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在实验工作中，报告测量结果不仅要给出测定的量值是

多少，还应给出以数量表示的该值的分散程度，它是测量质量

的指标，用于判断该测定值的可靠程度。过去习惯用误差、准

确度概念来描述测量的准确程度，从 1995年开始国际上正式

使用不确定度来表达测量结果的分散程度。赖诺普利片为

《中国药典》2010年版（二部）新增补的品种[1]，其标示量规格有

5、10、20 mg 3种。根据《中国药典》要求，除另有规定外，片剂

每片标示量不大于25 mg的应检查含量均匀度；且赖诺普利片

的含量和含量均匀度的测定按标准均采用高效液相色谱

（HPLC）法。因此，本次笔者根据《测量不确定度评定与表

示》、《化学分析中不确定度的评估指南》、《中国药典》2010年

版（二部）及相关的文献[2-7]，对生产企业送检的2种规格（5、10

mg）赖诺普利片的含量及含量均匀度测定结果进行不确定度

评定，以评估影响不确定度的因素及其各个不确定度分量对

测定结果的影响大小，建立适用于HPLC法测定该药含量及含

量均匀度的不确定度评定的方法。

1 材料
LC-20A HPLC 仪，包括 Prominence SPD-M20A PDA 检测

器及LCsolution工作站等（日本岛津公司）；XS205DU电子天

平（瑞士梅特勒-托利多公司，d＝0.01 mg）。

赖诺普利对照品（中国食品药品检定研究院提供，批号：

100814-200701，质量分数：91.2％）；赖诺普利片（汕头金石制

药总厂生产，样品 1的规格：5 mg，批号：110102；样品 2的规

格：10 mg，批号：110103）；乙腈为色谱纯，其余试剂为分析纯，

实验用水为纯化水。

2 试验方法
2.1 色谱条件与系统适用性

色谱柱：Accurasil C18柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：

磷酸盐缓冲液（0.02 mol/L磷酸二氢钠溶液，用氢氧化钠试液

调节pH至5.0）-乙腈（92 ∶ 8，V/V）；检测波长：215 nm；流速：1.0

ml/min；进样量：20 µl；柱温：30 ℃。在上述色谱条件下，赖诺

普利峰与2-氨基-4-苯基丁酸峰的分离度大于3.0，理论板数按
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赖诺普利峰计算均大于2 000。

2.2 溶液的制备

精密称取赖诺普利对照品 0.011 60、0.011 55 g（约相当于

赖诺普利无水物 10 mg），分别置于 50 ml量瓶中，加水溶解并

稀释至刻度，摇匀，制备成每1 ml约含赖诺普利0.2 mg的对照

品溶液。

取样品1、2各20片，精密称定，分别为1.697 4、1.748 9 g，研

细，各精密称取两份，分别为 0.330 8、0.330 1 g 和 0.170 3、

0.171 3 g（约相当于赖诺普利无水物 20 mg），分别置于 100 ml

量瓶中，加水适量，振摇使赖诺普利溶解，并加水稀释至刻度，

摇匀，滤过，取续滤液作为含量测定用供试品溶液。

取样品 1、2各 1片，样品 1置于 25 ml量瓶中，样品 2置于

50 ml量瓶中，分别加水适量振摇使其中的赖诺普利溶解，并加

水稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液作为含量均匀度测定用

供试品溶液。

2.3 样品测定

分别精密量取上述溶液各20 μl，注入HPLC仪，记录色谱

图，按外标法以峰面积计算其含量与含量均匀度。

3 不确定度评定方法与结果
3.1 建立数学模型

按《中国药典》规定，赖诺普利片含量测定的计算公式为：

f×A1×M

m1×
m 标

V1

f×A1

C1

S1＝ ＝ ×100％ …………………… 公式1

其中C1＝
m1×m 标

M×V1

含量均匀度测定的计算公式为：

f×A2

m 标

V2

S2＝ ＝ ×100％ ………………………… 公式2
f×A2

C2

其中C2＝
m 标

V2

式中，M：平均片重；m1：供试品称样量；m 标：每片规格标示

量；V1：含量测定中供试品溶液的稀释体积；V2：含量均匀度测

定中供试品溶液的稀释体积；A1：含量测定供试品溶液中赖诺

普利的色谱峰面积；A2：含量均匀度测定供试品溶液中赖诺普

利的色谱峰面积；f：HPLC法校正系数。则：

f＝
1

n
∑
i＝1

n C 对

Ai
＝

1

n
∑
i＝1

n 1

Ai
×

m 对

V 对

………………… 公式3

其中C 对＝
m 对

V 对

式中：m 对：对照品取样量；V 对：对照品溶液的稀释体积；Ai：

对照品溶液中赖诺普利的色谱峰面积。

3.2 各分量的不确定度分析

根据含量及含量均匀度的计算公式1、2，分析每一测定步

骤的影响因素，绘制因果关系图[6]，如图1所示。

3.3 测量不确定度来源的量化

3.3.1 对照品引起的不确定度 赖诺普利对照品溶液浓度的

不确定度 u（C 对）和对照品溶液色谱峰面积的不确定度 u（A 对）

是HPLC法校正系数 f的不确定度来源。

（1）对照品溶液浓度的不确定度u（C 对）。赖诺普利对照品

纯度的相对标准不确定度属于B类不确定度。按照赖诺普利

对照品的说明书标示，纯度（质量分数）为91.2％，使用前不需

要干燥，对照品说明书未给出不确定度，假定其分布区间

为±0.05％，按矩形分布换算，对照品纯度的相对标准不确定

度urel（p 对）＝0.05％/√3/0.912＝3.17×10－4。

对照品称量的相对标准不确定度来源于天平校准和重复

称样的不确定度，均属B类不确定度。天平校准主要受灵敏度

和读数误差的不确定度影响，由于天平校准称量时采用减差

称量法，故灵敏度可忽视。本试验所用电子天平检定证书给

出的最大允差Δm＝0.02 mg，属于 B 类不确定度。按矩形分

布，取包含因子 k＝√3，其相对标准不确定度为：0.02/√3＝

0.011 5 mg。天平称量重复性的不确定度方面，由于所用电子

天平检定证书列出的重复性误差为0.0 mg，故其标准不确定度

为0。由于对照品和样品的称量均采用减差称量法，因此天平

的标准不确定度为[7]：√2×0.011 52 ＝0.016 3 mg，则对照品称样

的相对标准不确定度urel（m 对）＝

√（0.016 3/11.60）2+（0.016 3/11.55）2＝1.99×10－3。

对照品溶液稀释的不确定度是由 50 ml 容量瓶引入的。

玻璃仪器的不确定度包括校准、精密度和温度三方面的影

响。A级 50 ml量瓶的容量允差为±0.05 ml[8]，假设为三角分

布，取包含因子 k＝√6，则其相对标准不确定度 urel＝0.05/√6/

50＝4.08×10－4。

50 ml量瓶体积重复性不确定度[9]为A类不确定度。用称

量法对 50 ml量瓶的体积进行重复性评估，重复 10次操作，结

果分别为 49.854 2、49.851 2、49.851 7、49.849 9、49.850 2、

49.851 4、49.852 2、49.851 9、49.850 9、49.852 9 g，按贝塞尔公

式[10]计算得到标准偏差为 0.001 3 ml，则其相对标准不确定度

urel＝0.001 3/50＝2.60×10－5。

此外，还有温度引起的不确定度。由于实验室温度与玻

璃仪器校准时温度不同引起体积差异而引入的不确定度为B

类不确定度。纯水的体积膨胀系数（2.1×10－4/℃）比玻璃的体

积膨胀系数（2.5×10－5/℃）明显要大[8]，故忽略后者。设定实验

中温度变化为±2 ℃，按矩形分布，取包含因子 k＝√3，其相对

标准不确定度 urel＝（2×2.1×10－4×50/√3）/50＝2.42×10－4。因

此 ，对照品稀释过程的相对标准不确定度 urel（V 对）＝

√（4.08×10－4）2+（2.60×10－5）2+（2.42×10－4）2 ＝4.75×10－ 4；则对

照品浓度的相对标准不确定度urel（C 对）＝

√urel
2（m 对）+urel

2（V 对）+urel
2（p 对）＝

√（1.99×10－3）2+（4.75×10－4）2+（3.17×10－4）2 ＝2.07×10－3。

（2）对照品溶液色谱峰面积的不确定度u（A 对）。u（A 对）的

图1 因果关系图

Fig 1 Cause and effect diagram
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不确定度主要由HPLC仪进样的重复性引起[7]，由仪器测出的

峰面积标准偏差属于A类不确定度。精密称取的两份对照品

所制备的对照品溶液各进样 3次，峰面积分别为 6 247 103、

6 248 769、6 248 924和 6 149 086、6 150 396、6 149 331。用极

差法分别计算其标准不确定度 [10]；当 n＝3时，极差系数 C＝

1.69。峰面积平均值 A1＝6 248 265，A2＝6 149 604，极差 R1＝

1 821，R2＝1 310，标准不确定度 S1＝R1/C＝1 077.5，S2＝R2/C＝

775.1；则其相对标准不确定度 u（A 对 1）＝S1/A1＝1.72×10－4，

u（A 对 2）＝S2/A2＝1.26×10－4，故对照品峰面积的相对标准不确

定度 urel（A 对）＝√u2（A 对1）+u2（A 对2）＝2.13×10－4。因此，校正因

子 f的相对标准不确定度urel（f）＝√urel
2（C 对）+urel

2（A 对）＝

√（2.07×10－3）2+（2.13×10－4）2 ＝2.08×10－3。

3.3.2 供试品含量测定的不确定度u（S1） 供试品含量测定的

不确定度主要包括供试品溶液浓度的不确定度 u（C1）和供试

品溶液峰面积的不确定度u（A1）。

（1）供试品溶液浓度的不确定度 u（C1）。u（C1）由供试品

取样引起的不确定度 u（m1）和供试品溶液稀释引起的不确定

度u（V1）组成。其中u（m1）由平均片重和称样引起的不确定度

组成。参见“3.3.1（1）”所述，所用电子天平的标准不确定度为

0.016 3 mg。因此，样品 1的平均片重及其取样的相对标准不

确 定 度 urel（M）＝0.016 3/1 697.4＝9.60 × 10 － 6，urel（m1）＝

√（0.016 3/330.8）2+（0.016 3/330.1）2＝6.98×10－5；样品 2的平均

片重及其取样的相对标准不确定度urel（M）＝0.016 3/1 748.9＝

9.32 × 10 － 6，urel（m1）＝√（0.016 3/170.3）2+（0.016 3/171.3）2 ＝

1.35×10－4。

含量测定中供试品溶液稀释引起的不确定度是由100 ml

量瓶引入。A级100 ml量瓶的容量允差为±0.10 ml[8]，其相对

标准不确定度urel＝0.10/√6/100＝4.08×10－4。用称量法进行重

复性评估，重复 10次操作，结果分别为 99.704 5、99.705 5、

99.709 2、99.702 4、99.707 6、99.706 7、99.710 1、99.701 1、

99.702 9、99.701 3 g，按贝塞尔公式[10]计算得出的标准偏差为

0.003 2 ml，则其相对标准不确定度 urel＝0.003 2/100＝3.2×

10－5 。参见“3.3.1（1）”所述，温度引起的相对标准不确定度

urel＝（2×2.1×10－4×100/√3）/100＝2.42×10－4。故含量测定中供

试品溶液稀释过程的相对标准不确定度urel（V1）＝

√（4.08×10－4）2+（3.2×10－5）2+（2.42×10－4）2 ＝4.75×10－4。因此，

样品 1 含量测定中供试品溶液浓度的相对标准不确定度

urel（C1）＝√urel
2（m1）+urel

2（V1）+urel
2（M）＝

√（6.98×10－5）2+（4.75×10－4）2+（9.60×10－6）2 ＝4.80×10－4；样品 2

含量测定中供试品溶液浓度的相对标准不确定度 urel（C1）＝

√urel
2（m1）+urel

2（V1）+urel
2（M）＝

√（1.35×10－4）2+（4.75×10－4）2+（9.32×10－6）2 ＝4.94×10－4。

（2）供试品溶液峰面积的不确定度 u（A1）[7]。精密称取的

两份样品所制备的供试品溶液分别进样2次，样品1峰面积结

果分别为 5 725 369、5 722 127和 5 704 306、5 704 576，用极差

法分别计算其标准不确定度 [10]；当 n＝2 时，极差系数 C＝

1.13。峰面积平均值A01＝5 723 748，A02＝5 704 441，极差R01＝

3 242，R02＝270，标准不确定度 S01＝R01/C＝2 869.0，S02＝R02/

C＝238.9；则相对标准不确定度 u（A01）＝S01/A01＝5.01×10－4，

u（A02）＝S02/A02＝4.19×10－5，故样品1峰面积的相对标准不确定

度 urel（A1）＝√u2（A01）+u2（A02）＝5.03×10－4。样品 2峰面积为

5 669 808、5 678 435和 5 751 101、5 744 402。如上所述，用极

差法分别计算其标准不确定度 S01＝R01/C＝7 634.5，S02＝R02/

C＝5 928.3；则相对标准不确定度 u（A01）＝S01/A01＝1.35×10－3，

u（A02）＝S02/A02＝1.03×10－3，故样品2峰面积的相对标准不确定

度 urel（A1）＝√u2（A01）+u2（A02）＝1.70×10－3。由公式 1计算得样

品1和样品2的平均标示百分含量为100.0％和99.6％。

3.3.3 供试品含量均匀度测定的不确定度u（S2） 供试品含量

均匀度测定的不确定度主要包括其供试品溶液浓度的不确定

度u（C2）和供试品溶液峰面积的不确定度u（A2）。

（1）供试品溶液浓度不确定度 u（C2）。u（C2）由供试品取

样的不确定度u（m2）和供试品溶液稀释引起的不确定度u（V2）

所组成。测定含量均匀度时不需要称样，按《中国药典》方法

操作，取1片加水使溶解并定容至刻度，摇匀，滤过后取续滤液

直接进样。因此，供试品取样量的不确定度只取决于重量差

异[2]，即 u（m2）＝u（M）。参见“3.3.2（1）”所述，则样品 1取样的

相对标准不确定度u（m2）＝9.60×10－6；样品2取样的相对标准

不确定u（m2）＝9.32×10－6。

按《中国药典》方法操作，赖诺普利片含量均匀度项下，样

品的稀释为“取 1 片，置 25 ml（5 mg 规格）或 50 ml（10 mg 规

格）量瓶中，加水适量溶解并稀释至刻度，滤过，续滤液作为供

试品溶液”。则样品 1供试品溶液稀释引起的不确定度由 25

ml量瓶引入。A级 25 ml量瓶的容量允差为±0.03 ml[8]，其相

对标准不确定度 urel＝0.03/√6/25＝4.90×10－4。用称量法进行

重复性评估，重复 10次操作，结果分别为 24.925 6、24.920 1、

24.922 3、24.921 9、24.926 0、24.924 4、24.926 3、24.920 9、

24.923 7、24.923 8 g，按贝塞尔公式 [10]计算得到标准偏差为

0.002 2 ml，则其相对标准不确定度urel＝0.002 2/25＝8.8×10－5。

参见“3.3.1（1）”所述，温度引起的相对标准不确定度 urel＝（2×

2.1×10－4×25/√3）/25＝2.42×10－4。故样品1含量均匀度测定中

由 溶 液 稀 释 引 起 的 相 对 标 准 不 确 定 度 urel（V2）＝

√（4.90×10－4）2+（8.8×10－5）2+（2.42×10－4）2 ＝5.54×10－4。同理，

样品2供试品溶液稀释引起的不确定度由50 ml量瓶引入。如

前所述，样品2含量均匀度测定中由溶液稀释引起的相对标准

不确定度urel（V2）＝√（4.08×10－4）2+（2.6×10－5）2+（2.42×10－4）2 ＝

4.75×10－4。因此，样品1含量均匀度测定中供试品溶液浓度的

相对标准不确定度urel（C2）＝√urel
2（m2）+urel

2（V2）＝

√（9.60×10－6）2+（5.54×10－4）2 ＝5.54×10－4；样品2含量均匀度测

定中供试品溶液浓度的相对标准不确定度urel（C2）＝

√urel
2（m2）+urel

2（V2）＝√（9.32×10－6）2+（4.75×10－4）2 ＝4.75×10－4。

（2）供试品溶液色谱峰面积的不确定度u（A2）。测定含量

均匀度时，取 10 片样品依法操作制备供试品溶液，各进样 1

次，则样品1峰面积结果分别为5 848 924、5 819 629、5 892 988、

5 842 291、5 881 702、5 875 266、5 788 529、5 881 303、5 939 558、

5 888 769，平均峰面积A＝5 865 896；按贝塞尔公式[10]计算得

到供试品溶液峰面积测量的标准不确定度 s＝
∑（Ai－A）2

n－１
i＝1

n

√ ＝

42 465，则其相对标准不确定度u（A2）＝s/A＝7.24×10－3。同时，

计算出样品1含量均匀度测定的平均标示百分含量为99.9％。

同法操作，样品 2的峰面积结果分别为 5 732 584、5 747 876、

5 906 382、5 840 452、5 778 520、5 865 198、5 884 659、5 704 848、

5 898 952、5 780 300，平均峰面积 A＝5 813 977；按贝塞尔公

式 [10]计算得到供试品溶液峰面积测量的标准不确定度 s＝
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∑（Ai－A）2

n－１
i＝1

n

√ ＝74 068，则其相对标准不确定度 u（A2）s/A＝1.27×

10－2。同时，计算出样品2含量均匀度测定的平均标示百分含

量为99.0％。

3.4 合成标准不确定度

合成标准不确定度由 HPLC 法的校正因子 f 的不确定度

u（f）、供试品溶液浓度的不确定度u（C1）和供试品溶液色谱峰

面积的不确定度u（A1）合成。

3.4.1 含量测定的合成相对标准不确定度 含量测定的合成

相对标准不确定度 ucrel（S1）＝√urel
2（f）+urel

2（C1）+urel
2（A1）。则样

品 1 含 量 测 定 的 合 成 相 对 标 准 不 确 定 度 ucrel（S1）＝

√（2.08×10－3）2+（4.80×10－4）2+（5.03×10－4）2＝2.19×10－3；其测定

结果的合成标准不确定度 uc（S1）＝2.19×10－ 3 ×100.0％＝

0.22％。样品 2含量测定的合成相对标准不确定度 ucrel（S1）＝

√（2.08×10－3）2+（4.94×10－4）2+（1.70×10－3）2＝2.73×10－3；其测定

结果的合成标准不确定度 uc（S1）＝2.73 × 10 － 3 × 99.6％＝

0.27％ 。

3.4.2 含量均匀度测定的合成相对标准不确定度 含量均匀

度 测 定 的 合 成 相 对 标 准 不 确 定 度 ucrel （S2）＝

√urel
2（f）+urel

2（C2）+urel
2（A2）。则样品 1含量均匀度测定的合成

相对标准不确定度ucrel（S2）＝

√（2.08×10－3）2+（5.54×10－4）2+（7.24×10－3）2＝7.55×10－3；其测定

结果的合成标准不确定度 uc（S2）＝7.55 × 10 － 3 × 99.9％＝

0.75％。样品2含量均匀度测定的合成相对标准不确定度ucrel

（S2）＝√（2.08×10－3）2+（4.75×10－4）2+（1.27×10－2）2＝1.29×10－2；

其测定结果的合成标准不确定度uc（S2）＝1.31×10－2×99.0％＝

1.27％。

3.5 扩展不确定度及结果表述

取包含因子K＝2（置信概率为95％），则两种规格的样品

含量测定的扩展不确定度及其结果为：U＝kuc（S1），即样品1扩

展不确定度 U＝2×0.22％＝0.4％，含量 S1＝（100.0±0.4）％

[k＝2（95％置信区间）]；样品 2扩展不确定度 U＝2×0.27％＝

0.5％，含量S1＝（99.6±0.5）％[k＝2（95％置信区间）]。

同理，两种规格样品含量均匀度测定的扩展不确定度及

其结果为：U＝kuc（S2），即样品1扩展不确定度U＝0.75％×2＝

1.5％，含量S2＝（99.9±1.5）％[k＝2（95％置信区间）]；样品2扩

展不确定度U＝1.27％×2＝2.5％，含量 S2＝（99.0±2.5）％[k＝

2（95％置信区间）]。

3.6 不确定度各分量的分析

以样品 1（5 mg）含量及含量均匀度测定结果的不确定度

评定结果为例，分析其不确定度各分量及贡献率，详见表 1和

表2。

由表1、表2可看出，含量测定中对照品称量引起的不确定

度分量对结果的影响最大，其他因素对合成不确定度的贡献

均不显著。而含量均匀度测定中供试品溶液色谱峰面积的不

确定度对合成不确定度的贡献起决定作用。

4 讨论
在赖诺普利片含量测定中，对照品称量带入的不确定度

分量影响最大，这是由于实验室日常操作中对照品的取样量

都比较小，通常是 10～25 mg，因此其称量准确性的误差比较

明显，如果适当地增大对照品的取样量，即对测量结果有较大

影响的不确定度分量能得到相对控制，可以得到较可靠的结

果。含量均匀度测定中供试品溶液的色谱峰面积的不确定度

受片剂的非均匀性影响，这也表明含量均匀度测定结果的分

散程度确实反映了样品每片的含量符合标示量的程度。而含

量测定的取样是来自供试品 20片研磨混合的细粉，减少了片

重差异带来的误差。本文所建立的测定赖诺普利片含量及含

量均匀度不确定度的评定方法，可为HPLC法测定其他药品含

量及含量均匀度的不确定度评定提供参考。
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表1 含量测定的不确定度分量及其贡献率

Tab 1 The uncertainty item and contribution ratio of con-

tent determination

不确定度分量
u（f）

u（C1）

u（A1）

不确定度来源
对照品纯度u（p）

对照品称量u（m 对）

对照品溶液配制u（V 对）

对照品峰面积u（A 对）

平均片重u（M）

供试品称量u（m1）

供试品溶液配制u（V1）

供试品峰面积u（A1）

相对标准不确定度
3.17×10－4

1.99×10－3

4.75×10－4

2.14×10－4

9.60×10－6

6.98×10－5

4.75×10－4

5.03×10－4

不确定度贡献率，％
2.1

82.2

4.7

1.0

0.002

0.1

4.7

5.3

表2 含量均匀度测定的不确定度分量及其贡献率

Tab 2 The uncertainty item and contribution ratio of con-

tent uniformity determination

不确定度分量
u（f）

u（C2）

u（A2）

不确定度来源
对照品纯度u（p）

对照品称量u（m 对）

对照品溶液配制u（V 对）

对照品峰面积u（A 对）

供试品称量u（m2）

供试品溶液配制u（V2）

供试品峰面积u（A2）

相对标准不确定度
3.17×10－4

1.99×10－3

4.75×10－4

2.14×10－4

9.60×10－6

5.54×10－4

7.24×10－3

不确定度贡献率，％
0.2

7.0

0.4

0.1

0.000 2

0.5

91.9
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