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HPLC法测定地塞米松磷酸钠注射液含量的不确定度分析
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  摘  要  目的: 建立 H PLC法测定地塞米松磷酸钠注射液含量的不确定度分析方法。方法:通过建立 HPLC

含量测定法的数学模型 ,找出影响不确定度的因素并对各个不确定度分量进行评估。结果: 计算各变量的不确

定度, 由此计算合成不确定度,最终给出测定结果的扩展不确定度。结论:测量不确定度可用于对地塞米松磷酸

钠含量测定结果的评价 ,测量不确定度的评定对于药品检验具有重要意义。
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Uncertainty analysis assay for dexamethasone sodium

phosphate injection with HPLC
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Yangzhou Institu tion for D rug Contro l of J iang su Prov ince, Yangzhou 225009, China

Abstract Objective: To estab lish an uncertainty ana lysis method for assay o f dexamethasone sodium

phosphate in jection w ithHPLC. Methods: A mathematicmodel was established w ithHPLC to identify

the in fluence factors impacting uncertainty and each component of uncertainty w as also evaluated. Re-

sults: Each component of uncertaintyw as ca lculated by analyzing the various variab le parameters in the

procedure, the comb ined uncertainty and expanded uncertaintyw ere f inally obtained. Conc lusion: The

mathematic mode l of uncerta inty w as estab lished in th is paper is applicab le to eva luate the accuracy of

assay of dexamethasone sodium phosphate in jection. The establishment o f themethodo logy for the evalua-

t ion ofmeasurement uncertainty is important in drug contro.l
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  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0,不确定度越小,

测量结果的质量越高, 使用价值越大。不确定度信

息是一个完整的定量分析结果的重要组成部分,可

用于评估定量方法的可靠性和测量结果的准确性,

在药品检验工作中有着非常重要的作用。

本文根据 5测量不确定度评定与表示 6

( JJF1059-1999)中有关规定, 对 2005年版 5中国药

典6二部 HPLC法测定地塞米松磷酸钠注射液含量

的不确定度进行分析,找出影响不确定度的因素,初

步建立了适用于评估 HPLC法测定含量的不确定度

方法。

1 仪器与试药

美国 W aters 2695高效液相色谱仪; W aters

2996二极管阵列检测器; Empow er化学工作站;瑞
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士 Mettler公司 AG135型电子分析天平。

地塞米松磷酸钠对照品 (中国药品生物制品

检定所, 批号 100016-200011B ); 地塞米松磷酸钠

注射液 (规格: 1 mLB5mg,金陵药业股份有限公司

南京金陵制药厂, 批号: 060905 ); 甲醇、乙腈为色

谱纯, 其余试剂为分析纯, 水为纯化水。

2 实验方法

2. 1 色谱条件

色谱柱: U lt imate
TM

C18柱 ( 4. 6 mm @ 150mm,

5 Lm);流动相: 三乙胺溶液 (取三乙胺 7. 5 mL, 加

水至1 000 mL,用磷酸调节 pH值至3. 0 ? 0. 05)-甲

醇-乙腈 ( 55B40B5) ;检测波长: 242 nm;柱温: 27e ;

流速: 1. 0mL#m in
- 1
;进样量: 20 LL。理论板数按

地塞米松磷酸钠峰计算为 7 000, 地塞米松磷酸钠

与地塞米松的分离度应大于4. 4。

2. 2 对照品溶液的制备

取地塞米松磷酸钠对照品12. 5mg,精密称定,

置 50mL量瓶中,加水溶解并稀释至刻度, 摇匀; 精

密量取 10mL,置 50mL量瓶中,加流动相稀释至刻

度。对照品平行称取两份,分别为 W1 = 12. 84mg,

W 2 = 12. 21mg。

2. 3 供试品溶液的制备

精密量取本品1 mL, 置 100 mL量瓶中,加流动

相稀释至刻度,即得。

2. 4 测定法

分别精密吸取对照品溶液与供试品溶液各

20 LL,注入液相色谱仪, 测定, 按外标法以峰面积

计算含量。

3 不确定度的评估

测量不确定度的评估程序主要有以下几个步

骤:确定数学模型; 分析直接测量分量的不确定度

来源并计算各分量的合成标准不确定度; 计算最终

测量值的合成标准不确定度; 计算扩展不确定度;

正确表示最终测量值结果。按上述几个步骤对本

次实验的测量不确定度进行评估。

3. 1 建立数学模型

根据测量原理和过程,含量的计算公式为:

Q = Cy /C标 =
C dA y

C标 A d

@ 100%

 =
Wd @Q纯 /Vd @A y @ Vy

C标 @A d

@ 100%

式中各符号分别代表:

Q:地塞米松磷酸钠注射液标示百分含量; Cy:

地塞米松磷酸钠注射液测定浓度 ( mg#mL
- 1

) ; C标 :

地塞米松磷酸钠注射液标示浓度 ( mg#mL
- 1

); Cd:

对照品溶液浓度 ( mg#mL
- 1

) ; A y: 供试品溶液的峰

面积; A d: 对照品溶液的峰面积; W d: 对照品称样

量; Q纯 :对照品的纯度; Vd: 对照品稀释倍数 = 250;

Vy: 供试品稀释倍数 = 100。

3. 2 识别不确定度来源

见图 1。

图 1 因果关系图.

F ig. 1 C ause and effect d iagram.

3. 3 不确定度分量的识别

3. 3. 1 对照品纯度引起的相对不确定度 u rel ( Q)

属 B类不确定度。地塞米松磷酸钠对照品由

中国药品生物制品检定所提供,使用前不需干燥处

理,纯度为 91. 5% ,由于目前尚未给出不确定度,暂

假定其分散区间的半宽度 A= 0. 25%,按矩形分布

(取包含因子 k= 3)换算:

u rel ( Q) =
0. 25%

3 @ 91. 5%
= 1. 58 @ 10

- 3

3. 3. 2 对照品称量引起的相对不确定度 u rel (Wd )

来源有两个:

( 1)天平校准的不确定度: 属 B类不确定度。

该校准操作可能有两个不确定度来源, 其一灵敏

度,减重法两次称量, 每次称量都在同一台天平上

进行,灵敏度带来的不确定度可以忽略不计 (即天

平量程范围内的系统漂移将被抵消 ); 其二校准的

线性,依据说明书,线性为 ? 0. 03mg, 按矩形分布

计算,则相对不确定度为:

u rel (W1 ) 1 =
0. 03

3 @ 12. 84
= 1. 35 @ 10

- 3

u rel (W2 ) 1 =
0. 03

3 @ 12. 21
= 1. 42 @ 10

- 3
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( 2)称量的重复性: 说明书中标明, u (m ) =

0. 02mg。

u rel (W1 ) 2 =
0. 02
12. 84

= 1. 56 @ 10
- 3

u rel (W2 ) 2 =
0. 02

12. 21
= 1. 64 @ 10

- 3

由于减重称量都是由相对独立的两次称量所

得,即总重称量 (m gross ) 扣除净重称量 (m tare ) ,每一

次称重都会受随机变化和天平校准带来的不确定

度影响。故:

u rel (Wd ) =

2@urel (W1 )1
2
+ 2@u rel (W2 )1

2
+ u rel (W1 )2

2
+ u rel (W2 )2

2

= 3. 58 @10- 3

3. 3. 3 对照品稀释引起的相对不确定度 u rel ( Vd

来源有两个:

( 1)玻璃仪器校准的不确定度:属 B类不确定

度。根据国家计量检定规程规定, A级 50mL容量

瓶的容量允差为 ? 0. 05mL, A级 10mL移液管的

容量允差为 ? 0. 04mL,按三角分布,取包含因子 k

= 6,则对照品稀释定容的相对不确定度:

u1 ( Vd ) = 4(
0. 05

50 @ 6
)
2
+ (

0. 04

10 @ 6
)
2

   = 1. 83 @10
- 3

( 2)配置溶液时的室温与量瓶和移液管的校

正温度不同产生的不确定度: 属 B类不确定度。

在实验中测定温度 T t = 22e , 玻璃仪器校正温度

T 0 = 20e , 查得甲醇和玻璃体积膨胀系数 ( A)为

1. 19 @10
- 3
和 1. 5 @ 10

- 5
, 则 $V = V t - V20 = ( A甲醇

- A玻璃 ) @V @ (T t - T 20 )。按矩形分布, 由温度引

起的相对标准不确定度为

u2 ( Vd ) = 4 @ (
$V50

50 @ 3
)
2
+ (

$V10

10 @ 3
)
2

   = 3. 03 @10
- 3

对照品稀释引起的相对标准不确定度:

u rel ( Vd ) = u1
2
( V d ) + u2

2
( Vd ) = 3. 54 @ 10

- 3

3. 3. 4 对照品溶液色谱峰面积的相对不确定度
u rel (A d )

u(A i )的不确定度主要由峰面积重复性与仪

器环境、进样体积等其它因素的不确定度共同引

起。峰面积重复性属 A类不确定度, 可通过重复

进样测定而得; 仪器环境、进样体积等其它因素引

起的不确定度属 B类不确定度, 由于对照品和供

试品采用相同的进样体积,且峰面积是在相同条件

下测得,所以此项可以忽略不计。

通过测量对照品溶液 5次的峰面积, 得 A =

1 600 345,按贝赛尔公式计算:

s=
r (A r - A )

2

5- 1
= 2 027, 则相对不确定度为:

u rel (A d ) =
s
A

= 1. 27 @ 10
- 3

3. 3. 5 供试品溶液稀释引起的相对不确定度 u rel

( Vy )  不确定度分析同 / 3. 3. 30。

( 1)玻璃仪器校准的不确定度: A级 100 mL容

量瓶的容量允差为 ? 0. 10mL, A级 1 mL移液管的

容量允差为 ? 0. 007 mL, 则供试品稀释定容的相

对不确定度:

u1 (V y ) = 2(
0. 10

100 @ 6
)
2
+ (

0. 007

1 @ 6
)
2

   = 2. 92 @ 10
- 3

( 2)配置溶液时的室温与量瓶和移液管的校

正温度不同产生的不确定度:

u2 (V y ) = 2(
$V100

100 @ 3
)
2
+ (

$V1

1 @ 3
)
2

   = 2. 35 @ 10
- 3

供试品稀释引起的相对标准不确定度:

u rel ( Vy ) = u1
2
( V y ) + u2

2
( V y ) = 3. 75 @ 10

- 3

3. 3. 6 供试品溶液色谱峰面积的相对不确定度

u rel (A y )  供试品溶液的色谱峰面积 ( S )采用双样

两平行进行测定,测定的结果用极差法 L=
R

C @S计

算,记录双样测量峰面积为: 1 571 700、1 569 290;

1 588 373、1 590 917, 因此:

S1 =
1 571 700+ 1 569 290

2
= 1 570 495, R 1 = 2 410

S1 =
1 588 373+ 1 590 917

2
= 1 589 646, R 1 = 2 544

取 n = 2时极差系数 C = 1. 13, 则相对标准不确定

度为:

u rel (A y ) = u1 (A y )
2
+ u2 (A y )

2

= (
2 410

1. 13 @ 1 570 495
)
2
+ (

2 544
1. 13 @ 1 589 645

)
2

= 1. 96 @ 10
- 3

计算出的平均含量为 93. 6%。
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3. 4 合成相对标准不确定度 uc ( Y )

当被测定的量 Y是若干个直接测量 X 1、X 2 ,,

X n的函数,且 X i与 X j函数互相独立时,合成标准不

确定度的传播公式为: uc
2
( Y ) = E

N

i= 1
(
9Y
9X i

)
2 @uc

2
(X i ),

则可推导出本方法的合成相对标准不确定度为:

uc ( Y ) = u
2
rel ( Q) + u

2
rel (Wd ) + u

2
rel ( Vd ) + u

2
rel (A d ) + u

2
rel ( Vy ) + u

2
rel (A y )

= ( 1. 58 @10
- 3

)
2
+ ( 3. 58 @ 10

- 3
)
2
+ ( 3. 54 @10

- 3
)
2
+ ( 1. 27 @ 10

- 3
)
2
+ ( 3. 75 @10

- 3
)
2
+ ( 1. 96 @10

- 3
)
2

= 6. 88 @ 10
- 3

合成标准不确定度为: uc ( Y ) = 6. 88 @ 10
- 3 @ 93. 6%

= 0. 64%

3. 5 扩展不确定度 u ( Y )

扩展不确定度是用合成不确定度的倍数来表

示的,即 u ( Y ) = ku, k通常为 2或 3,取决于测量的

重要性、效益和风险。本实验结果的扩展不确定度

取包含因子 k= 2(置信概率为 95% ), 则含量测定

扩展不确定度为 u ( Y ) = 2 @ 0. 64% = 1. 3% ,含量

测定结果可表示为 Y ? u( Y ) = 93. 6% ? 1. 3%。

4 讨  论

4. 1 在评估总不确定度时, 须分析不确定度的每

一个来源并分别处理,以确定其对总不确定度的贡

献。本品测定过程分析中,影响测量不确定度结果

的 6个因素,见表 1。
表 1 各分量所占比例

Table 1 The percen t of factors

相对标准不确定度分量
相对标准

不确定度 u
u2 u2所占

百分比 (% )

对照品纯度 u re l (Q) 1. 58@ 10- 3 2. 496 @ 10- 6 5. 3

对照品称量 u re l (W d ) 3. 58@ 10- 3 1. 282 @ 10- 5 27. 1

对照品稀释 ure l( Vd ) 3. 54@ 10- 3 1. 253 @ 10- 5 26. 5

对照品溶液色谱峰面积

u re l (Ad )
1. 27@ 10- 3 1. 613 @ 10- 6 3. 4

供试品溶液稀释 u re l( V y ) 3. 75@ 10- 3 1. 406 @ 10- 5 29. 7

供试品溶液色谱峰面积
u re l (A y )

1. 96@ 10- 3 3. 842 @ 10- 6 8. 1

  由表 1可以看出, 称量和稀释引起的不确定度

分量对含量测定的影响最大,而对照品的纯度和色

谱峰峰面积等因素对合成不确定度的贡献均不显

著。因此应定期对实验仪器检定和维护, 保持稳定

的状态,加强实验过程的控制以及标准操作训练,

以减少随机变化和人为因素对实验结果的影响。

4. 2 由于液体样品本身的均匀性较好, 且取样时

为 10瓶混合后量取, 因此样品非均匀性引入的不

确定度可忽略不计。

4. 3 目前在药品检验工作中通常在以下几个方面
给测量不确定度提出要求:一是客户提出要求时检

验机构应提供测量不确定度; 二是出现边缘值时应

确定测量不确定度。在检验过程中,通常要对检验

结果是否符合标准 (如药典标准 )规定作出判断

(见表 2)。当检测结果向上 (或向下 )扩展不确定

度半宽度后,其结果仍在规定的限度之内, 则符合

要求,如表 2之 A批; 当向上 (或向下 )扩展不确定

度半宽度后,其结果仍超出下限 (或上限 ), 则不符

合要求, 如表 2之 D批。所以当检验结果恰好是

标准要求的极限值时,应充分考虑测量不确定度的

影响。出现此种情况时,除非样品很少, 都应进行

重试。当必须做出合格或不合格的判定时,虽然以

实际测得值来判定, 但在给定结果时应注明其不确

定度,如表 2之 B批和表 2之 C批。

表 2 含量测定结果的不确定度
Tab le 2 Uncertainty of th e assay resu lts

批号
(LotNo. )

Y

(% )
uc ( Y )

(% )

u ( Y )
(% )

Y ? u ( Y )
(% )

结果判定
(R esu lt Determ ination)

A 060905 93. 6 0. 64 1. 3 93. 6 ? 1. 3 符合规定

B 061024 90. 4 0. 62 1. 3 90. 4 ? 1. 3 符合规定

C 060711 89. 0 0. 60 1. 2 89. 0 ? 1. 2 不符合规定

D 060517 83. 7 0. 58 1. 2 83. 7 ? 1. 2 不符合规定
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