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孕酮冰冻人血清国家标准品的研制

于婷１，唐利萍２，黄杰１，孙可其２

（１．中国食品药品检定研究院，北京 １０００５０；２．迈克生物股份有限公司参考系统中心，成都 ６１１７３１）

摘要　目的：研制孕酮冰冻人血清国家标准品，用于血清孕酮检测试剂盒的正确度评价及标准化研究。
方法：分别收集来自正常人及孕妇的血清，且外观澄明、无明显溶血、黄疸和脂血，传染病四项检测均为阴性

后，按比例分别添加凝血酶１ｋＵ·Ｌ－１，无水氯化钙２２１９６ｇ·Ｌ－１和无水碳酸钠２６５ｇ·Ｌ－１，充分混匀
后，离心（４０００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃，２５ｍｉｎ）；再经２次多重过滤除菌后分装，制备成候选品Ⅰ和Ⅱ，－７０℃条件
下保存。分别采用单因素方差法和线性回归法评估候选品的均匀性和稳定性。联合５家实验室采用参考
方法（同位素稀释液相色谱串联质谱法）定值，并计算不确定度。同时对候选品互通性进行评估。结果：经

统计分析，候选品Ⅰ、Ⅱ的均匀性检验 Ｆ值分别为 ０５７０９和 １２００９，均 ＜Ｆ００５；候选品Ⅰ、Ⅱ在

（２０～２５）℃至少可稳定８ｈ；在（２～８）℃至少分别可稳定３３ｄ和７ｄ；在－２０℃至少可稳定３３ｄ。候选品
Ⅰ、Ⅱ反复冻融６次后稳定。候选品Ⅰ、Ⅱ定值结果为：Ⅰ：（４４４±０２４）ｎｇ·ｍＬ－１（ｋ＝２）；Ⅱ：（１６７９±
０８２）ｎｇ·ｍＬ－１（ｋ＝２）。候选品Ⅰ、Ⅱ测定结果均在新鲜血清样本测定值所建立的拟合回归直线９５％置
信区间范围内。结论：孕酮候选品均匀性、稳定性、互通性良好，定值准确可靠，可作为国家标准品应用。该

国家标准品的建立，对促进孕酮检测结果的一致化和标准化具有重要意义。

关键词：孕酮；国家标准品；准确度评价；标准化；互通性
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ｎｏｏｂｖｉｏｕｓｈｅｍｏｌｙｓｉｓ，ｊａｕｎｄｉｃｅａｎｄｌｉｐｉｄｂｌｏｏｄＡｆｔｅｒａｌｌｔｅｓｔｓｆｏｒｆｏｕｒｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅｓｗｅｒｅｎｅｇａｔｉｖｅ，ｔｈｒｏｍ
ｂｉｎ，ａｎｈｙｄｒｏｕｓｃａｌｃｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅａｎｄａｎｈｙｄｒｏｕｓｓｏｄｉｕｍｃａｒｂｏｎａｔｅｗｅｒｅａｄｄｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆ
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１ｋＵ·Ｌ－１，２２１９６ｇ·Ｌ－１ａｎｄ２６５ｇ·Ｌ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ（４０００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃，２５ｍｉｎ）
ａｆｔｅｒｆｕｌｌｙｍｉｘｉｎｇＡｆｔｅｒｔｗｉｃｅｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎｄｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｓｅｒｕｍｐｏｏｌｓｗｅｒｅｐａｃｋｅｄｉｎａｍｐｏｕｌｅｓｔｏｐｒｅ
ｐａｒｅｃａｎｄｉｄａｔｅｓⅠ ａｎｄⅡａｎｄｓｔｏｒｅｄａｔ－７０℃Ｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｖａｒｉａｎｃｅｍｅｔｈｏｄａｎｄｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅ
ｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｃａｎｄｉｄａｔｅＦｉｖｅｌａｂｓｗｏｒｋｉｎｇｔｏｇｅｔｈｅｒｕｓｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄ
（ｉｓｏｔｏｐｅｄｉｌｕｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）ｔｏａｓｓｉｇｎｖａｌｕｅｆｏｒｃａｎｄｉｄａｔｅＴｈｅｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ
ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄＡｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ，ｔｈｅｃｏｍｍｕｔａｂｉｌｉｔｙｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｒｏｕｇｈｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ，ｔｈｅＦ
ｖａｌｕｅｓｏｆｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｆｏｒｃａｎｄｉｄａｔｅⅠ ａｎｄⅡ ｗｅｒｅ０５７０９ａｎｄ１２００９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅａｌｌｌｅｓｓｔｈａｎ
Ｆ００５ＣａｎｄｉｄａｔｅⅠ ａｎｄⅡ ｃｏｕｌｄｂｅｓｔａｂｌｅａｔｌｅａｓｔ８ｈａｔ２０－２５℃Ａｔ２－８℃，ｃａｎｄｉｄａｔｅⅠ ａｎｄⅡ ｃｏｕｌｄｂｅ
ｓｔａｂｌｅａｔｌｅａｓｔ３３ｄａｎｄ７ｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣａｎｄｉｄａｔｅⅠ ａｎｄⅡ ｃｏｕｎｄｂｅｓｔａｂｌｅａｔｌｅａｓｔ３３ｄａｔ－２０℃Ｃａｎｄｉｄａｔｅ
Ⅰ ａｎｄⅡ ｒｅｍａｉｎｅｄｓｔａｂｌｅａｆｔｅｒｒｅｐｅａｔｅｄｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｆｏｒ６ｔｉｍｅｓＴｈｅａｓｓｉｇｎｅｄｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ：ｃａｎｄｉｄａｔｅ
Ⅰ：（４４４±０２４）ｎｇ·ｍＬ－１（ｋ＝２），Ⅱ：（１６７９±０８２）ｎｇ·ｍＬ－１（ｋ＝２）Ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ｃａｎｄｉｄａｔｅⅠ ａｎｄⅡ ｗｅｒｅａｌｌｗｉｔｈｉｎｔｈｅ９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌｏｆｔｈｅｆｉｔｔｉｎｇｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｌｉｎｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｖａｌｕｅｓｏｆｆｒｅｓｈｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅｈａｄｇｏｏｄｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ，ｓｔａｂｉｌｉ
ｔｙ，ｉｎｔｅｒｏｐｅｒａｂｉｌｉｔｙＩｔｈａｄａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｖａｌｕｅ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ
Ｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｔｈｉｓｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｗａｓｏｆｇｒｅａｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｆｏｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｉｚａ
ｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ；ｎａｔｉｏｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ；ａｃｃｕｒａｃｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ；ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ；ｃｏｍｍｕｔａｂｉｌｉｔｙ

　　孕酮（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ）又称黄体酮、黄体激素，是一
种类固醇激素，主要由卵巢和妊娠时期的胎盘分泌，

在肾上腺也有部分合成［１］，与雌激素一起调节与月

经周期相关附属器官的功能，尤为重要的是为胚细

胞的植床准备子宫内膜以及维持妊娠。测定血清孕

酮的主要目的是监测卵巢排卵和黄体功能［２］，妊娠

期检测血清孕酮对了解妊娠状态及对早期先兆流产

的治疗方法选择有重要意义［３－５］。对于未孕女性，孕

酮也常与其他项目一起用于诊断不规则子宫

出血［６－７］。

目前虽已有血清基质的孕酮国际标准品（如

ＥＲＭ－ＤＡ３４７、ＢＣＲ－３４８Ｒ等），但采购周期较长，可
及性较差，国内虽有市场监管总局发布的血清型国

家标准品，但不能充分满足临床应用需求。为缓解

人血清基质的孕酮标准品匮乏现状，促进孕酮量值

传递稳定可靠，本实验室开展了孕酮冰冻人血清国

家标准品的研制。

１　材料与方法
１１　主要耗材及仪器

定性滤纸、０４５μｍ和 ０２２μｍ微孔过滤膜；
ＭＬ６２５－ＤＬＬ分液装置（汉密尔顿公司）；ＨＳＣ－１９Ｔ
磁力搅拌器（Ｊｏａｎｌａｂ公司）；２０３４Ｃ－０２真空抽滤装
置（津腾公司）；ＬＣ－３０ＡＤ超高效液相色谱（Ｓｈｉｍａｄ

ｚｕ公司）；ＱＴＲＡＰ５５００质谱仪（ＡＢＳＣＩＥＸ公司）；
Ｍａｃｃｕｒａｉ３０００全自动化学发光免疫分析仪（迈克生
物公司）。

１２　试剂盒
均匀性、稳定性和互通性评价用试剂盒：孕酮测

定试剂盒（直接化学发光法）（批号０２２１０１１，迈克生
物股份有限公司）及化学发光免疫复合质控品（批号

０４２１０２１，迈克生物股份有限公司）；互通性评价用试
剂盒：孕酮测定试剂盒（化学发光法）（批号９２２９８６，
贝克曼库尔特商贸（中国）有限公司）。

１３　方法
１３１　孕酮候选品的制备　分别收集来自孕妇及
正常人的高、低浓度血清，要求外观澄明、无明显溶

血、黄疸和脂血，传染病四项（ＨＩＶ、ＨＢｓＡｇ、ＨＣＶ和梅
毒）检测均为阴性。筛选出符合要求的临床血清样

品，置 －７０℃ 保存备用。按照比例分别添加
１ｋＵ·Ｌ－１凝血酶，２２１９６ｇ·Ｌ－１无水氯化钙和
２６５ｇ·Ｌ－１无水碳酸钠［７］，充分混匀后，离心

（４０００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃，２５ｍｉｎ），再取上清按“定性滤
纸（初滤）→０４５μｍ微孔滤膜（二次过滤）→
０２２μｍ微孔滤膜（除菌过滤）”的顺序过滤，静置
２～８℃过夜，再次按以上顺序过滤后进行分装，制备
成候选品Ⅰ和Ⅱ（每支０５ｍＬ），置－７０℃保存。
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１３２　均匀性评价　按照 ＪＪＦ１３４３－２０２２《标准物
质的定值及均匀性、稳定性评估》进行［８］，采用单因

素方差分析法评价。根据文件要求，当总体单元数

多于１０００个包装单元时，抽取样品数不少于３０个。
孕酮候选品分装２０００套，因此候选品Ⅰ、Ⅱ各随机
抽取３０支样品，采用Ｍａｃｃｕｒａｉ３０００全自动化学发光
免疫分析仪对抽样进行测定，每支样品均检测３次，
取平均值。

１３３　稳定性评价　参考文献同“１３２”，采用
Ｅｘｃｅｌ２０１９进行线性拟合回归，对候选品特性量值
开展趋势性分析。分别在 ０、１、２、３、７、１０、１４、２２、
２６、３３ｄ１０个时间点上，候选品Ⅰ、Ⅱ各随机抽取６
支，分别置于（２～８）℃、－２０℃条件下各３支。要
求取样时间保持一致。采用 Ｍａｃｃｕｒａｉ３０００全自动
化学发光免疫分析仪对抽样进行测定，每支样本均

检测３次，取平均值，中间穿插测定质控品。同时，
在（２０－２５）℃条件下，开展 ０、２、４、６、８ｈ稳定性
研究，候选品Ⅰ、Ⅱ在各时间点各随机取出 ３支。
以时间 Ｘ为横坐标，特性值 Ｙ为纵坐标作图，得到
斜率 ｋ和截距 ｂ。根据公式（１）计算斜率的标准差
ｓｋ。在自由度 ｄｆ为ｎ－２，９５％的显著水平条件下，
得到对应的 ｔ（０９５，ｎ－２）值。比较｜ｋ｜与 ｔ（０９５，ｎ－２）·ｓｋ，
如果｜ｋ｜＜ｔ（０９５，ｎ－２）·ｓｋ，则斜率不显著，表明候选品
稳定，反之不稳定。可减少时间点再分析，最终得

到在不同条件下的稳定时间。对于候选品的反复

冻融６次的稳定性的评估如下：取候选品Ⅰ、Ⅱ各６
支，每３支合并后，３００μＬ·支 －１分装，Ⅰ、Ⅱ各分
装１０支；分装后立即存于 －７０℃，此为冻融１次；
Ⅰ、Ⅱ冻好之后再取出相应数量，充分解冻后放
回 －７０℃，如此反复进行５次，全部样本取样结束
后统一检测，每个样品重复测量３次。同样采用线
性拟合回归，开展趋势性分析。

ｓｋ＝
ｓ

∑
ｎ

ｉ＝１
（ｘｉ－ｘ）槡

２
（１）

１３４　联合定值　要求采用检验医学溯源性联合
委员会（ＪＣＴＬＭ）推荐的孕酮参考测量程序（同位素
稀释液相色谱串联质谱法）［９］。参加实验室不少于

３家，采用孕酮参考方法参加过近２年的国际比对
或国内参考实验室室间比对，结果均为满意。分３
次进行，每次Ⅰ、Ⅱ各取３支平行处理，每支检测３
次，候选品Ⅰ、Ⅱ共收集２７个有效数据。计算平均

值、标准偏差（ＳＤ）及相对标准偏差（ＲＳＤ），数据有
效性标准有：１）样本测定结果应在（平均值 ±２ＳＤ）
范围内，且室内 ＲＳＤ不大于 ３０％；２）质控物质测
定结果应在（靶值 ±３０％）范围内，且室内 ＲＳＤ不
高于３０％。其中１）中的均值和 ＳＤ分别指全部实
验室所有结果的均值和 ＳＤ。不满足要求的数据判
定为无效数据，直接剔除，取各实验室有效数据的

均值，计算总均值，作为Ⅰ、Ⅱ的最终定值结果。
１３５　不确定度评估　参考文献同“１３２”，不确
定度来源包括定值、均匀性和稳定性，计算候选品的

合成标准不确定度ｕＣＲＭ见公式（２）。

ｕＣＲＭ＝ ｕ２ｃｈａｒ＋ｕ
２
ｂｂ＋槡 ｕ （２）

ｕＣＲＭ：合成标准不确定度；ｕｃｈａｒ：定值引起的标准
不确定度；ｕｂｂ：均匀性引起的标准不确定度；ｕｓ：稳定
性引起的标准不确定度。

１３６　互通性评估　按照《ＷＳ／Ｔ３５６－２０１１基质
效应与互通性评估指南》［１０］进行。用参考方法和常

规方法（迈克试剂盒与迈克全自动化学发光仪、贝克

曼试剂盒与贝克曼全自动化学发光仪组成２个常规
系统），同时对选定的一系列具有代表性的４０份新
鲜临床样品和候选品进行分析，利用２种方法（参考
方法和上述常规方法）测定临床样品的结果建立数

学回归关系。以参考方法测定值为 Ｘ轴，以常规方
法测定值为Ｙ轴，用Ｏｒｉｇｉｎ８０软件计算９５％置信区
间。如果候选品在常规方法上的测定均值落在该区

间９５％置信区间内，说明该候选品在该常规方法上
无基质效应，表明其在参考方法和常规方法之间具

有互通性。

２　结果
２１　均匀性评价

通过单因素方差分析，对候选品数据进行评价，

Ｆ值分别为 ０５７０９和 １２００９（结果见表 １），
均＜Ｆ００５，表明候选品Ⅰ和Ⅱ均匀性良好。
２２　稳定性评价

由表２结果可知，候选品Ⅰ和Ⅱ在（２０～２５）℃
８ｈ以及 －２０℃ 放置 ３３ｄ稳定，候选品Ⅰ在
（２～８）℃ ３３ｄ稳定，但是候选品Ⅱ在（２～８）℃
３３ｄ不稳定。因此，减少考察时间后再进行计算，直
至稳定为止。结果显示：候选品Ⅱ在（２～８）℃可稳
定７ｄ，且候选品Ⅰ和Ⅱ在反复冻融之后６次稳定。
具体数据见表２。
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表１　孕酮候选品均匀性结果
Ｔａｂ１　Ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅ

候选品

（ｃａｎｄｉｄａｔｅ）

差异源　　　　

（ｓｏｕｒｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）　　　　
ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ Ｐ Ｆ００５

Ⅰ 组间（ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐ） １３９３２ ２９ ００４８０ ０５７０９ ０９４９７ １６５６４

组内（ａｍｏｎｇｇｒｏｕｐ） ５０４９５ ６０ ００８４２

总计（ｔｏｔａｌ） ６４４２７ ８９

Ⅱ 组间（ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐ） ３４７３１０ ２９ １１９７６ １２００９ ０２７０３ １６５６４

组内（ａｍｏｎｇｇｒｏｕｐ） ５９８３６０ ６０ ０９９７３

总计 （ｔｏｔａｌ） ９４５６７０ ８９

　注（ｎｏｔｅ）：ＳＳ．离均差平方和（ｓｔｄｅｖｓｑｕａｒｅ）；ｄｆ．自由度（ｄｅｇｒｅｅｆｒｅｅｄｏｍ）；ＭＳ．均方（ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ）

表２　孕酮候选品稳定性分析结果
Ｔａｂ２　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅ

候选品

（ｃａｎｄｉｄａｔｅ）

保存条件　　　　　

（ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）　　　　　
｜ｋ｜ ｔ（０９５，ｎ－２）·ｓｋ

结果判定　　

（ｒｅｓｕｌｔｊｕｄｇｍｅｎｔ）　　

Ⅰ （２０～２５）℃ ８ｈ ００１６３ ００４６１ 稳定（ｓｔａｂｌｅ）

（２～８）℃３３ｄ ０００７８ ００１４９ 稳定（ｓｔａｂｌｅ）

－２０℃３３ｄ ０００３２ ０００６２ 稳定（ｓｔａｂｌｅ）

反复冻融６次（ｒｅｐｅａｔｅｄ６ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ） ００２３８３ ００４９９８６ 稳定（ｓｔａｂｌｅ）

Ⅱ （２０～２５）℃ ８ｈ ００４６３ ０１４６３ 稳定（ｓｔａｂｌｅ）

（２～８）℃３３ｄ ００４３８ ００１８９ 不稳定（ｕｎｓｔａｂｌｅ）

２６ｄ ００３４４ ００１８２ 不稳定（ｕｎｓｔａｂｌｅ）

２２ｄ ００５０９ ００１００ 不稳定（ｕｎｓｔａｂｌｅ）

１４ｄ ００５１６ ００１８１ 不稳定（ｕｎｓｔａｂｌｅ）

１０ｄ ００５３６ ００３２１ 不稳定（ｕｎｓｔａｂｌｅ）

７ｄ ００３４３ ００５０４ 稳定（ｓｔａｂｌｅ）

－２０℃３３ｄ ０００４４ ００１８６ 稳定（ｓｔａｂｌｅ）

反复冻融６次（ｒｅｐｅａｔｅｄ６ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ） ００３１０５ ０１４７７８４ 稳定（ｓｔａｂｌｅ）

２３　联合定值分析
５家实验室参加本次研究。孕酮候选品Ⅰ、Ⅱ

定值结果的室内 ＲＳＤ均不超过 ２０％，表明各实
验室建立的参考方法重复性好，数据可靠。候选

品Ⅰ和Ⅱ在室间的 ＲＳＤ分别为 １６％和 ２３％，
联合定值结果详见表３。
２４　不确定度评估
２４１　定值引入的不确定度　公式为：

ｕｃｈａｒ＝
ｓ

槡ｐ
（３）

ｓ为５家实验室测值的总标准差；ｐ为独立实验
室总数。按照公式（３），候选品Ⅰ、Ⅱ定值引入的不
确定度分别为００３１１、０１７４１ｎｇ·ｍＬ－１。

表３　孕酮候选品联合定值结果
Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅ

ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅｓ

实验室编号

（ｌａｂＮｏ．）

联合定值结果（ｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ⅰ Ⅱ

１ ４４９ １７００

２ ４３８ １６７８

３ ４５２ １７３０

４ ４４４ １６２９

５ ４３６ １６５７

均值（ａｖｅｒａｇｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１） ４４４ １６７９

ＳＤ ００７ ０３９

ＲＳＤ／％ １６ ２３
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２４２　均匀性引入的不确定度　基于表１的方差结
果，由于候选品Ⅰ组间 ＭＳ（００４８０）小于组内 ＭＳ
（００８４２），采用公式（４）计算得到候选品Ⅰ的均匀
性引入不确定度为００７１６ｎｇ·ｍＬ－１。

ｕｂｂ＝
ＭＳｗｉｔｈｉｎ
槡ｎ ×

４ ２
Ｖ槡ｗｉｔｈｉｎ

（４）

ｎ：（有效）单元数；ｖｗｉｔｈｉｎ：组内均方的自由度。
对于候选品Ⅱ，组间 ＭＳ（１１９７６）大于组内 ＭＳ

（０９９７３），采用公式（５）计算得到候选品Ⅱ的均匀
性引入不确定度为０２５８４ｎｇ·ｍＬ－１。

ｕｂｂ＝ ｓ２槡ｂｂ＝
ＭＳａｍｏｎｇ－ＭＳｗｉｔｈｉｎ
槡 ｎ （５）

ＭＳａｍｏｎｇ：组间均方；ＭＳｗｉｔｈｉｎ：组内均方；ｎ：（有效）
单元数。

２４３　稳定性引入的不确定度　公式为：ｕｓ＝ｓｋ·
Ｘ，其中ｓｋ为稳定性数据，通过线性拟合得到的方程

斜率 ｋ的标准差，Ｘ为候选品的有效期。候选品Ⅰ、
Ⅱ稳定性引入的不确定度结果分别为 ００８９０、
０２６６０ｎｇ·ｍＬ－１。
２４４　合成标准不确定度　根据定值、均匀性和稳
定性所引入的不确定度，得到候选品Ⅰ、Ⅱ的合成标
准不确定度为：

Ⅰ：ｕＣＲＭ ＝ ００３１１２＋００７１６２＋００８９０槡
２ ＝０１１８４

ｎｇ·ｍＬ－１

Ⅱ：ｕＣＲＭ ＝ ０１７４１２＋０２５８４２＋０２６６０槡
２ ＝０４０９７

ｎｇ·ｍＬ－１

经联合定值及不确定度评估，孕酮候选品Ⅰ：
（４４４±０２４）ｎｇ·ｍＬ－１（ｋ＝２）；Ⅱ：（１６７９±０８２）
ｎｇ·ｍＬ－１（ｋ＝２）。
２４５　互通性评估　采用参考方法和２种不同常规
方法（国产及进口检测试剂盒）对４０份新鲜血清样
本同时测定，评估候选品的互通性。结果见表４。

表４　孕酮候选品的互通性评估（ｎｇ·ｍＬ－１）
Ｔａｂ４　Ｃｏｍｍｕｔａｂｉｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅｓ

编号

（Ｎｏ．）

常规方法均值

（ａｖｅｒａｇｅｏｆｒｏｕｔｉｎｅｍｅｔｈｏｄ）

参考方法均值

（ａｖｅｒａｇｅｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄ）

９５％上限

（９５％ ｕｐｐｅｒｌｉｍｉｔ）

９５％下限

（９５％ ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔ）

判断

（ｒｅｓｕｌｔｊｕｄｇｍｅｎｔ）

１ ４２６ ４４１ ６３３ ２７４ 具有互通性（ｈａｖｉｎｇｃｏｍｍｕｔａｂｉｌｉｔｙ）

１７３３ １６７６ １８６６ １５０７ 具有互通性（ｈａｖｉｎｇｃｏｍｍｕｔａｂｉｌｉｔｙ）

２ ６１７ ４４１ １０７８ －４０４ 具有互通性（ｈａｖｉｎｇｃｏｍｍｕｔａｂｉｌｉｔｙ）

２２３７ １６７６ ２６９４ １２０９ 具有互通性（ｈａｖｉｎｇｃｏｍｍｕｔａｂｉｌｉｔｙ）

３　讨论
目前临床常用的血清孕酮检测，大部分为采用

基于抗原抗体反应原理的商品化试剂盒，如化学发

光法［１１－１２］、时间分辨免疫荧光法［１３］、放射免疫

法［１４］、酶联免疫法等，这些方法检测速度快，且多为

全自动化操作，临床接受度很高。在我国具有医疗

器械注册证的孕酮检测试剂盒有约１５０余个，然而
各家试剂盒因溯源途径、抗原抗体来源、试剂组分等

不尽相同，测值之间必然存在一定差异［１５］，从而对疾

病的诊断、治疗和用药监测产生一定影响。因此，孕

酮检测结果的标准化迫在眉睫。标准物质是实现检

测结果准确、具有可比性的重要工具，也是保证量值

传递的实物标准，因此本实验室开展了孕酮国家标

准品的研制。

该批孕酮国家标准品以正常人及孕妇血清为基

质制备。由于孕妇处于女性特殊生理时期，血清中

的纤维蛋白原含量显著高于正常人，因此若仅采用

常规血清处理方式（多重过滤除菌），不能完全去除

样本中的纤维蛋白析出物。查相关文献［７］，进行了

氯化钙、凝血酶等的添加，促进纤维蛋白原的充分析

出。经多次验证，去除沉淀的效果理想，且对于孕酮

测值结果影响较小。

均匀性、稳定性和定值准确是标准物质的三大

特征。经均匀性评估，显示孕酮标准品均匀性良好。

在稳定性方面，室温放置一段时间后，发现样本浑

浊，可能长菌所致，表明其不适宜长时间室温稳定性

评估，因此模拟通常实验室检测条件，进行了室温８ｈ
稳定性评估，未见趋势性变化；候选品 Ⅰ、Ⅱ
在－２０℃条件下，至少可稳定３３ｄ，在（２～８）℃条
件下，至少分别可稳定３３ｄ和７ｄ。通常孕酮标准品
均储存在－７０℃下，日常运输为干冰运输。因此上
述稳定性的结果表明标准品满足使用要求。本研究
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中，全部实验室均采用检验医学溯源联合委员会推

荐的参考方法：同位素稀释液相色谱串联质谱法

（ＩＤ／ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）。各参加实验室均已建立并稳定运
行该方法较长时间，保证了定值结果的准确性和可

靠性。最终的结果也验证了这一点，候选品Ⅰ、Ⅱ定
值结果的实验室间 ＲＳＤ均不高于２３％。且各实验
室内部的ＲＳＤ在１２％～２８％，表明定值结果重复
性较好，数据可靠。通过与２种主流孕酮检测试剂
的互通性评价，亦表明标准品的互通性良好。

综上所述，本次研制的孕酮标准品，均匀性、互

通性良好，定值结果准确，稳定性满足相关要求，可

以作为国家标准品应用于孕酮常规方法的校准和

准确度评价，以推动临床孕酮检测结果的一致化和

互认，为孕酮体外诊断试剂的监管提供有力的

保障。
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