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引 言 

JJF 1071-2010《国家计量校准规范编写规则》、JJF 1001-2011《通用计量术

语及定义》、JJF 1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》、JJF 1094-2002《测

量仪器特性评定》，共同构成支撑本校准规范制订工作的基础性系列规范。 

本规范参考了 JJF1752-2019《全自动封闭型发光免疫分析仪国家规范》、

YY/T 1533-2017《全自动时间分辨荧光免疫分析仪》、YY/T 1304.1-2015《时间

分辨荧光免疫检测系统 第 1 部分：半自动时间分辨荧光免疫分析仪》、YY/T 

1304.2-2015《时间分辨荧光免疫检测系统 第 2 部分：时间分辨荧光免疫分析定

量测定试剂（盒）》。 

本规范为首次发布。 
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时间分辨荧光免疫分析仪校准规范 

1  范围 

本校准规范适用于时间分辨荧光原理的免疫分析仪。 

2  引用文件 

本规范引用下列文件： 

JJF1752-2019《全自动封闭型发光免疫分析仪国家规范》 

YY/T 1533-2017《全自动时间分辨荧光免疫分析仪》 

YY/T 1304.1-2015《时间分辨荧光免疫检测系统 第 1 部分：半自动时间分辨荧光免疫

分析仪》 

YY/T 1304.2-2015《时间分辨荧光免疫检测系统 第 2 部分：时间分辨荧光免疫分析定

量测定试剂（盒）》 

凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本校准规范；凡是不注日期的引用文

件，其最新版本（包括所有修改单），适用于本校准规范。 

3  概述 

时间分辨荧光免疫分析仪是一种采用非放射性同位素免疫分析技术的体外微量分析

仪器。根据标记物的荧光光谱的特点，通过延缓测量时间，排除标本中非特异性荧光的干

扰，达到准确定量分析的目的。仪器通常采用稀土金属铕离子（Eu3+）作为示踪物，标记

蛋白质、多肽、激素、抗体、核酸探针或生物活性细胞，实现待测物的荧光定量检测。该

仪器广泛用于医院、防疫站、生物制品及科研院校等部门，用于蛋白质和多肽激素、半抗

原、病原体抗原抗体、肿瘤标志物分析、干血斑样品、核酸及天然杀伤细胞的活力等方面

的测定，是临床体外诊断检测中常用仪器。 

时间分辨荧光免疫分析仪分全自动和半自动两种模式。全自动由样本加注模块、微板

搬运模块、振荡孵育模块、洗板模块、试剂加注模块、时间分辨荧光检测模块和控制系统

组成。半自动时间分辨荧光免疫分析仪与全自动相比，没有样品自动处理模块，主要由光

源、样品池、滤光系统、信号光接收透镜组、光电检测系统组成。 

 

https://baike.baidu.com/item/%E8%9B%8B%E7%99%BD%E8%B4%A8/309120
https://baike.baidu.com/item/%E5%A4%9A%E8%82%BD%E6%BF%80%E7%B4%A0/6432988
https://baike.baidu.com/item/%E8%82%BF%E7%98%A4%E6%A0%87%E5%BF%97%E7%89%A9/2278026
https://baike.baidu.com/item/%E6%A0%B8%E9%85%B8/530683
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图 1 全自动时间分辨荧光免疫分析仪结构图 

 

图 2 半自动时间分辨荧光免疫分析仪结构图 

4  计量性能要求 

计量性能要求见表 1。 

表 1 计量特性要求 

5  校准条件 

5.1  环境条件 

5.1.1 环境温度：(10~30)℃ 

5.1.2 相对湿度：≤70% 

5.1.3 室内应具备良好的防尘措施，仪器远离震动、电磁干扰。 

5.2  校准用标准物质、试剂及装置 

校准项目 技术要求 全自动 半自动 

检测限 ≤10-12 mol/L + + 

线性 r≥0.99 + + 

重复性 ≤3% + + 

稳定性 ±10% + + 

温度准确度和波动度 
温度准确度：±1.5℃ 

温度波动度：±1.5℃ 
+ - 

临床项目示值误差 ±10% + + 

临床项目重复性 ≤15% + + 

携带污染率 
±3%（高低值相差三个数量级以上） 

±5%（高低值相差两个数量级） 
+ - 

注：+为校准项目，-为非校准项目，计量特性条文中给出的技术指标不是用于合格性判定，仅供参考。 
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5.2.1 标准物质 

铕单元素溶液国家有证标准物质，相对扩展不确定度不大于 2%(k=2)。具体配制方法

可参考附录 A。 

临床项目校准可选用甲胎蛋白、雌三醇、人胰岛素等有证标准物质，相对扩展不确定

度不大于 5%(k=2)。标准物质的选择原则参照附录 B。 

5.2.2 试剂 

配套体外诊断试剂盒。 

5.2.3 校准装置 

荧光特性校准可选用含有不同浓度金属铕（Ex=340 nm、Em=614 nm）溶液或与其浓度

等效的时间分辨荧光校准用标准板，相对扩展不确定度不大于 5%(k=2)。 

数字温度计：测量范围（0~100）℃，最小分度 0.1℃。 

电子天平：分度值不低于 0.1 mg，I 级合格。 

容量瓶、移液管：A 级合格。 

6  校准项目和校准方法 

6.1  检测限 

采用有证标准物质参考附录 A 方法配制 10-12mol/L 铕标准液和增强液各 2 份，或使用

与其浓度等效的时间分辨荧光校准用标准板，分别在仪器上连续测 10 次，分别计算 2 份

样品的荧光平均值 EUX 、 ESX 以及测量结果标准差 EUs 、 ESs ，设置置信因子为 2.58，当

式(1)成立，即检测限不大于 10-12mol/L。 

EU ESEU ES-2.58 -2.58X s X s                           (1) 

式中： 

EUX —10-12mol/L 铕标准液(Eu3+)的荧光均值； 

ESX —增强液的荧光均值； 

EUs —10-12mol/L 铕标准液(Eu3+)的荧光强度标准偏差； 

ESs —增强液的荧光强度标准偏差。 

6.2  线性 

采用有证标准物质参考附录 A 方法配制标准溶液，或使用与其浓度等效的时间分辨荧
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光校准用标准板，在低值至高值范围内，选取至少 5 个浓度梯度的标准溶液进行测量，重

复测量 3 次，取其平均值。将各标准铕浓度对数值( iX )与荧光对数值( iY )进行线性回归，

按公式(2)~公式(5)计算线性相关系数 r ： 

2

2

xx

X
S X

n
= −


                                   (2)

 

2

2

yy

Y
S Y

n
= −


                                    (3)

 

xy

XY
S XY

n
= −


                                   (4)

 

xy

xx yy

S
r

S S
=                                       (5)

 

式中： 

X —每个水平的铕标准物质浓度对数值； 

Y —每个水平的铕标准物质荧光对数值3次测量平均值； 

n —标准物质浓度水平的个数； 

r —线性相关系数。 

6.3  重复性 

采用合适的标准溶液，或使用与其浓度等效的时间分辨荧光校准用标准板，连续测量

6 次，计算测得荧光值的相对标准偏差作为重复性的表征，如公式(6)所示。 

2

1
,1

( )
1

100%
1

n

i

i
rel

y y

s
n y

=

−

=  
−



                                
(6) 

式中： 

,1rels —荧光性能测量相对标准偏差，%； 

iy —第 i 次测量结果； 

y —6 次测量结果的平均值； 

n —测量次数。 

6.4  稳定性 
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待分析仪开机处于稳定工作状态后，取适中的荧光标准溶液或使用与其浓度等效的时

间分辨荧光校准用标准板，连续测量 10 次，计算测定结果的平均值，过 4 h、8 h 后分别

再上机重复测试 10 次，计算测定荧光的平均值，以第 1 次的测定结果作为基准值，按式(7)

计算相对偏移以表示稳定性(α，%)： 

1

1

100%ny y

y


−
= 

                                
(7) 

式中： 

 —稳定性； 

ny —第 4 h、8 h 测定的均值； 

1y —初始测定值的平均值。 

6.5  温度准确度与波动度 

在每个孵育舱中布一个测温点，待孵育系统内温度稳定后进行测量，每隔 2 分钟记录

一次，每个孵育舱各记录 10 次，各测量点温度实测值为 10 次测量的平均值，孵育系统温

度准确性 dt 按公式（8）计算： 

Sd ttt −=                                    (8) 

式中： 

dt —孵育系统温度准确度，℃； 

t —每个孵育舱所有测温点的温度实测平均值，℃； 

St —仪器设定的温度值，℃。 

 孵育舱温度波动度：在仪器稳定状态下，对各孵育舱连续测量 10 min(每 1 min 记录

一次)，实测最高温度和最低温度温差的一半，冠以“±”，如公式（9）计算，取全部测量

点中温度变化量最大值作为温度波动度校准结果。 

                       max minmax[( ) / 2]f j jt t t =  −                      (9) 

式中： 

ft —温度波动度，℃； 

maxjt —测量点 j 在 n 次测量中的最高值，℃； 
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minjt —测量点 j 在 n 次测量中的最低值，℃。 

6.6  临床项目示值误差 

示值误差的校准采用免疫分析仪配套检测试剂（含校准品与质控品）以及相应项目具

有互换性的国家有证标准物质。通常采用检测项目的校准点应包括 1 个低值点和 1 个高值

点，低值点和高值点至少相差一个数量级，且低值点和高值点应当覆盖客户要求的校准点

或校准区间，当客户要求时，也可进行单点校准。 

分别测量选定检测项目的校准点，每个校准点分别重复测量 3 次，计算 3 次测量结果

的平均值。根据公式(10)计算示值误差： 

sc c c = −
                                

(10) 

式中： 

c —示值误差； 

c —3 次测量结果平均值； 

sc —标准物质的认定值。 

测量结果的单位应与国家有证标准物质认定值的单位保持一致。 

6.7  临床项目检测重复性 

采用与仪器配套的检测试剂（含校准品与质控品），以相关项目国家有证标准物质作

为测量样本，在仪器上重复测量 6 次，按照公式(11)计算测量结果的相对标准偏差，以表

征临床项目检测重复性。 

2

1
2

( )
1

100%
1

n

i

i
rel

x x

s
n x

=

−

=  
−


,

                                
(11) 

式中： 

,2rels —临床项目测量相对标准偏差，%； 

ix —第 i 次测量结果； 

x —6 次测量结果的平均值； 

n —测量次数。 

6.8  携带污染率 

采用与仪器配套的检测试剂（含校准品与质控品），选取合适临床项目标准物质的
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低值和高值为测量样本进行交替测量，低值和高值的浓度至少相差两个数量级，先对

低值样本重复测量 4 次，接着对高值样本重复测量 4 次，再对低值样本重复测量 4 次，

获得 2 组低浓度测量值和 1 组高浓度测量值，然后按照公式(12) 和公式(13) 将每相邻

的两组数值进行计算，得到低浓度到高浓度的携带污染率计算值
LHC 和高浓度到低浓

度的携带污染率计算值
HLC ，取两者最大值作为最终的携带污染率。 

2 3 4 1
LH

2 3 4 12 13 14

( ) / 3
100%

( ) / 3 ( ) / 3

H H H H
C

H H H L L L

+ + −
 = 

+ + − + +
                 (12) 

21 22 23 24
HL

2 3 4 22 23 24

( ) / 3
100%

( ) / 3 ( ) / 3

L L L L
C

H H H L L L

− + +
 = 

+ + − + +
                 (13) 

式中： 

LHC —从低浓度到高浓度的携带污染率，%；
 

HLC —从高浓度到低浓度的携带污染率，%； 

11L
，…， 14L —第一组低浓度的测量值； 

1H
，…， 4H —第一组高浓度的测量值； 

21L
，…， 24L —第二组低浓度的测量值。 

7  校准结果的表达 

校准记录应详尽地记载测量数据和计算结果，推荐的校准记录检附录 C。示值误差测

量结果的测量不确定度按照 JJF1059.1 的要求评定，不确定度评定示例见附件 E。经校准后

的时间分辨免疫荧光分析仪应出具校准证书，校准证书应符合 JJF1071-2010中 5.12的要求。 

8  复校时间间隔 

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，送校单位可根据实际使用情况自主决定复校时间间隔，建议复校时间间隔为

1 年。
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附录 A           

荧光性能校准用标准物质的配制 

A.1 试剂  

A.1.1 铕单元素溶液国家二级或以上有证标准物质；  

A.1.2 纯水：新鲜制备，符合 GB/T 6682-2008 一级水规格要求；  

A.1.3 增强液：时间分辨荧光免疫分析仪的配套试剂。  

A.2 设备与器材  

使用的设备与器材须经计量部门检定或校准。  

A.2.1 天平：检定分度值不低于 0.1 mg，合格；  

A.2.2 玻璃量器：容量瓶（10 mL、100 mL），单标线吸量管（0.1 mL、1 mL），A 级合

格；  

A.2.3 可调移液器：100 μL，合格。  

A.3 空白溶液的配制  

在(20±3)℃下，取 100 µL 纯水于 10 mL 容量瓶中，增强液定容，混合均匀，即可得

到空白溶液。  

A.4 铕工作标准溶液的配制  

在(20±3)℃下，用天平准确称取所需的铕单元素溶液标准物质于 100 mL 容量瓶中，

纯水定容，混合均匀，配制成浓度为 1×10-4 mol/L 的铕溶液母液。使用 10 mL 容量瓶， 按

下表配制系列铕溶液：  

编号 铕浓度 （mol/L） 配制方法 

A1 1×10-6 吸取 0.1 mL 母液，纯水定容至 10 mL 

A2 1×10-7 吸取 1 mL A1，纯水定容至 10 mL 

A3 1×10-8 吸取 1 mL A2，纯水定容至 10 mL 

A4 1×10-9 吸取 1 mL A3，纯水定容至 10 mL 

A5 1×10-10 吸取 1 mL A4，纯水定容至 10 mL 

分别取 100 µL 系列铕溶液于 10 mL 容量瓶中，增强液定容，混合均匀，即可得到浓

度分别为 1×10-8、1×10-9、1×10-10、1×10-11、1×10-12 mol/L 的工作标准溶液。  

工作标准溶液应现配现用。可根据实际情况参考以上方法配制其他浓度梯度标准溶

液。 
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附录 B           

临床项目校准用标准物质的选择原则 

B.1 标准物质的选择 

人胰岛素、游离雌三醇或甲胎蛋白等有证标准物质不可获得或客户要求时，可选择其

他检验项目的有证标准物质进行校准。 

B.2 校准示值误差的标准物质 

校准示值误差的标准物质应具有互换性*，由于免疫分析存在基质效应，校准示值误

差时不建议将有证标准物质稀释使用，否则可能影响互换性。 

*互换性指对于给定标准物质的规定量，由两个给定测量程序所得到测量结果之间关系与另一个制

定物质所得测量结果之间关系一致程度表示的标准物质特性。[JJF 1001-2011，定义 8.16] 

B.3 校准临床项目重复性、携带污染率的标准物质 

校准重复性、携带污染率时可采用高纯有证标准物质按照重量-容量法配制校准溶液，

但此时应当考虑配制过程中引入的不确定度；用于携带污染率校准的两个标准物质浓度应

至少相差一个数量级。
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附录 C   

校准原始记录格式 

(推荐性表格) 

送检单位  

仪器名称  制 造 厂  

型号规格  出厂编号  

温度  湿度  

原始记录号  校准时间  

校准员  核验员  

一、检测限 

测量 

时间 

检测结果 
nX  s  

1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 

Eu(3+)             

空白             

结论 
EU EU-2.58X s      0 0-2.58X s      

二、线性 

标准物质 
测定值 

平均值 标准值 线性相关系数 
1 2 3 

1      

 

2      

3      

4      

5      

三、重复性 

测量次数 1 2 3 4 5 6 重复性% 

测量结果        

四、稳定性 

测量 

时间 

检测结果 
nx  α 

1 2 3 4 5 6 7 8 9  10 

1x              

4x              

8x
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五、温度准确性及波动性 

次数 指示温度(℃) 
实   测   值 (℃ ) 

1 2 3 4 5 最大值-最小值 

1        

2        

3        

4        

5        

6        

7        

8        

9        

10        

平均值       

温度波动(30 min)： 

温度偏差： 

六、示值误差 

标准物质 测定值 平均值 标准值 示值误差 

低值 

 

    

 

高值 

 

    

 

七、临床项目检测重复性 

测量次数 1 2 3 4 5 6 重复性% 

测量结果        

八、携带污染率 

浓度 1 2 3 4 携带污染率% 

低
 

    / 

高
 

    
LHC =

 

低
 

    
HLC =
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附录 D     

时间分辨荧光免疫分析仪校准证书内页格式 

证书编号 

Certificate No. 

 原始记录编号 

Record No. 

 

 

序号 校准项目 校准结果 

1 检测限  

2 线性  

3 重复性  

4 稳定性  

5 温度准确性及波动性  

6 示值误差  

7 临床项目重复性  

8 携带污染率  

 说明 

1. 示值误差校准结果的扩展不确定度：U=      ，k=2。 

2. 计算测量结果的扩展不确定度： JJF1059.1-2012 不确定度评定与表示。 
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附录 E 

示值误差不确定度评定示例 

 

E.1  概述 

本校准方法采用时间分辨荧光免疫分析仪测定有证标准物质，并与标准物质标称值进

行比对。 

E.2  数学模型 

sc c c = −
                                

(E.1) 

式中： 

c —示值误差； 

c —3 次测量结果平均值； 

sc —标准值。 

单位与标准物质标称值单位一致。 

E.3  方差和灵敏系数 

对公式 E.1 求偏导，则 

2 2 2 2

1 2 s( ) ( ) ( )u c c u c c u c = +             （E.2） 

其中，灵敏系数 1=1c ， 2 =1c  

2 2

s( ) ( ) ( )u c u c u c = +                  （E.3） 

E.4  测量不确定度分量 

时间分辨荧光免疫分析仪示值误差的不确定度来源： 

(a) 标准物质的标准不确定度 s( )u c ； 

(b) 时间分辨荧光免疫分析仪测量重复性引入的标准不确定度 ( )u c 。 

下面以一次时间分辨荧光免疫分析仪校准为例具体分析其测量不确定度。临床项目采

用甲胎蛋白国家有证标准物质。在校准中甲胎蛋白标准物质 3 次测定的结果分别为 24.605 

IU/mL、26.672IU/mL、27.212IU/mL，该标准物质的标准值为(25.6±1.2) IU/mL(k=2)。 

E. 4.1  标准物质的标准不确定度 s( )u c  
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由标准物质引入的不确定度分量 s( )u c 可以根据标准物质证书提供的扩展不确定度

s( )U c 和包含因子 k 根据公式(E.4)计算： 

s
s

( )
( )

U c
u c

k
=                            （E.4） 

式中： 

s( )u c —标准物质引入的标准不确定度，IU/mL；  

s( )U c —标准物质证书提供的扩展不确定度，IU/mL； 

k—标准物质证书提供的包含因子。 

甲胎蛋白标准物质的标准值为(25.6±1.2) IU/mL(k=2)，则由标准物质引入的标准不确定

度分量： 

( )s
s

( ) 1.2
( ) = =0.6

2
IU/mL

U c
u c

k
=  

E.4.2  测量重复性引入不确定度分量 ( )u c  

选定一台时间分辨荧光免疫分析仪，对该甲胎蛋白标准物质连续测量 7 次，的得到一

组测量值：26.334 IU/mL、25.164 IU/mL、27.987 IU/mL、26.119 IU/mL、26.534 IU/mL、

25.911IU/mL、28.937IU/mL。 

则单次测量结果标准偏差： 

2( )

( ) 1.30(IU/mL)
1

n

i

i
i

x x

s x
n

−

= =
−


 

实际校准时在重复性条件下连续测量 3 次，以 3 次测量的算术平均值作为结果，则由

重复性引入的标准不确定度分量为： 

( )
( ) 1.30

= 0.751(IU/mL)
3

is x
u c

n
= =               (E.5) 

E.4.3  合成不确定度 cu  

2 2( ) ( ) 1.0(IU/mL)c su u c u c= +             (E.6) 

E.5  扩展不确定度 

取包含因 2k = ， 2.0(IU/mL)cU k u=    

 


