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［摘　 要］ 　 通过建立数学模型，对高效液相色谱法测定兽药伊维菌素注射液中伊维菌素的含量进

行不确定度评定，分析不确定度来源及其对测定过程中不确定度的相对贡献，并计算合成不确定

度，最终得到兽药伊维菌素注射液中伊维菌素含量的扩展不确定度。 当伊维菌素注射液含量为

１０１． ５％时，在 ９５％的置信区间下，扩展不确定度为 ３． ０％ （ｋ ＝ ２）。 实验过程中的不确定度主要来

源于标准工作曲线系列溶液的配制、样品前处理及对照品贮备液配制环节，测量过程中应重点关注

并严格加以控制。 研究可为兽药检测机构测定兽药伊维菌素注射液含量的质量控制提供参考。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ； ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ

　 　 伊维菌素（ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ，ＩＶＭ） 是大环内酯类抗

寄生虫药，用途极为广泛。 国内临床上常用于治疗

牛、羊、骆驼、猪等多种家畜的寄生虫病，也被用于

治疗鱼类中华鳋、锚头鳋、车轮虫感染等疾病［１ － ４］。
一些非洲国家则使用伊维菌素来治疗人的疟疾、疥
疮以及传染性寄生虫病［５ － ７］。 新冠肺炎暴发后，伊
维菌素还被用于预防和治疗新冠病毒［８ － ９］。 兽药

伊维菌素注射液被收载于《中华人民共和国兽药

典》一部中，目前，关于伊维菌素含量测定不确定度

的评定鲜有报道。 而测量不确定度评定是日常检

验工作的重要组成部分，可为进一步提高检测数据

的质量提供技术支撑，对实验室管理和质量控制具

有重要意义。 本实验参考 ＪＪＦ １０５９． １ － ２０１２《测量

不确定度评定与表示》 和 ＣＮＡＳ － ＧＬ００６ － ２０１９
《化学分析中不确定度的评估指南》的要求，采用标

准曲线定量，对高效液相色谱法测定伊维菌素注射

液含量实验过程中的不确定度来源进行分析评估，
以期为实验室科学、准确测量伊维菌素注射液的含

量提供质量控制依据。
１　 材料和方法

１． １　 仪器设备　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 高

效液相色谱仪配 ＤＡＤ 检测器（美国赛默飞公司）；
ＢＰ２１１Ｄ 型电子分析天平（感量：０． ０１ ｍｇ，德国塞多

利斯公司）；电子分析天平（感量：０． １ ｍｇ，瑞士梅特

勒 －托利多公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｄｉｒｅｃｔ － Ｑ８ＵＶ － Ｒ 去离

子水发生器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）。
１． ２ 　 材料和试剂 　 伊维菌素对照品 （批号：
Ｋ０１９２００７，含量 ９２． ０％ ，中国兽医药品监察所）；伊
维菌素注射液（贵州省兽药饲料检测所监督抽检样

品，由 Ｃ 公司生产，批号：２０２００３０１；规格：按伊维菌

素（Ｈ２Ｂ１ａ ＋ Ｈ２Ｂ１ｂ）计算 ５ ｍＬ：５０ ｍｇ）；甲醇为色谱

纯（德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；水为超纯水；其他试剂均为

分析纯。
１． ３　 实验方法　
１． ３． １ 　 色谱条件　 色谱柱：Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ Ｃ１８ （５ μｍ，
４． ６ × ２５０ ｍｍ）；柱温为 ３０ ℃；流动相：水 － 甲醇 －

乙腈（１２∶ ３５∶ ５３）；流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长为

２５４ ｎｍ；进样体积为 ２０ μＬ。
１． ３． ２　 对照品溶液的制备　 精密称取伊维菌素对

照品 ５４． ２４ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇溶解并定

容，混匀，即得伊维菌素为 ０． ９９８０ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品贮

备液。 精密量取伊维菌素对照品贮备液 １． ００、
２􀆰 ００、３． ００、５． ００、１０． ００ 和 ２５． ００ ｍＬ，分别置于

２５ ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，即得伊维菌素

浓度为 ０． ０３９９２、０． ０７９８４、０． １１９７６、０． １９９６、０． ３９９２
和 ０． ９９８０ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准工作曲线系列溶液。
１． ３． ３　 供试品溶液的制备　 精密吸取伊维菌素注

射液样品 ５． ００ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇稀释至

刻度，混匀。 另取上述稀释液 ５． ００ ｍＬ，置 ２５ ｍＬ 量

瓶中，加甲醇稀释至刻度，混匀，即得。
１． ３． ４　 数学模型和不确定度来源分析　 本实验的

数学模型为：

ω ＝
ｃ × Ｖ２５ ×

Ｖ５０

Ｖ′样２

Ｖ′样１ × 样品规格
× １００％ × ｆ重复测量

ｃ０ ＝
ｍ０ × ρ
Ｖ０

，ｃ０ → ｃｓｔｄ１ ～ ６

其中：ω － 试样中伊维菌素的百分含量（％ ）；
ｃ －利用标准工作曲线查得的伊维菌素测试样品的

质量浓度 （ ｍｇ ／ ｍＬ）； Ｖ２５ － 试样最终定容体积

（ｍＬ）； Ｖ５０ － 试样第一次稀释定容的体积（ｍＬ）；

Ｖ′样１ － ５ ｍＬ 单标线吸量管第一次吸取伊维菌素供

试样品的体积（ｍＬ）； Ｖ′样２ － ５ ｍＬ 单标线吸量管第

二次吸取伊维菌素供试样品稀释液的体积（ｍＬ）；
样品规格 － 伊维菌素注射液供试样品的规格；

ｆ重复测量 － 测量重复性；ｃ０ 为伊维菌素对照品贮备液

的浓度 （ｍｇ ／ ｍＬ）；ｍ０ － 伊维菌素对照品的质量

（ｍｇ）；ρ － 伊维菌素对照品的含量（％ ）；Ｖ０ － 伊维

菌素对照品贮备液配制时的定容体积 （ ｍＬ）；

ｃｓｔｄ１ ～ ６ －拟合标准工作曲线系列对照品溶液的质量

浓度（ｍｇ ／ ｍＬ）。
根据数学模型，可知不确定度来源主要包括：
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对照品溶液配制引入的不确定度；标准工作曲线拟

合引入的不确定度；样品前处理引入的不确定度；
样品重复测量 ｆ重复测量引入的不确定度。
２　 结果与分析

２． １　 对照品溶液配制引入的不确定度

２． １． １　 对照品贮备液配制浓度 ｃ０ 引入的不确定度

２． １． １． １　 对照品贮备液浓度 ｃ０ 的标准不确定度 ｕ
（ｃ０）分量分析　 精密称取含量为 ９２． ０％ 伊维菌素

（Ｈ２Ｂ１ａ ＋ Ｈ２Ｂ１ｂ）对照品 ５４． ２４ ｍｇ。 用 ０． ０１ ｍｇ 电

子天平称两次，即首先回零，然后称量得到净重

（ｍ０），加甲醇溶解并定容至 ５０ ｍＬ 容量瓶中，混
匀。 对 照 品 贮 备 液 浓 度 的 计 算 公 式 为 ｃ０ ＝
ｍ０ × ρ
Ｖ０

，该分量的数学模型可表示为 ｃ０ ＝
ｍ０ × ρ
Ｖ０

×

ｆ（结果重复） × Ｃ（校准） 。 故对照品贮备液配制引入的不

确定度包括称取对照品质量、对照品稀释定容、对
照品含量、量器校准及结果重复性引入的不确

定度。
２． １． １． ２　 称取对照品质量 ｍ０ 引入的不确定度 　
天平的校准、重复性、可读性、灵敏度和线性均可引

入不确定度。 由于是数字电子天平，故可忽略可读

性引入的不确定度；因称量时为两次称量值相减，
其灵敏度和线性变化小，故只考虑校准和重复性引

入的不确定度。 天平校准证书显示 ０ ＜ ｍ ≤
５０，０００ ｍｇ，最大允许误差为 ± ０． ０５ ｍｇ。 故 ａ ＝
０． ０５ ｍｇ，因此，天平校准分量引入的不确定度

ｕ（ｍ校） ＝ ａ
ｋ ＝ ０． ０５

３
＝ ０． ０２８８７ ｍｇ。 重复称量５０ ｍｇ

标准砝码 １０ 次，结果分别为：４９． ９９、５０． ０１、５０． ０２、
４９． ９８、４９􀆰 ９７、４９． ９９、５０． ０１、４９． ９８、５０． ００、４９． ９９ ｍｇ。

􀭺ｍ ＝ ∑
１０

ｎ ＝ １
＝

ｍ１ ＋ ｍ２ ＋ … ＋ ｍ１０

１０ ＝

４９９． ９４
１０ ＝ ４９． ９９４ ｍｇ

ｓ（ｍ重） ＝
∑

ｎ

ｉ ＝ １
（ｍｉ － 􀭺ｍ） ２

ｎ － １ ＝ ０． ００４９９ ｍｇ

ｕ（ｍ重） ＝ ｓ（􀭺ｍ） ＝
ｓ（ｍ重）

ｎ
＝ ０． ００４９９

１０
＝

１． ５７８ × １０ －３ ｍｇ

ｕｒｅｌ（ｍ重） ＝
ｕ（ｍ重）

􀭺ｍ ＝ １． ５７８ × １０ －３

４９． ９９４ ＝

３． １５６ × １０ －５

称取对照品质量合成标准不确定度 ｕ（ ｍ０ ）的

计算：

因： ｕ（ｍ０） ＝ ｕ（ｍ校） ２ ＋ ｕ（ｍ重） ２ ＝

０． ０２８８７２ ＋ （１． ５７８ × １０ －３） ２ ＝ ０． ０２８９１ ｍｇ。

由于称取对照品质量需要通过两步操作才能

完成，即回零和称样，故：

称取对照品质量相对合成标准不确定度 ｕｒｅｌ

（ｍ０） ＝ ２
ｕ（ｍ０）

􀭺ｍ ＝ ２０． ０２８９１４９． ９９４ ＝ ８． １８ × １０ － ４。

２． １． １． ３　 对照品贮备液定容（Ｖ０）引入的不确定度

　 对照品贮备液定容不确定度主要来源于容量瓶校

准、重复性及温度变化引起的液体体积膨胀和容量

瓶体积膨胀，容量瓶体积膨胀引起的不确定度可忽

略。 根据 ＪＪＧ １９６ － ２００６，５０． ０ ｍＬ 容量瓶最大允许

误差ＭＰＥ ＝ ±０． ０５ ｍＬ，按矩形分布， ｕ（Ｖ校） ＝ ａ
ｋ ＝

０． ０５
３

＝ ０． ０２８９ ｍＬ；由重复性引入的不确定度，通过

下述实验获得［１０］：取一经过检定的 ５０ ｍＬ 容量瓶，用

万分之一的天平（感量为 ０． １ ｍｇ，以下重复性实验均

使用该级别的天平）先称量空瓶的质量，再用甲醇充

满至刻度后称量质量，后者减去空瓶质量即得 ５０ ｍＬ
甲醇的净质量（实验过程均在 ２０ ℃环境条件下完

成，下同）。 如此重复测量 １０ 次，分别得到 ５０ ｍＬ 容

量瓶充满甲醇的质量为：３９􀆰 ６５４６、３９． ６４９５、３９． ６４５７、
３９． ６２６７、 ３９． ６２７３、 ３９􀆰 ６１３０、 ３９． ６２３４、 ３９． ６３３２、
３９􀆰 ６２９５ 和 ３９． ６２９０ ｇ。 求得平均质量为 ３９． ６３３２ ｇ。

计算重复测量数据的相对标准偏差得： ｓ（ｍ甲醇） ＝

∑
ｎ

ｉ ＝ １
（ｍ甲醇ｉ － 􀭺ｍ甲醇） ２

ｎ － １ ＝ ０． ００１４９
９ ＝ ０． ０１２８７ ｇ，

故 ５０ ｍＬ 甲醇称量重复性的标准不确定度为：

ｕ（ｍ甲醇重） ＝ ｓ（􀭺ｍ甲醇） ＝
ｓ（ｍ甲醇）

１０
＝ ０． ０１２８７

１０
＝

·１３·
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４􀆰 ０６９９ × １０ －３ ｇ。 因甲醇在 ２０ ℃时的相对密度为

０． ７９１７，把上述实验获得的质量换算为相应的体

积，可得因重复性引入的不确定度 ｕ （ Ｖ重 ） ＝ ｕ
（ｍ重） ／ ０． ７９１７ ＝ ０． ００５１４ ｍＬ。 由甲醇体积膨胀引

入的不确定度可由相关资料求得：甲醇的体积膨胀

系数［１１］ 为 １． １９ × １０ － ３℃ － １，容量瓶校准温度为

２０ ℃，实验室温度变动区间 （ ２０ ± ５ ）℃，５ ℃
５０ ｍＬ 甲醇产生的体积变化为：５０ ×５ ×１． １９ ×１０ －３ ＝

０． ３０ ｍＬ。 按矩形分布， ｕ（Ｖ甲醇温） ＝ ａ
ｋ ＝ ０． ３０

３
＝

０􀆰 １７３２ ｍＬ。 故对照品贮备液定容（Ｖ０）引入的合成

标准不确定度 ｕ（Ｖ０） ＝ Ｖ２
校 ＋ Ｖ２

甲醇重 ＋ Ｖ２
甲醇温 ＝

０． ０２８９２ ＋ ０． ０１２８７２ ＋ ０． １７３２２ ＝ ０． １７６１ ｍＬ， 从

而，对照品贮备液定容相对合成标准不确定度为：ｕｒｅｌ

（ Ｖ０ ） ＝
ｕ（Ｖ０）

􀭺Ｖ ＝ ０． １７６１
􀭺ｍ／ ０． ７９１７ ＝ ０． １７６１ ×０． ７９１７

３９． ６３３２ ＝

０． ００３５２。
２． １． １． ４　 对照品含量引入的不确定度 ｕｒｅｌ（ρ） 　 根

据标准物质证书提供的信息，对照品伊维菌素

（Ｈ２Ｂ１ａ ＋ Ｈ２Ｂ１ｂ）的含量为 ９２． ０％ 。 使用前无需干

燥。 开封后一次使用。 包装及装量：棕色安瓿装，
每支约 １００ ｍｇ；贮存条件：严封，避光，５ ℃以下保

存。 测定时使用的对照品为新购入且按贮存条件

保存的未开封对照品，未给出不确定度量值，故不

考虑含量引入的不确定度。
２． １． １． ５　 配制对照品贮备液浓度 ｃ０ 的合成相对不确

定度　 不考虑含量时，伊维菌素对照品贮备液配制引

入的不确定度包括：称量对照品质量、稀释定容引入的

不确定度。 相对合成标准不确定度 ｕｒｅｌ （ ｃ０ ） ＝

ｕｒｅｌ（Ｖ０）２ ＋ｕｒｅｌ（ｍ０）２ ＝ ０．００３５２２ ＋（８．１８ ×１０ －４）２ ＝
０．００３６１。
２． １． ２　 配制标准工作曲线系列溶液引入的不确定

度　 配制标准工作曲线系列溶液引入的不确定度

包括对照品贮备液量取、稀释定容引入的不确定

度。 其中稀释定容（共 ５ 次），即分别用适当的单标

线吸量管量取相应体积的对照品贮备液置 ２５ ｍＬ

量瓶中，然后稀释定容得到 ｓｔｄ１ ～ ｓｔｄ５ 共 ５ 个标准

曲线系列溶液，ｓｔｄ６ 实际上只是转移，不涉及定容，
此处不会引入不确定度。
２． １． ２． １ 　 量取对照品贮备液引入的不确定度 量

取引入的不确定度包括校准、重复性及温度变化引

起的液体体积膨胀带来的不确定度。 以量取 ５ ｍＬ
对照品贮备液为例计算引入的不确定度。 根据 ＪＪＧ
１９６ － ２００６， ５ ｍＬ 单标线吸量管的最大允差 ＭＰＥ

为 ±０． ０１５ ｍＬ，按矩形分布，ｕ（Ｖ′校） ＝ ａ
ｋ ＝ ０． ０１５

３
＝

０． ００８６６ ｍＬ；由重复性引入的不确定度，通过实验称

量经过检定的某 ５ ｍＬ 单标线吸量管吸取甲醇的质

量，然后利用甲醇的相对密度换算得到体积值，重复

１０ 次的体积平均值为：５． ００９３ ｍＬ，标准偏差为

１． ４９ ×１０ －３ｍＬ。 则：

ｕ（Ｖ′重） ＝ ｓ（􀭵Ｖ′） ＝ ｓ（Ｖ′）
１０

＝１．４９ ×１０ －３

１０
＝３．４５ ×１０ －４ ｍＬ。

甲醇体积膨胀引入的不确定度由相关资料求

得：甲醇的体积膨胀系数为 １． １９ × １０ －３℃ －１，５． ００

ｍＬ 单标线吸量管校准温度为 ２０ ℃，实验室温度变

动区间（２０ ± ５）℃，５ ℃５ ｍＬ 甲醇产生的体积变化

为：５ × ５ × １． １９ × １０ －３ ＝ ０． ０３０ ｍＬ。 按矩形分布，ｕ

（Ｖ′甲醇温） ＝ ａ
ｋ ＝０． ０３０

３
。 量取引入的合成标准不确定

度 ｕ （ Ｖ′） ＝ ｕ（Ｖ′校）２ ＋ ｕ（Ｖ′重）２ ＋ ｕ（Ｖ′甲醇温）２ ＝

０． ００８６６２ ＋ （３． ４５ × １０ － ４） ２ ＋ ０． ０１７３２２ ≈

０􀆰 ０１９４ｍＬ，因 ｕ（Ｖ′重） ＜ ＜ ｕ（Ｖ′校）或 ｕ（Ｖ′甲醇温），如

忽略 ｕ（Ｖ′重），则 ｕ（Ｖ′） ＝ ｕ（Ｖ′校）２ ＋ ｕ（Ｖ′甲醇）２ ＝

０． ００８６６２ ＋ ０． ０１７３２２ ≈０． ０１９４ ｍＬ，即：此处可忽

略取样重复性引入的不确定度，故量取 ５． ００ ｍＬ 对

照品贮备液引入的相对合成标准不确定度ｕｒｅｌ（Ｖ′） ＝

ｕ（Ｖ′）
􀭺Ｖ ＝０． ０１９４

５． ００９３ ＝ ３． ８７ × １０ － ３。 忽略重复性引入的

不确定度，则量取对照品贮备液配制标准工作曲线

系列溶液引入的不确定度见表 １。

·２３·
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表 １　 不同规格单标线吸量管吸取对照品贮备液引入的不确定度

Ｔａｂ １　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｆｒｏｍ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｏｒｋｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｉｐｅｔｔｅ

取样量 ／ ｍＬ 最大允差 ／ ｍＬ ｕ（Ｖ′校） （ｍＬ）∗ ｕ（Ｖ′温） （ｍＬ）∗∗ ｕ（Ｖ′） （ｍＬ） ｕｒｅｌ（Ｖ′）

１． ００ ± ０． ００７ ４． ０４ × １０ － ３ ３． ４６ × １０ － ３ ５． ３２ × １０ － ３ ５． ３２ × １０ － ３

２． ００ ± ０． ０１０ ５． ７７ × １０ － ３ ６． ９３ × １０ － ２ ６． ９５ × １０ － ２ ３． ４８ × １０ － ３

３． ００ ± ０． ０１５ ８． ６６ × １０ － ３ １． ０ × １０ － ２ １． ３２ × １０ － ２ ４． ４０ × １０ － ３

５． ００ ± ０． ０１５ ８． ６６ × １０ － ３ １． ７３ × １０ － ２ １． ９３ × １０ － ２ ３． ８７ × １０ － ３

１０． ００ ± ０． ０２０ １． １５ × １０ － ２ ３． ４６ × １０ － ２ ３． ６５ × １０ － ２ ３． ６５ × １０ － ３

２５． ００ ± ０． ０３０ １． ７３ × １０ － ２ ６． ９３ × １０ － ２ ０． ０７１４ －

　 　 ∗按矩形分布；∗∗温度变动区间为 ２０ ± ５ ℃。

２． １． ２． ２　 标准工作曲线系列溶液定容引入的不确

定度　 因定容引入的不确定度包括校准、重复性及

温度变化引起液体体积膨胀引入的不确定度。 根

据 ＪＪＧ １９６ － ２００６， ２５ ｍＬ 容量瓶的最大允差 ＭＰＥ

为 ± ０． ０３ ｍＬ，按矩形分布， ｕ（Ｖ校） ＝ ａ
ｋ ＝ ０． ０３

３
＝

０． ０１７３ ｍＬ；由重复性引入的不确定度，通过实验称

量经过检定的某 ２５ ｍＬ 容量瓶充满甲醇的质量，然
后利用甲醇的相对密度换算得到体积值，重复 １０
次，得到体积平均值为：２５． ０５６７ ｍＬ，标准偏差为

０􀆰 ０１２７ ｍＬ。 则：

ｕ（Ｖ甲醇重） ＝ ｓ（􀭵Ｖ甲醇） ＝
ｓ（Ｖ甲醇）

１０
＝ ０． ０１２７

１０
＝

４． ０２ × １０ － ３ ｍＬ。

由甲醇体积膨胀引入的不确定度可由相关资料

求得：甲醇的体积膨胀系数为 １． １９ × １０ －３℃ －１，容量

瓶校准温度为 ２０ ℃，实验室温度变动区间（２０ ±５）℃，
５ ℃ ２５ ｍＬ甲醇产生的体积变化为：２５ × ５ × １􀆰 １９ ×

１０ －３ ＝０． １５ ｍＬ。 按矩形分布，ｕ（Ｖ甲醇温） ＝ ａ
ｋ ＝ ０．１５

３
＝

０􀆰 ０８６６０ ｍＬ。 所以，定容引入的合成标准不确定度：ｕ

（ Ｖ２５ ） ＝ ｕ（Ｖ校）２ ＋ｕ（Ｖ甲醇重）２ ＋ｕ（Ｖ甲醇温）２ ＝

０． ０１７３２ ＋ （４． ０２ ×１０３）２ ＋０． ０８６６０２ ＝ ０． ０８８４ｍＬ，

故定容引入的相对合成标准不确定度 ｕｒｅｌ （Ｖ２５） ＝

ｕ（Ｖ２５）
Ｖ ＝ ０． ０８８４

２５． ０５６７ ＝ ３． ５３ × １０ －３。 因有 ５ 次定容，结

合 ２． １． ２． １ 的结果。 可知配制标准工作曲线系列溶

液引 入 的 合 成 标 准 不 确 定 度 为： ｕｒｅｌ （ ｃｓｔｄ ） ＝

（５． ３２ × １０ － ３） ２ ＋ （３． ４８ × １０ － ３） ２ ＋ （４． ４０ × １０ － ３） ２ ＋
（３． ８７ × １０ － ３） ２ ＋ （３． ６５ × １０ － ３） ２ ＋ ５ × （３． ５３ × １０ － ３） ２

＝ １． ２３ × １０ － ２。

２． ２　 标准工作曲线拟合引入的不确定度［１２ － １３］ 　 标

准工作曲线系列溶液配制好后，上机测定，每个浓

度点进样 ３ 次，记录色谱图，通过积分计算各色谱

峰的峰面积，求出各次进样伊维菌素 Ｈ２Ｂ１ａ 峰及

Ｈ２Ｂ１ｂ峰峰面积之和。 以峰面积 Ａ 为纵坐标，相应

的系列对照品溶液浓度 ｃ 为横坐标，进行线性回

归，求得伊维菌素色谱峰峰面积关于浓度的线性回

归方程。 对伊维菌素注射液分别取样测量 １０ 次，
每次进样 ３ 针。 其浓度平均值 ｃ－ 为 ０． ２０３ ｍｇ ／ ｍＬ。

根据 ｕ（ ｃｕｒｖｅ） ＝
ＳＲ

Ｂ１

１
ｎ１

＋ １
ｎ２

＋
（ ｃ－ － ｃ－ ０） ２

∑
ｎ２

ｊ ＝ １
（ｃｓｔｊ － ｃ－ ０） ２

计算标

准工作曲线拟合引入的不确定度，其中：ＳＲ 为回

归曲线的剩余残差（残差的标准差）；Ｂ１ 为标准工

作曲线的斜率； ｎ１ 为待测样品重复测量次数

（ｎ１ ＝ １０ × ３）；ｎ２ 为回归曲线的点数（ ｎ２ ＝ ６ × ３）；

ｃ－ 为待测样品溶液浓度均值； ｃ－ ０ 为系列对照品溶

液浓度的平均值；ｃｓｔｊ为各系列对照品溶液浓度值。

ＳＲ ＝
∑
ｎ２

ｊ ＝ １
［Ａｓｔｊ － （Ｂ０ ＋ Ｂ１ｃｓｔｊ）］ ２

ｎ２ － ２ ，其中：Ａ ｓｔｊ为各系

列对照品溶液实测峰面积；Ｂ０ 为标准工作曲线

的截距。 标准工作曲线拟合引入的不确定度见

表 ２。
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表 ２　 标准曲线拟合引入的不确定度

Ｔａｂ ２　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｆｒｏｍ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｆｉｔｔｉｎｇ
对照品溶液浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

０． ０３９９２ ０． ０７９８４ ０． １１９７６ ０． １９９６ ０． ３９９２ ０． ９９８０

峰面积（ｍＡｕ·ｍｉｎ）

１６． ２１２ ３２． ８１２ ４８． ８８３ ８２． ５１４ １６３． ６９６ ４０７． １８８

１６． ３３０ ３２． ７７２ ４９． ４６０ ８２． ３８７ １６４． ０９２ ４０７． ９６１

１６． ３２４ ３２． ７８９ ４８． ８４５ ８２． ５８０ １６３． ８４７ ４０７． ６８４

标准曲线 Ａ ＝ ４０８． ２９ × ｃ ＋ ０． ３９５８

相关系数 ｒ２ １． ０００

ＳＲ ０． ４６４４

样品含量（％ ） １０１． ８ １０１． ７ １０１． ０ １０１． ２ １０１． ５ １００． ９ １０１． １ １０１． ８ １０２． ５ １０１． ６

ｃ－ ０． ２０３（１０１． ５％ ）

ｕ（ｃｕｒｖｅ） ３． ４９２６ × １０ － ４

ｕｒｅｌ（ｃｕｒｖｅ） １． ７２ × １０ － ３

２． ３ 样品前处理引入的不确定度 　 样品前处理引

入的不确定度包括样品取量、稀释定容及温度变化

引起的液体体积膨胀引入的不确定度。 样品的处

理：取 １５ 支同一批号的伊维菌素注射液倒入一清

洁小烧杯中，混匀，用 ５ ｍＬ 单标线吸量管吸取 ５． ００

ｍＬ 置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加甲醇稀释定容至刻度，混

匀；另取上述稀释液 ５． ００ ｍＬ，置 ２５ ｍＬ 量瓶中，加

甲醇稀释定容至刻度，混匀，即得。

２． ３． １　 样品前处理引入的不确定度分量分析　 样

品前处理引入的不确定度包括第一次吸取伊维菌

素注射液并定容及第二次吸取稀释液并定容引入

的不确定度。

２． ３． １． １　 吸取伊维菌素注射液引入的不确定度　

第一次取样，吸量管校准引入的不确定度， 因

ＭＰＥ ＝ ±０． ０１５ ｍＬ，按矩形分布，ｕ （ Ｖ′校 ） ＝ ａ
ｋ ＝

０． ０１５
３

＝ ０． ００８８６ ｍＬ；测量重复性引入的不确定度，

由以下实验获得：准确吸取 ５ ｍＬ 伊维菌素注射液，

用电子天平称得其净质量，重复 １０ 次；同时，用比

重瓶测得伊维菌素注射液的相对密度为 ρ ＝ １． ０２７９

（ｎ ＝ ３）（因比重瓶未给出不确定度相关数据，故此

处忽略相对密度测量引入的不确定度）。 根据相对

密度把上述称量的质量转换为相应的体积，结果，

１０ 次测量的体积平均值为：５． ００６３ ｍＬ，标准偏差

为：０． ０１１ ｍＬ，则：

ｕ（Ｖ′伊重） ＝ ｓ（􀭵Ｖ′伊） ＝
ｓ（Ｖ′伊）

１０
＝ ０． ０１１

１０
＝ ３． ４８ ×

１０ － ３ｍＬ；由于不知道伊维菌素注射液的体积膨胀系

数，故在此不考虑温度变化对伊维菌素注射液体积

膨胀带来的不确定度。 所以，量取伊维菌素注射液

引 入 的 合 成 标 准 不 确 定 度： ｕ （ Ｖ′样１ ） ＝

０． ００８６６２ ＋ ０． ００３４８２ ＝ ０． ００９３３ｍＬ，ｕｒｅｌ （Ｖ′样１ ） ＝
０． ００９３３
５． ００６３ ＝ ０． ００１９。

２． ３． １． ２　 第一次稀释定容引入的不确定度　 稀释

定容引入的不确定度，包括容量瓶校准、重复性及

温度变化引起的溶液体积膨胀引入的不确定度。 根

据量器标示，５０ ｍＬ 量瓶的最大允差为： ± ０． ０５ ｍＬ，

按矩形分布，ｕ（Ｖ校） ＝ ０． ０５
３

＝ ０． ０２８９ ｍＬ。 定容重复

性引入的不确定度同 ２． １． １． ３ 对照品溶液定容引入

的不确定度 ｕ（Ｖ重） ＝ ０． ００５１４ ｍＬ；定容后伊维菌素

注射液仅占总体积的 １０％，甲醇占 ９０％，在此视为

５０ ｍＬ 纯甲醇受温度变化影响产生体积膨胀，实验室

的温度变动区间为 ２０ ± ５℃，故体积变化 ＝ ５０ × ５ ×
１． １９ × １０ － ３ ＝ ０． ２４ ｍＬ，按矩形分布，ｕ（Ｖ甲醇温） ＝
０． ３０
３

＝ ０． １７３２ｍＬ。 合成标准不确定度为：ｕ（Ｖ５０） ＝
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０． ０２８９２ ＋ ０． ００５１４２ ＋ ０． １７３２２ ＝ ０． １７５７ ｍＬ， ｕｒｅｌ

（Ｖ５０） ＝ ０． １７５７
５０ ＝ ３． ５１ × １０ － ３。

２． ３． １． ３　 第二次取样稀释定容引入的不确定度　
第二次取样稀释定容引入的不确定度包括取样

５ ｍＬ和定容到 ２５ ｍＬ 量瓶引入的不确定度。 因经

过稀释处理后，伊维菌素注射液原液理论上仅占稀

释后体积的十分之一，故此处仅考虑为相当于处理

甲醇的情况。 故第二次取样稀释定容引入的不确

定度包括 ５ ｍＬ 单标线吸量管校准、重复性和甲醇

受温度变化体积膨胀以及 ２５ ｍＬ 量瓶校准、重复性

和甲醇受温度变化体积膨胀引入的不确定度。 相

关数据同 ２． １． ２． １ 和 ２． １． ２． ２，故 ｕｒｅｌ （ Ｖ′样２ ） ＝

３． ８７ × １０ － ３，ｕｒｅｌ（Ｖ２５） ＝ ３． ５３ × １０ － ３。
结合 ２． ３． １． １ ～２． ３． １． ３ 可得到样品前处理的合

成 相 对 标 准 不 确 定 度： ｕｒｅｌ （ Ｖ样 ） ＝

ｕｒｅｌ（Ｖ′样１）２ ＋ ｕｒｅｌ（Ｖ５０）２ ＋ ｕｒｅｌ（Ｖ′样２） ＋ ｕｒｅｌ（Ｖ２５）２ ＝

６． ５９ × １０ － ３。
２． ４　 样品测量重复性引入的不确定度　 在重复性

条件下，对伊维菌素注射液分别取样测量 １０ 次，每
次进样 ３ 针。 测量结果见表 ３。

表 ３　 样品测量重复性引入的不确定度结果

Ｔａｂ ３　 Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

样品
含量
ω（％ ）

１０１． ９ １０１． ６ １０１． １ １０１． ２ １０１． ５ １００． ９ １０１． １ １０１． ７ １０２． ４ １０１． ７

１０１． ８ １０１． ６ １０１． ０ １０１． １ １０１． ５ １００． ９ １０１． ３ １０１． ７ １０２． ７ １０１． ７

１０１． ７ １０１． ８ １０１． ０ １０１． ２ １０１． ６ １００． ９ １０１． ０ １０２． ０ １０２． ４ １０１． ６

均值
􀭺ω （％ ） １０１． ５

Ｓ（ 􀭺ω ）
Ｓ（􀭺ω） ＝

∑
ｎ１

ｊ ＝ １
（ωｊ －􀭺ω） ２

ｎ１ － ２ ＝ ０． ２４３
２８ ＝ ０． ０９３％

ｕ（ ｆｒ） ｕ（ ｆｒ） ＝ Ｓ（􀭺ω） ／ ｎ１ ＝ ０． ０１７％

ｕｒｅｌ（ ｆｒ） ｕｒｅｌ（ ｆｒ） ＝ Ｓ（􀭺ω） ／ ｎ１ ／􀭺ω ＝ １． ６７ × １０ － ４

２． ５　 合成相对标准不确定度及扩展相对标准不确

定度

２． ５． １　 合成相对不确定度　 由上述对照品贮备液

及标准工作曲线系列溶液配制、标准工作曲线拟

合、样品前处理及样品重复测量等项引入的相对

不确定度分量合成总相对不确定度为：ｕｒｅｌ（ω
－ ） ＝

ｕｒｅｌ（ｃ０）２ ＋ ｕｒｅｌ（ｃｓｔｄ）２ ＋ ｕｒｅｌ（ｃｕｒｖｅ）２ ＋ ｕｒｅｌ（Ｖ样）２ ＋ ｕｒｅｌ（ｆｒ）２

ｕｒｅｌ（ω
－ ） ＝

（３． ６１ × １０ － ３） ２ ＋ （１． ２３ × １０ － ２） ２ ＋
（１． ７２ × １０ － ３） ２ ＋ （６． ５９ × １０ － ３） ＋ （１． ６７ × １０ － ４） ２ ＝

１􀆰 ４６ × １０ － ２。

２． ５． ２　 扩展相对标准不确定度　 取置信水平 ｐ ＝

９５％ ，ｋ ＝ ２。 则扩展相对标准不确定度 Ｕｒｅｌ ＝ ２ ×

１􀆰 ４６ × １０ － ２ ＝ ２． ９２ × １０ － ２。

２． ５． ３　 报告检测结果　 实验测得伊维菌素的平均

含量为 １０１． ５％ ，则扩展标准不确定度 Ｕ （ω－ ） ＝

１０１． ５ × ２． ９２ × １０ － ２ ＝ ３． ０。 故伊维菌素的含量 ＝

（１０１． ５ ± ３． ０）％ （ｋ ＝ ２）。
２． ６　 主要不确定度来源及相对贡献　 主要不确定

度来源及相对贡献统计结果见表 ４。

表 ４　 主要不确定度来源及相对贡献

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ

不确定度来源
相对标准不
确定度符号

相对标准
不确定度

相对
贡献 ／ ％

对照品贮备液配制 ｕｒｅｌ（ｃ０） ０． ００３６１ １４． ８０

标准工作曲线系列溶液配制 ｕｒｅｌ（ｃｓｔｄ） ０． ０１２３ ５０． ４４

标准工作曲线拟合 ｕｒｅｌ（ｃｕｒｖｅ） ０． ００１７２ ７． ０５

样品前处理 ｕｒｅｌ（Ｖ） ０． ００６５９ ２７． ０２

样品测量重复性 ｕｒｅｌ（ ｆｒ） ０． ０００１６７ ０． ６８

　 　 由表中可以看出，不确定度主要来源于标准工

作曲线系列溶液的配制、样品前处理及对照品贮备

液配制环节。
３　 结论与讨论

本研究依据《中华人民共和国兽药典》２０２０ 年

版一部兽药伊维菌素注射液含量测定的高效液相

色谱法，采用标准曲线定量，对高效液相色谱法测

定伊维菌素注射液含量的实验过程中的不确定度

来源进行分析评定。 参考不确定度评估相关要求，
构建不确定度评估模型，分析了不确定度的来源，

·５３·
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并对其进行评定，计算了各分量的相对不确定度，
同时给出扩展相对不确定度。 通过分析不确定度

的相对贡献可知，不确定度主要来源于标准工作曲

线系列溶液的配制、样品前处理及对照品贮备液配

制环节，测量过程中应重点关注并严格控制检测

风险。
评定高效液相色谱法测定伊维菌素注射液含

量的不确定度，除了采用标准曲线法定量之外，还
可采用单标多测定量法［１４］ 和双标平行测定定量

法［１０， １５］。 单标多测定量法是根据待测样品的标示

含量预估出样品经处理后的上机浓度，如本研究中

伊维菌素的预估上机浓度为 ０． ２ ｍｇ ／ ｍＬ，据此配制

相应浓度的单份对照品溶液，在高效液相色谱仪上

连续测定多次（一般 ６ 次 ～ １０ 次），使对测量产生

的影响体现在重复性中。 因测定结果为随机变量，
被测对照品溶液相应峰面积的不确定度 ｕ（Ａｓ）属

于 Ａ 类不确定度，用贝塞尔公式计算，不确定度

ｕ（Ａｓ） ＝
ｓ（Ａｓ）

３
，相对不确定度 ｕｒｅｌ（Ａｓ） ＝

ｕ（Ａｓ）
􀭵Ａｓ

。

双标平行测定定量法也是根据预估浓度，配制两份

浓度相近的标准溶液，分别平行测定两次，计算峰

面积。 每份标准溶液可得到两个峰面积值，分别计

算其相应极差和平均值，可得 ＲＡ１和 ＲＡ２及 Ａ
－

１ 和 Ａ
－

２。
ｎ ＝ ２ 时，取极差系数 Ｃ ＝ １． １３。 则标准不确定度

ｕ１（Ａ１） ＝
ＲＡ１

Ｃ ２
、 ｕ２（Ａ２） ＝

ＲＡ２

Ｃ ２
。 相对合成标准不

确定度为 ｕｒｅｌ（Ａ） ＝ （
ｕ１（Ａ１）

􀭵Ａ１
） ２ ＋ （

ｕ２（Ａ２）
􀭵Ａ２

） ２ ＝

１
２Ｃ

ＲＡ１
２

􀭵Ａ２
１

＋
ＲＡ２

２

􀭵Ａ２
２

。 三种定量方法各有特点，不确

定度评定方法也不尽相同，这里不再赘述。
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