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摘要 目的:评定 HPLC法测定人血浆中奥硝唑浓度的不确定度。方法:对奥硝唑浓度测定过程中各影响因素，包括测定精密
度、称量、标准溶液的配制、含药血浆的配制、血浆提取、仪器、标准曲线拟合等进行分析评定，计算各变量的不确定度和合成
不确定度，最终计算扩展不确定度。结果:人血浆中低( 0. 5 μg·mL －1 ) 、中( 5 μg·mL －1 ) 浓度奥硝唑的扩展不确定度分别为

0. 088 μg·mL －1、0. 324 μg·mL －1 ( P = 95%，k = 2) 。结论: HPLC法测定人血浆中奥硝唑浓度的不确定度主要由标准曲线拟
合( 尤其是低浓度) 、标准溶液和血浆样品制备处理及仪器允差引入。
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Evaluation of uncertainty for the determination of ornidazole
in human plasma by HPLC*
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Abstract Objective: To evaluate uncertainty for the determination of ornidazole in human plasma by HPLC．
Methods: It were analyzed that various factors affecting detection process，including repeatability，weighing，solution
preparation，drug － spiked plasma preparation，solid phase extraction，HPLC error，calibration curve fitting，and so
on． The expanded uncertainty was obtained by calculating each component of uncertainty and combined uncertainty．
Results: The expand uncertainty of 0. 5 μg·mL －1 and 5 μg·mL －1 was 0. 088 μg·mL －1，0. 324 μg·mL －1，re-
spectively( P = 95%，k = 2) ． Conclusion:When determination of ornidazole in human plasma by HPLC，the uncer-
tainty was mainly caused by the standard curve fitting( especially the low level of ornidazole) ，solution and plasma
preparation，sample pretreatment and HPLC error．
Key words: pharmaceutical analysis; ornidazole; biological sample; plasma drug concentration; uncertainty; HPLC

测量不确定度表征合理地赋予被测量之值的分

散性，广义讲是指对测量结果正确性的可疑程

度［1］。在生物分析化学领域，测量不确定度的评定
越来越受到人们的重视，它与实验室的质量控制

( QC) 和质量保证( QA) 密切相关，可作为方法学验
证和水准鉴定的一部分［2］。奥硝唑是继甲硝唑、替
硝唑之后的第 3 代新型硝基咪唑类抗菌药，具有良
好的抗厌氧菌和抗原虫感染作用。参考已发表的文
献［3，4］，本文建立了 HPLC法测定人血浆中奥硝唑浓
度的方法。由于生物样本测定比较复杂，步骤繁多，
结果变异的相关因素众多，因而其不确定度评定较

为困难。本文以国家计量技术规范、不确定度评定
的相关教材及文献为理论和方法指导［1，5 ～ 7］，重点参

考已发表文献［8，9］的评定步骤和内容，以奥硝唑

为例建立其生物样品中测定的不确定度评定方

法，控制血药浓度测定过程中关键步骤，对主要

影响因素进行分析评定，最终得出检测结果扩展

不确定度值。
1 仪器和试药
高效液相色谱仪: Agilent 1100 HPLC; 色谱柱:

Phenomenex，Luna 5 μm，C18，250 mm × 4. 60 mm;
Mettler Toledo XP205 电子天平; 实验室用 50 mL 和
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10 mL量瓶，5 mL和 2 mL单标线移液管，5 mL分度
吸量管( 试验用玻璃量器均为 A 级) ; OASIS HLB
固相萃取小柱( 30 mg，1 cc，Waters，USA) 。
奥 硝 唑 对 照 品 ( 纯 度: 99. 4% ; 批 号:

200812A05; 湖南九典制药有限公司) ; 替硝唑( 内
标; 纯度: 99. 73% ; 批号: 030105; 湖北科益制药股份
有限公司) ; 甲醇( 色谱纯，Fisher Scientific，USA) ; 醋
酸( ≥99. 5% GC /T，Fluka) ; 超纯水由Milli － Q系统
制得( Millipore，USA) ; 健康人空白血浆( 配制含药
血浆用，北京通州区血液中心提供) 。
2 实验方法
2. 1 检测条件 使用高效液相色谱 － 紫外
( HPLC /UV) 检测: 流动相为乙腈 －含 0. 4%醋酸的
水( 35︰65 ) ，流速为 0. 8 mL·mL －1，紫外检测波长

为 312 nm，柱温 35 ℃，进样体积为 20 "L。
2. 2 对照品工作液及内标工作液的配制
精密称量奥硝唑对照品 100 mg 于 50 mL 烧杯

中，加少量甲醇溶解后转移至 50 mL量瓶中，然后用
少量甲醇多次洗涤烧杯，并将洗涤溶液全部转入量

瓶中，最后加甲醇稀释并定容至刻度，得到浓度为

2 mg·mL －1的储备液。用 2 mL 单标线移液管吸
取储备液 2 mL置于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释并
定容至刻度，得 400 "g·mL －1的对照品溶液( L －
1 ) ; 用 5 mL单标线移液管吸取 400 "g·mL －1溶液

5 mL置于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻
度，得200 "g·mL －1的工作液( L － 2 ) ; 用 5 mL 单
标线移液管吸取 200 "g·mL －1溶液 5 mL 置于 10
mL量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻度，得 100 "g
·mL －1的工作液( L － 3 ) ; 用 5 mL 单标线移液管
吸取100 "g·mL －1溶液 5 mL 置于 10 mL 量瓶中，
加甲醇稀释并定容至刻度，得 50 "g·mL －1的工作

液( L － 4 ) ; 用2 mL单标线移液管吸取 50 "g·
mL －1溶液2 mL置于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释并
定容至刻度，得10 "g·mL －1的工作液( L － 5 ) ; 用
5 mL单标线移液管吸取 10 "g·mL －1溶液 5 mL
置于 10 mL量瓶中，加甲醇稀释并定容至刻度，得
5 "g·mL － 1的工作液( L － 6 ) ; 用 5 mL 单标线移
液管吸取5 "g·mL － 1溶液5 mL置于 10 mL 量瓶
中，加甲醇稀释并定容至刻度，得 2. 5 "g·mL － 1

的工作液( L － 7 ) ; L － 1 至 L － 7 为奥硝唑系列工
作液。
精密称量替硝唑对照品 25 mg 于 50 mL 烧杯

中，以少量甲醇溶解后转移至 50 mL量瓶中，然后用
少量甲醇多次洗涤烧杯，并将洗涤溶液全部转入量

瓶中，最后加甲醇稀释并定容至刻度，得到浓度为

500 "g·mL －1的内标储备液。用 5 mL 分度吸量管
吸取精密吸取 1 mL内标储备液至于 10 mL量瓶中，
加甲 醇 稀 释 并 定 容 至 刻 度，得 到 浓 度 为

50 "g·mL －1的内标工作液。
2. 3 含药标准血浆的配制
用移液器( 量程范围是 20 ～ 200 μL ) 吸取

50 μL分别吸取系列浓度的奥硝唑工作液( L － 1
至 L － 7 ) 于 Eppendorf管中，然后用移液器( 量程
范围是 100 ～ 1000 μL ) 分别加入人空白血浆
500 μL，涡旋 30 s 混匀，配制成浓度分别为
0. 25，0. 5，1，5，10，20，40 "g·mL － 1的一系列标

准血浆，用移液器( 量程范围是 20 ～ 200 μL ) 分
别加入 20 μL 内标工作液。
按上述方法配制 0. 5 "g·mL －1和 5 "g·mL －1

的含药标准血浆，分别作为低( Low，L) 和中( Medi-
um，M) 浓度质控样品，进行方法的精密度和回收率
考察。
2. 4 血浆样品预处理 采用固相萃取法对血浆
样品进行处理。采用 Waters OASIS HLB 固相萃
取小柱。①使用前活化: 用移液器加 1 mL 甲醇
润湿小柱，活化填料，以使固相表面易于和被分

析物发生分子间相互作用，同时可以除去填料中

可能存在的杂质; ②水洗: 用 1 mL 超纯水淋洗小
柱，预处理除去甲醇以便样本与固相表面发生作

用，也可避免样品中的蛋白质在有机溶剂中变性

或沉淀出来，堵塞柱子; ③加样: 用移液器吸取全
部含药和内标的血浆上样，然后用 1 mL 超纯水
淋洗小柱去除样本中的内源性杂质和其他相关

杂质，弃去废液。④收集洗脱液: 用移液器吸取
0. 5 mL 的 90%甲醇水溶液( 含 1%乙酸) 洗脱被
分析物，收集洗脱液进样检测。
2. 5 样品检测与计算
按“2. 1”项下条件以 HPLC /UV 进行样品的测

定，以奥硝唑信号的峰面积与内标替硝唑响应的峰

面积之比对样品浓度做标准曲线。待测样品用同样
的方法分析后，将样品信号的峰面积与内标信号的

峰面积之比代入标准曲线，计算得到待测样品的浓

度，即:

C =
R － B0

B1

其中 R为奥硝唑信号峰面积与内标替硝唑信
号峰面积之比，B1为标准曲线斜率，B0为标准曲线

截距。
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3 结果
3. 1 测量不确定度的来源分析 生物样本中药
物测定步骤包括: ①标准血浆的制备: 这一过程
涉及工作液的制备、加入空白血浆和内标，其中
工作液的制备受储备液配制( 影响因素包括对照

品纯度、量瓶允差和称量) 和逐级稀释过程( 影响
因素包括移液管、吸量管、量瓶允差允差) 的影
响，加入空白血浆和内标受移液器允差影响;

②样品的提取: 涉及回收率问题; ③仪器测定;
④标准曲线的拟合; ⑤温度等。这些步骤中的每
一个因素都会对测定结果产生影响，因此都是不

确定度的来源。

3. 2 各分量不确定度的分析和评定
3. 2. 1 A类不确定度评定，ur ( 1)
由重复观测( 精密度) 引入的不确定度属于 A

类不确定度。按“2. 3”项下方法分别配制 0. 5，1，5，
10，20，40 "g·mL －1的标准血浆，并平行配制低

( Low，L) 和中( Medium，M) 浓度质控样品各 5 份( n
= 5) ，按“2. 4”项下方法处理后进样，进行 HPLC /
UV 测定，样品与内标峰面积比( R) 对样品的浓度
( C) 进行线性回归，得到标准曲线方程，将质控样品
信号的峰面积与内标信号的峰面积之比代入标准曲

线方程，计算得到质控样品的浓度。一共重复进行
3 组( n = 5) 这样的配制和测定，结果见表 1。

表 1 奥硝唑重复测定浓度数据
Tab 1 The repeatability for measurement of ornidazole

标准曲线

( standard curve)

组别

( group)

浓度

( concentration)

/"g·mL －1

组别

( group)

浓度( concentration)

/"g·mL －1

第 1 组

R =0. 2580C +0. 001411

L1 x11 0. 506 M1 x11 5. 048

x12 0. 503 x12 5. 017

x13 0. 505 x13 5. 035

x14 0. 504 x14 5. 014

x15 0. 505 x15 5. 058

x1 0. 505 x1 5. 034

第 2 组

R =0. 2578C +0. 001175

L2 x21 0. 517 M2 x21 5. 057

x22 0. 488 x22 5. 018

x23 0. 499 x23 5. 063

x24 0. 488 x24 5. 065

x25 0. 491 x25 5. 018

x2 0. 496 x3 5. 044

第 3 组

R =0. 2568C －0. 000425

L3 x31 0. 502 M3 x31 5. 115

x32 0. 497 x32 5. 098

x33 0. 513 x33 5. 165

x34 0. 503 x34 5. 105

x35 0. 500 x35 5. 109

x3 0. 503 x3 5. 118

依据贝赛尔公式计算合并样本偏差:

Sp ( x，L) =

m

j =1

n

k =1
( xjk － x

－

j )
2

m( n － 1槡 )
=0. 0078 "g·mL －1

Sp ( x，M) =

m

j =1

n

k =1
( xjk － x

－

j )
2

m( n － 1槡 )
=0. 023 "g·mL －1

公式中 m 为测量组数，n 为每组的测量次数
( 本实验 m = 3，n = 5) ; k为每组平行测定份数( 1，2，
…，n) ，j为组数( 1，2，…，m) 。
以每组 5 个值得平均值表示测量结果，则平均

值的标准偏差为［5］:

Sp ( x，L) =
Sp ( x，L)

槡mn
= 0. 0078

3 ×槡 5
= 0. 0020

Sp ( x，M) =
Sp ( x，M)

槡mn
= 0. 023

3 ×槡 5
= 0. 0060

则测量结果的相对标准不确定度为:

ur ( 1，L) = ur ( x，L) =
Sp ( x，L)
xTotal，L

= 0． 0020
0. 501 = 0. 0040

ur ( 1，M) = ur ( x，M) =
Sp ( x，M)
xTotal，M

= 0．0060
5. 066 =0. 0012
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3. 2. 2 B类不确定度评定
3. 2. 2. 1 对照品称量引入的不确定度，ur ( 2)
采用减重法称量，天平灵敏度带来的不确定度

可以忽略不计。依据计量检定证书，所用电子天平
e = 0. 1 mg，按均匀考虑，天平的非线性误差为:

u( Δ，Nonlinear) = a
k = 0. 5e

槡3
= 0. 5 × 0. 1

槡3
= 0. 029 mg

天平自动调零作为一次扣皮，其 a0 = a，则天平
自动调零引起的误差为: u ( Δ，Zeroing ) = a0 /k0 =
0. 029 mg。不考虑重复性误差时，天平的标准不确
定度为:

uc ( m) = u2 ( Δ，Nonlinear) + u2 ( Δ，Zeroing槡 )

= 0. 0292 + 0. 029槡 2 = 0. 041 mg
不考虑重复性误差时，称量奥硝唑的相对标准

不确定度为 ur ( m1 ) =
uc ( m)
m—1

= 0． 041
100 = 0. 00041，

称量内标的相对标准不确定度为 ur ( m2 ) =
uc ( m)
m—2

= 0． 041
25 = 0. 0016。

称量引起的相对标准不确定度为:

ur ( 2) = u2
r ( m1 ) + u2

r ( m2槡 )

= 0. 000412 + 0. 0016槡 2

= 0. 0017
3. 2. 2. 2 配制对照品溶液时引入的不确定度，
ur ( 3)
配制储备液所用量瓶为 50 mL 量瓶，其最大允

许误差为 ± 0. 050 mL，配制标准溶液所用量瓶均为
10 mL 量瓶，其最大允许误差为 ± 0. 020 mL。按均
匀分布，量瓶( Volumetric flask，VF) 的相对标准不确
定度为:

ur ( x，VF1 ) =
a1

k x—1

= 0. 050

槡3 × 50
= 0. 00058

ur ( x，VF2 ) =
a2

k x—2

= 0. 020

槡3 × 10
= 0. 0012

配制标准溶液时用到 2 mL 移液管、5 mL 移液
管和 5 mL 分度吸量管，2 mL 移液管的最大允许误
差为 ± 0. 010 mL，5 mL 移液管的最大允许误差为
± 0. 015 mL，5 mL分度吸量管的最大允许误差为 ±
0. 025 mL。按均匀分布，移液管 /分度吸量管( Pi-
pet，P) 的相对标准不确定度为:

ur ( x，P1) =
a1

k x—1

= 0. 010

槡3 × 2
= 0. 0029

ur ( x，P2) =
a2

k x—2

= 0. 015

槡3 × 5
= 0. 0017

ur ( x，P3) =
a3

k x—3

= 0. 025

槡3 × 5
= 0. 0029

不考虑重复性误差，考虑到操作次数时，配制溶

液引入的对标准不确定度为:

ur( 3) = 2u2r( x，VF1) + 8u2r( x，VF2) + 3u2r( x，P1) + 5u2r( x，P2) + u2r( x，P3槡 )

= 2 × 0. 000582 + 8 × 0. 00122 + 3 × 0. 00292 + 5 × 0. 00172 + 0. 0029槡 2

=0. 0158

3. 2. 2. 3 配制含药标准血浆时引入的不确定度，
ur ( 4)
含药标准血浆是由 50 μL 奥硝唑工作液、

500 μL空白血浆和 20 μL 内标工作液混合而成，其
不确定度主要由移液器引起。
移液器均为 Proline手动半支消毒移液器

( Biohit，Finland ) ，按厂商提供的技术参数，量取
50 μL 的最大允许误差为 ± 1. 00%，量取 500 μL
的最大允许误差为 ± 0. 70%，量取 20 μL 的最大
允许误差为 ± 2. 50%。由于温度对移液器的影
响非常小，忽略不计。按均匀分布，移液器的相
对标准不确定度为:

ur ( x1 ) =
a1

k x—1

= 0. 01 × 50

槡3 × 50
= 0. 0058

ur ( x2 ) =
a2

k x—2

= 0. 007 × 500

槡3 × 500
= 0. 0040

ur ( x3 ) =
a3

k x—3

= 0. 025 × 20

槡3 × 20
= 0. 014

配制血浆溶液时的相对标准不确定度为:

ur ( 4) = u2
r ( x1 ) + u2

r ( x2 ) + u2
r ( x3槡 )

= 0. 00582 + 0. 00402 + 0. 014槡 2

= 0. 016
3. 2. 2. 4 血浆样品提取过程，ur ( 5)
按“2. 3”项下方法平行配制低( Low，L ) 和中

( Medium，M) 浓度质控样品各 5 份，按“2. 4”项下方
法处理后进样，进行 HPLC /UV 测定，得到峰面积设
为 B; 按照相同方法配制相同低( Low，L) 和中( Me-
dium，M) 浓度的甲醇溶液各 5 份，直接进行 HPLC /
UV测定，得到峰面积设为 A。则奥硝唑在血浆中的
回收率 = B /A × 100%，结果见表 2。
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表 2 回收率( n =5)
Tab 2 Results of recovery

浓度( concentration)

/μg·mL －1

提取样品峰面积

( B，peak area of the extracted samples)

标准溶液峰面积

( A，peak area of the standard solution)

回收率( recovery)

/%

0. 5 29. 7 31. 7 93. 69

31. 1 32. 9 94. 53

30. 6 32. 2 95. 03

31. 9 31. 2 102. 24

31. 8 31. 1 102. 25

平均回收率( average recovery) /% 97. 55

回收率的 SD 0. 0432

5 308. 6 320. 6 96. 26

302. 3 316. 7 95. 45

324. 6 318. 1 102. 04

317. 8 314. 6 101. 02

307. 9 319. 0 96. 52

平均回收率( average recovery) /% 98. 26

回收率的 SD 0. 0303

回收率的相对标准不确定度:

ur ( 5，L) = ur ( R，L) =
SD，L
R，槡L n

= 0. 0432
0. 9755 ×槡5

= 0. 020

ur ( 5，M) = ur ( R，M) =
SD，M
R， 槡M n

= 0. 0303
0. 9826 ×槡5

= 0. 014
3. 2. 2. 5 HPLC量化测量不确定度，ur ( 6)
峰面积测定所用仪器型号为 Agilent 1100，其定

量的最大允差为 3%，按均匀分布，其相对不确定度
为:

ur ( 6) =
3

100 ×槡3
= 0. 017

3. 2. 2. 6 线性回归过程引入的不确定度，ur ( 7)
生物样本中药物测定时需要先建立标准曲线，

然后用标准曲线计算得到未知样品的浓度，直线回

归是最常用且最简单的一种，回归方程的建立对计

算未知样品的浓度至关重要。配制浓度依次为
0. 25，0. 5，1，5，10，20，40 μg·mL －1标准血浆样品，

提取后检测，每个浓度测量 3 次，共测得 21 对值，即
奥硝唑峰面积 As和内标峰面积 Ai，以 R = As /Ai计算

不同浓度的 R值( 见表 3) ［6］。

表 3 奥硝唑与内标峰面积比值( n =3)
Tab 3 Peak area ratio of ornidazole to the internal standard

浓度

( concentration) /

μg·mL －1

R = As /A i

1 2 3
平均值

( mean)

0. 25 0. 066 0. 068 0. 064 0. 066

0. 5 0. 129 0. 127 0. 127 0. 128

1 0. 257 0. 257 0. 258 0. 257

5 1. 307 1. 296 1. 295 1. 299

10 2. 593 2. 557 2. 523 2. 557

20 5. 166 5. 138 5. 072 5. 125

40 10. 297 10. 351 10. 370 10. 339

注( note) : 7 个标准血浆排序为 i =1，2，3，4，5，6，7( m =7) ; 每个标准血浆

测量 3 次的排序为 j =1，2，3( n =3) ［The order of 7 standard plasma was i =1，2，

3，4，5，6，7( m = 7) ; the order of measurement of standard plasma for 3 times was

j =1，2，3( n =3) ］

用每个标准血浆 R 的平均值对浓度进行线性
回归，得回归方程，其斜率 a = 0. 258165，截距 b =
－ 0. 00598。
残余标准偏差为:

S =

N

J = 1
［yJ － ( axi + b) ］2

N －槡 2 = 0. 028
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自相关方差为 Sxx = 
N

J = 1
( xi － x—) 2 = 3854. 41

本实验测定了低浓度和中浓度质控样品各

15 次，得到平均浓度分别为 x，L = 0. 501 μg·
mL － 1和 x，M = 5. 066 "g·mL － 1，其标准不确定

度分别为:

u( x，L) = S
a

1
P + 1

N + ( x，L
————

－ x—) 2

槡 Sxx

= 0. 028
0. 258165 × 1

15 + 1
21 + ( 0. 501 － 10. 964) 2

槡 3854. 41

= 0. 041

u( x，M) = S
a

1
P + 1

N + ( x，M － x—) 2

槡 Sxx

= 0. 028
0. 258165 × 1

15 + 1
21 + ( 5. 066 － 10. 964) 2

槡 3854. 41

= 0. 038
公式中 P为测定 x 的总次数( P = 15 ) ; N 为测

定标准血浆的总次数( N = m × n = 7 × 3 = 21 ) ; J 为
测定标准血浆的序数( J = 1，2，3…N) ，J 与 j 不同; i
为标准血浆的序数( i = 1，2，3，4，5，6，7) ; x—为 m = 7
个标准血浆浓度的平均值; xi为第 i个标准血浆的浓
度。
则其相对标准不确定度为:

ur ( 7，L) = ur ( x，L) =
u( x，L)
x，L

= 0．041
0．501 =0. 082

ur ( 7，M) = ur ( x，M) =
u( x，M)
x，M

= 0．038
5．066 =0. 0075

3. 3 合成不确定度的评定
奥硝唑浓度测定的相对标准不确定度为:

uc，r，L = u2r( 1，L) + u2r( 2) + u2r( 3) + u2r( 4) + u2r( 5，L) + u2r( 6) + u2r( 7，L槡 )

= 0. 00402 + 0. 00172 + 0. 01582 + 0. 0162 + 0. 0202 + 0. 0172 + 0. 082槡 2

= 0. 089

uc，r，M = u2r( 1，M) + u2r( 2) + u2r( 3) + u2r( 4) + u2r( 5，M) + u2r( 6) + u2r( 7，M槡 )

= 0. 00122 + 0. 00172 + 0. 01582 + 0. 0162 + 0. 0142 + 0. 0172 + 0. 0075槡 2

=0. 032

奥硝唑浓度测定的标准不确定度为:

uc，L = uc，r，L × x，L =0. 089 ×0. 501 =0. 044 μg·mL －1

uc，M = uc，r，M × x，M =0. 032 ×5. 066 =0. 162 μg·mL －1

3. 4 扩展不确定度的评定
取 k = 2，此时对应的置信概率为 95. 45%，奥硝

唑浓度测定的扩展不确定度为:

UL = k × uc，L = 2 × 0. 044 = 0. 088 μg·mL －1

UM = k × uc，M = 2 × 0. 162 = 0. 324 μg·mL －1

人血浆中低浓度和中浓度质控样品中奥硝唑的

浓度可分别表示为 ( 0. 501 ± 0. 088 ) μg·mL －1、
( 5. 066 ± 0. 324) μg·mL －1，k = 2( 95. 45%的置信区
间) 。
4 讨论
有关测定生物样本中药物浓度不确定度评定的

文献相当有限，且很多介绍的较为简略［9 ～ 12］，并未

如方法学验证那样具有公认和指导性的方法，这可

能是与生物样品中药物浓度的检测步骤复杂、干扰
因素较多有关。本文探讨了人血浆中奥硝唑浓度测
定的不确定度评定方法。
按照实验的顺序逐步寻找不确定度的来源，即

从标准血浆的制备、样品的提取、仪器测定、标准曲
线的拟合过程中分析不确定度的来源。本文中重点
考虑上述过程中的测量重复性( 精密度) 、称量对照
品、配制标准溶液、配制标准血浆、固相萃取过程、回
收率、仪器量化、线性回归等因素。因为奥硝唑和内
标的纯度均未被给出限度标识，所以没有进行对照

品纯度的不确定度计算; 实验环境在空调条件下温

度控制恒定，且奥硝唑和内标是在相同温度下配制

和测定，故温度对于二者浓度的影响忽略不计; 由于

标准溶液和血浆均为液态样品，标准溶液在量瓶中

充分混匀，含药血浆样品体积小且用涡旋振荡器充

分混合 30 s，所以对照品工作液和由含药血浆样品
不均匀性很小，带来的不确定度非常小，所以在本文

中也被忽略。
根据计算出的不确定度分量值，绘制出各不确

定度分量的统计直方图( 见图 1 ) ，评定显著性不确
定度分量。图中显示标准曲线的线性回归对低浓度
质控样品不确定度的贡献最大，其次是回收率、仪器
允差、血浆样品和对照品溶液的配制，而仪器允差、
血浆样品和对照品溶液配制、回收率是中浓度质控
样品不确定度的最大分量。结果提示在实际操作
中，可以将这些不确定度较大分量的步骤细化，找出

影响因素和解决办法，为方法学建立提供科学指导，

使测定结果更加准确可靠，例如加强技术人员的操

作水平和技术培训、尽量使用同一规格的量器配制
溶液、选择精密的量器和仪器、优化血浆前处理方
法、低浓度样品的测定尤其要注意标准曲线的线性
拟合等等。
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图 1 不确定度分量的统计直方图
Fig 1 Statistic histogram of components of uncertainty
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