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基于同位素稀释液相色谱串联质谱法（LC-MS/MS）的人血清雌二醇

参考测量程序 

1.范围 

本文件描述了基于同位素稀释液相色谱串联质谱法测量人血清雌二醇的参考测量程序。 

本文件适用于实验室建立和运行人血清雌二醇参考测量程序。 

2.规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 

本规范引用了下列文件： 

JJF 1001－2011 通用计量术语及定义 

JJF 1059.1－2012 测量不确定度的评定与表示 

JJF 1071－2010 国家计量校准规范编写规则 

JJF 1135－2005 化学分析测量不确定度评定 

GB/T 6682－2008 分析实验室用水规格和试验方法 

GB/T 19702－2021 体外诊断医疗器械生物源性样品中量的测量参考测量程序的表述和内容的要求 

凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本规范；凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包

括所有的修改单）适用于本规范。 

3.术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1原始样本 primary sample 

最初从一个系统中取出的一个或几个部分的集合物,旨在提供该系统的信息或作为对该系统做出决

定的基础。 

注：在某些情况下，所提供的信息可以适用于一个较大的系统或一组系统，此时取样系统是这些系统的组成部分。 

3.2实验室样本 laboratory sample 
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准备送到实验室或实验室接收的用于测定的原始样本或原始样本的分样本。 

3.3分析样本 analytical sample 

自实验室样本制备的、可从中取出分析部分的样本。 

注:在取出分析部分之前，分析样本可经过各种处理。 

3.4分析部分 analytical portion 

从分析样本中取出的用于实际测定和观察的物质部分。 

注:如果不需预处理,分析部分直接从原始样本或实验室样本中取出。某些情况下,需将分析部分溶解成分析溶液再

上机测定。 

3.5分析溶液 analytical solution 

将分析部分溶解在气体、液体或固体中而制备的溶液，溶解过程中可以有反应发生或无反应发生。 

3.6基质 matrix 

一个物质系统中除被分析物之外的所有成分。 

参考方法 reference method 

在校准或表征标准物质时为提供测定结果所采用的测定方法适用于评定由同类量的其他测定方去

获得的被测定量值的测定正确度。 

灵敏度 sensitivity 

测定系统的示值变化除以相应的被测定值变化所得的商。 

注1：测定系统的灵敏度可能与被测定的量值有关。 

注2：所考虑的被测定值的变化必须大于测定系统的分辨力。 

分析特异性 analytical specificity 

测定方法只测定可测定的量的能力。 

分析干扰 analytical interference 

由一个影响量引起的系统测定误差,该影响量自身在测定系统中不产生信号,但它会引起示值的增高

或降低。 
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影响量 influence quantity 

被测定以外的可影响测定结果的量 

被测量 measurand 

拟测定的量。 

注1：对被测定的说明要求了解的种类，以及含有该的现象、物体或物质状态的描述，包括有关成分及所涉及的化

学实体。 

注2：在VIM第二版和TEC 60050-300:2001中，被测定定义为受到测定的量。 

注3：测定包括测定系统和实施测定的条件，它可能会改变研究中的现象、物体或物质,使被测定的量可能不同于定

义的被测定。在这种情况下，适当的修正是必要的。 

检出限 detection limit,limit of detection 

由给定测定方法获得的测得值，其声称的物质成分不存在的误判概率为β，声称物质成分存在的误

判概率为α。 

注1：国际理论和应用化学联合会(IUPAC)推荐&和的默认值为 0.05。 

注2：有时使用缩写词 LOD。 

注3：不要用术语“灵敏度”表示“检出限”。 

校准品 calibrator 

用于校准的测定标准。 

4.要求 

4.1仪器要求 

4.1.1 液相色谱串联质谱联用系统 

三重四极杆串联质谱仪，配有电喷雾离子源（ESI），与液相系统联用，校准通过，各项参数指标符

合 JJF 1317 液相色谱-质谱联用仪校准规范要求。 

4.1.2 天平 

分度 0.01 mg 的一级天平，检定合格。 

4.1.3 容量瓶 
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检定 A 级合格。 

4.1.4 离心机 

水平转头离心机，离心力应满足 14000 g，校准通过。 

4.1.5 移液器 

检定合格。 

4.1.6 密度计 

密度计精度为±0.001g/cm3，经检定合格。 

4.2试剂和材料要求 

4.2.1 实验用水 

本文件所用水在没有注明其他要求时，均使用 GB/T 6682 定义的一级实验用水。 

4.2.2 试剂 

人血清雌二醇参考测量程序试剂见表 1。 

表 1 人血清雌二醇参考测量程序试剂列表 

编号 试剂名称 分子式 分子量 CAS 号 试剂规格 

1 雌二醇纯度有证标

准物质 

C18H24O2 272.38 50-28-2 纯度≥98% 

不确定度≤2.0 % 

2 
17β-雌二醇

-2-3-4-13C3 
C18H24O2 275.41 1261254-48-1 

纯度≥98%， 

同位素丰度≥99% 

3 无水乙醇 C2H6O 46.07 64-17-5 HPLC 级或以上 

4 乙腈 C2H3N 41.05 75-05-8 HPLC 级或以上 

5 乙酸乙酯 C4H8O2 88.11 141-78-6 HPLC 级或以上 

6 正己烷 C6H14 86.18 110-54-3 HPLC 级或以上 

7 氟化铵 NH4F 37.00 12125-01-8 纯度≥99% 

8 
血清雌二醇有证标

准物质 
// // // 不确定度≤5% 

注 1：标准物质的使用、保存及使用期限应严格按照标准物质证书中的规定和说明。 

注 2：内标除使用本标准提供的 17β-雌二醇-2-3-4-
13
C3外，还可使用其他稳定同位素标记的雌二

醇为内标，建议内标的质量比目标分析物至少大 3Da，标记纯度超过 98%。内标的使用、保存及使

用期限应严格遵循生产厂商提供的产品证书中的规定和说明。 

4.2.3 液相色谱柱 

液相色谱柱为极性官能团嵌入或端基封尾的 C18 色谱柱，填料为十八烷基键合硅胶。 
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5试验方法 

5.1采样和样品 

5.1.1 总则 

血清样品具有潜在生物传染性，应严格遵从对潜在生物传染性样品处理的相关规定，遵循生物安全

规则，并根据规定对废液进行处理。 

该参考测量程序不需考虑分析前因素对样品特性的影响。 

5.1.2 样品用量 

样本用量可根据雌二醇的浓度在（0.2~1.0）mL之间进行调整。为保证取样的准确性、检测的灵敏

度和操作的可行性，建议最小取样量不低于0.2 mL。 

5.1.3 样品的保存 

样品若不立即测定，应于-20℃及以下条件保存。避免反复冻融。 

5.2 测量系统和分析准备的步骤 

5.2.1液相色谱串联质谱联用系统的准备 

（1）质谱系统部分准备 

测定前应对质谱系统进行性能检查，包括： 

a)近 3 个月内进行过质量轴和半峰宽校正并合格。 

b)真空度达到仪器正常工作要求的范围。 

（2）液相系统部分准备 

测量前应对液相系统进行准备，包括： 

a)水相：0.2 mmol/L 氟化铵（NH4F）水溶液；有机相：乙腈。 

b)选择设定的方法进行仪器平衡，平衡时间≥30 min。 

5.2.2 检测系统 

（1）校准曲线的类型：可采用多点法校准曲线。 

（2）校准物质的溯源性：所采用校准物质应符合 ISO15194 规定的计量溯源性要求。 

（3）校准溶液的制备 

用无水乙醇溶解并制备雌二醇校准溶液：配制浓度为 500 pg/mL (1835pmol/L)的校准物质溶液用于

雌二醇浓度>100 pg/mL (367 pmol/L)样本的测定（简称为校准溶液 1）；配制浓度为 100 pg/mL (367 pmol/L)

的校准物质溶液用于雌二醇浓度≤100 pg/mL (367 pmol/L)样本的测定（简称为校准溶液 2）。记录称量过
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程，准确计算所配制校准溶液的浓度。 

（4）内标溶液的制备 

配制稳定同位素标记雌二醇的乙醇溶液为内标溶液：采用与校准溶液相同的过程，配制浓度为 500 

pg/mL 的内标溶液用于雌二醇浓度>100 pg/mL (367 pmol/L)样本的测定（简称为内标溶液 1）；配制浓度

为 100 pg/mL 的内标溶液用于雌二醇浓度≤100 pg/mL (367 pmol/L)样本的测定（简称为内标溶液 2）。记

录称量过程，准确计算所配制内标溶液的浓度。 

（5）校准曲线的处理 

多点法校准曲线的校准溶液和内标溶液的质量比应在 0.5 - 1.5 之间。前处理方法同样品处理方法一

致。 

（6）校准曲线要求 

每批次测量均需重新配制校准曲线，且校准曲线相关系数≥0.995。 

5.2.3 分析样品的处理 

（1）样品中雌二醇浓度的初步确定 

分析前初步确定样品的大致浓度，再按照样品测量流程进行测量。 

（2）测定血清密度 

在分析前，准确测定血清样本的密度。 

（3）样品前处理 

在 15 mL 离心管中加入一定体积内标，使血清雌二醇与内标的质量比控制在 7.2.5 要求区间内，准

确称量其质量（MIS），记录读数，并计算加入血清中内标的含量（QIS）。45℃条件下氮气吹干。加入

（0.2~1.0）mL 血清样品，称重得其精确质量（MSer），涡旋混合 5 min，在室温下平衡 30 min。 

向上述样品中加入 1 mL 等体积混合的正己烷/乙酸乙酯溶液，涡旋 5 min 后，在震荡器上震荡混合

10 min，13000 g 离心 10 min，用移液器移取上清液至试管中，于 45℃氮气流下吹干。用 50%甲醇-水溶

液复溶，涡旋混匀，震荡 10 min。 

5.3 样品测定 

5.3.1 液相色谱条件 

a) 色谱柱：液相色谱柱为极性官能团嵌入或端基封尾的 C18 色谱柱，填料为十八烷基键合硅胶； 
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b) 柱温：45℃； 

c) 流速：0.3 mL/min； 

d) 进样量：20 μL； 

e)水相：0.2 mmol/L 氟化铵水溶液；有机相：乙腈。 

f)液相色谱洗脱条件，见表 2。 

使用者可根据实验需要进行适当的条件优化。 

表 2 液相色谱洗脱条件 

时间（min） 流动相 A（%） 流动相 B（%） 

0.1 70 30 

0.5 70 30 

5.0 22 78 

5.1 1 99 

6.6 1 99 

6.7 70 30 

9.0 70 30 

5.3.2串联质谱测量条件 

由于质谱仪器型号差别，使用者可以有效提高离子化效率为原则，对离子源类型、温度、气流等按

时进行优化；以有效提高离子传输效率为原则，对锥孔电压、碰撞电压等参数进行优化，进而实现提高

测量灵敏度的目的。选用不同的同位素内标，所监测的内标离子对将有所不同，应根据其标记同位素的

数量和位置确定。 

本文件使用电喷雾电离源（ESI），负离子模式，定量和定性离子对见表 3。 

表 3 雌二醇及其内标的测量离子对 

化合物 母离子 m/z 子离子 m/z 

雌二醇 
271.1 144.9a 

271.1 182.9b 

13C 同位素标记的雌二醇 
274.1 148 a 

274.1 186b 

注：a 用于定量的离子对，b 用于定性的离子对。 

5.3.3 分析过程 

（1）分析系列 

雌二醇浓度＞100 pg/mL (367 pmol/L)样品测定用校准物质溶液 1 和内标溶液 1，雌二醇浓度≤100 

pg/mL (367 pmol/L)样品测定用校准物质溶液 2 和内标溶液 2 所配制的校准曲线溶液。 

（2）样品测量顺序 
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按照空白，校准曲线（低浓度到高浓度），质控品，样品，质控品，校准曲线（高浓度到低浓度）

的顺序测量。 

（3）样品测量次数 

每个样品至少测量 3 个批次，每批次至少测量 2 个平行样。 

5.4 数据处理 

5.4.1 校准曲线的建立 

以雌二醇/内标色谱峰的峰面积比为自变量，以质量比为因变量，建立标准曲线线性回归方程： 

y = bx + m   (1) 

x ——雌二醇/内标质量比 W； 

y——雌二醇/内标色谱峰的峰面积比 I； 

b——标准曲线线性回归方程的斜率； 

m——标准曲线线性回归方程的截距。 

5.4.2样品结果的计算 

测量血清样本可得到雌二醇/内标色谱峰的峰面积比IS，通过式（1）校准曲线可计算得到雌二醇/

内标质量比WS。则样本浓度c可通过以下公式计算得到： 

c = 
𝑊𝑆×𝑄𝐼

𝑉𝑆
×

1000

𝑀
× 𝑃（2） 

c ——实际样本中雌二醇浓度，单位为 pmol/L; 

VS ——血清样本的体积； 

WS——血清样本中雌二醇/内标质量比； 

QI ——血清样本中内标的含量，单位为 pg； 

M   ——雌二醇分子量。 

式中：VS=mS /DS； 

QI= cI×𝑚𝐼/Dsol； 

WS = (IS– m)/b; 

将其带入公式（2）： 
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𝑐 =
𝐼𝑆–𝑚

𝑏
×

𝑚𝐼𝑆×𝑐𝐼

𝐷𝑠𝑜𝑙
×

𝐷𝑆

𝑚𝑆
×

1000

𝑀
× 𝑃（3） 

WS ——血清样本中雌二醇/内标质量比； 

mI——加入内标溶液的质量； 

cI——内标溶液浓度； 

P——标准物质的纯度值（由标准物质证书提供）； 

mS——血清样本的质量； 

DS ——血清样本的密度； 

Dsol ——乙醇溶剂密度。 

5.4.3测量结果的计算 

计算每批次测量平均值、标准差、变异系数和所有批次的平均值、标准差和变异系数。 

5.4.4测量不确定度的计算 

根据JJF 1059.1 测量不确定度的评定与表示，JJF 1135 化学分析测量不确定度评定计算测量结果不

确定度。 

5.4.5测量结果单位间换算关系 

换算关系：1 pg/mL = 3.67pmol/L 

6分析可靠性 

6.1 总则 

应依据分析灵敏度、测量不确定度、准确度、精密度、检出限、线性范围、回收测量、特异性来评

估雌二醇参考测量程序的分析可靠性。本文件适用于临床常规方法的溯源和准确度评价。 

6.2 分析灵敏度 

为校准曲线的斜率。实验室可以根据自己的实验条件设定本室的分析灵敏度范围。 

6.3 测量不确定度 

应根据 JJF 1059.1 测量不确定度的评定与表示，JJF 1135 化学分析测量不确定度评定计算测量结

果不确定度。不确定度评定见附录 B。本参考测量程序测量结果的相对扩展不确宜小于 7.5%(k=2)。行
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标的 1/4。 

6.4 测量准确度 

测量有证标准物质的|En|≤1。 

6.5 测量精密度 

应根据实验室测量条件评估建立的参考测量程序的重复性、实验室内复现性精密度。本参考测量程

序重复性精密度宜小于 3.75%(1/8)；实验室内复现性精密度宜小于 5%（1/6）。 

6.6 检出限 

与质谱仪的信号响应有关。本参考测量程序的检出限不低于 2 pg/mL (7pmol/L)。 

6.7 测量范围 

测量范围为：12-3783 pg/mL (44-13889 pmol/L)，样品未做稀释和浓缩。 

6.8 回收测量 

以雌二醇标准物质为标准品，添加至血清中，混合均匀。用所建立的测量程序测定添加标准品前

后的雌二醇浓度，计算方法的加样回收率。加标回收率应在（100±5）%范围之间。 

6.9 分析特异性 

应验证建立的参考测量程序的分析特异性，评价的雌二醇结构类似物包括但不限于 17α-雌二醇。 

7参考测量程序的确认 

参考测量程序进行确认以表明其符合预期用途。确认应尽可能充分以满足应用领域或特定应用的需

求。测量程序应涉及确认方案和报告。 

用于确认的技术可以包括但不限于： 

实验室间研究进行验证，测定结果应符合所参加实验室间研究的要求，如参加由权威机构组织的能

力验证、国际比对等。 

应使用与校准物质不同的有证标准物质用于正确度验证。 

8报告 



GB/TXXXXX—XXXX/ISO 

13 

报告应包含但不限于以下内容： 

样品类型和来源的识别，采样日期和测量日期，参考测量程序的名称，包含被测量的名称、数值和

测量单位的结果，测量不确定度的表述，样品不常见特性的记录，关于测量程序的异常特征或改变参考

测量程序的记录，生理学和临床信息，如相关。 

9质量保证 

9.1 室内质量控制 

每个批次开始正式测量样品前均测量质控物质，当质控符合要求后才进入正式测量。应建立包括质

控规则、操作步骤的室内质控 SOP 文件及记录。 

9.2 室间质量控制评价 

定期参加参考实验室能力比对，结果应符合要求。当出现不符合情况时，应认真查找原因，建立失

控及失控跟踪记录。 

10 质量日志 

每个工作日完成工作日志及环境控制的质量记录。 
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附录 A 

人血清雌二醇参考测量标准操作规程示例 

A.1 试剂配制 

A.1.1 流动相的配制 

A.1.1.1 1 mmol/L 氟化铵（NH4F）贮存液配制步骤 

--称量 7.41mg NH4F，溶于 160 mL 水 

--转移到 200mL 容量瓶中定容 

--储存：储存在-20℃ 

--保质期：可稳定 48 天 

--用后处置：倾倒入废液收集器，按实验室相关规定处理 

--可接受标准：溶液澄清，无明显浑浊 

A.1.1.2 0.2 mmol/L NH4F 水溶液配制步骤 

--用量筒量取 1 mmol/L NH4F 贮存液 100mL 

--转移到容量瓶中定容 500 mL 

--用 0.22μm 的滤膜过滤，用作液相色谱流动相水相，放在水相泵接口 

--保质期：可稳定 10 天 

--用后处置：倾倒入废液收集器，按实验室相关规定处理 

--可接受标准：溶液澄清，无明显浑浊 

A.1.2 校准溶液的配制 

A.1.2.1 校准溶液贮存液（100 μg/mL）的配制步骤 

--准确称取 20 mg 雌二醇标准品，溶于 150 mL 乙醇 

--转移到 200 mL 容量瓶中定容 

--储存：储存在 4-8℃，密封以避免溶剂挥发 

--保质期：可稳定 60 天 

A.1.2.2 校准溶液母液（100 ng/mL）的配制步骤 

--用移液器量取 100 μL 校准溶液贮存液（100 μg/mL）于 100 mL 容量瓶中，用乙醇定容 

--储存：储存在 4-8℃，密封以避免溶剂挥发 

--保质期：可稳定 60 天 
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A.1.2.3 校准溶液工作液（WS，500 pg/mL）的配制步骤 

--用移液器取 500μL 校准溶液母液（100ng/mL）于 100mL 容量瓶中，用乙醇定容 

--储存：储存在 4-8℃，密封以避免溶剂挥发 

--保质期：可稳定 60 天 

A.1.3 内标溶液的配制 

A.1.3.1 内标贮存液（100 μg/mL）的配制步骤 

--用 1mL 移液器，精确移取 1 mL 乙醇（LC-MS 级）于 100 μg 内标中 

--储存：储存在-20℃ 

--用封口胶密封可长期保存 

A.1.3.2 内标母液（100 ng/mL）的配制步骤 

--用移液器量取 100 μL 校准溶液贮存液（100μg/mL）于 100 mL 容量瓶中，用乙醇定容 

--储存：储存在-20℃，密封以避免溶剂挥发 

--用封口胶密封可长期保存 

A.1.3.3 内标工作液（ISWS，500 pg/mL）的配制步骤 

--用移液器取 500 μL 校准溶液母液（100ng/mL）于 100 mL 容量瓶中，用乙醇定容 

--储存：储存在-20℃，密封以避免溶剂挥发 

--用封口胶密封可长期保存 

A.2 仪器准备 

A.2.1 质谱仪准备 

三重四极杆质谱仪离子源选择 ESI，负离子模式。离子对的选择及相关仪器参数设置见表 A.1，表

A.2。 

A.1 质谱仪参数 

Q1 Mass 

(Da) 

Q3 Mass 

(Da) 

Time 

(msec) 
ID DP (volts) CE (volts) CXP (volts) 

271.1 144.9 100 E2 1 -110 -51 -17 

271.1 182.9 100 E2 2 -110 -53 -20 

274.1 148 100 E2-C3 1 -110 -53 -15 

274.1 186 100 E2-C3 2 -110 -55 -18 
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A.2 质谱仪气体参数 

Parameters Value 

Curtain Gas (CUR) 20 

Collision Gas (CAD) 7 

IonSpray Voltage (IS) -4500 

Temperature (TEM) 650 

Ion Source GAS 1 (GS1) 55 

Ion Source GAS 2 (GS2) 30 

A.2.2 液相系统准备 

色谱柱：菲罗门 Knietex 100*2.10 mm, 2.6 μm； 

柱温：45oC； 

流速：300 μL/min； 

进样量：20 μL； 

有机相：乙腈； 

水相： 0.2 mmol/L 氟化铵水溶液； 

洗脱梯度按照表 5 设置。 

仪器平衡：按照设定好的色谱质谱条件进行仪器平衡，柱压稳定，无明显波动后设定样品数量和进

样次数，选择设定好的检测方法。 

A.3 校准曲线和样品处理 

A.3.1 校准曲线的处理 

a.使按照表 A.4 在 15 mL 离心管中分别加入不同体积的标准溶液工作液（WS）和相同体积的内标工作

液（ISWS），使得两者的质量比（Mass ratio）为 0.5, 0.8, 1.0, 1.2 和 1.5。 

表 A.4 校准曲线配制表 

质量比 0.5 0.8 1.0 1.2 1.5 

500 pg/mL WS(μL) 100 160 200 240 300 

500pg/mLISWS(μL) 200 200 200 200 200 

b. 45℃条件下氮气吹干。 

c. 分别加入 500 μL 空白血清，斡旋混合 5 min，在室温下平衡 30 min。 

d. 分别加入 1 mL 正己烷/乙酸乙酯（50:50, v/v），斡旋 5 min 后，在震荡器上震荡混合 10 min。 

e. 13000 g 离心 10 min。 

f. 用移液器取上层清液，于 45℃条件下氮气吹干。 
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g. 用 200 μL 甲醇/水（30:70, v/v）复溶，涡旋混匀，震荡 10 min。 

h. 将复溶的样品装入进样瓶，然后放入样品盘。 

注：实验证明无基质效应后，c-f 步骤可省略。 

A.3.2 样品的处理 

a. 对于已采用常规方法检测过的样品，首先在 15 mL 离心管中加入与样品中雌二醇浓度相同的内标（根

据样品体积计算需要加入 ISWS 的体积）。 

b. 45 ℃条件下氮气吹干。 

c. 加入 500 μL 血清样品，斡旋混合 5 min，在室温下平衡 30 min。 

d-h 步骤与校准曲线处理相同。 

注：对于盲样的检测，需在精确测量前采用常规测量方法获得样品大概浓度，若实验室无常规检测

仪器也可采用质谱方法增加预实验，预实验于步骤 a 加入一定体积的 ISWS（通常 200 μL），使样品中

雌二醇与内标的质量比（Mass ratio）在 0.3-4.5 区间内，然后采用 b-h 的样品前处理步骤进行样品处理

并检测。按照所检测的结果对内标浓度进行调整，使其与样品中雌二醇浓度相同，再按照样品检测流程

进行重新检测。 

A.4 数据处理 

A.4.1 工作曲线的建立 

选择两次检测校准溶液与内标溶液质量比：0.5，0.8，1.0，1.2 和 1.5，及其对应的色谱峰的峰面积

比建立工作曲线，其中以雌二醇/内标色谱峰的峰面积比为自变量，以质量比为因变量。在 Excel 中分

别用 SLOPE（斜率）和 INTERCEPT（截距）公式计算标准曲线线性回归拟合方程的斜率 b 和截距 m，

并建工作曲线方程： 

𝑦 = 𝑏𝑥 + 𝑚 

𝑥——雌二醇/内标质量比 W； 

𝑦——雌二醇/内标色谱峰的峰面积比 I； 

𝑏——校准曲线线性回归方程的斜率； 

𝑚——校准曲线线性回归方程的截距。 

以校准溶液的雌二醇/内标色谱峰的峰面积比为自变量，以质量比为因变量。在 Excel 中用 CORREL

公式计算校准溶液峰面积比与质量比的相关系数 r，若 r>0.995 为合格，若不符合要求则需重新建立标

准曲线。 
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A.4.2 样品浓度计算 

样本测量可得到雌二醇/内标色谱峰的峰面积比，通过校准曲线计算可得到雌二醇/内标质量比。则

样本浓度可通过 9.2 样品结果的计算得到。 
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附录 B 

人血清雌二醇测量不确定度评定示例 

按照数学模型进行不确定度评定 

B.1  概述 

B.1.1 测量方法 

国家计量技术规范 JJFXXXX- XXXX《人血清中雌二醇测量参考方法（LC-MS/MS 法）》。 

B.1.2 测量标准 

雌二醇纯度标准物质。 

B.1.3 测量对象 

国际参考实验室能力比对计划样品（2018 年 RELA-A） 

B. 1.4 测量过程 

雌二醇纯度标准物质（以下简称标准物质）配制系列浓度工作标准液，每批测量前后分别进行，2018

年 RELA-A 样品 5 瓶按要求复溶后使用，3 天共测量 15 次，取其平均值计算。 

B. 2 数学模型 

y = bx + m
   (1) 

x——雌二醇/内标质量比 W； 

y——雌二醇/内标色谱峰的峰面积比 I； 

b——标准曲线线性回归方程的斜率； 

m——标准曲线线性回归方程的截距。 

检测血清样品可得到雌二醇/内标色谱峰的峰面积比 IS，通过式（1）校准曲线可计算得到雌二醇/

内标质量比 WS。则样品浓度 c 可通以下公式计算得到： 

c = 
𝑊𝑆×𝑄𝐼

𝑉𝑆
×

1000

𝑀
× 𝑃（2） 

c   ——实际样品中雌二醇浓度，单位为 pmol/L; 

VS ——血清样品的体积； 

WS——血清样品中雌二醇/内标质量比； 

QI ——血清样品中内标的含量，单位为 pg； 
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M   ——雌二醇分子量。 

式中：VS=mS /DS； 

QI= cI×𝑚𝐼/Dsol； 

WS = (IS– m)/b; 

将其带入公式（2）： 

𝑐 =
𝐼𝑆– 𝑚

𝑏
×

𝑚𝐼𝑆×𝑐𝐼

𝐷𝑠𝑜𝑙
×

𝐷𝑆

𝑚𝑆
×

1000

𝑀
× 𝑃（3） 

c  ——实际样品中雌二醇浓度，单位为 pmol/L; 

WS ——血清样品中雌二醇/内标质量比； 

IS   ——样品中雌二醇/内标色谱峰的峰面积比； 

mI——加入内标溶液的质量； 

cI  ——内标溶液浓度； 

DS  ——血清样品的密度； 

P——标准物质的纯度值（由标准物质证书提供）； 

mS——血清样品的质量； 

M  ——雌二醇分子量； 

Dsol ——乙醇溶剂密度。 

B. 3 不确定度分量列表 

序

号 

分量 次分量 分量名称 量值 单位 

1 WS = (IS– m)/b;  血清样品中雌二醇/内标质

量比 

1.31 / 

2  B 斜率 0.7143 / 

3  M 截距 -0.0478 / 

4 
 

IS 样品中雌二醇/内标色谱峰

的峰面积比 

0.838 
/ 

6 QI= cI×𝒎𝑰/Dsol  血清样品中内标的含量  pg 

7  cI 内标溶液浓度 500 pg/mL 

8  𝑚𝐼 加入内标溶液的质量 0.0792 g 

9  Dsol 乙醇溶剂密度 0.78775 g/cm3 

10 VS=mS /DS  血清样品的体积 200 μL 
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11  mS 血清样品的质量 0.2033 g 

12  DS 血清样品的密度 1.024 g/cm3 

13 P  标准物质纯度 98.4 % 

14 M  雌二醇分子量 272.38 / 

B. 4 不确定度分量的计算 

B. 4.1 计算 WS = (IS– m)/b 的不确定度分量𝒖𝟏 

由于该分量用于计算血清样品中雌二醇/内标质量比 WS，使用校准曲线，通过样品中雌二醇/内标色

谱峰的峰面积比计算得到。因此，其主要不确定度评定需要考虑标准原液制备、工作标准液制备、标准

物质纯度、线性拟合、测量变异等，该部分不确定度表示为𝑢1(a)。 

另外，样品中雌二醇/内标色谱峰的峰面积比 IS 是通过对 3 份样品进行重复测量得到，不同瓶的样

品间存在差异。将 3 瓶样品分别进行测量，每瓶样品测量 5 次，对 RELA-A 样品进行 15 次独立测量。

因此还应考虑 IS 重复测量引起入的不确定度，该部分不确定度表示为𝑢1(b)。 

B. 4.1.1 标准曲线测量不确定度分量的量化𝑢1(a) 

a.天平,  𝑢𝑠1 

天平的不确定度分量主要来自于校准，采用天平检定证书中提供的最大允差计算，校准证书显示，

天平的允差为±0.05 mg，由于其分布未知，一般按矩形分布计算，包含因子 k=√3。天平引入的不确定

度=0.09/√3= 0.02887 mg，校准品称量过程中，称量雌二醇标准物质 20.00 mg，则相对标准不确定度：𝑢𝑠1 

= (0.02887/20)×100% = 0.14%。 

b. 标准物质纯度, 𝑢𝑠2 

单独评估标准物质纯度引入的标准不确定度，因此本部分不进行重复评定。 

c. 容量瓶, 𝑢𝑠3 

容量瓶的不确定度分量主要来自于校准，采用容量瓶检定证书中提供的最大允差计算。 

200 mL 容量瓶 A 级允差为±0.15 mL，按三角分布计算，包含因子 k=√6。200mL 容量瓶的不确定

度=0.15/√6= 0.06124 mL，其相对不确定度为：𝑢200vf =  (0.06124/200) × 100% =  0.03%。 

100 mL 容量瓶 A 级允差为±0.10 mL，按三角分布计算，包含因子 k=√6。100mL 容量瓶的不确定

度=0.10/√6= 0.04082 mL，其相对不确定度为：𝑢100vf =  (0.04082/100) × 100% =  0.04%。 

标准溶液制备的过程中，使用了 2 次 100 mL 容量瓶，因此，对上述容量瓶引入的不确定度进行合

成 

𝑢𝑠3 = √(𝑢200vf)2 + (𝑢100vf)2 + (𝑢100vf)2 = √(0.03%)2 + (0.04%)2 + (0.04%)2 =0.06% 
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d. 移液器, 𝑢𝑠4 

100 μL 移液器引入的标准不确定度：校准证书显示，100 μL 移液器的相对扩展不确定度为 0.80%

（k=2），100 μL 移液器引入的相对标准不确定度为𝑢100p =0.80%/2=0.40%； 

1000 μL 移液器引入的标准不确定度：校准证书显示，1000 μL 移液器的相对扩展不确定度为 0.30%

（k=2），1000 μL 移液器引入的相对标准不确定度为𝑢1000p =0.30%/2=0.15%。 

𝑢𝑠4 = √(𝑢100p)2 + (𝑢1000p)2 = √(0.40%)2 + (0.15%)2 = 0.43% 

e. 线性拟合 

标准曲线：y = bx + m  

标准曲线的数据处理采用最小二乘法计算（线性拟合），其测量不确定度按《QUAM》理论的线性

拟合公式计算。 

𝑢𝑙𝑖𝑛𝑒 =
𝑠

𝑏
(√

1

𝑝
+

1

𝑛
+

(�̅�𝑠 − �̅�)2

∑ (𝑥𝑖 − �̅�)2𝑛
𝑖=1

 ) 

𝑠 = √
∑ (𝑦𝑖 − �̂�𝑖)2𝑛

𝑖=1

𝑛 − 2
 

式中： 

p —每个浓度测量的次数 

n —总实验次数 

xi —每次测量的质量比值 

�̅� —理论质量比均值 

�̅�𝑠—标准曲线预测值 

b—拟合曲线斜率 

S2 —实测峰面积比值与理论峰面积比值误差 

yi—每次实验的测量峰面积比 

�̂�𝑖—每次实验理论峰面积比 

5 个点的标准曲线，每个点重复检测 3 次（p=3），共 15 次检测，则 n=15，则�̅� = 1.0。 

标准曲线为：y = 0.7143x - 0.0478，R² = 0.9992 

x 
雌二醇/内标质

量比 
0.5 0.8 1 1.2 1.5 

y 
雌二醇/内标色

谱峰的峰面积比 

0.410872 0.675182 0.865067 1.056633 1.341625 

0.412353 0.688445 0.864937 1.048206 1.324372 
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0.407699 0.691362 0.886081 1.045993 1.335212 

�̂�𝑖 
每次实验理论峰

面积比 
0.410308 0.684997 0.872028 1.050277 1.333736 

经计算 s = 0.007187 

s b n p �̅�𝒔 �̅� 

0.007187 0.7143 15 3 1.24 1.0 

𝑢𝑙𝑖𝑛𝑒 =
0.007187

0.7143
(√

1

3
+

1

15
+

(�̅�𝑠−�̅�)2

∑ (𝑥𝑖−�̅�)2𝑛
𝑖=1

) = 0.006622 

样品中 x（质量比）的均值为 1.31， 

𝑢𝑙𝑖𝑛𝑒
′ =

0.006622

1.31
× 100% = 0.534% 

f. 重复测量 

计算标准曲线中每个浓度点多次测量结果的标准偏差，为降低风险，以最大的标准偏差作为标准曲

线精密度标准不确定度分量。经计算𝑢𝑟𝑒𝑝 = 0.862%。 

由分量校准引入的不确定度𝑢1′(a) 

𝑢1′(a) = √𝑢𝑠1
2 +𝑢𝑠3

2 + 𝑢𝑠4
2 + 𝑢𝑙𝑖𝑛𝑒

2 + 𝑢𝑟𝑒𝑝
2 = 1.110% 

B. 4.1.2 IS重复测量引入的不确定度𝒖𝟏(𝐛) 

本次评定使用的是 3 瓶冻干粉样品，不同瓶的样品间存在差异。将 3 瓶样品分别进行测量，每瓶样品测

量 5 次，对 RELA-A 样品进行 15 次独立测量，数据如下（单位：pmol/L）： 

样品 

测量序号 
样品 1 样品 2 样品 3 

1 1235 1189 1216 

2 1230 1161 1199 

3 1231 1209 1173 

4 1207 1203 1212 

5 1179 1207 1239 

均值 1216 1194 1208 

标准差 23.7 32.7 24.2 

实际测量时，样品 1 取 5 次测量平均值计算，故𝑢1(𝐼1) =
𝑠

√5
=

23.7

√5
= 10.582 ， 

故其相对标准不确定度为𝑢1
′ (𝐼1) =

𝑢1(𝐼1)

1216
× 100% =

10.582

1216
× 100% = 0.869%； 

样品 2 取 5 次测量平均值计算，故𝑢1(𝐼2) =
𝑠

√5
=

32.7

√5
= 14.603， 

故其相对标准不确定度为𝑢1
′ (𝐼2) =

𝑢1(𝐼2)

1194
× 100% =

8.953

1194
× 100% = 0.750%； 
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样品 3 取 5 次测量平均值计算，故𝑢1(𝐼3) =
𝑠

√5
=

24.2

√5
= 10.841， 

故其相对标准不确定度为𝑢1
′ (𝐼3) =

𝑢1(𝐼3)

1208
× 100% =

10.841

1208
× 100% = 0.897%。 

𝑢1
′ (𝑏) =  √(0.869%)2 + (0.750%)2+(0.897%)2 = 1.458% 

则，WS = (IS– m)/b 的不确定度分量𝑢1： 

𝑢′1 = √(𝑢1
′ (𝑎))2 + (𝑢1

′ (𝑏))2 = √(1.110%)2 + (1.458%)2 = 1.833% 

B. 4.1.3 计算 QI= cI×𝒎𝑰/Dsol 的不确定度分量𝒖𝟐 

a. 式中内标溶液浓度 cI 为给定值，不引入不确定度，𝑢2
′ (𝑎) = 0； 

b. 𝑚𝐼为样品检测过程中，使用天平称量加入内标的质量，计算使用天平称量内标引入的不确定度：天

平的允差为±0.05 mg，按矩形分布，包含因子取k=√3，天平引入的不确定度=0.05/√3= 0.02887 mg，天

平称取0.0792g的内标溶液，则相对标准不确定度：(0.02887/79.2)×100%=0.036%。 

c. Dsol为乙醇密度，测定时所使用手持式密度计经校准提供的相对扩展不确定度为 0.25%（k=2），则手

持式密度计引入的相对标准不确定度为：0.25%/2=0.125%。 

B. 4.1.4 计算 VS=mS /DS的不确定度分量𝒖𝟑 

a. mS 为检测过程中称取血清样品的质量，该过程还涉及冻干粉样品复溶，因此还应考虑样品复溶过程

的不确定度𝑢3(𝑎)。 

(1) 复溶时由电子天平引入的标准不确定度𝑢3(𝑎1) 

样品复溶过程中，天平引入的不确定度：天平的允差为±0.05 mg，按矩形分布，包含因子取k=√3，

天平引入的不确定度=0.05/√3= 0.02887 mg，加入2 mL水复溶，则相对标准不确定度：𝑢3
′ (𝑎)= 

(0.02887/2000)×100%=0.0014%。 

(2) 复溶温度变化导致水密度变化引入的标准不确定度𝑢3(𝑎2) 

复溶开始时温度为 20.035℃，复溶结束时温度为 20.266℃，∆𝑡 = 0.231，水的体积膨胀系数为 2.1×10-4 

mL/℃，故区间半宽a = ∆𝑡 × 2.1 × 10−4mL = 0.231×2.1×10-4 mL，按矩形分布，包含因子取 k=√3，

V=2.00mL，则复溶温度变化导致水密度变化引入的标准不确定度分量𝑢3(𝑎2)为： 

𝑢3(𝑎2) =
𝑎

𝑘
=  

0.231 × 2.1 × 10−4

√3
= 0.28 × 10−4 (mL) 

其相对标准不确定度分量为： 

𝑢‘3(𝑎2) =  
0.28 × 10−4

2
× 100% = 0.0014% 

(4) 样品检测过程中使用加入样品引入的不确定度𝑢3(𝑎3) 
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样品检测过程中，天平称量样品引入的不确定度：天平的允差为±0.05 mg，按矩形分布，包含因子

取k=√3，天平引入的不确定度=0.05/√3=0.02887 mg，天平称取样品为0.2033g，则相对标准不确定度：

(0.02887/203.3)×100%=0.014%。 

则𝑢‘3(𝑎) 

𝑢′3(𝑎) = √(𝑢‘3(𝑎1))
2

+ (𝑢‘3(𝑎2))
2

+ (𝑢‘3(𝑎3))
2
 

= √(0.0014%)2 + (0.0014%)2 + (0.014%)2= 0.014% 

b. DS 为血清密度，测定时所使用手持式密度计经校准提供的相对扩展不确定度为 0.25%（k=2），则手

持式密度计引入的相对标准不确定度为：𝑢3(𝑏)=0.25%/2=0.125%。 

B. 4.1.5 计算 P 的不确定度分量𝒖𝟒 

雌二醇标准物质纯度 P 示值为 98.4%，扩展不确定度为 U = 0.3%（k=2），故其区间半宽

%30.0Ua ，则校准使用标准物质引入的相对标准不确定度分量为： 

𝑢1(𝑆) =
𝑎

𝑘
=

0.3%

2
= 0.15% 

B. 5 合成标准不确定度评定 

B. 5.1 标准不确定度分量一览表 

序

号 

分量 次分量 分量名称 量值 单位 相对标准不确定

度 

1 WS = (IS– m)/b;  血清样品中雌二醇/内

标质量比 

1.31 / 1.833% 

2  b 斜率 0.7143 / 1.110% 

3  m 截距 -0.0478 / 

4 
 

IS 样品中雌二醇/内标色

谱峰的峰面积比 

0.838 
/ 

1.458% 

6 QI= cI×𝒎𝑰/Dsol  血清样品中内标的含

量 

 pg 0.126% 

7  cI 内标溶液浓度 500 pg/mL  

8  𝑚𝐼 加入内标溶液的质量 0.0792 g 0.036% 

9  Dsol 乙醇溶剂密度 0.78775 g/cm3 0.125% 

10 VS=mS /DS  血清样品的体积 200 μL 0.126% 

11  mS 血清样品的质量 0.2033 g 0.014% 
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12  DS 血清样品的密度 1.024 g/cm3 0.125% 

13 P  标准物质纯度 98.4 % 0.15% 

14 M  雌二醇分子量 272.38 /  

 合成     1.847% 

B.5.2 合成标准不确定度的计算 

合成标准不确定度为 

𝑢𝑐 = 𝑢𝑐
′ × �̅� = 1.847% × 1206 = 22.3 pmol/L 

B. 6 扩展不确定度的评定 

取包含因子 k=2，扩展不确定度为： 

𝑈 = 𝑘 × 𝑢𝑐 = 2 × 22.3 = 44.6pmol/L 

B. 7 测量结果不确定度报告与表示 

应用人血清中雌二醇参考方法对冻干粉样品进行测量时，其测量结果为：1206±44.6 pmol/L，（k=2）。 


