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摘要:目的:对高效液相色谱法测定糖浆剂药品中添加人

工合成甜 味 剂 爱 德 万 甜 含 量 的 不 确 定 度 进 行 评 定.方

法:样品经溶剂稀释,用高效液相色谱法测定样品中爱德

万甜含量,全面分析对照品溶液制备、曲线拟合、样品称

量、样品定容、仪器精密度等不确定度影响因素,合成不

确定度各分量,并计算扩展不确定度.结果:扩展不确定

度为１．８μg/mL,从大到小各影响因素为样品重复测定、
标准曲线拟合、标准溶液配制、样品溶液配制.结论:试

验建立的不确定度评定方法准确、可靠,真实反映了不确

定度的来源和大小.
关键词:高效液相色谱法;糖浆剂;人工合成甜味剂;爱德

万甜;不确定度

Abstract:Objective:Thisstudyaimedtoevaluatetheuncertainty
ofdetermination by high performanceliquid chromatography
(HPLC)forthecontentofadevantame,asyntheticsweetenerilＧ

legallyaddedinsyrupdrugs．Methods:Thesampleisdilutedwith

solvent,andthecontentofadevantameinthesamplewasdeterＧ

minedbyHPLC．Throughtheanalysisofthefactorsaffectingthe

uncertainty,suchasthepreparationofthereferencesolution,

curvefitting,sampleweighing,samplevolumetricdetermination

andinstrumentprecision,theuncertaintywassynthesizedofeach

component,andtheextendeduncertaintyiscalculated．Results:

Theexpandeduncertaintyis１．８μg/mL．Theinfluencefactors

fromlargetosmallwasasfollows:repeatedsampledeterminaＧ

tion,standard curve fitting,standard solution preparation,

samplesolutionpreparation．Conclusion:TheestablisheduncerＧ

taintyevaluation methodisaccurateandreliable,andtruly

reflectsthesourceandmagnitudeofuncertainty．

Keywords:highperformanceliquidchromatography;syrup;artiＧ

ficialsweeteners;advantame;uncertainty

人工合 成 甜 味 剂 是 一 类 应 用 较 广 泛 的 食 品 添 加

剂[１],过量摄入可能损害身体健康[２－３],尤其是肝肾发育

不成熟的儿童,造成的损伤可能不可逆[４].相对来源于

天然产物的药用级蔗糖,作为食品添加剂的人工合成甜

味剂价格低廉,个别企业为了非法牟利,将食品甜味剂添

加到药品中减少药用蔗糖量,严重损害患者尤其是儿童

身体健康.

常用的食品甜味剂主要有糖精钠、安赛蜜、甜蜜素、

阿斯巴甜等[１],检测手段比较多,如毛细管电泳法、离子

色谱法、气相色谱法、液相色谱法、液质联用法等[５－９].

爱德万甜是近年使用较广泛的甜味剂新兴品种,国家市

场监督管理总局于２０２２年发布了食品中爱德万甜补充

检验方法[１０].食品甜味剂用于食品的研究较多,而用于

药品的研究较少[１１－１２],目前尚未见爱德万甜非法添加到

药品糖浆剂的文献或补充检验方法.研究拟在建立高效

液相色谱法的基础上,依据«测量不确定度评定与表示»

等资料[１３－１６],试图对该法进行测量不确定度分析,探讨

误差来源及各分量大小,并提出相应建议,以期为减少测

量误差、提高测量准确度提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

乙腈:色谱纯,美国默克公司;

其余试剂均为分析纯;

超纯水:自制;

爱德万甜标准物质:含量９７．０％,美国Sigma公司;
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小儿止咳糖浆样品:来源于２１家生产企业共４５批

次,市售.

１．１．２　主要仪器设备

高效液相色谱仪:Watersalliancee２６９５型,配有自动

进样器、DAD检测器,美国沃特斯公司;

电子分析天平:METTLERXS２０５DU 型,瑞士梅特

勒—托利多公司;

纯化水系统:MilliporeMilliＧQDirect８型,美国密理

博公司.

１．２　方法

１．２．１　样品溶液的制备　精密量取样品５mL至５０mL
量瓶,用５０％甲醇稀释至刻度,摇匀,过滤,弃去初滤液

１０mL,取续滤液.

１．２．２　标准溶液的制备　精密称取爱德万甜标准物质

２５．２１mg,置２５mL量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度,

摇匀,作为贮备液,用１０mL刻度吸管精密量取贮备液

０．２,０．５,１．０,２．０,５．０,１０．０mL分别置１００mL量瓶中,加

５０％甲醇稀释至刻度,摇匀,作为标准曲线工作溶液,每

１mL含爱德万甜约２,５,１０,２０,５０,１００μg.

１．２．３　 液 相 色 谱 条 件 　Shiseido AQＧC１８ (４．６ mm×
２５０mm,５ μm) 色 谱 柱,以 乙 腈 为 流 动 相 A,以

０．０２mol/L磷酸二氢铵(用三乙胺调节pH 至５．５±０．０５)

为流 动 相 B,梯 度 洗 脱 (洗 脱 程 序 见 表 １),流 速

１．０mL/min,柱 温 ３５ ℃,检 测 波 长 ２１４ nm,进 样 量

１０μL.

１．２．４　数学模型建立

P＝C×V１/V２, (１)

式中:

P———样品中爱德万甜含量,μg/mL;

C———爱德万甜在样品溶液中的质量浓度,μg/mL;

V１———样品定容体积,mL;

V２———样品量取体积,mL.

１．２．５　不确定度来源分析　分析爱德万甜检测方法与含

量计算数学模型,不确定度的主要影响因素有标准溶液

制备(包括称量和稀释)、标准曲线拟合、样品溶液制备

(包括量取、稀释、包含随机误差的回收率)、样品测量重

复性等.

表１　梯度洗脱程序

Table１　Gradientelutionprocedure

时间/min 流动相 A/％ 流动相B/％

０ ２ ９８

１０ ５ ９５

３０ ４５ ５５

４０ ４５ ５５

４１ ２ ９８

５０ ２ ９８

２　结果与分析

２．１　标准溶液制备不确定度

２．１．１　称量不确定度　标准物质称量不确定度u(m)来
源于称量误差u(m１)及称量重复性u(m２)２个分量.

(１)称量误差:查阅该天平的检定报告,最大允许误

差为０．０１mg(调节感量至０．０１mg),通常认为是均匀分

布,则k＝ ３,故标准不确定度为０．０１/３＝０．００５８mg.

每次称量读数两次,因此:

u(m１)＝ ２×０．００５８２ ＝０．００８２mg.
(２)称 量 重 复 性:重 复 称 量 同 一 份 标 准 物 质 (约

２５mg)１０次,记录读数,计算标准偏差s＝０．０２mg.来

源称量重复性的不确定度u(m２)＝s/ １０＝０．００６３mg.

合成上述２个分量,得到标准物质称量不确定度:

u(m)＝ u２(m１)＋u２(m２)＝０．０１０mg.

标准物质称量相对不确定度为u(m)/m＝０．０１０/２５＝
０．０００４０.

２．１．２　稀释不确定度　精密称取爱德万甜标准物质于

２５mL 量瓶中,加甲醇溶解并定容,作为贮备液,再用

１０mL 分刻 度 吸 管 精 密 量 取 不 同 体 积 贮 备 液 分 别 至

１００mL 量瓶中,制备系列标准工作溶液,不确定度来源

于１０mL刻度吸管误差、２５mL容量瓶误差、１００mL容

量瓶误差３个分量.
(１)１０mL分刻度吸管由３个方面带来不确定度:

① 刻度不确定度,经检定为 A级的１０mL分刻度吸管最

大允许误差为０．０５mL[１７],通常认为均匀分布,故标准不

确定度为０．０５/３＝０．０２９mL.② 读数误差按经验值为

０．０２ mL 计 算[１７],则 标 准 不 确 定 度 应 为 ０．０２/３ ＝

０．１２mL.③ 温度变化引起标准不确定度[１７]为０．０４２/３＝
０．０２４mL.合成上述３项即得到１０mL刻度吸管不确定

度为:

u(v１０刻 )
v１０刻

＝
０．０２９２＋０．０１２２＋０．０２４２

１０ ＝０．００４０.

(２)２５mL量瓶不确定度:① 定容不确定度,通过查

阅标准[１７],经检定为 A级的２５mL量瓶最大允许误差为

０．０３mL,通常认为均匀分布,标准不确定度为０．０３/３＝
０．０１７mL.②读数误差按经验值为０．０２mL计算[１７],按

均匀分布,标准不确定度为０．０２/３＝０．０１２mL.③ 温

度变化引起标准不确定度[１７]为０．０４２/３＝０．０２４ mL.

２５mL量瓶不确定度由以上３项合成得到:

u(v２５瓶 )
v２５瓶

＝
０．０１７２＋０．０１２２＋０．０２４２

２５ ＝０．００１３.

(３)１００mL量瓶由３个方面带来不确定度:① 来源

于定容的不确定度,经检定为A级的１００mL量瓶最大允

许误差为０．１０mL[１７],通常认为均匀分布,故标准不确定
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度为 ０．１０/３＝０．０５８ mL.② 读 数 误 差 按 经 验 值 为

０．０２mL计算[１７],按均匀分布,标准不确定度为０．０２/３＝

０．０１２mL.③ 温度变化引起标准不确定度[１７]为０．０４２/

３＝０．０２４ mL.因此１００ mL 量瓶的不确定度由以上

３项合成得到:

u(v１００瓶 )
v１００瓶

＝
０．０５８２＋０．０１２２＋０．０２４２

１００ ＝０．０００６４.

稀释的相对不确定度由上述３个分量合成得到:

u(d)
d ＝

u(v１０刻 )
v１０刻

[ ]
２

＋
u(v２５瓶 )
v２５瓶

[ ]
２

＋
u(v１００瓶 )
v１００瓶

[ ]
２

＝

０．００４０２＋０．００１３２＋０．０００６４２ ＝０．００４３.

查阅标准物质证书,因未给出赋值的不确定度,故忽

略不计.标准溶液制备不确定度由称量相对不确定度与

稀释相对不确定度合成得到:

u(s)
s ＝ u(m)

m[ ]
２

＋ u(d)
d[ ]

２

＝

０．０００４０２＋０．００４３２ ＝０．００４３.

２．２　标准曲线拟合不确定度

取质量浓度分别为１．９５６,４．８９１,９．７８１,１９．５６,４８．９１,

９７．８１μg/mL的标准溶液(共６个浓度点)进样,平行进样

２针,用最小二乘法拟合线性方程y＝a＋bc及相关系数

(r)[１５].样品测定９次,样品中爱德万甜平均质量浓度为

７３．９８μg/mL.按贝塞尔公式计算标准差:

s＝
∑

n

i＝１ y－(a＋bci)[ ] ２

n－２ ＝１１５８８.

因此标准曲线拟合带入的标准不确定度为:

u１(c)
c ＝

s
cb

１
p ＋

１
n ＋

(c－c′)２

∑
n

i＝１
(c′i －c′)２

＝

０．００４９.

其中,标准溶液进样数n＝６×２＝１２,样品测定次数

p＝９,标准溶液质量浓度均值c′＝３０．４８μg/mL,样品溶

液质量浓度均值c＝７３．９８μg/mL,标准曲线斜率b由曲

线拟合得到.

２．３　样品溶液制备不确定度

用５mL单刻度移液管精密量取样品溶液至５０mL
量瓶中,加５０％甲醇稀释定容,取续滤液即为样品溶液,

故不确定度包含３个分量:５mL移液管不确定度、５０mL
量瓶不确定度、包含人员操作等随机误差的回收率不确

定度.

(１)５mL移液管不确定度:① 移液管刻度不确定

度,查阅标准[１７],经检定为 A级的５mL单刻度吸管最大

允许误差为０．０１５mL,通常认为均匀分布,故标准不确定

度为０．０１５/３＝０．００８７mL.② 读数误差按经验值为

０．０２mL 计 算[１７],则 标 准 不 确 定 度 应 为 ０．０２/３ ＝
０．０１２mL.③ 温 度 变 化 引 起 标 准 不 确 定 度[１７] 为

０．０４２/３＝０．０２４mL.合成上述３项即得到５mL刻度

吸管不确定度为:

u(v５单 )
v５单

＝
０．００８７２＋０．０１２２＋０．００２４２

５ ＝０．００３０.

(２)５０mL量瓶不确定度:① 定容不确定度,经检定

为 A级的５０mL容量瓶最大允差为０．０５mL[１７],通常认

为均匀分布,故标准不确定度为 ０．０５/３＝０．０２９ mL.

② 按经验值读数误差以０．０３mL计[１７],故标准不确定度

为０．０３/３＝０．０１７mL.③ 温度变化引起的标准不确定

度[１７]为０．０４２/３＝０．０２４ mL.合 成 以 上 ３ 项 即 得 到

５０mL 量瓶不确定度为

u(v５０瓶 )
v５０瓶

＝
０．０２９２＋０．０１７２＋０．０２４２

５０ ＝０．０００８３.

(３)回收率不确定度:分析人员熟练程度、过滤时弃

去初滤液的量、过滤时溶剂挥发等引起的不确定度,通过

加标回 收 试 验 评 价[１５].按 爱 德 万 甜 在 样 品 中 含 量 的

８０％,１００％,１２０％分别添加标准溶液测定样品加标回收

率,每个梯度测定３份,共９份,回收率分别为１０２．４％,

１０２．４％,９８．８％,１０３．６％,１０４．８％,１０１．７％,１０２．１％,

１０１．５％,１０２．６％,平均为１０２．２％,RSD为１．７,回收最大

值与平均值偏差b＋ ＝１０４．８％－１０２．２％＝２．６％,平均值

与最小值偏差b－ ＝１０２．２％－９８．８％＝３．４％.则回收不

确定度为:

u(r)
r ＝

(b＋ ＋b－ )２

n
r

＝

(２．６＋３．４)２

１８
１０２．２ ＝０．０１４.

合成上述３个分量,即得到样品溶液制备不确定度:

u(t)
t ＝ u(v５单 )

v５单
[ ]

２

＋
u(v５０瓶 )
v５０瓶

[ ]
２

＋ u(r)
r[ ]

２

＝

０．００３０２＋０．０００８３２＋０．０１４２ ＝０．０１４.

２．４　样品重复测定不确定度

样品重复测定９次,爱德万甜含量分别为７６．５,７７．２,

７４．３,７４．１,７２．４,７０．４,７３．６,７４．２,７３．１μg/mL,平均含量为

７４．０μg/mL,标准偏差s＝２．１.样品重复测量相对标准

不定度为

u２(c)
c ＝

s
n×c

＝
２．１

９×７４．０
＝０．００９５.

２．５　合成不确定度

合成标准溶液制备不确定度、标准曲线拟合不确定

度、样品溶液制备不确定度、样品重复测定不确定度４个

分量,即得到该法测定糖浆剂药品中爱德万甜含量的不

确定度
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u(v)
v ＝

u(s)
s[ ]

２

＋
u１(c)

c[ ]
２

＋ u(t)
t[ ]

２

＋
u２(c)

c[ ]
２

＝

０．００４３２＋０．００４９２＋０．０１４２＋０．００９５２ ＝０．０１８.

U(v)＝７４．０×０．０１８＝１．３μg/mL.

以９５％为置信限,包含因子k＝２,计算扩展不确定

度U＝k×U(v)＝２×１．３＝２．６μg/mL.则该批次小儿止

咳糖浆样品中爱德万甜含量为(７４．０±２．６)μg/mL.

２．６　不确定度影响因素分析

综上,爱德万甜测量不确定度来源见图１,各影响因

素按大小依次为样品溶液制备(０．０１４)、样品测量重复性

(０．００９５)、标 准 曲 线 拟 合 (０．００４９)、标 准 溶 液 制 备

(０．００４３).标准溶液制备操作步骤简单,仅包含了容量

仪器带入的系统误差,不确定分量较小.而样品溶液制

备、样品测量重复性、标准曲线拟合不仅包含仪器设备带

入的系统误差,也包括偶然误差,因此相对较大.试验

时,为确保测定结果准确,应通过控制实验室温湿度恒

定、使用检定合格并清洁的器具、调试仪器设备达到最优

状态、多次重复测定、提高技术人员分析水平等方面减少

偶然误差.

图１　不确定度来源分析

Figure１　Analysisforsourceofuncertainty

３　结论

试验表明,样品溶液制备引入的不确定度(０．０１４)最
大.高效液相色谱法测定小儿止咳糖浆中爱德万甜含量

的不确定度来源主要有:① 玻璃容器、量器不准确带入的

误差,为了减少误差,应使用经校准符合要求的玻璃容

器、量器,移液管使用前用待量取的溶液润洗３次以上;

② 环境影响,试验过程中,尽量保持环境温湿度恒定,试
验用的样品、溶剂、玻璃器皿等放入实验室一定时间与室

温保持一致,可以有效降低试验环境带入的误差;③ 试验

人员读数误差,可以通过不断提高分析人员水平降低误

差;④ 样品过滤带入的误差,微孔滤膜、定量滤纸对待测

成分都有一定程度的吸附作用,样品过滤时,弃去初滤

液,使滤膜或滤纸吸附达到饱和后,再接取续滤液用于试

验,可以有效消除或降低过滤带入的误差.
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