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5  讨论 

本次评价性抽验采取法定检验结合探索性研

究的模式对注射用美洛西林钠从标准到质量现

状、质量影响因素各方面进行了较全面的分析和

评价。由法定检验可知，目前绝大部分国产注射

用美洛西林钠均符合现行质量标准要求，合格率

为 99.5%，个别企业由于内部管理疏漏造成 1 批次

样品的细菌内毒素不符合规定；现行质量标准基

本可控制产品质量，但有关物质检查方法存在缺

陷，造成杂质漏检且无法真正控制产品杂质变化，

需进一步修订；综合探索性研究结果，国产样品

杂质谱较国外样品复杂，因此应结合工艺，对杂

质谱进行重点研究。  

水分及水活度研究及相关分析均显示，水分

与水活度明显正相关，与含量明显负相关。说明

水分含量与本品质量密切相关，目前限度参照国

外样品(含一分子结晶水)制订，但国内样品均不含

结晶水，因此限度应趋于严格。 

不同生产工艺样品的质量存在差异。同一原

料来源，冷冻干燥工艺水分、有关物质(单个杂质、

杂质总和、杂质个数)、溶液的颜色、聚合物等均

低于无菌分装工艺，提示冷冻干燥工艺优于无菌

分装工艺。 
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HPLC-MS/MS 测定人血浆中盐酸左旋多巴甲酯浓度的不确定度评价 
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摘要：目的  评价液-质联用法测定人血浆中左旋多巴甲酯浓度的不确定度。方法  选用 Thermo BDS HYPERSIL C18 

(4.6 mm×100 mm，2.4 μm)色谱柱；流动相由甲醇-水(含 10 mmol·L1 乙酸铵，pH=5.0)梯度洗脱；流速：0.4 mL·min1。质

谱条件：选用电喷雾(ESI)离子源，在正离子电离模式下，采用多反应监测(MRM)的质谱扫描方式，测定左旋多巴甲酯和

内标的检测离子分别为：m/z 212.4→152.3、m/z 166.4→148.3。测定左旋多巴甲酯含量后，建立数学模型，分析过程中各

分量引起的不确定度，包括测定精密度、称量、标准溶液的配制、含药血浆的配制、血浆提取、仪器、标准曲线拟合等，

计算各变量的不确定度和合成不确定度， 终计算扩展不确定度。结果  置信概率 P 为 95%时，血浆低、中、高(0.4，4，

32 ng·mL1)浓度左旋多巴甲酯的扩展不确定度分别为 0.10，0.23，1.62 ng·mL1。结论  该方法适用于 LC-MS/MS 测定

人血浆中左旋多巴甲酯浓度的不确定度评价，为复杂生物基质分析过程的不确定度评价提供了参考依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To analyze the measurement uncertainty in determination of levodopa methyl ester hydrochloride 
in plasma by LC-MS/MS. METHODS  Thermo BDS HYPERSIL C18 column(4.6 mm×100 mm, 2.4 μm) was used, the mobile 

phase consisted of methanol and ammonium acetate(10 mmol·L1, pH=5), using gradient elution, and the flow rate was 

0.4 mL·min1. Mass spectrometry was performed in multiple reaction monitoring (MRM) mode, with m/z 212.4→152.3 for 
levodopa methyl ester hydrochloride and m/z of 166.4→148.3 for internal standard. A mathematical model was established to 
analyze the source of uncertainty. The various factors influencing the uncertainty in the whole process of determination, 
including precision, weighing, solution preparation, plasma containing drug preparation, plasma extraction, the apparatus and 
calibration curves fitting, were all analyzed and estimated. The uncertainty and synthetic uncertainty of each variable were 
calculated. The expanded uncertainty was analyzed with all the components. RESULTS  When the confidence probability 

P=95%, the expanded uncertainty for low, medium and high(0.4, 4, 32 ng·mL1) concentration of zidovudine were 0.10, 0.23, 

1.62 ng·mL1，respectively. CONCLUSION  This method is suitable for the uncertainty evaluation for the determination of 

levodopa methyl ester hydrochloride concentration in human plasma by LC-MS/MS, and provides reference for uncertainty 
evaluation of complex biological matrix analysis.  
KEY WORDS: levodopa methyl ester hydrochloride; uncertainty; LC-MS/MS; plasma 

 

新药的临床药代动力学研究，是全面认识人

体与药物间相互作用不可或缺的重要组成部分，

也是临床制定合理用药方案的依据。与此同时，

药代动力学及生物等效性研究需进行大量的生物

样品检测工作，样品检测结果是新药临床试验数

据分析的基础，也是选择正确的新药安全性与有

效性评价的依据。因此，客观评价测定结果的可

靠性至关重要[1]。目前，国内外普遍使用测量不确

定度来评价测量结果，CNAS-CL01.2006《检测和

校准实验室能力认可准则》“5.4.6.2”明确规定：

“检测实验室应具有并应用评定测量不确定度的

程序”[2]，CNAS-GL05.2011《测量不确定度要求

的实施指南》以及 CNAS-GL06.2006《化学分析中

不确定度的评估指南》也对不确定度的评价作出

了详细说明[3-4]。本实验通过参考相关文献[5-8]，对

HPLC- MS/MS测定人血浆中左旋多巴甲酯浓度的

不确定度进行了评价，探讨复杂生物基质中药物

浓度测定的不确定度评定方法。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

HPLC-MS/MS 系统：Agilent 1290 超高效液

相色谱仪，配有 6460 型三重四级杆质谱仪，美国

Agilent 公司；色谱工作站：MassHunter B.05.00；

色谱柱：Thermo BDS HYPERSIL C18(4.6 mm×100 

mm， 2.4 μm)；XS105DU、AL104 型电子天平(美

国 METTLER TOLEDO 公司)；3-30K 台式高速离

心机(德国 Sigma 公司)；Vortex Genie-2 涡旋混合

器(美国 Scientific Industries 公司)；移液器(德国

Eppendorf 公司 )：2~20 μL、20~200 μL、100~ 

1 000 μL。 

1.2  试剂 

盐酸左旋多巴甲酯对照品(南京长澳医药科技

有限公司，批号：ZXDB120501，含量：99.7%)；

内标盐酸伪麻黄碱对照品(中国药品生物制品检定

研究所，批号：171237-200505，含量：99.9%)；

高氯酸 (金鹿化工有限公司，分析纯，批号：

10015118)；甲醇(美国 Merck 公司，色谱纯，批号：

1990O06)；冰醋酸(分析纯，批号：20120206)、乙

酸铵(分析纯，批号：20121030)均购自南京化学试

剂一厂；水为公司 Milli-Q 自制超纯水；其余试剂

均为市售分析纯。 

2  方法 

2.1  检测条件 

色谱条件：选用 Thermo BDS HYPERSIL 

C18(4.6 mm×100 mm，2.4 μm)色谱柱；Thermo 

BDS HYPERSIL C18(4 mm×10 mm，2.4 μm)预柱；

流动相由甲醇-水(含 10 mmol·L1 乙酸铵，pH=5.0)

梯度洗脱：0~1.4 min，有机相 10%，1.5~9.8 min，

有机相 25%，10.5 min，有机相 10%；流速：

0.4 mL·min1；柱温：30 ℃；进样体积：20 μL；

每个样本的分析时间为 10.5 min。 

质谱条件：选用电喷雾(ESI)离子源，在正离

子电离模式下，采用多反应监测(MRM)的质谱扫

描方式，测定左旋多巴甲酯和内标的检测离子分

别为：m/z 212.4→152.3、m/z 166.4→148.3；测定

左旋多巴甲酯和内标的 Fragment(eV)分别为 135

和 86，CE(eV)分别为 10 和 5；干燥气温度：350 ℃；

干燥气流速：5 L·min1；辅助气压力：45 psi；鞘

气温度：400 ℃；鞘气流速：10 L·min1；毛细管

温度：3 000 V。 
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2.2  溶液配制 

2.2.1  左旋多巴甲酯储备液及工作液的配制  精

密称取盐酸左旋多巴甲酯对照品 10.00 mg，置

10 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇 ，

作为左旋多巴甲酯储备液Ⅰ。用甲醇将储备液Ⅰ

稀释至 2，4，10，20，40，100，200，400 ng·mL1。 

2.2.2  内标储备液及工作液的配制  精密称取盐

酸伪麻黄碱对照品 10.00 mg，置 10 mL 量瓶中，

加甲醇溶解并稀释至刻度，摇 ，作为盐酸伪麻

黄碱储备液Ⅱ，用甲醇将储备液Ⅱ稀释成

20 ng·mL1 内标溶液。 

2.2.3  标准曲线血浆样本以及质控样本的制备   

精密量取左旋多巴甲酯工作液适量，置 1.5 mL EP

管中，挥干，加入空白人血浆 500 µL，涡旋混 ，

配制成左旋多巴甲酯浓度为 0.2，0.4，1，2，4，

10，20，40 ng·mL1 的标准曲线样本，以及左旋多

巴甲酯浓度为 0.4，4，32 ng·mL1 的质控样本。 

2.3  血浆样本的处理 

精密量取血浆 500 µL 置 1.5 mL EP 管中，加

入内标伪麻黄碱 80 µL(20 ng·mL1)，涡旋混

30 s，再加入 4%高氯酸 500 µL，涡旋 3 min，

16 000 r·min1 离心 10 min，吸取上清液至进样瓶

中，按“2.1”项下方法进样测定。 

2.4  样品检测与计算 

采用 HPLC-MS/MS 进行样品的测定，以左旋

多巴甲酯信号的峰面积与内标响应的峰面积之比

对样品浓度作标准曲线，以 小二乘法进行线性

拟合。待测样品用同样的方法分析后，将样品信

号的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。 

2.5  数学模型的建立 

左旋多巴甲酯中药物浓度根据标准曲线回归

方程通过待测物峰面积与内标的比值计算得出，

因此待测样品中药物浓度的数学模型为： 

bafC /)( 样品  

其中 C 样品是药物浓度，f 是峰面积与内标的比

值，a 是标曲截距，b 是标曲斜率。 

3  结果 

3.1  不确定度的来源 

生物样本分析药物浓度测试主要步骤包括含

药标准血浆配制、加入内标、样品前处理、仪器

测定、标曲回归计算。操作中涉及的不确定度的

来源主要由操作重复性、对照品纯度、天平称量、

量瓶定容、标曲配制、移液器移液、样品前处理、

仪器定量误差、标曲拟合、环境温度等因素引入，

见图 1。 

 
图 1  不确定度分量因果图 

Fig. 1  Causality diagram of uncertainty source 

3.2  各分量不确定度的评定 

3.2.1  A 类不确定度评定为 ur(1)  由精密度引入

的不确定度属于 A 类不确定度。低，中，高质控

浓度分别为 0.4，4，32 ng·mL1，每组平均 5 份样

品(n=5)，共重复进行 3 组(m=3)，结果见表 1。 

依据贝赛尔公式计算合并样本偏差： 
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测定结果的相对标准不确定度为： 

xtotal(L)=0.41 ng·mL1 
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其中 m 为测量组数(m=3)；n 为每组的测量次

数(n=5)；xtotal(L)为 15(m×n)个低浓度血浆浓度的

平均值；k 为每组平行测定分数(1，2，…，n)；j
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为组数(1，2，…，m)。 

表 1  左旋多巴甲酯重复测定浓度数据 

Tab. 1  Repeated measurement concentrations of levodopa 
methyl ester hydrochloride 

编号 
浓度/ng·mL1 

0.4 4 32 

1-1 0.41 4.12 31.41 

1-2 0.38 4.03 32.27 

1-3 0.39 4.03 30.06 

1-4 0.40 4.18 29.26 

1-5 0.37 4.22 29.79 

2-1 0.36 3.96 35.01 

2-2 0.37 3.50 34.95 

2-3 0.42 4.11 31.61 

2-4 0.40 3.86 31.26 

2-5 0.42 3.94 32.30 

3-1 0.45 4.32 34.37 

3-2 0.43 4.22 32.34 

3-3 0.43 4.38 33.20 

3-4 0.43 4.01 29.98 

3-5 0.42 4.20 29.79 

按同样方法计算中、高浓度的相对标准不确

定度为： 

ur (1，M)=0.010 3 

ur (1，H)=0.014 0 

3.2.2  B 类不确定度评定 

3.2.2.1  天平称量引入的不确定度为 ur(2)  使用

美国METTLER TOLEDO 公司XS105DU型电子天

平称量标准品，采用减重法称量，天平灵敏度带

来的不确定度可以忽略不计。根据所用天平送检

报告，e=0.1 mg。天平的非线性误差和自动调零引

起的误差分别为 u(，Nonlinear) 和 u(，Zeroing)。 

按均 分布，包含因子 k 取 3 ，随机变量半

宽 a=0.5e，自动调零作为 1 次扣皮，所以 a0=a。 

天平的标准不确定度为： 
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相对标准不确定度为(m1 和 m2 分别为左旋多

巴甲酯和内标的称量值)： 
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称量引起的相对标准不确定度为： 

8 005.0)2()1()2( 22  mumuu rrr  
3.2.2.2  标准溶液配置引入的不确定度为 ur(3)   

配制贮备液时使用规格为 10 mL 的量瓶，查阅《常

用玻璃量器检定规程》JJG 196-2006，其容量允差

为±0.02 mL。按三角分布计算，该量瓶(VF)的相

对标准不确定度为： 
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配置过程中使用的移液器分别为 P1(20~ 

200 μL)、P2(100~1 000 μL)、P3(2~20 μL)移液器，

P1 和 P2 的 大允许误差均为 0.6%，P3 的 大允

许误差为 1%。按均 分布，包含因子 k 取 3 ，a

为 大允许误差。按三角分布，移液器的相对标

准不确定度为： 
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不考虑重复性误差，考虑到逐级稀释的操作

次数，配制溶液引入的对标准不确定度为： 

8014.0)2p,(17)1p,(),(2)3( 22
10

2  xuxuVFxuu rrrr 

3.2.2.3  含药血浆配置引入的不确定度为 ur(4)   

含药血浆配置引入的不确定度主要由配置过程中

使用的移液器引起。在“ 3.2.2.2”中已计算

P1(20~200 μL)、P2(100~1 000 μL)、P3(2~20 μL)

移液器不确定度分别为 0.003 5，0.003 5，0.005 8。

代入计算得配制含药血浆时的相对标准不确定

度为： 

1 009.0)3p,()2p,(3)1p,()4( 222  xuxuxuu rrrr  
3.2.2.4  血浆样品提取过程引入的不确定度为

ur(5)  取 6 份不同来源的空白人血浆，按“2.2”

项下方法配置 0.4，4，32 ng·mL1 的提取组样本

(n=6)，按“2.3”项下方法处理，进样得峰面积 A。

另取 6 份不同来源的空白人血浆，按“2.3”项下

方法处理后，取上清液分别配置终浓度为 0.4，4，

32 ng·mL1 的未提取样本(n=6)，进样得峰面积 B。

计算左旋多巴甲酯在人血浆样本中的提取回收率

(提取回收率=A/B×100%)，结果见表 2。
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表 2  提取回收率结果统计(n=6) 

Tab. 2  Results of extraction recovery(n=6) 

理论浓度/ 

ng·mL1 

提取回收率/% 
Mean/% Sd/% 

1 2 3 4 5 6 

0.4  91.23 105.77  97.22  96.88 105.50 107.48 100.68 6.50 

4 103.60  96.46 105.34 103.97 104.57 101.81 102.62 3.24 

32 102.52 101.54 104.26 107.35 102.16 105.90 103.95 2.30 

 

回收率的相对标准不确定度为： 
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其中 n 为各浓度检测次数(n=6)，RL、RM、RH

分别为低、中、高浓度回收率均值。 

3.2.2.5  线性回归过程引入的不确定度为 ur(6)   

以加权 小二乘法进行线性回归，得标准曲线方

程。标准曲线各浓度点实测值及斜率和截距数据

见表 3。 

表 3  各拟合标准曲线的参数 

Tab. 3  The parameters of fitted calibration curves 

理论浓度/ 

ng·mL1 
1 2 3 4 5 

0.2 0.008 9  0.019 0  0.013 1  0.010 5 0.010 9 

0.4 0.016 8  0.029 6  0.021 9  0.021 2 0.023 1 

1 0.050 1  0.059 8  0.066 0  0.060 8 0.065 0 

2 0.101 9  0.115 4  0.111 1  0.124 0 0.131 2 

4 0.206 4  0.221 3  0.251 4  0.268 4 0.260 9 

10 0.538 3  0.539 1  0.608 3  0.659 8 0.653 7 

20 1.051 0  1.108 6  1.103 8  1.278 9 1.298 1 

40 2.243 6  2.260 5  2.431 9  2.529 1 2.262 7 

斜率 a 1.056 6  1.078 4  1.184 5  1.288 1 1.281 4 

截距 b 0.002 3  0.008 1  0.000 8  0.002 9 0.001 9 

相关系数 r 0.996 8  0.999 2  0.992 9  0.998 2 0.996 4 

残余标准偏差为： 
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自相关方差为： 
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本试验测定了低、中、高浓度质控样本共 3

组，每组 5 次共 15 次，精密度均值分别为

Lx =0.41 ng·mL1 ， Mx =4.07 ng·mL1 ，
Hx = 

31.84 ng·mL1，平均浓度分别为： 
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公式中 a为标准曲线斜率；b为标准曲线截距；

P 为测定 x 的总次数(P=3×5=15)；N 为测定标准

血浆的总次数(N=8×5=40)；J 为测定标准血浆的

序数(J=1，2，3…N)；i 为标准血浆的序数(i=1，2，

3，4，5，6，7，8)；xtotal 为 m=8 个标准血浆浓度

的平均值；xi 为第 i 个标准血浆的浓度。 

其相对标准不确定度为： 
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3.2.2.6  仪器量化引入的不确定度为 ur(7)  所用

仪器型号为 Agilent 1290 超高效液相色谱仪，配

有 6460 型三重四级杆质谱仪(美国 Agilent 公司)，

其定量的允差为 1%，按均 分布，其相对标准不

确定度为： 

8 005.0
3
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3.3  合成不确定度的评定 

左旋多巴甲酯低浓度的合成相对标准不确定

度为：
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相同方法计算得左旋多巴甲酯中、高浓度的

合成相对标准不确定度为： 

uc, r, M=0.027 7，uc ,r, H=0.0255 

左旋多巴甲酯低、中、高浓度测定的标准不

确定度为： 

uc,L = uc,r,L× Lx =0.123 3×0.41=0.050 0 

uc,M = uc,r,M×
Mx =0.027 7×4.07=0.113 0 

uc,H = uc,r,H×
Hx =0.025 5×31.84=0.811 6 

3.4  扩展不确定度的确定 

包含因子取 k=2，对应置信概率为 95%，得到

扩展不确定度： 

UL=k×uc,L=2×0.050 0=0.10 
UM=k×uc,M=2×0.113 0=0.23 
UH=k×uc,H=2×0.811 6=1.62 

3.5  测定结果的表示(k=2，P=95%) 

人血浆中左旋多巴甲酯浓度的测定结果可分

别表示为：低浓度(0.41±0.10)ng·mL1、中浓度

(4.07±0.23)ng·mL1、高浓度(31.84±1.62)ng·mL1。 

4  讨论 

本实验建立了 HPLC-MS/MS 测定人血浆中左

旋多巴甲酯浓度的方法，并进行部分方法学考察，

同时按照试验的顺序逐步寻找不确定度的来源，

结合左旋多巴甲酯浓度测试的特点，不确定度的

分量主要有测量重复性(精密度)、称量对照品、配

制标准溶液、含药血浆的配置、提取回收率、仪

器量化、线性回归等。此外，本实验环境温度均

在常规控制下(20±5)℃，排除环境温度对结果的

影响。且精密度和回收率研究也表明了溶液均

性和血浆样品均 性对实验结果影响极小。所以

溶液均 性和血浆样品均 性及温度的影响在本

实验中被忽略不计。 

根据计算出的不确定度分量值见表 4，绘制出

各不确定度分量的统计直方图见图 2，评定显著性

不确定度分量。 

表 4  不确定度分量值统计 

Tab. 4  The statistic of uncertainty components 

不确定度分量 
ur (1) ur (2) ur (3) ur (4) ur (5) ur (6) ur (7) 

精密度 天平称量 标准溶液配置 含药血浆配置 血浆样品提取 线性回归 仪器量化 

低浓度(L) 0.012 9 

0.005 8 0.014 8 0.009 1 

0.026 4 0.118 2 

0.005 8 终浓度(M) 0.010 3 0.012 9 0.011 3 

高浓度(H) 0.014 0 0.009 0 0.001 9 

 

 
图 2  不确定度分量的统计直方图 

Fig. 2  The statistical histograms of uncertainty components 

结果显示：精密度、标准溶液的配置、血浆

样品提取、线性回归过程引入的不确定度影响较

大，根据 CNAS-GL06：2006 第 7.7 节，不同的不

确定度的分量的量化可以利用实验室内部方法

开发和确认研究中的数据，结合该项目测试特

点，不确定度的分量可简化为精密度、标准溶液

的配置、血浆样品提取、线性回归。简化后计算

各浓度扩展不确定度(k=2，P=95%)分别为 UL= 

0.10、UM=0.20、UH=1.42。人血浆中左旋多巴甲

酯浓度的测定结果可分别表示为：低浓度(0.41± 

0.10)ng·mL1、中浓度(4.07±0.20)ng·mL1、高浓

度(31.84±1.42)ng·mL1。简化后的不确定度评定

方法兼顾了分量较大的不确定度因素，同时也简

化了整个评价过程，更贴合实际，有利于实验室

更好开展项目。为了减小不确定度对实验结果的

影响，在进行方法学研究时，应对该不确定度进

行步骤细化，寻找影响因素和解决办法。具体措

施如：尽量选择蛋白沉淀法作为血浆前处理方法；

开展人员比对，加强培训，提高技术人员的操作

水平；实验前选择更加精密的量器和仪器；控制

实验室温湿度；实验前对仪器进行核查和维护等，
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都可以减少对不确定度各分量的影响，为方法学

建立提供科学指导。 终有效的提高检测结果的

准确性和可靠性。 
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UPLC-Q-TOF-MS 测定保健食品中非法添加的未知西地那非类物质 
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摘要：目的  建立超高效液相色谱四级杆飞行时间串联质谱法测定保健食品中非法添加的西地那非类成分。方法  采用

ZORBAX SB C18 色谱柱(4.6 mm×150 mm，5 µm)，流动相：乙腈(A)-0.1%甲酸水溶液(B)，梯度洗脱，采用 TOF-MS/MS

扫描模式检测。结果  样品中检测出西地那非类未知化合物，经 MSC 与 Chemispider 分析，分式子为 C24H34N6O4S2。结

论  该方法可以用于快速检测保健食品中非法添加的未知西地那非类物质。 
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Determination of Illegal Added Unknown Sildenafil Substances in Health Care Products by 
UPLC-Q-TOF-MS 
 
QIU Yijin, ZOU Yaohua(Hangzhou Institute for Food and Drug Control, Hangzhou 310015, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a UPLC/Q-TOF-MS method for the detection of illegal added unknown sildenafil 
substances in health care products. METHODS  ZORBAX SB C18 chromatographic column(4.6 mm×150 mm, 5 µm) was used. 
Mobile phase was acetonitrile(A)-0.1% formic acid solution(B) with the gradient elution. TOF and target MS/MS scanning mode 
was adopted. RESULTS  The unknown sildenafil compound was found in samples. The fraction which analyzed by MSC and 
Chemispider was C24H34N6O4S2. CONCLUSION  This method can be used for rapid detection of unknown sildenafil substance 
which is illegally added in health care products. 
KEY WORDS: UPLC-Q-TOF-MS; health care products; illegal added; sildenafil substances 
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近年来补肾壮阳类的保健食品一直占据着较

大的市场，但有些保健品的生产极不规范，随意违

规添加一些化学药物成分，主要以西地那非和他达

拉非为主[1-3]。早在 2009 年国家食品药品监督管理

局就发布了关于补肾壮阳类中成药非法添加 11 种

PDE5 型抑制剂(那红地那非、红地那非、伐他那非、


