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合格评定—基因扩增检测方法验证与确认指南

[bookmark: _Toc498265559][bookmark: _Toc516488923][bookmark: _Toc516490498]范围
本标准给出了基因扩增检测方法验证确认与方法验证的一般性原则。
本标准适用于实验室对基因扩增领域（如：转基因检测、过敏原分子鉴定、功能基因检测、中药成分鉴定、微生物菌种鉴定、掺假鉴定等）的非标准方法、实验室制定的方法、超出预定范围使用的标准方法、其他修改的标准方法的方法确认，以及实验室对新引入标准方法正式使用前的方法验证。
[bookmark: _Toc498265560][bookmark: _Toc516488924][bookmark: _Toc516490499]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。
ISO／IEC指南99:2007 国际计量学词汇-基本和通用概念及相关术语 [International vocabulary of me  of metrology-basic and general concepts and associate terms(VIM)] 
GB 19489 实验室  生物安全通用要求
GB/T 6379.1 测量方法与结果的准确度 第1部分 测量方法与结果的准确度（正确度和精密度）第一部分：总则与定义。
GB/T 6379.2 测量方法与结果的准确度（正确度和精密度） 第2部分 确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法
ISO 16140-2:2016 Microbiology of the food chain-method validation –Part 2: protocol for the validation of alternative (proprietary)methods against a reference method.

[bookmark: _Toc498265561][bookmark: _Toc516488925][bookmark: _Toc516490500]术语和定义
ISO/IEC 指南99:2007 界定的以及下列术语和定义适用于本文件。为了便于使用，以下重复列出了ISO/IEC指南99:2007中的某些术语和定义。
注：本标准主要适用对象为实验室，按照ISO／IEC 17025确定的原则，当对同一术语有不同的定义时，优先使用ISO/IEC指南99的定义。
[bookmark: _Toc516488926][bookmark: _Toc516490501]3.1 方法验证  method verification  
实验室通过核查或试验，提供客观证据证明满足检测方法规定的要求。即提供客观证据以证明实验室能够正确运用该方法，确保实现所需的方法性能。
注1: 适用时，应考虑测量不确定度。
注2: 改自ISO/IEC 指南99:2007，定义2.44
[bookmark: _Toc516488927][bookmark: _Toc516490502]3.2 方法确认 method validation 
实验室通过试验，提供客观证据证明待定方法满足预期的用途。 
注1: 方法确认宜识别影响方法性能的因素及影响程度，验证方法的性能特性，并确定方法所适用的基质及使用的限制条件。
注2: 确认可包括对抽样、检测物品的处置和运输程序的确认。
注3: 改自ISO/IEC 指南99:2007，定义2.45。
[bookmark: _Toc516488928][bookmark: _Toc516490503]3.3 定性方法 qualitative method
[bookmark: _Toc516488929][bookmark: _Toc516490504]用直接或间接的方法检测被分析物是否存在目标基因的分析方法。
[bookmark: _Toc516488930][bookmark: _Toc516490505]3.4 定量方法 quantitative method
对一定数量的样品进行直接或间接测量被分析物目标基因数量的分析方法。
[bookmark: _Toc516488931][bookmark: _Toc516490506]3.5实验室内方法确认 in-house method validation 
在同一实验室内，在合理的时间间隔内，使用待定检测方法，按照预先规定的条件对相同或不同的物品进行方法特性指标测试，以证明该方法满足预期的用途。
注： 改自GB/T27417-2017，术语和定义 3.3。
[bookmark: _Toc516488932][bookmark: _Toc516490507]3.6 实验室间方法确认 Interlaboratory method validation
在两个或多个实验室间实施的方法确认。不同实验室按照预先规定的条件，使用待定检测方法对相同或类似的物品进行方法特性指标进行测试，以证明该方法满足预期的用途。
注： 改自GB/T27417-2017，术语和定义 3.4。
[bookmark: _Toc516488933][bookmark: _Toc516490508]3.7 非标准方法 non-standard methods
由知名技术组织或有关科技书籍或期刊中公布的方法，或设备制造商规定的方法。
注： 改自ISO/IEC17025-2017，7.2.1.4。
[bookmark: _Toc516490509]3.8 实验室制定的方法 laboratory-developed methods
实验室为满足特殊需要开发或修改的方法。
注： 改自ISO/IEC17025-2017，7.2.1.4。
[bookmark: _Toc516490510]3.9 特异性specificity
检测特定目标基因的专一性。
[bookmark: _Toc498265563][bookmark: _Toc516490511]3.10 检出限 Limit of detection (LOD)
定性方法的检出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，其声称的物质成分不存在的误判概率为0.05，声称物质成分存在的误判概率为0.05。
注：  改自ISO/IEC 指南99:2007，定义2.4.18。
[bookmark: _Toc516490512]3.11 精密度 precision
在规定条件下，对同一或类似被测对象重复检测所得测试结果的一致程度
注1：精密度用于定义重复性和再现性。
注2：改自ISO/IEC 指南99:2007，定义2.4.15。
[bookmark: _Toc516490513]3.12 重复性 repeatability 
在同一实验室，由同一操作员使用相同的设备，按照相同的测试方法，在短时间内对同一或类似被测对象重复测试所得测试结果间的一致程度。
注1: 改自ISO/IEC 指南99:2007，定义2.4.15，2.2.20。
[bookmark: _Toc516490514]3.13 再现性reproducibility
在不同的实验室，由不同的操作员使用不同设备，按相同的测试方法，对同一或类似被测对象重复测试所得测试结果的一致程度。
注1: 改自ISO/IEC 指南99:2007，2.4.15，2.2.24。
[bookmark: _Toc516490515]3.14重复性标准差repeatability standard deviation
 在重复性条件下所得测试结果的标准差。
注1：引自GB／T 6379.1-2004 3.15。
[bookmark: _Toc516490516]3.15 再现性标准差 reproducibility standard deviation
在再现性条件下所得测试结果的标准差。
注1：引自GB／T 6379.1-2004 3.19。
[bookmark: _Toc516490517]3.16 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： 引自GB/T19495.1-2004 3.1.8
[bookmark: _Toc516490518]3.17 定量限（limit of quantificationL，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。
注：引自GB/T19495.1-2004 3.1.6。
[bookmark: _Toc516490519]3.18 稳健度 ruggedness
试验条件变化对分析方法的影响程度。
注1:这些条件在方法中规定，或根据规定稍加改动，包括样品种类、基质、保存条件、环境或样品制备条件等。在实践中可能影响分析结果的实验条件（例如：试剂稳定性、样品组成、pH、温度等）的任何变化都应到指明。
注2: 引自GB/T-27417-2017 3.26。
[bookmark: _Toc516490520]3.19 测量不确定度measurement uncertainty
利用可获得的信息，表征赋予被测量量值分散性的非负参数。
注1:测量不确定度一般由若干分量组成。其中一些分量可根据一些列测量值的统计分布，按测量不确定度A类评定惊醒评定，并可用标准偏差表征。而另一些分量可根据经验或其他信息所获得的概率密度函数，按测量不确定度B类评定进行评定，也用标准偏差表征。
注2:通常，对于一组给定的信息，可以理解为测量不确定度与赋予被测量的设定值有关，该值的修改将导致相应的不确定度的修改。
注2:引自改自ISO/IEC 指南99:2007，定义2.4.26。
[bookmark: _Toc516488934][bookmark: _Toc516490521]方法确认要求
[bookmark: _Toc516490522]4.1总则
4.1.1 在引入检测方法前，实验室应对非标准方法、实验室制定的方法、超出预定范围使用的标准方法或其他修改的标准方法的确认制定程序。对于确认过的方法，实验室应制定作业指导书。
4.1.2 需要确认的方法，应首先根据方法要求制定方法确认的技术方案，并经相关管理部门或专家的评估。确认应尽可能全面，以满足预期用途或应用领域的需要。按照技术方案进行实验室内确认及实验室间确认试验。按照技术方案，完成确认结果的审查、评价和审批。
4.1.3方法验证应从样品制备开始（必要时，包括基因扩增样品的抽样），包括DNA的提取和纯化、DNA浓度、DNA提取物种抑制剂、反应体系、扩增条件及扩增结果等的确认。
4.1.4 可采用一种或多种技术进行方法确认：如使用参考标准或标准物质评估偏倚和精密度、对影响结果的因素做系统性评审，通过改变控制参数检验方法的稳健性、与其他已确认的方法进行结果比对等。
[bookmark: _Toc516490523]4.2 确认方法的特性参数
实验室可在综合考虑成本、风险和技术可行性基础上，并根据预期的用途来进行方法确认。实验室进行方法确认的内容应完整，包括但不限于以下方法特性：
a） 方法的选择性；
b） 方法适用范围；
c） 检出限和／或定量限；
d） 线性范围；
e） 重复性；
f） 再现性；
g） 真实度；
h） 特异性；
i） 结果的测量不确定度。
[bookmark: _Toc516490524]4.3 确认方法特性参数的选择
4.3.1 方法确认的典型特性参数
应根据检测方法的预期用途，选择需要确认的方法特性参数。典型的需要确认的方法特性参数见表1。
表1 典型方法确认参数的选择
	待评估性能参数
	定量方法
	定性方法

	特异性
	√
	√

	检出限
	√
	√

	重复性
	√
	√

	再现性
	√
	√

	真实度
	√
	√

	稳健度
	√
	√

	基质效应
	√
	√

	定量限
	√
	—

	线性范围
	√
	—

	测量不确定度*
	√
	—

	注：√：表示正常情况下需要确认的性能参数；
—：表示正常情况下不需要确认的性能参数；
*：表示适用时，需要确认的性能参数


 
4.3.2 实验室内方法确认
4.3.2.1 一般原则
实验室内确认的目的是通过使用各种不同种类和类型的基质来证实待定方法的适用性。一般在组织实验室内完成。对于定性方法，需要确认的技术参数包括方法的选择性、检出限、灵敏度等；对于定量方法包括方法选择性、检出限、定量限、线性范围、正确度、精密度、稳健度等技术参数。
4.3.2.2 测试样品的要求
a） 根据方法规定预期用途，选择基质的种类和类型。
注:1 如果待定方法适用于多种基质（如食品），至少应选择5类食品，其中每类食品选择3种不同类型样品（如未加工食品、初加工食品及深加工食品等）进行测试研究【食品分类参见ISO 16140-2:2016】。如果待定方法仅适用于某类基质，则只需对该类基质进行确认。
b） 每类基质的测试样品数量至少60份，即3种不同类型样品各20份。
注2：对于定性方法，理想状态是每种类型样品种有10份是阳性样本，10份是阴性样本，至少对于每一类基质，应设置50%的阳性样本。全部阴性或阳性的样品水平是没有意义的。
4.3.3 实验室间方法确认
4.3.3.1 一般原则
实验室间确认的目的是确定不同实验室使用相同的样品进行检测所得到结果的差异，从而对方法的性能指标作出实际的估计，特别是当该方法在实际应用过程中出现预期的系统及随机误差时。实验室间确认至少应由8个协同实验室完成，涉及到贵重仪器或对实验室有特殊要求时，至少应在5个协同实验室进行。对于定性方法，至少应确认方法的检出限和选择性，对于定量方法，至少应确认方法的选择性，定量限、线性范围和再现性。
4.3.3.3 测试样品的要求
由组织实验室制备统一的测试样品，并尽可能结合使用人工和自然污染样品。如没有自然污染样品，可以使用人工污染的样品。基质的选择参见4.3.2.2a）。
对于定性方法，每一种基质至少包括3个测试水平的样本（包括阴性对照），每个水平进行8次重复试验，即每个协同实验室至少提供24个结果数据。对于定量方法，每种基质至少包括3个测试水平，每个样本至少两次重复，即每个协同实验室至少提供48个结果数据。组织实验室负责数据的统计分析，如有证据表明所获结果未严格按照检测方法或不满足检测条件要求，实验室应将该结果剔除。数据选择后不需要进行离群值的检测。
注1：参与实验室间方法确认的实验室，相关的或类似的检测项目建议通过GB/T 27025认可或具有其他等同资质，并具有确认活动所需要的人员、设备和设施等资源。
注2:用于实验室间方法确认的样本的数量及重复测试数的设计是基于检测方法与结果的准确度的考虑，详见GB/T 6379.2。
[bookmark: _Toc516490525]方法特性参数的确认
[bookmark: _Toc516490526]5.1 特异性 
5.1.1 特异性的确定
特异性是指待定方法区别目的序列与其它序列的能力。主要考虑三个因素：选择性、排他性和涵盖性。选择性是指酶抑制剂、降解因子等干扰物质的存在以及非特异性结合对分析特异性造成负面影响，应该尽可能地去除这些影响因素，参考附录A进行操作。排他性指方法能够检测出目标靶物质，而不能检测出所有可能发生交叉反应的其他物质。涵盖性即能够检测出密切相关的物种中的相似的群，它体现了一个检测方法的应用范围。
确认应从样品处理开始，可通过错误大小的目标序列扩增、样品本底出现与目的片段大小一致的条带，非交叉污染导致的对照中出现意外的条带，后续确认等方式判断特异性。一些用来检测复杂样品基质中目标核酸序列的，需要进行针对不同基质的特异性研究。
5.1.2 特异性的表征：方法的特异性确认评估采用阴性样品给出正确的阴性结果，同时内控扩增信号正确的比率来表征。
注：对于特异性的內源目标序列，要通过具有全球有代表性和多个物种的不同样品证明不存在等位基因和拷贝数的变异。方法编制者如果能够知道该目标序列在其它品系中等位基因和/或拷贝数的变异也要说明。
5.1.3 验收标准：特异性≥90%。
[bookmark: _Toc516490527]5.2 检出限 Limit of Detection (LOD)
5.2.1 检测限的确定
通过量化样品中目标核酸的最小检测量来评估的，但不一定要准确定量，可以通过已知浓度的被分析物标准品进行有限稀释获得。当缺乏已知浓度的标准品时，可适用终点稀释法，直到5%以上重复检测不到目标物，此时的稀释浓度就是方法的最低检测限。
5.2.2 验收标准
在给定的置信区间内，检测限值应≤方法声称的数值。
[bookmark: _Toc516490528]5.3 精密度
5.3.1 重复性 Repeatability
重复性是指实验室内精密度，即同一实验室在相同条件下获得一系列结果的一致性程度。对于基因扩增反应来说，方法的重复性评估采用同一实验室检测相同样品（阳性或阴性），获得相同结果的比率表征。
5.3.2 再现性 Reproducibility
再现性是实验室间精密度，即不同实验室获得单个结果的一致程度。对于基因扩增反应来说，方法的再现性评估采用再现条件下，检测相同样品（阳性或阴性），获得相同结果的比率表征。
5.3.3相对重复性标准偏差（RSD）
[bookmark: _Toc516488935][bookmark: _Toc516490529]在定量研究中，相对标准偏差是一个有用的衡量精密度的工具。RSD等于重复性标准偏差除以平均值。协同确认的结果可以使用再现性相对标准偏差（RSDR）和重复性相对标准偏差（RSDr）来综合描述。定量方法的重复性与再现性具体按GB/T 6379.2中的方法进行计算,至少要得到16个独立测量结果。
验收标准：相对重复性标准偏差应≤25%,，并覆盖方法的动态范围。
[bookmark: _Toc516490530]5.4 线性范围 Linearity
当所得到的结果与测试样品中被分析物数量成比例，被分析物增加时呈线性或结果成比例增加。采用不同浓度测试样品，绘制标准曲线（采用至少两条标准曲线的平均值），至少设置5个浓度梯度，并覆盖定量检测限的浓度。
R2系数验收标准：对定性和定量方法，标准曲线斜率的平均值应在-3.6到-3.1之间，相当于扩增效率在90%到110%。R2系数的平均值应大于等于0.98。
[bookmark: _Toc516490531]5.5定量限（LOQ）
定量限依据其定量原理，由标准样品模板拷贝数与Ct值间的线性关系所获得的绝对LOQrel（拷贝数）和由内标基因拷贝数所获得的相对LOQabs)（%）来表征。采用浓度为近于或等于定量限的样品10次重复测试，计算标准偏差，
验收标准：LOQrel和LOQrel的RSD应该低于25%。
注1：概率分布建议1个拷贝应有大约30%的阴性结果，因此，1个拷贝的稀释液至少一个平行结果应是阴性的。
[bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13]注2:当标准方法有规定时，LOQ应优于方法规定的要求。
[bookmark: _Toc516490532]5.6 真实度
真实度应该接近规定值，或根据方法的预期使用需要，至少接近LOQ的水平。真实度的测量可以用标准物质CRM的至少2个浓度（如0.1%和1%）进行，适用时，用一个更高浓度的标准物质配制成低浓度的标准物质（如1%），至少要得到16个PCR平行的结果。如果没有有证标准物质进行真实度的评估，可以用能力验证样品或能力验证的Z比分数来评价方法的真实度。
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1]验收标准：真实度的可接受参考值应在±25%内，或Z比分数在±2之间。
[bookmark: _Toc516488936][bookmark: _Toc516490533]5.7 稳健度
稳健度可通过由实验室引入预先设计好的微小的合理变化因素，分析其影响而得出。分析稳健度时，应关注以下内容：
a） 识别方法中可能影响检测结果的因素，这些因素可以包括分析者、试剂来源、保存时间、使用剂量、样品种类、DNA提取方式、扩增程序、仪器型号以及许多其他可能出现的因素。
b） 确定各个因素的影响，宜采用正交试验设计进行稳健度试验。
c） 一旦发现对测定结果有显著影响的因素，应进一步试验，以确定这个椅子的允许极限。对结果有显著影响的因素应在标准方法中明确的注明。
[bookmark: _Toc516488937][bookmark: _Toc516490534]5.8 测量不确定度
需要时，可对基因扩增定量检测方法进行不确定度评估。对基因扩增结果的不确定度产生影响因素有很多，包括样品因素（类型、数量、纯度、干扰物质等）、过程因素（样品处理、提取、扩增、产物分析等）以及试验中所用设备及标准物质等（设备校准及移液器校准不确定度等）引入的不确定度。
测量不确定的评估应包括以下内容：
a） 检测方法的简要描述，包括用于计算结果的公式；
b） 用于评估测量不确定度的数学模型；
c） 对测量不确定度有贡献的分量分析；
d） 每个测量不确定度分量进行分布计算评估；
e） 用于整合标准不确定度的公式；
f） 扩展不确定度的计算；
g） 结果数据的记录。
[bookmark: _Toc516488938][bookmark: _Toc516490535]5.9 记录
实验室方法确认记录应包括但不限于以下内容：
a） 使用的确认方案；
b） 确认的方法性能特性；
c） 获得的结果及相关的技术记录；
d） 方法有效性声明，并详述与预期用途的适宜性；
[bookmark: _Toc516488939][bookmark: _Toc516490536]方法验证的要求
[bookmark: _Toc516488940][bookmark: _Toc516490537]6.1 总则 
6.1.1 实验室引入标准方法时，应对其能否正确运用这些方法的能力进行验证，并保存验证记录。验证不仅需要识别相应的人员、设施和环境、设备等条件是否满足要求，还应通过试验证明操作该方法满足标准的要求。如果发布机构修订了方法，应在所需的程度上重新进行验证。
6.1.2 方法验证应从样品制备开始（必要时，包括基因扩增样品的抽样），包括DNA的提取和纯化、DNA浓度的验证、反应体系、扩增条件及扩增结果等的验证。方法验证过程中的关键参数的选择取决于方法的特性和要求，方法中有明确规定的则应对相应参数进行验证。
6.1.3 通常通过实验室内比对试验完成方法的技术验证，必要时可进行实验室间比对。
注：经过严格确认的并被审批的集团化检测标准：集团内实验室经验证可以使用。
[bookmark: _Toc516488941][bookmark: _Toc516490538]6.2 定量分析和定性分析
实验室应依据方法的适用范围，选择样品基质，并针对不同基质分别验证。通常情况下定量分析方法验证的参数选择可参见表2。具体操作参见条款5。

表2 典型方法验证参数的选择
	待评估性能参数
	定量方法
	定性方法

	检出限*
	√
	√

	重复性
	√
	√

	再现性*
	√
	—

	真实度*
	√
	—

	基质效应
	√
	√

	定量限
	√
	—

	线性范围
	√
	—

	测量不确定度*
	√
	—

	注：√：表示正常情况下需要确认的性能参数；
—：表示正常情况下不需要确认的性能参数；
*：表示适用时，需要确认的性能参数


[bookmark: _Toc516488942][bookmark: _Toc516490539]6.3记录
实验室方法验证记录应包括但不限于以下内容：
e） 使用的验证方案；
f） 规定的要求；
g） 确定的方法性能特性；
h） 获得的结果及相关的技术记录；
i） 实验室能否使用该方法的结论等。
[bookmark: _Toc516490541]安全要求
实验室进行方法确认实验时，应符合GB19489及相关实验室的安全规定和要求。

附录A
（资料性附录）
[bookmark: _Toc516488943][bookmark: _Toc516490542]DNA提取物中抑制剂的验证
1 将每个DNA提取平行稀释为工作稀释液，对这个工作溶液进行一系列稀释，并进行实时荧光PCR分析，每个稀释至少做2个PCR平行，从而得到标准曲线。
2  检测抑制剂的PCR实验优先选择内源基因。工作溶液中总的DNA量应该至少和方法验证过程中及日常检测中用的DNA的量相同。
3 当实验室测量Ct值和工作溶液推测Ct值的平均差值ΔCt小于0.5，并且抑制剂曲线斜率在-3.6到-3.1之间时，即说明DNA提取物中无抑制剂影响。抑制剂实验的示例见附录A。
4 如果提取的DNA含有抑制剂，要对DNA进一步纯化或过滤稀释到观察不到PCR抑制剂水平。
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