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硫酸奈替米星效价测定的不确定度分析
刘晓瑜!杨敏智

$江苏省无锡药品检验所'江苏无锡"$/#"$%

摘要!目的!建立抗生素微生物检定法测定硫酸奈替米星效价的不确定度评定方法& 方法!通过建立抗生素微生物检定法
的数学模型!寻找各不确定度分量并加以评定& 结果!计算各分量的不确定度!由此计算合成不确定度!最终给出测量结果
的扩展不确定度和置信水平& 结论!建立的不确定度评定方法!具有一定的代表性!可用于多个品种的抗生素微生物检定法
的不确定度分析&
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!!奈替米星$7+R5,35@57%为一半合成的氨基糖苷
类广谱抗生素+ 其作用机理是通过抑制敏感微生物
的正常蛋白质合成而起作用+ 按照中国药典"##'

年版'其原料药及制剂含量测定均采用了抗生素微
生物检定法+ 本文对硫酸奈替米星的效价测定不确
定度进行分析'找出影响不确定度的因素并对各不
确定度分量进行评估'最终给出测量结果的置信区
间和置信水平'建立适用于评估抗生素效价测定不
确定度的方法'以确定测量结果的可信程度+ 以便
在药品检验过程中'严格实验操作'尽量减小实验误
差'确保实验结果的准确可靠+

5N实验部分
5<5N仪器与试剂

li2)##B\多功能微生物自动测量分析仪$北京
先驱威锋技术开发公司%&O+RR,+T&12"/#电子天平
$梅特勒G托利多%&电热隔水式恒温培养箱$上海
市跃进医疗器械厂%&奈替米星标准品$中国药品生
物制品检定所'效价测定用''-" >!38

G$

'批号(

#)''2"####$%'硫酸奈替米星样品$由生产企业提
供'批号("##(#"#$X%&

*

号-<. E.<# 培养基$批
号(#/#)#)'北京三药科技开发公司%&短小芽孢杆

菌2XOXX$%% () "#"3 $中国药品生物制品检定
所%&磷酸二氢钾与磷酸氢二钾等试剂均为分析纯'

水为重蒸水&所用培养基,刻度吸管$用于移取短小
芽孢杆菌菌悬液%,磷酸盐缓冲液,双碟,不锈钢小
管均先经过灭菌+

5<6N标准品溶液与样品溶液的制备
5<6<5N标准品溶液的制备N精密称取奈替米星标
准品#<#// #' 8'用磷酸盐缓冲液$HN-<.%溶解并
稀释至"' 3F'摇匀'得溶液为$ ### >!3F

G$

+ 精
密吸取' 3F'用磷酸盐缓冲液$ HN-<.%稀释至'#

3F'摇匀'得溶液为$## >!3F

G$

&再分别精密吸取
溶液' 3F'分别用磷酸盐缓冲液$HN-<.%稀释至"'

3F与$## 3F'摇匀'得溶液分别为"# >!3F

G$与'

>!3F

G$

'作为标准品溶液的高,低剂量+

5<6<6N样品溶液的制备N精密称取奈替米星样品
#<$() #' 8$估计效价($.<$)$ 0 >!38

G$

%'按
"$<"<$#项下方法操作'得溶液分别为"# >!3F

G$

与' >!3F

G$

'作为样品溶液的高,低剂量+

5<7N双碟的制备与培养
取平底双碟.套$3%'分别加入加热融化的培

养基"# 3F'放置水平台上使凝固'作为底层+ 另取
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加热融化后的培养基适量'放于'# a的水浴锅中至
恒温'加入短小芽孢杆菌菌悬液适量'摇匀'每一双
碟中分别加入' 3F'摊布均匀'作为菌层+ 冷却后'

每一双碟中以等距离安置不锈钢小管/ 个'待用+

将上述稀释好的标准品溶液与样品溶液分别以移液
枪定量$"'#

$

F%滴加于不锈钢小管内'在)' a E

)- a恒温培养箱中培养$( E$. 9+

5<ON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'照生物检定统计法)$*进行可靠性检
验与效价计算+

实验结果成立的前提为(

&

可靠性检验(回归应
非常显著$=g#<#$

$

'偏离平行应不显著$=e

#<#'%&

'

平均可信限率DR的YFZ满足要求$硫酸
奈替米星YFZ应g-Z%&

2

测定结果经计算所得的
效价'应为估计效价的0#Z E$$#Z&

3

抑菌圈清
晰'且标准品的高浓度所致的抑菌圈直径应在$. E

"" @3之间+ 本次实验以上/点均满足+

6N方法与结果
6<5N数学模型
6<5<5N抑菌圈直径测量时'分别对.个双碟进行扫
描测量'测定结果见表$+ ?C$为低浓度标准品溶液
所致的抑菌圈直径&?C" 为高浓度标准品溶液所致
的抑菌圈直径&?R$为低浓度供试品溶液所致的抑菌
圈直径&?R"为高浓度供试品溶液所致的抑菌圈直
径&V3为一个双碟中抑菌圈直径的总和+

表5N抑菌圈测量的直径值
9;=5N 5̂43+R+TC:S=:7+C:S5795A5R5:7

碟号 ?C$

"# >!3F

G$

?C"

' >!3F

G$

?R$

"# >!3F

G$

?R"

' >!3F

G$

V3

L:<$ $0<$" "$<.- $.<0) "$<0/ .$<.(

L:<" $.<0" "$<(# $.<.$ "$<(/ .#<0-

L:<) $0<)- ""<"$ $0<$- ""<$- ."<0"

L:</ $.<0) "$<." $0<$# "$<./ .$<(0

L:<' $.<00 "$<0" $.<00 "$<-( .$<((

L:<( $.<0( "$<(- $.<-- "$</$ .#<.$

L:<- $.<.# "$<./ $.<-0 "$<./ .$<"-

L:<. $0<#' ""<#' $0<#' "$<0/ ."<#0

6<5<6N效价的影响因素N效价由下式给出)"*

(3f

)

I

o=f

;

2

o=

2

oM

<

;

<

oM

2

o-&(

G$

)

9$I

"

[I

$

[@

"

G@

$

%

@

"

[I

"

G@

$

GI

$

*'

式中(D为供试品效价'&

*

为供试品的估计效价'

k

]

,k

P

分别为标准品与供试品的质量'D

]

为标准品
的效价值'\

]

,\

P

分别为标准品与供试品的稀释倍

数'B为高低剂量之比的对数值$高低剂量之比为/(

$时'Bf#<(#"%']

$

为标准品低浓度溶液所致抑菌
圈直径的总和']

"

为标准品高浓度溶液所致抑菌圈
直径的总和'*

$

为样品低浓度溶液所致抑菌圈直径
的总和'*

"

为样品高浓度溶液所致抑菌圈直径的总
和+

根据上式'供试品的效价取决于标准品的质量,

效价值,稀释倍数与供试品的质量,稀释倍数,标准
品溶液产生的抑菌圈直径,供试品溶液产生的抑菌
圈直径+

6<5<7N不确定度分析N除抑菌圈直径值引起的输
入量的标准不确定度外'不确定度分量还包括标准
品和样品的称重,标准品纯度,容量瓶体积,移液管
体积,抑菌圈测量仪等+ 这个合成的不确定度即为
效价测定的总不确定度+

6<6N各分量的标准不确定度
6<6<5N抑菌圈直径值的不确定度分量N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
$i%为(##<" >!38

G$

'同时统计分析得自由度'其
合并样本标准差))* 即标准不确定度> $U

$

%为
T6

&

3

"

GT!

&

)

&

3$T%*

"

G6!

&

)

&

36*

"

[)

&

3*

"

T6$TG$%$6G$槡 %

f#<#0( .'式中I为]或*剂量组数的和$I f/%'

3为每剂量所用碟数$3f.%'

&

3$T%为]和*各剂
量组内抑菌圈直径值的和'

&

36为各只双碟内抑菌
圈直径值的和'

&

3为3只双碟内抑菌圈直径值的
总和+

则相对标准不确定度为>$U

$

%

T+,

f>$U

$

% dVf

#<#0( .d(##<" f$<($ o$#

G/

6<6<6N抑菌圈测量仪的不确定度分量N抑菌圈测
量仪的最大允许误差为b#<#" 33'则区间半宽度
4Df#<#" 33'测量值落在该区间的概率分布为均
匀分布'包含因子 槡I f ) + 其标准不确定度为( >

$U

"

% f

#<#"

槡)
f#<#$$ ' 33

抑菌圈测量仪的标准圈直径为$0 33'其相对
标准不确定度为(>$U

"

%

T+,

f

#<#$$ '

$0

f(<$ o$#

G/

+

6<6<7N配制标准品溶液的不确定度分量
6<6<7<5N定容体积\的标准不确定度分量!$$%

根据国家计量检定规程)/*规定'&级$## 3F量瓶的
允许偏差为b#<$# 3F'认为服从矩形分布'取包含
因子 槡I f ) '则标准不确定度f

#<$#

槡)
f#<#'. 3F+

!(/$!
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用&类方法评定'即通过对量瓶的重复实验可
以估算定容变动产生的不确定度+ 液体的体积与其
比重的乘积等于其重量'同一液体的比重为常数'因
此可以对典型的$## 3F量瓶用纯化水$新沸放冷%

定容$#次'并称量求取其标准偏差来评价其容量配
置的重复性+ 采用贝塞尔公式计算标准偏差'标准
不确定度等于一倍标准偏差'用&级$## 3F量瓶
配制溶液稀释至刻度线的度数重复性引起的不确定
度为#<#$ 3F+

配置溶液时'水温接近"# a'因而温度的影响
可忽略不计'则定容体积\的标准不确定度为(>

Q$

f #<#'.

"

[#<#$槡 "

f#<#'0 3F'相对标准不确定
度(>

Q$T+,

f#<#'0 d$## f#<### '0+

$"%&级'# 3F量瓶的标准不确定度
同样地计算'&级'# 3F量瓶的允许偏差为b

#<#' 3F

)/*

'标准不确定度与相对标准不确定度分
别为>

\"

f $

#<#'

槡)
%

"

[#<#$槡 "

f#<#)$ 3F'>

\"T+,

f

#<#)$d'# f#<### (+

$)%&级"' 3F量瓶的允许偏差为b#<#)

3F

)'*

'标准不确定度与相对标准不确定度分别为
>

\)

f $

#<#)

槡) % "

[#<#$槡 "

f #<#"' >

\)T+,

f#<#"d"' f

#<### .+

定容体积的合成标准不确定度( >

\T+,

f

>

Q,T+,

"

[>

Q"T+,

"

[" o>

Q)T+,槡 "

f#<##$ /

6<6<7<6N标准品纯度引起的不确定度分量N奈替
米星标准品含量的标准不确定度一般认为是$Z'

概率分布为均匀分布'认为$##Z可信'则包含因子
槡I f ) '>

3$T+,

f

#<#$

槡)
f#<##' .

6<6<7<7N标准品质量的标准不确定度分量
$$%天平的不确定度分量天平使用说明书给出

的天平的分辨力为#<#$ 38'包含因子 槡I f ) '则>

34

f

#<#$ o$#

G)

槡)
f'<. o$#

G(

8+

$"%称量重复性不确定度天平使用说明书给出
的天平的重复性误差为#<#" 38'认为服从矩形分
布'包含因子 槡I f ) '则>

3A

f #<#" o$#

G) 槡d) f

$<$' o$#

G'

8+

$)%合成标准品质量的相对标准不确定度
>

3"T+,

f >

34

"

[>

3A槡 "

d#<#// #' f#<### )

6<6<7<ON合成标准品溶液的相对标准不确定度

>$U)%

T+,

f >

QT+,

"

[>

3,T+,

"

[>

3"T+,槡 "

f#<##( #

6<6<ON配制样品溶液的不确定度分量同样计算
$$ % 定容体积\的相对标准不确定度(

" o>

Q,+T,

"

[>

Q"T+,

"

[>

Q)T+,槡 "

f#<##$ )

$" % 样品质量的相对标准不确定度( >

3"

d

#<$() #' f >

34

"

[>

3A槡 "

d#<$() #' f-<0 o$#

G'

$)%合成样品溶液的相对标准不确定度(

>$U/%

T+,

f #<##$ )

"

[$-<0 o$#

G'

%槡 "

f#<##$ )

6<6<PN移取溶液的不确定度分量
移取溶液的不确定度主要来自移液管刻度的不

确定度'根据国家计量检定规程)/*规定'&级' 3F

移液管的最大允许误差为b#<#$' 3F'按矩形分布
考虑'取 槡I f ) '>$U'% 槡f#<#$'d) f#<##. -'相对
标准不确定度>$U'%

T+,

f>$U'% d' f#<##$ -

6<7N合成标准不确定度
上述各不确定度分量'是各自独立的分量'因而

可按方和根方式进行合成相对标准不确定度的计
算)'*

(

>$U,%

"

T+,

[>$U"%

"

T+,

[>$U)%

"

T+,

[>$U/%

"

T+,

[>$U'%

"槡 T+,

f#<##( /

6<ON扩展不确定度实验结果用扩展不确定度表示+

h$V%dVf#<##( /'Vf(##<"

$

!38

G$

'h$V% f

#<##( / o(##<" f)<./

$

!38

G$

+ 取包含因子I f

"$置信概率约为0'Z%'则扩展不确定度为hf

"h$V% f" o)<./

$

!38

G$

f-<-

$

!38

G$

+ 硫酸奈
替米星湿品效价测定的结果可表示为($(##<" b

-<- %

$

!38

G$

$I f"%+

7N讨论
7<5N计算配制溶液的不确定度时'取了量瓶的最大
允差计算'而在天平的不确定度评定中'却未取天平
的最大允差计算'是因为样品与标准品的称样量很
小'应该根据称量值所在的天平量程取天平的最大
允差或精度值进行计算+

7<6N不同参数对抗生素效价测定不确定度的贡献
不同'除标准品纯度的不确定度外'移液管体积和量
瓶体积对不确定度的贡献较大'而标准品质量,样品
质量,抑菌圈测量仪的不确定度对总不确定度的贡
献相对较小+

7<7N管碟法测定抗生素效价操作手工化'需熟练人
员才能得到较正确的结果+ 抑菌圈直径值的相对标
准不确定度即>$U

$

%

T+,

与操作熟练程度关系较大'从
而影响到最终的合成相对标准不确定度+ 实际检测
工作中'通过可靠性检验对实验结果的可信度进行
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评价'防止合成相对标准不确定度过大+

7<ON硫酸奈替米星原料药需以无水物折算效价'且
至少需"个效价测定结果+ 为简化计算过程'本文
仅分析了单份湿品效价的不确定度+

7<PN中国药典"##'年版收载的多个品种均采用管
碟法测定抗生素效价'而其实验方案及操作过程大
同小异'本文建立的不确定度评定方法'具有一定的
代表性'可用于多个品种的抗生素微生物检定法的
不确定度分析+

BFSFBFJCF!

)5* X9<D$"##'%\:,

!

$中国药典"##' 年版<二部% ) ]*<"##'(

&HH+7?5U'-02./<
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NDFX测定复方乙酰水杨酸片中)组分的含量
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摘要!目的!同时测定复方乙酰水杨酸片中乙酰水杨酸(咖啡因(非那西丁的含量& 方法!采用NDFX!色谱柱*]V33+RTVX
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#J]^f#<-Z!' f($& 结论!本法可不经分离!直接测定复方乙酰水杨酸片中)组分的含量&
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!!复方乙酰水杨酸片是由乙酰水杨酸,咖啡因,非
那西丁)种成分组成的复方制剂'具有解热镇痛,消
炎和抗风湿作用+ 部颁标准)$*中对这)种成分的含

量测定都较为繁琐'测量精度较难掌握+ 有文献报
道用双波长比值光谱法)"*

,胶束薄层色谱法))*等对
)种组分进行了含量测定+ 但未见用高效液相色谱
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