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I前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由中国出入境检验检疫协会综合质量服务标准化技术委员会（CIQA/TC12）归口。

本文件起草单位：中检西南计量有限公司、北京林电伟业电子技术有限公司、中国海关科学技术研

究中心、昆明市妇幼保健院、云南大学附属医院、昆明市第一人民医院、国家粮食和物资储备局科学研

究院、北京市朝阳区疾病预防控制中心、中国测试技术研究院、中国农业大学、北京卡尤迪生物科技股

份有限公司。

本文件主要起草人：蔡黎虹、谢潇、王鸿鹏、李衍、王翠珏、朱娟、祝天宇、刘鑫、张弈、卢德玮、

刘立芳、尹利民、张钰、崔华、刘洁、张炜、万正军、肖新清、李晨。
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快速核酸检测仪检测技术规范

1.范围

本文件规定了快速核酸检测仪的术语、分类和方法原理、仪器组成及性能、实验室要求、

样本处理、分析步骤及方法、质量控制和结果报告。

本文件适用于将核酸释放、纯化、基因扩增步骤一体化运行，基于等温及控温基因扩增

技术的快速核酸检测仪的快速核酸检测仪。

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。

GB 4793.1 测量、控制和试验室用电气设备的安全要求第1部分：通用要求

GB/T 11606 分析仪器环境试验方法

GB/T 14710 医用电器环境要求及试验方法

GB/T 18268.1 测量、控制和实验室用的电设备电磁兼容性要求第1部分：通用要求

GB/T 18268.26 测量、控制和实验室用的电设备电磁兼容性要求第26部分：特殊要求

体外诊断（IVD）医疗设备

GB/T 34065 分析仪器的安全要求

GB/T 34797 核酸引物探针质量技术要求

GB/T 35542 Taq DNA聚合酶

JJF 1527 聚合酶链反应分析仪校准规范

YY 0648 测量、控制和实验室用电气设备的安全要求第2-101部分：体外诊断（IVD）

医用设备的专用要求

YY/T 1173 聚合酶链反应分析仪

JJF1265-2010生物计量术语及定义

CNAS-GL039 分子诊断检验程序性能验证指南

3.术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

快速核酸检测仪 quantitative real-time polymerase chain reaction analyzer
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基于聚合酶链反应技术或等温核酸扩增技术，快速、自动、整合从细胞裂解、核酸提取

扩增到产物分析的全部测定步骤，降低检测复杂性，检测时间一般小时1h的一体化快速核酸

检测设备。

3.2

聚合酶链反应

基于聚合酶链式反应原理，通过温度变化循环程序进行靶核酸片段的体外扩增，同时对

循环过程中荧光信号进行实时采集和处理，定量或定性分析靶核酸片段的装置。

3.3

等温核酸扩增 thermostatic nucleic acid amplification

在目标基因的特定区域设计特异性引物，并使用链置换DNA聚合酶在恒温条件下保温数

10分钟以实现核酸扩增的方法。包括环介导等温扩增反应（Loop-Mediated Isothermal

Amplification, LAMP）、链置换扩增反应（Strand Displacement Amplification, SDA）、

核酸序列依赖性扩增（nucleic acid sequence based amplification, NASBA）和交叉引物

扩增反应（crossing-primer amplification,CPA）等方法。

3.4

微流控芯片 microfluidic chip

以硅、玻璃、金属材料、高分子聚合物等材料为芯片基材，利用微纳加工、精密注塑等

加工技术加工而成的生物芯片。

注：包括一个或多个微管道、微阀、微反应池等功能单元，能够完成芯片内液体流动的

精确操控，从而实现某种特定的生化反应功能。

[来源：GB/T 41407-2022 3.3]

4.分类和方法原理

快速核酸检测仪可根据检测中核酸提取和扩增是否在同一体系进行和核酸检测中温度

变化方式进行分类：

——根据检测中核酸提取和扩增的顺序可分为提取扩增一体式和提取扩增分开式；

——根据核酸扩增方式可分为变温型核酸扩增和等温型核酸扩增；

提取扩增一体化快速核酸检测仪利用一步法免提取核酸释放剂，将核酸提取和扩增在同

一体系中进行，实现边扩增边提取；扩增提取分开进行的快速核酸检测仪，现在核酸提取模

块进行核酸提取，后通过重力作用或离心等手段将提取的核酸自动加入扩增体系完成核酸的

扩增和检测。

在核酸扩增阶段，变温型核酸扩增仪利用PCR原理进行核酸扩增；等温型核酸扩增仪通

过等温扩增原理进行核酸扩增。

5.仪器

5.1 仪器组成

快速核酸检测仪包括硬件结构、软件、配套试剂和耗材。
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5.2 仪器性能

使用快速核酸检测仪进行快速核酸检测前，应对仪器及配套试剂进行性能验证，性能验

证的结果应满足附录A的要求。

6 实验室要求

快速核酸检测仪使用首先需评估生物因子的危害程度，实验室在符合生物安全要求的条

件下方可开展检测。核酸提取和扩增检测一体化的快速核酸检测仪，样本制备区、扩增和产

物分析区可合并。但如涉及多次开盖操作，且样本量较大时，仍需设置3个物理分隔的区域。

实验室应具有良好的通风。

7 样品处理

7.1 样本类型

快速核酸检测应根据所需检测的病原体选择适宜样本类型：

（1）如呼吸道病原体可选择上呼吸道标本，包括口咽拭子、鼻咽拭子、鼻咽吸取物、

鼻腔洗液和咽洗液等；或下呼吸道样本主要有痰、气管吸取物、支气管镜检查获得的标本，

包括肺泡灌洗液和保护性毛刷标本等。

（2）其它部位病原体的检测可选择血液、胸腔积液、脑脊液、宫颈标本、组织或局灶

穿刺物等标本。

7.2 样本类型选择

根据快速核酸检测仪配套试剂盒的要求选择合适的核酸检测标本类型，对于非试剂盒指

定适宜的标本类型，应提前对试剂盒进行适用性评估和性能验证。

7.3 样本采集和预处理

快速核酸检测如使用一步法核酸提取，标本采样管中保存液成分会影响提取和扩增效率，

导致检测灵敏度下降，因此应使用试剂厂家配套的采样容器和保存液进行标本采集。配套采

样容器和保存液使用前应进行性能验证。

快速核酸检测各类标本的采集方法和常规核酸检测要求一致。

标本采集方法和标本类型的选择、标本的稳定性、运输温度和时间、接收标准、保存条

件应严格遵循产品说明书规定。

8 分析步骤及方法

实验室应根据仪器和试剂说明书进行检测全过程的标准操作。

1、开机检查仪器状态；

2、根据相应的检测项目设定程序；

3、样本的前处理。

根据不同的仪器的要求进行样本的前处理，部分机型只需将样本加入即可开始检测，如

需在上机前单独进行样本裂解后加样，应根据病原体类型进行相应的人员防护和实验室设置。
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4、结果判断。将样本按要求加入检测体系中即可上机检测，依据设定好的程序进行反

应，反应结束后直接进行结果判断。

9 质量控制

9.1 室内质量控制

实验室应进行室内质量控制。每次开机先测试弱阳性（防止假阴性）和阴性质控品（监

测污染），质控合格后，开始临床监测，开机检测达到24h，或未达到24h但连续检测样本数

达到50个，均应再次检测弱阳性质控品。

9.2 室间质量控制

实验室应常态化参加国家级或省级临床检验中心组织的快速核酸检测室间质量评价。若

开展的项目尚无相关的室间质量评价活动，可采用实验室比对的方式进行室间质量控制。

10 结果报告

实验室应根据快速试剂说明书进行结果分析和解释。快速核酸检测仪会提供明确的阴性、

阳性或无效结果，但对于自动报告结果并能显示原始扩增曲线的快速核酸检测仪，应结合原

始扩增曲线、熔解曲线等后台数据进行综合判断。

在快速核酸检测系统（包括采样管、核酸提取试剂以及核酸检测试剂和扩增仪等）性能

验证结果表明快速核酸检测仪检测限≤500拷贝/mL的情况下，检测结果为阴性，可直接出具

阴性报告，报告应注明“快速核酸检测”。检测结果为阳性，应使用另外1~2种更为灵敏且

扩增不同靶区域的常规核酸检测试剂对原始样本进行复检，复核阳性方可报告结果。必要时

可重新采样复核检测。

结果报告应准确、及时和信息完整。

11 注意事项

快速核酸检测仪检测方法主要应用于发热门诊、急诊、移动实验室和某些特定病区实验

室，首先应评估生物因子的危害程度，在符合生物安全的条件下方可开展工作。

应在符合国家和地方生物安全法规，以及医院感染条例的前提下开展快速核酸检测。

快速核酸检测在标准采集以及样本加入试剂卡/盒环节，操作者会直接接触患者和样本，

仍存在病原体暴露风险。应严格按照说明书推荐方法操作，以降低气溶胶的形成、溢出和暴

露风险。保证有传染风险的标本前处理的生物安全。

检测人员需按照生物安全实验室的防护要求正确穿戴个人防护用品。

必须根据快速核酸检测试剂说明书存储和处理检测试剂。

_________________________________
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附录 A

A.1：快速核酸检测仪性能指标应满足表 A.1 所示。

表 A.1 快速核酸检测仪物理性能指标

物理性能要求

项目 技术指标

温度偏差 ±0.5℃

温度波动度(基于等温扩增技术) ±0.5℃

平均升温速率

基于实时荧光PCR技术:≥1.5℃/s;

基于等温扩增技术：参考厂家技术

要求

平均降温速率（基于实时荧光PCR

技术）
≥1.5℃/s

平均温度过冲量 ≤1℃

温度持续时间相对偏差 ±10%

检测性能验证要求

阳性符合率 100%

阴性符合率 100%

检出限 符合配套试剂盒宣称检出限

样本检测重复性 ≤5%

特异性

检测系统与其他病毒或细菌等其

它病原体和人体基因组DNA无交

叉反应

A.2 性能验证方法

A.2.1 物理性能验证

表 A.2 快速核酸检测仪物理性能验证项目

物理性能验证项目

设备类型
基于实时荧光 PCR 技术 基于等温扩增技术

温度偏差 + +

温度波动度 - +

平均升温速率 + +

平均降温速率 + -

平均温度过冲量 + +

温度持续时间准确性 + +

注：+表示验证项目，-表示非验证项目

验证设备：温度数据采集仪：可测量温度范围0℃ ~ 120℃，分辨率0.01℃，最大允许

误差在±0.1℃范围内，采集频率不小于每秒十次。

将快速核酸检测仪测量标准放置于快速核酸检测仪中，独立控温快速核酸检测仪可逐个

对反应模块校准或同时对多个反应模块分别校准，参照图A.1所示。非独立控温的快速核酸

检测仪作为一个整体进行校准，以16通道快速核酸检测仪为例，测量点分布遵循均匀分布的
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原则，可参照图A.2所示，每增加8通道可增加2个测量点。

图A.1 独立控温快速核酸检测仪测量点分布示意图

图A.2 非独立控温的快速核酸检测仪测量点分布示意图

根据被测快速核酸检测仪的说明书设定控温程序，如表A.3所示。将无线温度数据采集

仪置入样品槽中，设置采样间隔为0.1s，启动温度测量标准，采集并记录整个循环程序温度

数据。

表A.3基于荧光PCR原理的快速核酸检测仪控温程序

步骤 设定温度点 设定温度持续时间 循环数

1 50℃ 30s ×1
2 90℃ 30s ×1
3 40℃ 30s

×6
4 95℃ 30s
5 70℃ 30s ×1
6 60℃ 30s ×1
7 40℃ 30s ×1

注:当仪器温控模块为分区设置，各独立控温区域单独测试，孔位分布均按上述要求执行。

表 A.4 基于等温扩增技术快速核酸检测仪控温程序

设定温区 设定温度点 设定温度持续时间
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上温区 95℃ 10min

中温区 67℃ 10min

下温区 58℃ 10min

温度偏差的计算

基于实时荧光 PCR 技术快速核酸检测仪温度达到设定温度 10s 后开始读取测量值，读取

10s，均匀读取 20 组数据；基于等温扩增技术快速核酸检测仪温度达到设定温度 2min 后开

始读取测量值，读取 5min，均匀读取 30 组数据，温度偏差的计算按照公式（A.1）（A.1）

分别计算：

����� = ���� − �� （A.1）

����� = ���� − �� （A.2）

式中：

����� ——温度上偏差，℃；

�����——温度下偏差，℃；

����——各测量点规定时间内测量的最高温度，℃。

����——各测量点规定时间内测量的最低温度，℃。

��——设备设定温度，℃。

温度波动度的计算

基于等温扩增技术快速核酸检测仪温度达到设定温度 2min 后开始读取测量值，读取

5min，均匀读取 30 组数据，各测量点最高温度与最低温度值差值的一半，冠以“±”号，

取全部测量点中变化量的最大值作为温度波动度的校准结果，计算按照公式（A.3）计算：

��� =±��� [ ����� − ����� /2 （A.3）

式中：

���——温度波动度，℃；

�����——测量点 j实测最高温度，℃；

�����——测量点 j 实测最低温度，℃。

平均升温速率的计算

基于实时荧光 PCR 技术快速核酸检测仪在设置程序步骤 3-4 循环 6次的过程中，取前 5

次仪器从 40℃升温至 95℃循环时（如图 A.4 所示），截从（50±0.5）℃瞬时升温至（90±

0.5）℃瞬时的温度曲线计算升温速率，平均升温速率的计算按照公式（A.4）（A.5）计算：

�� =
1
� �=1

� ���� (A.4)
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�� =
1
� �=1

� ���−���
�ℎ�

� (A.5)

式中：

��——平均升温速率，℃/s ；

���——第�个测量点升温速率，℃/s ；

��——升温速率，℃/s ；

�——累积循环次数，按本规范程序取前 5 次；

���——（50±0.5）℃温度点第�次测量值，℃；

���——（90±0.5）℃温度点第�次测量值，℃；

�ℎ�——从���到达���的时间，s。

�——测量点数量。

图 A.3 实时荧光 PCR 技术平均升温速率步骤 3-4 循环取前 5次

基于等温扩增技术快速核酸检测仪取从常温状态升温至 95℃，截从最接近 50℃瞬时升

温至最接近 90℃瞬时的温度曲线计算升温速率（如图 A.5 所示），平均升温速率的计算按照

公式（A.6）计算：

�� =
1
� �=1

� ( ���−���)
�
ℎ�

� （A.6）

式中：

��——平均升温速率，℃/s ；

���——最接近 50℃温度点第�个测量点测量值，℃；

���——最接近 90℃温度点第�个测量点测量值，℃；

�ℎ�——从���到达���的时间，s。

�——测量点数量。
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图 A.5 等温扩增技术平均升温速率截取示意图

平均降温速率的计算

基于实时荧光 PCR 技术快速核酸检测仪在设置程序步骤 3-4 循环过程中，仪器从 95℃

降温至 40℃循环一共 5 次（如下图 5所示），截取仪器各循环从（90±0.5）℃降温至（50

±0.5）℃的温度曲线计算降温速率，平均降温速率的计算按照公式（A.7）（A.8）计算：

�� =
1
� �=1

� ���� (A.7)

�� =
1
� �=1

� (���−���)
���

� (A.8)

式中：

��——平均降温速率，℃/s ；

���——第 j 个测量点降温速率，℃/s ；

��——降温速率，℃/s ；

�——累积循环次数，按本规范程序取全部 5次降温段；

���——（50±0.5）℃温度点第�次测量值，℃；

���——（90±0.5）℃温度点第�次测量值，℃；

���——从���到达���的时间，s。

�——测量点数量。

图 5 实时荧光 PCR 技术平均降温速率步骤 3-4 循环取 5次

平均温度过冲量的计算
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基于实时荧光 PCR 技术快速核酸检测仪温度过冲量以设备温度从 40℃升温至设定温度

95℃时，实测温度值超出设定温度的值。平均温度过冲量计算按照公式（A.9）分别计算：

�� = 1
� �=1

�� (����� − ��)� (A.9)

式中：

��——平均温度过冲量，℃；

��——设定温度值，95℃；

�����——第 j 个测量点 6 次测得的最大过冲温度值，℃；

�——测量点数量。

基于等温扩增技术快速核酸检测仪温度过冲量以设备温度从室温升温至设定温度 95℃，

实测温度超出设定温度的值。平均温度过冲量计算按照公式（A.10）分别计算：

�� = 1
� �=1

�� (����� − ��� ) (A.10)

式中：

��——平均温度过冲量，℃；

��——设定温度值，95℃；

�����——第 j 个测量点测得的最大过冲温度值，℃；

�——测量点数量。

温度持续时间相对误差的计算

温度持续时间相对误差按照公式（A.11）计算：

�� = ��−��
��

× 100% (A.11)

式中：

��——温度持续时间相对误差，%；

��——实测温度持续时间，s；

��——设定温度持续时间，s 。

A.2.2 检测性能验证

（1）阳性符合率

将阳性质控品或标准品放入到快速核酸检测仪及配套试剂盒中，根据程序进行检测，通

过检测结果的Ct值，判断目标通道是否均有阳性扩增，是否均为阳性。

（2）阴性符合率

将阴性质控品或生理盐水放入到快速核酸检测仪及配套试剂盒中，根据程序进行检测，

通过检测结果的Ct值，判断目标通道是否均有阳性扩增，是否均为阴性。

（3）检出限的检查
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将标准物质稀释到设备宣称的检出限 (参照配套使用的核酸检测试剂盒说明书，比如

500 copies/mL)作为样本，对同一模块或通道进行2次检测，分别记录ORFlab基因和N基因的

扩增结果，与设备宣称的检出限进行比较。

多模块或多通道的快速核酸检测仪可以根据用户要求进行。

（4）样本检测重复性

样本检测重复性用变异系数表示。将标准物质稀释到高于检出限的一定浓度（比如1000

copies/mL）作为样本，对同一模块或通道进行6次或6次以上重复性检测，分别记录ORFlab

基因和N基因的Ct值。按照公式（A.12）计算。

CV = SD
M�
× 100% （A.12）

式中：CV ——变异系数

SD —— 标准差

M�—— 测量结果的平均值

多模块或多通道的快速核酸检测仪可以根据用户要求进行。

（5） 特异性

应验证与检测对象可能存在交叉反应的核酸物质对检测的影响。包括与被检测对象核酸

序列具有同源性、易引起相同或相似临床症状的病原体核酸等。对于报告具体基因型的检测

方法，应在待测核酸浓度水平验证其它基因型对待测核酸测定的影响。

_________________________________
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