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               1431 生物检定统计法 

一、总则 

生物检定法是利用生物体包括整体动物、离体组织、器官、细胞和微生物等

评估药物生物活性的一种方法。它以药物的药理作用为基础，以生物统计为工具，

运用特定的实验设计在一定条件下比较供试品和与其相当的标准品或对照品所

产生的特定反应，通过等反应剂量间比例的运算或限值剂量引起的生物反应程度，

从而测定供试品的效价、生物活性或杂质引起的毒性。 

生物检定统计法主要叙述应用生物检定时必须注意的基本原则、一般要求、

实验设计及统计方法。有关品种用生物检定的具体实验条件和要求，必须按照该

品种生物检定法项下的规定。 

生物检定标准品  凡中国药典规定用生物检定的品种都有它的其生物检定

标准品(S)。S都有标示效价，以效价单位(u)表示，其含义和相应的国际标准品

的效价单位一致。 

供试品供试品(T)或(U)是供检定其效价的样品，它的活性组分应与标准品基

本相同。 

AT或Au是T或U的标示量或估计效价。 

等反应剂量对比  生物检定是将T和其S在相同的实验条件下同时对生物体

或其离体器官组织等的作用进行比较，通过对比，计算出它们的等反应剂量比值

(R)，以测得T的效价PT。 

R是S和T等反应剂量(dS、dT)的比值，即R=dS／dT。 

M是S和T的对数等反应剂量(xs、xT)之差，即M=lgdS—lgdT=xs-xT。R=antilgM。 

PT是通过检定测得T的效价含量，称T的测得效价，是将效价比值(R)用T的

标示量或估计效价AT校正之后而得，即PT=AT·R或PT=AT·antilgM。 

检定时，S按标示效价计算剂量，T按标示量或估计效价(AT)计算剂量，注意

调节T的剂量或调整其标示量或估计效价，使S和T的相应剂量组所致的反应程度

相近。 

生物变异的控制  生物检定具有一定的实验误差，其主要来源是生物变异性。

因此生物检定必须注意控制生物变异，或减少生物变异本身，或用适宜的实验设

计来减小生物变异对实验结果的影响，以减小实验误差。控制生物变异必须注意

以下几点： 

(1)生物来源、饲养或培养条件必须均一。 

(2)对影响实验误差的条件和因子，在实验设计时应尽可能作为因级限制，

将选取的因级随机分配至各组。例如体重、性别、窝别、双碟和给药次序等都是
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因子，不同体重是体重因子的级，雌性、雄性是性别因子的级，不同窝的动物是

窝别因子的级，不同双碟是碟间因子的级，给药先后是次序因子的级等。按程度

划分的级(如动物体重)，在选级时，应选动物较多的邻近几级，不要间隔跳越选

级。 

(3)按实验设计类型的要求将限制的因级分组时，也必须严格遵守随机的原

则。 

误差项  指从实验结果的总变异中分去不同剂量及不同因级对变异的影响

后，剩余的变异成分，用方差(s2)表示。对于因实验设计类型的限制无法分离的

变异成分，或估计某种因级对变异的影响小，可不予分离者，都并入s2。但剂间

变异必须分离。 

误差项的大小影响标准误SM和可信限(FL)。 

不同的检定方法和实验设计类型，分别按有关的公式计算s2。 

可靠性测验：平行线检定要求在实验所用的剂量范围内，对数剂量的反应（或

反应的函数）呈直线关系，供试品和标准品的直线应平行。可靠性测验即验证供

试品和标准品的对数剂量反应关系是否显著偏离平行偏离直线，对不是显著偏离

平行偏离直线（在一定的概率水平下）的实验结果，认为可靠性成立，方可按有

关公式计算供试品的效价和可信限。要求在实验所用的剂量范围内，剂量或对数

剂量的反应（或反应的函数）符合特定模型要求，且供试品与标准品的线性满足

计算原理的要求；即满足系统适用性和样品适用性要求，方可按有关公式计算供

试品的效价和可信限。如： 

平行（直）线模型要求其在所用剂量范围内，对数剂量与反应（或反应的函

数）呈直线关系，供试品和标准品的直线满足平行性要求； 

四参数模型要求其在所用剂量范围内，对数剂量与反应（或反应的函数）呈

S曲线形关系，供试品和标准品的S形曲线平行； 

质反应资料要求其在所用剂量范围内，对数剂量与反应（或反应的函数）呈

S曲线形关系，供试品和标准品的S形曲线平行。 

可信限和可信限率  可信限(FL)标志检定结果的精密度。M的可信限是M的标

准误SM和t值的乘积(t·SM)，用95％的概率水平。 M+t·SM是可信限的高限；M-t·SM

是可信限的低限。用其反对数计算得R和PT的可信限低限及高限，是在95％的概

率水平下从样品的检定结果估计其真实结果的所在范围。 

R或PT的可信限率(FL％)是用R或PT的可信限计算而得。效价的可信限率为可

信限的高限与低限之差除以2倍平均数(或效价)效价（平均值）[T1]均值后的百分

率。 

-
% 100%

2
FL  



可信限高限 可信限低限

效价(平均值）  

计算可信限的t值是根据s2的自由度(f)查t值表而得。t值与f的关系见表一。 

 

注：可信限是可信推断的术语，现一般不再采纳；目前统计使用的是概率推断法，用置信区间表达变



                                                                  2020 年版第二次征求意见稿 

3 
 

异性。中国药典所用的可信限与置信限所表述的意义一致。 

 
 

表一  自由度（f）及对应的双侧t值(P=0.95) 

f t f t 

3 3.18 14 2.15 

4 2.78 16 2.12 

5 2.57 18 2.1 

6 2.45 20 2.09 

7 2.37 25 2.06 

8 2.31 30 2.04 

9 2.26 40 2.02 

10 2.23 60 2.00 

11 2.20 120 1.98 

12 2.18 ∞ 1.96 

 

各品种的检定方法项下都有其可信限率的规定，如果检定结果不符合规定，

可缩小动物体重范围或年龄范围等生物样本间的差异，或调整对供试品的估计效

价或调节剂量，重复实验以减小可信限率。 

对同批供试品重复试验所得n次实验结果(包括FL％超过规定的结果)，可按

实验结果的合并计算法算得PT的均值及其FL％作为检定结果。 

二、直接测定法 

直接测得药物对各个动物最小效量或最小致死量的检定方法。如洋地黄及其

制剂的效价测定。 

xS和xT为S和T组各只动物的对数最小致死量，它们的均值 sx 和 Tx 为S和T的等

反应剂量，nS和nT为S和T组的动物数。 

1．效价计算 
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按(1)～(3)式计算 M、R和 PT。 

s TM x x            (1) 

lg( ) lgs TR anti x x anti M        (2) 

T TP A R           (3) 

 

2．误差项及可信限计算 

按(4)～(8)式计算 s2、SM及 R或 PT的 FL 和 FL％。 
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f=nS+nT-2，用此自由度查表一得 t 值。 
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            (5) 

FL=anti lg(M t MR S的 ）
          (6) 

antilg(M+t.SM)是 R 的高限 

antilg(M-t.SM)是 R 的低限 

TFL=A an lg( t )T MP ti M S的
         (7) 

AT. antilg(M+t.SM)是 PT 的高限 

AT. antilg(M-t.SM)是 PT 的低限  

R( R(
( P FL%=
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    (8) 

当两批以上供试品（T、U…）和标准品同时比较时，按（9）式计算 S、T、U

的合并方差 s2。 
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1 1 1 ...s T Uf n n n        

效价 PT、PU…则是 T、U分别与 S比较，按照（1）-（3）式计算。 

 

3 实例 

例 1 直接测定法 

洋地黄效价测定—鸽最小致死量 (MLD)法 

S 为洋地黄标准品，按标示效价配成 l.O u /m l 的町剂，临试验前稀释 25

倍。 

T 为洋地黄叶粉，估计效价 AT =10 u/g ,配成 l.Ou/ml 的酊剂，临试验前配

成稀释液（1→25)。测定结果见表 1-1。 
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三、量反应平行线测定法 

药物对生物体所引起的反应随着药物剂量的增加产生的量变可以测量者，称

量反应。量反应检定用平行线测定法，要求在一定剂量范围内，S和T的对数剂量

x和反应或反应的特定函数y呈直线关系，当S和T 的活性组分基本相同时，两直

线平行。平行线模型的原理见图1。 
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图1（3.3）剂量组的平行直线模型 

 

本版药典量反应检定主要用（2•2 )法、（3•3 ) 法、（4•4）法或(2•2•2 )

法、（3•3•3 )法、（4•4•4）法，即S、T (或U )各用2个剂量组或3个设2个、3

个或4个剂量组，统称(k•k)法或(k•k•k )法；如果S和T的剂量组数不相等，则称

(k•k’ )法；前面的k代表S的剂量组数，后面的k或k’代表T的剂量组数。一般都是

按(k•k)法实验设计，当S或T的端剂量所致的反应未达阈值，或趋于极限，去除

此端剂量后，对数剂量和反应的直线关系成立，这就形成了(k•k’)法。例如（3•

3 )法设计就可能形成（2•3)法或（3•2)法等。因此，(k•k’)法中的k只可能比k’

多一组或少一组剂量。(k•k’)法的计算结果可供重复试验时调节剂量或调整供试

品估计效价时参考。无论是(k.k)法、(k•k’)法或(k•k•k )法，都以K代表S和T的

剂量组数之和，故K=k+k或K=k+k’或K=k+k+k。 

本版药典平行线测定法的计算都用简算法，因此对各种（k▪k）法要求： 

(1)S和T相邻高低剂量组的比值（r )要相等，一般r用(1:0.8)〜（1:0.5)，

lgr=I。 

(2)各剂量组的反应个数(m)应相等。 

 

1. 平行线测定的实验设计类型 

根据不同的检定方法可加以限制的因级数采用不同的实验设计类型。本版药

典主要用下面三种实验设计类型。 

(1)随机设计  剂量组内不加因级限制，有关因子的各级随机分配到各剂量

组。本设计类型的实验结果只能分离不同剂量(剂间）所致变异，如绒促性素的

生物检定。 

(2)随机区组设计  将实验动物或实验对象分成区组，一个区组可以是一窝

动物、一只双碟或一次实验。在剂量组内的各行间加以区组间（如窝间、碟间、

实验次序间）的因级限制。随机区组设计要求每一区组的容量（如每一窝动物的

受试动物只数、每一只双碟能容纳的小杯数等）必须和剂量组数相同，这样可以
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使每一窝动物或每一只双碟都能接受到各个不同的剂量。因此随机区组设计除了

从总变异中分离剂间变异之外，还可以分离区组间变异，减小实验误差。例如抗

生素杯碟法效价测定。 

(3)交叉设计  同一动物可以分两次进行实验者适合用交叉设计。交叉设计

是将动物分组，每组可以是一只动物，也可以是几只动物，但各组的动物只数应

相等。标准品（S）和供试品（T）对比时，一组动物在第一次试验时接受 S 的

一个剂量，第二次试验时则接受 T的一个剂量，如此调换交叉进行，可以在同一

动物身上进行不同试品、不同剂量的比较，以去除动物间差异对实验误差的影响，

提高实验精确度，节约实验动物。 

(2▪2 )法 S和 T 各两组剂量，用双交叉设计，将动物分成四组；对各组中的

每一只动物都标上识别号。每一只动物都按给药次序表进行两次实验。 

 

 
2. 平行线测定法的方差分析和可靠性测验 

随机设计和随机区组设计的方差分析和可靠性测验 

(1)将反应值或其规定的函数(y)按 S 和 T 的剂量分组列成方阵表  见表二。 

 

表二  平行线模型中的剂量分组方阵表 

 

方阵中，K 为 S 和 T 的剂量组数和，m 为各剂量组内 y 的个数，如为随机区

组设计，m为行间或组内所加的因级限制；n为反应的总个数，n=mK。 

 

（2）特异反应异常值[T2]剔除和缺项补足 
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异常值[Office3]剔除 在同一剂量组内的各个反应值中，如出现特大或特小的

数反应值时，应进行异常值检验，个别特大或特小的反应，应按下列方法判断其
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是否可以剔除。以确定其是否应被剔除。检验异常值的方法很多，这里推荐建议

使用狄克森（Dixon）方法和 格拉布斯（Grubbs）检验法。 

方法 1 狄克森[T4]（Dixon）检验法 

该法仅适于同组中反应值较少时，对其中可疑的离群异常反应值进行检验。

该法假定在 99%的置信水平下，一个有效的反应值被拒绝的概率仅有 1%（异常值

出现在单侧），或 2%（异常值出现在双侧）。 

假定有同一组中 m 个观测反应值，按照由小到大的顺序进行排列，y1……ym。

按表三中的公式对组内可疑的离群异常反应值计算 J值。 

 

表三  狄克森法异常值的 J1、J2和 J3计算公式 

样本量（m） 当可疑异常值是最小值（y1） 当可疑异常值是最大值（ym） 

3-7 1 2 1 m 1( ) / ( )J y y y y    1 1 1( / ( )m m mJ y y y y  ）  

8-10 2 2 1 1 1( ) / ( )mJ y y y y    2 1 2( / ( )m m mJ y y y y  ）  

11-13 3 3 1 1 1( ) / ( )mJ y y y y    3 2 2( / ( )m m mJ y y y y  ）  

如果 J1、J2、或 J3中的计算值超出表四中给出标准值，则判断为异常值，可

考虑剔除。当同一组中的观察反应值数目大于 13个时，请选用方法 2。 

对一个正态反应的样本，在 99%置信水平下，差距不小于表四中 J1,J2 或 J3

的值时，其异常值出现在任一侧的概率 p=0.01，在双侧均出现离群反应值的概

率为 p=0.02。 

 

表四  剔除异常值的 J1、J2和 J3判断标准 

0.01 显著性水平下狄克森检验法异常值判断标准 

m J
1
 m J

2
 m J

3
 

3 0.988 8 0.683 11 0.679 

4 0.889 9 0.635 12 0.642 

5 0.780 10 0.597 13 0.615 

6 0.698 

 
7 0.637 

 
方法 2  格拉布斯（Grubbs）检验法 

该法既可用于同组反应值中的异常值检验，也可用于具有方差同质时的模型

（如直线性模型或非直线性模型）中的残差法检测异常值。本法的计算原理如下： 

找出本组数据中离样本均值最大的值 yi，计算其标准化偏离值 Z： 

Z=（yi-Y ）/S       （10） 
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式中Y 和 S分别是该组数据的均值和标准差。对于使用平行线模型计算得到

的残差，则Y =0，；S 是试验中的残差均值的平方根，即均方根误差。当 | |Z 大于

使用下列公式得到的 G值时，则认为 yi值属于 99%置信水平下的一个统计异常值。 

1,

2

1,

( 1)

( 2 )

df p

df p

m t
G

m m t








 
                    

2,

2

2,

( 1)

( 2 )

m p

m p

m t
G

m m t








 
                          

（11）

 

 

m 为本组数据的样本量，t 是在 m-2df 自由度水平下，具有 S 标准偏差的 t

分布中 100p%的单侧值。 

0.01
1

2
p

m
 

                         （12）
 

缺项补足  因反应值被剔除或因故反应值缺失造成缺项，致 m不等时，根据

实验设计类型做缺项补足，使各剂量组的反应个数 m相等。 
随机设计  对缺失数据的剂量组，以该组的反应均值补入，缺 1 个反应补 1

个均值，缺 2个反应补 2个均值。 

随机区组设计  按（13）式计算的值，补足缺项。 

    （13） 

式中 C 为缺项所在剂量组内的反应值总和； 

R 为缺项所在行的反应值总和； 

G 为全部反应值总和。 

如果缺 1 项以上，可以分别以 y1、y2、y3等代表各缺项，然后在计算其中之

一时，把其他缺项 y直接用符号 y1、y2等当作未缺项代入（13）式，这样可得与

缺项数相同的方程组，解方程组即得。 

随机区组设计，当剂量组内安排的区组数较多时，也可将缺项所在的整个区

组除去。 

随机设计的实验结果中，如在个别剂量组多出 1〜2 个反应值，可按严格的

随机原则去除，使各剂量组的反应个数 m相等。 

不论哪种实验设计，每补足一个缺项，就需把 s2的自由度减去 1，缺项不得

超过反应总个数的 5%。 

(3)方差分析  方阵表（表二）的实验结果，按（14)〜(21)式计算各项变异

的差方和、自由度（f）及误差项的方差(s2)。 

随机设计  按（14）式、（15）式计算差方和(总)、差方和（剂间）。按（20）式

计算差方和（误差）。按（18）式或（21）式计算 s2。 

随机区组设计  按（14）〜（17）式计算差方和(总)、差方和（剂间）、差方和(区

组间)、差方和(误差）。按（18）式或（19）式计算 s2。 
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      （14） 

      （15） 

 

     （16） 

 

   （17） 

     （18） 

 （19） 

f=(k-1)(m-1) 

    （20） 

     （21） 

(4)可靠性测验  通过对剂间变异的分析，以测验 S 和 T 的对数剂量和反应

的关系是否显著偏离平行直线。(2. 2)法和（2. 2. 2）法的剂间变异分析为试

品间、回归、偏离平行三项，其他（k•k）法还需再分析二次曲线、反向二次曲

线等。 

可靠性测验的剂间变异分析 

（k•k）法、（k•k’）法按表四五计算各变异项的 及 ，

按(22)式计算各项变异的差方和。 
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    （22） 

表四五（k▪k）法、（k▪k’）法可靠性测验正交多项系数表 

 
续上表 

 
注：用（2.3）法及（3.4）法时，分别将（3.2）法及（4 .3）法中 S和 T 的正交多项系数互换即得。 

表中 S1、S2… T1、T2…在量反应分别为标准品和供试品每一剂量组内的反应值或它们规定函数的总和

〔相当于表二的 各项〕。所有脚序 1、2、3…都是顺次由小剂量到大剂量，Ci 是与之相应的正交多

项系数。 是该项变异各正交多项系数的平方之和与 m 的乘积， 为 S1、S2… T1、

T2…分别与该项正交多项系数乘积之和。 

 

(k•k•k)法按（23）式、（24）式计算试品间差方和。 
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按表五六计算回归、二次曲线、反向二次曲线各项变异的 及

；按（22）式计算差方和（回归）、差方和（二次曲线）。 

 

表五六（k▪k▪k）法可靠性测验正交多项系数表 

 

按（25）式计算差方和(偏离平行)及差方和(反向二次曲线〉。 

差方和(偏离平行)、差方和(反向二次曲线〉=   （25） 

f=2 

按（18）式计算各项变异的方差。 

将方差分析结果列表进行可靠性测验。例如随机区组设计(3 .3 )法可靠性

测验结果列表，见表六七。 

 

表六七随机区组设计（3. 3 )法可靠性测验结果 

 
表六七中概率 P 是以该变异项的自由度为分子，误差项(s2)的自由度为分母，

査 F 值表（表七八），将査表所得 F 值与表八 F 项下的计算值比较而得。当 F

计算值大于 P=0.05 或 P=0.01的査表值时，则 P<0.05或 P<0.01，即为在此概率
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水平下该项变异有显著意义。 

随机设计没有区组间变异项。 

 

 

 

表七八 F 值表 

 

 
 

可靠性测验结果判断 

可靠性测验结果，回归项应非常显著(P<0.01) 。 

(2.2)法、（2.2.2)法偏离平行应不显著(P>0.05)。 

其他(k•k) 法、(k•k•k)法偏离平行、二次曲线、反向二次曲线各项均应不

显著(P>0.05)。 
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试品间一项不作为可靠性测验的判断标准，试品间变异非常显著者，重复试

验时，应参考所得结果重新估计 T的效价或重新调整剂量试验。 

 

双交叉设计的方差分析和可靠性测验 

双交叉设计实验结果的方阵表  将动物按体重随机分成四组，各组的动物数

（m）相等，四组的动物总数为 4m。对四组中的每一只动物都加以识别标记，按

双交叉设计给药次序表进行实验，各组的每一只动物都给药两次，共得 2×4m

个反应值。将 S、T 各两个剂量组两次实验所得反应值排列成表，见表八九。 

 

表八九双交叉实验结果 

 

(2)缺项补足  表八九中如有个别组的 1 个反应值因故缺失，均作该只动物

缺失处理，在组内形成两个缺项。此时，可分别用两次实验中该组动物其余各反

应值的均值补入；也可在其余三组内用严格随机的方法各去除 1只动物，使各组

的动物数相等。每补足一个缺项，误差（Ⅰ）和误差（Ⅱ）的方差 2

IS 和
2

IIS 的自

由度都要减去 1。缺项不得超过反应总个数的 5%。同一组内缺失的动物不得超过

1只。 

 

(3)方差分析  双交叉设计的总变异中，包含有动物间变异和动物内变异。

对表八九的 2×4m 个反应值进行方差分析时，总变异的差方和（总）按（26）式计

算。 

     （26） 

动物间变异是每一只动物两次实验所得反应值的和（表九每组动物的第三列）之

间的变异，其差方和按（27）式计算。 

   （27） 

总变异中分除动物间变异，余下为动物内变异。 

动物间变异和动物内变异的分析  将表八九中 S 和 T 各剂量组第（1）次实

验所得反应值之和 S1(1)、S2⑴、T1(1)、T2(1)及第（2）次实验反应值之和 S1(2)、S2(2)、
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T1(2)、T2(2)按表九十双交叉设计正交系数表计算各项变异的 及 y )，

按(22)式计算各项变异的差方和。 

总变异的差方和减去动物间变异的差方和，再减去动物内各项变异的差方和，

余项为误差（I）的差方和，按（28）式计算。 

  （28） 

 

误差（I）的方差 s2，用以计算实验误差 SM、FL, 及进行动物内各项变异（表

九十中* 标记者）的 F测验。 

 

表九十双交叉设计正交系数表①
 

 

①各项变异的自由度均为 1。有* 号标记的四项为动物内变异，其余三项为动物间变异。 

 

误差（Ⅱ)的差方和为动物间变异的差方和减去表九十中其余三项变异（表

十九中无* 标记者）的差方和，按（29）式计算。 

   （29） 

 

误差（Ⅱ）的方差
2

IIS 用以进行上述三项变异的 F测验。 

 

(4)可靠性测验  将方差分析及 F测验的结果列表，如表十一十。 

表十一十中的概率 P，计算同表六七，但表的上半部分是以
2

IIs 的自由度为分

母，表的下半部分以 s2的自由度为分母，查 F 值表(表八七），将查表所得的 F

值与表十一十 F项下的计算值比较而得。 
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表十一十双交叉设计可靠性测验结果 

 
可靠性测验结果判断  回归、偏离平行、试品间三项的判断标准同（2. 2）

法。 

次间×试品间、次间×回归、次间×偏离平行三项中，如有 F测验非常显著

者，说明该项变异在第一次和第二次实验的结果有非常显著的差别，对出现这种

情况的检定结果，下结论时应慎重，最好复试。 

 

3.效价(PT)及可信限（FL）计算 

各种（k▪k）法都按表十一十二计算 V 、W 、D、A 、B 、g 等数值，代入(30)

〜（33）式及（3）式、（8）式计算 R、PT、SM以及 R、PT的 FL和 FL%等。 

   (30) 

  (31) 

   (32) 

   (33) 

 

(2▪2)法双交叉设计  计算方法同上述（2▪2）法。双交叉设计各剂量组都进

行两次试验，S和 T 每一剂量组的反应值个数为组内动物数的两倍(2m)。 

(1)双交叉设计用 S 和 T 各组剂量两次试验所得各反应值之和（表九八中的

S1、S2、T1、T2)按表十二十一（2▪2）法公式计算 V、W、D、g 等数值。 

(2)参照(31)式计算 SM，因每只动物进行两次实验，式中 m用 2m代替，（2 ▪2）

法 A=l,B=l,SM的公式为 
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   （34） 

式中 s2为表十十一中误差（I）的方差： 

 

 

表十一十二  量反应平行线检定法的计算公式① 

 

 

4. 实例 

例 2 量反应平行线测定随机设计(3.3.3)法 

绒促性素（HCG）效价测定---小鼠子宫增重法 

S 为绒促性素标准品 

dS1: 0.135u/鼠   dS2: 0.225u/鼠  dS3: 0.375u/鼠 

T 为绒促性素    估计效价 AT: 2500u/mg 

dT1: 0.135u/鼠   dT2: 0.225u/鼠   dT3: 0.375u/鼠 

U 为绒促性素粉针，标示量 AU: 500u/安瓿 

dU1: 0.144u/鼠   dU2: 0.240u/鼠   dU3: 0.400u/鼠 

r=1:0.6    I=0.222 

反应（y）：10g 体重的子宫重（mg） 

测定结果见表 2-1。 

（3.3.3）法，K=9，每组 15 只小鼠，m=15 
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（1）按（14）式、（15）式、（20）式计算各项的差方和 

 

差方和（总）=9.312+17.502+…+23.802+21.802+36.002-3795.35/（9×15）=29 868.26 

f（总）=9×15-1=134 

 

差方和（剂间）=
238.682+477.632+⋯+582.102

15
−

3795.352

9×15
= 12 336.55 

f（剂间）=9-1=8 

 

差方和(误差)= 29 868. 26 -12 336. 55 = 17 531. 71 

f (误差)=134 -8 = 126 

 

（2）剂间变异分析及可靠性测验  按（24) 式及表六五(3. 3. 3)法分析。 

差方和（试品间）= [(238.68 + 447.63 + 623.58)
2 +(208.74 + 395.10 + 526.00)2] 

÷(3×15)+(274.92 + 498.60 +582.10)2÷(3×15) -3795. 352

÷(9×15)=633.23 

f(试品间)=2 

各项分析结果见表 2-2、表 2-3。 

结论：回归非常显著，偏离平行、二次曲线、反向二次曲线均不显著，实验

结果成立。 
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(3 )效价（PT、PU)及可信限（FL) 计算按表十二十一(3. 3. 3 )法及（30)

〜（33)式、(3 )式、（8 )式计算。 

r = l:0.6    I= 0.222 
s2 = 139.14    f=126    t=1.98 

 

Pt 及其 F L计算：  
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例 3 量反应平行线测定随机区组设计(3 .3)法 

新霉素效价测定—杯碟法 

 

 

 

 

(2 )剂间变异分析及可靠性测验 按表五四（3. 3 )法计算，结果见表 3-2、
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表 3-3。 

结论：回归非常显著（P<0.01) ,偏离平行、二次曲线、反向二次曲线均不

显著（P> 0.05 )，实验结果成立。组内（碟间）差异非常显著（P<0.01 )，分

离碟间差异，可以减小实验误差。 

 

 

(3 )效价（PT)及可信限（FL )计算按表十二十一（3▪3)法及(30)〜（33)式、

（3)式、（8 )式计算。 

r=l:0.8  I= 0.0969   s2=0.006912   f= 40 
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例 4 量反应平行线测定随机区组设计(2 .2 )法 

缩宮素效价测定—大鼠离体子宮法 
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m=5   ya=15y1=13   y2=35   ym=41 

2 1
1

1

35 13
0.786

41 13m

y y
J

y y

 
  

 
 

查表四，m=5 时，J1=0.780，小于计算值 0.786，故此值可以剔除。剔除后形

成的缺失项按（13）式补足。 

 

 

（3）剂间变异分析及可靠性测验按表四五（2▪2）法计算，结果见表 4-2、

4-3。 
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结论：回归非常显著(P<0.01)，偏离平行不显著（P>0.05) ,实验结果成立。

区组间差异显著（P<0.05),分离区组间变异，可以减小实验误差。 

缩宫素离体子宫效价测定，如区组间变异不显著，也可以不分离区组间变异，

用随机设计方差分析法计算。 

 

(4)效价(PT)及可信限（FL)计算 按表十二十一(2.2)法及(30)〜（33)式、（3)

式、(8 )式计算。 
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例 5 量反应平行线测定（2.2)法双交叉设计 

胰岛素效价测定----小鼠血糖法 

S为胰岛素标准品 

dSl：25mu/ml,  0.25ml/鼠 

ds2：50mu/ml,  0.25ml/鼠 

T 为胰岛素  标示量 AT:27u/mg 

dT1: 25mu/ml，0.25ml/鼠 

dT2: 50mu/ml, 0.25ml/鼠 

r=l:0.5   I=0.301 
反应值 y: 血糖值( mg%) 

每组用鼠 10只，m=10 

测定结果按表九八排列，见表 5-1。 
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(1)方差分析按(26)式、（27)式计算： 

 

 

(2 )将表 5-1中 S、T 各剂量组每一次反应值之和按表十九及(22)式、（28)

式、（29)式、（18)式计算各项变异的 、 及差方和、方差，

并进行可靠性测验，结果见表 5-2、表 5-3。 
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按（28)式、(29)式计算: 

 

结论：回归非常显著，偏离平行不显著，实验结果成立。两次实验间的差异

非常显著，用双交叉设计可以消除实验间变异对实验误差的影响，提高实验的精

确度。 
 

(3 )效价（PT)及可信限(F L )计算： 

用表 5 -1的 S1、S2、T1、T2, 按表十二十一（2. 2 )法及（30)式、(32)〜（34)

式等计算: 
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r =1：0. 5   I=0. 301 

s2-=99.2778  f= 36   t= 2.03 

V=
1

2
× (1765. 96 + 2158. 30-1687. 02-2154. 87)=41.185 

 

四、四参数回归计算法 

四参数回归计算法系采用非线性模型进行量反应检定的一种统计分析方法。

该法要求在一定剂量范围内，标准品(S)和供试品(T) 的对数剂量 x 与反应值或反

应值的特定函数 y 呈“S”或反“S”形关系，可拟合成四参数逻辑斯蒂（logistic）

回归方程，拟合曲线对称于拐点，上下各有一渐进线。当 S 和 T 的活性组分基

本相同时，两拟合曲线平行。S 形量反应四参数逻辑斯蒂（logistic）曲线模型图

见图 2。 
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图 2：四参数逻辑斯蒂（logistic）曲线模型 

 

四参数逻辑斯蒂（logistic）曲线方程为： 

𝑦 = D +
A−D

1+（
𝑑

C
）

B（35） 

另一种等价的方程形式为： 

         𝑦 = D +
A−D

1+𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑜𝑔[B(𝑥−logC)]
（36） 

上述式中 y 为反应值或反应值的特定函数； 

d 为标准品或供试品的各剂量； 

x 为对数剂量，x=logd； 

A 为 d→0 时的 y（S 形：下渐进线；反 S 形：上渐进线）； 

D 为 d→∞时的 y（S 形：上渐进线；反 S 形：下渐进线）； 

C 为𝑦 =
A+D

2
时对应的 d，即 50%有效浓度（EC50 或 ED50）； 

B 为斜率因子(与 EC50或 ED50 处曲线斜率相关)。 

公式中对数的底数可取任一适用的底数，常以无理数 e 或 10 为底。A、B、

C、D 即为拟合曲线的 4 个特征性参数。本法主要以基于细胞的生物学活性测定

法为例阐述四参数回归计算法的实验设计及运算过程。 

1. 实验设计 

实验设计中要求 S 和 T 的剂量组数（n）应相等，每个剂量组反应值的个数

（m）也应相等，且每个重复数应为独立重复。每组剂量间隔一般呈连续的等比

稀释，也可采用非连续的独立稀释。实验过程中，应避免使用有严重位置效应的

细胞孔，如会产生边缘效应的外周孔，S 和 T 加样位置应尽量遵循随机、均衡排

列的原则，也可选用随机区组设计，以减少实验误差。 

 

2. 异常值处理 

获取并记录试验数据后，需采用一定的策略鉴别和处理异常值，应调查产生

异常值的原因。对于技术性或物理性等明确原因导致的异常值可直接剔除，如细

对数剂量（x） 

反应值

（y） 
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胞孔污染、加样错误等；而对没有查明原因的异常值原则上不应剔除，即使剔除

也要采用合适的统计学方法，并且剔除比例应极低。关于异常值剔除的统计学方

法及其缺项补足，见本通则“三、量反应平行线测定法”中异常值剔除项。 

 

3. 四参数逻辑斯蒂（logistic）模型拟合 

一般采用适宜的计算机软件中四参数逻辑斯蒂（logistic）自由模型和约束模

型，按照非线性最小二乘法的原则，进行 S 和 T剂量反应曲线的自由拟合和约束

拟合，分别获得 S 和 T 自由拟合及约束拟合曲线中 A、B、C、D 四个参数的估计

值。约束模型为一平行曲线模型，其中 S与 T拟合方程的 A、B、D三个参数的估

计值分别相同，仅参数 C的估计值不同。 

 

4.方差分析 

按（37）（39）式将约束模型总变异进行分解，采用适宜的计算机软件计

算各项变异的差方和、自由度（f），按（18）式计算各变异项方差。 

差方和
总

= 差方和
试品间

+ 差方和
回归

  +   差方和
残差Ⅰ

    （37） 

差方和
残差Ⅰ

= 差方和
残差Ⅱ

+ 差方和
偏离平行

            （38） 

差方和
残差Ⅱ

= 差方和
模型失拟

+ 差方和
误差

             （39） 

上述式中 差方和残差Ⅰ代表标准品和供试品约束模型的残差平方和 

差方和残差Ⅱ代表标准品和供试品自由模型的残差平方和 

 

5. 可靠性测验 

通过对剂间变异的分析，以测验 S和 T 的对数剂量和反应的关系是否显著偏

离平行曲线。剂间变异分析为试品间、回归、偏离平行和模型失拟四项：残差Ⅱ

的方差用以进行试品间、回归和偏离平行三项变异的 F测验，误差项的方差用以

进行模型失拟的 F测验。由适宜的计算机软件计算获得各变异项的 P值。当 P＜

0.05或 P＜0.01，即认为在此检验水准下该项变异有显著意义。 

可靠性测验结果判断可靠性测验结果，回归项应非常显著（P＜0.01）；偏离

平行和模型失拟均应不显著（P≥0.05）。个别情况下，当残差Ⅱ或误差项的方差

非常小时，偏离平行或模型失拟检验结果可能判为显著，建议此时以残差Ⅱ或误

差质控图中日常平均水平替代该次试验水平进行计算。 

试品间一项不作为可靠性测验的判断标准。试品间变异非常显著者，重复试

验时，应参考所得结果重新估计 T的效价或重新调整剂量再进行试验。 

满足上述条件，即可认为实验结果的可靠性成立。 

 

6.相对效价估计及置信区间的计算 

对于可靠性成立的实验结果，方可按等反应剂量比的原则，采用约束模型中

S 和 T 拟合曲线 EC50的比值，计算供试品的相对效价（R）。 

R =
标准品EC50

供试品EC50
× 100%                                              

（40） 

再按下式计算供试品的效价（PT） 
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          PT = AT ∙ R    

采用经验证的适宜计算机软件进行单次相对效价计算 R 的置信区间的计算，

将 R 置信区间的高限和低限分别乘以 AT得 PT 置信区间的高限和低限。对于多次

实验结果的合并计算见本通则“实验结果的合并计算”部分。 

在进行本法运算时，选择的计算机软件应能获得与本法实例一致的计算结果。 

对符合 S形量反应模型的供试品进行效价计算时，如果没有合适的计算机软

件或统计专家的帮助，无法使用四参数回归计算法的情况下，也可选择剂量反应

曲线中呈近似直线关系的一段剂量范围，将反应值进行适宜转换，按“三、量反

应平行线测定法”估计效价。 

7. 实例 

例 6 四参数回归计算法 

重组人粒细胞刺激因子（GCSF）生物学活性测定—NFS-60 细胞/MTT 比色法 

测定方法见重组人粒细胞刺激因子生物学活性测定法（通则 3525），试验中

将 S和T（标示量AT：2.4107IU/300g）用基础培养液稀释至每 1ml含 200400IU，

然后做 2 倍系列稀释，共 8 个稀释度，每个稀释度做 2 孔，酶标仪吸光度测定结

果见表 6-1。以 yi,j,k 表示 S 或 T 每一剂量水平的反应值，其中 i 表示 S 或 T 处理组，

i=0 时为 S 处理组，i=1 时为 T 处理组；j 表示第 j 个剂量组；k 表示每一剂量水平

的第 k 个重复数。 

表 6-1  GCSF 生物学活性（NFS-60 细胞/MTT 比色法）测定结果 

终浓度 

（IU/ml） 

标准品 S 供试品 T 

反应值 1（yi,j,k） 反应值 2（yi,j,k） 反应值 1（yi,j,k） 反应值 2（yi,j,k） 

200 1.420 1.370 1.425 1.415 

100 1.408 1.338 1.395 1.364 

50 1.202 1.185 1.220 1.197 

25 0.840 0.843 0.863 0.862 

12.5 0.562 0.560 0.577 0.557 

6.25 0.423 0.391 0.413 0.404 

3.125 0.335 0.333 0.345 0.343 

1.5625 0.312 0.302 0.317 0.313 

 

（1）四参数逻辑斯蒂（logistic）模型拟合 

采用适宜的计算机软件中四参数逻辑斯蒂（logistic）自由模型对表 6-1 测定

结果中的数据进行 S 和 T 剂量反应曲线的拟合，其决定系数 R2 分别为 0.997 和

0.999，S 和 T 自由模型拟合曲线中 A、B、C、D 四个参数的估计值见表 6-2。 

 

表 6-2  S 和 T 自由模型拟合曲线中各参数的估计值 

 A B C D 

S 0.313 1.834 25.66 1.439 

T 0.319 1.834 25.51 1.456 

以y
^

i,j（fm）表示自由模型每一剂量水平的拟合值，则： 
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S 自由模型拟合方程：
834.1,,

)(,

)
66.25

(1

439.1313.0
439.1ˆ

kji
fmji x

y




  

T 自由模型拟合方程：
834.1,,

)(,

)
51.25

(1

456.1319.0
456.1ˆ

kji
fmji x

y




  

再采用适宜的计算机软件中四参数 logistic约束模型对表6-1测定结果中的数

据进行 S 和 T 剂量反应曲线的拟合，S 和 T 约束模型拟合曲线中 A、B、C、D

四个参数的估计值见表 6-3。 

 

表 6-3   S 和 T 约束模型拟合曲线中各参数的估计值 

 A B C D 

S 0.316 1.833 26.08 1.448 

T 0.316 1.833 25.11 1.448 

以y
^

i,j（cm）表示约束模型每一剂量水平的的拟合值，则： 

 

 S 约束模型拟合方程：
833.1,,

)(,

)
08.26

(1

448.1316.0
448.1ˆ

kji
cmji x

y




  

T 约束模型拟合方程：
833.1,,

)(,

)
11.25

(1

448.1316.0
448.1ˆ

kji
cmji x

y




  

（2）方差分析 

试验数据列表根据表 6-1 计算 S 和 T 处理组所有反应值的平均值 y、S 或 T

处理组所有反应值的平均值yi、S 或 T 第 j 个剂量组内反应值的平均值yi,j和每

一剂量组反应值的相对标准偏差 RSD；按上述拟合方程分别计算自由模型中 S

和T每个剂量水平的拟合值y
^

i,j（fm）；约束模型中S和T每个剂量水平的拟合值y
^

i,j(cm)；

将结果列入表 6-4。 

 

 

表 6-4  S 和 T 试验数据列表 

 

（1） （2） （3） （4） （5） （6） （7） （8） 

xi,j,k yi,j,k yi,j RSD y
^

i,j（fm） y
^

i,j（cm）  yi  y 

S 

200 1.420 1.370 1.395 2.5 1.414 1.422 0.802 0.807 

100 1.408 1.338 1.373 3.6 1.353 1.359 

50 1.202 1.185 1.194 1.0 1.183 1.185 
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25 0.840 0.843 0.842 0.3 0.863 0.860 

12.5 0.562 0.560 0.561 0.3 0.551 0.549 

6.25 0.423 0.391 0.407 5.6 0.392 0.393 

3.125 0.335 0.333 0.334 0.4 0.336 0.339 

1.5625 0.312 0.302 0.307 2.3 0.320 0.322 

T 

200 1.425 1.415 1.420 0.5 1.431 1.423 0.813 

100 1.395 1.364 1.380 1.6 1.370 1.365 

50 1.220 1.197 1.209 1.3 1.200 1.198 

25 0.863 0.862 0.863 0.1 0.877 0.880 

12.5 0.577 0.557 0.567 2.5 0.561 0.563 

6.25 0.413 0.404 0.409 1.6 0.399 0.398 

3.125 0.345 0.343 0.344 0.4 0.343 0.340  

1.5625 0.317 0.313 0.315 0.9 0.326 0.323  

将总变异进行分解，计算各项变异的差方和和自由度（f）。 

（1）总变异 

差方和
总

= (1.420 − 0.807)2 + ⋯ + (0.302 − 0.807)2 + (1.425 − 0.807)2

+ ⋯ + (0.313 − 0.807)2 = 6.10858 

                           𝑓总 = 2 × 8 × 2 − 1 = 31 

（2）试品间变异 

差方和
试品间

= 2 × 8 × [(0.802 − 0.807)2 + (0.813 − 0.807)2] = 0.00108 

                           𝑓试品间 = 2 − 1 = 1 

（3）回归项变异 

      差方和
回归

= [(1.422 − 0.802)2 + ⋯ + (0.322 − 0.802)2

+ (1.423 − 0.813)2+ ⋯ + (0.323 − 0.813)2] × 2 = 6.09729 

                       𝑓回归 = 5 − 2 = 3 

（4）偏离平行项变异 

差方和
偏离平行

= [(1.420 − 1.422)2 + ⋯ + (0.302 − 0.322)2 + (1.425 − 1.423)2

+ ⋯ + (0.313 − 0.323)2]

− [(1.420 − 1.414)2 + ⋯ + (0.302 − 0.320)2 + (1.425 − 1.431)2

+ ⋯ (0.313 − 0.326)2] = 4.468E– 04 

                    𝑓偏离平行 = 8 − 5 = 3 

（5）残差Ⅱ变异 
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   差方和
残差Ⅱ

= (1.420 − 1.414)2 + ⋯ + (0.302 − 0.320)2 + (1.425 − 1.431)2

+ ⋯ + (0.313 − 0.326)2 = 0.01052 

                             𝑓残差Ⅱ = 2 × 8 × 2 − 8 = 24 

①失拟项变异 

差方和
模型失拟

= 2 × [(1.420 − 1.414)2 + ⋯ + (0.307 − 0.320)2

+ (1.425 − 1.431)2 + ⋯ + (0.315 − 0.326)2] = 0.00505 

                  𝑓模型失拟 = 2 × 8 − 8 = 8 

标准品失拟项变异： 

差方和
标准品模型失拟

= 2 × [(1.420 − 1.414)2 + ⋯ + (0.307 − 0.320)2] = 0.00360 

         𝑓标准品模型失拟 = 8 − 8/2 = 4 

供试品失拟项变异： 

差方和
供试品模型失拟

= 2 × [(1.425 − 1.431)2 + ⋯ + (0.315 − 0.326)2] = 0.00145 

              𝑓供试品模型失拟 = 8 − 8/2 = 4 

②误差项变异 

差方和
误差

= 0.010517 − 5.056E– 03 = 0.00546 

          𝑓误差 = 2 × 8 × 2 − 2 × 8 = 16 

（3）可靠性测验 

按本通则“三、量反应平行线测定法”中（18）式计算各变异项方差，将方

差分析结果列表进行 F 测验，见表 6-5。 

表 6-5  方差分析及 F测验结果 

变异的来源 自由度 差方和 方差 F P 

试品间 1 0.00108 0.00108 2.46742 0.12932（＞0.05） 

回归 3 6.09729 2.03243 4638.5557 2.732E-33（＜0.01） 

偏离平行 3 4.468E-04 1.489E-04 0.33989 0.79666（＞0.05） 

残差 24 0.01052 4.382E-04   

 

模型失拟 8 0.00505 6.319E-04 1.85125 0.14013（＞0.05） 

标准品 4 0.00360 9.000E-04 2.63698 0.07273（＞0.05） 

供试品 4 0.00145 3.637E-04 1.06553 0.40557（＞0.05） 

 误差 16 0.00546 3.413E-04   

总变异 31 6.10858 0.19705   

注：表中残差为残差Ⅱ 

 

可靠性测验结果判断根据历史数据设定 S 和 T 拟合曲线 R2 应≥0.98，每一



                                                                  2020 年版第二次征求意见稿 

38 
 

剂量组反应值的 RSD 应≤10%。可靠性测验结果判断如下： 

（1）S 和 T 拟合曲线的 R2 分别为 0.997 和 0.999，均符合规定。 

（2）S 和 T 每一剂量组内反应值的 RSD 均＜10%，均符合规定。 

（3）回归项非常显著；偏离平行和失拟检验项均不显著。 

结论：实验结果成立。 

（4）相对效价（PT）及置信区间计算 

相对效价 

R 按约束模型中 S 和 T 拟合曲线 EC50（见表 6-3 中 C 值）的比值计算相对效

价 R。 

R =
26.08

25.11
× 100% = 103.9% 

再按下式计算供试品效价： 

 PT = AT ∙ R =
2.4107

30010−3
× 103.9% = 8.3107（IU/mg） 

采用适宜的计算机软件，按渐进置信区间法计算本次相对效价 R 的置信区间

为 98.3%~109.7%，PT 的置信区间为（7.9～8.8）107IU/mg，R 和 PT 的相对置

信区间均为 94.6%～105.6%估计效价的 94.5%～105.5%。 
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五、质反应的生物实验数据分析 

某些无法定量测量的检验，每个试验单位只有二分的测量结果，例如观察到

动物的存活或死亡，细胞的响应超过或未超过预设的限度等。处理该类检验适用

于质反应测定法。 

质反应测定法与量反应测定法的区别在于，在每个剂量下的 n 次独立重复测

量仅得到一个单一的值，即响应比例。将对数剂量对响应比例作图，通常将得到

S 型的剂量响应曲线。该曲线通常可以通过累积正态分布函数表示。使用累积正

态分布函数的模型通常称为概率单位（probit）模型，使用逻辑斯蒂分布函数的

模型通常称为 logit 模型，两者计算结果不存在有意义的差异，均可接受。常用

Bliss 迭代法计算模型参数。 

 

1.概率单位(Probit)转换的平行线法 

（1）将实验数据输入工作表 I，按工作表 I和工作表 II 的循环迭代 

首先将试验数据输入工作表 I以下数字标识的各列。 

(1)标准品或供试品的剂量 

(2)该剂量下的单位数 m 

(3)该剂量下产生阳性响应的单位数 r 

(4)对数剂量 x 

(5)每组阳性响应的比例 p=r/m。 

从列(6)开始，循环迭代计算结果： 

(6)第一个循环时，列 Y全部填写 0 

(7)累积标准正态分布方程对应的值 Φ = Φ(Y) 

工作表 I的列（8）到列（10）用以下公式计算： 

     （41） 

     （42） 

 

（10）
2

2

mZ
 


         （43） 

工作表 I的列（11）到（15）的 wx，wy，wx2，wy2和 wxy可以由该表的列（4），

（9）和（10）算得，对每供试品和标准品分别计算列（10）到（15）各列之和

（Σ）。 

表十三质反应模型的工作表 I 模板 

 (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) 

 剂量 m r x p Y Ф Z y w wx wy wx2 wy2 wxy 

S . . . . . . . . . . . . . . . 

. . . . . . . . . . . . . . . 

. . . . . . . . . . . . . . . 

         ∑ = ∑ = ∑ = ∑ = ∑ = ∑ = 
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T . . . . . . . . . . . . . . . 

. . . . . . . . . . . . . . . 

. . . . . . . . . . . . . . . 

         ∑ = ∑ = ∑ = ∑ = ∑ = ∑ = 

 

将工作表 I计算得到的求和转移至工作表 II中的列（1）到（6），通过以下

公式计算工作表 II 列（7）到（12）： 

     （44） 

     （45） 

     (46) 

     （47） 

     （48） 

表十四质反应模型的工作表 II 模板 

 (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) 

 ∑w ∑wx ∑wy ∑wx2 ∑wy2 ∑wxy Sxx Sxy Syy x  y  a 

S . . . . . . . . . . . . 

T . . . . . . . . . . . . 

       ∑ = ∑ =     

 

供试品和参照标准品的共同斜率参数 b 由以下公式算得： 

      （49） 

供试品和参照标准品的截距参数 a 由以下公式算得，并填入工作表 II 的列

（12）： 

       （50） 

用 y a bx  公式计算并替换工作表 I中的列（6），开始重复循环，直到两个

循环计算出的 Y值差异足够小后停止（例如，两个连续循环中算得的 Y值差异小

于 10-8）。 

（2）可靠性测验 

通过对变异的分析，以测验 S 和 T 的对数剂量和反应的关系是否显著偏离线

性和平行性。S 和 T 需至少涵盖 3 个剂量，偏离线性的程度可以通过以下方法测

量。在工作表 II 中增加第 13 列，由公式 51 计算： 
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     （51） 

对工作表 II第13列的计算结果求和得到χ2值，以自由度 f=K–2h查 χ2表（K=dh，

d 为每个测试品的浓度数；h 为总的测试品数目，只有一个标准品和一个供试品，

则 h=2），可得到尾区概率 P。当 P<0.05 或 P<0.01，即为在此概率水平下对线性

的偏离线性有显著意义。 

偏离平行性的程度可以通过以下方法测量。工作表 II 中的数据通过公式 52

计算得到 χ2 值，以自由度 f=h-1 查 χ2 表，可得到尾区概率 P。当 P<0.05 或 P<0.01，

即为在此概率水平下对平行性的偏离有显著意义。 

       （52） 

可靠性检验结果，偏离线性和平行性应不显著（P>0.05）。显著偏离线性应

当复试。实验者在剂量设置时应当尽可能保证 S 和 T 的对数剂量均覆盖各自 S

型曲线半数反应量的两侧，即最低稀释度有半数以上的动物响应，最高稀释度有

半数以下的动物响应。同时，S和 T曲线的水平距离应当尽可能小，以充分保证

拟合的稳健性和检验结果的可靠性。 

显著偏离线性应当复试，但如果有理由保留该检验，公式需要微调。公式（56）

中的 t 应当修正为偏离线性检验中相同自由度 f=K–2h 对应的 P=0.05 处的 t 值，

s2 应当修正为偏离线性检验中的 χ2 值除以自由度 f=K–2h。 

同时，平行性检验也需要微调。平行性检验的 χ2 值除以自由度 f=h-1 后，再

除以上述计算得到的 s2，得到一个 F 比率值，分子和分母分别对应自由度 f=h-1

和 f=K-2h，在 0.05 的显著水平上进行 F 检验以判断平行性。 

 

（3）效价（PT）及可信限（FL）计算 

按工作表 II 得到的 aT、aS、b、Sxx、 Sx 、 Tx ，带入公式 53~58，计算 M、R、

PT和 FL 等。 

T Sa a
M

b


         （53） 

式中 aT为供试品的截距参数，aS 为标准品的截距参数。 

anti lgR M            （54） 

T TP A R           （55） 

2

2 2 2
( 1.96,  1)

xx

xx

b S
H t s

b S s t
  






     (56) 

1 1

S T

L
w w

 
 

            (57) 
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PT 的   2FL anti lg ( 1)( ) ( 1) ( )T S T xx S TA HM H x x H L S H M x x         
  

 (58) 
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2 半数反应量计算 

半数反应量包括半数有效量（ED50或 IC50）和半数致死量（LD50）等，是衡量

药物有效性和安全性的常用指标，在质反应测定法中，表现为百分之五十单位响

应时的剂量。供试品的半数反应量常用 probit 或 logit 模型计算，通过 Bliss

迭代法具体实现。 

Bliss 迭代法按“质反应分析模型”章节的步骤开展，按“可靠性测验”章

节进行线性检验，不需要进行平行性检验。 

按工作表 II得到的 a、b、Sxx、 x ，带入公式 61-65，计算 M、ED50和 FL 等。 

a
M

b




                                                                 

(61) 

50ED anti lg M                         (62) 

2

2 2 2
( 1.96,  1)

xx

xx

b S
H t s

b S s t
  




                                     

(63) 

1
L

w



                                                                 

(64) 

ED50 的   2FL anti lg ( 1) ( 1) ( )S xxHM H x H L S H M x        (65) 

4. 实例 

例 7：吸附白喉疫苗的效价测定   通则 3505 豚鼠毒素攻击法（仲裁法） 

白喉疫苗（估计效价为 140 u/瓶）与标准品（标示效价 132 u/瓶）对照检验。

制备如表 9-1 所示的 1mL 针剂，注射经随机分组的豚鼠。一段时间后，向豚鼠

注射白喉毒素，存活的豚鼠数在表 7-1 中记录。 

 

表 7-1  吸附白喉疫苗效价测定的试验设计和原始数据 

标准品（S） 

标示效价 136u/瓶 

供试品（T） 

估计效价 140u/瓶 

剂量(u/mL) 注射豚鼠数 存活豚鼠数数 剂量(u/mL) 注射豚鼠数 存活豚鼠数数 

1.0 

1.6 

2.5 

4.0 

12 

11 

12 

11 

0 

2 

6 

10 

1.0 

1.6 

2.5 

4.0 

11 

11 

12 

12 

0 

3 

9 

11 

 

（1）输入实验数据，进行工作表 I 和工作表 II 的循环迭代 

使用 probit 模型，通过 Bliss 迭代法计算出收敛后的工作表 I（表 7-2）和工

作表 II（表 7-3）。 

 

表 7-2   收敛后的工作表 I 

疫苗 剂量 m r x p Y Ф Z y w wx wy wx2 wy2 wxy 
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(u/mL) 

S 1.0 12 0 0.000 0.000 -2.30 0.011 0.029 -2.676 0.91 0.00 -2.44 0.00 6.54 0.00 

1.6 11 2 0.470 0.182 -1.08 0.141 0.223 -0.893 4.54 2.13 -4.05 1.00 3.62 -1.90 

2.5 12 6 0.916 0.500 0.08 0.532 0.398 0.000 7.62 6.98 0.00 6.40 0.00 0.00 

4.0 11 10 1.386 0.909 1.30 0.903 0.171 1.334 3.69 5.12 4.93 7.10 6.58 6.83 

T 1.0 11 0 0.000 0.000 -1.90 0.029 0.066 -2.337 1.70 0.00 -3.97 0.00 9.28 0.00 

1.6 11 3 0.470 0.273 -0.68 0.248 0.317 -0.603 5.91 2.78 -3.56 1.31 2.15 -1.67 

2.5 12 9 0.916 0.750 0.48 0.684 0.356 0.664 7.03 6.44 4.67 5.90 3.10 4.28 

4.0 12 11 1.386 0.917 1.70 0.955 0.094 1.289 2.50 3.47 3.22 4.80 4.16 4.47 

 

表 7-3     收敛后的工作表 II 

疫苗 ∑w ∑wx ∑wy ∑wx2 ∑wy2 ∑wxy Sxx Sxy Syy x  y  a 

S 16.76 14.24 -1.57 14.50 16.73 4.93 2.41 6.26 16.58 0.85 -0.09 -2.30 

T 17.13 12.68 0.36 12.01 18.69 7.07 2.62 6.81 18.68 0.74 0.02 -1.90 

 

（2）可靠性测验 

检验线性。4 个自由度的 χ2 值是 0.340 + 1.022 = 1.361，对应 P=0.851，统计

学不显著。检验平行性。1 个自由度的 χ2 值是
213.06

(16.25 17.66) 0.001
5.03

   ，相

应的 p 值是 0.974（此处 p 值使用修约后的 χ2=0.001 计算），统计学不显著。 

结论：偏离线性、平行性不显著，试验结果成立。 

（3）效价（PT）及可信限（FL）计算 

效价（PT）及可信限（FL）的计算，按 53~58 式计算。 

1.900 ( 2.297)
0.153

2.595

T Sa a
M

b

   
    

anti lg anti lg(0.153) 1.166R M    

140UI 1.166 /163.2T TP A R u      

2 2

2 2 2 2 2 2

2.595 5.034
1.128  ( 1.96,  1)

2.595 5.034 1 1.960

xx

xx

b S
H t s

b S s t


    

   




 

1 1 1 1
0.118

16.764 17.134
S T

L
w w

    
 

 

  
  

2

2

FL anti lg ( 1)( ) ( 1) ( )

            140UI anti lg 0.159 0.128 0.594 1.128 0.044

            124.5 ~ 216.3( /

T S T xx ST TA HM H x x H L S H M x xP

u
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例 8：肉豆蔻提取物（PDK）对癌细胞的半数抑制率（IC50）计算 

采用 MTT 法，取对数生长期的 SGC-7901 细胞以 100μl·well-1 接种于培养

板内，培养 12h。分别加入含不同浓度 PDK 药物的培养液 100μl·well-1，每个

浓度 3 个复孔，同时设阳性对照阿奇霉素和空白对照孔。受试物 6 个剂量终浓度

分别为 25、50、100、200、400、800μg·mL-1，阳性对照药阿奇霉素终浓度为

5μg·mL-1，将培养板孵育 4h 后，各孔加入 MTT 溶液（5 mg·mL-1）20μL，

同样条件继续孵育 4h 后终止培养、处理后，在 570nm 处测各孔 OD 值，计算抑

制率（%），以 Bliss 法计算药物对肿瘤细胞体外增殖的 IC50。试验设计和结果如

表 10-1 所列。 

（1）输入实验数据，进行工作表 I 和工作表 II 的循环迭代 

使用 Probit 模型，通过 Bliss 迭代法计算出收敛后的工作表 I（表 8-2）和工

作表 II（表 8-3）。 

 

表 8-1PDK 对 SGC-7901 细胞抑制试验设计和原始数据 

受试物浓度 

（μg·mL-1） 

抑制率 

（%） 

25 

50 

100 

200 

400 

800 

8.18 

10.1 

22.6 

28.9 

67.3 

73.0 

 

表 8-2   收敛后的工作表 I 

药品 

受试物浓度 

（ μ

g·mL-1） 

m r x p Y Ф Z y w wx wy wx2 wy2 wxy 

T 25 100 8.18 3.219 0.082 -1.64 0.050 0.104 -1.338 22.49 72.39 -30.09 233.00 40.27 -96.86 

50 100 10.1 3.912 0.101 -1.19 0.118 0.198 -1.271 37.55 146.89 -47.72 574.62 60.66 -186.70 

100 100 22.6 4.605 0.226 -0.73 0.233 0.306 -0.752 52.36 241.13 -39.37 1110.46 29.60 -181.30 

200 100 28.9 5.298 0.289 -0.27 0.393 0.384 -0.542 61.97 328.36 -33.59 1739.73 18.21 -177.97 

400 100 67.3 5.991 0.673 0.18 0.573 0.392 0.439 62.87 376.71 27.60 2257.06 12.12 165.38 

800 100 73.0 6.685 0.730 0.64 0.739 0.325 0.613 54.73 365.85 33.52 2445.54 20.54 224.10 

 

表 8-3    收敛后的工作表 II 

药品 ∑w ∑wx ∑wy ∑wx2 ∑wy2 ∑wxy Sxx Sxy Syy x  y  
a 

T 291.98 
1531.32 

-89.

65 8360.42 181.38 

-253.3

5 

329.1

1 

216.8

2 153.86 5.24 

-0.3

1 

-3.7

6 

 

（2）可靠性测验 

检验线性。4 个自由度的 χ2 值是 11.011，对应 P=0.264，统计学不显著。 

结论：偏离线性不显著，试验结果成立。 



                                                                  2020 年版第二次征求意见稿 

46 
 

（3）IC50 及可信限（FL）计算 

IC50 及可信限（FL）的计算，按 61-65 式计算。 

3.762
5.711

0.659

a
M

b


    

1IC50 anti lg anti lg(5.711) 302.09( )M g mL      

2 2

2 2 2 2 2 2

0.659 329.11
1.028  ( 1.96,  1)

0.659 329.11 1 1.960

xx

xx

b S
H t s

b S s t


    

   




 

1 1
0.0034

291.975
S

L
w

  


 

  2

1

ED50 FL anti lg ( 1) ( 1) ( )

                  252.255 ~ 371.222( )

S xxHM H x H L S H M x

g mL 
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六、实验结果的合并计算 

 

同一批供试品重复 n次测定，所得 n个测定结果，可用合并计算的方法求其

效价 PT的均值及其 FL。 

参加合并计算的 n个结果应该是： 

(1)各个实验结果是独立的，完整的，是在生物动物来源、实验条件相同的

情况下，与标准品同时比较所得的检定结果(PT)。 

(2)各次检定结果，经用标示量或估计效价（AT) 校正后，取其对数值(lgPT)

参加合并计算。计算时，令 lgPT=M 

n次实验结果的合并计算可通过下列两种方式进行。 

方式 1 

假定 n个独立测定结果的 M值呈正态或近似正态分布，则可使用如下公式计

算其均值、标准差和标准误。 

均值
1

M / n
n

i

i

M


          

(66)

 

标准差
2

1

1
( )

1

n

i

i

S M M
n 

 

       

(67)

 

标准误 /
M

S S n          (68) 

均值在 100（1-α）%的置信区间为 1, /2n M
M t S   (69) 

这里，Mi是第 i 次结果的对数效价值； 1, /2nt  是具有 n-1 自由度的 t 分布的

上 / 2 的 t值（或双侧 α 的 t值）。 

 
方式 2 

假定 n 个独立实验均给出了对数效价值和相应的 SMi或置信上下限，以及自

由度，n 次实验结果共 n个 M值，按（7035）式进行 χ2测验： 

 

2

2 2 2 1

1 1

1

( )

( )

1

n

i in n
i

M i i i i n
i i

i

i

w M

w M M w M

w

f n

 

 



   

 


 


  (70) 

 

式中  wwi为各次实验结果的权重，相当于各次实验 SM平方的倒数，即 
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W=1/S2
M                              (36)                                           

2

1

i

i

M

w
S


       (71) 

1

n

i

i

w w


         

(72)

 

 

按（7035）式的自由度（f) 査χ2
值表（表十二十五），得χ2

（f）0.05査表值； 

 

表十二五 χ2值表（P=0.05） 

 

当χ2计算值小于χ2
（f）0.05查表值时，认为 n 个实验结果均一，可按（3773)

式、（3874)式、（3975)式计算 n个 MMi的加权均值M 、
M

S 及其 FL。 

       M =Σ（WM）/ΣW                        （37） 

1

1

( )
n

i i

i

n

i

i

w M

M

w









        (73)  

1

1
nM

i

i

S

w





         (38) 
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1

1
nM

i

i

S

w





         (74) 

 合并计算的自由度（f) 是 n 个实验结果的 s2自由Σ度之和。
if f ，按

此 f査 t值表（表一）得 t值。 

M 的 .
M

FL M t S          (7539) 

TP 及其可信限按（4076）式、（7741）式计算： 

lgTP anti M          (7640) 

TP 的 FL= lg( )
M

anti M tS        （7741） 

FL%按（8）式计算 

 

当χ2计算值大于χ2
（f）0.05查表值时，认为则 n 个实验结果不均一，可用下列

以下方法进行合并计算。 

 

(1)如为个别实验结果影响 n 次实验结果的均一性，可以剔除个别结果，将

其余均一的结果按以上（73）-（77）公式进行合并计算，但剔除个别结果应符

合“特异反应异常值剔除”的要求。 

 

(2)如果 n 次实验结果的不均一性并非个别实验结果的影响，则按（7842)

式、（7943)式计算校正权重 W’,如经公式（43）计算结果为负值，可以删除减号

后面一项，计算近似的 2

mS 和各次实验的 W'。用 W'和 'W 代替公式（7337)式、

（7438) 式中 W 和 W 计算M 、
M

S  ,再按（7539)式、（7640)式、（7741)

式计算M 的 FL、 TP 及其 FL。 

 

各结果的校正权重
2 2

1
'

iM M

W
s s




        （78） 

式中  
2

iMs 为实验内变异，即 W的倒数 
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2

M
s

为实验间变异，其计算公式为：

2

2
( )

n( 1)

i

M

M M
s

n







 （79） 

此时，计算M 的置信限时，t 值通常取 2 即可。 

 

3. 实例 

例 96 肝素钠 5 次测定结果的合并计算 

测定结果见表 96-1。 

表 96-1 肝素钠的效价测定结果 

 
按（7035）式计算： 

 

查表十五二， ，p>0.05 

χ2计算值 1.86<χ2
（4）0.05查表值，5次结果均一。 

按（7337）-（7741）式 

 

5次实验均用（3.3)法，随机设计，每剂 5管，各次实验 S2的自由度 fi均为：

fi=29-5=24。 
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合并计算的自由度 f=5×24=120， t=1.96 

 
 

例 107  胰岛素 6 次效价测定结果的合并计算 

测定结果见表 107-1。 

表 107-1  胰岛素效价测定结果 

 

按（7035）式： 

 

2 计算值 19.70> 2

(5)0.05 查表值，6 次结果不均一，经特异反应剔除计算（公式 10）

异常值剔除，无个别删除结果。 

按（42）式、（43）式计算： 

12.1094-8.5221
2
/6      0.013 272 06 

S
2
m=-----------------  -  -------------- = 

6-1                 6 

  0.001 007-0.002 212=-0.001 007。 

计算结果为负数，可删除减号后面项，  

计算各次实验结果的差方 、
2 2

M M
S S 、校正权重W’、 ，见表 7-2 

按（78）式、（79）式计算各次实验结果的差方和（ 2 2

M M
S S ）、校正权重

W’、 ，得表 10-2[T5] 
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M =11867.22826544.42/8505.6119233.51=1.3951.3801 

1 1
0.00721

' 19233.51
mS

W
    

lg1.3801 23.99TP anti  （u/mg） 

TP 的 FL= lg(1.3801 2 0.00721)anti   =23.63~26.1223.21~24.80（u/mg） 

FL%=
24.80 23.21

100% 6.63%
23.99


    

 

 

表 10-2 胰岛素测定结果不均一时计算表 

PT(u/mg) M(lgPT) MS  
M

S  2 2

M M
S S  W' W'M 

25.91 1.4135 0.09603 0.005303 0.009249886 108.1094 152.8092 

23.15 1.3646 0.006202 0.005303 0.000066590 15017.25 20491.8 

27.48 1.4390 0.02609 0.005303 0.000708813 1410.809 2030.177 

28.39 1.4532 0.03177 0.005303 0.001037458 963.8943 1400.698 

27.56 1.4403 0.0356 0.005303 0.001295485 771.9115 1111.768 

25.79 1.4115 0.03181 0.005303 0.001040001 961.5372 1357.163 

  8.5219 
   

19233.51 26544.42 

 

PT(u/mg) M(lgPT) MS  
M

S  2 2

M M
S S  W' W'M 

25.91 1.4135 0.09603 0.0129849 0.009390369 150.53 150.53 

23.15 1.3646 0.006202 0.0129849 0.000207072 6589.96 6589.96 

27.48 1.4390 0.02609 0.0129849 0.000849296 1694.35 1694.35 

28.39 1.4532 0.03177 0.0129849 0.001177941 1233.68 1233.68 

27.56 1.4403 0.0356 0.0129849 0.001435968 1003.02 1003.02 

25.79 1.4115 0.03181 0.0129849 0.001180484 1195.70 1195.70 
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  8.5221 
   

8505.61 11867.228 

 
 

 

五八、符号[T6] 

A 平行线模型中，SM计算公式中的数值； 

四参数回归方程中剂量→0时的 y值 

AT  供试品的标示量或估计效价 

B 平行线模型中，SM计算公式中的数值； 

四参数回归方程中半数反应量（EC50）处的斜率因子； 

回归线的斜率 

C 平行线模型中，缺项所在列各反应值之和； 

四参数回归方程中的半数反应量（EC50），为 y=(A+D)/2时对应的剂量 

Ci平行线模型中，可靠性测验用正交多项系数 

D 平行线模型中，效价计算用系数值，当标准品与待测品剂量数一致时，为 dS 高

/dT 高；当标准品剂量数比待测品剂量数多时，为 dS 高/dT 高▪(1/√r)；反之，则

dS 高/dT 高▪ √r； 

四参数回归方程中剂量→∞时的 y值 

ds1, ds2…dsd  标准品的各剂量 

dTl，dT2…dTd 供试品的各剂量 

d 四参数回归方程中标准品或供试品的各剂量 

EC50 或 ED50  半数反应量。在四参数量反应中指能引起 50%最大反应强度的药

量，在质反应中指引起 50%实验对象出现阳性反应时的药量。 

F 两方差值之比，用于方差分析等 

FL 可信限 

FL% 可信限率 

f  自由度 

G 缺项补足式中除缺项外各反应值之和 

g 回归的显著性系数. 

H 95%置信区间的调整参数（质反应资料计算的中间值，无实际意义） 

I平行线模型中，S 和 T相邻髙低剂量比值的对数，I= lgr  

J1，J2…  Dixon异常值检验中特异反应异常值剔除用的 J 值（显著性判断标准） 

K  S和 T的剂量组数和 

（k+k’）,k.k’  S或 T的剂量组数 

L  供试品和参照品的权重倒数和（质反应资料计算的中间值，无实际意义） 

M  S 和 T 的对数等反应剂量之差，即效价比值(R)的对数，M=lgR。合并计算中

M=lgPT 

m  平行线测定法或四参数回归计算法中各剂量组内反应值的个数或动物数 

n  S和 T反应个数之和 

ns  最小效量法 S 反应的个数 

nT  最小效量法 T 反应的个数 

n 四参数回归计算法中 S 或 T 的剂量组数 

P  概率 
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p  在质反应资料的 Probit计算中的 r/n 比值。 

PT, PU  供试品（T 、U )的测得效价 

R  S和 T等反应的剂量（效价）比值; 

随机区组设计中计算缺项反应值公式中的缺项所在行反应值之和; 

 

 S和 T相邻高低剂量的比值; 

四参数回归计算法中供试品的相对效价 

R2  拟合曲线决定系数 

RSD 相对标准偏差 

r  平行线模型中，S和或 T相邻高低剂量的比值，即稀释剂间距的表达； 

质反应数据中处理组内出现阳性反应的样本数 

S 标准品 

S1, S2…平行线测定标准品（S）各剂量组反应值之和，等于 S各剂量组的 ( )ky  

SM  M的标准误 

s
2
  实验的误差项 

2

M
S

 
合并计算中各次实验间的差方 

 

mS 合并计算中各次实验间的差方合并计算中校正均值的标准误 

T 供试品 

T1,T2… 平行线测定供试品（T )各剂量组反应值之和，相当于 T 各剂量组的

( )ky  

t 可信限计算用 t值，见表一 

U 供试品的另一符号 

U1，U2…  平行线测定供试品（U）各剂量组反应值之和，相当于 U 各剂量组的

( )ky  

u  供试品的效价单位 

V  平行线测定效价计算用数值，见表七十二 

W  同 V 平行线测定效价计算用数值，见表七; 

W  合并计算中为各次实验结果的权重 

W’ 合并计算中各次实验结果的校正权重 

Wc 权重系数 

nWc 权重 

x  平行线模型中的对数剂量，x=lgd； 

四参数模型的实际剂量（相当于 d） 

xs  S的对数剂量或 S的对数最小效量 

xT  T的对数剂量或 T的对数最小效量 

S：直线测定法中，S的对数剂量均值或 S 组的对数最小剂量的均值 
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T：直接测定法中，T的对数剂量均值或 T 组的对数最小效量的均值 

y  反应值或其规定的函数 

ya 、ym  特异反应所在组的两极端值 

yi,j,k   四参数回归计算法中标准品或供试品每个剂量水平的反应值；其中 i 表示  

     S 或 T 处理组，i=0 时为 S 处理组，i=1 时为 T 处理组；j 表示第 j 个剂量 

组；k 表示每一剂量水平的第 k 个重复数 

y
^

i,j（fm） 四参数自由拟合方程每一剂量水平的拟合值 

y
^

i,j(cm  ) 四参数约束拟合方程每一剂量水平的拟合值 

y   四参数回归计算法中 S 和 T 处理组所有反应值的平均值 

yi   四参数回归计算法中 S 或 T 处理组所有反应值的平均值 

yi,j  四参数回归计算法中 S 或 T 第 j 个剂量组内反应值的平均值 

Z  正态分布的临界值 

 

  总和 

( )ky   S和 T各剂量组反应值之和 

( )my S和 T各剂量组内各区组反应值之和 

χ2  卡方 

Φ 累积标准正态分布函数 

 
 


