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《恒温扩增核酸分析仪校准规范》 

编制说明 

一、任务来源 

根据国家市场监督管理总局国家计量技术法规制修订文件（见市监计量发

[2021] 50 号），上海市计量测试技术研究院、中国计量科学研究院、江苏省计

量科学研究院、南京市计量监督检测院、上海速创诊断产品有限公司共同承担《恒

温扩增核酸分析仪校准规范》的制定工作，归口单位为全国生物计量技术委员会。 

二、规范制定的必要性 

核酸恒温扩增技术是利用特殊的扩增酶和引物，实现在恒温条件下目标

DNA 分子扩增，从而实现高灵敏度的检测。常见的核酸恒温扩增技术有：环介

导恒温扩增（LAMP）、重组酶聚合酶扩增（RPA）、滚环恒温扩增（RCA）、

核酸序列扩增法（NASBA）以及链置换恒温扩增等。以 LAMP 为例，它是依赖

于一种具有链置换特性的 DNA 聚合酶(如 Bst 酶)，一般是利用 1 对外引物（F3

／B3）和 1 对内引物（FIP／BIP）与靶基因的 6 个不同区域退火杂交，使产物

自我配对形成一种特殊的哑铃状结构，再通过内引物与哑铃状结构的互补配对引

发指数级扩增。在 60 ℃～65 ℃等温条件下扩增靶序列，可在 1 h 内实现对目标

核酸靶序列指数级(109～1010)扩增，比 PCR 高出 1～2 个数量级，具有很高的扩

增效率。扩增区域由 4～6 条引物识别，比传统 PCR 具有更高的特异性。核酸恒

温扩增技术是扩增反应的全过程均在同一温度下进行，不同于 PCR 反应需要经

历几十个温度变换的循环过程，故反应时间大大缩短，在即时、快速现场检测方

面具有重要的应用价值。例如在新冠病毒核酸检测领域，有多项技术为新冠疫情

控制做出了重要贡献：我国成都博奥晶芯生物研制的六项呼吸道病毒核酸检测试

剂盒（恒温扩增芯片法）（国械注准 20203400178）用于新型冠状病毒快速检测，

在 1.5 个小时就能完成所有检测；杭州优思达生物技术有限公司研制的新型冠状

病毒 2019-nCoV 核酸检测试剂盒（恒温扩增 -实时荧光法）（国械注准

20203400241）也采用了恒温扩增技术；上海仁度生物科技有限公司开发的新冠

病毒 2019-nCoV 核酸检测试剂（国械注准 20203400300）,采用 RNA 特异靶标捕
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获和转录介导的恒温扩增实时检测技术，在一个反应管中自动化完成核酸提取、

扩增步骤，90 分钟可出结果，并可实现连续并行检测，提升检测效率等。 

随着核酸快速检测需求的提升，恒温扩增核酸分析仪产品应用逐渐普及，涉

及到国内外多个生产厂家，如美国 Agdia 恒温扩增新型冠状病毒核酸检测仪用于

新冠病毒的快速检测、日本 LT-16alpha、上海速芯生物 MA2000 及 MA2000plus

用于非洲猪瘟的快速检测等、北京博奥生物晶芯 RTisochipTM-W 等用于新生儿

耳聋基因筛查、西安天隆 Gentier 48S 系列、广州国凯 GK10091、北京金博特

GPT-L08、深圳芬析仪器生产的非洲猪瘟病毒荧光等温扩增检测仪、广州迪澳

Deaou 系列等。与需要温度循环的 PCR 扩增仪相比，恒温扩增核酸仪的温度控

制更容易实现。所以，恒温扩增核酸仪更简单，更便宜，加热耗能更少。仪器生

产厂家通过与相应的配套试剂结合使用，广泛应用于医学诊断、生命科学、食品

安全、农产品检测及畜牧水产等众多领域。 

随着恒温扩增方法的快速发展，随之而来的计量溯源需求也就越来越迫切，

急需开展计量校准方法研究，为产品质控和结果溯源做好技术支撑。然而，国内

外尚无通行的恒温扩增核酸分析仪计量校准方法，我国尚未出台有关恒温扩增核

酸分析仪的检定规程或者校准规范，为了提高和保证恒温扩增荧光核酸分析仪分

析结果的准确性，实现各品牌型号的恒温扩增核酸分析仪的检测结果的可比性，

急需根据恒温扩增核酸检测仪的原理与技术特性，研究其技术指标和校准方法，

来公正地评价仪器的各项性能指标，保障我国恒温扩增核酸分析仪测量结果的准

确可靠性。 

三、《恒温扩增核酸分析仪校准规范》制定过程 

1、2019 年 1 月至 2020 年 11 月，校准规范起草单位组织相关技术人员对国内市

场上主流品牌的恒温扩增核酸分析仪的工作原理及技术参数进行了调研，对不同

品牌测量仪器的计量性能变化有了深入的了解，并初步对恒温扩增核酸分析仪的

校准方法进行了研究和讨论，为校准规范的制定积累了丰富的经验。 

2、2021 年 12 月，由上海市计量测试技术研究院牵头向全国生物计量技术委员

会申报了《恒温扩增核酸分析仪校准规范》的起草工作，并进行了立项答辩。 

3、2021 年 7 月，国家市场监管总局办公厅批准全国生物计量技术委员关于《恒
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温扩增核酸分析仪校准规范》的立项。上海市计量测试技术研究院和中国计量科

学研究院作为主要起草单位，江苏省计量科学研究院、南京市计量监督检测院、

上海速创诊断产品有限公司参加起草，项目正式启动。上海市计量测试技术研究

院迅速抽调专业技术人员成立规范制定起草团队，全面落实编制工作。起草团队

认真制定了详细的编制计划、实施步骤、经费计划、实验方案等。 

4、2021 年 7 月至 12 月，起草团队认真查阅国内外相关行业标准和文献等资料，

对恒温扩增核酸分析仪的使用情况、主要原理、性能指标等进行了全面调研。 

5、2022 年 1 月，起草团队就规范的架构设定、校准项目、具体指标等广泛听取

了仪器生产厂家和相关领域专家的建议和意见。同时，起草团队申请立项了上海

市市场监督管理局科研项目《恒温扩增核酸测量的计量溯源研究》（2022-12），

为规范的制修订提供了经费支持。 

6、2022 年 6 月至 2023 年 2 月，起草团队到上海速创诊断产品有限公司、上海

伯杰医疗科技股份有限公司、上海仁度生物科技有限公司、杭州优思达生物技术

有限公司等 10 多家单位做现场实验，对测量数据进行分析和处理，分析判断实

验方案的可行性，排除不符合要求的试验方法，再制定新的试验方法和改进意见，

形成《恒温扩增核酸分析仪校准规范》（征求意见稿）。 

7、2023 年 3 月至 5 月，起草团队将形成的《恒温扩增核酸分析仪校准规范》（征

求意见稿），发送至相关生产及使用单位、科研院校等单位及相关专家，广泛征

求意见。起草团队根据专家意见，对《恒温扩增核酸分析仪校准规范》（征求意

见稿）进行修改和完善，形成送审稿。 

四、规范制定的主要技术依据与原则 

（一）、技术依据 

《恒温扩增核酸分析仪校准规范》的制定参考了 GB/T 41407《微流控芯片核

酸恒温扩增仪技术要求》、JJF 1030《恒温槽校准规范》、JJF 1527《聚合酶链式

反应分析仪校准规范》、JJF 1001《通用计量术语及定义》和 JJF 1059.1《测量

不确定度评定与表示》等标准，按照 JJF 1071《国家计量校准规范编写规则》的

要求编制。 
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（二）、原则 

1、构架 

根据 JJF 1071《国家计量校准规范编写规则》的要求，本规范构架上包括封

面、扉页、目录、引言、范围、引用文件、概述、计量特性、校准条件、校准项

目和校准方法、校准结果的表达、复校时间间隔、附录等几个部分。 

2、术语与计量单位的选择 

术语和计量单位、计量特性、通用技术要求与校准项目和校准方法，原则上

与 JJF 1071《国家计量校准规范编写规则》和 JJF 1001《通用计量术语及定义》

保持一致。 

3、计量特性确定原则 

根据恒温扩增核酸分析仪的结构特点以及该仪器在实际中的应用和仪器生

产厂家提供的信息，确定恒温扩增核酸分析仪的计量特性；计量特性的确定过程

中也参照了现行有效的JJF 1527-2015《聚合酶链式反应分析仪校准规范》的计量

特性，以及国家推荐标准GB/T 41407-2022《微流控芯片核酸恒温扩增仪技术要

求》中的仪器性能要求。 

由于恒温扩增核酸分析仪绝大部分用来定性检测，并且通过实验发现各家仪

器样本检测线性不佳，因此选用样本最低检测限而不用样本线性来评价仪器性

能。计量特性最终确认为温度示值误差、温度均匀度、温度稳定性、平均升温速

率、样本浓度重复性、样本最低检测限、光强度检测重复性、光强度检测线性。 

4、校准用仪器及标准物质选择的原则 

根据选择的计量特性，规范中给出了不同的计量器具。 

针对温度性能，GB/T 41407-2022《微流控芯片核酸恒温扩增仪技术要求》

中仪器控温精度规定不大于 0.5 ℃，选择的温度校准装置测量不确定度应≤

0.1 ℃，测温范围为（0~120）℃，考虑到多通道的温度均匀度测量，最好选择由

若干个（通常为 3 个、5 个、7 个）精密温度传感器和数据采集分析模块组成

的温度测量装置，并且经计量检定合格。 

对于核酸标准物质的选择，应该根据被校准仪器的恒温扩增原理选择合适的
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国内外有证核酸标准物质，并且特性量值满足校准需求，一般核酸标准物质的特

性量值相对扩展不确定度小于或等于 15%（k=2）。 

对于荧光标准物质的选择，应该根据被校准仪器的激发/发射波长选择合适

的荧光标准物质。 

五、规范制定说明 

《恒温扩增核酸分析仪校准规范》共分为封面、扉页、目录、引言、范围、

引用文件、术语、概述、计量特性、校准条件、校准项目和校准方法、校准结果

的表达、复校时间间隔、附录。其中，封面、扉页和目录三个部分根据 JJF 1071

《国家计量校准规范编写规则》撰写。 

（一）、范围 

本规范适用于离心管式载体和微流控芯片载体的恒温扩增核酸分析仪的校

准。本规范不适用于周期性变温的聚合酶链反应类扩增仪。 

（二）、引用文件 

《恒温扩增核酸分析仪校准规范》主要参考了JJF 1527《聚合酶链式反应分析

仪校准规范》和GB/T 41407《微流控芯片核酸恒温扩增仪技术要求》，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

新版本适用于本规范。 

（三）、术语 

本部分给出了恒温扩增和指数级扩增拐点时间的定义和解释。 

（四）、概述 

本部分主要对恒温扩增核酸分析仪的仪器组成和工作原理进行了简要介绍。 

恒温扩增核酸分析仪是由控制系统、电源系统、温控系统和检测系统等组成

的测量系统的简称，基于核酸恒温扩增原理，在模板、聚合酶、引物等存在的条

件下，借助一固定的扩增高温进行核酸序列的特异性扩增，通过光学系统把激发

光汇聚在待测核酸恒温扩增样品上，同时通过光学元件将待测样品中核酸序列特

异性扩增产物产生的发射光（荧光或浊度引起的光强变化）接收，成像在 CCD、

CMOS、PMT、光电池、光电二极管和其它光电转换的探测器上，生成模拟信号
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或数字信号及数据文件，便于进行核酸恒温扩增过程的动态监测与实时光强变化

信号分析。 

（五）、计量特性 

在计量特性部分，主要针对恒温扩增核酸分析仪的特点，选择一定数量的、

不同型号的仪器进行试验测试。通过分析在一定数量、具有代表性的不同型号、

不同厂家生产的恒温扩增核酸分析仪实验数据的基础上，综合恒温扩增核酸分析

仪在实际应用中的主要功能和性能指标，考虑其具体应用的要求，确定了《恒温

扩增核酸分析仪校准规范》中的计量特性。包括：温度示值误差、温度均匀度、

温度稳定性、平均升温速率、样本检测重复性、样本最低检测限、光强度检测重

复性、光强度检测线性。 

（六）、校准条件 

本部分主要规定了恒温扩增核酸分析仪校准时需要满足的、对校准结果有影

响的环境条件和标准物质。环境条件包括：温度：（15~30）℃；相对湿度：20%~ 

85%；电源电压：电压（22022）V，频率（501）Hz；为保证仪器的稳定性，

仪器开机后预热时间不少于 10min。 

标准物质，校准时应采用国内外有证核酸标准物质，其特性量值满足校准需

求。 

（七）、校准项目和校准方法 

以下校准项目应在恒温扩增核酸分析仪经过开机预热、仪器达到正常工作条

件后进行，校准前应当确保仪器工作状态正常，参照附录 A 进行校准原始数据

记录。 

7.1 温度示值误差 

一般选择仪器常用的恒温扩增温度作为校准点。 

使用温度测量装置，将温度传感器固定在恒温扩增核酸分析仪的加热模块

上，温度传感器均分布，保证温度传感器与加热模块贴合紧密，对于不同加热模

块的仪器，可根据实际情况均匀选取测量点，测温点数选取规则如下，恒温扩增

核酸分析仪孔位数 48 位-96 位，测温点选 7 个；孔位数 8 位-48 位，测温点选 5

个；孔位数 8 位及以下的，测温点选 3 个。 
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设定仪器的温度，稳定 3min 及以上，待温度稳定后，读取测温点的温度值，

温度示值误差校准结果按公式（1）和（2）计算：  

∆𝑇d = 𝑇s − 𝑇c̅                        （1） 

𝑇c̅ =
1

n
∑ 𝑇𝑖
𝑛
𝑖=1                        （2） 

式中：  

∆𝑇d—温控装置工作区域内温度示值误差，℃；  

𝑇s—温控装置工作区域内设定温度值，℃；  

𝑇c̅—所有测温传感器测量值的平均值，℃；  

𝑇𝑖—设定温度点，稳定时间不少于 10 s 期间的第 i个温度传感器记录值，℃。  

7.2 温度均匀度 

仪器温度设定为常用的恒温扩增温度时工作区域的温度均匀性。 

温度均匀度校准结果按公式（3）计算： 

∆𝑇u = 𝑇max − 𝑇min                         （3） 

 

式中：  

∆𝑇u—温度均匀度，℃；  

𝑇max—所有测温传感器测定值的最大值，℃；  

𝑇min—所有测温传感器测定值的最小值，℃。 

 

7.3 温度稳定性 

仪器温度设定为常用的恒温扩增温度，待仪器温度稳定后，测量 10 min，隔

1 min 记录一次所有测温点温度传感器测量平均值，这些平均值极差的一半，冠

以±号表示温度的稳定性。 

温度稳定性校准结果按公式（4）计算： 

∆𝑇w = ±
1

2
（�̅�max − �̅�min）                         （4） 

 

式中：  

∆𝑇w—温度稳定性，℃；  

�̅�max—所有测温传感器测定值的最大值，℃；  
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�̅�min—所有测温传感器测定值的最小值，℃。 

7.4 平均升温速率 

参照恒温扩增核酸分析仪说明书设定该仪器的温度控制程序，启动温度校准

装置，记录从 30℃到仪器常用的恒温扩增温度点的整个数据采集过程并保存。 

平均升温速率结果按公式（5）计算： 

𝑉UT =
𝑇𝐵−𝑇𝐴

t1
                        （5） 

式中： 

VUT—平均升温速率，℃/s； 

𝑇𝐴—30 ℃温度点测量值，℃； 

𝑇𝐵—恒温扩增温度点测量值，℃； 

𝒕𝟏—从𝑇𝐴到𝑇𝐵的时间，s。 

7.5 样本检测重复性 

将核酸样本稀释到一定浓度，按照说明书进行恒温扩增，重复测量 6 次，记

录其指数级扩增拐点时间，按公式（6）计算其重复性。 

𝑅𝑆𝐷c = √∑ （C𝑖−C̅）
𝑛
𝑖=1

𝑛−1
×

1

x̅
× 100%               （6） 

 

式中： 

RSDc—指数级扩增拐点时间相对标准偏差，以百分数表示； 

C𝑖—第 i 次样本指数级扩增拐点时间的测定值； 

C̅—6 次样本或者指数级扩增拐点时间的平均值。 

7.6 样本最低检测限 

对核酸样本进行扩增，重复检测 6 次，得到完整指数级扩增荧光信号检测曲

线的最低核酸模板浓度，即为样本最低检测限。 

7.7 光强度检测重复性 

将荧光（或浊度）标准物质稀释到合适浓度，重复测量 6 次，记录其通道的

光强度值，按公式（7）计算通道光强度重复性。 

𝑅𝑆𝐷I = √∑ （I𝑖−I̅）
𝑛
𝑖=1

𝑛−1
×

1

I̅
× 100%               （7） 

 

式中： 
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RSDI—光强度相对标准偏差，以百分数表示； 

I𝑖—第 i次光强度的测定值； 

I—̅6 次光强度的平均值。 

7.8 光强度检测线性 

以系列稀释的荧光（或浊度）标准物质（至少 5 个）测得的光强度与稀释倍

数进行线性回归，计算其线性回归系数 r。 

（八）、校准结果表达 

本部分规定了恒温扩增核酸分析仪校准结果表达的格式、内容等进行了具体

的描述和规定。 

（九）、复校时间间隔 

本部分规定了恒温扩增核酸分析仪复校时间间隔建议不超过 1 年。 

（十）、附录 

本部分主要对校准记录参考格式、校准证书内页推荐格式、温度示值误差校

准结果的不确定度评定模型进行了具体的描述和规定。 

 

《恒温扩增核酸分析仪校准规范》制定起草小组 

    2023 年 02 月 
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