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[bookmark: _Toc80101427][bookmark: _Toc465944746][bookmark: _Toc465800225][bookmark: _Toc465799843][bookmark: _Toc465800018]1工作简况
[bookmark: _Toc80101428]1.1 任务来源
根据国标委发【2019】40号文“国家标准化管理委员会关于下达2019年第四批国家标准制修订项目计划的通知”，其中项目代号20194004-T-604的《实时荧光定量PCR仪性能评价通则》为国家标准制定项目。此计划项目由中国机械工业联合会提出，由全国工业过程测量控制和自动化标准化技术委员会分析仪器分技术委员会（SAC/TC124/SC6）归口管理，由中国检验检疫科学研究院、北京市科学技术研究院分析测试研究所（北京市理化分析测试中心）、苏州百源基因技术有限公司牵头起草，计划完成时间2021年。
[bookmark: _Toc7128][bookmark: _Toc80101429]1.2主要工作过程
（1） 成立起草工作组
2020年2月27日SAC/TC 124/SC6秘书处组织成立标准起草工作组，起草组由中国检验检疫科学研究院、北京市科学技术研究院分析测试研究所（北京市理化分析测试中心）、苏州百源基因技术有限公司、西安天隆科技有限公司、苏州雅睿生物技术有限公司、杭州博日科技股份有限公司、上海宏石医疗科技有限公司、鲲鹏基因（北京）科技有限责任公司、杭州晶格科学仪器有限公司、安徽皖仪科技股份有限公司、圣湘生物科技股份有限公司、安图实验仪器（郑州）有限公司、深圳华大智造科技股份有限公司、上海科源电子科技有限公司、中国计量科学研究院、上海市计量测试技术研究院、黑龙江省计量检定测试研究院、中国疾病预防控制中心营养与健康所、谱尼测试集团股份有限公司等企业、检测和用户组成。
（2）起草过程
2020年5月至10月组织标准起草小组，起草小组对实时荧光定量PCR仪相关标准和文献资料进行了梳理，提出了性能评价关键参数指标，并完成了相关方法研制工作。
2021年1月26日，由全国工业过程测量控制和自动化标准化技术委员会分析仪器分技术委员会秘书处组织召开了第一场标准讨论会，起草小组汇报了“实时荧光定量PCR仪性能评价通则”标准的起草工作，与会专家就标准（草案）进行了讨论，提出了宝贵的意见和建议。标准起草小组根据专家意见进行了修改和完善。
2021年3月21日由秘书处组织了第二场标准讨论会，就性能检测方法的细节进行再次进行商议，标准起草小组对标准（草案）再次进行了完善和细化。
2021年4月23日由秘书处组织召开了第三场标准讨论会安排方法确认工作，与各仪器厂家商议验证实验的实施方案和实施细节。各厂家自行实验提供了相应性能数据。
2021年7月10日至14日，标准起草组根据验证实验中出现的问题集中国内7台代表性仪器和3台进口仪器统一实验，验证标准相关指标。
（3）征求意见阶段
2021年8月13日标准牵头单位向全国工业过程测量控制和自动化标准化技术委员会分析仪器分技术委员会提交了“实时荧光定量PCR仪性能评价通则”标准（征求意见稿）和编制说明。
[bookmark: _Toc28103][bookmark: _Toc80101430]1.3标准主要起草人及其工作
邹明强负责标准的立项申请、工作计划制定、指导标准制定。
杜美红、李静雯、陈尔凝负责查阅不同国家和地区的相关资料，制定试验方案，开展现场试验，编写标准和编制说明。
车团结、龚大江、汪秀军、商晓辉、秦荣、王梓、阮亮峰、邓晨光、邓中平、刘聪、李景、袁旭军、高运华、梁文、丁海铭、孙丽翠、宋薇、罗超、张莹等参与实验验证提出专业意见，指导标准编写。
[bookmark: _Toc80101431]2.确定标准的主要技术内容
本文件征求意见稿主要内容为实时荧光定量PCR仪的性能评价，涉及对仪器的评价要求及检测方法。其中，评价要求包括评价仪器的正常工作条件、外观、环境适应性和电磁兼容性及性能；性能要求中包括仪器的温度控制、荧光检测、整机性能等，相应评价技术具体方法如下：
[bookmark: _Toc80101432]2.1仪器外观检验
对仪器的外观评价采用目视和手感进行测试。
[bookmark: _Toc80101433]2.2 仪器安全性试验
涉及分析仪器标识检查、接触电流试验、介电强度试验、保护接地电阻试验的方法参照GB/T 34065相关项目及试验方法执行。安全性试验方法参照GB 4793.1相应试验方法执行。
[bookmark: _Toc80101434]2.3环境适应性试验
根据仪器的应用范围将该项性能测试分为两类，分析仪器与医学仪器，分析仪器参照GB/T 11606-2007（环境条件分组Ⅰ、Ⅱ）相应试验方法执行；医疗仪器参照GB/T 14710-2013（环境条件分组Ⅰ、Ⅱ）相应试验方法执行。
[bookmark: _Toc80101435]2.4电磁兼容性试验
分析仪器参照GB/T 18268.1相应试验方法执行；医疗仪器参照GB/T 18268.26相应试验方法执行。
[bookmark: _Toc80101436]2.5仪器的性能试验
[bookmark: _Toc80101437]2.5.1温度控制
温度控制性能主要涉及平均升温速率、平均降温速率、温度波动度、温度示值误差、温度均匀度、温度持续时间准确度6个参数。通过计量标准专用温度数据采集仪记录仪器在循环程序下样本检测孔的实时温度来评价温度控制性能。
2.5.1.1平均升降温速率
循环次数的确定
由于第一次循环时仪器温度控制未达最佳状态，一些仪器第一次循环的升温速率与之后的循环差异较大（见表1）。所以本文件征求意见稿升降温速率的计算采用第三次循环的数据。
[bookmark: _Hlk30005009]表1.平均升温速率5次循环的检测结果（单位：℃/s）
	循环次数
	1
	2
	3
	4
	5

	Ta(50℃温度点)
	48.7
	47.8
	49.5
	49.5
	49.3

	Tb(90℃温度点)
	89.8
	89.2
	88.4
	89.3
	89.5

	升温时间t1
	18
	16
	14
	14
	14

	平均升温速度
	2.3
	2.6
	2.8
	2.8
	2.9


循环温度的确定
关于温度的设定参照YY/T 1173-2010的方法，设置45 ℃至95 ℃的温度循环，检测从50℃到90℃的平均升温速率，基本是PCR仪常用的温度范围。有专家建议将循环温度设为45℃到97℃，计算50℃到95℃的平均升温速率。为此，通过实验对两种温度设置进行了比较。
表2平均升降温速率在两种温度设置下的检测结果（单位：℃/s）
	性能指标
	温度范围
	国产仪器
	进口仪器

	
	
	1
	2
	3
	4
	1

	平均升温速率
（℃）
	50℃~90℃
	2.2 
	3.3 
	5.1 
	2.9 
	3.4 

	
	50℃~95℃
	2.2 
	3.1 
	5.7 
	2.7 
	3.5 

	平均降温速率
（℃）
	90℃~50℃
	2.1 
	2.7 
	5.7 
	1.9 
	2.6 

	
	95℃~50℃
	2.0 
	2.4 
	5.4 
	2.1 
	2.5 


两种温度设置程序的检测结果差别不大，有高有低无规律。考虑各仪器达到恒温的模式不一样，而且升降温速率快的仪器每秒变化5℃以上，所以升温至97℃取95℃为检测点可能存在减速的情况，所以本文件征求意见稿确定采用50℃~90℃范围计算平均升降温速率。
循环时间的确定
考虑到温度控制性能检测时间不应过长的问题，本文件征求意见稿将温度持续时间设为1 min，此持续时间也为一般PCR检测持续时间的较大值。
测试孔位的确定
考虑到目前荧光定量PCR仪小型化的发展趋势，本文件征求意见稿根据仪器的样本孔位数分类规定了温控性能检测的孔数；而且规定了梯度PCR仪温控模块为分区设置时，各独立控温区均需按要求检测。参考了常用的计量标准专用温度数据采集仪的温控探头布局情况，在附录B中给出了布孔的示例。
2.5.1.2温度波动度
循环温度的确定
在PCR试验的温度范围中选择高中低三个温度，高温度为常见解链温度95 ℃，中温度为常见延伸温度72 ℃，低温度为较低的退火温度45 ℃（退火温度一般设为45 ℃至60 ℃）。YY/T 1173-2010的低温度设为55 ℃，本文件征求意见稿考虑到低温的温控能力是仪器性能的重要方面，所以设为45 ℃。
2.5.1.3温度示值误差和温度均匀度
温度统计时间点的确定
考虑到各仪器达到设置温度的模式不同，部分仪器存在过冲的情况，即温度首次达到设置温度点后到恒温约需5 s~20 s（图1）。由于温度持续时间设置为1 min，故本文件征求意见稿统计恒温后间隔10 s记录温度值，共记录5次，相当于40秒内的控温情况。
[image: ]
图1荧光定量PCR仪达到设置温度的示意图
2.5.1.4 温度持续时间准确度
[bookmark: _Toc13745975][bookmark: _Toc13665593][bookmark: _Toc4424136]计时参考点的确定
由于95 ℃温度高，属于较难控温的温度，所以本项指标以95 ℃为计时参考点。根据温度示值误差不大于0.5 ℃，本文件征求意见稿允许±0.5 ℃示值误差。这种计时方法考虑到温和升温的仪器，也将有温度过冲现象仪器的过冲时间计入温度持续时间，我们进行了恒温1 min和2 min实验，恒温1 min更能反映出仪器间差距。
表3温度持续时间准确度检测结果
	持续时间准确度
	恒温1 min
	恒温2 min

	循环数
	1
	2
	3
	1
	2
	3

	时间（s）
	61
	60
	60
	121
	119
	119

	相对偏差
	-1.7%
	0.0%
	0.0%
	-0.8%
	0.8%
	0.8%


表4温度持续时间准确度检测结果
	持续时间准确度
	恒温1 min
	恒温2 min

	循环数
	1
	2
	3
	1
	2
	3

	时间（s）
	70
	70
	70
	135
	135
	139

	相对偏差
	-16.7%
	-16.7%
	-16.7%
	-12.5%
	-12.5%
	-15.8%


[bookmark: _Toc44507625][bookmark: _Toc44509456][bookmark: _Toc44512434][bookmark: _Toc44512494][bookmark: _Toc80101438]2.5.2荧光检测
荧光检测是实时荧光定量PCR仪中关键功能，包括荧光强度的重复性、均匀度、和线性等3个主要参数。
检测试剂的确定
由于荧光染料稳定差，易见光衰减，目前还没有适用于荧光定量PCR仪的荧光标准物质，仅有适用于数字PCR仪的两种荧光标准物质FAM和HEX。本文件并不涉及荧光强度绝对值的检测，所以本文件征求意见稿用荧光参比物质进行性能检测。荧光参比物质采用纯度为95%以上的荧光染料，附录C中给出了荧光参比物质的CAS登陆号和荧光参比溶液的配制方法。
检测温度的选择
本文件征求意见稿要求荧光检测在恒定温度下进行，具体温度选择由待测仪器具体设置和荧光参比物质的稳定性决定。由于荧光染料在高温下衰减严重，所以举例采用37 ℃作为实验温度。荧光参比溶液在此温度下稳定性较高，检测十次后的衰减非常小（表5），满足重复性和均匀度的检测需求。
表5 荧光参比溶液37℃检测10次的荧光强度
	荧光参比物质
	荧光强度
	平均值
	标准差
	相对标准偏差（%）

	FAM
	5151.00
	5060.13
	7.74
	0.15%
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[bookmark: _Toc44509457][bookmark: _Toc44512435][bookmark: _Toc44507626][bookmark: _Toc44512495][bookmark: _Toc66970582][bookmark: _Toc79746724][bookmark: _Toc80101439][bookmark: _Toc330024766]2.5.2.1荧光强度重复性
检测方法的确定
因为荧光定量PCR检测的关键是荧光阈值线附近荧光强度的重复性，而荧光阈值线的荧光强度往往是中浓度荧光参比溶液的强度，所以本文件征求意见稿荧光强度重复性仅要求检测中浓度荧光参比溶液多次检测的重复性。同理荧光强度均匀度也仅通过中浓度的荧光参比溶液来评价。
考虑到荧光检测器初始检测的稳定度较差，一些仪器前两次荧光强度较后几次差异较大。所以本文件征求意见稿采用第三次检测开始的荧光强度数据。
考虑到边缘孔位的荧光强度较中间孔位受环境的影响较大，因此本文件征求意见稿规定随机选择1个边缘孔位进行重复性检测。
[bookmark: _Toc330024775][bookmark: _Toc13745978][bookmark: _Toc44507630][bookmark: _Toc13665596][bookmark: _Toc44509461][bookmark: _Toc4424139][bookmark: _Toc44512439][bookmark: _Toc44512499][bookmark: _Toc66970583][bookmark: _Toc79746725][bookmark: _Toc80101440]2.5.2.2 荧光强度均匀度
[bookmark: _Toc330024776]检测方法的确定
由于荧光参比溶液使用微量加样器，不确定度较大，导致多孔加样的实验结果无法代表仪器实际均匀度（表6）。通过单管移孔的方法进行检测相对标准偏差更小（表7），而且荧光参比溶液在37 ℃下稳定性较高，衰减不超过0.2%，所以用单管移孔多次检测的结果来代表仪器的均匀度更为合适。
表6 多孔加样一次检测的荧光强度均匀度
	荧光强度均匀度
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	相对标准偏差

	FAM
	4721
	4628
	5013
	5264
	5057
	4258
	4848
	4805
	5493
	6.98%

	HEX
	11028
	11006
	8993
	10284
	10247
	11692
	9680
	9183
	10738
	8.24%


表7 单管移孔多次检测的荧光强度均匀度
	荧光强度均匀度
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	相对标准偏差

	FAM
	4783 
	4818 
	4844 
	4796 
	4766 
	4734 
	4688 
	4653 
	4629 
	1.49%

	HEX
	11408
	10028
	9936
	10120
	10396
	10488
	10028
	10212
	10120
	4.12%


[bookmark: _Toc13665598][bookmark: _Toc13745980][bookmark: _Toc44512501][bookmark: _Toc44507632][bookmark: _Toc44509463][bookmark: _Toc4424141][bookmark: _Toc44512441][bookmark: _Toc66970586][bookmark: _Toc79746726][bookmark: _Toc80101441]2.5.2.3 荧光强度线性
线性浓度范围的确定
本文件征求意见稿给出了荧光线性检测的荧光参比溶液的配制稀释方法。由于不同仪器的线性范围不一样，我们在附录C提出先对较高浓度荧光参比溶液进行十倍稀释3~5个浓度进行预实验，选择最合适的浓度；再在荧光检测线性范围内，对高浓度荧光参比溶液进行两倍稀释。5个浓度梯度的荧光参比溶液的荧光强度相差16倍，补充了YY/T 1173-2010未明确的对荧光检测器的线性要求。
[bookmark: _Toc80101442][bookmark: _Toc44507633][bookmark: _Toc44509464][bookmark: _Toc44512442][bookmark: _Toc44512502]2.5.3整机性能
[bookmark: _Toc79746728][bookmark: _Toc80101443]2.5.3.1不同通道荧光干扰
检测方法的确定
本文件征求意见稿采用高浓度DNA标准物质进行荧光定量PCR实验来确定有无干扰，以在其他通道的荧光信号值没有超过阈值线为无干扰。YY/T 1173-2010通过荧光染料溶液进行试验，要求非目标通道的荧光值不能超过其荧光阈值，由于荧光阈值难以界定，而且有部分仪器通过软件设计荧光串扰修正功能，所以本文件征求意见稿用荧光定量PCR实验来确定经过仪器自带软件修正过的数据来确定有无通道间的荧光干扰更为合适。
[bookmark: _Toc79746729][bookmark: _Toc80101444]2.5.3.2仪器线性
线性浓度范围的确定
本文件征求意见稿规定了线性检测的DNA标准物质的具体要求：不少于6个梯度，需10倍浓度梯度，而且最小定量浓度为101 Copies/μL。因为一般荧光定量PCR实验的DNA浓度范围是101 Copies/μL ~ 106 Copies/μL，所以本文件对仪器的性能检测明确了这一要求。相比YY/T 1173-2010规定的5个梯度10倍或5倍数稀释，对仪器提出了更严格的要求。
[bookmark: _Toc79746730][bookmark: _Toc80101445]2.5.3.3置信度
检测浓度的确定
精确区分两个相近浓度DNA样本的能力是进口仪器常见的性能评价指标，为了推动国产荧光定量PCR仪参与国际竞争，本文件征求意见稿规定这一性能指标。采用中浓度（103 Copies/μL ~ 104 Copies/μL）的DNA标准物质溶液进行检测，DNA标准物质的不确定度相对较小，各测试孔中的实际DNA浓度能够保持一致的，使得该项的检测结果受试剂的影响更小，更能体现出仪器自身的性能。
能区分2倍浓度差的DNA样本是对荧光定量PCR实验的基本要求，而新一代进口仪器已经能够精确区分1.5倍浓度差的DNA样本，精确区分更相近浓度的DNA样本对标准物质溶液和检测试剂的要求就越高，所以本文件征求意见稿规定仪器浓度关系为1.3倍~2倍。
计算方法的确定
以2个浓度DNA标准物质测得的Ct值作为两组应具有显著性差异的数据，由于两组Ct值为随机抽样数据符合正态分布，根据生物统计学先进行方差齐性分析，再进行均值比较。
[bookmark: _Toc79746731][bookmark: _Toc80101446]2.5.3.4定量重复性
计算方法的确定
定量重复性属于检测的精确度评价，选择中浓度进行试验的理由在2.5.3.3已经阐述。由于荧光定量PCR是用标准曲线实现DNA样本的定量，该标准曲线由Ct值与DNA浓度的对数值绘制，所以本文件征求意见稿规定用通过标准曲线得出的DNA浓度对数值来计算重复性。
[bookmark: _Toc44507636][bookmark: _Toc44512445][bookmark: _Toc44509467][bookmark: _Toc44512505][bookmark: _Toc79746732][bookmark: _Toc80101447]2.5.3.5定量示值误差
计算方法的确定
定量示值误差属于检测的正确度评价，同样用DNA浓度的对数值来计算。计算方法参考了JJF 1527-2015，为了排除DNA浓度大小的影响，采用相对偏差来表示示值误差。
[bookmark: _Toc80101448]3.验证试验及结果
按照本文件征求意见稿的试验方法，工作组选用7台国内代表性仪器：百源基因ASA-9600、西安天隆Gentier 96E、上海宏石SLAN-96s、杭州博日FQD-96C、鲲鹏基因ArchimiedX4、杭州晶格X960和苏州雅睿MA-6000；以及3台进口代表性仪器：Bio-Rad CFX-96、ABI 7500和Roche Light Cy、于2021年7月10日至14日在苏州集中进行验证。本次实验使用的仪器与试剂：计量标准专用温度数据采集仪由上海计量院提供，DNA标准品为鸭源性基因和引物探针由中国检验检疫科学研究院提供，qPCR预混液（ABI，4444557）、FAM荧光染料（源叶生物,S50510）、HEX荧光染料（源叶生物，S22167）、ROX荧光染料（麦克林，C832396）、Cy5荧光染料（源叶生物，S61728）。试验结果如下。
[bookmark: _Toc80101449][bookmark: _Toc66970592]3.1温度控制
[bookmark: _Toc80101450]3.1.1平均升降温速率
本文件征求意见稿规定平均升温降速率不小于1.5 ℃，与YY/T 1173-2010一致。9台仪器都能达到此要求。
表8 九台仪器平均升温降速率的验证结果
	性能参数
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	平均升温速率（℃/s）
	2.0
	4.9
	2.7
	3.6
	2.7
	4.4
	2.7
	3.3
	3.4

	平均降温速率（℃/s）
	1.8
	3.4
	1.8
	2.8
	2.9
	2.9
	2.3
	2.8
	2.6


[bookmark: _Toc66970594][bookmark: _Toc80101451]3.1.2温度波动度
本文件征求意见稿规定温度的波动不大于0.2 ℃，较YY/T 1173-2010不大于0.5 ℃更为严格。根据9台仪器的验证数据，绝大多数仪器都能达到此要求，仅一台进口仪器未能达标。此项参数的严格要求有利于高分辨率熔解曲线方法的应用。
表9 九台仪器温度波动度的验证结果（单位：℃）
	性能参数
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	温度波动度（45℃）
	0.11 
	0.03 
	0.04 
	0.12 
	0.08 
	0.07 
	0.17 
	0.09 
	0.26

	温度波动度（72℃）
	0.10 
	0.01 
	0.03 
	0.05 
	0.05 
	0.03 
	0.10 
	0.08 
	0.44

	温度波动度（95℃）
	0.08 
	0.00 
	0.04 
	0.07 
	0.03 
	0.01 
	0.09 
	0.04 
	0.29


[bookmark: _Toc66970595][bookmark: _Toc80101452]3.1.3温度示值误差
本文件征求意见稿规定温度示值误差不大于0.5 ℃，与YY/T 1173-2010一致。根据9台仪器的验证数据，绝大多数仪器都能达到此要求，仅一台进口仪器未能达标。
表10 九台仪器温度示值误差的验证结果（单位：℃）
	性能参数
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	温度示值误差（45℃）
	0.5
	0.1
	0.04
	0.2
	0.4
	0.3
	-0.28
	0.5
	0.79

	温度示值误差（72℃）
	0.1
	0.1
	0.06
	0.3
	0.3
	0.1
	-0.30
	0.4
	0.52

	温度示值误差（95℃）
	0.5
	0.1
	0.13
	0.4
	0.4
	0.0
	-0.46
	0.3
	0.55


[bookmark: _Toc66970596][bookmark: _Toc80101453]3.1.4温度均匀度
本文件征求意见稿规定温度均匀度不同孔位同一时刻温度差值在1℃范围内，与YY/T 1173-2010一致。根据9台仪器的验证数据，绝大多数仪器都能达到此要求，仅一台进口仪器未能达标。
表11 九台仪器温度均匀度的验证结果（单位：℃）
	性能参数
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	温度均匀度（45℃）
	0.8
	0.15
	0.111
	0.58
	0.52
	0.67
	0.41
	0.35
	0.65

	温度均匀度（72℃）
	0.46
	0.38
	0.685
	0.52
	0.58
	0.28
	0.4
	0.28
	0.82

	温度均匀度（95℃）
	0.54
	0.65
	0.857
	0.75
	0.79
	0.72
	0.57
	0.52
	1.1


[bookmark: _Toc66970597][bookmark: _Toc80101454]3.1.5温度持续时间准确度
[bookmark: _Toc66970598]本文件征求意见稿规定温度持续时间与设置温度时间的相对偏差在5 %范围内，与YY/T 1173-2010一致。根据9台仪器的验证数据，绝大多数仪器都能达到此要求，仅一台国产仪器未能达标。
表12 九台仪器温度均匀度的验证结果（单位：℃）
	温度持续时间准确度
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	相对偏差（%）
	3.89
	5.55
	4.17
	1.11
	0.28
	1.67
	0.56
	3.33
	0.56


[bookmark: _Toc80101455]3.2荧光检测
[bookmark: _Toc80101456]3.2.1荧光强度重复性
本文件征求意见稿规定重复性检测的相对标准偏差不大于2%。根据9台仪器的验证数据，绝大多数仪器都能达到此要求，YY/T 1173-2010对此项的要求是高中低浓度的荧光检测均不大于3%，因为低浓度的重复性相对较差，因此本文件征求意见稿对中浓度荧光重复性的要求也是适度的严格。
表13 九台仪器荧光强度重复性的验证结果
	荧光参比物质
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	FAM
	1.31%
	0.33%
	0.06%
	0.90%
	0.09%
	0.67%
	0.3%
	0.94%
	0.77%

	HEX
	0.35%
	0.44%
	0.04%
	1.10%
	0.16%
	0.78%
	0.1%
	0.92%
	2.57%

	ROX
	1.83%
	0.71%
	0.62%
	0.34%
	0.26%
	0.65%
	0.7%
	1.82%
	2.56%

	Cy5
	0.66%
	0.28%
	0.30%
	0.37%
	0.10%
	0.62%
	0.5%
	0.17%
	0.14%


[bookmark: _Toc66970599][bookmark: _Toc80101457]3.2.2荧光强度均匀度
本文件征求意见稿规定均匀度检测的相对标准偏差不大于5%。根据9台仪器的验证数据，大多数仪器都能达到此要求，有一台国产仪器和一台进口仪器未能到要求。
表14 九台仪器荧光强度均匀度的验证结果
	荧光参比物质
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	FAM
	5.59%
	3.51%
	3.64%
	4.7%
	4.36%
	3.85%
	1.24%
	5.00%
	11.46%

	HEX
	5.70%
	2.55%
	3.88%
	4.0%
	3.81%
	3.56%
	1.59%
	3.84%
	10.33%

	ROX
	6.00%
	3.05%
	4.04%
	4.3%
	4.33%
	4.37%
	1.45%
	4.08%
	5.36%

	Cy5
	6.20%
	2.51%
	4.52%
	4.1%
	4.32%
	4.60%
	2.14%
	2.49%
	9.04%


[bookmark: _Toc66970602][bookmark: _Toc80101458][bookmark: _Toc66970601]3.2.3荧光强度线性
本文件征求意见稿参考YY/T 1173-2010对荧光线性的要求，“至少5个梯度浓度的荧光染料溶液的荧光测定值与稀释比例的线性回归相关系数r应不低于0.99”。经过9台仪器的验证，除一台进口仪器外均符合相关系数r应不低于0.990的要求。个别仪器实验时某种荧光参比物质浓度不合适，所以没有统计数据。
表15 九台仪器荧光强度线性相关系数r的验证结果
	荧光参比物质
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	FAM
	0.992
	0.998
	0.996
	0.999
	0.999
	0.999
	0.998
	0.999
	0.991

	HEX
	0.995
	0.999
	0.999
	0.999
	0.999
	0.996
	0.995
	0.995
	-

	ROX
	0.999
	0.999
	0.999
	-
	0.999
	0.999
	-
	0.997
	0.985

	Cy5
	0.993
	0.999
	0.995
	-
	0.998
	0.999
	0.998
	0.993
	0.986


[bookmark: _Toc80101459]3.3整机性能
[bookmark: _Toc80101460]3.3.1不同通道荧光干扰
本文件求意见稿规定不同通道荧光干扰的检测要求时目标通道结果判定为阳性，其他通道结果判定为阴性。经过9台仪器验证，国产和进口的1号仪器使用中高浓度的DNA标准物质，国产的2~5号仪器和进口的2号仪器使用高浓度的DNA标准物质，结果都符合要求。
表16 九台仪器不同通道荧光干扰的Ct值验证结果
	荧光参比物质
	荧光通道
	国产仪器
	进口仪器

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	1
	2

	FAM
	FAM
	22.28
	18.17
	17.86
	17.77
	17.87
	17.71
	18.41

	
	HEX
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	ROX
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Cy5
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	HEX
	FAM
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	HEX
	26.27
	16.54
	16.20
	16.41
	18.18
	26.74
	16.54

	
	ROX
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Cy5
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	ROX
	FAM
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	HEX
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	ROX
	26.59
	16.82
	16.45
	16.37
	19.18
	26.40
	17.06

	
	Cy5
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Cy5
	FAM
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	HEX
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	ROX
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Cy5
	26.84
	16.90
	16.41
	16.39
	20.36
	26.97
	17.17


[bookmark: _Toc80101461][bookmark: _Toc66970603]3.3.2仪器线性
本文件征求意见稿要求至少6个梯度浓度的荧光染料溶液的荧光测定值与稀释比例的线性回归相关系数r应不低于0.990，较YY/T 1173-2010更为严格。根据10台仪器的验证数据，均符合相关系数r应不低于0.990的要求。
表17 十台仪器线性的验证结果
	仪器线性
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2
	3

	相关系数r
	0.999
	0.996
	0.999
	0.999
	0.998
	0.999
	0.999
	0.999
	0.999
	0.999


[bookmark: _Toc80101462]3.3.3置信度
本文件征求意见稿规定2个相近浓度的DNA标准物质测得的Ct值具有显著差异的置信度应不低于99.9%。经过10台仪器的验证，采用两倍浓度的DNA标准物质，t值均大于t0.999(18)=3.61。
表18 十台仪器置信度的验证结果
	置信度
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2
	3

	t值
	33.7
	27.8
	22.3
	17.3
	10.9
	19.8
	22.6
	22.4
	4.46
	18.8


[bookmark: _Toc66970604][bookmark: _Toc80101463]3.3.4定量重复性
本文件征求意见稿规定DNA样本的浓度对数值的相对标准偏差应不大于3%，与YY/T 1173-2010基本一致。根据10台仪器的验证数据，均满足要求。
表19 十台仪器定量重复性的验证结果
	定量重复性
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2
	3

	相对标准偏差
	0.76%
1.12%
	0.71%
0.44%
	0.62%
0.58%
	1.28%
0.48%
	1.75%
1.18%
	1.08%
0.98%
	0.68%
0.69%
	2.36%
3.00%
	0.95%
0.22%
	0.89%
0.42%


[bookmark: _Toc66970605][bookmark: _Toc80101464]3.3.5定量示值误差
本文件征求意见稿规定定量示值误差不大于试验用DNA标准物质不确定度的三倍，最大应不大于15％。本项的指标设定与DNA标准物质的不确定度相关，按照GB/T 37871-2019核酸检测试剂盒质量评价技术规范的规定定量偏差应在标准物质量值的不确定度范围内。参考YY/T 1182-2010核酸扩增检测用试剂（盒）的要求，定量试剂的批内精密度为检测浓度对数值的变异系数（CV,%）⩽5%，所以本项要求示值误差为不大于试验用DNA标准物质的三倍，最大应不大于15%。根据10台仪器的验证数据，均不大于2%。
表20 九台仪器定量示值误差的验证结果
	验证结果
	国产仪器
	进口仪器

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	1
	2

	定量示值误差
	1.46%
	0.08%
	1.00
	0.93%
	0.51%
	0.83%
	0.39%
	1.98%
	1.84%


[bookmark: _Toc80101465]4.采用国际标准和国外先进标准的程度
本标准未采用国际标准和国外标准。
[bookmark: _Toc80101466]5.与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系
本标准中引用了《GB 4793.1-2007》《GB 4793.6-2007》《GB 4793.9-2007》《GB/T 11606-2007》 《GB/T 13384-2008》《GB/T 14710-2009》《GB/T 18268.1-2010》《GB/T 18268.26-2010》《GB/T 34065-2017》和《YY 0648-2008》相关规定，保持一致；与相关的现行法律、法规和强制性国家标准没有冲突。
[bookmark: _Toc80101467]6.重大分歧意见的处理经过和依据
无。
[bookmark: _Toc80101468]7.国家标准作为强制性国家标准或推荐性国家标准的建议
建议作为推荐性国家标准。
[bookmark: _Toc80101469]8.贯彻国家标准的要求和措施建议
本标准一经发布，标准编制组首先将制定出《实时荧光定量PCR仪性能评价通则》标准实施建议方案；其次，在国标委及归口单位的协调下，组织标准的宣贯和集中培训，推进标准的顺利实施。
[bookmark: _Toc80101470]9.废止现行有关标准的建议
无。
[bookmark: _Toc80101471]10.其他应予说明的事项
无。
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