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HPLC法测定卡托普利片含量的测量不确定度评定
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摘 要 目的：评定高效液相色谱（HPLC）法测定卡托普利片含量的测量不确定度。方法：建立HPLC法测定卡托普利片的含量

的数学模型，分析测量不确定度的影响因素并对各因素进行评估，给出扩展测量不确定度报告。结果：HPLC法测定卡托普利片

含量的扩展测量不确定度为1.2％，测量结果表示为（100.3±1.2）％，k＝2。结论：明确产生不确定度的主要来源，可为有效地控制

该含量测定方法的准确性提供可靠的理论依据。
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酸阿糖胞苷在 254 nm波长处的吸收较强，既可以保证杂质的

检出，又能够准确地测定主成分含量，故选择254 nm作为本方

法的检测波长。

3.2 流动相的选择

笔者研究发现，流动相中 0.01 mol/L 磷酸氢二钠和 0.01

mol/L 磷酸二氢钠溶液的 pH 均为 6.86，缓冲力较大，且较稳

定。若将pH调至6.0或7.0，则需加入大量的稀酸或稀碱，不易

控制，色谱峰易分叉。另外，由于本品黏度较大，重复多次进

样后色谱柱上残留物不易洗脱干净，柱压不断升高，因此在梯

度洗脱主成分和主要杂质出峰后，增加了甲醇的比例，有利于

洗脱色谱系统中残留杂质，保持色谱条件的稳定。

3.3 色谱柱的选择

笔者曾尝试采用了 3根不同品牌的C18色谱柱、两台不同

型号的UPLC仪，分别在不同时间点采用本研究中的色谱条件

进行测定。结果发现，Inertsil ODS-3 C18分离效果最好，无干

扰，灵敏度高，且峰形较好。

3.4 样品的稳定性

在破坏性试验中均检出了尿嘧啶和尿苷，加速试验和长

期试验中均检出了阿糖尿苷。盐酸阿糖胞苷对温度较敏感，

可在放置过程中降解产生阿糖尿苷。因此，在贮藏时应注意

温度对样品质量的影响。

综上所述，本方法准确、灵敏度高、专属性强、重复性好，

可作为盐酸阿糖胞苷原料药的质量控制方法。
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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[1]。它与测量误差有着本

质的区别。测量不确定度对测量、试验结果的可信性、可比性

和可接受性都有非常重要的意义。在相同的条件下进行测量

时，合理赋予被测量的任何值，均具有相同的测量不确定度，

即测量不确定度仅与测量方法有关[2]。

卡托普利片是《中国药典》2010年版（二部）收载品种[3]，为

竞争性血管紧张素转换酶抑制剂，适用于治疗慢性心功能不

全和高血压。卡托普利片的含量测定方法为高效液相色谱

（HPLC）外标法。笔者根据《测量不确定度评定与表示》及有

关规定[4-5]并参考有关文献[6-9]，对HPLC法测定卡托普利片含

量的测量不确定度进行评估，分析影响不确定度的各因素，为

客观评价卡托普利片的含量测定结果提供科学依据。

1 材料
2695型HPLC仪，包括Waters 2996二极管阵列检测器及

Waters Empower工作站（美国Waters公司）；BP-211D电子天平

（德国赛多利斯公司，d＝0.01 mg）；DELTA320酸度计（瑞士梅

特勒-托利多公司）；100 ml量瓶均检定为A级。

卡托普利对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

100318-201103，质量分数：99.5％）；卡托普利片（云南龙恩制

药有限公司，批号：20130301）；甲醇、乙腈为色谱纯，其余试剂

均为分析纯，水为超纯水。

2 试验方法
2.1 色谱条件

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

0.01 mol/L磷酸二氢钠溶液-甲醇-乙腈（75 ∶ 25 ∶ 5，V/V/V，用磷

酸调节 pH至 3.0）；流速：1.0 ml/min；检测波长：215 nm；柱温：

40 ℃；进样量：20 μl。

2.2 溶液的制备

取样品20片，精密称定，研细，精密称取适量（约相当于卡

托普利 10 mg），置于 100 ml 量瓶中，加流动相适量溶解并定

容，摇匀，用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液作为供试品溶

液。另取卡托普利对照品适量，精密称定，置于 100 ml 量瓶

中，加流动相适量溶解并定容，作为对照品溶液。

2.3 样品测定

精密量取供试品溶液和对照品溶液各 20 μl，注入 HPLC

仪，记录色谱，按外标法以峰面积计算含量。

3 测量不确定度评定
化学分析中的测量不确定度评定主要分为以下步骤[2，4]：

被测量的技术规定；识别测量不确定度的来源；测量不确定度

分量的量化；计算合成标准测量不确定度；扩展测量不确定度

的给出；报告测量不确定度。

3.1 数学模型

根据测定原理和过程，样品的标示百分含量计算公式为：

X＝
AX×WR×PR×VX×W

AR×WX×VR×标示量
×100％

式中：X为供试品中卡托普利的标示百分含量；AX为供试

品的峰面积；AR为对照品的峰面积；WX为供试品的称取量；WR

为对照品的称取量；VX为供试品溶液的配制体积；VR为对照品

溶液的配制体积；PR为对照品的纯度；W为平均片质量；标示量

为25 mg/片。

3.2 识别测量不确定度的来源

有关测量不确定度的来源见图1。

3.3 测量不确定度分量的量化分析

3.3.1 对照品纯度的相对标准不确定度urel（PR） 属于B类测

量不确定度。卡托普利对照品由中国食品药品检定研究院提

供，质量分数为99.5％。未给出其不确定度等相关信息，假定

其分布区间为±0.05％，按矩形分布计算，相对标准不确定度

urel（PR）＝0.05％/√3/99.5％＝2.90×10－4。

3.3.2 对照品称量的相对标准不确定度 urel（WR） 有两个来

源，均属于B类测量不确定度。（1）天平示值的不确定度分析：

所用电子天平（d＝0.01 mg）的检定证书给出的最大允差为±

0.05 mg，按矩形分布计算，u（WR1）＝0.05/√3＝2.89×10－2 mg。

（2）天平称量重复性的不确定度分析：所用电子天平（d＝0.01

mg）的检定证书给出的重复性误差为 0.01 mg，按矩形分布计

算，u（WR2）＝0.01/√3＝5.77×10－3 mg。则天平单次称量的标

准不确定度为：√（2.89×10－2）2+（5.77×10－3）2＝2.94×10－2 mg。

因 称 量 过 程 使 用 减 质 量 法 ，故 其 不 确 定 度 u（WR）＝

√2×（2.94×10－2）2＝4.16×10－2 mg。即称取对照品10.22 mg时，

其相对标准不确定度urel（WR）＝（4.16×10－2）/10.22＝4.07×10－3。

3.3.3 对照品溶液稀释的相对标准不确定度urel（VR） 主要有

3个不确定度来源：（1）校准：属B类不确定度。查阅《常用玻

璃量器检定规程》[10]，100 ml A 级量瓶的容量允差为±0.10

ml，按三角分布计算，u（VR1）＝0.10/√6＝4.08×10－2 ml。（2）重复

性：属A类不确定度。将 100 ml量瓶加水至刻度，称量，重复

操作10次，用贝塞尔公式法评定，得到标准偏差为0.0485 ml，

则不确定度u（VR2）＝0.048 5/√10＝1.53×10－2 ml。（3）温度：属B

类不确定度。100 ml量瓶在 20 ℃下校准，实验室环境温度为

24.3 ℃，水的体积膨胀系数为2.1×10－4，按矩形分布计算，则不

确定度 u（VR3）＝2.10×10－4×100×（24.3－20）/√3＝5.21×10－2

ml。由以上3项合成得到u（VR）＝

√（4.08×10－2）2+（1.53×10－2）2+（5.21×10－2）2 ＝6.80×10－ 2 ml，则

相对标准不确定度urel（VR）＝6.80×10－2/100＝6.80×10－4。

3.3.4 对照品色谱峰面积的相对标准不确定度urel（AR） 即进

样重复性，属A类不确定度。取对照品溶液连续进样 6次，用

贝塞尔公式法评定，得到色谱峰面积的标准偏差为9 368.7，平

均峰面积为 2 643 407.8，则不确定度 u（AR）＝9 368.7/√6＝

3 824.7，相对标准不确定度 urel（AR）＝3824.7/2 643 407.8＝

1.45×10－3。

3.3.5 供试品称量的相对标准不确定度urel（WX） 此分量测量

重复性

X
供试品中卡托普利的

标示百分含量

AR

对照品的峰面积

VR

对照品溶液的体积
PR

对照品的纯度

W
平均片质量AX

供试品的峰面积
VX

供试品溶液的体积

WR

对照品的称取量

WX

供试品的称取量

温度

重复性
重复性

校准

重复性
校准

重复性

校准

温度

重复性
校准

重复性

校准

图1 测量不确定度分量因果图

Fig 1 Cause-effect diagram of uncertainty components
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不确定度的分析同“3.3.2”项。不确定度 u（WX）＝u（WR）＝

4.16×10－2 mg。供试品 2份的称取量分别为 33.5、37.1 mg，则

其相对标准不确定度urel（WX）＝

√（4.16×10－2/33.5）2+（4.16×10－2/37.1）2＝1.67×10－3。

3.3.6 供试品溶液稀释的相对标准不确定度urel（VX） 测量不

确定度的分析同“3.3.3”项。相对标准不确定度urel（VX）＝6.80×

10－4。

3.3.7 供试品色谱峰面积的相对标准不确定度urel（AX） 因检

测次数较少，故采用极差法[3]计算供试品色谱峰面积引入的不

确定度。当n＝2时，极差系数C＝1.13。精密称取2份卡托普

利片供试品，分别配制成供试品溶液，每份溶液重复进样2次，

结果详见表1。

表1 供试品峰面积测定结果（n＝2）

Tab 1 Result of the peak area for test sample（n＝2）

供试品
供试品1

供试品2

峰面积1

2 558 321

2 829 325

峰面积2

2 562 089

2 825 369

平均值A

2 560 205

2 827 347

极差R

3 768

3 956

故供试品1相对标准不确定度urel（AX1）＝R1/（C×A）＝3 768/

（1.13×2 560 205）＝1.30×10－3，故供试品 2相对标准不确定度

urel（AX2）＝R2/（C×A）＝3 956/（1.13×2 827 347）＝1.24×10－3。则此

分量的相对标准不确定度urel（AX）＝√u2
rel（AX1）+u2

rel（AX2）＝1.80×

10－3。

3.3.8 供试品平均片质量的相对标准不确定度urel（W） 主要

有两个来源：（1）天平称量过程引入的测量不确定度分析同

“3.3.2”项。u1（W）＝u（WR）＝4.16×10－2 mg。（2）药片质量差异

的标准不确定度：按照《中国药典》2010年版（二部）附录片剂

重（质）量差异检查法[3]，取供试品20片，精密称定每片质量，计

算得平均片质量W＝86.5 mg，标准偏差 s（W）＝1.2 mg。则药

片质量差异的标准不确定度u2（W）＝s（W）/√n＝1.2/√20＝0.27

mg。因此，供试品平均片质量的标准不确定度u（W）＝

√u2
1（W）+u2

2（W）＝√（4.16×10－2）2+0.272 ＝0.27 mg，其相对标准

不确定度urel（W）＝u（W）/W＝0.27/86.5＝3.15×10－3。

3.4 计算合成相对标准不确定度uc，rel

测量不确定度各分量的分析结果见表2和图2。

表2 各分量相对标准不确定度一览

Tab 2 Relative standard uncertainty of each component

分量
urel（PR）

urel（WR）

urel（VR）

urel（AR）

urel（WX）

urel（VX）

urel（AX）

urel（W）

不确定度来源
对照品纯度
天平示值
称量重复性
校准
重复性
温度
色谱峰面积
天平示值
称量重复性
校准
重复性
温度
色谱峰面积
天平示值和称量重复性
片质量差异

分布
矩形
矩形
矩形
三角
正态
矩形
正态
矩形
矩形
三角
正态
矩形
正态
矩形
正态

类型
B类
B类
B类
B类
A类
B类
A类
B类
B类
B类
A类
B类
A类
B类
A类

相对标准不确定度
2.90×10－4

4.07×10－3

6.80×10－4

1.45×10－3

1.67×10－3

6.80×10－4

1.80×10－3

3.15×10－3

排序
7

1

6

5

4

6

3

2

则 含 量 测 定 的 合 成 相 对 标 准 不 确 定 度 uc， rel＝

√u2
rel（PR）+u2

rel（WR）+u2
rel（VR）+u2

rel（AR）+u2
rel（WX）+u2

rel（VX）+u2
rel（AX）+u2

rel（W）

＝5.97×10－3。试验测得卡托普利的百分含量X＝100.3％，则

合成标准不确定度为：

uc（X）＝uc，rel ×X＝5.97×10－3×100.3％＝0.6％。

3.5 给出扩展不确定度U

测量结果符合正态分布，取置信概率为 95％，包含因子

k＝2，则：U＝kuc（X）＝2×0.6％＝1.2％。

3.6 测量不确定度报告

HPLC法测定卡托普利片的含量结果表示为X＝（100.3±

1.2）％，k＝2。

4 讨论
由上述测量不确定度的分析评定结果可知，HPLC法测定

卡托普利片含量的不确定度主要来自于对照品的称取量，其

次是药片的质量差异、液相色谱峰面积、供试品的称取量以及

稀释过程。提示在检验过程中应选用精度符合要求的分析天

平称量，使用经校正合格的容量仪器进行稀释；应定期做好

HPLC仪的计量检定和期间核查工作，使HPLC仪的技术性能

处于良好工作状态，以确保测定结果准确可靠；对于含量测定

结果处于合格边缘的产品应谨慎对待药片质量差异对结果的

影响。
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图2 测量不确定度的分量大小

Fig 2 Value of uncertainty components
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多囊卵巢综合征（Polycystic ovary syndrome，PCOS）以胰

岛素抵抗、高胰岛素血症、高雄激素血症及停止排卵为特征，

是目前最常见的导致育龄期妇女不孕不育和月经紊乱的疾

病，其发病率不断增加，已达5％～10％[1]。加之高胰岛素血症

还可增加心血管疾病发病率，并继发糖尿病，故该病已成为妇

产科、内分泌科等相关科室临床研究者关注的重要疾病。

PCOS的治疗方法多样，包括心理治疗、生活方式干预、手术治

疗和药物治疗等，其中主要采用药物治疗。二甲双胍（Metfor-

min，MET）是临床上主要用于治疗2型糖尿病的药物，随着药

理学和药效学研究的不断深入，MET被发现不仅能显著改善

胰岛素抵抗和葡萄糖耐量，而且能诱导排卵，降低机体雄激素

分泌，故目前已广泛用于PCOS的治疗[2]。然而，关于MET在

治疗PCOS中的应用仍存在争议[3-4]，在 2007年的欧洲人类生

殖与胚胎学会和美国生殖医学会（EHSRE/ASRM）发起的关于

PCOS治疗原则的研讨会上，提出“二甲双胍用于伴葡萄糖耐

量异常的PCOS患者的治疗应当受到限制”[5]。由于这种争议

的存在，激起了更多的医药科研工作者开展对 MET 治疗

PCOS的研究。笔者以“多囊卵巢综合征”“二甲双胍”“胰岛素

抵抗”“激素调节”“诱导排卵”为关键词，查阅1986－2013年间

中国知网、PubMed 数据库中的国内、外相关文献，就近年来

MET治疗PCOS研究进展作一综述。

1 MET对PCOS的治疗作用
1.1 MET对PCOS胰岛素抵抗的改善

PCOS常伴有胰岛素抵抗、高胰岛素血症、血糖增高、肥胖

和脂质代谢紊乱等，其中胰岛素抵抗被认为是PCOS代谢紊乱

的中心环节，可造成不良妊娠等严重后果，所以改善胰岛素抵

抗已成为PCOS治疗的主要方向之一。

MET可以改善糖尿病患者的胰岛素抵抗是其用于PCOS

患者治疗的理论基础。一项随机临床研究发现，MET能显著

降低PCOS患者空腹血糖（FBS）、血清甘油三脂（TG）和总胆固

醇（TC）的水平，显著改善稳态模式下的胰岛素抵抗，且在降低

体质量和改善体质量指数（Body mass index，BMI）方面比吡格

列酮效果更加明显[6]。胰岛素抵抗通常伴随肥胖症状，根据新

的分型标准，可将PCOS分为肥胖型和非肥胖型，且两者高雄

激素血症形成的原因不同：肥胖型与胰岛素抵抗引起的高胰

岛素血症促进了雄激素的合成有关；而非肥胖型与促黄体生

成素（LH）/促卵泡生成激素（FSH）比值升高有关。MET不仅

能改善肥胖型PCOS的胰岛素抵抗，对非肥胖型PCOS也具有

较好的疗效。一项病例研究结果显示，MET在治疗 1例 19岁

的非肥胖型PCOS患者 6个月后，患者月经周期规则，血清睾

酮（T）水平降低，胰岛素抵抗症状显著改善，且这些疗效是独

立于体质量降低和生活方式改变而存在的[7]。另外一项对非

肥胖型PCOS患者研究的临床试验还发现，二甲双胍与醋酸环

丙孕酮联合使用 6个月，可显著降低患者的 BMI 和腰臀比

（Waist ∶Hip ratio，WHR），增加胰岛素敏感性，同时作为对照的

醋酸环丙孕酮组在治疗前后差异无统计学意义[8]。

1.2 MET对PCOS激素水平的调节

激素水平紊乱特别是高雄激素血症一直被认为是PCOS
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摘 要 目的：为临床更好地应用二甲双胍治疗多囊卵巢综合征（PCOS）提供参考。方法：以“多囊卵巢综合征”“二甲双胍”“胰岛

素抵抗”“激素调节”“诱导排卵”为关键词，查阅1986－2013年间中国知网、PubMed数据库中的国内、外相关文献，综述二甲双胍

在PCOS及其并发症中的治疗作用和应用局限。结果与结论：二甲双胍对PCOS胰岛素抵抗的改善、激素水平的调节、排卵功能的

促进及心血管疾病、子宫内膜癌变等PCOS并发症均具有较好的作用。但是，在众多的研究中也出现了不同的研究结果，再加上

二甲双胍本身具有的不良反应和其较长的起效时间，所以在临床应用中应注意个体化给药。
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