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    本标准按照GB/TI.1一2009给出的规则起草。

    对体外诊断用HIV、HBV、HCV核酸扩增检测试剂盒产品设计的要求应满足附录A。
    请注意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这些专利的责任。

    本标准由全国医用临床检验实验室和体外诊断系统标准化技术委员会(SAC/TC 136)归口。

    本标准起草单位:北京市医疗器械检验所、中山大学达安基因股份有限公司、罗氏诊断产品(上海)

有限公司、上海复星医学科技发展有限公司。

    本标准主要起草人:王瑞霞、高旭年、钟敏、夏鼓、杨宗兵。
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核酸扩增检测用试剂(盒)

范 围

    本标准规定了核酸扩增检测试剂(盒)[以下简称“试剂(盒)”」的术语和定义、命名和分类、技术要

求、试验方法、标识、标签和说明书、包装、运输和贮存等.

    本标准适用于核酸扩增检测试剂(盒)的质量控制。核酸扩增检测试剂(盒)应包括核酸提取、核酸

扩增及产物分析试剂组份，如核酸扩增检测试剂(盒)内不含有核酸提取组份，应由生产企业说明或指定

提取试剂(盒)。

    本标准不适用于基因分型、基因芯片和病毒基因分型/突变检测用试剂(盒)及血源筛查的试剂

(盒)。

2 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。

    GB/T 21415一2。。8 体外诊断医疗器械  生物样品中量的测量校准品和控制物质赋值的计量学
溯 源性

3 术语和定义

    以下术语和定义适用于本文件。

3.1

    聚合酶链反应 polymerase chain reaction，pCR

    聚合酶链反应或多聚酶链反应是一种对特定的DNA或RNA片段在体外进行快速扩增的方法。

由变性一退火一延伸三个基本反应步骤构成。

3.2

    pcR杂交(膜上、板上)pCR hybridization
    具有一定同源序列的两条核酸单链(DNA或RNA)可以通过氢键的方式，按碱基互补配对原则相

结合，探针结合于特定核酸序列或PCR产物的杂交过程可以在液相中进行，也可以将其中一个固定在

固相载体上进行。

3.3

    pCR电泳 pcR electrophoresis

    根据PCR产物分子质量和所带电荷的不同在电场中进行分离的技术。
3.4

    实时荧光pcR 此al一time polymerase chaln reaction PcR
    在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

信号变量与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。

    注:在每个循环中监测扩增产物是否可被检测。
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3.5

测且系统的线性 linearity of a measurings”tem
给出的测量结果与样品中被测量的值直接成比例的能力。

注1:对与体外诊断医疗器械，线性相关于侧量结果在一给定测量范围经校正或线性化以后的测量示值.

注2:线性通过测量包含被测量已知配方或其间相对关系(不必绝对知道)的样本来评估.当测量结果相对被测量

      绝对或相对数值作图时，所划曲线对直线的符合程度即线性度的量度.

rISO/FDIS 18113一1，定义A.3。21〕

3 6

样本线性’‘near，‘y“f ser，esd梦呼‘mp，es
对高浓度样本进行系列稀释护得到的检测月通上 与稀释 比俞定间相关

3.7

分析特异性 analyti

鸭鲜只测量被夕LG乃/1 21415一艺甲妞

测量精密度

在规定条件下

ofn

变

作

注 1:测量精密

注2:精密度的

注3:给定测量

      “序列内节

      不 同校准

不能

批号 )。

GB/T2141后山
3 9

计量学溯源性

通过一条具有 确定度

准，通常是与国家标钾黔;
  注卜通过”‘传递矫冷

  整2二柳卿{有几种锐2

3一LG“厂‘““‘卜“。。瞬    检测 限 detedion  limit，

立的测

于被测量

与精 密度

足够”或 ，进行描述

和变异系

精 密度”可佗 复性”与基

日比.或“批内精密 不同实验室

条件有关，常称为

和测量系统(包括

8，定义3.

rologicalt

标准白叹直能够与规定的参考标

标准:

的(参

示准

毅
、曰护。f宙细‘tlon

样品中以一定概率可被声明乌庵
注1:也被描述为“最低检测限"( minirT

注2:有时被不正确地指作分析灵敏度

有差异 低值 。

tectable。oncentration汀减阶』量或值).

    注3:本标准中的最低检测限为区别于零的不低于 95%可信区间的最低浓度.

3.11

    定且限 Iimit of quantitatlon

    给定分析程序能定量检测分析物的最小浓度或量。

3.12

    闭值循环数Ct(CP)cycle tkreshold，crossing卯恤t
    实时监测扩增过程中，反应管内的荧光信号到达指数扩增时经历的循环周期数。主要的计算方式

是以扩增过程前3到15个循环的荧光值的10倍标准差为阐值，当荧光值超过闭值时的循环数则为闻

值循环数(Ct)。
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3.13

    基因型 genotyPe

    一个有机体的遗传组成，即明确界定具体等位基因位点的基因组.

3.14

    内标 inte二al control

    在同一反应管中与靶序列共同扩增的一段非靶序列分子，其目的是鉴别仪器故障、试剂因素、聚合

酶活性因素或样本中存在抑制物等造成的结果不理想的原因。

4 命 名和分类

4.1 命 名

X 又X核酸〔DNA 或 RNA)扩增 检测试 剂(盒)(方法学).

4.2 分 类

可按如下方式分类:

a) 根据核酸扩增检测分析采用的方法学原理分为:实时荧光PCR试剂(盒)、RT-PCR试剂(盒)、

    PCR杂交检测试剂(盒)、PCR-电泳法检测试剂(盒)等。

b) 根据对试验结果的判定可分为:定量和定性。

5 技术要求

5.1

5.2

外观

外观应满足以下条件:

a) 试剂(盒)应符合生产企业规定的外观要求;

b) 试剂(盒)应组份齐全，包装外观清洁、无泄漏、无破损;标志、标签字迹清楚.

溯源性

    生产企业应根据GB/T21415一2008及有关规定提供所用核酸标准品的来源、溯源的赋值过程和

相应要求，以及测量不确定度等内容。

5.3 测量系统 的线性

5.3.1 样本线性

线性相关系数卜})。.98。。

5.3.2 试剂(盒)系列标准品线性

试剂(盒)标准品应不少于4个浓度，宜包含线性范围上限和下限，线性相关系数卜})。.98。。

5.4 准确度

5.4.1 定性试剂

对阳性参考品进行测定，检测结果应为阳性。



VV/T 11R夕_ ，nlrt

只d， 宁借辞润

准确度应符合如下要求之一:

a) 检测国家标准品(或参考品)/国际标准品(或参考品)，绝对偏差不超过士。.5个对数数量级;

b) 回收试验:回收率在85%~115%范围内。

  分 析特异性

仆析特异怜戍满 早以下要隶 ， 一.口........~

a) 检测一定数量的不含被侧

卜、 粉测可能引祝非特异反月
断黔，结果应为阴性;、、
样 本 ，如 与创幼日犯独属 相 近、感 位相 同或感染症状 相似的其

抽 样 木 。结 奥 命 脚

丽 刑 给 翻1能 于 协

‘

钊

一卜 
 
 
 
 
 

.

味

甘

只

检测生产企业钡

徐 .口右 当芬 析 蜘 j

只 7 桔 鑫 詹 罗型时
只7 1 常怜待辅

粉内楷密障洁翻湘讨Ct信的4

5.7.2，量试。}留
柑内精察虎 刃叮浓 彦二:t

声趣氮
凑寒彝

5.8检测”/定测
5 5.1 宁性 试 荆 、，‘日

篇 河叨明 府 蒋 奋 律

5.8.，定。剂瑰
彩民尔

宁 备 哪 命 蒋 杏 乐 产 夜 _括用时 ，粉测 限应符合牛产企潇声秘

凡 q 干粉 物 厌
r否

时而舫样木.拾测含右牛产个、}卜孤家脓度的干扰物质如血要石赘吸其代谢产物、脂血等样本，及含过

景 FDTA精 舒 相1的样 水 .戍 符 合 牛 产 企 \IL 叛

凡 In 镜 宁 洲

可选用以下方法进行验证:

a) 效期稳定性:生产企业应规定产品的有效期.取到效期后的样品检测测量线性、准确度、分杆

    特异性、亚型检测能力、精密度、检测限/定量限、干扰物质，应分别符合5.3、5.4、5.5、5.6

    5.7、5.8、5.9的要求。
b) 热稳定性试验:测量线性、准确度、分析特异性、亚型检测能力、精密度、检测限/定量限、干劫

    物质，应分别符合5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、5.9的要求。

徐 1·执玲常柞不能用千排导产品有扮期.除非是粱用基于大量的稳定性研究数据建立的推导公式.
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注2:根据产品特性可选择a)，b)方法的任意组合，但所选用方法宜能验证产品的稳定性，以保证在效期内产品性能

    符合标准要求。

6 试验方法

6.1 外观

在自然光下目视检查外观，结果应符合5.1的要求。

6.2 溯源性

生产企业提供的溯源性芳辉应符合5

6.3 测量系统的线性

6.3.1 样本线性 J矛
在生产企业规

释为至少 5种浓

度样本重复检测

性拟合，计算其乡黛
值字生

本按V呷‘例:5倍或‘。倍，稀
弋剂(盒、说明书进行操作，将每一浓

算每 ，

系数 .

对数值 丫，啄 均值为X，，进行线

6.3.2 试剂 」标准品奎定

    按试剂(;

对数值与Ct

果应符合53

书进行操

窦，以浓度

3孔 ，计算

性拟合 ，计

一标

攀其兰

盆品的标示浓度的

性相关系数r，结

6.4 准确度

6.4.1 定性试扣徽
对阳性参考品 检

6.4.2定量试。瑰
建议按如下优先顺

a) 绝对偏差

叮方法之一测试定量试剂(盒) 确度满立符合5.4.2的要求。

用试剂(盒)对参护恤质或有

GB/T 21415一2008规定1洲硬
书，，、二瞥峨针搞尝〔B)，结果应

证幢翰拳徽硕妒权 :RM)

顺 序进 行测 试 ，重 复碗
终应的参考测量程序按照符合
足 3次，取测试结果均值(M)，按公

求

或用由参考方法定值的高、中、低3个浓度的样本(可参照EP6一A的要求适当添加被测物，以

获得高浓度的样品)对试剂(盒)进行测试，每个浓度样品重复测定3次，分别取测试结果均值，

按公式(1)计算绝对偏差，结果应符合5.4.Za)的要求。

                                        B=M一 T ·····················⋯⋯ (1)

式中:

B— 绝对偏差;

M— 测试结果均值;

T— 参考物质标示值，或各浓度人血清定值。

回收试 验



VY/T ll82一2010

在样品中加人一定体积标准溶液(标准溶液体积与样本体积比应不大于1，20，或其体积比不

会产生基质的变化，加人标准溶液后样品总浓度必须在试剂(盒)测定线性范围内)，重复测定

3次，取平均值，按公式(2)计算回收率，结果应符合5.4.Zb)的要求。

                  R_空(脸二卫上到三左业xlo。%.·..·..·············⋯⋯(2)
                                            V Xc.

        式中:

        R— 回收率;

        V— 加人标准溶液的体积;

        Va— 样品的体积;

        ‘— 样品加人标准溶液后的测定浓度;

        c。— 样品的测定浓度;

        ‘。— 标准溶液的浓度.

6.5 分析特异性

    检测可能引起非特异反应的样本，如与被测物种属相近、感染部位相同或感染症状相似的其他样

本，结果应符合5.5的要求.

6.6 亚型检测能力

    检测生产企业规定试剂检测范围内所包含亚型的国内常见亚型样本，样本个数应至少一个亚型有

一个样本，检测结果应符合5.6的要求。

6.7 精密度

6.7.1 定性试剂(盒)

    用至少高、低2个浓度水平的样本各重复检测10次，计算 ct值变异系数(CV，肠)，结果应符合

5.7.1的要求。

6.7.2 定且试剂(盒)

    用至少高、低2个浓度水平的样本各重复检测10次，其浓度对数值变异系数(CV，%)应符合5.7.2

的要求。

6.8 检测限/定且限

6.8.1 定性试荆

    检测生产企业声称浓度值的样本20次，至少17次检测结果符合5.8.1要求。

6.8.2 定t试荆

    检测生产企业声称浓度值的样本25次，至少22次检测结果符合5.8.2要求。

6.9 干扰物质

    按照生产企业规定的方法进行检侧，结果应符合5.9的要求.

6.10 稳定性

    可选用以下方法进行验证:

      6
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a) 效期稳定性:取到效期后的样品进行检测，应符合5.1oa)的要求;

b) 热稳定性试验:取有效期内样品按生产企业规定的方法进行检测，应符合5.1ob)的要求。

7 标识、标签和使用说明书

7.1 标识、标签

试剂<盒)外包装上的标识、标签应至少包括以下内容:

a) 产品名称、型号或规格; J尸产~-~、、
生产企业名称、地址

医疗器械注册证书月

式;

产品标准编号

毛要成份，，

溉黔
生产 日期侧材比

冲

有步

句

c) 
d)
 
e)

f)

妇

助

7.2 使 用说 明 O

试剂(盒)

a) 产品

b)生产

c) 《医歹

d) 产品

e) 主要

f) 产品

9) 注意

h) 详细

立放置使 下 内容 :

仍护号或规朴
称 、地址 、

产企业委丁二

号 ;

份 ;

娜酬
嘱鱿

用范围 ;

事

使

1) 贮存方法

j) 生产日期 效

8.1

8.2

8.3

一鹦羚
  试剂(盒)应采用适宜的包装

  试剂(盒)的包装应能满足合 要求，保证产品 在长途运输中不受损坏，不泄漏。

试剂(盒)应在符合规定的条件下贮存。
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                            附 录 A

                          (规范性附录)

对体外诊断用Hlv、】田V、BCV核酸扩增检测试剂盒产品设计的要求

体外诊断用Hlv、HBV、HCV核酸扩增检测试剂盒产品设计要求:

a) 在产品设计中，应加人全程参与的内标;

b) 在扩增检测前，样品(含质控品、标准品)应进行核酸提取、纯化，

c) 核酸加样体积不小于2。拜L;总反应体积不小于40拜Lo
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