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摘要　目的 :建立气相色谱法 ( GC)测定牡荆油胶丸中β -丁香烯含量的测量不确定度评定方法。方法 :通过建立 GC内标法

测定含量的数学模型 ,对各个不确定度因素进行评估、计算 ,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 :本次实验的牡荆油胶丸β -丁香烯含量测定结果为 (84. 25 ±3. 59) mg·g- 1。结论 :建立的不确定度评

定法适用于气相内标法测定药物含量的不确定度分析。
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Abstract　O bjective: To evaluate the uncertainty of measurement for determ ination ofβ - caryopyllene in Mujingyou

soft cap sules by GC internal standard method. M ethods: Through establishing GC internal standard method determ ina2
tion mathematical mode, the factors affecting the uncetainty were deduced. Each component of uncertainty was

evaluated and calculated, from which the combined uncertainty and finally the extended uncertainty were obtaine in

95% confidence intervals. Results: The determ ined content ofβ - caryopyllene in Mujingyou soft cap sules of this test

is (84. 25±3. 59)mg·g
- 1

. Conclusion: The established mathematic model is app licable to the uncertainty analysis of

GC internal standard method in the determ ination of drugs.
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不确定度是表征被测量物质真值所处的量值范

围的评定结果 ,是对实验测量结果的可信度评定。

根据《测试和校准实验室能力的通用要求 》

( ISO17025) ,测量不确定度分析成为近年来计量认

证和国家实验室认可评审的重点内容之一。随着人

们对检验结果的可靠性要求不断提高 ,测量不确定

度的评定日益关注和重视 ,测量不确定度在分析化

学领域得到了深入的研究和广泛的应用 [ 1, 2 ]。

牡荆油胶丸是牡荆油与适量稀释剂经加工制成

的胶丸 ,临床上用于治疗慢性支气管炎 ,疗效确切。

经文献查阅 ,牡荆油主要含有α -蒎烯、芳樟醇、β -

丁香烯和丁香烯氧化物等成分 [ 3 ]
,其中β -丁香烯

的含量较高 ,临床观察有较好的疗效 ,是牡荆油治疗

慢性支气管炎的重要成分。本文根据欧洲化学委员

会颁布的《Quantifying Uncertainty in AnalyticalMeas2
urement》[ 4 ]

,对气相内标法测定牡荆油胶丸中β -

丁香烯含量的测量不确定度进行了评定。根据牡荆

油胶丸中β -丁香烯含量的测定过程进行不确定度

评估 ,找出影响不确定度的因素 ,并对这些因素的不

确定度的贡献率进行评定 ,为牡荆油胶丸质量控制

研究提供参考 ,同时为在实际工作中采用气相内标

法测定药品含量结果的可靠性评价、选择合适的样
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品处理及测定方法、得出符合要求的分析结果提供

指导。

1　仪器与试药

Agilent 6890型气相色谱仪 ,氢火焰离子化检测

器 ( F ID ) ;岛津 AUW 220D型十万分之一电子天平 ,

梅特勒 -托利多 AB104 - N型万分之一天平 ,所用

玻璃器皿均为天玻牌 A级。

β -丁香烯对照品 (购于 SIGMA公司 ,采用气

相色谱面积归一法测得纯度大于 98. 5% ) ;牡荆油

胶丸为市购药品 ;乙酸乙酯 ,正十八烷均为分析纯。

2　色谱条件

色谱柱 : HP - 5石英毛细管柱 ( 30. 0 m ×320

μm ×0. 25μm ) ,进样口温度 : 230℃,恒流 : 1 mL·

m in
- 1

,分流比 : 10∶1,检测口温度 : 260℃,程序升温 :

起始温度 80℃,以 8℃·m in
- 1速率升至 200℃,保持

5 m in。

3　测定方法

精密称取β -丁香烯对照品 20. 46 mg,置 100 mL

量瓶中 ,用乙酸乙酯溶解至刻度 ,摇匀 ,得对照品储备

液。精密称取内标物正十八烷溶液 15. 17 mg,置 100

mL量瓶中 ,用乙酸乙酯稀释到刻度 ,摇匀 ,即得内标

溶液 (浓度为 0. 1517 mg·mL
- 1 )。从对照品储备液

中精密吸取 1 mL置 10 mL量瓶中 ,并精密加入内标

溶液 1 mL,用乙酸乙酯稀释至刻度 ,摇匀 ,即得对照

品溶液 ,其中对照品浓度为 0102046 mg·mL - 1 ,内标

物浓度为 0. 01517 mg·mL - 1。

精密称取牡荆油胶丸内容物 0. 1018g,置 50 mL

量瓶中 ,用乙酸乙酯稀释至刻度 ,摇匀 ,从中精密吸

取 1 mL置 10 mL量瓶中 ,再精密加入内标溶液 1

mL,用乙酸乙酯稀释至刻度 ,摇匀 ,即得供试品溶

液。

取上述溶液进样 ,记录色谱图 ,按内标法以峰面

积计算含量。

4　结果

4. 1　数学模型　根据测定原理和过程 ,牡荆油胶丸

中β -丁香烯含量计算公式为 :

W =
Cx ×V ×n

m
(1)

Cx = f×
Ax

A s′/Cs′
(2)

f =
A s /Cs
A r/C r

=
A s

m s /V s
/

A r
m r /V r

(3)

V :供试品溶液体积 ; n:供试品稀释倍数 ; m :供

试品取样量 ; W :β -丁香烯在供试品中的含量 ; m s :

内标物取样量 ; V s:内标溶液体积 ; A r:对照品峰面

积 ; C r:对照品浓度 ; m r :对照品取样量 ; V r:对照品溶

液体积 ; Ax:供试品峰面积 ; Cx:供试品浓度 ; A s′:供

试品中内标物峰面积 ; Cs′:供试品中内标物浓度 ; f:

校正因子 ; A s:对照溶液中内标物峰面积 ; Cs:对照溶

液中内标物浓度。

4. 2　不确定度计算　根据数学模型分析 ,单份供试

品含量测定的不确定度可分为对照品溶液 U ( R ef)、

供试品溶液 U (Sam ple)及气相色谱仪进样的重复性

U (GC)的不确定度。在计算标准不确定度时 ,根据

《Quantifying Uncertainty in Analytical Measure2
ment》[ 4 ]要求 ,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、温度对定容体积

的影响等 ,按矩形分布 ( k = 3)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 = 6)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 ,采

用实验的标准偏差表示。

4. 2. 1　对照品溶液不确定度 U ( R ef) 对照品溶液

的不确定度来源于对照品和内标物质量的不确定度

和稀释定容体积的不确定度。

4. 2. 1. 1　对照品质量引起的相对标准不确定度

u (m r) /m r:

①对照品纯度的不确定度

本实验中所用对照品β -丁香烯购于 Sigma公

司 ,根据气相色谱面积归一法测定结果及说明知其

纯度为 98. 5%以上 ,按矩形分布计算 ,其对照品纯

度的不确定度 = (1 - 0. 985) /2 3 = 4. 33 ×10 - 3

②十万分之一天平的示值不确定度

根据天平附带资料 ,天平称量允许误差为

±0. 1 mg,按矩形分布计算 ,则示值不确定度 = 0. 1 /

3 = 0. 058 mg

③称量由天平重复性带入的不确定度

根据天平附带资料 ,天平称量重复性 (标准偏

差σ) ≤0. 05 mg,则重复性带入的不确定度 =

0. 05 mg

由于对照品β -丁香烯取样量为 20. 46 mg,则

对照品质量引起的相对标准不确定度 u (m r) /m r =

4133×10
- 3

1

2

+
01058
20146

2

+
0105
20146

2

=5172×10 - 3

4. 2. 1. 2　对照品溶液中对照品配制引起的相对标
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准不确定度 u (V r) /V r:

对照品液中对照品的稀释 ,使用了 100 mL、10

mL量瓶和 1 mL移液管 ,这些玻璃仪器使用引入的

不确定度计算如下 :

(1) 100 mL量瓶使用不确定度

校准 : 100 mL量瓶 (A级 )的允许偏差为 ±0. 1

mL,按三角分布计算 ,则 100 mL量瓶校正带入的不

确定度 = 0. 1 / 6 = 0. 041 mL

重复性 :用 100 mL量瓶 (A级 )重复吸量蒸馏

水 10次 ,并称重计算标准偏差为 0. 07 mL,则其重

复性不确定度 = 0. 07 mL

温度 :由于实验室温度变化范围为 20 ±5℃,按

矩形分布计算 ,乙酸乙酯的膨胀系数为 1. 38 ×

10
- 3

/℃,则温度影响的不确定度 = (100 ×5 ×1. 38

×10 - 3) / 3 = 0. 40 mL

100 mL 量 瓶 使 用 引 入 的 不 确 定 度 =

0. 041
2

+ 0. 07
2

+ 0. 40
2

= 0. 407 mL

(2) 10 mL量瓶使用不确定度

校准 : 10 mL量瓶 (A级 )的允许偏差为 ±0. 02

mL,按三角分布计算 ,则 10 mL量瓶校正带入的不

确定度 = 0. 02 / 6 = 0. 008 mL

重复性 :用 10 mL量瓶 (A级 )重复吸量蒸馏水

10次 ,并称重计算标准偏差为 0. 017 mL,则其重复

性不确定度 = 0. 017 mL

温度 :由于实验室温度变化范围为 20 ±5℃,按

矩形分布计算 ,乙酸乙酯的膨胀系数为 1. 38 ×

10
- 3

/℃,则温度影响的不确定度 = (10 ×5 ×1. 38 ×

10 - 3 ) / 3 = 0. 040 mL

10 mL 量 瓶 使 用 引 入 的 不 确 定 度 =

0. 0082 + 0. 0172 + 0. 0402 = 0. 044 mL

(3) 1 mL移液管使用不确定度

校准 : 1 mL 移液管 ( A 级 )的允许偏差为

±0. 007 mL,按三角分布计算 ,则 1 mL移液管校正

带入的不确定度 = 0. 007 / 6 = 2. 86 ×10 - 3 mL

重复性 :用 1 mL移液管 (A级 )重复吸量蒸馏

水 10次 ,并称重计算标准偏差为 0. 007 mL,则其重

复性不确定度 = 0. 007 mL

温度 :由于实验室温度变化范围为 20 ±5℃,按

矩形分布计算 ,乙酸乙酯的膨胀系数为 1. 38 ×

10
- 3

/℃,则温度影响的不确定度 = ( 1 ×5 ×1. 38 ×

10 - 3 ) / 3 = 3. 98 ×10 - 3 mL

1 mL 移 液 管 使 用 引 入 的 不 确 定 度 =

(2. 86 ×10
- 3 ) 2

+ 0. 007
2

+ (3. 98 ×10
- 3 ) 2

= 8. 54

×10
- 3

mL

对照品液中对照品的稀释引起的相对标准

不确定度 u ( V r) /V r =
0. 407

100

2

+
0. 044

10

2

+

8. 54 ×10 - 3

1

2

= 0. 0104

4. 2. 1. 3　对照品液中内标物配制引起的相对标准

不确定度 u (Vs) /V s:

将内标物从内标物储备液移入对照品溶液中 ,

使用了 1 mL移液管 ,由“4. 2. 1. 2”项中可知 1 mL

移液管使用过程引入的不确定度 = 3. 98 ×10 - 3 mL。

对照品液中内标物配制引起的相对标准不确定

度 u (V s) /V s =
3. 98 ×10

- 3

1

2

= 3. 98 ×10
- 3

对 照 品 溶 液 不 确 定 度 U ( R ef ) =

[ u (m r) /m r]
2

+ [ u (V r) /V r]
2

+ [ u (V s) /V s ]
2

=

0. 0147

4. 2. 2　供试品溶液不确定度 U (Sam ple)

供试品溶液的不确定度来源于供试品和内标物

质量的不确定性和稀释定容体积的不确定度。

4. 2. 2. 1　供试品牡荆油质量称定引起的相对标准

不确定度 u (m ) /m :

①万分之一天平的示值不确定度 :

根据天平附带资料 ,天平称量允许误差为

±0. 001g,按矩形分布计算 ,则示值不确定度

= 0. 001 / 3 = 5. 78 ×10
- 4

g

②称量由天平重复性带入的不确定度 :

天平通过 10次重复测量 ,计算得出标准偏差为

±0. 0003g,则重复性带入的不确定度 = 3 ×10 - 4 g

由于供试品牡荆油取样量为 0. 1018g,则 u

(m ) /m =
5. 78 ×10

- 4

0. 1018

2

+
3 ×10

- 4

0. 1018

2

= 6. 39 ×

10
- 3

4. 2. 2. 3　供试品溶液中牡荆油稀释引起的相对标

准不确定度 u (V ) /V :

供试品溶液中牡荆油的稀释 ,使用了 50 mL量

瓶、10 mL量瓶和 1 mL移液管。10 mL量瓶和 1 mL

移液管使用过程中引入的不确定度同“4. 2. 1. 1”中

的计算结果。

50 mL量瓶的使用不确定度为 :

①校准 : 50 mL量瓶 (A级 )的允许偏差为

±0. 05 mL,按三角分布计算 ,则 50 mL量瓶校正带
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入的不确定度 = 0. 05 / 6 = 0. 020 mL

②重复性 :用 50 mL量瓶 (A级 )重复吸量蒸馏

水 10次 ,并称重计算标准偏差为 0. 052 mL,则其重

复性不确定度 = 0. 052 mL

③温度 :由于实验室温度变化范围为 20 ±5℃,

按矩形分布计算 ,乙酸乙酯的膨胀系数为 1. 38 ×

10 - 3 /℃,则温度影响的不确定度 = (50 ×5 ×1. 38 ×

10
- 3 ) / 3 = 0. 199 mL

50 mL量瓶使用引入的不确定度 u (V50 ) =

0. 0202 + 0. 0522 + 0. 1992 = 0. 207 mL

供试品溶液中牡荆油稀释引起的相对标准

不确定度 u ( V ) /V =
0. 407

100

2

+
0. 207

50

2

+

8. 54 ×10
- 3

1

2

= 0. 0105

4. 2. 2. 4　供试品溶液中内标物稀释引起的相对标

准不确定度 u (V s′) /V s′:

将内标物从内标物储备液移入对照品溶液中 ,

使用了 1 mL移液管 ,由“4. 2. 1. 2”项中可知 1 mL

移液管使用过程引入的不确定度 = 3. 98 ×10
- 3

mL。

对照品液中内标物配制引起的相对标准不确定

度 u (V s) /V s =
3. 98 ×10 - 3

1

2

= 3. 98 ×10
- 3

供试 品 溶 液 不 确 定 度 U ( S am ple ) =

[ u (m ) /m ]
2

+ [ u (V ) /V ]
2

+ [ u (V s′) /V s′]2
=

0. 0149

4. 2. 3　气相色谱仪进样的重复性的不确定度 U

(GC)

气相色谱检测的结果以检测峰与内标峰的峰面

积的比值来表示 ,将供试品溶液重复进样 6次 ,计算

相对标准偏差为 0. 0028,因而气相检测的β -丁香

烯峰面积和内标物峰面积的比值的相对不确定度 =

0. 28% ,由于测定过程中 ,需要对对照品溶液和供试

品溶液进行两次气相测定 ,因而气相色谱检测过程

峰面积的比值的相对不确定度 U ( GC ) = 0. 0028 ×

2 = 0. 40%

4. 3　计算合成不确定度

W =
Cx ×V ×n

m
= 84. 25 mg·g

- 1

U (W ) = U
2 (Ref) +U

2 (Sample) +U
2 (GC) =0. 0213

U c (W ) = W ×U (W ) = 1. 79 mg·g- 1

4. 4　计算扩展不确定度及报告不确定度

取 95%的置信概率 ,包含因子 k = 2,则 U95 = k

×U c (W ) = 3. 59 mg·g
- 1

,本次实验的所测牡荆油

胶 丸 中 β - 丁 香 烯 的 含 量 为 : W =

(84. 25 ±3. 59) mg·g
- 1。

5　讨论

5. 1 待测成分在样品中的分布均匀性是影响检测

结果的一个重要因素 ,本实验在对气相色谱法测定

牡荆油胶丸中β -丁香烯含量的不确定度进行评定

时 ,并未将指标成分β -丁香烯在供试品中分布均

匀度的不确定度予以评定 ,是因为本实验的供试品

牡荆油为液体状态 ,且取样是从 10粒牡荆油胶丸的

总内容物中直接称取 ,液体良好的均匀分布性和取

样的数量较多 ,因而我们认为β -丁香烯在牡荆油

胶丸内容物中的分布是基本均匀的。

5. 2 在采用内标法对牡荆油胶丸中β -丁香烯含

量测定过程中 ,由于配制校正因子测定用的对照溶

液和含有内标物质的供试品溶液使用同一份内标物

质溶液 ,则配制内标物质溶液不必精密称取 ,因而在

不确定度评定过程中 ,对内标物正十八烷使用所引起

的不确定度仅考虑了其配制过程中由内标物储备液

移至对照品溶液及供试品溶液过程中的不确定度。

5. 3 气相色谱内标法的含量计算过程 ,是以检测

峰与内标峰的峰面积的比值来计算 ,因而对气相色

谱仪在检测过程中所引入的不确定度进行评定时 ,

采用供试品重复 6次进样 ,以β -丁香烯峰面积与

正十八烷峰面积比值的标准偏差进行表述。

5. 4 分析评估不确定度时 ,应尽量注意产生不确

定度的所有来源 ,因为合成不确定度的数值几乎完

全取决于重要的不确定度分量。从表 1的各标准不

确定度分量所占比例可以看出 ,应用气相内标法对

牡荆油胶丸中β -丁香烯含量测定过程中 ,其不确

定度贡献率最大的为对照品溶液的不确定度 u

(R ef) ,其中对照品溶液的配制及内标溶液的配制为

对照品溶液不确定度的主要来源。

5. 5 在牡荆油胶丸中β -丁香烯含量测定的方法

中 ,对照品及供试品溶液的配制均采用乙酸乙酯为

溶剂 ,其膨胀系数为 1. 38 ×10
- 3

/℃,约为水 (2. 1 ×

10
- 4

/℃)的 6. 5倍 ,因而实验方法采用乙酸乙酯为

溶剂时 ,应尽量降低实验操作温度的偏差 ,以减少由

于溶液定容所引入的不确定度。

5. 6 我们分析了本实验中对照品溶液、供试品溶

液配制过程中使用的 100, 50, 10 mL量瓶及 1 mL

移液管在使用过程中的相对不确定度 ,结果如图

1。从图中可以看出 1 mL移液管的使用对不确定

度的影响最大 ,约为量瓶使用过程中所引入不确定
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表 1　不确定度评定结果

Tab 1　The result of uncerta in ty m ea surem en t

不确定度分量

( uncertainty item)

相对标准

不确定度

( relative standard

uncertainty)

u ( y i ) / y i

不确定度

贡献率 3

( uncertainty

contribution

ratio) /%

对照品溶液

不确定度

U ( Ref)

对照品称量 u (m r) 0. 00572 7. 20

对照品配制 u (V r) 0. 01044 24. 01

内标物配制 u (V s) 0. 00855 16. 09

供试品溶液

不确定度

U ( Sam ple)

供试品称量 u (m ) 0. 00639 9. 00

供试品配制 u (V ) 0. 01047 24. 14

内标物配制 u (Vsπ) 0. 00855 16. 09

气相色谱仪

不确定度

U ( GC)

对照品测定 u (A ) 0. 00280 1. 73

供试品测定 u (Aπ) 0. 00280 1. 73

合成不确定度

U (W )
0. 0213 100

3不确定度贡献率计算方法 :
u ( y i )

y i

2

/∑
n

i =1

u ( y i )

y i

2

图 1　各玻璃量器相对标准不确定度

Fig 1　Relative standard uncertainty of glass containers

V100: 100 mL量瓶 ( 100 mL volumetric flack) 　V50: 50 mL量瓶 ( 50

mL volumetric flack) V10: 10 mL量瓶 (10 mL volumetric flack) 　V1: 1

mL移液管 (1 mL p ipette)

度的两倍 ;另外 ,随着配制溶液体积的降低 ,量瓶

在使用过程中的相对不确定度也随之增加。因而在

含量测定的溶液配制过程中 ,减少移液管的使用次

数或降低溶液的移取定容配制次数 ,是降低溶液配

制不确定度的主要途径 ,其次 ,尽量使用容量大的玻

璃量具也是降低配制过程不确定度的有效方法。

5. 7 称量也是不确定度来源的一个重要方面。我

们分析了本次实验中使用的精密度为万分之一天平

与十万分之一天平在称量重量与测得相对不确定度

的关系图 (不确定度 ≤0. 6%的范围内 ) ,结果如图

2。从图可知 ,在实验过程中控制称量相对不确定度

小于 0. 5%时 ,万分之一天平的称量重量必须大于

10 mg,十万分之一天平的称量重量必须大于 0. 1 g;

称量相对不确定度小于 0. 1% ,万分之一天平的称

量重量则必须大于 60 mg,十万分之一天平的称量

重量必须大于 0. 6g。

图 2　两种不同规格天平的相对标准不确定度比较

Fig 2　Comparision relative standard uncertainty of two different specifi2

cations balances

左 :万分之一天平 ( left: balance with 0. 1 mg readability) 　右 :十万分

之一天平 ( right: balance with 0. 01 mg readability)
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