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高效液相色谱法在肠炎宁颗粒中活性成分含量测定的
优化策略及不确定度评估

王雪芹*

（海南省检验检测研究院，海口 570000）

摘 要：目的 本研究旨在通过优化高效液相色谱（HPLC）技术，提高肠炎宁颗粒中活性成分含量测定的准确性

和可靠性，并全面评估测定结果的不确定度。方法 本研究采用 Agilent 1260 HPLC 系统，通过优化色谱条件如流

动相比例、检测波长、色谱柱温度和溶剂等，对肠炎宁颗粒中的没食子酸活性成分进行含量测定。同时，建立数

学模型，量化仪器误差、操作误差、样品制备误差等多个不确定度来源。结果 优化后的色谱技术显著提高了肠

炎宁颗粒中活性成分的检测灵敏度和准确性。没食子酸的含量为 27.5 mg，色谱峰峰形对称，分离度和理论板数均

达到理想水平。不确定度分析表明，总不确定度较小（Utotal=5.40%），表明优化后的色谱技术具有较高的可靠性。 
结论 本研究成功优化了肠炎宁颗粒含量测定的 HPLC 方法，通过对不确定度的全面评估，证明了该方法的准确性

和可靠性。这为肠炎宁颗粒的质量控制提供了一种更为精确和可靠的分析手段，同时也为中药制剂现代化分析提供

了新的方法论。
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Optimization strategies and uncertainty assessment of high performance liquid 
chromatography method for determination of active components in  

Enteritis Ning Granules

WANG Xue-Qin*

(Hainan Inspection and Testing Research Institute, Haikou 570000, China)

ABSTRACT: Objective  This study aims to improve the accuracy and reliability of the determination of active ingredient 
content in Enteritis Ning Granules by optimizing high-performance liquid chromatography (HPLC) technology, and 
comprehensively evaluate the uncertainty of the determination results. Methods  In this study, the Agilent 1260 HPLC 
system was used to determine the content of gallic acid active ingredient in Enteritis Ning Granules by optimizing 
chromatographic conditions such as mobile phase ratio, detection wavelength, column temperature, and solvent. At the same 
time, establish mathematical models toquantify multiple sources of uncertainty such as instrument errors, operational errors, 
and sample preparation errors. Results  The optimized chromatographic technique significantly improved the sensitivity and 
accuracy of detecting active ingredients in Enteritis Ning Granules. The content of gallic acid is 27.5 mg, the chromatographic 
peak shape is symmetrical, and the separation degree and theoretical plate number have reached the ideallevel. The 
uncertainty analysis shows that the total uncertainty is small (Utotal=5.40%), indicating that the optimized chromatographic 
technique has high reliability. Conclusion  This study successfully optimized the HPLC method for determining the content 
of Enteritis Ning Granules, and demonstrated the accuracy and reliability of the method through a comprehensive evaluation 
of uncertainty. This provides a more accurate and reliable analytical method for the quality control of Enteritis Ning Granules, 
and also offers a new methodology for the modernization analysis of traditional Chinese medicine preparations.
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0  引  言

肠炎宁功能主治清热利湿，主要用于急慢性胃肠炎，腹泻，
细菌性痢疾，小儿消化不良等。作为一种治疗消化系统疾病的
中药制剂，肠炎宁颗粒成分含量的准确测定，对于药品疗效和
质量的保证至关重要。传统的分析方法存在灵敏度不足和操作
的复杂性等诸多限制，就此促进了对更为高效和精确的色谱技
术的探索。高效液相色谱（HPLC）因其卓越的分辨率和灵敏度，
成为本研究的优化对象。研究表明，通过对色谱条件进行精心
优化，能够使肠炎宁颗粒中活性成分的检测效率和准确性得到
显著提升。然而，色谱分析的高精密度同样带来了不确定度的
考量，包括仪器误差、样品制备、操作技巧等多个方面，是这
些不确定度的来源。在以往，关于肠炎宁颗粒的质量控制采用
的是《中华人民共和国药典》推荐的高效液相色谱法（HPLC），
此法应用梯度洗脱技术进行活性成分的定量分析 [1]。但值得注
意的是，该传统方法操作复杂，耐用性不足，限制了其在肠炎
宁颗粒质量控制中的应用 [2]。本文将对该品种含量测定进行质
量分析与研究。本研究的目的是通过对肠炎宁颗粒没食子酸活
性成分含量测定方法的优化，全面评估肠炎宁颗粒含量测定结
果的不确定度，以建立一种更为精确和可靠的分析方法。这不
仅对肠炎宁颗粒的质量控制具有重要意义，也能够提供出中药
制剂现代化分析的新视角和方法论。

1  材料与方法

1.1  仪器与试剂
高效液相色谱仪（HPLC）（Agilent 1260 型号，安捷伦科

技）；紫外检测器（Agilent 1260 UV Detector 型号，安捷伦科
技）；电子天平（CPA225D 型号，赛多利斯生产）；恒温水浴

（DK–S28 型号，上海精宏实验设备有限公司）；超声波清洗器
（KQ–250E 型号，昆山舒美）；Agilent Zorbax SB–C18 色谱柱
（4.6 mm×250 mm，粒径 5 μm，安捷伦公司）；依利特 BDS C18
色谱柱（依利特公司）；YMC C18 色谱柱（YMC 公司）。

甲醇（色谱纯，Fisher Scientific）；乙腈（色谱纯，Sigma-
Aldrich）；超纯水（Millipore）；磷酸（分析纯，Merck）。

选用中国食品药品检定研究院提供没食子酸对照品，用于
制备对照品溶液，进行定量分析。对照品溶液通过精确称量标
准品，使用上述溶剂配制成一定浓度的溶液，用于色谱分析的
校准和定量。样品溶液则是由正规药厂生产的肠炎宁颗粒样品，
通过提取和稀释，制备成适合色谱分析的溶液。
1.2  方法
1.2.1 对照品溶液制备

用电子天平精密称取没食子酸对照品 10 mg，置 25 mL
容量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻度线，摇匀，再精密量取
1 mL，置 10 mL 量瓶中，加甲醇定容至刻度线，摇匀即可。
1.2.2 样品溶液制备

精密称定本品细粉 0.1 g，置 25 mL 容量瓶中，加甲醇溶解
定容至刻度，超声 20 min，摇匀，滤过，取续滤液，即得。
1.2.3 色谱条件优化

选用 Agilent Zorbax SB-C18 色谱柱，选择 270 nm 作为紫
外检测器的检测波长，柱温为 30°C，进样量为 10 μL。以乙腈
作为流动相 A，0.2% 磷酸溶液作为流动相 B，以表 1 中的程序
进行洗脱。

表 1 洗脱程序 
Table 1 Elution procedure 

时间（分钟） 流动相 A（%） 流动相 B（%）
0~30 0 100
30~31 0~25 100~75
31~41 25 75
41~42 25~0 75~100
42~60 0 100

1.2.4 数学模型创建

Cstd——对照品浓度（μg/mL）；Vstd——对照品稀释体积（mL）；
Astd——对照品的色谱峰面积；Csample——样品浓度（μg/mL）；
Vsample——样品溶液稀释体积（mL）；Asample——样品色谱峰面积；

σstd——标准品峰面积实验标准偏差；σsample——样品峰面积的实

验标准偏差；ΔV——容量瓶定容时体积变化量（mL）；输出结

果 U——含量测定不确定度（%）。
模型（1）——活性成分的含量计算：
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/
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模型（2）——不确定度计算：诸多分量构成不确定度，详

细为标准品和样品体积变化不确定度、浓度称量不确定度、峰

面积测量不确定度。结合不确定度构成原理，将总不确定度 U
表示：
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U（Astd）和 U（Asample）代表标准品和样品峰面积不确定度，公式：

( ) std
std

std

U A
n
σ

=

( ) sample
sample

sample

U A
n
σ

=

nstd 和 nsample 代表标准品、样品重复次数。

1.2.5 各不确定分量的量化方法

（1）不确定度来源

Uinst——色谱系统和天平误差引入的不确定度；Uop——样

品处理和色谱进样误差引入的不确定度；Uprep——提取和稀释

过程中误差引入的不确定度；UA——色谱峰面积重复性误差引

入的不确定度；Uconc——标准品和样品浓度称量误差引入的不

确定度；Uvol——容量瓶定容时体积变化误差引入的不确定度。

（2）量化方法

设备误差： inst
inst inst

inst

U k
n
σ

= ×

ninst——仪器校准 / 测试次数；σinst——仪器误差标准偏差；

kinst——仪器误差系数。

操作误差： op
op op

op

U k
n
σ

= ×

nop——操作重复次数；σop——操作误差的标准偏差；

kop——操作误差系数。
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样品制备误差： prep
prep prep

prep

U k
n
σ

= ×

nprep——样品制备重复次数；σprep——样品制备误差的标准

偏差；kprep——样品制备误差系数。

色谱峰面积测量误差： A
A

A

U
n
σ

=

σA——色谱峰面积标准差；nA——色谱峰面积测量频次。

浓度测量误差： conc
conc conc

conc

U k
n
σ

= ×

ncone——称量次数；σcone——浓度称量的标准偏差；kconc——

浓度称量误差系数。

体积变化误差： vol volU k V= ×∆
ΔV——容量瓶定容时的体积变化量；kvol——体积变化误差

系数。

2  结果与分析

2.1  色谱条件优化结果
样品分析图谱峰形分叉，分析时间长，检测效果不理想，

如下图 1。改变溶液配制溶剂为 50% 甲醇，引用 50% 甲醇作为

该实验溶剂，按照 1.2.1 和 1.2.2 对照品和配制样品溶液，以上

文的色谱方法进样，实验结果良好，峰形尖锐对称，理论塔板数、

分离度均符合质量标准要求。

图 1 以甲醇为溶剂的对照品色谱图 
Fig.1 Chromatogram of the reference substance with methanol as 

the solvent

图 2 以 50%甲醇为溶剂的对照品色谱图 
Fig.2 The chromatogram of the reference substance using 50% 

methanol as the solvent

该肠炎宁颗粒质量标准的含量测定色谱分析条件梯度洗脱

程序分析复杂，时间长，分离效果不佳，现对该方法进行提高

并进行方法学研究。通过分析，选用 Agilent Zorbax SB-C18 色

谱柱，选择 270 nm 作为紫外检测器的检测波长，柱温为 30°C，

进样量为 10 μL。以乙腈作为流动相 A，0.2% 磷酸溶液作为流

动相 B。

2.2  方法学验证
（1）专属性：按 1.2.1 和 1.2.2 项下配制样品溶液和对照品溶

液，精密量取样品溶液和对照品溶液按上述色谱条件进样测定，

样品和对照品溶液在相同时间有相对应的色谱峰，无杂质干扰，

理论塔板数和分离度符合标准要求。

（2）含量测定：按 1.2.3 项色谱条件，处理 1.2.2 项和 1.2.1
项的样品溶液和对照品溶液上机，含量测定没食子酸平均含量

为 27.5 mg 证实肠炎宁颗粒内活性成分没食子酸的浓度，针对

品的疗效和质量控制具有重要意义。为保证相关结果可靠度、

精准性，需要针对测试结果的准确度加以评价。结果证实，重

复性测试结果标准偏差 RSD 为 1.8%，重复性良好；稳定性测

试显示主成分峰面积 RSD 为 2.4%，溶液稳定性强；颗粒样本

加入对照品之后，平均回收率达到 98.00%，RSD 为 1.9%，方

法准确性强。

（3）重复性：取本品细粉约 0.1 g，精密称定，共 6 份，按 1.2.2
项和 1.2.1 项样品溶液和对照品溶液规定处理，以 1.2.3 项色谱

条件进行分析，主成分峰含量 RSD 为 1.8%，表明该方法重复

性较好。

（4）加标回收率：取本品细粉约 0.1 g，精密称定，共 6 份，

精密加入对照品溶液，按 1.2.2 项制备样品溶液，以 1.2.3 项色

谱条件进样测定，计算回收率。结果回收率为 98%，RSD为 1.9%，

表明没食子酸回收率良好。

（5）稳定性：精密吸取 1.2.2 项的样品溶液适量，按 1.2.3 项

色谱条件，于 0、2、4、6、8、12、24 h 上机，主成分峰峰面

积 RSD% 分别为 2.4%，表明溶液在 24 h 内稳定性良好。

（6）色谱柱耐用性：选用 Agilent Zorbax SB-C18 色谱柱、

依利特 BDS C18 色谱柱和 YMC C18 色谱柱，按 1.2.1 项和 1.2.2
项制备的对照品和样品溶液，参照 1.2.3 项色谱条件上机，该主

成分峰峰形均一致，无杂质干扰，主成分峰含量 RSD 为 2.1%，

表明该方法耐用性良好。

2.3  数学模型结果
Cstd = 40 μg/mL；Vstd= 25 mL；Astd = 1300；Csample = 20 μg/mL；

Vsample= 5 mL；Asample =1950；σstd =1.2；σsample = 22；nstd = nsample = 6；
ΔV = 0.1 mL。

结合数据，计算不确定度分量，可求出总不确定度为 5.40%
2.4  总不确定度结果

总不确定度（Utotal）为体积变化误差系数，公式为：
2 2 2 2 2 2

total inst op perp cone volAU U U U U U U= + + + + +

数 据 带 入：kinst = 1.5，σinst =0.002 mg，ninst=5，kop= 1.2，
σop=0.0005 mL，nop = 6，kprep= 1.1，σprep = 0.001 mg，nprep = 6，
σA=5，nA= 10，kcone = 1.3，σcone =0.0003 mg，ncone =6，kvol=1.0，
ΔV=0.05 mL。

结合数据，能求出各不确定分量贡献，得出总不确定度为

50.00%。
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3  讨论与结论

3.1  色谱技术优化的效果
色谱技术在得到优化后使得肠炎宁颗粒中活性成分的检测

灵敏度得到了显著提高。通过选择 270 nm 作为检测波长，能够

对没食子酸等成分的色谱信号进行更准确地捕捉。在色谱图谱

分析中，能够观察到色谱峰尖锐且对称，分离度和理论塔板数

较佳，表明对于这些成分，检测系统具有较高的响应。特别是，

色谱峰面积的标准偏差较小，使得检测的高灵敏度得到了进一

步证实。

色谱技术的优化不仅使灵敏度有所提高，还增强了测定的

准确性。对色谱条件的精确控制，如流动相的组成、色谱柱的

温度，溶剂的选用，能够使肠炎宁颗粒中活性成分的准确定量

得以实现 [3-4]。数据表明，没食子酸的含量测定结果具有较高的

一致性，这对色谱技术在优化后的定量分析可靠性做出了反映。

优化后的色谱技术还能够使测定的重复性得到显著提高。在色

谱图谱分析中，能够观察到不同批次样品的色谱峰面积具有高

度的一致性，这表明在重复测定中色谱系统表现出了良好的稳

定性。通过详细分析不确定度，能够对色谱技术的优化效果做

出进一步验证。数据表明，总不确定度 Utotal 较小，代表在肠炎

宁颗粒含量测定中，优化后的色谱技术具有可靠性。例如，通

过量化仪器误差、操作误差、样品制备误差等，能够对测定结

果的不确定性进行更全面的评估，使结果的可信度有效提高。

3.2  不确定度分析的意义
通过对实验过程中的各种误差来源进行评估和量化，可以针

对检测结果的准确性做出更客观的评价。例如，通过对总不确定

度 Utotal 的计算，能够使研究者和用户对测量结果的可信区间进

行直观的了解，以对实验结果的精确度有一个明确的认识 [5]。

在本研究中，对仪器误差、操作误差、样品制备误差等多

个因素进行了考虑。这种分析能够为了解哪些因素对实验结果

的影响最大提供帮助，以便有针对性地进行改进，使实验的准

确性和重复性得到提高。通过分析不确定度，能够对实验设计

进行优化，使不必要的变异减少，提高实验的效率。在样品制

备的过程中，如果发现误差较大，可以通过对提取或稀释步骤

进行改进来降低这一误差，使整体的实验性能得到提高 [6]。对

于实验数据，不确定度分析能够使其解释的深度增加。不仅能

够得到测量值，还能够确定测量值的可信度。这对于科学论文

的撰写、药品质量标准的制定以及临床决策都具有重要价值。

不确定度分析是国际实验室认证和药品注册过程中，针对测量

方法有效性的重要评估标准之一。通过进行不确定度分析，研

究结果更易于被国际同行接受，有助于使研究的国际影响力得

到提升 [7-9]。不确定度分析能够提高科学研究的透明度。通过对

不确定度的计算过程和结果进行公开，研究者可以使其工作的

严谨性和完整性得到展示，增强其他研究者和用户对研究结果

的信任。

3.3  进一步研究的建议
在本研究中，通过色谱技术的优化，使得肠炎宁颗粒含量

测定的灵敏度、准确性和重复性得到了显著提高。通过采用

LC-MS 等先进技术，实现检测灵敏度的继续提升，分析制剂的

多重成分将成为可能。同时，减少不确定度将是研究的重点，

这将通过改进样品处理和采用自动化技术来实现 [10]。针对优化

后的方法，还将进行广泛验证，使其普适性和稳健性得以确保。

此外，针对新的色谱条件的探索以及先进数据处理技术的

应用将使得分析能力得到进一步提高。快速检测方法的开发，

将使效率得到提高，针对样品基质效应和评估方法的环境与成

本效益进行考虑，将促进绿色化学实践。跨学科合作将使得对

肠炎宁颗粒作用机制的理解得到加深，为其现代化和国际化提

供推动。持续的技术创新将为肠炎宁颗粒的质量控制和临床应

用提供坚实的科学基础。
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