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实时荧光定量 PCR 分析仪性能评价规范

1 范围

本文件规定了实时荧光定量PCR分析仪（以下简称RT-PCR仪）的术语定义、技术要求、试验方法

和评价规则。

本文件适用于RT-PCR仪性能的检测和评价。

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、控制和实验室用电气设备的安全要求 第1部分：通用要求

GB 4793.6 测量、控制和实验室用电气设备的安全要求 第6部分：实验室用材料加热设备的特殊

要求

GB 4793.9 测量、控制和实验室用电气设备的安全要求 第9部分：实验室用分析和其他目的自动

和半自动设备的特殊要求

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

JJF 1101 环境试验设备温度、湿度参数校准规范

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

3 术语和定义

JJF 1101、YY/T 1173界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

3.1

实时荧光定量PCR仪 real-time PCR systems

由实时荧光检测系统，温控系统，数据分析系统组成，用来监测PCR反应过程的实时荧光随循环数

的变化，并通过数据分析对检测样本进行定量分析。

3.2

控温模块 temperature control module

通过感温元件、导热材料、恒温块等完成RT-PCR仪加热、制冷功能的物理组件。
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3.3

热盖 hot lid

具有加热功能，防止蒸发的水汽在RT-PCR仪管盖上凝结的装置。

3.4

荧光干扰 fluorescence crosstalk

RT-PCR仪对某一荧光通道进行荧光检测时，相邻或相近荧光通道也会检测到一定的荧光强度。

4 技术要求

4.1 温度

4.1.1 升温速率

升温速率技术要求见表1。

表 1 升温速率技术要求

序号 项目 要求

1 平均升温速率 50℃～90℃，≥1.5℃/s

2 最大瞬时升温速率 50℃～90℃，≥2.5℃/s

4.1.2 降温速率

降温速率技术要求见表2。

表 2 降温速率技术要求

序号 项目 要求

1 平均降温速率 90℃～50℃，≥1.5℃/s

2 最大瞬时降温速率 90℃～50℃，≥2.0℃/s

4.1.3 控温模块温度示值误差

控温模块O点温度测得值与设定值差值的绝对值不大于0.5℃。

4.1.4 控温模块温度波动度

控温模块O点温度波动度不大于±0.3℃。

4.1.5 温度均匀度

控温模块各检测孔间温度差值不大于1.0℃。

4.1.6 温度持续时间相对误差

温度持续时间与设定温度持续时间的相对误差不大于±5 %。

4.1.7 热盖温度示值误差

热盖温度测得值与设定值差值的绝对值不大于3.0℃。
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4.1.8 热盖温度波动度

热盖温度波动度不大于±3.0℃。

4.2 荧光强度

4.2.1 荧光强度重复性

荧光强度的重复性不大于1.5 %。

4.2.2 荧光检测精密度

用高、中、低三种浓度的荧光染料进行试验，每种浓度下检测结果的精密度不大于5 %。

4.2.3 荧光线性

对系列稀释荧光染料物质的样本（至少5个梯度）进行检测，各浓度荧光测得值与稀释比例的线性

回归系数r不小于0.990。

4.3 样本检测

4.3.1 样本检测重复性

对高、中、低浓度核酸样本或有证标准物质进行检测，重复性应不大于3 %。

4.3.2 样本线性

对系列稀释梯度浓度的样本（至少5个梯度）进行检测，各浓度Ct值与浓度对数值的线性回归系数r

绝对值应不小于0.990。

4.3.3 不同通道荧光干扰

进行RT-PCR试验结果分析，其他通道荧光涨幅不高于目标通道试验结果的自动分析阈值。

4.4 电气安全

电气安全应符合GB 4793.1、GB 4793.6、GB 4793.9及YY 0648的要求。

4.5 环境

应符合GB/T 14710的要求。

4.6 电磁兼容

应符合GB/T 18268.1及GB/T 18268.26的要求。

5 试验方法

5.1 温度

5.1.1 检测点的选择

控温模块温度检测点按表3进行选择。热盖温度检测点应选择在热盖中心点。
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表 3 控温模块温度检测点选择要求

内容 要求

检测点数量 ≥6个，且不少于总检测孔数的 12 %。

特征要求

可以区分多控温模块的，检测点应包含每个控温模块内距离其中心点最近的孔位（O点）及最远

的孔位（F点）。

无法区分多控温模块的，检测点应包括离 PCR管放置区中心最近的孔位（O点）和最远的孔位（F

点）。

分布要求 整个控温模块的检测点尽可能保持均匀分布，不包括 O点和 F点。

5.1.2 温度控制程序的设定

温度控制程序按表4要求进行设定。

表 4 RT-PCR 仪温度控制标准程序表

阶段 步骤
控温模块 热盖温度

设定温度范围 设定温度持续时间 循环数 设定温度范围

Ⅰ
1 （50±0.5）℃

≥1.5min ≥6 次 (105±6)℃

2 （90±0.5）℃

Ⅱ

1 (55±5)℃

2 (72±5)℃

3 (95±5)℃

5.1.3 测量设备的选择

温度测量设备可选用多通道温度显示仪表或多路温度测量装置，传感器宜选用高精度热敏电阻或四

线制铂电阻温度计，温度测量设备温度传感器的数量应满足检测布点要求，能与RT-PCR仪孔板接触良

好，各通道应采用同种型号规格的温度传感器。温度测量设备的技术指标应满足以下要求：

a) 测量范围：（0～120）℃；

b) 分辨力：0.01℃；

c) 最大允许误差：±0.17℃；

d) 温度采样频率：≥2Hz。

5.1.4 升温速率

5.1.4.1 平均升温速率

按5.1.2表4设定温控程序，记录“阶段Ⅰ”的升温过程中各检测孔的温度数据。在50℃±0.5℃内取

任意温度点，记为 ，在90℃±0.5℃内取任意温度点，记为 ，从 到达 的时间记为 ，
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按公式（1）计算每个检测孔平均升温速率 。除第1个循环外连续检测n≥5个循环，每个控温模块

的每个循环下平均升温速率均应符合表1的要求。

.......................................................................... (1)

式中：

——在某一循环的升温过程中，待测模块内第i个检测孔的平均升温速率，℃/s；

——在某一循环的升温过程中，待测模块内第i个检测孔的在50℃±0.5℃内任意温度点，℃；

——在某一循环的升温过程中，待测模块内第i个检测孔的在90℃±0.5℃内任意温度点，℃；

——某一循环的升温过程中，待测模块内第i个检测孔从Tu1,i到达Tu2,i的时间，s。

5.1.4.2 最大瞬时升温速率

按5.1.2表4设定温控程序，记录扫描温度从50℃±0.5℃升至90℃±0.5℃过程中，各检测孔相邻两

个温度采集点在一个温度采集时间间隔内 的温度变化，取其中最大值 ，按照公式(2)计算最

大瞬时升温速率 。除第1个循环外连续检测n≥5个循环，每个控温模块的每个循环下最大瞬时升

温速率均应符合表1的要求。

........................................................................... (2)

式中：

——在某一循环的升温过程中，待测模块内所有检测孔最大瞬时升温速率，℃/s；

——在某一循环的升温过程中，待测模块内所有检测孔的采集数据中，相邻两个温度采集

点温度变化最大值，℃；

——温度采集时间间隔，s。

5.1.5 降温速率

5.1.5.1 平均降温速率

按5.1.2表4设定温控程序，记录 “阶段Ⅰ”的降温过程中各检测孔的温度数据。在90℃±0.5℃内取

任意温度点，记为 ，在50℃±0.5℃内取任意温度点，记为 ，从 到达 的时间记为 ，
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按公式（3）计算各检测孔的平均降温速率 。除第1个循环外连续检测n≥5个循环，每个控温模块

的每个循环下平均降温速率均应符合表2的要求。

.........................................................................(3)

式中：

——在某一循环的降温过程中，待测模块内第i个检测孔的平均降温速率，℃/s；

——在某一循环的降温过程中，待测模块内第i个检测孔的在90℃±0.5℃内任意温度点，℃；

——在某一循环的降温过程中，待测模块内第i个检测孔的在50℃±0.5℃内任意温度点，℃；

——某一循环的降温过程中，待测模块内第i个检测孔从TD1，i到达TD2，i的时间，s。

5.1.5.2 最大瞬时降温速率

按5.1.2表4设定温控程序，记录扫描温度从90℃±0.5℃降至50℃±0.5℃过程中，各检测孔相邻两

个温度采集点在一个温度采集时间间隔 内的温度变化（ 应不大于0.5s并尽可能足够小），取其中

最大值 ( )，按照公式(4)计算最大瞬时降温速率。除第1个循环外连续检测n≥5个循环，每个控

温模块的每个循环下最大瞬时降温速率均应符合表2的要求。

............................................................................(4)

式中：

——在某一循环的升温过程中，待测模块内所有检测孔最大瞬时升温速率，℃/s；

——在某一循环的升温过程中，待测模块内所有检测孔的采集数据中，相邻两个温度采集

点温度变化最大值，℃；

——温度采集时间间隔，s。

5.1.6 控温模块温度示值误差

按5.1.2表4设定温控程序，采集 “阶段Ⅱ”要求的温度测试数据。每个温控模块每个循环的中心

点检测孔（O点）温度分别到达(55±5)℃、(72±5)℃、(95±5)℃三个温度设定值后，记录20s~60s内O

点的所有温度测得值为有效温度测量值。按公式（5）计算其平均值 ，按公式（6）计算模块温度示

值误差 。除第1个循环外连续检测n≥5个循环，每个检测点的温度示值误差均应符合4.1.3的要求。
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............................................................................... (5)

式中：

——在某一循环的某个设定温度下，待测模块O点的有效温度测量值的平均值，℃；

——在某一循环的某个设定温度下，待测模块O点的有效温度测量值，℃

m——在某一循环的某个设定温度下，待测模块O点的有效温度测量值的总数。

............................................................................(6)

式中：

——在某一循环的某个设定温度下，某一温度设定值的温度示值误差，℃；

——在某一循环的某个设定温度下，待测模块O点的有效温度测量值的平均值，℃；

——在某一循环的某个设定温度下，待测模块O点的温度设定值，℃。

1.1.1 控温模块温度波动度

按5.1.2表4设定温控程序，采集“阶段Ⅱ”要求的温度测试数据。每个温控模块每个循环的中心点

检测孔（O点）温度分别到达(55±5)℃、(72±5)℃、(95±5)℃三个温度设定值后，记录20s~60s内O点

的所有温度测得值为有效温度测量值。按公式（7）计算模块温度波动度 ，除第1个循环外连续检

测n≥5个循环，每个控温模块的每个循环下每个温度设定值的温度波动度均应符合4.1.4的要求。

.....................................................................(7)

式中：

——在某一循环的某个温度下，待测模块的温度波动度，冠以“±”号，℃；

——在某一循环的某个设定温度下，待测模块O点的有效温度测量值的最大值，℃；

——在某一循环的某个设定温度下，待测模块O点的有效温度测量值的最小值，℃。

5.1.7 温度均匀度

按5.1.2表4设定温控程序，采集“阶段Ⅱ”要求的温度测试数据。每个温控模块每个循环的每个检

测孔温度分别到达(55±5)℃、(72±5)℃、(95±5)℃三个温度设定值后，记录第70s时所有检测点的读数

为有效温度测量值。按公式（8）计算模块温度均匀度ΔT，除第1个循环外连续检测n≥5个循环，每个

循环下每个温度设定值的温度均匀度均应符合4.1.5的要求。
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.............................................................................(8)

式中：

——在某一循环的某个设定温度下，待检仪器的温度均匀性，℃；

——在某一循环的某个设定温度下，所有检测点的有效温度测量值的最大值，℃；

——在某一循环的某个设定温度下，所有检测点的有效温度测量值的最小值，℃。

1.1.2 温度持续时间相对误差

按5.1.2表4设定温控程序，采集“阶段Ⅱ，步骤3”实时温度测试数据。以95℃±0.5℃为计时参考点，

自每个温控模块每次循环中心点检测孔（O点）显示温度首次到达计时参考点时开始计时，至末次到达

计时参考点时结束，记录时间为t作为恒温时间实测值ti。除第1个循环外连续检测n≥5个循环，按公式（9）
计算连续n个循环恒温时间实测值的平均值，按公式（10）计算相对误差，每个控温模块的温度持续时

间相对误差均应符合4.1.6的要求。

....................................................................................(9)

式中：

——待测模块连续n个循环恒温时间实测值的平均值，s；

——待测模块的某一循环下恒温时间实测值，s；

n——循环次数。

......................................................................... (10)

式中：

——某一模块温度持续时间相对误差，s；

——连续n个循环恒温时间实测值的平均值，s；

——设定温度持续时间，s。

1.1.3 热盖温度示值误差

按5.1.2表4设定温控程序，采集热盖温度测试点的实时温度测试数据。当热盖温度到达（105±6）℃

设定值后，记录2min~10min内所有温度测得值为有效温度测量值。按公式（11）计算其均值 。按公

式（12）计算热盖温度示值误差 ，其结果应符合4.1.7的要求。
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..............................................................................(11)

式中：

——热盖温度达到设定值，有效温度测量值的平均值，℃；

——热盖温度达到设定值，有效温度测量值，℃

m——热盖温度达到设定值，有效温度测量值总数。

..........................................................................(12)

式中：

——热盖温度示值误差，℃；

——热盖温度达到设定值，有效温度测量值的平均值，℃；

——热盖的温度设定值，℃。

5.1.8 热盖温度波动度

按5.1.2表4设定温控程序，采集热盖温度测试点的实时温度测试数据。当热盖温度到达（105±6）℃

设定值后，记录2min~10min内所有温度测得值的最大值 和最小值 ，按公式（13）计算热

盖温度波动度，其结果应符合4.1.8的要求。

..................................................................(13)

式中：

——热盖温度波动度，冠以“±”号，℃；

——热盖温度达到设定值，2min~10min内所有温度测得值的最大值，℃；

——热盖温度达到设定值，2min~10min内所有温度测得值的最小值，℃。

5.2 荧光强度

5.2.1 荧光强度重复性

在仪器测定范围内，随机选取n(n≥l)个通道，每个通道随机选取1个检测孔，分别配置各通道高、中、

低三种浓度的校准荧光染料，每种检测10次，光学系统收集目标通道的数据。按公式（14）计算荧光强

度重复性。每个通道高、中、低三种浓度的荧光强度重复性均应符合4.2.1的要求。
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.......................................... (14)

式中：

——某一通道的某一浓度下荧光强度重复性；

——某一通道的某一浓度下10次荧光重复测量结果的实验标准差；

——某一通道的某一浓度下10次荧光重复测量结果的平均值；

——某一通道的某一浓度下荧光测量结果。

5.2.2 荧光检测精密度

在仪器测定范围内，随机选取n(n≥l)个通道，每个通道随机选取m(m≥10)个检测孔（孔位数不足10

个时，则进行全部孔位检测），分别配置各通道高、中、低三种浓度的校准荧光染料，每种浓度检测1

次，光学系统收集目标通道的数据。按公式（15）计算荧光强度的变异系数作为荧光强度精密度，每个

通道高、中、低三种浓度的荧光强度精密度均应符合4.2.2的要求。

........................................... (15)

式中：

——荧光强度精密度；

——实验标准差。

——某一通道的某一浓度下第i个检测孔的荧光测量结果；

——某一通道的某一浓度下所有检测孔荧光测量结果的平均值；

m——选取的检测孔总数。

5.2.3 荧光线性

在仪器测定范围内，随机选取n(n≥l)个通道，将已知浓度的校准荧光染料溶液梯度稀释后（至少稀

释5个梯度，m≥5）进行检测，每一浓度梯度平行测试3孔，光学系统收集目标通道的数据。按公式（16）

计算某一通道某一梯度下3个检测孔荧光测量结果的平均值 ，按公式（17）某一通道所有梯度下所

有检测孔荧光测量结果的平均值 ，按公式（18）计算线性相关系数r作为荧光线性结果，每个通道

荧光线性结果均应符合4.2.3的要求。
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........................................................................... (16)

式中：

——某一通道某一梯度下3个检测孔荧光测量结果的平均值；

——某一通道某一梯度下第j个检测孔荧光测量结果。

............................................................................ (17)

式中：

——某一通道所有梯度下所有检测孔荧光测量结果的平均值；

——某一通道某一梯度下3个检测孔荧光测量结果的平均值；

m——稀释梯度数

....................................................(18)

式中：

——某一通道荧光线性相关系数；

——某一通道某一浓度梯度下校准荧光染料标准值；

——某一通道所有浓度梯度下校准荧光染料标准值的平均值；

——某一通道某一梯度下3个检测孔荧光测量结果的平均值；

——某一通道所有梯度下所有检测孔荧光测量结果的平均值；

m——稀释梯度数

5.3 样本检测

5.3.1 检测样本的技术要求

检测样本可采用已知浓度的核酸样本或有证标准物质。若使用有证标准物质（如：质粒DNA标准物

质、核糖核酸标准物质），则其技术要求如下：

a) 拷贝数≥109copies/μL；
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b) 相对扩展不确定度 Urel≤6%，k=2。

5.3.2 样本检测重复性

在仪器测定范围内，随机选取n(n≥l)个通道，将已知浓度核酸样本或有证标准物质等倍数地稀释为

高、中、低三种浓度的待检样本，选用生产企业规定的试剂盒进行检测。对每个通道下的每种浓度待检

样本，随机选取10个检测孔同时进行检测。按公式（19）计算某一通道在某浓度下样本检测重复性。每

个通道高，中，低三种浓度的样本检测重复性均应符合4.3.1的要求。

...........................................(19)

式中：

——某一通道在某浓度下样本检测重复性；

——某一通道的某一浓度下核酸样本或有证标准物质10次重复测量结果的实验标准差。

——某一通道的某一浓度下核酸样本或有证标准物质10次重复测量结果的平均值。

——某一通道的某一浓度下的第i次核酸样本测量结果；

5.3.3 样本线性

在仪器测定范围内，随机选取n(n≥l)个通道，将已知浓度核酸样本或有证标准物质按照10倍或5倍
梯度稀释后（至少稀释5个梯度，m≥5）进行检测。对每个通道下的每种浓度待检样本，随机地选取3
个检测孔同时进行检测。按公式（20）计算某一通道某一梯度下3个检测孔核酸样本或有证标准物质测

量结果的平均值，按公式（21）计算某一通道所有梯度下所有检测孔核酸样本或有证标准物质测量结果

的平均值，按公式（22）计算线性相关系数作为样本线性，每个通道的样本线性均应符合4.3.2的要求。

............................................................................(20)

式中：

——某一通道某一梯度下3个检测孔核酸样本或有证标准物质测量结果的平均值；

——某一通道某一梯度下第i个检测孔核酸样本或有证标准物质测量结果。

............................................................................ (21)
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式中：

——某一通道所有梯度下所有检测孔核酸样本或有证标准物质测量结果的平均值；

——某一通道某一梯度下3个检测孔核酸样本或有证标准物质测量结果的平均值。

.....................................................(22)

式中：

——某一通道样本线性；

——某一通道某一梯度下核酸样本或有证标准物质标准值；

——某一通道所有梯度下核酸样本或有证标准物质标准值的平均值；

——某一通道某一梯度下3个检测孔核酸样本或有证标准物质测量结果的平均值；

——某一通道所有梯度下所有检测孔核酸样本或有证标准物质测量结果的平均值；

m——稀释梯度数

5.3.4 不同通道荧光干扰

5.3.4.1 随机选取 n(n≥2)个通道进行检测，选用生产企业规定的试剂盒进行不同通道荧光干扰试验。

收集所有通道的数据，结果应符合 4.3.3的要求。

5.3.4.2 软件具有通道荧光串扰修正功能或颜色补偿功能的，在修正后或补偿后，结果应符合 4.3.3
的要求。

5.4 电气安全

按GB 4793.1、GB 4793.6、GB 4793.9和YY 0648规定的方法进行测试，结果应符合4.4的要求。

5.5 环境

按GB/T 14710.11规定的方法进行测试，结果应符合4.5的要求。

5.6 电磁兼容

按GB/T 18268.1及GB/T 18268.26规定的方法进行测试，结果应符合4.6的要求。

6 评价规则

6.1 的型式评价应符合 4的全部技术要求，出厂评价应符合 4.1～4.5全部技术要求。使用中评价应符

合 4.1～4.3全部技术要求。
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