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生物技术 细胞计数 

第 2 部分：细胞计数方法质量控制的实验设计和统计分析 

1 范围 

本文件提供了一种通过源自稀释系列实验设计和统计分析的质量指标来评估特定细胞制备物的细

胞计数测量过程质量方面的方法。这些质量指标基于测量的重复性以及结果与理想稀释比例响应的符合

程度。该方法适用于总细胞计数、差异细胞计数、直接细胞计数和间接细胞计数测量过程，前提是测量

过程符合实验设计的标准（如细胞悬浮于溶液中）。 

本方法在细胞计数方法的开发、优化、验证、评估和/或细胞计数测量过程的确认期间最为适用。 

本方法特别适用于没有适当的参考材料来评估准确性的情况。本方法不直接提供细胞计数的准确性。 

本方法主要适用于真核细胞。 

注：存在若干针对特定行业/应用的国际和国家标准用于细胞计数。因此，在适用范围内，参考现

有标准的操作会非常有帮助。 

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。 

ISO/WD 20391-1，生物技术-细胞计数-第1部分：细胞计数方法通则 

VIM JCGM 200：2012，国际计量词汇 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

术语和定义 

ISO 和 IEC 维护术语数据库，以供在以下地址进行标准化使用： 

— ISO 在线浏览平台： https：//www.iso.org/obp 

— IEC 电子百科：http：//www.electropedia.org/ 

3.1.1  

精度 accuracy 

<测量值> 

测量的量值与测量的真实量值之间的一致度 

[来源：VIM JCGM 200：2012] 

3.1.2  

偏差 Bias 
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<测量值> 

系统测量误差的估计 

注1：系统测量误差是测量误差的一个组成部分，它在重复测量中保持恒定或以可预测的方式变化。

系统测量误差的参考量值是真实的量值，或测量不确定度可忽略的测量标准的测量量值，或常规量

值。 

注2：也定义为测试结果的期望与可接受的参考值(ISO 3534-1)之间的差值。 

3.1.3  

细胞浓度 cell concentration 

单位体积细胞数 

注1：通常用于悬液中的细胞(如每毫升细胞数)。 

注2：细胞浓度可指细胞总数或体积内特定细胞子集的计数(如每毫升活细胞数)。 

3.1.4  

细胞计数 cell count 

被测细胞的离散数 

注1：悬浮细胞的细胞计数通常用细胞浓度表示。 

3.1.5  

细胞计数过程 cell counting 

测定细胞计数的测量过程 

3.1.6  

细胞悬液 cell suspension 

分散在液体基质中的单个细胞或细胞聚集体 

3.1.7  

碎片 Debris 

<细胞悬液> 

生物或非生物来源的细胞片段和/或颗粒 

3.1.8  

细胞差异计数 differential cell count 

细胞亚群的细胞计数，通过测量中确定的至少一个不同的细胞属性将其与其他细胞亚群区分开来 

注1：由差异细胞计数得出的浓度可以用绝对浓度表示，也可以用相对于总细胞数或另一个预定义

群体的相对度量(即百分比)表示。 

3.1.9  

稀释比例 dilution fraction 

溶液中溶质浓度从原始浓度降低的比率 

注1：稀释分数的取值范围为0到1。 

注2：稀释分数有时也被称为“稀释比”或“稀释系数”。 

例1：细胞悬液(溶液)中细胞(溶质)的浓度从悬液中细胞的起始浓度降低的比率。 

3.1.10  

稀释系列 dilution series 

同一物质浓度增加或减少的一组溶液 

注1：稀释系列可通过连续稀释或独立稀释生成。 

注2：对于细胞悬液，稀释系列是一组细胞浓度增加或减少的悬浮液。 

3.1.11  

实验设计 experimental design 
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计划一项研究以达到特定目标的过程 

注1：为参与者分配实验条件的计划以及与该计划相关的统计分析。通常，这包括对自变量、因变

量、参与者人 数和抽样策略、将参与者分配到实验条件的程序以及给出测试任务的顺序的说明。 

[参考：ISO/IEC 25062：2006] 

3.1.12  

独立稀释 independent dilution 

每次稀释都独立于其他稀释进行的稀释系列 

条目1注：通常独立稀释系列是直接从普通原液中以预先指定的(或目标)稀释分数生成的。 

3.1.13  

中间精密度 intermediate precision 

<测量条件> 

一组条件中的测量条件，包括相同的测量程序、相同的位置和在一段较长时间内对相同或类似的物

体进行重复测量，但可能包括涉及变化的其他条件 

注1：这些变化可能包括新的校准、校准器、操作人员和测量。 

注2：操作人员偏差特指由人为操作人员经验引起的误差。[来源： VIM JCGM 2002：2012] 

3.1.14  

定量限 limit of quantitation 

(LOQ) 

 <用于细胞计数> 

可使用特定分析方法以适当的精密度和准确度定量测定样品中的最低细胞计数 

注1：定量限描述了样品基质中低水平细胞的定量测定。 

3.1.15  

线性 linearity 

在给定范围内，分析方法获得与样品中分析物的浓度(量)成正比的测试结果的能力 

[来源：ICH分析方法验证：文本和方法学Q2(R1)，修改。] 

注1：在细胞计数中，分析物浓度是指样品中细胞(总细胞或差细胞)的浓度 

注2：当一组测量值在给定输入的范围内呈线性时(同时所有其他输入和测量条件保持恒定)，测量

值的期望值可以表示为恒定偏置项和输入参数乘以固定常数的总和。 

3.1.16  

被测变量 measurand 

拟测量的数量 

[来源：VIM JCGM 200：2012， 2.3，修改-注释和示例未被接管。] 

3.1.17  

测定稀释分数 measured dilution fraction 

通过可追溯测量验证的稀释分数 

注1：例如，液体的体积可以通过使用具有适当灵敏度的校准和可追溯的刻度测量液体的质量(考虑

密度)来验证。 

3.1.18  

测量模型 measurement model 

在一次测量中已知的所有量之间的数学关系 

注1：测量模型的一般形式为方程h(Y， X1，…，Xn) = 0，其中测量模型的输出量Y为被测量，其

量值由测量模型X1，…，Xn的输入量信息推断出来。 

注2：灵活模型是一种测量模型，旨在捕捉与理想模型所描绘的行为的系统偏差。 
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3.1.19  

测量过程 measurement process 

<用于细胞计数测量> 

获得细胞计数的整个过程 

注1：测量过程可包括样品制备程序、测量系统、其设置(如孔径选择、细胞尺寸选通、放大倍率、

光照时间等)和 数据分析。 

3.1.20  

测量精度 measurement precision 

在规定条件下对相同或类似物体进行重复测量而获得的指示或测量量值之间的一致性 

注1：在规定的测量条件下，测量精度通常用不精确的测量值，如标准差、方差或变异系数(CV)来

表示。 

注2：“规定条件”可以是，例如，测量的重复性条件，测量的中间精度条件，或测量的再现性条

件(见ISO 5725-1：20 94) 。 

[来源：VIM JCGM 200：2012， 2.15，修改-注释未被接管。] 

3.1.21  

比例 proportionality 

无论范围如何，分析程序获得与样品中的分析物浓度（量）直接成比例的测试结果的能力 

注1： 在细胞计数中，分析物的浓度指的是样品中细胞（总数或差异数）的浓度。 

注2： 当一组测量结果与给定的输入参数成比例时，即在输入参数的值变化时，测量值的期望值与

测量所采取的输入参数值之比保持恒定（同时保持所有其他输入和测量条件不变）。 

注3：当一组测量值在给定的输入范围内呈现比例性时，则： 

𝑌=𝑐X 

其中Y，测量值的期望值表示为输入参数(X) 乘以固定常数(c)，没有偏差项。 

3.1.22  

比例常数 proportionality constant 

将测量值与输入参数直接联系起来的常数乘法因子 

3.1.23  

比例指数 proportionality index 

<细胞计数> 

对于稀释系列实验设计的比例关系偏离的度量指标 

注1：比例指数(PI)是特定于被评估的细胞制备和细胞计数测量过程的。 

3.1.24  

p值 p-value 

统计假设检验的输出 

注1：p值的获取方式如下：在原假设成立的假设下，检验统计量的分布被确定，称为零分布。p值

是从零分布中计算出来的，作为观察到与从实际数据中获得的检验统计量相同或更极端的检验统计

量的概率。 

注2：根据所考虑的假设集的不同，极值可以有不同的含义。当没有指定备选假设时，“更极端”

通常意味着在零分布下发生的可能性更小。当给定一个特定的备择假设时，在备择假设为真的假设

下，检验统计量的分布被确定，称为备择分布。在这种情况下，“更极端”通常意味着更小的似然

比(即在零分布下分配给给定检验统计量的密度除以在备用分布下分配给该检验统计量的密度)。 
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注3：产生低于预选阈值(通常为0.05)的p值的数据通常被解释为提供了足够的证据来拒绝零假设

(如果指定，则支持备选假设)。虽然产生的p值大于预选阈值的数据不能提供足够的证据证明零假

设为假，但它们也不能证明零假设为真。 

3.1.25  

数量 quantity 

一种现象、物体或物质的性质，该性质有一个大小，可以用数字和参考来表示 

[来源：VIM JCGM 200：2012] 

3.1.26  

量的值 quantity value 

数和参考值一起表示量的大小 

[来源：VIM JCGM 200：2012] 

3.1.27  

范围/适用性范围 range/applicability range 

分析方法已被证明具有适当的精密度、准确度和线性水平的数量区间 

3.1.28  

参考物质 reference material 

参考标准 reference standard 

被确定为适合用于测量或检查名义属性的特定物质，具有与指定属性相关的足够均匀且稳定的特性 

[来源：VIM JCGM 200：2012] 

3.1.29  

参考方法 reference method 

参考测量程序 reference measurement procedure 

被认可的测量程序，其测量结果适用于评估通过其他测量程序获得的同类量值的测量准确度，用于

校准或表征参考物质 

[来源：VIM JCGM 200：2012] 

3.1.30  

测量的重复性条件 repeatability condition of measurement 

 一组条件中的测量条件，包括相同的测量程序、相同的操作人员、相同的测量系统、相同的操作

条件和相同的位置，并在短时间内对相同或类似的物体进行重复测量 

注1： 测量条件仅是相对于一组指定的重复性条件而言的重复性条件。 

[来源：VIM JCGM 200：2012] 

3.1.31  

可重复性 repeatability 

<测量结果> 

在规定的测量条件下的测量精度 

注1：重复性也可以被认为是在相同的测量条件下进行的同一测量的连续测量结果之间的一致性的

密切程度[3] 

[来源：VIM JCGM 200：2012， 2.21，修改-添加了新术语，并将“一组可重复性”替换为“定义

的”。] 

3.1.32  

再现性 reproducibility 

<测量结果> 

同一测量的测量结果与在改变的测量条件下进行的测量结果之间的一致性 
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[来源：CLSI (2007).]H20-A2参考白细胞(WBC)差异计数(比例)和仪器方法评估，第2版。 

3.1.33  

残差 residual 

<在数值分析中> 

因变量的观测值与预测值之间的数值差异 

3.1.34  

样本 sample 

从系统中取出的一个或多个部分，旨在提供该系统的信息 

注1： 通常样本用作对系统或其生产进行决策的依据 

注2：例如，从较大体积的细胞悬液中提取较小体积或等比的细胞悬液[3] 。 

[来源：ISO 15198：2004，修改-“总体”替换为“系统”] 

3.1.35  

选择性 selectivity 

测量系统的性质是指在使用特定测量程序时，该系统能够提供一个或多个可测量的量值，使得每个

被测量量的数值与其他被测量量或现象、物体或被研究物质中的其他数量无关。 

[来源：VIM JCGM 200：2012， 4.13，修改-删除了一个术语，并没有保留所有注释和示例。] 

3.1.36  

连续稀释法 serial dilution 

一种物质在溶液中的逐步稀释，其中浓度的降低是累积的，随着每次稀释而减少 

注1：在连续稀释系列中，除第一次稀释外的所有稀释都依赖于前一次稀释。 

3.1.37  

细胞原液 stock cell solution 

足够高的浓度和足够稳定（随时间推移）的细胞悬液，以便在实验期间稀释成工作浓度 

3.1.38  

系统误差 systematic error 

<测量>  

在重复测量中保持恒定或以可预测的方式变化的测量误差的组成部分 

注1：系统测量误差的参考量值是真实量值，或测量不确定度可忽略的测量标准的测量量值，或常

规量值。  

注2：系统测量误差及其原因可以是已知的，也可以是未知的。修正可用于补偿已知的系统测量误

差。 

注3：系统测量误差等于测量误差减去随机测量误差。 

[来源：VIM JCGM 200：2012] 

3.1.39  

目标稀释分数 target dilution fraction 

用一定体积的溶液稀释得到的稀释分数 

3.1.40  

检测样本 test sample 

为所关注的测量方法而准备的样品的小份试样 

注1：一般来说，测试样品具有其制备样品的代表性，有时被称为“代表性测试样品”。 

3.1.41  

细胞总数 total cell count 

所有细胞的细胞计数，与细胞的属性无关 
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3.1.42  

真实计数 true count 

<或真量值> 

与一个量的定义相一致的量值 

注1：在描述测量的误差法中，真实的量值被认为是唯一的，并且在实践中是不可知的。不确定性

方法要认识到 

，由于数量定义中固有的不完整的细节量，不存在单一的真量值，而是一组与定义一致的真量值。

然而，这组值在原则上和实践中都是不可知的。其他方法完全抛弃了真量值的概念，而依靠测量结

果的计量相容性的概念 来评估其有效性。 

注2：在基本常数的特殊情况下，该量被认为只有一个真量值。 

注3：当与被测量量相关的定义不确定性被认为相对于其他测量不确定性成为可以忽略的因素时，

被测量量可以被视为具有"基本上唯一"的真实数量值。这是GUM（Guide to the Expression of 

Uncertainty in Measurement，测量不确定度表达指南）及相关文件所采用的方法，其中认为"真

实"这个词是多余的。。 

[来源：VIM JCGM 2002：2012] 

3.1.43  

验证 validation 

通过提供客观证据的方式，确认特定预期使用或应用的要求已经被实现 

[来源：ISO 9000：2015，修改-注释未被采纳。] 

3.1.44  

可变性 variability 

变量、参数或条件的概率分布函数的量化 

[来源：ISO 16732-1：2012] 

缩略语列表 

按出现顺序排列的缩写词列表： 

CV 变异系数 

𝑡rue count𝑖 样本I的理论/真实计数 

DF 稀释比例 

𝑡ure 𝐷F 理论/真实稀释分数 

𝑐𝑖deal 理想比例常数 

E(observed counts)i 观察计数的期望值 

Β 可能不同于kideal的比例常数 

Eq. 方程 

PI 比例指数 

E 数据与模型拟合之间的残差 

esmoothed 处理后的细胞计数与比例模型拟合之间的残差平

滑 

𝑌𝑖jk 代在目标稀释系数 i 下，代表性测试样本 j 的第 

k 次测量中观察到的值。 

I 目标稀释分数指标 

J 重复代表性试验样品指标 

K 对有代表性的测试样品进行重复测量的指标 
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I 目标稀释系数的数量 

n𝑖 在目标稀释分数下重复代表性测试样品的数量 

𝐾𝑖j 代表性测试样本的重复测量次数 

𝑑𝑓𝑖 目标稀释分数 

𝑑𝑓𝑖j 测定稀释分数 

𝑫F 一组独特的目标稀释分数 

DFmeasured 一组测量的稀释分数 

Ydfi 一组𝑖𝑐代表性测试样本的平均细胞计数，目标稀释

分数(𝑑𝑓𝑖) 

Yij 对于代表性测试样本 j 的 𝑑𝑓𝑖，对 Kij 次重复观

察结果的平均值。 

𝐶𝑉𝑖j 在目标稀释系数 𝑑𝑖 下，对代表性测试样本 𝑗 的 

𝐾𝑖𝑖 次重复观察结果的变异系数 

%CVdfi 在目标稀释系数 𝑑𝑖 下，对于一组 𝑛𝑖 个代表性

测试样本的平均百分比变异系数 

𝜆proportional 

𝑖j 

比例模型拟合Yij与𝑑𝑓ij 

𝛽1 比例模型拟合估计的标量系数 

𝑅2 决定系数 

Y⋅ …  对于一组 𝑛𝑖 个独立的重复代表性测试样本，对

代表性测试样本 j 的 𝑌𝑖j取平均值 

𝜆proportional 

𝐷F𝑘 
估计细胞计数𝐷𝐷使用𝑖β1获得比例模型适合
𝜆𝑝𝑝𝑠𝑝𝑠𝑝𝑠𝑖𝑠𝑝𝑖𝑖 

𝑖 

e𝑠moothed 

𝑖 

在比例性分析中使用目标稀释分数时的平滑残差

(每个目标DF处的平滑残差) 

e𝑠moothed 

𝑖j 
测量稀释分数时的平滑残差用于比例性分析(每

个代表性测试样本的平滑残差) 

 

4 原则 

确保细胞计数具有高置信度意味着该测量既准确又精确 [1]。对于一个良好控制的稀释系列，比例

性概念可用作内部参考，而与比例偏离可以作为评估准确度的直接评价的替代方法[2]。具体而言，通

过实验设计和统计分析，可以评估描述与比例偏离和变异系数 (CV) 相关的质量指标，以评估细胞计

数测量过程的质量方面。 

这些质量指标评估细胞计数测量过程的整体质量，其中测量过程包括样品制备和处理、数据采集以

及数据处理/校正。 

理想情况下，可以使用已知“真实”值的参考方法和/或参考材料来评估准确度（详见 ISO 5725-1：

1994 和 ISO 5725-2：1994）。在没有适当的参考物质或参考方法的情况下，可以通过其遵循或偏离比

例性的基本原则间接评估细胞计数测量的质量。比例性暗示在理想实验条件下，所测得的细胞计数必须
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与稀释系数成比例。比例性偏离将表明系统的测量误差发生，降低了整体测量置信度。然而，这种方法

并不能直接提供细胞计数的准确度信息。  

细胞计数测量的精确度表示在指定条件下，通过对相同或类似细胞制备进行重复测量所得到的细胞

计数之间的一致程度。虽然平均细胞计数与比例性很好地吻合，但具有较低精确度的实验数据会降低测

量过程的质量。重要的是，较低的测量精确度（即较大的随机测量误差）可能掩盖了与比例性偏离相关

的情况。 

比例 

从共同的、理想均质的原液中提取的样品的理论真计数与它们各自的稀释分数按照以下表达式相关： 

Ture count𝑖=𝑐𝑖deal*𝑡ure DFi [1] 

其中 

Ture count𝑖 为样本i的理论真计数； 

𝑐𝑖deal 为一个未知的比例常数，等于未稀释样品的理论真计数； 

𝑡ure DFi 为样品i的真实稀释分数。 

通过严格控制稀释分数，理论ture DFi可近似为DFi： 

𝑡ure 𝐷F𝑖=𝐷Fi [2] 

其中 

DFi 是由测量过程控制或实验确定的样品i的稀释分数。 

在没有进行校准的情况下，但其他方面是理想的测量过程将展示预期观察计数的期望值𝐸(observed 

counts𝑖)与稀释比例之间的比例关系。换句话说，在没有系统性测量误差的情况下，这种测量过程将满

足比例关系： 

𝐸(observed counts𝑖)=   β*DFi       [3] 

其中 

β是一个比例常数，可能与Cideal. 

将Eq. 1和Eq. 3结合起来，可以通过一个常数直接联系真实计数和𝐸(observed counts𝑖)。 

ture count𝑖=    c ideal ∗ 𝐸(observed counts𝑖)            [4] 

𝛽 

如果β已知（例如通过参考材料的使用），并且β ≅ cideal，则𝐸(observed counts𝑖) ≅真实计数i（即，

可以确定观察计数的准确度）。 

如果β未知，预期的比例关系（Eq. 3）与测量关系之间的接近程度可以用来评估细胞计数测量过程

的质量，因为任何偏离比例性的情况都表明存在测量误差。通过比较预期关系和测量关系之间的一致性，

我们可以判断测量过程的质量，并且可以检测出任何偏离比例性的误差。 

注：与稀释成比例的测量误差不会导致比例的显著变化，因此不会在比例偏差分析中检测到。 

 

偏离比例 

通过汇总处理后的细胞计数数据与比例模型拟合的偏差来评估偏离比例性的情况。(图1)。 
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图1：稀释系列实验设计的假设细胞计数结果示意图，该实验设计有5个目标稀释分数，每个目标稀

释分数有3个测试样品。点表示重复观察的平均细胞计数数据；线表示与数据拟合的比例模型；而虚线

表示细胞计数数据与比例拟合之间的偏差或残差(e)。 

残差(e)可能是测量过程中系统误差、随机误差或其组合的结果。因此，残差函数对偏差和精度的

变化都很敏感。 

比例指数将基于对比例模型拟合的平滑残差(esmoothed)的分析来计算(参见第6.4节)。 

注： 通过假设检验(产生P值)评估比例偏差，其中零假设假定预期计数的行为与稀释分数成正比，

替代假设是更灵活的(例如，线性或二次)模型P值评估，不推荐，因为高随机测量误差会降低检测比例

偏差的统计显著性的能力。 

残差(e)可能是测量过程中系统误差、随机误差或其组合的结果。因此，残差函数对偏差和精度的

变化都很敏感。 

比例指数将基于对比例模型拟合的平滑残差(esmoothed)的分析来计算(参见第6.4节)。 

注： 通过假设检验（得出 p 值）来评估偏离比例性，其中零假设假定预期计数的行为与稀释分数

成比例，而备择假设是更灵活的（例如线性或二次）模型，这种 p 值评估方法不被推荐，因为高随机

测量误差会降低检测到偏离比例性的统计显著性的能力。 

5 实验设计 

细胞计数方法的选择，进行细胞计数测量的考虑因素，可能的不确定度来源，以及仪器鉴定和方法

验证在ISO 20391-1中有描述。 

细胞计数测量过程的注意事项 

本文档中描述的实验设计和统计分析方法可用于评估测试样品处于悬液形式的细胞计数测量过程

的质量。 

这种方法可以应用于总计数、差异计数、直接计数和间接计数的细胞计数测量过程。 

注： 如果在计数之前需要进行重要的细胞处理，例如在细胞聚集体中生长的细胞需在计数之前进

行个性化处理，那么将细胞个性化的处理步骤可以视为细胞计数测量过程的一部分。在这种情况下，原

始细胞溶液中将包含细胞聚集体，然后将其稀释成独立的测试样本。每个独立的测试样本在测量之前都

可以经历个性化的处理步骤。在这种情况下的挑战包括在样本中包含聚集体时如何保持稀释的完整性。 

注： 对于本文档的目的，如果细胞嵌入到基质中或粘附在表面上，将细胞转化为悬液的过程不被

认为是细胞计数测量过程的一部分。 

在稀有细胞事件或细胞数量相对较少的情况下，与本文档中描述的实验设计和统计分析相比，可能

需要考虑其他因素。这些因素是针对在大量背景细胞群体中进行细胞计数的特殊情况而制定的。 
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为实验设计准备样品 

实验设计的试验材料应为悬浮细胞。细胞可能处于反映细胞行为的条件下(即单个细胞、细胞聚集

体或细胞凝聚体)。 

用于生成用于细胞计数测量过程的代表性测试样品的样品制备和处理程序应进行优化，以保持用于

计数的测试样品的性质。 

样品制备程序应避免以改变细胞计数能力的方式破坏细胞，或以引入/减少可能干扰或人为改善细

胞 计数测量过程的碎片的方式破坏细胞。 

注1：参考文献[4-7]可对特定细胞类型和细胞样品的样品制备程序提供进一步的指导。 

样品制备程序应在一定的时间和条件下进行，以保持细胞样品相对于可能影响细胞计数测量过程的

性质的稳定性。更多信息请参见ISO 20391-1：2018。 

注2：含有活细胞的样品是动态的，因此在可能影响细胞计数的特性方面可能不稳定。诸如细胞-

细胞相互作用和细胞-物质相互作用等相互作用可引起细胞样品的变化，从而影响细胞计数。 

进行细胞计数测量的样品，例如活细胞浓度等差异细胞计数过程中，会存在一定程度的异质性，而

这种异质性可能会受到稀释过程的影响。样品制备程序应旨在产生能够代表原始细胞溶液异质性的测试

样品。 

注3：对于异质细胞样品，某些细胞受培养/样品环境条件的影响比影响测试样品代表性的其他细胞

更大。 

5.2.1 细胞原液 

应使用单一的细胞悬液生成所有具有代表性的测试样品。如果细胞原液的浓度和组成在名义上相等，

则可以使用额外的细胞原液。 

应使用与评估中相同的测量过程对细胞原液的细胞浓度进行估计。 

在评估多个测量过程的用例中(见附件D)，应选择单个测量过程来估计细胞原液中的起始细胞浓度， 

并应注意使用的测量工艺。 

应选择适当的细胞原液浓度，以便在细胞计数测量过程的预期使用浓度范围内生成具有代表性的重

复测试样本。 

按照本文件中描述的方法评估的质量指标，是针对实验设计中研究的细胞制备（即细胞原液）的特

定质量指标。因此，细胞原液和有代表性的测试样品应与用于测量过程的测试样品相似。 

对于可能影响细胞计数测量过程的细胞制备的属性，应保持相似性。为了评估细胞计数测量过程的

质量，本实验设计的代表性测试样本与用于测量过程的测试样本之间应该相似的属性可以包括悬浮培养

基的组成、是否存在碎片、细胞聚集程度、细胞群体的异质性、细胞的光学性质、细胞的形态等（相关

参考书目参见参考文献）。 

5.2.2 稀释分数实验设计 

广义稀释分数(DF)实验设计如图2所示。有关DF实验设计的更具体示例，请参见附录C和附录D。 

设𝑌𝑖jk表示在普通细胞液中第i个目标稀释分数的第j个重复代表性测试样品的第k次重复观察中观察

到的值。也就是说，设I表示唯一目标稀释分数的个数(I=1，…，I；每个指标引用一个唯一的目标DF值

(0~1之间)；设𝑐表示为目标稀释分数i制备的具有代表性的重复测试样品的个数𝑖；令𝐾ij表示为第i个目标

稀释分数制备的第jth个重复ith代表性测试样品的重复测量次数。 

应生成一组代表性测试样品，这些样品基于一组唯一的目标稀释系数，表示为 𝐷𝐹 = {𝑑𝑓𝑖}𝑖=1𝐼，例

如 𝐷𝐹 = {0.1， 0.3， 0.5， 0.7， 0.9}，这些稀释系数是从原始细胞溶液中获得的，以使代表性测试

样品中的细胞浓度落在细胞计数测量过程的预期使用浓度范围内。一般来说，应生成至少四个唯一的 
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𝑑𝑓𝑖。这些 𝑑𝑓𝑖 应在线性尺度上均匀分布，并代表预期使用范围。如果选择了其他稀释系数间距的尺度，

则需要考虑额外的统计因素。 

应生成重复的代表性测试样品。一般来说，应在每个𝑑𝑓𝑖（即𝑛𝑖 ≥ 3）处生成至少三个重复的代表性

测试样品。 

应进行重复测量。一般来说，应对每个代表性测试样品进行至少三次重复测量（即Kij ≥ 3），使用

测量的重复性条件（即在同一实验室中，由同一操作员使用相同的设备，在短时间间隔内进行相同的测

量过程）。 

选择适当的设计(如df的数量，重复代表性测试样品的数量，测量的次数)应根据所述的目的，并考

虑 样品的可用性和代表性测试样品在实验时间内的稳定性。功率分析(或功率分析)(即研究在替代假设

为真时检测替代假设的能力)可以促进适当设计的选择[8]。对测量不确定度的分析也有助于选择合适的

实验设计(参考文献：JCGM 100：2008)。 

如果样品可用性和/或稳定性是一个限制因素，则实验设计应尽可能地首先保持稀释分数的数量，

然后是重复代表性测试样品的数量，最后是重复观察的数量。 

 

图2：示意图描述了一个稀释分数实验设计的示例。从一个单一的原始溶液开始，通过独立的稀释制备了一组I个目标稀

释分数（𝑑𝑓1，𝑑𝑓2，...，𝑡𝑜 𝑑𝑓𝐼）。每个代表性测试样品（ni=3）都需要制备三个复制的试样，并对每个代表性测试样

品进行三次复制的观察（Kij=3）。 

5.2.3 产生稀释分数的注意事项 

在稀释系列研究过程中，稀释剂的选择应保持代表性测试样品在可能影响细胞计数测量过程的特性

方面的稳定性。 

应采取预防措施，以确保通过可重复的过程产生稀释分数。 
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在准备后续稀释液之前，应充分混合细胞原液以产生均匀的细胞悬液。细胞的稀释应尽量减少因稀

释过程而产生的变异性。 

注1：减少稀释操作的次数可以最大限度地减少由于稀释过程引起的可变性。稀释过程应避免产生

碎片和/或损坏细胞。 

每个稀释分数应独立于原液生成，以避免与连续稀释相关的混合错误。如果对串联稀释过程有很好

的了解，并且稀释分数在预先确定的规格范围内，或者可以通过适当的建模来纠正，则可以使用串联稀

释。 

理想情况下，稀释分数应当是已知的，且等于𝑑f𝑖。然而在实际操作中，真实的稀释分数可能会以

随机或系统性的方式偏离目标稀释分数，从而损害稀释的准确性。稀释的准确性可能受到多种因素的影

响，包括移液误差、细胞悬液的不均匀性、细胞流失到容器/移液管尖端、细胞随时间的不稳定性，以

及连续稀释中的复合误差等。生成稀释分数的过程应考虑对稀释准确性的影响。 

注2：移液器使用的进一步通用指南可从文献中获得，参见参考文献[9]和ISO 8655-1：2002、ISO 

8655-2：2002和ISO 8655-6：2002 

移液误差对稀释完整性的影响应予以说明。 

注3：在本文件中，移液误差特指在制备代表性测试样品时对移液悬浮液体积的不准确假设所引起

的误差。由于混合或样品处理不当引起的误差不包括在移液误差中。 

移液误差对稀释完整性的影响可以在实验设计之前通过独立研究进行评估(预评估)。预评估移液误

差对稀释完整性贡献的示例程序见附录A.1。 

如果通过预评价评估移液误差对稀释完整性的贡献，用户应定义移液误差对稀释完整性贡献的接受

标准，并证明已满足接受标准(见附录A.1)。 

如果用户选择不预评价移液误差对稀释完整性的贡献，或者无法达到用户定义的移液误差对稀释完

整性贡献的接受标准，则在生成代表性测试样品时，可以通过获得每个独立代表性测试样品的测量DF

来解释移液误差对稀释完整性的贡献(见附件A.2.)。在这种情况下，测量的稀释分数的集合，记为

DFmeasured = {dfij}ij(如DFmeasured ={0.104，0.995，0.102，0.310，0.294，0.301…})用于PI的计算，采用

改进的统计分析方法。(见附件B、附件C)。 

测试样品标签 

代表性的测试样品应标注足够的信息，以确保对原液和测试样品的稀释分数的可追溯性。 

如果细胞计数测量过程涉及手动获取细胞计数的方法(例如，使用血细胞计进行手动细胞计数)和/

或手动识别细胞/细胞群的方法(例如，流式细胞术方法中的手动门控)，则应标记代表性测试样品，以确

保操作人员在测量和/或分析过程中对样品稀释和浓度不知情，以减少操作人员偏差的影响。 

测试样品的测量 

代表性测试样品的测量应在一定的时间和条件下进行，以保持代表性测试样品在稀释系列研究过程

中可能影响细胞计数测量过程的性质的稳定性。 

应根据为评估中的细胞计数测量过程建立的程序，从每个代表性测试样品中制备测量样品。参见

ISO 20391-1：2018，了解准备测量样品的注意事项。 

在制备每个测量样品之前，应将有代表性的测试样品充分混合。 

测量应按照为所评价的细胞计数测量过程建立的程序进行。细胞计数测量过程包括样品制备(如染

色、裂解、分解)、样品处理(如移液、混合)、数据采集(如仪器设置、样品装载)和数据处理/校正(如重 合

校正、门控、图像分析参数设置)。参见ISO 20391-1：2018了解更多信息。 

测量应以减少系统时间效应的方式进行。 

注：随机测量样品的顺序可以降低PI和细胞计数测量过程质量的其他指标对系统时间效应的敏感性。 
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应记录从制备最终代表性测试样品到进行每次观察的时间间隔，以监测稀释系列研究过程中意外的

时间效应。 

6 统计方法 

一个广义的数据分析流程图如图3所示。 

图3：基于稀释系列实验设计计算质量指标的分析过程示意图。 

平均细胞计数 

一组代表性测试样品的平均细胞计数（𝑌𝑑f𝑖），其目标稀释分数为𝑑𝑓𝑖，可以用以下公式表示，其

中测试样本的索引为𝑗=1，2，…， 𝑛𝑖： 

 [5] 

 

𝑌´ij⋅ 表示对于第 j 个代表性测试样品的一组 Kij 次重复观察的平均值，其目标稀释分数为𝑑𝑓𝑖，公式为 

 

[6] 

测量精度 

测量精度应使用重复观测值的可重复性变异系数(CV)来评估，以百分比(%CV)表示。 

对于代表性测试样品𝑗的一组重复观察𝐾𝑖j，在目标稀释分数为𝑑f𝑖的情况下，变异系数（CV）的计

算公式为： 

 [7] 

Yij  表示从对样本𝑗的𝐾𝑖𝑖次测量中观察到的平均细胞浓度，其计算公式为Eq.6 
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一组代表性测试样品的平均变异系数百分比（%𝐶𝑉𝑑f𝑖），其目标稀释分数为𝑑f𝑖，可以用以下公式

表示，其中代表性测试样品的数量为𝑛𝑖： 

                                [8] 

CVij的计算公式为Eq.7，表示具有目标稀释分数𝑑f𝑖的代表性测试样品j的变异系数。 

比例模型拟合 

将𝑌𝑖𝑗与𝑑𝑓𝑖𝑖拟合成比例模型，可以使用以下公式： 

𝑌ij=𝛽1∗ 𝑑𝑓ij+ 𝜖ij [9a] 

其中 

β1  是模型拟合估计的标量系数； 

𝜖ij 表示𝑌𝑖j与比例趋势的偏差。 

如果稀释完整性经过预评估，并且符合用户定义的稀释完整性规格（请参见附录A.1），则假定稀

释分数𝑑f𝑖j为目标稀释分数𝑑f𝑖。否则，在比例模型拟合中，使用每个代表性测试样品j在每个目标稀释分

数𝑖下测得的实际稀释分数（𝑑f𝑖j）。 

应选择一个适当的假设来对比例模型拟合的均值-方差关系进行建模。 

观察到的计数与稀释分数的比例性应使用加权最小二乘建模方法与假设的均值-方差关系进行评估。 

注： 理想情况下，使用泊松假设对细胞计数进行建模。对于所有稀释分数的恒定体积的测量，

这给出了与平均值成比例的方差。对于所有稀释分数的固定细胞数的测量，均值-方差关系将是一 个常

数。然而，在生物学研究中，计数数据往往“过度分散”。在这些情况下，泊松分布的假设可以产生低估

数据中存在的可变性的模型。可以考虑期望平均计数和计数的期望方差之间的其他关系。可以使用拟合

优度检验来支持选择特定的均值与方差关系。 

对于每个样本，比例模型预测的细胞计数应计算为 

𝜆𝑝 i j
 roportional=𝛽1∗ 𝑑fij                [9] 

决定系数 

决定系数(R2)是一个广泛用于数据分析和实验设计领域的数字，作为描述模型与一组观察结果拟合

程度的指标。 

比例模型拟合需要计算R2值。 

比例模型拟合的R2为： 

                                                  

                                                           [10] 

其中 

𝑌 íj 是单个代表性测试样品的重复观察中的平均细胞浓度，其计算公式为Eq.6。𝑌⋅⋅⋅是独立的代表

性测试样品j对于一组DF目标稀释分数下的𝑌𝑖𝑗⋅的均值，对于一组𝑛𝑖个重复的代表性测试样品进行测量。 

 

 

 

比例指数（PI） 

比例指数(PI)应基于对比例模型拟合的平滑残差(esmoothed)的分析来计算。 
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dfi 

注1：基于非平滑残差的评价可作为单个细胞计数测量值与其各自理想值的接近程度的适当指标，

而不是偏离比例性的系统误差。即使采用“平滑”步骤，与理想测量行为的偏差也是由随机变异性和系统

误差的未知混合引起的；然而，对平滑残差的评估，不是对单个残差的评估，减少了随机误差的影响，

可以更清晰地看到偏离比例性的系统误差。 

注2：PI是与所讨论的细胞计数测量过程有关的特定值，包括细胞制备、测量系统和所选的设置和

数据校正、数据处理参数以及采样和测量程序，以及在派生PI时使用的实验设计和统计分析方法（例如，

观察次数和所研究的稀释分数)。 

注3： PI的计算严重依赖于精确的稀释分数(假设见式2)。稀释分数中未考虑的随机或系统误差将

增加PI的可变性。 

6.5.1 平滑残差的计算（esmoothed） 

当满足用户定义的稀释完整性标准时，在具有目标稀释分数𝑑𝑓𝑖的一组𝑛𝑖个代表性测试样品中，使

用细胞数量的平均值（𝑌𝑑f𝑖）来计算每个𝑑𝑓𝑖下的eismoothed，公式如下： 

 

其中 

𝜆𝑝roportional   是在𝑑𝑓𝑖处的估计细胞数量，使用方程式9中的β1进行计算，公式如下： 

 

在无法通过改善移液技术来满足用户定义的稀释完整性标准的情况下，可以在独立重复样品制备时

获取测量的稀释分数𝑑𝑓𝑖j。然后，根据附录B，可使用测量的稀释分数𝑑𝑓𝑖j来计算每个代表性测试样品

的平滑残差(eismoothed)。 

6.5.2 比例指数（PI）的计算 

用户应根据平滑残差(ei
smoothed或eij

smoothed)计算PI。 

用户应根据细胞计数测量的预期用途选择计算PI的方法。表1提供了计算PI的可能方法示例。 

注： PI可以采用多种方法计算，每种方法对每个平滑残差的影响的侧重点不同。 

表1：使用基于平滑残差的方法评估比例指数(PI)的方法。(这不是一个详尽的列表；其他基于平滑

残差的PI计算方法也适用)。 

PI的计算方法 对比例指数(PI)的影响描述 

 

R2 

R2(或决定系数)是一种基于残差的方法，用于评估统计模型的预测值与观测值的接近程

度，当各测量值的方差相等时，它可能是计算PI的合适方法。(基于R2的PI取值范围为0 ~ 

1)。 
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缩放 
按百分比而不是绝对比例进行分配。这种方法将在稀释分数中均匀地权衡对 

PI的贡献 

 

未缩放 

以绝对比例而不是百分比进行分配。在这种方法中，PI将受到大(即高浓度)稀释分数的观

察结果的最大影响。 

 

绝对值 

总体绝对差异的长度（无论是缩放还是未缩放）在比例和灵活模型之间。在进行缩

放后，残差片段计算平等。 

 

平方和 

比例模型和灵活模型之间的平方差(缩放或未缩放)的总和。对模型残差的平方赋予较大

残差更大的影响 

可以采用多种方法组合来选择适合预期应用的PI计算。 

注： 作为一个例子，可以使用每个平滑残差的绝对值乘以比例模型相应预测计数的总和（即，缩

放平滑残差的绝对值之和（𝑃ISAbsSR）），来更均衡地权衡残差汇总统计量在稀释分数上的贡献。否则，

在接近未稀释样本的行为可能会主导PI的特征描述。此外，与“残差的平方值”相比，使用“残差的绝对

值”可以减少离群值的影响，并且在汇总统计量中同等地权衡每个残差片段（即，如果一个缩放残差是

另一个的两倍，它对PI的贡献将是两倍）。 

有关可用于计算PI的方程式示例，请参阅附件C。 

附加的统计分析和质量指标 

适合预期目的的其他统计分析方法可以应用于从实验设计中收集的细胞计数数据，并用于生成用于

评估细胞计数测量过程质量的额外度量(例如线性，中间精度，重复代表性测试样本的%CV等)。用于生

成附加指标和方法的附加指标应明确定义并报告。 

资料解释 

本文件中描述的实验设计和统计分析所得出的质量指标评估整个细胞计数测量过程，包括样品制备、

样品处理、数据采集和数据处理/校正过程中使用的方法。质量指标是针对测量过程和所研究的细胞样

品而特定的。 

6.7.1 %CV 的解释 

较低的变异系数（%CV）值表示细胞计数测量更精确。 

p值或置信区间可用于比较不同细胞计数测量过程之间的CV。 

6.7.2 R2 的解释 

R2的取值范围为0到1，R2越大意味着模型与观测值的拟合越好。R2越大，表明模型的预测值捕获了

观测 数据中更大比例的变化。R2的评估依赖于数据的随机变异性。因此，R2值不能区分比例模型偏差

的来源是由随机变异性(数据不精确)还是系统歧化引起的。对原始残差(即未平滑)的R2的评估基于单个

测量值与其各自理想值的接近程度来表征性能，而不是基于偏离比例性的系统误差。 

用户应根据测量的预期用途指定对R2的要求。 

注：R2>0.95是有意义要求的一般解释与本分析无关。 
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6.7.3 PI 值的解释 

PI值表示细胞计数测量过程的比例偏差。PI可用于部分评估细胞计数测量过程的质量，因为任何偏

离比例的情况都表明存在随机和/或系统性的测量误差。例如，细胞计数测量过程的灵敏度差或使用超

出定量限制的细胞计数测量过程可能导致测量误差，从而降低PI。 

用户应根据测量的预期用途指定PI要求。 

注1：PI对不随稀释度成比例的测量误差最敏感。与稀释成比例的测量误差不会导致PI的显著变化，

应单独评估。 

根据根据计算PI的方法，较高的PI值可以表示与比例关系的偏差更大或更小。例如，在使用基于平

滑残差的R2的PI（即𝑃I𝑅2𝑆R）的情况下，更接近0的值表示与比例关系的偏差更大，测量质量较差。 

注2：PI值不适用于评价细胞计数装置的一般性能。 

6.7.4 PI 值的比较 

在使用相同稀释系列实验设计(包括名义上相似的原液细胞浓度)和相同统计分析方法的情况下，PI

值 的比较是有效的。 

可以比较PI值来评估细胞计数测量过程之间、细胞类型之间和随时间的比例偏差的差异。 

在相似的稀释系列实验条件下，可以对PI进行三次或三次以上的评估，以产生具有置信区间的平均

PI，以便于在计数测量过程中比较PI值。 

或者，当执行单个PI评估时，为了评估跨细胞计数测量过程中PI值之间差异的显著性，可以应用非

参数自举分析方法来生成PI值的置信区间。 

如果执行非参数自举分析，用户应在执行分析之前澄清分析的先决条件，包括例如自举迭代的次数

和置信水平，并应报告非参数自举模拟的条件(例如自举迭代的次数和置信水平)。 

注1：非参数自举分析适用于仿真的前提条件与执行的分析相一致的情况。 

注2：从重复PI测量中确定的大量PI值可用于识别细胞计数测量过程的趋势和/或异常值。 

7 报告 

质量指标报告 

细胞计数以细胞浓度表示，单位为细胞/ml。 

根据细胞计数测量的预期用途，可以报告细胞计数的其他表达(例如细胞/cm2或细胞/mg微载体)。 

报告应包含以下质量指标： 

a)  Y每个𝑑𝑓i的Ydfi (见6.1) 

b)  每个𝑑𝑓i的%CVdfi (见6.2) 

c)  𝑅2为比例模型拟合(见6.4) 

d)  PI(见6.5) 

实验设计参数及统计分析方法文件 

报告应包括关于实验设计和统计分析的信息，包括以下内容，以使审查数据但未参与实验设计和/

或 统计分析的实体能够进行独立评估： 

a) 稀释分数实验设计要素包括(见5.1.2) 

1. 唯一目标稀释分数集(DF={dfi})𝑖𝐼=1 

2. 重复代表性测试样品个数(n𝑖) 

3. 重复观察数(𝐾𝑖j)  
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b) 评价移液误差对稀释完整性影响的方法(如附录A.1所述的预评价)，或在评估PI时用重量法测得

的稀释分数，如附件A.2所述。如果进行移液误差对稀释完整性贡献的预评价，则应报告移液误差对稀

释完整性贡献的用户定义接受标准。 

c) 比例模型拟合中使用的假设均值-方差关系(见6.3)。 

d) 比例模型拟合方程(见6.3，Eq. 9) 

e) PI的计算方法(见6.5.2) 

关于实验设计和统计分析的附加报告要素还可能包括以下项目的信息： 

a) 细胞原液-细胞原浓度和估计储存细胞浓度的方法。 

b) 实验设计-用于获得稀释的过程(即混合步骤，独立或连续稀释)，包括代表性测试样品制备过程

中所花费的时间。 

c) 每次细胞计数测量的时间和/或样品制备和测量之间的时间。 

d) 统计分析程序-附加指标，附加指标的定义，建模选择的理由，引导模拟参数。 

e) 在实验设计和统计分析执行过程中产生的意外观察结果。 

细胞计数测量过程的附加报告要素 

细胞计数测量过程的附加报告要素可能包括以下项目的信息： 

a) 细胞类型，代数或数量倍增，批号，来源 

b) 试剂-名称，来源，批号，原产国，动物或人类来源 

c) 测量过程-包括仪器、仪器设置、样品制备、数据操作 

评价细胞计数测量过程质量和相关报告要素的用例示例见附件D和附件E。 

                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



GB/T XXXXX—XXXX 

21 

附 录 A  

（规范性） 

附件 A(参考资料） 

A.1 一般性 

在本附录中，稀释的完整性特指移液误差对稀释完整性的贡献，并不涉及稀释完整性的其他方面。

本附录的这一部分提供了针对本标准具体评估稀释完整性（与移液误差有关）的示例程序。 

A.2 使用校准刻度预评估移液误差对稀释完整性贡献的示例程序，以在移液时获得准确的体积估计 

为预评估稀释完整性概述的示例程序可以用作提高稀释完整性的工具，以便为执行细胞计数第2部

分 实验设计选择的最终移液程序符合用户定义的规范。此外，预评估稀释完整性的程序大纲也可以用

作操作人员在执行细胞计数第2部分之前的培训工具。 

下面是预评估移液误差对稀释完整性贡献的示例程序： 

A.2.1 按照实验设计中将用于生成独立的代表性测试样本的稀释方案（对于计算PI，包括重复）来进

行操作。 

在每个目标DF（𝑑𝑓𝑖）下，请按照相应的稀释方案进行稀释，并生成相应的测试样本。。 

稀释应由相同的操作人员进行，使用相同的移液器/类型的移液头，并使用将在评估PI时使用的类

似的移液程序 

待稀释的样品可以是以下几种之一： 

i. 一种类似于用于评估PI的细胞悬液的细胞悬液。 

ii. 一种悬浮介质，类似于用于评估PI的细胞悬液。 

不建议用水来稀释样品，因为与水相关的移液误差通常低于与移液细胞悬液相关的移液误差。  

稀释剂应与评估PI时使用的稀释剂相似 

在稀释过程中，测量将进行移液的悬浮液的质量，即𝑚1𝑖j和𝑚2𝑖j，其中𝑚1𝑖j是待稀释样本的质量，

𝑚2𝑖j是移液生成目标稀释因子为𝑑𝑓𝑖的测试样本时移液的稀释溶液的质量。 

应选择具有足够灵敏度的校准刻度来测量移液悬浮液的质量。如果没有合适的刻度，可采用另一种

方法来获得已验证的样品体积。 

例如，灵敏度为0.0001 g的校准刻度可用于精确测量低至0.01 mL的样品体积的质量测量(参见ISO 

8655-2：2002了解更多信息)。 

假设待稀释样品的密度和稀释介质近似相等，则每个代表性测试样品的预估DF(𝑑𝑓ijpre-evaluated)

可计  

算为：  

 

在某些情况下，假设待稀释样品和稀释介质具有大致相等的密度可能是不合理的。在这种情况下，

在计算𝑑𝑓𝑖𝑗pre-evaluated时应考虑每个溶液的密度。 

A.2.2 计算预先评估的稀释完整性 

绘制𝑑𝑓ij 
𝑝re− evaluated vs 𝑑𝑓𝑖拟合一条被约束在原点(0，0)处通过的直线，即比例模型拟合： 



GB/T XXXXX—XXXX 

22 

 

其中 

βpipetting   是一个常数； 

𝜖𝑖       表示𝑑𝑓ij 
𝑝re− evaluated与比例趋势的偏离程度。 

在理想情况下βpipetting 将等于1 

计算用于稀释完整性的移液误差贡献的决定系数 (𝑅dilution²)。  

如果𝑅dilution²大于或等于预先指定的用户定义标准（基于预期用途）， 则认为稀释完整性足够，可

以在PI评估中使用𝑑f𝑖。  

一般而言，对于稀释完整性可接受的移液误差贡献的标准应至少为𝑅dilution² ≥ 0.98。 

为了在低稀释分数下保持稀释完整性，可采用多步稀释工艺。例如，可以从储存细胞溶液中获得更

大体积的样品，然后连续稀释以达到所需的目标稀释分数。在计算稀释完整性时，应考虑每个稀释步骤 

引入的误差。 

R2的规格取决于细胞计数测量的预期用途。允许稀释完整性的R2较低将导致在细胞计数测量过程中

检 测偏离比例的灵敏度降低。 

如果𝑅dilution²小于预先指定的用户定义标准，则认为稀释完整性不足。在这种情况下，应该改进并重

新评估液体处理程序。如果液体处理程序无法进一步改进，且用户定义的标准仍未达到，则在PI评估期

间可以获得测量的DF (𝑑f𝑖j)，并用于PI计算，以满足稀释完整性的要求（见附录A.2）。 

表A.1：   稀释完整性的数据收集和评估示例数据表 

目标DF 靶 细 胞

悬 浮 体

积(mL) 

目标稀释

剂体积e 

复 制

样品 

移液质量 

(g) (m1) 

移 液 稀 释 

剂 的质量 

(g) (m2) 
𝑑𝑓𝑖

𝑝re-evaluated 

𝛽𝑝𝑖𝑝etting 

稀释的

完整性

𝑅dilution² 

  (mL)    
 

0.3 0.6 1.4 1 0.586 1.444 0.289  
0.9754 

 
0. 9994 0.3 0.6 1.4 2 0.589 1.444 0.290 

0.3 0.6 1.4 3 0.586 1.452 0.287 

0.5 1 1 1 0.966 1.029 0.484 

0.5 1 1 2 0.985 1.035 0.488 

0.5 1 1 3 0.963 1.037 0.482 

0.7 1.4 0.
6 

1 1.351 0.613 0.688 

0.7 1.4 0.
6 

2 1.356 0.615 0.688 

0.7 1.4 0.
6 

3. 1.335 0.616 0.684 

 

A.3 在 PI 评估过程中获得测量的 DF 的示例程序，使用校准的秤来获得准确的体积估计。 

可以测量移液细胞悬液的质量和用于获得目标稀释分数的稀释介质的质量。当可以合理地假设这些

溶液的密度在名义上相等时，溶液的质量之比提供了测量的稀释分数(𝑑𝑓𝑖j)。 
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A.3.1 按照实验设计中描述的稀释方案，在每个目标DF(𝑑𝑓i)处生成独立的代表性𝑖测试样品，用于计

算PI 

在稀释过程中获得每个独立的代表性测试样本j，在目标稀释分数i处测量被移液的细胞悬液(𝑚1i𝑗)

的质 量和被移液的稀释液(𝑚2i𝑗)的质量。 

应使用具有适当灵敏度的校准刻度来测量被移液的细胞悬液和稀释液的质量。如果没有合适的刻度， 

则应使用替代方法来获得已验证的样品体积。 

例如，灵敏度至少为0.0001 g的校准刻度可用于精确测量低至0.01 mL的样品体积的质量测量(参见

ISO 8655-2：2002了解更多信息)。 

假设细胞悬液和稀释介质的密度近似相等，则每个代表性测试样品(𝑑𝑓ij)的实测DF可计算为： 

 

在某些情况下，假设细胞悬液和稀释介质具有近似相等的密度是不合理的。在这些情况下，在计算

𝑑𝑓ij时应考虑每种溶液的各自密度 

表A.2：每个代表性测试样本的数据收集和测量DF评估示例数据表 

目标DF 靶细胞悬

浮体积

(mL) 

目标稀释剂

体积(mL) 

重复测

试样品 

移液细胞的

质量悬 浮 

(g) (m1ij) 

移液稀释液

质量(g) 

(m2ij) 

𝑑𝑓𝑖j 

0.3 0.6 1.4 1 0.582 1.407 0.293 

0.3 0.6 1.4 2 0.599 1.415 0.298 

0.3 0.6 1.4 3 0.597 1.426 0.295 

0.5 1 1 1 1.013 1.012 0.500 

0.5 1 1 2 1.009 1.019 0.498 

0.5 1 1 3 0.959 1.021 0.484 

0.7 1.4 0.6 1 1.397 0.604 0.698 

0.7 1.4 0.6 2 1.399 0.604 0.698 

0.7 1.4 0.6 3 1.395 0.596 0.701 
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A.4 基于获得稀释分数的方法计算平滑残差的不同方法的图形表示。 

 

图A1：基于目标和测量DF的平滑残差计算的不同方法的图形表示 
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附 录 B  

（规范） 

当获得一组测量稀释分数（𝑫Fmeasured）时，计算平滑残差（esmoothed）的方法 

 

在细胞计数测量过程的评估中获得测量稀释分数（𝑑f𝑖j）时，根据每个代表性测试样品的建模细胞

计数（𝜆dfij
flexible），应按照本附录中所述的方法计算esmoothed。 

为了计算当获得测量的稀释因子（esmoothedij）时的平滑残差，通过对𝑌𝑖𝑗与𝑑f𝑖j之间的关系进行加权

最小二乘模型建模，根据柔性模型约束估计每个代表性测试样本的建模细胞数量值(𝜆dfij
flexible)。 

在灵活模型中拟合的系数总数，包括截距，等于唯一目标稀释分数I的数量。 

例如，在具有3个目标稀释分数(I = 3)的实验设计中，采用准泊松分布假设的二次模型： 

 

    

其中 

γ0， γ1， γ2 是模型拟合时估计的标量系数。 

eij
smoothedij为具有代表性的测试样本j，目标稀释分数i计算为： 

 

其中 

𝜆dfij
proportional  为𝑑𝑓处𝑖𝑖 估计的细胞数量，使用Eq.9中的β1计算为： 
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附 录 C  

（信息） 

计算PI的示例方程 

C.1 详细的例子计算 PI 的基础上的绝对值的总和的比例平滑残差 

按比例平滑残差绝对值之和计算的PI值(PIAbsSSR) 

当使用Eq.12计算eismoothed时，PIAbsSSR表达式如下： 

 

 

𝜆𝑑𝑓𝑖proportional 是根据Eq.13估计的在𝑑𝑓𝑖处的细胞数量   

当使用eij
smoothed（Eq.B2）时，PIAbsSSR的表达式如下： 

 

其中 

𝜆𝑑𝑓𝑖proportional  是在𝑑f𝑖j处估计的细胞数量，其表达式由Eq.B3给出 

C.2 基于平滑残差 R2 计算 PI 的详细示例 

基于平滑残差R2的PI (PIR
2
SR)： 

当使用𝑒𝑖smoothed（Eq.12）时，PIR
2
SR的计算公式为： 

 

其中 

Ydfi  由Eq.5给出； 

Y…   是在一组给定的目标稀释分数中，每个𝑑f𝑖处细胞计数的平均值得出： 

 

当使用𝑒𝑖jsmoothed（Eq.11）时，PIR2SR的计算公式为： 

 

其中 

𝜆𝑑𝑓𝑖jflexible  是由Eq.B1给出的，对于每个重复的代表性测试样本𝑗，在目标稀释分数𝑑f𝑖处 

𝜆flexible   是在所有重复的代表性测试样本以及所有目标稀释分数中，灵活建模的细胞数量值

（𝜆𝑑𝑓𝑖flexible  ）的平均值。 
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PIR
2
SR通常范围在0到1之间。PIR

2
SR越接近1，表示测量过程具有更高的比例关系。 

 

C.3 使用测量的稀释分数计算 PI 的其他示例： 

基于平滑残差平方和的PI(PISqSR)： 

 
基于绝对平滑残差之和的PI(PIAbsSR)： 

 

基于缩放后的平滑残差平方和的PI(PISqSSR)： 

 

在这些情况下，接近于0的PI描述了具有更大比例性的测量过程。 
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附 录 D  

（信息） 

用例1-评估单细胞计数测量过程的质量 

D.1 一般性 

细胞计数第2部分实验设计与统计分析的最简单案例是对单细胞计数方法的质量评价。在这个用例

中，评估方法的标准中描述的参数(%CV， R2和PI)并评估该方法的质量是否满足预定义的规格是有用

的。 

D.2 用例 1 的实验设计和系统分析描述 

在本案例研究中，共研究了5个目标稀释分数，每个稀释分数有3个独立的重复代表性测试样本。使

用方法2对A型细胞对每个重复代表性测试样本进行三次总细胞计数测量。随机分配样本标签，并按其

数字样本标签的顺序测量代表性测试样本。样本身份对进行总细胞计数测量的分析人员是不知情的。在

制备独立重复代表性测试样品时，获得测量的稀释分数。然后将测量的稀释分数用于分析PI，如附件

A.2和附件B所述。 

总细胞计数数据采用准泊松假设（均值与方差成比例）对均值-方差关系进行建模。使用非参数自

举法进行200次迭代，估计了95％的置信区间。 

 

图D1：用例1的实验设计示意图。 

D.3 用例 1 的原始数据和数据分析 

表D1：用例1的原始数据表可在网上找到：www.iso.com(有待更新) 

比例模型拟合的数据和残差概述见图D2。 
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图D.2：比例模型使用测量的稀释分数拟合稀释系列数据。上行：比例模型与重复观测值平均后的

数据拟合。(单位：细胞/mL)。中行：比例模型拟合的原始残差。(单位：细胞/mL)。下行：平滑残差(eij
smoothed) 

来自比例模型拟合。(单位：细胞/mL) 

D.4 用例 1 的示例报告 

D.4.1 质量指标（报告7.1中的元素） 

每个dfi.(7.1a)的平均细胞浓度（Ydfi）可在表D.1中找到 

表D.1 Ydfi 对于每个目标稀释分数𝑑𝑓𝑖，浓度以细胞数/mL表示（7.1a） 

 

计数法 
目标稀释分数 

(𝑑𝑓𝑖) 

Ydfi (细胞
/mL) 

Ydfi标准偏差(细
胞/mL) 

方法2 0.1 108333 6300 

方法2 0.3 329983 17536 

方法2 0.5 504705 16297 

方法2 0.7 757462 30249 

方法2 0.9  949571 7874 

每个𝑑f𝑖的平均百分比变异系数（%𝐶V𝑑f𝑖）可以在表格D2中找到（7.1b）。  

表格D.2：每个𝑑f𝑖的%CV𝑑f𝑖（7.1b）。 

计数法 
目标稀释分数 

(𝑑𝑓𝑖) 
%CVdfi 

𝑖 

%CVdfi标准差 

方法2 0.1 5.6% 4.6% 

方法2 0.3 7.7% 5.2% 

方法2 0.5 4. 9% 3.9% 

方法2 0.7 3.8% 1.0% 

方法2 0.9 3.9% 0.5% 



GB/T XXXXX—XXXX 

30 

𝑅2为比例模型拟合(7.1c)见表D.3。 

表D.3： R2为比例模型拟合(7.1c) 

 

计数法 

 

R2 

基于非参数自举法

的下限95%置信区

间（细胞/mL） 

基于非参数自举法分

析的上限95%置信区

间（细胞/mL） 

方法2 0.9984 0.9967 0.9989 

 

比例性指数(PI) (7.1d)表示与比例模型拟合的系统偏差，见表D.4。 

表D.4：比例性指数(PI) (7.1d) 

 

计数法 
 

𝑷I𝑨bsSS𝑹 

下限95% CI(基

于非参数自举

分析) 

上限95%CI（基

于非参数自举

法分析） 

方法2 0.3465 0.2100 0.6875 

D.4.2 实验设计参数及统计分析方法文档(7.2报告要素) 

稀释分数实验设计(7.2a)： 

i. 独特目标稀释比的数量（I）：5  

ii. 独特目标稀释比集合（𝑫F = {𝑑𝑓𝑖}𝑖 𝐼 =1）：𝑫F = {0.1， 0.3， 0.5， 0.7， 0.9} 

iii. 每个𝑑f𝑖上的重复测试样本（j）数量（ni）（表D5）  

iv. 每个𝑑f𝑖上的每个重复测试样本（j）的重复观测（k）数量（Kij）（表D6） 

表 D.5：每个 dfi 上重复测试样本(j)的数量(ni) 

ni 方法2 

n1 3 

n2 3 

n3 3 

n4 3 

n5 3 

表D.6：每个重复测试样本(j)在每个Kij上的重复观察数(k) 

Kij 方法2 

K11 3 
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K12 3 

K13 3 

K21 3 

K22 3 

K23 3 

K31 3 

K32 3 

K33 3 

K41 3 

K42 3 

K43 3 

K51 3 

K52 3 

K53 3 

评价移液误差对稀释完整性贡献的方法(7.2b)： 

i. 对于每个生成的测试样本，根据附录 A.2获得了测量的稀释比（dfij）（表D7）。  

ii. 使用灵敏度为0.0001g的校准天平进行质量测量。  

iii. 根据附录 B和附录 C.1计算了基于𝑑f𝑖j和𝑒𝑖jsmoothed的PI值。 

表D.7：每个测试样品的测量DF。 

重复测试

样本 

 

目标DF 

 

测量DF 

1 0. 1 0.1020 

2 0. 1 0.1013 

3 0. 1 0. 1047 

1 0. 3 0.3013 

2 0. 3 0.3022 

3. 0. 3 0. 3003 

1 0.5 0. 5024 

2 0.5 0. 4986 

3 0.5 0. 5005 

1 0.7 0. 7003 

2 0.7 0. 6963 

3 0.7 0. 6969 

1 0.9 0. 9004 

2 0.9 0. 8991 

3 0.9 0. 8993 

在比例模型拟合(7.2c)中用于建模均方差关系的假设： 

i. 均值-方差关系的假设：方差与均值成正比。比例模型拟合方程(7.2d)： 
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i. (𝜆𝑑𝑓𝑖proportional =β1∗ d𝑓𝑖j )，系数如表D8所示 

表D.8：比例模型拟合方程(𝜆𝑑𝑓𝑖proportional =β1∗ d𝑓𝑖j) 

计数法 
细胞类型 

浓度类型 
比例常数 

𝛽1 

(细胞/mL) 

基于非参数自

举的较低95% 

CI(细胞/mL) 

分析 

基于非参数自

举的95% CI( 

细胞/mL) 

分析 

方法2 
A型细胞 细胞总浓度 

1059214 1040052 1080296 

PI的计算方法(7.2e)： 

i. 计算PI的主要方法：将经过缩放的平滑残差的绝对值求和(PIAbsSSR)。 

ii．  平滑方法：基于测量的稀释系数进行平滑处理(𝑒𝑖jsmoothed)。 

iii． PIAbsSSR的计算公式： 

 

 

D.4.3 7.2和7.3中关于实验设计、统计分析和细胞计数测量过程的附加报告要素 

细胞原液： 

i. 储备溶液：储备溶液1  

ii. 悬浮培养基：含有10% FBS的完整MEM培养基 

iii. 储备溶液浓度（细胞/mL）：约923700 

iv. 用于估计储备细胞浓度的方法：方法2 

稀释方法： 

i. 稀释剂： 含有10% FBS的MEM完全培养基 

ii. 按随机提取顺序进行独立稀释 

iii. 样品制备时得到的测定稀释比例。 

细胞类型和浓度类型： 

i. 细胞类型：A型细胞 

ii. 浓度类型： 总细胞浓度 

测试样品生成及测量顺序： 

i. 原液提取顺序(生成顺序)： 2；1；3；6；4；5；8；9；7；11；12；10；14；15；13 

ii. 随机样本数(测量顺序)： 3；6；15；1；12；14；7；10；4；13；11；5；9；2；8 

非参数自举法分析设置： 

i. 进行的自举迭代次数：  200 

ii. 引导带分析的置信水平：0.95 评估比例的附加指标 

表D.9：评估相称性的附加指标 

 
PI的方法 

PI(对于方法2，细胞类型A) 
下限95% CI(基于非

参数自举分析) 

上限95% CI(基于非

参数自举分析) 

𝑃IR2𝑆R 0. 9993 0.9977 0.9998 

PIAbsSSR 1.5921 0.7722 3.1779 

𝑃I𝑆q𝑆𝑆R 0. 0116 0.0041 0.0419 
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D.5 解释 

在浓度范围约为108，000个细胞/mL至950，000个细胞/mL的情况下，针对A型细胞的方法2具有基

于平滑残差比例值的PI值（绝对值的标度平滑残差之和）为0.3465，置信区间为[0.2100， 0.06875]。预

计通过对该方法和细胞类型在此浓度范围内进行重复测量，PI值的CI应与此CI有重叠。如果PI值随时间

变化或在不同仪器、操作人员、位置等方面偏离此范围，则说明整体测量过程的系统行为发生了变化，

需要进行调查。R2和%𝐶V𝑑f𝑖的解释类似。 
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附 录 E  

（信息） 

 

用例2-比较几个细胞计数测量过程的质量 

E.1 一般性 

在此使用案例中，将同时比较四个细胞计数测量过程。在实验设计中，来自每个代表性测试样品的

细胞悬液通过四个不同的细胞计数测量过程进行三重评估。在这种使用情况下，比较标准描述的参数

（%CVdfi，Ydfi， 𝑅2和𝑃I）之间的差异是有用的。这些比较可以帮助选择适合特定目的的细胞计数测量

过程。 

E.2 用例 2 的实验设计和统计分析描述 

在这个案例研究中，使用计算模拟了四种细胞计数测量过程，并建立了模型来展示比例/非比例响

应以及精确/非精确响应。总共模拟了5个目标稀释分数，每个稀释分数有3个独立重复的代表性测试样

品。使用模拟方法，包括方法5、方法6、方法7和方法8对每个重复的代表性测试样品的模拟细胞类型进

行了三次观察。模拟了移液误差和预评估稀释分数。预评估稀释分数符合用户指定的标准，并且在质量

指标的计算中使用了目标稀释分数。 

总细胞计数数据使用准泊松假设(均值与方差成正比)对均值-方差关系进行建模。使用200次迭代的

非 参数自举法估计95%的置信区间。 

 

图E.1：用例2实验设计示意图。 

E.3 用例 2 的原始数据和数据分析 

表E.1：用例2的原始数据表可以在网上找到：www.iso.com(有待更新) 



GB/T XXXXX—XXXX 

35 

按照附录A.1（表E1），进行了移液误差对稀释完整性的预评估。用户定义的稀释完整性标准设定

为 𝑅2dilution ≥ 0.980。 

表E.1： 预评估移液误差对稀释完整性的原始数据，包括采用比例模型拟合和稀释完整性的判定系

数。 

目标DF 

 

𝑑𝑓𝑖 

Pre-evaluated DF 

 

𝑑𝑓𝑝re-evaluated    

𝑖j 

0.1 0. 1004 

0.1 0.0989 

0.1 0.1018 

0.3 0.3036 

0.3 0.31 

0.3 0. 3042 

0.5 0.4874 

0.5 0.4979 

0.5 0.5193 

0.7 0.7253 

0.7 0.708 

0.7 0.7002 

0.9 0.9069 

0.9 0.8992 

0.9 0.9006 

生成了一个图表，展示了 𝑑fij
pre-evaluated之间的关系，并使用通过原点（0，0）的线条（即比例模型

拟合）对数据进行了拟合（图 E2）： 

 

      

其中， 

βpipetting=1.008 

R2
dilution=0.9991 
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图E.2：以比例模型拟合的方式绘制的𝑑fpre-evaluated 相对于目标稀释比例 (𝑑𝑓𝑖) 的图表，用于评

估移液误差对稀释完整性的贡献。 

比例模型拟合的数据和残差概述见图E.3。 

 

图E.3： 每种方法的稀释系列数据采用比例模型进行拟合。顶行：在重复观测数据取平均后，对数

据进行比例模型拟合（单位：细胞/mL）。中间行：比例模型拟合的原始残差（单位：细胞/mL）。底

行：比例模型拟合的平滑残差（单位：细胞/mL）。 
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E.4 用例 2 的示例报告 

E.4.1 质量指标（报告元素来自7.1节） 

每个𝑑f𝑖对应的平均细胞浓度 (𝑌𝑑f𝑖)。 (7.1a)： 

i. 图形表示(图E4)： 

 

图E4： 每种计数方法中，在每个目标稀释比例 (𝑑𝑓𝑖) 下，跨多个重复代表性测试样本的平均细胞

浓度 (𝑌𝑑f𝑖)。误差线表示标准偏差。细胞浓度的单位为细胞/mL。 

ii. 数据表格表示(表E2)： 

表E.2：每种方法在每个目标稀释比例 𝑑f𝑖 下的 𝑌𝑑𝑓𝑖。浓度以细胞/mL为单位。 

 

计数法 
目标稀释分数 

(𝑑𝑓𝑖) 

Ydfi 

(细胞/mL) 

Ydfi标准差 

(细胞/mL) 

方法5 0.1 244498 12612 

方法5 0.3 804353 39527 

方法5 0.5 1203474 46994 

方法5 0.7 1769138 13062 

方法5 0.9 2209022 92759 

方法6 0. 1 252670 32013 

方法6 0.3 790678 65099 

方法6 0.5 1033595 217992 

方法6 0.7 1755531 335989 

方法6 0.9 2205380 52234 

方法7 0 .1 321385 87008 

方法7 0.3 894437 111825 

方法7 0.5 1531075 127905 

方法7 0.7 1574980 166916 

方法7 0.9 1796086 40930 

方法8 0 .1 372990 68611 
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方法8 0.3 869230 167854 

方法8 0.5 1248944 60959 

方法8 0.7 1716857 356504 

方法8 0.9 1847770 319374 

每个 𝑑f𝑖 下的平均百分比CV（%CV𝑑f𝑖），(7.1b)： 

i. 图形表示(图E5) 

 

图E.5： 绘制图表，描述每种计数方法在每个目标稀释比例 (𝑑𝑓𝑖) 下，重复观测的细胞浓度的%CV 

(%CV𝑑𝑓𝑖)。误差线表示标准偏差。 

ii. 数据表格表示(表E3) 

表E3：每个 𝑑f𝑖 下的CV𝑑f𝑖 

 

计数法 
目标稀释分数

(𝑑𝑓𝑖) 

%CVdfi 

%CVdfi标准差 

方法5 0.1 30.7% 24.5% 

方法5 0.3 9.9% 5.3% 

方法5 0.5 15.2% 4.9% 

方法5 0.7 8.9% 3.5% 

方法5 0.9 7.5% 3.0% 

方法6 0 .1 49.0% 15.7% 

方法6 0.3 18.1% 11.3% 

方法6 0.5 24.7% 9.0% 

方法6 0.7 18.7% 7.4% 

方法6 0.9 7.3% 4.2% 

方法7 0.1 10.6% 3.9% 

方法7 0.3 10. 4% 5.2% 

方法7 0.5 7.7% 2.8% 

方法7 0.7 8.8% 2.6% 

方法7 0.9 6.9% 1.4% 

方法8 0.1 37.7% 9.8% 
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方法8 0.3 23.1% 15.4% 

方法8 0.5 23.2% 14.9% 

方法8 0.7 25.1% 15.5% 

方法8 0.9 9.2% 4.2% 

 

𝑅2为比例模型拟合(7.1c)： 

i. 图形表示(图E6)： 

 

ii. 

图E6： 使用非参数自助法进行模拟细胞计数方法的分析，得出的 R2 值并带有表示95% 置信区

间的误差线。 

iii. 数据表格表示(表E4) 

表E.4：比例模型拟合的 R2 值（7.1c） 

 

 

计数法 

 

 

R2 

 

基于非参数自举分

析的下限95% CI(细

胞/mL) 

 

基于非参数自举分

析的上限95% 

CI(细胞 

/mL) 

方法5 0.9980 0.9906 0.9977 

方法6 0.9816 0.9521 0.9924 

方法7 0.9570 0.9426 0.9688 

方法8 0.9569 0.9107 0.9756 
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比例指数(PI) (7.1d)表示与比例模型拟合的系统偏差： 

i. 图形表示(图E7) 

 

图E.7： 基于缩放平滑残差的绝对值之和（AbsSSR）计算的比例指数（PI），误差棒表示由非参

数自举法分析得出的 95% 置信区间，用于模拟的细胞计数方法。 

ii. 数据表格表示(表E4) 

表E.5：比例性指数(PI) (7.1d) 

 

 

计数法 

 

PI 
(PIAb𝑠𝑆𝑆R 

) 

基于非参数

自举分析下

限的95% 

CI(细胞/mL)  

基于非参数自

举分析的上限

95% CI(细胞

/mL)  

方法5 0.4747 0.2986 1.2894 

方法6 1.0037 0.5175 2.4683 

方法7 3.1440 2.1267 4.2539 

方法8 2.7963 1.5734 5.0022 

E.4.2 实验设计参数和统计分析方法的文档化(第7.2节的报告要素) 

稀释分数实验设计(7.2a)： 

i. 探究的方法数量：4 (方法5，方法6，方法7，方法8)  

ii. 唯一目标稀释比例 (𝑑𝑓𝑖) 的数量 (I)：5 

iii. 唯一目标稀释比例集合𝑫F = {𝑑𝑓𝑖}I
𝑖=1：𝑫F = {0.1， 0.3， 0.5， 0.7， 0.9} 

iv. 每个𝑑𝑓𝑖下的重复测试样本数量 (ni) (表 E6)  

v. 每个𝑑𝑓𝑖下每个重复测试样本 (j) 的重复观测数量 (Kij) (表 E7) 

表E.6： 每个 𝑑f𝑖 下的重复测试样本(j)数量 (ni)。 
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ni 方法5 方法6 方法7 方法8 

n1 3 3 3 3 

n2 3 3 3 3 

n3 3 3 3 3 

n4 3 3 3 3 

n5 3 3 3 3 

表E.7：每个重复测试样本(j)在每个dfi上的重复观察值(k)的数量(Kij) 

Kij 方法5 方法6 方法7 方法8 

K11 3 3 3 3 

K12 3 3 3 3 

K13 3 3 3 3 

K21 3 3 3 3 

K22 3 3 3 3 

K23 3 3 3 3 

K31 3 3 3 3 

K32 3 3 3 3 

K33 3 3 3 3 

K41 3 3 3 3 

K42 3 3 3 3 

K43 3 3 3 3 

K51 3 3 3 3 

K52 3 3 3 3 

K53 3 3 3 3 

评价移液误差对稀释完整性贡献的方法(7.2b)(模拟)： 

根据附录A.1预评估移液误差对稀释完整性的贡献。 

i. 用于表示细胞样本的悬浮液：不适用（模拟） 

ii. 用于表示稀释剂的悬浮液：不适用（模拟）  

iii. 使用灵敏度为0.0001g的校准天平进行质量测量，以生成𝑑f𝑖j𝑝𝑟e−evaluated测试样本（模拟）  

iv. 基于与𝑑f𝑖j𝑝𝑟e−evaluated对𝑑f𝑖进行比例模型拟合，计算得出𝑅2Dilution（根据A1.2） 

v. 用户定义的稀释完整性标准设定为𝑅2
Dilution ≥ 0.980。  

vi. 稀释完整性预评估研究结果见表E8。 

表E.8：移液误差对稀释完整性贡献的用户定义接受标准(7.2b)。 

稀释完整性验收标准 预评估稀释完整性 选择计算平滑残差的方法 

𝑅2
Dilution ≥ 0.980 𝑅2

Dilution ≥ 0.990 ei
smoothed 

用于对比例模型拟合(7.2c)中均方差关系建模的假设： 

ii. 均值-方差关系的假设：方差与均值成正比。 
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比例模型拟合方程(7.2d)： 

ii. (𝜆ij
proportional=β1*dfij)，系数如表E9所示 

表E.9：比例模型拟合方程(𝜆ij
proportional=β1*dfij) 

 

 

计数法 

 

 

细胞类型 

 

 

浓度类型 

比例常数𝛽1 

(细胞/mL) 

基于非参数自

举的下限95% 

CI(细胞/mL) 

分析 

基于非参数自

举的上限95% 

CI( 

细胞/mL) 

分析 

方法5 
模拟细胞

类型 

细胞总浓度 2492194 2413060 2566922 

方法6 
模拟细胞

类型 

细胞总浓度 2415142 2231756 2598597 

方法7 
模拟细胞

类型 

细胞总浓度 2447185 2340644 2558819 

方法8 
模拟细胞

类型 

细胞总浓度 2422316 2203090 2625971 

PI的计算方法(7.2e)： 

iv. 计算 PI 的主要方法：按比例平滑残差的绝对值之和（PIAbsSSR ） 

v. 平滑方法：基于测量稀释比例进行平滑处理（𝑒𝑖jsmoothed ）  

vi. 计算的方程式： 

 

E.4.3 关于实验设计、统计分析和细胞计数测量过程的7.2和7.3节的附加报告要素 

细胞原液： 

v.储备溶液：不适用（模拟）  

vi. 悬浮介质：不适用（模拟）  

vii.储备溶液浓度（细胞数/毫升）：约为2500000  

viii. 估算储备细胞浓度的方法：方法5 

稀释方法： 

iv. 稀释剂：不适用(模拟) 

v. 独立稀释(模拟) 细胞类型和浓度类型： 

iii. 细胞类型：模拟细胞类型 

iv. 浓度类型：总细胞浓度测试样品生成及测量顺序： 

iii. 原液提取顺序(生成顺序)：不适用(模拟) 

iv. 随机样本数(测量顺序)：不适用(模拟) 非参数自举分析设置： 

iii. 引导迭代次数：200次 

iv. 引导带分析的置信水平：0.95 

E.5 用例 2 中评估的细胞计数方法的比较 
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E.5.1 比较细胞计数方法之间的质量指标 

当使用相似的稀释系列实验设计来评价一种以上的细胞计数方法时，可以比较不同方法之间的质量

指标(即PI和R2)。通过评估两种方法之间质量指标值的比率来比较方法。例如，通过计算两种方法的PI

值之比来比较PI： 

 其中， 

PIAbsSSR
Method A 和PIAbsSSR

Method B 是PI值基于AbsSSR（方程式 C1）计算的两种计数方法。 

在这种情况下，当两种计数方法具有相同的PI值RatioPIAbsSSR等于1时，表示两种方法之间没有差

异。比值超过1表示方法A的PIAbsSSR较高（比例较低）而方法B较低，而比值低于1则表示方法A的

PIAbsSSR较低（比例较高）而方法B较高。类似的比较可以应用于其他PI值和质量指标之间。 

为了评估不同细胞计数方法计算的质量指标之间差异的显著性，运行非参数自举分析(200次迭代)，

为每种方法的质量指标生成95%置信区间(ci)。当质量指标值之间的比值的95% CI(例如：RatioPIAbsSSR)

排除1的值(即，比值的值为1表明两种方法之间的质量指标没有差异)(表E10)。R2采用 了类似的方法(表

E11)。 

表E.10：评估细胞计数方法R2之间的显著差异。 

 

1级 

 

2级 

 

𝑅a𝑡𝑖oR2 

基于非参数自举
分析下限95% CI 

𝑅a𝑡𝑖oR2  

基于非参数自举
分析上限95% CI 

𝑅a𝑡𝑖oR2  

方法间观察到显著差

异? 

(95% CI是否包括1) 

方法5 方法6 1.017 1.005 1.043 是 

方法5 方法7 1.043 1.027 1.055 是 

方法5 方法8 1.043 1.022 1.085 是 

方法6 方法7 1.026 0.994 1.045 否 

方法6 方法8 1.026 0.994 1.073 否 

方法7 方法8 1.000 0.981 1.043 否 

表E.11：细胞计数方法间PIAbsSSR的显著性差异评价。 

 

1级 

 

2级 

 
RatioPIAbsSSR 

基于非参数自举分

析下限95% CI 

RatioPIAbsSSR 

基于非参数自举分
析上限95% CI 

RatioPIAbsSSR 

方法间观察到显著

差异? 

(95% CI是否包括1) 

方法5 方法6 0.473 0.216 1.246 否 

方法5 方法7 0.151 0.089 0.451 是 

方法5 方法8 0.170 0.098 0.483 是 

方法6 方法7 0.319 0.193 0.831 是 
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方法6 方法8 0.359 0.197 0.957 是 

方法7 方法8 1.124 0.624 1.815 否 

E.6 解释 

用例2的每个方法都可以单独评估，如D.4所述。 

根据R2值，比较细胞计数方法5和方法6在与比例模型的一致性方面存在显著差异。然而，通过 

PIAbsSSR表明，R2值上的差异可能不是由于比例性的实质性差异。相反，通过%CV𝑑f𝑖的评估表明，方法

5和方法6之间的差异可能更多受到两种方法精度的影响。 

方法7和方法8与比例性的偏差显著大于方法5和方法6。 

虽然方法6和方法8的单个观测值在与比例模型拟合的一致性方面似乎相似（基于R2），但通过使用 

PI指标和非参数自助法分析进一步评估比例性，表明方法6和方法8之间存在显著的系统偏差差异。这两

种方法的不精确性（基于%CV𝑑f𝑖）可能掩盖了在 R2分析中两种方法之间的比例性差异。 

E.7 结果与底层模拟模型的一致性 

在使用案例2中模拟的细胞计数方法具有如表E.12和图E.8所述的基本模型参数。 

从表E.12中描述的计数方法中模拟了一个细胞计数实验设计。对于模拟数据集的比例性分析通常与

模拟计数方法的预期响应一致。方法6和方法8都被模拟为不精确的。在每种方法的额外观测中，%CV𝑑f𝑖

的明显差异可能是随机的人为因素，这在额外的观测中会逐渐消失。 

表E.12：用例2中模拟单元格类型的模拟单元格计数方法的模型参数。“+”表示高比例性或精度；“-”  

表示比例或精度低。 

模拟细胞计数方法的模

型参数 

 

方法5 

 

方法6 

 

方法7 

 

方法8 

成比例的 + + - - 

精确的 
+ - + - 

真实截距 0 0 0 0 

真实斜率 (β1) 2460669 2460669 3448563 3448563 

真实二次系数 0 0 -1550000 -1550000 

真实方差/均值比率 4900 24806 4900 24806 
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图E.8：用例2的模拟细胞计数方法的底层模型的图形表示。虚线表示95%置信区间。 
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