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LC-MS法测定人血浆中人参皂苷 Re浓度的不确定度评定 
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摘  要：目的  评定 LC-MS 法测定人血浆中人参皂苷 Re 浓度的不确定度。方法  对 LC-MS 法测定人血浆中人参皂苷 Re
浓度的全过程进行分析，建立数学模型，确定影响不确定度的因素并对各个不确定度因素进行评估，计算合成不确定度并进

行扩展。结果  置信概率 P为 95%时，血浆中低、中、高（1.00、125.25、1 002.00 μg/L）质量浓度人参皂苷 Re的扩展不确

定度分别为 4.38、19.80、199.60 μg/L。结论  本方法适用于 LC-MS法测定人血浆中人参皂苷 Re浓度的不确定度评定，不

确定度主要由线性回归过程引入。
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Uncertainty evaluation on determination of ginsenoside Re in human plasma by 
LC-MS 

YANG Rui, DONG Xiao-qian, ZHANG Shi-liang, TANG Si, JING Bo-yu, XIA Su-xia, LI Guo-xin 
Academe of Traditional Chinese Medicine of Liaoning Province, Shenyang 110034, China 

Abstract: Objective  To evaluate the uncertainty in determination of ginsenoside Re in human plasma by LC-MS. Methods  The 
uncertainty caused by various factors in the whole process of determination was analyzed. Mathematical model was established. 
Influential factors of uncertainty were identified and evaluated. The combined uncertainty was calculated and the expanded uncertainty 
was obtained. Results  The expanded uncertainty for the low-, mid-, and high-dose (1.00, 125.25, and 1 002.00 μg/L) ginsenoside Re 
was 4.38, 19.80, and 199.60 μg/L, respectively (P = 95%). Conclusion  This method is applicable to uncertainty evaluation of 
ginsenoside Re determination in human plasma, and the uncertainty of this method was mainly caused by linear regression. 
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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值的分散性。建立

测量不确定度的评定方法，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。

本文建立了 LC-MS 法测定人血浆中的人参皂苷

Re[1]，但由于生物样品成分复杂多样、生物样本处

理过程繁琐，引起不确定度的分量较多，不确定度

评定较为困难。目前尚未见其不确定度评定的报道。

本文根据国家质量技术监督管理局批准发布的

JJF1059.1-2012 计量技术规范《测量不确定度评定

与表示》对 LC-MS法测定人血浆中人参皂苷 Re的

不确定度进行了评定[2]。 
1  仪器与试剂 

Agilent 6410 LC-MS/MS联用仪，ESI离子源，

Quantitative Analysis version B.01.04数据处理系统；

XW—80A 微型旋涡混合仪（上海沪西分析仪器

厂）；XS105 分析天平（梅特勒-托利多仪器有限公

司）；SIGMA3—18k 低温高速离心机（德国 Sigma
公司）。

人参皂苷 Re对照品（批号 110703-201223，中

国食品药品检定研究院）；地西泮对照品（内标，批

号 110754-201324，中国食品药品检定研究院）； 
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甲醇、乙腈（德国 Merck 公司），色谱纯；水为自

制超纯水；空白血浆由辽宁中医药大学附属第二医

院提供。

2  实验方法 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 ZORBAX SB-C18 Synergi POLAR-RP
（30 mm×2.16 mm，3.5 μm）；流动相为水（A）-
乙腈（B）：0～5 min，15%～35%（B）；5～18 mim，
35%（B）；18～23 min，35%～100%（B）；23～25 
min，100%（B），体积流量 0.3 mL/min；柱温 40 ℃；

进样量 10 μL。 
2.2  质谱条件 

质谱条件：ESI离子源；Gas Flow 9 L/min，Gas 
Temp 350 ℃，Nebulizer 275.79 kPa，Capillary 4 000 
V；正离子模式检测，扫描方式为选择离子监测

（SIM），用于定量的离子分别为人参皂苷 Re，[M＋

Na]+ m/z 969.6，Fragmentor：320 V；内标地西泮，

[M＋H]+ m/z 285.0，Fragmentor：165 V；扫描时间

为 200 ms。 
2.3  对照品工作液及内标溶液的配制 
2.3.1  人参皂苷 Re 对照品溶液配制  精密称取人

参皂苷 Re对照品 10.02 mg于 10 mL量瓶中，用甲

醇溶解并定容至刻度，摇匀，即得 1.002 g/L的人参

皂苷 Re 储备液；用乙腈稀释储备液配制人参皂苷

Re质量浓度为 10.02、100.20、501.00、6 262.50、
12 525.00、25 050.00 μg/L的系列标准溶液。 
2.3.2  内标溶液的配制  精密称取地西泮对照品

12.18 mg于 10 mL量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻

度，得 1.218 mg/mL的地西泮储备液，再用甲醇稀

释至 121.8 μg/L作为内标工作溶液。 
2.4  血浆样品处理 

精密量取 200 μL血浆于 1.5 mL空白离心管中，

精密加入 10 μL 内标溶液，涡旋混匀 30 s，加入 400 
μL 乙腈，涡旋混匀 2 min，14 000 r/min离心 10 min，
取上清液于 40 Ⅱ  N2气下吹干，100 μL 35%乙腈复

溶，14 000 r/min离心 10 min，取上清液 10 μL 进样

分析。

2.5  含药标准血浆的配制 
用移液器（量程 0.5～10 μL）分别精密量取人

参皂苷 Re系列标准溶液 10 μL 于 1.5 mL空白离心

管中，N2下吹干，用移液器（量程 10～200 μL）加

入 200 μL 空白血浆，涡旋混匀，配制成人参皂苷

Re 质量浓度分别为 0.50、5.01、25.05、313.13、

626.25、1 252.50 μg/L 的标准含药血浆，用移液器

（量程 0.5～10 μL）分别加入内标 10 μL。按上述方

法配制 1.00、125.25和 1 002.00 μg/L 的含药标准血

浆，分别作为低（L）、中（M）和高（H）浓度质

控样品，进行方法的精密度和回收率考察。

2.6  数学模型的建立 

a
byx −

=

其中，x 为人参皂苷 Re 的质量浓度 μg/L，y 为人参皂

苷 Re峰面积与内标地西泮峰面积之比，a为标准曲线斜率，

b为标准曲线截距。 

2.7  测量不确定度来源分析 
生物样本中药物测定包括：（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储备液配制（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（影响因素包括移液管允差）的影响，加入空白

血浆和内标受移液器允差的影响；（2）样品的处理：

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  不确定度的评定结果 
3.1  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“2.5”项下方法分别配制人参皂苷

Re 血浆质量浓度为 0.50、5.01、25.05、313.13、
626.25、1 252.00 μg/L的标准血浆，并平行配制低、

中、高浓度质控样品各 6 份（n＝6），按“2.4”项

下方法处理后进样，以人参皂苷 Re 信号的峰面积

与内标信号的峰面积之比对样品浓度做线性回归。

得到标准曲线方程，将质控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，计算得到质控

样品的浓度。一共重复进行 3组（n＝18），配制和

测定结果见表 1。 
依据贝赛尔公式计算合并样本偏差：
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公式中 m 为测量组数，n 为每组的测量次数（本试验

m＝3，n＝6）；其中 k为每组平行测定分数（1，2，…，n），

j为组数（1，2，…，m）。 

表 1  人参皂苷 Re重复测定数据 (n = 18) 
Table 1  Repeatability for measurement of ginsenoside 

Re (n = 18) 

组 别
质量浓度

/(μg·L−1) 
组 别

质量浓度

/(μg·L−1) 
组 别

质量浓度

/(μg·L−1) 
L1 x11 0.94 M1 x11 122.39 H1 x11 1120.84 

x12 0.93 x12 124.63 x12 1142.50 

x13 0.88 x13 116.02 x13 1144.38 

x14 1.15 x14 133.55 x14 1133.52 

x15 1.01 x15 130.8 x15 1019.20 

x16 1.06 x16 127.85 x16 1098.45 

L2 x21 1.15 M2 x21 105.83 H2 x21 1057.13 

x22 1.08 x22 115.64 x22 1106.38 

x23 0.87 x23 114.82 x23 1098.30 

x24 1.07 x24 118.35 x24 1122.14 

x25 1.16 x25 124.65 x25 1078.68 

x26 0.89 x26 118.32 x26 1116.37 

L3 x31 0.91 M3 x31 105.39 H3 x31 1137.85 

x32 0.93 x32 113.14 x32 1180.69 

x33 0.86 x33 108.26 x33 1199.88 

x34 1.07 x34 114.11 x34 1168.70 

x35 0.89 x35 122.18 x35 1194.87 

x36 1.03 x36 99.14 x36 1176.77 

以每组 6个值得平均值表示测量结果，则平均

值的标准偏差为：

0 1117 0 026 3
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3.2  B类不确定度评定 
3.2.1  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，所用为十万分之一电子天

平（e＝0.1），按均匀分布考虑，天平的非线性误差为： 
1.0( , ) 0.057 7
3

a eu Nonlinear
k

∆ = = = mg 

天平自动调零作为 1次扣皮，其中 a = a0，则

天平自动调零引起的误差为：

0 1.0( , ) 0.057 7
3

a eu Zeroing
k

∆ = = = mg 

不考虑重复性误差时，天平的标准不确定度为： 

2 2

2 2

( ) ( , ) ( , )

0.057 7 0.057 7

cu m u Nonlinear u Zeroing= ∆ + ∆

= +

=0.081 6 mg 
不考虑重复性误差时，称量人参皂苷 Re 的相

对标准不确定度为：

, 1
1

( ) 0.0816( ) 0.0081
10.02

c
c r

u mu m
m

= = =

, 2
2

( ) 0.0816( ) 0.006 7
12.18

c
c r

u mu m
m

= = =

称量引起的相对标准不确定度为：

2 2 2 2
1 2(2) ( ) ( ) 0.0081 0.006 7 0.010 5r c cu u m u m= + = + =

3.2.2  配制对照品溶液时引入的不确定度，ur(3)  
配制对照品溶液时所用量瓶为 10 mL及 100 mL量

瓶，其最大允许误差分别为±0.02、±0.10 mL。由

于温度对定容的影响非常小，忽略不计。按三角分

布，量瓶相对标准不确定度为：

1

1

0.02( , 1) 0.000 8
6 10r

au x V
kx

= = =
×

1

2

0.10( , 2) 0.000 4
6 100r

au x V
kx

= = =
×

标准溶液配制用到的移液管量程有：0～1、0～
5 mL，各移液管的最大允许误差分别为±0.008、±

0.025 mL。由于温度对于移液管影响较小，忽略不

计。按三角分布，其相对标准不确定度为：

1

1

0.008( , 1) 0.003 3
6 1r

au x P
kx

= = =
×

1

2

0.025( , 2) 0.002 0
6 5r

au x P
kx

= = =
×

标准溶液配制过程中用到 11次 10 mL量瓶、2
次 100 mL量瓶、4次移液管（0～1 mL，1次 0.2 mL、



  Drug Evaluation Research  第 38卷 第 6期  2015年 12月 - 650 - 

1次 0.5 mL和 2次 1 mL），8次移液管（0～5 mL，
3次 2 mL、1次 4 mL和 4次 5 mL），其相对标准不

确定度为：

2 2 2 2 2 2 2 22 1(3) 11 ( , 1) 2 ( , 2) (2 0.2 0.5 ) ( , 1) [4 3 ( ) ( ) ] ( , 2)
5 4r r r r ru u x V u x V u x P u x P= + + + + + + × +

   =0.007 1 

3.2.3  配制含药标准血浆时引入的不确定度，ur(4)  
在离心管中加入 200 μL 含药血浆和 10 μL内标溶

液，混匀，不确定度主要由移液器引起。配制血浆

标准液所用移液器量程有：0.5～10 μL、10～200 
μL，各移液器的最大允许误差分别为±0.8 μL、±3 
μL。由于温度对定容的影响非常小，忽略不计。其

相对标准不确定度为：

1
1

1

0.8( ) 0.046 2
3 10r

au x
kx

= = =
×

1
2

2

3( ) 0.017 3
3 100r

au x
kx

= = =
×

因此，配制血浆溶液时的相对标准不确定度为： 

2 2 2 2
1 2(4) ( ) ( ) 0.046 2 0.017 3 0.049 3

r rru u x u x= + = + =

3.2.4  血浆样品提取过程，ur(5)  按“2.5”项下方

法配制低（L）、中（M）和高（H）浓度质控样品

各 3份，按“2.4”项下方法处理后进样，进行 LC-MS
测定，得到相应药物峰面积和内标峰面积，分别为

As（H）、Ai（H）。按照相同方法配制相同低（L）、
中（M）和高（H）浓度的提取后加入对照溶液的样

品各 3份，直接进行 LC-MS测定，得到药物峰面积

和内标峰面积，分别记为 As（D）、Ai（D）。人参

皂苷 Re提取回收率（%）＝[As（H）/ Ai（H）]/ [As
（D）/ Ai（D）]平均×100%，结果见表 2。 

表2  LC-MS法测定血浆中人参皂苷Re的提取回收率 (n = 3) 
Table 2  Extraction recovery of ginsenoside Re in plasma by 

LC-MS method (n = 3) 

人参皂苷 Re/(μg·L−1) 回收率/% 均值 SD 

1.00 87.94 78.24 81.50 82.56 4.94 

125.25 71.19 82.26 88.01 80.49 8.55 

1 002.00 70.25 71.23 87.01 76.16 9.41 

回收率的相对标准不确定度：

SD(L) 4.94(5, ) ( , ) 0.034 5
Mean(L) 82.56 3r ru L u R L

n
= = = =

×

SD(M) 8.55(5, ) ( , ) 0.0613
Mean(M) 80.49 3r ru M u R M

n
= = = =

×

SD(H) 9.41(5, ) ( , ) 0.0713
Mean(H) 76.16 3r ru H u R H

n
= = = =

×
 

3.2.5  仪器量化不确定度，ur(6)  所用仪器型号为

Agilent 6410，其定量的允差为1%，按均匀分布，

其相对标准不确定度为：

0.01(6) 0.005 8
3ru = =

3.2.6  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。

3.2.7  线性回归过程引入的不确定度，ur(7)  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。配制人参皂苷 Re 质量浓度为

0.50、5.01、25.05、313.13、626.25、1 252.50 μg/L
标准血浆样品，样品处理后检测，以 y＝As/Ai计算

不同浓度的 y值，每个浓度每天各测定 3次，拟合

1条标准曲线，测定 3 d，拟合 3条标准曲线（表 3）。 
残余标准偏差为：

2

)]([
1

2

−

+−
=
∑
=

N

baxy
S

N

j
ij ＝3.745 3 

自相关方差：

2

1
11096 9( ) 06.5851

N

xx j
j

S x x
=

= − =∑  

用本方法测定低、中、高浓度质控样品 18次，

得到平均浓度 , 0.993 3x L = 、 , 117.503 9x M = 、

, 1127.5917x H = ，其标准不确定度为： 

21 1 ( , )( , ) 2.188 3
XX

S x L xu x L
P N Sa

−
= + + =  

21 1 ( , )( , ) 2.103 9
XX

S x M xu x M
P N Sa

−
= + + =  

21 1 ( , )( , ) 2.640 3
XX

S x H xu x H
P N Sa

−
= + + =  

公式中，P为测定 x的总次数（P = 18）；N为测定标准

血浆溶液的总次数（N = m×n = 6×9 = 54）；j为测定标准血

浆的序数（j = 1，2，3，…，N）；i为每组标准血浆的序数

（i = 1，2，3，…，N）； x为每组 m = 6个标准血浆浓度的

平均值； ix 为第 i个标准血浆溶液的浓度[3]。
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表 3  人参皂苷 Re与内标峰面积比值和人参皂苷 Re实测浓度(n = 9) 
Table 3  Peak area ratio of ginsenoside Re to internal standard and measured concentration of ginsenoside Re (n = 9) 

浓度 (μg/L) 
第 1天 第 2天 第 3天 

y1 y2 y3 y1 y2 y3 y1 y2 y3 

0.50 0.255 0.245 0.255 0.260 0.240 0.245 0.255 0.265 0.260 

5.01 2.515 2.595 2.520 2.620 2.440 2.580 2.380 2.630 2.555 

25.05 12.060 12.065 12.062 11.495 11.755 11.295 13.220 12.375 12.720 

313.13 156.810 159.760 158.315 165.125 162.380 164.255 167.530 158.920 160.085 

626.25 310.070 308.945 309.470 315.260 312.265 313.390 316.445 315.230 317.710 

1 252.50 624.000 628.500 632.140 636.000 627.000 632.500 632.500 627.000 625.685 

浓度 (μg/L) 
第 1天 第 2天 第 3天 

x1 x2 x3 x1 x2 x3 x1 x2 x3 

0.50 0.50 0.48 0.50 0.50 0.46 0.47 0.50 0.52 0.51 
5.01 5.03 5.19 5.04 5.21 4.85 5.13 4.68 5.17 5.02 
25.05 24.16 24.17 24.16 22.92 23.44 22.52 25.98 24.32 24.99 

313.13 314.24 320.15 317.25 329.57 324.09 327.83 329.14 312.22 314.51 
626.25 621.37 619.12 620.17 629.24 623.26 625.51 621.70 619.32 624.19 
1 252.50 1 250.49 1 259.51 1 266.80 1 269.44 1 251.48 1 262.46 1 242.64 1 231.83 1 229.25 

平均标曲参数 a 0.499 0.501 0.509 
b 0.005 0.010 −0.002 
r 1.000 0.999 0.999 

6个标准血浆排序为 i = 1，2，3，4，5，6（m = 6）；每个标准血浆测量 3次的排序为 j =1，2，3（n = 9） 

其相对标准不确定度为：

( , ) 2.188 3(7, ) ( , ) 2.203 0
0.993 3,r r

u x Lu L u x L
x L

= = = =  

( , ) 2.103 9(7, ) ( , ) 0.017 9
117.503 9,r r

u x Mu M u x M
x M

= = = =  

( , ) 2.640 3(7, ) ( , ) 0.002 3
1127.5917,r r

u x Hu H u x H
x H

= = = =  

3.3  合成不确定度的评定 
人参皂苷Re浓度测定的相对标准不确定度为： 

2 2 2 2 2 2 2
, , (1, ) (2) (3) (4) (5, ) (6) (7, )

2.204 0
c r L r r r r r r ru u L u u u u L u u L= + + + + + +

=
2 2 2 2 2 2 2

, , (1, ) (2) (3) (4) (5, ) (6) (7, )
0.084 2

c r M r r r r r r ru u M u u u u M u u M= + + + + + +

=

    人参皂苷 Re浓度测定的标准不确定度为： 

, , , , 2.204 0 0.993 3 2.19c L c r Lu u x L= × = × = μg/L 

, , , ,c M c r Mu u x M= ×  = 0.084 2×117.503 9=9.90 μg/L 

, , , ,c H c r Hu u x H= ×  = 0.088 5×1 127.591 7=99.80 μg/L 

3.4  扩展不确定度的评定 
取 k＝2，对应的置信概率为 95.45%，人参皂

苷 Re浓度测定的扩展不确定度为： 
UL = kuc, L = 2 × 2.19 = 4.38 μg/L 
UM = kuc, M = 2 × 9.90 = 19.80 μg/L 
UH = kuc, H = 2 × 99.80 = 199.60 μg/L 

3.5  测量结果的表示 
人血浆中低、中、高浓度质控样品中人参皂苷

Re 的浓度可分别表示为（0.99±4.38）μg/L、

（117.50±19.80）μg/L、（1 127.59±199.60）μg/L，
k＝2（95.45%的置信区间）。 
4  讨论 

由于生物样品成分复杂、处理过程繁琐、检测

过程多样化，文献报道的生物样品分析领域测定结

果的不确定度评定较少。随着国内外合作交流的增

加以及检测标准的进一步完善[3-4]，适应国际多边互

认的要求，不确定度评定也显得愈发重要。

由结果可知，回归过程对低浓度质控样品不确

定度贡献最大，其次是提取回收率及血浆样品的配

（下转第 671页） 

2 2 2 2 2 2 2
, , (1, ) (2) (3) (4) (5, ) (6) (7, )

0.088 5
c r H r r r r r r ru u H u u u u H u u H= + + + + + +

=
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者阴道出血量。

综上所述，米索前列醇联合米司非酮治疗妊娠

10～16周稽留流产能提高患者完全流产率，排胎时

间与终止相同孕周正常妊娠疗效相当，且不增加患

者不良反应。患者阴道出血量将增高，但出血量在

正常范围内。
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制，其他分量对不确定评定影响较小。因此，在实

际操作中，应将不确定度较大的分量逐步分析，找

出影响因素和解决办法，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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