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《荧光酶标分析仪校准规范》（征求意见稿） 

编制说明 

 

一、任务来源 

根据《国家市场监督管理总局办公厅关于征集 2021 年国家计量技术规范制

修订和宣贯计划项目的通知》，由中国计量科学研究院牵头，联合广东省计量科

学研究院、南京市计量监督检测院、江苏省计量科学研究院、上海市计量测试技

术研究院、上海市质量监督检验技术研究院和黑龙江省计量检定测试研究院等 6

家单位申报《荧光酶标分析仪校准规范》的制定工作并获得批准立项。 

二、规范制定的必要性 

酶标仪是一种用途广泛的生物检验与体外诊断设备，广泛用于医院、防疫站、

生物制品等部门，用于临床检验、微生物学、流行病学、免疫学、内分泌学以及

农林科学等领域的定性与定量检测。在进行酶标记免疫分析时，根据酶催化底物

的不同，产生的物理信号变化也就不同。根据吸光度改变进行定性定量分析的，

称之为酶联标记免疫分析，使用能够测量吸光度变化的酶标分析仪进行测量；根

据底物产生的化学发光信号进行定性定量分析仪的，称之为化学发光酶联免疫分

析，使用能够测量发光信号强度的微孔板化学发光分析仪进行测量；根据底物产

生的荧光信号进行定性定量分析的，称之为荧光酶联免疫分析，需要使用能够测

量荧光信号强度的荧光酶标分析仪进行测量。与传统的酶联标记免疫分析相比，

化学发光酶联免疫分析和荧光酶联免疫分析通常具有更高的灵敏度。 

为了保证酶联免疫分析结果的准确可比，原质检总局已经于 2007 年颁布实

施了 JJG 861-2007《酶标分析仪》，对基于吸光度测定的酶标分析仪的计量特性

指标，如示值稳定性、示值误差、重复性、灵敏度、通道差异、波长准确度和重

复性等，规定了检定方法。随着荧光和化学发光酶标分析仪的应用，以及具有吸

光度、荧光和化学发光同时分析的多功能酶标分析仪的出现，荧光和化学发光酶

标分析仪的计量控制被提到日程上来。国家市场监督管理总局于 2020 年颁布实

施了 JJF 1849-2020《微孔板化学发光分析仪校准规范》，实现了微孔板化学发光

分析仪的计量控制。相关计量技术规范的起草制定，有效保证了相关仪器检测结

果的准确可靠。 
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到目前为止，仅剩荧光酶标分析仪尚未制定计量技术规范，使得荧光酶联免

疫分析成为计量控制上的一个“真空地带”，不利于检测结果的准确可比。因此，

起草制定荧光酶标分析仪的校准规范，将有助于填补这项空白，保证临床等领域

荧光酶联免疫分析结果的准确可靠。 

三、《荧光酶标分析仪校准规范》的制定过程 

1. 2021 年由中国计量科学研究院牵头，联合广东省计量科学研究院、南京市

计量监督检测院、上海市计量测试技术研究院、江苏省计量科学研究院、上海市

质量监督检验技术研究院和黑龙江省计量检定测试研究院等 6 家单位，向全国生

物计量技术委员会提交了《荧光酶标分析仪校准规范》的制定申请并获得批准立

项。 

2. 2021-2022 年规范制定任务下达后，由中国计量科学研究院牵头，成立了

规范起草小组。起草小组对国内外主要荧光酶标分析仪厂家、型号和使用情况等

做了调研，确定了规范拟测量的主要技术指标，并同步展开了相关的测试和验证

实验。 

3. 2023 年，起草小组完成《荧光酶标分析仪校准规范（征求意见稿）》。 

四、规范制定的主要技术依据及原则 

（一）依据 

 JJF 1071《国家计量校准规范编写规则》、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》共同构成支撑本规范制定工作的

基础性系列规范。校准方法及计量特性等主要参考了 JJG 537-2006《荧光分光

光度计》。 

（二）原则 

1、架构 

 根据 JJF 1071-2010 《国家计量校准规范编写规则》的要求，本规范架构上

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、校准结果表达、复校时间间隔、附录几个部分。 

2、计量特性确定原则 

根据荧光酶标分析仪的结构及特点、荧光酶标分析仪的检测目的等，确定荧

光酶标分析仪的计量特性；计量特性确定过程中也参照了现行有效的 JJG 537-

2006 荧光分光光度计，GB/T 32267-2015 分析仪器性能测定术语。 
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3、标准物质选则的原则 

考虑到荧光酶标分析仪检测目的和量值溯源传递的需求，选用了硫酸奎宁、

荧光素、罗丹明等标准物质，荧光酶标分析仪计量校准板、光纤光谱仪、标准汞

灯、板式光谱仪、板式荧光模拟器等计量标准器。 

五、规范制定说明 

《荧光酶标分析仪校准规范》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、校准结果表达、复校时

间间隔以及附录几个部分，根据 JJF 1071-2010《国家计量校准规范编写规则》撰

写。 

1、引言 

JJF 1071《国家计量校准规范编写规则》、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》共同构成支撑本规范制定工作的基础

性系列规范。校准方法及计量特性等主要参考了 JJG 537-2006《荧光分光光度计》。

本规范为首次发布。 

2、范围 

本规范适用于各类板式荧光酶标分析仪、多功能酶标分析仪中荧光分析模块

（不包含时间分辨荧光分析模块）的校准。 

3、引用文件 

本规范引用了 JJG 537-2006《荧光分光光度计》和 GB/T 32267-2015《分析仪

器性能测定术语》两个规范。 

4、概述 

荧光酶标分析仪是利用酶标记抗体等方式，进行免疫分析后，将没有荧光活

性的底物经过酶催化转化成具有荧光活性的标记物，在合适波长的激发光作用下

发出荧光，其荧光强度与被分析物的含量相关，通过检测荧光强度分析待测物的

仪器。荧光酶标分析仪一般由微孔板支架、温控装置、分光装置、光子检测装置、

电源部分、计算机及软件组成。仪器采用光电倍增管（PMT）检测单光子信号，

传输至放大器并经过模数转换后传输给电脑加以计算，得出检测结果。 

5、计量特性 

本规范选择了：激发波长示值误差、发射波长示值误差、重复性、线性和检

出限五个计量特性。 
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6、校准条件 

6.1 环境条件： 

6.1.1 环境温度：（10～30）℃。 

6.1.2 相对湿度：≤85%。 

注：若制造商为设备规定了工作温、湿度范围，则应在制造商规定的温湿度范围内试验。 

6.2 校准用的标准物质及其他设备 

6.2.1 荧光标准溶液 

根据仪器的荧光通道类型，选择具有合适发射和激发波长的荧光物质（硫酸

奎宁、荧光素、罗丹明等），配制为合适浓度的荧光标准溶液。 

6.2.2 荧光酶标分析仪计量校准板 

测量范围为 1%~100%，扩展不确定度不大于 5%（k=2）；输出光谱峰值波长

范围为（200~800）nm，也可根据仪器的波长范围选择其他合适波长范围的计量

校准板，最大允许误差±1nm。 

6.2.3 光纤光谱仪 

测量范围（200~800）nm，最大允许误差为±1nm。 

6.2.4 标准汞灯 

测量范围（250~900）nm，最大允许误差为±1nm。 

6.2.5 板式光谱仪 

波长测量范围（400~800）nm，最大允许误差±1nm。 

6.2.6 板式荧光模拟器 

输出光谱峰值波长范围（450~650）nm，最大允许误差±1nm；输出光亮度

可调节，10%~100%亮度范围内线性度不低于 0.999。 

注：可根据实际情况配备荧光酶标分析仪计量校准板、光纤光谱仪、标准汞灯、板式光

谱仪中的一种或多种标准器。 

7、 校准项目和校准方法 

 

7.1 激发波长示值误差 

对于滤光片式的荧光酶标分析仪，将滤光片从仪器激发光路侧卸下，放置在

光纤光谱仪的光路中，选择透射比扫描模式，从低于滤光片标称波长 20 nm 处开

始扫描，至高于滤光片标称波长 20 nm 处为止，通过软件读出峰值波长 wex，i，重

复三次取其平均值，根据式（1）计算激发波长示值误差。 
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对于光栅式分光的荧光酶标分析仪，选择合适的光纤及接头，连接激发光路

与光纤光谱仪，或将光纤接在开孔的酶标板上，从酶标分析仪控制软件上设置所

需校准的激发波长，在光纤光谱仪上选择光谱扫描模式，从低于设定激发波长 20 

nm 处开始扫描，至高于设定激发波长 20 nm 处为止，通过软件读出峰值波长 wex，

i，重复三次取其平均值，根据式（1）计算激发波长示值误差。 

也可以使用板式光谱测量仪进行测量。将板式光谱仪置于微孔板架上，从酶

标分析仪控制软件上设置所需校准的激发波长，从低于设定激发波长 20 nm 处开

始扫描，至高于设定激发波长 20 nm 处为止，通过板式光谱仪的软件读出峰值波

长 wex,i，重复三次取其平均值，根据式（1）计算激发波长示值误差。 

∆𝑤𝑒𝑥 = 𝑤𝑒𝑥 −
1

3
∑𝑤𝑒𝑥,𝑖

3

𝑖=1

(1) 

式中： 

exw ——激发波长示值误差，nm； 

exw ——激发波长滤光片标称值或激发波长设定值，nm； 

,ex iw ——第 i 次激发波长滤光片峰值波长测量值或激发光谱峰值波长测量值，

nm。 

 

7.2 发射波长示值误差 

对于滤光片式的荧光酶标分析仪，将滤光片从仪器发射光路侧卸下，放置在

光纤光谱仪的光路中，选择透射比扫描模式，从低于滤光片标称波长 20 nm 处开

始扫描，至高于滤光片标称波长 20 nm 处为止，通过软件读出峰值波长 wem，i，

重复三次取其平均值，根据式（2）计算发射波长示值误差。 

∆𝑤𝑒𝑚 = 𝑤𝑒𝑚 −
1

3
∑𝑤𝑒𝑚,𝑖

3

𝑖=1

(2) 

式中： 

emw ——发射波长示值误差，nm； 

emw ——发射波长滤光片标称值或设定值，nm； 

𝑤𝑒𝑚,𝑖——第 i 次发射波长滤光片峰值波长测量值，nm； 

 

对于光栅式荧光酶标分析仪，选择合适的光纤及接头连接低压汞灯标准光源

（或计量标准板）与荧光酶标分析仪的发射光路，打开低压汞灯（或计量标准板）
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至稳定，在校准点附近选择低压汞灯（或计量标准板）的一条或几条特征谱线。

在荧光酶标分析仪上选择发射光谱扫描模式，从低于汞灯标准波长（或计量标准

板）20 nm 处开始扫描，至高于汞灯标准波长（或计量标准板）20 nm 处为止，

通过软件读出峰值波长𝑤𝑒𝑚,𝑖，重复三次取其平均值，根据式（3）计算发射波长

示值误差。 

也可以使用板式荧光模拟器进行测量。将板式荧光模拟器置于微孔板架上，

控制其输出特定波长的标准光源。在荧光酶标分析仪上选择发射光谱扫描模式，

从低于标准波长 20 nm 处开始扫描，至高于标准波长 20 nm 处为止，通过软件读

出峰值波长𝑤𝑒𝑚,𝑖，重复三次取其平均值，根据式（3）计算发射波长示值误差。 

𝛥𝑤𝑒𝑚 =
1

3
∑𝑤𝑒𝑚,𝑖

3

𝑖=1

− 𝑤𝑒𝑚,𝑠 (3) 

式中： 

emw ——发射波长示值误差，nm； 

,em sw
——荧光酶标分析仪计量标准板波长标准值或标准汞灯值，nm； 

𝑤𝑒𝑚,𝑖——标准波长 3 次测量平均值，nm。 

 

7.3  重复性 

选择合适浓度的标准溶液或荧光酶标分析仪计量标准板或板式荧光模拟器

置于微孔板架上，重复测量 6 次，根据式（4）计算相对标准偏差 RSD 作为仪器

重复性。 

 

𝑅𝑆𝐷 =
1

�̄�
√
∑ (𝐹𝑖−�̄�)

26
𝑖=1

6−1
× 100% (4) 

式中： 

RSD——相对标准偏差，%； 

Fi——第 i 次荧光强度的测定值，cps 或无量纲； 

F——6 次荧光强度测定结果平均值，cps 或无量纲； 

i— 测量序号。 

 

7.4 线性 

在低值至高值范围内，配制至少 5 个浓度的标准溶液（系列溶液浓度值至少

相差两个数量级），每个溶液均重复测量 3 次，测量结果的平均值与标准溶液的
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标准值进行线性回归，按公式（5）计算相关系数 r 。 

也可使用板式荧光模拟器、计量校准板等标准器进行线性测量。将板式荧光

模拟器或计量校准板等标准器置于微孔板架上，先设置其标准光源的工作波长，

然后分别设定其亮度为 10%、20%、40%、80%、100%（如果设定亮度超过荧光

酶标分析仪的测量量程，可适当调整光源亮度），用荧光酶标分析仪测量板上中

心区域校准孔荧光强度，每种亮度下重复测量 3 次，取其平均值。将测量结果的

平均值与板式荧光模拟器或计量校准板等标准器的相对光强进行线性回归，按公

式（5）计算相关系数。 

𝑟 =
∑ (𝑥𝑖 − 𝑥)𝑛
𝑖=1 (𝐹𝑖 − 𝐹)

√∑ (𝑥𝑖 − 𝐹)2𝑛
𝑖=1

√∑ (𝐹𝑖 − 𝐹)2𝑛
𝑖=1

(5)
 

式中： 

𝑟——线性相关系数； 

𝑥𝑖——标准溶液的浓度值（或板式荧光模拟器等标准器光强度值）； 

𝑥——标准溶液的浓度值（或板式荧光模拟器等标准器光强度值）的平

均值； 

𝐹𝑖——标准溶液荧光强度（或板式荧光模拟器等标准器）的测量值； 

𝐹——标准溶液荧光强度（或板式荧光模拟器等标准器）的测量值的平

均值； 

𝑛——浓度水平（或光强度水平）的个数。 

7.5  检出限 

在荧光板中心区域选择 10 个孔内加入 0.05 mol/L 硫酸溶液做空白溶液，另

10 个孔内加入等体积 1×10-7 g/mL 硫酸奎宁标准溶液，加入的溶液体积为单孔

容量的 2/3。设置仪器激发波长 350 nm、发射波长 450 nm。扫描荧光板，得到 10

个空白溶液的荧光强度和 10 个标准溶液的荧光强度。根据公式（7）-（9）计算

仪器的检出限。 

𝐹 =
1

𝑛
∑𝐹𝑖1

𝑛

𝑖=1

−
1

𝑛
∑𝐹𝑖0

𝑛

𝑖=1

(7) 

𝑠 = √∑ (𝐹𝑖 − 𝐹)
2𝑛

𝑖=1

𝑛 − 1
(8) 
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𝐷𝐿 =
𝐶

𝐹
× 2𝑠 (9) 

式中： 

F ——平均荧光强度，cps或无量纲； 

Fi1——i次检测标准溶液的荧光强度，cps或无量纲； 

Fi0——i次检测空白溶液的荧光强度，cps或无量纲； 

n——测量次数； 

s——单次测量的标准偏差，g/mL； 

DL——检出限，g/mL； 

C——标准溶液的浓度，g/mL。 

8、 校准结果的表达和复校时间间隔 

8.1 校准结果处理 

经校准后的荧光酶标分析仪应核发校准证书，校准证书应符合 JJF 1071-2010

中 5.12 的要求，并给出各校准项目名称和测量结果以及扩展不确定度。校准原

始记录格式（推荐性表格）见附录 A，校准证书内页格式（推荐性表格）见附录

B。 

8.2  校准结果的测量不确定度 

荧光酶标分析仪校准结果的测量不确定度按 JJF 1059.1-2012 的要求评定，校

准结果测量不确定度评定示例见附录 C。 

9、附录 

附录部分包括了：校准原始记录格式（推荐性表格）附录 A，校准证书内页

格式（推荐性表格）附录 B 和校准结果测量不确定度评定示例附录 C。 

 

《荧光酶标分析仪校准规范》起草组 

                                                 2023 年 10 月 
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