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阿酚咖敏片为感冒用药类非处方药，用于缓解普通感冒

及流行性感冒引起的发热、头痛、四肢酸痛、打喷嚏、流鼻涕、

鼻塞等症状。其主要成分为阿司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因

与马来酸氯苯那敏，其含量测定方法收载于《国家药品标准》

化学药品第三册[1]。在现行质量标准中，采用化学滴定法对阿

司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因进行含量测定，操作过程相对

烦琐，测定结果易受到操作的影响。笔者采用程序可变波长

高效液相色谱（HPLC）法[2-3]对阿酚咖敏片所含4种有效成分进

行了含量测定，结果表明方法简便快捷，试验结果有效可靠。

任何测量方法都不可避免地会引入不确定度。测量不确

定度是与测量结果相关联的一个参数，用以表征合理地赋予

被测量之值的分散性[4]。在一份完整的检测报告中，应该包含

不确定度的评定报告，给出相应的不确定度，一方面便于评定

其可靠性，另一方面也增强了测量结果之间的可比性[5-6]。在

实际工作中，虽然测量不确定度的分析评定在药品检验领域

的应用还很少，实验人员对测量不确定度评定过程缺少足够

的理论基础知识和实际经验，但测量不确定度评价在分析检

测包括药物分析领域已逐渐引起众多研究者的重视[7-10]。

笔者在本文中对标准中的测定方法进行了改进，对在阿

司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因与马来酸氯苯那敏含量测定过
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摘 要 目的：建立测定阿酚咖敏片中阿司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因与马来酸氯苯那敏含量的方法，并对测量结果进行不确定

度评价。方法：采用程序可变波长高效液相色谱法，以乙腈（A）-4.2％磷酸溶液（B）为流动相，梯度洗脱；分析测定过程和步骤，量

化各分量的相对标准不确定度。结果：除色谱仪本身的不确定度分量外，方法的准确性、对照品的纯度、称量的大小、样品测量的

重复性、稀释过程对合成不确定度贡献较大。阿酚咖敏片样品含量分析中阿司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因和马来酸氯苯那敏相

对扩展不确定度分别为1.8％、1.8％、2.0％、2.8％。结论：以马来酸氯苯那敏的不确定度最大；在试验方法的开发中应注意方法的

准确性考察；样品测量方面应注意样品的均匀性和样品处理操作过程的一致性，稀释样品时应尽可能地减少稀释步骤。本次评价

为提高阿酚咖敏片中有效成分含量测定的可信度提供了一种数学判断方法，对阿酚咖敏片的质量控制具有指导意义。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for the content determination of aspirin，paracetamol，caffeine and chlorphena-

mine maleate in Afenkamin tablets，and to evalute the uncertainty of results. METHODS：The programmed-wavelength HPLC was

adopted with acetonitrile（A）-4.2％ phosphoric acid solution（B）as mobile phase（gradient elution）；the procedure and steps of

measurement were analyzed，and relative standard uncertainty of components were quantified. RESULTS：Besides the uncertainty

of chromatographic instrument，the influential factors of uncertainty contained the accuracy of method，the purity of substance con-

trol，sampling amount，the repeatability of sample measurement，elution procedure. The relative expanded uncertainty of aspirin，

paracetamol，caffeine and chlorphenamine maleate in Afenkamin tablets were 1.8％，1.8％，2.0％ and 2.8％，respectively. CON-

CLUSIONS：The uncertainty of chlorphenamine maleate is most significant；the accuracy of the method should be investigated dur-

ing the development of experiment method；the homogeneity of sample and sample processing procedure should be considered in

the field of sample determination；the steps of elution should be reduced as much as possible. The evaluation of uncertainty pro-

vides a mathematical judgment method for improving the credibility of content determiation of effective components in Afenkamin

tablets. The method has a certain practical significance on quality control for Afenkamin tablets.
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程中引入的不确定度因素进行了量化，并对测量不确定度进

行分析评价，得到阿酚咖敏片测量结果的置信度和准确性，为

评价分析方法、准确判定药品质量提供了依据。

1 材料
1.1 仪器

1200型 HPLC 仪、G1314C 型可变波长紫外检测器（美国

Agilent公司）；UV-2550型紫外-可见分光光度计（日本岛津公

司）；AE-240型电子分析天平（十万分之一）、AE-100型电子分

析天平（万分之一）均由瑞士梅特勒 -托利多仪器厂提供；

SK2200LH型超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

阿司匹林对照品（批号：100113-201104，纯度：100.0％）、

对乙酰氨基酚对照品（批号：100018-200408，纯度：100.0％）、

咖啡因对照品（批号：171215-2004061，纯度：100.0％）、马来酸

氯苯那敏对照品（批号：100047-200606，纯度：99.7％）均来源

于中国食品药品检定研究院；阿酚咖敏片（山东某制药厂，批

号：20121008，规格：每片含阿司匹林 230 mg、对乙酰氨基酚

126 mg、咖啡因30 mg、马来酸氯苯那敏1 mg）；甲醇、乙腈均为

色谱纯，水为重蒸馏水，其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：XDB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈

（A）-4.2％磷酸溶液（B），流速：1.0 ml/min；柱温：25 ℃；进样

量：20 μl。流动相梯度洗脱程序和检测波长的变化见表1。

表1 流动相和检测波长梯度程序

Tab 1 Program of mobile phase and detection wavelength

gradient

时间，min

0～10

10.01～25

25.01～70

流动相A，％
25

25→40

40→25

流动相B，％
75

75→60

60→75

波长，nm

262

257

275

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液。分别称取阿司匹林对照品 116.60 mg、对

乙酰氨基酚对照品73.16 mg、咖啡因对照品15.22 mg与马来酸

氯苯那敏对照品 1.40 mg，分别置于 100 ml量瓶中，各加甲醇

约 30 ml使溶解，并加流动相稀释至刻度，摇匀，即分别得到 4

种对照品贮备溶液。分别精密量取上述贮备溶液各10 ml，置

于50 ml量瓶中，加流动相稀释至刻度，作为混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液。取阿酚咖敏片 20片，准确称定，研细，精

密称取细粉适量（约相当于阿司匹林 115 mg），置于 100 ml量

瓶中，加甲醇30 ml，超声使溶解，再加流动相20 ml，超声溶解，

用流动相稀释至刻度，摇匀，滤过；弃去初滤液，精密量取续滤

液10 ml，置于50 ml量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.3 阴性样品溶液。制备不含对乙酰氨基酚、阿司匹林、咖

啡因与马来酸氯苯那敏的样品，再按“2.2.2”项下方法制备得

到阴性样品溶液。

2.3 专属性试验

分别量取 20 μl 混合对照品溶液、供试品溶液（批号：

20121008）、阴性样品溶液注入色谱仪，按“2.1”项下的色谱条

件分别测定，得到 3种溶液的色谱图，结果显示阴性样品对 4

种成分测定未见干扰，详见图1。

2.4 线性关系考察

取混合对照品溶液，采用倍比稀释法进行操作。分别取

混合对照品溶液1、2、4、8、10 ml，置于10 ml量瓶中，加流动相

稀释至刻度，制得 5个质量浓度水平的对照品溶液。按“2.1”

项下的色谱条件进样，记录色谱图，以峰面积（A）对质量浓度

（c）进行线性回归。结果阿司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因、马

来酸氯苯那敏的线性方程分别为 A＝37.765c +287.22（r＝

0.999 8）、A＝45.747c － 34.706（r＝0.999 9）、A＝83.901c +

23.458（r＝0.999 8）、A＝116.6c+15.16（r＝0.999 8），线性范围

分别为 23.32～233.2、14.63～146.3、3.044～30.44、0.280 0～

2.800 μg/ml。

2.5 精密度试验

取同一对照品溶液重复进样 5次，得阿司匹林、对乙酰氨

基酚、咖啡因、马来酸氯苯那敏峰面积的RSD分别为0.070％、

0.011％、0.023％、0.041％（n＝5），表明方法的精密度良好。

2.6 稳定性试验

精密量取供试品溶液20 μl，分别于0、2、4、6、8、10、12 h进

样，测定峰面积。结果阿司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因、马来

酸氯苯那敏的RSD分别为 0.36％、0.52％、0.58％、0.66％（n＝

7），表明供试品溶液在12 h内稳定。

2.7 重复性试验

按“2.2.2”项下方法配制同一批次供试品溶液 10份，进样

记录峰面积。测得样品中阿司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因、

马来酸氯苯那敏平均标示含量分别为 98.1％、96.5％、92.1％、

99.2％，RSD分别为 0.26％、0.32％、0.52％、0.78％（n＝10），表

明方法重复性良好。

2.8 回收率试验

采用加样回收率法。取已知含量的样品 9份，每份约 66

mg，精密称定，分别加入混合对照品溶液，按“2.2.2”项下方法

图1 高效液相色谱图
A.对照品；B.样品；C.阴性样品；a.马来酸氯苯那敏；b.对乙酰氨基酚；c.

咖啡因；d.阿司匹林

Fig 1 HPLC chromatograms
A. substance control；B. sample；C. negative control；a. chlorphenamine

maleate；b. paracetamol；c. caffeine；d. aspirin
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制备供试品溶液并进行测定，计算回收率。结果表明该方法

回收率良好，详见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 2 Result of recovery test（n＝9）

组分
阿司匹林
对乙酰氨基酚
咖啡因
马来酸氯苯那敏

已知量，mg

5.65

3.04

0.69

0.025

加入量，mg

4.66

2.93

0.61

0.056

测得量，mg

10.34

5.96

1.29

0.082

回收率，％
100.3

99.8

99.2

101.2

RSD，％
0.80

0.73

1.11

0.64

2.9 数学模型的建立

根据2010年版《中国药典》[11]规定和文献[12]，建立下面的数

学模型：

X＝
AX×

MR

V1R

×
V2R

V3R

×M×CR

AR×
MX

V1X

×
V2X

V3X

×S
×100％

式中，X为按标示量计算主药的百分含量（％）；MR为对照

品的称量；AR为对照品峰面积；V1R、V2R、V3R为对照品溶液的稀释

体积；CR为对照品的纯度；MX为样品的称量；AX为样品峰面积；

V1X、V2X、V3X为样品溶液的稀释体积；S为标示量；M为平均片重。

2.10 阿司匹林测定的不确定度的主要来源分析及评定

2.10.1 不确定度的来源。从检测过程和数学模型分析，样品

中4种组分含量的相对标准不确定度urel来源[12]主要包括：①对

照品的纯度、称量及溶液配制过程引入的；②供试品称量与溶

液配制过程引入的；③HPLC法测定峰面积响应值引入的；④

其他因素引入的。各相对不确定度分量及其影响因素构成见

图2。

2.10.2 对照品的纯度引入的不确定度分量。对照品阿司匹

林纯度为 100％，由于没有获得不确定度的其他说明，故暂定

分散区间的半峰宽 a＝0.25％[13-14]，按均匀分布计算K＝√3，故

标准不确定度 u（CR）＝0.002 5/√3＝0.001 4，因此 urel（CR）＝

u（CR）/100％＝1.40×10－3。

2.10.3 对照品称量引入的不确定度分量。对照品称量使用

AE-240型电子分析天平，由天平的校准证书得知，其最大允许

误差为±0.01 mg，服从矩形分布，区间半宽度 a＝0.01 mg，包

含因子 K＝√3，故标准不确定度为 u1（MR）＝0.01（mg）/√3＝

0.005 8 mg。该天平重复性标准偏差为0.01 mg，标准不确定度

u2（MR）为0.01（mg），在称量过程采用减重法，因此合成相对标准

不确定度为urel（MR）＝√2×[u1
2（MR）+u2

2（MR）] /MR＝1.40×10－4。

2.10.4 样品称量引入的不确定度分量。样品称量使用

AE-100型电子分析天平，其最大允许误差为±0.1 mg，天平分

辨率为0.1 mg，标准不确定度为u1（MX）＝0.01（mg）/√3＝0.058

mg。u2（MX）＝0.01 mg，样品称量MX为126.4 mg，合成相对标准

不确定度为urel（MX）＝√2×[u1
2（MX）+u2

2（MX）]/MX＝1.29×10－3。

2.10.5 平均片重引入的不确定度分量。平均片重不确定度

评定与样品称量过程的评定相同。20片的片重为 5.282 1 g，

平均片重为 264.10 mg，所以平均片重的相对标准不确定度为

urel（M）＝√2×[u1
2（M）+u2

2（M）] /M＝6.17×10－4。

2.10.6 对照品、样品稀释过程引入的不确定度分量。稀释过

程由玻璃量器来完成，其不确定度来源包括校准、重复性及温

度变化。重复性引入的不确定度归入样品的重复性中，在此

只评定校准和温度引入的标准不确定度，见表3。

表3 玻璃量器校准和温度变化引入的标准不确定度

Tab 3 The uncertainty for volumetric glass calibration and

temperature variation

玻璃量器
（A级）

50 ml量瓶
100 ml量瓶
10 ml移液管

体积最大
允差

（ΔV）

±0.050

±0.10

±0.020

体积标准不
确定度（uv）
（ΔV/√6）

0.020

0.041

0.008

温度标准
不确定度（ut）

V×Δt×α/√3

0.030 3

0.060 6

0.015 2

合成标准
不确定度
√uv

2 +ut
2

0.036 3

0.073 2

0.017 2

相对合成标
准不确定度
√uv

2 +ut
2 /V

u1=7.3×10-4

u2=7.3×10-4

u3=1.7×10-3

注：校准（三角分布K＝√6）；温度（矩形分布K＝√3）；实验室温度

变化Δt为±5 ℃；水膨胀系数α＝2.1×10－4 ℃

note：calibration （triangular distribution K＝√6 ）； temperature

（rectangular distribution K＝√3）；laboratory temperature variation Δt is

±5 ℃；water swellable coefficient α＝2.1×10－4 ℃

由表 3 数据结合稀释步骤可知 ，对照品 urel（VR）＝

√u1
2+u2

2+u3
2＝2.0×10－3；样品urel（VX）＝√u1

2+u2
2+u3

2＝2.0×10－3。

2.10.7 HPLC 数据处理系统引入的不确定度分量。HPLC仪

峰面积积分处理过程的最大误差为 0.2％～1.0％。取 1.0％，

按均匀分布处理，峰面积的相对不确定度 urel（AR）＝urel（AX）＝

1.0％/√3＝5.77×10－3。

2.10.8 样品测量重复性引入的不确定度分量。精密称取同

一样品10份，平行处理，进行重复性测定，结果X 1＝98.1％，标

准偏差计算公式 s（X）＝ ∑
i＝1

10

（Xi－X）/（n－1）√ ＝2.6×10－3（n＝

10），因此样品测量重复性引入的 urel（frep）＝s（X）/（√2×X）＝

1.87×10－3。

2.10.9 其他因素引入的不确定度分量。试验过程中测量回

收率所产生的标准不确定度为u（R）＝RSD/√n＝2.7×10－3（n＝

9）；urel（R）＝u（R）/R＝2.66×10－3。同时，对回收率进行 t检验，

以判断标准不确定度公式是否需要进行校正，t＝│1－R│/u

（R）＝1.111，小于临界值 t（95，8）＝1.153，故u（R）无需进行校正。

2.10.10 合成标准不确定度。将以上各相对不确定度分量合

成，按公式计算得阿司匹林的合成标准不确定度uc，rel（X 阿）：

uc，rel（X 阿）＝√urel
2（CR）+urel

2（MR）+urel
2（MX）+urel

2（VR）+urel
2（VX）+2urel

2（A）+urel
2（frep）+urel

2（R）＝

0.9％。

参照阿司匹林含量测定不确定度分析及评定过程，对咖

啡因、对乙酰氨基酚、马来酸氯苯那敏含量测定不确定度进行

同样的分析和评定，得到咖啡因uc，rel（X 咖）＝1.0 ％，X＝92.1％；

图2 不确定度影响因素构成图

Fig 2 Influential factors constitution of uncertainty
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对乙酰氨基酚的 uc，rel（X 对）＝0.9％，X＝96.5％；马来酸氯苯那

敏的uc，rel（X 马）＝1.4％，X＝99.2％。

2.11 扩展不确定度

取置信概率为 95％，包含因子K＝2，则相对扩展不确定

度为：阿司匹林 U（X1）＝2×0.9％＝1.8％，对乙酰氨基酚 U

（X2）＝2×0.9％＝1.8％，咖啡因U（X3）＝2×1.0％＝2.0％，马来

酸氯苯那敏U（X4）＝2×1.4％＝2.8％。

2.12 测量结果报告

以标示量计算，样品中含有阿司匹林X1＝（98.2±1.8）％；

对乙酰氨基酚X2＝（96.5±1.8）％；咖啡因X3＝（92.1±2.0）％；

马来酸氯苯那敏X4＝（99.2±2.8）％。包含因子K＝2，置信概

率P＝95％。

3 讨论

3.1 流动相

本文对阿酚咖敏片的含量测定方法进行了改进，在原标

准中采用化学滴定法分别测定了阿司匹林、对乙酰氨基酚与

咖啡因的含量，操作过程相对烦琐。采用程序可变波长HPLC

法对阿酚咖敏片中4种有效成分进行梯度洗脱，方便、快捷，含

量测定的专属性更强。选择流动相时，曾先后试用甲醇-水、乙

腈-水、甲醇-4.2％磷酸溶液、乙腈-4.2％磷酸溶液。结果在试

验过程中发现，阿司匹林在含水体系中水解严重，而流动相保

持酸性条件有利于改善峰形及抑制阿司匹林水解为水杨酸。

相对于其他几种流动相，乙腈-4.2％磷酸溶液流动相能成功分

离4组组分，并且保留时间、峰形及分离度都比较理想。

3.2 检测波长

分别取阿司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因与马来酸氯苯那

敏的对照品贮备溶液，稀释至合适倍数，在 200～400 nm波长

处采用紫外-可见分光光度计进行扫描。结果发现阿司匹林与

咖啡因在 275 nm波长处有最大吸收，马来酸氯苯那敏和对乙

酰氨基酚分别在 262、257 nm波长处有最大吸收，因此本试验

采用程序可变波长法分别在各组分的最大吸收波长下对组分

进行含量测定。

3.3 测量结果不确定度评定

在本试验中采用程序可变波长HPLC法测定阿酚咖敏片

中阿司匹林、对乙酰氨基酚、咖啡因与马来酸氯苯那敏的含

量，并且参考《化学分析中不确定度的评估指南》[15]及《测量不

确定度评定与表示》[16]，对含量测定过程中的不确定度来源进

行分析评价。从试验过程可以看出，由于马来酸氯苯那敏的

含量相对较低，其对照品的称取量较少，导致其相对不确定度

较大。通过比较4种待测成分的合成不确定度，进一步证实马

来酸氯苯那敏的不确定度最大。由评定过程可知，除色谱仪

本身的不确定度分量外，方法的准确性、对照品的纯度、称量

的大小、样品测量的重复性、稀释过程对合成不确定度贡献较

大。因此，在试验方法的开发中应注意方法的准确性考察；样

品测量方面，应注意样品的均匀性和样品处理操作过程的一

致性，稀释样品时应尽可能地减少稀释步骤。
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