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高效液相色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇

含量的不确定度评定
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山东省医疗器械生物学评价重点实验室，济南　250101)

摘要　采用高效液相色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇的含量，并评定测量不确定度。建立了测量不确定度评

定模型，测量过程中的不确定度来源主要有标准溶液配制、样品处理、标准曲线拟合、测量重复性。比较结果表明，

高效液相色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇含量的测量不确定度主要来自测量重复性和标准工作溶液的配制两个

方面。药物涂层球囊中紫杉醇含量的合成标准不确定度为 0.104 mg，扩展不确定度为 0.21 mg，测量结果可表示为

(11.54±0.21) mg (k=2)。
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Evaluation of uncertainty for determination of paclitaxel content in drug-eluting balloons by high 
performance liquid chromatography

SUN Yupeng, DU Fuying, GUO Lijuan, ZHANG Liying, MENG Xiaoyi
(Shandong Institute of Medical Device and Pharmaceutical Packaging Inspection, NMPA Key Laboratory of Safety Evaluation for Biomaterials 

and Medical Devices, Shandong Key Laboratory of Biological Evaluation for Medical Devices, Jinan　250101, China)

Abstract　The content of paclitaxel in drug-eluting balloons (DEB) was determined by high performance liquid 

chromatography (HPLC). The model of uncertainty evaluation for this process was established and the sources of 
uncertainty were assessed as standard solution preparation, sample treatment, standard curve and measurement repeatability. 
The uncertainty of paclitaxel content in drug-eluting balloons mainly resulted from the repeatability of determination and 
the preparation of standard solutions with the comparison among the components of uncertainty. The synthetic standard 
uncertainty of paclitaxel content in drug-eluting balloons was 0.104 mg, and the expanded uncertainty was 0.21 mg. The 
result of measurement was (11.54±0.21) mg (k=2).
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支架内再狭窄是一种常见的经皮冠状动脉介

入治疗的并发症，是由血管中膜炎性反应引起的平

滑肌增殖和细胞外间质生成而造成的 [1–3]。为了解

决阻碍冠状动脉介入治疗发展的难题，人们设计了

药物涂层支架并广泛应用 [4–8]。但药物涂层支架同

样会引发支架内再狭窄的问题 [9]，于是人们将药物

涂层技术应用到球囊上，开发药物涂层球囊，以期攻

克支架内再狭窄的难关 [10–11]。

20世纪 60年代，人们从太平洋紫衫中获得了具

有抗肿瘤作用的提取物 [12]。1971 年，Wani 等明确

了提取物中关键成分的结构组成，并将这种成分命

名为紫杉醇 [13]。紫杉醇是第一种在临床应用的紫杉

烷类化合物，对多种癌症都有良好的治疗作用 [12]。 
此外，人们还发现紫杉醇具有抑制平滑肌细胞增殖

的作用 [14–15]。同时，紫杉醇的化学结构决定了其拥

有较强的疏水性，使其在体内释放后能够在释放位

通信作者　孙钰朋，硕士，工程师，主要从事医疗器械检验工作

收稿日期　2022-05-20

引用格式　孙钰朋，杜福映，郭利娟，等 . 高效液相色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇含量的不确定度评定 [J]. 化学分析计量，2022，31(8): 72.

SUN Yupeng，DU Fuying，GUO Lijuan，et al. Evaluation of uncertainty for determination of paclitaxel content in drug-eluting balloons by 

high performance liquid chromatography[J]. Chemical Analysis and Meterage，2022，31(8): 72.



 73 孙钰朋，等：高效液相色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇含量的不确定度评定 

置有效的保留 [16]。紫杉醇的这些特性，使其成为了

药物涂层球囊的首选药物 [17]。

测量结果的质量应有定量的说明，以便评价其

可靠程度。评定和表示测量结果的不确定度是一种

表征测量结果质量的公认方法 [18]。测量不确定度

是表征合理地赋予被测量值的分散性，与其测量结

果相联系的参数 [19]。笔者用高效液相色谱法测定

了药物涂层球囊中的紫杉醇含量 [20]，参照 CNAS-G 
006 《化学分析中不确定度的评估指南》[21]，对测定

过程中影响最终结果的不确定度来源进行了分析，

并进行了不确定度评定，为测量结果的准确性和可

靠性提供了有效的保证，为类似实验方法的监督评

价提供了有力的数据支撑。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高 效 液 相 色 谱 仪：Waters ACQUITY UPLC 
H-CLASS 型，美国沃特世公司。

电子天平：Mettler Toledo XP205型，感量为0.01 
mg，瑞士梅特勒托利多公司。

涡旋混合器：VORTEX-5 型，海门市其林贝尔

仪器制造有限公司。

超声清洗器：KQ3200DE 型，昆山市超声仪器

有限公司。

紫杉醇对照品：质量分数为 99.8%，批号为

100382-201904，中国食品药品检定研究院。

乙腈、甲醇：均为色谱纯，德国默克公司。

实验用水：超纯水，由 Millipore 纯水机制备。

1.2　实验步骤

1.2.1　标准溶液的配制

紫杉醇标准储备液：1 070.85 mg/L，精密称定

紫杉醇标准品 10.73 mg，置于 10 mL 容量瓶中，用

乙腈溶解，定容，摇匀。

紫杉醇标准工作溶液：用移液管分别精密量取

0.10、0.20、0.50、0.80、1.00 mL 紫杉醇标准储备液，

分别置于 10 mL 容量瓶中，用乙腈定容，摇匀，得

到质量浓度分别为 10.71、21.42、53.54、85.67、107.1 
mg/L 的紫杉醇系列标准工作溶液。

1.2.2　样品处理

取药物涂层球囊，置于具塞试管中，用移液管

精密量取 25.00 mL 乙腈置于试管中，摇匀，超声 10 
min，得到样品溶液。用移液管精密量取 1.00 mL 样

品溶液，置于 10 mL 容量瓶中，用乙腈定容、摇匀，

用 0.22 μm 滤膜过滤，得到样品溶液。

1.2.3　色谱条件

色 谱 柱：Agilent XDB C-18 柱 (150 mm×4.6 
mm，5 μm，美国安捷伦科技有限公司 ) ；流动相：

甲醇 – 水 – 乙腈 ( 体积比为 23∶41∶36，下同 )，流
量为 1.0 mL/min ；柱温：35 ℃；检测波长：227 nm ；

进样体积：10 μL。
2　数学模型

药物球囊扩张导管中的紫杉醇含量按照式 (1)
计算：

m=ρ×V×f×10–3                      (1)
式中：m——药物球囊扩张导管的紫杉醇含量，mg ；

ρ——样品溶液的质量浓度，mg/L ；

V——样品溶液的体积，mL ；

f——样品溶液的稀释因子。

3　测量不确定度来源

根据实验步骤及数学模型可知，影响样品中紫

杉醇含量测定结果不确定度的因素有标准溶液配

制、样品处理、标准曲线拟合、测量重复性等。实验

过程中有关的不确定度来源如图 1 所示。

图 1　测量不确定度来源

4　测量不确定度评定

4.1　紫杉醇标准溶液配制过程引入的不确定度

紫杉醇标准溶液配制过程中产生的不确定度

包括标准储备液和标准工作溶液引入的不确定度。

4.1.1　紫杉醇标准储备液质量浓度引入的不确定度

(1) 称量引入的不确定度：实验使用电子天平

称量紫杉醇标准品 (ms)10.73 mg，所用天平最大允

许误差 d=0.01 mg，按均匀分布考虑，k= 3，则电子

天平称量引入的标准不确定度：

             u(ms)=d/k=0.005 774 mg
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电子天平称量引入的相对标准不确定度：

                urel(ms)=u(ms)/ms=0.000 538
(2) 容量瓶引入的不确定度：所用 10 mL(Vs) 容

量瓶经过计量校准，其校准证书显示扩展不确定度

U(Vs)=0.007 mL(k=2)。由此可知，10 mL 容量瓶引

入标准不确定度：

u(Vs)=U(Vs)/k=0.003 5 mL
10 mL 容量瓶引入相对标准不确定度：

urel(Vs)=u(Vs)/Vs=0.000 35
(3) 温度变化引入的不确定度：实验室的温度

为 (20±5)℃，温度波动引起的体积变化呈均匀分

布，k= 3，溶剂乙腈的体积膨胀系数为 1.37×10–3 
℃ –1，则 10 mL 容量瓶因温度变化引入的相对标准

不确定度：

         urel(T)=1.37×10–3×5/k=0.003 95
将以上分量合成，得紫杉醇标准储备液浓度 ρs0

引入的相对标准不确定度：

urel(ρs0)= ( ) ( ) ( )u m u V u T2 2 2
rel s rel s rel+ + =0.004 01

4.1.2　紫杉醇标准工作溶液质量浓度引入的不确定度

(1) 1 mL(V1) 移液管引入的不确定度：所用 1 
mL 移液管经过计量校准，其校准证书显示扩展不

确定度 U(V1)=0.004 mL(k=2)。由此可知，移液管引

入的标准不确定度：

u(V1)=U(V1)/k=0.002 mL
移液管引入的相对标准不确定度：

urel(V1)=u(V1)/V1=0.002
(2) 溶液稀释定容引入的不确定度：由 4.1.1(2)

可知，所用 10 mL 容量瓶引入的相对标准不确定度

urel(V10)=0.000 35。
紫杉醇标准工作溶液的配制共有 5 次用移液管

移取储备液到容量瓶定容的操作，则紫杉醇标准工

作溶液质量浓度 ρsi 引入的相对标准不确定度：

urel(ρsi)= ( ) ( )u V u V5 1
2 2

10rel rel# + =0.004 47。
以上两个分量互不相关，合成得紫杉醇标准溶

液配制过程引入的相对标准不确定度：

urel(ρs)= ( ) ( )u u2 2
rel s0 rel sit t+ =0.006 00

4.2　样品处理过程引入的不确定度

药物涂层球囊前处理过程中产生的不确定度

包括样品溶液制备和稀释引入的不确定度。

4.2.1　样品溶液移取引入的不确定度

实验室所用 25 mL 移液管经过计量校准，其校

准证书显示扩展不确定度 U(V25)=0.007 mL(k=2)。

由此可知，标准不确定度 u(V25)=U(V25)/k=0.003 5 
mL，相对标准不确定度 urel(V25)=u(V25)/25=0.000 14。
则样品溶液移取引入的相对标准不确定度：

urel(Vx0)=urel(V25)=0.000 14
4.2.2　样品溶液稀释引入的不确定度

(1) 1 mL 移液管引入的不确定度。由 4.1.2(1)
可知，1 mL 移液管引入的相对标准不确定度

urel(V1)=0.002。
(2) 10 mL 容量瓶引入的不确定度。由 4.1.2(2)

可知，所用 10 mL 容量瓶引入的相对标准不确定度

urel(V10)=0.000 35。
将以上两个分量合成，得样品溶液稀释引入的

相对标准不确定度：

urel(Dx)= ( ) ( )u V u V2
1

2
10rel rel+ =0.002 03

样品处理过程引入的相对标准不确定度：

urel(P)= ( ) ( )u V u Dxx
2

0
2

rel rel+ =0.002 04
4.3　测量重复性产生的不确定度

笔者对 7 份药物涂层球囊进行了测定，每份样

品重复测定 3 次，结果见表 1。
表 1　紫杉醇含量测定结果

样品
序号

测定
次数

峰面积
质量浓度 ρx /

(mg · L–1) 质量 /mg

1
1
2
3

1 069 760
1 030 528
1 024 519

48.39
46.60
46.33

12.10
11.65
11.58

2
1
2
3

1 022 840
1 024 558
1 023 958

46.25
46.33
46.30

11.56
11.58
11.57

3
1
2
3

1 021 986
1 022 084
1 025 709

46.21
46.21
46.38

11.55
11.55
11.59

4
1
2
3

1 051 224
1 052 940
1 050 891

47.55
47.62
47.53

11.89
11.91
11.88

5
1
2
3

1 029 365
1 028 615
1 025 924

46.55
46.51
46.39

11.64
11.63
11.60

6
1
2
3

976 577
979 408
977 672

44.13
44.26
44.18

11.03
11.07
11.05

7
1
2
3

1 002 573
1 003 012
1 002 245

45.32
45.34
45.31

11.33
11.34
11.33

根据上述测定结果计算得知，药物涂层球囊中

紫杉醇含量平均值mav=11.54 mg，测定次数为21次，

计算得单个测定值的标准偏差 s=0.281 0 mg，本次

实验由测量重复性引入的标准不确定度：

u(R)=s/ n =0.061 33 mg
由测量重复性引入相对标准不确定度：
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urel(R)=u(R)/mav=0.005 31
4.4　标准曲线拟合引入的不确定度

对每个浓度的紫杉醇标准工作溶液重复测

定 3 次，得到的色谱峰面积列于表 2。根据最小二

乘法，拟合得到标准曲线方程 y=21 883ρ+10 784，
r2=0.999 8。

表 2　紫杉醇标准工作溶液浓度、色谱峰面积对应关系

标准工作溶液质量
浓度 ρsi/(mg · L–1)

色谱峰面积 y
yi1 yi2 yi3 计算值 yfi

10.71 252 175 250 623 252 594 244 700
21.42 483 570 475 777 476 054 478 360
53.54 1 162 526 1 167 143 1 163 544 1 179 339
85.67 1 887 143 1 885 479 1 883 256 1 880 319
107.1 2 361 266 2 343 789 2 346 132 2 347 638

色谱峰面积标准偏差按照式 (2) 计算：

( )

( )

( )s y
n

y y

2
2

ij i

j

z

i

w
2

11

f

=
-

-
==

//

式中：yij——不同质量浓度紫杉醇标准工作溶液色 
                      谱峰面积测定值；

yfi——按照标准曲线方程计算得到的色谱峰

面积；

w——质量浓度点的数量，w=5 ；

z——每个质量浓度点的测定次数，z=3 ；

n——紫杉醇标准工作溶液的测定总次数，

n=15。
将表 2 数据代入式 (2) 计算可得 s(y)=10 367.32。
样品浓度是根据标准曲线方程计算得到的，标

准曲线拟合产生的标准不确定度由式 (3) 计算 [21] ：

( )
(3)Lu

b
s y

p n
1 1

si si

i

n

si

2

1

2

t t

t t
= + +

-

-

=

^
^
^h

h
h

/
式中：b——标准曲线方程拟合所得斜率；

P——样品溶液的测定总次数；

n——紫杉醇标准工作溶液的测定总次数；

t ——样品溶液中紫杉醇浓度平均值；

ist ——紫杉醇标准工作溶液紫杉醇浓度的质 
  量平均值；

ρsi——紫杉醇标准工作溶液的紫杉醇质量浓

度。

通过计算得 u(L)=0.163 3 mg/L，样品溶液中紫

杉醇质量浓度平均值 t =46.18 mg/L，则相对标准

不确定度：

urel(L)=u(L)/ t =0.003 54

4.5　合成标准不确定度

根据上述相对标准不确定度的分析与计算，高

效液相色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇含量的合

成相对标准不确定度：

urel= ( ) ( ) ( ) ( )u u u uP R L2 2 2 2
rel s rel rel relt + + + =0.009 00

药物球囊扩张导管中紫杉醇含量 m=11.54 mg，
则合成标准不确定度 u=m×urel=0.104 mg。

测定过程中各个不确定度分量对最终的不确

定度贡献大小见表 3。
表 3　不确定度分量统计表

不确定度来源
不确定度

分量
相对标准
不确定度

不确定度
贡献率 /%

标准储备液浓度 urel(ρs0) 0.004 01 19.92
标准工作溶液浓度 urel(ρsi) 0.004 47 24.82

样品处理 urel(P) 0.000 14 0.02
样品溶液稀释 urel(Dx) 0.002 03 5.12
测量重复性 urel(R) 0.005 31 35.03

标准曲线拟合 urel(L) 0.003 54 15.09

根据表 3 可知，高效液相色谱法测定药物涂层

球囊中紫杉醇含量的测量不确定度主要来自测量重

复性和标准工作溶液的配制两个方面。样品溶液的

制备与稀释过程，对最终结果的不确定度影响较小。

4.6　扩展不确定度和结果报告

根据 GB/T 27418—2017 《测量不确定度评定

和表示》的规定，测量不确定度最多为两位有效数

字 [18]。按正态分布，取包含因子 k=2，即包含概率为

95%，则扩展不确定度 U=u×k=0.21 mg。高效液相

色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇含量的结果可表

示为 (11.54±0.21) mg(k=2)。
5　结语

通过建立高效液相色谱法测定药物涂层球囊

中紫杉醇含量不确定度评价模型，保证了对药物涂

层球囊中紫杉醇含量测试结果的有效性和合理性，

为高效液相色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇含量

的质量控制提供了有效而可靠的测量体系。高效液

相色谱法测定药物涂层球囊中紫杉醇含量的测量不

确定度来源主要是测量重复性和标准工作溶液的配

制。因此，在测定过程中，实验人员可以增加样品重

复测量次数，以减少测量重复性对测量结果的影响。

同时，实验人员应注意测试操作的规范性，确保测量

结果的准确可靠。
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