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测量不确定度是表征赋予被测量值分散性的非负参数[1]，

是对测量结果可能误差的度量，也是定量说明测量结果质量

好坏的参数[2]。测量不确定度评定已经在药物分析领域广泛

应用[3-5]。

泼尼松龙收载于2010年版《中国药典》（二部）[6]，是肾上腺

皮质激素类药物，其含量测定方法为高效液相色谱（HPLC）内

标法。本研究中，笔者根据有关规定[1，7-8]，对该方法测定泼尼

松龙原料药含量的测量不确定度进行评定，分析影响其不确

定度的因素，为客观评价泼尼松龙原料药的含量测定结果提

供科学依据。

1 材料

1.1 仪器

Waters e2695 HPLC仪，包括Waters 2998二极管阵列检测

器及 Waters Empower 工作站（美国 Waters 公司）；BP-211D 型

电子天平（德国Sartorius公司，精度：0.01 mg）；50 ml容量瓶、5

ml移液管均检定为A级。

1.2 药品与试剂

泼尼松龙原料药（丽江映华生物药业有限公司，批号：

IS38-141101）；泼尼松龙对照品（中国食品药品检定研究院，批

号：100153-201004，纯度：99.4％）；炔诺酮对照品（内标物质，

中国食品药品检定研究院，批号：100053-201206，纯度：

99.4％）；甲醇为色谱纯，水为超纯水。

2 试验方法
2.1 色谱条件

色谱柱：Agilent Eclipse XDB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：甲醇-水（65 ∶ 35，V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：

240 nm；柱温：25 ℃；进样量：10 μl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 内标溶液 精密称取炔诺酮对照品 54.91 mg，置于 50

ml量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，即得。

2.2.2 供试品溶液与对照品溶液 取本品约 50 mg，精密称
定，置于 50 ml量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀；精密
量取该溶液与内标溶液各 5 ml，置于同一 50 ml量瓶中，用甲
醇稀释至刻度，摇匀，即得供试品溶液。另取泼尼松龙对照
品 50.39 mg，同法稀释，即得质量浓度约为 0.1 mg/ml 的对照
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 10 μl，注入 HPLC

仪，记录色谱，按内标法以峰面积计算样品含量。

3 测量不确定度评定
3.1 建立数学模型

含量测定方法为HPLC内标法，样品含量的计算公式为：

X＝
AS×WR×PR×VS×AX×W′S×VX

AR×WS×PS×VR×A′S×V′S×WX×（1－L％）

式中，X：按干燥品计算，供试品中泼尼松龙的百分含量；
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AS：对照品溶液中内标物质的峰面积；A′S：供试品溶液中内标

物质的峰面积；WS：对照品溶液中内标物质的称取量；W′S：供

试品溶液中内标物质的称取量；PS：内标物质的纯度；VS：对照

品溶液中内标物质的稀释倍数；V′S：供试品溶液中内标物质

的稀释倍数；AR：对照品的峰面积；WR：对照品的称取量；PR：对

照品的纯度；VR：对照品的稀释倍数；AX：供试品的峰面积；WX：

供试品的称取量；VX：供试品稀释倍数；L：干燥失重。其中：

AS×WR×PR×VS

AR×WS×PS×VR

＝校正因子（ f）

3.2 识别测量不确定度的来源

各测量不确定度分量的来源见图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）与内标物质纯

度的相对标准不确定度urel（PS） 属于B类测量不确定度。泼

尼松龙对照品和炔诺酮对照品（内标物质）均由中国食品药品

检定研究院提供，含量均为99.4％。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

99.4％
＝2.90×10－4。同理，urel（PS）＝2.90×

10－4。

3.3.2 对照品称取量的相对标准不确定度urel（WR）与内标物质

称取量的相对标准不确定度urel（WS） 有2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

（精度：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（精度：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

用减重法，故其不确定度 u（WR）＝√2×（2.94×10－2）2 ＝4.16×

10－2 mg。对照品的称取量为50.39 mg时，其相对标准不确定度

urel（WR）＝
4.16×10－2

50.39
＝8.26×10－4；同理，内标物质的称取量为

54.91 mg时，其相对标准不确定度urel（WS）＝
4.16×10－2

54.91
＝7.58×

10－4。

3.3.3 对照品稀释倍数的相对标准不确定度urel（VR）与内标物

质稀释倍数的相对标准不确定度urel（VS） 由稀释过程看出有

2个不确定度分量，分别来自 50 ml量瓶和 5 ml移液管。（1）50

ml 量瓶的不确定度主要有 3个来源：①校准：属 B 类不确定

度。查阅《常用玻璃量器检定规程》[9]，50 ml A级量瓶的容量允

差为±0.05 ml，按三角分布计算，u（VR1）＝
0.05
√6

＝2.04×10－2

ml。②重复性：属A类不确定度。将 50 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

0.024 6 ml，则不确定度u（VR2）＝
0.024 6

√10
＝7.78×10－3 ml。③温

度：属B类不确定度。50 ml量瓶在 20 ℃下校准，实验室环境

温度为 10.9 ℃，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）＝
2.1×10－4×50×（10.9－20）

√3 ＝－5.52×

10－2 ml。由以上3项合成得到使用1次50 ml量瓶的不确定度

为：√（2.04×10－2）2+（7.78×10－3）2+（－5.52×10－2）2＝5.93×10－ 2

ml。因稀释过程中使用到 2次 50ml 量瓶，故其不确定度为：

√2×（5.93×10－2）2＝8.39×10－2 ml。则使用50 ml量瓶稀释的相

对标准不确定度为：
8.39×10－2

50
＝1.68×10－3。（2）5 ml移液管的

不确定度分析过程与上述相同，分别为：①5 ml A 级移液管

的容量允差为±0.015 ml，则 u（VR4）＝
0.015
√6

＝6.12×10－3 ml。

②将同一 5 ml 移液管吸取 5 ml 水放入量瓶，称量，重复操

作 10次，得到标准偏差为 0.018 5 ml，则不确定度 u（VR5）＝

0.018 5

√10
＝5.85×10－3 ml。③温度引入的不确定度 u（VR 6）＝

2.1×10－4×5×（10.9－20）
√3

＝－5.52×10－3 ml。由以上3项合成得

到不确定度为：√（6.12×10－3）2+（5.85×10－3）2+（－5.52×10－3）2＝

1.01×10－2 ml，则使用5 ml移液管稀释的相对标准不确定度为：

1.01×10－2

5
＝2.02×10－3。由（1）、（2）合成得到对照品稀释倍数

的相对标准不确定度 urel（VR）＝√（1.68×10－3）2+（2.02×10－3）2

＝2.63×10－3。内标物质稀释过程与对照品相同，因此内标物

质稀释倍数的相对标准不确定度urel（VS）＝2.63×10－3。

3.3.4 对照品峰面积的相对标准不确定度urel（AR）与内标物质

峰面积的相对标准不确定度 urel（AS） 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，分别得到泼尼松龙和

内标物质的峰面积，用贝塞尔公式法评定，得到泼尼松龙峰面

积的标准偏差为1 142.7，平均峰面积为2 264 197.6，则不确定

度 u（AR）＝
1 142.7
√6

＝466.5，相对标准不确定度 urel（AR）＝

466.5
2 264 197.6＝2.06×10－4；同理，内标物质峰面积的标准偏差为

1 202.2，平均峰面积为3 558 565.8，则不确定度u（AS）＝
1 202.2
√6

＝490.8，相对标准不确定度urel（AS）＝
490.8

3 558 565.8
＝1.38×10－4。

图1 测量不确定度分量因果图

Fig 1 Cause-effect diagram of uncertainty of measurement
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3.3.5 供试品称取量的相对标准不确定度urel（WX） 此不确定

度分量的分析同“3.3.2”项。不确定度u（WX）＝u（WR）＝4.16×10－2

mg。2份供试品的称取量分别为50.37、51.19 mg，则其相对标

准不确定度urel（WX）＝
4.16×10－2

50.37
（ ）2+

4.16×10－2

51.19
（ ）2√ ＝1.16×10－3。

3.3.6 供试品稀释倍数的相对标准不确定度urel（VX）与内标物

质稀释倍数的相对标准不确定度urel（V′S） 此项分析同“3.3.3”

项。相对标准不确定度urel（VX）＝urel（V′S）＝2.63×10－3。

3.3.7 供试品峰面积的相对标准不确定度urel（AX）与内标物质

峰面积的相对标准不确定度urel（A′S） 采用极差法[1]计算色谱

峰面积引入的不确定度。当n＝2时，极差系数C＝1.13。平行

配制2份供试品溶液，每份溶液重复进样2次，结果见表1。

表1 供试品峰面积测定结果（n＝2）

Tab 1 Results of the peak area of test samples（n＝2）

项目

峰面积1

峰面积2

平均值A

极差R

泼尼松龙
供试品1

2 245 981.

2 239 845.

2 242 913.

6 136.

供试品2

2 332 423.

2 323 289.

2 327 856.

9 134.

内标
供试品1

3 567 554.

3 555 000.

3 561 277.

12 554.

供试品2

3 631 608.

3 618 262.

3 624 935.

13 346.

由urel（A）＝
R

C×A
可以计算出：urel（AX1）＝2.42×10－3，urel（AX2）＝

3.47×10－3；urel（A′S1）＝3.12×10－3，urel（A′S2）＝3.26×10－3，则供试品峰

面积的相对标准不确定度 urel（AX）＝√u2
rel（Ax1）+u2

rel（AX2）＝

4.23×10－3；内标物质峰面积的相对标准不确定度 urel（A′S）＝

√u2
rel（A′s1）+u2

rel（A′S2）＝4.51×10－3。

3.3.8 干燥失重的相对标准不确定度 urel（L） 由供试品干燥

前后称量的不确定度合成[4]。从“3.3.2”项的分析得知，天平单

次称量的标准不确定度为2.94×10－2 mg。供试品干燥前、后的

称量值分别为 18.680 81、18.678 33 g，则干燥失重的相对标准

不确定度 urel（L）＝
2.94×10－2

18.680 81×103
（ ）2+

2.94×10－2

18.678 33×103
（ ）2√ ＝

2.23×10－6。

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。

表2 各分量相对标准不确定度一览

Tab 2 List of components of relative standard uncertainty

分量
urel（A′s）

urel（AX）

urel（V）

urel（WX）

urel（WR）

urel（Ws）

urel（P）

urel（AR）

urel（As）

urel（L）

相对标准不确定度
4.51E-03

4.23E-03

2.63E-03

1.16E-03

8.26E-04

7.58E-04

2.90E-04

2.06E-04

1.38E-04

2.23E-06

排序
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

则含量测定的合成相对标准不确定度 uc，rel＝√u2
rel（A′S）+

u2
rel（AX）+4×u2

rel（V）+u2
rel（WX）+u2

rel（WR）+u2
rel（WS）+2×u2

rel（P）+u2
rel

（AR）+u2
rel（AS）+u2

rel（L）＝8.29×10－3。

试验测得泼尼松龙的百分含量X＝98.8％，则合成标准不

确定度为：

uc（X）＝uc，rel×X＝8.29×10－3×98.8％＝0.8％。

3.5 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＝k·uc（X）＝2×0.8％＝1.6％。

3.6 测量不确定度报告

HPLC内标法测定泼尼松龙的含量为X＝（98.8±1.6％），

k＝2。

4 讨论
由以上测量不确定度的评定结果可知，HPLC内标法测定

泼尼松龙原料药含量的不确定度主要来自于稀释过程，其次

是液相色谱峰面积和天平称量过程。内标法的计算公式中，

当对照品溶液中内标浓度与供试品溶液中内标浓度相等即

CS＝C′S时，计算时可以相互抵消。但是在评定其测量不确定

度时，应分别计算每一次稀释过程所引入的不确定度分量，不

能忽略不计。本次评定结果提示，应使用经校正合格的容量

仪器进行稀释，并应定期做好液相色谱仪的计量检定和期间

核查工作，选用精度符合要求的分析天平进行称量，以确保测

定结果准确可靠。
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