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摘要   目的：进一步规范人类基因检测相关试剂评价国家参考品的研制工作。方法：人类基因检测相关

试剂评价国家参考品是指用于人类基因检测相关试剂质量评价的参考物质。本文详细介绍了这类参考物

质的原材料筛选、制备、标定、稳定性研究、包装、储存及供应方面的要求。结果与结论：人类基因检

测相关试剂评价国家参考品研制过程更加清晰，管理更加规范。
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Abstract   Objective:   To further standardize the development of national references  for the evaluation of the 
related reagents of human gene detection. Methods: The national references for the related reagents of human 
gene detection refer to the reference products which are used for quality assessment of the related reagents 
of human gene detection. This article introduced the requirements for raw materials' screening, preparation, 
calibration, stability studies, packaging, storage and supply  of the references in details. Results and Conclusion: 
The development process of national references for the evaluation of the related reagents of human gene detection 
is made more clearly and is managed more normatively.
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·质量管理·

药品标准物质是药品检定的重要物质基础，

也是国家药品标准的物质基础，是控制药品质量

必不可少的工具。根据《中华人民共和国药品管

理法》《药品注册管理办法》，中国食品药品检

定研究院（以下简称中检院）负责对标定的药品

标准物质从原材料选择、制备方法、标定方法、

标定结果、定值准确性、量值溯源、稳定性及分

装与包装条件等资料进行全面技术审核，并作出

可否作为国家药品标准物质的结论[1]。另外，根据

《医疗器械监督管理条例》《体外诊断试剂注册

管理办法》（国家食品药品监督管理总局令第 5 

号）精神，将“组织体外诊断试剂国家标准品、

参考品的制备和标定工作”的责任主体明确为中

检院[2]。
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目前，中检院可以提供113种注册检验用体外

诊断试剂国家标准品和参考品，其中有8种人类基

因检测相关试剂评价国家参考品，具体品种和名称

如表1所示。

表 1   中检院人类基因检测相关试剂评价国家参考物质

序号 名称

1 测序仪性能评价用脱氧核糖核酸国家参考品

2 高通量测序用外周血胎儿染色体非整倍体（T21、

T18 和 T13）国家参考品

3 胚胎植入前染色体非整倍体国家参考品

4 耳聋基因突变检测国家参考品

5 地中海贫血核酸检测国家参考品

6 BRCA 基因突变检测国家参考品

7 高通量测序用肺癌游离脱氧核糖核酸基因突变

国家参考品

8 高通量测序用肠癌游离脱氧核糖核酸基因突变

国家参考品

中检院目前正在开展以下几种人类基因检测

相关试剂评价国家参考品的研制工作，如葡萄糖-

6-磷酸脱氢酶基因突变检测参考品、单倍型基因

组DNA参考品、流产组织拷贝数变异检测参考品、

HLA分型参考品及脆性X综合征FMR1基因突变参

考品等。为进一步规范这类体外诊断试剂标准物质

的研制工作，现将人类基因检测相关试剂评价国家

参考物质研制过程中的一般技术要求介绍如下。

1   相关概念
 体外诊断试剂是指按医疗器械管理的体外诊

断试剂，包括在疾病的预测、预防、诊断、治疗监

测、预后观察和健康状态评价的过程中，用于人体

样本的体外检测的试剂、试剂盒、校准品、质控品

等产品[2]。人类基因检测相关试剂评价国家参考物

质是指用于人类基因检测相关试剂质量评价的参考

物质。

2   人类基因检测相关试剂评价国家参考物
质原料选择及确证

人类基因检测相关试剂评价国家参考品的原

材料应尽可能与临床样本相一致或接近[3]，主要来

源于临床样本、永生化细胞系、基因编辑细胞系，

也可来自基因工程构建产品及重组质粒等，需采用

国内外公认的方法进行验证，并有足够的稳定性。

如采用质粒作为参考品样本，应尽可能模拟真实样

本，并对样本基质进行基质效应研究。

人类基因检测相关试剂评价国家参考物质通

常由检测基因位点阳性参考品（有时也称为突变阳

性参考品）、检测基因位点阴性参考品（有时也称

为野生型以及其他同源基因位点阳性参考品）、检

测限参考品及精密性参考品等组成，用于全面控制

诊断试剂的质量，主要控制试剂的阴性或阳性符合

率、检测限及重复性等[4]。测序仪性能评价用脱氧

核糖核酸国家参考品是一类特殊的参考品，其目的

是评价测序性能，其组成主要考虑临床测序技术的

应用领域，如病原微生物、人基因组片段、全基因

组、全外显子、微生物宏基因组等。因此，测序仪

性能评价用脱氧核糖核酸国家参考品的组成主要考

虑不同种属基因组。

阳性参考品由一定数量的阳性样品组成，通

常从大量样品中根据不同目的筛选出来，要求尽可

能覆盖靶基因多种等位基因或突变类型，应具有代

表性、满足临床样本的分布类型、地域或民族等群

体遗传标记代表性，并经过确认为阳性参考品。阳

性参考品还可以根据需求采用相应基因突变的永生

化淋巴细胞系、基因编辑突变细胞系等。根据试剂

检测样本类型，应考虑参考品的基质。如肿瘤基因

突变检测试剂评价参考品的设置就应充分考虑样本

基质的影响。检测血浆中基因突变的试剂评价参考

品的设置应根据血浆样本中突变类型分布、片段长

度、浓度等进行模拟。阳性参考品用来控制试剂的

阳性符合率[4]。

 阴性参考品由一定数量的阴性样品组成，通

常来自检测靶基因野生型或其他突变类型人群样

本、同源基因位点阳性人群样品和（或）易产生交

叉反应的样品，为了控制试剂的非特异反应，并和

阳性参考品一致，根据试剂检测样本类型，应考虑

参考品的基质。应经逐一确证确定为阴性样本。阴

性参考品也可以根据需求采用特定基因野生型或相

关基因突变类型明确的永生化淋巴细胞系、基因编

辑突变细胞系等。阴性参考品用来控制试剂的阴性

符合率[4]。

 检测限参考品通常由一份或多份经过确证的
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稀释阳性样品组成，用来控制试剂的检测限，即

试剂所能检出的样品中阳性物质的最低限度[4]。检

测限参考品设置应根据试剂的临床预期用途进行合

理设立。如临床预期用途为靶向药物指导的检测试

剂，其检测限参考品设置建议和临床治疗以及临床

样本中的实际分布相关联，并采用具有药效相关的

浓度和比例进行设置，并不是追求低检测限；建议

设置多个梯度，主要从核酸浓度和突变所占百分率

两个方面进行评价。

精密性参考品通常由一份或几份经过确认的

阳性样品组成，用来控制试剂的重复性，建议包括

弱阳性、中阳性或强阳性水平的精密度验证；必要

时设置阴性参考品重复性验证。

标准物质原料的均匀性和稳定性亦是重要的条

件。均匀性可保证一批原料所制备的标准物质均匀

一致，稳定性可使一批标准物质长期分发使用，以

保持特性值的连续性。为了保持原料的稳定性，标

准物质的原料确定后，贮存于避光、低温等必要条

件下，存放和运输过程采取严密的防污染措施[5]。

3   人类基因检测相关试剂评价国家参考物
质的制备

应根据人类基因检测相关试剂评价国家参考

物质的品种要求进行配制、稀释、分装、冻存，必

要时进行冻干熔封。人类基因检测相关试剂评价国

家参考物质一般采用液体冰冻的方式保存，不需要

进行冻干操作。在稀释过程中，应对采用的稀释液

进行充分验证。稀释液一般采用的是TE溶液、去

核酸酶水以及野生型基因组DNA溶液、处理后的临

床样本等。稀释液的选择应保证不干扰后续的检

测、有助于更好的模拟临床样本，并不对参考品的

浓度定量和/或比例确定造成干扰。经一般质量检

定合格后进行分装，并严格控制其分装精确度[6]。

必要时进行冻干操作，冻干一般需加保护剂

等物质，该类物质应对参考物质的特性量值、稳定

性和试验操作过程无影响，并且其本身在干燥时不

挥发。需要干燥保存者应在分装后立即进行冻干

和熔封。冻干者水分含量应不高于3.0％。整个分

装、冻干和熔封过程，应保证对各安瓿间主要指标

和稳定性的一致性不产生影响[7]。

4   人类基因检测相关试剂评价国家参考物
质的标定

人类基因检测相关试剂评价国家参考物质的

定值首先应确定是否有国际标准品或参考品，如果

有，以其作为标准标定待制备的参考物质[8]；如果

没有，则依据相关标准、指南、规范或其它经过验

证的方法来制定该参考物质的定值方案和方法。

定值通常采用协作标定的方法，一般需经3个

以上有经验的实验室职员协作进行。参加单位应采

用统一的设计方案、统一的方法和统一的记录格

式，标定结果须经适宜方式进行处理，标定结果应

取得一定次数独立的有效结果。最后，组织者收集

各协作单位的标定结果，整理并统计分析，最终的

结果一般用各协作单位结果的公议值表示。

为了保证新研制参考品的适用性，在选择参

与协作标定的试剂盒时应注意其技术原理、试剂盒

生产企业的代表性及覆盖面，以确定其在实际工作

中的适用情况。人类基因检测相关试剂评价国家参

考物质应尽可能进行全面的适用性研究。

人类基因检测相关试剂评价国家参考物质主

要控制的指标有阴阳性符合率、检测限及重复性

等，不同类型的人类基因检测相关试剂评价国家参

考物质，对这些指标的考核标准也不尽相同，应依

据各种人类基因检测相关试剂的特点建立其相应的

考核标准。

另外，人类基因检测相关试剂评价国家参考

物质的换批制备，应保证原料特性的一致性和稳定

性，其生物学特性指标应尽可能与上批参考物质相

同或接近。

5   人类基因检测相关试剂评价国家参考物
质的稳定性研究

人类基因检测相关试剂评价国家参考物质稳

定性研究可采用适宜方式进行，如经验资料或进

行加速破坏试验。进行加速破坏试验，一般根据

制品性质放置不同温度，一般放置-20℃、4℃、

25℃、37℃等、不同时间，测定考核指标，以评估

其稳定情况。参考物质建立后应定期进行期间核

查，观察其稳定性，同时，还应对其反复冻融稳定

性进行考察[5]。

根据国际惯例，目前人类基因检测相关试剂

评价国家参考物质不设“有效期”，由中检院对标

准物质进行定期监测。

6   人类基因检测相关试剂评价国家参考物
质的包装、储存与供应

研制工作的实验室在工作完成后，还要经过
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严格的审评审批，获得签批的标准品应进行贴标签

及外包装工作，标签内容一般包括：中文名称、

批号及标识量；如果超出规定的用途时，使用者应

对标准物质的适用性负责。中检院在官网设立了体

外诊断试剂标准物质查询专栏，方便用户查询相关

品种和下载电子版说明书。说明书内容包括中文名

称、英文名称、批号、性状、用途、包装、规格、

特性量值、使用方法和要求、储藏条件、注意事项

和技术咨询电话等12项内容。

该类标准物质的贮存条件应有利于基因特性

的稳定，通常为低温冷冻保存，其贮存情况应定期

检查并记录。某些有特殊贮存要求的，应有特殊的

贮存措施，并应在标签与使用说明书中注明。

人类基因检测相关试剂评价国家参考物质应

有专人负责保管和发放，由中检院直接提供给各生

产单位标定其工作参考品或用于产品检定。

7   结论
本文详细介绍了人类基因检测相关试剂质量

评价国家参考品制备的原料筛选、制备、标定、稳

定性研究、包装、储存及供应方面的要求。对于人

类基因检测相关试剂质量评价国家参考品的管理更

加清晰和规范。
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