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阿胶是由驴皮经多道工序熬制而成的一种传统中

药材，具有滋阴补血、润肺止咳等功效，被广泛应用于

中医临床及日常保健［1］。随着医养大健康理念的不断完

善与推进，对阿胶质量控制的要求也越来越高［2］。特征

多肽作为阿胶的主要活性成分，准确测定其含量对于

阿胶的质量评价具有重要意义。驴原多肽A1和驴原多

肽A2为阿胶中的代表性特征多肽，是评价其质量的核

心指标［3 - 5］。三重四极杆液质联用技术具有高分辨率、

高灵敏度、高选择性等优点，在食品与药品的成分测定

和分析中发挥巨大作用［6 - 9］。本研究中拟采用三重四极

杆液质联用法，按 2020年版《中国药典（一部）》和

JJF1059. 1 - 2012《测量不确定度评定与表示》中不确定

度计算方法建立测定阿胶中驴原多肽A1和驴原多肽

A2含量的不确定度评定方法［10 - 12］，为阿胶的质量控制

提供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

BS - 224S型电子天平（德国 Sartorius集团，精度为

0. 1 mg）；XS205DU型电子天平（瑞士Mettler Toledo公司，

精度为0. 01 mg）；6460A型液相色谱 -质谱 /质谱仪（美

国Agilent Technologies公司）；XT5118 - OV70型电热鼓

风干燥箱（杭州雪中炭恒温技术有限公司）；800Y型多功
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摘要摘要：：目的 建立三重四极杆液质联用法测定阿胶中特征多肽（驴源多肽 A1、驴源多肽 A2）含量的不确定度评定方法。方法 按 2020年

版《中国药典（一部）》和 JJF1059. 1 - 2012《测量不确定度评定与表示》中阿胶中特征多肽含量测定方法（三重四极杆液质联用法），建

立相应数学模型，确定影响测定不确定度的因素，计算合成相对标准不确定度和扩展不确定度。结果 共纳入不确定度来源 9项，其

中标准曲线溶液配制过程的不确定度值最高，为 3. 900 × 10 - 2；95% 置信区间下，阿胶中合成相对标准不确定度驴原多肽 A1 为

4. 988 × 10 - 2，驴原多肽 A2为 4. 986 × 10 - 2；扩展不确定度驴原多肽 A1为 0. 010 37%，结果表示为（0. 103 7 ± 0. 010 37）%，驴原多肽 A2
为 0. 012 37%，结果表示为（0. 124 0 ± 0. 012 37）%，包含因子（k）为 2。结论 阿胶中特征多肽测量不确定度来源较多，其中对照品称

量是影响测量结果的主要因素，检验过程中应定期维护设备，选择适宜校准级别的设备，规范操作，以提高检验检测质量。
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Uncertainty Evaluation for Determination of Characteristic Polypeptides in Asini Corii
Colla by Triple Quadrupole Liquid Chromatography - Mass Spectrometry
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AbstractAbstract：：Objective To establish an uncertainty evaluation method for determination of characteristic polypeptides（donkey peptide
A1，donkey peptide A2） in Asini Corii Colla by triple quadrupole liquid chromatography - mass spectrometry. Methods According
to the determination method of characteristic polypeptide content in Asini Corii Colla （triple quadrupole liquid chromatography -
mass spectrometry） in the Chinese Pharmacopoeia（VolumeⅠ）（2020 edition） and JJF1059. 1 - 2012 Evaluation and Expression of
Uncertainty in Measurement，the corresponding mathematical model was established to determine the factors affecting the
determination uncertainty，and the combined relative standard uncertainty and expanded uncertainty were calculated. Results A total
of nine sources of uncertainty were identified，with the uncertainty from the preparation of the standard curve solution was the
highest at 3. 900×10⁻²；under the 95% confidence interval，the combined relative standard uncertainty of donkey peptide A1 in Asini
Corii Colla was 4. 988 × 10 - 2，and donkey peptide A2 was 4. 986 × 10 - 2，respectively；the expanded uncertainty of donkey peptide
A1 was 0. 010 37%，with the result expressed as（0. 103 7 ± 0. 010 37）%；and donkey peptide A2 was 0. 012 37%，with the result
expressed as（0. 124 0 ± 0. 012 37）%，and the coverage factor（k）was 2. Conclusion There are many sources of uncertainty in the
measurement of characteristic polypeptides in Asini Corii Colla，and the weighing of reference material is the main factor affecting the
measurement results. During the inspection process，the equipment should be regularly maintained，the equipment with appropriate
calibration level should be selected，and the operation should be standardized to improve the quality of inspection and detection.
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能粉碎机（永康市铂欧五金制品有限公司）；SK7200B型

超声波清洗器（上海科导超声仪器有限公司）。

1. 2 试药

阿胶（山东东滕阿胶有限公司，批号为 01220610）；

驴源多肽A1对照品（批号为 112040 - 202102，含量为

92. 5%），驴源多肽A2对照品（批号为112041 - 202102，
含量为 95. 3%），均购自中国食品药品检定研究院；序

列分析级胰蛋白酶（Sigma - Aldrich <上海 >贸易有限

公司，批号为T7309）；乙腈为色谱纯，甲酸为优级纯，碳

酸氢铵为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果

2. 1 试验条件［10 - 11］

色谱条件：色谱柱为 ZORBAX SB C18型（250 mm ×
2. 1 mm，5 µm）；流动相为乙腈（A）- 0. 1％甲酸溶液B），

梯 度 洗 脱（0～25 min 时 5%A → 20%A，95%B →
80%B；25～40 min时 20%A → 50%A，80%B → 50%B）；

流速为0. 3 mL / min；柱温为35 ℃；进样量为5 µL。
质谱条件：多反应监测（MRM）模式，电喷雾离子化

（ESI）正离子模式扫描；雾化气流速为 9 L / min，温度为

350 ℃；离子源接口电压为 4 000 V，碰撞电压为 20 V；
驴源多肽A1定量离子对为 469. 25 m / z→ 712. 30 m / z，
定性离子对为 469. 25 m / z→ 783. 40 m / z；驴源多肽A2
定量离子对为 618. 35 m / z→ 779. 40 m / z，定性离子对

为 618. 35 m / z→ 850. 40 m / z。
2. 2 溶液制备［10］

分别取驴源多肽A1对照品12. 96 mg、驴源多肽A2对
照品13. 20 mg，精密称定，加1％碳酸氢铵溶液溶解，即得

每1 mL含驴源多肽A1、驴源多肽A2分别为2. 397 6 µg、
2. 515 9 µg的混合对照品溶液。粉碎样品，过五号筛（下

同），取样品粉末 0. 103 1 g，精密称定，置 50 mL容量瓶

中，加 1％碳酸氢铵溶液 40 mL，超声（功率 250 W，频率

40 kHz）处理 30 min，加 1％碳酸氢铵溶液定容，摇匀；精

密量取1 mL，置5 mL容量瓶中，加序列分析级胰蛋白酶

溶液和 1％碳酸氢铵溶液制成每 1mL中含 1 mg的溶液

（现配现用）1 mL，加 1％碳酸氢铵溶液定容，摇匀，37 ℃
恒温酶解12 h，过滤，取续滤液，即得供试品溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取 2. 2项下混合对照品溶液和供试品

溶液各适量，按 2. 1项下试验条件进样测定，分别导出

驴原多肽A1、驴原多肽A2的提取离子流图。结果供试

品溶液中，在与混合对照品溶液色谱相同保留时间处

有相应色谱峰出现，表明方法专属性良好。详见图1。
线性关系考察：精密量取 2. 2项下混合对照品溶液

1 mL、2 mL、5 mL、10 mL、20 mL和 25 mL，分别置 50 mL
容量瓶中，加 1％碳酸氢铵溶液定容，制成系列混合对

照品溶液。分别精密吸取系列混合对照品溶液与 2. 2项

下供试品溶液各 5 µL，按 2. 1项下试验条件进样测定，

以对照品质量浓度（X，ng / mL）为横坐标，峰面积（Y）为

纵坐标进行线性回归，制备标准曲线。得回归方程YA1 =
1. 039XA1 - 11. 497（R2 = 0. 999 2，n = 6）；YA2 =
0. 373XA2 - 2. 702（R2 = 0. 999 7，n = 6）。结果驴原多肽

A1 和 驴 源 多 肽 A2 的 质 量 浓 度 分 别 在 4. 795～
1 460. 379 ng / mL和 5. 032～1 499. 706 ng / mL范围内

与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取 2. 2项下混合对照品溶液适量，按

2. 1项下试验条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果

驴原多肽A1和驴源多肽A2峰面积的RSD分别为3. 76%
和4. 02%（n = 6），表明仪器精密度良好。
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1. 驴原多肽A1 2. 驴原多肽A2
A. 混合对照品溶液 B. 供试品溶液

图1 提取离子流图

1. Donkey peptide A1 2. Donkey peptide A2
A. Mixed reference solution B. Test solution

Fig. 1 Extracted ion chromatograms
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稳定性试验：取样品适量，精密称定，按 2. 2项下方

法制备供试品溶液，分别于室温放置 0，2，4，8，12，18，
24 h时按 2. 1项下试验条件进样测定，记录峰面积，结

果驴源多肽 A1和驴源多肽 A2峰面积的 RSD分别为

1. 72%和 1. 43%（n = 7），表明供试品溶液室温放置 24 h
内基本稳定。

重复性试验：取样品粉末约 0. 1 g，精密称定，按

2. 2项下方法制备供试品溶液，共 6份，按 2. 1项下试验

条件连续进样测定 6次，记录峰面积并计算含量。结果

驴源多肽A1和驴源多肽A2峰面积的RSD分别为 3. 76%
和4. 02%（n = 6），表明方法重复性良好。详见表1。

表1 重复性试验结果（n = 6）
Tab. 1 Results of the repeatability test（n = 6）

序号

1
2
3
4
5
6
X

RSD（%）

称样量（g）
0. 106 7
0. 112 8
0. 103 3
0. 110 9
0. 104 4
0. 103 6
0. 107 0

驴源多肽A1含量（%）

0. 107 3
0. 113 5
0. 103 9
0. 111 5
0. 105 0
0. 104 2
0. 107 6
3. 7 6

驴源多肽A2含量（%）

0. 128 3
0. 135 7
0. 124 2
0. 133 4
0. 123 5
0. 124 6
0. 128 3
4. 02

加样回收试验：取样品粉末0. 1g，精密称定，按2. 2项
下方法制备供试品溶液，共 6份，分别加入 2. 2项下混

合对照品溶液 5 mL，按 2. 1项下试验条件进样测定，记

录峰面积并计算加样回收率，驴源多肽A1和驴源多肽

A2的平均加样回收率分别为 99. 31%和 99. 18%，RSD
均为0. 62%（n = 6）。详见表2。
2. 4 不确定度分析

2. 4. 1 数字模型建立

根据三重四极杆液质联用法，以峰面积计算含量

的基本原理，计算供试品中特征多肽的含量 (X ) =
c × ft × V × 100%
Mt × (1 - M%) ，式中，ft为供试品稀释倍数；V为供试

品定容体积（mL）；Mt为供试品质量（g）；M%为供试品水分（%）；
c为标准曲线上读取的供试品进样质量浓度（ng / mL）。

2. 4. 2 不确定度来源识别

根据检测方法和数字模型可知，阿胶中特征多肽

含量测定的不确定度来源包括，A类不确定度，主要为

测量重复性。B类不确定度，包括供试品和对照品称量

过程引入的不确定度；供试品和对照品溶液定容过程

引入的不确定度；供试品水分检测过程引入的不确定

度；标准曲线配制、方程拟合过程引入的不确定度；仪

器测量引入的不确定度。

2. 4. 3 不确定度分析与计算［12］

1）天平称量过程引入的不确定度

对照品称量过程引入的不确定度：根据所使用天平的

校准证书，以称量负荷范围的最大允许误差为 ± 0. 05 mg，
按矩形分布，包含因子（k）= 3，故计算标准不确定度

u1（Ms）= 0. 05 / 3 = 2. 887 × 10 - 2 mg；根据使用天平的

校准证书，以天平称量重复性的标准偏差为0. 15 mg，按
矩形分布，k = 3，计算标准不确定度 u2（Ms）= 0. 15 /
3 = 8. 660 × 10 - 2 mg；由于对照品称量使用减重法，称

量实验室的环境独立，温度和湿度在快速称量期内变化

可忽略不计，计算对照品称量过程的标准不确定度

u (Ms) = { 2 × [ u1 (Ms) 2 + u2 (Ms) 2 ] }1/ 2 = 0. 129 mg；因此

两种特征多肽成分的相对标准不确定度驴源多肽 A1
u rel (Ms) = u (Ms) / 12.96 mg = 9.954 × 10 - 3，驴源多肽A2
u rel (Ms) = u (Ms) / 13.20 mg = 9.773 × 10 - 3。

供试品称量过程引入的不确定度：根据使用天平

的校准证书，以称量负荷范围的最大允许误差为

± 0. 50 mg，重复性的标准偏差为1. 0 mg，按对照品相对标

准不确定度计算方法，得 urel（Mt）= u（Mt）/（0. 103 1 g ×
103）= 8. 855 × 10 - 3。

2）溶液配制过程引入的不确定度

对照品溶液配制过程引入的不确定度：按三角分

布，k = 6，计算玻璃仪器校准不确定度 usc（VX1）= 误

差 / 6；以实验室环境温度与标准温度偏差温度为

5 ℃，水的体积膨胀系数为 2. 07 × 10 - 3 ℃，按矩形分布，

k = 3，计算温度不确定度 us（Vx2）= 2. 07 × 10 - 3 × V ×
5 / 3 ×使用次数；计算对照品配制过程的标准不确定

度 us（VX）= [ uS (VX1) 2 + uS (VX2) 2 ]1/ 2因此对照品配制过

程 的 相 对 不 确 定 度 urel (VS) = { [ uS (V50) / 50 ]2 +
[ uS (V100) / 100 ]2 + [ uS (V1) / 1 ]2}1/ 2 = 1.841× 10-2。详见表3。

标准曲线溶液配制过程引入的不确定度：按对照
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表2 加样回收试验结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the recovery test（n = 6）

待测成分

驴源多肽A1

驴源多肽A2

样品含量（µg）
107. 60
107. 60
107. 60
107. 60
107. 60
107. 60
128. 30
128. 30
128. 30
128. 30
128. 30
128. 30

加入量（µg）
119. 88
119. 88
119. 88
119. 88
119. 88
119. 88
125. 80
125. 80
125. 80
125. 80
125. 80
125. 80

测得量（µg）
227. 70
225. 87
225. 97
227. 37
226. 40
226. 62
252. 30
252. 56
253. 33
254. 61
253. 20
252. 43

回收率（%）

100. 18
98. 66
98. 74
99. 91
99. 10
99. 28
98. 57
98. 78
99. 39
100. 41
99. 28
98. 67

X（%）

99. 31

99. 18

RSD（%）

0. 62

0. 62
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品溶液配制过程不确定度计算方法，得标准曲线溶液

配制过程中的相对不确定度u rel (VSC) = { [ uSC (V1) / 1 ]2 +
[ uSC (V2) / 2 ]2 + [ uSC (V5) / 5 ]2 + [ uSC (V10) / 10 ]2 +
[ uSC (V20) / 20 ]2 + [ uSC (V25) / 25 ]2 + [ uSC (V50) / 50 ]2}1/ 2 =
3.900 × 10-2。详见表4。

表4 标准曲线溶液配制过程引入的不确定度

Tab. 4 Uncertainty introduced during the preparation process of
standard curve solution

玻璃器具

（使用次数）

1 mL移液管

2 mL移液管

5 mL移液管

10 mL移液管

20 mL移液管

25 mL移液管

50 mL容量瓶（6）

允许误差（mL）
± 0. 005
± 0. 01
± 0. 015
± 0. 03
± 0. 05
± 0. 1
± 0. 05

usc（VX1）/ mL
2. 041 × 10 - 3
4. 082 × 10 - 3
6. 124 × 10 - 3
1. 225 × 10 - 2
2. 041 × 10 - 2
4. 082 × 10 - 2
0. 122

usc（VX2）/ mL
5. 976 × 10 - 3
1. 195 × 10 - 2
2. 988 × 10 - 2
5. 976 × 10 - 2
0. 120
0. 149
1. 793

usc（VX）/ mL
6. 315 × 10 - 3
1. 263 × 10 - 2
3. 050 × 10 - 2
6. 100 × 10 - 2
0. 122
0. 154
1. 797

供试品溶液配制过程引入的不确定度：按对照品

溶液配制过程不确定度计算方法得供试品溶液配制过

程中引入的相对不确定度 urel (V t) = { [ u t (V50) / 50 ]2 +
[ u t (V1) / 1 ]2 + [ u t (V5) / 5 ]2}1/ 2 = 1.063 × 10-2。详见表5。

表5 供试品溶液配制过程引入的不确定度

Tab. 5 Uncertainty introduced during the preparation process of
the test solution

玻璃器具

1 mL移液管

5 mL容量瓶

50 mL容量瓶

允许误差（mL）
± 0. 005
± 0. 015
± 0. 05

usc（VX1）/ mL
2. 041 × 10 - 3
6. 124 × 10 - 2
2. 041 × 10 - 2

usc（VX2）/ mL
5. 976 × 10 - 3
2. 988 × 10 - 2
0. 299

usc（VX）/ mL
6. 315 × 10 - 3
3. 050 × 10 - 2
0. 300

3）含量检测方法及检测过程引入的不确定度

标准曲线拟合的不确定度：根据标准曲线相关数

据（见表 6）和公式（1）（2）计算标准曲线拟合相对不确

定度u rel (PA1) = 7.751 × 10-3，u rel (PA2) = 5.108 × 10-3。
SL = ∑

i = 1

n ( Aa - A t)2 / (n - 2) （1）

u rel (P ) = SLb
1
P
+ 1
n
+ ( -x - -y ) 2 /∑

i = 1

n ( yi - -y ) 2 （2）
式中，SL为曲线的标准偏差；n为标准曲线工作点

个数，n = 6；Aa为标准曲线各工作点浓度的实际响应

值；At为根据标准曲线回归方程计算的各工作点浓度

的理论响应值；b为标准曲线回归方程斜率，bA1 =
1. 039、bA2 = 0. 373；P为供试品测定次数，P = 10；x为
供试品浓度的平均值，xA1 = 0. 103 7、xA2 = 0. 124 0；y
为标准曲线工作点浓度的平均值；yi为标准曲线各工

作点浓度。
表6 标准曲线相关数据

Tab. 6 Data related to standard curve

特征多肽

驴原多肽A1

质量浓度

（ng / mL）
47. 952
95. 904
239. 760
479. 520
959. 040
1 198. 800

响应值

对照品

47. 256
92. 328
234. 121
480. 857
964. 960
1 254. 011

供试品

38. 325
88. 147
237. 614
486. 724
984. 946
1 234. 056

特征多肽

驴原多肽A2

质量浓度

（ng / mL）
50. 318
100. 636
251. 590
503. 180
1 006. 370
1 257. 950

响应值

对照品

20. 037
33. 458
88. 986
184. 752
378. 021
464. 790

供试品

16. 067
34. 835
91. 141
184. 984
372. 674
466. 517

方法重复性的不确定度：根据表1的数据和公式（3）（4）
计算标准偏差SA1 = 4. 047 × 10-3，SA2 = 5. 156 × 10 - 3；则方

法重复性标准不确定度则 uA1（R）= SA1 / 6 = 1. 652 ×
10 - 3，uA2（R）= SA2 / 6 = 2. 105 × 10 - 3；因此方法重复

性相对不确定度 urel（RA1）= u（R）/ 0. 107 6 = 1. 536 ×
10 - 2，urel（RA2）= u（R）/ 0. 128 3 = 1. 641 × 10 - 2。

S = ∑
i = 1

n ( xi - -x ) 2 / (n - 1) （3）
U rep (R ) = S / n （4）
式中，xi为供试品平行样的含量，x为平均含量，n

为测定次数。

设备的测定不确定度：根据设备的检定证书，以测

定相对标准偏差为 0. 01，按矩形分布，k = 3，计算标

准不确定度urel（H）= 0. 01 / 3 = 5. 773 × 10 - 3。
供试品测量结果重复性引入的不确定度：使用同

一设备重复进样 10次，根据表 7的数据和公式（3）（4）
计算标准偏差 SA1 = 9. 397 × 10 - 4，SA2 = 1. 340 × 10 - 3；
则测量结果重复性标准不确定度 uA1（rep）= SA1 /
10 = 2. 972 × 10 - 4，uA2（rep）= SA2 / 10 = 4. 238 ×

10 - 4；因此测量结果重复性相对不确定度 urel（repA1）=
u（rep）/ 0. 103 7 = 2. 860 × 10 - 3，urel（repA2）= u（rep）/
0. 124 0 = 3. 418 × 10 - 3。

4）合成相对标准不确定度

各分量的不确定度来源相互独立，根据上述结果

和公式（5）计算驴原多肽 A1合成相对标准不确定度

ucrel为 4. 988 × 10 - 2；驴原多肽A2合成相对标准不确定

度ucrel为4. 986 × 10 - 2。
5）扩展不确定度

特征多肽含量测定结果符合正态分布，以 95%置

表3 对照品溶液配制过程引入的不确定度

Tab. 3 Uncertainty introduced during the preparation process of
the reference solution

玻璃器具（使用次数）

1 mL移液管（2）
50 mL容量瓶（2）
100 mL容量瓶

允许误差（mL）
± 0. 005
± 0. 05
± 0. 1

usc（Vx1）/ mL
4. 082 × 10 - 3
4. 082 × 10 - 2
4. 082 × 10 - 2

usc（VX2）/ mL
1. 195 × 10 - 2
0. 598
0. 598

usc（Vx）/ mL
1. 263 × 10 - 2
0. 599
0. 599
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信区间（k = 2），根据阿胶中驴原多肽含量和 ucrel计算相

对扩展不确定度 uA1 = 4. 998 × 10 - 2 × 0. 103 7% × 2 =
0. 010 37%；uA2 = 4. 986×10-2 × 0. 124 0%×2=0. 012 37%；
即样品中驴原多肽A1含量表示为（0. 103 7 ± 0. 010 37）%，

驴原多肽A2含量表示为（0. 124 0 ± 0. 012 37）%。

3 讨论

评定检测数据的不确定度可提升试验数据的准确

性和可靠性，降低检验报告的风险，尤其是检验结果处

于标准要求临界值或略低于标准限值［13 - 15］的情况。本

研究中通过对阿胶中特征多肽含量的不确定度评定可

知，其不确定度来源较多，但不确定度值较小。具体分

析表明，不确定度最大的为溶液配制过程引入的不确

定度，分析原因主要是使用的玻璃器具数量较多，其中

大容量器具占比较大，因此可适当优化配制过程。本研

究中因水分测定环节烦琐，其不确定度无法精确呈现，

且样品平均加样回收率稳定在（99. 4 ± 1）%，不确定度

影响较小，故未进行阿胶中水分检测过程及加样回收

率的相关评定。后续将优化提取及检测方法，并进行方

法学验证和不确定度再次评定，以期为阿胶的质量控

制提供依据［16 - 20］。
综上所述，三重四极杆液质联用法测定阿胶中特

征多肽A1和特征多肽A2含量的专属性和重复性良好，

精密度高，其不确定度来源较多，其中对照品称量是影

响测量结果的主要因素，检验过程中应定期维护设备，

选择适宜校准级别的设备，规范操作，以提高其检验检

测质量。
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ucrel = u rel (Ms) 2 + u rel (Mt ) 2 + u rel (Vs) 2 + u rel (Vsc) 2 + u rel (Vt)2 + u rel (P ) 2 + u rel (R) 2 + u rel (H) 2 + u rel ( rep) 2 （5）
表7 供试品中特征多肽含量测定结果（%）

Tab. 7 Results of content determination of characteristic polypep⁃
tide in the test sample（%）

序号

1
2
3
4
5

驴原多肽A1
0. 103 7
0. 102 6
0. 103 4
0. 105 4
0. 103 9

驴原多肽A2
0. 122 2
0. 124 8
0. 122 3
0. 123 0
0. 123 2

序号

6
7
8
9
10
X

驴原多肽A1
0. 104 5
0. 104 2
0. 103 1
0. 102 1
0. 103 7
0. 103 7

驴原多肽A2
0. 123 9
0. 126 2
0. 125 3
0. 125 0
0. 124 2
0. 124 0
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