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高效液相色谱法测定鸡蛋中角黄素的 

不确定度评定 

刘淑华*, 张宜文, 王冰玥, 赵少雷, 赵海波 

(北京市计量检测科学研究院, 北京  100029) 

摘  要: 目的  评定高效液相色谱法测定鸡蛋中角黄素含量的不确定度。方法  样品经乙腈水浴超声提取和

离心, 取上清液用正己烷脱脂, 再用旋转蒸发仪浓缩后, 乙腈定容, 经 C18 色谱柱分离, 流动相等度洗脱, 采

用高效液相色谱仪(紫外-可见检测器)在波长 471 nm 进行测定。外标法定量测定鸡蛋中角黄素含量。依据 JJF 

1135—2005《化学分析测量不确定度评定》和 JJF 1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》, 考察整个测量

过程不确定度来源(如称重、试样定容体积、标准溶液配制、标准曲线拟合、样品重复性和回收率); 并对各个

因素引入的不确定度进行计算和合成; 最后给出扩展不确定度。结果  当鸡蛋中角黄素检测结果为 0.39 mg/kg

时, 扩展不确定度为 0.017 mg/kg, k=2。结论  实验过程中的不确定度主要来源于标准曲线配制、标准曲线拟

和样品测量, 需要在测量过程中重点控制进而降低测量结果的不确定度。 
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Uncertainty evaluation of the determination of canthaxanthin in eggs by 
high performance liquid chromatography 

LIU Shu-Hua*, ZHANG Yi-Wen, WANG Bing-Yue, ZHAO Shao-Lei, ZHAO Hai-Bo 

(Beijing Institute of Metrology, Beijing 100029, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate the uncertainty in determination of canthaxanthin in eggs by high 

performance liquid chromatography. Methods  The sample was extracted by acetonitrile in a water bath and 

centrifuged. The supernatant was degreased with n-hexane, after concentrated with rotary evaporator, the volume was 

fixed with acetonitrile. The sample was analyzed by chromatography column C18 with fow equivalence elution, the 

sample was analyzed by high performance liquid chromatography (UV-Vis detector) at the wavelength of 471 nm. 

The target was quantified with external standard curve. According to JJF 1135—2005 Assessment of uncertainty in 

measurement of chemical analysis and JJF 1059.1—2012 Assessment and expression of uncertainty in measurement, 

sources of uncertainty in the whole measurement process were investigated (such as weighing, constant volume of 

sample, preparation of standard solution, standard curve fitting, sample repeatability and recovery rate). The 

uncertainty introduced by each factor was calculated and synthesized. Finally, the extended uncertainty was given. 

Results  When the determination result of canthaxanthin in eggs was 0.39 mg/kg, the expand uncertainty was  
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0.017 mg/kg (k=2). Conclusion  The uncertainty in the experimental process mainly comes from standard curve 

preparation, standard curve fitting and sample measurement. In the process of measurement, it is important to control 

and reduce the uncertainty of measurement results. 

KEY WORDS: eggs; canthaxanthin; high performance liquid chromatography; uncertainty 
 

0  引  言 

角黄素, 即斑蝥黄, 是一种分布在常见的甲鱼、鱼类、

藻类和昆虫体内, 很重要的类胡萝卜素, 是一种功能性着

色因子[1‒6]。角黄素具有抑制多不饱和脂肪酸的氧化、改善

视力、免疫调节活性、促进色素形成等重要的生物学功能, 

但其在生物体内的含量甚微[1‒6]。人工合成的角黄素在水产、

家禽养殖等动物饲料添加剂方面的使用, 有利于使蛋黄的

颜色及亮度变成人们喜爱的橙红色[1‒5]。鸡蛋是人类饮食中

最重要的食物之一, 不仅营养丰富, 还富含多种生物活性成

分[6‒7]。消费者通常会根据蛋黄颜色判断鸡蛋的质量, 蛋黄

颜色越丰富的鸡蛋被认为营养越丰富[6‒7]。依据原农业部发

布的第 2045 号《饲料添加剂品种目录(2019)》中, 角黄素

可以作为着色剂在家禽饲料中添加使用。但不法商贩将着

色剂超量饲喂家禽现象依然存在, 给食品质量安全带来隐

患。近年来的研究结果表明, 人体吸收角黄素后会积累在

视网膜上, 从而造成视力减退等眼疾[6,8]。欧盟规定每日可

接受的角黄素摄入量(acceptable daily intake, ADI)为每公

斤体重 0.03 mg 角黄素[7]。依据资料显示, 目前角黄素残留

量的检测方法主要有液相色谱法 [9‒11]和液相色谱 -质谱  

法[12‒15]。但是各种方法检测过程中, 当测定结果和限量值

接近时, 就必须进行不确定度的评估确保检测结果的准确

性。在食品检测中角黄素没有定量限制, 不确定度的评定

可以提高检测结果的准确性和可靠性。测试的可靠性和分

析结果通常取决于不确定性的程度, 测量不确定度越小, 

表明检测结果越准确可靠[16-20]。 

本研究根据 SN/T 2327—2009《进出口动物源性食品

中角黄素、虾青素的检测方法》中液相色谱法测定鸡蛋中

角黄素含量进行测量。并根据 JJF 1135—2005《化学分析

测量不确定度评定》和 JJF 1059.1—2012《测量不确定度

评定与表示》对整个实验过程中所产生的各个不确定因素

分析和计算, 确定各个因素对结果的影响, 并为优化和判

定结果准确性提供方法和依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

LC-20AD 液相色谱仪(配有 SPD-20A 紫外-可见检测

器)(日本岛津公司); KQ5200DE 超声波清洗器(昆山市超声

仪器有限公司); SEPX6870D 研磨仪(美国 SPEX 公司); RV8

旋转蒸发器(德国 IKA 公司); 3K15 离心机(日本 Sigma 公

司); XPE205DR 电子天平 0.01 mg (瑞士 METTLER 公司)。 

乙腈、正己烷、甲醇(色谱纯, 德国默克公司); 容量

瓶: 5、25 和 200 mL, A 级, 经检定合格后使用; 超纯水: 由

MiLLipore自制去离子水, 电阻率 18.25 MΩ•cm; 无水硫酸

钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  色谱条件 

色谱柱: ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6 μm×100 mm,  

5 μm), 流动相: 乙腈-水(95:5, V:V), 流速: 1.0 mL/min, 检测

器波长: 471 nm, 进样量: 50 μL。 

1.3  测定方法 

根据 SN/T 2327—2009 中称取试样(煮熟冷冻干燥并

粉碎, 混合均匀后)约 5 g (精确至 0.01 g)于 50 mL 离心管

中, 加入 30 mL乙睛提取剂及 10 g无水硫酸钠后, 涡旋混

合 1 min。35 ℃水浴超声提取 10 min。再以 3000 r/min 离

心 5 min。将上清液移入置有 20 mL 正已烷的 125 mL 分

液漏斗中。振摇 0.5 min 后, 静置分层; 收集下层乙腈相, 

正己烷相留在分液漏斗中。按上述步骤对离心管中的样

品每次用 20 mL乙睛提取剂再重复提取 2 次, 所得上层提

取液用留在分液漏斗的正已烷相依次脱脂。合并 3 次脱

脂后所收集的下层乙腈相, 加入 5 mL 正丙醇。在 40 ℃的

条件下旋转蒸发浓缩至干。用乙腈溶解并定容至 5 mL, 

过 0.22 μm 有机滤膜过滤, 滤液待测。测定操作应避强光、

连续进行, 同时做方法空白。 

1.4  标准溶液的配制 

1.4.1  标准储备溶液的制备 

准确称取 5.00 mg角黄素标准品, 置于 200 mL棕色容

量瓶中, 用乙腈溶解, 定容, 得到质量浓度为 25 μg/mL 的

角黄素标准贮备液。 

1.4.2  标准工作溶液 

分别用 1.0 mL 的吸量管移取 0.1、0.2、0.5、1.0 mL

和用 5.0 mL 的吸量管移取质量浓度为 25 μg/mL 标准储备

溶液置于 25 mL 容量瓶中, 用乙腈准确稀释成质量浓度为

0.1、0.2、0.5、1.0、5.0 μg/mL 的角黄素标准系列溶液。 

1.5  数学模型 

样品中角黄素的含量按如公式(1)进行计算:  

C V
X

M


                  (1) 

其中,  

X—样品中角黄素的含量, mg/kg;  

C—标准工作液中角黄素的质量浓度, μg/mL;  

V—定容体积, mL;  
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M—样品的质量, g; 将检测数据代入公式得到鸡蛋中

斑蝥换的含量:  

μg
0.39 5 mL

mL 0.39 mg/kg
5 g

X


  。 

1.6  不确定度的评定 

鸡蛋中角黄素检测结果不确定度的来源分析见图 1。 

2  结果与分析 

2.1  样品称量产生的不确定度 mu  

称重引入的不确定度主要来源为天平称量的最大允

许误差、天平称量偏载和浮力影响。在常规状态下称重, 浮

力影响可忽略不计。由电子天平检定证书可知, 称重的最

大允差为±0.05 mg, 称量偏载为±0.015 mg, 净重由 2 次称

量操作所得, 一次为皮重, 另一次为毛重。2 次操作相互独, 

按均匀分布。 

2 2

m
2 (0.05 0.015 )

0.043 mg
3

u
 

  。 

其中标准品 5 mg 和样品称重 5 g 的相对不确定度

m1

1

u

m
和 m2

2

u

m
分别为:  

m1

1

0.043 mg
0.0086

5 mg

u

m
  。 

m2

2

0.043 mg
0.0000086

5000 mg

u

m
  。 

故称量引起的相对不确定度为:  

2 2m 0.0000086 0.0086 0.0086
u

m
   。 

2.2  试样提取溶液定容体积产生的不确定度𝑢 

容量瓶定容体积产生的不确定度主要有 3 个部分: 校

准容量瓶时产生的不确定度 1( )u V 、操作者定容的重复性产

生的不确定度 2( )u V 和定容时与容量瓶体积校准时温度差

异产生的不确定度 3( )u V 。 

(1)校准容量瓶内部体积产生的不确定度 1( )u V  

20 ℃时 5 mL A 级容量瓶的容量允差为±0.02 mL, 属

于 B 类不确定度。因此假设均匀分布, 则校准容量瓶内部

体积产生的不确定度为:  

1
0.025

( ) 0.014 mL
3

u V   。 

则相对标准不确定度为:  

rel 1
0.014

( ) 0.0028
5

u V   。 

(2)重复性产生的不确定度 2( )u V  

通过对 5 mL A 级容量瓶充满 10 次并称量, 其结果分

别为: 4.9983、4.9754、4.9892、4.9408、4.9787、4.9685、

4.9697、4.9914、4.9678 和 4.9759 g, 属于 A 类不确定度, 故

重复性产生的相对标准不确定度为 

2
1

rel 2

( )1
( ) 0.0031

1

n
ii

m m
u V

nm
 

 



。 

(3)定容时温差产生的不确定度 3( )u V  

该容量瓶在 20 ℃校准过, 而实验室室内温度在±5 ℃

之间波动。温度差异产生的不确定度可以依据该温度波动

的体积膨胀系数来进行计算。乙腈的体积膨胀系数为

1.37×10‒3 ℃‒1, 产 生 的 体 积 变 化 为 ±5×5×1.37×10‒3 

=±0.03425 mL, 属于 B 类不确定度, 则定容时温差产生的

相对标准不确定度为: 

 

 
 

图 1  不确定度的分量图 
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Fig.1  Component diagram of uncertainty 

rel 2
0.03425

( ) 0.0040
5 3

u V  


。 

因此, 试样提取容量瓶定容产生的相对不确定度为:  

2 2 2v
rel 1 rel 2 rel 3( ) ( ) ( ) 0.0058

u
u V u V u V

V
    。 

2.3  待测试样中角黄素浓度引入的不确定度𝑢 

2.3.1  标准品纯度的不确定度 u  

根据标准证书, 角黄素纯度为(99±1)%, 假定均匀分

布, 其包含因子 k 为 3 , 则
1%

0.58%
3

u   。 

则其相对标准不确定为 rel
0.58%

( ) 0.0059
99%

u
u P


   。 

2.3.2  标准工作曲线配制产生的不确定度 u(c2) 

根据 1.4 标准溶液配制过程可知, 该过程中不确定度

主要有称重、玻璃器皿的校准、人为定容和环境温度变化引

入的[18‒20]。又因称重在 2.1 已经计算考虑, 不再重复计算。

依据玻璃器皿检定证书获得玻璃器具的最大允许误差, 按

均匀分布 3k  。标准储备液和标准曲线均由乙腈配制, 实

验的温度一般在(20±5) ℃变化, 20 ℃下乙腈的体积膨胀系

数为 1.37×10‒3 ℃-1, 远大于硼硅玻璃的体积膨胀系数

1.0×10‒5 ℃-1。故环境温度变化体积主要有溶剂体积变化产

生, 按均分分布 3k  ; 人为定容产生的不确定度只有通

过容量瓶重复性来反映, 计算得出标准配制过程中计量器

具的不确定见表 1 和表 2。 

200 mL 容量瓶定容体积的合成不确定度为:  

2 2 2
rel( 200) 1 2 3

2 2 20.000433 0.000102 0.00395 0.0040 

Vu u u u   

   。

 

25 mL 容量瓶定容体积的合成不确定度为:  

2 2 2
rel 25 4 5 6

2 2 2

( )

0.000693 0.000609 0.00395 0.0041 

u V u u u   

   。
 

容量瓶体积的相对合成不确定度为:  

2 2 2 2 2 2
1 2 3 4 5 6(rel ) 0.0041u u u u u uu      容 。 

 
表 1  标准溶液配制过程中容量瓶(校准、人为因素和环境温度)的不确定度分析 

Table 1  Uncertainty introduced by calibration (human factors and environmental temperature change of measuring vessels during 
preparation of standard solution) 

器皿 类型 最大允许误差 均匀分布 标准不确定度/mL 相对不确定度 

200 mL 

计量器具校准 ±0.15 mL 3  0.087   u1=0.000433 

重复性 - − 0.020   u2=0.000102 

温度差异 ±5 ℃ 3  0.791  u3=0.00395 

25 mL 

计量器具校准 ±0.030 mL 3  0.017   u4=0.000693 

重复性 - − 0.015   u5=0.000609 

温度差异 ±5 ℃ 3   0.0898     u6=0.00395 

 
表 2  标准溶液配制过程中分度吸量管(校准和环境温度)的不确定度分析 

Table 2  Uncertainty introduced by calibration and environmental temperature change of indexing pipettes during preparation of 
standard solution 

器皿 次数 类型 移取体积/mL 最大允许误差 均匀分布 标准不确定度/mL 相对不确定度 

1 mL 
1 计量器具校准 0.1 ±0.008 mL 3    0.000462  u7=0.00462 

1 温度差异 0.1 ±5 ℃ 3    0.000395  u8=0.00395 

1 mL 
1 计量器具校准 0.2 ±0.008 mL 3    0.000462  u9=0.00231 

1 温度差异 0.2 ±5 ℃ 3    0.000791  u10=0.00395 

1 mL 
1 计量器具校准 0.5 ±0.008 mL 3    0.000462  u11=0.00924 

1 温度差异 0.5 ±5 ℃ 3   0.00198  u12=0.00395 

1 mL 
1 计量器具校准 1 ±0.008 mL 3    0.000462   u13=0.000462 

1 温度差异 1 ±5 ℃ 3   0.00395  u14=0.00395 

5 mL 1 计量器具校准 5 ±0.25 mL 3  0.0144   u15=0.00289 



6876 食品安全质量检测学报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

1 温度差异 5 ±5 ℃ 3  0.0198   u16=0.00395 

分度吸量管定容体积的相对合成不确定度为:  

2 2 2 2 2 2
7 8 9 10 11 12

rel( ) 2 2 2 2
13 14 15 16

u u u u u u
u

u u u u

    
 

   
分  

2 2 2

2 2 2

0.00462 5 0.00395 0.00231
0.011

0.000924 0.000462 0.00289

  


  
。 

故标准工作曲线配制产生的不确定度𝑢(C2)为:  

2 2 2 2C2
relrel

2
0.0041 0.011 0.012

u
u u

C
    分容 。 

2.3.3  标准曲线拟合产生的不确定度 u(C3) 

采用除空白外 5 个浓度水平的标准点在本实验的色

谱条件下进行测定, 液相色谱仪分析得到以浓度为横坐

标 , 纵坐标为峰面积 , 用最小二乘法作出拟合曲线 , 见

表 3。 

 
表 3  标准工作曲线表 

Table 3  Standard operating curve sheet 

标准溶液浓度
Cj/(μg/mL) 

峰面积 线性方程 A 平均浓度 C

/(μg/mL) 

0.1 11946 

Af=138011Ci-
37.2047 

1.36 

0.2 25290 

0.5 63225 

1 149391 

5 688435 

 
其中, 斜率 a 为 138011, 截距 b 为-37.2047, 则拟合工

作曲线的标准偏差按如下公式计算:  

2
i i1

[ ( )]
7266.71

2

n
i

A a bC
S

n
  

 



。 

本实验中鸡蛋提取液进行 3 次测定, 由拟合曲线方程

得到角黄素的浓度 C=0.39 μg/mL, 则标准曲线拟合引入的

不确定度按如下公式计算:  

2

3 2
i1

1 1 ( )
( )

( )
n
i

s C C
u c

b p n C C


  


 

2

2
i1

7266.71 1 1 (0.39 1.36)
= 0.040 μg/mL

138011 3 15 ( 1.36)
n
i

C


  


。 

上式中: S－拟合工作曲线的标准偏差;  

b－拟合工作曲线的斜率;  

n－拟合工作曲线曲线的次数, n=15;  

p－测定每个点次数, p=3;  

Ci－标准系列浓度, μg/mL;  

C —标准系列浓度的平均值, 1.36 μg/mL;  

故相对不确定度为: C3

3

0.040
0.010

0.39

u

C
  。 

2.4  样品测量引入的不确定度 u(C4) 

试样峰面积测量引起的不确定度主要由进样峰面积

测量重复性和高效液相色谱仪产生的不确定度组成。 

2.4.1  峰面积重复性引入的不确定度 uA 

将样品连续进样 6 次, 测得鸡蛋中角黄素的峰面积分

别为: 53787.9、54015.5、54309.5、53987.6、54025.5、53789.5, 

其平均值为 53985.9, 用贝塞尔公式计算得到单次测量峰

面积的标准偏差
2

i1
xi

( )
192.32

1

n
i

x x
s

n
 

 



, 其峰面积

测量平均值标准不确定度为 xi
A 78.51

s
u

n
  , 则其相对不

确定度 A A

A

78.51
0.0015

53985.9

u u

C x
   。 

2.4.2  高效液相色谱仪引入不确定度 u1c 

实验过程使用岛津液相色谱仪, 根据仪器证书, 取最

大允许误差 1%, 以均匀分布 3k  考虑, 由液相色谱仪

引 起 的 不 确 定 1c
1%

0.00577
3

u   , 其 相 对 不 确 定 度

1c 0.00577
0.000000107

53985.9

u

A
  。 

综上, 故由峰面积测量引入的相对不确定度为:  

2 2c4

4
0.0015 0.000000107 0.0015

u

c
   。 

因此，待测试样中角黄素浓度引入的不确定度 uC 

2 2 2 2c c2 c3 c4P

2 3 4
( ) ( ) ( ) ( ) =

u u u uu

c p c c c
     

2 2 2 20.0059 +0.012 +0.010 +0.0015 =0.017 。 

2.5  加标回收率 R 的不确定度 uR 

实际测试过程中, 通过加标回收的方式, 可以进行评

估试样过程人为因素和提取效率引入的不确定度。在鸡蛋

中加 50 μg 角黄素标准。加标回收率平均值为 94.9%。依

据 贝 塞 尔 公 式 得 到 单 次 测 量 回 收 率 的 标 准 偏 差

2
i1

R

( )
= 0.73

1

n
i

x x
S

n
 





, 其回收率测量平均值标准不

确定度为 R
(R) 0.30

S
u

n
  , 则其相对不确定度 R Ru u

R R
 

0.30
=0.0032

94.9
。 
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依据化学分析中不确定度的评估指南, 须对平均回

收率进行采用 t 检验进行显著性检验, 以确定回收率是否

在计算公式中采用。
1 0.949

15.9
0.0032

t
    , 大于临界值

t(95,5)=2.571 时, 说明回收率与 1 有显著性差异, 则回收率

必须在公式中采用以对结果进行修正。 

2.6  合成标准不确定度和扩展标准不确定度 

根据以上不确定度分量的数值和各个输入量对合成

不确定度的比例见图 2, 各元素的合成标准不确定度为:  

2 2 2 2V CX m R( ) ( ) ( ) ( )
u uu u u

X m V C R
     

2 2 2 2(0.0086) (0.0058) (0.017) (0.0032) 0.021     。 

 

 
 

图 2  各个输入量对合成不确定度的比例 

Fig.2  Ratio of each input to the resultant uncertainty 
 
 

本实验色谱条件下 , 测得鸡蛋中角黄素的含量   

0.39 mg/kg, 合 成 标 准 不 确 定 度 为 X rel( )u X u X  

0.039 0.021 0.0082 mg/kg  。 

置信概率为 95%时, 取包含因子 k 为 2, 则本次测试

的扩展不确定度计算结果为:  

U= X2 0.017 mg/kgu  。 

故鸡蛋样品中角黄素的测试结果可表示为:  

X=(0.39±0.017) mg/kg, k=2。 

3  结  论 

采用液相色谱方法对鸡蛋中角黄素的不确定度进行

了分析 , 得到检测结果的扩展不确定度为 0.017 mg/kg 

(k=2)。通过对影响实验结果的各个因素进行了分析, 标准

曲线配制、标准曲线拟和样品测量对测量结果影响较大, 

需要在测量过程中重点控制进而降低测量结果的不确定度。 
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