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［摘要］　该文提出基于质量源于设计（ＱｂＤ）的中药分析方法持续改进策略。以三七总皂苷（ＰＮＳ）５种皂苷类成分的超高效
液相色谱（ＵＰＬＣ）定量分析方法开发为例，完成分析方法从ＨＰＬＣ到 ＵＰＬＣ的转换。在 ＵＰＬＣ开发中，采用 ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设
计和ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计理解关键方法参数（ＣＭＰ）与关键方法属性（ＣＭＡ）之间的关系，建立贝叶斯概率设计空间；优选稳健色
谱条件为初始乙腈２０％，等度时间１０ｍｉｎ，梯度变化速率６％·ｍｉｎ－１，分析时间１７ｍｉｎ，采用 Ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ进行方法学验
证。在相同的分析目标（ＡＴＰ）下，从色谱条件、ＣＭＰ辨识结果、ＣＭＰＣＭＡ关系模型、系统适用性等方面对ＰＮＳ的ＨＰＬＣ和ＵＰ
ＬＣ定量分析性能的一致性进行比较，结果表明ＵＰＬＣ可缩短分析时间、提高关键峰对分离度、色谱系统适用性满足要求，ＵＰ
ＬＣ可替代ＨＰＬＣ进行ＰＮＳ定量分析。
［关键词］　质量源于设计；ＵＰＬＣ；持续改进；贝叶斯设计空间；三七总皂苷
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　　三七 Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（Ｂｕｒｋ）ＦＨＣｈｅｎ为五
加科植物，具有散瘀止血、消肿止痛之功效［１］。三

七总皂苷（Ｐａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ，ＰＮＳ）为三七
主根或根茎经加工制成的总皂苷提取物，已收录在

《中国药典》２０１５年版一部［２］。药典中 ＰＮＳ５种皂
苷类成分的含量测定采用ＨＰＬＣ，乙腈水梯度洗脱，
流速１５ｍＬ·ｍｉｎ－１。该法分析时间长，流速大、流
动相消耗大，系统背压偏高，峰型也不尽理想。笔者

曾尝试采用质量源于设计（ｑｕａｌｉｔｙｂｙｄｅｓｉｇｎ，ＱｂＤ）
方法提高ＰＮＳ分析方法性能。第１次方法改进时
采用色谱柱（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），将流速降低
到１ｍＬ·ｍｉｎ－１，但分析时间没有变化［３］。第２次
方法改进选择色谱柱（４６ｍｍ ×７５ｍｍ，２５μｍ），
流速为０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，分析时间缩减到３６ｍｉｎ，关
键分离度为１６０，基本达到色谱分离的要求［４］。

超高效液相色谱（ｕｌｔｒａｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＵＰＬＣ）具有高效、灵敏、快速的优
点。本次研究中以三七总皂苷 ＵＰＬＣ开发为例，完
成分析方法从 ＨＰＬＣ到 ＵＰＬＣ的转换，期望缩短分
析时间，减少有机溶剂消耗，并实现 ＰＮＳ分析方法
的持续改进。在 ＰＮＳ的 ＵＰＬＣ开发中，首先定义分
析目标（ａｎａｌｙｔｉｃａｌｔａｒｇｅｔｐｒｏｆｉｌｅ，ＡＴＰ），然后采用风险
评估（ｒｉｓｋｅｖａｌｕａｔｉｏｎ）辨识关键方法属性（ｃｒｉｔｉｃａｌ
ｍｅｔｈｏｄａｔｔｒｉｂｕｔｅｓ，ＣＭＡｓ）和键方法参数（ｃｒｉｔｉｃａｌ
ｍｅｔｈｏｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，ＣＭＰｓ），采用回归模型建立ＣＭＡｓ
和ＣＭＰｓ关系模型，基于模型开发分析方法设计空
间（ｄｅｓｉｇｎｓｐａｃｅ，ＤＳｐ），最后基于 ＤＳｐ优化分析条
件。方法开发完成后，以ＣＭＰｓＣＭＡｓ关系模型的准
确性和系统适用性是否改变为判断标准，为评价分

析方法改进的有效性，为新分析方法的应用提供

参考。

１　材料
１１　仪器与试剂

ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＨＣｌａｓｓ超高效液相色谱仪，包括
四元泵处理器、样品处理器、柱温箱、ＴＵＶ检测器及
Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站（Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＡＧ１３５型电子分
析天平（１／１万，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＢＴ２５Ｓ型电子分析天
平（１／１０万，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＫＱ１００型超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司，１００Ｗ，４０ＫＨｚ）。
三七总皂苷提取物（批号 ＺＬ２０１４１２０８，质量分

数＞８０％）购自南京泽朗生物科技有限公司；三七
皂苷Ｒ１（批号１０７４５２０１３１８，纯度≥９８％）；人参皂
苷Ｒｇ１（批号１１０７０３２０１５３０，纯度≥９８％）；人参皂
苷Ｒｅ（批号１１０７５４２０１５２５，纯度≥９８％）；人参皂苷
Ｒｂ１（批号１１０７０４２０１４２４，纯度≥９４２％）和人参皂
苷Ｒｄ（批号１１１８１８２０１３０２，纯度≥９８％）购自中国
食品药品检定研究院；甲醇为色谱级，乙腈为质谱级

（赛默飞世尔科技有限公司）；水为屈臣氏蒸馏水。

１２　数据分析软件
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔＶ８０（ＳｔａｔＥａｓｅ公司），Ｓｉｇｍｐｌｏｔ

１２５（ＡｓｐｉｒｅＳｏｆｔｗａｒｅＩｎｔｌ，Ａｓｈｂｕｒｎ，ＶＡ，ＵＳＡ），Ｍａｔ
ｌａｂ２００９ａ（Ｍａｔｈｗｏｒｋｓ公司），数据处理程序自行编
写，ＪＭＰ（ＳＡＳ公司）。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨ色谱柱（２１ｍｍ×１００
ｍｍ，１７μｍ）；流动相为乙腈水先等度后梯度洗脱，
检测波长２０３ｎｍ，进样量２μＬ，流速、柱温、梯度洗
脱程序由试验设计确定。

２２　供试品溶液的制备
称取三七总皂苷提取物约２５ｍｇ，精密称定，置

１０ｍＬ量瓶中，用 ７０％甲醇定容至刻度线，摇匀，
０２２μｍ微孔滤膜过滤，续滤液备用。
２３　对照品溶液的制备

分别精密称取三七总皂苷中５种对照品适量，加
７０％甲醇溶解，分别从５种对照品中取一定量配制混
合对照品，其中三七皂苷Ｒ１、人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷
Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１和人参皂苷Ｒｄ的质量浓度分别为
０２５１７，１２６６，０２３２３，１２６０１，０２９３４ｇ·Ｌ－１。
２４　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计

ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计是部分析因设计用于筛选
的备选设计。主要针对因素数较多且未确定众因素

相对于响应变量的显著性时采用的试验设计方法，

能用最少实验次数筛选出因素的主效应，从众多考

察因素中快速有效地筛选出最为重要的几个因素供

进一步研究。
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２４１　参数设定　选取柱温（Ａ）、梯度变化速率
（Ｂ）、流速（Ｃ）、等度时间（Ｄ）、初始乙腈浓度（Ｅ）为
考察因素。根据预试验结果，为每个因素设定２个
水平进行，见表１。梯度洗脱见表２。

表１　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计参数水平
Ｔａｂｌｅ１　ＰａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅ
ｓｉｇｎ

水平

Ａ
柱温

／℃

Ｂ
梯度变化速率

／％·ｍｉｎ－１

Ｃ
流速

／ｍＬ·ｍｉｎ－１

Ｄ
等度时间

／ｍｉｎ

Ｅ
初始乙腈浓度

／％
－１ ２２ ５ ０２ ８ １８
１ ２６ ７ ０４ １２ ２２

表２　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计梯度洗脱
Ｔａｂｌｅ２　ＧｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎ

ｔ／ｍｉｎ 乙腈／％ 水／％

０～Ｄ Ｅ １００－Ｅ
Ｄ～Ｆ［Ｆ＝（６０－Ｅ）／Ｂ］ ６０ ４０

２４２　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计结果与分析　将设定
的参数水平输入 ＪＭＰ软件的 ＤＯＥ筛选试验设计
中，选择ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计，共１２次，得到一个设
计表。响应变量选取人参皂苷 Ｒｇ１和人参皂苷 Ｒｅ
的分离度和分析时间共２个指标进行考察。根据试
验设计进行，并将结果输入响应中，见表３。

表３　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计及结果
Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅｓｕｍｍａｒｙｏｆｔｈｅＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎ

Ｎｏ

Ａ

柱温

／℃

Ｂ

梯度变化速率

／％·ｍｉｎ－１

Ｃ

流速

／ｍＬ·ｍｉｎ－１

Ｄ

等度时间

／ｍｉｎ

Ｅ

初始乙腈

浓度／％

分析

时间

／ｍｉｎ

分离度

１ ２２ ５ ０４ １２ １８ ２０４ ２５９
２ ２６ ７ ０４ ８ ２２ １３４３ ０
３ ２６ ７ ０２ ８ １８ １４ ０
４ ２６ ５ ０２ ８ １８ １６４ ０
５ ２６ ５ ０４ １２ １８ ２０４ ２５２
６ ２６ ５ ０２ １２ ２２ １９６ １１６
７ ２２ ５ ０２ ８ ２２ １５６ １３１
８ ２２ ７ ０２ １２ ２２ １７４３ ０
９ ２６ ７ ０４ １２ ２２ １７４３ ０
１０ ２２ ７ ０４ ８ １８ １４ ０
１１ ２２ ７ ０２ １２ １８ １８ ０
１２ ２２ ５ ０４ ８ ２２ １５６ ０５

　　采用最小二乘法进行效应筛选模型拟合，分
别得到２个关键方法属性与 ５个潜在关键方法
参数 Ｐａｒｅｔｏ分析图，见图 １。图中黑色条框代表
参数与响应成负相关关系，白色条框代表参数与

响应成正相关关系，当 Ｐ＜００５时说明参数对响

应值影响明显，该参数为关键方法参数。对分析

时间而言，初始乙腈浓度、梯度变化速率和等度

时间模型 Ｐ＜００５，故可作为关键方法参数；同
样，梯度变化速率为关键分离度的关键方法

参数。

ａ以分析时间为响应值；ｂ以分离度为响应值。

图１　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计因素Ｐａｒｅｔｏ分析
Ｆｉｇ１　Ｐａｒｅｔｏｃｈａｒｔｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇ
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　　此外，通过最小二乘法模型运算得到因素刻画
图，见图２。该图为动态演示图，主要体现 ２个方
面，一方面是因素之间是否存在相互作用，通过移动

其中任何一个因素，若其他因素斜率发生改变则表

明涉及因素间的交互作用，这一部分是 Ｐａｒｅｔｏ图分
析不能体现的内容；另一方面是参数对响应值影响

的重要程度，主要通过观察预测迹的斜率。本实验

中，未发现各因素间存在交互作用，而等度时间和梯

度变化速率对２个响应值具有一定的斜率且均较明
显，初始乙腈浓度对２个响应值具有一定的斜率但
不及前２个因素明显，流速和温度对２个响应值影
响不明显。因此，综合考虑５个因素对各响应值的
影响，等度时间、初始乙腈浓度和梯度变化速率为关

键方法参数进行进一步的考察，而影响较小的因素

则选择一个常用值，如柱温选择室温 ２５℃，流速
０４ｍＬ·ｍｉｎ－１进行后续实验。

图２　ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计因素刻画图
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｆａｃｔｏｒｐｒｏｆｉｌｉｎｇｆｉｇｕｒｅｏｆｔｈｅＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎｄｅｓｉｇｎ

２５　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计
ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计与析因设计相比，可以明显

减少实验次数，提高实验效率，降低实验的成本。

２５１　参数设定　根据 ＰｌａｃｋｅｔｔＢｕｒｍａｎ设计考察
结果，选择梯度变化速率、等度时间、初始乙腈浓度

为因素进行实验。因素水平、ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ因素设
计见表４。

表４　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ因素设计
Ｔａｂｌｅ４　ＰａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

水平
梯度变化速率

／％·ｍｉｎ－１
等度时间

／ｍｉｎ

初始乙腈浓度

／％

－１ ５ ８ １８

０ ６ １０ ２０

１ ７ １２ ２２

２５２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计结果与分析　将表４中的
内容输入 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６软件的 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ

响应面试验设计中，共１７次实验，见表５。以人参
皂苷Ｒｇ１和人参皂苷Ｒｅ间的分离度、分析时间为关
键方法属性进行优化。

根据结果，分别以分析时间和分离度为响应值，

建立响应值与３个关键影响参数梯度变化速率、初
始乙腈浓度和等度时间之间的二项式模型，模型

Ｐ＜００５，具有显著性，并且模型决定系数 Ｒ２分别为
０９９９９，０８７８１，表明模型拟合程度良好，可以解释
关键影响因素与关键方法属性之间的相互关系。

２６　设计空间开发及其可靠性研究
ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计是响应面设计中的一

种，而设计空间又是在 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计数据
上建立的，故可认为设计空间的建立是基于预测响

应面［５］。由于建立色谱方法时往往会牵涉到多个

色谱参数和多个响应，因而设计空间应该是多个响

应面的综合。然而 Ｐｅｔｅｒｓｏｎ［６］提出，这样由多个响
应变量建立的设计空间有２个主要缺点，将直接导
致设计空间的不可靠，其中一个缺点是模型参数
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　　　表５　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计及结果
Ｔａｂｌｅ５　ＤｅｓｉｇｎｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｔｈｅＢｏｘＢｅ
ｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

Ｎｏ
运行

次序

梯度变

化速率

／％·ｍｉｎ－１

等度

时间

／ｍｉｎ

初始乙

腈浓度

／％

分析

时间

／ｍｉｎ

分离度

１ ４ ５ １０ １８ １８４ １６９
２ １５ ７ １０ １８ １６ １３２
３ １６ ５ １０ ２２ １７６ ０
４ １７ ７ １０ ２２ １５４３ ０
５ ８ ５ ８ ２０ １６ ２１５
６ ５ ７ ８ ２０ １３７１ ２１５
７ １０ ５ １２ ２０ ２０ ２１５
８ ６ ７ １２ ２０ １７７１ ２１３
９ １ ６ ８ １８ １５ ０
１０ １３ ６ ８ ２２ １４３３ ０
１１ １１ ６ １２ １８ １９ ２４８
１２ ７ ６ １２ ２２ １８３３ ０
１３ ２ ６ １０ ２０ １６６７ ２１６
１４ １４ ６ １０ ２０ １６６７ ２１６
１５ ９ ６ １０ ２０ １６６７ ２１８
１６ ３ ６ １０ ２０ １６６７ ２１７
１７ １２ ６ １０ ２０ １６６７ ２１４

不确定性，另一个缺点是没有考虑多元回归模型误差

向量的相关结构。因此，在建立设计空间时，有必要

同时考虑这２个缺点来确保设计空间的可靠性，这样
才能满足ＩＣＨＱ８指南中对设计空间定义中的“保证
质量”这一项要求，Ｂａｙｅｓｉａｎ理论恰好能同时考虑模
型参数的不确定性和数据结构的相关性。根据

Ｂａｙｅｓｉａｎ理论，Ｂａｙｅｓｉａｎ后验预测概率可以通过下式
来计算［７］。

Ｐｒ（ｙＡ｜ｘ，ｄａｔａ） （１）

其中，ｘ是过程参数向量，ｙ是响应值向量，Ａ是
具有规定阈值的可接受范围，ｄａｔａ是实验数据，Ｐｒ
代表响应值在可接受范围内的概率，故设计空间可

以用下式表示。

｛ｘ：Ｐｒ（ｙＡ｜ｘ，ｄａｔａ）≥π｝ （２）

其中，π表示能“确保质量”的设计空间预定义
可靠性的概率。那些不确定因素对模型响应的影响

应用ＭｏｎｔｅＣａｒｌｏ仿真模拟来估计。
在建立贝叶斯设计空间之前，首先要确定分析

目标。本实验中，选择２个分析目标：①实现三七总
皂苷中５种皂苷的基线分离，尤其是人参皂苷 Ｒｇ１
和人参皂苷Ｒｅ；②缩短分析时间，提高分析效能，基
于贝叶斯概率可建立一个多目标设计空间。

根据分析目标，选择关键分离度（Ｒｃｒｉｔ）和分析
时间（ｔ）作为三七总皂苷色谱分离的关键方法属性，
该多变量设计空间可以用下式表示。

ＤＳ＝｛ｘ０Ｘ｜Ｅθ［Ｐｒ（Ｒｃｎｔ＞λ１，ｔ＞λ２）｜θ］≥π （３）

其中，ｘ０是整个实验区域Ｘ中的一个点，λ１和λ２
是关键分离度与分析时间的可接受阈值，π为要求达
到的质量水平的贝叶斯概率值，θ为模型评估参数的
数据集，Ｐｒ和Ｅ代表概率的估计值和数学期望值。

一般而言，关键分离度Ｒｃｒｉｔ至少应该大于１５，而
对于分析时间ｔ，考虑到中药的复杂性和ＵＰＬＣ特点，
将其设置为１７ｍｉｎ，设计空间就是理论上的稳健区
域，区域中预测标准值高于可接受阈值并且尽可能至

少达到此阈值［８］。此外，利用网格搜索法在整个实验

范围内进行贝叶斯联合后验概率的计算，满足２个分
析目标的贝叶斯后验预测概率通过对每个网格进行

１万次的ＭｏｎｔｅＣａｒｌｏ仿真模拟计算得到［８１０］。

目前并没有一个针对色谱分析公认的概率阈

值，故在本研究中选择８８％作为π的基本标准建立
设计空间，见图 ３，图中设计空间用黑线条描绘出
来，设计空间内表示同时满足关键分离度和分析时

间２个目标要求的概率至少大于８８％，颜色越深，
概率越大。

ａ梯度变化速率为横坐标，初始乙腈浓度为纵坐标；ｂ梯度变化速率为横坐标，等度时间为纵坐标；ｃ初始乙腈浓度为横坐标，等度时间为纵坐标。

图３　贝叶斯设计空间
Ｆｉｇ３　Ｂａｙｅｓｉａｎｄｅｓｉｇｎｓｐａｃｅ
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　　通过对三七总皂苷色谱分析过程的优化，采取
Ｂａｙｅｓｉａｎ概率评价设计空间的可靠性，最后优化得
到的分析方法的预测结果为１０ｍｉｎ的等度时间，６

％·ｍｉｎ－１的梯度变化速率和 ２０％的初始乙腈浓
度，此时可以实现三七总皂苷中５个成分的完全分
离，见图４。

ａ混合对照品；ｂ样品；１三七皂苷Ｒ１；２人参皂苷Ｒｇ１；３人参皂苷Ｒｅ；４人参皂苷Ｒｂ１；５人参皂苷Ｒｄ。

图４　三七总皂苷ＵＰＬＣ图
Ｆｉｇ４　Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｂｙｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄｍｅｔｈｏｄ

２７　方法验证
选择 Ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ［１１］进行方法验证，分 ３ｄ

进行，选择４个样品浓度，每个浓度进行３次重复，
一共进行３×４×３次，即３６次实验。三七总皂苷样
品的４个质量浓度分别是 １２５，２５，３０，５０ｇ·
Ｌ－１。每个浓度分别重复３次，实验分３ｄ考察方法
的中间精密度。根据全析因设计和 β期望容许区
间计算 ＡｃｃｕｒａｃｙＰｒｏｆｉｌｅ中各个参数的值，验证试验
采用ｍａｔｌａｂ自行编写的程序进行计算。
２７１　真实性　真实性代表总误差理论中的系统
误差，分别用每个浓度３ｄ重复３次数据的相对偏
差表示。５个成分相对偏差都小于５％，这说明优化
后方法的真实性可接受，三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷
Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１和人参皂苷 Ｒｄ方
法验证的结果见表６～１０。三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷
Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｂ１和人参皂苷 Ｒｄ４个成分的相对
偏差都小于３％，而人参皂苷Ｒｅ前２个浓度水平的
相对偏差分别为３５％，３２％，这可能因为人参皂
苷Ｒｅ含量较低，测量时存在偏差会比其他４个成分
稍大。

２７２　精密度　精密度与总误差理论中的偶然误
差有关，包括２个方面，分别是重复性和中间精密
度，二者都用ＲＳＤ表示。５个成分在４个浓度水平的
重复性和中间精密度的ＲＳＤ都小于２％，意味着优化
后方法的偶然误差在可接受范围内，见表６～１０。

表６　优化后方法对三七皂苷 Ｒ１分析的 ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ
验证

Ｔａｂｌｅ６　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＵＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲ１ｉｎｔｈｅＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ

质量浓度

／ｇ·Ｌ－１
真实性

／％

重复性

／％

中间精

密度／％
准确度１）

／％

００９４６１ －０１０３６ ０１７ ０５９ ［－１９６，１７５］
０１８９２ ０３６９９ ０１４ ０９９ ［－２８９，３６３］
０２３２９ １３９６ ００８ ０５９ ［－０５７，３３６］
０３７８４ ０８５１６ ０１８ ０７３ ［－１４８，３１８］

　　注：１）９０％β期望最低和最高容许区间相对误差（表７～１０同）。

表７　优化后方法对人参皂苷 Ｒｇ１分析的 ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ
验证

Ｔａｂｌｅ７　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＵＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｇ１ｉｎｔｈｅＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ

质量浓度

／ｇ·Ｌ－１
真实性

／％

重复性

／％

中间精

密度／％
准确度１）

／％

０３７４２ －２９３１ ０１１ ０１９ ［－２９，－２０］
０７４８４ －３３１４ ００８８ ０２１ ［－３３，－２１］
０９２１４ －１２２９ ００５１ ０２０ ［－１２，０６５］
１４９７ －２３１６ ０１０ ０２２ ［－２３，－１１］

２７３　准确性　准确性代表着误差理论中偶然误
差与系统误差值之和，即总误差。三七皂苷 Ｒ１、人
参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷Ｒｅ、人参皂苷Ｒｂ１和人参皂苷
Ｒｄ５个成分在 ９０％β容许区间内并且可接受限
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　　表８　优化后方法对人参皂苷 Ｒｅ分析的 ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ
验证

Ｔａｂｌｅ８　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＵＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｅｉｎｔｈｅＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ

质量浓度

／ｇ·Ｌ－１
真实性

／％

重复性

／％

中间精

密度／％
准确度１）

／％

００３９１６ －３５ ０３１ ０４５ ［－４６，－２５］
００７８３２ －３２ ０１７ ０４６ ［－４６，－１８］
００９６４１ －０６５ ０１６ ０４５ ［－２０，０６８］
０１５６６ －１３ ０１４ ０６１ ［－３３，０６２］

表９　优化后方法对人参皂苷 Ｒｂ１分析的 ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ
验证

Ｔａｂｌｅ９　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＵＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｂ１ｉｎｔｈｅＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ

质量浓度

／ｇ·Ｌ－１
真实性

／％

重复性

／％

中间精

密度／％
准确度１）

／％

０４４８７ －０４０ ０４５ －２０ ［－２０，１２］
０８９７４ －２９ ０９０ －３４ ［－３４，－２５］
１１０５ －０４５ １１ －０７１ ［－０７１，－０２０］
１７９５ －２６ １８ －４１ ［－４１，－１０］

表１０　优化后方法对人参皂苷 Ｒｄ分析的 ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ
验证

Ｔａｂｌｅ１０　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＵＰＬＣｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙ
ｓｉｓｏｆｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｄｉｎｔｈｅＰａｎａｘｎｏｔｏｇｉｎｅｎｇｓａｐｏｎｉｎｓ

质量浓度

／ｇ·Ｌ－１
真实性

／％

重复性

／％

中间精

密度／％
准确度１）

／％

０１３２４ ０１３２４ ０２７ ０３９ ［－１２，１７］
０２６４８ ０２６４８ －０９８ ０４０ ［－２２，０２８］
０３２６０ ０３２６０ １０ ０１９ ［－１４，３５］
０５２９７ ０５２９７ ０５５ ０２２ ［－４２，５３］

为５％的准确性，见表６～１０，轮廓图见图５。除人
参皂苷Ｒｄ以外，其他４个成分在设置的４个浓度水
平都分布在可接受范围内，说明优化后的方法其准

确性在设定的样品浓度范围内是可以接受的。但人

参皂苷Ｒｄ则在第４个浓度水平处超过了５％可接
受限，说明其浓度范围比其他４个成分浓度范围窄。
此外，优化后方法在对三七总皂苷中５个成分进行
分析时，不同成分的分析范围不一样，但方法准确性

可接受。三七皂苷 Ｒ１的分析范围为 ００９４６１～
０３７８４ｇ·Ｌ－１，人参皂苷 Ｒｇ１为０３７４２～１４９７ｇ
·Ｌ－１，人参皂苷Ｒｅ为００３９１６～０１５６６ｇ·Ｌ－１，
人参皂苷Ｒｂ１为０４４８７～１７９５ｇ·Ｌ

－１，人参皂苷

Ｒｄ为０１３２４～０４９３２ｇ·Ｌ－１。

ａ三七皂苷 Ｒ１；ｂ人参皂苷 Ｒｇ１；ｃ人参皂苷 Ｒｅ；ｄ人参皂苷
Ｒｂ１；ｅ人参皂苷 Ｒｄ；绿色点为每个浓度每次试验的相对误差，红色
实线为相对偏差，蓝色折线表示９０％β期望容许区间，黑色点直线
为±５％可接受限。

图５　三七总皂苷中５种成分方法验证ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ图
Ｆｉｇ５　Ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｔｈｅｆｉｖｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
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２７４　最低定量限　每个成分的最低定量限（ｌｉｍｉｔ
ｏｆｑｕａｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）也可从准确性轮廓图中看出，
准确性轮廓限制线与９０％ β容许区间限制线的交
叉点即为最低定量限。从试验设计的浓度来看，三

七皂苷Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷
Ｒｂ１和人参皂苷 Ｒｄ５个成分的最低定量限分别为
００９４６１，０３７４２，００３９１６，０４４８７，０１３２４
ｇ·Ｌ－１。
２７５　线性　为了考察方法的线性，对３６次实验
数据采取线性回归模型拟合方式得到５个成分的线
性方程，三七皂苷 Ｒ１、人参皂苷 Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、
人参皂苷Ｒｂ１和人参皂苷Ｒｄ的线性方程分别为Ｙ＝
４９２８＋１５１０×１０６Ｘ，Ｙ＝－１３５９＋１７０６×１０６Ｘ，
Ｙ＝－０４７９５＋１８４９×１０６Ｘ，Ｙ＝０９１７９＋１３１３×
１０６Ｘ和Ｙ＝１９０７×１０４＋１５７０×１０６Ｘ，此５个成分
线性方程对应的相关系数均大于０９９９５，表明方法
的线性良好。

２８　方法持续改进前后定量分析性能比较
在相同的分析目标（ＡＴＰ）下，从色谱条件、ＣＭＰ

辨识结果、ＣＭＰＣＭＡ关系模型、系统适用性等方面
对笔者前期建立的三七总皂苷 ＨＰＬＣ分析［３４］和

ＵＰＬＣ分析的性能进行比较，见表１１。ＵＰＬＣ中选择
色谱柱（２１ｍｍ ×１００ｍｍ，１７μｍ）进行方法开
发，人参皂苷Ｒｇ１和 Ｒｅ之间的分离度有较大改善，
达到２１０以上，同时分析时间缩短到１７ｍｉｎ，见图
６。从ＣＭＰＣＭＡ关系模型角度来看，采用的试验设
计方法一致，关键影响参数一致，模型 Ｒ２符合要求，
而设计空间的阈值更高，说明改进以后方法的稳健

性更高，更能够满足预定义目标。本次改进方法同

样经过ａｃｃｕｒａｃｙｐｒｏｆｉｌｅ方法学验证，真实性、中间精
密度、重复性、分析总误差和线性均符合要求。因

此，改进后的分析方法同样满足药典中 ＰＮＳ的定量
分析要求，利于三七总皂苷质量控制，应用 ＱｂＤ工
具提高了分析方法开发的效率和可靠性。

表１１　分析方法转换前后各个阶段涉及的因素对比
Ｔａｂｌｅ１１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＨＰＬＣａｎｄＵＰＬＣｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅ

类别 项目 ＨＰＬＣ ＵＰＬＣ

色谱条件 色谱柱 ４６ｍｍ×７５ｍｍ，２５μｍ ２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ
流动相 乙腈水 乙腈水
检测波长／ｎｍ ２０３ ２０３
梯度变化速率／％·ｍｉｎ－１ １６ ６
等度时间／ｍｉｎ ２０ １０
流速／ｍＬ·ｍｉｎ－１ ０８ ０４
柱温／℃ ２３ ２５
进样量／μＬ ５ ２

ＣＭＰＣＭＡ关系模型 关键影响参数 梯度变化速率，等度时间，初始乙腈浓度 梯度变化速率，等度时间，初始乙腈浓度

分离度模型Ｒ２ ０９９９９ ０９９９９
分析时间模型Ｒ２ ０９６９１ ０８７８１
设计空间阈值／％ ８０ ８８

系统适应性 拖尾因子 ０９６ １０３
选择性 １１０ １０９
塔板数 １０２７０ １３２４０
关键分离度 １６ ２０
分析时间／ｍｉｎ ３６ １７

方法学 真实性／％ ±５ ±３
中间精密度／％ ５ ３
重复性／％ ５ ３
ＡＰ可接受限／％ ±１０ ±５
线性 ０９９８０ ０９９９８

　　注：分析目标为缩短分析时间，提高分离效果。

３　总结
本研究建立了ＵＰＬＣ测定三七总皂苷中三七皂

苷Ｒ１、人参皂苷Ｒｇ１、人参皂苷 Ｒｅ、人参皂苷 Ｒｂ１和
人参皂苷Ｒｄ５种皂苷的Ｂａｙｅｓ概率设计空间，该方
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图６　方法转换前后色谱图对比
Ｆｉｇ６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＨＰＬＣａｎｄＵＰＬＣ

法一改常规单因素考察建立操作条件单一的色谱方

法，而是基于科学和风险管理原则开发色谱方法的

设计空间，增加了对三七总皂苷色谱分析过程的理

解，设计空间内色谱条件的改变不会引起分析性能

的改变，提高了色谱方法的稳健性。

ＱｂＤ希望在药品监管和药品分析中取得一
个平衡，实现监管者、分析者和使用者三者之间

共赢［１２］。本研究在前期研究基础上对分析方法

进行持续改进，提出采用 ＣＭＰｓＣＭＡｓ关系模型
的拟合和预测指标，以及关键分离度、选择性、塔

板数等系统适用性指标，评价持续改进效果和改

进前后分析性能的一致性，更大程度提高方法的

可靠性和可维护性，既满足监管要求，又有利于

新技术的应用。
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