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JJF 1071—2010《国家计量校准规范编写规则》、JJF 1001—2011《通用计量术语及定义》、JJF 1059.1—2012《测量不确定度评定与表示》共同构成支撑本规范制定工作的基础性系列规范。
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快速核酸检测仪校准规范

[bookmark: _Toc164190101]1  范围
本规范适用于基于实时荧光定量聚合酶链反应（PCR）技术或核酸恒温扩增技术的快速核酸检测仪的校准。
[bookmark: _Toc164190102]2  引用文件
本规范引用了下列文件：
JJF 1007—2007  温度计量名词术语及定义
JJF 1101—2019  环境试验设备温度、湿度参数校准规范
JJF 1265—2022  生物计量术语及定义
JJF 1527—2015  聚合酶链反应分析仪校准规范
GB/T 41407—2022  微流控芯片核酸恒温扩增仪技术要求
YY/T 1173—2010  聚合酶链反应分析仪
凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本规范；凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本规范。
[bookmark: _Toc164190103]3  术语
[bookmark: _Toc701][bookmark: _Toc164190104]3.1  快速核酸检测仪  rapid nucleic acid detectors
快速核酸检测仪是基于实时荧光PCR技术或核酸恒温扩增等技术的小型化、快速化、将核酸提取、核酸扩增及产物分析等多个核酸检测步骤整合到一个系统的核酸检测设备。
[bookmark: _Toc24321]3.2  实时荧光PCR  real-time chain reaction PCR
在聚合酶链式反应（PCR）过程中，利用荧光染料释放的荧光能量的变化直接反映出PCR扩增产物量的变化，荧光信号变量和扩增产物变量成正比，并通过对荧光的采集和分析以达到对原始模板量进行分析的PCR仪。  
[bookmark: _Toc29994]3.3  核酸恒温扩增  nucleic acid isothermal amplification 
由常温升温至一固定的扩增高温后，在该固定温度下进行核酸（包括DNA和RNA）体外快速复制放大的过程。
  注：因使用的聚合酶和引物的不同，扩增的高温的温度值存在一定的差异，需要根据实际试验    条件进行优化。
[bookmark: _Toc14527]3.4  拷贝数  copy number
特定基因在某一生物体基因组中所含的个数以及每个生物细胞中所具有的转录物（RNA）个数。
[bookmark: _Toc4029]3.5  温度偏差  temperature deviation
   同一循环中，恒温计时开始倒计时结束之间，每隔一定的时间数据采集仪所记录温度的平均值与模块设定温度的差值。
[bookmark: _Toc8129]3.6  温度波动度  temperature fluctuation
   恒温过程中模块内实测温度随时间的变化量。
[bookmark: _Toc8922]3.7  模块温度均匀性  uniformity of thermo control
   模块对应的样本孔之间的温度一致性。
[bookmark: _Toc10833]3.8  温度持续时间偏差  duration deviation of thermo control
   设定恒温的时间与温度测量数据采集到所记录的恒温（符合温度显示偏差要求时即为恒温）的持续时间的差值。
[bookmark: _Toc8982]3.9  检测限  limit of detection
指样品中被测物能被定量测定的最低值。
4  概述
[bookmark: _Toc164190105]快速核酸检测仪（以下简称检测仪）能够实现对病毒特异性核酸序列的检测，其检测技术主要包括基于实时荧光聚合酶链式反应（PCR）技术和基于核酸恒温扩增技术两种方式。
检测仪的技术原理是基于标本前处理技术、核酸提取技术、核酸扩增及产物分析技术，以及与之配套的核酸检测试剂盒共同作用下，对样本的RNA/DNA进行提取，并在样本中加入核苷酸、酶等试剂，对样本中的目标基因进行复制扩增。当样本中含有病毒时，通过监测在反应体系中因加入荧光基团而产生的荧光信号强度，对被测样本中的核酸进行定性或定量检测分析。检测仪主要由反应模块、光源模块、磁导模块、加热模块、光电检测系统、显示模块等部分组成，需与专用的核酸检测试剂盒配套使用。
5  计量特性
[bookmark: _Toc164190106]检测仪计量特性见表1。
表1  快速核酸检测仪计量特性
	计量特性
	实时荧光PCR技术
	恒温扩增技术

	温度偏差
	不超过±0.5 ℃
	不超过±0.5 ℃



表1（续）
	计量特性
	实时荧光PCR技术
	恒温扩增技术

	模块温度均匀性
	不大于1 ℃
	——

	温度波动度
	——
	不超过0.5 ℃

	平均升温速率
	不小于3 ℃/s
	——

	平均降温速率
	不小于2 ℃/s
	——

	温度持续时间偏差
	不超过±5%
	不超过±5%

	检测限
	不大于500 copies/mL
	不大于500 copies/mL

	样本检测重复性
	不大于5%
	不大于5%

	  注：以上所有计量特性技术指标仅提供参考，不适用于合格性判定。


[bookmark: _GoBack]6  校准条件
[bookmark: _Toc164190107]6.1  环境条件
   环境温度：（15～30) ℃；相对湿度：（20～85）%。
[bookmark: _Toc28997][bookmark: _Toc26129][bookmark: _Toc5215][bookmark: _Toc10401][bookmark: _Toc164190109]6.2  测量标准及其他设备
测量标准及其他设备技术指标见表2。
表2  测量标准及其他设备技术指标
	序号
	测量设备
	主要技术指标

	1
	快速核酸检测仪温度校准装置
	温度
	测量范围：（0～120）℃；最大允许误差：±0.1 ℃；采样时间间隔：≤0.1 s；分辨力不低于0.01 ℃。

	
	
	时间
	最大允许误差：±1 s/h；分辨力不低于1 s。

	2
	新型冠状病毒
核酸标准物质
	ORFlab 基因
	有证标准物质

	
	
	N 基因
	有证标准物质

	3
	移液器
	测量范围
	（0.5～10）μL、（10～50）μL、（20～100）μL、（100～1000）μL 

	  注：若快速核酸检测仪用于检测其他病原体可采用相应的有证标准物质。


[bookmark: _Toc24515][bookmark: _Toc17918][bookmark: _Toc236][bookmark: _Toc22826][bookmark: _Toc31399][bookmark: _Toc12615][bookmark: _Toc19714][bookmark: _Toc25445][bookmark: _Toc29239]7  校准项目和校准方法
[bookmark: _Toc164190110]7.1  校准项目
   校准项目见表3
表3  校准项目一览表
	[bookmark: _Toc24855][bookmark: _Toc9604][bookmark: _Toc23475]校准项目
	实时荧光PCR技术
	恒温扩增技术

	温度偏差
	+
	+

	温度波动度
	-
	+

	模块温度均匀性
	+
	-

	平均升温速率
	+
	-

	平均降温速率
	+
	-

	温度持续时间偏差
	+
	+

	检测限
	+
	+

	样本检测重复性
	+
	+

	  注：+为校准项目；－为非校准项目。


7.2  温度偏差
首先将检测仪开机预热30 min。
对于独立控温模块检测仪可逐个模块校准或同时对多个模块分别校准，布点参照图1所示。非独立控温的检测仪作为一个整体进行温度校准，以8通道、16通道检测仪为例，布点遵循均匀分布的原则，可参照图2和图3所示，每增加8通道可增加3个点。多模块或多通道的检测仪以所有布点计算结果的最大值作为测量结果。
基于实时荧光PCR技术的检测仪控温程序设置可参照表4进行，设置温度采样间隔为0.1 s。基于核酸恒温扩增技术的检测仪温度设定程序可参照表5进行。将温度校准装置传感器放入样品槽中，启动温度校准装置，自动采集并记录整个循环程序温度数据。
[image: ]
图1  独立模块快速核酸检测仪布点示意图
[image: ]
图2  8 通道快速核酸检测仪布点示意图
[image: ]
图3  16 通道快速核酸检测仪布点示意图

表4  基于实时定量PCR技术快速核酸检测仪控温程序
	步骤
	温度设定点/℃
	温度持续时间/s

	1
	50
	10

	2
	90
	10

	3
	40
	10

	4
	95
	10

	5
	40
	10

	6
	70
	10

	7
	60
	10

	8
	40
	10


表5  基于恒温扩增技术快速核酸检测仪控温程序
	步骤
	温度设定点/℃
	温度持续时间/min
	温度采样间隔/s

	1
	55
	10
	30

	2
	60
	10
	30



温度偏差按照公式（1）和公式（2）计算。

                                                （1）

                                                （2）
    式中： 

    ——温度偏差，℃；   

    ——温度设定值，℃； 

    ——测量点温度实测值的平均值，℃；  

     ——测量点校准装置第i次的测量值，℃；

      ——测量次数大于等于6。
7.3  温度波动度
    按照7.2中的布点规则和控温程序，温度波动度按照公式（3）计算。

                                            （3）
式中： 

 ——温度波动度，℃； 

      ——模块恒温时间内实测的最高温度，℃；

      ——模块恒温时间内实测的最低温度，℃。
[bookmark: _Toc18695]7.4  模块温度均匀性
模块温度均匀性按照公式（4）计算

                                                   （4）  
式中：

 ——模块温度均匀性，℃；

     ——所有温度传感器测量值的最大值，℃；

     ——所有温度传感器测量值的最小值，℃。
[bookmark: _Toc10539]7.5  平均升温速率






按照7.2中的布点规则和控温程序，在升温过程中，取50 ℃±0.5 ℃范围内采集的第一任意温度值，记为，取90 ℃±0.5 ℃范围内采集的第一任意温度值，记为，从到的时间记为t，计算温度从升温至过程中的升温速率，如图4所示。平均升温速率按照公式（5）计算。

                                        （5）

  式中：  

——平均升温速率，℃/s ； 

——50 ℃±0.5 ℃范围内采集的第一任意温度值，℃； 

——90 ℃±0.5 ℃范围内采集的第一任意温度值，℃；



 ——从到达的时间，s。

[image: ]




图 4 升降温速率取点示意图
[bookmark: _Toc29143]7.6  平均降温速率







按照7.2中的布点规则和控温程序，在降温过程中，取90 ℃±0.5 ℃范围内采集的第一任意温度值，记为，取50 ℃±0.5 ℃范围内采集的第一任意温度值，记为，从到的时间记为，计算温度从降温至过程中的降温速率，如图4所示。平均降温速率按照公式（6）计算。

                          （6）
  式中：  
[image: ]——平均降温速率，℃/s ； 

 ——50 ℃±0.5 ℃范围内采集的第一任意温度值，℃；

 ——90 ℃±0.5 ℃范围内采集的第一任意温度值，℃；



  ——从到达的时间，s。
[bookmark: _Toc6782]7.7  温度持续时间偏差
按照7.2中的布点规则和控温程序，将所采集温度数据按照图5进行t1 、t2 取点，温度持续时间偏差按照公式（7）和公式（8）计算。

                                               （7）

                                                （8）
式中：      

——持续时间偏差，s；

 ——实际持续时间，s； 

    ——设定持续时间，s； 
    t1——校准装置采集到的第一个到达设定温度的时刻； 
    t2——校准装置采集到的最后一个维持设定温度的时刻。 
[image: ]
图 5  t1、t2取点示意图
[bookmark: _Toc7861]7.8  检测限检查
根据仪器厂家声明的检测限浓度（比如500 copies/mL），将标准物质稀释到该浓度作为样本进行上机检测。以体积为50 μL、浓度为5000 copies/mL的标准物质为例，具体稀释过程为：根据浓度和体积的换算关系，用相应规格的移液器分别吸取50 μL标准物质和450 μL稀释液进行混合，得到体积为500 μL、浓度为500 copies/mL的标准物质稀释溶液。稀释液可根据情况选用仪器厂家提供的稀释液或者被验证的阴性血清，且整个稀释过程要在洁净环境下操作。参照送检快速核酸检测仪说明书设定程序，将稀释后的标准物质作为样本，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，与仪器厂家声明的检测限进行比较。
多模块或多通道的检测仪可以根据用户要求进行。
[bookmark: _Toc17657]7.9  样本检测重复性
参照送检检测仪说明书设定程序，将标准物质稀释到高于检测限的一定浓度（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。样本检测重复性用变异系数CV表示，按照公式（9）计算。

                                               （9）
式中： 
      CV ——变异系数；  
      SD ——标准差； 

      ——测量结果的平均值。
    多模块或多通道的检测仪可以根据用户要求进行。
[bookmark: _Toc164190112]8  校准结果表达
经校准的检测仪出具校准证书，给出校准结果以及校准不确定度。校准记录格式（推荐性）见附录A，校准证书内页的信息和格式（推荐性）见附录B。
[bookmark: _Toc164190113]9  复校时间间隔
由于复校时间间隔的长短是由检测仪的使用情况、使用者、仪器本身质量等诸因素所决定，因此使用单位可根据实际使用情况决定复校时间间隔，建议复校时间间隔不超过1年。
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[bookmark: _Toc164190114]附录A
校准记录格式（推荐性）
[bookmark: _Toc164190115]                                     □实时荧光PCR技术 □恒温扩增技术
	委托单位
	
	证书编号
	

	器具名称
	
	制 造 厂
	

	型号规格
	
	校准地点
	

	出厂编号
	
	温    度
	

	技术依据
	
	相对湿度
	

	校准人员
	
	核验人员
	

	校准日期
	
	备    注
	

	校准使用的计量标准器

	标准器名称
	测量范围
	不确定度/准确度等级/
最大允许误差
	证书编号及有效期

	
	
	
	

	
	
	
	



1.温度偏差                                                                       ℃
	温度设定值
	实测值
	平均值
	温度偏差

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	n
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	温度偏差的扩展不确定度：



2.温度波动度                                                                     ℃
	温度设定值
	

	

	∆Tf

	
	
	
	

	
	
	
	



3.模块温度均匀性                                                                ℃
	温度设定值
	

	

	∆Tu

	
	
	
	

	
	
	
	





4.平均升温速率
	温度设定值
	实测值/℃

	50℃
	

	90℃
	

	时间/s
	

	平均升温速率/（℃/s）
	



5.平均降温速率
	温度设定值
	实测值/℃

	90℃
	

	50℃
	

	时间/s
	

	平均降温速率/（℃/s）
	



6.温度持续时间偏差                                                               s
	时间设定值
	

	实测值
	

	偏差
	



7.检测限检查
	基因类型
	核酸浓度/（copies/μL）
	扩增结果
	检查结果

	
	
	
	

	
	
	
	



8.样本检测重复性
	基因类型
	核酸浓度
/（copies/μL）
	Ct值
	变异系数

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	



                    
附录B
校准证书内页格式（推荐性）
1. [bookmark: _Toc164190116]布点如图 B.1 所示。（以8通道为例） 

[image: ]
图 B.1 布点图
2. 校准结果：
	校准项目 
	校准结果 

	温度偏差/℃ 
	

	温度波动度/℃ 
	

	模块温度均匀性/℃
	

	平均升温速率/（℃/s）
	

	平均降温速率/（℃/s ）
	

	温度持续时间偏差/s 
	

	检测限检查 
	

	样本检测重复性 
	


温度偏差的扩展不确定度：







[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK4]附录C
快速核酸检测仪温度偏差测量结果不确定度评定示例
C.1  概述 
C.1.1  被校仪器：快速核酸检测仪。
C.1.2  测量标准：快速核酸检测仪温度校准装置，最大允许误差：±0.1 ℃。
C.1.3  环境条件：环境温度：22℃；湿度：42％RH。
C.1.4  测量方法：依据本规范中的规定。
C.2  测量模型

                             
    式中：

   ——温度偏差，℃； 

    ——设定温度，℃； 

  ——温度实测值的平均值，℃。
C.3 合成方差和灵敏系数

                                        
灵敏系数为：

                        ，

                                            
C.4  标准不确定度分量评定

C.4.1  测量重复性引入的标准不确定度
在相同条件下，温度校准装置对被测对象40℃设定温度点重复测量10次，采集记录数据如表C.1所示。

表C.1校准装置温度采集记录数据                       ℃
	次数
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	平均值

	测量值
	40.26
	40.27
	40.30
	40.33
	40.34
	40.35
	40.36
	40.38
	40.40
	40.40
	40.34



依据贝塞尔公式，由测量重复性引入的标准不确定度分量：



C.4.2  测量标准引入的标准不确定度

测量标准的最大允许误差±0.1 ℃，按矩形分布考虑，，则由校准装置引入的标准不确定度：


C.5  标准不确定度一览表
各标准不确定度分量见表C.3。
                        表C.3 标准不确定度一览表                  ℃
	不确定度分量
	不确定度来源
	标准不确定度
	
灵敏系数
	


	

	测量重复性
	0.19
	1
	0.19

	

	校准标准
	0.058
	-1
	0.058


C.6  合成标准不确定度
以上各不确定度分量不相关，合成标准不确定度为：


C.7  扩展不确定度

取包含因子，则检测仪设定温度40℃时，温度偏差的扩展不确定度为：
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