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基于联合验证数据评定转化体定量检测结果测量不确定度
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摘　 要:随着转基因生物及产品定量标识制度的不断完善ꎬ大批转化体定量检测方法的建立迫在眉睫ꎬ为了在实验数

据积累不足的情况下ꎬ在检测方法建立初期及时评定测量不确定度ꎬ本研究以耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 定量检测方法

为例ꎬ在检测实验室积累到足够检测数据之前ꎬ在 ８ 家实验室对 ５ 种转基因含量样品进行联合验证ꎬ分析试验数据的

再现性标准偏差ꎬ形成“自上而下”的不确定度预评定方法ꎮ 结果显示:经格拉布斯法和科克伦法检验 ８ 家实验室数

据ꎬ实验室 ５ 的数据存在离群值和岐离值ꎬ故剔除ꎬ７ 家实验室 ５ 个含量样品的再现性相对标准差ＲＳＤｊＲ为 ６. ０２５％ ~
１１􀆰 ５３２％ ꎬ均小于规定的 ３５％ ꎬ说明该方法具有良好的精密度ꎮ 根据上述分析数据绘制回归曲线方程为ｓ ｊＲ ＝ ０. ０７８ ３

× ｃ≡ ｊ － ０. ０１０ ４ꎬ计算的相对标准不确定度分量 ｕｒ ＝ ０. ０７８ ３ꎬｕ０ ＝ ０. ０１２ꎬ进而将试样检测结果的平均值( ｃ＝ )带入公

式ꎬ计算定量结果的标准不确定度 ｕ ＝ ｕ２
０ ＋ (ｕｒ × ｃ＝ ) ２ ＝ ０. ０１２２ ＋ (０. ０７８ ３ × ｃ＝ ) ２ ꎮ 结果表明基于联合验证数据

评定转化体定量检测结果测量不确定度ꎬ为转化体定量检测方法建立初期提供了科学有效的实验室自行评定方法ꎬ
为转基因生物及产品的安全监管提供了技术保障ꎮ
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　 　 随着生物育种产业化的进程不断推进ꎬ越来越
多的转基因产品进入市场和餐桌ꎬ转基因产品的食
用安全、环境风险等问题被社会普遍关注[１]ꎮ 其中大

豆是 主 要 的 生 物 技 术 作 物ꎬ 种 植 面 积 达 到
９ １９０ 万 ｈｍ２ꎬ占全球生物技术作物面积的 ４８％ꎻ２０１９
年转基因大豆的应用率为 ７８％ꎬ共有 ３１ 个国家 /地区
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批准了 ３８ 个转基因大豆转化体ꎬ主要包括 ＧＴＳ ４０￣３￣２、
ＭＯＮ８９７８８、Ａ２７０４￣１２、ＭＯＮ８８０１７ 等转化体[２]ꎮ 截

至 ２０１３ 年ꎬ全球 ６０ 多个国家和地区制定了相关的

法律和法规ꎬ要求对转基因生物及其产品(包括食

品和饲料) 进行标识管理[３]ꎮ 我国于 ２００１ 年和

２００２ 年先后发布了«农业转基因生物安全管理条

例»及农业转基因生物标识管理办法等配套管理办

法[２]ꎬ明确规定对进入我国流通市场的转基因生物

及产品实施标识制度ꎬ并且逐步由定性标识向定量标

识过渡[４]ꎮ 由此标识阈值作为判定转基因产品身份

的标尺成为实施转基因产品标识管理的关键点ꎮ
转基因含量定量检测结果均应提供测定值和

测定值的不确定度[５]ꎮ 测量不确定度是衡量检测

质量的重要指标ꎬ能定量表征检测数据的分散范

围ꎬ其取代了传统所采用的“误差”概念ꎬ对测量结

果的精度给出了相应的评定方式ꎬ同时提出了具体

的测量不确定度评价模型ꎬ有助于判断“临界值”的
符合性[６￣７]ꎮ 为了评估检测结果的质量、可靠性以

及数据的可比较性ꎬ«检验检测机构资质认定评审

准则»要求实验室在特定情况下ꎬ在出具检测结果

的同时给出检测结果的不确定度ꎮ 然而ꎬ目前测量

不确定度在化学领域的应用较为广泛ꎬ但在转基因

成分定量检测中的应用却报道不多[８￣９]ꎬ大多数从

事转基因生物及产品的试验人员对不确定度知识

及其评定方法的了解甚少或不够全面[１０]ꎮ 因此ꎬ建
立科学全面的转基因定量检测不确定评定方法已

成为转基因生物标识制度的技术要求ꎮ
目前ꎬ测量不确定度评定方法主要是 ＧＵＭ

(Ｇｕｉｄｅ ｔｏ ｔｈｅ Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎ Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ) [１０]ꎬＧＵＭ
法主要基于“自下而上”(ｂｏｔｔｏｍ ｕｐ)的识别、计算和

合成不确定度分量ꎬ是单个实验室开展测量不确定

度评定的常规方法[１１￣１２]ꎮ 对于实验室间的测量不

确定度评定ꎬ国际上主要采用 “自上而下” ( ｔｏｐ
ｄｏｗｎ)方法[１３￣１４]ꎮ 而在转基因检测领域ꎬ定量检测

结果不确定度评定方法的缺乏ꎬ严重阻碍了定量检

测标准及定量标识制度的实施ꎮ 本研究以 ＧＢ / Ｔ
２７４１８￣２０１７ « 测 量 不 确 定 度 评 定 和 表 示 » [１５]、
ＪＪＦ１０５９. １￣２０１２«测量不确定度评定与表示» [１６] 为

依据ꎬ以耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 定量检测方法为示

例ꎬ探讨在检测实验室开始检测工作积累到足够检

测数据之前ꎬ采用多家实验室联合验证数据的再现

性标准偏差“自上而下”的测量不确定度的预评定

方法ꎬ旨在为我国转基因生物及产品的安全监管提

供科学方法和技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 纯合种子和非转基因

受体大豆 Ｊａｃｋ 种子粉末由北京大北农生物技术有

限公司提供ꎻ耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 的 ５％ 、２％ 、
１％ 、０. ５％和 ０. １％测试样及标准品 Ｇ１ ~ Ｇ５ 由本实

验室配制ꎬ详见表 １ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法验证样品

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

序号

Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ
样品名称

Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ
样品内容

Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

１ 空白对照 用水作为空白对照

２ 阴性对照 ＤＢＮ９００４ 非转基因受体大豆基因组 ＤＮＡ

３ 阳性定量质控品
以耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 转化体质量分数或拷贝数比值与标识阈值相当的

样品或标准物质作为阳性定量质控样品

４ 试样 ｑ１ 拷贝数分数为 ５％的耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 基因组 ＤＮＡ

５ 试样 ｑ２ 拷贝数分数为 ２％的耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 基因组 ＤＮＡ

６ 试样 ｑ３ 拷贝数分数为 １％的耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 基因组 ＤＮＡ

７ 试样 ｑ４ 拷贝数分数为 ０. ５％的耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 基因组 ＤＮＡ

８ 试样 ｑ５
拷贝数分数为 ０. １％的耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 基因组 ＤＮＡꎬ该样品为转化体

实时荧光 ＰＣＲ 方法定量限样品

９ 校准品 Ｇ１
Ｇ１ 为初始浓度 ２５ ｎｇ􀅰μＬ － １的 １００％ＤＢＮ９００４ 转化体成分含量大豆基因组 ＤＮＡꎬ

反应体系中 ＤＮＡ 含量 ５０ ｎｇ 相当于 ４１ ６００ ｃｏｐｉｅｓꎬ该拷贝数应高于试样 Ｓ１

１０ 校准品 Ｇ２ Ｇ１ 和 Ｇ５ 满足要求的前提下ꎬ选择适宜的梯度进行稀释

１１ 校准品 Ｇ３ Ｇ１ 和 Ｇ５ 满足要求的前提下ꎬ选择适宜的梯度进行稀释

１２ 校准品 Ｇ４ Ｇ１ 和 Ｇ５ 满足要求的前提下ꎬ选择适宜的梯度进行稀释

１３ 校准品 Ｇ５
Ｇ５ 为校准品最低浓度ꎬ其拷贝数应低于试样 Ｓ５ꎬ同时满足等于

或小于定量限(约 ２０ ｃｏｐｉｅｓ􀅰μＬ － １)且大于检测限(约 １０ ｃｏｐｉｅｓ􀅰μＬ － １)
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１. ２　 主要试剂与仪器

１. ２. １ 　 试剂 　 植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、
ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎬ购自天根生化科技(北京)有限公

司ꎻＴａｋａｒａ ２ × Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ (ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ) Ｍｉｘ 试剂

盒ꎬ购自上海宝生物技术有限公司ꎻ引物及 Ｔａｑ￣Ｍａｎ
探针ꎬ由生工生物工程(上海)股份有限公司合成和

纯化ꎻ其它生化试剂均为进口分装或国产分析纯ꎮ
１. ２. ２ 　 仪器 　 ＢＩＯ￣ＲＡＤ ＣＦＸ９６ 实时荧光 ＰＣＲ 仪

(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎻＱｕａｎｔｕｓ Ｆｌｕｏｔｏｍｅｔｅｒ 荧光法核酸定

量仪(Ｐｒｏｍｅｇａꎬ美国)ꎻＡｌｌｅｇｒａ ２１Ｒ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ 高速冷

冻离心机(ＢＥＣＫＭＡＮꎬ美国)ꎮ
１. ３　 方法

１. ３. １　 联合验证 　 选择不少于 ８ 家已通过“双认

证(计量认证和农业部审查认可)”的转基因生物安

全检测机构ꎬ采用耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 检测方法建立时规定的大豆内标准基因

和 ＤＢＮ９００４ 转化体特异性序列引物和探针[１７]ꎬ对 ５
个已知转基因含量的试样进行联合验证ꎮ 应用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３. ０ 引物设计软件ꎬ设计转化体特异

引物和探针ꎬ引物探针序列详见表 ２ꎬＤＢＮ９００４ 转化

体和大豆内标准基因的反应体系和程序相同ꎬ荧光

定量 ＰＣＲ 反应体系: ２ × ＴａｇＭａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２. ５ μＬꎬ正向引物和反向引物各 １. ０ μＬ、
探针 ０. ５ μＬꎬＤＮＡ 模板 ２ μＬꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至总体积

２５ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ
６０ ℃退火延伸 ６０ ｓꎬ共进行 ４５ 个循环ꎻ在第二阶段

的退火延伸(６０ ℃)时段收集荧光信号ꎮ 经实时荧

光 ＰＣＲ 扩 增ꎬ 绘 制 标 准 曲 线ꎬ 计 算 各 试 样 中

ＤＢＮ９００４ 转化体特异性序列和大豆内标准基因的

拷贝数及其比值ꎬ获得各试样中 ＤＢＮ９００４ 转化体的

含量ꎮ 统计分析 ８ 家实验室各自对统一提供的 ５ 个

已知转基因含量样品检测数据ꎮ

表 ２　 ＰＣＲ 引物和探针序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

名称

Ｎａｍｅ
引物序列(５′→３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)
片段大小

Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｓｉｚｅ / ｂｐ
序列来源

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｏｕｒｃｅ

Ｌｅｃｔｉｎ 基因 ＱＦ:５′￣ＧＣＣＣＴＣＴＡＣＴＣＣＡＣＣＣＣＣＡ￣３′ １１８ 农业部 ２０３１ 号公告￣８￣２０１３

Ｌｅｃｔｉｎ ｇｅｎｅ ＱＲ:５′￣ＧＣＣＣＡＴＣＴＧＣＡＡＧＣＣＴＴＴＴＴ￣３′

ＱＰ:５′￣ＦＡＭ￣ ＡＧＣＴＴＣＧＣＣＧＣＴＴＣＣＴＴＣＡＡＣＴＴＣＡＣ – ＢＨＱ１￣３′

３′端转化体特异性序列 ＱＦ:５′￣ＡＡＣＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＴＡＧ ￣３′ １６５ 自行设计

３′￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ＱＲ:５′￣ＡＴＴＡＴＧＴＧＧＡＡＡＧＡＡＡＴＧＡＣＣＧＡＡＡ￣３′

ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＱＰ:５′￣ＦＡＭ￣ ＣＧＣＣＧＧＧＴＣＣＣＧＴＴＴＡＡＡＣＴＡＴＣＡＧＴ – ＢＨＱ１￣３′

１. ３. ２　 标准曲线分析与合格判定　 每个实验室采

用 ５ 个水平校准品ꎬ根据模板拷贝数对数与 Ｃｔ 值间

的线性关系ꎬ分别绘制 ＤＢＮ９００４ 转化体特异性序列

和大豆内标准基因的标准曲线ꎬ根据 ＰＣＲ 板的数量

收集相关标准曲线数据ꎮ 根据 ２２５９ 号公告—５—
２０１５ 的要求[１８]ꎬ转化体特异性序列和内标基因的

标准曲线合格标准为:斜率 ｂ 值均应位于 － ３. ６ ~
－ ３. １区间内ꎻ决定系数 Ｒ２ 可接受的最低值 ０. ９８ꎻ
ＰＣＲ 扩增效率 Ｅ 应位于 ９０％ ~１１０％的区间内ꎮ
１. ３. ３ 　 检 测 数 据 统 计 　 按照耐除草剂大豆

ＤＢＮ９００４ 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测方法ꎬ８ 个实验室

各自对统一提供的 ５ 个已知转基因含量样品进行检

测ꎬ每个水平的样品设 ３ 个平行子样ꎬ每个子样至少

重复 ３ 次 ＰＣＲꎬ每个反应的转基因含量检测数据记

为ｃｉｊｋｌ(转化体拷贝数 /内标准基因拷贝数)ꎬ下标 ｉ
为实验室顺序号ꎬ分别记为 １ 至 ８ꎬｐ ＝ ８ꎻｊ 为各水平

顺序号ꎬ分别记为 １ 至 ５ꎬｑ ＝ ５ꎻｋ 为各平行子样的顺

序号ꎬ分别记为 １ 至 ３ꎬｍ ＝ ３ꎻｌ 为各 ＰＣＲ 重复的顺

序号ꎬ分别记为 １ 至 ３ꎬｎ ＝ ３ꎮ

每个实验室根据提供的各个含量样品的测定

的 Ｃｔ 值和绘制的标准曲线ꎬ计算各个含量样品的转

基因含量ꎮ 每个子样 ３ 次重复 ＰＣＲ 测定含量的平

均值作为该水平试样的 １ 次平行的结果ꎬ ｃ－ ｉｊｋ ＝
１
ｎ ∑

ｎ

ｌ ＝ １
ｃｉｊｋｌ(其中 ｎ ＝ ３)ꎬ式中ꎬｎ 是第 ｉ 个实验室第 ｊ

个水平试样中的第 ｋ 个平行子样的重复 ＰＣＲ 次数ꎮ
１. ３. ４ 　 检测数据离群值分析 　 根据标准 ＧＢ /
Ｔ６３７９. ２ － ２００４«测量方法与结果的准确度(正确度

与精密度)第 ２ 部分:确定标准测量方法重复性与

再现性的基本方法»ꎬ采用科克伦法(Ｃｏｃｈｒａｎ′ｓ ｔｅｓｔ)
和格拉布斯法(Ｇｒｕｂｂｓ ｔｅｓｔｓ) [１９] 检测各实验室检测

数据是否存在离群值ꎮ 如果检验统计量小于或等

于 ５％临界值ꎬ则接受被检验项目为正确值ꎻ如果检

验统计量大于 ５％ 临界值ꎬ但小于或等于 １％ 临界

值ꎬ则称被检验项目为岐离值ꎬ该岐离值保留ꎬ并用

于后续计算ꎻ若检验统计量大于 １％临界值ꎬ则被检

验项目称为统计离群值ꎬ要剔除该离群值ꎮ
计算各个含量样品在各实验室 ３ 个平行子样检
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测结果的标准差 ｓｉｊꎬ按照 ８ 个实验室的ｓｉｊ进行从大

到小排序ꎬ找出的最大标准差 ｓｍａｘꎬｊꎬ计算检验统计量

值 Ｃ ｊꎮ 计算各水平的科克伦检验统计量 Ｃ ｊ ＝
ｓ２ｍａｘꎬｊ

∑ｐ
ｉ ＝ １ ｓ２ｉｊ

ꎬ式中ꎬＣ ｊ为每个含量样品的科克伦检验统

计量ꎬＳｍａｘꎬｊ为各实验室第 ｊ 水平 ｍ 个平行子样测量

结果标准差中的最大值(共 ８ 个实验室ꎬ８ 个数据比

较)ꎬｓｉｊ为第 ｉ 个实验室第 ｊ 个含量样品 ｍ 个平行子

样 检 测 结 果 的 标 准 差ꎮ ｓｉｊ ＝

∑ｍ

ｋ ＝ １
( ｃ－ ｉｊｋ － ｃ＝ ｉｊ) ２ / (ｍ － １) ꎬ 式中 ｐ 为实验室

个数ꎮ
对每个含量样品ꎬ分别将各个实验室 ３ 个平行

子样转基因含量的平均值按大小升序排列ꎬ检验最

大平均值 ｃ＝ ｍａｘꎬｉｊ和最小平均值 ｃ＝ ｍｉｎꎬｉｊ是否为离群值ꎮ
计算 ｊ 含量样品最大平均值格拉布斯检验统计量

Ｇｍａｘꎬｊ ＝
ｃ＝ ｍａｘꎬｊ － ｃ≡ｊ

ｓ ｊ
ꎬ式中ꎬＧｍａｘꎬｊ为第 ｊ 水平最大平均

值格拉布斯检验统计量ꎬ ｃ＝ ｍａｘꎬｊ为第 ｊ 水平每个实验

室平均值ꎮ 在 ８ 个实验室中选其平均值最大的 １

个ꎬ ｃ≡ｊ为第 ｊ 水平 ８ 个实验室 ３ 个平行子样的总平

均值(即 ２４ 个结果的平均值)ꎬｓ ｊ为第 ｊ 水平 ８ 个实

验 室 平 均 值 的 标 准 差ꎮ 其 中 ｓ ｊ ＝

∑８
ｉ ＝ １( ｃ＝ ｉｊ － ｃ≡ｊ) ２ / (８ － １) ꎬ第 ｊ 水平最小平均值格

拉布斯检验统计量ꎬＧｍｉｎꎬｊ ＝
ｃ≡ｊ － ｃ＝ ｍｉｎꎬｊ

ｓ ｊ
ꎬ式中ꎬ ｃ＝ ｍｉｎꎬｊ为

第 ｊ 水平每个实验室平均值中被选中最小的值ꎬ ｃ≡ｊ

为第 ｊ 水平 ８ 个实验室总平均值ꎬｓ ｊ为第 ｊ 水平 ８ 个

实验室平均值的标准差ꎮ
１. ３. ５　 正确度分析　 计算实验室测量总平均值与

标准值的偏倚ｂｉａｓ ｊ和相对偏倚ｂｉａｓＲｊꎬ判定验证检测

结果的正确度ꎮ ｂｉａｓ ｊ ＝ ｃ≡ｊ － ｃＥꎬｊꎬｂｉａｓＲｊ ＝
ｃ≡ｊ － ｃＥꎬｊ
ｃＥꎬｊ

×

１００％ ꎬ式中ꎬｂｉａｓ ｊ为 ｊ 含量样品测量平均值的偏倚ꎬ

ｂｉａｓＲｊ为 ｊ 含量样品测量平均值的相对偏倚ꎬ ｃ≡ｊ为 ｊ
含量样品的测量总平均值ꎬｃＥꎬｊ为 ｊ 含量样品标准值ꎮ
１. ３. ６　 精密度分析　 根据 ＧＢ / Ｔ６３７９. ２ － ２００４«测
量方法与结果的准确度»ꎬ对有效检测数据进行统

计ꎬ分析方法的重复性和再现性ꎮ 分两种情况ꎬ一
是理想情况下ꎬ即各实验室各含量样品子样个数相

等(相当于重复测量次数相等)ꎻ二是无论各实验室

重复次数 ｍｉｊ是否相等ꎬ均可根据扩展通用公式ꎬ按
５ 个统计量进行简便计算ꎮ 本研究以第二种情况为

例ꎬ进行精密度分析ꎮ

统计量的简便计算:以第 ｊ 水平为例ꎬ无论各实

验室平行子样个数ｍｉｊ是否相等ꎬ均可按 ５ 个统计量

简便计算验证结果的重复性方差ｓ２ｊｒ、实验室间方差

ｓ２ｊＬ和再现性方差ｓ２ｊＲꎬＴ１ｊ ＝ ∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ ｃ

＝
ｉｊꎬＴ２ｊ ＝ ∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ ｃ

＝ ２
ｉｊꎬ

Ｔ３ｊ ＝ ∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊꎬＴ４ｊ ＝ ∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍ２

ｉｊ 和Ｔ５ｊ ＝ ∑
ｐ

ｉ ＝ １
(ｍｉｊ － １) ｓ２ｉｊꎮ

其中ꎬｓｉｊ ＝ ∑ｍｉｊ

ｋ ＝ １
( ｃ－ ｉｊｋ － ｃ＝ ｉｊ) ２ / (ｍｉｊ － １) ꎬ 式中ꎬ

Ｔ１ｊ、Ｔ２ｊ、Ｔ３ｊ、Ｔ４ｊ和Ｔ５ｊ分别为 ｊ 水平的 Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４ 和

Ｔ５统计量ꎬｍｉｊ为 ｉ 实验室 ｊ 水平的平行子样个数ꎬ ｃ＝ ｉｊ

为 ｉ 实验室 ｊ 水平检测结果平均值(平行子样的平

均值)ꎬｓ２ｉｊ为 ｉ 实验室 ｊ 水平 ３ 个平行子样检测结果

的方差ꎬｐ 为参加联合验证的实验室个数ꎮ
方差(ｖａｒｉａｎｃｅ)组分估计:重复性方差(实验室

内方差)计算公式为 ｓ２ｊｒ ＝ ＭＳｒ ＝
∑
ｐ

ｉ ＝ １
∑
ｍ

ｋ ＝ １
( ｃ－ ｉｊｋ － ｃ＝ ｉｊ) ２

ｐｍ － ｐ ＝

∑
ｐ

ｉ ＝ １
(ｍｉｊ － １) ｓ２ｉｊ

∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ － ｐ

＝
Ｔ５ｊ

Ｔ３ｊ － ｐꎮ 当各实验室重复数ｍｉｊ不等

时ꎬ需要先计算平均的重复数ꎬｍ－ ｊ ＝
１

ｐ － １ × [ ∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ

－
∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍ２

ｉｊ

∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ

] ＝
(∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ)

２
－ ∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍ２

ｉｊ

(ｐ － １)∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ

＝
Ｔ２

３ｊ － Ｔ４ｊ

(ｐ － １)􀅰Ｔ３ｊ
ꎬ再

计算实验室间方差ꎬｓ２ｊＬ ＝ (
∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍ( ｃ＝ ｉｊ － ｃ－ ｊ)２

ｐ － １ － ｓ２ｊｒ) / ｍ

＝ (
∑
ｐ

ｉ ＝１
ｍｉｊ( ｃ＝ ｉｊ － ｃ＝ ｊ)２

ｐ －１ － ｓ２ｊｒ) / ｍ
－

ｊ

＝ (

∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ ｃ

＝ ２
ｉｊ －

(∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ ｃ

＝
ｉｊ)

２

∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ

ｐ － １ － ｓ２ｊｒ) / ｍ
－
ｊ

＝ (
∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ ｃ

＝ ２
ｉꎬｊ － (∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ ｃ

＝
ｉꎬｊ)

２

(ｐ － １)∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ

－ ｓ２ｊｒ) / ｍ
－
ｊ

＝ (
∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ ｃ

＝ ２
ｉｊ － (∑

ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ ｃ

＝
ｉｊ)

２

(ｐ － １)∑
ｐ

ｉ ＝ １
ｍｉｊ

－ ｓ２ｊｒ)

/ (
Ｔ２

３ｊ － Ｔ４ｊ

(ｐ － １)􀅰Ｔ３ｊ
) ＝ [

Ｔ２ｊＴ３ｊ － Ｔ２
１ｊ

(ｐ － １)Ｔ３ｊ
－ ｓ２ｊｒ]

[
(ｐ － １)􀅰Ｔ３ｊ

Ｔ２
３ｊ － Ｔ４ｊ

]ꎮ



５ 期 赵　 新等:基于联合验证数据评定转化体定量检测结果测量不确定度 ５４３　　

再现性方差计算:ｓ２ｊＲ ＝ ｓ２ｊＬ ＋ ｓ２ｊｒꎮ
相对标准差计算:无论使用哪种方式计算ꎬ当

获得重复性方差ｓ２ｊｒ和再现性方差ｓ２ｊＲ后ꎬ即可开方获

得其相应的标准差ꎬ即重复性标准差ｓ ｊｒ和再现性标

准差ｓ ｊＲꎬ从而可以计算出重复性相对标准差ＲＳＤ ｊｒ和

再现性相对标准差ＲＳＤ ｊＲꎬＲＳＤ ｊｒ ＝
ｓ ｊｒ
ｃ≡ｊ

× １００％ ꎬＲＳＤ ｊＲ

＝
ｓ ｊＲ
ｃ≡ｊ

× １００％ ꎬ式中ꎬｓ ｊｒ为第 ｊ 水平的重复性标准差ꎬ

ｃ≡ｊ为第 ｊ 水平的总平均值ꎬｓ ｊＲ为第 ｊ 水平的再现性标

准差ꎮ
１. ３. ７ 　 测量不确定度评定 　 依据国家标准 ＧＢ / Ｔ
６３７９. ２ － ２００４ꎬ计算实时荧光 ＰＣＲ 定量方法实验室

间统一验证样品(各水平顺序号用 ｊ 表示ꎬ共 ｑ 个水

平)的检测数据再现性标准差ｓ ｊＲ与平均值 ｃ≡ｊꎬ确定

绝对标准不确定度ｕ０和相对标准不确定度ｕｒꎬｓ ｊＲ ＝ ｕｒ

× ｃ≡ｊ ＋ ｕ０ꎮ 式中:ｓ ｊＲ为再现性标准差ꎻｕｒ为回归曲线

的斜率ꎬ用作定量结果的相对标准不确定度分量ꎻ ｃ≡ｊ

为联合验证试样 ｊ 水平检测数据(３ 个子样每个子

样 ３ 次重复)平均值(多个实验室检测数据ꎬ每个试

样 ３ 个平行子样、每个子样 ３ 次重复)ꎻｕ０为回归曲

线的截距ꎬ用作定量结果的绝对标准不确定度分

量ꎮ 如果回归曲线的截距ｕ０是负值ꎬ取最低浓度试

样的再现性标准差ｓ ｊＲ作为ｕ０的估计值ꎮ 并绘制再现

性标准差ｓ ｊＲ与各水平(ｑ ＝ ５)验证样品检测数据平

均值( ｃ≡ｊ)的回归曲线ꎬ确定定量结果的相对标准

不确定度分量 ｕｒ和绝对标准不确定度分量ｕ０ꎮ
标准不确定度 ｕ 的合成:根据回归曲线的截距

ｕ０和斜率ｕｒꎬ评定试样定量结果的标准不确定度ꎬ

ｕ ＝
　
ｕ２

０ ＋ (ｕｒ × ｃ＝ ) ２ ꎬ式中ꎬｕ 为试样定量结果的标

准不确定度ꎬ为回归直线的截距ꎬ即绝对标准不确

定度ꎬｕｒ为回归直线的斜率ꎬ即相对标准不确定度ꎬ

ｃ＝为检测试样(不是不确定度评定试样)３ 个平行子

样 ３ 次重复检测数据平均值试样、３ 次重复 ３ 个平

行检测数据平均值ꎮ
扩展不确定度的表示:取扩展因子 ｋ ＝ ２ꎬ则试

样定量结果的扩展不确定度表示为 Ｕ ＝ ｋｕ ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 标准曲线合格判定

经统计ꎬ８ 个实验室耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 转

化体特异性序列和 Ｌｅｃｔｉｎ 内标基因的标准曲线斜率

分别为 － ３. ５６６ ~ － ３. １８２ 和 － ３. ５４１ ~ － ３. １８６ꎬ位
于可接受区间 － ３. ６ ~ － ３. １ꎻ决定系数 Ｒ２ 分别为

０􀆰 ９９５ ~ １. ０００ 和 ０. ９９３ ~ １. ０００ꎬ大于可接受的最低

值 ０. ９８ꎻＰＣＲ 扩增效率分别为 ９０. ７％ ~ １０６. ２％ 和

９１. ６％ ~ １０６. ０％ ꎬ位于允许区间 ９０％ ~ １１０％ ꎬ符
合 ２２５９ 号公告 － ５ － ２０１５«转基因植物及其产品成

分检测 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法制定指南»的要求ꎬ
满足验证样品的定量需求ꎮ
２. ２　 检测数据统计

统计 ８ 家实验室对 ５ 个含量样品各子样转基因

含量的检测结果如如表 ３ 所示ꎮ

表 ３　 ８ 个实验室对 ５ 个含量样品各 ３ 个子样的检测结果统计汇总

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３ ｓｕｂ￣ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ５ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ８ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ 单位:％

实验室子样值

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ｖａｌｕｅｓ

样品转基因含量标称值

Ｎｏｍｉｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ

５. ０％ ２. ０％ １. ０％ ０. ５％ ０. １％

实验室 １ Ｌａｂ １ 子样 １ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ １ ５. ０３ ２. １４ １. ０７ ０. ５１ ０. １１

子样 ２ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ２ ５. ０２ ２. １６ １. ０９ ０. ５０ ０. １１

子样 ３ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ３ ５. ２６ ２. ２２ １. ０８ ０. ５０ ０. １０

实验室 ２ Ｌａｂ ２ 子样 １ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ １ ４. ９６ ２. ０３ １. ０３ ０. ５０ ０. ０９

子样 ２ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ２ ５. ００ ２. ０３ １. ０３ ０. ５１ ０. １１

子样 ３ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ３ ４. ９４ ２. ０２ １. ０１ ０. ５０ ０. ０９

实验室 ３ Ｌａｂ ３ 子样 １ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ １ ５. ３６ ２. １２ １. １２ ０. ５２ ０. １３

子样 ２ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ２ ４. ７５ １. ８５ ０. ９５ ０. ４９ ０. ０９

子样 ３ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ３ ５. ２６ ２. １７ １. １３ ０. ４４ ０. １０

实验室 ４ Ｌａｂ ４ 子样 １ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ １ ５. ８２ ２. ２８ １. １０ ０. ５７ ０. １１

子样 ２ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ２ ５. ６７ ２. ２６ １. ０７ ０. ５６ ０. １０

子样 ３ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ３ ５. ４７ ２. ２３ １. １４ ０. ５８ ０. １２
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表 ３ (续)

实验室子样值

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ｖａｌｕｅｓ

样品转基因含量标称值

Ｎｏｍｉｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ

５. ０％ ２. ０％ １. ０％ ０. ５％ ０. １％

实验室 ５ Ｌａｂ ５ 子样 １ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ １ ４. ７２ １. ９２ １. ０７ ０. ５０ ０. １１

子样 ２ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ２ ４. １５ １. ６９ ０. ８３ ０. ４７ ０. ０９

子样 ３ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ３ ５. ５４ ２. ３６ １. ２０ ０. ５９ ０. １３

实验室 ６ Ｌａｂ ６ 子样 １ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ １ ４. ８２ ２. ０４ ０. ９９ ０. ５０ ０. １０

子样 ２ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ２ ４. ９３ １. ９７ ０. ９９ ０. ５３ ０. １０

子样 ３ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ３ ４. ８９ １. ９２ ０. ９８ ０. ４７ ０. ０９

实验室 ７ Ｌａｂ ７ 子样 １ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ １ ４. ７３ ２. ０４ １. １４ ０. ４６ ０. １０

子样 ２ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ２ ４. ４８ １. ９０ １. ０４ ０. ４６ ０. ０９

子样 ３ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ３ ４. ２６ ２. ０２ １. １０ ０. ４４ ０. １１

实验室 ８ Ｌａｂ ８ 子样 １ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ １ ５. ４５ １. ９８ ０. ９３ ０. ４９ ０. ０９

子样 ２ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ２ ５. ５２ ２. ０９ １. ０３ ０. ５４ ０. １１

子样 ３ Ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ３ ５. １２ ２. ０３ １. ０１ ０. ５０ ０. ０９

　 　 注:实验室子样值为每个子样的 ３ 次重复转化体拷贝数平均值与内标准基因拷贝数平均值的比值作为该子样 １ 个平行的值ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ３￣ｒｅｐｅａｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓｕｂｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｇｅｎｅ ａｓ ａ ｐａｒａｌｌｅｌ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｓｕｂｓａｍｐｌｅ.

２. ３　 检测数据离群值分析结果

科克伦检验结果表明ꎬ对 ５. ０％ 、２. ０％和 １. ０％
样品ꎬ 实验室 ５ 的检验统计量值 > １％ 临界值

０􀆰 ６１５ꎬ为离群值ꎻ对 ０. ５％样品ꎬ实验室 ５ 的检验统

计量值 > ５％ 临界值为 ０. ５１６ꎬ < １％ 临界值 ０􀆰 ６１５ꎬ
为岐离值ꎬ岐离值保留参与后续计算ꎻ对 ０􀆰 １％ 样

品ꎬ无岐离值或离群值ꎮ 实验室 ５ 共有 ３ 组数据为

离群值ꎬ１ 组数据为岐离值ꎬ因此应剔除ꎮ

表 ４　 各含量样品标准差最大的实验室及其检验统计量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔｅｓｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

序号

Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ

样品水平标称值

Ｓａｍｐｌｅ ｌｅｖｅｌ

ｎｏｍｉｎａｌ ｖａｌｕｅ

Ｓｉｊ最大实验室( ｓｍａｘꎬｊ)

Ｓｉｊ Ｍａｘｉｍｕｍ

ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

( ｓｍａｘꎬｊ)

检验统计量值 Ｃ ｊ

Ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

ｖａｌｕｅ Ｃ ｊ

５％临界值

５％ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ

１％临界值

１％ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｖａｌｕｅ

实验室 ｐ ＝ ８、平行 ｍ ＝３ 时

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐ ＝ ８ꎬ ｐａｒａｌｌｅｌ ｍ ＝ ３

１ ５. ０％ 实验室 ５ ０. ６５１

２ ２. ０％ 实验室 ５ ０. ７２３

３ １. ０％ 实验室 ５ ０. ６７４ ０. ５１６ ０. ６１５

４ ０. ５％ 实验室 ５ ０. ５２５

５ ０. １％ 实验室 ３ ０. ３１７

　 　 参试的 ５ 个样品最大平均值格拉布斯检验统计

量依次为 １. ７０７ꎬ１􀆰 ９４４ꎬ１. ２３９ꎬ１. ９５５ 和 １. １７６ꎻ最小

平均值格拉布斯检验统计量依次为 １. ５７３ꎬ０. ８４１ꎬ
１. ３３１ꎬ１. ５７６ 和 １􀆰 ０３７ꎮ 当实验室个数 ｐ ＝ ８、子样

个数 ｍ ＝ ３ 时ꎬ格拉布斯检验 ５％ 临界值为２. １２６ꎻ
１％临界值为 ２􀆰 ２７４ꎮ 对 ５ 个含量样品ꎬ最大平均值

格拉布斯检验统计量和最小平均值格拉布斯检验

统计量均小于格拉布斯检验 ５％ 临界值２. １２６ꎬ表明

８ 个实验室数据无离群值或岐离值ꎮ
２. ４　 正确度分析结果

计算样品各水平下ꎬ７ 个实验室测量总平均值

与标称值的偏倚ｂｉａｓ ｊ和相对偏倚ｂｉａｓＲｊꎬ汇总结果详

见表 ５ꎮ ５ 个含量样品检测结果总平均值与标称值

的相对偏倚ｂｉａｓＲｊ 为 ０. ６６７％ ~ ４. ９０５％ ꎬ在允许的

± ２５％区间内ꎬ表明 ＤＢＮ９００４ 转化体荧光定量 ＰＣＲ
方法检测结果具有良好的正确度ꎮ
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表 ５　 ５ 个含量样品测量总平均值的偏倚分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｂｉａｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｆｏｒ ５ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ 单位:％

统计量 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ
水平 Ｌｅｖｅｌ

１ ２ ３ ４ ５

标称值 Ｎｏｍｉｎａｌ ｖａｌｕｅ ５. ０ ２. ０ １. ０ ０. ５ ０. １

总平均值 Ｔｏｔａｌ ｍｅａｎ ５. ０８３ ２. ０７１ １. ０４９ ０. ５０３ ０. １０２

偏倚 ｂｉａｓｊ ０. ０８３ ０. ０７１ ０. ０４９ ０. ００３ ０. ００２

相对偏倚 ｂｉａｓＲｊ １. ６５７ ３. ５７１ ４. ９０５ ０. ６６７ １. ９０５

２. ５　 精密度分析结果

２. ５. １　 检测结果的平均值和标准差　 统计各实验

室(共 ７ 个)、各水平(含量)样品(共 ５ 个)的检测结

果平均值( ｃ＝ ｉｊ)和标准差( ｓｉｊ)表明:５. ０％ 水平样品

检测结果的平均值为 ４. ８８０％ ~ ５. ６５３％ ꎬ标准差为

０􀆰 ０３１％ ~０􀆰 ３２７％ ꎻ２􀆰 ０％水平样品检测结果的平均

值为 １􀆰 ９７７％ ~２􀆰 ２５７％ꎬ标准差为 ０􀆰 ００６％ ~ ０􀆰 １７２％ꎻ
１􀆰 ０％ 水平样品检测结果的平均值为 ０􀆰 ９８７％ ~
１􀆰 １０３％ ꎬ标准差为 ０􀆰 ００６％ ~ ０􀆰 １０１％ ꎻ ０􀆰 ５％ 和

０􀆰 １％水平样品检测结果的平均值分别为 ０􀆰 ４５３％ ~
０􀆰 ５７０％ 和 ０. ０９７％ ~ ０. １１０％ ꎬ 标 准 差 分 别 为

０􀆰 ００６％ ~０􀆰 ０４０％和 ０􀆰 ００６％ ~０􀆰 ０２１％(表 ６ 和 ７)ꎮ

表 ６　 ７ 个实验室 ５ 个含量样品的检测平均值( ｃ＝ ｉｊ)和平行子样个数(ｍｉｊ)

Ｔａｂｌｅ ６　 Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ５ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ７ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ( ｃ＝ ｉｊ)ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓｕｂｓａｍｐｌｅｓ (ｍｉｊ)

实验室

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

不同含量样品标称转基因含量

Ｎｏｍｉｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ

５. ０％ ２. ０％ １. ０％ ０. ５％ ０. １％

ｃ＝ ｉｊ
ｍｉｊ ｃ＝ ｉｊ

ｍｉｊ ｃ＝ ｉｊ
ｍｉｊ ｃ＝ ｉｊ

ｍｉｊ ｃ＝ ｉｊ
ｍｉｊ

Ｌａｂ １ ５. １０３ ３ ２. １７３ ３ １. ０８０ ３ ０. ５０３ ３ ０. １０７ ３

Ｌａｂ ２ ４. ９６７ ３ ２. ０２７ ３ １. ０２３ ３ ０. ５０３ ３ ０. ０９７ ３

Ｌａｂ ３ ５. １２３ ３ ２. ０４７ ３ １. ０６７ ３ ０. ４８３ ３ ０. １０７ ３

Ｌａｂ ４ ５. ６５３ ３ ２. ２５７ ３ １. １０３ ３ ０. ５７０ ３ ０. １１０ ３

Ｌａｂ ６ ４. ８８０ ３ １. ９７７ ３ ０. ９８７ ３ ０. ５００ ３ ０. ０９７ ３

Ｌａｂ ７ ４. ４９０ ３ １. ９８７ ３ １. ０９３ ３ ０. ４５３ ３ ０. １００ ３

Ｌａｂ ８ ５. ３６３ ３ ２. ０３３ ３ ０. ９９０ ３ ０. ５１０ ３ ０. ０９７ ３

表 ７　 各实验室 ５ 个含量样品检测数据的标准差(ｓｉｊ)和平行子样个数(ｍｉｊ)
Ｔａｂｌｅ ７　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ(ｓｉｊ)ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓｕｂｓａｍｐｌｅｓ(ｍｉｊ)ｏｆ ５ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

实验室

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

不同含量样品标称转基因含量

Ｎｏｍｉｎａｌ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ

５. ０％ ２. ０％ １. ０％ ０. ５％ ０. １％

ｓｉｊ ｍｉｊ ｓｉｊ ｍｉｊ ｓｉｊ ｍｉｊ ｓｉｊ ｍｉｊ ｓｉｊ ｍｉｊ

Ｌａｂ １ ０. １３６ ３ ０. ０４２ ３ ０. ０１０ ３ ０. ００６ ３ ０. ００６ ３

Ｌａｂ ２ ０. ０３１ ３ ０. ００６ ３ ０. ０１２ ３ ０. ００６ ３ ０. ０１２ ３

Ｌａｂ ３ ０. ３２７ ３ ０. １７２ ３ ０. １０１ ３ ０. ０４０ ３ ０. ０２１ ３

Ｌａｂ ４ ０. １７６ ３ ０. ０２５ ３ ０. ０３５ ３ ０. ０１０ ３ ０. ０１０ ３

Ｌａｂ ６ ０. ０５６ ３ ０. ０６０ ３ ０. ００６ ３ ０. ０３０ ３ ０. ００６ ３

Ｌａｂ ７ ０. ２３５ ３ ０. ０７６ ３ ０. ０５０ ３ ０. ０１２ ３ ０. ０１０ ３

Ｌａｂ ８ ０. ２１４ ３ ０. ０５５ ３ ０. ０５３ ３ ０. ０２６ ３ ０. ０１２ ３
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２. ５. ２ 　 各含量样品的统计量和方差　 计算得到 ５
个含量样品的统计量如表 ４ 所示ꎮ 并由此计算 ｊ 水

平下重复性方差ｓ２ｊｒ、实验室间方ｓ２ｊＬ差和再现性方差

ｓ２ｊＲ(表 ８)ꎮ

表 ８　 ５ 个含量样品重复性和再现性统计分析

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ５ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

统计量 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ
水平 Ｌｅｖｅｌ

１ ２ ３ ４ ５

标称值 Ｎｏｍｉｎａｌ ｖａｌｕｅ / ％ ５. ０ ２. ０ １. ０ ０. ５ ０. １

Ｔ１ｊ １０６. ７４ ４３. ５０ ２２. ０３ １０. ５７ ２. １４

Ｔ２ｊ ５４４. ９８ ９０. ３０ ２３. １５ ５. ３４ ０. ２２

Ｔ３ｊ ２１ ２１ ２１ ２１ ２１

Ｔ４ｊ ６３ ６３ ６３ ６３ ６３

Ｔ５ｊ ０. ５２２５ ０. ０８８９ ０. ０３４１ ０. ００７１ ０. ００１９

重复性方差ｓ２ｊｒ Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｖａｒｉａｎｃｅ ０. ０３７３ ０. ００６３ ０. ００２４ ０. ０００５ ０. ０００１

实验室间方差ｓ２ｊＬ Ｉｎｔｅｒ￣ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｖａｒｉａｎｃｅ ０. １２２９ ０. ００８７ ０. ００１６ ０. ００１１ ０∗

再现性方差ｓ２ｊＲ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｖａｒｉａｎｃｅ ０. １６０３ ０. ０１５１ ０. ００１０ ０. ００１６ ０. ０００１

　 　 注:∗计算值为 － １. ３２３ × １０ － ５ꎬ结果小于 ０ꎬ按 ０ 报告ꎮ

Ｎｏｔｅ: ∗ Ｔｈｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅ ｉｓ － １. ３２３ × １０ － ５ꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０ꎬ ｐｒｅｓｓ ０ ｔｏ ｒｅｐｏｒｔ.

２. ５. ３　 各含量样品重复性和再现性的标准差和相

对标准差　 计算 ５ 个含量样品检测数据的重复性标

准差ｓ ｊｒ、重复性相对标准差ＲＳＤ ｊｒ、再现性标准差ｓ ｊＲ和
再现性相对标准差ＲＳＤ ｊＲ结果如表 ９ 所示:５ 个含量

样品的重复性相对标准差 ＲＳＤ ｊｒ 在 ３. ８０１％ ~

１１. ５３２％之间ꎬ均小于规定的 ２５％ ꎻ再现性相对标

准差ＲＳＤ ｊＲ在 ６. ０２５％ ~ １１. ５３２％ 之间ꎬ均小于规定

的 ３５％ ꎻ重复性和再现性分析结果表明 ＤＢＮ９００４
转化体荧光定量 ＰＣＲ 方法测量结果具有良好的精

密度ꎮ

表 ９　 ５ 个含量样品的重复性和再现性分析

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ５ ｃｏｎｔｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

统计量 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ
水平 Ｌｅｖｅｌ

１ ２ ３ ４ ５

标称值 Ｎｏｍｉｎａｌ ｖａｌｕｅ ５. ０ ２. ０ １. ０ ０. ５ ０. １

检测总平均值 Ｔｏｔａｌ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ５. ０８３ ２. ０７１ １. ０４９ ０. ５０３ ０. １０２

重复性标准差ｓｊｒ Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ０. １９３ ０. ０８０ ０. ０４９ ０. ０２２ ０. ０１２

重复性相对标准差ＲＳＤ ｊｒ

Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ / ％
３. ８０１ ３. ８４６ ４. ７０７ ４. ４６４ １１. ５３２

再现性标准差ｓｊＲ

Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

０. ４００ ０. １２３ ０. ０６３ ０. ０４０ ０. ０１２

再现性相对标准差ＲＳＤ ｊＲ

Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ / ％

７. ８７６ ５. ９２３ ６. ０２５ ７. ８７２ １１. ５３２

２. ６　 准确度分析结果

方法的准确度包括正确度和精密度ꎮ 汇总

表 ４、表 ５ 和表 ８ 的数据ꎬ形成实验室联合验证

数据的汇总分析结果如表 １０ 所示:５ 个含量样

品 ７ 个 实 验 室的测量平均值分别为 ５􀆰 ０８３％ 、
２􀆰 ０７１％ 、１􀆰 ０４９％ 、０. ５０３％ 和 ０. １０２％ ꎬ检测平均值

相对偏倚ｂｉａｓＲｊ为 ０. ６６７％ ~ ４. ９０５％ ꎬ位于 ± ２５％的

区间内ꎬ正确度符合要求ꎮ 重复性相对标准差ＲＳＤ ｊｒ

均小于 ２５％ ꎬ再现性相对标准差ＲＳＤ ｊＲ均小于 ３５％ ꎬ
精密度符合要求ꎮ 鉴于结果的正确度和精密度指

标均符合农业部 ２２５９ 号公告 － ５ － ２０１５ 的要求ꎬ说
明本方法具有良好的准确度ꎮ
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表 １０　 实验室联合验证数据的汇总分析结果

Ｔａｂｌｅ １０　 Ｓｕｍｍａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｊｏｉｎｔ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｄａｔａ

项目 Ｉｔｅｍ
测试样品预期值 Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ

５. ０％ ２. ０％ １. ０％ ０. ５％ ０. １％

返回数据实验室数

Ｒｅｔｕｒｎｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄａｔａ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
８ ８ ８ ８ ８

每个实验室平行样品个数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐａｒａｌｌｅｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｐｅｒ ｌａｂ
３ ３ ３ ３ ３

离群值数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｏｕｔｌｉｅｒｓ
１ １ １ １∗ １＃

剔除离群值原因

Ｅｌｉｍｉｎａｔｅ ｔｈｅ ｃａｕｓｅ ｏｆ ｏｕｔｌｉｅｒｓ
科克伦检验 －

平均值

Ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ
５. ０８３ ２. ０７１ １. ０４９ ０. ５０３ ０. １０２

重复性标准差ｓｊｒ
Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

０. １９３ ０. ０８０ ０. ０４９ ０. ０２２ ０. ０１２

重复性相对标准差ＲＳＤ ｊｒ

Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ
３. ８０１ ３. ８４６ ４. ７０７ ４. ４６４ １１. ５３２

再现性标准差ｓｊＲ
Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

０. ４００ ０. １２３ ０. ０６３ ０. ０４０ ０. ０１２

再现性相对标准差ＲＳＤ ｊＲ

Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ
７. ８７６ ５. ９２３ ６. ０２５ ７. ８７２ １１. ５３２

偏倚ｂｉａｓｊ
０. ０８３ ０. ０７１ ０. ０４９ ０. ００３ ０. ００２

相对偏倚ｂｉａｓＲｊ(％ ) １. ６５７ ３. ５７１ ４. ９０５ ０. ６６７ １. ９０５

　 　 注:∗表示在 ０. ５％水平上ꎬ实验室 ５ 的测试结果为岐离值ꎬ但由于该实验室有 ３ 组数据为离群值ꎬ该组数据一起剔除ꎻ＃表示在 ０. １％水平

上ꎬ实验室 ５ 的测试结果为正常值ꎬ但由于该实验室有 ３ 组数据为离群值ꎬ该组数据一起剔除ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｔ ｔｈｅ ０. ５％ ｌｅｖｅｌꎬ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ５ ｉｓ ａｎ ｏｕｔｌｉｅｒꎬ ｂｕｔ ｂｅｃａｕｓｅ ｔｈｒｅｅ ｓｅｔｓ ｏｆ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｉｓ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｒｅ ｏｕｔｌｉｅｒｓꎬ ｔｈｉｓ ｓｅｔ

ｏｆ ｄａｔａ ｉｓ ｅｘｃｌｕｄｅｄꎻ ＃ ｉｎｄｉｃａｔｅ ａｔ ｔｈｅ ０. １％ ｌｅｖｅｌꎬ Ｌａｂ ５′ｓ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｉｓ ｎｏｒｍａｌꎬ ｂｕｔ ｂｅｃａｕｓｅ ３ ｓｅｔｓ ｏｆ ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｉｓ ｌａｂ ａｒｅ ｏｕｔｌｉｅｒｓꎬ ｔｈｉｓ ｓｅｔ ｏｆ ｄａｔａ ｉｓ
ｅｘｃｌｕｄｅｄ.

２. ７　 测量不确定度评定

２. ７. １　 绝对标准不确定度ｕ０和相对标准不确定度

ｕｒ的确定 　 根据表 ９ 中的数据绘制的回归曲线如

图 １所示ꎮ 回归曲线为ｓ ｊＲ ＝ ０. ０７８ ３ × ｃ≡ｊ － ０. ０１０ ４ꎬ

计算的相对标准不确定度分量 ｕｒ ＝ ０. ０７８ ３ꎬ由于回

归曲线的截距为 － ０. ０１０ ４ꎬ为负值ꎬ取最低浓度试

样(０. １％ )的再现性标准差ｓＲ (０. ０１２)作为ｕ０ 的估

计值ꎬ所以ｕ０ ＝ ０. ０１２ꎮ

图 １　 实验室间联合验证结果再现性标准差与验证样品检测平均值间的线性关系

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ￣ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｊｏｉｎｔ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅｓ
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２. ７. ２　 标准不确定度 ｕ 的合成　 检测结束后ꎬ检测

实验室将试样检测结果的平均值( ｃ＝ )带入公式 ｕ ＝

ｕ２
０ ＋ (ｕｒ × ｃ＝ ) ２ ＝ ０. ０１２２ ＋ (０. ０７８ ３ × ｃ＝ ) ２ ꎬ 计

算定量结果的标准不确定度ꎮ
２. ７. ３　 扩展不确定度 Ｕ 的计算　 取扩展因子 ｋ ＝２ꎬ
则试样定量结果的扩展不确定度为 Ｕ ＝ ｋｕꎮ

３　 讨论

伴随各国转基因阈值管理和标识制度的实施ꎬ
转基因产品进行定量检测是产业发展的必然要

求[２０]ꎮ 测量不确定度是评估检测结果可靠性的重

要参数ꎬ尤其是当检测结果位于限量值附近时ꎬ对
产品的“符合性”判断必须依靠检测结果的不确定

度才能做出正确、科学的判断ꎮ 本研究的评定方法

是在转化体实时荧光定量检测方法建立时的测量

不确定度预评定方法ꎬ即在检测实验室开始检测工

作积累到足够检测数据之前ꎬ采用多家实验室联合

验证的再现性标准偏差自上而下预评定的不确定

度报告结果ꎬ其优势在于可以在方法建立时ꎬ及时

配套给出其测量不确定度的评定方法ꎬ满足检测需

求ꎬ而不足之处在于其为非自行评定方法ꎬ并不代

表各实验室自身的定量检测方法测量不确定度的

评定水平ꎮ 因此ꎬ当检测工作积累到足够数据时ꎬ
实验室应采用自行评定的不确定度报告结果ꎮ 自

行评定不确定度的方法可以选择自上而下或自下

而上中的任一方式进行ꎬ自下而上通常采用 ＧＵＭ
法ꎬ ＧＢ / Ｔ ２７４１８ － ２０１７ 和 ＪＪＦ １０５９. １ － ２０１２«测量

不确定度评定与表示»均有规定ꎬＧＵＭ 法是所有测

量不确定度评定的基础ꎬ但其难度较大ꎬ要求操作

者深入了解测量方法ꎬ并建立特性值和其输入量之

间的数学模型ꎬ应用门槛较高ꎻ自上而下与 ＧＵＭ 法

相比ꎬ不确定度评定方法大大简化了不确定度评定

程序ꎬ便于检测实验室采用ꎬ并且以成功应用于医

学检测ꎮ 因此ꎬ建议检测实验室宜优先选择自上而

下的方式进行评定ꎮ
在采用多家实验室联合验证的再现性标准偏

差预评定测量结果的不确定度时ꎬ为减小实验室间

检测数据差异性ꎬ需满足以下条件以确保评定方法

的科学性和有效性:第一ꎬ多家实验室联合验证用

样品(统一提供的样品)与实验室检测的试样类型

相似ꎻ 第 二ꎬ 各 实 验 室 检 测 数 据 经 科 克 伦 法

(Ｃｏｃｈｒａｎ′ｓ ｔｅｓｔ)和格拉布斯法(Ｇｒｕｂｂｓ ｔｅｓｔｓ)检测符

合有效检测数据要求ꎻ第三ꎬ实验室内试样检测数

据的重复性相对标准差与多家实验室联合验证样

品检测数据的重复性相对标准差相近ꎻ第四ꎬ实验

室内试样检测数据再现性相对标准差不大于多家

实验室联合验证样品检测数据的再现性标准差ꎻ第
五ꎬ若用有证标准物质作阳性定量质控品ꎬ阳性定

量质控品检测结果的偏倚不显著ꎬ即阳性定质控品

的检测结果在标准物质标准值的扩展不确定度范

围内ꎻ第六ꎬ联合验证样品提供了标准值ꎬ本方法验

证样品满足该条件ꎻ第七ꎬ联合验证实验室应采取

适当措施确保测量过程处于性能持续确认的统计

控制状态ꎬ如使用任何相对稳定、均匀的测试样品

或物料对实验室偏倚和精密度进行定期核查ꎻ人员

定期培训ꎬ持证上岗等质量保证ꎮ
本研究阐述了基于转基因检测实验室联合验

证数据评定测量不确定度的方法及结果的表示ꎮ
适用于尚未标准化的或非常规使用的测量方法进

行初步精密度估计时ꎬ参与联合验证的每家实验室

均对测试样本的相同水平进行测试并使用相同数

目的测试结果进行数据分析ꎬ通过确定重复性和再

现性标准差预评定的测量不确定度ꎮ 为转基因成

分定量检测领域和从事转基因生物及产品的试验

人员提供了转基因成分定量检测结果测量不确定

度评定的一种思路和方法ꎬ为进一步建立科学全面

的转基因定量检测不确定评定方法服务转基因生

物标识监管提供技术支撑ꎮ

４　 结论

本研究以耐除草剂大豆 ＤＢＮ９００４ 实时荧光定

量 ＰＣＲ 检测方法为例ꎬ联合 ８ 家通过“双认证(计量

认证和农业部审查认可)”的转基因生物安全检测

机构对该定量检测方法进行联合验证ꎬ收集 ８ 家实

验室各自对统一提供的 ５ 个已知转基因含量样品检

测数据进行分析ꎬ由此对该定量方法的测量不确定

度进行预评定ꎮ 经检测数据分析ꎬ５ 个含量样品的

重复性相对标准差ＲＳＤ ｊｒ为 ３. ８０１％ ~ １１. ５３２％ ꎬ均
小于规定的 ２５％ ꎬ 再现性相对标准差 ＲＳＤ ｊＲ 为

６􀆰 ０２５％ ~１１. ５３２％ ꎬ均小于规定的 ３５％ ꎬ表明该方

法具有良好的精密度ꎮ 根据上述分析数据绘制回

归曲线为ｓ ｊＲ ＝ ０. ０７８ ３ × ｃ≡ｊ － ０. ０１０ ４ꎬ相对标准不确

定度分量 ｕｒ ＝ ０. ０７８ ３、ｕ０ ＝ ０. ０１ ２ꎬ进而得出该定量

方法的测量不确定度为 Ｕ ＝ ２ｕ ＝ ２ ｕ２
０ ＋ (ｕｒ × ｃ

＝
) ２

＝ ２ ０. ０１２２ ＋ (０. ０７８ ３ × ｃ
＝
) ２ ꎮ 本方法可为耐除草

剂大豆 ＤＢＮ９００４ 实时荧光定量检测方法ꎬ在检测实

验室开始检测工作积累到足够检测数据之前ꎬ提供

检测结果的测量不确定度预评定方法ꎬ为转基因生

物及产品的安全监管提供技术保障ꎮ
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ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｉｚｅ ＢＴ１７６ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１７ꎬ ４４(１): １１９￣１２３. )

[５] 　 ＫＩＭ Ｊ Ｈꎬ ＰＡＲＫ Ｓ Ｂꎬ ＲＯＨ Ｈ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｈｅａｔ ＭＯＮ７１８００ ｗｉｔｈ ｏｎｅ
ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１５ꎬ １７６: １￣６.

[６] 　 ＷＵ Ｇꎬ ＷＵ Ｙꎬ ＮＩＥ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｅｖｅｎｔ ＴＴ５１￣１[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１０ꎬ
１１９(１): ４１７￣４２２.

[７] 　 穆生乐ꎬ 李昕ꎬ 李颖ꎬ 等. 测量不确定度评定方法分析与展望

[Ｊ] . 电子技术ꎬ ２０２３ꎬ ５２(２):２３２￣２３３. (ＭＵ Ｓ Ｌꎬ ＬＩ Ｘꎬ ＬＩ Ｙꎬ
ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ[Ｊ] . Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎꎬ ２０２３ꎬ ５２(２):２３２￣２３３. )

[８] 　 宋君ꎬ 叶先林ꎬ 尹全ꎬ 等. 采用蒙特卡洛法评定转基因玉米

ＤＡＳ￣４￣４０２７８￣９ 的测量不确定度[Ｊ] . 浙江农业学报ꎬ ２０１８ꎬ ３０
(５): ６８１￣６８７. (ＳＯＮＧ Ｊꎬ ＹＥ Ｘ Ｌꎬ ＹＩＮ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍａｉｚｅ ＤＡＳ￣４￣４０２７８￣９ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ
ｂｙ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｍｅｔｈｏｄ [ Ｊ] . Ａｃｔａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｅ Ｚｈｅｊｉａｎｇｅｎｓｉｓꎬ
２０１８ꎬ ３０(５): ６８１￣６８７. )

[９] 　 ＳＯＮＧ Ｊꎬ ＮＩＵ Ｂꎬ ＷＡＮＧ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｐａｌｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｉｎ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ
ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒｉｃｅ ｕｓｉｎｇ ａ ｂｏｔｔｏｍ￣ｕｐ ａｐｐｒｏａｃｈ [ Ｊ] . Ｆｏｏｄ
Ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ２０１７ꎬ ７３: １５４８￣１５５５.

[１０] 陶猛ꎬ 任思源ꎬ 劳嫦娟. 常用测量不确定度评定方法概述与

比较[Ｊ] . 计量科学与技术ꎬ ２０２４ꎬ ６８(６): ４０￣４８. ( ＴＡＯ Ｍꎬ
ＲＥＮ Ｓ Ｙꎬ ＬＡＯ Ｃ Ｊ. Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ [ Ｊ ] . Ｍｅｔｒｏｌｏｇｙ
Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０２４ꎬ ６８(６): ４０￣４８.

[１１] 宋君ꎬ 常丽娟ꎬ 张富丽ꎬ 等. 采用蒙特卡洛法评定转基因水稻

样品中 ＮＯＳ 终止子的测量不确定度[Ｊ] . 计量学报ꎬ ２０１９ꎬ ４０
(１): １６４￣１７１. ( ＳＯＮＧ Ｊꎬ ＣＨＡＮＧ Ｌ Ｊꎬ ＺＨＡＮＧ Ｆ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｉｎ ＮＯＳ Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｆｒｏｍ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｒｉｃｅ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｂｙ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ ｍｅｔｈｏｄ [ Ｊ ] . Ａｃｔａ
Ｍｅｔｒｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１９ꎬ ４０(１): １６４￣１７１. )

[１２ ] ＳＥＧＡ Ｍꎬ ＰＥＮＮＥＣＣＨＩ Ｆꎬ ＲＩＮＡＬＤＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ

ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｗ ｍａｓｓｅｓ ｏｆ ｂｅｎｚｏ[ａ]ｐｙｒｅｎｅ:
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｌａｗ ｏｆ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｏｎｔｅ ｃａｒｌｏ ｍｅｔｈｏｄ[Ｊ]. Ａｎａｌｙｔｉｃａ Ｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａꎬ ２０１６ꎬ ９２０: １０￣１７.

[１３] 翟洪稳ꎬ 范素芳ꎬ 王娟ꎬ 等. 测量不确定度在食品检验中的应

用及进展[Ｊ] . 食品科学ꎬ ２０２１ꎬ ４２(５): ３１４￣３２０. ( ＺＨＡＩ Ｈ
Ｗꎬ ＦＡＮ Ｓ Ｆꎬ ＷＡＮＧ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｆｏｏｄ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２１ꎬ ４２(５): ３１４￣３２０. )

[１４] 李俊ꎬ 赵新ꎬ 陈红ꎬ 等. 转基因定量检测结果测量不确定度的

自上而下评定方法研究及应用[Ｊ] . 中国农业科学ꎬ ２０２３ꎬ ５５
(７):１１４￣１２０. (ＬＩ Ｊꎬ ＺＨＡＯ Ｘꎬ ＣＨＥＮ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｐ￣ｄｏｗｎ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｆｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｏｆ ＧＭＯ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ[ Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａ
Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０２３ꎬ ５５(７) :１１４￣１２０. )

[１５] 国家法制计量管理计量技术委员会. 测量不确定度评定与表

示:ＪＪＦ１０５９. １￣２０１２[Ｓ] . 北京: 国家质量监督检验检疫总局ꎬ
２０１２. (Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｆｏｒ Ｍｅｔｒｏｌｏｇｙ Ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ
ａｎｄ Ｍｅｔｒｏｌｏｇｙ. Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ: ＪＪＦ１０５９. １￣２０１２ [ Ｓ] . Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｔｈｅ Ｓｔａｔｅ Ｇｅｎｅｒａｌ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎꎬ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅꎬ
２０１２. )

[１６] 国家质量监督检验检疫总局. 测量不确定度评定和表示: ＧＢ /
Ｔ ２７４１８￣２０１７[ Ｓ] . 北京: 国家标准化管理委员会ꎬ ２０１７.
( Ｔｈｅ Ｓｔａｔｅ Ｇｅｎｅｒａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎꎬ
Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ. Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ: ＧＢ / Ｔ ２７４１８￣２０１７ [ Ｓ ] . Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｇｅｎｅｒａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎꎬ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅꎬ ２０１７. )

[１７] 赵新ꎬ 刘双ꎬ 刘娜ꎬ 等. 耐除草剂大豆′ＤＢＮ９００４′精准定量检

测方法的建立[Ｊ] . 农业生物技术学报ꎬ ２０２２ꎬ ３０(１２): ２４４６￣
２４５５. (ＺＨＡＯ Ｘꎬ ＬＩＵ Ｓꎬ ＬＩＵ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａｃｃｕｒａｔｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ￣ｔｏｌｅｒａｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ
( Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ) ‘ ＤＢＮ９００４ ’ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０２２ꎬ ３０(１２): ２４４６￣２４５５. )

[１８] 中华人民共和国农业部. 转基因植物及其产品成分检测 实时

荧光定量 ＰＣＲ 方法制定指南: 农业部 ２２５９ 号公告￣５￣２０１５
[Ｓ] . 北京: 农业部ꎬ ２０１５. ( Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ
Ｐｅｏｐｌｅ′ ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ￣Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄｓ: Ｂｕｌｌｅｔｉｎ Ｎｏ.
２２５９ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ￣５￣２０１５[Ｓ] . Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｍｉｎｉｓｔｒｙ
ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａꎬ ２０１５. )

[１９] 国家质量监督检验检疫总局. 测量方法与结果的准确度 第 ２
部分: 确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法: ＧＢ / Ｔ
６３７９. ２￣２００４[Ｓ] . 北京: 国家标准化管理委员会ꎬ ２００４. (Ｔｈｅ
Ｓｔａｔｅ Ｇｅｎｅｒａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎꎬ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ. Ａｃｃｕｒａｃｙ ( ｔｒｕｅｎｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ) ｏｆ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ￣Ｐａｒｔ ２: Ｂａｓｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ: ＧＢ / Ｔ ６３７９. ２￣２００４[Ｓ] . Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｇｅｎｅｒａｌ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎꎬ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
Ｑｕａｒａｎｔｉｎｅꎬ ２００４. )

[２０] ＺＨＵＡＮＧ Ｙꎬ ＹＵ Ｗ. Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｔｈｅ ｅｎｆｏｒｃｅａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ￣
ｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｆｏｏｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｌａｗ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｗｉｔｈ ｌｅｓｓｏｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ
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