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《水体中微囊藻基因的测定 实时荧光定量PCR法》编制说明

1  项目背景

近年，水体富营养化已成为一个全球关注的环境问题，在富营养化水体中存在高浓度的营养性物质，如氮、磷等，可促使藻类大量生长形成水华。早在 19 世纪末，就有动物饮用含有蓝藻污染物的水而出现死亡的相关报道。因此，湖泊富营养化和蓝藻水华是同前全世界共同面临的重大环境问题之一。
在水华期间，会使湖泊生物多样性下降，而且产毒蓝藻会释放大量生物毒素，其中蓝藻产生的次级代谢产物—微囊藻毒素（Microcystin, MC）危害程度较强，它是一种在蓝藻水华污染中产生量最大、出现频率最高和造成危害最严重的藻毒素种类之一。这些毒素可在鱼、虾、蟹等水生动物富集，经食物链可影响人类健康，既能影响渔业养殖，也可造成饮用水安全等问题。产生微囊藻毒素的藻类主要有蓝藻门微囊藻属、鱼腥藻属、颤藻属，蓝藻毒素通过其危害方式可分为肝毒素和神经毒素，它们是肝癌的强烈促癌剂，另一类毒素对皮肤有刺激作用。当蓝藻细胞破裂或死亡时，毒素就会被释放到水中，常规的水处理工艺不能有效的将它去除。

许多水体爆发的“水华”是由蓝藻的疯狂生长引起的，而在水华蓝藻中又以微囊藻为优势种，常见的微囊藻中既有产毒株也有不产毒株，常规的蓝藻监测以显微镜下形态观察、计数为主，方法粗略，易漏检或误检。并且产毒株和不产毒株在显微镜下的形态是一样的，肉眼无法分辨，因此常规显微镜镜检法准确度不高，有待于发展既快又准确的产毒微囊藻的检测方法。
2  项目来源
由嘉兴同济环境研究院2022年1月向浙江省质量合格评定协会提出立项申请，经省质量合格评定协会论证通过。2022浙江省质量合格评定协会团体会员转入浙江省质量协会，标准由浙江省质量协会标准化委员会归口。
3   标准制定工作概况

3.1  标准制定相关单位及人员
3.1.1  本标准牵头组织制定单位：浙江省质量协会。

3.1.2  本标准主要起草单位：嘉兴同济环境研究院。

3.1.3  本标准参与起草单位：川源（中国）机械有限公司、南京山普罗特有限公司
3.1.4  本标准实验比对单位：嘉兴同济环境研究院、宁波职业技术学院、宁波海关技术中心、南京山普罗特有限公司、云南方源科技有限公司
3.1.5  本标准起草人为：*
3.2  主要工作过程

3.2.1  前期准备工作。
（1）2020年6月至今，嘉兴同济环境研究院同川源（中国）机械有限公司合作开展藻类快速检测技术的开发研究。

（2）2020年至2022年完成嘉兴市市本级水源地藻毒素的采样与检测12批次，完善检测方法。

标准立项组建了标准工作组，确了负责人和各编写人员和分工职责，如表3-1所示。
表3-1  人员情况
	序号
	姓名
	工作单位
	职称
	分工

	1
	史少礼
	浙江省质量协会
	主任
	会议组织

	2
	程坡
	浙江省质量协会
	职员
	会议组织

	3
	郭俊明
	宁波大学
	主任/教授
	立项评审专家组长

	4
	吴国祥
	嘉兴市方圆检测技术有限公司
	正高
	立项评审专家

	5
	连加俤
	中国计量大学
	副教授
	立项评审专家

	6
	夏志勇
	浙江舜虞达环境科技集团有限公司
	高级工程师
	立项评审专家

	7
	吕升
	浙江省嘉兴生态环境监测中心
	正高工
	立项评审专家

	8
	周仰原
	嘉兴同济环境研究院
	常务副院长
	标准总负责

	9
	孟祥周
	嘉兴同济环境研究院
	副院长/教授
	标准技术负责

	10
	靳立民
	嘉兴同济环境研究院
	主任/高工
	标准编写

	11
	王乾
	川源（中国）机械有限公司
	总经理
	标准技术对接

	12
	张秋晓
	川源（中国）机械有限公司
	职员
	实验

	13
	章夏芸
	川源（中国）机械有限公司
	职员
	实验

	14
	郑博之
	川源（中国）机械有限公司
	董事长特别助理
	标准技术落实

	15
	章跃龙
	宁波海关技术中心
	职员
	实验数据比对

	16
	章胜乔
	宁波海关技术中心
	职员
	实验数据比对

	17
	张钧旸
	南京山普罗特有限公司
	博士
	实验数据比对

	18
	鲁闯
	宁波职业技术学院
	副研究员
	实验数据比对

	19
	黄伟初
	昆明金泽实业有限公司
	正高级工程师
	实验数据比对

	20
	余秋宏
	云南方源科技有限公司
	总经理助理/工程师
	实验数据比对

	21
	雷锋良
	云南方源科技有限公司
	主任/工程师
	实验数据比对


3.2.2  标准草案研制
3.2.2.1必要性
微囊藻毒素的检测分析方法主要有生物分析法（如小鼠腹腔注射）、物理化学分析法（如高效液相色谱法 HPLC）和生物化学分析法（如酶联免疫检测技术 ELISA，蛋白磷酸酶抑制分析 PPIA 等）。上述方法均不能在毒素从藻细胞内释放出来之前对水体中微囊藻的产毒能力进行判断，因此无法对潜在的产毒微囊藻进行预检以预防产毒微囊藻对人体健康及环境的危害。

3.2.2.2可行性

使用实时荧光定量PCR法可以在水华爆发之前对水体中产毒微囊藻进行检测，为水体富营养化的预防预警提供了可靠的数据和方法，而且其操作更简单、快速，有效监测预警水体安全和健康。方法检测不会对环境造成二次污染，与传统的检测产毒微囊藻的方法相比具有明显的优势。但由于没有关于微囊藻与产毒微囊藻qPCR测定方法的国家标准/行业标准，使微囊藻与产毒微囊藻qPCR的测试没有统一、规范的方法，本标准的制定可以规范、统一产毒微囊藻qPCR的试验方法，为水体环境的安全和健康发展提供支撑。
3.2.2.3编制草案情况
本标准编制基于前期的工作内容与数据，在实验中固定了分析方法，形成了内部的规范操作。再经过1年的实践验证方法的稳定性和可行性，形成编制草案。实验室比对找到了4家实验室宁波职业技术学院、宁波海关技术中心、南京山普罗特有限公司、云南方源科技有限公司，嘉兴同济环境研究院有2台qPCR设备，分别由不同人员进行操作，做为2个数据比对实验室，符合《环境监测分析方法标准制订技术导则》（HJ 168-2020）中的要求。
3.2.3  征求意见
    2023年*月*日标准开始在    面向公众发布征求意见稿，。
3.2.4  专家评审
    2022年12月7日，省质量协会组织专家召开了《水体中微囊藻基因测定 实时荧光定量PCR法》团体标准启动评审会，评审委员会由浙江省质量协会、嘉兴市方圆检测技术有限公司、浙江省嘉兴生态环境监测中心、浙江舜虞达环境科技集团有限公司、中国计量大学、宁波大学的7名专家组成。评审委员会审查了送审材料和标准的全部内容，并形成了评审意见。
3.2.5  标准报批
     202*年*月*日，标准形成送审稿提交省质量协会。
4  标准编制原则、主要内容及确定依据

4.1  编制原则
（1）科学性原则。规范应在统一的技术标准下制定，并按照公开、公正、科学的评判原则开展充分论证和同行评估。

（2）先进性原则。规范应充分借鉴国内外已有技术标准和最新政策文件，确保技术先进、原理正确、内容可靠。

（3）实用性原则。规范应充分考虑我国现阶段环境管理需求并与之相适应，具有较好的可操作性。

4.2  主要内容及确定依据
4.2.1 技术框架
本文件按《环境监测分析方法标准制订技术导则》（HJ 168-2020）中的要求和参照《转基因植物及其产品成分检测 实时荧光定量PCR方法制定指南》（农业部2259号公告-5-2015）中的要求编写。
4.2.2 内容结构
本文件共9章。第1章为适用范围，第2章为规范性引用文件，第3章为术语和定义，第4章为方法原理，第5章为试剂和材料，第6章为仪器与设备，第7章为样品，第8章为分析步骤，第9章为质量保证与控制。
4.2.3 适用范围的内容及论据
本文件规定了实时荧光定量PCR法测定水体中总微囊藻基因和产毒微囊藻基因的条件与详细步骤。
本文件适用于饮用水、地表水中总微囊藻基因和产毒微囊藻基因的测定。
4.2.4规范性引用文件的内容及论据
本文件的规范性引用文件包括：
GB/T 14581  水质 湖泊和水库采样技术指导

HJ/T 91  地表水和污水监测技术规范

HJ 494  水质采样技术指导
本文件涉及的规范性引用文件主要用于水样的采集。
4.2.5 术语和定义的内容及论据

Ct值  cycle threshold

每个管内的荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数。
4.2.6　方法原理
实时荧光定量PCR（Quantitative Real-time PCR）是指在PCR反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测整个PCR进程，最后通过标准曲线对未知模板进行定量分析的方法。

本方法运用TaqMan探针法，利用荧光共振能量转移现象，使系统中的荧光强度或者荧光种类发生变化，通过检测这种变化可测出PCR反应体系中产物的种类和量。
4.2.7试剂和材料
样品分析过程所需的试剂和材料，并按qPCR方法的要求，加入了引物和探针的序列。
4.2.8 仪器与设备
在测定过程中所需的仪器和设备，并提出参数上的要求。
4.2.9 样品
（1）水样的采集都有相关的采样标准和规范
-点位布设、采样频次及采样方法按照GB/T 14581、HJ/T 91和HJ 494的相关规定执行。

-使用采样瓶时用水样充分润洗3次，再采集水样。

-使用采水器采集1 L样品至采样瓶中。若水体透明度较高，浮游植物数量较少时，应酌情增加采样体积。样品采集时采样瓶不应装满，以便摇匀。
（2）水样的运送和保存
运输过程应在保温箱中保持水样温度1℃～5℃，应在24h内完成过滤，过滤后的样品在-20℃冰箱中保存待检。
4.2.10 分析步骤
（1）准备
样品提取前的材料准备工作。
（2）过滤
按操作要求过滤水样。
（3）DNA提取
不同厂家的提取试剂盒的操作要求可能会不一样，需按厂家要求的步骤提取，提取成功后置于-20℃保存备用。
4.2.11 测定
测定步骤分为标准曲线的配制、反应体系配制、加样、计算等。
（1）标准曲线配制

标准品源液要放在-20℃冰箱中保存，一般浓度为1011 copies/µL～1012 copies/µL，室温融解。同一标准品源液反复冻融不要超过3次，否则易产生改性。
移取适量标准品原液至0.5 mL离心管，用无菌水稀释至1×108 copies/µL，将稀释过标准品在震荡器上震荡约10 秒，使用迷你离心机离心约5秒。
以10倍重复稀释步骤，逐级稀释制作7个标准品，其系列浓度分别为：1×107 copies/µL、1×106 copies/µL、1×105 copies/µL、1×104 copies/µL、1×103  copies/µL、1×102 copies/µL、1×101 copies/µL。

（2）反应体系配制
操作前开启生物安全柜过滤吸气口5 min～10 min、UV灯开启20 min～30 min。

将所有的耗材与实验工具喷上75 %酒精消毒并擦拭，在生物安全柜内使用

在操作前将试剂解冻并使用震荡器混合约10 s，使用迷你离心机离心约5 s。

反应体系在生物安全柜内配制，建议在冰盒中进行。设qPCR反应管数为n×3，n为待检样品数＋空白＋核验样品数，qPCR反应体系配制，见表2。将配好的反应体系，震荡混合约10 s，再离心约5 s，转移到qPCR试管中。
qPCR反应体系

	试剂
	用量

	无菌DI水
	8.0 µL

	酶混合液
	12.5 µL

	F引子（10 µmol/L）
	1.0 µL

	R引子（10 µmol/L）
	1.0 µL

	探针（10 µmol/L）
	0.5 µL

	总体积
	23.0 µL

	在开始操作前，将灯光关闭(探针必须要避光)
	


（3）加样
加入2.0 µL的无菌水、样品或标准品DNA，盖好盖子，离心机混匀。

按qPCR仪器说明书操作步骤上机检测，并记录结果。
（4）荧光定量PCR反应参数
95℃ 活化、180s；95℃ 变性、5s，退火延长60℃、20s，40个循环，每个循环结束后设置采集荧光。5，端选择FAM荧光通道，3，端选择无（none）荧光。
不同的仪器设置会有所不同，退火延长最短时间设不到20s，从对比实验时各单位所用型号的设备，有设备退火延长可设的最短时间为31s。
（5）扩增效率计算
标准系列以稀释标准液副本数的对数为横坐标，以Cq值为纵坐标，作线性回归，绘制标准曲线。标准曲线应R2≥0.98，扩增效率（E）应在80％～120％。扩增效率按式（1）计算。
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(1)

式中：

b ——斜率/线性系数，范围应在-3.08～-3.59。
（6）结果计算
水样中总微囊藻基因和微囊藻产毒基因的含量（C）,单位为 copies/mL表示，按式（2）计算。
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(2)

式中：

Ct ——取得DNA数据/量化周期；

a  ——常数项；

b  ——斜率/线性系数；

V1 ——提取液体积，µL；

V0 ——过滤样品体积，mL。

4.2.12　质量保证与控制
空白检验:每10个样品，做一个样品空白核查，不得检测出Ct值。

校准:标准曲线相关系数≥0.995。每10个样品应测定标线中浓度点，与标线中同浓度点Ct值差绝对值应小于1。

平行样:每个样品至少做1个平行样，平行测定结果Cq值最大值与最小值差应小于1。

加标样:每10个样品，做1个样品加标样，接受的加标回收率范围为80%～120%。
5  标准先进性体现

通过TaqMan探针法，利用荧光共振能量转移现象，使系统中的荧光强度或者荧光种类发生变化，通过检测这种变化可测出PCR反应体系中产物的种类和量。其方法是一种检测核酸片段扩增能力强、灵敏度高、通量高、可同时扩增不同基因表达不同片段的技术。具有特异性高、灵敏、快速检测、操作简单等特点，设计并合成已知序列的探针，再通过探针进行核酸靶序列的检测，同时具有更低的成本和更容易控制的反应条件，能直接捕获出目标基因。
6  与现行相关法律、法规、规章及相关标准的协调性

6.1  目前国内执行的标准和文件
目前国内有现行有效关于藻类毒素测定方法一般使用的高效液相色谱、液相色谱-质谱法或酶联免疫吸附法，发布有国标、地标和食品、水产渔业等行标，生态环境部目前还没有制订藻类相关标准。如国家标准：《水中微囊藻毒素的测定》（GB/T 20466-2006）、《食品安全国家标准 水产品中微囊藻毒素的测定》（GB 5009.273-2016）；地方标准：《水质 藻类计数 视野计数法》（DB37/T 4163—2020）、《藻类产品中微囊藻毒素测定 高效液相色谱法》DB32/T 1481-2009、《水源水中微囊藻毒素测定液相色谱-串联质谱法DB31/T 1178—2019 》、《生活饮用水源水中11种藻毒素的测定 高效液相色谱串联质谱法》（DB34/T 3300-2018）、《淡水浮游藻类监测技术规范》（DB32/T 4005-2021）；行业标准：《水质 甲萘威、臭氰菊酯、微囊藻毒素-LR的测定 高效液相色谱法》（SL/T 740-2016）、《出口水产品中微囊藻毒素的检测 液相色谱-质谱/质谱法》（SN/T 4319-2015）、《出口水产品中微囊藻毒素的检测 液相色谱-质谱/质谱法》（SN/T 4319-2015）。目前没有微囊藻与产毒微囊藻QPCR测定方法标准的发布。

国际标准ISO《Biotechnology — Requirements for evaluating the performance of quantification methods for nucleic acid target sequences — qPCR and dPCR》（ISO 20395）中对生物目标核酸定量qPCR测定做了通用要求，没有查到有微囊藻与产毒微囊藻qPCR测定方法标准的发布。
6.2  本标准与相关法律、法规、规章、强制性标准相冲突情况

本规范不存在标准低于相关国标、行标和地标等推荐性标准的情况。
6.3  本标准引用了以下文件：

（1）GB/T 14581  水质 湖泊和水库采样技术指导

（2）HJ/T 91  地表水和污水监测技术规范

（3）HJ 494  水质采样技术指导
引用文件均现行有效。
7  社会效益

制定本标准可以规范、统一产毒微囊藻qPCR的试验方法，为水体环境的安全和健康发展提供支撑。

8  重大分歧意见的处理经过和依据

本文件在专家评审过程中不存在重大分歧意见，历次专家咨询及修改说明见附录*和附录*
9  废止现行相关标准的建议

   无废止现行标准的建议
10  提出标准强制实施或推荐实施的建议和理由

本标准为浙江省质量协会团体标准。
11  贯彻标准的要求和措施建议

本标准将在全国团体标准信息平台（http://www.ttbz.org.cn/）上自我声明采用本标准，其他采用本标准的单位也应在信息平台上进行自我声明。
本标准为检测水中微囊藻基因的测定提供了一种实时荧光定量PCR法标准化的方式，能够有效的规范市场和保障土壤工作的质量。建议先以团体标准的形式发布，实施一段时间后转化为地方标准、区域性标准或行业标准。
对贯彻标准的要求和措施建议如下：
1、用于藻类爆发预警研究使用。
2、国家或地方相关主管部门推动使用。
12  其他应予说明的事项

本规范不涉及专利的使用。
《水体中微囊藻基因的测定 实时荧光定量PCR》标准研制工作组
2021年XX月XX日

附录A
方法验证报告
方法名称：水体中微囊藻基因的测定 实时荧光定量PCR法 
项目主编单位：嘉兴同济环境研究院
验证单位：同济川源实验室、宁波职业技术学院、宁波海关技术中心
南京山普罗特有限公司、云南方源科技有限公司
项目负责人及职称： 靳立民 高级工程师                                   
通讯地址： 浙江省嘉兴市南湖区凌公塘路1994号    电话：  15695730796    
报告编写人及职称： 靳立民 高级工程师                                  
报告日期： 2022   年 1  月 18 日
1 原始测试数据 

A1.1 实验室基本情况
表 A1-1 参加验证的人员情况登记表
	姓名
	性别
	年龄
	职务或职称
	所学专业
	从事相关分析工作年限
	实验室及编号

	靳立民
	男
	43
	高级工程师
	环境监测
	21
	同济川源实验室
	

	张秋晓
	女
	32
	／
	生物工程
	9
	同济川源实验室
	A

	蒋宝玉
	女
	26
	／
	环境工程
	4
	
	

	林安迪
	男
	27
	／
	环境安全卫生系
	6
	
	B

	章夏芸
	女
	30
	／
	工业分析与检验
	7
	
	

	鲁闯
	男
	42
	副研究员
	化学工程
	19
	宁波职业技术学院微生物实验室
	C

	邱从平
	男
	50
	副研究员
	生物化学
	25
	
	

	申芳嫡
	女
	34
	副研究员
	遗传育种
	12
	
	

	章跃龙
	男
	30
	工程师
	
	8
	宁波海关技术中心
梅山实验室
	D

	章胜乔
	男
	48
	高级工程师
	
	25
	
	

	张钧旸
	男
	40
	博士
	生物工程
	10
	南京山普罗特有限公司实验室
	E

	唐婷
	女
	38
	高级工程师
	应用化学
	13
	
	

	刘玲梅
	女
	27
	初级工程师
	环境工程
	4
	
	

	余秋宏
	男
	36
	工程师
	环境科学
	10
	云南方源科技有限公司实验室
	F

	雷锋良
	男
	29
	工程师
	环境科学
	7
	
	

	蔡宇涵
	男
	28
	/
	微生物工程
	6
	
	

	白萍珍
	女
	29
	/
	环境工程
	6
	
	


表 A1-2 使用仪器情况登记表
	仪器名称
	规格型号
	仪器出厂编号
	性能状况

（计量/校准状态、量程、灵敏度等）
	实验室编号

	实时荧光定量PCR分析仪
	MIC POC Dx 48
	MIC2102002
	/
	A

	荧光定量PCR仪
	Q1000+
	031-00268
	/
	B

	高速冷冻离心机
	Heraeus Fresco 21
	42572117
	（0～14800）rpm
	A、B

	实时荧光定量PCR分析仪
	QuantStudio 3
	272322412
	/
	C

	高速冷冻离心机
	Heraeus Fresco 21
	S204728
	（0～15000）rpm
	C

	实时荧光定量PCR分析仪
	AB 7500
	275006199
	/
	D

	实时荧光定量PCR分析仪
	CFX Connect
	788BR07065
	
	E

	高速冷冻离心机
	Heraeus Fresco 21
	40712747
	
	E

	全自动医用PCR分析系统
	SLAN-96P
	SN220324L7
	/
	F


	高速冷冻离心机
	Multifuge X1R
	20180585
	（0~15200）rpm
	F


表 A1-3 使用试剂及溶剂登记表
	名称
	生产厂家、规格
	纯化处理方法
	实验室编号

	植物提取试剂盒
	Qiagen DNeasy Plant Mini Kit(50)
	/
	A、B、C、D、E、F

	探针和引物
	自制
	/
	A、B、C、D

	探针和引物
	南京山普罗特有限公司
	/
	E、F


A1.2 方法检出限、测定下限测试数据
表 A1-4 产毒微囊藻基因（mcyb）方法检出限、测定下限测试数据表
	平行样品编号
	产毒微囊藻基因（mcyb）（对标准溶液10 copies/mL的测定）

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	测定结果

copies/mL
	1
	38.9
	25.1
	80.8
	48.6
	31.3
	48.7

	
	2
	35.5
	43.8
	71.1
	43.3
	27.8
	36.2

	
	3
	64.4
	25.3
	85.8
	44.3
	23.7
	33.3

	
	4
	57.6
	38.3
	78.9
	49.6
	27.4
	30.9

	
	5
	48.3
	34.0
	72.9
	42.4
	30.3
	51.4

	
	6
	55.6
	25.3
	89.4
	44.6
	37.7
	32.4

	平均值 x
copies/mL
	50.5
	32.0
	79.8
	45.5
	29.7
	38.8

	标准偏差 S
copies/mL
	11.3
	8.00
	7.12
	2.94
	4.73
	8.91

	t 值
	0.982
	-4.28
	11.6
	-39.2
	-8.43
	-1.97

	方法检出限

copies/mL
	38
	26.9
	24.0
	9.89
	15.9
	30.0

	测定下限

copies/mL
	152
	108
	95.8
	39.6
	63.7
	120


表 A1-5 总微囊藻基因（micr）方法检出限、测定下限测试数据表
	平行样品编号
	总微囊藻基因（micr）（对标准溶液10 copies/mL的测定）

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	测定结果

copies/mL
	1
	36.2
	110
	37.8
	49.7
	21.6
	26.6

	
	2
	62.1
	103
	41.4
	44.6
	26.2
	22.9

	
	3
	56.6
	144
	40.5
	45.5
	22.9
	34.8

	
	4
	54.3
	113
	37.8
	46.4
	24.8
	26.4

	
	5
	40.5
	127
	44.3
	44.9
	18.6
	33.0

	
	6
	34.6
	113
	36.1
	47.1
	19.5
	24.6

	平均值 x
copies/mL
	47.4
	118
	39.6
	46.4
	22.3
	28.0

	标准偏差 S
copies/mL
	11.7
	14.8
	3.00
	1.88
	2.96
	4.76

	t 值
	-61.6
	11.2
	-8.77
	-5.13
	-23.2
	-11.5

	方法检出限

copies/mL
	39.4
	49.8
	10.1
	6.33
	9.96
	16.0

	测定下限

copies/mL
	157
	199
	40.4
	25.3
	39.8
	64.1


A1.3 方法精密度测试数据
表 A1-6 产毒微囊藻基因（mcyb）精密度测试数据
	平行样品编号
	产毒微囊藻基因（mcyb）

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	
	样1
（元1）
	样2
（元2）
	样3
（元4）
	样2
（元2）
	样4
（自采）
	样2
（元2）
	样5
（自采）
	样2
（元2）
	样6
（自采）
	样2
（元2）
	样7

（自采）
	样2
（元2）

	测定结果
copies/mL
	1
	9.01E+01
	5.60E+06
	7.82E+04
	5.46E+06
	3.68E+04
	7.44E+06
	2.93E+03
	4.05E+06
	NA
	2.09E+06
	7.89E+03
	4.16E+06

	
	2
	6.80E+01
	5.00E+06
	7.98E+04
	5.35E+06
	4.23E+04
	6.54E+06
	3.24E+03
	4.41E+06
	NA
	2.06E+06
	8.40E+03
	3.99E+06

	
	3
	7.19E+01
	4.80E+06
	8.26E+04
	5.73E+06
	3.46E+04
	6.21E+06
	2.69E+03
	4.26E+06
	NA
	1.97E+06
	8.63E+03
	3.58E+06

	
	4
	6.66E+01
	4.57E+06
	8.37E+04
	5.17E+06
	3.72E+04
	7.72E+06
	2.81E+03
	4.57E+06
	NA
	1.94E+06
	1.15E+04
	3.89E+06

	
	5
	7.66E+01
	5.48E+06
	7.88E+04
	5.17E+06
	3.45E+04
	6.77E+06
	3.15E+03
	4.20E+06
	NA
	2.01E+06
	1.10E+04
	3.86E+06

	
	6
	6.95E+01
	5.22E+06
	8.37E+04
	5.57E+06
	3.22E+04
	9.12E+06
	2.87E+03
	4.08E+06
	NA
	2.00E+06
	8.58E+03
	4.28E+06

	平均值x 
copies/mL
	7.38E+01
	5.11E+06
	8.11E+04
	5.41E+06
	3.63E+04
	7.30E+06
	2.95E+03
	4.26E+06
	NA
	2.01E+06
	9.24E+03
	3.96E+06

	标准偏差S 
copies/mL
	8.73
	3.97E+05
	2.50E+03
	2.23E+05
	3.46E+03
	1.05E+06
	2.08E+02
	1.99E+05
	-
	5.56E+04
	1.52E+03
	2.46E+05

	相对标准偏差 RSD
（%）
	11.8
	7.77
	3.08
	4.13
	9.55
	14.4
	7.08
	4.68
	-
	2.77
	16.2
	6.21


表 A1-7 总微囊藻基因（micr）精密度测试数据
	平行样品编号
	总微囊藻基因（micr）

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	
	样1
（元1）
	样2
（元2）
	样3
（元4）
	样2
（元2）
	样4
（自采）
	样2
（元2）
	样5
（自采）
	样2
（元2）
	样6
（自采）
	样2
（元2）
	样7

（自采）
	样2
（元2）

	测定结果
copies/mL
	1
	1.92E+02
	1.68E+07
	4.02E+05
	2.26E+07
	9.86E+04
	1.89E+07
	6.83E+04
	2.13E+07
	9.10E+01
	1.25E+07
	1.82E+04
	8.34E+06

	
	2
	1.78E+02
	2.05E+07
	4.54E+05
	2.40E+07
	1.04E+05
	1.45E+07
	6.43E+04
	1.78E+07
	9.99E+01
	9.59E+06
	1.55E+04
	8.56E+06

	
	3
	2.56E+02
	1.70E+07
	4.80E+05
	2.21E+07
	1.02E+05
	1.66E+07
	6.69E+04
	1.86E+07
	8.13E+01
	1.37E+07
	1.51E+04
	8.29E+06

	
	4
	2.17E+02
	1.82E+07
	4.42E+05
	2.39E+07
	8.12E+04
	1.56E+07
	6.17E+04
	1.65E+07
	1.48E+02
	8.68E+06
	1.63E+04
	8.13E+06

	
	5
	2.10E+02
	1.64E+07
	4.67E+05
	2.40E+07
	9.29E+04
	1.58E+07
	7.02E+04
	1.78E+07
	1.12E+02
	1.01E+07
	1.50E+04
	7.76E+06

	
	6
	2.15E+02
	1.74E+07
	4.58E+05
	2.40E+07
	9.36E+04
	1.89E+07
	6.69E+04
	1.98E+07
	1.32E+02
	1.11E+07
	1.55E+04
	8.13E+06

	平均值x 

copies/mL
	2.11E+02
	1.77E+07
	4.51E+05
	2.34E+07
	9.54E+04
	1.67E+07
	6.64E+04
	1.86E+07
	1.11E+02
	1.09E+07
	1.59E+04
	8.20E+06

	标准偏差S 

copies/mL
	26.6
	1.49E+06
	2.46E+04
	8.55E+05
	8.23E+03
	1.82E+06
	3.00E+03
	1.70E+06
	25.4
	1.88E+06
	1.20E+03
	2.69E+06

	相对标准偏差 RSD

（%）
	12.6
	8.44
	5.46
	3.65
	8.63
	10.9
	4.52
	9.11
	22.9
	17.2
	7.54
	3.27


A1.4 方法正确度测试数据
表 A1-8 共同样品测试数据
	平行号
	共同样（试样2）

	
	产毒微囊藻基因（mcyb）
	总微囊藻基因（micr）

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	测定结果

（copies/mL）
	1
	5.60E+06
	5.46E+06
	7.44E+06
	4.05E+06
	5.36E+06
	4.16E+06
	1.68E+07
	2.26E+07
	1.89E+07
	2.13E+07
	1.25E+07
	8.34E+06

	
	2
	5.00E+06
	5.35E+06
	6.54E+06
	4.41E+06
	4.04E+06
	3.99E+06
	2.05E+07
	2.40E+07
	1.45E+07
	1.78E+07
	9.59E+06
	8.56E+06

	
	3
	4.80E+06
	5.73E+06
	6.21E+06
	4.26E+06
	3.85E+06
	3.58E+06
	1.70E+07
	2.21E+07
	1.66E+07
	1.86E+07
	1.37E+07
	8.29E+06

	
	4
	4.57E+06
	5.17E+06
	7.72E+06
	4.57E+06
	3.80E+06
	3.89E+06
	1.82E+07
	2.39E+07
	1.56E+07
	1.65E+07
	8.68E+06
	8.13E+06

	
	5
	5.48E+06
	5.17E+06
	6.77E+06
	4.20E+06
	4.50E+06
	3.86E+06
	1.64E+07
	2.40E+07
	1.58E+07
	1.78E+07
	1.01E+07
	7.76E+06

	
	6
	5.22E+06
	5.57E+06
	9.12E+06
	4.08E+06
	5.04E+06
	4.28E+06
	1.74E+07
	2.40E+07
	1.89E+07
	1.98E+07
	1.11E+07
	8.13E+06

	平均值 x

（copies/mL）
	5.11E+06
	5.41E+06
	7.30E+06
	4.26E+06
	4.43E+06
	3.96E+06
	1.77E+07
	2.34E+07
	1.67E+07
	1.86E+07
	1.09E+07
	8.20E+06

	验证实验室平均值x

（copies/mL）
	5.08E+06
	1.62E+07

	相对误差 RE 

（%）
	0.59%
	6.50%
	43.70%
	-16.14%
	-12.80%
	-22.05%
	9.26%
	44.44%
	3.09%
	14.81%
	-32.72%
	-49.38%


表 A1-9 产毒微囊藻基因（mcyb）实际样品加标测试数据
	平行号
	产毒微囊藻基因（mcyb）

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	
	样1
（元1）
	样2
（元2）
	样3

（元4）
	样2
（元2）
	样4
（自采）
	样2
（元2）
	样5
（自采）
	样2
（元2）
	样6
（自采）
	样2
（元2）
	样7

（自采）
	样2
（元2）

	
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标

	测定结果
copies/mL
	1
	9.01E+01
	2.39E+03
	5.60E+06
	2.58E+07
	7.82E+04
	1.70E+05
	5.46E+06
	3.08E+07
	3.68E+04
	9.57E+04
	7.44E+06
	2.16E+07
	2.93E+03
	3.13E+03
	4.05E+06
	2.37E+07
	NA
	1.25E+02
	5.36E+06
	2.35E+07
	7.89E+03
	6.64E+04
	4.16E+06
	2.53E+07

	
	2
	6.80E+01
	2.94E+03
	5.00E+06
	2.28E+07
	7.98E+04
	1.79E+05
	5.35E+06
	3.23E+07
	4.23E+04
	1.40E+05
	6.54E+06
	2.61E+07
	3.24E+03
	3.74E+03
	4.41E+06
	1.86E+07
	NA
	2.16E+02
	4.04E+06
	1.65E+07
	8.40E+03
	7.16E+04
	3.99E+06
	1.91E+07

	
	3
	7.19E+01
	2.61E+03
	4.80E+06
	2.50E+07
	8.26E+04
	1.74E+05
	5.73E+06
	2.98E+07
	3.46E+04
	9.81E+04
	6.21E+06
	2.26E+07
	2.69E+03
	3.24E+03
	4.26E+06
	2.72E+07
	NA
	1.84E+02
	3.85E+06
	2.53E+07
	8.63E+03
	5.44E+04
	3.58E+06
	1.87E+07

	
	4
	6.66E+01
	2.00E+03
	4.57E+06
	2.17E+07
	8.37E+04
	1.75E+05
	5.17E+06
	3.21E+07
	3.72E+04
	9.03E+04
	7.72E+06
	2.42E+07
	2.81E+03
	3.61E+03
	4.57E+06
	2.78E+07
	NA
	1.71E+02
	3.80E+06
	1.98E+07
	1.15E+04
	4.84E+04
	3.89E+06
	3.03E+07

	
	5
	7.66E+01
	2.65E+03
	5.48E+06
	2.12E+07
	7.88E+04
	1.81E+05
	5.17E+06
	2.98E+07
	3.45E+04
	8.50E+04
	6.77E+06
	2.20E+07
	3.15E+03
	3.41E+03
	4.20E+06
	2.90E+07
	NA
	2.01E+02
	4.50E+06
	2.83E+07
	1.10E+04
	5.22E+04
	3.86E+06
	1.73E+07

	
	6
	6.95E+01
	2.78E+03
	5.22E+06
	2.18E+07
	8.37E+04
	1.78E+05
	5.57E+06
	3.27E+07
	3.22E+04
	1.21E+05
	9.12E+06
	2.83E+07
	2.87E+03
	3.10E+03
	4.08E+06
	2.04E+07
	NA
	1.91E+02
	5.04E+06
	2.59E+07
	8.58E+03
	4.97E+04
	4.28E+06
	1.81E+07

	平均值 x、 y  copies/mL
	7.38E+01
	2.56E+03
	5.11E+06
	2.31E+07
	8.11E+04
	1.76E+05
	5.41E+06
	3.15E+07
	3.61E+04
	1.03E+05
	7.24E+06
	2.40E+07
	2.93E+03
	3.36E+03
	4.26E+06
	2.41E+07
	NA
	1.79E+02
	4.39E+06
	2.29E+07
	9.24E+03
	5.65E+04
	3.95E+06
	2.10E+07

	加标量μ

copies
	10^3/2
	10^7/2
	10^5/2
	10^7/2
	10^5/2
	10^7/2
	10^3/2
	10^7/2
	10^2/2
	10^6/2
	10^3/2
	10^7/2

	加标回收率 
P（%）
	100
	82
	81
	114
	85
	82
	113
	88
	82
	83
	111
	86


表 A1-10 总微囊藻基因（micr）实际样品加标测试数据
	平行号
	总微囊藻基因（micr）

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F

	
	样1
（元1）
	样2
（元2）
	样3

（元4）
	样2
（元2）
	样4
（自采）
	样2
（元2）
	样5
（自采）
	样2
（元2）
	样6
（自采）
	样2
（元2）
	样7

（自采）
	样2
（元2）

	
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标
	浓度
	加标

	测定结果
copies/mL
	1
	1.92E+02
	2.14E+03
	1.68E+07
	3.79E+07
	4.02E+05
	1.76E+06
	2.26E+07
	3.33E+07
	9.86E+04
	1.29E+05
	1.89E+07
	3.29E+07
	3.32E+04
	6.83E+04
	2.13E+07
	3.51E+07
	9.10E+01
	2.30E+02
	1.25E+07
	3.83E+07
	1.82E+04
	6.75E+04
	8.34E+06
	2.82E+07

	
	2
	1.78E+02
	2.19E+03
	2.05E+07
	3.64E+07
	4.54E+05
	1.79E+06
	2.40E+07
	3.93E+07
	1.04E+05
	1.45E+05
	1.45E+07
	3.90E+07
	2.94E+04
	6.43E+04
	1.78E+07
	3.91E+07
	9.99E+01
	2.77E+02
	9.59E+06
	2.57E+07
	1.55E+04
	4.62E+04
	8.56E+06
	246E+07

	
	3
	2.56E+02
	2.22E+03
	1.70E+07
	3.62E+07
	4.80E+05
	2.27E+06
	2.21E+07
	3.27E+07
	1.02E+05
	1.38E+05
	1.66E+07
	4.07E+07
	3.43E+04
	6.69E+04
	1.86E+07
	4.03E+07
	8.13E+01
	1.94E+02
	1.37E+07
	2.89E+07
	1.51E+04
	5.73E+04
	8.29E+06
	2.32E+07

	
	4
	2.17E+02
	2.12E+03
	1.82E+07
	3.69E+07
	4.42E+05
	1.90E+06
	2.39E+07
	3.98E+07
	8.12E+04
	1.15E+05
	1.56E+07
	3.63E+07
	2.86E+04
	6.17E+04
	1.65E+07
	3.40E+07
	1.48E+02
	2.33E+02
	8.68E+06
	2.01E+07
	1.63E+04
	5.03E+04
	8.13E+06
	2.97E+07

	
	5
	2.10E+02
	2.43E+03
	1.64E+07
	3.64E+07
	4.67E+05
	1.65E+06
	2.40E+07
	3.40E+07
	9.29E+04
	1.47E+05
	1.58E+07
	3.18E+07
	2.94E+04
	7.02E+04
	1.78E+07
	3.63E+07
	1.12E+02
	1.89E+02
	1.01E+07
	3.26E+07
	1.50E+04
	4.53E+04
	7.76E+06
	2.23E+07

	
	6
	2.15E+02
	1.89E+03
	1.74E+07
	3.71E+07
	4.58E+05
	1.90E+06
	2.40E+07
	3.64E+07
	9.36E+04
	1.36E+05
	1.89E+07
	4.27E+07
	3.50E+04
	6.69E+04
	1.99E+07
	3.18E+07
	1.32E+02
	2.40E+02
	1.11E+07
	2.43E+07
	1.55E+04
	6.16E+04
	8.13E+06
	2.41E+07

	平均值 x、 y  copies/mL
	2.11E+02
	2.17E+03
	E+07
	3.68E+07
	4.51E+05
	1.87E+06
	2.34E+07
	3.59E+07
	9.50E+04
	1.35E+05
	1.66E+07
	3.70E+07
	3.16E+04
	1.59E+04
	1.86E+07
	3.60E+07
	1.86E+07
	2.25E+02
	1.09E+07
	2.83E+07
	1.59E+04
	5.41E+04
	8.20E+06
	2.52E+07

	加标量μ

copies
	10^3/2
	10^7/2
	10^6/2
	10^7/2
	10^5/2
	10^7/2
	10^3/2
	10^7/2
	10^2/2
	10^6/2
	10^3/2
	10^7/2

	加标回收率 P
（%）
	84
	112
	99
	96
	87
	115
	96
	107
	82
	83
	92
	84


A2  方法验证数据汇总
A2.1 方法检出限、测定下限汇总
表 A2-1 方法检出限测定下限数据汇总表

	实验室号
	产毒微囊藻基因（mcyb）
	总微囊藻基因（micr）

	
	检出限（copies/mL）
	测定下限（copies/mL）
	检出限（copies/mL）
	测定下限（copies/mL）

	A
	38
	152
	39.4
	157

	B
	26.9
	108
	49.8
	199

	C
	24
	95.8
	10.1
	40.4

	D
	9.89
	39.6
	6.33
	25.3

	E
	15.9
	63.7
	9.96
	39.8

	F
	30
	120
	16
	64.1


结论： 各验证实验室使用标准编制组提供的统一方法， 按操作步骤及流程进行分析操作， 最终的方法检出限为各验证实验室所得数据的最高值。
产毒微囊藻基因（mcyb）检出限为38 copies/mL，测定下限为152 copies/mL；   
       总微囊藻基因（micr）检出限为50 copies/mL，测定下限为200copies/mL。       
A2.2 方法精密度数据汇总
表 A2-2 共同样精密度测试数据汇总表
	实验室号
	产毒微囊藻基因（mcyb）
	总微囊藻基因（micr）

	
	xi
（copies/mL）
	Si
（copies/mL）
	RSDi
（%）
	xi
（copies/mL）
	Si
（copies/mL）
	RSDi
（%）

	A
	5.11E+06
	3.97E+05
	7.77
	1.77E+07
	1.49E+06
	8.44

	B
	5.41E+06
	2.23E+05
	4.13
	2.34E+07
	8.55E+05
	3.65

	C
	7.30E+06
	1.05E+06
	14.4
	1.67E+07
	1.82E+06
	10.9

	D
	4.26E+06
	1.99E+05
	4.68
	1.86E+07
	1.70E+06
	9.11

	E
	2.01E+06
	5.56E+04
	2.77
	1.09E+07
	1.88E+06
	17.2

	F
	3.96E+06
	2.46E+05
	6.21
	8.20E+06
	2.69E+06
	3.27

	x （copies/mL）
	4.68E+06
	1.59E+07

	S' （copies/mL）
	1.76E+06
	5.51E+06

	RSD'（%）
	37.5
	34.6

	重复性限r（copies/mL）
	1.36E+06
	4.09E+06

	再现性限R（copies/mL）
	5.07E+06
	1.59E+07


结论：产毒微囊藻基因（mcyb）重复性限r为1.36E+06 copies/mL，再现性限R为5.07E+06 copies/mL；总微囊藻基因（micr）重复性限r为4.09E+06 copies/mL，再现性限R为1.59E+07copies/mL。                                                                         
A2.3 方法正确度数据汇总
表 A2-3 共同样品测试数据汇总表
	实验室号
	产毒微囊藻基因（mcyb）
	总微囊藻基因（micr）

	
	x （copies/mL）
	REi （%）
	x （copies/mL）
	REi （%）

	A
	5.11E+06
	0.59
	1.77E+07
	9.26

	B
	5.41E+06
	6.50
	2.34E+07
	44.44

	C
	7.30E+06
	43.70
	1.67E+07
	3.09

	D
	4.26E+06
	-16.14
	1.86E+07
	14.81

	E
	2.01E+06
	-12.80
	1.09E+07
	-32.72

	F
	3.96E+06
	-22.05
	8.20E+06
	-49.38

	RE （%）
	37.5
	34.6

	S RE （%）
	23.9
	34.0


表 A2-4 实际样品加标测试数据汇总表
	实验室号
	产毒微囊藻基因（mcyb）
	总微囊藻基因（micr）

	
	P1 （%）
	P2（%）
	P1 （%）
	P2（%）

	A
	100
	82
	84
	112

	B
	81
	114
	99
	96

	C
	85
	82
	87
	115

	D
	113
	88
	96
	107

	E
	82
	83
	82
	83

	F
	111
	86
	92
	84

	P （%）
	95.3
	89.2
	90
	99.5

	S P （%）
	14.6
	12.4
	6.78
	14.0


表 A2-5 校准控制指标数据汇总表
	实验室号
	产毒微囊藻基因（mcyb）
	总微囊藻基因（micr）

	
	校准曲线
	相关系数r 
	校准曲线
	相关系数r 

	A
	y=-3.2815x+41.87
	0.9996
	y=-3.5546x+42.263
	0.9993

	B
	y=-3.4049x+42.34
	0.9988
	y=-3.3738x+40.953
	0.9979

	C
	y=-3.5475x+42.184
	0.9985
	y=-3.5015x+42.644
	0.9983

	D
	y=-3.2182x+40.995
	0.9990
	y=-3.380x+41.97
	0.9991

	E
	y=-3.4298x+42.711
	0.9999
	y=-3.4593x+39.894
	0.9998

	F
	y=-3.341x+39.68
	0.9995
	y=-3.5186x+36.614
	0.9993


3 方法验证结论
（1）验证过程中由于反应体系是微升（µL）级，人员操作、设备及反应条件均会产生有较大误差，多数实验室经过样品的重复测定。
（2）当提取水样体积为30mL时，产毒微囊藻基因（mcyb）检出限为38 copies/mL，测定下限为152 copies/mL；总微囊藻基因（micr）检出限为50 copies/mL，测定下限为200copies/mL。
（3）6家实验室对同一样品重复测定（n=6）: 产毒微囊藻基因（mcyb）实验室内相对标准偏差为（2.77～14.4）%，实验室间相对标准偏差分别为37.5%；总微囊藻基因（micr）实验室内相对标准偏差为（3.27～17.2）%，实验室间相对标准偏差分别为34.6%。
（4）6家实验室产毒微囊藻基因（mcyb）重复性限r为1.36E+06 copies/mL，再现性限R为5.07E+06 copies/mL；总微囊藻基因（micr）重复性限r为4.09E+06 copies/mL，再现性限R为1.59E+07copies/mL。
（5）6家实验室对加标样品重复测定（n=6）: 产毒微囊藻基因（mcyb）实验室加标回收率为（82～114）%；总微囊藻基因（micr）实验室加标回收率为（82～115）%。
（6）方法各项特性指标均达到预期的要求。
（7）各验证实验室对本方法的没有提出改进意见。
附录2
征求意见汇总表
	序号
	条款号或附录号
	征求意见稿中的原文
	修改意见及理由
	处理意见

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


附录3 
专家评审意见
评审会意见及处理：

