
第 29卷第 11期

2010年 11月

分析测试学报

FENXI CESH I XUEBAO ( Journal of Ins trum en talAnalys is)

V ol 29 No 11

1211~ 1215

收稿日期: 2010 - 07- 06; 修回日期: 2010- 07- 25

基金项目: 公益性行业科研专项资助项目 ( 201010011) ; 国家质检总局食品安全四期资助项目 (ASPAQ1009)

第一作者: 苏福海 ( 1976- ) , 男, 内蒙古自治区呼伦贝尔盟人, 博士, Te:l 010 - 64271638, E - m ai:l su fh@ n im ac cn

睾酮甲醇溶液标准物质的定值及不确定度评定
苏福海, 全 灿, 王海峰, 李红梅
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摘 要: 针对目前食品中兴奋剂类药物检测的需求, 研制了睾酮甲醇溶液国家级标准物质。通过对经筛选的

市售原料纯品进行液相色谱 -质谱 ( LC- M S)和红外光谱 ( IR )定性分析后, 利用高效液相色谱法 ( HPLC)对

睾酮蛋白同化类固醇类兴奋剂原料进行纯度定值。利用 HPLC在 244 nm监测, 0 1% HAc-乙腈 ( 50 50, 体

积比 )作为流动相进行等度洗脱, 以 Inertsil ODS SP ( 250 mm  4 6 mm, 5 m )进行分离, 测得液相条件下睾

酮固体的纯度为 99 89% 。为保证纯度测量的准确性, 采用多家联合定值对睾酮的纯度进行检验。睾酮溶液

标准物质经重量 -重量法配制后, 进行均匀性和稳定性实验, 浓度赋值后进行不确定度评定。研制的睾酮溶

液标准物质目前已被批准为国家二级标准物质并应用于实际检测。
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Certification of T estosteroneM ethano l So lution and Its Uncertainty Evaluation

SU Fu ha,i QUAN C an, WANG H ai feng, LI H ongm ei

( D iv ision o f Chem ica lM e tro logy and Analytical Science, Na tiona l Institu te ofM etro logy o f Ch ina, Be ijing 100013, China)

Abstrac:t To m eet the requ irem ent of doping detection in food, testosterone m ethano l solution certi

f ied referencem aterial( CRM ) w as deve loped. A fter the qualitative ana lysis on comm ercia lm ateria lby

liqu id chrom atography- m ass spectrom etry( LC - M S) and infrared spectroscopy ( IR) , the pur ity of

testosterone w as certif ied byH PLC. The purity cert ification of testosterone w as perform ed at 244 nm

w ith am ob ile phase of 0 1% HA c- acetonitrile( 50 50, by vo lum e), and an InertsilODS SP ( 250

mm  4 6 mm, 5 m ) w as used fo r the ana lysis. The certif ied purity o f testosterone w as 99 89%

based on the result o fH PLC. To verify the resul,t m ulti lab certificat ion w as perform ed. A t the sam e

t im e, w ater content and inorganic im purity w ere determ ined by therm a l gravim etric ana lysis( TGA )

and ICP- M S. Testosterone so lution CRM w as prepared by grav ity m ethod. A fter the hom ogeneity and

stability testing, the concentration of testosterone so lution CRM w as certified and the uncertainty w as

eva luated. The CRM has been approved as a national CRM and applied in the doping detection.

Key words: testosterone; certified reference m ateria;l h igh perform ance liqu id chrom atography

(H PLC) ; m ulti lab certifica tion; uncertainty evaluation

兴奋剂, 原指能刺激人体中枢神经系统, 使人产生兴奋, 从而提高机能状态的药物, 后来在体育

界被用来泛指可对人体机能产生影响, 有助于提高运动能力的药物。目前所称的兴奋剂为禁用药物的

统称。借助服用各种非人体必需的食物或药物以求在竞技中获得优势的做法已有很久的历史
[ 1- 3]
。类

固醇是广泛分布于生物界的一大类环戊稠环全氢化菲衍生物的总称, 又称甾醇、甾族化合物。绝大多

数类固醇类物质均具有生理活性, 尤以蛋白同化雄性类固醇的活性较为显著。 2004年希腊雅典夏季奥

运会上, 世界反兴奋剂机构 (WADA ) 共查出 23例阳性尿样, 其中有 16例与蛋白同化类固醇激素有

关, 类固醇类兴奋剂的滥用严重影响体育比赛的公平公正性, 且长期使用这类兴奋剂会严重干扰人体

的自然激素平衡, 导致异性化现象, 还可能引起肝、肾的严重损伤, 并发肝癌、心脏病, 产生药物依

赖以及出现严重的情感及精神病症
[ 4 - 6 ]
。

睾酮 ( Testosterone)是一种蛋白质同化激素, 具有同化作用强、雄激素样作用弱的特点, 可作为其
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它甾体激素的原料中间体
[ 7]
。2008年世界反兴奋剂机构公布的 !禁用物质清单∀ 中列举的蛋白同化制

剂主要包括睾酮等 9种蛋白同化类固醇类兴奋剂
[ 8- 9]
。

为支持动物源性食品中违禁药物的检测分析, 确保兴奋剂检测结果的可靠性、可比性和溯源

性
[ 10- 11 ]

, 研究睾酮甲醇溶液标准物质, 可为动物源性食品中违禁药物的检测提供技术支撑。本文首次

报道了睾酮溶液标准物质的研制过程, 并分析了标准物质的制备及分析过程对定值结果的不确定度。

1 实验部分

1 1 仪器与试剂

7500系列电感耦合等离子质谱系统 ( ICP- M S, Ag ilent公司 ) , LTQ液相色谱 -质谱联用仪 ( Ther

m o Finnigan公司 ) , A vatar 205 FT- IR中波段红外光谱仪 ( Therm oN ico let公司 ), LC 20A高效液相色谱

(日本岛津公司 ) , 色谱柱 InertsilODS SP( 4 6 mm  250 mm  5 m, 日本 GL Science Inc. ), TGA Pyris 1

热失重分析仪 ( Perk inE lm er)。

标准物质原料通过理化特性测试进行定性分析确定主体成分, 经过初步定量分析筛选使之满足纯

度要求。睾酮 (纯度大于 99% , F luka公司 ) , 经真空包装密封储存在保干器并冷藏于 4 # 冰箱中, 甲

醇试剂 (色谱纯, R iede l- de- H aen公司 )。

图 1 睾酮原料纯品的 LC- M S谱图

F ig 1 LC- M S spectrum o f testosterone

1 2 原料的定性分析

由睾酮原料纯品的 LC - M S谱图 (图 1 )可以看

出, 分子离子峰 (M + H )
+
的质荷比 m /z为 289 19,

为睾酮的相对分子质量 ( 288 4 )加上氢原子量

( 1 0), 可以对睾酮定性。

睾酮的红外光谱结果如图 2所示。该图与其它

类固醇类兴奋剂的红外光谱图相似, 可以确认为结

构类似物质, 作为睾酮纯品原料定性分析的佐证。

图 2 睾酮原料纯品的红外光谱图

F ig 2 IR spectrum o f testosterone

1 3 标准物质的制备

溶液标准物质采用纯品原料经重量 -重量法精

确制备。方法如下: 使用经过检定合格的分析天平

( 0 000 1 m g分度 )准确称量经过纯度分析的标准物

质原料纯品 ( 300~ 500 m g) , 转移溶质于准确称重过

的洁净锥形瓶中。在另一分析天平 ( 0 01 g分度 )上

加入一定质量的甲醇至锥形瓶中 (所需的甲醇质量根

据甲醇的密度 0 791 g /mL和拟配制的兴奋剂体积浓

度计算得出, 精确称量所加入甲醇的质量 ) , 充分混

匀, 使两种兴奋剂的质量浓度均为 1 00 g /L。样品

混匀后立即在低温冷冻条件下, 用洁净的安瓿瓶分

装、熔封、贴标签。置于冰箱冷藏, 以备均匀性检

验、稳定性考察、色谱定值核验等使用。

1 4 纯品原料纯度的定值分析

纯品原料中主成分定值方法参照各国家计量实验室的通用方法。对样品纯度为 99% 以上的化合

物, 通常选择高效液相色谱 (HPLC)归一化法作为有机化合物纯度定值的主要方法
[ 12- 13]

。

1 5 均匀性检验

根据 !一级标准物质技术规范∀ ( JJG 1006- 1994)的要求对上述标准物质进行均匀性检验
[ 14]
。具

体抽样检验方法为: 从每种标准物质中随机抽取 7个包装, 进行瓶间均匀性检验; 再于任意一瓶中取 7

个子样, 进行瓶内均匀性检验。检验方法为 HPLC法, 测量数据经 F检验和 t检验, 证明标准物质瓶

内和瓶间样品均匀一致
[ 15]
。

1212
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1 6 稳定性考察

标准物质稳定性考察按先密后疏的原则, 在一定时间间隔内选择定值方法即 H PLC法, 检测在规

定条件下保存的标准物质纯度随时间的变化情况。分别在第 1、 2、3、 4周进行稳定性监测。每次取 5

个包装, 每个包装取 1个子样, 测 3次, 计算平均值, 将 5个包装测量结果平均值作为检测结果。结

果的变动在定值结果不确定度范围内作为判定标准物质稳定的原则。

1 7 水分及无机元素杂质的分析

采用热重法 ( TGA法 )进行水分的测定。TGA法是在程序控制温度下, 观察和测量物质在加热过程

中的重量变化, 并从这种变化来研究物质在加热过程中所产生的具有重量变化的反应进行水分的测定。

该方法的优点在其测定时所需的样品量较小, 分析时间较短, 获得的信息量大, 数据处理更方便, 不

仅适用于样品中吸附水和结晶水的测定, 还适用于样品中有机溶剂的去除。TGA法常用热天平称量其

重量的变化, 从而得出水分的量, 通常称量样品量为 3~ 5 m g左右。

图 3 睾酮原料纯品的 HPLC定值谱图

F ig 3 HPLC spectra o f testosterone

1. m ethano,l 2. testos teron e, 3. im purit ies;

detection wavelength: 244 nm

1 8 纯度的定值方法

高效液相色谱法: 色谱柱: Inertsil ODS SP,

4 6 mm  250 mm, 5 m; 流动相: 0 1% HAc-乙

腈 ( 50 50, 体积比 ), 等度洗脱, 流速: 1 mL /

m in; 样品为 1 00 g /L的睾酮甲醇溶液, 进样量为 5

L; 检测波长: 210、 220、 244、 250、 260 nm; 定

值波长: 244 nm; 样品检测时间: 35 m in; 睾酮的保

留时间: 19 m in; 液相色谱图见图 3。

2 结果与讨论

2 1 睾酮纯度多家定值分析

睾酮采用多家实验室联合 H PLC纯度定值的方法, 共有 7家实验室参与, 每家实验室 7瓶样品,

其中 1瓶提供 7个纯度值, 其余 6瓶各给出 3个纯度值。分别利用柯克伦检验和狄克逊检验对 7家实

验室的数据进行检验, 剔除了第 5个实验室的异常值 (相对标准偏差过大 ) , 利用其他 6家实验室的检

测值进行计算, 结果见表 1。由多家实验室合作定值可以确定睾酮纯品的纯度为 99 89%。

表 1 睾酮合作定值结果

Tab le 1 M u lti lab certification result o f testosterone

Lab Lab 1 Lab 2 Lab 3 Lab 4 Lab 5 L ab 6 Lab 7

Sam p le 1 99 77 99 93 99 93 99 94 99 04 99 95 99 80

Sam p le 2 99 78 99 93 99 94 99 95 99 41 99 96 99 79

Sam p le 3 99 78 99 93 99 92 99 94 99 13 99 95 99 81

Sam p le 4 99 79 99 93 99 93 99 94 97 58 99 93 99 80

Sam p le 5 99 78 99 93 99 94 99 94 97 18 99 94 99 79

Sam p le 6 99 76 99 93 99 93 99 94 98 07 99 94 99 79

Sam p le 7 99 76 99 93 99 94 99 94 99 26 99 94 99 80

Average 99 77 99 93 99 93 99 94 98 52 99 94 99 80

RSD sr /% 0 011 0 000 0 008 0 004 0 914 0 010 0 008

C 0 999 6

C( , m, n ) 0 434 7

Ou tl iers C och ran test show ed the ou tliers, after the el im inat ion of data of Lab 5, there w as no out liers

(柯克伦检验有异常值, 舍弃标准偏差最大的第 5个实验室再进行检测, 无异常值 )

r1 0 144 1

rn 0 077 7

f ( , n ) 0 740 0

Ou tl iers D ixon test show ed the out liers, after th e elim ination of data ofLab 5, there w as no out liers

(狄克逊检验有异常值, 舍弃标准偏差最大的第 5个实验室再进行检测, 无异常值 )

Average 99 89

RSD sr /% 0 08

1213
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2 2 溶液标准物质分析

图 4 标准物质定值的不确定来源图

F ig 4 Uncerta inty resource o f certification o f CRM s

表 2 睾酮甲醇溶液标准物质均匀性检验结果

Tab le 2 H omogeneity testing resu lt of

testosterone so lution peak area /mAU

Item In ter vial In tra v ial

Con tent 16 452, 16 455 16 434

16 380, 16 445 16 407

16 470, 16 436 16 434

16 441, 16 441 16 461

16 436 16 461

16 444 16 456

16 420 16 488

A verage 16 438 16 449

RSD sr /% 0 140 0 158

利用 H PLC作为定值分析方法, 检验重

量法配制的结果, 溶液均匀性检验采用峰

面积进行计算, 见表 2。测量数据经 F检验

和 t检验, 结果证明标准物质瓶内和瓶间样

品均匀一致。溶液标准物质以重量法配制

的结果作为最终值。利用重量法配制 1 00

g /L的睾酮甲醇溶液标准物质, 用高效液相

色谱法对所配制溶液进行核验, 核验的 RSD

为 0 21% , 记为 u核验。

2 3 标准物质定值的不确定度评定

标准物质定值的不确定度来源分析如

图 4。主要的不确定度来源于原料的制备、

多家定值以及方法的不确定度、溶液量值

的核验以及溶液均匀性与稳定性检验。其

中溶液均匀性和稳定性所引起的不确定度

均在千分位以上, 可以忽略。因此不计入

最终不确定度的计算。在此基础上最终合

成了标准物质定值的不确定度。

2 3 1 纯度定值不确定度的评定 ∃ 液相色谱法定值测量重复性引入的不确定度 u1 = 0 01% ; % 各

组分在不同检测波长下响应差异引入的不确定度 u2: 综合考虑主成分和杂质化合物在相应检测波长下

的响应, 各组分引入的不确定度 u2- i采用以下公式进行量化: u2 - i = B im ax - B i定值 = (A imax - A i定值 ) /

!A i定值 , 并假设合成各组分不确定度为均匀分布, 则: u2 = !u2- i

2
/ 3= 0 05% ; & 合成液相色谱分析

标准不确定度: uLC = u1
2
+ u2

2
= 0 01%

2
+ 0 05%

2
= 0 05%。

表 3是液相色谱法纯品原料不确定度的各个分量的计算, 包括 A类不确定度 (合作定值所用的方

法的重复性 )以及 B类不确定度即响应因子产生的不确定度等。最终合成的纯品的不确定度为:

u原料 = 0 11%。

表 3 液相色谱法合作定值结果不确定度

Tab le 3 Uncerta inty eva luation o fHPLC mu lti lab certification

项目 不确定度 /%

( 1)将合作定值结果的平均值作为一组新的测量值, 取该组测量值的相对标准偏差作为一部分来源 u1 0 08

( 2)合作定值所用的方法 ( HPLC法 )的重复性, 取各家定值结果中最大的相对标准偏差 u2 0 011

( 3)合作定值所用的方法 HPLC法的响应因子产生的不确定度 u3 0 05

合成上述分量, 即得多家定值结果的不确定度 0 11

2 3 2 溶液制备过程引入的不确定度 ∃ 天平称量引入的不确定度来源于天平称量最大允许误差、

天平称量变动性及浮力影响 (在常规状态下称重, 此项可忽略 )。

纯品原料称量使用 0 000 1 m g分度的分析天平, 天平的变动性、检定误差等估计为 0 005 mg, 称

样量为 400 m g, 按矩形分布相对不确定度 = ( ∀m /m ) / 3= ( 0 005 m g /400 mg ) / 3= 0 000 7%。

甲醇的称量使用 0 01 g分度的分析天平, 天平的变动性、检定误差等估计为 0 01 g, 称样量为

300 00 g, 按矩形分布相对不确定度 = ( ∀m /m ) / 3= ( 0 001 g /300 g) / 3= 0 002% 。

% 温度对体积的影响: 由于本方法根据加入的甲醇质量计算溶液体积, 所以需要考虑温度对甲醇

体积的影响而引入的不确定度。实验温度控制在 ( 25 ∋ 5 ) # , 甲醇膨胀系数为 0 001 2 # - 1
, 因此产生

的体积变化为 ( 400 mL  5 #  0 001 2 # - 1
) = ∋ 2 4 mL, 温度变化按照矩形分布, 相对标准不确定
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度 = ( 2 4 mL /400 mL) / 3= 0 35% 。

因此, 睾酮兴奋剂溶液标准物质的天平称量引入不确定度为: u制备= 0 000 7%
2
+ 0 002%

2
+ 0 35%

2
=

0 35%。

睾酮兴奋剂溶液标准物质合成不确定度为: uc = u原料
2
+ u制备

2
+ u核验

2
= 0 11%

2
+ 0 35%

2
+ 0 21%

2 (

0 43%。

其扩展不确定度为: U= k  uc = 0 43%  2( 1% 。

综上所述, 睾酮溶液标准物质质量浓度为 1 00 g /L, 总的扩展不确定度为 1% ( k= 2)。

3 结 论

用纯度大于 99%的睾酮市售产品经过红外光谱、质谱定性分析后, 进行水分、元素杂质含量分

析, 利用 H PLC面积归一化多家定值方法对睾酮原料纯度进行定值; 利用重量法配制了 1 00 g /L的睾

酮甲醇溶液标准物质, 并进行了均匀性、稳定性检测, 并对浓度定值结果进行了不确定评估。所研制

的有质量保证的系列标准物质, 对于保证检测实验室测量结果的准确可靠与互认, 避免在食品检测中

出现 )测不准∗ 问题具有极其重要的现实意义 。
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