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摘 要 目的：评定液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）法测定人血浆中氯吡格雷活性代谢物衍生物（CAMD）浓度的不确定度。方

法：对LC-MS/MS法测定人血浆中CAMD浓度的整个过程进行分析，对测定过程中的测量重复性、称量、工作液配制、生物样品制

备、回收率、仪器允差和标准曲线拟合等因素引起的不确定度分别进行了评定，最后计算合成不确定度并进行扩展。结果：血浆

CAMD 低（0.107 ng/ml）、中（4.467 ng/ml）、高（155.667 ng/ml）质量浓度质控的扩展不确定度分别为 0.0102 、0.188 、6.413 ng/ml

（k＝2，P＝95％）。结论：LC-MS/MS法测定人血浆中CAMD的不确定度在低浓度时主要由曲线拟合引入，在中浓度和高浓度时

主要由生物样品配制、萃取过程、对照品配制和仪器允差引入。
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Uncertainty Evaluation on Determination of Clopidogrel Active Metabolite Derivative in Human Plasma by
LC-MS/MS
MEI Sheng-hui1，FENG Wei-xing2，ZHU Yue-ting1，YANG Li1，ZHAO Ming3，ZHAO Zhi-gang1（1. Dept. of Phar-
macy，Beijing Tiantan Hospital Affiliated to Capital Medical University，Beijing 100050，China；2. Dept. of Pe-
diatrics，Beijing Tiantan Hospital Affiliated to Capital Medical University，Beijing 100050，China；3. College
of Chemicobiology and Pharmaceutical Science，Capital Medical University，Beijing 100069，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To evaluate the uncertainty of the determination of clopidogrel active metabolite derivative（CAMD）

in human plasma by LC-MS/MS. METHODS：The course of CAMD determination in human plasma by LC-MS/MS were analyzed

to evaluate the uncertainty caused by evaluate repeatability，weighing，standard solution preparation，biological sample prepara-

tion，recovery，instrument precision and calibration curve fitting in CAMD assay；the uncertainty were calculated and expanded.

RESULTS：The expanded uncertainty for low（0.107 ng/ml），medium（4.467 ng/ml）and high（155.667 ng/ml）levels of CAMD

were 0.0102 ng/ml，0.188 ng/ml and 6.413 ng/ml，respectively（k＝2，P＝95％）. CONCLUSIONS：The uncertainty of the CAMD

determination in human plasma by LC-MS/MS at low concentration is mainly caused by calibration curve fitting；at medium and

high concentrations is mainly caused by biological sample preparation，extraction procedure，standard solution preparation and in-

strument precision.

KEYWORDS Clopidogrel active metabolite derivative；LC-MS/MS；Plasma；Uncertainty

不确定度是表征合理地赋予被测量值的分散性，通过对

不确定度来源的分析，可以改进实验方案，提高检测的准确

性。氯吡格雷是一种噻吩并吡啶类抗血小板药，国家食品药

品监督管理总局（CFDA）已经批准了其仿制药的生产[1]，其在

体内代谢生成活性产物（R-130964），本试验通过体外烷基化

R-130964，建立了液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）法测定人血

浆中R-130964衍生物浓度的方法[2]。本文根据相关的指南[3-4]

对 LC-MS/MS 法测定人血浆中氯吡格雷活性代谢物衍生物

（CAMD）的不确定度进行评定，分析该方法中测量不确定度

各分量的来源及大小，为提高检测质量和实现国际间的数据

互认提供依据。

1 材料
1.1 仪器

Shimadzu LC-20AD 液相色谱系统（日本岛津公司）；AB

QTRAP 5500质谱仪（美国AB公司）；Mettler XS 105 DU型电

子天平（瑞士梅特勒-托利多公司）。

1.2 药品与试剂

氯吡格雷活性代谢物衍生物对照品（加拿大TRC公司，批
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号：4-MNZ-163-3）；内标：氯吡格雷类似物（中国食品药品检定
研究院，纯度：99.8％）；乙腈、乙酸为色谱纯，水为超纯水。

2 方法
2.1 色谱和及质谱条件

色谱柱：Kromasil C18（50 mm × 2.1 mm，5μm）；流动相：乙
腈（A）-水（B）（梯度洗脱：0.5 min，10％A；1.5 min，90％A；3

min，90％A；3.1 min，10％A；6 min，10％A）；进样量：10 μl；柱
温：37 ℃。

质谱条件：笔者另文发表。

2.2 对照品溶液的配制
准确称取氯吡格雷活性代谢物衍生物对照品 2.00 mg，用

乙腈定容至5 ml，作为贮备液。取贮备液2.0 ml，定容至10 ml，
得10.0 μg/ml的标准曲线稀释液（A溶液）；取A溶液2.0 ml，定
容至10 ml，得S9溶液；取S9溶液5.0 ml，定容至10 ml，得S8溶
液；取S8溶液5.0 ml，定容至10 ml，得S7；取S7溶液2.0 ml，定
容至10 ml，得S6溶液；取S6溶液5.0 ml，定容至10 ml，得S5溶
液；取 S5溶液 2.0 ml，定容至 10 ml，得 S4溶液；取 S4溶液 5.0
ml，定容至10 ml，得S3溶液；取S3溶液2.0 ml，定容至10 ml，得
S2溶液；取S2溶液5.0 ml，定容至10 ml，得S1溶液。

准确称取内标5.50 mg，置于50 ml量瓶中，定容得110 μg/ml
内标贮备液。取贮备液0.5 ml，定容至50 ml，得1.1 μg/ml内标
工作液。

2.3 对照品血浆液和质控样品的配制
2.3.1 对照品血浆液 在EP管中分别加入系列对照品溶液
和内标溶液各 10 μl，加入空白血浆 90 μl，涡旋混匀，加乙腈
300 μl，涡旋 0.5 min，12 000×g离心 2 min，配制成系列对照品
血浆液。

2.3.2 质控样品的配制 低、中、高质控样品按“2.3.1”项下方
法配制。

2.4 样品分析和标准曲线建立
用质谱检测，以CAMD与内标信号面积的比值作为 y轴，

以CAMD浓度作为x轴，以最小二乘法进行线性拟合。质控样
品和未知样品用同样的方法分析后，计算得到CAMD浓度。

2.5 数学模型的建立
标准曲线：y＝ax+b；CAMD浓度：x＝（y－b）/a。式中，y为

CAMD与内标峰面积之比；x为CAMD浓度；a为回归方程的
斜率；b为截距。

3 测量不确定度评定
3.1 测量不确定度的来源

依据检测方法和操作流程，确定不确定度的来源主要有
测量重复性、称量、工作液配制、生物样品制备、萃取过程（回
收率）、仪器允差、标准曲线拟合、样品不均匀性、对照品纯度、

温度等因素，详见图1。

图1 不确定度来源

Fig 1 Uncertainty source

3.2 不确定度的评定

3.2.1 温度对测定的影响 实验室温度控制在（20±2）℃，并

且CAMD和内标是在相同温度下测定的，由于温度对其浓度

影响的不同而引入的测量不确定度可忽略。

3.2.2 重复性引起的不确定度（用A类评定程序） 将CAMD质

控低浓度0.1 ng/ml（L），中浓度5 ng/ml（M）和高浓度160 ng/ml

（H）样品分为4组（m＝4），每组平行做5次（n＝5），结果见表1。

根 据 贝 塞 尔 公 式 计 算 每 组 的 标 准 偏 差 ：Sj（x）＝

（xjk－x）2 （n－1）∑
n

k＝1
。式中，k 为每组平行测定次数；j 为组

数。计算得S1（x，L）＝0.001 13 ng/ml，S2（x，L）＝0.003 67 ng/ml，

S3（x，L）＝0.000 837 ng/ml，S4（x，L）＝0.002 03 ng/ml，这 20次

测量的标准偏差：

S（x，L）＝ S 2
j（x，L） m∑

n

j＝1
＝0.002 21 ng/ml

以每组5个测量值的平均值表示测量结果，则低浓度组平

均值的标准偏差为：S（xL）＝S（x，L）/ mn＝0.002 21/ 4×5＝

0.000 495 ng/ml，低浓度组的均值 xL＝0.107 ng/ml，则低浓度组

的相对标准测量不确定度为：

urel（1，L）＝urel（x，L）＝S（xL）/xL＝0.000 495/0.107＝0.004 62

xM＝4.467 ng/ml，xH＝155.667 ng/ml，同法计算中、高浓度

的相对标准测量不确定度为：

urel（1，M）＝urel（x，M）＝S（xM）/xM＝0.002 94

urel（1，H）＝urel（x，H）＝S（xH）/xH＝0.003 00

表1 样品重复测定20次数据（x±±s，n＝20）

Tab 1 The data of repeated determination of samples for 20

times（x±±s，n＝20）

浓度，ng/ml

0.1

5.

160.

组1，ng/ml

0.113±0.001 13

4.314±0.088 3

143.084±1.950

组2，ng/ml

0.104±0.003 67

4.355±0.050 3

163.783±1.980

组3，ng/ml

0.113±0.000 837

4.643±0.028 5

161.000±2.121

组4，ng/ml

0.098 8±0.002 03

4.550±0.051 5

151.800±2.280

3.2.3 天平称量CAMD及内标时引入的测量不确定度（用B

类评定程序） 采用减重法称取 CAMD 2.00 mg 和内标 5.50

mg，则称量引起的不确定度为：

uc（m）＝ u2（m）+u2（Δ0）+u2（Δ）

式中，天平的重复性操作、非线性误差和自动调零引起的

不确定度分别为 u（m）、u（Δ）和 u（Δ0）。由于天平的重复性误

差已经在重复性试验中评定，此处不再计算。u（Δ）和u（Δ0）都

按均匀分布，包含因子 k取 3，随机变量半宽 a＝0.5e，天平检

定分度值e＝0.01 mg，则

u（Δ）＝a/k＝0.5e/ 3＝0.5×0.01/ 3＝0.002 89 mg

自动调零作为一次扣皮，其a0＝a，则u（Δ0）＝a0/k＝u（Δ）＝

0.002 89 mg。不考虑重复性误差时，天平的标准不确定度为：

uc（m）＝ u2（Δ0）+u2（Δ）＝ 0.004 08 mg

不考虑重复性误差时，CAMD（m1）和内标（m2）的称量相对

标准测量不确定度分别为：

urel（m1）＝uc（m）/m1＝0.000 408/2.00＝0.002 04

urel（m2）＝uc（m）/m2＝0.000 408/5.50＝0.000 742

将称量步骤引起的不确定度进行合成，则称量引起的相

对标准测量不确定度为：

urel（2）＝ u2
rel（m1）+u2

rel（m2）＝0.002 17

3.2.4 对照品溶液配制引入的测量不确定度（用B类评定程
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序） （1）量瓶引入的测量不确定度：试验所用A级量瓶（VB）规
格为 5、10、50 ml，其最大允差为±0.01 ml、±0.02 ml和±0.05

ml。按三角形分布，包含因子 6，则相对标准测量不确定度为：

urel（VB5 ml）＝a/（kx）＝0.010/（ 6×5）＝0.000 817

urel（VB10 ml）＝a/（kx）＝0.020/（ 6×10）＝0.000 817

urel（VB50 ml）＝a/（kx）＝0.050/（ 6×50）＝0.000 408

（2）吸量管引入的测量不确定度：试验所用 A 级吸量管
（VT）为0.5、2、5 ml，其最大允差分别为±0.005 ml、±0.012 ml

和±0.025 ml。按三角形分布，包含因子 6，则相对标准测量
不确定度为：

urel（VT0.5 ml）＝a/（kx）＝0.005/（ 6×0.5）＝0.004 08

urel（VT2 ml）＝a/（kx）＝0.012/（ 6×2）＝0.002 45

urel（VT5 ml）＝a/（kx）＝0.025/（ 6×5）＝0.002 04

（3）移液器引入的测量不确定度：试验所用移液器为Ep-

pendorf移液器，型号为 2～20 μl（P1）、20～200 μl（P2）和 100～

1 000 μl（P3），其相对最大允差分别为±1.2％、±1.0％和±

1.0％。按三角形分布，包含因子 k＝ 6，则相对标准测量不确
定度为：

urel（P1）＝a1/（kx）＝0.01×x/（kx）＝0.01/k＝0.004 90

urel（P2）＝a2/（kx）＝0.006×x/（kx）＝0.006/k＝0.004 08

urel（P3）＝a3/（kx）＝0.006×x/（kx）＝0.006/k＝0.004 08

（4）对照品溶液配制引入的测量不确定度：对照溶液稀释
最多为 10步（包括贮备液配制），使用 5 ml量瓶 1次，10 ml量
瓶 10次，2 ml吸量管 5次，5 ml吸量管 5次；配制内标使用 50

ml量瓶2次，0.5 ml吸量管1次。则溶液配制时CAMD和内标
（IS）的相对标准测量不确定度为：

urel（3，CAMD）＝ u2
rel（VB5 ml）+10u2

rel（VB10 ml）+5u2
rel（VT2 ml）+5u2

rel（VT5 ml）

＝ （0.000 8172+10×0.000 8172+5×0.002 452+5×0.002 042）

＝0.007 63

urel（3，IS）＝ u2
rel（VT0.5 ml）+2u2

rel（VB50 ml）

＝ （0.004 082+2×0.000 4082）＝0.004 12

urel（3）＝ u2
rel（3，CAMD）+u2

rel（3，IS）

＝ （0.007 632+0.004 122）＝0.008 67

（5）配制标准含药样品（ST）和质控样品（QC）时引入的测
量不确定度（用B类评定程序）：配制ST和QC所用移液器及
次数均为 2～20 μl 2次、20～200 μl 1次和 100～1 000 μl 1次。

配制ST时的相对标准测量不确定度为：

urel（4，ST）＝urel（4，QC）＝ 2×u2
relP1+u2

relP2+u2
relP3

urel（4）＝ u2
rel（4，ST）+u2

rel（4，QC）

＝ 2×（2×0.004 902+0.004 082+0.004 082）＝0.012 8

3.2.5 液-液萃取过程（用B类评定程序） 回收率（RE）是萃
取过程中引入不确定度的主要因素。配制低、中、高浓度的质
控样品，同时用乙腈配制与其浓度相同的样品，回收率为质控
样品与乙腈配制样品的峰面积比，每组平行做 5次，数据见表
2。回收率的相对标准测量不确定度为：

urel（5，L）＝urel（RE，L）＝
SDL

RE％L n
＝

0.760

109.000× 5
＝0.003 12

urel（5，M）＝urel（RE，M）＝
SDM

RE％M n
＝

2.620

106.680× 5
＝0.011 0

urel（5，H）＝urel（RE，H）＝
SDH

RE％H n
＝

2.470

107.770× 5
＝0.010 2

表2 CAMD的提取回收率（x±±s，n＝5）

Tab 2 Extraction recovery of CAMD（x±±s，n＝5）

浓度，ng/ml

0.1（L）

5（M）

160（H）

提取后峰面积
4 577±389

162 914±3 791

5 053 000±187 340

对照品溶液加空白峰面积
4 200±367

152 723±1 503

4 687 620±79 475

回收率，％
109.000±0.760

106.680±2.620

107.770±2.470

3.2.6 仪器量化引入的测量不确定度 所用质谱仪为 AB

QTRAP 5500，液相色谱仪为Shimadzu LC-20AD，质谱仪定量

的最大允差为1％，液相色谱仪吸样的最大允差为1％，按均匀

分布，则仪器量化的相对标准测量不确定度为：

urel（6）＝ u2
rel质谱+u2

rel液相＝（0.01/ 3）2+（0.01/ 3）2

＝0.008 17

3.2.7 线性拟合过程引入的测量不确定度（用 B 类评定程

序） 测定9个浓度的对照品血浆，每个样品CAMD峰面积与

内标峰面积的比值（见表3）对CAMD浓度进行线性拟合，权重

因子取 1/x2，得到 4条标准曲线，斜率和截距见表 4；用拟合的

标准曲线反算每个对照品血浆的CAMD浓度，详见表5。

表3 CAMD与内标峰面积比

Tab 3 Peak area ratio of CAMD with the internal standard

对照品溶液
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9

浓度，ng/ml
0.05
0.1
0.5
1.0
5.

10.
50.

100.
200.

曲线1
0.001 07
0.001 66
0.007 28
0.014 1
0.066 1
0.131
0.646
1.29
2.70

曲线2
0.001 18
0.001 71
0.008 57
0.015 7
0.076 6
0.148
0.712
1.43
2.77

曲线3
0.000 858
0.001 66
0.007 09
0.013 5
0.057 0
0.137
0.676
1.37
2.72

曲线4
0.000 788
0.001 52
0.006 80
0.012 0
0.058 9
0.117
0.572
1.13
2.26

表4 各拟合标准曲线的参数

Tab 4 Parameters of fitted calibration curves

序号
曲线1
曲线2
曲线3
曲线4
x

斜率
0.013 2
0.014 8
0.013 4
0.011 8
0.013 3

截距
0.000 400
0.000 312
0.000 218
0.000 231
0.000 290

表5 用拟合曲线计算出每个对照品血浆的浓度（ng/ml）

Tab 5 The plasma concentration of substance control calcu-

lated by fitted curves（ng/ml）

对照品溶液
S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9

浓度，ng/ml
0.05
0.1
0.5
1.0
5.

10.
50.

100.
200.

曲线1
0.050 8
0.095 5
0.521
1.04
4.98
9.89

48.9
97.7

204.5

曲线2
0.058 4
0.094 5
0.558
1.04
5.16
9.98

48.1
96.6

187.1

曲线3
0.047 8
0.108
0.513
0.991
4.24

10.20
50.4

102.2
203.0

曲线4
0.047 2
0.109
0.557
0.997
4.97
9.90

48.5
95.7

191.5

对照品血浆每个浓度重复分析的次数为4次，m＝4；标准

曲线有 9个浓度，n＝9；N为测定标准血浆溶液的总次数，N＝

m × n＝36，共测定36次；j为测定标准血浆的序数（j＝1，2，3…

N）；i为每组对照溶液的序数；am为标准曲线的斜率；bm为标准
曲线的截距；x为9个标准血浆浓度的理论平均值，x＝40.739；

xi为第 i个标准血浆溶液的浓度。
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残余标准差为：S＝
∑
mn

j＝1
[yj－（amxj+bm）]2

N－2

＝0.000 209

自相关方差为：Sxx＝∑
N

j＝1
（xj－x）2＝145 675.524

测定低、中、高浓度质控样品各 20次，P＝20，计算得到平
均浓度分别为 xL＝0.107 ng/ml、xM＝4.466 ng/ml、xH＝155.667

ng/ml，α＝0.0133，则质控的标准测量不确定度为：

u（xL）＝
S

α
1

P

1

N

（xL－x）2

Sxx
+ +

＝
0.000 209

0.013 3

1

20

（0.107－40.739）2

145 675.524
+ +

1

36
＝0.004 69

u（xM）＝
S

α
1

P

1

N

（xM－x）2

Sxx
+ +

＝
0.000 209

0.013 3

1

20

（4.466－40.739）2

145 675.524
+ +

1

36
＝0.004 63

u（xH）＝
S

α
1

P

1

N

（xH－x）2

Sxx
+ +

＝
0.000 209

0.013 3

1

20

（155.667－40.739）2

145 675.524
+ +

1

36

＝0.006 45

则质控曲线拟合的相对标准测量不确定度为：

urel（7，L）＝urel（xL）＝
u（xL）

xL

＝0.001 40/0.107＝0.043 8

urel（7，M）＝urel（xM）＝
u（xM）

xM

＝0.009 29/4.467＝0.001 04

urel（7，H）＝urel（xH）＝
u（xH）

xH

＝0.752/155.667＝0.000 041 4

3.2.8 对照品纯度和样品不均匀性引入的测量不确定度 对
照品未提供不确定度，视为真实值，引入的不确定度为零。样
品均为液态并充分混合，因此样品不均匀性引入的不确定度
可忽略不计。

4 标准测量不确定度的合成及扩展
4.1 标准测量不确定度的合成

依据不确定度传播律对各相对标准测量不确定度进行合
成：

uc，rel＝ u2
rel（1）+u2

rel（2）+u2
rel（3）+u2

rel（4）+u2
rel（5）+u2

rel（6）+u2
rel（7）

则CAMD质控样品的合成相对标准测量不确定度分别为：

uc，rel（L）＝ 0.004 622+0.002 172+0.008 672+0.012 82+0.003 122+0.008 172+0.043 82

＝0.047 5

uc，rel（M）＝ 0.002 942+0.002 172+0.008 672+0.012 82+0.011 02+0.008 172+0.001 042

＝0.021 0

uc，rel（H）＝ 0.003 002+0.002 172+0.008 672+0.012 82+0.010 22+0.008 172+0.000 041 42

＝0.020 6

CAMD质控样品测定的合成标准测量不确定度分别为：

uc（L）＝uc，rel（L）×xL＝0.047 5×0.107＝0.005 08

uc（M）＝uc，rel（M）×xM＝0.021 0×4.467＝0.093 8

uc（H）＝uc，rel（H）×xH＝0.020 6×155.667＝3.207

4.2 标准测量不确定度的扩展

用简易评定方法，取k＝2，此时对应的置信概率P＝95％，

得到扩展不确定度分别为：

UL＝k×uc（L）＝0.010 2

UM＝k×uc（M）＝0.188

UH＝k×uc（H）＝6.413

5 测定结果的表示
血浆中CAMD低、中、高浓度质控的测定结果在k＝2（P＝

95％）时可以分别表示为（0.107±0.010 2）ng/ml、（4.467±

0.188）ng/ml和（155.667±6.413）ng/ml。

6 讨论
本试验检测的是生物样品，过程比较复杂，涉及不确定度

分量较多，根据国内外文献[5-6]报道，其不确定度可估计为正
态分布（k＝2，P＝95％）。本试验标准曲线浓度范围较大
（0.05～200 ng/ml），标准曲线的拟合过程对于低浓度的不确定
度贡献很大，远大于对中、高浓度的贡献，因此标准曲线的拟
合对低浓度血浆样品的测量很关键。对中、高浓度不确定度
影响较大的为生物样品配制、萃取过程、对照溶液配制和仪器
精密度（见图2）。

高

中

低

ur（7）曲线拟合

ur（6）仪器精密度

ur（5）回收率

ur（4）生物样品配制

ur（3）标准液配制

ur（2）称量

ur（1）重复性

不
确

定
度

分
量

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

不确定度值

图2 不确定度分量的统计直方图

Fig 2 The statistical histograms of uncertainty components

本研究的不足：根据文献[1]报道，不同质控浓度的衍生化
效率都在 90％以上并且稳定，试验中虽然严格按照操作规程
进行，但是衍生化效率不同必然会引入不确定度，本文将其忽
略。此外，试验中虽然将温度控制在波动较小的范围内，但还
是有微小的变化，这也必然引入不确定度，导致对不确定度的
计算偏小。
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