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吸附无细胞百白破联合疫苗中硫柳汞含量测定的 
不确定度评定
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摘 要：目的 建立滴定法测定吸附无细胞百白破疫苗硫柳汞含量不确定度评定方法，发现引起较大不确定度的来
源，提高实验室检测能力。方法 采用 2020 年版《中华人民共和国药典》通则 3115 第一法滴定法，建立数学模型
分析检测过程中不确定度的来源，并合成标准不确定度及扩展不确定度。结果 在影响硫柳汞含量测定中，各影响
因素均有一定的作用，经 A 类评定和 B 类评定，求得扩展不确定度 Urel（含量）= 4.72%（K=2）。结论 经对各因
素引入的不确定度评定发现，引入较大不确定度的因素主要是供试品的滴定过程，可在后续方法改进中考虑滴定过
程处在低温等条件下。
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Evaluation of uncertainty in the determination of thiomersal content in Adsorbed 
Diphtheria, Tetanus, and Acellular Pertussis Combined Vaccine
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ABSTRACT: Objective  To establish a titration method for evaluating the uncertainty in the determination of thiomersal 
content in adsorbed diphtheria, tetanus, and acellular pertussis combined vaccine, and to identify the sources of significant 
uncertainty, improve laboratory detection ability. Methods  The titration method was established according to the 
first method of the General Rules 3115 in the 2020 edition of the Pharmacopoeia of the People’s Republic of China, a 
mathematical model was established, and the sources of uncertainty in the detection process were analyzed to synthesize the 
standard uncertainty and extended uncertainty. Results  In the determination of thiomersal content, all influencing factors 
have a certain effect. After type A evaluation and type B evaluation, the extended uncertainty Urel= 4.72% (K=2) was obtained. 
Conclusion  After evaluating the uncertainty introduced by each factor, it was found that the factors introducing significant 
uncertainty are mainly the titration process of the test sample. It is suggested that the titration process in low-temperature and 
other conditions be considered in subsequent method improvements.
KEYWORDS: Adsorbed Diphtheria, Tetanus, and Acellular Pertussis Combined Vaccine; thiomersal; titration method；
uncertainty

0  引  言

目前，在实验室测量行业中，测量结果包含其不确定度方

可完整、有意义已成为业内共识，不确定度主要用来表示测量

结果的分散性，其大小可表现测量结果的可靠性 [1-3]，而在实验

室中对检测过程进行不确定度评定利于实验人员识别并评定出

对检测过程带来较大不确定度的因素，并对引起较大不确定度

的因素提出措施进行改进，减少实验的误差，可更好地提高实

验结果的可靠性，提升实验室检测能力。尤其是近几年我国生

物制品快速发展，成为药品的重要组成部分，由于生物制品的
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活性物质主要为大分子活性物质，所用的检测手段和检测方法
与普通的化学药和中药都有很大的区别 [4]，准确度、精密度等
方面的表现较化学药品的方法要更难提高，因此，不确定度评
定在生物制品中的应用更为重要。

吸附无细胞百白破联合疫苗在生产工艺中会使用硫柳汞，
主要用在工作菌株对数生长后期或静止期前期作为杀菌剂 [5]，
硫柳汞是一种含有乙基汞的化合物，研究发现其对疫苗的质量
稳定性以及安全性有一定的影响 [6-9]，因此，需检测吸附无细胞
百白破联合疫苗成品中硫柳汞的残留量。目前，检测硫柳汞的
法定方法收录在 2020 年版《中华人民共和国药典》三部，主
要有滴定法和原子吸收分光光度法，尽管仪器法较滴定法优势
较多 [10]，但由于滴定法成本较低，且操作方便，很多企业仍采
用滴定法，因此对该方法进行研究仍有必要性。滴定法目前操
作已经比较成熟，但由于药典中对该方法的细节没有详细描述，
且涉及消化过程，所用溶剂均为有机试剂，影响实验结果的因
素较多，因此，对该实验过程进行不确定度评定就显得尤为必要，
经文献查阅，目前没有对滴定法测硫柳汞含量进行不确定度分
析的研究，因此，本文建立滴定法测定硫柳汞含量的不确定度
评定方法，使实验室检验过程及检验结果更为科学可靠 [11]。

1  材料与方法

1.1  试药
氯化汞（≥99.5%，AR 级，国药集团化学试剂有限公司）；

双硫腙（5 g/ 包，AR 级，国药集团化学试剂有限公司）；吸附无
细胞百白破联合疫苗成品，某企业生产的一批次成品。
1.2  仪器

数 字 瓶 口 滴 定 仪（Titrette，25 mL，BRAND）； 移 液 器
（10~100 μL 、100~1000 μL，BRAND）；电子天平［十万分之一，
MCA125P-2CCN-U-QP1，赛多利斯科学仪器（北京）有限公司］。
1.3  溶液配制

1 mg/mL 标准汞溶液配制：精密称取氯化汞 0.135 g，用
0.5 mol/L 硫酸溶液溶解，稀释定容至 100 mL 容量瓶中，混匀。

50 μg/mL 标准汞溶液：取 1 mg/mL 标准汞溶液 100 μL，加
入 0.5 mol/L 硫酸溶液 1900 μL。

0.05% 双硫腙滴定液：精密称取 50 mg 的双硫腙，加入三
氯甲烷溶解并定容至 100 mL 容量瓶中，混匀。

0.00125% 双硫腙滴定液：取 0.05% 双硫腙滴定液 2500 μL
于 100 mL 容量瓶中，用四氯化碳定容，混匀。
1.4  试验方法

（1）消化：精密量取供试品 1000 μL，置于试管中，分别
加入硫酸 2 mL、8.0 mol/L 硝酸溶液 0.5 mL，混匀，盖好盖子，
置于 85~90℃ 水浴中加热 1 h。冷却后加水 40 mL，再加 20%
盐酸羟胺溶液 5 mL。

（2）滴定：用水 40 mL 将上述消化后溶液分数次冲洗并转
移至 125 mL 分液漏斗中，用 0.00125% 双硫腙滴定液滴定，每
次加入滴定液后，振摇 10 s，静置分层，弃去四氯化碳层，继
续滴定，直至双硫腙滴定液绿色不变，即为终点。

（3）标化双硫腙滴定液：精密量取标准汞溶液 1 mL 于
125 mL 分液漏斗中，加硫酸 2 mL、水 80 mL 和 20% 盐酸羟胺
溶液 5 mL，自“（2）滴定”中“用双硫腙滴定液滴定”起同法操作 [1]。
1.5  数学模型

硫柳汞含量（%）= 1
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式中 V1 为供试品消耗滴定液的体积，mL；V2 为标准汞溶
液消耗滴定液的体积，mL；V3 为供试品的体积，mL；0.05 为
标准汞溶液的浓度，mg/mL；2.02 为常数（1 g 汞相当于 2.02 g
硫柳汞）。

2  结果与分析

2.1  测量不确定度的评定
不确定度的来源根据实验过程和数学模型进行分析，本实

验中，除称取、配制标准品，称取、配制滴定液，标化，量取
供试品会引入不确定度外，由于供试品的前处理过程较为繁琐，
要将供试品置于 85~90℃ 水浴中加热 1 h，冷却后加水 40 mL，
再加 20% 盐酸羟胺溶液 5 mL。用水 40 mL 将上述消化后溶液
分数次冲洗并转移至 125 mL 分液漏斗中，此过程也会引入较
大不确定度。因此，确定不确定度来源，由以下五种因素引起：
①配制 1 mg/mL 汞溶液引入的不确定度；②配制 50 μg/mL 标
准汞溶液引入的不确定度；③双硫腙滴定液的标化；④滴定供
试品引入的不确定度；⑤量取供试品体积引入的不确定度。
2.2  测量不确定度分析
2.2.1 配制 1mg/mL 的汞溶液不确定度

所用天平为十万分之一天平，检定证书称量允差为

±0.00001 g，视为矩形分布（ 3k = ），则天平称取标准品 0.13500 g
的相对称量不确定度 urel（M）见式（2）

( )rel
0.00001

3 0.13500
u M =

×
 （2）

100 mL A 级容量瓶的最大允许误差为 0.10 mL，按三角形
分布，其相对不确定度 urel（V 容）见式（3）

( )rel
0.10
6 100

u V =
×容  （3）

合成配制 1 mg/mL 汞溶液的相对不确定度 urel（标 1）见式（4）

( )
2 2

rel 1
0.00001 0.10 0.0410%
3 0.1350 6 100

u    
= + =   × ×   

标
 （4）

2.2.2 配制 50μg/mL 标准汞溶液的不确定度

所使用移液器分别为 100 μL 和 1000 μL 移液器，100 μL 的
移液器最大允许误差 2.0 μL，1000 μL 移液器最大允许误差为
10 μL，为均匀分布，100 μL 的移液器引入的相对不确定度为

2
3 100×

；1000 μL 移液器引入的相对不确定度为 10
3 1000×

，

合成移液器引入的相对不确定度 urel（标 2）见式（5）

( )
2 2 2

rel 2
2 10 10 1.4142%

3 100 3 1000 3 1000
u      

= + + =     × × ×     
标  （5）

2.2.3 双硫腙滴定液的标化

数字瓶口滴定仪的校准依据参照 JJG 646—2006《移液器
检定规程》，该规程没有规定 25 mL 校准点的容量允差，因此
本研究用 A 类评定评价标化过程的不确定度。

双硫腙滴定液标化引起的不确定度：配制 50 μg/mL 标准汞
溶液，用双硫腙滴定液滴定，平行重复 4 次测定，结果见表 1。
表 1 汞标准液消耗滴定液体积及其不确定度 

Table 1 Volume of titrant consumed by mercury standard solution 
and its uncertainty

标准汞溶液浓度 50 μg/mL 1 2 3 4
使用滴定液体积（mL） 35.20 35.10 36.25 36.25

平均值（mL） 35.70
标准偏差（mL） 0.6364

平行测定 4 次，消耗滴定液体积的平均值为 35.70 mL，标

准偏差 s=0.6364，相对不确定度 urel（Ccal 1）见式（6）。
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( )rel cal1 0.8913%
2 35.70

su C = =
×

 （6）

2.2.4 滴定液滴定供试品引起的不确定度

取吸附无细胞百白破疫苗同一批次 8 支，混匀，取

1000 μL，用双硫腙滴定液滴定，平行 4 次测定，结果见表 2。

表 2 供试品消耗的滴定液体积及其不确定度 
Table 2 Volume of titrant consumed by the test sample and its 

uncertainty

供试品 1 2 3 4
使用滴定液体积（mL） 4.53 4.24 4.51 4.51

标准汞消耗滴定液体积平均值（mL） 35.15
供试品硫柳汞含量（%） 0.00130 0.00122 0.00130 0.00130

标准偏差（%） 0.00004

平行测定 4 次，供试品硫柳汞含量的平均值为 0.00128，标

准偏差 s=0.00004，平均值的相对不确定度 urel（Ccal 2）见式（7）。

( )rel cal2 1.5625%
2 0.00128

su C = =
×

 （7）

2.2.5 所取供试品的体积

B 类不确定度，使用 100~1000 μL 移液器，经证书查询，

1000 μL 移液器最大允许误差为 10 μL，均匀分布，1000 μL 移

液器引入的相对不确定度为 urel（V 样）见式（8）。

( )rel
10 0.5774%

3 1000
u V = =

×样  （8）

（1）合成标准不确定度 uc

= + + + + ×

  = + + + +        ( ) ( ) ( ) ( )

( )

( )

222 2
rel 1 rel 2 rel cal rel

2
rel

2

1
2

1
2 2 2 2 20.0410 1.4142     0.8913     1.5625     0.5774 100%

2.36%

)

c

u V  

=

重复

样

(

（2）扩展不确定度 Urel

在影响硫柳汞含量测定中，各影响因素均有一定的作用，

按正态分布计算，取包含因子 2K = （置信区间约为 95%），求
得扩展不确定度 Urel（含量）= uc ×K=2.36%×2 = 4.72%。

3  讨论与结论

通过分析滴定法测定硫柳汞含量全过程，确定不同确定度

的来源，并经计算得出，双硫腙滴定液的标化和供试品的滴定

引起的不确定度较其他因素大，分析标化和滴定的实验操作过

程，思考较易引入较大不确定度的因素有以下几个方面：（1）滴

定法的标准操作规程“用 0.00125% 双硫腙滴定液滴定，每次加

入滴定液后，振摇 10 s，静置分层，弃去四氯化碳层，继续滴

定，直至双硫腙滴定液绿色不变，即为终点”，较多的弃去四

氯化碳分层的操作，而使用分液漏斗弃去分层的操作较为不方

便，人为控制分液漏斗开关，有可能会导致每次弃去操作时过

多弃去上清层，造成每次操作结果变化较大，重复性较差，后

续研究可从改换其他工具代替分液漏斗或滴定程序，例如换成

移液器移取，避免多次弃去四氯化碳层操作，造成较大的不确

定度；（2）双硫腙滴定液在配制时配制液和稀释液分别为三氯甲

烷和四氯化碳，都为有机挥发物，滴定液中的四氯化碳对光、

空气、高温不稳定，如果滴定时间较长，或温度较高，可能会

产生由于溶剂挥发改变双硫腙滴定液浓度，这种现象已有报道，

滴定液用量随实验时间延长而明显增加，重复性差，而在 0℃、

完全避光的情况下，快速滴定会有较好的重复性。因此，在测

定过程中尽量选择在低温、完全避光、尽量延长待测样品水浴

消化的时长，甚至到 4 h，且滴定时间不宜过长，充分振摇等措

施会提高测量的重复性。滴定法测硫柳汞含量因其不需要使用

特殊仪器设备、成本低廉等优势而被很多企业一直采用，但其

手工操作较多，引入不确定度的因素也较高，且操作过程中工

作人员会接触三氯甲烷、四氯化碳等有害物质，因此，部分厂

家开始寻求更为快速简单的仪器法，某些非生物制品类产品例

如化妆品或化学药物也已探索高效液相色谱法测硫柳汞含量的

可能性。尽管仪器法目前在精密度以及准确度方面较滴定法有

优势，但仍存在不足，因此，提高硫柳汞含量测定可靠性的方

法仍需继续探索并完善。本研究对吸附无细胞百白破联合疫苗

硫柳汞含量使用的滴定法测定的不确定度进行评定，建立滴定

法测定硫柳汞含量的不确定度评定方法，探索实验过程中引入

不确定度较大的因素，并经文献查阅确认，以期在后续实验中

对引起较大不确定度的这些因素加以改进，减少误差、规范操作，

使实验结果可靠。
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