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运用统计学方法对能力验证定性样品的 

均匀性和稳定性进行评价 

顾文佳*, 张懿翔, 许  超, 葛  宇, 曲勤凤 

(上海市质量监督检验技术研究院, 上海  200233) 

摘  要: 目的  使用统计方法客观评价定性能力验证样品的均匀性和稳定性。方法  使用荧光 PCR 法分别检

测每组样品中牛、羊、鸭源性成分, 对阳性结果的 Ct 值进行单因素方差分析, 评定样品的均匀性。采用线性

回归方法, 评定样品的稳定性。结果  F＜F0.05(9,10)=3.02 且 P>0.05, 各组样品间无显著性差异, 样品是均匀

的。线性回归分析结果直线斜率无统计学差异, 即样品在检测期间保持稳定。结论  运用统计学方法对动物

成分能力验证样品的均匀性和稳定性进行定量分析, 能够更科学地对能力验证样品的均匀性和稳定性进行统

计学推断。 
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Evaluation of the homogeneity and stability of qualitative samples in the 
proficiency test with statistical methods 

GU Wen-Jia*, ZHANG Yi-Xiang, XU Chao, GE Yu, QU Qin-Feng 

(Shanghai Institute of Quality Inspection and Technical Research, Shanghai 200233 China) 

ABSTRACT: Objective  To objectively evaluate the homogeneity and stability of qualitative samples by statistical 

methods. Methods  The beef, lamb and duck-derived components were detected separately by real-time PCR. The 

values in positive results were analyzed by one-way ANOVA method to evaluating the homogeneity of samples. The 

stability of samples was evaluated by the linear regression method. Results  F＜F0.05(9,10)=3.02 and P>0.05. There 

was no significant difference between groups and the samples were homogenous. There was no statistical difference 

in the linear slope of the linear regression analysis, which indicated that the sample remained stable during the test. 

Conclusion  The homogeneity and stability of the samples used in proficiency tests of animal-derived materials 

detection can be deduced more precisely through statistical methods. 
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1  引  言 

根据《上海市检验检测条例》《检验检测机构资质认

定管理办法》相关要求, 上海市质量技术监督局委托上海

市质量监督检验技术研究院开展和实施 2018 年上海市检

验检测机构肉制品中牛羊鸭源性成分能力验证工作。本次
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能力验证向各参加实验室发放 3 份肉糜样品, 实验室采用

PCR 技术, 对每份样品中的牛、羊、鸭源性成分分别进行

检测, 提供定性分析结果, 最终 3 份样品的检测结果(阳性/

阴性)中任一结果不满意, 即为结果不满意[1]。 

能力验证过程中样品的均匀性和稳定性对能力验证

的结果起到至关重要的作用和影响, 因此在能力验证活动

实施之前, 制样者需要对样品的均匀性和稳定性进行充分

的检测, 提供足够的证据来证明所制样品具备一定的均匀

性和稳定性, 满足能力验证活动期间检测和补测的样品需

求, 以及相应储存运输条件下样品的持续稳定性[2-4]。 

然而在能力验证活动的相关指南中, 并未对定性结

果的样品提出样品均匀性和稳定性的评价方法和要求[3]。

转基因大豆[5]、动物成分检测[1,6]和致病菌检测[7]的能力验

证中采用了检测结果与指定值一致的评价方式, 这样的分

析数据仅是定性评价, 无法对能力验证样品的均匀性和稳

定性进行统计学推断。 

本研究借鉴生物标准物质均匀性和稳定性检测方法[8,9], 

运用统计学方法对动物成分能力验证样品的均匀性和稳定

性进行定量分析, 以期更科学地对能力验证样品的均匀性

和稳定性进行统计学推断。 

2  材料与方法 

2.1  仪器设备、主要材料试剂 

新鲜猪肉、牛肉、羊肉和鸭肉购自市场。 

DP304 动物组织基因组 DNA 提取试剂盒[天根生化

科技(北京)有限公司]; RR390 PCR 预混液 Premix Ex Taq™ 

[宝日医生物技术(北京)有限公司]; 探针引物合成(上海英

潍捷基公司)。 

7500 荧光定量 PCR 仪(美国 ABI 公司); DS-11 超微量

分光光度计 (美国 DeNovix 公司 ); 5415R 离心机 (德国

Eppendorf 公司)。 

2.2  样品制备 

本次能力验证采用新鲜猪肉、牛肉、羊肉和鸭肉作为

试样, 基质为猪肉, 分别掺入一种或多种牛、羊、鸭肉成

分, 含量为 0.1%~5%(质量比), 详见表 1。肉糜混匀后分装

至 5 mL 冻存管, 每管约 4 g, 每组 100 份样品。在20 ℃保

存。随机挑选 3 组样品, 每组一管, 向参加实验室发样[1]。 

 
表 1  能力验证样品配方 

Table 1  Content of proficiency test samples 

 牛/% 羊/% 鸭/% 

第一组 5 1 0 

第二组 1 1 1 

第三组 0 0.1 0 

第四组 0 0 1 

2.3  样品验证 

2.3.1  样品均匀性和稳定性检验的依据 

参照 CNAS-GL003: 2018《能力验证样品均匀性和稳

定性评价指南》的规定, 使用荧光 PCR 方法分别检测每组

样品中牛、羊、鸭源性成分, 通过检测 Ct 值, 并进行统计

学分析, 评价样品的均匀性和稳定性[3,8,9]。 

2.3.2  样品均匀性检验的检测方法 

在 4 组样品中每组抽取 10 份样品, 每份分别取样 50 mg

测试 2 次, 按照 DNA 提取试剂盒使用说明提取 DNA, 使

用 SN/T 2051-2008(2012)《食品、化妆品和饲料中牛羊猪

源性成分检测方法 实时 PCR 法》[10]、SN/T 2727-2010《饲

料中禽源性成分检测方法 实时荧光 PCR 方法》[11]分别检

测牛、羊、鸭源性成分。所有测试由同一人在同一实验室、

同批次试剂、使用同一设备、同一方法进行。 

2.3.3  样品均匀性的统计学方法 

将各组阳性结果 Ct 值进行单因素方差分析。统计软

件为 SPSS 22.0.  

抽取 i 个样品, 每个样品测试 j 次, 1x 每个样品测试

平均值, x 样品测试的总平均值, N 测试总次数, f 自由度。 

样品间平方和: 2
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2.3.4  样品均匀性检验的评价原则 

若各组检测结果与预期添加一致, 且经统计, 各组 F

＜自由度为(n1, n2)及给定显著性水平(通常 α=0.05)临界值

Fα(n1, n2)且 P>0.05, 则表明样品组内和组间无显著性差异, 

样品是均匀的[3,8,9]。 

2.3.5  样品稳定性检验的检测方法 

储存稳定性[1]: 样品制备后储存于-20 ℃, 样品分别

于 0、15、30、60、100 d 再检测, 每个时间点每组抽取 4

份样品, 每份分别取样 50 mg 测试 2 次, 使用荧光 PCR

方法分别检测牛、羊、鸭源性成分, 其中牛、羊源性成分

增加 12S RNA 作为内参基因, 通过检测 ΔCt 值进行统计

分析[12]。 

运输稳定性: 考虑到夏天运输途中温度可能会上升, 

每组随机抽取样品分别在 25 ℃条件下放置 3 d, 检测方法

同上。  

2.3.6  样品稳定性的统计学方法 

将检测阳性结果 Ct 值或 ΔCt 值(Y)与各个时间点(X)

拟合直线, 进行线性回归分析。Β0、β1 为回归系数。 

Y=β0+β1X 
2.3.7  样品稳定性检验的评价原则 

对回归系数 β1采用 t-检验进行统计推断, 判断样本的
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稳定性: 若|t| ＜t n2
 0.95, 且 P>0.05, 则表明斜率不显著, 

没有观察到不稳定性。  

3  结果与分析 

3.1  样品均匀性检测结果 

此次制备的能力验证样品, 4 组中各随机抽取 10 个样

品, 分别检测牛、羊、鸭源性成分, 通过检测 Ct 值判定样

品结果, 各组检测结果与预期添加一致[1]。对 4 组样品中 7

个阳性结果的 Ct 值应用单因素方差分析检测样品的均匀

性, 计算得各组的 F 值均小于 F0.05(9,10)=3.02, 且 P 值均

大于 0.05, 说明各组样品的差异没有统计学意义, 即样品

是均匀的。详见表 2。 

3.2  样品稳定性检测结果 

本次能力验证的样品经定期存放后取样检测, 前后 2

次检测结果一致即判定样品稳定。经检验, 从 0~100 d 中

选取 5 个时间点, 同时, 测试样品在 25 ℃条件下放置 3 d

后检测。使用其中 7 个阳性指标的 Ct 值或 ΔCt 值与各个

时间点拟合直线, 进行线性回归分析。其中 n=4, 取置信概

率 0.95, 查 t 分布表得 t 2
 0.95=4.303,经计算, |t|＜t n2

 0.95, 且

P>0.05。表明样品在20 ℃条件下储存和 25 ℃时运输不会

对结果产生影响, 样品是稳定的。结果说明时间变化、温

度变化前后的样品是稳定的(表 3)。 

 
表 2  各组均匀性检测结果(n=10) 

Table 2  Results of homogeneity tests(n=10). 

分组及 

指标 

样品 Ct 值(均数±标准差) 
F P

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

第一组 

牛成分 
30.32±0.01 31.35±1.41 32.11±0.76 31.05±0.12 31.39±2.10 30.26±0.15 30.76±0.08 30.2±0.33 31.74±1.10 30.77±0.77 1.239 0.369

第一组 

羊成分 
27.91±0.09 28.7±0.34 29.97±0.21 28.83±0.31 29.28±1.31 28.35±0.22 28.96±0.12 28.48±0.11 28.3±0.13 29.07±1.66 1.515 0.263

第二组 

牛成分 
27.52±0.41 28.66±0.00 28.73±0.46 29.22±0.00 28.39±0.16 28.48±0.48 28.75±0.15 28.28±0.07 28.69±0.01 28.76±1.07 1.408 0.300

第二组 

羊成分 
27.13±0.23 28.04±1.35 27.17±0.23 27.83±0.01 26.94±0.09 26.89±0.24 26.85±0.24 26.34±0 26.47±0.12 26.95±0.43 1.912 0.163

第二组 

鸭成分 
22.95±0.05 22.69±0.02 24.87±3.69 24.24±0.26 23.63±0.00 23.86±1.52 25.68±1.00 24.13±0.39 24.25±0 24.51±0.3 2.12 0.128

第三组 

羊成分 
32.02±0.20 31.62±0.07 32.28±0.29 31.84±0.02 31.89±0.01 32.39±0.37 32.47±0.15 32.14±1.03 32.01±0.01 32.01±0.08 0.607 0.766

第四组 

鸭成分 
26.76±0.21 28.16±0.14 25.89±0。00 24.94±0.08 24.93±0。00 25.88±0.10 25.22±0.00 25.44±0.06 25.09±0.18 26.97±10.27 2.049 0.139

 
表 3  各组稳定性检测结果 

Table 3  Results of stability tests. 

分组及指标 β1 SD s(β1 ) t P 

第一组牛成分 0.057 0.030 0.194 1.916 0.058

第一组羊成分 0.042 0.030 0.142 1.387 0.169

第二组牛成分 0.056 0.039 0.146 1.418 0.159

第二组羊成分 0.015 0.020 0.075 0.733 0.465

第二组鸭成分 0.053 0.110 0.058 0.484 0.630

第三组羊成分 0.050 0.026 0.193 1.909 0.059

第四组鸭成分 0.061 0.090 0.081 0.683 0.497

 

4  结论与讨论 

本研究尝试使用统计学方法定量评价能力验证样品

的均匀性和稳定性, 并做出统计推断[1215]。通过定性结果

检测判断样品的均匀性和稳定性, 会因为随机取样而无法

获得样品整体的情况, 无法做出统计推断。如果样品基质

分布不够均匀、或者目标值接近检出限都有可能造成误判, 

导致能力验证结果出现假阴性。 

本研究参照标准物质的均匀性和稳定性检测方法[3,8,9], 

引入单因素方差检测样本的均匀性, 线性回归方法检测样

本的稳定性。在均匀性的统计分析中可以看出, 虽然各组

数据的 F 均小于 F0.05(9,10)=3.02 且 P>0.05, 表明样品组内

和组间无显著性差异, 样品是均匀的。但是第 3 组羊源性

成分均匀性检验 F 值仅为 0.607, 即样品组内误差大于组

间误差。出现的原因一是由于添加值偏小, 目标成分接近

方法检出限, 导致检测结果之间误差较大; 二是因为样品

的取样量偏小导致检测结果重复性差[16,17]。这种情况下容

易导致能力验证结果出现假阴性。在今后的工作中, 制样
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者应充分考虑使用统计方法检测样品均匀性的必要性。 

在稳定性的检测过程中 , 因为不是同一时间操作 , 

DNA 的提取效率、PCR 的扩增效率不同都会对结果 Ct 值

产生影响, 从而影响稳定性的统计分析[4,8]。本研究借鉴了

肉制品定量检测的方法, 使用 12S RNA 作为内参基因, 将

检测外源目标基因与内参基因 Ct 值做差得到的 ΔCt 值进

行统计分析[12], 尽量将人为操作误差降低。 
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