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［摘要］ 目的: 建立高效液相色谱法同时测定白芍总苷中的芍药苷和芍药内酯苷的不确定度评定方法。方法: 采用高效

液相色谱法测定芍药苷和芍药内酯苷含量，分析影响其不确定度的因素来源，对各个不确定度因素进行评定，并计算合成不确

定度，最终给出测量结果的扩展不 确 定 度 和 置 信 水 平。结 果: 不 确 定 度 评 估 芍 药 苷 为 ± 1. 48%、芍 药 内 酯 苷 为 ± 0. 66%。结

论: 方法可用于高效液相色谱法测定药物含量的不确定度分析，使测定结果更加可靠。
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［Abstract］ Objective: To establish a high performance liquid chromatography method for uncertainty
analysis of paeoniflorin and albiflorin of TGP． Method: HPLC method was established to determine the content of
paeoniflorin and albiflorin． Each active component of uncertainty was calculated the variable parameters among the
procedures． The combined uncertainty and extended uncertainty and confidence were finally obtained by synthesized
the uncertainties of various component variables． Result: Uncertainty evaluation for paeoniflorin was ± 1. 48% and
albiflorin is ± 0. 66% ． Conclusion: The established mathematic model is reasonable and relible，it is applicable to
the uncertainty analysis of high performance liquid chromatography method in the determination of drugs．
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测量不确定度是表征合理地赋予被测量之值的

分散性与测量结果相关联系的参数［1］，是被 测 量 客

观值在某一量值范围内的一个评 定，其 大 小 决 定 了

测量结果的实用价值。不 确 定 度 越 小，测 量 结 果 的

质量越高，使用价值越大。由 于 测 量 不 确 定 度 是 对

测量结 果 的 定 量 表 征，中 国 合 格 评 定 认 可 委 员 会

( CNAL) 在对 实 验 室 进 行 认 可 时，都 要 求 开 展 测 量

不确定度的评定［2］。目前，测量不 确 定 度 的 理 论 已

在国家计量基准、标准物质的研究及仪器校准、化工

生产、产品检验等领域得到大力的推广应用［3］，因此

正确表达和评定测量方法的测量不确定度正逐步成

为国际通行的要求。
本 文 根 据《测 量 不 确 定 度 评 定 与 表 示》

( JJF1059-1999 ) 中有 关 规 定 对 白 芍 总 苷 中 芍 药 苷、
芍药内酯苷含量的测量不确定 度 进 行 了 分 析，以 找

出影响不确定度的因素，对不确定度进行评估，为评
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价检测报告提供科学依据，建立高 效 液 相 色 谱 测 定

法的不确定度评定方式。
1 材料

1. 1 仪 器 岛 津 LC-10 高 效 液 相 色 谱 仪，KQ-
250DB 型数控超声波清洗器 ( 昆山市超声仪器有限

公司) ，岛津 AUW220 1 /10 万电子天平，AB104-N 型

1 /万天平( 梅特勒-托利多) ，所用玻璃仪器均为天玻

牌 A 级。
1. 2 试药 芍药苷对照品( 中国药品生物制品检定

所，批号 110736-200732 ) ，芍药内酯苷对 照 品 ( 深 圳

市美荷生物科技有限公司) ，白芍总苷原料( 浙江宁

波立华制药 有 限 公 司 提 供，批 号 091102 ) ，乙 腈 ( 色

谱纯，山 东 禹 王 实 验 有 限 公 司 化 工 分 公 司 ) ，磷 酸

( 优级纯，天 津 精 细 化 学 品 开 发 有 限 公 司 ) ，95% 乙

醇( 分析纯，上 海 振 兴 化 工 一 厂) ，所 用 试 剂 水 均 为

超纯水。
2 方法与结果

2. 1 白 芍 总 苷 中 芍 药 苷 和 芍 药 内 酯 苷 的 HPLC

测定

2. 1. 1 色谱条件 Diamonsil C18 色谱柱( 4. 6 mm ×
250 mm，5 μm ) ，流 动 相 乙 腈-0. 1% 磷 酸 溶 液 ( 12 ∶
88 ) ，体积流量 1. 0 mL·min － 1 ，检测波长 230 nm，柱

温 25 ℃ ，进样量 10 μL。
2. 1. 2 对照品溶液的制备 取芍药苷约 23 mg，精

密称定，置 25 mL 量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀

即得芍药苷对照品储备液。取芍药内酯苷约 3 mg，

精密称定，置 10 mL 量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇

匀即得芍药内酯苷对照品储备液; 分 别 精 密 吸 取 芍

药苷、芍药内 酯 苷 对 照 品 储 备 液 各 2 mL，置 25 mL

量瓶中，用甲醇定容至刻度，摇匀，即得。
2. 1. 3 供试品溶 液 的 制 备 取 本 品 约 0. 1 g，精 密

称定，置 50 mL 量瓶中，加稀 乙 醇 约 35 mL，超 声 处

理 15 min，取出，放冷，加稀乙醇至刻度，摇匀。精密

吸取 5 mL，置 50 mL 量 瓶 中，加 稀 乙 醇 至 刻 度，摇

匀，经 0. 45 μm 的微孔滤膜滤过，即得。
2. 1. 4 样品测定 分别精密吸取对照品溶液、与供

试品溶 液 各 10 μL，注 入 高 效 液 相 色 谱 仪，测 定，按

外标法( 峰面积) 计算，结果白芍总苷中芍药苷的质

量分数为 42. 42% ( n = 3 ) ，芍药内酯苷的质量 分 数

为 12. 57% ( n = 3 ) 。
2. 2 数学模型 根据实验过程，建立含量测定数学

模型 x =
miAsVs

AiVims
× 100% ，其 中 mi 为 对 照 品 的 质 量，

As 为样品的峰 面 积，Vs 为 样 品 的 稀 释 体 积，Ai 为 对

照品的峰面积，Vi 为 对 照 品 的 稀 释 体 积，ms 为 样 品

的称样量。
2. 3 分析不确定度来源 根据数学模型分析，单份

供试品含量测定的不确定度主要来源于 mi，Vs，ms，

Vi，Ai，As6 个分量［4-5］。经过对实验整个过程的不确

定因素分析，并对上述 6 个因素进行归纳，其不确定

度可以归纳为 4 个方面: 对照品峰面积的不确定度、
对照品溶液浓度的不确定度、样 品 峰 面 积 的 不 确 定

度、样品溶液浓度的不确定度［6］。每 一 个 不 确 定 度

分量中又应考虑每一个影响因 素，直 至 影 响 因 素 变

得足够小，对结果的 影 响 可 以 忽 略 时 为 止。图 1 列

出了本实验的所有不确定度分 量 的 因 果 关 系 图，有

利于更直观地分析所有的不确定度来源［7］。

图 1 不确定度分量示意

3 不确定度分量的量化

3. 1 对照品纯度的不确定度 u( pi ) 芍药苷和芍药

内酯苷对照品证书提供的纯度大于 98% ，按矩形分

布计算，其 对 照 品 纯 度 引 入 的 不 确 定 度 u ( pi ) =

1 － 0. 98

槡2 3
= 5. 77 × 10 － 3 ，相 对 标 准 不 确 定 度

[ ]u p
p

=

5. 77 × 10 － 3

1
= 5. 77 × 10 － 3。

3. 2 质量类不确定度( mi，ms )

3. 2. 1 对照品称 量 质 量 的 相 对 不 确 定 度 u ( mi )

主要有 2 个来源，包括①电子 天 平 称 量 示 值 的 不 确

定度 u( mi1 ) : 电子天平经检定为 1 级，允许误差为 ±

0. 1 mg，按 正 态 分 布 计 算 u ( mi1 ) = 0. 1 /3 = 0. 033

mg。②称量由天平重复性代入的不确定度 u ( mi2 ) :

根据天平的 检 定 证 书 重 现 性 标 准 偏 差 为 0. 05 mg。

由于对照品芍药苷取样量为 22. 83 mg，对照品芍药

内酯苷取样量 3. 23 mg，则相对标准不确定度中芍药
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苷为
u( mi )

mi
=

u( mi1 )

m[ ]
i

2

+
u( mi2 )

m[ ]
i槡

2

= 0. 262% ，

芍 药 内 酯 苷
u( mi )

ml
=

u( mi1 )

m[ ]
i

2

+
u( mi2 )

m[ ]
i槡

2

= 1. 85%。
3. 2. 2 样品质量的不确定度 u( ms ) 主要来源有 2

种①电子天平称量示值的不确定度 u ( ms1 ) : 天平称

量允差为 ± 0. 001 g，按正态分布换算成标准偏差为

u( ms1 ) = 0. 001 /3 = 0. 333 mg; ② 电 子 天 平 称 量 重

复性的不确定度 u( ms2 ) : 根据天平的检定证书重现

性标准偏差为 0. 3 mg，即 u ( ms2 ) = 0. 3 mg。因 此，

合成 不 确 定 度 为 u ( ms ) = u2 ( ms1 ) + u2 ( ms2槡 ) =

0. 3332 + 0. 3槡
2 = 0. 448 mg，样品 称 样 量 为 0. 104 4

g，相对标准不确定度
u( ms )

ms
= 0. 448
104. 4

= 0. 43%。

因此质量类引入的不确定度

u芍 药 苷 ( m ) =
u( mi )

m[ ]
i

2

+
u( ms )

m[ ]
s槡

2

=

0. 002 622 + 0. 004 3槡
2 = 0. 504% ，u芍 药 内 酯 苷 ( m ) =

u( mi )

m[ ]
i

2

+
u( ms )

m[ ]
s槡

2

= 0. 018 52 + 0. 004 3槡
2

= 1. 899%。
3. 3 体积类不确定度( Vi，Vs )

3. 3. 1 配制对照 品 时 由 玻 璃 器 皿 带 入 的 相 对 不 确

定度 u( Vi ) 芍 药 苷 对 照 品 配 制 过 程 中 使 用 了 25
mL 量瓶、2 mL 移液管，这些玻璃仪器引入的不确定

度 u( Vi ) 有以下情况。25 mL 量瓶 u ( Vi1 ) 来源主要

有 3 种①校 准: A 级 25 mL 单 标 量 瓶 示 值 允 差 ±

0. 03 mL，取 k 槡= 3，则 u( Vi11 ) = 0. 03

槡3
= 0. 017 3 mL;

②重 复 性: 重 复 测 定 10 次，测 得 u ( Vi12 ) = 0. 024
mL; ③温度: 由于实验温度变化范围为( 20 ± 5 ) ℃ ，

甲醇的膨胀系数为 1. 10 × 10 － 3 / ℃ ，按矩形分布 计

算，则 温 度 影 响 的 不 确 定 度 u ( Vi13 ) =

25 × 5 × 1. 10 × 10 － 3

槡3
= 0. 079 4 mL。 u ( Vi1 ) =

u2 ( Vi11 ) + u2 ( Vi12 ) + u2 ( Vi13槡 ) =

0. 017 32 +0. 0242 +0. 079 4槡
2 = 0. 085 mL。

2 mL 移液管 u( Vi3 ) 主要来源有 3 种: ①校准: A

级 2 mL 单标线移液管示值允差 ± 0. 010 mL，取 k =

槡3，u( Vi31 ) = 0. 010

槡3
= 0. 00577 mL; ②重复性: 重复测

定 10 次，计算 得 u ( Vi32 ) = 0. 008 mL; ③温 度: 由 于

实验温度变化范围为 ( 20 ± 5 ) ℃ ，甲 醇 的 膨 胀 系 数

为 1. 10 × 10 － 3 / ℃ ，按矩形分布计算，则温度影响的

不 确 定 度 u ( Vi33 ) = 2 × 5 × 1. 10 × 10 － 3

槡3
=

0. 006 35 mL。

u ( Vi3 ) = u2 ( Vi31 ) + u2 ( Vi32 ) + u2 ( Vi33槡 ) =

0. 005 772 + 0. 0082 + 0. 006 35槡
2 = 0. 012 mL。

25 mL 量瓶 u( Vi2 ) 所测结果同 u( Vi1 ) :

u( Vi1 ) = u2 ( Vi11 ) + u2 ( Vi12 ) + u2 ( Vi13槡 )

= 0. 017 32 + 0. 0242 + 0. 079 4槡
2 = 0. 085 mL

因此芍药苷对照品合成标准相对不确定度为

u( Vi )

Vi
=

u( Vi1 )

Vi
[ ]

1

2

+
u( Vi2 )

Vi
[ ]

2

2

+
u( Vi3 )

Vi
[ ]

3槡
2

= 0. 00342 + 0. 0062 + 0. 0034槡
2 = 0. 77%。

芍药内酯苷对照品配制过程中使用了 10 mL 量

瓶、2 mL 移液管、25 mL 量瓶，这些玻璃器皿带入的

不确定度 u( Vi ) 有以下情况。10 mL 量瓶 u ( Vi4 ) 来

源主要有 3 种①校准: A 级 10 mL 单 标 线 量 瓶 示 值

允差 ± 0. 020 mL，取 k 槡= 3，则 u ( Vi4 1 ) = 0. 020

槡3
=

0. 011 5 mL;②重复性: 重复测定 10 次，测得 u( Vi42 ) =
0. 017 mL; ③温度: 由于实验温度变化范围为( 20 ±
5) ℃ ，按矩形分布计算，甲醇的膨胀系数为 1. 10 ×
10 － 3 /℃ ，则温度影响的不确定度。

u( Vi43 ) = 10 × 5 × 1. 10 × 10 － 3

槡3
= 0. 031 8 mL，

u ( Vi4 ) = u2 ( Vi41 ) + u2 ( Vi42 ) + u2 ( Vi43槡 ) =

0. 011 52 + 0. 0172 + 0. 031 8槡
2 = 0. 038 mL。

25 mL 量瓶 u( Vi5 ) 所测结果同 u( Vi1 ) :

u( Vi1 ) = u2 ( Vi11 ) + u2 ( Vi12 ) + u2 ( Vi13槡 )

= 0. 01732 + 0. 0242 + 0. 0794槡
2 = 0. 085 mL。

2 mL 移液管 u( Vi6 ) 所测结果同 u( Vi3 ) :

u( Vi3 ) = u2 ( Vi31 ) + u2 ( Vi32 ) + u2 ( Vi33槡 )

= 0. 005 772 + 0. 0082 + 0. 006 35槡
2 =

0. 012 mL。

因此芍药内酯苷对照品合成标准相对不确定度
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为
u( Vi )

Vi
=

u( Vi4 )

Vi
[ ]

4

2

+
u( Vi5 )

Vi
[ ]

5

2

+
u( Vi6 )

Vi
[ ]

6槡
2

=

0. 003 82 + 0. 003 42 + 0. 006槡
2 = 0. 79%。

3. 3. 2 样品稀释 时 玻 璃 器 皿 带 入 的 不 确 定 度 样

品稀释时使用了 50 mL 量瓶、5 mL 移液管，这 些 玻

璃仪器使用引入的不确定度 u( Vs ) ( 1 ) 50 mL 量瓶 u
( Vs1 ) 来源主要 有 3 种: ①校 准: A 级 50 mL 单 标 线

量瓶 示 值 允 差 ± 0. 05 mL，取 k 槡= 3，则 u( Vs11 ) =
0. 05

槡3
= 0. 028 9 mL; ②重复性: 重复测定 10 次，测得

u( Vs12 ) = 0. 052 mL; ③温度: 由于实验温度变化范围

为( 20 ± 5 ) ℃ ，按矩形分布计算，稀乙醇的膨胀系数

为 1. 50 × 10 － 3 /℃ ，则 温 度 影 响 的 不 确 定 度

u( VS13 ) = 50 × 5 × 1. 50 × 10 － 3

槡3
= 0. 216 mL。

u( Vs1 ) = u2 ( Vs11 ) + u2 ( Vs12 ) + u2 ( Vs13槡 )

= 0. 028 92 + 0. 0522 + 0. 216槡
2 = 0. 22 mL。

( 2 ) 5 mL 移 液 管 u ( Vs2 ) 主 要 来 源 有 3 种①校

准: A 级 5 mL 单标线移液 管 示 值 允 差 ± 0. 015 mL，

取 k 槡= 3，u( Vs21 ) = 0. 015

槡3
= 0. 008 66 mL; ②重复性:

重复测定 10 次，测 得 u ( Vs22 ) = 0. 016 mL; ③温 度:

由于实验温度变化范围为 ( 20 ± 5 ) ℃ ，按 矩 形 分 布

计算，稀乙醇的膨胀系数为 1. 50 × 10 － 3 / ℃ ，则温度

影 响 的 不 确 定 度 u ( Vs23 ) = 5 × 5 × 1. 50 × 10 － 3

槡3
=

0. 021 6 mL。

u ( Vs2 ) = u2 ( Vs21 ) + u2 ( Vs22 ) + u2 ( Vs23槡 ) =

0. 008 662 + 0. 0162 + 0. 021 6槡
2 = 0. 028 mL。

( 3 ) 50 mL 量 瓶 u ( Vs3 ) 所 测 结 果 同 u ( Vs1 ) : u

( Vs3 ) = u2 ( Vs31 ) + u2 ( Vs32 ) + u2 ( Vs33槡 ) =

0. 028 92 + 0. 0522 + 0. 216槡
2 = 0. 22 mL。

因此 样 品 稀 释 引 起 的 相 对 标 准 不 确 定 度 为:

u( Vs )

Vs
=

u( Vs1 )

Vs
[ ]

1

2

+
u( Vs2 )

Vs
[ ]

2

2

+
u( Vs3 )

Vs
[ ]

3槡
2

=

0. 004 322 + 0. 005 62 + 0. 004 32槡
2 = 0. 83%。因 此

由 体 积 类 引 入 的 不 确 定 度 为 u芍 药 苷 ( V ) =

u( Vi )

V[ ]
i

2

+
u( Vs )

V[ ]
s槡

2

= 0. 007 72 +0. 008 3槡
2 =1. 13%。

u芍 药 内 酯 苷 ( V ) =
u( Vi )

V[ ]
i

2

+
u( Vs )

V[ ]
s槡

2

=

0. 007 92 + 0. 008 3槡
2 = 1. 15% 。

3. 4 峰面积类不确定度( Ai，As )

3. 4. 1 对照品测 得 的 峰 面 积 的 不 确 定 度 u ( Ai )

①芍药苷: 对照品液 6 次重复 进 样 测 得 量 的 峰 面 积

为 897 897，893 055，904 581，905 667，902 443，894
803。珔A = 899 741 标准不确定度按 贝 赛 尔 公 式 计 算

s =
∑( Ai －珔A) 2

n槡 － 1
= 5 259. 86。则 相 对 不 确 定 度 u

( Ai ) = s
珔A

= 0. 58% ②芍药内酯苷: 对照品液 6 次进

样 重 复 测 得 量 的 峰 面 积 为 281 380，281 094，

278 524，280 019，278 502，277 746。珔A = 279 544，标

准不确定度按 贝 赛 尔 公 式 计 算 s =
∑( Ai －珔A) 2

n槡 － 1
=

1 507. 18。则相对不确定度 u( Ai ) = s
珔A

= 0. 54%。

3. 4. 2 样品测得的峰面积的相对不确定度 u ( As )

样品重复测定 6 次结果的标准不确定度按贝赛尔公

式计 算 s芍药苷 =
∑( Ai － A) 2

n槡 － 1
= 9 324. 81; s芍药内酯苷 =

∑( Ai － A) 2

n槡 － 1
= 3 123. 19。

相对 不 确 定 度 u芍 药 苷 ( As ) =
s芍 药 苷

A
= 0. 91% ，

u芍 药 内 酯 苷 ( As ) =
s芍 药 内 酯 苷

A
= 1. 14%。

因此由峰面积类引入的不确定度为

u芍 药 苷 ( A ) = 0. 005 82 + 0. 009 1槡
2 = 1. 08% ;

u芍 药 内 酯 苷 ( A) = 0. 005 42 + 0. 011 4槡
2 = 1. 26% 。

4 不确定度的合成与评定

4. 1 不确定度分量汇总 表 将 所 有 的 不 确 定 度 分

量进行汇总( 表 1 ) ，有 利 于 更 加 直 观 地 分 析 各 分 量

的大小。
4. 2 合 成 标 准 不 确 定 度 芍 药 苷 合 成 不 确 度 =

u2 ( p) + u2 ( m) + u2 ( V) + u2 ( A槡 ) =

0. 577% 2 + 0. 504% 2 + 1. 13% 2 + 1. 08%槡
2 =

0. 017 4 芍 药 内 酯 苷 合 成 不 确 定 度 =

u2 ( p) + u2 ( m) + u2 ( V) + u2 ( A槡 ) =

0. 577% 2 + 1. 899% 2 + 1. 15% 2 + 1. 26%槡
2 = 0. 026 2。
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表 1 不确定度各分量分布

分量 不确定度来源 分布 类型
相对标准不确定度

芍药苷 芍药内酯苷

u( p) 对照品纯度不确定度 矩形 B 类 5. 77 × 10 － 3 5. 77 × 10 － 3

u( mi )
天平示值不确定度

天平称量重复性不确定度

正态

正态

B 类

A 类
2. 62 × 10 － 3 1. 85 × 10 － 2

u( ms )
天平示值不确定度

天平称量重复性不确定度

正态

正态

B 类

A 类
4. 30 × 10 － 3 4. 30 × 10 － 3

u( Vi )
标准量瓶的不确定度

定容重复性的不确定度

三角

正态

B 类

A 类
7. 70 × 10 － 3 7. 90 × 10 － 3

u( Vs )
标准量瓶的不确定度

定容重复性的不确定度

三角

正态

B 类

A 类
8. 30 × 10 － 3 8. 30 × 10 － 3

u( A i ) 对照品溶液进样重复性的不确定度 正态 A 类 5. 80 × 10 － 3 5. 40 × 10 － 3

u( A s ) 样品溶液进样重复性的不确定度 正态 A 类 9. 10 × 10 － 3 1. 14 × 10 － 2

4. 3 扩展不确定度及报告 不 确 定 度 取 包 含 因 子

k = 2，则 芍 药 苷 扩 展 不 确 定 度 Ur ( S ) = 42. 42% ×
0. 017 4 × 2 = 1. 48% ; 芍药内酯苷扩展不确定度 Ur
( S) = 12. 57% × 0. 026 2 × 2 = 0. 66% ，本 次 含 量 测

定质 量 分 数 的 结 果 可 表 示 为 芍 药 苷 ( 42. 42 ±
1. 48 ) % ，芍药内酯苷( 12. 57 ± 0. 66 ) % 。
5 讨论

由于被测样品 为 原 料 粉 末，主 成 分 测 定 过 程 中

不受辅料和杂质的影响，且其样品 非 均 匀 性 引 入 的

不确定度可忽略。本测定方法采用 HPLC 对白芍总

苷中芍药苷和芍药内酯苷进行含量测定，由于 HPLC
仪本身对 测 定 结 果 影 响 因 素 很 多，难 以 一 一 评 估。
在实际测定 中，HPLC 仪 误 差 引 起 的 不 确 定 度 体 现

在色谱峰面积 的 测 量 结 果 中，所 以 对 HPLC 仪 的 进

样精密度、体积流量和流量精密度 等 各 因 素 的 不 确

定度分量不作细化讨论。同时对照品溶液的配制中

采用甲醇为溶剂，其膨胀系数约为 水 的 膨 胀 系 数 的

5. 2 倍 ． 故 在 试 验 过 程 中 应 尽 量 降 低 实 验 操 作 温 度

的偏差，以减少由于溶液定容引入的不确定度。
本实验不确定 度 评 估 中，从 表 1 各 标 准 分 量 的

不确定可以看出，本方法测量芍药 苷 结 果 的 各 分 量

不确定度均较小，测量芍药内酯苷 结 果 的 不 确 定 度

主要来自对照品称量和样品溶液进样重复性的不确

定度。在分析了上述影响 测 量 不 确 定 度 的 原 因 后，

采取相应措施，测量结果的不确定 度 可 以 得 到 进 一

步减小。本文所建立的方法考虑了 HPLC 测定过程

中产生不确定度的大部分因素，为 同 类 实 验 提 供 了

有益的参考。
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