素

D 缺乏已经成为全球性的公共健康问题[2]。人们通过额外

摄入维生素 D 以补充身体所需, 因此市面上也陆续出现

各种维生素 D 的补充剂。测定食品和保健品的维生素 D
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的方法很多 , 包括较久之前的比色度法 [3]及新发展的方

法高效液相色谱-质谱联用法 [4]等, 目前最为普遍的方法

是高效液相色谱法[5]。用于测定食品中的维生素 D 的国

家标准 GB 5009.82—2016《食品安全国家标准 食品中维

生素 A、D、E 的测定》[6], 步骤繁琐操作时间长, 而且维

生素 D 对光、热、氧气不稳定[7], 为确保检测结果的准确

度, 必须进行测量不确定度评价。目前对测定维生素 D
的方法学研究有较多报道[8-13], 但对测定维生素 D含量的

不确定度评定报道较少[14]。 
本研究基于 CNAS-CL01-G003:2019《测量不确定度

的要求》[15]、CNAS-GL006:2019《化学分析中不确定度

的评估指南》[16]、JJF 1135—2005《化学分析测量不确定

度评定》[17]、JJF 1059.1—2012《测量不确定度评定与表

示》[18]和 GB 5009.82—2016《食品安全国家标准 食品中

维生素 A、D、E 的测定》第四法中的技术规范, 对复合

维生素片中维生素 D3 含量的不确定度进行测定和分析, 
为实验室质量控制和检测结果的准确度提供科学、准确

的依据。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

甲醇、乙醇、正己烷(色谱醇, 德国 Merck 公司); 维
生素 D2 标准品(纯度 99.9%, 不确定度±1.0%)、维生素

D3 标 准 品 ( 纯 度 99.9%, 不 确 定 度 ±0.5%)( 德 国

Dr.Ehrenstorfer 公司); 氢氧化钾(分析纯, 广州化学试剂

厂); 超纯水(18.2 MΩ, 由美国 Millipore 纯水仪制备)。 
复合维生素片: 市售。 

1.2  仪  器 

高效液相色谱仪、 C18 色谱柱 (25 cm×4.6 mm,      
5 μm)(美国 Agilent 公司); MS204S 万分天平(瑞士梅特勒

-托利多公司 ); MS3 旋涡混合器 (德国 IKA 公司 ); 
N-EVAP 112 水浴氮吹仪(美国 OA 公司); UV-2450 紫外

分光光度计(日本岛津公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  仪器条件 
色谱柱 Agilent HC-C18 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 

流动相 : 甲醇 :水=95:5(V:V); 流速 : 1 mL/min; 柱温 : 
35 ℃; 进样量: 10 μL; 检测器: 紫外检测器; 检测波长: 
264 nm。 
1.3.2  溶液配制 

准确称取维生素 D3 标准品 10.0 mg, 用无水乙醇溶解

并定容 100 mL, 配成浓度为 100 μg/mL 的单标储备液, 
‒20 ℃密封保存, 临用前用紫外分光光度法校正其浓度。

临用时用流动相将维生素 D3 标准储备液稀释成浓度分别

为 0.05、0.10、0.20、0.30、0.40 μg/mL 标准系列工作液, 每
个浓度工作液均含 0.1 μg/mL 维生素 D2 内标物。以系列标

准溶液中维生素 D3与内标物质量比值(mD2/m 内标)为横坐标, 
维生素 D3 与内标物丰度值比值(AD2/A 内标)为纵坐标, 绘制

标准曲线。 
准确称取维生素 D2 标准品 10.0 mg, 用无水乙醇溶解

并定容 100 mL, 配成浓度为 100 μg/mL 的内标储备液, 再
用流动相逐级稀释成 1.0 μg/mL 内标工作液。 
1.3.3  样品前处理 

复合维生素片研磨成粉, 取适量加入 25 mL 温水, 
加入 1.00 mL 维生素 D2 内标工作液、1.0 g 抗坏血酸和

0.1 g 2,4-二叔丁基对甲酚混匀。加入 30 mL 无水乙醇, 
加入适量氢氧化钾溶液于 80 ℃皂化 30 min。冷却至室

温后用石油醚振荡提取 2 次, 合并石油醚提取液用水洗

至中性 , 脱水后旋转蒸发至近干 , 残渣用正己烷定容至

100.0 mL, 过膜待上机(上述实验平行测定 6 次)。另外, 
取适量试样 , 加入 1.0 μg/mL 维生素 D3 标准溶液    
3.00 mL, 操作同复合维生素片的处理 , 进行回收率实

验。检测流程图见图 1。 
 
 

 
 

图 1  维生素 D3 检测流程图 
Fig.1  Testing flow chart of vitamin D3 

 
1.3.4  数学模型的建立 

本实验的测量模型为:  

X= 100c V
m

   

式中: X——试样中维生素 D3 的含量, μg/100 g;  
c——标准测定液中维生素 D3 的浓度, mg/L;  
V——试样的定容体积, mL;  
m——试样的称样质量, g。 
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2  结果与分析 

2.1  不确定度的来源分析 

从数学模型看, 结合样品测定过程, 影响本实验不确

定度的来源主要有以下 6 方面: (1)校正标准曲线引入的不

确定度、(2)标准物质引入的不确定度、(3)样品前处理过程

质量、(4)体积引入的不确定度、(5)重复性试验引入的不确

定度、(6)回收率引入的不确定度。详见图 2 不确定度因素

分析图。 
 

 
 

图 2  不确定度因素分析图 
Fig.2  Analysis of uncertainty factors 

 

2.2  不确定度的评定 

2.2.1  校正标准曲线引入的不确定度 
拟合标准曲线方程 Y=990.52X‒0.12278, 相关系数

r=0.9996, 斜率 b=990.52, 截距 b0=‒0.12278, 测得待测样

品含量为 0.1367 mg/L。 
则标准曲线拟合引入的标准不确定度为 Ucurve(c) 

=  2J1 1 ave

xx

c cS
b p n S


   

其中 : S——残差标准偏差 , 利用 Excel 计算得 3.6398; 
b——斜率; p——样品测试次数, 为 6 次; n——校正的次

数, 为 6 次; cJ——为建立标准曲线时标准系列溶液中第 J
各溶液的浓度 mg/L; cave——为不同浓度标准溶液的平均

值 , mg/L; Sxx——为离均差平方和 , 利用 Excel 计算得

0.1101 。 将 所 有 数 值 代 入 上 述 公 式 中 , 得 到

Ucurve(c)=0.003143 mg/L, 则校正标准曲线引入的相对标准

不确定度为: Ucurve(c)rel=
0.003143
0.1367

=2.30%。 

2.2.2  标准物质引入的标准不确定度 
标准物质的不确定度来源主要是标准溶液校正过程

中使用的紫外分光光度计和配制过程中使用的容量瓶、吸

量管以及平行校正结果引入的不确定度。 
(1)标准物质校正过程中使用的紫外分光光度计, 根

据计量证书所示, 紫外分光光度计投射比示值的扩展不确

定度 U=0.3%, k=2, 则维生素 D3标准溶液在 264 nm 吸光度

测定值的相对不确定度为: U(1)rel=
0.3% 0.15%

2
 。 

(2)标准溶液配制稀释过程中使用 10.0 mL 容量瓶, 
根 据 计 量 证 书 所 示 , 容 量 瓶 的 示 值 误 差 不 确 定 度

U=0.015 mL, k=2, 标准工作液有 5 个点 , 配制过程中

10.0 mL 容 量 瓶 使 用 5 次 , 则 相 对 不 确 定 度 为 : 

U(2)rel=

2 2

2 2

2

0.015 0.015100% 100%
2 10 2 10

0.015 0.015100% 100% 0.168%
2 10 2 10

0.015 100%
2 10

            

              

    

。 

(3)标准溶液配制稀释过程中使用 10.0 mL 吸量管, 根
据计量证书所示, 吸量管的示值误差不确定度 U=0.025 mL, 
k=2, 标准工作液有 5 个点, 配制过程中 10.0 mL 吸量管使

用 4 次, 1.25、2.50、5.00、7.50 mL 则相对不确定度为: 

U(3)rel=

2 2

2 2

0.025 0.025100% 100%
2 1.25 2 2.50

0.116%
0.025 0.025100% 100%

2 5.00 2 7.50

             
             

。 

(4)标准溶液浓度根据 GB 5009.82—2016 附录 B 的

校正公式计算, 校正 6 次后得出维生素 D3 测定结果分别

为: 11.18、11.19、11.19、11.18、11.17 mg/L, 平均值为

11.18 mg/L 。 则 校 正 引 入 的 相 对 不 确 定 度 为 : 

U(4)rel=
n 2

J aveJ 1(c )
100% 0.0548%

1
c

n
 

 



。 

综上, 标准物质引入的相对标准不确定度:  

U(STD)rel= 2 2 2 2
rel rel rel rel(1) (2) (3) (4)U U U U   =0.259% 

2.2.3  样品前处理过程引入的不确定度 
(1)试样称量过程使用的万分天平, 根据计量证书所

示, 天平的扩展不确定度 U=0.06 mg, k=2, 称量的平均质

量为 5.2567 g, 则万分天平引入的相对不确定度为 : 

U(m)rel= 40.06 100% 5.71 10 %
2 5.2567 1000

  
 

。 

(2)试样定容过程中使用 100.0 mL 移液管, 根据计量

证书所示, 移液管的扩展不确定度 U=0.010 mL, k=2, 定容

体积为 100.0 mL, 则移液管引入的相对不确定度为 : 

U(V)rel=
0.010 100% 0.0050%

2 100.0
 


。 

2.2.4  重复性引入的不确定度 
本次测量 6 次平行样品结果(n=6)分别为 258、255、

258、259、257、258 μg/100 g, 平均值 cave=258 μg/    
100 g, 按照国标 GB 5009.82—2016 第四法 , 测试结果

为 2 次 测 量 结 果 (m=1), 利 用 贝 塞 尔 公 式 s(cm)= 
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2
J aveJ J 1 c cs(c )

1

n

m nm
 




 , 计算得到标准偏差 S(cm)=   

1.38 μg/100 g, 则重复性引入的相对不确定度为:  

U(Re)rel= m

ave

s( ) 1.38100% 100% 0.535%
258

c
c

    。 

2.2.5  回收率引入的不确定度 
样品回收率通过基质加标进行计算 , 样品本底值

为 260 μg/100 g, 添加量为 64.5 μg/100 g, 测量得出质控

样品维生素 D3 的结果为 325 μg/100 g, 回收率为 101%, 
则 回 收 率 引 入 的 相 对 不 确 定 度 为 : U(RSD)rel= 

100%-101%
100% 0.577%

3
  。 

2.2.6  维生素 D3 合成总相对不确定度 
维生素 D3(μg/100 g)合成总相对不确定度为:  

U(X)rel=
2 2 2

rel rel rel
2 2 2

rel rel rel

( curve( ) )  +( ( ) ) +( ( ) )

+( ( ) ) +( ( ) ) +( ( ) )

U c U S U m

U V U Re U RSD
=

2 2 2

2 2 2

(2.30%) (0.259%) (0.000571%)

(0.0050%) (0.535%) (0.577%)

 

  
=2.44%。 

2.2.7  扩展不确定度和结果 
本次实验取包含因子 k=2, 包含概率 p=95%时, 维生

素 D3 相 对 扩 展 不 确 定 度 为 U’(X)rel= 

rel( )k U X =2×2.44%=4.88%, 标准扩展不确定度 U’(X)= 

260 μg/100 g×0.0488=12.7 μg/100 g, k=2(详见表 1)。样品中

维生素 D3 的含量表示为(260±12.7) μg/100 g(k=2)。 

2.3  探讨与分析 

根据实验不确定度的主要来源进行了分析和对各个分

量不确定度的计算, 由图 3 可看出, 校正标准曲线引入的相

对标准不确定度最高, 其次是回收率实验和重复性实验引

入的相对不确定度, 由天平、移液管等仪器引入的相对不确

定较小。校正标准曲线、回收率实验和重复性实验引入的是

随机误差, 天平、移液管引入的是恒定的系统误差, 可以看

出, 随机误差对测定维生素 D3 的不确定度影响最大。 

3  结论与讨论 

本研究采用高效液相色谱法对复合维生素片中维生

素 D3 含量的不确定度进行测定和分析, 结果表明, 样品中

维生素 D3 含量以其扩展不确定度的形式表示为 (260±  
12.7) μg/100 g(k=2)。根据影响不确定度的主要来源进行了

分析和对各个分量不确定度的计算, 随机误差(如校正标

准曲线、回收率和重复性带来的误差)对测定维生素 D3 的

不确定度影响最大, 恒定的系统误差(如天平、移液管等来

带的误差)对测定维生素 D3 的不确定度影响最小。综合考

虑, 为降低实验的不确定度, 实验过程中除了选择偏差小

的仪器, 更重要的是严格规范整体操作, 减少实验随机误

差, 控制实验过程的稳定性。 
 
 
 

表 1  不确定度因素汇总表 
Table 1  Summary of uncertainty factors 

描述 标准不确定度 U(x) 相对标准不确定度 
U(x)rel=U(x)/x 

合成相对不确定度

校正标准曲线的引入的不确定度 Ucurve(c)rel 0.003143 mg/L 2.30% —— 

标准物质引入的 
不确定度 U(STD)rel 

紫外分光光度计引入的不确定度 U(1)rel —— 0.15% 

0.259 
容量瓶引入的不确定度 U(2)rel —— 0.168% 

吸量管引入的不确定度 U(3)rel  
—— 0.116% 

校正标准溶液引入的不确定度 U(4)rel —— 0.0548% 

样品前处理过程质量引入的不确定度 U(m)rel —— 0.000571% —— 

样品前处理过程定容引入的不确定度 U(V)rel —— 0.0050% —— 

重复性引入的不确定度 U(Re)rel 1.38 μg/100 g 0.535% —— 

回收率引入的不确定度 U(RSD)rel —— 0.577% —— 

总合成相对不确定度 U(X)rel 2.44 

标准扩展不确定度 U’(X) 12.7 μg/100 g, k=2 
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图 3  不确定度因素贡献的柱状图 
Fig.3  Bar chart of contributions from uncertainty factors 
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