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摘　 要　 目的　 通过建立准确可靠的定值方法及不确定度分析研究ꎬ研制具有可溯源和量值传递功能的黄芩及其水、
９５％乙醇提取物中黄芩素成分分析标准物质ꎮ 方法　 根据«中华人民共和国计量法»和标准物质研制技术规范与相关技术

文件要求ꎬ利用黄芩素国家一级纯度标准物质的量值传递功能ꎬ采用高效液相色谱法对黄芩及其水、９５％乙醇提取物中黄

芩素成分分析标准物质进行均匀性和稳定性检验ꎻ采用高效液相色谱法￣多家实验室协作标定的方法ꎬ确定黄芩中药材、黄
芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素成分的含量标准值及不确定度评估ꎮ 结果　 所研制的黄芩及其水、９５％乙醇提

取物中黄芩素成分分析标准物质均具有良好的均匀性和稳定性ꎬ黄芩素成分含量分别为(７.９５±０.２３)％ꎬ(４.２９±０.１２)％ꎬ
(８.８０±０.４０)％(ｋ＝２)ꎮ 结论　 所研制的标准物质属国家级计量有证标准物质ꎬ具有量值准确、可溯源的特性ꎬ可为我国传

统中药材及其提取物中有效物质和成分的标准化与国际化提供必要的标准物质、物质标准和标准方法ꎮ
关键词　 黄芩ꎻ黄芩 ９５％乙醇提取物ꎻ黄芩水提取物ꎻ黄芩素ꎻ标准物质ꎻ不确定度
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　 　 黄芩为唇形科植物黄芩 ( Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ
Ｇｅｏｒｇｉ)的干燥根ꎬ是 ２０１５ 年版«中华人民共和国药

典» [１]收载的中药材品种ꎬ具有清热燥湿、泻火解毒、
止血、安胎等功效ꎬ临床用于湿温、暑湿、胎动不安等的

治疗[２]ꎮ 黄芩药材作为主要成分被用于安宫牛黄丸、
安坤赞育丸、八宝坤顺丸、参茸白凤丸等中成药[３]ꎬ黄
芩中药材质量直接关系到中成药产品质量ꎮ 因此ꎬ需
要对黄芩中药材的有效成分进行质量控制[４￣５]ꎮ

用 ９５％乙醇提取中化学成分是研究中草药中活

性物质的主要提取方法ꎬ而水煎法是数千年来中药材

在临床疾病治疗时的主要用药方式ꎬ９５％乙醇提取物

和水提取物中均含有治疗疾病的活性化学物质ꎮ 因

此ꎬ研制中药材 ９５％乙醇提取物及水提取物标准物

质ꎬ并以黄芩素作为指标成分定值ꎬ具有科学意义和实

际应用价值[６]ꎮ
笔者在本实验完成了黄芩、黄芩 ９５％乙醇提取物、

黄芩水提取物中黄芩素成分分析国家级标准物质的研

制ꎬ确定了药材、醇提物、水提物 ３ 种不同基质中黄芩素

成分含量的标准值与不确定度值[７]ꎮ 黄芩及其提取物

中黄芩素成分分析标准物质的研制ꎬ可为我国黄芩中药
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材及中成药研制和产品质量控制提供物质基准ꎮ
１　 仪器与试药　
１.１　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ 型高效液相色谱仪:美国安捷

伦科技公司ꎬＤＡＤ 检测器ꎬＡｇｉｌｅｎｔ ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ 工作站ꎻ
ＸＳ１０５ 型电子分析天平(Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司ꎬ感量:０ ｇ≤ｍ≤
５ ｇꎬ０.０１ ｍｇꎻ５ ｇ<ｍ≤２０ ｇꎬ０.０２ ｍｇ)ꎻＳＨＨ.Ｗ２１.４２０ 三

用电热恒温水箱(北京精科华瑞仪器有限公司)ꎮ
１.２　 国家一级标准物质黄芩素　 化学纯标准物质ꎬ证
书编 号: ＧＢＷ０９５１６ꎬ 纯 度 标 准 值 及 不 确 定 度 值

(９９.７２±０.２５)％ (ｋ＝ ２)(中国医学科学院药物研究所

研制)ꎮ
１.３　 中药材及其提取物　
１.３.１　 黄芩中药材　 产地河北省ꎬ经中国医学科学院

药物研究所马林教授鉴定为正品ꎬ质量检查符合«中
华人民共和国药典»２０１５ 年版规定要求[１]ꎮ 黄芩中药

材经除尘、粉碎、并过筛孔内径(２５０±９.９) μｍ(６５ 目)
筛ꎬ备用ꎮ 精密称取样品 １ ｇ 置棕色安瓿瓶密封包装ꎬ
共完成 ５００ 支最小包装 １ ｇ 量的黄芩中药材成分分析

标准物质候选物样品的制备工作ꎮ
１.３.２　 黄芩 ９５％乙醇提取物　 取黄芩中药材ꎬ粉碎后

以 ５ 倍量 ９５％乙醇作为提取溶剂ꎬ经加热回流提取 ３
次ꎬ合并提取液ꎬ减压浓缩得浸膏ꎬ真空干燥ꎬ粉碎并过

筛孔内径(２５０±９.９) μｍ(６５ 目)筛ꎬ得棕红色干粉ꎬ即
为黄芩 ９５％ 乙 醇 提 取 物ꎬ 备 用ꎮ 精 密 称 取 样 品

１００ ｍｇꎬ置棕色安瓿瓶密封包装ꎬ共完成 ５００ 支最小包

装 １００ ｍｇ 量的黄芩 ９５％乙醇提取物成分分析标准物

质候选物样品的制备工作ꎮ
１.３.３　 黄芩水提取物　 取黄芩中药材粉碎ꎬ加入 ６ 倍

量纯净水ꎬ煎煮 １ ｈꎬ滤过ꎬ得提取液ꎬ将药渣加入与提

取液等体积的纯净水ꎬ煎煮 １ ｈꎬ滤过ꎬ再次向药渣中加
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入与提取液等体积纯净水ꎬ继续煎煮 １ ｈꎬ滤过ꎮ 合并

上述提取液ꎬ水浴挥干后ꎬ７５ ℃ 真空干燥ꎬ得棕色粉

末ꎬ即为黄芩水提取物ꎬ备用ꎮ 精密称取 １００ ｍｇ 样品

置于棕色安瓿瓶密封包装ꎬ共计完成了 ５００ 支最小包

装 １００ ｍｇ 量的黄芩水提取物成分分析标准物质候选

物样品的制备工作ꎮ
１.４　 试剂　 甲醇(Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌꎬ色谱纯)ꎬ磷酸(分
析纯ꎬ北京化学试剂公司)ꎬ娃哈哈饮用纯净水(杭州

娃哈哈集团有限公司)ꎮ
２　 方法与结果　
２.１　 含量测定　
２.１.１ 　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ Ｃ１８ 色谱柱(４.６ ｍｍ×
１５０ ｍｍꎬ５ ｍｍ)ꎻ流动相:甲醇􀏑０.４％磷酸 ＝ ５１􀏑４９ꎻ梯
度洗脱程序:０~１７ ｍｉｎ(５１％甲醇)ꎻ１７~２５ ｍｉｎ(５１％→
７０％甲醇)ꎻ后运行 ５ ｍｉｎꎻ流速１.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎻ柱温

３５ ℃ꎻ进样量 １０ ｍＬꎻ检测波长 ２７５ ｎｍꎮ
２.１.２　 溶液的制备　 标准储备液制备方法:精密称取黄

芩素化学纯标准物质 ５.０９ ｍｇ(按化学纯度９９.７２％计)ꎬ
置于 ５０ ｍＬ 量瓶ꎬ用色谱级甲醇将样品完全溶解ꎬ并定

容至刻度ꎬ摇匀ꎬ配制成黄芩素为 １０１.５２ ｍｇ􀅰Ｌ－１标准储

备液ꎮ 精密移取 ０.１ꎬ０.５ꎬ１.０ꎬ２.０ꎬ５.０ꎬ１０.０ ｍＬ 分别置于

１０ ｍＬ 量瓶ꎬ用色谱级甲醇稀释至刻度ꎬ获黄芩素为１.０ꎬ
５.１ꎬ１０.２ꎬ２０.３ꎬ５０.８ꎬ１０１.５ ｍｇ􀅰Ｌ－１标准溶液ꎮ

样品提取方法:精密称取黄芩中黄芩素成分分析

标准物质样品 １００ ｍｇ、黄芩 ９５％乙醇提取物中黄芩素

成分分析标准物质样品 ３０ ｍｇ、黄芩水提取物中黄芩

素成分分析标准物质样品 ３０ ｍｇꎬ分别置具塞锥形瓶ꎬ
精密加 ９５％乙醇􀏑盐酸 ＝ ７􀏑３ 混合溶液 ２０ ｍＬ(９５％
乙醇提取物、水提取物为 １０ ｍＬ)ꎬ置 ９０ ℃水浴中回流

３ ｈꎬ放冷ꎬ滤过ꎬ滤液置 １００ ｍＬ 量瓶ꎬ用少量 ９５％乙醇

分次洗涤容器和残渣ꎬ洗液滤入同一量瓶中ꎬ加 ９５％
乙醇至刻度ꎬ摇匀ꎮ 准确量取 １ ｍＬꎬ分别置 １０ ｍＬ 量

瓶ꎬ加甲醇至刻度ꎬ摇匀ꎬ即得ꎮ
２.２　 方法学考察　
２.２.１　 线性关系考察　 分别精密移取 ６ 种不同浓度标

准溶液 １０ μＬꎬ注入液相色谱仪ꎬ按照“２.１.１”项色谱条

件ꎬ记录色谱图及峰面积ꎮ 色谱峰面积分别为３８.６８ꎬ
１９８.３５ꎬ３８９.６７ꎬ８０２.４４ꎬ１９８２.５６ꎬ４００３.１１ꎬ以黄芩素标准

溶液浓度为横坐标(Ｘ)ꎬ以峰面积为纵坐标(Ｙ)ꎬ进行线

性回归ꎬ获得回归方程为 Ｙ＝３９.４２４Ｘ－４.８６３８(ｒ＝１.００００ꎬ
ｎ＝６)ꎮ 标准曲线实验结果表明ꎬ黄芩素标准溶液在

１.０~１０１.５ ｍｇ􀅰Ｌ－１范围内线性关系良好ꎮ
２.２.２　 精密度实验　 精密吸取 １０１.５ ｍｇ􀅰Ｌ－１黄芩素

标准储备液 １ ｍＬ 至 １０ ｍＬ 量瓶ꎬ用色谱纯甲醇稀释至
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刻度ꎮ 采用高效液相色谱法ꎬ按照“２.１. １”项色谱条

件ꎬ重复测定 ６ 次ꎬ记录色谱图ꎬ黄芩素峰面积分别为

３６９.６８ꎬ３６９.８２ꎬ３６９.３３ꎬ３６９.４７ꎬ３６９.６０ꎬ３６９.６６ꎬＲＳＤ 为

０.０５％ꎬ表明仪器精密度良好ꎮ
准确称取自制黄芩素纯度标准物质 ５.０９ ｍｇ(按化

学纯度 ９９.７２％计)６ 份ꎬ置 ５０ ｍＬ 量瓶ꎬ用甲醇将样品溶

解ꎬ并定容至刻度ꎬ获得 １０１.５２ ｍｇ􀅰Ｌ－１标准储备溶液ꎮ
准确吸取 １.０ ｍＬ 置 １０ ｍＬ 量瓶ꎬ用甲醇稀释至刻度ꎮ
采用高效液相色谱法ꎬ按照“２.１.１”项色谱条件ꎬ各重复

进样 ３ 次ꎬ分别记录色谱图ꎬ获得黄芩素色谱面积均值 /
称样量为 ７２.９５３ꎬ７２.４２３ꎬ７２.７７０ꎬ７２.２４６ꎬ７２.０１７ꎬ７２.１８２ꎬ
ＲＳＤ 为 ０.５０％ꎬ表明实验方法精密度良好ꎮ
２.２.３　 重复性实验　 分别称取黄芩中药材、黄芩 ９５％
乙醇提取物、黄芩水提取物样品各 ６ 份ꎬ按照“２.１.２”
项样品提取方法ꎬ按照“２.１.１”项色谱条件进行测定ꎮ
黄芩中黄芩素含量分别为 ８.０８４％ꎬ８.１６０％ꎬ８.１６２％ꎬ
８.１７４％ꎬ８.００５％ꎬ８.２８４％ꎬ平均 ８.１４５％ꎬＲＳＤ １.１５％ꎻ
黄芩 ９５％乙醇提取物中黄芩素含量分别为４.３３３％ꎬ
４.３０１％ꎬ４. ３４２％ꎬ ４. ２８２％ꎬ ４. ２８４％ꎬ ４. ２９２％ꎬ 平 均

４.３０６％ꎬＲＳＤ 为 ０.６０％ꎻ黄芩水提取物中黄芩素含量

分别为 ９. １６５％ꎬ９. １２２％ꎬ９. ０２１％ꎬ９. ０７０％ꎬ８. ８７３％ꎬ
９.０２６％ꎬ平均 ９.０４６％ꎬＲＳＤ 为 １.１２％ꎮ 表明黄芩中药

材、黄芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物系列标准物

质溶液制备方法重复性良好ꎮ
２.２.４　 回收率实验　 分别称取黄芩中药材 １００ ｍｇ、黄
芩 ９５％乙醇提取物 ３０ ｍｇ、黄芩水提取物样品 ３０ ｍｇ
各 ６ 份ꎬ分别加入黄芩素纯度标准物质作为加标样品ꎮ
按照“２.１.２”项样品提取方法制备样品ꎬ采用 ＨＰＬＣ 法

按照“２.１.１”项色谱条件测定黄芩素含量ꎬ计算回收

率ꎮ 黄芩中黄芩素回收率分别为 １００.５０％ꎬ９９.４５％ꎬ
９８. ６４％ꎬ ９９. ６４％ꎬ ９９. ７７％ꎬ ９７. ９１％ꎬ 平 均 回 收 率

９９.３２％ꎬＲＳＤ 为 ０.９２％ꎻ黄芩 ９５％乙醇提取物中黄芩

素回收率分别为 １００.８９％ꎬ９９.９０％ꎬ９８.７９％ꎬ１０１.８４％ꎬ
９８.３４％ꎬ１０１. ５２％ꎬ平均回收率为 １００. ２１％ꎬＲＳＤ 为

１.４４％ꎻ黄芩水提取物中黄芩素的回收率分别为

１００.３２％ꎬ ９９. ４７％ꎬ １００. ６５％ꎬ １０１. ６３％ꎬ ９９. ０１％ꎬ
９９.０２％ꎬ平均回收率 １００.０２％ꎬＲＳＤ 为 １.０４％ꎬ结果表

明方法回收率良好ꎮ
２.３　 均匀性实验　 从 ５００ 支标准物质候选物中采用

简单随机抽样方法抽取 １５ 瓶样品ꎬ每瓶样品平行取样

３ 份ꎬ均按照“２.１.２”项样品提取方法ꎬ按照“２.１.１”项
色谱条件测定黄芩素含量ꎬ分别获得 ４５ 个均匀性检验

数据ꎮ 黄芩中药材、黄芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提

取物的均匀性数据见表 １ꎮ
采用单因素方差分析(Ｏｎｅ Ｗａｙ Ａｎｏｖａ) [８] 对均匀

性数据进行组内和组间统计分析ꎬ测定黄芩中药材、黄
芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素含量ꎬＦ 分

别为 １.２４ꎬ１.２１ꎬ１.２９ꎻ均小于临界值[Ｆ０.０５(１４ꎬ３０) ＝
２.０４]ꎬ即ꎬＦ<Ｆ０.０５(１４ꎬ３０)ꎮ 检测结果表明黄芩中药

材、黄芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素成

分分析系列标准物质样品均具有良好的均匀性ꎮ
２.４　 长期稳定性实验　 将密封包装后的标准物质候

选物样品放置在常温条件下长期保存ꎬ考察样品稳定

性ꎬ并分别于 ０ꎬ１ꎬ２ꎬ４ꎬ６ꎬ１２ 个月随机抽样ꎬ每个点随

机抽样 ６ 瓶ꎬ按照 “ ２. １. ２” 项样品提取方法ꎬ按照

“２.１.１”项色谱条件测定黄芩素含量ꎬ实验测定结果见

表 １　 黄芩、黄芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素成分含量均匀性检验结果　
Ｔａｂ.１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｎ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ Ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ９５％ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ

成分
１

ａ ｂ ｃ
２

ａ ｂ ｃ
３

ａ ｂ ｃ
４

ａ ｂ ｃ
５

ａ ｂ ｃ
黄芩 ８.２８２ ８.３７８ ８.３３０ ８.４５５ ８.２５３ ８.４５４ ８.２１７ ８.１９７ ８.３０８ ７.７８６ ８.４４９ ８.１８１ ８.３９９ ８.２８９ ８.４３１
黄芩 ９５％乙醇提取物 ４.３６３ ４.３９９ ４.２８８ ４.２８９ ４.３６４ ４.３５８ ４.３１７ ４.３５４ ４.３６１ ４.３５３ ４.３７７ ４.４１４ ４.３１８ ４.３１３ ４.２９８
黄芩水提取物 ９.３３５ ９.０２１ ９.０７７ ９.０２８ ９.２３６ ９.１２７ ９.２８１ ９.３７７ ８.７８４ ９.２６２ ８.７４８ ８.８９０ ９.４６１ ８.７２１ ８.８５４

成分
６

ａ ｂ ｃ
７

ａ ｂ ｃ
８

ａ ｂ ｃ
９

ａ ｂ ｃ
１０

ａ ｂ ｃ
黄芩 ８.４４４ ８.４８５ ８.３５８ ８.４７８ ８.４０５ ８.２２９ ８.４５６ ８.２４８ ８.６２２ ８.３６１ ８.３８８ ８.４１３ ８.４６２ ８.４２３ ８.２１０
黄芩 ９５％乙醇提取物 ４.３１５ ４.３５５ ４.４５４ ４.３９５ ４.３９７ ４.４１８ ４.４２０ ４.４２１ ４.３６７ ４.３８４ ４.３３８ ４.４３７ ４.４７６ ４.４１０ ４.３０８
黄芩水提取物 ８.８７０ ８.９４９ ８.８９０ ８.７５９ ９.０３１ ８.６２７ ８.５６７ ９.３０５ ９.０１１ ９.０７０ ８.９１７ ９.０５１ ９.０５７ ９.４８０ ９.１３７

成分
１１

ａ ｂ ｃ
１２

ａ ｂ ｃ
１３

ａ ｂ ｃ
１４

ａ ｂ ｃ
１５

ａ ｂ ｃ
黄芩 ８.５３９ ８.０５２ ８.４４０ ８.２５６ ８.５５８ ８.０９９ ８.４１８ ８.５２１ ７.９９１ ７.７０２ ７.８８８ ８.３３０ ８.２１８ ８.４００ ８.３９４
黄芩 ９５％乙醇提取物 ４.３３５ ４.４９４ ４.４０６ ４.３８２ ４.３７６ ４.４０１ ４.４０８ ４.３９１ ４.３０６ ４.４０６ ４.３３６ ４.４１７ ４.４１８ ４.４０５ ４.４２４
黄芩水提取物 ９.０７９ ９.０５４ ９.３７１ ９.６８０ ８.８８８ ９.８５５ ８.９０９ ９.４４１ １０.２２８ ９.３２０ ８.６８４ ８.５６９ ８.９７０ ９.０３６ ８.７４２

􀅰００３􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３８ Ｎｏ􀆰 ３ Ｍａｒｃｈ ２０１９



表 ２ꎮ 以 Ｘ 代表时间(月)ꎬ以 Ｙ 代表黄芩素含量值ꎬ分
别拟合直线ꎬ 获得直线方程ꎬ 计算斜率的不确定

度[９￣１０]ꎬ结果分别为:
黄芩 中 黄 芩 素: Ｙ ＝ ０. ０００２Ｘ ＋ ０. ０８３９ꎬ Ｓ(ａ) ＝
ｓ

􀰐
ｎ

ｉ＝１
(Ｘ１－ｘ) ２

＝ ７.２６×１０－５

黄芩 ９５％乙醇提取物中黄芩素:Ｙ ＝ ０. ００００１Ｘ ＋

０.０４３６ꎬＳ(ａ)＝
ｓ

􀰐
ｎ

ｉ＝１
(Ｘ１－ｘ) ２

＝ ９.２７×１０－５

黄芩水提取物中黄芩素:Ｙ＝ ０.０００ ０８Ｘ＋０.０９３５
三者自由度均为:ｎ－２ ＝ ６－２ ＝ ４ꎬＰ ＝ ０.９５(９５％置

信区间)的 ｔ 因子等于 ２.７７６ꎮ 由于黄芩素含量测定值

｜ ａ ｜ <ｔ０.０５４ ×Ｓ(ａ)ꎬ故斜率不显著ꎬ表明黄芩、黄芩 ９５％乙

醇提取物、黄芩水提取物系列标准物质候选物在 １２ 个

月内样品稳定性良好ꎮ
２.５　 黄芩素含量标准值定值 　 依据国家标准物质技

术规范[１０]ꎬ采用 ６ 家实验室联合定值方法对黄芩、黄
芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素成分进行

定值ꎬ定值数据见表 ３ꎮ 采用格拉布斯检验ꎬ剔除可疑

值ꎬ并采用科克伦(Ｃｏｃｈｒａｎ)等精度检验ꎬ证明黄芩素

成分含量的测量数据均属等精度数据ꎮ 计算获得 ６ 家

联合定值的黄芩中黄芩素成分含量标准值 Ｐ ＝
７.９５２％ꎬＳ＝ ０.００１ ６３１ꎻ黄芩 ９５％乙醇提取物中黄芩素

成分含量标准值 Ｐ＝ ４.２８５％ꎬＳ＝ ０.０００ ４０８ꎻ黄芩水提取

物中黄芩素成分含量标准值 Ｐ＝ ８.８００％ꎬＳ＝ ０.００２ ３７５ꎮ
２.６　 不确定度评定　
２.６.１　 成分含量标准值的不确定度评估　 黄芩、黄芩

９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素成分分析标准

物质的总不确定度由 ３ 个部分组成:测量标准值引入的

不确定度、样品不均匀性引入的不确定度、样品稳定性

引入的不确定度ꎮ 其中ꎬ测量标准值引入的不确定度包

含国家一级标准物质引入的不确定度、中药材及其提取

物中有效成分提取及含量测定过程引入的不确定度以

及联合定值的标准曲线拟合引入的不确定度等ꎮ
２.６.２　 标准值的不确定度计算　 ①黄芩素一级标准物

质引入的不确定度值 ｕ(Ｐ)ꎮ 黄芩素纯度标准物质的

量值 为 ( ９９. ７２ ± ０. ２５ )％ꎬ 其 标 准 不 确 定 度 值 为

０.２５％ / ２ ＝ ０.１２５％ꎬ相对标准不确定度值为 ｕ (Ｐ) ＝
０.１２５％ / ９９.７２％ ＝ ０.００１２５ꎮ ②测量数据的不确定度

表 ２　 黄芩、黄芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素成分含量长期稳定性结果　
Ｔａｂ.２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｎ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ Ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ９５％ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｗａｔｅｒ

ｅｘｔｒａｃｔ　 ％

成分与时间 １ ２ ３ ４ ５ ６
黄芩

　 ０ 个月 ８.３１８ ８.２９７ ８.６２７ ８.４０１ ８.３３０ ８.０３９
　 １ 个月 ７.９８０ ８.４９０ ８.４４４ ８.５３４ ８.５２６ ８.１０５
　 ２ 个月 ８.３９１ ８.４４３ ８.３９９ ８.５４６ ８.４３６ ８.６０９
　 ４ 个月 ８.６３５ ８.１８３ ８.５３０ ８.３３５ ８.６４９ ８.６５８
　 ６ 个月 ８.７３７ ８.３６３ ８.４４０ ８.４４０ ８.５２０ ８.５９４
　 １２ 个月 ８.５５８ ８.５８６ ８.４２１ ８.７６４ ８.４３５ ８.３９０
黄芩 ９５％乙醇提取物
　 ０ 个月 ４.２６５ ４.３２８ ４.３７５ ４.３３１ ４.３５５ ４.５４１
　 １ 个月 ４.４１５ ４.３４０ ４.４１６ ４.３９８ ４.３９９ ４.４１５
　 ２ 个月 ４.２３３ ４.３６７ ４.２８７ ４.２６５ ４.３３１ ４.２９２
　 ４ 个月 ４.４３６ ４.３７６ ４.４２３ ４.４２７ ４.４０８ ４.３０９
　 ６ 个月 ４.３７２ ４.２４７ ４.３４５ ４.２５７ ４.３４２ ４.４０７
　 １２ 个月 ４.２８４ ４.３２３ ４.４０８ ４.３５８ ４.４７１ ４.４３７
黄芩水提取物
　 ０ 个月 ９.３２６ ９.４８４ ９.２２５ ９.１５５ ９.１０３ ９.１５４
　 １ 个月 ９.４５４ ９.０６８ ９.４３９ ９.８３８ ９.３３３ ８.９２６
　 ２ 个月 ９.５１２ ９.５７０ ９.２７４ ９.４８６ ９.５１３ ９.５６９
　 ４ 个月 ９.５４５ ９.４４８ ９.０４６ ９.９５０ ９.３０６ ９.４０５
　 ６ 个月 ９.５０７ ９.５３１ ９.２６２ ９.７５３ ８.９６４ ９.１５６
　 １２ 个月 ９.６４１ ９.１５９ ９.０７３ ９.５６１ ９.５９４ ９.５１５
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表 ３　 黄芩、黄芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素含量的联合定值　
Ｔａｂ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ Ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ ａｎｄ ｉｔｓ ９５％ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔ　

样品与标准曲线 黄芩素含量 / ％
黄芩

　 Ｙ＝ ４０.１６７Ｘ＋１.００３６ ０.０７７５１ꎬ０.０７７５２ꎬ０.０７７１６ꎬ０.０７７４５ꎬ０.０７６２９ꎬ０.０７６１６ꎬ０.０７６９５ꎬ０.０７８６８ꎬ０.０７７５１ꎬ０.０７７８３
　 Ｙ＝ ４０.０１３Ｘ－１.４０３３ ０.０８００３ꎬ０.０７９３８ꎬ０.０７９１７ꎬ０.０７９０５ꎬ０.０７８５５ꎬ０.０７９１７ꎬ０.０７９６６ꎬ０.０８１３２ꎬ０.０８１１３ꎬ０.０７７３２
　 Ｙ＝ ３９.８５９Ｘ＋０.３４９ ０.０７９２６ꎬ０.０７８８５ꎬ０.０７９２１ꎬ０.０７９８８ꎬ０.０７８３７ꎬ０.０７８４４ꎬ０.０７８８３ꎬ０.０７９０９ꎬ０.０７８１３ꎬ０.０７８５９
　 Ｙ＝ ３９.８９９Ｘ＋０.６７１９ ０.０８１０４ꎬ０.０８１３６ꎬ０.０８２３９ꎬ０.０７９０１ꎬ０.０８０２１ꎬ０.０８０１６ꎬ０.０７８８１ꎬ０.０７９１７ꎬ０.０８１７８ꎬ０.０８０９２
　 Ｙ＝ ６１４６３Ｘ－７３６.３７ ０.０８３０３ꎬ０.０８３１０ꎬ０.０７９４３ꎬ０.０８２５８ꎬ０.０８２１９ꎬ０.０８１８７ꎬ０.０８２５７ꎬ０.０８２７３ꎬ０.０８３４５ꎬ０.０８００２
　 Ｙ＝ ６００４２Ｘ＋８４４.８１ ０.０８０３５ꎬ０.０７７８２ꎬ０.０７６７４ꎬ０.０７８１０ꎬ０.０７９４３ꎬ０.０８０１８ꎬ０.０７６６９ꎬ０.０７７７６ꎬ０.０８０７６ꎬ０.０８０８３
黄芩 ９５％乙醇提取物
　 Ｙ＝ ４０.１６７Ｘ＋１.００３６ ０.０４３４０ꎬ０.０４２５７ꎬ０.０４１８１ꎬ０.０４２６３ꎬ０.０４２７４ꎬ０.０４２４６ꎬ０.０４２２４ꎬ０.０４２５０ꎬ０.０４２８６ꎬ０.０４２６４
　 Ｙ＝ ４０.０１３Ｘ－１.４０３３ ０.０４３４２ꎬ０.０４３５１ꎬ０.０４３５９ꎬ０.０４３０７ꎬ０.０４２８０ꎬ０.０４２９１ꎬ０.０４２７１ꎬ０.０４３２９ꎬ０.０４２６２ꎬ０.０４２９５
　 Ｙ＝ ３９.８５９Ｘ＋０.３４９８ ０.０４３５８ꎬ０.０４２７０ꎬ０.０４３１４ꎬ０.０４３２２ꎬ０.０４３５５ꎬ０.０４３０２ꎬ０.０４３６８ꎬ０.０４３６７ꎬ０.０４３５５ꎬ０.０４２９０
　 Ｙ＝ ３９.８９９Ｘ＋０.６７１９ ０.０４２４５ꎬ０.０４１８５ꎬ０.０４２２８ꎬ０.０４２４８ꎬ０.０４２３５ꎬ０.０４２００ꎬ０.０４２０８ꎬ０.０４２５３ꎬ０.０４２１２ꎬ０.０４１７９
　 Ｙ＝ ６１４６３Ｘ－７３６.３７ ０.０４２８２ꎬ０.０４２４０ꎬ０.０４２９３ꎬ０.０４３１０ꎬ０.０４３０１ꎬ０.０４３２８ꎬ０.０４２５２ꎬ０.０４２７０ꎬ０.０４２４２ꎬ０.０４２７６
　 Ｙ＝ ６００４２Ｘ＋８４４.８１ ０.０４３８０ꎬ０.０４３６３ꎬ０.０４３０９ꎬ０.０４２９７ꎬ０.０４３０１ꎬ０.０４２５９ꎬ０.０４３０８ꎬ０.０４２６４ꎬ０.０４３０１ꎬ０.０４３２４
黄芩水提取物
　 Ｙ＝ ４０.１６７Ｘ＋１.００３６ ０.０８４４６ꎬ０.０８８９９ꎬ０.０８５３７ꎬ０.０８２００ꎬ０.０８５６６ꎬ０.０８４５９ꎬ０.０８６０１ꎬ０.０８５８８ꎬ０.０８７７０ꎬ０.０８４７４
　 Ｙ＝ ４０.０１３Ｘ－１.４０３３ ０.０９４９０ꎬ０.０９０８５ꎬ０.０９０５６ꎬ０.０９３０３ꎬ０.０８８６８ꎬ０.０９１０７ꎬ０.０９２００ꎬ０.０８８１７ꎬ０.０９１９６ꎬ０.０９１８２
　 Ｙ＝ ３９.８５９Ｘ＋０.３４９８ ０.０９０１４ꎬ０.０８６３６ꎬ０.０９００６ꎬ０.０８９１５ꎬ０.０８９０７ꎬ０.０８７０１ꎬ０.０８８９９ꎬ０.０８９０１ꎬ０.０８６１０ꎬ０.０９１５６
　 Ｙ＝ ３９.８９９Ｘ＋０.６７１９ ０.０８７１０ꎬ０.０８５９３ꎬ０.０８４２６ꎬ０.０８２４５ꎬ０.０８４５２ꎬ０.０８２７０ꎬ０.０９０２３ꎬ０.０８５９０ꎬ０.０８６７７ꎬ０.０７９９９
　 Ｙ＝ ６１４６３Ｘ－７３６.３７ ０.０８９９５ꎬ０.０８８４８ꎬ０.０８９８４ꎬ０.０８８８０ꎬ０.０８９６５ꎬ０.０８９８４ꎬ０.０８８９６ꎬ０.０８８０６ꎬ０.０８９３８ꎬ０.０８９４２
　 Ｙ＝ ６００４２Ｘ＋８４４.８１ ０.０９１７７ꎬ０.０８５５４ꎬ０.０８９９７ꎬ０.０８４９４ꎬ０.０８８９３ꎬ０.０８７７３ꎬ０.０９０００ꎬ０.０９０１１ꎬ０.０８６９９ꎬ０.０８６１３

值 ｕ( ｆ)ꎮ 利用测量数据计算:

黄芩中黄芩素:ｕ( ｆ)＝ ｓ
ｎ
＝ ０.００１６３１

６
＝ ０.０００ ６６６

黄芩 ９５％ 乙醇提取物中黄芩素: ｕ ( ｆ) ＝ ｓ
ｎ

＝

０.０００ ４０８
６

＝ ０.０００ １６７

黄芩水提取物中黄芩素:ｕ( ｆ) ＝ ｓ
ｎ

＝ ０.００２ ３７５
６

＝

０.０００ ９６９
③联合定值的标准曲线拟合引入的不确定度值

ｕｒｅｌꎮ 按照文献[１１]规定ꎬ标准曲线拟合的标准偏差计

算公式为:

Ｓ ( ｙ ) ＝
ｎ

ｉ＝１[Ａｉ－(ａｃｉ＋ｂ)] ２

ｎ－２
ꎬ ｕ ( ｓ ) ＝ Ｓ(ｙ)

ａ

１
ｑ
＋ １
ｎ
＋

(Ｃ１－ｃ０) ２

􀰐
ｎ

ｉ＝１
(Ｃ ｉ－ｃ０) ２

ꎬｕｒｅｌ ＝ｕ( ｓ) / Ｃ１

Ｓ(ｙ):标准溶液峰面积的标准偏差ꎻｑ:黄芩、黄芩

９５％乙醇提取物、黄芩水提取物溶液的测定次数ꎻｎ:标
准溶液的个数×每个标准溶液的测定次数ꎻＣ０:标准溶

液的浓度(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎻＣ１:中药材黄芩、９５％乙醇提取

物、水提取物溶液的浓度(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎻｉ:第 ｎ 个校准溶

液的第 ｎ 次测量ꎮ 以 ｘ 代表检测样品的溶液浓度ꎬ以 ｙ
代表检测样品的吸光度ꎬ分别拟合获得直线联合标定

单位的标准曲线相对不确定度 ｕｒｅｌ值ꎬ结果见表 ４ꎮ
比较 ６ 家单位获得的标准曲线相对标准不确定度

值ꎬ取最大值分别为:黄芩中黄芩素成分含量标准曲线

的不确定度 ｕｒｅｌ ＝ ０.００５ １５８ꎬ黄芩 ９５％乙醇提取物中黄
芩素成分含量标准曲线的不确定度 ｕｒｅｌ ＝ ０.００３ １４７ꎬ黄
芩水提取物中黄芩素成分含量标准曲线的不确定度

ｕｒｅｌ ＝ ０.０１４ ９４ꎮ

表 ４　 联合定值标准曲线引入的相对不确定度　
Ｔａｂ.４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

　

序号 黄芩
黄芩 ９５％

乙醇提取物

黄芩

水提取物

１ ０.００２ １４２ ０.００１ ２８６ ０.００６ ４００
２ ０.００５ １５８ ０.００３ １４７ ０.０１４ ９４
３ ０.００４ ７９３ ０.００２ ８９７ ０.０１４ １３
４ ０.００３ １７９ ０.００２ ０１２ ０.００９ ９７５
５ ０.００３ ８９７ ０.００２ ４７９ ０.０１１ ８９
６ ０.００３ ８１２ ０.００２ ３０８ ０.０１１ ２９

④合成标准不确定度计算ꎬ按照 Ｕｃ(ｘ)＝

ｘ [ｕ(ｐ)
ｐ

]２＋[ｕ(ｆ)
ｆ

]２＋[ｕｒｅｌ]２ 分别计算黄芩、黄芩 ９５％

􀅰２０３􀅰 Ｈｅｒａｌｄ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｖｏｌ􀆰 ３８ Ｎｏ􀆰 ３ Ｍａｒｃｈ ２０１９



乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素成分分析标准物质

的合 成 标 准 不 确 定 度 值 为 ０. ０００ ４２５ꎬ ０.０００ １４５ꎬ
０.００１ ３２ꎮ
２.６.３　 样品均匀性引入的不确定度 ＳＨ 　 按照国际标

准化组织标准物质指南 ３５ 规定ꎬ由均匀性产生的不确

定度计算ꎬ数学模型为 ＳＨ ＝ (ＭＳ２
组间－ＭＳ２

组内) / ｎ ꎮ 式

中 ＳＨ表示均匀性产生的不确定度ꎬｎ 表示测定次数ꎬ
ＭＳ组间表示组间均方差ꎬＭＳ组内表示组内均方差ꎮ 黄芩、
黄芩 ９５％乙醇提取物、黄芩水提取物中黄芩素成分分

析标准物质由均匀性产生的不确定度分别为 ５. ３３ ×
１０－４ꎬ１.２５×１０－４ꎬ９.８９×１０－４ꎮ
２.６.４　 样品稳定性引入的不确定度 Ｓｔ 　 稳定性引入的

不确定度计算ꎬＳｔ ＝ ｔ×Ｓ(ａ)ꎬＳ(ａ) ＝
ｓ

􀰐
ｎ

ｉ＝１
(Ｘ ｉ－ｘ) ２

ꎮ 式中

Ｓ(ａ)表示斜率产生的不确定度ꎬ ｓ 表示直线的标准偏

差ꎬＸ ｉ表示时间点ꎬｘ 表示时间均值ꎬＳｔ表示稳定性产生

的不确定度ꎬｔ 表示时间ꎮ 黄芩、黄芩 ９５％乙醇提取物、
黄芩水提取物中黄芩素成分分析标准物质由稳定性产

生的不确定度值分别为 ８.７１×１０－４ꎬ５.５４×１０－４ꎬ１.１１×
１０－３ꎮ
２. ６. ５ 　 总 合 成 标 准 不 确 定 度 　 按 照 ｕｃ(总) ＝

ｕ２
ｃ(ｘ) ＋Ｓ２

Ｈ＋Ｓ２
ｔ 计算ꎬ黄芩、黄芩 ９５％乙醇提取物、黄芩

水提取物中黄芩素成分分析标准物质的总合成不确定

度分别为 ０.００１ １１ꎬ０.０００ ５８７ꎬ０.００１ ９９ꎮ
２.６.６　 扩展不确定度　 由总合成标准不确定度计算扩

展不确定度(Ｕ)ꎬ扩展因子 ｋ ＝ ２ꎬ黄芩、黄芩 ９５％乙醇

提取物、黄芩水提取物中黄芩素成分分析标准物质的

扩展不确定度分别为 ０.２２２％ꎬ０.１１７％ꎬ０.３９８％ꎮ
２.７　 成分含量标准值及不确定度表示　 在测量不确定

度的最终计算中ꎬ一般采用只进不舍的规则ꎮ 故黄芩中

黄芩素成分分析标准物质定值结果为(７.９５±０.２３)％ꎬ
ｋ＝２ꎻ黄芩 ９５％乙醇提取物中黄芩素成分分析标准物质

定值结果为(４.２９±０.１２)％ꎬｋ ＝ ２ꎻ黄芩水提取物中黄芩

素成分分析标准物质定值结果为(８.８０±０.４０)％ꎬｋ＝２ꎮ
３　 讨论　

笔者在本实验通过采用单一化学成分标识复杂成

分体系的量值传递技术路线ꎬ采用高效液相色谱法￣多
家实验室协作标定的方法ꎬ成功研制了黄芩中黄芩素

成分分析标准物质 ＧＢＷ(Ｅ)０９０４３８、黄芩 ９５％乙醇提

取物中黄芩素成分分析标准物质 ＧＢＷ(Ｅ)０９０４４７、黄
芩水提取物中黄芩素成分分析标准物质 ＧＢＷ(Ｅ)
０９０４５３ꎬ解决了中药材及其提取物等复杂体系中的相

关化学成分的量值溯源性科学技术难题ꎬ为中药相同

类型标准物质的研制起到了指导和示范作用ꎮ
笔者在本实验研制的黄芩及其提取物中黄芩素成

分分析系列标准物质均含有准确的量值与不确定度ꎬ
属国家二级计量有证标准物质ꎬ具量值溯源和量值传

递功能ꎬ在国内外均属首次研制ꎬ填补了标准物质领域

的品种空白ꎮ 同时为提高我国中药材及中成药的质量

标准、推动中药的标准化和现代化提供了标准物质、物
质标准、标准技术方法ꎮ
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