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天然乳胶水抽提蛋白质含量检测结果不确定度评定 

李兆枫，谢丹华 

广州检验检测认证集团有限公司  广东广州 

【摘要】 本评定对标准 GB/T 21870-2008 用于测定块状乳胶产品的水抽提蛋白质含量进行不确定度分

析，从多方面去分析其方法的不确定度构成和贡献。最终计算得一份蛋白质含量为 805.29μg/g 的扩展不确

定度为 197.94μg/g（k=2）。 
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Uncertainty evaluation of the detection result from  determination of water-extractable protein 

in natural rubber latex 
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【Abstract】This assessment conducts uncertainty analysis on the standard GB/T 21870-2008 for the 
determination of water-extracted protein content in bulk latex products, and analyzes the uncertainty composition 
and contribution of its method from various aspects. Finally, the expanded uncertainty of a protein content of 
805.29 μg/g was calculated to be 197.94 μg/g (k=2). 
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前言 
本评定只针对块状乳胶产品（如乳胶枕、乳胶

垫等）在 GB/T 21870-2008 上适用部分对其不确定

度进行评定。由于标准有部分实验参数并无明确要

求，所以本评定采用本实验室检测使用的参数。 
按标准要求，每克样品加入 10~15mL 抽提液进

行抽提，本实验室选取样品取样量为 3g，抽提液加

入量为 45mL，抽提液按照 GB/T 6920-1986 中的

pH=7.413 磷酸盐缓冲液进行配制，比色皿选择

10mm 规格，750nm 处测定显色液，试剂用量会根

据实际需要按比例调整。 
1 测定原理及过程控制 
1.1 测定原理 
用缓冲溶液抽提水溶性蛋白质，然后通过沉淀、

浓缩，将其从有可能干扰测定的其他水溶性物质中

分离出来；再溶解沉淀的蛋白质，以标准蛋白质做

参照，用 Lowry 方法进行比色，定量测定蛋白质含

量。 
1.2 过程控制 

精确称量试样 3g（精确至 0.001g）三份，分别

置于 250mL 聚乙烯三角瓶中，加 45mLpH 为 7.4±0.4
缓冲溶液在（25±5）℃条件下抽提（120±5）min，
乳胶中的蛋白质被缓冲溶液抽提出来，转移抽提液

至离心管，在不低于 2000g 条件下离心 15min，取

分离出的抽提液于离心管中，加入 DOC，混匀并静

置 10min，然后加入 TCA 和 PTA，混匀并再静置

30min，将离心管在不低于 6000g 条件下离心 30min，
倾去清液，加入氢氧化钠溶液溶解沉淀，溶解后的

蛋白质溶液经碱性柠檬酸铜和福林试剂显色，显色

液用分光光度计比色测定其蛋白质浓度。按公式（1）
计算出乳胶中可抽提蛋白质含量，检测过程如下图 1。 

2 建立测量模型 

𝐸𝑖 =
5𝑉𝑐𝑖
𝐹𝑚

… … … … … … … … (1) 

𝐸𝑖—第 i（i=1，2，3）个试样蛋白质测定结果，

μg/g。 
𝑉—试样抽提液的体积，mL。 
𝑐𝑖—第 i（i=1，2，3）个试样从工作曲线上的萃

取液中的蛋白质浓度的中位值，μg/mL。 
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𝑚—试样的质量，g。 
𝐹—浓缩因子 
3 测定结果不确定度主要来源及其分析 
3.1 测定过程随机效应导致的不确定度𝑢（𝐸𝑖） 
该分量包括样品均匀性，称量重复性，量液重

复性，实验过程重复性，分光光度计示值重复性等，

由于每个步骤相互影响，所以不会将重复性在系统

误差上考虑，而是从最后测定结果上进行分析。 
3.2 系统误差导致的不确定度：分别从以下四个

方面进行分析 
（1）试样抽提液的体积𝑉，此数据由 100mL 量

筒量取，故其不确定度分析由其量器参数决定。 
（2）试样的质量𝑚，此数据由电子天平的线性

不确定度决定。 
（3）配制标准系列溶液的浓度𝑐𝑆2，此数据由其

配制所用的各种器具的参数决定。 
（4）工作曲线的拟合产生的不确定度。 
不确定度主要来源见图 2。 

 
图 1 水抽提蛋白质含量测定过程示意图 

 
图 2 测定蛋白质含量不确定度来源示意图 

 
4 标准不确定度分量评定 
4.1 试样抽提液的体积相对标准不确定度

𝑢𝑟𝑒𝑙（𝑉）分量的评定 
本实验室试样抽提液的体积是用 100mL 量筒量

取。故其不确定度由量筒的示值不确定度决定。由

于重复性会在最后测试结果合并计算，所以仅考虑

容量允差和校准温度差异引入的不确定度。 
根据 JJG 196-2006 规定，100mL 量出式量筒的

容量允差为±1.0mL，量具的计量是采用称量差值换

算纯水体积所得，按矩形分布𝑘 = √3，则量筒的校
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准标准不确定度 

𝑢𝑠𝑝𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿) =
1.0𝑚𝐿
√3

= 0.577𝑚𝐿 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉45𝑚𝐿, 𝑠𝑝𝑒𝑙) =
𝑢𝑠𝑝𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿)

45𝑚𝐿
=

0.577𝑚𝐿
45𝑚𝐿

= 0.01283 
校准时温度为 20℃，以本实验室所处地区常年

温度在 23℃计，温差为 3℃，根据水的膨胀系数

2.1 × 10−4/℃，按矩形分布𝑘 = √3，得出 100mL 量

筒的温差引起的标准不确定度 

𝑢𝑇(𝑉100𝑚𝐿) =
100𝑚𝐿 × 2.1 × 10−4/℃ × 3℃

√3
= 0.036𝑚𝐿 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉45𝑚𝐿,𝑇) =
𝑢𝑇(𝑉100𝑚𝐿)

45𝑚𝐿
=

0.036𝑚𝐿
45𝑚𝐿

= 0.00081 

由于𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉45𝑚𝐿,𝑇)该分量不足校准体积不确定

度的十分之一，可忽略不计。所以 
𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉) = 𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉45𝑚𝐿, 𝑠𝑝𝑒𝑙) = 0.01283 

4.2 称量试样质量的相对标准不确定度𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑚)
分量的评定 

本实验室使用的电子天平精度为 0.0001g，其

MPE≤±0.001g，称量两次，一次去皮，一次称重，

按矩形分布𝑘 = √3，得出该标准不确定度 

𝑢(𝑚) = √2 ×
0.001g
√3

= 0.00082g 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑚) =
𝑢(𝑚)

3g
= 0.00027 

4.3 配制蛋白质标准系列溶液相对标准不确定

度𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐𝑆2)分量的评定 

蛋白质标准储备溶液 S1 是由电子天平称取

100mg 卵清蛋白溶解于 100mL 抽提液中，再以其在

280nm 处的吸光度除以消光系数 0.64 得出精确浓度，

所以仅考虑吸光度产生的不确定度。按矩形分布

𝑘 = √3，测量两次，一次参比调零，一次测量，使

用的紫外可见光分光光度计 MPE≤±0.001Abs，得

出其标准不确定度。 
由于该精确浓度是由吸光度直接换算得出，所

以相当于 

𝑐𝑆1 =
𝐴
𝐴0

× 𝑐 

其中 
𝐴0—消光系数 
𝑐—与消光系数所对应的蛋白质浓度，mg/mL 
根据上述公式可得𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐𝑠1) = 𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐴)，所以其

标准不确定度为： 

𝑢(𝐴) = √2 ×
0.001𝐴𝑏𝑠

√3
= 0.00082𝐴𝑏𝑠 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐𝑠1) = 𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐴) =
𝑢(𝐴)

0.64𝐴𝑏𝑠
= 0.00128 

蛋白质标准系列溶液 S2 是通过 S1 进行稀释配

制，分别从蛋白质标准液 S1 中用 1mL 和 5mL 移液

枪移取 0.25mL、0.50mL、1.00mL、2.0mL 和 4.0mL
于 100mL 容量瓶中并定容。其中使用了 1mL 移液

枪（MPE≤±0.01mL）、5mL（MPE≤±0.03mL）
移液枪和 100mL 容量瓶(允差±0.1mL)，按矩形分布

分别计算出各点的标准不确定度见下表 1。 

表 1 移液枪移取液体引入不确定度表 

分量 来源 不确定度 量值 相对标准不确定度 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉0.25𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 

1mL 移液枪校准体积 
0.01𝑚𝐿
√3

= 0.00577𝑚𝐿 

0.25mL 0.02309 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉0.50𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 0.50mL 0.01155 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉1.00𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 1.00mL 0.00577 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉2.0𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 
5mL 移液枪校准体积 

0.03𝑚𝐿
√3

= 0.01732𝑚𝐿 
2.0mL 0.00866 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉4.0𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 4.0mL 0.00433 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉0.25𝑚𝐿 ,𝑇) 

1mL 移液枪温差 
1𝑚𝐿 × 2.1 × 10−4/℃ × 3℃

√3
= 0.00036𝑚𝐿 

0.25mL 0.00145 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉0.50𝑚𝐿 ,𝑇) 0.50mL 0.00073 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉1.00𝑚𝐿 ,𝑇) 1.00mL 0.00036 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉2.0𝑚𝐿 ,𝑇) 
5mL 移液枪温差 

5𝑚𝐿 × 2.1 × 10−4/℃ × 3℃
√3

= 0.00182𝑚𝐿 

2.0mL 0.00091 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉4.0𝑚𝐿 ,𝑇) 4.0mL 0.00045 
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由于𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉,𝑇)远低于𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉, 𝑠𝑝𝑒𝑙)，可以忽略，所以𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉) = 𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉, 𝑠𝑝𝑒𝑙)。 

𝑢𝑠𝑝𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿) =
0.1𝑚𝐿
√3

= 0.058𝑚𝐿 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) =
𝑢𝑠𝑝𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿)

100𝑚𝐿
=

0.058𝑚𝐿
100𝑚𝐿

= 0.00058 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿,𝑇) =
𝑢𝑇(𝑉100𝑚𝐿)

100𝑚𝐿
=

0.036𝑚𝐿
100𝑚𝐿

= 0.00036 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿) = �𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉100𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉100𝑚𝐿 ,𝑇) = �0.000582 + 0.000362 = 0.00068 

由于urel(cs1)和urel(V100mL)远低于移液枪校准体积的不确定度，所以可以忽略，则蛋白质标准系列溶液

相对标准不确定度为： 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐𝑆2) = �𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉0.25𝑚𝐿) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉0.50𝑚𝐿) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉1.00𝑚𝐿)+𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉2.0𝑚𝐿) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉4.0𝑚𝐿) 

= �0.023092 + 0.011552 + 0.005772 + 0.008662 + 0.004332 = 0.02817 
 

4.4 拟合工作曲线的相对标准不确定度𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐0)
分量的评定 

重复测量两次，从校准曲线上拟合浓度𝑐0，𝑐0与
拟合工作曲线𝐴 = 𝑘𝑐 + 𝑏有关的不确定度 u(𝑐0)的计

算按 CNAS-GL06 进行 

𝑢(𝑐0) =
𝑆𝑅
𝑘 �

1
𝑚

+
1
𝑛

+
(𝑐0 − 𝑐)2

∑ (𝑐𝑗 − 𝑐)2𝑛
𝑗

 

𝑆𝑅 = �∑ [𝐴𝑗 − �𝑘𝑐𝑗 + 𝑏�]2𝑛
𝑗=1

𝑛 − 2
 

𝑆𝑅—残差标准偏差； 
𝑚—重复次数； 
𝑛—校准数据的总点数 
𝑏—截距。 
由于本方法可采用多项式回归法进行拟合，所

以线性拟合效果并不是最优。以实验室当前采用的

线性拟合法相关系数 r≥0.995 以上的工作曲线，在

此以相关系数为 r=0.996909 的某一拟合直线数据为

例： 

𝑆𝑅 = �∑ �𝐴𝑗 − �𝑘𝑐𝑗 + 𝑏��
2𝑛

𝑗=1

𝑛 − 2
= �0.01769 

2 × 5 − 2
= 0.04703μg/mL 

𝑢(𝑐0) =
𝑆𝑅
𝑘 �

1
𝑚

+
1
𝑛

+
(𝑐0 − 𝑐)2

∑ (𝑐𝑗 − 𝑐)2𝑛
𝑗

=
0.04703
0.0388

× �1
2

+
1

2 × 5
+

(𝑐0 − 15.622)2

30.73
 

= 1.2121 × �0.6 +
(𝑐0 − 15.622)2

30.73
 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐0) =
1.2121 × �0.6 + (𝑐0−15.622)2

30.73

𝑐0
 

 
4.5 测试过程中随机效应导致的不确定度

𝑢𝑟𝑒𝑝(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑) 分量的评定 
按 GB/T 21870-2008 规定以三个平行试样的测

试结果中间值作为报告的测试结果。以下将以𝐸1代
表三个结果中的最小值、𝐸2代表中间值、𝐸3代表最

大值，对于测试样品𝑖的报告结果𝐸𝑖 = 𝐸𝑖2。以𝐸𝑖代替

𝐸𝚤�进行合并样本的标准偏差计算。 
对𝑚组数据进行测定，其实验标准偏差为： 

𝑆𝑝�𝐸𝑖𝑗� = �
∑ ∑ (𝐸𝑖𝑗 − 𝐸𝑖)23

𝑗=1
𝑚
𝑖=1

𝑚(3 − 1)
 

以第𝑖组独立观测样品的中位值作为测量结果，

侧测量结果随机效应导致的不确定度分量为： 

𝑢(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑) = 𝑆𝑝(𝐸𝑖) =
𝑆𝑝�𝐸𝑖𝑗�
√2

 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑) =
𝑢(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑)

𝐸𝑖
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5 不确定度分量表及𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐸𝑖)的合成 

表 2 水抽提蛋白质含量测定结果不确定度分量表 

分量 来源 不确定度 量值 相对不确定度 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉) 
𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 100mL 量筒体积校准 0.577mL 45mL 0.01283 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿 ,𝑇) 100mL 量筒温差 0.036mL 45mL 0.00081（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑚) ----- 电子天平称量 0.00082g 3g 0.00027（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐𝑆2) 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐𝑠1) 分光光度计测量 0.00082Abs 0.640Abs 0.00128（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉0.25𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 

1mL 移液枪体积校准 0.00577mL 

0.25mL 0.02309 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉0.50𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 0.50mL 0.01155 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉1.00𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 1.00mL 0.00577 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉2.0𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 
5mL 移液枪体积校准 0.01732mL 

2.0mL 0.00866 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉4.0𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 4.0mL 0.00433 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉0.25𝑚𝐿 ,𝑇) 

1mL 移液枪温差 0.00036mL 

0.25mL 0.00145（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉0.50𝑚𝐿 ,𝑇) 0.50mL 0.00073（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉1.00𝑚𝐿 ,𝑇) 1.00mL 0.00036（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉2.0𝑚𝐿 ,𝑇) 
5mL 移液枪温差 0.00182mL 

2.0mL 0.00091（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉4.0𝑚𝐿 ,𝑇) 4.0mL 0.00045（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿 , 𝑠𝑝𝑒𝑙) 100mL 容量瓶体积校准 0.058mL 100mL 0.00058（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑉100𝑚𝐿 ,𝑇) 100mL 容量瓶温差 0.036mL 100mL 0.00036（可忽略） 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝑐0) ----- 拟合曲线(r≥0.995) ----- 𝑐0 1.2121 × �0.6 + (𝑐0−15.622)2

30.73

𝑐0
 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑) ----- 随机效应 ----- 𝐸𝑖 
𝑢(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑)

𝐸𝑖
 

将表 2 中所列出的水抽提蛋白质含量测试结果不确定度分量合成得： 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐸𝑖) = �𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑐𝑆2) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑐0) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑)

= �0.012832 + 0.023092 + 0.011552 + 0.005772 + 0.008662 + 0.004332 +

⎣
⎢
⎢
⎡1.2121 × �0.6 + (𝑐0−15.622)2

30.73

𝑐0
⎦
⎥
⎥
⎤
2

+ �
𝑢(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑)

𝐸𝑖
�
2

= �0.030952 +

⎣
⎢
⎢
⎡1.2121 × �0.6 + (𝑐0−15.622)2

30.73

𝑐0
⎦
⎥
⎥
⎤
2

+ �
𝑢(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑)

𝐸𝑖
�
2

 

6 扩展不确定度 
一般扩展因子以𝑘 = 2计，扩展不确定度为： 

𝑈(𝐸𝑖) = 𝑘 × 𝐸𝑖 × 𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐸𝑖) = 2 × 𝐸𝑖 × �0.030952 +

⎣
⎢
⎢
⎡1.2121 × �0.6 + (𝑐0−15.622)2

30.73

𝑐0
⎦
⎥
⎥
⎤
2

+ �
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�
2
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7 应用实例 
从本实验取部分以往数据（10 组，见表 3）计算出 

表 3 实验数据表 

实验组 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

质量/g 

3.0039 3.0048 3.0009 3.0095 3.0051 3.0079 3.0083 3.0058 3.0087 3.0069 

3.0078 3.0038 3.0041 3.0039 3.0004 3.0001 3.0045 3.0021 3.0004 3.0058 

3.0071 3.0042 3.0033 3.0097 3.0028 3.0087 3.0012 3.0053 3.0020 3.0026 

再溶解体积 mL 3.20 

校正吸光度 

1.411 1.247 1.292 1.264 1.083 0.902 1.134 1.266 1.094 1.261 

1.160 1.232 1.272 1.327 1.246 1.046 1.102 1.175 1.307 1.217 

1.245 1.208 1.413 1.345 1.310 1.152 1.020 1.182 1.194 1.251 

𝑐0�=34.394μg/mL 𝐸𝚤�=805.29μg/g（该值由 10 组数据各自的中位值再进行平均计算得出） 
𝑢(𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑)=24.57μg/g 则 

𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐸𝑖) = �𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑉) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑐𝑆2) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝑐0) + 𝑢𝑟𝑒𝑙2 (𝐸𝑖 , 𝑟𝑎𝑛𝑑) 

= �0.030952 +

⎣
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30.73
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= �0.030952 +
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+ �
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2

 

= �0.030952 + 0.122422 + 0.030512 = 0.1229 
𝑈(𝐸𝑖) = 𝑘 × 𝐸𝑖 × 𝑢𝑟𝑒𝑙(𝐸𝑖) = 2 × 805.29 × 0.1229 = 197.94μg/g(𝑘 = 2) 

该乳胶块蛋白质含量为（805.29±197.94）μg/g(k=2) 
 
8 结果说明 
从得出的不确定度的组成分量及贡献上可见，

曲线拟合所引入的不确定度分量贡献相当大，而标

准上也有建议可选择多项式回归方程拟合方式降低

不确定度。另外从本实验室日常检验的数据上观察，

样品的均匀性和处理过程的重复性对不确定度分量

影响贡献也比较大。 
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