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iCJjp法测定人血浆中人参皂苷 oe浓度的不确定度评定=
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摘= =要：目的= =评定 iCJjp 法测定人血浆中人参皂苷 oe 浓度的不确定度。方法= =对 iCJjp 法测定人血浆中人参皂苷 oe
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 m为 VRB时，血浆中低、中、高（NKMM、NORKOR、N=MMO.00 μg/L）质量浓度人参皂苷 oe的扩展不确

定度分别为 QKPU、NVKUM、199.60 μgLi。结论= =本方法适用于 iCJjp法测定人血浆中人参皂苷 oe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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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 iCJjp 法测定人血浆中的人参皂苷

oexNz，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

ggcNMRVKNJOMNO 计量技术规范《测量不确定度评定

与表示》对 iCJjp法测定人血浆中人参皂苷 oe的

不确定度进行了评定xOz。=
N= =仪器与试剂=

Agáäení=SQNM=iCJjpLjp联用仪，bpf离子源，

nu~níáí~íáve=An~äósás=versáon=_KMNKMQ数据处理系统；

ut—UMA 微型旋涡混合仪（上海沪西分析仪器

厂）；upNMR 分析天平（梅特勒J托利多仪器有限公

司）；pfdjAP—NUk 低温高速离心机（德国 págm~
公司）。

人参皂苷 oe对照品（批号 NNMTMPJOMNOOP，中

国食品药品检定研究院）；地西泮对照品（内标，批

号 NNMTRQJOMNPOQ，中国食品药品检定研究院）；=
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甲醇、乙腈（德国 jerck 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。

O= =实验方法=
OKN= =色谱条件=

色谱柱为 wlo_Au=p_JCNU=pónergá=mliAoJom
（PM= mm×OKNS= mm，PKR= μm）；流动相为水（A）J
乙腈（_）：M～R=mán，NRB～PRB（_）；R～NU=mám，
PRB（_）；NU～OP=mán，PRB～NMMB（_）；OP～OR=
mán，NMMB（_），体积流量 MKP=miLmán；柱温 QM=℃；

进样量 NM=μi。=
OKO= =质谱条件=

质谱条件：bpf离子源；d~s=cäow=V=iLmán，d~s=
qemé=PRM=℃，kebuäázer=OTRKTV=km~，C~éáää~ró=Q=MMM=
s；正离子模式检测，扫描方式为选择离子监测

（pfj），用于定量的离子分别为人参皂苷 oe，xj＋

k~zH=mLz=VSVKS，cr~gmeníor：POM=s；内标地西泮，

xj＋ezH=mLz=OURKM，cr~gmeníor：NSR=s；扫描时间

为 OMM=ms。=
OKP= =对照品工作液及内标溶液的配制=
OKPKN= =人参皂苷 oe 对照品溶液配制= =精密称取人

参皂苷 oe对照品 NMKMO=mg于 NM=mi量瓶中，用甲

醇溶解并定容至刻度，摇匀，即得 NKMMO=gLi的人参

皂苷 oe 储备液；用乙腈稀释储备液配制人参皂苷

oe质量浓度为 NMKMO、NMMKOM、RMNKMM、S= OSOKRM、
NO=RORKMM、OR=MRMKMM=μgLi的系列标准溶液。=
OKPKO= =内标溶液的配制= =精密称取地西泮对照品

NOKNU=mg于 NM=mi量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻

度，得 NKONU=mgLmi的地西泮储备液，再用甲醇稀

释至 NONKU=μgLi作为内标工作溶液。=
OKQ= =血浆样品处理=

精密量取 200 μL血浆于 NKR=mi空白离心管中，

精密加入 10 μL 内标溶液，涡旋混匀 PM=s，加入 QMM=
μL 乙腈，涡旋混匀 O=mán，NQ=MMM=rLmán离心 NM=mán，
取上清液于 QM=Ⅱ =kO气下吹干，100 μL=PRB乙腈复

溶，NQ=MMM=rLmán离心 NM=mán，取上清液 10 μL 进样

分析。

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

参皂苷 oe系列标准溶液 10 μL 于 NKR=mi空白离心

管中，kO下吹干，用移液器（量程 NM～200 μL）加

入 200 μL 空白血浆，涡旋混匀，配制成人参皂苷

oe 质量浓度分别为 MKRM、RKMN、ORKMR、PNPKNP、

SOSKOR、N= OROKR0 μg/L 的标准含药血浆，用移液器

（量程 MKR～10 μL）分别加入内标 10 μL。按上述方

法配制 NKMM、NORKOR和 1 002.00 μg/L 的含药标准血

浆，分别作为低（i）、中（j）和高（e）浓度质

控样品，进行方法的精密度和回收率考察。

OKS= =数学模型的建立=

a
byx −

=

其中，x 为人参皂苷 oe 的质量浓度 μgLi，y 为人参皂

苷 oe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。=

OKT= =测量不确定度来源分析=
生物样本中药物测定包括：（N）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；（O）样品的处理：

涉及回收率问题；（P）仪器测定；（Q）标准曲线的

拟合；（R）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。

P= =不确定度的评定结果=
PKN= = A类不确定度评定，urENF= =

由重复观测（精密度）引入的不确定度属于 A
类不确定度。按“OKR”项下方法分别配制人参皂苷

oe 血浆质量浓度为 MKRM、RKMN、ORKMR、PNPKNP、
SOSKOR、N=OROKMM=μgLi的标准血浆，并平行配制低、

中、高浓度质控样品各 S 份（n＝S），按“OKQ”项

下方法处理后进样，以人参皂苷 oe 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 P组（n＝NU），配制和

测定结果见表 N。=
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＝P，n＝S）；其中 k为每组平行测定分数（N，O，…，n），

j为组数（N，O，…，m）。=

表 N= =人参皂苷 oe重复测定数据= En===NUF=
qable=N= =oepeatability=for=measurement=of=ginsenoside=

oe=En===NUF=

组=别
质量浓度

LEμg·L−NF=
组=别

质量浓度

LEμg·L−NF=
组=别

质量浓度

LEμg·L−NF=
iN=xNN= MKVQ= jN=xNN= NOOKPV= eN=xNN= NNOMKUQ=

xNO= MKVP= xNO= NOQKSP= xNO= NNQOKRM=

xNP= MKUU= xNP= NNSKMO= xNP= NNQQKPU=

xNQ= NKNR= xNQ= NPPKRR= xNQ= NNPPKRO=

xNR= NKMN= xNR= NPMKU= xNR= NMNVKOM=

xNS= NKMS= xNS= NOTKUR= xNS= NMVUKQR=

iO=xON= NKNR= jO=xON= NMRKUP= eO=xON= NMRTKNP=

xOO= NKMU= xOO= NNRKSQ= xOO= NNMSKPU=

xOP= MKUT= xOP= NNQKUO= xOP= NMVUKPM=

xOQ= NKMT= xOQ= NNUKPR= xOQ= NNOOKNQ=

xOR= NKNS= xOR= NOQKSR= xOR= NMTUKSU=

xOS= MKUV= xOS= NNUKPO= xOS= NNNSKPT=

iP=xPN= MKVN= jP=xPN= NMRKPV= eP=xPN= NNPTKUR=

xPO= MKVP= xPO= NNPKNQ= xPO= NNUMKSV=

xPP= MKUS= xPP= NMUKOS= xPP= NNVVKUU=

xPQ= NKMT= xPQ= NNQKNN= xPQ= NNSUKTM=

xPR= MKUV= xPR= NOOKNU= xPR= NNVQKUT=

xPS= NKMP= xPS= VVKNQ= xPS= NNTSKTT=

以每组 S个值得平均值表示测量结果，则平均

值的标准偏差为：

M NNNT M MOS P
P S

p
p

p ExIiF Kp E xIi F K
mn

= = =
×

E I F VKTVS ME I F OKPMU V
P S

p
p

p x j
p x j

mn
= = =

×

E I F RMKURNUE I F NNKVUR V
P S

p
p

p x e
p x e

mn
= = =

×

E I F MKMOS PENI F E I F MKMOS R
MKVVP PI

r
r r

u x iu i u x i
x i

= = = =

E I F OKPMU VENI F E I F MKMNV S
NNTKRMP VI

r
r r

u x ju j u x j
x j

= = = =

E I F NNKVUR VENI F E I F MKMNM S
NNOTKRVNTI

r
r r

u x eu e u x e
x e

= = = =

PKO= = B类不确定度评定=
PKOKN= =对照品称量引入的不确定度，urEOF= =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＝MKN），按均匀分布考虑，天平的非线性误差为：=
NKME I F MKMRT T
P

a eu konlinear
k

∆ = = = mg=

天平自动调零作为 N次扣皮，其中 a= Z= aM，则

天平自动调零引起的误差为：

M NKME I F MKMRT T
P

a eu Zeroing
k

∆ = = = mg=

不考虑重复性误差时，天平的标准不确定度为：=

O O

O O

E F E I F E I F

MKMRT T MKMRT T

cu m u konlinear u Zeroing= ∆ + ∆

= +

ZMKMUN=S=mg=
不考虑重复性误差时，称量人参皂苷 oe 的相

对标准不确定度为：

I N
N

E F MKMUNSE F MKMMUN
NMKMO

c
c r

u mu m
m

= = =

I O
O

E F MKMUNSE F MKMMS T
NOKNU

c
c r

u mu m
m

= = =

称量引起的相对标准不确定度为：

O O O O
N OEOF E F E F MKMMUN MKMMS T MKMNM Rr c cu u m u m= + = + =

PKOKO= = 配制对照品溶液时引入的不确定度，urEPF= =
配制对照品溶液时所用量瓶为 NM=mi及 NMM=mi量

瓶，其最大允许误差分别为±MKMO、±MKNM=mi。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：

N

N

MKMOE I NF MKMMM U
S NMr

au x s
kx

= = =
×

N

O

MKNME I OF MKMMM Q
S NMMr

au x s
kx

= = =
×

标准溶液配制用到的移液管量程有：M～N、M～
R=mi，各移液管的最大允许误差分别为±MKMMU、±

MKMOR=mi。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：

N

N

MKMMUE I NF MKMMP P
S Nr

au x m
kx

= = =
×

N

O

MKMORE I OF MKMMO M
S Rr

au x m
kx

= = =
×

标准溶液配制过程中用到 NN次 NM=mi量瓶、O
次 NMM=mi量瓶、Q次移液管（M～N=mi，N次 MKO=mi、
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N次 MKR=mi和 O次 N=mi），U次移液管（M～R=mi，
P次 O=mi、N次 Q=mi和 Q次 R=mi），其相对标准不

确定度为：

O O O O O O O OO NEPF NN E I NF O E I OF EO MKO MKR F E I NF xQ P E F E F z E I OF
R Qr r r r ru u x s u x s u x m u x m= + + + + + + × +

= = = ZMKMMT=N=

PKOKP= =配制含药标准血浆时引入的不确定度，urEQF= =
在离心管中加入 OMM= μL 含药血浆和 10 μi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：MKR～NM= μL、NM～OMM=
μL，各移液器的最大允许误差分别为±0.8 μL、±P=
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：

N
N

N

MKUE F MKMQS O
P NMr

au x
kx

= = =
×

N
O

O

PE F MKMNT P
P NMMr

au x
kx

= = =
×

因此，配制血浆溶液时的相对标准不确定度为：=

O O O O
N OEQF E F E F MKMQS O MKMNT P MKMQV P

r rru u x u x= + = + =

PKOKQ= =血浆样品提取过程，urERF= =按“OKR”项下方

法配制低（i）、中（j）和高（e）浓度质控样品

各 P份，按“OKQ”项下方法处理后进样，进行 iCJjp
测定，得到相应药物峰面积和内标峰面积，分别为

As（e）、Aá（e）。按照相同方法配制相同低（i）、
中（j）和高（e）浓度的提取后加入对照溶液的样

品各 P份，直接进行 iCJjp测定，得到药物峰面积

和内标峰面积，分别记为 As（a）、Aá（a）。人参

皂苷 oe提取回收率（B）＝xAs（e）L=Aá（e）zL=xAs
（a）L=Aá（a）z平均×NMMB，结果见表 O。=

表O= = iCJjp法测定血浆中人参皂苷oe的提取回收率= En===PF=
qable=O= =bxtraction=recovery=of=ginsenoside=oe=in=plasma=by=

iCJjp=method=En===PF=

人参皂苷 oeLEμg·i−NF= 回收率LB= 均值= pa=

NKMM= UTKVQ= TUKOQ= UNKRM= UOKRS= QKVQ=

NORKOR= TNKNV= UOKOS= UUKMN= UMKQV= UKRR=

N=MMOKMM= TMKOR= TNKOP= UTKMN= TSKNS= VKQN=

回收率的相对标准不确定度：

paEiF QKVQERI F E I F MKMPQ R
je~nEiF UOKRS Pr ru i u o i

n
= = = =

×

paEjF UKRRERI F E I F MKMSNP
je~nEjF UMKQV Pr ru j u o j

n
= = = =

×

paEeF VKQNERI F E I F MKMTNP
je~nEeF TSKNS Pr ru e u o e

n
= = = =

×
=

PKOKR= =仪器量化不确定度，urESF= =所用仪器型号为

Agáäení=SQNM，其定量的允差为NB，按均匀分布，

其相对标准不确定度为：

MKMNESF MKMMR U
Pru = =

PKOKS= =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 O= mán，因此由样品不均匀性带来的不确定度

很小，可忽略不计。

PKOKT= =线性回归过程引入的不确定度，urETF= =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 oe 质量浓度为

MKRM、RKMN、ORKMR、PNPKNP、SOSKOR、N=OROKRM=μgLi
标准血浆样品，样品处理后检测，以 y＝AsLAá计算

不同浓度的 y值，每个浓度每天各测定 P次，拟合

N条标准曲线，测定 P=d，拟合 P条标准曲线（表 P）。=
残余标准偏差为：

O

FzEx
N

O

−

+−
=
∑
=

k

baxy
p

k

j
ij ＝PKTQR=P=

自相关方差：

O

N
NNMVS VE F MSKRURN

k

xx j
j

p x x
=

= − =∑ =

用本方法测定低、中、高浓度质控样品 NU次，

得到平均浓度 I MKVVP Px i = 、 I NNTKRMP Vx j = 、

I NNOTKRVNTx e = ，其标准不确定度为：=

ON N E I FE I F OKNUU P
uu

p x i xu x i
m k pa

−
= + + = =

ON N E I FE I F OKNMP V
uu

p x j xu x j
m k pa

−
= + + = =

ON N E I FE I F OKSQM P
uu

p x e xu x e
m k pa

−
= + + = =

公式中，m为测定 x的总次数（m= Z= NU）；k为测定标准

血浆溶液的总次数（k=Z=m×n=Z=S×V=Z=RQ）；j为测定标准血

浆的序数（j= Z= N，O，P，…，k）；i为每组标准血浆的序数

（i=Z=N，O，P，…，k）； x为每组 m=Z=S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xPz。
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表 P= =人参皂苷 oe与内标峰面积比值和人参皂苷 oe实测浓度En===VF=
qable=P= =meak=area=ratio=of=ginsenoside=oe=to=internal=standard=and=measured=concentration=of=ginsenoside=oe=En===VF=

浓度= Eμg/LF=
第 N天= 第 O天= 第 P天=

yN= yO= yP= yN= yO= yP= yN= yO= yP=

MKRM= MKORR= MKOQR= MKORR= MKOSM= MKOQM= MKOQR= MKORR= MKOSR= MKOSM=

RKMN= OKRNR= OKRVR= OKROM= OKSOM= OKQQM= OKRUM= OKPUM= OKSPM= OKRRR=

ORKMR= NOKMSM= NOKMSR= NOKMSO= NNKQVR= NNKTRR= NNKOVR= NPKOOM= NOKPTR= NOKTOM=

PNPKNP= NRSKUNM= NRVKTSM= NRUKPNR= NSRKNOR= NSOKPUM= NSQKORR= NSTKRPM= NRUKVOM= NSMKMUR=

SOSKOR= PNMKMTM= PMUKVQR= PMVKQTM= PNRKOSM= PNOKOSR= PNPKPVM= PNSKQQR= PNRKOPM= PNTKTNM=

N=OROKRM= SOQKMMM= SOUKRMM= SPOKNQM= SPSKMMM= SOTKMMM= SPOKRMM= SPOKRMM= SOTKMMM= SORKSUR=

浓度= Eμg/LF=
第 N天= 第 O天= 第 P天=

xN= xO= xP= xN= xO= xP= xN= xO= xP=

MKRM= MKRM= MKQU= MKRM= MKRM= MKQS= MKQT= MKRM= MKRO= MKRN=
RKMN= RKMP= RKNV= RKMQ= RKON= QKUR= RKNP= QKSU= RKNT= RKMO=
ORKMR= OQKNS= OQKNT= OQKNS= OOKVO= OPKQQ= OOKRO= ORKVU= OQKPO= OQKVV=

PNPKNP= PNQKOQ= POMKNR= PNTKOR= POVKRT= POQKMV= POTKUP= POVKNQ= PNOKOO= PNQKRN=
SOSKOR= SONKPT= SNVKNO= SOMKNT= SOVKOQ= SOPKOS= SORKRN= SONKTM= SNVKPO= SOQKNV=
N=OROKRM= N=ORMKQV= N=ORVKRN= N=OSSKUM= N=OSVKQQ= N=ORNKQU= N=OSOKQS= N=OQOKSQ= N=OPNKUP= N=OOVKOR=

平均标曲参数= ~= MKQVV= MKRMN= MKRMV=
b= MKMMR= MKMNM= −MKMMO=
r= NKMMM= MKVVV= MKVVV=

S个标准血浆排序为 i=Z=N，O，P，Q，R，S（m=Z=S）；每个标准血浆测量 P次的排序为 j=ZN，O，P（n=Z=V）=

其相对标准不确定度为：

E I F OKNUU PETI F E I F OKOMP M
MKVVP PIr r

u x iu i u x i
x i

= = = = =

E I F OKNMP VETI F E I F MKMNT V
NNTKRMP VIr r

u x ju j u x j
x j

= = = = =

E I F OKSQM PETI F E I F MKMMO P
NNOTKRVNTIr r

u x eu e u x e
x e

= = = = =

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

O O O O O O O
I I ENI F EOF EPF EQF ERI F ESF ETI F

OKOMQ M
c r i r r r r r r ru u i u u u u i u u i= + + + + + +

=
O O O O O O O

I I ENI F EOF EPF EQF ERI F ESF ETI F
MKMUQ O

c r j r r r r r r ru u j u u u u j u u j= + + + + + +

=

= = = =人参皂苷 oe浓度测定的标准不确定度为：=

I I I I OKOMQ M MKVVP P OKNVc i c r iu u x i= × = × = μg/L=

I I I Ic j c r ju u x j= × = Z=MKMUQ=O×NNTKRMP=VZVKVM=μg/L=

I I I Ic e c r eu u x e= × = Z=MKMUU=R×N=NOTKRVN=TZVVKUM=μg/L=

PKQ= =扩展不确定度的评定=
取 k＝O，对应的置信概率为 VRKQRB，人参皂

苷 oe浓度测定的扩展不确定度为：=
ri=Z=kucI=i=Z=O=×=OKNV=Z=QKPU=μg/L=
rj=Z=kucI=j=Z=O=×=VKVM=Z=NVKUM=μg/L=
re=Z=kucI=e=Z=O=×=VVKUM=Z=NVVKSM=μg/L=

PKR= =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

oe 的浓度可分别表示为（MKVV±QKPU）μg/L、

（NNTKRM±NVKUM）μg/L、（N=NOTKRV±NVVKSM）μg/L，
k＝O（VRKQRB的置信区间）。=
Q= =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xPJQz，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 STN页）=

O O O O O O O
I I ENI F EOF EPF EQF ERI F ESF ETI F

MKMUU R
c r e r r r r r r ru u e u u u u e u u e= + + + + + +

=
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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

NM～NS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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（上接第 SRN页）=
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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