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前 言

本标准为推荐性标准。

本标准代替WS/T 230—2002《临床诊断中聚合酶链反应（PCR）技术的应用》，与WS/T 230—2002

相比，除结构调整和编辑性改动外，主要技术变化如下：

——更改了“范围”部分（见第1章，2002年版的第1章），较WS/T 230—2002将所述技术范畴由“PCR”

缩小为“实时荧光PCR”；

——增加了“规范性引用文件”部分（见第2章）；

——更改了“术语和定义”部分（见第3章，2002年版的第2章）；

——增加了“缩略语”部分（见第4章）；

——将“标本的收集、运输、处理和存放”部分更改为“样本采集和处理”，对2002年版相关内容

进行细化补充后纳入（见第5章，2002年版的第5章）；

——在“方法”中增加了针对实时荧光PCR技术的扩增体系、扩增反应内容，删除了该技术以外的

其他PCR产物分析方法（见第6章，2002年版的第4章）；

——在“污染预防和控制”中增加了污染的处理与控制要求内容（见第7章，2002年版的第6章）；

——将“质量控制”部分更改为“质量管理”，增加了人员及实验室、设备管理要求、方法性能验

证、室内质控、实验室间比对要求内容（见第8章，2002年版的第7章）；

——将“结果的判读、报告和解释”部分更改为“结果判读和报告”，增加检测方法局限性、结果

报告要素、检测结果解释内容（见第9章，2002年版的第8章）；

——增加了“实验室生物安全”部分（见第10章）；

——将“用途”部分更改为“临床适用范围”，删除了过筛实验、诊断实验、验证实验内容（见第

11章，2002年版的第3章）；

——删除了2002年版“附录”内容（见2002年版的附录A“定量PCR技术”、附录B“对生产厂商的

要求和建议”）；

——增加了资料性附录A“常用实时荧光PCR技术方法”（见附录A）；

——增加了资料性附录B“实时荧光PCR技术临床适用范围”（见附录B）。

本标准由国家卫生健康标准委员会临床检验标准专业委员会负责技术审查和技术咨询,由国家卫生

健康委医疗管理服务指导中心负责协调性和格式审查,由国家卫生健康委员会医政司负责业务管理、法

规司负责统筹管理。

本标准主要起草单位：复旦大学附属中山医院、昆明医科大学第一附属医院、中国科学技术大学附

属第一医院、复旦大学附属华山医院、北京大学人民医院、浙江省人民医院、中国疾病预防控制中心性

病艾滋病预防控制中心。

本标准主要起草人：潘柏申、郭玮、段勇、沈佐君、关明、赵晓涛、童向民、邱茂锋、王蓓丽。

本标准于2002年首次发布，本次为第一次修订。
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实时荧光聚合酶链反应临床实验室应用指南

1 范围

本标准规定了实时荧光聚合酶链反应在临床实验室应用中的样本采集和处理、方法、污染预防和控

制、质量管理、结果判读和报告、实验室生物安全、临床适用范围等要求。

本标准适用于全国各级各类医疗卫生机构及医学检验实验室开展核酸扩增基因定性及定量检测。

本标准不适用于基于核酸杂交、核酸恒温扩增、基因测序等技术所开展的检测。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本标准必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本标准；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

标准。

GB/T 37874 核酸提取纯化方法评价通则

GB/T 40974 核酸样本质量评价方法

JJF 1874 （自动）核酸提取仪校准规范

JJF 1527 聚合酶链反应分析仪校准规范

WS 233 病原微生物实验室生物安全通用准则

WS/T 348 尿液标本的采集与处理

WS/T 414 室间质量评价不合格原因分析

WS/T 640 临床微生物学检验标本的采集和转运

WS/T 661 静脉血液标本采集指南

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本标准。

聚合酶链反应 polymerase chain reaction;PCR

一种利用人工合成的寡核苷酸作为引物介导的DNA目标序列特异性酶促扩增技术。当存在模板、底

物、引物和耐热DNA聚合酶时，通过调节反应温度引导多次“变性-退火-延伸”反应循环，可令痕量DNA

模板扩增数百万倍。

实时荧光聚合酶链反应 real-time fluorescence polymerase chain reaction;real-time PCR

在 PCR 反应体系中引入荧光基团，利用荧光信号的积累实时监测整个 PCR 进程，通过连续监测绘制

反应动力曲线，从而对样本中被扩增模板 DNA 的初始含量进行计算。该技术包含定性和定量检测，常以

qPCR（quantitative polymerase chain reaction）代表定量检测。

反转录 reverse transcription;RT

以RNA单链为模板，在反转录酶催化下合成互补DNA（即cDNA）的过程。

模板 template

复制或转录、反转录过程中用来产生互补链的DNA或RNA核苷酸序列。
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目标序列 target sequence

拟通过PCR技术进行定性或定量检测的特定核酸序列区域。

引物 primer

具有特定序列的人工合成寡核苷酸片段，可与目标序列区域上下游互补，从而形成稳定的氢键连接，

促进DNA聚合酶的结合和DNA链的延伸。

荧光探针 fluorescent probe

根据特定基因序列设计的标记有荧光基团和淬灭基团的人工合成寡核苷酸片段，与互补序列退火杂

交后，通过PCR扩增酶促反应释放荧光信号，用于检测样本中是否含有特定基因序列。

变性 denaturation

PCR反应体系中，利用高温条件破坏核酸二级结构中的氢键，使DNA与RNA均从复杂高级结构转变为

线性单链核苷酸的过程。

退火 annealing

PCR反应体系中，需通过降低反应体系温度，使两条线性单链核苷酸通过互补碱基间的氢键形成局

部双链的过程。

延伸 extension

PCR反应体系中，引物与模板发生退火后，在耐热DNA聚合酶作用下，根据模板DNA的碱基顺序，以

单个核苷酸为原料，自引物5’端向3’端逐个添加核苷酸合成两条互补链的过程。

DNA 聚合酶 DNA polymerase

以DNA单链为模板、dNTP为原料，催化脱氧核苷酸加到引物或DNA链的3′-OH端，合成互补DNA新链

所需的酶。

反转录酶 reverse transcriptase

以RNA为模板指导dNTPs合成互补DNA的聚合酶。

插入 insertion

DNA或RNA的一种突变形式，在原有核苷酸序列中插入了一个或多个额外核苷酸。

缺失 deletion

DNA或RNA的一种突变形式，在原有核苷酸序列中丢失了一个或多个原有核苷酸。

抑制物 inhibitor/干扰物 interferent

PCR检测反应体系中抑制或干扰PCR反应进行的物质，可导致PCR产物产量减少或非特异性产物增多。

污染 contamination
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由于样本交叉污染或试剂、标准品、质控品、扩增产物污染等原因，导致PCR扩增体系中混入来自

待检样本以外的模板，使PCR检测出现假阳性结果的情况。

循环阈值 cycle threshold（Ct） value

实时荧光PCR扩增过程中，荧光信号强度由本底水平达到所设定荧光阈值限时所对应的循环次数，

即循环阈值，其数值大小与模板核酸片段的起始拷贝数成反比。

转运 transport

样本由采样地点运送到检测地点的过程，分为内部转运（例如检测机构内部使用人工或气动传输装

置等进行送样）和外部转运（例如检测机构间使用汽车、火车、飞机等交通工具进行送样）。

4 缩略语

下列缩略语适用于本标准。

cDNA 互补DNA（complementary DNA）

cfDNA 游离DNA（cell free DNA）

Ct 循环阈值（cycle threshold value）

ctDNA 循环肿瘤DNA（circulating tumor DNA）

DNA 脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid）

DNase 脱氧核糖核酸酶（deoxyribonuclease）

dNTP 脱氧核苷三磷酸（deoxyribonucleoside triphosphate）

dsDNA 双链DNA（double-stranded DNA）

EDTA 乙二胺四乙酸（ethylenediaminetetraacetic acid）

FFPE 福尔马林固定石蜡包埋（formalin-fixed paraffin-embedded）

miRNA 微小RNA（microRNA）

mRNA 信使RNA（messager RNA）

PCR 聚合酶链反应（polymerase chain reaction）

RNA 核糖核酸（ribonucleic acid）

RNase 核糖核酸酶（ribonuclease）

RT-PCR 反转录聚合酶链反应（reverse transcription polymerase chain reaction）

SOP 标准操作程序（standard operating procedure）

ssDNA 单链DNA（single-stranded DNA）

real-time PCR 实时荧光聚合酶链反应（real-time fluorescence polymerase chain reaction）

rRNA 核糖体RNA（ribosomal RNA）

Tm 熔解温度（melting temperature）

UDG 尿嘧啶-DNA糖基水解酶(uracil-DNA glycosylas）

5 样本采集和处理

总体要求

应正确进行样本采集、转运、处理和保存，发生在分析前阶段的操作不当可能会破坏样本完整性、

导致核酸降解，引入污染或干扰物，最终影响目标序列定性或定量检测结果的准确性。实验室应就各环

节制定详细的技术要求，并向样本采集、转运、接收、检测人员分别提供相应培训。

样本采集

5.2.1 总体要求
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5.2.1.1 实验室在开展实时荧光PCR技术服务时，除常规遵循体外诊断样本采集要求外，还可参照WS/T

661、WS/T 348、WS/T 640 进行。应结合不同检测项目对样本的要求，并参考所使用试剂及耗材的说明，

制定详细的样本采集程序，包括采样时效、采样部位、样本类型、采样装置与采集容器、采集方法、采

样量、质量评价注意事项，并对采样人员提供相应培训与指导。

5.2.1.2 采样人员在采集样本前应核对受检者身份、采样部位、样本类型、采样装置与采集容器。采

集完成的样本应予唯一性标识。

5.2.1.3 如需受检者自行留取样本（例如痰液、尿液），应指导其如何正确留取并送检，避免因操作

不当造成样本质量不合格、检测结果不准确。

5.2.2 样本类型

5.2.2.1 采样时应参考检测项目要求、疾病特性、病原微生物感染部位或感染细胞类型等因素，选择

采样部位与样本类型，以确保所采集样本中含有检测目标序列。

5.2.2.2 实时荧光 PCR 技术可检测的临床样本类型包括组织（新鲜组织、石蜡切片组织）、细胞及其

培养产物、EDTA 或枸橼酸抗凝全血、干血斑、血清、血浆、外周血单个核细胞、骨髓、其他体液（例

如脑脊液、浆膜腔积液、尿液、房水等）、产前诊断样本（绒毛膜、绒毛膜培养细胞、羊水、羊水培养

细胞等）、拭子（采集分泌物、脱落细胞、微生物等）、分泌物（痰液、脓液、唾液等）、体腔与体表

冲洗液（含脱落细胞、cfDNA）、粪便、含微生物的临床样本或微生物培养样本，等。

5.2.3 采样时效

5.2.3.1 应结合不同检测目的与疾病特点，明确样本采集的时效性，避免因在疾病发生发展过程中样

本采集过早或过迟而导致假阴性结果。感染性疾病可考虑在病程不同阶段连续采样送检。

5.2.3.2 手术、输血、药物治疗等医疗行为可影响实时荧光 PCR 检测结果，采样前应明确患者有无接

受上述诊疗行为，如有宜建议推迟采样或在报告中备注相关情况。

5.2.3.3 采样完成后应标明或记录具体采样时间以供回溯。

5.2.4 防污染操作

5.2.4.1 采样过程中应注意避免外源性核酸污染。

5.2.4.2 病原微生物检测采样时遵守无菌操作，避免样本被环境微生物和定植微生物污染。

5.2.5 采样装置和采集容器

5.2.5.1 应为无菌、无 DNase/RNase、一次性。所用材质与所含添加物不可抑制或干扰 PCR 检测过程。

5.2.5.2 全血和骨髓样本抗凝首选 EDTA 与枸橼酸盐，不可使用肝素。如同时采集多管样本，应根据采

集容器添加物类型及对 PCR 反应有无影响制定填装顺序。其中，真空采血管采集顺序可参照 WS/T 661

执行。

样本转运

5.3.1 应结合不同样本类型与检测目标核酸特性，参考试剂盒说明书要求，制定样本转运与保存过程

中的时间、温湿度条件及生物安全要求。

5.3.2 样本经采集后，应尽可能减少运送环节、缩短转运时间，在规定时间内运达实验室。

样本接收

5.4.1 应结合不同检测项目制定各自详尽的样本接收/拒收标准及不合格样本退收流程。

5.4.2 对经评估质量合格的样本应收尽收。样本质量评估应充分考虑样本运送时间和条件，不同类型

样本的质量评价标准包含以下方面：

a) 全血样本：EDTA 或枸橼酸抗凝、样本量适宜、专用容器、无凝血或溶血；

b) 血浆（清）样本：样本量适宜、专用容器；
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c) 其他体液：样本量适宜、专用容器、无污染物；

d) 拭子：专用拭子、保存液和容器；

e) 组织：样本量适宜、专用容器、保存液。

5.4.3 已接收样本应在规定时间内录入实验室信息系统，做好接收登记，便于临床实时查询和追踪样

本状态。

5.4.4 样本拒收

当样本经评估不符合接收质量评价标准，例如：标记信息错误或不足、样本类型和申请检测项目不

符、抗凝方式不当、采集容器不符合专业规范、破损或严重污染、样本处理或转运不当、样本量不满足

检测最低要求，等。实验室可拒收样本并做好相应记录，同时尽快通知样本采集部门，向其解释拒收原

因并建议重新采集合格样本。

5.4.5 让步检测标准

5.4.5.1 特殊情况下如必须进行检测，实验室就样本可抢救程度及检测可行性进行评估后，应就样本

可能存在的检测影响因素充分告知临床医师，经沟通许可后行让步检验并将具体情况详细记录在案，同

时在检测报告中备注样本特殊情况。

5.4.5.2 明确存在以下情况的样本不宜进一步行 PCR 检测：肝素抗凝血样、无标识/标记错误的样本。

溶血及经冻融的全血样本不宜用于 cfDNA 检测。

样本处理

5.5.1 总体要求

实施实时荧光PCR检测前，可采用经有效验证的技术方法从各类型样本中提取和纯化核酸，制备成

扩增模板。提取与纯化操作可令核酸物质释放、提高目标核酸浓度、去除PCR抑制物、提高PCR扩增成功

率和可重复性，有利于检测标准化。

5.5.2 样本前处理

5.5.2.1 总体要求

应根据样本类型、目标核酸来源、疾病特点、检测目的，选取适宜的样本前处理方式。

5.5.2.2 离心

对样本中特殊来源或稳定性差、含量低、易降解的核酸片段（例如 RNA、cfDNA），应及时离心分

离相应检测成分。全血样本可经离心后分离血清、血浆、外周血单核细胞，其他体液样本可经离心后分

离上清、沉渣。

5.5.2.3 混匀

拭子、导管等样本可经振荡，使粘附于其表面的细胞、菌体、病毒洗脱入样本保存液。

5.5.2.4 均质化

当细胞、菌体、病毒被裹挟或黏附在其它物质内时，可通过均质化使其释放。例如：痰液样本宜先

消化释放菌体；粪便样本宜机械混匀；组织样本宜剪碎研磨。

5.5.2.5 浓缩和富集

对检测目标序列含量较低的样本，应通过适宜技术手段进行分离以实现浓缩和富集，提高检测灵敏

度。例如：粪便、尿液、脑脊液和其他体液样本中的细胞可经离心分离；血液及其他体液样本中的特定

细胞亚群可经流式细胞荧光分选、磁珠捕获等方法分离；组织样本中的特定类型细胞可经激光捕获显微

切割获取。

5.5.3 组织样本处理



WS/T 230—2024

6

5.5.3.1 新鲜组织样本可采用均质器打匀、钢珠打磨、液氮研磨等方法对样本进行均质化，再以蛋白

酶 K 消化处理。

5.5.3.2 在没有新鲜或冷冻组织样本的情况下，可使用中性福尔马林固定石蜡包埋组织

（formalin-fixed paraffin-embedded，FFPE）样本。FFPE 组织切片用于核酸提取前，应经过脱蜡、

乙醇漂洗、风干、蛋白酶 K 消化处理。

5.5.4 核酸提取与纯化

5.5.4.1 总体要求

应根据样本类型、目标核酸类型（DNA/RNA）选择核酸提取与纯化方法。首要原则为确保核酸结构

完整度，其次为去除其他干扰物，采取相应处理方法保证核酸的提取质量和产量，以确保满足下游检测

要求。实验室应针对实时荧光 PCR 检测项目要求制定并遵照核酸提取与纯化 SOP。采用商品化核酸提取

试剂盒前，应对其核酸提取效率进行评估，包括核酸纯度、提取产率、完整性。

5.5.4.2 DNA 提取

应根据组织、血液、拭子、尿液、粪便等不同样本类型及检测目的选择适宜提取方法。目前临床常

用磁珠分离纯化法，该法高效且易实现自动化，适宜在样本量大的情况下使用。

5.5.4.3 RNA 提取

应根据目标RNA类型（总RNA、mRNA、miRNA）、下游检测所需模板纯度、处理样本耗时和成本、以

及RNA完整度要求进行选择。RNA提取过程中应做好环境消毒、操作者自身防护、器材预处理，注意避免

RNase污染，以免RNA降解。主要方法包括：柱提法和磁珠分离法。

5.5.5 核酸模板的转化

5.5.5.1 甲基化位点转化

甲基化检测需以亚硫酸氢盐处理基因组 DNA，所有未发生甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶，而甲基化

胞嘧啶保持不变，再利用针对甲基化和非甲基化序列的引物进行实时荧光 PCR 检测。影响转化的主要因

素包括亚硫酸氢盐浓度、反应温度、pH 值及反应时间，应严格控制反应条件，以保证转化效率。

5.5.5.2 RNA 反转录

RNA需以Oligo（dT）或随机引物经反转录成为cDNA，再进行后续实时荧光PCR检测。

5.5.6 核酸模板质量评价

经上述样本处理后获得的扩增核酸模板提取产量、纯度和完整度应符合后续检测要求，以满足扩增

有效性和结果准确性。具体评价指标及判断标准、方法及操作步骤可参考 GB/T 37874、GB/T 40974。

如不符合相应要求，应分析原因后重新采集样本，或对样本重新进行抽提。

样本保存

5.6.1 原始样本的保存

5.6.1.1 除核酸提取纯化所需样本量外，实验室应尽力保留和妥善保存残余样本，以便追溯和复检。

5.6.1.2 实验室应结合不同样本类型与目标核酸特性明确原始样本保存条件与期限，就不同保存条件

进行验证，并避免样本反复冻融以备需要时复检。

5.6.1.3 为避免 RNA 表达水平变化与降解，用于 RNA 检测的血液样本应直接抽取到含有 RNA 稳定添加

剂的采血管中保存，组织样本立即放入含有 RNA 稳定剂的保存管中或直接放入液氮中快速冷冻保存。

5.6.2 核酸模板的保存

5.6.2.1 经提取纯化后的核酸模板应以适当条件保存，以尽可能减少核酸降解。

https://baike.baidu.com/item/%E4%BA%9A%E7%A1%AB%E9%85%B8
https://baike.baidu.com/item/%E8%83%9E%E5%98%A7%E5%95%B6
https://baike.baidu.com/item/%E5%B0%BF%E5%98%A7%E5%95%B6
https://baike.baidu.com/item/%E5%BC%95%E7%89%A9
https://baike.baidu.com/item/%E4%BA%9A%E7%A1%AB%E9%85%B8
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5.6.2.2 保存容器材质应避免吸附核酸，或诱导核酸结构变化。保存痕量核酸样本时，宜选择低吸附

性材料以防核酸损失。

5.6.2.3 保存体系以及温度条件应根据核酸模板类型以及保存期限进行选择。拟长期保存可参考：

a) DNA：置于 Tris-EDTA 缓冲液，保存于 0 ℃以下；

b) RNA：置于乙醇缓冲液，保存于-70 ℃以下或液氮；

c) cfDNA：置于 TE 缓冲液，保存于-20 ℃及以下。

5.6.2.4 用于保存核酸样本的制冷设备不应启用自动化霜功能，以免温度反复波动致核酸降解、样本

变质。

5.6.3 保存样本的取用

5.6.3.1 检测后残余样本的保存周期应参照国家或地方相关法律法规，当无文件可参照时，应与临床

协商制定。

5.6.3.2 对检测结果有疑问、争议或投诉时，可取用保存样本进行复检并记录。

6 方法

扩增体系

6.1.1 总体原则

实时荧光PCR扩增体系包括引物、荧光化学物质（染料或探针）、DNA聚合酶、dNTP、模板、Mg
2+
及

反应缓冲液等成分。引物和探针的设计是影响该技术的关键因素，其决定了检测准确性和特异性；合适

的DNA聚合酶对扩增反应的成功至关重要；dNTP的质量与浓度影响扩增效率；Mg
2+
是DNA聚合酶发挥活性

必需的辅助因子。

6.1.2 引物

引物宜针对模板序列保守区域进行设计，应同时考虑长度、结构、GC 含量、Tm 值等因素，使正向

引物与探针距离近且不重叠、扩增产物片段大小适中，以获得高特异性与高扩增效率。引物本身及引物

之间不应存在互补序列。

6.1.3 荧光化学物质

实时荧光 PCR 技术使用的荧光物质主要分为荧光探针和荧光染料，前者特异性较高，后者则会导致

非特异性结果。目前临床中以荧光探针最为常用，其具有高特异性、高信噪比等优势，可用于多重 PCR

反应。荧光探针设计应考虑长度、GC 含量、Tm 值等因素。现有探针类型包括：水解探针、分子信标、

双杂交探针等。

6.1.4 热稳定 DNA 聚合酶

实时荧光PCR技术常采用热稳定DNA聚合酶，宜根据热稳定性、延伸速率、保真性等性能参数要求进

行选择。其中Taq酶最为常用，具有良好的持续合成能力和高效的延伸速率；Tth酶耐热性高，兼具反转

录活性，可实现在同管中进行逆转录和扩增。对具特殊要求的该技术检测项目，还可选择其他类型聚合

酶，例如：反转录酶、热启动聚合酶、高保真聚合酶等。

6.1.5 dNTP

实时荧光PCR体系中包含dATP、dCTP、dGTP和dTTP四种扩增原料，其浓度应为50 μmol/L～200 μ

mol/L。浓度过低会降低PCR产物的量，浓度过高则易与Mg2+结合，影响酶活性。四种dNTP应等量。

6.1.6 模板

实时荧光PCR仅需微量模板，样本来源的其他物质可能会抑制PCR反应。为减少对PCR反应的影响，

应考虑模板的最适加入量。
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6.1.7 Mg2+及其浓度

在实时荧光PCR体系中，Mg
2+
浓度以1.5 mmol/L～2.0 mmol/L为宜。Mg

2+
浓度过高时，酶活性过强，

易出现非特异性扩增，降低反应特异性；Mg2+浓度过低则会降低酶活性，使反应产物减少。商品化试剂

盒的预混液中多含有固定预设浓度的MgCl2，必要时实验室可对Mg
2+
浓度进行优化，优化后应进行相应的

性能确认。

6.1.8 扩增体系配置

扩增反应体系配制完成后应在试剂盒推荐时间内使用，以防止体系变质（酶失活和探针淬灭）。开

展临床基因定性及定量检测项目宜采用商品化试剂盒，试剂盒就扩增体系各组分常采用预混液形式，应

根据说明书要求进行配置，必要时可进行优化。

扩增反应

6.2.1 初始变性

反应温度升高至95 ℃，孵育2分钟～5分钟，确保双链DNA（dsDNA）被分离成单链DNA（ssDNA）以

进行后续扩增。

6.2.2 变性

反应温度升高至95 ℃，破坏dsDNA互补碱基间的氢键，形成ssDNA。变性温度不宜过高、时间不宜

过长，以免影响Taq DNA聚合酶活性、损害反应体系中dNTP。

6.2.3 退火

反应温度降低至较引物Tm低5 ℃～10 ℃，以促进引物与模板的结合。引物Tm的常用计算公式如下：

��（℃） = 2 �� + �� + 4 �� + ��
····································· (1)

式中：

NA——引物序列中腺嘌呤（A）的个数；

NT——引物序列中胸腺嘧啶（T）的个数；

NG——引物序列中鸟嘌呤（G）的个数；

NC——引物序列中胞嘧啶（C）的个数。

反应中引物的长度、碱基组成及其浓度是影响退火温度选择的主要原因。适宜的退火温度是保证PCR

扩增特异性的重要前提。为提升扩增特异性，可在推荐的Tm值范围内，选择较高温度进行退火反应，以

减少引物和模板间的非特异性结合。

6.2.4 延伸

延伸反应阶段的温度应根据DNA聚合酶的最佳活性温度设置，温度过高不利于引物和模板结合。延

伸反应时间应根据扩增片段的长度选择，延伸时间过长易出现非特异性扩增。对于低浓度模板的扩增反

应，宜适当延长延伸反应时间。

6.2.5 循环次数

本标准第6.2.2至第6.2.4条的变性、退火和延伸过程需重复循环，循环次数由起始模板量决定。循

环次数设定在30～40次为宜，应注意非特异性产物的量亦随循环反应次数而相应增多。

7 污染预防和控制

污染来源

7.1.1 实时荧光 PCR 技术检测灵敏度高，样本和目标序列产物对检测环境与反应体系的污染可造成假

阳性结果。实验室应注重污染对结果的影响，规范试验操作行为预防污染。

7.1.2 发生在该技术应用过程中的污染根据不同情况，可分为以下几类：
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a) 根据污染核酸片段来源可分为：基因组核酸、扩增产物、试剂质控及标准品来源的合成性核酸

序列污染。

b) 根据污染播散形式可分为：携带污染、气溶胶污染。

c) 根据被污染对象可分为：样本间交叉污染、试剂污染、扩增体系配制污染。

7.1.3 样本间交叉污染多表现为个别样本假阳性，试剂与扩增体系配制污染多表现为批次假阳性。

污染的预防

7.2.1 实验室分区

7.2.1.1 开展实时荧光 PCR 检测时宜就实验室设置分区，试剂耗材储存及检测流程中的试剂配制、样

本制备、扩增反应及产物分析宜分别在相对独立的区域内进行。分子病理实验室宜设置独立的样本前处

理区，包括切片区和脱蜡区，用于组织切片、脱蜡、水化、染色等。脱蜡、水化及染色操作应在通风设

施中进行。如使用一体式自动分析仪进行样本检测，可根据设备实际功能，对分区进行合并。

7.2.1.2 分区设计可因地制宜，根据所使用的技术平台及检测项目适当调整区域设置，满足生物安全

与分子实验室污染控制要求即可。

7.2.1.3 应就各区域设计单向工作流程，以减少污染发生。

7.2.1.4 各区域内配备专用实验服、手套、移液器、一次性用品等。出入各区时对具潜在污染可能的

防护装备予以更换，以降低污染风险。

7.2.1.5 应注意实验室分区间气流流向，保证潜在可能污染物控制在特定区域内。

7.2.2 分装试剂

7.2.2.1 为预防污染，可对试剂进行分装。

7.2.2.2 配制或分装试剂所用的物品、去离子水和缓冲液均应做去核酸酶处理。

7.2.2.3 试剂配制或分装应在试剂贮存和准备区进行。

7.2.2.4 实验室可根据各类试剂的稳定性制定分装方案，确保试剂质量。

7.2.3 检测注意事项

7.2.3.1 实验室在工作前、工作后均应进行去核酸处理，包括：

a) 紫外线照射；

b) 使用 0.5％～1％次氯酸钠或 75％乙醇擦拭或其他方式处理；

c) 运用商品化核酸去除剂；

d) 保持实验室良好通风。

e) 因次氯酸钠具有较强腐蚀性，不可用次氯酸钠直接处理仪器设备。实验室应根据检测规模决定

使用频率，使用次氯酸钠进行去核酸处理后应保持通风，降低实验室空气中的余氯含量。

7.2.3.2 检测操作过程中应重视以下要点：

a) 开盖处理根据样本风险，可在生物安全柜内进行；

b) 实验应使用带滤芯的一次性加样吸头；

c) 移液器应定期进行去核酸处理；

d) 样本开盖前应离心、静置，有条件时可采取冰浴方式降低气溶胶污染风险；

e) 操作过程中应防止样本间交叉污染。

7.2.3.3 不宜选用浓度过高的质控品。质控品和标准品经启用后不能继续存放于试剂贮存和准备区，

丢弃时应闭管以防止泄露。

7.2.3.4 使用过的离心管、吸头宜用 0.5％～1％次氯酸钠溶液浸泡后按医疗废弃物处理。扩增产物应

采用医疗废弃物包装袋包装，按医疗废弃物管理要求统一处理。
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7.2.4 预防扩增产物污染

7.2.4.1 宜就扩增反应管的密闭性进行验证。

7.2.4.2 去除扩增产物残留污染可采用尿嘧啶-DNA 糖基水解酶(uracil-DNA glycosylas，UDG）法。

污染监测

7.3.1 试剂监测

7.3.1.1 利用未添加任何核酸模板的扩增反应液直接进行扩增，如结果阳性则表明试剂污染。

7.3.1.2 实验室应对各批次试剂及试剂分装过程进行监测，防止使用已被污染的试剂。

7.3.2 操作过程监测

7.3.2.1 开展日常临床检测时，应合理设置阴性对照（可采用阴性质控品，或以无菌水替代）监测核

酸检测全程。

7.3.2.2 阴性对照不应出现目标片段扩增，若检测结果为阳性则表明实验过程中存在交叉污染或气溶

胶污染。

7.3.3 环境监测

7.3.3.1 环境监测可通过以下方法进行：取容器盛装无菌水，开盖置于实验室工作台面、生物安全柜

台面及核酸提取仪舱内过夜，再与临床样本一起进行检测，如结果阳性则提示实验室存在气溶胶污染；

亦可取拭子擦拭实验室不同物品表面采集环境监测样本，置于含无菌水或样本保存液的试管中，混匀后

按临床样本进行检测。

7.3.3.2 依据实验室的检测规模及阴性室内质控结果制定环境监测频率。

污染的处理与控制

7.4.1 待测样本处理

7.4.1.1 如根据污染监测结果发现存在污染或污染可能时，应先停止检测工作与报告发布，分析并明

确污染原因和严重程度后决定检测结果是否可报告。

7.4.1.2 当确认污染系个别样本交叉污染或环境中轻微气溶胶污染时：对于报告阴性或阳性的检测项

目，结果为阴性的样本可正常报告，结果为阳性的样本应排除污染再次复检后方可报告；对于报告基因

多态性的检测项目，需排除污染原因后复检。

7.4.2 查找原因

7.4.2.1 实验室应制定失控处理流程与措施，分析阴性质控或环境监测样本失控的原因。

7.4.2.2 应通过试剂监测、操作过程监测及不同区域环境监测明确污染来源。

7.4.2.3 如疑似扩增产物污染，可选用另一种与原扩增试剂无交叉反应的扩增试剂进行验证。

7.4.3 清除污染

7.4.3.1 如因样本产生气溶胶污染，应停止使用实验室。

7.4.3.2 无论何原因引起的实验室污染，均应按一定程序进行去核酸处理。宜先用 75％乙醇、纯净水

或核酸清除剂（不含腐蚀性成分）沉降气溶胶，再经紫外灯消毒 30 分钟～60 分钟，然后用核酸清除剂

或 0.5％～1％次氯酸钠溶液处理实验操作台、加样器和地面，部分检测器具可采用浸泡冲洗，最后予

持续通风处理。

7.4.3.3 每次按上述程序处理直至污染消除后再恢复实验室的使用。

8 质量管理
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人员管理

8.1.1 应具备相应分子生物学知识背景，接受过专门技术培训，取得 PCR 上岗证书。

8.1.2 实验室应制定相关程序对人员进行管理，保存所有人员记录，以证明各类资格、资质和培训考

核等满足要求。

实验室管理

应满足《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》要求，并取得所在省/市指定部门的技术审

核合格证书方可开展相应的临床基因检验工作。

设备管理

8.3.1 实验室应制定设备选择、购买和管理的文件化程序。

8.3.2 实验室应配备其开展实时荧光 PCR 检测所需的全部设备，包括样本采集、处理、检测和保存环

节等。每台设备应有唯一标识。

8.3.3 PCR 实验室各物理分区中的设备为专用，应设置有明确标示，以避免设备未经妥善处置即从原

所在分区移动至另一分区，造成不同工作区域间的交叉污染。

8.3.4 设备应始终由经培训的授权人员操作。实验室应有设备安全操作、转运、保存和使用的程序，

以防止设备污染或损坏。

8.3.5 实验室应保存每台设备检测性能的记录，包括证明设备纳入实验室时最初可接受使用的记录、

校准记录、维护维修记录等。

8.3.6 设备检定和校准

8.3.6.1 属于国家规定应接受强制检定的计量器具的设备，应按相关文件要求进行检定。

8.3.6.2 实验室应评估每台设备对结果有效性和计量溯源性的影响，合理地确定是否需要校准。对不

需要检定和校准的设备，实验室应核查其状态是否满足使用要求。

8.3.6.3 对需要校准的设备，实验室应建立校准方案，方案中应包括该设备校准的参数、范围、不确

定度和校准周期等，以便送校时提出明确的、针对性的要求。

8.3.6.4 设备校准参数应能满足实验室所用实时荧光 PCR 检测项目的需求。实验室应根据校准证书的

信息，判断设备是否满足方法要求。如果校准数据中包含修正因子，实验室应确保该修正因子得到适当

的更新和应用，以满足规定要求。

8.3.6.5 以下实时荧光 PCR 检测相关设备应定期进行校准：全自动核酸检测系统、核酸提取仪、核酸

扩增仪、移液器、天平、温度计、水浴箱、恒温金属浴、离心机、生物安全柜、分杯仪和自动液体工作

站。其中核酸提取仪具体校准参数及要求见 JJF 1874，核酸扩增仪校准参数及要求见 JJF 1527 。

8.3.7 设备维护与维修

8.3.7.1 实验室应制定文件化的预防性维护程序，该程序至少应遵循制造商说明书的要求。

8.3.7.2 当发现设备故障时，应停止使用并清晰标示。实验室应确保故障设备已经修复并验证，当其

满足规定的可接受标准后方可使用。实验室应检查设备故障对之前检测的影响，并采取应急措施或纠正

措施。

8.3.7.3 在设备投入使用前、维修前后或报废前，实验室应采取适当措施对设备去污染。

方法性能验证

8.4.1 验证计划制定

检测方法用于临床前，实验室应独立进行方法性能验证。验证时，实验室可通过获取客观证据（以

性能特征形式）证实检验程序的性能与试剂盒的声明相符，同时应满足临床对检测结果预期用途的要求。
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8.4.2 样本选择

宜选择受检者真实样本，尽量与试剂盒建立性能指标时所用材料一致。当目标样本不易获得时，可

考虑使用稳定的质控品、标准品或参考物质。当一份样本需进行多次试验时，宜对其进行分装并低温保

存，避免反复冻融。

8.4.3 定性方法的验证

8.4.3.1 总体要求

定性检测项目验证指标宜包括方法符合率、检出限、抗干扰能力等。

8.4.3.2 符合率

通过与参比方法进行比较。参比方法包括但不限于：金标准方法、行业公认方法、经验证性能符合

要求满足临床预期用途的方法（例如：通过ISO15189认可实验室使用的相同检测方法）。通常按照受检

者样本检验程序，采用参比方法和候选方法平行检测。将所有检测结果按四格表汇总填表，计算阳性符

合率、阴性符合率和总符合率。

8.4.3.3 检出限

如试剂使用说明书有检出限的声明，在有标准物质或以定量形式表达定性结果时，所用检测方法应

进行检出限的验证。验证时，将定值参考物质（例如：国际参考品、国家参考品、试剂盒参考品）样本

梯度稀释至试剂盒声明的检出限浓度，重复测定，按照90％或95％置信区间统计。稀释液可根据情况选

用试剂盒提供的稀释液或阴性血清，该阴性血清除被验证的目标物应阴性外，所含干扰物质浓度应在试

剂盒声明的范围之内。

8.4.3.4 抗干扰能力

PCR检测常见的干扰物质主要包括血红蛋白、肝素、苯酚、乙醇、异丙醇、乙酸钠等。实验室可根

据临床需求、试剂盒声明和样本特点（实际可能存在的干扰物质及达到的浓度）选择需要验证的干扰物

质及浓度。实验室可就抗凝剂和样本保存液等试剂对实时荧光PCR检测结果的影响单独进行评估。

8.4.4 定量方法的验证

8.4.4.1 总体要求

定量检测项目分析性能验证指标宜包括测量正确度、测量精密度（含重复性和中间精密度）、抗干

扰能力、定量限、线性区间、可报告区间、核酸提取效率、扩增效率等。

8.4.4.2 正确度

对测量正确度的评价，首选方法是分析定值参考物质，其次选择使用实验室能力验证的正确度验证

数据。推荐的参考物质为具有互换性的有证参考物质及具有溯源性及互换性的正确度验证物质。参考物

质至少选择2个浓度水平，至少其中一个水平为医学决定水平。使用受检者样本进行正确度验证时首选

参考方法，参考方法不易获得时，可选择已得到临床验证的常规方法。如果是更新试剂盒，应与现在使

用的试剂盒进行比较。

8.4.4.3 测量精密度

应同时验证重复性和中间精密度。用于精密度验证的样本应具有很好的稳定性和均一性。至少含两

个浓度水平，应尽可能与试剂盒精密度评价时所用样本浓度一致，宜确定医学决定水平处的精密度。

8.4.4.4 抗干扰能力

见本标准第8.4.3.4条，验证在特定种类和浓度水平干扰物质存在的条件下，检测结果仍然符合检

测方法规定的要求。

8.4.4.5 定量限
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定量限是指在一定实验条件下，检测系统能够得到可靠结果的被测物最低浓度，其总误差符合实验

室预期要求（临床可接受），是定量分析方法实际能可靠测定的某组分的下限。建立定量限宜根据临床

需求和试剂盒选定的性能规范的允许误差来设定准确度目标，最常见的是设定总误差目标值。并预先确

定预期的定量限的目标浓度，在该浓度下制备多个低浓度水平样本。

8.4.4.6 线性区间

所用样本应尽可能与受检者样本相似，不含有说明书上指出的干扰物，受检者样本是线性验证的理

想样本。可利用高、低浓度的样本配制不同浓度样本，高、低浓度值应在试剂盒声明的线性区间上下限

附近。若不易获得高浓度样本，可通过向受检者样本中添加测定物（加入量小于总体积10％）获得；若

不易获得低浓度样本，可通过已验证不含被测物的受检者样本稀释阳性受检者样本获得。

8.4.4.7 可报告范围

当验证的线性范围上限不能满足临床需求时，应进行可报告范围验证。定量分析方法的可报告范围

是临床实验室发布检测报告的依据之一，可报告范围的验证包括可报告低限（定量下限）与可报告高限

（定量上限×样本最大稀释倍数）。选择在线性范围内高值样本，用试剂盒配套或指定的稀释液分别做

10、100和1000倍等倍比稀释，稀释后的理论值不应低于定量下限，每份样本至少测定2次取平均值，计

算各稀释度的理论值与实测值对数值的差值，差值（例如偏差）应满足实验室和行业的质量要求。

8.4.4.8 核酸提取效率

当怀疑核酸提取效率存在问题，应就核酸模板提取质量进行验证，见本标准第5.5.6条。

8.4.4.9 核酸扩增效率

当怀疑PCR扩增系统存在问题，应进行扩增效率验证。扩增效率包括样本和标准品的扩增效率两部

分，仅在两者扩增效率良好且一致时，定量结果才准确。

8.4.5 临床验证

临床检测方法在启用前后，实验室均宜选取临床明确诊断的受检者样本，进行方法学性能评价，以

验证检测方法达到临床应用的规定标准要求。评价指标可包括：临床灵敏度和特异性、阳性和阴性预测

值、阳性和阴性似然比等。

室内质量控制

8.5.1 总体要求

8.5.1.1 实验室应建立内部质量控制程序以验证达到预期的结果质量。

8.5.1.2 实验室应使用与受检者样本组分和基质相似的质控品，定期检测质控品，检测频率应基于检

验程序的稳定性和错误结果对受检者危害的风险而确定。

8.5.1.3 实验室宜选择医学决定水平或与其值接近的质控品浓度，以保证决定值的有效性。

8.5.1.4 根据质控品性质决定是否参加抽提，室内质控宜覆盖从抽提至实时荧光 PCR 检测的全过程。

8.5.2 核酸提取的质量控制

8.5.2.1 总体要求

在实时荧光PCR检测过程中，可通过设立内对照进行核酸提取的质量控制。如果本批实验无内对照

扩增，则提示样本内存在抑制物/干扰物，可通过重新抽提核酸清除或减少抑制物/干扰物。

8.5.2.2 内源性内对照常采用人体细胞中的管家基因。内源性内对照既可以监测采样质量，又可以监

测核酸提取到产物分析全过程的有效性。

8.5.2.3 外源性内对照常用人工合成的假病毒或质粒，在核酸提取前掺入样本中，与目标序列同时提

取和扩增，可监测从核酸提取到产物分析全过程的有效性，但不能反映采样质量。

8.5.3 扩增反应的质量控制
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8.5.3.1 定性检测项目，每次实验应设置阴性、弱阳性和/或阳性质控品。

8.5.3.2 定量检测项目，每次实验应设置阴性、弱阳性和阳性质控品。

8.5.3.3 如为基因突变、基因多态性或基因型检测，则应包括最能反映检测情况的突变或基因型样本，

每批检测的质控至少应有一种基因突变或基因型。宜设置某一时间周期，令周期内各批次检测所设置质

控品监测位点合计可覆盖该检测项目所包含的所有位点。

8.5.3.4 扩增反应的质量控制至少涵盖提取的核酸模板质量、反应体系（酶浓度与活性、离子活度、

升降温控制等）、阴性和阳性（特别是临界弱阳性）对照设置等方面。

8.5.3.5 对于定量测定，除阴、阳性质控符合要求外，还应考虑每次实验的扩增效率（斜率、截距、

相关系数）符合规定。

8.5.4 质控结果的判读

8.5.4.1 实验室应建立质量控制程序以保证检测结果的稳定性和可靠性。

8.5.4.2 当违反质控规则，且检测结果可能存在明显错误时，应拒绝接受结果，在纠正并验证性能合

格后重新检测受检者样本。

8.5.4.3 发现失控后，应对操作、试剂、仪器、人员、污染等环节进行全过程分析，查找失控原因。

失控实验室还应评估最后一次成功质控活动之后受检者样本的检测结果。

8.5.5 质控数据处理

8.5.5.1 实验室应定期评审质控数据，以发现可能提示检测系统问题的检测性能变化趋势。

8.5.5.2 发现此类趋势时应采取预防措施并记录。

8.5.5.3 宜尽量采用统计学和非统计学过程控制技术连续监测检测系统的性能，通常绘制室内质控图，

每月或间隔特定周期对室内质控进行总结和记录。

实验室间比对

8.6.1 总体要求

8.6.1.1 实验室应参加实验室间比对计划（例如：外部质量评价计划或能力验证计划），监控实验室

间比对计划的结果，以保证实验室间检测结果的可比性。

8.6.1.2 当不符合预定的评价标准时，实验室应实施纠正措施。

8.6.1.3 室间质量结果评价可参考 WS/T 414 执行。

8.6.1.4 当无实验室间比对计划可利用时，实验室应采取其他方案并提供客观证据确定检测结果的可

接受性。

8.6.1.5 实验室应建立参加实验室间比对的程序，该程序包括职责规定、参加说明，以及任何不同于

实验室间比对计划的评价标准。

8.6.1.6 实验室选择的实验室间比对计划应尽量提供贴近临床实际的、模拟受检者样本的比对试验，

尽可能覆盖包括分析前和分析后程序的全部检测过程。

8.6.2 替代方案

8.6.2.1 当无实验室间比对计划可利用时，实验室可寻找其他有相关检测资质的实验室，按照上述方

法定期进行实验室间比对，每年不宜少于 2 次；或采取其他方案并提供客观证据确定检测结果的可接受

性，这些方案应尽可能使用适宜的物质。

8.6.2.2 适宜物质包括：有证标准物质/标准样本；以前检测过的样本；细胞库或组织库中的物质；与

其他实验室的交换样本；实验室间比对计划中日常测试的质控品。

8.6.3 检测结果的可比性
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8.6.3.1 当实验室所开展检测项目就检验程序、设备、地点、人员中任一情况存在不同时，应规定比

较程序和所用设备及方法，并建立临床适宜区间内受检者样本结果可比性的方法。

8.6.3.2 实验室应对比较的结果进行整理、记录，适当时，迅速采取纠正措施。应对发现的问题或不

足采取纠正措施并保存所实施措施的记录。

9 结果判读和报告

结果判读

9.1.1 判读结果前应先查看下列情况的样本扩增曲线形态，并根据项目 SOP 设定各荧光信号通道判读

阈值：

a) 查看标准品扩增曲线是否正常，曲线参数是否在试剂说明推荐范围内。

b) 查看阳性质控品扩增曲线是否正常，Ct 值是否在试剂说明推荐范围内。

c) 如设置有内对照，查看其扩增曲线是否正常，Ct 值是否在试剂说明推荐范围内，以确保核酸

提取的有效性。

d) 查看阴性质控品扩增曲线是否正常，仅在其未见明显扩增且阴阳性质控检测结果均满足实验室

要求时，才可判读并发布该批次检测结果报告。

9.1.2 定性项目依据试剂盒声明的判断标准进行结果判读；定量检测项目根据分析测量范围下限和上

限报告定量检测结果，当结果超出分析测量范围时宜直接报告超出上限。鉴于 PCR 对稀释误差的指数级

放大效应，不宜进行样本稀释检测。

可疑结果的判读与处理

9.2.1 出现可疑结果时应进行复核。

9.2.2 结果复核应充分考虑分析前和分析中各因素的影响。必要时可通过多次、多部位采样降低样本

采集对结果的影响，也可换用其他检测试剂进行复核。

9.2.3 如检测结果怀疑样本中存在有抑制物，应考虑进行稀释验证。当样本稀释后，检测到的信号持

续变强，提示有抑制物存在。需注意样本稀释后核酸模板同时被稀释，应确保稀释过程中核酸模板浓度

仍保持在具有临床检测意义的范围之内。

检测方法局限性

9.3.1 检测报告中宜对检测方法的局限进行充分说明。

9.3.2 基于已知序列信息的分型方法可能检测不到新的等位基因，或者无法与已知等位基因相区别，

为避免漏检新的等位基因，可采用多种引物组合，以提高检测到新等位基因的可能性。

结果报告基本要素

9.4.1 内容应科学、规范和准确。实验室宜与检测申请者共同商定检测报告的格式与内容。

9.4.2 至少包括受检者姓名和唯一标识、检测方法、报告项目中文和/或英文名称、计量单位（应尽可

能使用 SI 单位）、样本采集日期和时间、实验室接收样本的时间、报告发布日期和时间、检测者和报

告者姓名和实验室信息。

结果报告的程序

9.5.1 实验室应制定结果报告程序以确保检测结果准确及时地发送至检测申请者或授权可接受检测报

告的人员。

9.5.2 当检测结果采用多种方式发送（例如：电话、邮件等），应对每种报告方式设置明确规定，避

免受检者隐私受到侵犯。

9.5.3 结果报告程序应符合相应法律法规和卫生行政主管部门的要求。
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检测结果解释

9.6.1 检测报告单宜提供结果解释，帮助报告接收者正确解读检测报告。

9.6.2 宜包括对检测报告单中所呈现内容的解读，如报告中出现的专业性术语、定义或计量单位。

9.6.3 可对检测方法学性能、临床性能、干扰因素以及方法学局限性进行说明。

9.6.4 可就后续检验提供参考性建议。

10 实验室生物安全

实验室应在卫生行政主管部门进行生物安全备案。

实验室所属机构应成立生物安全委员会，建立生物安全管理体系。实验室应落实实时荧光 PCR

检测工作开展过程中的生物安全风险评估、负责工作人员健康监测、组织生物安全培训与考核、监督定

期报告等工作制度。

实验室应对实时荧光 PCR 检测活动中涉及的致病性生物因子、涉及致病性生物因子的检测活动、

感染性废弃物处置过程中的风险、从事检验工作人员的健康状况和安全知识水平、实验室设备和应急处

理措施进行风险评估，并依据风险评估结论采取相应的风险控制措施。

实验室生物安全管理可参考 WS 233 以及相应法律法规。

11 临床适用范围

在疾病的临床诊疗工作中，实时荧光 PCR 技术可针对人体组织、血液、其他体液等样本中所含有

的人源性及病原微生物核酸序列，就特定核酸片段、单核苷酸多态性、小片段缺失/插入、基因融合、

甲基化修饰等基因片段信息进行定性及定量检测，从核酸序列、复制、转录等水平对其进行分析。

当临床诊疗决策所涉及分子片段变异信息明确时，宜采用实时荧光 PCR 技术检测；当分子片段信

息尚不明确或变异度较大时，宜采用测序技术检测，对经测序获得的分子片段信息，可采用实时荧光

PCR 技术进行验证。

经实时荧光 PCR 检测获得的基因片段信息，可用于感染性疾病、肿瘤性疾病、先天性及遗传性疾

病及个体化用药、移植配型等，指导疾病的筛查、诊断、分期、分型、用药、疗效评价、耐药监测及预

后评估等，详见本标准附录 B。
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附 录 A

（资料性附录）

常用实时荧光 PCR 技术方法

A.1 实时荧光定量PCR技术

A.1.1 实时荧光定量PCR技术（荧光探针法）

基于荧光探针的实时荧光定量PCR技术目前在临床广泛被使用。该技术在反应体系中加入了一段荧

光标记的特异性寡核苷酸探针，探针的5’和3’端分别标记有报告荧光基团（Reporter，R）和淬灭荧光

基团（Quencher，Q）。探针完整时R基团所发射的荧光能量被Q基团吸收，不发出荧光。探针与模板特

异性结合后，在延伸阶段，Taq DNA聚合酶的5’-3’核酸外切酶活性会将探针5’端连接的报告荧光基团水

解，报告荧光基团和淬灭荧光基团分离，从而发出荧光。检测到的荧光强度与PCR产物量成正比，从而

可推算出目的片段的起始量。实时荧光定量PCR技术扩增后无需开管操作，可降低污染风险。此外，实

时荧光定量PCR技术还具有特异性高、定量准确、实验耗时短、兼容性好等优势，已被广泛应用于临床

工作中。

A.1.2 实时荧光定量PCR技术（荧光染料法）

该技术在反应体系中加入荧光染料，荧光染料不与ssDNA链结合，且在游离状态下不发出荧光。染

料随扩增反应的延伸循环掺入dsDNA，与小沟结合后发出荧光，荧光信号强度与产物的数量呈正相关。

荧光染料包括饱和荧光染料和非饱和荧光染料，目前应用最广泛的染料是SYBR Green I。尽管荧光染料

法的特异性低于探针法，但由于其成本更低，易于普及应用。

A.1.3 多重荧光PCR技术

多重荧光PCR技术指在同一个PCR反应体系中，使用多对引物/探针，对多种目标序列同时进行扩增

的方法。多重PCR技术既兼有单一反应PCR的高特异性和灵敏度，同时具有高效和经济的特点，可同时检

测多种目标序列，例如多种耐药基因、多种病原体基因，尤其适用于珍贵样本。然而多重荧光PCR技术

对反应体系的平衡有更高要求，例如荧光标记间、多对引物及探针间的相互干扰，宜不断进行优化，以

减少存在多种靶标时可能出现的扩增偏好性。

A.1.4 扩增阻滞突变系统PCR技术（amplification refractory mutation system PCR，ARMS-PCR）

扩增阻滞突变系统PCR技术亦称等位基因特异性PCR，用于对已知突变基因进行检测。该技术设计有

两个5’端引物，一个与野生型互补，一个与突变型互补。对于纯合性突变，分别加入两种5’端引物及

3’端引物进行平行PCR，只有与突变完全互补的引物才可延伸并得到扩增产物。如错配位于引物的3`

端则导致延伸反应无法进行。ARMS-PCR法检测灵敏度高，可检测肿瘤细胞中突变比例为1％甚至更低的

突变基因。

A.1.5 高分辨率熔解曲线技术（high resolution melting，HRM）

高分辨率熔解曲线技术是一种基于实时荧光PCR的新方法，可用于检测基因突变、基因分型、单核

苷酸多态性以及甲基化修饰等。该方法在反应体系中加入了新型饱和染料，通过实时监测升温过程中荧

光染料与扩增产物的结合情况，根据不同熔解曲线形状和位置来判断是否存在基因突变或SNP。

A.2 其他

基于实时荧光PCR技术的原理，目前还衍生有多种其他类型技术。对于RNA样本，可采用反转录实时

荧光PCR，通过反转录酶将RNA反转录为cDNA，再进行后续扩增。临床上，反转录聚合酶链反应（reverse

transcription polymerase chain reaction，RT-PCR）技术通常用于RNA病毒检测（例如丙型肝炎病毒、

人免疫缺陷病毒等）以及疾病相关mRNA转录产物的分析（例如非霍奇金淋巴瘤、白血病和肉瘤等伴随的

基因易位等）。此外，甲基化特异性PCR技术（methylation specific PCR，MSP）也在临床疾病诊治中

有相关应用。同时，随着技术的不断发展，新一代实时荧光PCR技术例如数字PCR技术（digital PCR，

dPCR）、微流控PCR技术、PCR技术阵列芯片等发展迅速，但在临床应用上仍处于探索阶段。
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附 录 B

（资料性附录）

实时荧光 PCR 技术临床适用范围

B.1 感染性疾病中的应用

B.1.1 总体原则

B.1.1.1 实时荧光PCR技术可直接检测病原微生物特异性核酸序列，以此判断样本中是否含有可疑病原

微生物，具灵敏、特异、简便、快捷的优势，有利于疾病的早期快速诊断。

B.1.1.2 该技术除用于提供病原学感染的实验室证据外，还可用于病原微生物定量、分型、耐药基因、

基因突变等检测，为临床诊疗决策、流行病学监测、院感防控等提供指导。

B.1.1.3 在感染性疾病应用过程中应做好鉴别现症感染、既往感染；污染、定植、条件致病菌等情况，

并结合其他检测结果及临床实际，为病原学确诊提供分子依据。

B.1.2 病毒感染性疾病

B.1.2.1 病毒定性检测

实时荧光PCR技术可检测病毒特异性核酸序列，以明确样本中是否含有相关病毒。多重实时荧光PCR

技术可同步检测多种病毒，提高呼吸道、消化道等感染症候群的诊断效率。

B.1.2.2 病毒定量检测

结合特定定值标准品参考体系，实时荧光PCR检测结果可用于评价样本中的病毒含量。在临床诊疗

中可用于临床病情评估、治疗决策、疗效评价、耐药监测与鉴定等。

B.1.2.3 病毒基因型鉴定

实时荧光PCR技术可针对病毒特异性基因的高度可变区，根据不同基因型核酸序列的特异性目的片

段特点设计引物和探针，在特定反应体系和反应条件下，通过检测特异性目的片段进行病毒基因型鉴定。

该技术较中和试验、血凝抑制试验等传统免疫学方法血清型鉴定更为准确、便捷。病毒基因型信息可指

导疾病治疗决策、风险评估、分子流行病学监测。

B.1.2.4 病毒耐药监测

实时荧光PCR技术可检测病毒耐药基因相关核苷酸位点，识别或监测治疗过程中的获得性耐药。宜

用于感染初始评价，以及慢性、反复、迁延性病毒感染的治疗监测。

B.1.3 细菌感染性疾病

B.1.3.1 细菌种属鉴定

实时荧光PCR技术可针对细菌16S rRNA基因保守序列及菌种特异性基因靶点设计引物和探针，其中

保守区域序列可帮助判断样本中是否含有细菌核酸片段，可变区种属特异性序列可帮助鉴定病原菌种属。

该方法可直接检测临床样本中难以培养的细菌，也可对已培养的细菌进行种属鉴定和基因分型，可用于

指导临床决策、分子流行病学监测。

B.1.3.2 细菌定量检测

结合特定定值标准品参考体系，实时荧光PCR检测结果可用于评价原始样本（例如血液等可进行定

量的样本类型）中的细菌含量，为临床病情评估、治疗监测、院感防控等提供参考。

B.1.3.3 细菌耐药监测

实时荧光PCR技术可检测细菌耐药基因相关位点，识别或监测治疗过程中的获得性耐药。宜用于感

染初始评价，以及慢性、反复、迁延性细菌感染的治疗监测。该技术检测所得核酸序列信息可提示细菌

耐药机制，指导治疗药物决策。
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B.1.4 其他病原生物感染

B.1.4.1 真菌菌种鉴定

实时荧光PCR技术可针对真菌核糖体DNA内转录间隔区序列、18S及26S rRNA基因的高度变异区

（D1/D2区）以及特定菌种特异性基因靶点核酸序列设计特异性引物，帮助判断样本中有无真菌并鉴定

菌种。

B.1.4.2 寄生虫感染诊断

实时荧光PCR技术可针对寄生虫的基因组特异性序列进行检测，较传统镜检、血清学检测方法具更

高灵敏度、特异性。

B.1.4.3 支原体、衣原体、脲原体感染诊断

实时荧光PCR技术可针对支原体、衣原体、脲原体基因组特异性序列进行检测。

B.2 肿瘤性疾病中的应用

B.2.1 总体原则

实时荧光PCR技术可检测人体组织、细胞、血液、其他体液样本中与肿瘤发生发展过程相关的特异

性核酸序列多态性、异常甲基化、miRNA等肿瘤分子标志物，所获得的细胞恶性演变各阶段特征性基因

型及表型协助预示肿瘤的存在或发生风险，用于肿瘤筛查与早期诊断、分子分型、伴随诊断、治疗随访、

复发监测、疗效评价、提示预后转归等诊疗决策。

B.2.2 肿瘤辅助诊断

实时荧光PCR可用于肿瘤相关分子标志物检测，其定性或定量结果可作为判断肿瘤有无或肿瘤负荷

的辅助诊断指标。

B.2.3 肿瘤伴随诊断

实时荧光PCR检测可用于与肿瘤靶向药物相关的基因诊断。临床应用时宜考虑外周血cfDNA及ctDNA

抽提技术、恶性肿瘤异质性等因素所导致的技术局限性。

B.2.4 肿瘤易感、预后评价与治疗监测

实时荧光PCR技术对肿瘤易感、预后评估与治疗监测具有指导作用。

B.3 遗传性疾病中的应用

B.3.1 总体原则

实时荧光PCR技术可用于胚胎植入前、产前、新生儿、儿童、成人等阶段的遗传病筛查与诊断。通

过直接检测基因变异筛查或辅助诊断相关遗传病。

B.3.2 单基因遗传病

单基因遗传病的发生主要受一对等位基因控制，利用实时荧光PCR技术对患者及亲属进行检测可协

助揭示相关致病变异，利于遗传病的预防、早期诊断和治疗。

B.3.3 线粒体病

实时荧光PCR技术可通过检测线粒体DNA点突变、缺失/插入等遗传缺损，识别因线粒体代谢酶缺陷

所引起的以ATP合成障碍、能量来源不足为特点的线粒体遗传性病变。

B.4 药物相关基因多态性检测中的应用

B.4.1 总体原则

http://www.baidu.com/link?url=TyCpNEZ3hQrpf_Xnh9hJD3WteA-G5sD-eHDUjouWQf-bp7i3W6Hmh1heBuIxfP0Nd3wOBr6NH7qR3dhA8d1m__
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实时荧光PCR技术可对药物代谢相关基因进行分析，指导临床合理选择用药及调整给药剂量。

B.4.2 药物代谢及转运相关基因多态性检测

发生在药物相关代谢酶、转运蛋白、作用蛋白的编码基因序列多态性及表达水平差异可造成相应药

物在个体的代谢清除能力与作用效果差异，影响个体治疗疗效与副作用的发生。根据所获得检测基因的

多态性结果可指导临床个体化用药，协助药物发挥最佳疗效。

B.4.3 药物毒副作用相关基因检测

基因多态性与药物不良反应相关，服用药物前明确毒副作用相关基因型等可避免或减少药物毒副作

用的发生，指导临床合理用药。

B.5 其他

随着实时荧光PCR衍生技术的进步，其临床适用范围也逐渐扩大。在临床应用过程中应密切结合临

床实际情况，关注检测技术的固有优缺点及局限性，掌握临床适应症、样本类型的正确选择，正确、合

理、适当的结果解读等，选择合适的人群、应用合适的方法、在最佳时机进行实时荧光PCR检测，获得

临床应用的最大收益。
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