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引   言 

 

本规范是以JJF1071-2010《国家计量校准规范编写规则》、JJF1007-2007《温度

计量名词术语及定义》、JJF1265-2010《生物计量术语及定义》、JJF1001-2011《通

用计量术语及定义》和JJF1059.1-2012《测量不确定度评定与表示》为基础性系列规

范进行编写。 

本规范包含了对快速核酸检测仪温度、荧光参数的计量要求和具体校准项目。计

量性能主要包括温度示值误差、平均升温速率、平均降温速率、平均温度过冲量、温

度波动度、温度持续时间准确性、检出限、样本检测重复性的具体要求。 

本规范为首次发布。
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快速核酸检测仪校准规范 

 

1 范围 

本规范适用于基于控温基因扩增技术的快速核酸检测仪的核酸释放、逆转录、PCR 扩

增的校准，其他类似设备也可参照本规范进行校准。 

2 引用文件 

JJF 1527-2015 聚合酶链反应分析仪校准规范 

YY∕T  1173-2010 聚合酶链反应分析仪 

JJF 1101-2019 环境试验设备温度、湿度参数校准规范 

JJF (冀) 200—2022 快速核酸检测仪校准规范 

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（包括所有的修改单）适用于本规范。 

3 术语  

3.1 核酸 nucleic acid   

由核苷酸或脱氧核苷酸通过3ˊ，5ˊ-磷酸二酯键连接而成的一类生物大分子，主要

是储存遗传信息和传递遗传信息。包括核糖核酸（RNA）和脱氧核糖核酸（DNA）两类。 

3.2 超过荧光阈值的循环数 Number of cycles exceeding fluorescence threshold  

实时检测扩增过程中，反应管内的荧光信号到达指数扩增时经历的循环周期数。 

3.3 恒温核酸扩增 thermostatic nucleic acid amplification  

在目标基因的特定区域设计特异性引物，并使用链置换 DNA 聚合酶在恒温条件下保温

数 10 分钟以实现核酸扩增的方法。 

3.4 拷贝数 copy number   

    特定基因在某一生物体基因组中所含的个数以及每个生物细胞中所具有的转录物

（RNA）个数。 

3.5 检出限 limit of detection 

为某特定分析方法在给定的置信度内可从样品中检出待测物质的最小浓度或最小量。 

 

3.6 温度偏差 temperature indication error 
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恒温过程中模块内实测最高温度和最低温度与设定温度的上下偏差。 

3.7 平均升温速率 mean heating rate  

升温过程中模块单位时间内上升的平均温度。 

3.8 平均降温速率 mean cooling rate  

降温过程中模块单位时间内下降的平均温度。 

3.9 平均过冲温度 mean temperature overshoot  

从基础升温至设定温度时模块内实测温度超出设定温度的温度值。 

3.10 温度波动度 temperature fluctuation  

恒温过程中模块内实测温度随时间的变化量。 

3.11 温度持续时间偏差 temperature duration  

计量标准器所记录恒温时间与模块设定恒温时间的差值。  

4 概述 

快速核酸检测仪通常是指基于实时荧光 PCR 技术、恒温核酸扩增技术的便携式的检测

仪器。快速核算检测仪将核酸提取、扩增和检测整合于一体并同时进行，将样本加入该系

统，自动完成检测和结果分析，在更短时间内完成对核酸分子的扩增。       

快速核酸检测仪主要由反应模块、光源模块、磁导模块、加热模块、光电检测系统、

显示模块等部分组成，需与专用的核酸检测试剂盒配套使用。 

5 计量特性 

计量特性见表 1。 

表 1 快速核酸检测仪计量特性 
 

类型 实时荧光 PCR 技术 等温扩增技术 

温度偏差 ≤±0.5℃ 

平均升温速率 ≥3℃/s --- 

平均降温速率 ≥2℃/s --- 

最大过冲温度 ≤2℃ --- 

温度波动度 ≤±0.5℃ ≤±0.5℃ 

持续时间偏差 ≤±10% --- 

检出限 ≤500 copies/mL 

样本检测重复性 ≤5% 
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6  校准条件 

6.1 环境条件 

温度：10℃～40℃； 

相对湿度：不大于 85%RH。 

6.2 测量标准及其他设备 

6.2.1 温度测量标准 

一般选用单支的无线温度数据采集仪，可匹配不同形状、不同结构的快速核酸检测仪

反应模块并接触良好、紧密贴合，且能满足校准工作的需求。 

6.2.2 时间测量标准 

采用无线温度数据采集仪的记录时间作为时间测量标准。 

6.2.3 标准物质 

采用国内有证标准物质。本规范采用新型冠状病毒核酸标准物质为例，若快速核酸检

测仪用于检测其他病原体可采用相应的有证标准物质。 

6.2.4 移液器   

    根据被校快速核酸检测仪适配的核酸检测试剂盒的样品量，选择适用型号的移液器。 

6.2.5  技术要求 

测量标准及其他设备技术指标要求见表 2。 

 

表 2 测量标准及其他设备技术指标 

序号 名称 规格 技术要求 

1 快速核酸检测仪专

用无线温度校准装

置 

温度 0～120℃ 

分辨力：不低于 0.01 ℃ 

最大允许误差：≤0.1℃ 

记录时间间隔：≤0.1s 

2 时间 ---- 
分辨力：不低于 0.1s 

最大允许误差：≤1s / h 

3 
新型冠状病毒核酸

标准物质 

FAM 定值 有证标准准物质 

JOE 定值 有证标准准物质 

ROX 定值 有证标准准物质 

4 移液器 
(2.5、10、100、200、1000、

5000)μL 
检定合格 

注：也可以选择满足校准要求的其他测量标准；若快速核酸检测仪用于检测其他病原体可采用相应的

有证标准物质。 
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7  校准项目和校准方法 

7.1 校准项目 

校准项目见表 3。 

表 3 快速核酸检测仪校准项目 

 

项目 实时荧光 PCR 技术 恒温扩增技术  

温度偏差 + + 

平均升温速率 + - 

平均降温速率 + - 

最大温度过冲量 + - 

温度波动度 + + 

温度持续时间偏差 + - 

最小检出限的 Ct 值 + + 

Ct 值重复性 + + 

注：+表示应校准；-表示不校准。 

 

7.2 温度校准 

7.2.1 测量点位置和数量 

独立控温模块快速核酸检测仪可逐个模块校准或同时对多个模块分别校准，参照图 1

所示。非独立控温的快速核酸检测仪作为一个整体进行温度校准，以 8 通道、16 通道快速

核酸检测仪为例，布点遵循均匀分布的原则，可参照图 2 所示，每增加 8 通道可增加 3 个

温度校准点。 

 

图 1 独立模块快速核酸检测仪布点示意图 
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图 2（a）8 通道快速核酸检测仪布点示意图 

 

图 2（b）16 通道快速核酸检测仪布点示意图 

基于实时荧光 PCR 扩增技术的快速核酸检测仪，设定控温程序，如表 4 所示。将温度

校准装置置入样品槽中，设置采样间隔为 0.1s，启动温度测量标准，采集并记录整个循环

程序温度数据。 

 

 

表 4 基于实时荧光 PCR 扩增技术的快速核酸检测仪控温程序 

步骤 设定温度点/℃ 设定温度持续时间/s 循环数 

1 50 10 1 

2 90 10 1 

3 40 10 
6 

4 95 10 

5 70 10 1 

6 60 10 1 

7 40 10 1 
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基于等温扩增技术的快速核酸检测仪温度设定程序可参照表 5 进行。将专用无线温度

校准装置置于样品槽内，启动温度测量标准，自动采集并记录整个循环程序温度数据。 

表 5 基于等温扩增技术的快速核酸检测仪控温程序 

步骤 设定温度点/℃ 
设定温度持续时间

/min 
循环数 

1 55 10 1 

2 60 10 1 

 

7.2.2  温度偏差的计算 

独立模块或单通道的快速核酸检测仪以所有测量点计算结果的最大值作为测量结果。

按照公式（1）（2）分别计算： 

    scd TTT                              (1) 

 


n

i
T

n
T

1 ic

1
                           (2) 

式中： dT ——快速核酸检测仪模块温度偏差，℃； 

sT  ——快速核酸检测仪模块设定温度，℃； 

cT ——该模块温度实测值的平均值，℃； 

iT  ——该模块校准装置第 i 次的测量值，℃； 

n  ——恒温时间内数据采集次数。 

 

7.2.3 平均升温速率的计算 

截取各循环从 50℃瞬时升温至 90℃瞬时的温度曲线计算升温速率，平均升温速率的

计算按照公式（3）（4）（5）计算： 

  
 

t

TT
V 升升 AB

ui


                              (3) 

    


m

i
V

m
V

1 uiui

1
                                                      (4) 

                                 


m

i
V

n
V

1
uiu

1
                           (5) 

式中： uiV ——第 i 个循环升温速率，℃/s ； 

uiV ——该模块平均升温速率，℃/s ； 

m  ——累积循环数，按本规范程序设置为 6； 
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升A
T ——升温过程中测温模块距离 50℃温度点测量值，℃； 

升B
T ——升温过程中测温模块距离 90℃温度点测量值，℃； 

t  ——从 升A
T 到达 升B

T 的时间，s； 

uV ——平均升温速率，℃/s ； 

n  ——测量点数。 

7.2.4 平均降温速率的计算 

截取各循环从 90℃瞬时降温至 50℃瞬时的温度曲线计算降温速率，平均降温速率的

计算按照公式（6）（7）（8）计算： 

                           
 

t

TT
V 降降 AB

di


                                (6) 

     


m

i
V

m
V

1 didi

1
                               (7) 

      


m

i
V

n
V

1
did

1
                              (8) 

式中： diV ——第 个循环降温速率，℃/s ； 

diV ——平均降温速率，℃/s ； 

m  ——累积循环数，按本规范程序设置为 6； 

降A
T ——降温过程中测温模块距离 50℃温度点测量值，℃； 

降B
T ——降温过程中测温模块距离 90℃温度点测量值，℃； 

t  ——从
降B

T 到达
降A

T 的时间，s； 

uV ——平均降温速率，℃/s ； 

n  ——测量点数。 

 

 

 

图3 升降温速率取点示意图
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7.2.5 平均过冲温度的计算 

多模块或多通道的快速核酸检测仪以所有测量点计算结果的最大值作为测量结果。模

块温度从 40℃升温至设定温度 95℃时，模块内实测温度超出设定温度的温度值。按照公

式（9）（10）分别计算： 

        ℃s95maxC95 TTT                                  (9) 

 


m

i
T

m
T

1 imaxmax

1
                                                         (10) 

                                     

式中： C95T ——快速核酸检测仪模块过冲温度，℃； 

            sT ——快速核酸检测仪模块设定温度值，95℃； 

            maxT ——该模块所有实测超调温度平均值，℃； 

            imaxT ——模块第 i 个循环的实测超调温度最大值，℃； 

 

                     
图 4 95℃过冲温度示意图 

 

 

7.2.6 温度波动度的计算 

按照公式（11）计算： 

     minmaxf
2

1
TTT                          （11） 

式中： fT ——快速核酸检测仪模块温度波动度，℃； 

      maxT ——快速核酸检测仪温度校准装置所有模块实测最高温度，℃； 

      minT ——快速核酸检测仪温度校准装置所有模块实测最低温度，℃。 

7.2.7 温度持续时间偏差的计算 

按照公式（12）、（13）计算： 
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                                   sc ttt                             (12) 

                                    12c ttt                             (13) 

式中： ct  ——实测的设定温度持续时间，s ；  

st  ——设定温度持续时间，s ； 

t ——温度持续时间偏差，s 。 

1t ——校准装置采集到的的第一个到达设定温度的时刻； 

 2t   ——校准装置采集到的最后一个维持设定温度的时刻。 

 

 

 

 

 

 

图 5 1t 、 2t  取点示意图 

7.3 检出限的检查 

将标准物质稀释到最低检出限 (比如 500 copies/μL)作为样本，进行 2 次检测，分

别记录 FAM、JOE、ROX 等荧光通道的 Ct 值，与阳性判断值进行比较。 

7.4 样本检测重复性 

将标准物质稀释到高于检出限的一定浓度（比如 2200 copies/μL）作为样本，进行

6 次或 6 次以上重复性检测，分别记录 FAM、JOE、ROX 等荧光通道的 Ct 值。按照公式（14）

计算。 

                           %100
M

SD
CV                         (14) 

式中：CV ——变异系数 

SD—— 标准差 

M —— 测量结果的平均值 

8  校准结果表达 

经校准的快速核酸检测仪出具校准证书，校准证书至少应包括以下信息： 

a) 标题“校准证书”； 
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b）实验室名称和地址； 

c）进行校准的地点（如果与实验室的地址不同）； 

d）证书的唯一性标识（如编号），每页及总页数的标识； 

e）客户的名称和地址； 

f）被校对象的描述和明确标识； 

g）进行校准的日期； 

h) 校准所依据的技术规范的标识，包括名称及代号； 

i）本次校准所用测量标准的溯源性及有效性说明； 

j）校准环境的描述； 

k）校准结果及其测量不确定度的说明； 

l）对校准规范的偏离的说明； 

m) 校准证书或校准报告签发人的签名、职务或等效标识； 

n) 校准人和核验人签名； 

o）校准结果仅对被校对象有效性的声明； 

p）未经实验室书面批准，不得部分复制校准证书的声明。 

9  复校时间间隔 

由于复校间隔时间的长短是由快速核酸检测仪的使用情况、使用者、仪器本身质量等

因素所决定，因此，用户可根据实际使用情况确定复校时间间隔。建议复校间隔时间为一

年，使用特别频繁时应适当缩短。凡在使用过程中经过修理、更换重要器件等的一般需要

重新校准。 
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附录 A 

快速核酸检测仪校准结果记录参考格式 

委托单位：                      客户联络信息：                       

仪器名称：                      制   造   厂：                       

型号规格：                      出  厂 编 号：                       

校准地点：                  环境温度：           ℃环境相对湿度：         ％ 

                                                                              

标准器名称                  标准器编号             型号/规格              

溯源单位                    证书编号               有效期至     

准确度等级/最大允许误差/不确定度                   校准依据       

一、 校准记录： 

1.温度偏差： 

温度设

定值 

/℃ 

实测温度平均值/℃ 温度偏差 

/℃ 1 2 3 4 5 6 

        

        

        

        

 

2.平均升温速率： 

温度设定值 

/℃ 

实测温度值/s 

1 2 3 4 5 6 

       

       

时间差       

升温速率       

 

平均升温速率：                    
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3.平均降温速率： 

温度设定值 

/℃ 

实测温度值/℃ 

1 2 3 4 5 6 

       

       

时间差       

降温速率       

 

平均降温速率：                    

4.平均过冲温度检测重复性： 

温度值 maxT  

/℃ 

测量平均值/℃ 

1 2 3 4 5 6 

       

最大升温过冲温度

值/℃（位置） 
 

 

5.温度波动度（等温扩增技术）： 

温度值/℃ 测量值/℃ 

maxT   

minT   

波动度/℃  

温度波动度（荧光扩增技术） 

温度值/℃ 
测量值

/℃ 

波动度

/℃ 
温度值/℃ 

测量值

/℃ 

波动度

/℃ 

 
maxT   

  
maxT   

 
minT   minT   

 
maxT   

  
maxT   

 
minT   minT   

 
maxT   

  
maxT   

 
minT   minT   
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6.温度持续时间偏差 ： 

时间 测量值/s 

设定值  

平均持续时间  

偏差  

 

7.检出限的校准 

 
8.样本检测重复性 

 

 

 

 

校准员                         核验员                    校准日期              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

核酸浓度

（copies/μL） 

扩增结果 检查结果 

 

（Ct 值≤ ） 通道类型 Ct 值 

 

 

 

FAM   

JOE   

ROX   

核 酸 浓 度

（copies/μL） 

扩增结果 

（Ct 值 ） 
 

变异系数 
通道类型 1 2 3 4 5 6 

 

FAM        

JOE        

ROX        

 

FAM        

JOE        

ROX        

 

FAM        

JOE        

ROX        
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附录 B 

快速核酸检测仪校准证书内页参考格式 

校  准  结  果 

1.布点示意图如 B.1 所示。 

 

 
图 B.1布点示意图 

 

2.校准结果： 

 

校准项目 校准结果 
扩展不确定度

（k=2） 

温度偏差   

平均升温速率   

平均降温速率   

平均过冲温度   

温度波动度   

温度持续时间偏差   

检出限的 Ct 值  / 

检测重复性 CV  / 
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附录 C 

快速核酸检测仪温度偏差测量不确定度评定示例 

C.1 方法概述 

用专用无线温度校准装置对一台基于实时荧光 PCR 技术的快速核酸检测仪单模块分

别在 40℃、 50℃、 60℃、 70℃、 90℃、 95℃进行校准，记录各点测量值。 

C.2 测量模型 

温度偏差可表示为： 

scd TTT                                   （1） 

式中：   

dT ——快速核酸检测仪模块温度偏差，℃； 

sT ——快速核酸检测仪模块设定温度， ℃； 

cT ——该模块温度实测值的平均值，℃。 

C.3 不确定度分量 

C.3.1 测量重复性引入的标准不确定度分量 u1 

在各个温度点采集数据见表 C.1。 

表 C.1 测 量 重 复 性 数 据               单位：℃ 

 

设定温

度 
实测温度 

平均温

度 

40 40.59 40.16 40.10 40.41 40.49 40.77 40.63 40.12 40.14 40.15 40.35 

50 49.58 49.53 49.89 49.37 49.28 49.85 49.37 49.42 49.39 49.35 49.71 

60 59.31 59.33 59.21 59.56 59.62 59.34 59.67 59.81 59.31 59.33 59.46 

70 70.83 70.99 70.82 70.86 70.83 70.86 70.99 70.93 70.96 70.98 70.87 

90 91.05 91.07 91.08 91.09 91.00 91.05 91.07 91.05 91.07 91.08 91.05 

95 96.33 96.31 96.26 96.28 96.27 96.28 96.28 96.22 96.27 96.24 96.26 

 

依据公式： 

 
 

1

1

2

i









n

TT

TS

n

i                                             （2） 
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可得测量重复性引入的标准不确定度分量 u1 ，见表 C.2。 

表 C.2 重复性引入的标准不确定度分量            单位： ℃ 

温度 40 50 60 70 90 95 

u 0.19 0.18 0.19 0.28 0.28 0.33 

C.3.2 测量标准引入的标准不确定度 u2 

专用无线温度校准装置溯源证书可知其扩展不确定度 U=0.07℃，包含因子 k=2，所以

该校准装置引入的标准不确定度   C035.0
2

07.0
s 

k

U
Tu 。 

C.3.3  设定温度分辨力引入的标准不确定度 u3 

快速核酸检测仪的设定温度分辨力为 0.1℃，区间半宽 0.05℃，服从均匀分布，所以

分辨力引入的标准不确定度分量为 C029.0
3

C05.0
3 


u 。 

C.4 合成标准不确定度 

依据公式   2

3

2

2

2

1dc uuuTu  计算可得合成标准不确定度，见表 C.3。 

表 C.3 合成标准不确定度 
 

温度 40 50 60 70 90 95 

 dc Tu   0.195 0.195 0.195 0.284 0.284 0.343 

 

C.5 扩展不确定度 

 

扩展不确定度 U kuc  ，取 k 2 ，可得扩展不确定度， 见表 C.4。 

                                     表 C.4  扩展不确定度                            单位：℃ 

温度 40 50 60 70 90 95 

U 0.4 0.4 0.4 0.6 0.6 0.7 

 

 

 

 

 

 

 

单位：℃ 

1 
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快速核酸检测仪样本示值误差结果的不确定度评定 

1.校准依据 

JF1527-2015《聚合酶链反应分析仪》校准规范。 

2.测量模型 

                      SC CCC                                  （1） 

C ——样本示值误差，copies/μL； 

CC ——仪器测量平均值，copies/μL； 

SC ——标准物质标称值，copies/μL； 

3. 合成方差与灵敏系数 

                                  SC CuCucCu 22

2

22

1

2 ＋c                           （2） 

式中： 

1c =1； 

2c =-1 

故：                           SC CuCuCu 222 ＋                             （3） 

4.各输入量的标准不确定度分量评定 

4.1测量重复性引入的标准不确定度分量  iCu  

计算未知样的定量结果的相对标准偏差RSD,测量数据及计算结果见表C.5 

                             表C.5  测量重复性数据                        （copies/μL） 

名称 1 2 3 4 5 6 7 8 RSD 

标准 

物质 

4.5 4.5 4.7 4.6 4.4 4.3 4.2 4.2 

3.7% 4.5 4.7 4.5 4.7 4.6 4.7 4.6 4.4 

4.5 4.7 4.5 4.7 4.6 4.4 4.7 4.6 

标准 

物质 

2.3 2.4 2.2 2.2 2.1 2.4 2.3 2.4 
3.8% 2.1 2.4 2.4 2.1 2.4 2.1 2.2 2.1 

2.4 2.1 2.4 2.1 2.2 2.2 2.1 2.2 

表C.5中的单次实验标准偏差按下式计算： 

                            
)1(

)(

)(

2

1









n

cc

Cu

n

n

i

i  
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4.2  标准物质引入的标准不确定度分量  SCu  

4.2.1标准物质引入的标准不确定度校准证书得到，即 

                              2.8/)(  kuCu CS %/2=1.40%，k=2 

 

各标准不确定度分量汇总，见表C.6 

表 C.6 各标准不确定度分量汇总 

名称 
来源 

 iCu   SCu  

标准物质 U1 3.7% 1.4% 

标准物质 U2 3.8% 1.4% 

 

5.合成标准不确定度计算 

   按式（3）计算合成标准不确定度，结果见表C.7。 

6.扩展不确定度评定 

   取包含因子k=2,扩展不确定度用公式U=2   iCCu  得到，则扩展不确定度结果见表C.7。  

表 C.7 合成标准不确定度及扩展不确定度 

名称 iC  （copies/μL） 
合成不确定度

 Cu   

相对扩展不确定

度 U 
包含因子 k 

标准物质 L
copies


5105.4   4.0 % 8.0 2 

标准物质 L
copies


5101.2   4.1 % 8.2 2 
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