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高效液相色谱质谱联用法测定人粪便中匹诺塞林浓

度的不确定度评定
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【摘要】   目的：对人粪便中匹诺塞林浓度的高效液相色谱质谱联用（LC-MS/MS）定量分析方

法的测量不确定度进行评定。方法：分析人粪便中匹诺塞林浓度测定过程，确定并简化不确定度来

源，利用 LC-MS/MS 测定人粪便中匹诺塞林的方法学验证数据，通过统计学方法，依次计算各变

量的不确定度、合成不确定度和扩展不确定度。结果：人粪便中低（51.07 ng·mL-1）、中（510.44 

ng·mL-1）和高（2957.50 ng·mL-1）质量浓度匹诺塞林的扩展不确定度分别为 14.58 ng·mL-1、26.30 

ng·mL-1 和 206.46 ng·mL-1（k =2，置信概率为 95%）。结论：测量不确定度与检测结果数值相关，

随浓度高低不同而有所差异，而且测定不确定度比例在匹诺塞林不同浓度的结果也不相同，标准曲

线拟合对低浓度点的影响非常大。
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Evaluation of Uncertainty for the Determination of Pinocembrin in Human Feces by 
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【Abstract】 Objective: To set out the procedures for evaluation of measurement uncertainty for 

the determination of pinocembrin in human feces by high-performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry. Methods: Detection process was analyzed. Uncertainty sources were established 

and simplified, then calculated each component of uncertainty, combined uncertainty and expanded 

uncertainty. Results: The expand uncertainty of pinocembrin with low (51.07 ng·mL-1), medium (510.44 

ng·mL-1) and high)2957.50 ng·mL-1)concentration was 14.58 ng·mL-1, 26.30 ng·mL-1 and 206.46 ng·mL-1, 

respectively (k=2,confidence probability was 95%). Conclusions: Uncertainty for the determination of 

pinocembrin in human feces was related to the detecting data, and the proportion of uncertainty was 

different in low, medium and high concentration. The standard curve fitting had a great influence on the 

uncertainty at the low level of pinocembrin.
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匹诺塞林是蜂胶中含量最高的黄酮类化合

物。不仅具有神经细胞保护作用，而且对脑缺

血后血管系统与神经组织之间的损伤级联反应

具有广泛的抑制作用 [1-4]，有希望成为新一类的

“神经血管单元保护剂”。匹诺塞林注射粉针剂

属化学药品注册分类 1.1 类新药，现经国家食

品药品监督管理总局批准进行Ⅰ期临床试验，

为此，必须首先建立测定人生物基质中匹诺塞

林浓度的方法，用于评价匹诺塞林人体内的药

动学特征，然而仅查阅到个别血浆的测定方法 [5]，

未见尿液或粪便的测定方法。粪便中匹诺塞林

含量的测定对于评价匹诺塞林的人体内排泄具

有重要意义，本实验室首次建立了高效液相色

谱 质 谱 联 用（LC-MS/MS） 测 定 人 粪 便 中 匹 诺

塞林浓度的方法 [6]。为了控制检测质量，本实

验根据“CNAS-CL01 检测和校准实验室能力认

可准则”中的要求，以不确定度的相关理论教

材为指导，评定 LC-MS/MS 测定粪便中匹诺塞

林的不确定度 [7]。

1    材料

1.1  试药

匹诺塞林对照品（石药集团中奇制药技术

（ 石 家 庄 ） 有 限 公 司， 批 号：100101， 纯 度

99.2%）。内标氯硝西泮对照品（中国食品药品

检定研究院，1227-9701）。乙腈、甲醇为色谱纯。

超 纯 水（18.2 MΩ•cm，25 ℃） 由 Milli-Q® 
A10 Synthesis 纯化系统制备（Millipore 公司，

美国）。空白粪便由健康志愿者提供。

1.2   仪器

SHIMADZU 20AD 高效液相色谱仪（岛津

公 司， 日 本）；AB Qtrap 5500 质 谱 检 测 器 仪

和 AnalystTM 1.5.1 数 据 处 理 系 统（AB 公 司，

美国）；XP205 分析天平（METTLER-TOLEDO
公司，瑞士）；HR2094 搅拌机（飞利浦，荷兰）。

2   方法

2.1 检测条件

LunaTM C8 色谱柱（2.00mm×150 mm，3µm，

Phenomenex 公司，美国）；流动相：乙腈和含

0.3mmol·L-1 醋酸铵的水溶液（65:35）；流速：恒

定为 0.25mL·min-1；柱温：40℃；进样量：5µL；

ESI 电离源负离子检测；多反应离子监测（MRM）；

匹诺塞林定量分析的离子反应为m/z 255.0 → 171.1，

电喷雾电压、去簇电压、碰撞室电压和碰撞能量分别

为－4 500V、－100 V、－34 V 和－22 V。

2.2   对照品溶液的配制 

精 密 称 量 10mg 的 匹 诺 塞 林 对 照 品， 甲 醇

溶解、稀释，并于 50mL 容量瓶中定容，得到

浓度为 200μg·mL-1 的储备液。用逐级稀释的方

法，使用移液器，用甲醇稀释得到一系列浓度分

别为 160、120、80、40、20、8、4、2、1.2 μg·mL-1 的

工作液。

精密称量氯硝西泮对照品 5mg，甲醇溶解、

稀释，并于 50mL 容量瓶中定容，得到浓度为

100μg·mL-1 储备液，用甲醇稀释得 24μg·mL-1

的内标工作液。

2.3   含药标准粪便的配制

吸取 10µL 系列浓度的匹诺塞林工作液于离

心管中，然后分别加入 400µL 的人空白粪便匀

浆液（空白人粪便称重后，加入 4 倍量的超纯水，

于 搅 拌 机 中 匀 浆 10min）， 混匀，配制成一系

列质量浓度分别为 30、100、200、500、1 000、

2 000、4 000ng ·mL-1 的粪便标准曲线。同法配制

50ng· mL-1（低质控，L）、500ng· mL-1（中质控，M）、

3 000ng·mL-1（高质控，H）的标准粪便质控样品。

2.4   粪便样品预处理

于含药标准粪便样品中加入 10μL 内标工作

液，涡旋混匀。加入 1 400μL 乙腈，震荡 3min，

离心（13 000 r ·min-1）5min 后转移上清液 15μL，

加入 785μL 65% 乙腈，混合、离心后转移上清

进样。

2.5   样品浓度检测与计算

以 样 品 峰 面 积 与 内 标 峰 面 积 比（y ） 对 样

品 的 浓 度（x ） 进 行 线 性 回 归， 得 回 归 方 程

y=ax+b（a , b 分别为标准曲线的斜率和截距）。

待测样品用同样的方法分析后，将样品信号的
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峰面积与内标信号的峰面积之比代入标准曲线，

计算得到待测样品的浓度 (x= -y b
a ) 。

2.6    不确定度分量的分析和评定

2.6.1 A 类不确定度评定 u r(Rep)    由重复性

测定（精密度）引入的不确定度属于 A 类不确

定度。配制粪便的标准曲线和质控样品（每个

浓度各 5 份，即 n =5），测定质控样品的浓度，

重复进行 3 组（m =3）这样的操作。

依据贝塞尔公式计算合并样本偏差：

S p  (x ) ＝

公式中 m 为测量组数，n 为每组的测量次

数（本实验m =3, n =5）；j 为组数（1, 2, …, m ），

k 为每组平行测定份数（1, 2, …, n ）。

以每组 5 个值的平均值表示测量结果，则

平均值的标准偏差：

重复性引入的相对标准不确定度：ur (Rep)=
其 中 为 m ×n 个（ 本 实 验 为 15 个） 标 准 粪

便样品浓度的平均值。

2.6.2   B 类不确定度评定   ①对照品称量引入的不

确定度ur(W) 采用减重法称量。电子天平e=0.1mg，

天平的非线性误差：u (nonlinear)= = 0.5
3
e
。天平

自动调零引起的误差：u (zeroing)= 。天平的标准不

确定度：uc(W)＝ 2 2
nonlinear zeroing( ) ( )u u+ 。 称 量 10mg 匹 诺

塞林的相对标准不确定度为 u r(W1) =
c

1

(W)u
W ，称

量 5mg 内标的相对标准不确定度为u r(W2)= c

2

(W)u
W 。

称量引起的相对标准不确定度：

u r(W)= r 1 r 2(W ) (W )2 2u u+ 。

② 配 制 对 照 品 溶 液 时 引 入 的 不 确 定 度

u r(Sol) 配 制 储 备 液 的 50mL（ ） 容 量 瓶 的 最

大 允 许 误 差 为 ±0.050 mL（a v）。 按 三 角 分

布（k = 6 ）， 容 量 瓶 的 相 对 标 准 不 确 定 度：

u r(V)=

使 用 量 程 范 围 为 100~1 000µL 的 移 液 器

（Transferpette®S 手 动 半 支 消 毒 移 液 器，

BRANDS， 德 国） 配 制 标 准 溶 液， 每 次 吸 取 的

体 积 为 。 该 移 液 器 最 大 允 许 误 差 为 ±0.6%

（a1=0.006 ）。按三角分布（k= 6），100~1 000µL

移液器的相对标准不确定度：u r(P1)=  

 考虑到操作次数（称量匹诺塞林和内标各

用了 1 个容量瓶，共 2 个；逐级稀释配制匹诺

塞林工作液用了 18 次移液器，内标工作液用了

2 次移液器，共用 20 次）时，配制溶液引入的

对标准不确定度：u r(Sol)=

③制备含药标准粪便样品时引入的不确定

度 u r(Sam) 含药标准粪便是由 400μL 空白粪便

匀 浆、10μL 匹 诺 塞 林 工 作 液 和 10μL 内 标 工

作液混合而成，其不确定度主要由移液器引起。

量程范围是 100~1 000µL 的移液器（最大允许

误差为 ±0.6%）吸取空白粪便匀浆，吸取的体

积为 ，量程范围是 2~20µL（最大允许误差为

±0.8%）吸取工作液，吸取的体积为 。按三

角分布（k = 6 ），移液器的相对标准不确定度：

u r(P1)= ，u r(P2)=

配制含药标准粪便样品时的相对标准不确

定度：u r(Sam) ＝ 2 2 2
r 1 r 2 r 2(P ) (P ) (P )u u u+ +

④ 样 品 提 取 引 入 的 不 确 定 度 u r(R) 平 行 配

制 50、500、3 000 ng · mL-1 的粪便样品各 6 份

（n =6），测得的峰面积设为 B；另取 6 份来自

于不同个体的空白粪便匀浆适量，处理后加入

匹诺塞林标准工作液适量配制成质量浓度分别

为 50、500、3 000 ng·mL-1 的 样 品 溶 液， 测 得

的峰面积设为 A 。则回收率 R=B/A ×100%，回

收率的标准偏差为 SD 。

回收率的相对标准不确定度：u r(R) ＝
SD

R n

⑤ LC-MS/MS 量 化 测 定 引 入 的 不 确 定 度

u r(E)   AB Qtrap 5 500 质谱检测仪定量的最大允

差为 1％（a =0.01 ），按均匀分布（k = 3 ），

其相对不确定度：u r(E)=

⑥ 线 性 回 归 过 程 引 入 的 不 确 定 度 u r(Cal)    
配制粪便样品标准曲线样品，提取后检测，每个

浓度测量 3 次，共测得 21 对值，即匹诺塞林峰

面积和内标峰面积比 y 值。用每个标准粪便样品

y 的平均值对浓度进行线性回归，得回归方程。

残余标准偏差：S=
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准不确定度：u r(Sam) 为 0.005 2
④样品提取引入的相对标准不确定度：低浓

度的平均提取回收率（ ）和回收率的标准偏

差（ LSD  ）分别为 109.60% 和 5.07%，中浓度

的 和 MSD 分别为 97.52% 和 3.02%，高浓度的

和 HSD 分别为 94.56% 和 6.68%。计算得低、
中、高质控水平回收率的相对标准不确定度：

u r(RL) 为 0.019，u r(RM) 为 0.013，u r(RH) 为 0.029。

⑤ LC-MS/MS 量化测定引入的相对标准不

确定度：u r(E) 为 0.005 8
⑥线性回归过程引入的相对标准不确定度：

线性回归引入的低、中、高质控水平的相对标

准不确定度： u r(CL) 为 0.14，u r(CM) 为 0.012，

u r(CH) 为 0.003 3。

3.3   合成不确定度

低、中、高质控水平匹诺塞林测定浓度的

标准不确定度：u c(xL) 为 7.28ng·mL-1，u c(xM) 为

13.15 ng·mL-1，u c(xH) 为 103.23 ng·mL-1。

3.4   扩展不确定度（k ＝ 2，置信概率为 95％）

低、中、高质控水平匹诺塞林测定浓度的扩

展不确定度：

U L 为 14.58ng·mL-1，U M 为 26.30 ng·mL-1，

U H 为 206.46 ng·mL-1

3.5   各质控水平匹诺塞林浓度测定结果

人粪便中低、中、高质控水平匹诺塞林的测

定 质 量 浓 度 分 别 为（51.07±14.58）ng·mL-1、

（510.44±26.30）和（2 957.50±206.46）ng·mL-1

（k =2，置信概率为 95%）。

3.6   匹诺塞林测定浓度的不确定度分量统计图

不确定度分量的统计直方图见图 1。图中可

以看出，低质控的不确定度（由大到小）依次

是由标准曲线拟合、样品提取、溶液配制、称

量、重复性、LC-MS/MS 测定、标准含药粪便

的制备引入，中质控的不确定度（由大到小）

依次是由样品提取、标准曲线拟合、溶液配制、

重复性、称量、LC-MS/MS 测定、标准含药粪

便的制备引入，高质控的不确定度（由大到小）

依次是由样品提取、溶液配制、重复性、称量、

表 1   匹诺塞林重复性测定浓度 . / ng·mL-1

自相关方差： Sxx=

标准不确定度：

公 式 中， 回 归 方 程 斜 率 a=0.001 702、 截 距

b=0.005 550；P 为测定x 的总次数（P=15）；N 为

测定标准粪便样品的总次数（N=m×n=7×3=21）；

J 为测定的序数（J=1、2、3…N）；i 为标准粪便

样 品 的 序 数（i=1、2、3、4、5、6、7）； 为

m=7 个标准粪便样品浓度的平均值；xi 为第 i 个

样品的浓度；低、中、高质控相对应的 分别为

51.07ng·mL-1、510.44 ng·mL-1 和 2 957.50ng·mL-1。

则其相对标准不确定度：u r(C)=

2.6.3   合成不确定度的评定

u r(x)= 2 2 2 2 2 2 2
r r r r r r r(Rep) (W) (Sol) (Sam) (R) (E) (C)u u u u u u u+ + + + + +

匹诺塞林浓度测定的标准不确定度为： 
u c(x)=u r(x)× 

2.6.4   扩展不确定度的评定

取 k ＝ 2，此时对应的置信概率为 95％，匹

诺塞林浓度测定的扩展不确定度：U  = k ×u c(x)

3     结果

3.1  A 类不确定度结果  

重复性测定（精密度）的结果见表 1。

低、中、高质控水平重复性测定结果的相

对标准不确定度：

u r(RepL) 为  0.008 2, u r(RepM) 为  0.009 2, 
u r(RepH) 为 0.010

3.2   B 类不确定度结果

①称量引入的相对标准不确定度：u r(W) 为

0.0 09 2
②配制对照品溶液时引入的相对标准不确

定度：u r(Sol) 为 0.011
③制备含药标准粪便样品时引入的相对标

质控水平
第 1 组 第 2 组 第 3 组 总平均值

平均值（n =5） （n =15）

低   48.39   51.22   53.62   51.07

中 493.95 509.64 527.73 510.44

高 2 761.20 3 043.32 3 067.98 2 957.50
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LC-MS/MS 测定、标准含药粪便的制备、标准

曲线拟合引入，此外，标准曲线拟合和样品提

取是造成不同质控水平匹诺塞林的不确定度不

一致的主要因素。

4    讨论

生物样本中药物测定步骤中每一个因素都

会影响不确定度，由于生物样本处理步骤繁琐，

干扰因素较多，所以考虑了主要影响因素，包

括对照品称量、溶液配制、标准生物样品的制备、

样品的提取、仪器测定、标准曲线的拟合、重

复性、温度等。因为匹诺塞林和内标的纯度均

未被给出限度标识，所以没有进行对照品纯度

的不确定度计算；实验环境在空调条件下温度

控制恒定，且匹诺塞林和内标是在相同温度下

配制和测定，故温度对于二者浓度的影响可忽

略不计；由于标准溶液为液态样品，标准溶液

在容量瓶中充分混匀，空白粪便与工作液和内

标体积较小且用涡旋振荡器充分混合 30s，所以

对照品工作液和由含药粪便样品不均匀性很小，

带来的不确定度非常小，在本实验也被忽略。

本实验结果显示测 量不确定度是与检测结

果数值相关的，它随浓度高低不同而有所差异，

重复性（精密度）、回收率和线性回归是造成

3 个浓度水平不确定度不一致的主要因素。此

外，测定不确定度比例在不同浓度水平的结果

也不相同，浓度越低不确定度值比例越大。

不确定度直方图直观展示了各浓度不确定

度的分量值。根据 [8] 之前的经验，本实验尽量

使用同一规格的量器配制溶液（如配制标准曲

线时使用同一规格的移液器），使得溶液配制

的不确定度分量大大降低。低浓度水平中标准

曲线拟合的不确定度是主要的不确定度来源，

其次是样品提取；中浓度和高浓度水平中样品

提取的不确定度是主要的不确定度来源。标准

曲线拟合对低浓度点的影响非常大，这与标准

曲线范围、测定点的个数和重复测定次数密切

相关，不同权重的回归也会对结果造成影响（笔

者未列出具体数据），提示在进行粪便样品浓

度检测时，为保证低浓度点的准确性，在遵守

国家食品药品监督管理总局发布的“化学药物

临床药代动力学研究 技术指导原则”的前提下

选择最佳的标准曲线范围、标准点个数和权重

回归方法，将低浓度点的不确定度降到最小。

此外，样品提取是测定生物样品中药物浓度非

常关键的步骤，结果提示应当提高样品提取的

回收率、重复性，建议选择回收率高、干扰小、

经济、简单的提取方法。同时应当加强技术人

员的操作水平和技术培训，如在生物样品检测

方法学建立后立刻制定标准操作规程，对技术

人员进行培训，要求其严格按照标准操作规程

进行实验操作等，尽量减少操作造成的影响。
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