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在目标适应证受试者体内的药动学行为，提示临床用药时无

需根据上述因素调整药物。
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表2 艾普拉唑PPK模型参数

Tab 2 Population pharmacokinetic parameter of ilaprazole

参数
药动学参数

CL/F，L/h
V/F，L
Ka
Gama
GEN CL

个体间变异
CL/F，L/h
Ka

残差变异
百分比，％
附加项

估算值

2.74
12.6

0.361
2.19
0.881

11.5
47.6

78.5
0.003 16

RSD，％

12.3
15.2
18.6

6.8
4.6

26.2
39.1

13.6
-

注：Additive的RSD数值太小可忽略

Note：The RSD of Additive is too small to be ignored
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摘 要 目的：评价液-质联用（LC-MS/MS）法测定人血浆中齐多夫定浓度的不确定度。方法：对齐多夫定浓度测定过程中各影响

因素，包括测定精密度、称量、标准溶液的配制、含药血浆的配制、血浆提取、仪器、标准曲线拟合等进行分析，计算各变量的不确定

度和合成不确定度，最终计算扩展不确定度。结果：置信概率P为95％时，血浆低、中、高（25、200、750 ng/ml）质量浓度齐多夫定的

扩展不确定度分别为8.54、17.69、81.87 ng/ml。结论：该方法适用于 LC-MS/MS 法测定血浆中齐多夫定浓度的不确定度评价，为

复杂生物基质分析过程的不确定度评价提供了参考依据。
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Uncertainty Evaluation for the Determination of Zidovudine Concentration in Human Plasma by LC-MS/MS
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ABSTRACT OBJECTIVE：To evaluate the uncertainty of the determination of zidovudine concentration in human plasma by
LC-MS/MS. METHODS：The various factors influencing the uncertainty in the whole process of determination，including preci-
sion，weighing，solution preparation，plasma containing drug preparation，plasma extraction，the apparatus and calibration curves
fitting，were all analyzed and estimated. The uncertainty and synthetic uncertainty of each variable were calculated. The expanded
uncertainty was analyzed with all the components. RESULTS：When the confidence probability P＝95％，the expanded uncertainty
for low，medium and high（25，200，750 ng/ml）concentration of zidovudine were 8.54，17.69，81.87 ng/ml，respectively. CON-
CLUSIONS：This method is suitable for the uncertainty evaluation for the determination of zidovudine concentration in human plas-
ma by LC-MS/MS，and provides reference for uncertainty evaluation of complex biological matrix analysis.
KEYWORDS Zidovudine；Uncertainty；LC-MS/MS
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不确定度是表征合理地赋予被测量之值的分散性，是与

测量结果相联系的参数。建立和实施检测的不确定度评定方

法，既是提高检测质量的需要，也是实现检测数据国际互认所

不可缺少的内容。齐多夫定是一种抗病毒药，用于艾滋病或

与艾滋病有关的综合征及免疫缺陷病毒（HIV）感染患者的治

疗。本文对液-质联用（LC-MS/MS）法测定人血浆中齐多夫定

浓度的不确定度进行了评价，探讨了复杂生物基质中药物浓

度测定的不确定度评定方法。

1 材料
1.1 仪器

Waters Quattro Premier LC-MS/MS仪（美国Waters公司）；

Masslynx 4.0数据处理系统（美国Waters公司）；VORTEX-5涡

旋混合器（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；Thermo SOR-

VAIL 高速离心机（美国 Thermo 公司，离心半径：85 mm）；

XP205分析天平（瑞士Mettler-Toledo公司；超低温冰箱（美国

Thermo公司）；Thermo Scientific SPD2010型离心浓缩系统。

1.2 药品与试剂

齐多夫定对照品（中国药品生物制品检定研究院，批号：

100672-200401，纯度：98％）；内标：格列吡嗪对照品（上海制药

厂，批号：9801003，含量：99.7％）；甲醇、醋酸铵为色谱纯；超纯

水（18.2 MΩ·cm，25 ℃）由Milli-Q®A10 Synthesis纯化系统（美

国Millipore公司）制备；方法学研究用的健康人空白血浆由北

京通州血液中心健康受试者提供。

2 方法[1-4]

2.1 色谱及质谱条件

色谱柱：Symmetry C18（100 mm×2.1mm，3.5 μm）；流动相：

4 mmol/L的醋酸铵（A）-甲酸（B），梯度洗脱程序见表1；自动进

样器温度：4 ℃。

表1 流动相梯度洗脱程序

Tab 1 The mobile phase of zidovudine

时间，min

0

1.0

1.2

4.5

4.8

6.0

A，％
90

90

0

0

90

90

B，％
10

10

100

100

10

10

流速，ml/min

0.4

电喷雾离子源（ESI），正离子模式检测，毛细管电压：3.0

kV，锥孔电压：20 V；源温度：120 ℃；脱溶剂气温：450 ℃；脱溶

剂气流量：500 L/h；锥孔气流量：50 L/h；齐多夫定与内标格列

吡嗪的检测离子对分别为：m/z 268.1/126.8（锥孔电压 22 V）和

m/z 446.2/321.1（锥孔电压 20 V）。

2.2 溶液配制

2.2.1 齐多夫定标准工作液：准确称取齐多夫定对照品 10.0

mg，置于50 ml量瓶中，以50％甲醇溶液[甲醇-水（1∶1，V/V）]溶

解并稀释定容至刻度，得到 200 μg/ml的齐多夫定标准母液。

精密吸取齐多夫定标准母液400 μl，置于1.5 ml EP管中，加入

50％甲醇溶液 400 μl稀释，配制为 100 μg/ml的齐多夫定标准

工作液（Sw），储存于4 ℃冰箱备用。

2.2.2 内标格列吡嗪标准工作液：准确称取格列吡嗪对照品

10.0 mg，置于 50 ml量瓶中，用甲醇溶解后，再用 50％甲醇溶

液稀释定容至刻度，得 200 μg/ml的内标母液；再用 50％甲醇

溶液稀释成80 ng/ml内标溶液，储存于4 ℃冰箱备用。

2.2.3 齐多夫定质控样本：准确称取齐多夫定对照品10.0 mg，

置于 50 ml量瓶中，以 50％甲醇溶液溶解并稀释定容至刻度，

得到200 μg/ml的齐多夫定质控母液。精密吸取齐多夫定质控

母液 300 μl，置于EP管中，加入 50％甲醇溶液 500 μl稀释，配

制为75 μg/ml的齐多夫定质控工作液（Qw）。

2.2.4 血浆标准曲线的制备：齐多夫定血浆标准曲线的质量

浓度范围10～1 000 ng/ml（配制方法见表2）。

表2 齐多夫定血浆标准曲线溶液配制方法

Tab 2 The preparation of calibration curves of zidovudine

plasma samples

步骤

1
2
3
4
5
6
7
8

溶液

Sw
S8
S8
S8
S8
S6
S5
S4

取出体积，
μl

15
375
300
150

60
50
50
50

空白血浆，
μl

1 485
125
300
450
540
450
450
450

溶液
名称
S8
S7
S6
S5
S4
S3
S2
S1

质量浓度，
ng/ml

1 000
750
500
250
100
50
25
10

剩余体积，
μl

615
500
550
550
500
500
500
500

2.2.5 齐多夫定血浆质控样品的制备：齐多夫定血浆质控样

品浓度为25、200、750 ng/ml（具体配制方法见表3）。

表3 齐多夫定质控溶液的稀释方法

Tab 3 Dilution method of zidovudine quality control solution

步骤
1
2
3

溶液
Qw
Q3
Q2

取出体积，μl
10

240
100

空白血浆，μl
990
660
700

溶液名称
Q3
Q2
Q1

浓度，ng/ml
750
200

25

剩余体积，μl
760
760
800

2.3 血浆样品预处理

采用液-液萃取方法对血浆样本进行处理。1.5 ml离心管

中依次加入血浆样本100 μl、内标溶液（80 ng/ml）50 μl和乙酸

乙酯溶液 1 ml，涡旋振荡 80次（点振）后，离心（13 000 r/min）5

min，取上清液900 μl，减压浓缩（60 ℃）50 min后挥干，残渣用

的 50％甲醇溶液 200 μl复溶，涡旋混匀 2 min，离心（13 000 r/

min）5 min，吸取上清液100 μl转移至进样瓶中。

2.4 样品检测与计算

采用LC-MS/MS法进行样品的测定，以齐多夫定信号的

峰面积与内标响应的峰面积之比对样品浓度作标准曲线，以

最小二乘法进行线性拟合。待测样品用同样的方法分析后，

将样品信号的峰面积与内标信号的峰面积之比代入标准曲

线，计算得到待测样品的浓度，即：

c＝R－B0

B1

其中R为齐多夫定信号峰面积与内标信号峰面积之比，B1

为标准曲线斜率，B0为标准曲线截距。

3 结果
3.1 测量不确定度的来源分析

生物样本中药物测定步骤包括：（1）标准血浆的制备：这

一过程涉及工作液的制备、加入空白血浆和内标，其中工作液

的制备受贮备液配制（影响因素包括对照品纯度、量瓶允差和

称量）和逐级稀释过程（影响因素包括容量瓶、移液器允差）的
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影响，加入空白血浆和内标受移液器允差影响；（2）样品的提

取：涉及回收率问题；（3）仪器测定；（4）标准曲线的拟合；（5）

温度等。这些步骤中的每一个因素都会对测定结果产生影

响，因此都是不确定度的来源。

3.2 各分量不确定度的分析和评定

3.2.1 A类不确定度评定[ur（1）]：由重复观测（精密度）引入的

不确定度属于A类不确定度。按“2.2.4”项方法分别配制 10、

25、50、100、200、500、750、1 000 ng/ml的标准血浆，并配制200

ng/ml 样品 5 份（n＝5），按“2.3”项方法处理后进样，进行

LC-MS/MS测定。将样品与内标峰面积比（R）对样品的浓度

（c）进行线性回归，得到标准曲线方程，将样品信号的峰面积与

内标信号的峰面积之比代入标准曲线方程，计算得到 200 ng/

ml样品的实测质量浓度。一共重复进行3组（n＝5）这样的配

制和测定，结果见表4。

表4 齐多夫定重复测定质量浓度数据

Tab 4 Repeated measurement concentration data of zidovu-

dine

第1组
x11

x12

x13

x14

x15

x1

质量浓度，ng/ml

202.3
197.1
175.1
191.0
197.7
192.64

第2组
x21

x22

x23

x24

x25

x2

质量浓度，ng/ml

202.3
202.2
191.9
195.7
198.7
198.16

第3组
x31

x32

x33

x34

x35

x3

质量浓度，ng/ml

172.0
209.5
187.6
179.1
199.0
189.44

依据贝赛尔公式计算合并样本偏差：

Sp（x）＝
∑

n

i＝1
∑

n

k＝1
（xjk－xj）2

m（n－1）
＝10.94 ng/ml

公式中，m为测量组数，n为每组的测量次数（本试验m＝

3，n＝5）；k 为每组平行测定份数（1，2，…，n），j 为组数（1，

2，…，m）。

以每组5个值得平均值表示测量结果，则平均值的标准偏

差为：

Sp（x）＝
Sp（x）

mn
＝

10.94
3×5

＝2.82

则测量结果的相对标准不确定度为：

ur（1，mid）＝ur（x，mid）＝
Sp（x，mid）

xTotal

＝
2.82
193.41

＝0.015

同样的方法计算低（25 ng/ml）、高（750 ng/ml）质量浓度的

相对标准不确定度分别为：

ur（1，low）＝
Sp（x，low）

xTotal

＝0.015

ur（1，high）＝
Sp（x，high）

xTotal

＝0.013

3.2.2 B类不确定度评定：（1）对照品称量引入的不确定度[ur

（2）]：采用减重法称量，天平灵敏度带来的不确定度可以忽略

不计。依据计量检定证书，所用电子天平e＝0.1 mg，按均匀考

虑，天平的非线性误差为：

u（Δ，Nonlinear）＝
a
k
＝

0.5e
3

＝
0.5×0.1

3
＝0.029 mg。

天平自动调零作为一次扣皮，其a0＝a，则天平自动调零引

起的误差为：

u（Δ，Zeroing）＝a0/k0＝0.029 mg。

不考虑重复性误差时，天平的标准不确定度为：

uc（m）＝ u2（Δ，Nonlinear）+u2（Δ，Zeroing）

＝ 0.0292+0.0292＝0.041 mg。

称量齐多夫定和内标的质量均为 10.0 mg，不考虑重复性

误差时，称量齐多夫定的相对标准不确定度为 ur（m1）＝

uc（m）
m1

＝
0.041
10

＝0.004 1，称量内标的相对标准不确定度为 ur

（m2）＝
uc（m）

m2

＝
0.041
10

＝0.004 1（m1为标准品齐多夫定称量，m2

为内标的称量）。

称量引起的相对标准不确定度为：

ur（2）＝ u2
r（m1）+u2

r（m2）＝ 0.004 12+0.004 12＝0.005 8

（2）配制标准溶液和血浆标准曲线时引入的不确定度[ur

（3）]：配制贮备液所用量瓶为50 ml量瓶，其最大允许误差为±

0.05 ml。按均匀分布，量瓶（Volumetric flask，VF）的相对标准

不确定度为：

ur（x，VF）＝
a
kx
＝

0.05
3×50

＝0.000 58

配制标准溶液时用到移液器，移液器为Transferpette®S手

动半支消毒移液器（Brands，德国），按厂商提供的技术参数，量

程范围是 100～1 000 µl的移液器的最大允许误差为±0.6％，

量程范围是 10～100 µl的移液器的最大允许误差为±0.6％，

量程范围是2～20 µl的移液器的最大允许误差为±0.8％。由

于温度对移液器的影响非常小，忽略不计。按均匀分布，移液

器（Pipet，P）的相对标准不确定度为：

ur（x，P1）＝
a1

kx1

＝
0.006×x

kx
＝

0.006
k

＝
0.006
3

＝0.003 5

ur（x，P2）＝
a2

kx2

＝
0.006×x

kx
＝

0.006
k

＝
0.006
3

＝0.003 5

ur（x，P3）＝
a3

kx3

＝
0.008×x

kx
＝

0.008
k

＝
0.008
3

＝0.004 6

不考虑重复性误差，考虑到操作次数时，配制溶液引入的

对标准不确定度为：

ur（3）＝ 3·u2
r（x，VF）+15·u2

r（x，P1）+5·u2
r（x，P2）+3·u2

r（x，P3）

＝ 3×0.000 582+15×0.003 52+5×0.003 52+3×0.004 62

＝0.018

（3）血浆样品提取过程引入的不确定度[ur（4）]：25、200、

750 ng/ml的血浆质控样本，每种样本每个浓度各6份，按“2.3”

项方法处理后进样，得到峰面积设为C；另取 6份来自于不同

个体的空白血浆适量，按“2.3”项方法处理后，加入齐多夫定标

准工作液适量分别配制成 25、200、750 ng/ml的样本溶液后进

样，得到峰面积设为B，计算齐多夫定和内标在血浆样本中的

提取回收率＝C/B×100％，结果见表5。

回收率的相对标准不确定度为：

ur（4，low）＝ur（R，low）＝
SDlow

Rlow n
＝

7.01
86.51× 6

＝0.033

ur（4，mid）＝ur（R，mid）＝
SDmid

Rmid n
＝

7.01
76.47× 6

＝0.037
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ur（4，high）＝ur（R，high）＝
SDhigh

Rhigh n
＝

9.38
78.28× 6

＝0.049

（4）HPLC 量化测量引入的不确定度[ur（5）]：峰面积测定

所用仪器为Waters Quattro Premier LC-MS/MS（美国Waters公

司），其定量的最大允差为 1％，按均匀分布，其相对不确定度

为：

ur（5）＝
1

100× 6
＝0.005 8

（5）样品不均匀性引入的测量不确定度：由于样品均为液

态样品（标准溶液、血浆），混合时用涡旋混合2 min，因此由样

品不均匀性带来的不确定度很小，可忽略不计。

（6）线性回归过程引入的不确定度[ur（6）]：生物样本中药物

测定时需要先建立标准曲线，然后用标准曲线计算得到未知样

品的浓度。直线回归是最常用且最简单的一种，回归方程的建

立对计算未知样品的浓度至关重要。配制 1 000、750、500、

250、100、50、25、10 ng/ml的标准血浆样品，提取后检测，每个

浓度测量4次，共测得32对值（见表6）。用每个标准血浆R的

平均值对质量浓度以加权最小二乘法进行线性回归，得标准

曲线方程，斜率和截距见表7。标准曲线各质量浓度点实测值

见表8。

表6 齐多夫定与内标峰面积比值（n＝3）

Tab 6 Peak area ratio of zidovudine and internal standard

（n＝3）

浓度，ng/ml

10

25

50

100

250

500

750

1 000

R＝As/Ai

1

0.024

0.066

0.12

0.186

0.581

1.068

1.855

2.528

2

0.056

0.143

0.281

0.540

1.436

2.868

4.225

5.589

3

0.022

0.071

0.141

0.195

0.572

1.209

1.863

2.588

4

0.016

0.039

0.083

0.17

0.413

0.883

1.128

1.727

x

0.030

0.080

0.156

0.273

0.751

1.507

2.268

3.108

8个标准血浆排序为 i＝1、2、3、4、5、6、7、8（m＝8）；每个标

准血浆测量4次的排序为 j＝1、2、3、4（n＝4）。

残余标准偏差为：

S＝
∑

n

J＝1
[yj－（anxj+bn）]2

N－2
＝0.036 7

自相关方差为

Sxx＝
n

J＝1
∑(xi－x）2＝4 051 133.34。

本试验测定了 25、200、750 ng/ml的血浆样品各 15次，得

到平均质量浓度分别为 xlow＝24.46 ng/ml，xmid＝193.41 ng/ml，

xhigh＝747.81 ng/ml。其标准不确定度分别为：

ur（x，low）＝
S
a

1

P
1

N
（xlow－xTotal）2

Sxx

+ + ＝
0.036 7

0.003 1
×

1

15

1

32

（24.46－335.625）2

405 133.34
+ + ＝4.129 8

ur（x，mid）＝
S
a

1

P
1

N
（xmid－xTotal）2

Sxx

+ + ＝
0.036 7

0.003 1
×

1

15

1

32

（193.41－335.625）2

405 133.34
+ + ＝3.795 8

ur（x，high）＝
S
a

1

P
1

N
（xhigh－xTotal）2

Sxx

+ + ＝
0.036 7

0.003 1
×

1

15

1

32

（747.81－335.625）2

405 133.34
+ + ＝4.425 0

公式中P为测定x的总次数（P＝15）；N为测定标准血浆的

总次数（N＝m×n＝8×4＝32）；J为测定标准血浆的序数（J＝1、

2、3…N），J与 j不同；i为标准血浆的序数（i＝1、2、3、4、5、6、7、

8）；x为每组中实测8个血浆样品浓度的平均值；xtotal为m＝8个

理论标准血浆浓度的平均值；xi为每组中第 i个标准血浆的实

测浓度；an为每组标准曲线的斜率；bn为每组标准曲线的截距。

则其相对标准不确定度分别为：

ur（6，low）＝ur（xlow）＝
u（x，low）

xlow

＝4.129 8/24.46＝0.168 8

表5 提取回收率试验结果（n＝6）

Tab 5 Results of extraction recovery（n＝6）

理论浓度，
ng/ml

25

200

750

C
（n＝6）

611.2

592.4

550.7

626.6

607.3

558.5

4 497

4 447

4 114

4 350

4 568

4 686

15 516

18 554

17 271

19 407

18 135

14 067

B
（n＝6）

620.7

734.5

660.5

702.0

691.3

702.7

5 225

5 614

5 959

6 363

6 100

5 769

23 454

20 907

23 195

22 612

21 420

20 144

提取回收率，
％

98.47

80.65

83.38

89.26

87.85

79.48

86.07

79.21

69.04

68.36

74.89

81.23

66.16

88.75

74.46

85.83

84.66

69.83

平均回收率，
％

86.51

76.47

78.28

标准偏差（SD），
％

7.01

7.01

9.38

表7 各拟合标准曲线的参数

Tab 7 The parameters of fitted calibration curves

序号
1

2

3

4

均值

斜率 a

0.002 50

0.005 60

0.002 60

0.001 70

0.003 10

截距b

-0.035 5

0.007 8

-0.026 2

-0.001 4

-0.013 83

表8 实测每个标准血浆的质量浓度

Tab 8 Measured plasma concentrations of each standard

sample

理论质量浓度，
ng/ml

10
25
50

100
250
500
750

1 000

实测质量浓度，ng/ml
1

9.8
27.2
49.9
77.2

241.5
444.1
771.1

1 050.8

2
10.0
25.3
49.8
96.0

254.9
509.4
750.3
992.6

3
8.9

28.4
55.8
77.2

226.0
477.0
734.5

1 020.6

4
9.9

23.6
50.2

102.0
248.1
529.8
676.9
1 036
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ur（6，mid）＝ur（xmid）＝
u（x，mid）

xmid

＝3.795 8/193.41＝0.019 6

ur（6，high）＝ur（xhigh）＝
u（x，high）

xhigh

＝4.425 0/747.81＝

0.005 9

3.3 合成不确定度的评定

齐多夫定浓度测定的相对标准不确定度为：

uc，r＝ u2
r（1）+u2

r（2）+u2
r（3）+u2

r（4）+u2
r（5）+u2

r（6）

得齐多夫定低、中、高浓度的合成相对标准不确定度分别

为：

uc，r，low

＝ 0.0152+0.005 82+0.0182+0.0332+0.005 82+0.168 82

＝0.174 6

uc，r，mid

＝ 0.0152+0.005 82+0.0182+0.0372+0.005 82+0.019 62

＝0.045 7

uc，r，high

＝ 0.0132+0.005 82+0.0182+0.0492+0.005 82+0.005 92

＝0.054 7

齐多夫定低、中、高浓度测定的标准不确定度为：

uc，low＝uc，r，low×xlow＝0.174 6×24.46＝4.271 ng/ml

uc，mid＝uc，r，mid×xmid＝0.045 7×193.41＝8.843 ng/ml

uc，high＝uc，r，high×xhigh＝0.054 7×747.81＝40.934 ng/ml

3.4 扩展不确定度的评定

取k＝2，此时对应的置信概率为95.45％，齐多夫定浓度测

定的扩展不确定度为：

Ulow＝k×uc，low＝2×4.271＝8.54 ng/ml

Umid＝k×uc，mid＝2×8.843＝17.69 ng/ml

Uhigh＝k×uc，high＝2×40.934＝81.87 ng/ml

3.5 测定结果的表示

人血浆中齐多夫定低、中、高浓度的测定结果可分别表示

为（24.46±8.54）、（193.41±17.69）、（747.81±81.87）ng/ml。

k＝2（P＝95％）。

4 讨论
按照试验的顺序逐步寻找不确定度的来源，即从标准血

浆的制备、样品的提取、仪器测定、标准曲线的拟合过程中分

析不确定度的来源。本报告重点考虑上述过程中的测量重复

性（精密度）、称量对照品、配制标准溶液、液-液萃取回收率、仪

器量化、线性回归等因素。试验环境在空调条件下（温度控制

恒定），且齐多夫定和内标是在相同温度下配制和测定，故温

度对于二者浓度的影响忽略不计；由于标准溶液和血浆均为

液态样品，标准溶液在容量瓶中充分混匀，含药血浆样品体积

小且用涡旋振荡器充分混合2 min，所以由含药血浆样品不均

匀性很小，带来的不确定度非常小，所以在本文中也被忽略。

根据计算出的不确定度分量值，绘制出各不确定度分量

的统计直方图（见图1），评定显著性不确定度分量。

结果提示不同浓度时，高浓度时回收率对不确定度的贡

献最大，此外溶液的配制过程、重复测定的精密度和准确度也

是不确定度的比较显著的影响因素。因此，进行方法学研究

时，应将这些不确定度较大分量的步骤细化，找出影响因素和

解决办法，例如加强技术人员的操作水平和技术培训、尽量使

用同一规格的量器配制溶液、选择精密的量器和仪器、优化血

浆前处理方法、尤其要注意标准曲线的线性拟合等，以为方法

学建立提供科学指导，使测定结果更加准确可靠。
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图1 不确定度分量的统计直方图

Fig 1 The statistical histograms of uncertainty components
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