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盐酸千金藤素国家一级有证标准物质的研制 
    
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摘要：目的  开展盐酸千金藤素国家一级标准物质的研制，建立盐酸千金藤素纯度测量方法，并进行不确定度的评定。

方法  根据我国一级标准物质研制技术规范及国际标准化组织相关导则的要求，采用差示扫描量热法与质量平衡法测定

盐酸千金藤素的纯度，并对其不确定度进行评定。结果  研制的盐酸千金藤素标准物质的纯度值为 99.6%，不确定度为

0.4%，其中包含因子为 2，置信区间为 0.95。结论  研制的盐酸千金藤素被国家质量监督检验检疫总局评为国家一级标

准物质，编号 GBW09578。该标准物质的研制为相关药物产品的质量控制研究提供物质标准与标准方法，亦为其他天然

产物标准物质的研究提供科学依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  Through establishing accurate, reliable analytical method and evaluation of uncertainty, to 
develop the national primary certified reference material(CRM) of cepharanthine hydrochloride. METHODS  The purity of 
cepharanthine hydrochloride CRM was certified by the joint certification including mass balance method and differential 
scanning calorimetry (DSC) and the uncertainty was carefully evaluated on the basis of Technical Norm of Primary Reference 
Material and related documents requirements of International Standards of the International Organization for Standardization. 
RESULTS  The purity of cepharanthine hydrochloride CRM was 99.6% and the uncertainty was 0.4% with k=2, P=0.95. 
CONCLUSION  The national primary CRM of cepharanthine hydrochloride developed in this study has been approved and 
assigned as a grade primary reference material by the General Administration of Quality Supervision, Inspection, and Quarantine 
of the People’s Republic of China, which was numbered GBW09578. The CRM provides quality control of related 
pharmaceutical products with standard material and method and also provides reference for purity determination and uncertainty 
evaluation of other medicines and natural products. 
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盐酸千金藤素(cepharanthine hydrochloride，

CH)是从防已科千金藤属植物的块根中提取分离

出的一种双苄基异喹啉类生物碱单体化合物与盐

酸形成的盐。具有镇痛消炎、抗病毒、调节免疫、

升高白细胞、诱导肿瘤细胞分化等多种药理学活

性[1]，其化学结构式见图 1。在日本，千金藤素作

为升白细胞药物已在临床上应用 40 余年，未发现

明显的不良反应。在我国，千金藤素片作为新药

于 1993 年经卫生部批准上市，临床应用于矽肺的

治疗[2]。盐酸千金藤素具有巨大的开发价值及应用

前景，而针对盐酸千金藤素相关药物质量控制的

标准物质的研制就显得尤为重要与迫切。 

 
图 1  盐酸千金藤素化学结构式 

Fig. 1  Chemical structural formula of cepharanthine 
hydrochloride 



 

中国现代应用药学 2016 年 3 月第 33 卷第 3 期                         Chin J Mod Appl Pharm, 2016 March, Vol.33 No.3       ·267· 

标准物质是准确进行定性定量测试分析的重

要 保 障 。 根 据 国 际 标 准 化 组 织 (International 

Organization for Standardization，ISO)指南 30 的定

义[3]，标准物质(reference material，RM)是具有一

种或多种足够均匀和很好地确定了的特性值，用

以校准设备，评价测量方法或给材料赋值的材料

或物质；而有证标准物质 (certified reference 

material，CRM)是附有证书的标准物质，其一种或

多种特性值用建立了溯源性的程序确定，使之可

溯源到准确复现的用于表示该特性值的计量单

位，每个标准值都附有给定置信水平的不确定度。

标准物质的特性量值具有均匀性、稳定性、准确

性和复现性的特点。它的应用已遍及工业生产、

商业贸易、环境保护和医疗卫生等诸多领域，在

产品质量保证、仲裁检验、分析测试技术发展、

计量学发展等方面发挥重要的作用[4]。 

本研究依据一级标准物质研制技术规范(JJF 

1006-1994)[5]以及 ISO 导则 34、35 的技术要求[6-7]，

开展盐酸千金藤素国家一级有证标准物质的研

制，以化学纯度作为特性量值，研究内容主要包

括样品的纯化、均匀性检验、稳定性考察、特性

量值的确定与不确定度的评定。论文首次采用 2

种不同原理的检测分析方法，即差示扫描量热法

(differential scanning calorimetry，DSC)与质量平衡

法，联合对盐酸千金藤素的纯度标准值进行确定

研究，并对分析方法的不确定度进行评定。 

盐酸千金藤素标准物质已经通过国家标准物

质委员会专家评审，并获得国家质检总局颁发的

国家一级标准物质证书(GBW09578)和计量器具

生产许可证，填补了我国有证标准物质的品种空白。 

1  仪器与试剂 

DSC 1/700 型差示扫描量热仪、V20 卡尔·费

休滴定仪、XS105 型分析用天平均购于瑞士

METTLER TOLEDO 公司；SX2.5-10 型箱式电阻

炉(上海树立仪器仪表有限公司)；Agilent 1260 型

高效液相色谱仪(DAD 检测器，美国 Agilent 公司)；

Agilent 7890A GC system(美国 Agilent 公司)。 

盐酸千金藤素(成都曼斯特科技发展有限公

司，批号：MUST 11060902)；甲醇(色谱纯，美国

Fisher Chemical 公司)；磷酸(分析纯，北京化学试

剂公司)；水(Millipore 超纯水，现制)；三乙胺(分

析纯，西陇化工集团股份有限公司)。 

2  方法与结果 

2.1  高纯度标准物质样品制备 

取盐酸千金藤素粗品，按照 1∶50 的比例加

入 50%乙醇溶液(外浴温度 70 ℃)，加热至溶解，

趁热过滤，滤液室温放置过夜，至固体析出完全

后抽滤，经 60 ℃减压干燥至恒重，即得盐酸千金

藤素纯品。获得盐酸千金藤素白色固体，HPLC 检

测化学纯度，色谱条件：Agilent Eclipse XDB-C18

色谱柱(4.6 mm×150 mm，5 m)；流动相：甲醇

-0.1%三乙胺水溶液(82∶18)；流速：1.0 mL·min1；

柱温： 30 ℃；进样量： 10 L；检测浓度：

500 µg·mL1 (甲醇溶解)；检测波长：284 nm。结

果纯度为 99.76%。 

2.2  化合物结构确证 

采用四大光谱技术进行盐酸千金藤素标准物

质样品的结构确证研究。 

2.2.1  紫外分光光度法  吸收光谱在 200~400 nm

内扫描，结果样品在乙醇溶液(40 µg·mL1)中于

216.5，282.0 nm 处有最大吸收峰。 

2.2.2  红外光谱法  采用溴化钾压片法进行红外

光谱分析，结果样品于 3 427，3 075，3 019，2 933，

2 894，2 838，2 789，2 771，2 644，2 574，2 429，

2 266，2 039，1 891，1 841，1 777，1 622，1 585，

1 512，1 474，1 445，1 424，1 401，1 384，1 371，

1 359，1 319，1 269，1 225，1 207，1 167，1 130，

1 100，1 062，1 047，1 035，1 017，998，975，

956，933，910，869，853，839，798，758，740，

709，663，652，625，588，575，544，531，480 cm1

处存在吸收峰。 

2.2.3  质谱法  采用电喷雾电离质谱分析法，检

测获得 m/z： 304.3， 564.2[M-(CH3-N-CH2)]
+，

607.2[M+H]+分子碎片峰。 

2.2.4  核磁共振法  ①1H-NMR(DMSO-d6)δppm：

7.35(1H，d，J=8 Hz，11-H)，6.98(1H，d，J=7.5 Hz，

13-H)，6.90(1H，d，J=7.5 Hz，10-H)，6.81(1H，

d，J=7.5 Hz，14-H)，6.70(2H，s，O-CH2-O)，

6.52(1H，s，10-H)，6.37(1H，s，8-H)，6.24(1H，

d，J=7 Hz，10-H)，5.65(1H，s，14-H)，5.58(1H，

s，13-H)，5.37(1H，s，5-H)，4.02(1H，m，1-H)，

3.75(3H，s，12-OMe)，3.55(3H，s，6-OMe)，3.49(1H，

m，1-H)，2.52(3H，s，2-Me)，2.49(3H，s，2N -Me)，

2.0-3.2(11H，m)。② 13C-NMR(DMSO-d6)δppm：

151.66(C-12) ， 148.20(C-11) ， 148.09(C-6) ，
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146.44(C-12， 6)， 146.03(C-7)， 141.29(C-9)，
138.90(C-8) ， 137.41(C-7) ， 132.35(C-9) ，

131.76(C-4a) ， 131.56(C-4a) ， 130.28(C-10) ，

127.75(C-14) ， 126.33(C-8a) ， 124.00(C-8a) ，

123.44(C-8a) ， 121.80(C-12) ， 120.34(C-11) ，

117.94(C-8) ， 116.23(C-10) ， 111.13(C-13) ，

120.02(C-5) ， 100.19(C-5) ， 79.14(O-CH2-O) ，

63.55(C-1) ， 61.43(C-1) ， 55.32(12-OMe) ，

55.00(6-OMe) ， 51.00(C-3,3) ， 44.64(2-Me) ，

43.57(2-Me)，41.88(C-α)，36.82(C-α)，28.63(C-4)，

25.29(C-4)。以上实验数据与文献[8]对照数据一

致，可确定化合物为盐酸千金藤素。 

2.3  质量平衡法 

质量平衡法要求首先确定样品中的各种杂

质，包括非挥发性杂质(有机杂质)、水分、挥发性

溶剂和灼烧残渣的含量，再从总物质中减去上述

杂质得到该物质的纯度。计算公式如下： 

纯度=(100%I 有机杂质)×(100%I 溶剂残留I 水分

I 炽灼残渣)×100%                             （1） 

其中 I 代表杂质含量。 

2.3.1  有机杂质测定  采用 HPLC 对供试品的有

机杂质进行测定。精密称取供试品约 12.50 mg 共

10 份，分别用甲醇溶解并定容至 25 mL 量瓶中，

制成 500 µg·mL1 溶液。按“2.1”项下色谱条件进

行测定，记录色谱峰面积，采用面积归一化法计

算得相对纯度分别为 99.77%，99.76%，99.76%，

99.75%，99.76%，99.76%，99.77%，99.76%，

99.77%，99.77%。将得到的供试品纯度值进行格

拉布斯 (Grubbs)检验 [9]，均值为 99.76%，计算

s=0.000 06，a1=0.01%，a2=0.01%，G=1.476，查格

拉布斯临界值表得 G0.95(10)=2.176，因 G<G0.95(10)，

故 10 组数据中无可疑值。 

2.3.2  其他杂质检测  ①溶剂残留：供试品中的

溶剂残留检测使用气相色谱法，按照中国药典

2010 年版二部附录 VIII P 残留溶剂测定法测定，

色谱条件：DM-624 色谱柱；前进样口温度：230 ℃；

FID 检测器温度：250 ℃；进样量：1 µL；分流比：

30∶1；流速：1.5 mL·min1；升温程序：70 ℃保

持 12 min，以 25 ℃·min1 速度升至 180 ℃，保持

5 min，以 35 ℃·min1 速度升至 230 ℃，保持

10 min。结果见表 1。②水分：采用卡尔·费休水分

测定仪，按照中国药典 2010 年版二部附录 VIII M

水分测定法测定供试品中水分含量，结果见表 1。

③炽灼残渣：供试品中的无机杂质按照中国药典

2010 年版二部附录 VIII N 炽灼残渣检查法要求测

定，结果见表 1。 

表 1  供试品的杂质含量测定结果 

Tab. 1  Results of impurities content in test sample    % 
编号 溶剂残留 水分 炽灼残渣 

1 0.063 1 0.040 0 0.038 0 

2 0.062 8 0.043 0 0.037 6 

3 0.063 7 0.044 0 0.036 8 

4 0.063 0 0.036 0 0.039 8 

5 0.063 6 0.044 0 0.038 9 

6 0.064 2 0.037 0 0.037 5 

7 0.063 8 0.036 0 0.038 2 

8 0.063 7 0.044 0 0.037 3 

9 0.063 7 0.038 0 0.037 3 

10 0.063 6 0.038 0 0.038 4 

均值 0.064 0 0.040 0 0.038 0 

s 0.000 4 0.003 4 0.000 9 

2.3.3  不确定度评定  按照质量平衡法数学模型[10]

测定不确定度，结果见表 2。其中，A 主峰为主色谱

峰面积，A 总色谱峰为总色谱峰面积，s 为测量标准偏

差，n 为测量次数，k 为包含因子。 

2.3.4  定值结果及不确定度 

按照公式 1 计算盐酸千金藤素纯度标准物质

标准值(即纯度值)得 99.62%，质量平衡法最终结

果表示为(99.62±0.24)%(n=10)，k=2，P=0.95。 

2.4  DSC 法 

2.4.1  条件  升温速率：10 K·min1；升温区间：

30~180 ℃；炉内气体：静态空气。 

2.4.2  纯度测定  精密称取供试品 2.0~4.0 mg 共

10 份，分别置于 40 µL 的标准铝坩埚中，压盖，

备用。记录 DSC 曲线，按以下公式计算相对纯度： 

  %100
)-(Δ

-1=
2

0

f0f 
RT

TTFH
纯度      (2) 

其中，Hf 为纯物质的熔融热焓，R 为气体常

数，T0 为纯物质的熔点，Tf 为样品实测熔点，F

为熔融分数。 

相对纯度分别为：99.62%，99.67%，99.63%，

99.60%，99.56%，99.57%，99.62%，99.68%，

99.62%，99.56%。将得到的供试品纯度值进行格

拉布斯检验，其均值为 99.61%，计算 s=0.000 419 1，

a1=0.07%，a2=0.05%，G=1.670，查格拉布斯临界
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值表得 G0.95(10)=2.176，G<G0.95(10)，故 10 组数

据中无可疑值。 

2.4.3  不确定度评定  针对 DSC 纯度测量过程，

对不确定度进行评定，结果见表 3。其中，m 为称

样量，X 为杂质含量，Tm 为样品熔点均值，T 为

温度。 

表 2  质量平衡法不确定度评定结果 

Tab. 2  Results of uncertainty evaluation by mass balance method 

参数 描述 公式 数值 

u 主峰 色谱主峰面积不确定度 
2

10

S 各组主峰偏差

 
2.866 4 

u 总色谱峰 总色谱峰面积不确定度 
2

10

S 各组总色谱峰偏差

 
2.950 5 

uHPLC HPLC 测定不确定度    22
HPLC // 主峰主峰 总色谱峰主峰

AuAuW AA   0.001 18 

OH2
u  水分测定不确定度 

n

s  
0.000 010 8 

usolvent 溶剂残留不确定度 
n

s  
0.000 001 3 

uash 灰分测定不确定度 
n

s  
0.000 002 8 

uw 合成不确定度 2
solvent

2
ash

2
OH

2
HPLC 2

uuuu   0.001 18 

Uc 扩展不确定度 kuw(其中 k=2，P=0.95) 0.002 36 

表 3  DSC 法不确定度评定结果 

Tab. 3  Results of uncertainty evaluation by DSC method 

参数 描述 公式 数值 

uB1(DSC) 铟标定焓变不确定度 
n

s  
2.77×103 

uA1(DSC) 测量不确定度 
n

s  
0.000 133 

uB2(DSC) 称量误差不确定度 ( d )
X

m k
m



 0.001 92 

uB3(DSC) 温度误差不确定度 
0 m

X X
dT k

T T

  
   

 
9.10×106 

u (DSC) 合成标准不确定度 2 2 2 2
1( ) 1( ) 2( ) 3( )99.61% B DSC A DSC B DSC B DSCu u u u     0.001 35 

Uc 扩展不确定度 kuw(其中 k=2，P=0.95) 0.002 70 

 

2.4.4  定值结果及不确定度  DSC 法测定盐酸千

金藤素纯度标准物质的结果为 (99.61±0.27)% 

(n=10)，k=2，P=0.95。 

2.5  均匀性检验与稳定性研究 

2.5.1  均匀性检验  随机数表抽取 15 支“盐酸千

金藤素纯度标准物质”，每支取样 3 次，采用高效

液相色谱面积归一化法进行均匀性检验。经方差

分析，得到 F 值为 1.08，查 F 检验临界值表得 F 0.05 

(14，30)=2.04，即 F<F0.05(14，30)。结果表明，供

试品具有良好的均匀性。 

2.5.2  稳定性检验  ①短期稳定性：考虑到盐酸

千金藤素纯度标准物质在运输及转移过程对环境

的要求，对包装后标准物质样品进行高温实验

(60 ℃，14 d)、高湿实验[(90±5)%，25 ℃，14 d]、

光照实验[照度(4 500±500)lx，14 d]，并分别于 0，

7，14 d 对标准物质样品进行检测[11]，考察标准物

质样品纯度变化情况。每个时间点随机抽取 3 瓶

样品，每瓶测量 3 次，采用 HPLC 检测样品纯度，

结果见表 4。 

当标准物质特性量值的标准值未知时，用平均

值一致性检验法评价标准物质的稳定性，公式为： 

1 2

2 2
1 1 2 2 1 2

1 2 1 2
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表 4  短期稳定性实验结果 

Tab. 4  Results of short-term stability  

条件 时间/d 

纯度值/% 

均值/% s/% 瓶 1 瓶 2 瓶 3 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

高温 

0 99.76 99.77 99.76 99.76 99.75 99.79 99.78 99.76 99.77 99.77 0.012 

7 99.75 99.77 99.77 99.76 99.75 99.76 99.75 99.76 99.76 99.76 0.008 

14 99.76 99.77 99.76 99.74 99.74 99.76 99.77 99.74 99.76 99.76 0.013 

高湿 

0 99.76 99.77 99.76 99.76 99.75 99.79 99.78 99.76 99.77 99.77 0.013 

7 99.76 99.75 99.77 99.77 99.77 99.75 99.76 99.76 99.76 99.76 0.008 

14 99.76 99.75 99.77 99.75 99.77 99.73 99.75 99.77 99.76 99.76 0.013 

光照 

0 99.76 99.77 99.76 99.76 99.75 99.79 99.78 99.76 99.77 99.77 0.012 

7 99.74 99.76 99.76 99.75 99.77 99.77 99.77 99.76 99.77 99.76 0.011 

14 99.73 99.75 99.77 99.76 99.76 99.76 99.76 99.75 99.77 99.76 0.012 

 

其中， x 表示测量平均值，n 表示测量数，s

表示测量标准偏差，角标 1 为第 1 次测量，角标 2

为第 2 次测量。 

查 t 分布双侧分位数表得 0.05
4 2.776t  ，计算获

得：高温  0.05
4 0,7 1.192t  ，高温  0.05

4 0,14 0.994t  ，

高湿  0.05
4 0,7 1.192t  ，高湿  0.05

4 0,14 0.960t  ，光照

 0.05
4 0,7 1.071t  ，光照  0.05

4 0,14 1.000t  。 

短期稳定性实验结果表明，实验前后供试品

的化学纯度未发生变化，样品在短期不同环境条

件下的稳定性良好。证明供试品的包装能够满足

运输及转移过程中对环境的一般需求。 

②长期稳定性：考虑到供试品在常温状态下

的稳定性，将包装后标准物质放置在常温下长期

保存，并分别于 0，1，2，4，6，12 个月对取样

进行纯度检测。每个时间点随机抽样 6 瓶样品，

按短期稳定性考察方法检测样品纯度，结果见表 5。 

以 x 代表时间，以 y 代表标准物质的特性量值

(盐酸千金藤素的纯度值)，拟合成一条直线，获得

直线方程为：y=0.000 006x+0.997 6。则有斜率

a=0.000 006，截距为 b=0.997 6，计算直线的标

准偏差： 

2

2 91

( )
1.49 10

2

n

i i
i

Y b aX
S

n


 
  




 

因此，斜率的不确定度用下式计算： 
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表 5  长期稳定性实验结果 

Tab. 5  Results of long-term stability 

时间/

月
次数

纯度/% 均值/

% 
s/%

瓶 1 瓶 2 瓶 3 瓶 4 瓶 5 瓶 6 

0 1 99.76 99.76 99.78 99.76 99.75 99.77 

99.76 0.010 82 99.77 99.75 99.76 99.77 99.75 99.76 

3 99.76 99.79 99.77 99.76 99.75 99.77 

1 1 99.76 99.74 99.75 99.74 99.76 99.76 

99.75 0.014 62 99.77 99.74 99.77 99.77 99.73 99.73 

3 99.76 99.75 99.78 99.76 99.76 99.74 

2 1 99.74 99.74 99.71 99.77 99.77 99.77 

99.76 0.017 82 99.73 99.76 99.77 99.76 99.77 99.77 

3 99.77 99.76 99.76 99.76 99.78 99.77 

4 1 99.78 99.76 99.75 99.76 99.76 99.78 

99.76
0.009 4

2 99.75 99.75 99.76 99.76 99.75 99.75 

3 99.77 99.76 99.77 99.76 99.76 99.76  

6 1 99.76 99.78 99.76 99.76 99.77 99.76 

99.76 0.015 92 99.74 99.76 99.76 99.71 99.76 99.77 

3 99.76 99.77 99.77 99.77 99.77 99.74 

12 1 99.76 99.75 99.73 99.77 99.72 99.75 

99.75 0.015 42 99.76 99.76 99.74 99.76 99.74 99.76 

3 99.75 99.77 99.74 99.77 99.73 99.77 

其中 X 为时间，Y 为标准物质纯度值，i 为各

时间点。自由度为 n2=62=4 和 P=0.95(95%置信

区间)的 t 因子等于 2.776。由于 | a |=6.0×106< 
0.05
4 ( )at S =1.09×105，故斜率是不显著的，因而

未观察到不稳定性。结果表明，供试品在 12 个月

内稳定性良好。 

2.6  综合评价 

盐酸千金藤素纯度标准物质的定值和不确定
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度评价分别使用了 2种方法，即质量平衡法与 DSC

法。使用 t 检验方法对不同原理获得的定值结果进

行比较，计算 t 值为 0.780，经查 t 分布双侧分位

数表知： 0.05
10 2.228t  ，t 值小于临界值，表明 2 种

方法测定结果一致。 

因此，2 种定值方法的测量结果最佳值为其算

数平均值，即：x 

%62.99
2

%61.99%62.99

2
21 







xx
x  

对 2 种方法的不确定度进行综合评价，结果

见表 6。其中 x1 为质量平衡法测定结果，x2 为 DSC

法测定结果，MS 组间为组间方差，MS 组内为组内方

差，n 为测量次数，t 为时间。 

表 6  不确定度综合评定结果 

Tab. 6  Results of uncertainty evaluation 

参数 描述 公式 数值 

uc(x) 测量不确定度 
2 21 2

1 2

( ) ( )
( ) ( )c cu x u x

x x


 

0.001 796

SH 均匀性不确定度 2 2( )MS MS n
组间 组内

/
 

2.49×109

St 稳定性不确定度 ( )at S  4.70×105

uc(总) 总合成不确定度 2 2 2
H tS Su  c(x)  

0.001 79 

Uc 总扩展不确定度 k×uc(总)(其中 k=2，P=0.95) 0.003 58 

盐酸千金藤素纯度标准物质的纯度值最终为

(99.6±0.4)%，k=2，P=0.95。 

3  讨论 

根据 ISO 导则及我国一级标准物质研制规范

的要求，本研究采用 2 种不同原理的方法对盐酸

千金藤素标准物质进行联合定值的方式，弥补了

单一定值方法的不足与缺陷，保证了定值结果的

合理性与科学性。质量平衡法通常被认为具有很

高准确度，并且被世界卫生组织和欧洲药典推荐

为药品标准物质定值方法[12]，是一种潜在的基准

方法[13]，在盐酸千金藤素标准物质定值研究中，

有效检测出不同杂质，即无机杂质、有机杂质和

溶剂残留。而基于凝固点下降原理的 DSC 法则具

有样品量少、快速高效、检测方法准确度高以及

检测结果重现性好等特点，常用于标准物质的定

值研究和药物研究[14-15]。在本研究中，有效地验

证了质量平衡法的测定结果。 

本研究研制的盐酸千金藤素标准物质属国家

一级有证标准物质，具备量值溯源和传递功能，

可用于仪器校准、新方法确认、实验室检测能力

验证以及相关产品成分与含量的质量控制与法律

仲裁等方面。 
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