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II 

前  言 
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盟、上海市标准化协会、深圳华大基因科技有限公司、深圳市药品检验研究院（深圳市医疗器械检测中

心）、北京卓诚惠生生物科技股份有限公司、江苏宏微特斯医药科技有限公司、江苏奇天基因生物科技
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严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2（SARS-CoV-2）核酸 qRT-PCR

检测试剂盒质量评价要求 

1 范围 

本标准规定了严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2（SARS-CoV-2）核酸 qRT-PCR检测试剂盒质

量评价的术语和定义、缩略语、质量评价要求、评价指标和方法、试剂保存和使用要求、标识和说明

书要求、评价报告等。 

本标准适用于开展严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2（SARS-CoV-2）核酸 qRT-PCR检测试剂

盒的质量评价。 

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 6682 分析实验室用水规格和试验方法 

GB/T 21415 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 

GB/T 37868-2019 核酸检测试剂盒溯源性技术规范 

GB/T 37871-2019 核酸检测试剂盒质量评价技术规范 

GB/T 20469-2006 临床实验室设计总则 

GB 19489-2008 实验室生物安全通用要求 

GB/T 37875-2019 核酸提取纯化试剂盒质量评价技术规范 

《医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则》 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1  

Ct值 cycle threshold 

每个反应管内的荧光信号达到设定的阈值时所经历的循环数。 

3.2  

参考品 reference material 

具有一种或多种足够均匀和很好地确定了的特性，用以校准测量装置、评价测量方法或给材料复制

的一种材料或物质。 
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4 缩略语 

下列缩略语适用于本文件。 

qRT-PCR：荧光定量反转录-聚合酶链反应（Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain 

Reaction） 

DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic Acid） 

PCR：聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction） 

RNA：核糖核酸（Ribonucleic Acid） 

SARS-CoV-2：严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 

2） 

5 质量评价要求 

5.1 环境要求 

用于严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）核酸qRT-PCR检测试剂盒质量评价的实验

室分区应满足《医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则》中的实验室区域设计原则，实验室的检测

环境工作台、储存、通风的设计要求应符合GB/T 20469-2006中3.2～3.4的规定。 

5.2 试剂、仪器要求 

用于严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）核酸qRT-PCR检测试剂盒质量评价的参

考品应使用标准方法计量过的SARS-CoV-2阳性参考品或经其他方法验证过的临床样本，用于质量评价

的测量仪器，应使用校准合格的测量仪器。 

6 质量评价指标和方法 

6.1 指标 

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）核酸qRT-PCR检测试剂盒的评价指标包括RNA

提取纯化、检出限、精密度、特异性、参考品验证、稳定性、试剂保存和使用要求、试剂盒标识和说明

书要求等，如表1所示。 

表 1 SARS-CoV-2 核酸 qRT-PCR检测试剂盒质量评价指标和要求 

指标 评估要求 

RNA提取纯化 无论检测试剂是否含有RNA分离/纯化的组分，企业或使用单位都应结合检测试剂的特性，对

配合使用的核酸提取试剂/方法的提取效率、提取核酸纯度等做充分验证，验证指标参照GB/T 

37875中第4条进行评估。 

检出限 对不同浓度病毒载量的样本进行检测，病毒检测浓度不高于5×10
2
copies/mL。 

精密度 批内及批间精密度应符合变异系数（CV，%）≤10%。 
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特异性 交叉反应：易产生交叉反应的其他病原体核酸的验证情况，以列表的方式表示经过交叉反应

验证的病原体名称、型别、浓度等信息。交叉反应测试结果应为无交叉反应。 

干扰物质：1、内源干扰物质，评估样本中常见干扰物质对检测结果的影响，如血红蛋白、甘

油三酯、胆红素等，应注明可接受的最高限值。2、外源干扰物质，评估常用抗病毒药物、干

扰素等对检测结果的影响，干扰物质测试结果应确定最大无干扰浓度。 

参考品验证 应使用国家/国际参考品、企业参考品对试剂进行验证，重点观察对相应参考品检测结果的符

合情况。 

稳定性 应考察实时稳定性（有效期）、运输稳定性、开瓶稳定性及冻融次数限制。在稳定性范围内

的检符合率应为100%。 

试剂保存和使用要求 试剂的储存和使用应该符合试剂盒说明书相应相应的要求。 

试剂盒标识和说明书

要求 

包装标识应清晰、规范、齐全。至少包括产品名称、包装量、产品批号、储存条件、有效期、

生产企业、注意事项和使用目的。 

6.2 检测试剂盒质量评价方法 

6.2.1 RNA提取纯化 

用经灭活的天然病毒或构建的假病毒对核酸提取试剂进行验证，使用与临床标本一致的基质，分析

试剂/方法的提取效率、提取核酸纯度，提取的核酸产量及纯度应满足GB/T 37875-2019中第5条的相关

要求。 

6.2.2 检出限 

将含有严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）核酸的真实临床样本/含有该病毒RNA片

段的假病毒颗粒梯度稀释于（与适用样本一致的）适当基质中，用于进行检出限研究，应采用科学的方

法标定病毒浓度，如数字PCR方法。每个浓度梯度最少重复三次检测，以100%可检出的最低浓度水平作

为估计检出限，在此浓度附近制备若干梯度浓度样品，每个浓度至少重复20次检测，将具有95%阳性检

出率的最低浓度水平作为确定的检出限。 

6.2.3 精密度 

精密度评价试验的每一次检测均应从核酸提取开始。针对本类试剂盒的精密度评价主要包括以下

要求。 

a) 对可能影响检测精密度的主要变量进行验证，除检测试剂（包括核酸分离/纯化组分）本身的

影响外，还应对分析仪、操作者、地点、检测轮次等要素进行相关的验证。 

b) 设定合理的精密度评价周期，例如：为期至少20天的检测或者为期至少5天的检测，根据检测

试剂盒设定具体方案。从而对批内/批间、日内/日间以及不同操作者之间的精密度进行综合评

价。 

c) 用于精密度评价的人工模拟样品和临床样本均应至少包含3个水平：阴性样品、临界阳性样品、

（中或强）阳性样品，并根据产品特性设定适当的精密度要求，临床样本精密度评价中的每一

次检测均应从核酸提取开始，要求如下： 

1) 阴性样本：待测物浓度低于检出限或为零浓度，阴性符合率应为100%，n为检测样本例数

（n≥20）。 

2) 临界阳性样本：待测物浓度略高于试剂盒的检出限，阳性检出率应≥95%，n为检测样本例

数（n≥20）。 
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3) 中/强阳性样本：待测物浓度呈中度到强阳性，阳性检出率为100%且CV≤10%，n为检测样

本例数（n≥20）。 

CV值计算公式如下： 

𝐶𝑉 = √
∑ (𝑥𝑖 − �̅�)2𝑛
𝑖=1

n − 1
×
1

�̅�
× 100% 

式中： 

n——平行测试的样本数量，个； 

𝔁𝓲——第𝓲个样本的测试结果； 

�̅�——n个样本的测试结果的平均值。 

6.2.4 特异性 

6.2.4.1 交叉反应验证 

交叉反应验证包括以下来源的核酸： 

a) 地方性人类冠状病毒（HKU1，OC43，NL63和229E）、SARS冠状病毒、MERS冠状病毒； 

b) H1N1（甲型H1N1流感病毒（2009）、季节性H1N1流感病毒）、H3N2、H5N1、H7N9，乙型流感Yamagata、

Victoria，呼吸道合胞病毒A、B型，副流感病毒1、2、3型，鼻病毒A、B、C组，腺病毒1、2、

3、4、5、7、55型，肠道病毒A、B、C、D组，人间质肺病毒、人偏肺病毒、EB病毒、麻疹病毒、

人巨细胞病毒、轮状病毒、诺如病毒、腮腺炎病毒、水痘-带状疱疹病毒； 

c) 肺炎支原体、肺炎衣原体； 

d) 军团菌、百日咳杆菌、流感嗜血杆菌、金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、化脓性链球菌、肺炎克

雷伯菌、结核分枝杆菌；   

e) 烟曲霉、白色念珠菌、光滑念珠菌、新生隐球菌等。 

f) 建议在病毒和细菌感染的医学相关水平进行交叉反应的验证。通常，细菌感染的浓度水平为10
6
 

cfu/ml或更高，病毒为10
5
pfu/ml或更高，提供所有用于交叉反应验证的病毒和细菌的来源、种

属/型别和浓度确认等试验资料。 

g) 人类基因组DNA。 

以上物质存在的情况下，对严重急性呼吸系统综合征冠状病毒（SARS-CoV-2）核酸的检测应不

存在交叉反应。 

6.2.4.2 内源/外源物质干扰 

应根据所采集样本类型，针对可能存在的干扰情况进行验证。建议对每种干扰物质的潜在最大浓度

（“最差条件”）条件下进行评价，在病毒临界阳性水平进行干扰试验验证。检测的潜在干扰物包括样

本中的原有物质（如血液、鼻腔分泌物、粘液及用于缓解淤血、鼻噪、刺激或哮喘和过敏症状的鼻腔和

咽喉药物、抗菌药物、抗病毒药物等）及在样本采集和制备期间引入的物质，如表2。 

表 2 推荐用于干扰试验的物质 
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物质 活性成分 

粘蛋白 纯化粘蛋白 

血液（人类）  

鼻腔喷雾剂或滴鼻剂 苯福林、羟甲唑啉、氯化钠（含防腐剂） 

鼻用皮肤类固醇 倍氯美松、地塞米松、氟尼缩松、曲安奈德、布地奈德、莫米松、氟替卡松 

过敏性症状缓解药物 盐酸组胺 

抗病毒药物 α-干扰素、扎那米韦、利巴韦林、奥司他韦、帕拉米韦、洛匹那韦、利托那韦、

阿比多尔 

抗生素 左氧氟沙星、阿奇霉素、头孢曲松、美罗培南 

全身性抗菌药 妥布霉素 

以上干扰物质在不超过测试最大浓度条件下，对严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（SARS-CoV-

2）核酸的检测应为无干扰。 

6.2.5 参考品验证  

6.2.5.1 阴性参考品符合率：检测国家/国际阴性参考品，结果符合国家/国际参考品的要求；或检测

企业阴性参考品，结果符合企业参考品的要求。 

6.2.5.2 阳性参考品符合率：检测国家/国际阳性参考品，结果符合国家/国际参考品的要求；或检测

企业阳性参考品，结果符合企业参考品的要求。 

6.2.5.3 精密度：检测国家/国际精密度参考品，结果符合国家/国际参考品的要求；或检测企业精密

度参考品，结果符合企业参考品的要求。 

灵敏度：检测国家/国际灵敏度参考品，结果符合国家/国际参考品的要求；或检测企业灵敏度参考

品，结果符合企业参考品的要求。 

6.2.6 稳定性 

6.2.6.1 实时稳定性 

将三批次试剂盒在相应储存条件下进行保存，在保存期限内不同时间进行抽取，对参考品进行检测，

检测结果应符合6.2.5中参考品检测要求。 

6.2.6.2 运输稳定性 

按照试剂盒保存条件要求测试相应保存条件下不同运输时间对试剂盒的影响，参考实际运输时间，

推荐测试3天、5天两个运输时间，以及运输后试剂盒储存在-18℃以下保存至效期的性能。通过对参考

品进行检测，检测结果应符合6.2.5中参考品检测要求。 

6.2.6.3 开封稳定性及冻融次数稳定性 

试剂盒要求-18℃以下保存，检测酶在冰盒上保存备用，检测反应液在室温融化开瓶，如此反复1次、

2次、3次、4次、5次后，通过对参考品进行检测，检测结果应符合6.2.5中参考品检测要求。 

7 试剂保存和使用要求 
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7.1 保存 

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）实时荧光PCR检测所用的相关试剂应在-18℃

以下的条件下避光冻存，在试剂盒有效期内使用。 

7.2 试剂使用要求 

7.2.1 除另有规定外，所有实验室使用到的试剂应为不含 DNA/RNA 酶的化学试剂。 

7.2.2 商品试剂盒应注明到货日期与开封日期，所有试剂应按规定要求进行存放。 

7.2.3 实验室所有自配试剂应标明试剂名称、试剂浓度、配制日期、储存条件、有效期、配制人员等
信息。 

7.2.4 不适合采用高压灭菌的试剂应进行过滤除菌，其余试剂应高压灭菌后使用。 

7.2.5 样本应避免反复冻融，提取后的样本 RNA需立即进行实验以避免降解。 

7.2.6 实验用水应符合 GB/T 6682 的要求。 

8 试剂盒标识和说明书要求 

8.1 包装标识 

包装完整、无破损，包装标识清晰、规范、齐全。包装标识应该包括以下内容： 

a)产品名称：通用名称，商品名称； 

b)包装量：至少注明可测试的样本数； 

c)产品批号：用字母或数字注明该批次产品的批号，以便能够追溯其生产记录； 

d)储存条件：注明产品的储存条件：如-18℃以下保存； 

e)有效期：注明在储存条件下的有效期； 

f)生产企业：注明生产厂商的名称和地址； 

g)注意事项：比如产品适用范围、不同批次之间组分禁止混用或其它使用中应注意的事项； 

h)使用目的：尽可能通过产品的名称说明使用目的。注明“体外诊断用”。 

8.2 指导性文件 

根据GB/T 37871-2019 中6.2有关规定，试剂盒中应包含使用说明书或等同指导性文件。文件内容应

包括但不限于以下内容： 

a) 应明确试剂盒针对的用户； 

b) 试剂盒的应用范围； 

c) 对检测结果的表述与理解：说明如何表述检测结果； 

d) 操作指南：明确检测要求的样本类型、检测步骤，包括完整的试验操作程序； 

e) 注意事项：包括安全提示、废弃物处理、可能存在危害的操作步骤； 

f) 质量合格证书； 

g) 其他告知客户的事项。 

8.3 溯源性文件 

根据GB/T 21415-2008中第8条和GB/T 37868-2019中有关规定，试剂盒中主要组分的标称特性值和

量值应有溯源性，并在文件中进行描述。 
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9 质量评价报告 

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒2（SARS-CoV-2）核酸qRT-PCR检测试剂盒的质量报告应包含

RNA提取纯化、检出限、精密度、特异性、参考品的验证、试剂稳定性、试剂保存和使用要求、试剂盒

包装标识和说明书要求等内容，并且全部结果应符合相应指标要求。 

 

 

 _________________________________ 


