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一点法与工作曲线法两种外标法选择依据的探讨
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摘要 目的 根据试验测定的标准直线 ¬ 如何根据直线方程中系数 ! 及进样量选择使用外标一点法还是用工作曲

线法进行测定∀方法 使用数学推导出偏差计算公式并通过测定芍药苷的量进行验证∀结果 根据数学推导得因使用不同外标

法而引起的偏差公式为 Ε
¬

≅
¬

¬
¬ ¬ 分别为对照品及样品进样量 ∀ 结论 高效液相色谱法 气相色谱法

允许使用不同外标法引起偏差为 当标准直线方程中系数符合
¬

[ 时 或薄层色谱扫描法 允许使用不同外

标法引起偏差为 当标准直线方程中系数符合
¬

[ 时 样品进样量至少为对照品进样量的 ∗ 范

围内 可用外标一点法代替工作曲线法进行定量测定∀
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  在制订药品质量标准含量测定过程中 对如何根据试验

测定的标准直线方程 ¬ 来确定样品和对照品进样量

以及选用外标一点法还是工作曲线法的定量方法实际上存

在随意性∀ 理论上只有当 时用外标一点法定量 当 Ξ

时用标准曲线法定量 但实际上 Ξ 那么在何种情况下

可以用外标一点法代替标准曲线法进行定量 本文通过数学

理论推导以及通过测定芍药苷含量进行验证 为解决上述问

题提供借鉴∀

1  数学推导

在进行数学推导之前 根据实际情况作以下假设

1 1  按工作曲线法标化得直线方程 ¬ 且 ¬在适当

范围内与响应值有良好的线性关系∀

1 2  选用线性范围内一点 ¬ 作为外标一点法进行标化

得一通过原点直线方程
¬

¬ 且 ¬ ∀

图 1  不同外标法引起偏差原理示意图
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图 2  偏差 Ε!
¬

¬
!

¬
关系图

1 3  已知在线性范围内样品 ¬ 符合 ¬ 根据

工作曲线法的数据点 ¬ 符合 ¬ 根据外标一

点法得数据点 ¬ 符合
¬

¬ ∀

1 4 因使用不同外标法引起的绝对偏差 ∃¬∀

1 5 因使用不同外标法引起的相对偏差 Ε∀
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         公式

由上式可知因选用不同外标法引起的偏差由标准品和

样品的进样量的比值以及标准品的线性关系确定∀由于高效

液相色谱 气相色谱法 因进样偏差约为 ∗ Λ

∗ Λ 自动进样仪进样 若注射器进样偏差也可能略

大于 因此认为因选用不同外标法所引起的偏差也应可

以在 左右∀当选用不同外标法所引起的偏差为 时
¬

¬

和
¬

的关系参见表 ∀

表 1 
¬

¬
和

¬
的关系表 Ε

项目

¬

¬

¬
]

  由 图 和 表 可 得 标 准 直 线 方 程 系 数 符 合

¬
[ 时 样品进样量为对照品进样量的 ∗

范围内 用外标一点法可代替工作曲线法进行定量测

定∀

薄层色谱扫描法进行定量时同板上同一样品不同点测

定结果偏差可达 认为用不同外标法引起的偏差也可达

∀ 当选用不同外标法所引起的偏差为 时
¬

¬
和

¬
的关系参见表 ∀

表 2 
¬

¬
和

¬
的关系表 Ε

项目

¬

¬

¬
]

  由 图 和 表 可 知 标 准 直 线 方 程 系 数 符 合

¬
[ 时 样品进样量为对照品进样量的

∗ 范围内 用外标一点法可代替工作曲线法进行定量

测定∀

国际人用药品注册技术要求协调会在 ≤ 2± 方法学

验证工业指导原则中规定一般分析含量测定线性范围应为

测试样品浓度的 ∗ 含量均匀度测定要求线性范

围应为测试样品浓度的 ∗ 至于溶出度测定和杂质

检查要根据具体情况而定线性范围∀因此 认为
¬

[

高效液相色谱法或气相色谱法 或
¬

[

薄层色谱扫描法 允许不同外标法引起偏差为不得过

高效液相色谱法或气相色谱法 和 薄层色谱扫描

法 在一般分析和含量均匀度测定中可用外标一点法代替

工作曲线法进行含量测定∀

2  实验验证

2 1 仪器与试剂

° 系列高效液相色谱仪 自动进样仪 柱温箱

∂ • ⁄检测器 ≤ 化学工作站 ∀

## ≤ ° ƒ ∏ ∂                中国现代应用药学杂志 年 月第 卷第 期



乙腈 色谱纯 重蒸馏水 甲醇 分析纯 ∀

芍药苷 供含量测定用 为中国药品生物制品检定所提

供∀

2 2  芍药苷测定

2 2 1 色谱条件

流动相 乙腈2 磷酸溶液 Β 检测波长

色谱柱 ⁄ √ ≤ ≅ ≅ Λ ∀

2 2 2 标准直线方程测定

精密吸取芍药对照品溶液

Λ 注入液相色谱仪中测定峰面积 根据最小二乘法计

算回归方程 用前 点计算的回归方程一为 ¬

其中 ÷ 为进样量 用 点计算的回归

方程二为 ¬ ∀ 由此可知芍药苷

在进样量为 ∗ 范围内呈良好的线性关系∀

2 2 3  根据 项测定的回归方程计算不同外标法引起

的偏差 Ε

选芍药苷对照品溶液 Λ 作为外标一点法得一通过原

点的直线方程为 ¬ 即 ¬ ∀ 根据回归方

程一和直线方程 ¬验证使用不同外标法引起的偏

差 Ε
¬

结果参见表 ∀

表 3 实际测定偏差与按公式 计算偏差

序号
进样量

峰面积
工作曲线法

计算进样量

外标一点法

计算进样量

实测偏差

Ε

公式 计算

偏差 Ε

¬

¬

  由上表可知样品进样量为对照品进样量的 ∗

范围内 可用外标一点法代替工作曲线法进行定量测定∀ 由

上表可知使用不同外标法引起的实测偏差与用公式 计

算的偏差存在偏差 但不影响最终的结果∀

根据回归方程二和直线方程 ¬验证使用不同

外标法引起的偏差 Ε
¬

结果参见表 ∀

表 4 实际测定偏差与按公式 计算偏差

序号
进样量

峰面积
工作曲线法

计算进样量

外标一点法

计算进样量

实测偏差

Ε

公式 计算

偏差 Ε

¬

¬

  由上表可知按方程二用于外标法定量时 只有在样品进

样量为对照品进样量的 ∗ 范围内 可用外标一点

法代替工作曲线法进行定量测定∀

收稿日期

泽兰合剂质量标准研究

易生富 张 静 许汉香 李万江 荆州 荆州市中医院 荆州市药检所

摘要 目的 建立泽兰合剂质量控制方法∀ 方法 采用 × ≤ 对金银花!红花进行定性鉴别 ° ≤ 测定绿原酸的含量∀ 结果

× ≤ 鉴别方法专属性强∀含量测定绿原酸在 ∗ Λ 间有良好的线性关系 回收率为 ≥⁄为 ∀结论 本法

简便 准确 重现性好 可作为该制剂的质量控制方法∀
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