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HPLC 法测定丹参片中丹酚酸 B含量的不确定度评定
王怡静

上海上药杏灵科技药业股份有限公司，上海 201700

摘 要：目的 通过高效液相色谱法（HPLC）系统评估丹参片中丹酚酸 B 含量测定的不确定度来源。方法 

建立数学模型从对照品和供试品称量、定容、仪器及数值修约等方面识别并量化关键不确定度分量。结果 以

HPLC 法测定每片丹参片中丹酚酸 B 含量，在置信概率 95%，包含因子 k=2 时，合成不确定度是 0.154 mg/ 片，

扩展不确定度是 0.31 mg/ 片，测量结果表示为 ( )13.46 0.31± mg/ 片。结论 该法完整表征了方法的测量可靠性

范围。
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近年来，不确定度在药品检测领域应用日益广泛，

测量不确定度的主要作用是表征测量结果的可信性、

有效性。通过系统评估与优化测量不确定度，可显著

提升丹参片含量测定结果的科学可信度与数据溯源

性，进而贯穿药品研发、生产及质量控制全流程，为

保障药品的安全性、有效性及临床可及性提供核心技

术支持。[1] 丹参片作为《中国药典》2020 年版（一部）

成方制剂法定收载品种，其含量测定严格遵循药典方

法学要求，采用高效液相色谱外标法，主要功能是活

血化瘀，用于治疗瘀血闭阻所致的胸痹，症见胸部疼

痛、痛处固定、舌质紫暗；冠心病心绞痛。[2] 本文对

采用 HPLC 法对丹参片中丹酚酸 B 含量的测定不确定

度进行计算、分析、评估，明确影响不确定度的主要

影响因素及其来源，结合扩展不确定度，对丹酚酸 B

含量测定结果进行客观评价。

1 材料与方法
1.1 仪器与试药

​​1.1.1 主要仪器​​

​​高效液相色谱仪：Agilent 1260 Ⅱ型；

​​电子天平：Sartorius QUINTIX224-1CN 型（常规称

量）、Mettler XS105DU 型（精密称量）；

​​超纯水系统：Milli-Q Direct16 型实验室专用超纯

水机。

​​1.1.2 试药与样品​​

​​色谱纯试剂：

甲醇（德国默克公司，批号 I1338707412）；

乙腈（德国默克公司，批号 I1324530406）；

甲 酸（ 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司， 批 号

20240321）；

超纯水（实验室自制）。

​​对照品：丹酚酸 B（中国食品药品检定研究院，

批号 111562-202318，纯度 97.5%）；

​​供试样品：丹参片（上海上药杏灵科技药业股份

有限公司，批号 240601，规格 0.27 g/ 片）。

1.2 实验方法

1.2.1 色谱条件

​​色 谱 柱：Agilent ZORBAX SB-C18 反 相 柱（4.6 

mm×250mm，5μm）；

​​流 动 相： 甲 醇 - 乙 腈 - 甲 酸 - 水（ 体 积 比 

30:10:1:59）；

​​流速：1.0 mL/min；

​​检测波长：286 nm；

​​柱温：30℃；

​​进样体积：20μL。

1.2.2 对照品溶液的制备

​​储备液配制步骤：精密称取丹酚酸 B 对照品

10.0mg，置 100 ml 容量瓶中，加水溶解并稀释至液面

凹面与刻度线平齐，摇匀，制得丹酚酸 B 储备液（浓

度为 100μg/mL）。

​​工作液稀释步骤：精密量取上述丹酚酸 B 储备液

5.0mL，置 50 ml 容量瓶中，加水定容至液面凹面与刻

度线平齐，摇匀，即得丹酚酸 B 对照品溶液（浓度为

10μg/mL）。

1.2.3 供试品溶液的制备

​​样品前处理：取 10 片供试品（丹参片），精密称

定总重，研细后精密称取细粉约 200mg，置 50ml 容量
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瓶中。

​​超声提取：加水适量，于 250W、33kHz 条件下超

声处理 20 分钟，冷却后加水定容至液面凹面与刻度

线平齐，摇匀，滤过。

​​溶液稀释步骤：精密量取续滤液 1.0mL，置 25ml

容量瓶中，加水定容至液面凹面与刻度线平齐，摇匀，

二次滤过后取续滤液作为供试品溶液。

1.2.4 含量测定方法

采用外标法定量分析，精密量取对照品溶液与供

试品溶液各 20μL，进样至高效液相色谱系统，采集

并记录色谱峰面积。基于外标法，以峰面积积分值为

依据进行定量计算，确定供试品中丹酚酸 B 的含量。

2 数学模型的建立与不确定度来源分析
2.1 数学模型的建立

含量计算公式为：

( )/ Ax Mr P Vx WX mg
Ar Mx Vr
× × × ×

=
× ×

片

式中：

X 代表供试品中丹酚酸 B 含量， /mg 片；

Ax 代表供试品峰面积；

Mr 代表对照品称样量，mg；

P 代表对照品特性量值，%；

Vx 代表供试品稀释倍数；

W 代表供试品平均片重，mg；

Ar 代表对照品峰面积平均值；
Mx 代表供试品称样量，mg；

Vr 代表对照品稀释倍数；

2.2 不确定度来源分析

根据含量计算公式可以得出不确定度来源如图1。

图 1

2.3 不确定度的量化分析

2.3.1 称量引入的不确定度

2.3.1.1 对照品称样量的相对不确定度：U-Mr

该不确定度的主要来源为天平的校准。[3] 该天平

的检定证书（J202401084289C-0001）显示，按矩形

分布计算如下：当实际分度值为 0.01mg 时，在 0 ～ 5g

称 重 范 围 内 的 示 值 误 差 为 ±0.05mg，U 示 值

= 20.05 / 3 2.887 10 mg−= × ；偏载误差为 ±0.05mg，

U 偏载 = 20.05 / 3 2.887 10 mg−= × ；重复性误差为

±0.05mg，U 重复 = 20.05 / 3 2.887 10 mg−= ×

合成 U- 天平
( ) ( )
( )

2 22 2

22

2.887 10 2.887 10
X=

2.887 10

0.05mg

− −

−

× + ×

+ ×

=
对照品称样量为 10.32mg 故相对不确定度为：

合成 U-Mr=U- 天平 X/10.32=0.05/10.32=4.485×10-3

2.3.1.2 供试品称样量的相对不确定度：U-Mx

该不确定度的主要来源为天平的校准。该天平检

定证书（J202401084289B-0036）显示，按矩形分布

计算如下： 当实际分度值为 0.1mg 时，在 0g ～ 50g

称 重 范 围 内 的 示 值 误 差 为 ±0.5mg，U 示 值

= 0.5 / 3 0.2887mg= ；偏载误差为 ±0.5mg，U 偏载

= 0.5 / 3 0.2887mg= ；重复性误差为 ±0.5mg，U 重

复 = 0.5 / 3 0.2887mg=

合成 U- 天平 2 2 20.2887 0.2887 0.2887
0.5

Q
mg

= + +
=

供试品两次称样量分别为 202.9mg、206.2mg，故

相对不确定度为：

U-Mx1=U- 天平 Q/202.9= 30.5 / 202.9 2.464 10−= ×

U-Mx2=U- 天平 Q/206.2= 30.5 / 206.2 2.425 10−= ×

合成 U-Mx ( ) ( )2 23 3

3

2.464 10 2.425 10

3.457 10

− −

−

= × + ×

= ×
2.3.1.3 供试品平均片重的相对不确定度：U- W
该不确定度主要来源为天平的校准。计算同2.3.1.2

法，供试品平均片重为 271.1mg，故相对不确定度为：

合成 U- W =U- 天平 Q/271.1= 30.5 / 271.1 1.844 10−= ×
2.3.2 定容引入的不确定度

按照常用玻璃量器检定规程 [4] 以及玻璃器具校准

证书，可知在配制过程中玻璃器具在 20℃都有相应的

容量允许误差 (S)，单线标容量瓶按三角分布计算，

U= / 6S ；胖度移液管按矩形分布计算， U= / 3S 。

实验室的实际温度为 23℃，所以要考虑温度变化

引入的不确定度。稀释的液体为水，所以还要考虑水

的膨胀系数的不确定度。水的膨胀系数为 42.1 10−×
m L / ℃ ， 按 矩 形 分 布 计 算 ，
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( )42.1 10 23 20 / 3U V−= × × − ×  (V 为玻璃器具规格 )[5]

玻璃器具引入的标准不确定度

序号 玻璃器具（A 级） 容量允许误差 S/mL U 器具 /mL U 温度 /mL

1 100ml 容量瓶 ±0.10 24.082 10−× 23.637 10−×

2 50ml 容量瓶 ±0.05 22.041 10−× 21.819 10−×

3 25ml 容量瓶 ±0.03 21.225 10−× 39.093 10−×

4 5ml 胖度移液管  ±0.015 38.660 10−× 31.819 10−×

5 1ml 胖度移液管  ±0.007 34.041 10−× 43.637 10−×

表 1

2.3.2.1 对照品稀释倍数的相对不确定度：U-Vr

100mL 容量瓶引入的相对不确定度：

( ) ( )2 22 2 44.082 10 3.637 10 /100 5.468 10− − −× + × = ×

50mL 容量瓶引入的相对不确定度：

( ) ( )2 22 2 42.041 10 1.819 10 / 50 5.468 10− − −× + × = ×

5mL 胖度移液管引入的相对不确定度：

( ) ( )2 23 3 38.660 10 1.819 10 / 5 1.770 10− − −× + × = ×

合成 U-Vr=

( ) ( )
( )

2 24 4

23

3

5.468 10 5.468 10

1.770 10

1.932 10

− −

−

−

× + ×

+ ×

= ×
2.3.2.2 供试品稀释倍数的相对不确定度：U-Vx

50mL 容量瓶引入的相对不确定度：

( ) ( )2 22 2 42.041 10 1.819 10 / 50 5.468 10− − −× + × = ×

25mL 容量瓶引入的相对不确定度：

( ) ( )2 22 3 41.225 10 9.093 10 / 25 6.102 10− − −× + × = ×

1mL 胖度移液管引入的相对不确定度：

( ) ( )2 23 4 34.041 10 3.637 10 /1 4.058 10− − −× + × = ×

由于是双份供试品，故合成

( )
( ) ( )

24

2 24 3

3

5.468 10
U V 2

6.102 10 4.058 10

5.854 10

x
−

− −

−

 × +
 − = ×  × + ×  

= ×
2.3.3 重复性引入的相对不确定度

2.3.3.1对照品色谱峰面积的相对不确定度：U- Ar
将同一批次丹酚酸 B 对照品溶液连续进样 6 次，

所得峰面积数据结果详见表 2。因为 n=6，故采用贝

塞尔公式法，对照品相对不确定度

( )
( )

( ) ( )
( ) ( )
( ) ( )

26

1

2 2

2 2

2 2

3

U A /
1

247.460 254.459 253.040 254.459

255.287 254.459 257.096 254.459

257.147 254.459 256.722 254.459
/ 254.459

6 5
6.045 10

i
Ari Ar

r Ar
n n

=

−

−
− =

−

− + −

+ − + −

+ − + −
=

×
= ×

∑

对照品峰面积测定结果

序号 对照品峰面积 对照品平均峰面积

1 247.460

254.459

2 253.040

3 255.287

4 257.096

5 257.147

6 256.722

对照品回进 255.459 回进率 100.6%

表 2

从表 2 可以看出，对照品平均峰面积与其对照品

回进的比值计算得 100.6%，落在 98% ～ 102% 的范

围里，说明仪器整个进样环境波动较小，从侧面反映

了分析方法的准确性和结果可靠性。

2.3.3.2 供试品色谱峰面积的相对不确定度：U-Ax

取供试品溶液进行 2 次平行测定，每个样品连续

进样 2 次（共 4 针），测定结果详见表 3。因样本量

较小（n=2），采用极差分析法来评估其相对不确定度，

计算公式 = 极差 /（C× 峰面积平均值）​​（极差系数

C=1.13）。[6]

供试品峰面积测定结果

供试品 峰面积 1 峰面积 2
峰面积平

均值
极差 R
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1 203.475 202.584 203.030 0.891

2 208.058 207.762 207.910 0.296

表 3

供试品 1 相对不确定度 U-Ax1=R1/(C× 峰面积平

均值 1)= ( ) 30.891/ 1.13 203.030 3.884 10−× = × ；

供试品 2 相对不确定度 U-Ax2=R2/(C× 峰面积平

均值 2)= ( ) 30.296 / 1.13 207.910 1.260 10−× = × ；

合成 ( ) ( )2 23 3

3

U-Ax 3.884 10 1.260 10

4.083 10

− −

−

= × + ×

= ×
2.3.4 高效液相色谱仪引入的相对不确定度：U- 仪

器

根 据 该 高 效 液 相 色 谱 仪 的 检 定 证 书

（J202401084289B-0026），定量测量重复性为0.01%，

按矩形分布计算，由高效液相色谱仪引入的相对不确

定度为 U- 仪器 = 50.01% / 3 5.774 10−= ×
2.3.5 数值修约引入的相对不确定度：U- 修约

根据报告要求，每片丹参片中丹酚酸 B 含量的平

行样结果修约至 0.001mg/ 片，最终结果数值修约至

0.01mg/ 片，属于 B 类不确定度，故由数值修约引入

的相对不确定度为

U- 修约 0.001-1= 50.001 /13.409 4.306 10
3

−= × ；

U- 修约 0.001-2= 50.001 /13.512 4.273 10
3

−= × ；

U- 修约 ( ) ( )2 25 5

5

0.001 4.306 10 4.273 10

6.066 10

− −

−

= × + ×

= ×

U- 修约 40.010.01 /13.46 4.289 10
3

−= = × ；

故合成 U- 修约 ( ) ( )2 25 4

4

6.066 10 4.289 10

4.332 10

− −

−

= × + ×

= ×
2.3.6 对照品特性量值的相对不确定度：U-P

丹酚酸 B 对照品的特性量值 P=97.5%，属于 B 类

不确定度。[7] 假设其分散区间的半宽度为 0.05%，按

均匀分布 k= 3 计算，实验中所用的对照品纯度所引

起的不确定度 U-P= 40.05% / 97.5% 2.961 10
3

−= ×

2.3.7 对照品溶液易降解

0 天将对照品溶液罐装进 10 个新的 1ml 进样小瓶

中，其中初始进样瓶为 1 瓶，其余 9 瓶盖紧密闭，储

存于冷藏环境下，当次使用。测定在天数 1 天、3 天、

6 天、9 天、12 天、16 天、20 天、26 天、30 天对冷

藏环境下储存的对照品峰面积，并与 0 天进行对比，

分析冷藏储存条件下对照品峰面积随时间的变化情

况。实验数据与变化趋势的完整记录详见表 4，展示

了关键参数的变化规律。由此可见，采用冷藏的储存

方式，历经 30 天对照品峰面积从初始 254.459 降低至

132.686，衰减率达到 47.82%，第 0 天至第 20 天为加

速衰减期，第 20 天至第 30 天趋于稳定。

对照品峰面积衰减情况

储存方式——冷藏

0 天 1 天 3 天 6 天 9 天 12 天 16 天 20 天 26 天 30 天

对照品
峰面积

1 / 255.262 239.652 227.099 182.629 186.896 161.356 133.143 136.299 132.819

2 / 254.315 237.360 226.475 180.427 185.823 162.851 132.388 136.119 132.553

两次测定
平均值

254.459 254.788 238.506 226.787 181.528 186.360 162.104 132.766 136.209 132.686

衰减率 / -0.13% 6.27% 10.87% 28.66% 26.76% 36.29% 47.82% 46.47% 47.86%

表 4

3 结果
计算得到丹参片中丹酚酸 B（C36H30016）含量为

13.46mg/ 片。

合成标准不确定度和扩展不确定度

合成标准不确定度

( ) ( )
( ) ( )
( ) ( )
( ) ( )
( ) ( )

2 23 3

2 23 3

2 23 3

2 23 5

2 24 4

4.845 10 3.457 10

1.844 10 1.932 10

13.465.854 10 6.045 10

4.083 10 5.774 10

4.332 10 2.961 10

0.01142 13.46 0.154 /mg

− −

− −

− −

− −

− −

× + ×

+ × + ×

= ×+ × ×

+ × + ×

+ × + ×

=

+

× = 片
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取包含因子 k=2，在 95% 置信水平下，扩展不确

定度为 2 0.154 0.31 /mg× = 片

测量不确定度报告：每片丹参片中丹酚酸 B 的含

量为 X= ( )13.46 0.31 /mg± 片，k=2

4 讨论
对不确定度来源的相对不确定度的测定结果进行

排序，得出下表 5。可见，相对不确定度的最大来源

是对照品色谱峰面积，占比为 20.96%。其主要原因为

在进样过程中，第一针对照品色谱峰面积显著偏低，

而后逐步趋于稳定，对照品色谱峰面积的不确定度为

36.045 10−× ，若剔除第一针的影响，其不确定度降低

至 3.054 310−× ，其在不确定度的测定结果排名降至第

五。可见在进样过程中，增加进样次数，选取对照品

色谱峰面积稳定的连续 6 针计算平均峰面积，将有助

于降低对照品色谱峰面积对不确定度的影响。其次，

供试品的稀释倍数是不确定度的第二大来源，占比为

20.29%，其主要原因为供试品的配制浓度较低，在常

规实验条件下，需经过两次稀释，方能配制完成。因

此两次稀释的过程大幅放大了供试品的配制误差，导

致实际浓度与理论浓度存在一定偏差。同时，对照品

称量时的天平的校准是不确定度的第三大来源，经分

析，其原因主要有以下两个方面，一是对照品称样量

仅 10.32mg，在低重量的称量中，天平本身的校准情

况极大的影响测定的准确率；二是精度天平的示值、

偏载、重复性误差较高，影响称量的准确性。

各分量相对标准不确定度一览

序号 不确定度来源 相对不确定度 排序 占比

1 天平的校准 - 对照品（U-Mr） 34.845 10−× 3 16.80%

2 天平的校准 - 供试品（U-Mx） 33.457 10−× 5 11.98%

3 天平的校准 - 平均片重（U- W ） 31.844 10−× 7 6.39%

4 对照品稀释倍数（U-Vr） 31.932 10−× 6 6.70%

5 供试品稀释倍数（U-Vx） 35.854 10−× 2 20.29%

6 对照品色谱峰面积（U- Ar ） 36.045 10−× 1 20.96%

7 供试品色谱峰面积（U-Ax） 34.083 10−× 4 14.15%

8 仪器 55.774 10−× 10 0.20%

9 数值修约 44.332 10−× 8 1.50%

10 对照品特性量值（U-P） 42.961 10−× 9 1.03%

表 5

综上不确定度来源分析，结合储存环境对对照品

峰面积的影响，可见确保合适的储存环境、校准准确

的称量仪器、规范的配制过程是准确测定结果的有效

保障，也能从这些方面持续优化测定过程，使测定结

果更加准确、稳定、可靠。
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