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摘要  目的: 建立中药中掺入的双氯芬酸钠的 HPLC法含量测定的不确定度评定方法。方法:建立数学模型, 对含量测定过程

中各影响因素进行分析评估。结果:通过计算各变量的不确定度, 合成不确定度,最终得出测定结果的扩展不确定度。结论:

该评定方法适用于 H PLC法测定中药中掺入的双氯芬酸钠含量的不确定度评定。
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HPLC evaluation of uncertainty for determ ination of declofenac

sodium in Chinese traditionalmedicine
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Abstract Objective: To establish am ethod of uncertainty eva luation fo r the determ ination of declofenac sodium in

ch inese traditionalmed icine byHPLC.Method: The uncerta inty w as evaluated by a establishedma thematicalmode l

and the ana lysis of various factors affecting sample detection. Results: Each componets o f uncertaintyw as calcu lated

and the comb ined uncerta inty w as then fina lly ob tained by synthesizing the uncerta int ies of various componen t varia-

b les. Conclusion: Th is method is appropriate to be used in the uncertainty eva luation for the determ inat ion o f

declofenac sod ium in Ch inese trad itionalmed icine byHPLC.
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药品检测是药品监督执法、药品贸易、患者维权

等工作的技术依托。检测结果的质量直接影响上述

工作的公正性、科学性。多年来,药检系统均以经典

误差理论方法计算检测结果的误差, 这与目前国际

标准化委员会要求的以 /不确定度 0表示方法不
同

[ 1]
。检测和校准实验室认可准则 ( ISO /IEC 17025

- 2005)要求检测和校准实验室, 都必须建立并实

施测量不确定度的评估程序,以评价测试结果的准

确性和可靠性
[ 2]
。

中药中掺入西药的检验一般先通过 HPLC- M S

对掺入成分定性, 然后通过 HPLC对检出成分进行

定量。有关测定中药中掺入的西药含量的不确定度

评定,未见文献报道。本文以某消肿止痛类中药为

例 ) 经 HPLC- M S鉴定,证实该中药中含有西药成

分双氯芬酸钠 ( diclo fenac sodium ), 根据国家质量技

术监督局批准发布的 JJF1059- 1999计量技术规范

5测量不确定度评定与表示 6[ 3 ] , 并参考有关文

献
[ 4, 5]
, 对 HPLC法测定该消肿止痛类中药中双氯芬

酸钠含量的不确定度进行了测量和评估。该评定方

法可为 HPLC法测定中药中掺入的西药含量的不确

定度评定提供参考。

1 仪器与试药
Ag ilent 1100高效液相色谱仪, Ag ilen t Zo rbax-

C18色谱柱 ( 5 Lm, 250 mm @ 416mm); BP211D电子
天平 ( d = 0101 mg /011mg)。

双氯芬酸钠对照品 (中国药品生物制品检定

所, 批号 100334- 200302) ;样品 (山东省药品检验

所提供 ); 乙腈为色谱纯; 水为重蒸水; 其他试剂均

为分析纯。

2 方法
211 色谱条件 采用十八烷基硅烷键合硅胶为填

充剂; 012 mo l# L
- 1
醋酸铵溶液 (含 011%醋酸 ) -

乙腈 ( 30B70)为流动相; 流速: 1 mL# m in- 1;检测波
长为 280 nm;柱温: 25 e ;进样量: 10 LL。
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212 标准曲线对照品溶液的制备 精密称取双氯

芬酸钠对照品 10118 mg,置 100 mL量瓶中, 加流动

相超声 10 m in使其溶解, 放冷并定容至刻度,混合

均匀, 作为对照品储备液。分别精密量取储备液 1,

5, 10, 25, 50 mL置 100 mL量瓶中, 加水稀释至刻

度,即得标准曲线对照品溶液。

213 供试品溶液的制备 取样品 20片,研细, 精密

称取 31912 mg,置 50 mL量瓶中, 加流动相超声 10

m in使其溶解, 放冷并定容至刻度,摇匀, 放置过夜,

取上层溶液离心 ( 10000 r# m in- 1, 15 m in) , 精密量

取上清液 1mL置 10mL量瓶中, 加水稀释至刻度,

即得。

214 测量数学模型

标准曲线公式 C = bA + b0 ( 1)

含量计算公式 X = C @ V
W

@100% ( 2)

C:供试品溶液中双氯芬酸钠的浓度 ( mg# mL- 1 ) ,

A:供试品溶液峰面积, b:回归方程的斜率, b0: 回归

方程的截距, X: 双氯芬酸钠的含量 (% ), V: 供试品

溶液的稀释体积数 ( mL), W:样品的取样量 (mg)。

由供试品溶液的制备过程可知 V = 500 mL, W

= 31912mg,实验测得供试品溶液中双氯芬酸钠的
浓度 C = 01003676mg# mL- 1,则灵敏系数为:

c (C ) =
V

W
@ 100% = 156164%

c (V ) =
C

W
@ 100% = 010011516%

c (W ) = - C @ V
W

2 @ 100% = - 010018039%

3 不确定度来源的识别及分析

311 不确定度的来源 从检测过程和数学模型分

析, 双氯芬酸钠含量的不确定度来源,主要包括对照

品纯度,对照品和样品的天平称重以及配制标准储

备液、标准溶液、供试品溶液的玻璃量器校准, 实验

室温度, HPLC进样重复性, 标准曲线的拟合过程等

方面,详细分析见图 1。

图 1 不确定度的来源分析图

Fig 1 Source of uncertainty

312 不确定度的量化分析

31211 供试品溶液浓度的不确定度 u (C )

3121111 标准储备液浓度的相对标准不确定度 u rel

( c0 )

对照品由中国药品生物制品检定所提供, 未提

供不确定度值,本实验参考基准物质的不确定度值,

假定对照品含量为 100% ? 0105% , 视为矩形分布

(K = 3 ), 则对照品纯度相对标准不确定度:

u rel (p ) = 0105% / 3 = 0100029
对照品称重时干燥器与天平称量仓内均放置同

质硅胶, 视为相同湿度, 称量时无吸潮。电子天平

( 0101mg)检定证书中天平称量允差为 ? 011 mg,

视为矩形分布 (K = 3 ), 则天平称重的相对标准不

确定度:

u rel (w 0 ) = u(w 0 ) /w 0 = 011 / 3 /10118= 0100567
稀释对照品用的 100 mL量瓶为 A级,由 5常用

玻璃量器检定规程 6 JJG196- 90[ 6]查得,容量允差为

? 011mL, 分布状态视为矩形分布 (K = 3 ), 则玻

璃量器引入的相对标准不确定度:

u rel ( v0 ) = u ( v0 ) /v0 = 011 / 3 /100= 0100058
将上述不确定度分量合成得标准储备液浓度的

相对标准不确定度:

u rel ( c0 ) = u re l
2
(p ) + u rel

2
(w 0 ) + u rel

2
( v0 )

= 01000292 + 01005672 + 01000582

= 0100571
3121112 标准溶液配制过程中引入的相对标准不
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确定度 u rel ( v1 ) 实验中分别用 ( 1 ? 01007) mL( A
级 ) , ( 5 ? 01015) mL ( A级 ), ( 10 ? 0102) mL ( A
级 ) , ( 25 ? 0103) mL ( A级 ), ( 50 ? 0105) mL ( A
级 )移液管精密量取标准储备液 V11: 1, 5, 10, 25, 50

mL置 V12: ( 100 ? 011) mL(A级 )量瓶中,加流动相

稀释至刻度,作为标准曲线对照品溶液。按矩形分

布处理:

u rel ( v11 ) = u( v11 ) /v11 =移液管允差 / 3 /v11

u rel ( v12 ) = u( v12 ) /v12 =量瓶允差 / 3 /v12

u rel ( v1 ) = u re l
2
( v11 ) + u rel

2
( v12 )

计算得 01001, 01005, 0101, 01025, 0105 mg# mL- 1

对照品溶液配制过程中引入的相对标准不确定度分

别为 0100408, 0100183, 0100129, 0100090, 0100082,
取其中最大的不确定度值,则 u rel ( v1 ) = 0100408。
3121113 环境温度引入的相对标准不确定度 u rel

( t) 实验环境在空调条件下, 设室温为 ( 20 ? 5)

e 。溶剂水的体积膨胀系数为 211 @ 10- 4 e - 1
, 按照

矩形分布,环境温度引入的相对标准不确定度为:

u rel ( t) = 5 @ 211 @ 10- 4 / 3 = 0100061
3121114 高效液相色谱仪进样重复性引入的相对
标准不确定度 u rel (A )  Ag ilent 1100高效液相色谱

仪检定证书给出的定量测量重复性 RSD = 016% ( n

= 5),则: u re l (A ) = 016% / 5 = 0100268
3121115 标准曲线拟合过程中引入的相对标准不

确定度 u re l ( c1 )  本实验将浓度为 01001, 01005,

0101, 01025, 0105 mg# mL- 1对照品溶液分别上机
测定 3次, 结果见表 1, 对供试品溶液进行 5次测

定,结果见表 2,根据表 1中数据拟合的标准工作曲

线方程为:

A = bC+ b0 = 22738C+ 010266 r = 019999
表 1 对照品溶液测定结果

Tab 1 R esults of reference so lu tion

浓度 ( concentrat ion, c0)

/mg# mL- 1
峰面积 ( peak area)A

01001018 231 21 23146 23101

0100509 1151 99 116123 115170

0101018 2311 04 230152 231148

0102545 5791 05 579135 578162

0105090 11571 23 1157191 1156182

s(A ) =
E
m

i= 1
E
n

j= 1

[A ij - ( b0 + bci ) ]
2

mn - 2
= 014567

表 2 供试品溶液测定结果

Tab 2 Resu lts of test solut ion

测定次数

( No1 of determ ination)

峰面积

( peak area )A

浓度

( concentrat ion, c1) /mg# mL- 1

1 8411 01003697

2 8314 01003667

3 8318 01003684

4 8316 01003675

5 8312 01003658

均值 ( mean) 8316 01003676

u ( c1 ) =
s (A )

b

1

p
+
1

m n
+

( c1 - �c0 )
2

E
m

i= 1

( c i - �c0 )
2

= 01 000061 mg# mL- 1

u rel ( c1 ) = u ( c1 ) /c1 = 01000061 /01003676= 0101659
s(A ): 对照品溶液峰面积的标准偏差, p: 供试品的

测定次数 ( 5), m:对照品溶液的个数 ( 5) , n:每个对

照品溶液的测定次数 ( 3) , c0: 对照品溶液的浓度

( mg# mL- 1 ), c1:供试品溶液的浓度 ( mg# mL- 1 ),
i:指第几个校准溶液, j:指校准溶液的第几次测量。

将以上各不确定度分量合成得:

ure l(C ) = u rel
2
( c0 ) + ure l

2
(v 0) + u re l

2
(A ) + ure l

2
( c0)

= 01005712 + 01004082 + 01000612 + 01002682 + 01016592

= 0101822

u (C ) = u rel ( C ) @C= 0101822 @ 01003676
= 01000067mg# mL- 1

31212 供试品重量的标准不确定度 u (W ) 干燥

器与天平称量仓内均放置同质硅胶,视为相同湿度,

称量时无吸潮。电子天平 ( 011 mg)检定证书中天

平称量允差为 ? 1 mg;视为矩形分布 (K = 3 ), 则

供试品重量的标准不确定度为:

u (W ) = 1 / 3 = 01577 mg
u rel (W ) = u (W ) /W = 01577 /31912= 0100181
31213 供试品溶液稀释过程中引入的标准不确定

度 u ( V ) 实验中分别用 ( 1 ? 01007) mL( A级 )移

液管转移,用 ( 50 ? 0105) mL (A级 )与 ( 10 ? 0102)
mL(A级 )量瓶中定容,按矩形分布处理,按 / 312110
项下方法计算得玻璃容器的校准引入的相对标准不

确定度 u rel ( v2 ) = 0100424;实验环境在空调条件下,
设室温为 ( 20 ? 5) e 。按 / 312110项下方法计算得
u rel ( t ) = 0100061;将不确定度分量合成得:

u rel ( V ) = u rel
2
( v2 ) + u rel

2
( t)

= 01004242 + 01000612 = 0100428
u ( V ) = u rel ( V ) @V= 0100428 @ 500= 2114 mL
相对标准不确定度一览表见表 3。
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表 3 相对标准不确定度一览表

Tab 3 Table of reverse standard uncer tain ty

不确定度分量

( quantity)

不确定度来源

( sources o f unce rta inty in measurement)

分布

( distr ibution)

类型

( type)

相对标准不确定度

( reverse standard uncerta in ty)

u (C ) 对照品纯度 ( purity o f re ference substance ) 矩形 ( rec tang le ) B 0100029

天平允差 ( balance error) 矩形 ( rec tang le ) B 0100570

配制标准储备液的玻璃量器允差 ( work ing g lass container error of stock so lution) 矩形 ( rec tang le ) B 0100058

配制标准溶液的玻璃量器允差 ( work ing g lass container error of standa rd so lution) 矩形 ( rec tang le ) B 0100408

实验室温度 ( tempe rature) 矩形 ( rec tang le ) B 0100061

HPLC进样重复性 (HPLC injec tion reproducibility) 正态 ( no rm al) A 0100268

标准曲线拟合 ( curve fitting) 正态 ( no rm al) A 0101659

u(W ) 天平允差 ( balance error) 矩形 ( rec tang le ) B 0100181

u(V ) 玻璃量器的允差 ( wo rk ing glass container error ) 矩形 ( rec tang le ) B 0100424

实验室温度 ( tempe rature) 矩形 ( rec tang le ) B 0100061

313 合成标准不确定度 供试品溶液的浓度、稀释

体积以及样品的重量等的不确定度相互独立, 故将

上述不确定度分量合成得合成标准不确定度

u(X )为:

u (X ) = c2( C) u 2(C ) + c2(W ) u 2(W ) + c2( V) u2( V)

= 1561 64% 2 @ 010000672+ ( - 01 0018039% ) 2 @ 015772 + 01 0011516% 2 @ 21 142

= 0101%

314 扩展不确定度  计算得双氯芬酸钠的含量的

测定结果 X = 0158% , 测量结果的合成标准不确定
度 u (X ) = 0101%。按惯例, 若取包含因子 K = 2

( 95%的置信区间 ) ,得测量结果的扩展不确定度:

U = K @u (X ) = 0102%
315 测量结果的表示 供试品中双氯芬酸钠的含

量可表示为:

X = 0158% ? 0102% , K = 2( 95%的置信区间 )

即:双氯芬酸钠的含量测定结果出现在 ( 0158 ?
0102)%区间的概率为 95%。

4 讨论

411 目前国内外药品检验领域所使用的药品对照品

均未提供有关不确定度的资料,这对不确定度评定带

来一定困难,相信随着药检行业的不断发展,负责药

品对照品标化的有关部门会逐步提供有关不确定度

的资料,以便我们更好地开展不确定度评定工作。

412 分析评估不确定度时, 首先要尽量考虑产生不

确定度的所有来源,因为合成不确定度的数值几乎完

全取决于重要的不确定度分量。由以上的评定可看

出,本方法测量结果的不确定度主要来自标准曲线的

拟和过程。因此,在测定时,必须严格控制实验条件,

尽量使平行测量实验环境相近,并规范实验操作。

413 从标准曲线拟合过程中不确定度的计算公式
可以看出,标准曲线的拟和过程产生的不确定度的

大小, 除了与对照品溶液测量重复性有关,还与供试

品溶液浓度与对照品溶液浓度均值的接近程度有

关, 二者越接近,产生的不确定度就越小,这对改进

实验方法,降低不确定度值具有参考意义。

414 灵敏系数反映了该输入量标准不确定度对输

出量不确定度贡献的灵敏程度, 而且标准不确定度

只有乘以该灵敏系数才能构成一个不确定度分量,

即和输出量有相同的单位, 因此在不确定度评定过

程中灵敏系数不能被忽视。在不确定度分量较多而

且其大小比较接近时,可估计为正态分布,这时 K =

2就决定了具有 95%置信水平的区间, 故本文按照

惯例取 K = 2,对应 95%的置信区间。

参考文献

1 SU X iao- l i(粟晓黎 ), L I Guan- m in (李冠民 ) , JIN Shao- hong

(金少鸿 ) 1S tud ies on E valuat ion of uncerta inty for general analys is

m ethods for quality contro l of drugs(药品检验一般检测项目不 确

定度评定研究 - 11B类评定 ) 1Chin J P harm Ana l (药物分析杂

志 ), 2005, 25 ( 6 ) : 699

2 Ch ina N at ion alAccreditation B oard for Laboratories (中国实验室国

家认可委员会 ) 1Accred itation C riteria for Test ing and Calib ration

Laboratories(检测与校准实验室认可准则 ) 1 ISO / IEC17025: 2005

3 S tate Qu ality and Techn ique A dm in istration (国家质量技术监督

局 ). Gu ide of Evaluation and Exp ression ofU ncertain ty in M easu re-

m en t(测量不确定度评定与表示 )1 JJF1059# 1999

4 DAI X iang - dong(戴向东 ) , TENG Nan - yan (腾南雁 ) , SANG

Tong (桑彤 ) 1E valu at ion of un certain ty m easu rem en t in the con tent

d eterm inat ion of andrograph is tab lets by TLCS [穿心莲片含量测定

(薄层色谱扫描法 )的测量不确定度评定 ] 1Chin J P harm A nal (药

物分析杂志 ) , 2005, 25 ( 12 ): 1556

5 SONG M ing- shun (宋明顺 ) 1E valuat ion andM athem aticalAnalys is

ofU ncertain ty in M easu rem en t (测量不确定度评定与数据处理 ) .

Beij ing(北京 ) : Ch inaM etrology Press(中国计量出版社 ) , 2000. 169

6 S tate Qu ality and Techn ique A dm in istration (国家质量技术监督

局 ). V erification Regulation ofWork ing G lass Con tainer (常用玻璃

量嚣检定规程 ) . JJGI96- 90. 1990

(本文于 2008年 11月 25日修改回 )

)133)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 1)


