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DNA定量荧光计校准规范
[bookmark: _Toc29803][bookmark: _Toc30401][bookmark: _Toc11874]1  范围
本规范适用于测量双链DNA浓度在（10～100）ng/µL范围的基于荧光染料法原理的非扩增DNA定量荧光计的校准。
[bookmark: _Toc13148][bookmark: _Toc19489][bookmark: _Toc11319]2  引用文件
本规范引用了下列文件：
JJF 1836—2020 微量分光光度计校准规范
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: 3.4__距离选通_range_gate_][bookmark: _bookmark7][bookmark: _Toc17182][bookmark: _Toc16961][bookmark: _Toc7645]3  概述
[bookmark: OLE_LINK26]DNA定量荧光计（以下简称荧光计）的原理是荧光染料和DNA分子特异性结合后在特定波长下发光，发光强度与浓度成正比，根据荧光强度可以推算出样本中的DNA浓度。荧光计由光源、检测仓、检测器、控制面板数据处理单元及电源与控制系统组成。
[bookmark: _Toc31734][bookmark: _Toc28949][bookmark: _Toc6450]4  计量特性
[bookmark: _Toc28922][bookmark: _Toc19578][bookmark: _Toc13941]仪器各项计量性能指标见表 1。
表 1  核酸定量荧光计计量性能指标

	计量性能要求
	技术指标

	示值误差
	不超过±20%

	重复性
	≤10%

	通道差异
	≤5 ng/µL


注：以上计量特性要求是基于双链DNA测量模式得到，仅供参考，不作为判定依据。
5  校准条件
[bookmark: _Toc9069][bookmark: _Toc10399]5.1  环境条件
[bookmark: OLE_LINK22]5.1.1 环境温度：（15～30）℃。
5.1.2 相对湿度：（10～80）%。
5.1.3 供电电源：电压（220±22）V，频率（50±1）Hz。
[bookmark: bookmark7]5.1.4 其他：仪器应安装在平稳无振动的底层地面上，周围无强磁场和电场干扰，无直射光源照射仪器。
[bookmark: _Toc25994][bookmark: _Toc6916]5.2  校准用标准物质及设备
5.2.1 校准用标准物质：国家有证双链DNA标准物质，浓度（10～100）ng/µL，相对扩展不确定度不超过10%（k=2）。
5.2.2 移液器：（0.5～10）μL、（20～200）μL，经计量检定合格。
[bookmark: _Toc27681][bookmark: _Toc6534][bookmark: _Toc17996]6  校准项目和校准方法
[bookmark: _Toc7771][bookmark: _Toc9848]6.1  外观及功能检查
荧光计应应有设备名称、型号、编号、制造厂商和出厂日期等信息标识，能保持正常工作状态，无影响正常工作和妨碍读数的缺陷以及机械性损伤。
[bookmark: _Toc19067][bookmark: _Toc11403]6.2  示值误差
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK29]在（10~100）ng/µL 浓度范围内，选择高、低两个浓度的国家有证双链 DNA 标准物质，每种标物检测 3次，计算3次含量值的算术平均数与标准值之差，按公式（1）计算其示值误差。
                   
（1）
式中：
	
	——
	示值误差，%；

	[image: ]
	——
	标准值，ng/μL；

	[image: ]
	——
	测定值，ng/μL；


6.3  测量重复性
选择 1 种浓度范围在（10~100）ng/µL 的国家有证双链 DNA 标准物质放入仪器检测，该样品重复检测 10 次，按照公式（2）计算测量重复性。

                          （2）
式中：
	Ti
	——
	第i次测量，ng/μL；

	[image: ]
	——
	测量平均值，ng/μL；

	n
	——
	测量次数，n=10。


6.4  通道差异
对多通道类仪器，选用1种浓度范围在（10~100）ng/µL的DNA标准物质，先后置于多个通道的相应位置（例如：对于8通道仪器可从A1或A8作为起始位置），测量并记录每一个通道的至少3次测量值，多个通道的差异结果报告用全部测量数据的极差值表示，按公式（3）计算通道差异δA：


                             （3）
式中：
	Amax
	——
	多个通道中测量结果的浓度最大值，ng/μL；

	Amin
	——
	多个通道中测量结果的浓度最小值，ng/μL；

	δA
	——
	通道差异，ng/µL。


[bookmark: _Toc9156][bookmark: _Toc22415]7  校准结果表达
[bookmark: _Toc9937][bookmark: _Toc19332]校准结果应在校准证书上反映。校准证书应至少包括以下信息：
a）标题：“校准证书”或“校准报告”；
b）实验室名称和地址；
c）进行校准的地点（如果不在实验室内校准）；
d）证书或报告的唯一性标识（如编号），每页及总页数的标识；
e）被校自动监测仪单位的名称和地址；
f）被控对象的描述和明确标识；
g）进行校准的日期，如果与校准结果的有效性和应用有关时，应说明被校准对象的接受日期；
h）校准所依据的技术规范的标识，包括名称及代号；
i）本次校准所用测量标准的溯源性及有效性说明；
j）校准环境的描述；
k）校准结果及测量不确定度的说明；
l）对校准规范偏离的说明；
m）校准证书或校准报告签发人的签名、职务等有效标识，以及签发日期；
n）校准结果仅对被校对象有效的声明；
o）未经实验室书面批准，不得部分复制证书或报告的声明。
[bookmark: _Toc26808][bookmark: _Toc16539][bookmark: _Toc9685]8  复校时间间隔
建议复校时间间隔为一年。由于复校时间间隔的长短是由仪器的使用情况、使用者、仪器本身质量等诸因素所决定的，因此，可根据实际使用情况自主决定复校时间间隔。


[bookmark: _Toc9157][bookmark: _Toc17947]附录A
[bookmark: _Toc24474][bookmark: _Toc23502][bookmark: _Toc19418][bookmark: _Toc29457]校准原始记录（推荐）格式
	申请者名称
	
	申请者地址
	

	申请人
	
	电话
	

	器具名称
	
	型号
	

	出厂编号
	
	制造单位
	

	校准地点
	
	校准日期
	

	技术依据
	
	建议下次校准日期
	

	环境条件
	温度（℃）：     相对湿度（%）：       其他：

	标准器信息

	名称
	型号
	出厂编号
	测量范围
	不确定度/准确度等级/最大允许误差
	溯源机构
	证书编号/
有效期至

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	标准器使用记录
	使用前：□正常 □异常          使用后：□正常 □异常

	校准员
	
	核验员
	
	核验时间
	


1. [bookmark: _Toc4769][bookmark: _Toc12283]外观检查：
□符合要求              □不符合要求          不符合性说明：                    
               
2. 示值误差                                                   单位%
	标准值（ng/µL）
	测量值（ng/µL）
	平均值（ng/µL）
	示值误差
（%）
	扩展不确定度
（k=2）

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	




3. 测量重复性
	[bookmark: _Toc13112]标准值（ng/µL）
	标准值（ng/µL）
	平均值（ng/µL）
	重复性（%）

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	



4. 通道差异
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	A
	
	
	
	
	
	
	
	

	B
	
	
	
	
	
	
	
	

	C
	
	
	
	
	
	
	
	

	通道差异δA =           










[bookmark: _Toc2904]附录B
[bookmark: _Toc5713][bookmark: _Toc29313][bookmark: _Toc7012][bookmark: _Toc1884]校准证书内页（推荐）格式

[bookmark: _Toc152281632][bookmark: _Toc19120][bookmark: _Toc17429][bookmark: _Toc121684278][bookmark: _Toc9244]一、外观检查：
[bookmark: _Toc5310][bookmark: _Toc27521][bookmark: _Toc121684279][bookmark: _Toc19252][bookmark: _Toc152281633]二、示值误差

	标准值（ng/µL）
	测量值（ng/µL）
	示值误差（%）
	扩展不确定度
（k=2）

	
	
	
	

	
	
	
	



3、 重复性
4、 通道差异



[bookmark: _Toc32155]附录C
[bookmark: _Toc3568][bookmark: _Toc25138][bookmark: _Toc26132][bookmark: _Toc24008]示值误差的测量不确定度评定示例
C.1  概述
C.1.1  测量方法
选择 Thermo Fisher 公司的 Qubiit 4 型核酸定量荧光计进行校准。根据校准规范的要求，通常选择（10~100）ng/µL 浓度范围内的DNA标准物质，重复测量 3 次，计算浓度示值误差。
C.1.2  测量标准
选择国家有证双链DNA标准物质，浓度≥10 ng/μL，相对扩展不确定度 Urel≤10%（k=2）。 移液器规格：10μL、200μL，经计量检定合格。
C.2  测量模型
示值相对误差的测量模型为：
                            
（C.1）

式中：
	
	——
	示值误差，%；

	[image: ]
	——
	标准值，ng/μL；

	[image: ]
	——
	测定值，ng/μL；



两个量和相互独立，根据公式（C.1），相对示值误差的合成标准不确定度可表示为：
                     （C.2）
  式中，灵敏度系数，灵敏度系数 。
C.3  不确定度来源分析
示值误差校准结果的不确定度来源主要有：
1） 测量平均值引入的不确定度分量；
2） 标准物质引入的不确定度分量。
C.4  标准不确定度评定
     

以浓度值为 76.3 ng/µL, Urel=2.8%（k=2）的标准物质为例，进行示值误差的不确定度评定：
（1） [bookmark: OLE_LINK14]测量重复性引入的标准不确定度
       选择浓度为76.3 ng/µL的国家有证双链DNA标准物质，重复测量10次，数据见表C.1。按照贝塞尔公式（C.3）计算标准偏差，计算得出的标准偏差即为单次测量值的不确定度，实际校准时，仪器示值采用3次测量值的平均值，因此测量平均值的标准不确定度按照公式（C.4） 计算，计算结果见表C1

                       （C.3）

	    	                                        （C.4）
 表C1 重复性引入的不确定度数据
	标准值  （ng/µL）
	测量值（ng/µL）
	s
（ng/µL）
	u(X)
（ng/µL）

	76.3
	72.1
	73.1
	72.4
	72.9
	72.7
	72.0
	72.3
	72.4
	72.8
	72.9
	0.37
	0.37



（2）标准物质的标准值引入的不确定度分量
标准物质的不确定度由标准物质证书给出，按照公式C.5计算得到标准不确定度，见表C2。

                                                        （C.5）
表C2 标准物质引入的不确定度

	标准值（ng/µL）
	相对扩展不确定度 Urel(k=2)
	标准不确定度u (X0 )

	76.3
	2.8%
	1.07 ng/µL



C.5  合成标准不确定度
由表C3中标准物质的标准值和测量结果的平均值，分别计算得到灵敏度系数c1和c2。按照公式C.2示值误差测量结果的合成标准不确定度见表C3。
表C3 合成标准不确定度
	
标准值
（ng/μL）
	测量值（ng/μL）
	
平均值
（ng/μL）
	
c1
	

	
c2
	

	


	
	1
	2
	3
	
	
	
	
	
	

	76.3
	72.1
	73.1
	72.4
	72.5
	0.013
	0.22
	-0.012
	1.07
	1.4%



C.6  扩展不确定度

                                                           （C.6）
取包含因子k=2，由公式（C.5）计算得到示值误差的扩展不确定度见表C4。
表C4 合成标准不确定度及扩展不确定度

	标准值（ng/µL）
	平均值（ng/µL）
	合成标准不确定度
	扩展不确定度（k=2)

	76.3
	72.5
	1.4%
	2.8%
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