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［摘　 要］ 　 为提高检验结果的准确性，确定检验过程中的关键影响因素，对气相色谱法测定多西环

素中乙醇的含量进行不确定度评估。 依据《中国兽药典》２０２０ 版多西环素质量标准对其乙醇含量进

行测定，分析影响不确定度的因素，参照 ＪＪＦ １１３５ － ２００５《化学分析测量不确定度评定》和 ＪＪＦ １０５９．
１ － ２０１２《测量不确定度评定与表示》中的规定及要求，对检验过程中的不确定因素进行评估，根据

ＣＮＡＳ － ＧＬ００６：２０１９ 构建了乙醇含量的不确定度评估数学模型，对检测过程中各种不确定度的来源

进行分析，并计算合成相对标准不确定度和扩展不确定度。 多西环素中乙醇含量的不确定度结果

表示为（５ ± ０． ０６）％ ，（ｋ ＝ ２，置信区间为 ９５％ ）。 多西环素中乙醇含量的不确定度主要来源于供试

品溶液的配制。
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　 　 盐酸多西环素是由土霉素的 α －６ 位脱氧得到

的一种半合成四环素类抗生素，主要用于防治敏感

细菌所致的畜禽呼吸道、胆道、尿道和皮肤软组织

感染，是一种在临床上被广泛使用的长效广谱抗生

素类药。 多西环素原料药制备的最后一步使用的

是氯化氢 －无水乙醇置换，因此成品中含有部分残

留的乙醇［１ － ２］。 乙醇残留量必须严格控制，否则将

直接影响多西环素原料药的质量，因此，各国药典

中的多西环素质量标准都对其中乙醇的含量进行

了控制。 气相色谱内标法是《中国兽药典》２０２０ 年

版规定的测定多西环素中乙醇含量的方法，内标法

是气相色谱定量分析中的一种重要技术，是一种比

较准确的定量方法；在色谱柱不超载的情况下，内
标法的定量结果与仪器进样量重复性无关，因此，
相对来说，内标法保证了测定结果的准确性［３］。 在

兽药检测领域中，实验环境、实验过程中用到的量

具、实验仪器和人员等都会对检测结果产生影响，
导致检测结果产生一定的误差，所得的测量值只能

为该检验条件下的一个最佳估计值。 因此，如何能

表达出更加准确或有效的结果，得出更加科学可靠

的结论对兽药检测工作者来说至关重要。 测量不

确定度是被用来表征被测量值分散性的参数，是对

测量结果可能误差的度量，用来定量表示测量结果

的可信程度［４ － ５］。 一个完整的测量结果，除了应给

出被测量的最佳估计值之外，还应同时给出测量结

果的不确定度［６］。 目前广泛通用的不确定度评定

模型是《测量不确定度评估指南》中的模型，根据

《ＪＪＦ１０５９． １ － ２０１２ 测量不确定度评定与表示》 ［７］，
本文采用气相色谱法对多西环素中乙醇的含量进

行了测定，并对测定过程的不确定度进行了分析和

评估，可为检测方法的优化和检验结论的科学判定

提供参考。
１　 材料与方法

１． １　 试药与材料

１． １． １ 　 试药 　 供试品（盐酸多西环素），批号为

Ａ２０２１０８１３２，某市售商品；对照品（乙醇），含量为

１００． ０％ ，批号为 １３０１０６ － ２０２１０５，购自中国食品药

品检定研究院。
１． １． ２　 材料　 容量瓶：１０ ｍＬ、５０ ｍＬ 和 １００ ｍＬ，Ａ
级；移液管：５ ｍＬ，Ａ 级。
１． ２　 仪器设备　 气相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ 气相色

谱仪，配有 ＦＩＤ 检测器，美国安捷伦科技公司；电子

天平：型号 ＸＳ２０５Ｄｕ，分度值 ０． １ ｍｇ，Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
公司。
１． ３　 试验方法

１． ３． １　 溶液的制备

１． ３． １． １　 内标溶液 取正丙醇约 ０． ５ ｇ，置 １００ ｍＬ
容量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，即得。
１． ３． １． ２　 供试品溶液 取供试品约 １ ｇ，精密称定，
置 １０ ｍＬ 量瓶中，加内标溶液使溶解并稀释至刻

度，摇匀，即得。
１． ３． １． ３　 对照品溶液 取乙醇对照品约 ０． ５ ｇ，精密

称定，置 １００ ｍＬ 量瓶中，加内标溶液稀释至刻度，
摇匀，即得。
１． ３． １． ４　 系统适用性溶液 取乙醇对照品约 ５ ｇ，置
１００ ｍＬ 量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀；精密量取

２、５、３ ｍＬ，分别置 ２５、５０、２５ ｍＬ 量瓶中，用内标溶

液稀释至刻度制成每 １ ｍＬ 中含乙醇 ４、５、６ ｍｇ 的

系统适用性溶液，分别相当于对照品溶液的 ８０％ 、
１００％和 １２０％ 。
１． ３． ２　 色谱条件 　 色谱柱：ＨＰ － ＰＬＯＴ ／ Ｕ，３０ ｍ ×
０． ５３ ｍｍ × １ ｍｍ ／ ＵＳＢ３４６８２２Ｈ；柱温：１３５ ℃ ；进
样口温度：１５０ ℃ ；检测器温度：１８０ ℃ ；载气：氮
气， 流 速： ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进 样 量： １ μＬ； 分 流

比：１０ ∶ １。
２　 结果与分析

２． １　 乙醇含量的测定

２． １． １　 校正因子的计算　 取对照品溶液，照 １． ３． ２
项的色谱条件进样测定，记录色谱图，计算校正因

子，结果见表 １。
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表 １　 校正因子结果表

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔ ｔａｂｌｅ ｏｆ Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
测量结果 １ ２

对照品的称样量 ／ ｇ ０． ４９２７７ ０． ５３７００

对照品中乙醇峰面积 １９７０． ２ １９８５． ２ ２１０１． ８ ２１３０． ０

对照品中内标峰面积 ２４０４． ０ ２４１３． ６ ２３８５． ８ ２４２１． ３

ｆ １． ２０２５ １． １９８２ １． ２１９１ １． ２２０９

ｆ 平均值 １． ２１０２

２． １． ２ 　 多西环素中乙醇的含量　 取供试品溶液，
照 １． ３． ２ 项的色谱条件进样测定，记录色谱图，按
内标法计算多西环素中乙醇的含量，结果见表 ２。
本实验多西环素中乙醇含量的测定结果为 ５． ０％ 。

表 ２　 乙醇含量测定结果表

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ
测量结果 １ ２

供试品的称样量 ／ ｇ １． ０１１５４ １． ０１７７９

供试品中乙醇峰面积 １８０５． ０ １８１２． ９ １７５９． ８ １７７５． ４

供试品中内标峰面积 ２１６５． ０ ２１７１． ５ ２０９１． ９ ２１０２． ２

ｆ １． ２１０２

供试品中乙醇含量 ／ ％ ４． ９９ ４． ９９ ５． ００ ５． ０２

乙醇平均含量 ／ ％ ５． ０

２． １． ３　 数学模型的建立　 多西环素乙醇含量的计

算公式为：Ｘ（％ ） ＝ ｆ ×
Ａ供 × Ｗ内 × Ｖ供

Ａ内（供） × Ｗ供 × Ｖ内

× １００％

（１），式中： ｆ 为校正因子，计算公式为： ｆ校正因子 ＝
Ａ内（对） ／ Ｃ内（对）

Ａ对 ／ Ｃ对

（２），将（２）公式代入公式（１）中，得

出 乙 醇 含 量 最 终 计 算 公 式 为： Ｘ （％ ） ＝
Ａ内（对） × Ｗ对 × Ａ供 × Ｖ供

Ａ对 × Ｖ对 × Ａ内（供） × Ｗ供

（３），（３）式中 Ａ内（对） 为对

照品中内标的峰面积； Ａ供为供试品中乙醇的峰面

积；Ａ对为对照品中乙醇的峰面积；Ａ内（供） 为供试品

中内标的峰面积；Ｖ供 为供试品的稀释体积（ｍＬ）；
Ｖ对为对照品的稀释体积（ｍＬ）；Ｗ对为对照品的称样

量（ｇ）；Ｗ供为供试品的称样量（ｇ）。
从数学模型中可知 Ｘ 和 Ｗ、Ｖ 是相互独立的非

线性关系，可根据 ＪＪＦ １０５９． １ － ２０１２《测量不确定

度评定与表示》中的要求计算相对合成不确定度，
无需计算各标准不确定度分量的灵敏系数。
２． １． ４　 不确定分量的分析与计算　 本实验测量不

确定度来源的分析受检测过程数学模型中各参数

的影响，多西环素乙醇含量的不确定度来源主要来

自称量，溶液配制和仪器测量等其他因素，因果分

析图见图 １。

图 １　 乙醇含量测定不确定因素因果图

Ｆｉｇ １　 Ｃａｕｓｅ － ａｎｄ － ｅｆｆｅｃｔ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｕｎｃｅｒｔａｉｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｔｅｎｔ
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２． ２　 测量不确定度评定

２． ２． １　 称量的不确定度分析　 称量的不确定度主

要来源于天平的校准误差，校准误差可从天平供应商

提供的信息及天平计量检定方给出的检定证书信息

来评 定。 本 次 实 验 中 用 到 的 分 析 天 平 （型 号

ＸＳ２０５Ｄｕ）经中国计量科学研究院检定，检定结果为

合格。 检定证书显示，分度值为０． ０１ ｍｇ 的示值误差

为 ０． ０３ ｍｇ，重复性标准偏差为 ０． ０５ ｍｇ，上述限值没

有给定置信水平，认为是极限值［８］。 假定此数值为

矩形均匀分布（ｋ ＝ 　 ３ ），根据矩形均匀分布公式来

评定 称 量 带 来 的 不 确 定 度： ｕ１ （Ｗ） ＝ ０． ０３
　 ３

＝

０． ０１７ ｍｇ，ｕ２（Ｗ） ＝ ０． ０５
　 ３

＝ ０． ０２９ ｍｇ，采用减重法称

量的读数独立不相关，应计算两次天平的示值误差，供
试品称量过程引入的标准不确定度为 ｕ（Ｗ供） ＝
　

ｕ１（Ｗ）２ ＋ ｕ２（Ｗ）２ ＝
　
２ ×０． ０１７２ ＋０． ０２９２ ＝

０． ０３８ ｍｇ，供试品称量引起的相对标准不确定度：ｕｒ

（Ｗ供） ＝
ｕ（Ｗ供）
Ｗ供

＝ ０． ０３８
１０００ ＝ ３． ８ × １０ －５，对照品称量的

不确定分析与供试品一致，ｕ（Ｗ对） ＝ ０． ０３８ｍｇ，相对

标准不确定度为 ｕｒ（Ｗ对） ＝
ｕ（Ｗ对）
Ｗ对

＝ ０． ０３８
５００ ＝ ７ ６

× １０ － ４。
２． ２． ２　 溶液制备过程的不确定度分析　 溶液制备

过程的不确定度主要来源于校准的容量瓶内部体积

ｕ（Ｖ１）、容量瓶读数重复性 ｕ（Ｖ２）和容量瓶实际溶解

时的温度和校准温度的偏离程度 ｕ（Ｖ３）３ 个方面。
２． ２． ２． １　 对照品溶液制备过程中的不确定度分析

　 容量瓶校准：在多西环素中乙醇含量的测定过程

中对照品溶液使用的是 １００ ｍＬ 容量瓶，经鉴定为 Ａ
级，容量允差为 ± ０． １ｍＬ，根据 ＪＪＧ １９６ － ２００６《常用

玻璃量器检定规程》规定，属于 Ｂ 类不确定度［８］，按

三角分布估算（ｋ ＝ 　 ６ ），因此，标准不确定度为 ｕ

（Ｖ对１） ＝０． １
　 ６

＝ ０． ０４０８ ｍＬ；重复性：可以通过重复性

试验来评估容量瓶读数差异对量取体积的影响。 将

容量瓶装满溶液重复测量，计算出重量与液体密度

的比值即为体积重复性的测量结果。 本实验的对照

品是乙醇，考虑到乙醇和溶剂中的正丙醇引入的读

数重复性误差远小于水，故本实验将容量瓶装满水

１０ 次并称量，按水的密度折算体积，数据见表 ３。

表 ３　 １００ ｍＬ 容量瓶的重复测量结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｐｅａｔｅｄ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １００ ｍＬ

ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｆｌａｓｋ
称量次数

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

体积 ９９． ６３９ ９９． ６９３ ９９． ６２６ ９９． ６８１ ９９． ６９３ ９９． ６２１ １００． ００３ ９９． ６３４ ９９． ７２１ ９９． ６７２

　 　 用贝塞尔公式进行计算，可得 １０ 次测量的标

准 偏 差 为 ｕ （ Ｖ对２ ） ＝

　

∑ｎ ＝ １０
ｉ ＝ １ （Ｖ２ｉ － Ｖ

－

２） ２

ｎ － １ ＝

０． １１２ ｍＬ，即 １００ ｍＬ 容量瓶读数重复性的标准不确

定度为 ０． １１２ ｍＬ；温度：实际溶解时的温度为 ２２ ℃，

容量瓶在（２０ ± ２）℃ 范围内按矩形均匀分布计算

（ｋ ＝ 　 ３ ），且水的膨胀系数为 ２． １ × １０ － ４，因此温度

带来的不确定度为 ｕ（Ｖ对３ ） ＝ １００ × ２． １ × １０ － ４ ×

２ ／ 　 ３ ＝ ０． ０２４２ ｍＬ，将上述分量合成得 １００ ｍＬ 单

标线 容 量 瓶 标 准 不 确 定 度 为 ｕ （ Ｖ对 ） ＝
　

ｕ（Ｖ对１） ２ ＋ ｕ（Ｖ对２） ２ ＋ ｕ（Ｖ对３） ２ ＝ ０． １２２ ｍＬ，相

对标准不确定度 ｕｒ （ Ｖ对 ） ＝
ｕ（Ｖ对）
１００ ＝ １． ２２ ×

１０ － ３ｍＬ。
２． ２． ２． ２ 　 供试品溶液制备过程中的不确定度分

析　 容量瓶校准：供试品溶液使用的是 １０ ｍＬ 容量

瓶，容量允差为 ± ０． ０２ｍＬ，按三角分布（ｋ ＝ 　 ６ ）估

算的标准偏差为 ｕ（Ｖ供１） ＝ ０． ０２
　 ６

＝ ０． ００８２ ｍＬ；重复
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性：供试品所用溶剂为 ０． ５％的正丙醇溶液，正丙醇

引入的重复性误差远小于水，故同样将 １０ ｍＬ 容量

瓶装满水 １０ 次并称量，按水的密度折算体积，数据

见表 ４。

表 ４　 １０ ｍＬ 容量瓶的重复测量结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｐｅａｔｅｄ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １０ ｍＬ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｆｌａｓｋ
称量次数

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

体积 ９． ９９２ ９． ９５３ ９． ９７０ ９． ９９５ ９． ９２８ ９． ９６３ ９． ９０２ ９． ８８４ ９． ９９１ ９． ９５２

　 　 用贝塞尔公式进行计算，可得 １０ 次测量的标准

偏差为 ｕ（Ｖ供２） ＝

　

∑ｎ ＝ １０
ｉ ＝ １ （Ｖ２ｉ － Ｖ

－

２）２

ｎ －１ ＝ ０． ０３８ ｍＬ，

即 １０ ｍＬ 容量瓶读数重复性的标准不确定度为

０ ０３８ ｍＬ；温度：供试品溶液溶解时的温度和对照品

一致，因此温度带来的不确定度为 ｕ（Ｖ供３） ＝ １０ ×

２． １ ×１０ －４ ×２ ／ 　 ３ ＝ ０． ００２４２ ｍＬ，将上述分量合成得

１０ ｍＬ 单标线容量瓶标准不确定度为 ｕ （Ｖ供 ） ＝
　

ｕ（Ｖ供１）２ ＋ ｕ（Ｖ供２）２ ＋ ｕ（Ｖ供３）２ ＝ ０． ０３９ ｍＬ，相对标

准不确定度 ｕｒ（Ｖ供） ＝
ｕ（Ｖ供）

１０ ＝０． ００３９ ｍＬ。

２． ２． ２． ３　 内标引入的不确定度分析　 加入内标的

标准不确定度主要来自于内标物的称量、稀释定容

和实验温度与校正温度的差异 ３ 方面的因素，本实

验中的供试品溶液和对照品溶液用的是同一内标

溶液溶解稀释，所以内标物的称量和稀释定容在计

算中能够相互抵消，因此，本实验中内标引入的不

确定度忽略不计。

２． ２． ２． ４　 系统适用性溶液的不确定度分析 系统

适用性试验溶液仅用来评价色谱系统连续进样的

重复性能，不参与最终乙醇含量的计算，因此，本
实验不考虑系统适用性溶液引入的不确定度。
２． ２． ３　 气相色谱仪峰面积测量的不确定度分析　 本

实验采用气相色谱内标法测量，气相色谱仪经北京市

计量检测科学研究院检定合格。 气相色谱仪峰面积

测量的不确定度来自样品进样体积和测量重复性

两个方面。 内标法以供试品和对照品峰面积的比

值参与运算，所以仪器进样体积带来的不确定度可

忽略不计，因此，峰面积测量的不确定度来源主要

为仪器的重复测量，对仪器重复测量带来的不确定

度进行分析［９］，取系统适用性溶液各 １ μＬ，分别注

入气相色谱仪，记录色谱图，重复性测量结果见表

５。 重复 性 测 量 的 标 准 不 确 定 度 为： ｕ（Ａ） ＝
　

∑ ｎ

ｋ ＝ １
（ ｆｋ － ｆ

－
） ２

ｎ － １ ＝ ４． １ × １０ － ３，相对标准不确定

度为 ｕｒ（Ａ） ＝ ｕ（Ａ）
１． ２３１２ ＝ ０． ００３３。

表 ５　 重复性测量结果

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
重复性测量 ８０％ １００％ １２０％

乙醇峰面积 １５６５． １ １５５６． ５ １９５８． ２ １９７１． ９ ２３７４． ３ ２３６２． ９
内标峰面积 ２４２０． ６ ２３９８． ０ ２４１０． １ ２４３１． ３ ２４２６． ０ ２４１６． ６
校正因子（ ｆ） １． ２３７３ １． ２３２５ １． ２３０８ １． ２３３０ １． ２２６１ １． ２２７３

ｆ 平均值 １． ２３１２

２． ３　 合成不确定度的计算 　 ｕ（Ｘ）合成标准不确

定度即不确定分量的总方差的正平方根［１０］，根据

本实验各分量相对标准不确定度（表 ６），则合成标

准不确定度 ｕｒ（Ｘ）计算如下：ｕ（Ｘ）

＝
　

ｕｒ（Ｗ供） ２ ＋ ｕｒ（Ｗ对） ２ ＋ ｕｒ（Ｖ供） ２ ＋ ｕｒ（Ｖ对） ２ ＋ ｕｒ（Ａ） ２
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＝
　

（３． ８ × １０ － ５） ２ ＋ （７． ６ × １０ － ４） ２ ＋ （３． ９ × １０ － ３） ２ ＋ （１． ２ × １０ － ３） ２ ＋ （３． ３ × １０ － ３） ２ ＝ ０． ００５３，本实验的

合成标准不确定度为：ｕ ＝ ５． ０％ ×０． ００５３ ＝ ０． ０３％ 。
表 ６　 分量的相对标准不确定度表

Ｔａｂ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｉｅｓ ｏｆ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
各分量 不确定度来源 ｕ（ｘ） ｕｒ（ｘ）

ｕ（Ｗ供） 供试品称量 ０． ０３８ ３． ８ × １０ － ５

ｕ（Ｗ对） 对照品称量 ０． ０３８ ７． ６ × １０ － ４

ｕ（Ｖ供） 供试品溶液制备 ０． ０３９ ３． ９ × １０ － ３

ｕ（Ｖ对） 对照品溶液制备 ０． １２２ １． ２ × １０ － ３

ｕ（Ａ） 气相色谱仪峰面积测量 ４． １ × １０ － ３ ３． ３ × １０ － ３

２． ４　 扩展不确定度的计算　 扩展不确定度为合成

标准不确定度和扩展因子（ｋ）的乘积，Ｕ ＝ ｕ（Ｘ）·
ｋ ＝ ０． ０３％ × ２ ＝ ０． ０６％ （ｋ ＝ ２，置信区间为 ９５％ ），
含量可由测定值 ± 扩展不确定度表示［７］，因此多西

环素中乙醇含量的结果可表示为（５ ± ０． ０６）％ ，
ｋ ＝ ２。
３　 讨论与结论

测量不确定度的计算是将可能代入不确定度

的实验环节作为分量，再将分量的相对标准不确定

度合成所得。 分量的相对标准不确定度能够将各

个检验步骤对检验结果的影响程度量化，检验人员

可参考不确定度计算结果，提高对结果影响较大的

步骤的关注度，从而提高结果的准确性。 引入不确

定度的测量后，检测结果可用“测定值 ＋ 扩展不确

定度（Ｕ）”表示，从单一值变为测定值可能出现的

范围，该值若在限度值以内，则可判定为合格；若该

值在该限度值以外，可判定为不合格；若该值横跨

在限度值两侧，则应重点关注，可通过增加检测次

数或选择经验丰富的检验员进行复检以提高结果

的准确性。
本文对气相色谱法测量多西环素中乙醇的含

量进行了不确定度评定，对各个影响不确定度的分

项如称量、溶液配制和仪器测量等因素分别进行评

定，发现对测量结果影响最大的分量为供试品溶液

的配制过程，其余的环节对检验结果的影响程度从

大到小依次为仪器测量、对照品配制、对照品称量、
供试品称量。 因此在固体制剂的检验过程中，检验

人员要重点关注天平的称量、容量瓶的使用和气相

色谱仪的使用和维护。 在天平的使用过程中，检验

人员要做到根据样品性质、天平精度和量程范围选

择合适的称样量，仪器管理人员要定期将玻璃量器

送至计量机构进行检测和校准，对于天平和气相色

谱仪，除定期进行检定外，还要做到根据维护规程

定期维护以保证天平称重的准确性和色谱峰分离

的稳定性，以减小不确定度分量对测定结果不确定

度的影响，从而减小测定结果的不确定度。
测量不确定度的评定能够把握测定过程中影

响结果准确性的主要因素，有利于确保相同实验条

件下各个环节的重现性及实验结果的真实性，为保

证检测方法的可靠性和测量结果的可信度提供了

重要的参考依据［１１］。
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