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前    言

本标准是根据GB/T1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》中的要求进行编写的。
本标准等同采用欧盟委员会联合研究中心组织编写的EUR 24790 EN 《多个实验室转基因分析方法验证的验证方法》 （Verification of analytical methods for GMO testing when implementing interlaboratory validated methods）。
本标准由国家认证认可监督管理委员会提出并归口。

本标准起草单位：中华人民共和国北京出入境检验检疫局。

本标准主要起草人：饶红、韩玥、郭铮蕾、徐姗、李伟。

本标准系首次发布的认证认可行业标准。

转基因检测方法验证评价指南

1　 范围

本标准规定了转基因检测实验室方法验证评价的术语和定义、利用协同实验数据和/或实验室内部数据进行方法验证评价的程序、方法、报告与表示。

本标准适用于转基因检测（如实时荧光PCR法）方法验证过程的评价、报告和表示。

2　 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 19495.1 转基因产品检测 通用要求和定义
3　 术语和定义
下列术语和定义适用于本标准。
方法确认  Validation of method
确认是通过检查并提供客观证据，以证实某一特定预期用途的特定要求得到满足。(ISO 17025 5.4.5.1)
方法验证  Verification of method
验证是通过提供客观证据，确认特定要求得到满足（ISO 9000:2000 3.8.4）。验证一个实验室能够充分按照标准要求进行操作需要实验室提供客观证据，证明对于所用的样品基质，能满足检测方法规定的性能指标。通常，标准要求是真实度（一般用偏差形式表示）和精确度（一般为重复性和再现性），反映在测量不确定度中。客观证据是从实验室实际数据中得到的真实度和精确度。
可重复性标准偏差 Precision- Relative Repeatability standard deviation（RSDr）
可重复性（重现性）标准偏差是指在可重复性（重现性）条件下获得的测试结果的散布的分布状态的度量标准。相同地，“可重复性（重现性）变化”或“可重复性（重现性）变化系数”可以被定义或用于在可重复性（重现性）条件下获得的测试结果的散布情况的度量标准。

实验室样品 Laboratory sample
由原始样品经过混合、缩分得到的一定数量样品。用于制备试样和存查样品。
分析样品 Analytical sample

实验室通过研磨制备的样品，必要时进行混匀。
检测部分 Test portion

用于检测或分析的样品，其一次用于分析物提取的整体的量。
检测结果 Test result

测试结果是从PCR平行得出的Ct值或拷贝数。
DNA提取平行（本文中用到的）DNA extraction replicates (as used in this document)

从不同分析样品的不同检测部分得到的DNA提取物
PCR平行(本文中用到的) PCR replicates (as used in this document)
用PCR在不同反应中对DNA提取物平行的分析

工作溶液 working dilution

后续PCR方法中用到的DNA最高浓度。
定量检测低限  Limit of Quantification（LOQ）

定量分析过程的低限是指被检测的样品在合适的精确度水平上能被检测出的最低含量或浓度，并且依据ISO 5727条款【2】或【3】，经过合作实验的满意证明或单一实验室的确认。

实际定量检测低限  Practical limit of Quantification（practical LOQ）
实际LOQ是在已知（确定/估计）目标种类基因拷贝数的情况下，能定量到的可信的（如≥95%置信水平）最低相对目标DNA的量。
检测低限  Limit of Detection (LOD)

定性方法的检测限是指被检测物能被可靠检出的最低浓度或含量。但是不必进行定量，并且已经经过合作实验的证明或单一实验室的确认。
实际检测低限  Practical limit of Detection (practical LOD)
    实际LOD是在已知（确定/估计）目标种类基因拷贝数的情况下，能检测到的可信的（如≥95%置信水平）最低相对目标DNA的量。
特异性 Specificity

    方法只对特定特性或分析物有反应的特点。
动态范围—定量检测范围  Dynamic range - Range of quantification

由合作实验室证明了分析过程内的浓度间隔具有适当水平的精确度和真实度。
真实度 Trueness
大量实验结果的平均值和认可参考值的一致性。

注：真实度（可信度）的量度标准通常是以斜率来表示的。可信度也就是所提到的“平均值的正确度”。
精确度 Precision
在规定条件下所获得的独立测试结果之间的一致性。

扩增效率 Amplification efficiency
每个循环达到100%效率时，使理论斜率达到-3.2的PCR扩增速度。效率（%）可用以下公式计算：
效率=(10(-1/斜率)-1) ×100
R2系数 R2 coefficient

R2是判定系数，是通过线性回归分析得到的标准曲线的相关系数（测量的Ct值和浓度对数）的平方计算出的。
稳健性  Robustness

分析方法的稳健性是指在通常的使用情况下，检测方法不受微小、但有意的方法参数改变的影响，仍然能保持其测量可靠性的能力。
4　 符号和缩略语

下列符号和缩略语适用于本标准。
Ct-value  number of PCR cycles to pass a set threshold Ct值
DNA   deoxyribonucleic acid  脱氧核糖核酸
ENGL   European Network of GMO laboratories 欧洲GMO检测实验室网络
EU    European Union 欧盟
GM    genetically modified 基因改造
GMO    genetically modified organism 转基因生物
ISO    International Standards Organisation 国际标准化组织
IEC     International Electrotechnical Commission 国际电工委员会
LOD    limit of detection 检测限
LOQ     limit of quantification 定量检测限
PCR    polymerase chain reaction 聚合酶链式反应
5　 转基因检测方法验证评价
5.1　 DNA提取和纯化
DNA提取方法应该提供具有高质量的DNA供后续检测分析用。尽管这个标准关注的是PCR方法验证，但是DNA提取方法的评估是关键的步骤，因为DNA提取的质量对最终结果有重要影响。
DNA提取方法可以是实验室间确认的方法、单个实验室确认的方法、标准方法（如ISO）和/或其它可利用的方法。
步骤：对于已经确认的DNA提取方法，每次分2份至少2次（推荐3次）进行DNA的提取，如果可能的话，不在同一天内进行，并且由不同的操作者操作。提取的DNA必须要达到一定的浓度和质量标准（如，通过控制扩增效率和用实时荧光PCR检测是否存在抑制剂，见附录B）。适用于一种基质的DNA提取方法可能不适用于其它基质。以上步骤需要针对不同基质进行。对于一个DNA提取方法的验证，测试的基质不能含有转基因成分。
5.2　 DNA浓度

步骤：提取的DNA浓度用日常检测方法进行检测。
验收标准：在验证过程中，当用于DNA提取方法的基质和方法确认的相同时，提取的DNA要和方法确认时的结果进行对比。提取的方法应该能产生出满足检测目的的DNA的量（至少达到所需的LOD/LOQ）。
如果DNA提取方法不能从特定基质上提取满足检测目的的DNA, 实际的LOD就会受到影响（附录A）。
5.3　 DNA提取物中不含抑制剂
步骤：每个DNA提取物的平行被稀释为工作稀释液（如40ng/μL）。从这个工作溶液，进行一系列稀释，如4个稀释点被用来进行实时荧光PCR的分析（每个稀释至少2个PCR平行）。从4个稀释点得到标准曲线。
检测抑制剂的PCR实验优先选择参考基因实验（如，特定分类基因参考系统）。工作溶液中总的DNA量应该至少和要在方法验证过程中及日常检测中用的DNA的量相同（如，PCR特定分类参考系统中指示的DNA量）。
验收标准：测量Ct值和工作溶液的推测Ct值差值（ΔCt）应该< 0.5[(测量Ct-推测Ct)< 0.5]，抑制剂曲线斜率在-3.6到-3.1之间。
抑制剂实验的例子见附录B.
如果提取的DNA含有抑制剂，在进行实时荧光PCR之前，要对DNA进一步纯化或过滤到观察不到PCR抑制剂水平。
5.4　 特异性
特异性应该在方法确认时就已经研究过了。因此，在方法验证时不需要对特异性再进行研究。在对几种转基因成分共有的基因要素做方法筛选时，方法在进行应用后，应该在实验室内（如果不具备方法确认的数据）先进行和市场上新的转基因物质交叉反应的检测。这也只有在具备新转基因成分的阳性对照样品时才能进行。
5.5　 动力范围、R2系数、扩增效率
步骤：动力范围、R2系数和扩增效率在测量其它参数，如真实度和精确度时，从标准曲线可以自动得出。应采用至少两条标准曲线的平均值（见表1）。
动力范围验收标准：动力范围必须覆盖预期使用的值。可以用转基因成分%或拷贝数范围表示。
例：0.09%和4.5%的0.9%目标转基因浓度或当目标为500拷贝时的50和2500基因组拷贝
扩增效率的验收标准：对定性和定量方法，标准曲线斜率的平均值在-3.6到-3.1之间，相当于扩增效率在90-110%。
R2系数验收标准：R2平均值≥0.98。
5.6　 真实度
步骤：真实度应该接近规定值（如0.9%阈值），或根据方法的预期使用需要，而且至少在接近LOQ的水平。真实度的测量可以用标准参考物质（CRM）的至少2个浓度（如0.1%和1%），可能的话，用在动力范围之上的第3个浓度（如5%）。或者，用一个更高比例的标准参考物质制成参考样品（如1%）。附录C提供了制备这种参考物质的实例。
检测条件（反应量、PCR仪等）应该和日常检测一致。至少要得到16个PCR平行的结果。检测的设计实例见表1、图2和图3.
附录D提供了实时荧光PCR平行的相关或不相关的转基因成分平均值、标准偏差和相对重复性标准偏差的计算方法。
如果没有标准参考物质进行真实度的评估，可以用能力验证材料或能力验证的Z值评价方法的真实度。
验收标准：真实度在可接受参考值的±25%内，或Z值在±2之间。
5.7　 相对可重复性标准偏差（RSDr）
步骤：重复性的评估和真实度的评估方法相似。是在重复条件下通过PCR平行实验进行计算。重复性适用于所有转基因水平的测试。
检测条件（反应量、PCR仪等）应该和日常检测一致。至少要得到16个独立测量结果。检测的设计实例见表1、图2和图3.
附录D提供了实时荧光PCR平行相关或不相关的转基因成分标准偏差和相对重复性标准偏差的计算方法。
验收标准：相对重复性标准偏差应≤25%，在方法的动力学范围之上。
5.8　 定量限（LOQ）的评估
可以确定相对LOQ（%）和/或绝对LOQ（拷贝数）。
相对LOQ（LOQrel）步骤：0.1%的阳性对照样品可以用目标转基因的10次PCR平行和目标参考基因的10次平行进行分析。LOQrel的RSD应该低于25%。为了建立准确的LOQrel，需要用低浓度的转基因物质配制溶液。
绝对LOQ(LOQabs)步骤：1%的已知阳性对照样品的一系列稀释可以用10次PCR平行（如80，60，40，20，10，5和1）。LOQabs可以用一系列的稀释液中的最后一个进行评估，测量的RSD要低于25%。标准曲线应该覆盖LOQabs值。
概率分布建议1个拷贝应该给出大约30%的阴性结果。因此，为了验证稀释系列的拷贝数大致正确，1个拷贝的稀释液至少一个平行结果得是阴性的。
10次PCR平行的平均值是标准曲线的一部分，只要标准曲线满足R2和斜率/效率的要求。其它的标准曲线只需要在每个点做2个PCR平行。
验收标准：当有确认数据时，LOQ应该符合（或好于）那些数据。
5.9　 检测限（LOD）的评估
可以确定相对LOD（%）和/或绝对LOD（拷贝数）。
相对LOD（LODrel）步骤：一个低转基因浓度的阳性对照样品可以用10次PCR平行测量，如果所有平行的结果都是阳性，这表示LODrel低于或和阳性对照水平相同。
绝对LOD（LODabs）步骤：计算一个方法95%置信水平的LODabs,需要每个浓度进行60个PCR平行。由于此方法并不实用，建议计算少量平行，如10次平行的假阴性率。假阴性率要低于5%（如，10个PCR平行都得是阳性结果）。这个方法可以进行LODabs的大致评估。
假阴性率是指一个已知阳性样品被检测成阴性的可能性。当分析物的量接近方法的LOD，就会出现假阴性率的增加。选取稀释的系列，使其能代表基于对方法性能的认知的高于和低于预期LODabs的间隔（如20、10、5和1拷贝）。10个平行都是阳性的最低浓度是LODabs。概率分布建议1个拷贝应该有大约30%的阴性结果。因此，为了验证稀释系列正确的拷贝数，至少1个拷贝稀释的一个平行需要是阴性的。见表1.
验收标准：当有确认数据时，LOD应该符合那些数据。
实际LOD（LODprac）超出了本文的范围，因为要取决于样品而不是方法。但是应该对每个样品确定LODprac。
5.10　 稳健性
在对方法进行协作实验前，在方法开发或优化时就应该对稳健性进行研究，因此，在验证研究中不用对稳健性再进行评估。
5.11　 相关样品
当有新的转基因产品出现在市场上时，实验室希望得到检测方法的通知。但是，在方法验证阶段通常只有有证参考物质。因此，通常使用有证参考物质进行验证。如果没有有证参考物质，可以用其它的转基因阳性样品。也可以对日常样品或添加参考物质的日常样品进行额外检测。
表1.定量实时荧光PCR方法的验证设置实例
	1.可选的：
预实验确定DNA的合适浓度
	在300ng-0.1ng的范围里至少测试3个目标浓度（取决于植物物种）
如，300ng玉米DNA对应大约110000 内源性基因拷贝，0.1ng对应大约37拷贝。

	2.动力学范围，R2系数和扩增效率
	例1：2个标准曲线的最低要求
每个曲线用5个校准点，做3个PCR平行（×3）
所有斜率都应该在-3.6到-3.1之间，所有R2值应该≥0.98
例2：4个标准曲线
每个曲线用5个校准点，做2个PCR平行（×2）
用4个斜率和R2的平均值进行验证。
例3：2个校准曲线
每个曲线用8个点，做5个PCR平行（×5），覆盖LOD和LOQ的最低浓度。用所有LOQ以上部分的斜率和R2的平均值进行验证。

	3.真实度，精确度，RSDr
	至少两个转基因水平（一个近似于标签阈值，一个近似于LOQ，推荐将动力范围的上限作为第三个水平）
例1：每个转基因水平做两个DNA提取的平行，每个提取/板做2个PCR平行，4个板得到16个测量结果，每个转基因水平得到8个评估*（图2）
例2：每个转基因水平做两个DNA提取的平行，每个提取/板做4个PCR平行，2个板得到16个测量结果，每个转基因水平的到4个评估*（图3）
为了评估中间精密度，由同一个实验员在两天里分别进行PCR实验，如果可能，由两名实验员实验。

	4.LOQ, LOD
	LOQ：在一个低浓度的10个PCR平行（如80、60、40、20、10、5和1个拷贝）。LOQ是当拷贝数测量的RSD低于25%并且标准曲线覆盖了这个点的一系列浓度中的最低浓度。
LOD：在一个低浓度的10个PCR平行（如20、10、5和1个拷贝）。LOD是当所有平行都是阳性时的一系列浓度中的最低浓度。


*如果基于经验，实验室能够证明两个经验丰富的操作者的平行和一个操作者的平行是一样的，就无需两个操作者完成重复了。

注意：也可同时评估表1中的参数。

注意：针对一次实验，标准曲线和样品要在同一个板上。两次实验（如内源基因和转基因实验）可以在两个不同板上进行，每个板使用相同的样品稀释液和同一个标准曲线。
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图2：精确度/真实度实验设计（例1）
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图3：精确度/真实度实验设计（例:2）
附　录　A 
（资料性附录）
DNA含量对实际LOD的影响
如表2所示，在0.1%转基因样品中，目标分类单元特定序列的拷贝数是目标转基因成分的1000倍以上。这表示，对于10个拷贝的绝对LOD，需要将10000个目标分类单元特定序列的拷贝进行PCR实验以得到0.1%的实际LOD。如果绝对LOD是10个拷贝，用1000000个拷贝进行PCR反应，那么实际LOD为0.01%（见表2）。应该对每个样品进行实际LOD的计算。
表A.1　 DNA含量对实际LOD影响的例子
	target-taxon specific基因拷贝数
	绝对LOD(目标转基因
复制数)
	实际LOD（%）

	100,000 
	10
	0.01

	10,000
	10
	0.1

	1000
	10
	1


附　录　B 
（资料性附录）
对DNA提取方法的评价（抑制试验）
B.1　 背景
已知的抑制PCR反应的物质通过与DNA模板反应、干扰DNA聚合酶活性或降低聚合酶的辅助因子（Mg2+）而影响目标DNA扩增的效率。DNA提取步骤可以在很大程度上消除或降低PCR抑制物质的量。但是，一个样品中抑制剂的最终的量取决于样品的性质。样品被加工的程度越深，DNA破碎的可能性越大。植物DNA还会受到次生代谢物如多酚、脂类和能够与DNA链形成聚合的多糖的影响。可以通过DNA离析步骤添加抑制剂：KCl和NaCl、离子洗涤剂、乙醇、异丙醇和苯酚。
为了在DNA的准备工作中检测是否存在PCR抑制物，可以采取不同的措施。这个附录说明了ENGL验收标准应用于评价从未稀释来源得到的连续稀释样品的反应效率（斜率和R2），以及检测用于PCR分析的未稀释样品中PCR抑制物的存在。
抑制的作用基本上取决于抑制物的浓度。当DNA被稀释时，抑制物的效果通常会在DNA低浓度时被降低或消除。对连续稀释样品的反应效率的评价和对不含抑制剂的未稀释样品的理论Ct（临界循环次数）和测量Ct的对比，可以得到PCR用于评估DNA质量的信息。如果只有最高DNA浓度显示抑制，低浓度DNA可以用于量化，但是这会影响实际的LOD和LOQ值。
但是，在特定情况下连接在DNA片段上的抑制物不会通过样品稀释而被消除，这样就会导致可以扩增的DNA拷贝数少于样品中预期的DNA浓度。
B.2　 步骤
DNA质量（PCR抑制剂的相对缺乏）可以通过用目标分类单元特定序列系统，每个DNA提取平行（抑制运行）的连续4倍稀释（1:4、1:16、1:64和1:256）的4个点分析2个PCR平行来证明。DNA提取一开始要达到接下来的PCR方法相关的水平的DNA最高浓度，叫做“未稀释”样品（工作稀释）。从这个浓度开始准备四倍稀释液（从1:4到1:256）。为了评估抑制剂的存在，4个按系列稀释的样品的Ct值从稀释因子的对数中得到，并用线性回归计算得到一个等式。从线性回归推算出的“未稀释”样品的Ct值与同一个样品的测量Ct值进行对比。DNA提取可被接受的三个条件：回归线的斜率在-3.6到-3.1之间；判定系数（R2）等于或高于0.98；测量Ct和推算Ct的差（ΔCt）低于0.5。
每个稀释得出的两个PCR平行的Ct值用于以下计算。
B.3　 对DNA质量的评价
下图蓝色格的“工作稀释”反映了“未稀释样品”。
例A：可接受DNA质量：满足所有标准
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例B：DNA抑制。尽管(Ct不超过0.5的限制(尽管接近这个值)，未稀释的样本和1:4稀释样品发生了延迟反应 (Cts)，说明DNA质量不佳。后者对斜率的影响表现为斜率比可接受的(-3.0)平坦。
[image: image4.emf]
例如C:DNA抑制。这是另一种DNA提取物质量低的情况。连续稀释的斜率在可接受范围内,然而,基于四点直线的未稀释样本的推断Ct(22.48),应低于测量(23)。未稀释样本显示出上升的延迟，以至于不如后来的1:4稀释样本明显。因此,当线性回归的斜率落在范围-3.6到-3.1,ΔCt证明混合物的提取物抑制DNA扩增。
[image: image5.png]Sample code :

4 248 -0.6021
24.8 24.70 1.70] 2[ -0.6021
16 25.8] -1.2041
261 25.95 1.25 2| -1.2041
84 28.2]
28.6 28.40 245 2| -1.8062]
256 30.5] -2.4082)
30.3 30.40 2.00 2| -2.4082
23]
23 23.00] 22.48| 0.52]

¥ B 88 ¥

ct

R

18

Q\
4 3 2 -
log(1/dilution factor) |y = -3.2600 + 22 4750|

R? = 0.9818|





例D:在这个例子中,回归直线的斜率在ENGL接受标准之外(- 3.66)。然而, 与例子B相反, 未稀释样本和第一个梯度稀释样本没有出现Ct延迟。“(Ct”列显示后续梯度稀释样品的Ct值测量间的区别。这些值总是大于反应效率100%时的期望值2。基本上,稀释列表现的好像稀释样品中的DNA比计算的少。因此,我们不希望把这些样本归为受抑制化合物影响的样本。然而,如果排除技术错误 (移液错误),也没有其他能明确识别的原因, 不应该排除对附含目标DNA抑制剂可能性的推测。
[image: image6.emf]
附　录　C 
（资料性附录）
中间浓度阳性对照的生产
一些参考物质只在一个或几个有限的转基因浓度可用。可能需要将阳性材料与非转基因材料混合生产其他转基因浓度，如确定相对LOQ和LOD。可以通过测量同一板子上同一标准曲线的阳性转基因和阴性转基因的参考基因来完成。这两个DNA制备物的稀释因子可以使用以下公式计算:

X = (A/B)*(Y-1)+1

X =实际稀释系数(转基因材料必须被稀释多少以抵消浓度的差异)

A =阳性转基因DNA制备物的参考基因拷贝数

B =阴性转基因DNA制备物的参考基因拷贝数

Y =理论稀释因子，如从10%转基因到0.1%转基因=100x

例子：
DNA A = 100% GMO，DNA B = 0%

A和B的每个PCR管加入5μL DNA

在参考基因校准曲线上量化未知样品

结果：
A (来自DNA A): 10 拷贝/5μL
B (来自 DNA B): 8 拷贝/5μL
从100%转基因生产10%转基因相当于10倍稀释(理论上Y=10)。

X 必须像Y一样用于计算混合的体积。 如果X=12.25，那么实际稀释因子X：(10/8)*(10-1)+1=((10/8)*9) +1= 90/8 + 1 = 11.25+1= 12.25, 所以 1μL A 需要与11.25μL B混合。
在将这两个DNA制备物加到一起后，DNA溶液必须完全混合。

混合物的纯度可以通过100%的混合物的标准曲线，分别在3天以3个平行分析3个样品。
附　录　D 
（资料性附录）
基于实时PCR的转基因含量平均值、标准偏差和相对可重复性标准偏差的评估
大部分实验设计已经写明如何从PCR实验中正确计算转基因含量和标准偏差，用两种方法计算出的平均值再通过两个步骤相加。下面详述从目标基因和参考基因拷贝数测量值开始的过程。通过这些测试结果, 计算转基因含量的估计值和标准偏差。大多数实验过程提供几个这样的转基因含量和标准偏差值(例如, 在相同或不同的板子上运行)。需要和适当时,这些评估可以通过标准方式相加,例如通过转基因含量计算算术平均值。
D.1　 从目标和参考基因拷贝数估计转基因含量
GM-DNA使用实时PCR从样本中估计转基因DNA的百分比需要用到两个实验:一个试验是用来检测目标转基因DNA序列的拷贝数(X)，另一种是用于确定内源参考基因DNA序列的拷贝数(Y)。转基因DNA含量百分比的估计通常使用以下的比率法：
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.          (1)
X和Y都是随机变量1。1 一个随机变量可以被认为是一个值不固定值的量，但可以根据概率分布取不同的值(例如，可能是由测量不确定度决定的)。通常使用大写字母表示一个随机变量(即，X为目标DNA浓度) ，使用小字母表示实际值，即测量结果。
标准的做法是将目标和参考基因一式两份或一式三份等来进行试验。这样将分别得到2到3个转基因目标DNA序列和2到3个参考基因DNA目标序列的检测结果，接着需要根据这两组检测结果计算转基因百分比的平均值。然而没有计算随机变量比率的均值和方差的准确公式，但存在近似值。平均值，用E表示，独立随机变量比率的方差接近于
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         (2)
和
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  (3)
其中[image: image14.png]


是目标转基因DNA拷贝数的算术平均值，[image: image16.png]


是参考DNA拷贝数的算术平均值。

这些近似值假设X和Y之间不相关。标准偏差用[image: image18.png]sd[X/Y] = /Var[X/Y]



表示。标准偏差组分中的相对可重复性标准偏差RSDr在最后用标准偏差的分量计算；以下示例给出了RSDr的计算方法。

所有这些计算可以用Excel完成。
D.2　 例子
在这些例子中,我们使用x表示转基因目标基因的拷贝数，用y表示参考基因拷贝数。这些例子对应表1中给出的示例并详细演示了一个板子所需的计算，然后描述如何计算几个板子结果的总和。
示例1:两个DNA提取，每个提取的转基因目标和参考基因都在四个板子上通过两个PCR平行进行测试
这个设计针对每个板子提供了两种转基因估计值和标准偏差 ，因此总共有8个转基因估计值(GM1-8)和8个标准差(sd1-8)。这8个转基因估计值和标准差都得自使用方程(1)和(2)计算两个测试结果中目标基因拷贝数和参考基因拷贝数。如果得到所有8个转基因估计值的平均值，这个平均价值取决于16个目标基因的拷贝数和16个参考基因的拷贝数的测试结果，这当然也适用于组合标准差。
提取1:

[image: image19.emf]
因此，[image: image21.png]


15036.97，[image: image23.png]


163977，Var(x) = 2343612.5，Var(y) = 104227922。将适当的值放入方程(2)得出一个平均值GM1为 0.092或9.2%；使用方程(3)和上述值开方得到标准差sd10.010943。
提取2：
[image: image24.emf]
这里， [image: image26.png]


13702.5， [image: image28.png]


166498，Var(x) = 177012.5，Var(y) = 62518562。将适当的值放入方程(2)得出一个平均值GM2为 0.082或8.2%；使用方程(3)和上述值开方得到标准差sd20.004654。
结合板子：
在四个不同的板子重复整个过程，除了 GM1, GM2, sd1和 sd2 ，还得到平均值GM3, GM4,…, GM8 和标准差sd3, sd4,…, sd8。
样本转基因的总体平均值[image: image30.png]


可以通过GM1 - GM8的算术平均值计算[image: image32.png]GM =Y¥°_, GM,/8



。使用n表示每个提取的平行数(在这个例子中n = 2)，用k表示每个反应管分别的标准差数量 (这里k = 8)，整体平均的标准差[image: image34.png](n; — Dsd? /(52




 ；在这个示例中分母的区间是16 – 8 = 8。相对可重复性标准差[image: image36.png]RSD, = 2 100
e




。
示例2：两个DNA提取，为每个提取的转基因目标和参考基因都在两个板子上通过四个PCR平行进行测试
这个设计针对每个板子提供了两种转基因估计值和标准偏差 ，因此总共有4个转基因估计值(GM1-4)和4个标准差(sd1-4)。这4个转基因估计值和标准差都得自使用方程(1)和(2)计算四个测试结果中目标基因拷贝数和参考基因拷贝数。如果得到所有4个转基因估计值的平均值，平均值取决于如上述示例1中的16个目标基因的拷贝数和16个参考基因的拷贝数的测试结果，这当然也适用于组合标准差。
提取1:
[image: image37.emf]
因此， [image: image39.png]


14369.5，[image: image41.png]


165237.5，Var(x) =1433394，Var(y) = 57700642。应用方程(2)得出一个平均值GM1为0.087或8.7%；使用方程(3)和上述值开方得到标准差sd1 0.00828。
提取2：
[image: image42.emf]
这里， [image: image44.png]


14187， [image: image46.png]


157308，Var(x) = 747515，Var(y) = 89272181。应用方程(2)得出一个平均值GM2为 0.091或9.1%；使用方程(3)和上述值开方得到标准差sd20.0077。

结合板子：
在两个不同的板子重复整个过程，除了 GM1, GM2, sd1和 sd2 ，还得到平均值GM3, GM4和标准差sd3, sd4。

样本转基因的总体平均值[image: image48.png]


可以通过GM1 - GM8的算术平均值计算[image: image50.png]GM =Y* , GM,/4



。使用n表示每个提取的平行数(在这个例子中n = 4)，用k表示每个反应管分别的标准差数量 (这里k = 4)，整体平均的标准差[image: image52.png]


 ；在这个示例中分母的区间是16 – 4 = 12。相对可重复性标准差[image: image54.png]RSD, = 2 100
e




 。

中 华 人 民 共 和 国


国家质量监督检验检疫总局








