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摘要:暰目的暱研究甲醇中胆固醇溶液标准物质的制备方法。暰方法暱运用重量飊容量法采用胆固醇纯度标准物

质和甲醇制备甲醇中胆固醇溶液标准物质,采用配制值作为标准值,运用液相色谱法对研制的标准物质进行

均匀性、稳定性检验和量值核验。暰结果暱研制的甲醇中胆固醇溶液标准物质具备很好的均匀性,分别贮存于

4曟和60曟条件下7d内短期稳定性合格,在16个月内长期稳定性良好。暰结论暱研制的甲醇中胆固醇溶液标

准物质符合国家二级标准物质的要求,标准值为200毺g/mL(Urel=2%,k=2),可用于测量仪器的校准、测量

过程质量控制及分析方法确认和评价。
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Abstract:暰Objective暱Thepreparationmethodofreferencematerialofcholesterolinmethanol
wasstudied.暰Methods暱Using methodofgravimetric飊volumetricand materialsofpurity
standardmaterialofcholesterolandmethanol,thereferencematerialofcholesterolinmeth灢
anolwasprepared.Thepreparationconcentrationwasusedasthereferencevalue.Thecon灢
tentofcholesterolinmethanolandthehomogeneityandstabilityofthecontentoftherefer灢
encematerialwasdeterminedbyLiquidchromatography.暰Results暱Resultsshowedthatthe
concentrationofcholesterolofthereferencematerialexhibitedgooduniformity,andshowed
goodstabilityafterstorageat4曟 and60曟for7d,respectively,alsohadgoodlongterm
stabilityin16 months.暰Conclusion暱Thecholesterolsolutionin methanolpreparedinthe
studymettherequirementsofthenationalsecondarycertifiedreferencematerialwiththe
referencevalueof200毺g/mL(Urel=2%,k=2).Itcouldbeusedforcalibrationofinstru灢
ment,qualitycontrolofmeasurement,andconfirmationandevaluationofanalysismethod.
Keywords:cholesterol,liquidchromatography,preparation,referencematerial

0暋引言

暋暋暰研究意义暱胆固醇作为影响健康的重要物

质[1飊3],不仅是疾病控制领域的重要检测对象,也是

计量领域液相色谱仪器检定的重要物质。标准物质

作为一种计量器具,由于其量值准确可靠,溯源链清

晰,对于准确检测胆固醇含量和保证仪器的计量准

确具有重要意义。暰前人研究进展暱目前,常见的胆



固醇测定方法有液相色谱法(紫外检测器、蒸发光检

测器)和液相色谱飊质谱联用法[4飊7],运用液相色谱紫

外检测法对胆固醇标准物质进行均匀性、稳定性检

验和量值核验的文献较少。暰本研究切入点暱本研究

根据相关技术规范[8飊12],基于液相色谱紫外检测法

对甲醇中胆固醇溶液标准物质进行研制。暰拟解决

的关键问题暱通过重量飊容量法制备甲醇中胆固醇溶

液标准物质,并运用液相色谱法进行均匀性、短期稳

定性、长期稳定性检验和量值核验,研制了甲醇中胆

固醇溶液标准物质,标准值为200毺g/mL(Urel=
2%,k=2),用于测量仪器校准、测量过程质量控制

及分析方法确认和评价。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋试剂

暋暋胆固醇:采用中昊光明化工研究设计院有限公

司研制的二氧化硫纯度标准物质,其编号为 GBW
(E)060063,纯度标准值为99.99%,相对扩展不确

定度为0.01%(k=2)。

暋暋甲醇:采用德国进口的 Merck无水甲醇试剂。

1.1.2暋仪器

暋暋气相色谱飊质谱联用仪:GCMS飊QP2010Ul灢
tra;色谱柱(Rtx飊5MS,30m暳0.25mmID暳0.25

毺m);液相色谱仪:LC飊20AT泵,SPD飊20A紫外检测

器;色谱柱(C18色谱柱);天平:电子天平(AE200,

METTLERTOLEDO);电子天平(CPA225D,Sar灢
torius);精密恒温水浴:YCC飊1,宁波天恒;空盒气压

表:DYM3,长春气象局;容量瓶:1000mL,A 级合

格;一等标准密度计:0.65~1.95g/cm3,浙江余姚

比重计厂。

1.2暋方法

1.2.1暋甲醇测试方法

暋暋测试条件:进样口温度280曟,分流比100暶1,
柱流量1.0mL/min,载气为 He;程序升温方式:在

35曟保持4min,然后以5曟/min速率升至100曟,
再以10曟/min升至280曟。测试结果如图1所示。

图1暋甲醇的气相色谱飊质谱联用法测试色谱图

暋暋Fig.1暋Chromatogramofmethanolmeasuredusinggas
chromatography飊massspectrometry

1.2.2暋胆固醇测试方法

暋暋均匀性、短期稳定性和长期稳定性检验测量条

件:流动相为100%甲醇,流速1.0mL/min,检测波

长207nm,柱温40曟。

1.2.3暋制备

暋暋用十万分之一天平准确称取0.20060g的胆

固醇纯度标准物质,用色谱纯甲醇溶解并定容至

1000mL容量瓶中,混匀。配制时,容量瓶和甲醇

试剂放在20曟的恒温水浴中,保证容量瓶和甲醇试

剂体积的准确。

暋暋将甲醇中胆固醇溶液标准物质转移至分装玻璃

试剂瓶中,先放在冰箱里于4曟避光静置,然后运用

瓶口分液器移取3mL标准溶液至各5mL棕色安

瓿瓶中,迅速对安瓿瓶进行封口,分装时环境温度为

(20暲5)曟,环境湿度为(40暲10)%。配制1000
mL标准溶液共分装甲醇中胆固醇溶液标准物质

200瓶。该标准物质需冷藏保存。

1.2.4暋短期稳定性检验

暋暋为评估在短期运输条件下标准物质的稳定性,
对研制的标准物质进行了短期稳定性试验。将甲醇

中胆固醇溶液标准物质分别随机抽取样品,放在

4曟、60曟贮存7d,其中4曟通过放在冰箱中实现,

60曟通过放在烘箱中实现。在这7d内,分别在第

0,1,2,3,4,5,6,7天放置随机抽取的样品,于第8
天统一测试。

暋暋用液相色谱仪紫外检测器对所抽取的各个样品

进行测定,重复测定3次。测量前,先将标准物质样

品避光放置在室温条件下平衡一段时间。各样品胆

固醇的浓度值基于峰面积由新配制的甲醇中胆固醇

溶液标准物质作为标准,将各测试值换算为浓度值。

1.2.5暋长期稳定性

暋暋为了评价标准物质的稳定性,在贮存期间必须

定期对标准物质进行抽样测定(贮存条件为存放于

阴凉避光的室温条件下)。在每一次抽样测量过程

中,运用液相色谱法测试各样品中胆固醇的含量,并
控制环境条件尽量一致,使测量结果之间的差异着

重反映出物质变化所引起的差异。根据“一级标准

物质技术规范暠的要求,对研制的甲醇中胆固醇溶液

标准物质,基于先密后疏的原则,进行16个月的稳

定性检验。

暋暋基于色谱峰面积,采用新配制的200毺g/mL的

甲醇中胆固醇溶液标准物质作为标准给测试的样品

浓度进行赋值。
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1.2.6暋定值及不确定度计算

暋暋本标准物质采用配制值作为标准值。该标准物

质以中国计量科学研究院研制的胆固醇纯度标准物

质和高纯度甲醇为原料,在室温为(20暲2)曟的洁净

室中,采用重量飊容量法配制。胆固醇纯度标准物质

的纯度值采用标准物质证书中给定的纯度值(标准

值99.7%,Urel=0.1%(k=2))。另外,使用的经

检定合格的单标线移液管、容量瓶、精密恒温水浴和

十万分之一天平等配制该标准物质。

暋暋C=m暳P暳10-6

V
, (1)

配制的甲醇中胆固醇溶液标准物质的标准值满足式

(1)。其中,C 为甲醇中胆固醇溶液标准物质的标

准值,毺g/mL;m 为胆固醇纯度标准物质的称量质

量,g;V 为容量瓶的定容体积,mL;P 为胆固醇纯

度标准物质的纯度值,%。由式(1)计算可得,配制

的甲醇中胆固醇溶液标准物质的标准值C 为200.0

毺g/mL。

暋暋标准物质的合成标准确定度uc 包括其定值过

程引入的不确定度uc(C)、标准物质的不均匀性引

入的不确定度ubb 和标准物质的稳定性引入的不确

定度us,见式(2)。其中,由式(1)可得配制过程引

入的不确定度uc(C)的计算公式见式(3);均匀性引

起的不确定度见式(4);稳定性引入的不确定度us

由us长 (式5)和us短 (式6)合成而得。

暋暋uc= u2
c(C)+u2

bb +u2
s , (2)

暋暋 uc(C)
{ }C

2

= uc(m)
{ }m

2

+ uc(P)
{ }P

2

+

uc(V)
{ }V

2
, (3)

暋暋ubb =sbb = s2
1 -s2

2

n
, (4)

暋暋us张 =s(毬1长 )·x长 , (5)

暋暋us短 =s(毬1短 )·x短 。 (6)

1.2.7暋验证

暋暋该标准物质研制完成后,运用中国计量科学研

究院研 制 的 甲 醇 中 胆 固 醇 溶 液 标 准 物 质 (编 号

GBW(E)130405,标 准 值 为 200 毺g/mL,Urel =
2灡0%,k=2)对该标准物质样品进行验证。根据峰

面积运用 GBW(E)130405标准物质对研制的标准

物质的量值进行核验。

2暋结果与分析

2.1暋均匀性和稳定性检验

暋暋如表1所示,取显著水平毩=0.05,由F毩 数值

表可知F毩(0.05,14,30)=2.04。各样品胆固醇的

浓度值基于峰面积由新配制的200毺g/mL甲醇中

胆固醇溶液标准物质作为标准换算为浓度值。由表

1中统计结果可知,统计量F 小于F毩,因此可以判

断所制备的标准物质是均匀的。

暋暋由表2和图2可知,胆固醇浓度没有显著变化。
因此,研制的甲醇中胆固醇溶液标准物质在4曟、

60曟贮存7d内其特征量值是稳定的。由表2可

知,甲醇中胆固醇的浓度没有显著变化,因此其在

16个月的时间内其特征量值是稳定的。

表1暋甲醇中胆固醇溶液标准物质均匀性检验结果(毺g/

mL)

Table1暋Homogeneitytestresultofcholesterolinmethanol
(毺g/mL)

n
m 1 2 3 平均值

Average

1 201.2 199.7 200.6 200.5

2 200.5 200.2 199.1 199.9

3 200.8 200.4 200.0 200.4

4 199.1 200.1 200.3 199.9

5 199.6 200.0 200.5 200.0

6 200.4 200.0 200.4 200.3

7 199.7 199.4 198.5 199.2

8 200.1 199.9 201.8 200.4

9 199.6 199.7 200.0 199.7

10 200.6 200.5 200.9 200.7

11 201.1 200.6 199.4 200.4

12 200.9 200.5 201.4 200.9

13 200.2 21.9 200.7 201.0

14 200.0 199.9 199.6 199.8

15 200.3 200.3 200.2 200.3

Statisticalresult:m = 15,n = 3,毻1 = 14,毻2 = 30,Q1 =
9灡4698,Q2 = 10.5733,F = 1.92,F毩(0.05,14,30)= 2.04,
F<F毩 (0.05,14,30),uniformitytestpassed.
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表2暋甲醇中胆固醇溶液标准物质稳定性检验统计结果

Table2暋Satisticalresultsofstabilitytestofcholesterolinmethanol

项目
Category

统计结果
Statisticalresults

结论
Conclusion

短期稳定性检验
Shortterm
stabilitytest

4曟 毬1=0.0488,毬0=199.94,s=0.2116,
s(毬1)=0.0327,t0.95,6 =2.45,t0.95,6·s(毬1)=0.08

旤毬1|<t0.95,n-2·s(毬1)
Qualified

60曟 毬1=-0.05119,毬0=200.07,s=0.2578,
s(毬1)=0.0398,t0.95,6=2.45,t0.95,6·s(毬1)=0.09745

旤毬1|<t0.95,n-2·s(毬1)
Qualified

长期稳定性检验
Longterm

stabilitytest
毬1=0.014,毬0=199.99,s=1.072,
s(毬1)=0.065,t0.95,10 =2.23,t0.95,10·s(毬1)=0.145

旤毬1|<t0.95,n-2·s(毬1)
Qualified

注:毬1表示斜率,毬0表示截距,s表示直线标准偏差;s(毬1)表示斜率不确定度

Note:毬1indicatesslope,毬0indicatesintercept,sindicatesstraightlinestandarddeviation,s(毬1)indicatesuncertainslope

图2暋短期稳定性变化示意图

Fig.2暋Short飊termstabilitychanges

2.2暋定值及验证

暋暋根据1.2.6节的方法计算可得uc 等于0.75
mg/L。甲醇 中 胆 固 醇 溶 液 标 准 物 质 的 浓 度 为

200灡0毺g/mL。取包含因子k=2,其扩展不确定度

Urel=2暳uc/C=2暳0.75/100曋2%,见表3。对研

制的标准物质进行验证,测量色谱图见图3和图4。
研制样品的测量浓度与偏差等于0.08%,小于其不

确定度,故验证合格。

表3暋合成标准不确定度及扩展不确定度

Table3暋Combinedstandarduncertaintyandextendeduncer灢
tainty

不确定度 Uncertainty 数值 Value

uc(C) 0.13毺g/mL

ubb 0.33毺g/mL

us 0.67毺g/mL

uc 1.14毺g/mL

Urel 2%

图3暋研制样品测量色谱图

暋暋Fig.3暋Measurementchromatogramsofsamplespre灢
paredinthestudy

图4暋国家标准物质 GBW(E)130405测量色谱图

暋暋Fig.4暋Measurementchromatogramsofstatecertified
referencematerialreferencematerial(GBW(E)130405)
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3暋结论

暋暋本研究运用称量飊容量法制备了甲醇中胆固醇

溶液标准物质。研制的标准物质具有很好的瓶间和

瓶内均匀性,在4曟和60曟条件贮存一周,其量值稳

定,表明短期运输条件下的稳定性可靠;在16个月

内,其浓度稳定,具有很好的长期稳定性。测出的甲

醇中胆固醇溶液标准物质结果:标准值为200mg/

L,Urel=2%,k=2。
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