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以加权最小二乘法建立生物分析标准曲线的若干问题

钟大放
(沈阳药科大学药物分析研究室 沈阳 1 1 0 0 1 5)

根据国 际上有关生 物分析方法确证的指导原

则
,

要求对不 同浓度生物样 品测量结果的相对误差

不得超过 15 %或 20 %
。

由于生物分析所测定的浓度

范围宽
,

若采用普通最小二乘法建立标准曲线
,

在低

浓度区域很难满足上述要求
。

本文通过总结作者多

年从事生物分析工作的经验
,

讨论了以加权最小二

乘法建立标准曲线的优越性
,

介绍了该法的原理
、

计

算公式及应用实例
。

在进行生物利用度
、

生物等效性及药物动力学

研究 中
,

要对 生物徉品中的药物及其代谢产物进行

定量分析
, 一

般采用标准曲线法进行数据处理
。

通过

对系列浓度的标准生物样品进行测定
,

得到浓度

(X ) 与响应 ( Y ) 的对应数据
,

再进行回归运算
,

得

到标准曲线方程 (在色谱分析方法中
,

通常是线性方

程 )
。

然而
,

生物样品具有分析物含量变化大的特点
,

需检测 的浓度范 围宽
,

若使用了不恰当的回归运算

方法
,

会得不到最佳的标准曲线
,

甚至导致错误的计

算结果
。

为解决这一问题
,

本文讨论加权最小二乘法

在建立生物分析方法标准曲线 (线性方程 ) 中的应

用
。

l 生物分析方法确证的有关国际规范

由于 生物分析方法在评价与解释 生物利用度
、

生物等效性及药物动力学数据中的重要作用
,

对方

法的确证 ( v a
lid

a t i o n ) 已引起广泛关注 仁’ 一 5 ]
。

1 9 9 0 年

12 月
,

几十个国家的专家学者在美国举行专门会议
,

讨论制定了进行生物 利用度
、

生物等效性及药物动

力学研究时
,

生物分析方法 确证的指导原则卜
` 〕 ,

并

在 6 种国际性学术期刊发表
,

成为 目前公认的规范

(以下简称
“

规范
” )

。

在规范中
,

要求标准曲线要覆

盖未知样品的整个浓度范围
,

应用 5 一 8 个浓度点确

定 (不含零点 )
。

规范提出
,

应采用质量控制 ( Q C ) 样品评价分

析方法的准确性
、

精密度及测试结果的有效性
。

Q C

样品取 3 个浓度
,

分别在最低
、

最高检测限附近和待

测浓度范围中部
。

在分析方法建立阶段和未知样品

分析阶段
,

一般要求 Q C 样品的测量值相对误差分

别在理论值的士 15 %或士 20 % 范围内
。

需要特别指出的是
,

这里规定的是相对误差限
。

由于生物分析所测定的浓度范围宽
,

故在不同浓度

区域测 量值的相对误差与绝对误差远远不成 比例
。

例如
,

在样品浓度为 l 0 0 0 n g / m l 时
,

测量值绝对误差

50 n g / m l仅使其相对误差达到 5 %
,

而在样品浓度为

I On g / m l 时
,

同样大的测量值绝对误差则使其相对

误差高达 5 00 %
。

这提示 我们对低浓度区域的 Q C 样

品的测量结果应给予特殊的关注
。

除了实验方法本

身之外
,

因为不同的回归运算方法对各浓度点相对

误差的影响也很大
,

所以能 否选用恰当的计算方法

以获得最佳的标准曲线
,

常常会决定生物分析结果

的质量
。

2 通常用于建立标准曲线的几种回 归方法的局限

性

.2 1 普通最小二乘法

普通最小二乘法川可求算 Y 一 a + bX 形式的回

归直线方程参数 (截距
a
和斜率 b )

。

由于许多类型的

计算器上有此功能键
,

故应用较广
。

对于色谱分析方

法
,

Y 一般为分析物与内标物的峰高 (或峰面积 ) 比

值
,

X 为样 品中分析物浓度
。

这种回归运算的 目标是

使得观测值 ( Y ) 对回归直线上对应估计量 ( Y
`
’ ) 偏

差的平方和最小
,

即达到 m in 艺 (Y 一 y
,
’ ) ’

. 。

对于生

物分析方法来说
,

这意味着标准曲线上每个浓度点

的绝对误差具有同等的重要性
。

然而经验和理论都

刀
,
在本文中

,

以简化的算符 乏代表 艺

之二二二
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表明
,

生物样 品测试的绝对误差会随浓度的增加而 药 物的浓度
。

表 1
、

2 列 举了 一个典 型 的分析批

增加
,

在需检测的浓度范围 (最高检测限与最低检测 ( R u
n) 标准曲线与 Q C 样品的分析结果

。

从结果的相

限浓度之 比 ) 为几十倍甚 至几百倍时
,

使用普通最小 对误差容易看出
,

简单地使用未加权的最小二乘法
,

二乘法进行回归运算
,

获得的标准曲线必然导致在 将导致低浓度区域分析结果的准确性明显下降
。

这

低浓度区域测量值的相对误差甚大
,

很难满足规范 一事实表明
,

为了满足规范的各项要求
,

保证分析结

的要求
。

果的质量
,

必须采用 其他回归方法建立 生物分析标

我们曾采用 H P L C 方法测定兔血浆样品中的某 准曲线
。

表 1 标准 曲线 (根据 6 个样品的浓度与响应数据
,

分别以 2 种方法求算线性

回归方程
,

再将各样品数据回代人这些方程
,

计算测得浓度与相对误差 )

加入浓度

( n g / m l )

分析物 /内标物

色谱峰高 比

普通最小二乘法结果 加权最小二乘法结果

测得 浓度 ( n g /耐 ) 相对误差 (写 ) 权重

1 1 1 1 1

测得浓度 ( n g / m l ) 相对误差 ( % )

30
.

3

5 9
.

8

14 4
.

3

5 98
.

1

14 97

3 1 12

0
.

0 0 6 7

0
.

0 0 1 8

0
.

9 9 9 6

一 0
.

3

一 3
.

8

一 0
.

3

一 0
.

2

八己
月以几R
日q1

.

`ǎ了
J任n月 曰``任O乙

3 0

6 0

0
.

0 6 1 6

0
.

1 1 5 2

0
.

2 6 8 4

1
.

0 9 1

2
.

72 1

5
.

6 4 8

截距
a

斜率 b

相关系数
r

4 2

7 l

4 3

1 9

1 5 0
.

0 1 5 3
.

1

6 0 0
.

0 5 9 1
.

4

1 5 0 0
.

0 1 4 6 0

3 0 0 0
.

0 3 0 1 9

2
.

1

一 1
.

4

一 2
.

7

0
.

6

一 0
.

0 1 9 0

0
.

0 0 1 9

0
.

9 9 9 8

表 2 Q C 样品 (低
、

中
、

高 3 个浓度点
,

每点 2 个样品
,

由上述标准曲线分别计算测得浓度与相对误差 )

加入浓度

( n g /m l )

分析物 /内标物

色谱峰高比

普通最小二乘法结果 加权最小二乘法结果

测得浓度 ( n g /m D 相对误差 (% ) 测得浓度 ( n g / nr l ) 相对误差 (% )

60

6 0

0
.

1 1 1 1

0
.

1 2 2 4

6 9

7 5

l 5

2 5

5 7

6 3

一 4
.

1

60 0
.

0 1
.

0 6 5 5 7 7
.

5 一 3
.

7 一 2
.

7

60 0
.

0 1
.

1 0 0 5 9 6
.

0 一 0
.

7 6 0 2
.

8

30 0 0
.

0 5
.

6 0 1 2 9 9 4 一 0
.

2 30 8 6

30 0 0
.

0 5
.

4 98 2 9 3 9 一 2
.

0 30 28

.2 2 两条 回归 直线法 对普通最小二乘法的一种改

良措施是将测量浓度范 围分为高
、

低 2 个区间
,

每个

区间分别用普通最小二乘法求得一条回归直线
,

合起

来作为标准曲线
。

这样
,

由于 每个区间浓度范围变窄
,

测量值绝对误差的变化也相应减小
,

部分地弥补了普

通最小二乘法的上述缺陷
。

然而
,

这一方法存在一些

缺点
:

按规范要求
,

每条标准曲线至少应包括 5 个浓

度点
,

这样
,

两条回归直线共将包括至少 8 个浓度点
,

其中第 4 点和第 5 点之间的区段为 2 个区间共有
,

因

此
,

需要计算 2条 回归直线的交点
,

在进行未知样 品

测定时
,

需逐个考虑应用哪条回归直线计算浓度
。

这

样
,

在建立标准曲线时既增加了样品分析工作量 (多

了 3个浓度点 )
,

计算工作也比较繁琐
。

2
.

3 多项式拟合的 回归曲线 用于生物样 品测定的

色谱分析方法
,

其浓度与响应的函数关系通常呈线

性
,

仅在少数情形下
,

在高浓度 区域或极低浓度区域

会发生对直线的偏离
。

因而有人采用多项式拟合曲线

的回归方法
,

一般是增设二次项
,

即采用 Y 一 a + b X +

c X ,

的形式
。

这在响应函数不呈线性时是可取的
,

但若

一般地 以这种形式的标准曲线来代替普通最小二乘
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法求算的回归直线
,

则仍然不适宜
。

其原因在于
,

一

方面对于不呈线性关系的标准曲线
,

规范要求测定更

多 ( ) 8) 的浓度点以确定浓度与响应的关系
,

测试与

计算的
_

L作量都要增加
;
另一方面

,

如果这种回归运

算仍 旧是以 m in 三 ( y 一 Y
, ’
) 2

为目标
,

则同样不能很好

地解决低浓度区域分析结果相对偏差畸大的间题
。

显

然
,

根据生物分析方法的特殊性
,

回归运算只有以测

量值相 对偏 差 的平方和 最小为 目标
,

即达到 m in 艺

[ ( Y 一 Y
. ’
) / Y

!」2 ,

才有可能获得最佳的标准曲线
。

3 关于加权最小二乘法

3
.

1 原理

近年来
,

分析方法委员会 ( A n a
ly t i e a l M

e t h o
d

s

C o
m m it et e

) 推荐使用加权 回归方程检查标准曲线的

线性川
。

与普通最小二乘法不同的是
,

加权最小二乘法

( w
e ig h t e d l

e a s t 、 q u a r e s ) 在回归计算时增加了 l 个权

重因 子 w
,

即通过达到 m in 艺W
`
(矶一 y

: ’ ) ’
,

来求算回

归直线的斜率和截距
。

计算时
,

一般使权重与绝对误

差成反 比
,

亦即将大的权重赋 予绝对误差小的点
,

而

小的权重赋予绝对误差大的点
。

把以这种方法求算的

回归直线 (或曲线 ) 作为生物分析标准曲线
,

可使生

物祥品的 测定结果与理论值的相对偏差在不同的浓

度区间内比较均衡
,

易干满足规范的要求
,

从一个方

面保证 厂生物利用度
、

生物等效性与药物动力学研究

数据的可靠性
。

在理论上
,

普通最小二乘法是加权最小二乘法的

1 个特例
,

即每个浓度点的权重因子均相等
。

一般说

来
,

与加权回归直线相比
,

未加权的回归直线
;

值更接

近于 1
,

在高浓度区域的测量结果相对误差略小
,

但在

低浓度区域的测 量结果相对误差增大极为显著
。

显

然
,

不能简单地以
r

值的高低来评价这 2 种不同线性

回归方法所获得的标准曲线的优劣
。

3
.

2 回归直线方程参数的计算公式 加权最小二乘

法回归直线参数方程的计算比未加权的要复杂
。

以下

提供的是回归方程 Y 一 a + bX 中截距
a

、

斜率 b 及相

关系数
犷
的计算公式

。

公式的导出参见有关文献 v[, `

气
(乏W X

Z

) (乏W J ) 一 (乏W X
,

) (艺W
,

X Y
,

)

对于权重因子的选择依据是
:

它应使各测定点具

有适当的权重
,

由此算得的标准曲线应尽可能使各浓

度点测量值的相对误差都符合规范的要求
。

由式 ( l)

~ (3 ) 可知
,

各个 W
`

值乘以同一个常数 K 后
,

对
a

、

b 和
r

的值并无影响
,

所以关键是确定各个 W
`

值之间

的相对 比例关系
。

在通常采用的方法 7[, 8] 中
,

是令 w
`

与测量值 Y
,

的方差成反 比
,

即

W = K / S
` 2

( 4 )

这里
,

S
,

的值可由适当的模型表达式求算
,

或者通过

对每个 Y
、

值的平行测 量求得
。

但是
,

我们在生物分析

实际工作中采用最多的是

令 W ~ K /X 产 (5 )

或 W
`
= K /Y

Z ( 6 )

我们的目标是通过选择权重因子使 m in 艺 〔 (Y
:

一

Y ` ’ ) / Y
, ’

]
, ,

由于 Y
:
’

值预先未知
,

这里的假定条件是

Y
` ’
值与 X

`

值或 Y
:

值成正 比
。

这样也非常便于用电子

计算机处理 日常分析数据
。

按式 ( 5) 和式 ( 6) 算出

的结果往往非常接近
,

可根据习惯选定 1 种
。

但在某

些情形下
,

按式 ( 5) 或式 (6 ) 确定权重因子显得对

标准曲线上低浓度点加权过重
,

从而导致高浓度点的

测量值准确性损失过多
。

这时
,

可适当降低低浓度点

的权重
,

如将最低浓度点的权重因子降至次低浓度点

的水平
。

还可按式 (7 ) 或式 (8 ) 确定权重因子
:

令 W
,

= K /X
,

( 7 )

或 W一 K / Y
`

( 8 )

总之
,

权重因子有多种模式
,

可根据每种分析方

法的测量结果作出选择或调整
,

然后确定下来
。

3
.

4 在生物分析中的应用

对表 1 中的数据以加权最小二乘法计算标准曲

线
,

采用式 (5 ) 给出的权重因子
,

获得的结果比普通

最小二乘法好得多 (见表 1
、
2 中相对误差的对比 )

。

这

是非常典型的情形
。

作者多年来在 国内外进行的近 30 项关于制剂的

生物利用度
、

生物等效性及药物动力学研究中
,

对于

包括紫外
、

荧光
、

电化学检测的 H P L C 法以及电子捕

获
、

质谱检测的 G C 法等诸多生物分析方法
,

多采用加

(艺林
尸 ,

) ( 艺W X
Z

) 一 (艺W
.

X
.

)
2

(艺W ) (芝W
.

X Y J 一 ( 艺W X
,

) (艺W Y
,

)

( 艺W
。

) (乏W X
Z

) 一 (艺W X
.

)
2

( l )

( 2 )

(乏W
.

( a 十 bX
,

一公V
`
Y /艺W

.

) “

乏W
、
( Y 一 艺W

:

y
.

/艺W
、 ) 2

( 3 )

实际应用时可编制 B A SI C 程序或使用 E X C E L

N C s s 等计算软件
,

在微机上计算
。

3
.

3 权重因子的选择

权最小二乘法求算单一的直线方程作为标准曲线
,

既

包括在方法建立阶段每个浓度点多重样品的情况
,

也

包括在未知样品分析阶段每个浓度点单一样品的情

况
。

仅在测定浓度范围特宽 (如上下限比值在 10 。倍

以上 ) 的少数情形下
,

采用不同浓度区间 2 条回归直

线 (均用加权最小二乘法求算 ) 组合的方法
。

权重因

子多在采用 W
`
~ K /X

:
’

时 Q C 样品的测量准确性最
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佳
,

即各浓度点测量值的相对误差均较小
。

在约 10 %

的分析方法中
,

权重因子采用 W 一 K / X 时最佳
。

综上所述
,

对于保证生物分析数据的质量
,

采用

何种算法建立标准曲线至为重要
。

本文介绍的加权最

小二乘法针对生物分析方法测定浓度范围宽的特点
,

应用了适当的权重因子
,

对保证每个分析批的 Q C 样

品 (尤其是低浓度的样品 ) 测量准确性满足规范要求
,

起到 了重要作用
。

至于普通最小二乘法
,

它仅适用于

那些测定浓度范围窄的分析方法
,

如制剂含量或含量

均 匀度分析等
,

在建立生物分析标准曲线时应避免使

用
。

感谢本校研究生李雪庆为本文整理资料并提出建设性意

见
。
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肿瘤坏死因子检测技术的进展

林 缨
(中国药品生物制品检定所 生化药品与基因工程药物室 北京 1 0 0 0 5 0)

肿瘤坏死因子 ( T
u m o r N e e r o s i s F a e t o r ,

T N F ) 是

一种具有多种生物学活性的细胞 因子
,

它参与机体免

疫系统的功能调节
,

并在感染性疾病的发生
、

组织损

伤和炎症等诸多方 面起重要的介质作用川
。

研究资料

表明血清中 T N F 浓度的检测有助于对疾病的分期诊

断和预后 川
。

另 一方面
,

T N F 对多种肿瘤细胞都具有

直接的杀伤作用
,

很有希望成为未来治疗肿瘤的重要

生物制剂 之一川
。

随着研究工作的不断深入
,

对 T N F

的浓度和活性进行准确检测便愈发显得重要
。

因此对

T N F 检测技术进行全面深入的了解是十分必要和有

益的
,

这也将有助 于对 T N F 生理和病理作用 机制的

研究以及 T N F 制品的纯化和 生产
。

T N F 活性的检测 可分为体内测定法和体外测定

法两类
。

1 体内测定法

T N F 研究的初期阶段所采 用的就是体内法
,

它

是根据 T N F 使小鼠移植性肿瘤产生出血性坏死的程

度来判定 T N F 的活性川
。

这只是一种定性或半定量

的方法
,

判断比较粗糙
,

很快就被体外法所取代了
。

2 体外测定法

T N F 体外检测法的实验因素要 比体内法易于控

制
,

结果比较准确
、

客观
,

重复性
、

相关性好
。

体外

法根据原理不同
,

又可分为以下几种
。

2
.

1 生物学检测方法

T N F 的生物学检测方法中应用最广泛的是细胞

毒性法
,

另外还可根据 T N F 的其它生物学作用
,

如抑

制脂蛋白脂酶
、

抗病毒及刺激前列腺素的产生来检测

T N F 活性 s[, 6〕
。

但 T N F 的这些作用易受其它生物学


