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HPLC 法测定元胡止痛胶囊中延胡索乙素及其不确定度评定 
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摘  要：目的  建立元胡止痛胶囊中延胡索乙素的定量测定方法，并对所建立方法进行不确定度评定。方法  采用 HPLC
法测定元胡止痛胶囊中延胡索乙素，再根据方法学验证数据，对测定过程中引入的不确定度进行评估，由此计算合成不确定

度，最终给出测量结果在 95%置信区间下的扩展不确定度。结果  采用本方法定量测定元胡止痛胶囊中延胡索乙素的扩展

不确定度为 4.10%。结论  建立的延胡索乙素定量测定方法，结果准确且重现性好，可用于元胡止痛胶囊的质量控制；建立

的不确定度评定法适用于 HPLC 法测定中药有效成分的不确定度分析。 
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元胡止痛胶囊由延胡索（醋制）和白芷两味中

药组成，具有理气、活血、止痛等功效，用于行经

腹痛、胃痛、肋痛、头痛[1]。元胡止痛胶囊原标准

中有白芷的主要成分欧前胡素的定量测定，方中延

胡索为君药，现代研究表明，其主要有效成分为延

胡索甲素、延胡索乙素、延胡索丙素等，其中延胡

索乙素的镇痛作用较强[2]。本课题组曾采用 HPLC
法测定元胡止痛胶囊中延胡索乙素的量[3]，发现延

胡索乙素受杂峰干扰性强，影响其定量测定结果的

准确性。因此本实验对元胡止痛胶囊样品前处理方

法进行系统研究，采用醋酸乙酯对样品除杂后，在

碱性条件下用乙醚萃取，延胡索乙素峰分离度较好，

该方法重现性好，能准确测定元胡止痛胶囊中延胡

索乙素的量，可用于元胡止痛胶囊的质量控制。 
测量不确定度是表征合理地赋予被测量值的

分散性，与测量结果相关联的参数。本实验对所建

立的测定方法进行方法学验证的同时，根据中国实

验室国家认可委员会颁布的《分析测量中不确定度

的评定》[4]并参考中药[5-6]及化药[7]定量测定中不确

定度评定方法，对测定结果进行不确定度评定研

究，建立一套合理、完善的元胡止痛胶囊质量评价

方法。 
1  仪器与材料 

岛津 LC—10ATVP 高效液相色谱仪（SPD—

M10Avp 检测器、CLASS-VP 软件）；岛津 AUW220D
型十万分之一电子天平；pB—10 型 pH 酸度计（赛

多利斯公司）。 
延胡索乙素对照品（批号 110726-200610）由

中国药品生物制品检定所提供，流动相所用的试剂

为色谱纯，水为纯化水，其他试剂均为分析纯。元

胡止痛胶囊（批号 081022、081103、081122，江西

荣裕药业集团有限公司）；元胡止痛胶囊（批号

080501，安徽省天康药业有限公司）；元胡止痛胶囊

（批号 080301，四川泰乐制药有限公司提供）。 
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2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 Kromasil C18 柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相为乙腈-甲醇-0.1%磷酸（三乙胺调

pH 值至 6.0）（36∶9∶55），体积流量 1 mL/min，
检测波长 280 nm，进样量 10 μL，柱温 25 ℃。 
2.2  溶液制备 
2.2.1  对照品溶液的制备  精密称取延胡索乙素对

照品适量，加甲醇制成含延胡索乙素 0.1 mg/mL 的

溶液，作为对照品溶液。 
2.2.2  供试品溶液的制备  精密称取装量差异项

下的元胡止痛胶囊内容物约 2 g，置锥形瓶中，加

甲醇 50 mL，加热回流 30 min，滤过，蒸干，残渣

加 1%盐酸 30 mL 溶解，并转移至分液漏斗中，加

醋酸乙酯洗涤 2 次，每次 20 mL，分取酸水液，合

并醋酸乙酯层，醋酸乙酯层用 1%盐酸洗涤 2 次，

每次 20 mL，合并酸水液，加 50%氢氧化钠调 pH
至 10～11，用乙醚振摇提取 5 次，每次 30 mL，
合并乙醚液，蒸干，残渣加甲醇溶解，转移至 5 mL
量瓶中，并稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液，

即得。 
2.2.3  阴性样品溶液的制备  以相同的处方比例制

得不含延胡索的阴性样品，按供试品溶液的制备方

法制成阴性空白对照溶液。 
2.3  系统适应性考察 

分别精密吸取上述 3 种溶液各 10 μL，按上述

色谱条件分别测定，见图 1。结果表明，阴性样品

对测定无干扰。 
 

     
 
 

*延胡索乙素 
*tetrahydropalmatine 

 
图 1  延胡索乙素对照品 (A)、缺延胡索阴性对照 (B) 和供试品 (C) 的 HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of tetrahydropalmatine reference substance (A), negative control 
without Corydalis Rhizoma (B), and sample (C) 

 
2.4  线性关系考察 

精密吸取延胡索乙素对照品溶液 2、5、8、10、
15、20 μL，按上述色谱条件进行测定，记录峰面积。

以进样量（X）对峰面积（Y）进行线性回归，得回

归方程 Y＝868 247 X－152（r＝0.999 9），结果表明

延胡索乙素在 0.192～1.920 μg 线性关系良好。 
2.5  精密度试验 

精密吸取延胡索乙素对照品溶液 10 μL，连续

进样 6 次，按上述色谱条件进行测定，记录峰面积，

计算得延胡索乙素峰面积的 RSD 为 0.87%。 
2.6  稳定性试验 

将批号为 081022 的样品按“2.2.2”项方法制得

供试品溶液，分别于制备后 0、2、4、8、12、24 h
进样 10 μL，按上述的色谱条件进行测定，记录峰

面积，计算得峰面积的 RSD 为 0.86%，结果表明供

试品溶液至少在 24 h 内稳定。 
2.7  重现性试验 

对 3 个批次（批号 081022、081103、081122）

样品分别进行重现性试验，每批次按上述供试品溶

液的制备方法制备 6 份样品，按上述色谱条件进行

测定，结果延胡索乙素质量分数的 RSD 分别为

1.21%、0.82%、0.93%。 
2.8  加样回收率试验 

取批号 081022 的元胡止痛胶囊内容物 1 g，精

密称定，置锥形瓶中，共 6 份，分别精密量取延胡

索乙素对照品溶液 0.5 mL（0.21 mg），按供试品溶

液制备项下方法制备，按上述色谱条件进行色谱分

析和测定，计算加样回收率，平均回收率为 99.63%，

RSD 为 1.81%。 
2.9  样品测定 

按上述色谱条件对不同厂家不同批次元胡止痛

胶囊进行测定，结果见表 1。 
3  不确定度评定 
3.1  不确定度来源分析 

不确定度分量主要来源于测量过程中样品与对

照品的质量不确定度、体积引入的不确定度、萃取 

0         8        16        24        32  0         8        16        24        32  0         8        16        24        32
t / min 

* *

A B C 
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表 1  元胡止痛胶囊中延胡索乙素测定结果 (n＝3) 
Table 1  Determination of tetrahydropalmatine 

in Yuanhu Zhitong Capsule (n = 3) 

批 号 延胡索乙素 / (mg·g−1) 扩展不确定度 / (mg·g−1)
081022 0.215 7 0.008 8 
081103 0.317 8 0.013 0 

081122 0.181 4 0.007 4 

080501 0.385 3 0.015 8 

080301 0.393 9 0.016 1 
 
浓缩过程对样品回收率的影响所引入的不确定度、

液相测试过程随机效应带来的不确定度。通过方法

学验证数据进行不确定度评定，可以采用评定实验

方法精密度的重复性研究数据研究，将涵盖所有样

品制备与检测过程中的随机效应所引入的不确定度

进行评定；通过评定实验方法准确度的回收率实验

数据，可以对仪器操作、样品基质等因素的系统误

差所引起的不确定度进行评定。 
3.2  量化不确定度分量 
3.2.1  实验方法精密度相对标准不确定度  根据实

验方法学验证中重复性实验数据，按照公式（1）对

测定方法精密度不确定度进行评定。 

u(P)/P＝[
1

k

i=
∑ (ni－1)RSDi

2/
1

k

i=
∑ (ni－1)]1/2＝0.010 0  （1） 

u(P)/P为相对标准不确定度，RSDi为样本 i的相对标准偏差，

ni 为样本 i 的重复测定次数 

3.2.2  实验方法准确度相对标准不确定度  由“2.8”
项可知，实验方法的准确度通过加样回收率试验进

行测定，其回收率不确定度按公式（2）评定得出。 
u(Rm)/Rm＝ R m×{[sobs/(n1/2× m obs)]2＋ [u(mspike)/ 

mspike]2}1/2                                   （2） 

u(Rm)/Rm 为回收率不确定度， R m 为平均回收率，

sobs/(n1/2×m obs)为回收率实验测定过程不确定度，其中 sobs

为对照品实际测得量的方差，m obs 为对照品平均测得量；n

为回收率测定次数，u(mspike)/mspike为对照品加入量的相对标

准不确定度 

回收率标准溶液配制过程使用十万分之一天平

精密称量 10.5 mg 并定容于 25 mL 量瓶中，通过 0.5 
mL 刻度移液管移取 0.5 mL 溶液加于样品中，所引

入的不确定度 u(mspike)/mspike包括对照品称量 u(m)、
对照品溶液配制 u(V1) 与对照品溶液的移取 u(V2) 3
部分所引入的不确定度。 

根据天平附带说明，称量允许误差为±0.1 mg，
对允许误差采用矩形分布计算示值不确定度，说明

中同时规定称量重现性（标准偏差）≤0.05 mg，对

标准偏差采用正态分布计算称量重复性不确定度。

国家计量检定规程 JJG 196-2006 规定 25 mL 量瓶、

0.5 mL 刻度移液管的容量允差分别为 0.30、0.005 
mL，样品稀释过程中校准不确定度以量器允差按三

角分布进行计算；定容重复性不确定度，采用实验

中各规格量器重复吸取各标称容量蒸馏水 6 次，以

重量得出的标准偏差按正态分布计算不确定度。各

项目按式（3）评定，结果见表 2。 

u(X)/X＝{
1

k

i=
∑ [u(Xi)]2}1/2＝{

1

k

i=
∑ [s(Xi)/ki]2}1/2  （3） 

因而对照品加入量的相对标准不确定度为

u(mspike)/mspike＝{
1

n

i=
∑ [u(mi)/mi]2＋

1

n

i=
∑ [u(Vi)/Vi]2}1/2＝

0.016 3。 
实验方法准确度不确定度 u(Rm) 根据公式（2）

评定，结果 R m＝99.63%，mobs＝0.209 2 mg，sobs＝

0.003 8 mg，u(mspike)/mspik＝0.016 3，u(Rm)/Rm＝0.017。 
3.3  计算合成不确定度 

由上述各不确定度分量合成元胡止痛胶囊中延

胡索乙素定量相对标准不确定度为：Ucrel(W)＝
[U2(Rm)＋U2(p)]1/2＝0.020 5。 
3.4  扩展不确定度及报告不确定度 

95%置信概率下取包含因子 k＝2，则相对扩展

不确定度 U95(W)＝k×Ucrel(W)＝0.041 0＝4.10%。 
由实验所测批号为 081022 元胡止痛胶囊的延

胡索乙素质量分数 W＝0.215 7 mg/g，故其扩展不确

定度为：U95＝0.215 7×0.041 0＝0.008 8 mg/g，其

他批次的扩展不确定度见表 1。 
4  讨论 

延胡索乙素是叔胺类生物碱，难溶于水而易溶

于有机溶剂。本实验根据其性质考察了甲醇、乙醚

以及酸水等溶剂对元胡止痛胶囊中延胡索乙素的提

取效率，实验结果表明，乙醚提取时残渣易结块，

较难提取完全；采用酸水提取时，提取液浑浊，较

难滤过；甲醇提取效果最好。在确定提取溶媒的前

提下，分别对提取方式和提取时间进行考察，最终

确定采用甲醇提取，加热回流 30 min。 
实验中采用甲醇提取的元胡止痛胶囊供试品溶

液的色谱峰较多，延胡索乙素峰受杂峰干扰，因此

需对样品进行纯化处理。本实验对采用二氯甲烷萃

取、醋酸乙酯萃取以及通过中性氧化铝小柱的除杂

效果进行比较，结果表明，样品经过醋酸乙酯萃取 
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表 2  对照品溶液配制的相对不确定度 
Table 2  Relative uncertainty of reference substance solution preparation 

项  目 分量 不确定度来源 分布 误差或标准偏差 不确定度 u(x)/x 

u(m1) 天平示值 矩形 0.1 mg 十万分之一天平称量 

u(m2) 天平称量重复性 正态 0.05 mg 

0.076 mg 

u(V11) 校准 三角 0.030 mL 25 mL 量瓶 

u(V12) 定容重复性 正态 0.021 mL 

0.024 mL 

u(V21) 校准 三角 0.005 mL 0.5 mL 刻度移液管 

u(V22) 定容重复性 正态 0.007 mL 

0.007 3 mL 

 
除杂后，在碱性条件下用乙醚萃取得到的供试品溶

液能够有效消除杂质干扰，延胡索乙素峰的分离度

较好。 
本实验以元胡止痛胶囊为研究对象，建立其有

效成分延胡索乙素的定量测定方法，根据《中国药

典》规定，方法学验证的内容有准确度、精密度等，

但这些试验并未对实验具体测定结果的可信度进行

量化。本实验根据不确定度理论对方法的重复性及

回收率试验进行不确定度评定，并在 95%的置信区

间下，得出本方法所测质量分数结果的扩展不确定

度为（W×4.10%）mg/g，定量描述实验方法的可

信度，可作为元胡止痛胶囊中延胡索乙素定量测定

方法学验证的一种补充。 
在计算标准不确定度时，公式（3）中的 k 值，

对证书或其他说明书给出区间，而未说明置信水平

的，如对照品的纯度、天平示值误差等，可认为其

值在区间内分布概率相同，即按矩形分布（k＝31/2）

计算不确定度；对给出区间、未说明置信水平，但

有理由认为不大可能为极端值的，如量瓶、移液管

等玻璃仪器的校正不确定度，采用三角分布（k＝
61/2）计算不确定度；通过对随机变化过程的重复观

测得到的估计值，如天平称量的重复性、量瓶定容

的重复性等引入的不确定度，通常采用实验的标准

偏差表示。 
目前在分析测试领域中，常采用对每个测定步

骤的分析以得出测定结果的不确定度。但由于化学

分析操作复杂，需要附加实验进行 B 类不确定度评

定，且其测定过程的 A 类不确定度也难以评定，制

约了不确定度评定在分析化学领域的推广。本实验

中建立的不确定度评定方法根据实验室内部测定方

法学验证的数据进行评定，通过方法学考察的精密

度与准确度实验，从整体考察检测方法的不确定度，

适合于中药分析中的实际应用。 
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