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［摘　 要］ 　 为对管碟法测定硫酸安普霉素效价的不确定度进行评定，根据 ＪＪＦ１０５９ － ２０１９《测量不

确定度评定与表示》中的有关规定，建立数学模型，应用测量不确定度评定与表达理论，分析不确定

度来源，对各个不确定度分量进行评估，计算扩展不确定度。 测定结果的扩展不确定度为 Ｕ ＝ １． ８
单位，可表示为（１０３． ６ ± １． ８）单位 ／ ｍｇ（ｋ ＝ ２）。 测量不确定度的主要来源为重复性试验引入的不

确定度，其次为溶液稀释过程中引入的不确定度，提示试验人员应注意效价测定试验中稀释定容的

操作过程，并注意保持重复性试验条件的一致性。
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　 　 硫酸安普霉素是一种动物专用的氨基糖苷类

抗菌药物，《中国兽药典》２０１５ 年版一部［１］ 收载了

硫酸安普霉素及其制剂的质量标准，其中含量测定

项均采用抗菌药物微生物检定法进行测定。 目前，
国际上通用的抗菌药物微生物检定法包括管碟法

和浊度法，管碟法是各国药典收载的经典抗菌药物

微生物检定通用方法。 不确定度评定是通过对实

验过程各个环节引入的不确定度进行评估，以分析

各因素对测定结果的影响［２］。 检测结果的可靠性

很大程度上取决于测量不确定度大小，测量不确定

度越小，说明检测水平越高，检测结果的使用价值

越大［３ － ４］。 测量不确定度对于实验室间比对、测量

结果临界值的判断、方法的确认及检测工作国际化

等方面都具有重要意义［５ － ６］。 本文根据 ＪＪＦ１０５９ －
２０１９《测量不确定度评定与表示》 ［７］中有关规定，对
管碟法测定硫酸安普霉素可溶性粉中硫酸安普霉

素含量的不确定度进行了分析与评估，以期为准确

认识测量结果与评价检测报告提供科学依据。
１　 材料与方法　
１． １　 材料　 ＺＹ － ３００ＩＶ 抗菌药物效价测量仪（北
京先驱威锋技术开发公司）；ＡＸ － ２０５ 电子天平

（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；恒温培养室；安普霉素

标准品（中国兽医药品监察所，效价测定用，５１７ 单

位 ／ ｍｇ，批号：Ｋ０２３１６１０）；硫酸安普霉素可溶性粉

供试品 （山西新世纪生物制药有限公司，批号：
１９０４０１，规格：１００ ｇ ︰ １０ ｇ（１０００ 万单位））；抗菌

药物Ⅰ号培养基（北京中海生物科技有限公司）；枯
草芽孢杆菌 ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１（中国兽医药品监察

所）；磷酸二氢钾与磷酸氢二钾试剂均为分析纯。
１． ２　 方法

１． ２． １　 供试品溶液的制备　 精密称取硫酸安普霉

素可溶性粉供试品 ２５０ ｍｇ，置 ２５ ｍＬ 容量瓶中，加
灭菌水溶解并稀释制成每 １ ｍＬ 中约含 １０００ 单位

的溶液。 精密量取该溶液 ５ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶

中，用磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７． ８）稀释至刻度，摇匀，制
成每 １ ｍＬ 中约含 １００ 单位的溶液。 再分别量取

１００ 单位 ／ ｍＬ 的溶液 ５ ｍＬ，分别置 ５０、１００ ｍＬ 量瓶

中，用磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７． ８）稀释至刻度，摇匀，得

到浓度分别为 １０ 单位 ／ ｍＬ 和 ５ 单位 ／ ｍＬ 的溶液，
作为供试品溶液的高、低剂量。
１． ２． ２　 标准品溶液的制备　 精密称取安普霉素标

准品 ４８ ｍｇ，置 ２５ ｍＬ 容量瓶中，加灭菌水溶解并稀

释至刻度，制成每 １ ｍＬ 中约含 １０００ 单位的溶液，
稀释步骤同供试品溶液。
１． ２． ３　 双碟的制备与培养 　 取平底双碟约 ８ 套

（ｎ），分别加入加热融化的培养基 ２０ ｍＬ，放置水平

台上使凝固，作为底层。 另取加热融化后的培养基

适量，放冷至 ５０ ℃，加入枯草芽孢杆菌的菌悬液适

量，摇匀，在每一双碟中分别加入 ５ ｍＬ，摊布均匀，
作为菌层。 冷却后，在每一双碟中以等距离安置不

锈钢小管 ４（ｋ）个，待用。 将上述稀释好的标准品

溶液与供试品溶液分别滴加于不锈钢小管内，在
３５ ～ ３７ ℃恒温培养室中培养 １６ ～ １８ ｈ。
１． ２． ４　 抑菌圈直径的测定与效价计算　 取出培养

好的双碟，用抑菌圈测量仪测量各个抑菌圈的直

径，照《中国兽药典》２０１５ 年版一部附录 １４３１ 生物

检定统计法中的 ２． ２ 法进行可靠性检验与效价计

算。 当可靠性检验结果为回归非常显著 （ Ｐ ＜
０． ０１）与偏离平行不显著（Ｐ ＞ ０． ０５）时，实验结果

才成立。
２　 结果与分析

２． １ 　 数 学 模 型 　 效 价 由 下 式 给 出： Ｐ

＝ ｌｏｇ －１［
Ｔ２ ＋ Ｔ１ － Ｓ２ － Ｓ１

Ｔ２ ＋ Ｓ２ － Ｔ１ － Ｓ１
× Ｉ］ × １００ 。 式中，Ｐ 为

供试品效价，Ｓ２为高浓度标准品溶液所致的各抑菌

圈直径的总和，Ｓ１为低浓度标准品溶液所致的各抑

菌圈直径的总和，Ｔ２为高浓度供试品溶液所致的各

抑菌圈直径的总和，Ｔ１为低浓度供试品溶液所致的

各抑菌圈直径的总和，Ｉ 为高浓度与低浓度比值的

对数，当剂量比率 ２∶ １，Ｉ ＝ ｌｏｇ２ ＝ ０． ３０１０，由浓度间

的比率决定，与所用碟数无关。
抑菌圈直径测定时，对供试品溶液进行扫描测

定，测定结果见表 １。
２． ２　 不确定度来源分析　 对抗菌药物微生物检定

法的二剂量管碟法测量不确定度来源进行分析，可
将影响硫酸安普霉素效价测定的不确定度因素归
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为：抑菌圈直径重复测量的不确定度，抑菌圈测量

仪的不确定度，配制溶液（包括称量、稀释、定容等

操作） 的不确定度以及重复性试验引入的不确

定度。
表 １　 抑菌圈直径测量结果

Ｔａｂ １　 Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｚｏｎｅ
双碟号 Ｋ ｄＳ１ ｄＳ２ ｄＴ１ ｄＴ２ ∑Ｙｎ

１ １７． ２９ １９． １５ １７． ４１ １９． ２７ ７３． １２

２ １６． ６２ １８． ５０ １６． ６１ １８． ５２ ７０． ２５

３ １８． ３５ ２０． １５ １８． ４０ ２０． １３ ７７． ０３

４ １７． ９９ １９． ６２ １７． ８５ １９． ６０ ７５． ０６

５ １７． ４０ １９． ０３ １７． ４０ １９． ２５ ７３． ０８

６ １８． ３６ ２０． ２４ １８． ３９ ２０． ４２ ７７． ４１

７ １７． ０４ １８． ９９ １７． １４ １９． ０８ ７２． ２５

８ １８． １９ １９． ９９ １８． ２５ ２０． ２６ ７６． ６９

∑Ｙ ｋ １４１． ２４ １５５． ６７ １４１． ４５ １５６． ５３ ５９４． ８９

Ｋ Ｓ１ Ｓ２ Ｔ１ Ｔ２ ∑Ｙ

２． ３　 各分量的不确定度

２． ３． １　 抑菌圈直径重复测量的不确定度分量　 对

抑菌圈直径的数据进行统计分析，根据上述公式计

算效价（ｙ）为 １０２． ９５ 单位 ／ ｍｇ，同时统计分析得自

由度 ｆ ＝ （ｋ － １）（ｎ － １） ＝ ２１，其合并样本标准差即

标准不确定度为：

ｕ（ｘ１） ＝
ｋｎ∑ｙ２ － ｋ∑［∑ｙ（ｋ）］ ２ － ｎ∑［∑ｙ（ｎ）］ ２ ＋ ［∑ｙ］ ２

ｋｎ（ｋ － １）（ｎ － １） ＝ ０． ０８０

相对标准不确定度为：ｕ（ｘ１） ｒｅｌ ＝ ｕ（ｘ１） ／ ｙ ＝ ０． ０８０ ／
１０２． ９５ ＝ ０． ０００７８。
２． ３． ２　 抑菌圈测量仪的不确定度分量　 抑菌圈测

量仪的最大允许误差为 ± ０． ０２ ｍｍ，则区间半宽度

ａＰ ＝ ０． ０２ ｍｍ，测量值落在该区间的概率分布为均

匀分布，其标准不确定度为：ｕ（ ｘ２ ） ＝ ０． ０２ ／ ３ ＝
０． ０１２ ｍｍ，抑菌圈测量仪的标准圈直径为 １９ ｍｍ，
其相对标准不确定度为：
ｕ（ｘ２） ｒｅｌ ＝ ｕ（ｘ２） ／ ｘ ＝ ０． ０１２ ／ １９ ＝ ０． ０００６３。
２． ３． ３　 配制溶液的不确定度分量　 分为标准品溶

液的配制与供试品溶液的配制。
２． ３． ３． １　 标准品溶液的不确定度　 标准品与供试

品溶液稀释过程中主要使用的是 Ａ 级玻璃量器，由
单个玻璃量器体积引入的合成不确定度为

ｕ ＝ ｕ玻璃量器体积
２ ＋ ｕ量取偏差

２ ＋ ｕ温度校正
２

Ａ 级 １００、５０、２５ ｍＬ 单标线容量瓶的允许误差

分别为： ± ０． １０、 ± ０． ０５、 ± ０． ０３ ｍＬ，以 Ｂ 类不确定

度计算，按三角分布估计，则标准不确定度分别为：
ｕｖ１ ＝ ０． １０ ／ ６ ＝ ０． ０４ ｍＬ， ｕｖ２ ＝ ０． ０５ ／ ６ ＝ ０． ０２

ｍＬ，ｕｖ３ ＝ ０． ０３ ／ ６ ＝ ０． ０１ ｍＬ。
相对标准不确定度分别为：
ｕｖ１ｒｅｌ ＝ ０． ０４ ／ １００ ＝ ０． ０００４， ｕｖ２ｒｅｌ ＝ ０． ０２ ／ ５０ ＝

０． ０００４，ｕｖ３ｒｅｌ ＝ ０． ０１ ／ ２５ ＝ ０． ０００４。
配制溶液时，实验室温度接近 ２１ ℃，容量器皿

校准温度为 ２３． ８ ℃，近似于矩形分布。
１００ ｍＬ 容量瓶实验室温度和校准时温度引入

的标准不确定度为 ｕｖ４ ＝
αＶΔｔ

３
＝ ０． ０３ ｍＬ，相对标准

不确定度为 ｕｖ４ｒｅｌ ＝ ０． ０３ ／ １００ ＝ ０． ０００３。
５０ ｍＬ 容量瓶实验室温度和校准时温度引入

的 标 准 不 确 定 度 为 ｕｖ５ ＝ αＶΔｔ
３

＝

２． １ × １０ － ４ × ５０ × ２． ８
３

＝ ０． ０２ ｍＬ，相对不确定度为

ｕｖ５ｒｅｌ ＝ ０． ０２ ／ ５０ ＝ ０． ０００４。
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２５ ｍＬ 容量瓶实验室温度和校准时温度引入

的标准不确定度为 ｕｖ６ ＝
αＶΔｔ

３
＝ ０． ０１ ｍＬ，相对标准

不确定度为 ｕｖ６ｒｅｌ ＝ ０． ０１ ／ ２５ ＝ ０． ０００４。

使用 １００ ｍＬ 容量瓶、５０ ｍＬ 容量瓶、２５ ｍＬ 容

量瓶，因此，定容体积的合成标准不确定度为：

　 　 　 　 　 ｕ２
ｖ１ｒｅｌ ＋ ｕ２

ｖ２ｒｅｌ ＋ ｕ２
ｖ３ｒｅｌ ＋ ｕ２

ｖ４ｒｅｌ ＋ ｕ２
ｖ５ｒｅｌ ＋ ｕ２

ｖ６ｒｅｌ

＝ ０． ０００４２ ＋ ０． ０００４２ ＋ ０． ０００４２ ＋ ０． ０００３２ ＋ ０． ０００４２ ＋ ０． ０００４２

＝ ０． ０００９
　 　 本次标定采用的移液管为 ５ ｍＬ Ａ 级移液管，
按检定证书最大允差 ０． ０１５ ｍＬ，按 Ｂ 类不确定度

评定，假定为三角形分布。 ｕｙ１ ＝ ０． ０１５ ／ ６ ＝ ０． ００６
ｍＬ。 相对标准不确定度 ｕｙ１ｒｅｌ ＝ ０． ００６ ／ ５ ＝ ０． ００１。

实验室温度接近 ２１ ℃，容量器皿校准温度为

２３． ８ ℃， 近 似 于 矩 形 分 布： ｕｙ２ ＝ αＶΔｔ
３

＝

２． １ × １０ － ４ × ５ × ２． ８
３

＝ ０． ００２ ｍＬ，相对不确定度为

ｕｙ２ｒｅｌ ＝ ０． ００２ ／ ５ ＝ ０． ０００４。
移 取 溶 液 时 的 不 确 定 度 分 量 为：

０． ００１２ ＋ ０． ０００４２ ＝ ０． ００１。
ＡＸ２０５ 天平检定证书标明其最大误差为 ０． ０２

ｍｇ，考虑为矩形分布，校准不确定度为：ｕｍ１ ＝ ０． ０２
３

＝ ０． ０１２ ｍｇ，上述分量必须计算 ２ 次，一次作为空

盘，一次作为毛重，由于每次称量均为独立的观测

结果，两者的线性影响不相关，因此，不确定度为：

０． ０１２２ × ２ ＝ ０． ０１７ ｍｇ，相对标准不确定度为：
０． ０１７ ／ ４８． ３６ ＝ ０． ０００４，合成标准品溶液的不确定

度 ｕｓ （ ｘ３ ） ＝ ０． ０００９２ ＋ ０． ００１２ ＋ ０． ０００４２ ＝
０． ００１４ 。
２． ３． ３． ２　 供试品溶液的不确定度　 定容体积的标

准不确定度同标准品溶液定容体积的标准不确定

度，移取溶液的不确定度分量同标准品溶液移取溶

液的不确定度，供试品质量的标准不确定度同标准

品质量的不确定度，供试品质量的相对标准不确定

度为：０． ０１７ ／ ２５０． ５０ ＝ ０． ００００７。
合成 供 试 品 溶 液 的 不 确 定 度 ｕＴ （ ｘ３ ） ＝

０． ０００９２ ＋ ０． ００１２ ＋ ０． ００００７２ ＝ ０． ００１３ 。

２． ３． ３． ３　 配制溶液的不确定度

ｕ （ ｘ３ ） ｒｅｌ ＝ ｕｓ（ｘ３） ２ ＋ ｕＴ（ｘ３） ２ ＝

０． ００１３２ ＋ ０． ００１４２ ＝ ０． ００１９ 。
２． ３． ４　 重复性试验引入的不确定度　 结果如表 ２
所示。 重复性试验取供试品两份，同时操作，用极

差评定相对不确定度：
表 ２　 硫酸安普霉素效价重复性试验测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａｐｒａｍｙｃｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ

ｐｏｔｅｎｃｙ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｅｓｔ

序号
标准品称
样量 ／ ｍｇ

供试品称
样量 ／ ｍｇ

效价
（单位 ／ ｍｇ） 效价比值

１ ４８． ６４ ２５０． ５０ １０２． ９５ １． ０２９５

２ ／ ２５４． ０７ １０４． ３５ １． ０４３５

平均值 ／ ２５２． ２８ １０３． ６５ １． ０３６５

　 　 ｕ（ｘ４） ｒｅｌ ＝
Ａ － Ｂ

１． １３ × ２
× ２

（Ａ ＋ Ｂ）

＝ １． ０２９５ － １． ０４３５
１． １３ × ２

× ２
（１． ０２９５ ＋ １． ０４３５）

＝ ０． ００８５。
２． ４　 总合成标准不确定度

ｕ（ｘ） ｒｅｌ ＝
ｕ（ｘ）
ｘ ＝

ｕ（ｘ１） ２
ｒｅｌ ＋ ｕ（ｘ２） ２

ｒｅｌ ＋ ｕ（ｘ３） ２
ｒｅｌ ＋ ｕ（ｘ４） ２

ｒｅｌ ＝

０． ０００７８２ ＋ ０． ０００６３２ ＋ ０． ００１９２ ＋ ０． ００８５２ ＝
０． ００８８。
２． ５　 扩展不确定度 Ｕ 　 ｕ （ ｘ） ／ ｘ ＝ ０． ００８８， ｘ ＝
１０３． ６５单位 ／ ｍｇ，ｕ（ｘ） ＝ ０． ００８８ × １０３． ６５ ＝ ０． ９１ 单

位 ／ ｍｇ。 本试验采用置信概率为 ９５％的包含因子，
根据 ｔ 分布表，取 ｋ ＝ ２，则扩展不确定度为 Ｕ ＝
２ｕ（ｘ） ＝ ２ × ０． ９１ ＝ １． ８ 单位 ／ ｍｇ。 硫酸安普霉素效

·８２·
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价测定的结果可表示为：（１０３． ６ ± １． ８）单位 ／ ｍｇ（ｋ
＝ ２）。
３　 讨论与结论

参照《中国药品检验标准操作规范》 ［８］，二剂

量管碟法加样顺序为：高浓度标准品溶液→高浓度

供试品溶液→低浓度标准品溶液→低浓度供试品

溶液，每次滴加的溶液应为同一浓度。 由加样时间

引入的不确定度对测定结果的影响为系统误差，在
试验中，应尽量减少加样时间，以将该因素的影响

控制在最小，在不确定度评定中做零项处理［９ － １０］。
综上，各因素对测定结果的影响依次为：重复

性试验 ＞溶液稀释 ＞ 抑菌圈直径重复测量 ＞ 抑菌

圈测量仪 ＞样品称量。 由此可见，本试验标准品与

供试品称量引入的不确定度最小，仪器引入的不确

定度次之，而测量不确定度的主要来源为重复性试

验，其次为溶液的稀释过程，提示试验人员应注意

效价测定过程中稀释定容的操作过程，并注意保持

重复性试验条件的一致性，可采用四分法取样以保

证试验样品的均匀性。 通过对硫酸安普霉素效价

的不确定度评定，有助于准确衡量检测结果，为提

高抗生素效价测定结果的准确度提供了参考依据。
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