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高效液相色谱法测定盐酸吗啉胍片含量及其不确定度评定
朱清丽 １，李 鹏 １，郭梦倩 ２，涂蓉荣 １

（１．陕西省安康市食品药品检验检测中心，陕西 安康 ７２５０００； ２．陕西省安康市中心医院，陕西 安康 ７２５０００）
摘要：目的 建立测定盐酸吗啉胍片含量的高效液相色谱法，并评定其不确定度。方法 色谱柱为 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），流动相为０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液－甲醇（９５∶５，Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２３７ｎｍ，柱温为３０℃，进样量为２０μＬ。
并通过建立此方法测定数学模型，分析测量过程，确定不确定度来源和合成不确定度牗ＵＣ牘。结果 盐酸吗啉胍质量浓度在２～２０μｇ／ｍＬ范
围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝６），平均回收率为１００．７２％，ＲＳＤ为０．６３％（ｎ＝９）；样品含量测定结果低于现行紫外 －
可见分光光度法的测定结果，其 Ｕｃ为０．４３％，扩展不确定度牗Ｕ牘为０．８６％（ｋ＝２）。结论 通过不确定度评定，相较样品现行标准检测

方法，所建立的高效液相色谱法专属性更强、重复性更好、准确度更高，可用于盐酸吗啉胍片的质量控制。

关键词：高效液相色谱法；盐酸吗啉胍片；含量测定；不确定度
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１．盐酸吗啉胍

Ａ．阴性对照品溶液 Ｂ．对照品溶液 Ｃ．供试品溶液
图１ 高效液相色谱图
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了进一步提高检测标准，本研究中参考文献犤３－８犦，建
立了测定含量的高效液相色谱牗ＨＰＬＣ牘法。并根据李慎
安《化学实验室测量不确定度》、倪育才《实用测量不确

定度评定（第 ５版）》及参考文献犤９－１２犦分析新建方法
含量测定结果的不确定度，找出了不确定度的主要来源

并判定所建方法测定结果的可信度。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＬＣ－２０３０型高效液相色谱仪（含紫外检测器、色谱
工作站）、ＵＶ－２６００型紫外分光光度计，均购自日本
Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司；Ｍｉｌｌｉ－ＱＩｎｔｅｇｒａｌ５型超纯水一体机（德
国默克密理博公司）；ＡＵＷ２２０Ｄ型电子分析天平（精度
为十万分之一）；ＫＱ－２５０ＤＥ型超声波清洗仪（昆山市
超声波仪器厂）。

１．２ 试药

盐酸吗啉胍片（山西太原药业有限公司，批号为

１９１００６，１８１１０２；山西津华晖星制药有限公司，批号为
１９１１１３）；盐酸吗啉胍对照品（中国食品药品检定研究院，
批号为１００４８３－２００４０２，含量 １００．００％）；甲醇、磷酸二
氢钾均为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 含量测定

２．１．１ 色谱条件

色谱柱：ＰｈｏｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ）；流动相：０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液 －甲醇
（９５∶５，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２３７ｎｍ；柱
温：３０℃；进样量：２０μＬ。
２．１．２ 溶液制备

取盐酸吗啉胍对照品 ５０ｍｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ
容量瓶中，加水溶解并定容，摇匀，作为对照品贮备液；

精密量取２ｍＬ，置２００ｍＬ容量瓶中，加水定容，制成每
１ｍＬ中含１０μｇ的对照品溶液。取样品２０片，研细，称

取适量，精密称定（约相当于盐酸吗啉胍５０ｍｇ），置１００ｍＬ
容量瓶中，加水适量，超声（功率２５０Ｗ，频率４０ｋＨｚ）处
理２０ｍｉｎ，加水定容，摇匀，滤过，精密量取续滤液２ｍＬ，置
１００ｍＬ容量瓶中，加水定容，制成每１ｍＬ中约含１０μｇ
的供试品溶液。取按盐酸吗啉胍片处方工艺制备不含盐

酸吗啉胍的阴性样品，按供试品溶液制备方法制备阴性

对照品溶液。

２．１．３ 方法学考察

专属性与系统适用性试验：分别精密量取２．２项下
３种溶液各２０μＬ，按２．１．１项下色谱条件进样测定，记
录色谱图。供试品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相

同保留时间处有相应色谱峰，阴性对照无干扰。分离度

均大于１．５，理论板数均大于５０００。色谱图见图１。
检测限与定量限考察：取 ２．１．２项下对照品溶液，

逐级定量稀释后，按２．１．１项下色谱条件进样测定，记录
色谱图。以信噪比（Ｓ／Ｎ）为１０∶１时的测得值为定量限，
以 Ｓ／Ｎ为３∶１时的测得值为检测限，结果盐酸吗啉胍的
定量限为０．０１７７μｇ／ｍＬ，检测限为０．００５７８μｇ／ｍＬ。

耐用性试验：取２．１．２项下对照品溶液及供试品溶
液，分别在不同流速（０．８，１．０，１．２ｍＬ／ｍｉｎ）、不同柱温
（３０，３５，４０℃）、不同色谱柱（ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８柱，Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｃ１８柱，ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８柱）下进样分析（均保持其余色谱
参数不变），结果表明，流速、柱温或色谱柱发生一定程

度改变时，本方法能满足试验要求，耐用性好。

线性关系考察：精密量取对照品贮备液 １，３，５，７，
９，１０ｍＬ，分别置５０ｍＬ容量瓶中，加水定容，摇匀；各精
密量取５ｍＬ置５０ｍＬ容量瓶中，定容，制成系列对照品
溶液。各精密量取 ２０μＬ，按 ２．１．１项下色谱条件进样
测定，记录色谱图。以峰面积（Ｙ）对质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）
进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝８９０１１．０Ｘ－４４７．３４６，
ｒ＝０．９９９９牗ｎ＝６）。结果表明，盐酸吗啉胍质量浓度在
２～２０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。
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批号

１９１００６
１９１００６
１９１００６
１９１００６

含量（％）

９６．６９
９６．７０
９７．２１
９７．３３

批号

１８１１０２
１８１１０２
１８１１０２
１８１１０２

含量（％）

９６．６２
９６．５９
９７．３９
９７．３７

批号

１９１１１３
１９１１１３
１９１１１３
１９１１１３

含量（％）

９７．６３
９７．６１
９８．１５
９８．１５

样品含量（ｍｇ）

３９．０９
３９．０９
３９．０９
３９．０９
３９．０９
３９．０９
３９．０９
３９．０９
３９．０９

加入量（ｍｇ）

８．３２
８．３２
８．３２
１０．４０
１０．４０
１０．４０
１２．４８
１２．４８
１２．４８

测得量（ｍｇ）

４７．５１
４７．５６
４７．４８
４９．５８
４９．６０
４９．４９
５１．６６
５１．６０
５１．５４

回收率（％）

１０１．２０
１０１．８０
１００．８４
１００．８７
１０１．０６
１００．００
１００．７２
１００．２４
９９．７６

Ｘ（％）

１００．７２

ＲＳＤ（％）

０．６３

表２ 样品中盐酸吗啉胍含量测定结果牗ｎ＝４牘
Ｔａｂ．２ Ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆｍｏｒｏｘｙｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎ ｔｈｅ

ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝４）

Δ＝１∑２０
２０

ｋ＝１

Δｋ＝６．５２％２０ ＝０．３３％

ｓ（Δｋ）＝ ∑
２０

ｋ＝１

Ｖｋ２／（２０－１樤 ）＝０．０４８

表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）

精密度试验：精密量取对照品溶液２０μＬ，按２．１．１项下
色谱条件进样测定，重复进样６次，记录峰面积。结果的
ＲＳＤ为０．０６％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
稳定性试验：取样品（批号为１９１００６）适量，依法制

备供试品溶液，室温下放置０，２，６，８，１２，２４ｈ，按２．１．１项
下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果的 ＲＳＤ为０．２７％
（ｎ＝６），表明供试品溶液在室温下２４ｈ内稳定。

重复性试验：取样品（批号为１９１００６）粉末适量，按
２．１．２项下方法制备供试品溶液，平行 ６份，分别精密
量取 ２０μＬ，按 ２．１．１项下色谱条件进样测定，记录色
谱图。结果的 ＲＳＤ为 ０．４０％（ｎ＝６），表明方法重复性
良好。

加样回收试验：取样品（批号为１９１００６）粉末适量，
平行 ９份，精密称定，分别精密加入２．１．２项下对照品
贮备液８，１０，１２ｍＬ，各３份，按２．１．２项下方法制备供试
品溶液，分别精密量取 ２０μＬ，并按 ２．１．１项下色谱条
件进样测定，记录峰面积，并计算回收率。结果见表１。

２．１．４ 样品含量测定

取各批次样品，按 ２．１．２项下方法制备供试品溶
液，各平行４份，分别精密量取２０μＬ，按２．１．１项下色谱
条件进样测定，记录色谱图，并计算含量。结果平均含量为

９７．２９％，详见表２。将表２数据与现行标准中的ＵＶ法的含量测
定结果进行对比，结果批号为１９１００６，１８１１０２，１９１１１３样
品含量测定结果，ＵＶ法均高于 ＨＰＬＣ法（９９．１６％比
９６．９８％，９８．８６％比９６．９９％，９９．７２％比９７．８９％）。
２．２ 不确定度评定

２．２．１ 模型计算方法

模型计算公式见式（１）和式（２），式中 ｆ为对照品的
校正因子；ｎ＝４；ｍＲ为对照品的称样量（ｍｇ）；Ｐ为对照
品的纯度；ＶＲ为对照品的稀释体积（ｍＬ）；ＡＲ为对照品
的峰面积；Ｗ为盐酸吗啉胍标示百分含量（％）；Ａ为样
品的峰面积；ｍ为单片样品的平均质量（ｇ）；ｍ为样品
取样量（ｇ）；Ｖ１为样品第１次稀释体积（ｍＬ）；Ｖ２为移液

管的体积（ｍＬ）；Ｖ３为样品第２次稀释体积（ｍＬ）；１００为
样品的规格（ｍｇ）。

２．２．２ 主要来源

不确定度的主要来源包括随机效应与系统效应导

致的分量。随机效应导致的分量有人员的操作分散性，

仪器的稳定性、重复性，试样制备处理及环境等若干随

机效应引入的不确定度。系统效应导致的分量有仪器、

玻璃量器的允许误差，对照品的纯度及试验温度等由系

统效应引入的不确定度。新建方法测量结果的不确定度

主要来源有人员操作偏向性，试样制备处理，仪器测量

的稳定性、重复性，天平、玻璃量器最大允许误差，环境

温度等。

２．２．３ 分量计算

１牘重复性
把整个检测过程中随机效应导致的分量，如人员操

作偏向性，试样制备处理，仪器测量的稳定性、重复性等

随机效应带来的不确定度分量的分析，以重复性表示。

取本实验室内４名实验人员按新建方法及测量条件检
测盐酸吗啉胍片含量的试验结果２０份，根据测量结果
计算其残差 Ｖｋ，详见表 ３。计算出合并样本标准偏差
Ｓｐ。２０份样品的平行试验结果差值的平均值为：

按贝赛尔公式计算标准差 ｓ（Δｋ）：

合并样本标准差：Ｓｐ＝Ｓ（Δｋ）／樤２＝０．０３３９。
平行试验 ２次的平均值 ｑ的重复性标准偏差：

ｓ（ｑ）＝Ｓｐ／樤２＝０．０２４％。
自由度：ｖ＝ｍ－１＝１９，Ｗ＝９７．６３％。则其相对标

准不确定度为：ｕ（ｒｅｐ）＝ｓ（ｑ）／Ｗ＝２．４６×１０－４。

ｆ＝１∑ｎ
ｎ

ｉ＝１

ｍＲｐ
ＶＲＡＲ

（１）

Ｗ＝ Ａ×ｍ×ｆ珋
ｍ／Ｖ１×Ｖ２／Ｖ３×１００×１００％

（２）

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ



６３

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年９月２０日 第３０卷第１８期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．１８牞Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０牞２０２１

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７
１８
１９
２０

ｑ１
９６．６９
９６．６０
９７．６２
９６．７０
９６．２３
９７．１４
９６．０１
９７．２０
９８．００
９６．１３
９５．４７
９８．３３
１０１．２６
９６．８５
１００．０７
９７．７７
９６．０３
１００．４１
９７．３３
９９．８４

ｑ２
９７．２７
９７．３８
９８．１５
９７．０９
９６．７３
９７．０３
９６．１５
９６．９６
９７．９８
９５．７９
９６．００
９８．１２
１００．９８
９６．４２
１００．３６
９８．０５
９５．７８
１００．０６
９７．２７
１００．０５

Δｋ（％）

０．５８
０．７８
０．５３
０．３９
０．５０
０．１１
０．１４
０．２４
０．０２
０．３４
０．５３
０．２１
０．２８
０．４３
０．２９
０．２８
０．２５
０．３５
０．０６
０．２１

Ｖｋ（％）

０．２５
０．４５
０．２０
０．０６
０．１７
０．２２
０．１９
０．０３
０．３１
０．０１
０．２０
０．１２
０．０５
０．１０
０．０４
０．０５
０．０８
０．０２
０．２７
０．１２

Ｖｋ２

０．０６２５
０．２０２５
０．０４００
０．００３６
０．０２８９
０．０４８４
０．０３６１
０．０００９
０．０９６１
０．０００１
０．０４００
０．０１４４
０．００２５
０．０１００
０．００１６
０．００２５
０．００６４
０．０００４
０．０７２９
０．０１４４
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测量结果（％） 残差计算
序号

注：Δｋ＝｜ｑ１－ｑ２｜；Δ＝
１∑２０

２０

ｋ＝１

Δｋ；Ｖｋ＝｜Δｋ－Δ｜。

Ｎｏｔｅ牶Δｋ＝｜ｑ１－ｑ２｜；Δ＝
１∑２０

２０

ｋ＝１

Δｋ；Ｖｋ＝｜Δｋ－Δ｜．

表３ 样品的测量结果和残差计算

Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｏｒｏｘｙｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏ
ｒｉｄｅｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓａｎｄｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｒｅｓｉｄｕａｌｅｒｒｏｒ

２牘对照品溶液校正因子（ｆ）的不确定度分析
牗１牘对照品取样量的相对不确定度 ｕｒｅｌ（ｍＲ）：称量

所使用的天平为万分之一及十万分之一的双量程电子

天平，在 ｄ＝０．０１ｍｇ档，检定证书给出天平示值误差

为 ０．０３ｍｇ，按矩形分布，ｕ（ｍＲ）＝０．０３ｍｇ／樤３＝
０．０１７ｍｇ，采用减重法称定质量，则天平校准的标准不

确定度为 ２×０．０１７樤 ２＝０．０２４。对照品称定质量为
１０．４１ｍｇ，则 ｕｒｅｌ（ｍＲ）＝０．０２４／１０．４１＝０．００２３。

牗２牘对照品稀释体积的相对不确定度 ｕｒｅｌ（ＶＲ）：
①第 １次，试验中应选用检定为 Ａ级的容量瓶进行定
量分析。Ａ级的１００ｍＬ容量瓶最大允许误差为±０．１０ｍＬ，

按矩形分布，ｕ１（ＶＲ１）＝０．１０ｍＬ／樤６＝０．０４１ｍＬ；本试
验中温度为 ２３℃，校准温度为 ２０℃，按矩形分布，则

ｕ２（ＶＲ１）＝１００×３×２．１×１０－４／樤３＝０．０３６ｍＬ。则

ｕｒｅｌ（ＶＲ１）＝ ０．０４１２＋０．０３６樤 ２＝５．４６×１０－４。②第 ２次，
Ａ级的５ｍＬ单标线移液管最大允许误差为±０．０１５ｍＬ，

按矩形分布，ｕ１（ＶＲ２）＝０．０１５ｍＬ／樤３＝０．００９ｍＬ；

环境温度变化对玻璃仪器带来影响，移液管的校准温度

为 ２０℃，本试验中温度为 ２３℃，则由此产生的体积变
化分散区间半宽 ａ＝５×３×２．１×１０－４ｍＬ，按矩形分
布 ， 则 ｕ２（ＶＲ２）＝０．００３ ｍＬ。 则 ｕｒｅｌ（ＶＲ２）＝

０．００９２＋０．００３樤 ２／５＝１．９０×１０－３。③第 ３次，Ａ级的
５０ｍＬ容量瓶最大允许误差为±０．０５ｍＬ。参照第１次稀

释评定，则 ｕｒｅｌ（ＶＲ３）＝ ０．０３２＋０．０１８樤 ２／５０＝７．００×１０－４。
牗３牘对照品峰面积的不确定度 ｕｒｅｌ（ＡＲ）：使用的高

效液相色谱仪为自动进样系统，其进样体积带来的不确

定度可忽略不计。２份对照品平行进样 ２次，峰面积分
别为９２６５６３，９２６７１４，９４２３５２，９４２７６６，平均值分别为
９２６６３８．５和９４２５５９，采用极差法评定，Ｒ分别为１５１，
４１４，查表，ｎ＝２时，得极差系数 Ｃ＝１．１３，则 ｓ（Ａ）分别
为１３３．６２８和３６６．３７２，则

ｕ（Ａ）＝ （１３３．６２８２＋３６６．３７２２）樤 ／２＝２７５．７６
ｕｒｅｌ（ＡＲ）＝２７５．７６／９３４５９８．７５＝０．０００３０
牗４牘对照品校正因子（ｆ）的合成不确定度：Ｕｒｅｌ（ｆ）＝

ｕｒｅｌ２（ｍＲ）＋ｕｒｅｌ２（ＶＲ１）＋ｕｒｅｌ２（ＶＲ２）＋ｕｒｅｌ２（ＶＲ３）＋ｕｒｅｌ２（ＡＲ樤 ）＝
３．１３×１０－３。对照品由中国食品药品检定研究院提供，
含量为 １００％，其带来的不确定度可忽略不计。天平称
量与稀释体积测量的重复性，已纳入１牘重复性评定中，
不再进行计算。

３牘样品含量测定的不确定度分析
牗１牘供试品称样量的相对不确定度 ｕｒｅｌ（ｍ）：天平重

复性已纳入重复性评定中，不再进行计算。采用减重法

称量供试品，根据天平检定证书的数据，电子天平在 ｄ＝
０．１ｍｇ档时天平示值误差为０．０１ｍｇ。按矩形分布，ｕ（ｍ）＝

０．０１ｍｇ／樤３＝０．００５７ｍｇ，则天平校准的标准不确定

度为 ２×０．００５７樤 ２＝０．００８１。供试品称样量为０．０７６３ｇ＝
７６．３ｍｇ，则 ｕｒｅｌ（ｍ）＝０．００８１／７６．３＝１．０６×１０－４。

牗２牘样品稀释体积（Ｖ）带入的不确定度：①第１次，
同对照品首次稀释方法评定，ｕｒｅｌ（Ｖ１）＝５．４６×１０－４。②第
２次，２ｍＬ单标线移液管（Ａ级）的最大允许误差为

±０．０１０ｍＬ，按矩形分布，ｕ１（Ｖ２）＝０．０１０ｍＬ／樤３＝
０．００５８ｍＬ。本试验中温度为 ２３℃，移液管的校准温
度为２０℃，则由此产生的体积变化分散区间半宽 ａ＝２×
３×２．１×１０－４ｍＬ，按矩形分布，则 ｕ２（Ｖ２）＝０．００１３ｍＬ。
则 Ｖ２ 的 合 成 标 准 不 确 定 为 ： ｕｒｅｌ（Ｖ２）＝

０．００５８２＋０．００１３樤 ２／２＝２．９７×１０－３。③第 ３次，同第
１次的稀释方法评定，ｕｒｅｌ（Ｖ３）＝５．４６×１０－４。

牗３牘供试品峰面积的相对不确定度 ｕｒｅｌ（Ａ）：按
２．２．３的２牘项的牗３牘项下方法评定，２份样品平行进样２次，
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项目

ｒｅｐ
ｆ
ｍ
Ｖ１
Ｖ２
Ｖ３
Ａ

名称

重复性

对照品校正因子

样品的取样量

样品第１次稀释体积
移液管体积

样品第３次稀释体积
样品的峰面积

数据（ｘ）

９７．６３％
１．１１６７×１０－１１

０．０７６３ｇ
１００ｍＬ
２ｍＬ
１００ｍＬ
９２０２６４．７５

相对标准不确定度犤ｕ（ｘ）／ｘ犦

２．４６×１０－４

３．１３×１０－３

１．０６×１０－４

５．４６×１０－４

２．９７×１０－３

５．４６×１０－４

２．６３×１０－４

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

表４ 各种不确定度分量汇总

Ｔａｂ．４ Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｔｈｅｗｅｉｇｈｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ

峰面积为９２２２３３，９２１８８３，９１８５５３，９１８３９０，则 ｕ１（Ａ）＝

（３０９．７３５２＋１４４．２４８２）樤 ／２＝２４１．６０２ ２， ｕ１ｒｅｌ（Ａ）＝
２４１．６０２２／９２０２６４．７５＝２．６３×１０－４。
２．２．４ 不确定度分量

结果见表４。

２．２．５ 合成不确定度及扩展不确定度计算

合成不确定应根据相对不确定分量合成后求得，

Ｕｒｅｌ（Ｗ）＝犤ｕ２ｒｅｌ牗ｒｅｐ牘＋ｕ２ｒｅｌ牗ｆ牘＋ｕ２ｒｅｌ牗ｍ牘＋ｕ２ｒｅｌ牗Ｖ１牘＋
ｕ２ｒｅｌ牗Ｖ２牘＋ｕ２ｒｅｌ牗Ｖ３牘＋ｕ２ｒｅｌ牗Ａ牘犦１／２＝０．００４４

ｕｃ（Ｗ）＝９７．０％×０．００４４＝０．４３％
扩展不确定度：取包含因子为 ｋ＝２，置信水平为

９５％，Ｕ＝２×０．４３％ ＝０．８６％，盐酸吗啉胍片含量
测定结果为 Ｗ＝（９７．０±０．８６）％（ｋ＝２）。
３ 讨论

３．１ 检测方法建立

现行标准采用 ＵＶ法，为直接测定方式，虽方法简
便，但准确性较低、专属性不强。ＨＰＬＣ法通过色谱柱进
行分离，分离效率高、选择性好、检测灵敏度高，可大幅

提高检测的准确度、专属性。

３．２ 检测波长选择

预试验中分别将各溶液在 ２００～４００ｎｍ波长范围
内进行紫外光谱扫描，结果在２３７ｎｍ波长处均有最大
吸收，辅料在 ２３７ｎｍ波长处无吸收，故选择 ２３７ｎｍ为
测定波长。

３．３ 流动相选择

常用庚烷磺酸钠溶液 －甲醇 －乙腈作为类似研究
的流动相，考虑到离子对试剂会对色谱柱造成永久性的

改性，离子试剂体系重复性不佳，离子对试剂在流动相

和色谱柱之间的平衡时间较长等因素，故尝试用甲醇－
水、乙腈－水、乙腈－磷酸二氢钾流动相系统，结果均不
理想。采用本流动相后，检测到的盐酸吗啉胍理论板

数均大于 ５０００，保留时间、分离度、重复性、拖尾因
子结果均满意。流动相比例考察：预试验中流动相考察

了 ０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾溶液 －甲醇（８５∶１５，９０∶１０，
９３∶７，９４∶６，Ｖ／Ｖ），结果两者比例为 ８５∶１５和 ９０∶１０
时分离结果均不理想，比例为 ９３∶７和 ９４∶６时理论板
数及拖尾因子不如比例为 ９５∶５时，故采用 ０．２ｍｏｌ／Ｌ
磷酸二氢钾溶液－甲醇（９５∶５，Ｖ／Ｖ）作为流动相。
３．４ 不确定度评定

ＨＰＬＣ法测定样品含量不确定度，各影响因素按相
对标准不确定度由大到小分别为对照品校正因子、移液

管体积、样品稀释体积、样品峰面积、重复性、样品取样

量。对照品校正因子不确定度中各分量按相对标准不确

定度由大到小分别为对照品取样量、移液管体积、对照

品稀释体积、对照品峰面积，其中主要来源是对照品取

样量较小，在操作过程中应尽量选择稳定性好、精密度

高、天平示值误差小的天平，同时适当加大对照品取样

量。从移液管体积、稀释体积分析得出，玻璃量器体积越

小，带来的不确定度越大，故应尽可能选择体积较大的

玻璃量器。在日常工作中要注意对仪器的维护保养、检

定校准及期间核查，使仪器保持良好的工作状态。加强

对检测人员的培训，规范试验操作流程，提高工作能力，

减小操作误差。
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