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前言 

 

本文件由中国合格评定国家认可委员会（CNAS）制定，是对 CNAS-CL02：2012

《医学实验室质量和能力认可准则》和 CNAS-CL02-A009：2018《医学实验室质

量和能力认可准则在分子诊断领域的应用说明》中有关分子诊断相关检验程序进

行性能验证实验所做的具体解释和指导，供医学实验室和评审员参考使用。 

本文件为首次发布。 
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分子诊断检验程序性能验证指南 

 

1 范围 

本指南适用于申请认可或已获认可的医学实验室对分子诊断相关检测程序

进行性能验证实验活动时使用，也可供医学实验室评审员在现场评审过程中参考

使用。本指南适用的分子诊断技术包括：PCR、Sanger测序、二代基因测序(NGS)、

原位杂交等，其他分子诊断使用的检验程序/方法可参考使用。 

本文件适用于医学实验室采用的经确认的检验程序。 

注：鉴于实际临床工作中进行分子诊断的样本类型（如进行原位杂交的样本有血液、羊

水穿刺、肿瘤组织等）以及预期用途差别较大，而不同样本类型对性能验证的要求和难易程

度差别较大，建议结合实际情况酌情选择与之相符合的性能验证方案。 

2 规范性引用文件 

下列文件对于本指南的应用是必不可少的。凡是注明日期的引用文件，仅该

版本适用于本指南。凡是未注明日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改

部分）适用于本指南。 

WS/T 420-2013《临床实验室对商品定量试剂盒分析性能的验证》 

WS/T 492-2016《临床检验定量测定项目精密度与正确度性能验证》 

WS/T 505-2017《定性测定性能评价指南》 

YY/T 1261-2015《HER2基因检测试剂盒（荧光原位杂交法）》 

YY/T 1459-2016《人类基因原位杂交检测试剂盒》 

3 术语和定义 

对于本指南，GB/T 29791.1-2013/ISO 18113-1：2009）中的定义适用。下

列术语和定义适用于本指南。 

3.1 可报告范围 reportable range 

体外诊断医疗器械性能特征已被验证的测量区间。[GB/T29791.1-2013/ISO 

18113-1：2009 3.46 注1] 

4. 总则 

4.1 性能验证的时机 
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4.1.1 检验程序常规应用前。 

4.1.2 任何严重影响检测系统分析性能的情况发生后，应在检测系统重新启用前

对受影响的性能进行部分性能验证。影响检测系统分析性能的情况可包括但不限

于仪器主要部件故障，仪器搬迁，设施、环境的严重失控等。 

4.1.3 常规使用期间，实验室可基于分析系统的稳定性，利用日常工作产生的检

验和质控数据，定期对检验程序的分析性能进行评审，应能满足检验结果预期用

途的要求。新检测系统也包含现用检测系统的任一要素（仪器、试剂、校准品等）

变更，如试剂升级、仪器更新、校准品溯源性改变等应按照新系统来进行验证。 

4.2 性能验证的参数 

分子诊断检验程序的性能参数主要包括 PCR定性和定量检测、Sanger测序、

二代基因测序(NGS)和原位杂交等。PCR 定量检测选择验证的性能指标宜包括测

量正确度、测量精密度（含测量重复性和测量中间精密度）、测量不确定度、分

析特异性（含抗干扰能力）、分析灵敏度、检出限和定量限、线性区间（可报告

区间）等。PCR定性检测选择验证的性能指标宜包括方法符合率、检出限、抗干

扰能力、交叉反应等。Sanger 测序和 NGS 选择验证的性能指标宜包括方法符合

率和检出限等。原位杂交技术应依据样本类型和预期用途，选用适宜的性能指标

进行验证，如基于完整细胞的原位杂交宜选用分析敏感性和特异性，基于组织的

宜选用方法符合率。 

如果检验程序适用样本类型包括血清与血浆，实验室在临床检测时同时使用

血清与血浆，应进行血清与血浆结果一致性的验证。在肿瘤靶向基因检测时，如

果检验程序适用样本类型包括除肿瘤组织/细胞以外的样本（如血浆），应进行与

肿瘤组织结果一致性的验证。如果检验程序高度依赖人工操作或判断，应进行不

同操作人员间的验证，验证程序可参照本指南相关内容制定。 

实验室应根据检测项目的预期用途以及生产制造商声明，选择对检测结果质

量有重要影响的参数进行验证。不同技术平台、样本类型以及预期用途不同时，

所需验证的性能指标宜有所侧重。 

4.3 性能验证的判断标准 

实验室应根据临床需求选择经确认的符合预期用途的检验程序。实验室性能

验证结果的判断标准是厂商或研发者在试剂盒或检测系统说明书中声明的性能
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指标。 

5 实验前准备 

样本最好来自患者真实样本，尽量与厂家建立性能指标时所用材料一致。当

一份样本需进行多次试验时，对样本进行分装保存，避免反复冻融。 

5.1 实验操作人员应熟悉方法原理与操作，包括样本处理、校准、维护程序、质

量控制，确保检测系统工作状态正常。 

5.2 实验室设施及环境符合分析系统工作要求。 

5.3 仪器经过校准，各项性能指标合格。 

5.4 试剂和校准品满足要求。 

5.5 负责实施性能验证的人员应了解验证方案，制定验证计划，并组织实施。 

5.6 涉及病理形态学的样本（如组织、细胞学样本等），需经符合资质的病理医

师于显微镜下确认符合相应要求后才可进行后续检测。需要时,可行肿瘤细胞富

集。 

5.7 若涉及核酸提取，应使用试剂盒配套或推荐的核酸提取试剂，并确保其提取

效率满足要求。核酸提取效率的评价宜包括：核酸浓度、纯度及完整性。 

6 性能验证要求 

在常规应用前，应由实验室对未加修改而使用的已确认的检验程序进行独立

验证。已确认的检验程序是经国家卫生管理部门批准的体外诊断医疗器械使用说

明书中规定的程序，或国际公认标准或指南中规定的程序，或国家、地区法规中

规定的程序。 

注：如果程序中含有与检验程序不适用的仪器、样本类型、检验方法（包括核酸提取方

法）或分析软件的，则不属于已确认的检验程序。 

6.1 定性项目的性能验证 

6.1.1 方法符合率 

6.1.1.1 验证要求 

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（如：通过 ISO15189 认可

实验室使用的相同检测方法）。 

6.1.1.2 验证方案 
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a）样本：选取阴性样本至少 5例、阳性样本（宜包含弱阳性/低扩增的样本），

一般不少于 10例样本。 

注 1：罕见或少见病种的项目，可酌情减少样本例数。 

注 2：若弱阳性/低扩增样本不好获取，可用适当稀释阳性样本获得类似的效果。 

注 3：对于杂交检测技术，若弱阳性/低扩增样本不好获取，可用不同比例的特定细胞

系混合获得类似的效果。阴性样本中应包含与检测对象核酸序列具有同源性、易引起相同或

相似临床症状的样本。 

b）验证方法：按照患者样本检测程序，采用参比方法和候选方法平行检测。

将所有检测结果按下表汇总填表，计算符合率。 

表：方法符合率验证 

  
  

参比方法 
总数 

  阳性 阴性 

候选方法 
阳性 a b a+b 

阴性 c d c+d 

总数 a+c b+d a+b+c+d 

阳性符合率=a/(a+c)×100% 

阴性符合率=d/(b+d)×100% 

总符合率=(a+d)/( a+b+c+d)×100% 

6.1.1.3 判断标准 

参见 4.3。 

6.1.2 检出限 

6.1.2.1 验证要求 

所用检验程序在厂家试剂使用说明书等有声明检出限时，检测项目在有标准

物质时，或以定量形式表达定性结果时，应进行检出限的验证。 

6.1.2.2 验证方案 

a）样本：定值标准物质（如：国际参考品、国家参考品、厂家参考品）。对

于报告具体基因型的方法，其选用的标准物质需包括所有的突变类型。对于检测
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对象同时含有不同比例的不同基因型时，应设置多个梯度，主要从扩增反应终体

系总核酸浓度和突变序列所占比例两个方面进行评价。 

b）验证方法：使用定值标准物质的样本梯度稀释至厂家声明的检出限浓度，

可重复测定 5 次或在不同批内对该浓度样本进行 20 次重复测定（如测定 5 天，

每天测定 4 份样本）。稀释液可根据情况选用厂家提供的稀释液或阴性血清，该

阴性血清除被验证的目标物必须阴性外，所含干扰物质浓度必须在厂家声明的范

围之内。 

6.1.2.3 判断标准 

如果是 5次重复检测，必须 100%检出靶核酸；如果是 20次检测，必须检出

至少 18 次靶核酸。 

示例 1：NGS和 Sanger 测序  对于基因变异类型（如：SNV，indel，CNV，SV）的检测，

均应分别进行检测限的验证，以确定不同变异类型各自的检测限。建议使用已知突变丰度的

包含所有待检测变异类型的经过福尔马林固定石蜡包埋的细胞系混合物或临床样本，将其稀

释至厂家声明的检出限浓度，以及高于和低于该浓度一个梯度浓度，按照厂家声明的测序深

度对该系列浓度样本进行测定（样本总数不得少于 5个，每个样本检测浓度不得少于 3个），

如果95%检出限浓度以上的样本检测到可靠变异，则检出限验证通过。 

示例 2：杂交  使用经合格病理医师评估的接近最低检测限的按照一定比例混合的细胞

系沉降制片/或组织切片，在不同批内对样本进行测定（如连续测定 5 天，每天测定 4 份样

本），如果 90%以上样本符合细胞系特性或与中心参考实验室结果相同（必要时可原片复核

（快递或进行数字切片转化），则测定下限验证通过。需说明的是，此方法不适用原位杂交，

原位杂交验证见 6.1.5。 

6.1.3  交叉反应 

6.1.3.1 验证要求 

应验证与检测对象可能存在交叉反应的核酸物质对检测的影响。对于病原体

核酸检测来说，主要指与检测对象核酸序列具有同源性、易引起相同或相似临床

症状的病原体核酸，宜在病原体感染的医学决定水平进行验证。对于报告具体基

因型的方法，应在待测核酸浓度水平验证其它基因型对待测核酸测定的影响。 

6.1.3.2 验证方案 

对于病原体核酸检测，取一定浓度与待测核酸可能存在交叉反应的病原体加
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入样本保存液或经确认为阴性的样本中，与常规样本一样处理，至少重复检测3

次；对于基因型检测，取一定浓度经其它方法（如测序等）确认为其它基因型的

样本，与常规样本一样处理，至少重复检测3次。 

6.1.3.3 判断标准 

结果应为阴性。 

6.1.4 抗干扰能力 

6.1.4.1 验证要求 

分子诊断常见的干扰物质主要包括血红蛋白、甘油三酯、胆红素、免疫球蛋

白 G、类风湿因子和药物等。实验室可根据临床需求、厂家声明和样本特点（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。需要时，

也应评估抗凝剂和样本保存液等对结果的影响。 

6.1.4.2 验证方案 

实验室可根据实际情况选择验证方案。 

方案 1：实验组为在弱阳性样本中加入干扰物质溶液（对照组加入等量的溶

剂），使得干扰物质的终浓度与厂家声明的浓度相同，与常规样本一样处理，至

少重复测定 3次以上。 

方案 2：选取含待验证的高浓度水平干扰物质且经确认不含被测物的临床样

本作为实验组，选取含低浓度水平干扰物质且经确认不含被测物的临床样本作为

对照组。分别在实验组和对照组中加入弱阳性样本（量小于 10%），与常规样本

一样处理，每组至少重复检测 3次。 

6.1.4.3 判断标准 

方案 1：弱阳性样本检测仍为弱阳性结果，则验证通过。 

方案 2：如果对照组和实验组结果均为弱阳性，说明在验证浓度下，干扰物

质对测定无显著影响。如果对照组结果为弱阳性，实验组结果为阴性，说明在验

证浓度下，干扰物质对测定有显著影响。 

6.1.5 原位杂交技术分析敏感性和特异性 

6.1.5.1 验证要求 

至少 200 个与探针特定对应的基因组目标序列应被用来进行分析敏感性和

特异性验证。 
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6.1.5.2 验证方案 

样本至少来自 5 个不同个体，至少 50 个（用于验证远离着丝粒的探针）或

100个（用于验证近着丝粒探针）含有与探针相对应的基因组目标序列的肿瘤细

胞进行原位杂交检测。 

6.1.5.3 判断标准 

敏感性和特异性均不低于 90%。 

6.2 定量项目性能验证 

分子诊断定量检测项目的性能验证请参见 CNAS-GL037《临床化学定量检验

程序性能验证指南》。 

6.3 特定性能验证 

对于商品化的诊断试剂，一般情况下不需要验证核酸提取效率。在样本来源

有限、样本组成复杂、目的基因在样本中含量低或怀疑提取试剂有质量问题时需

要进行核酸提取效率验证。如果怀疑 PCR扩增系统有问题，则应进行扩增效率验

证。对于 NGS，为保证结果的可靠性，避免因测序深度过低导致的结果假阴性或

测序深度太高引起的假阳性，应进行测序深度参考区间、上机测序的性能和数据

分析系统的性能验证。 

6.3.1 核酸提取效率 

6.3.1.1 验证要求 

核酸提取效率包括核酸纯度，核酸提取产率和完整性。 

6.3.1.2 验证方案 

按照试剂盒要求，提取含有不同浓度待测核酸的样本，核酸浓度宜覆盖厂家

声明的可提取的核酸浓度。 

a）核酸纯度：将核酸提取液用分光光度计测定 A260/280比值。 

b）核酸提取产率：将含有待测物质的样本平均分成 2份，其中一份（A）加

入一定体积（小于总体积 10%）已知浓度的待测核酸，另一份（B）加入同体积

核酸溶解液，按照试剂盒要求提取核酸，分别测定 A和 B提取的核酸量，按以下

公式计算核酸提取得率，重复三次测定，计算平均值。 

核酸提取产率= 
加入的待测核酸量

BA
×100% 
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c）核酸完整性：按照试剂盒要求，提取含有不同浓度待测核酸的样本，核

酸浓度宜覆盖厂家声明的可提取的核酸浓度，取一定量的核酸提取液进行琼脂糖

凝胶电泳，与待测核酸标准物比较。 

6.3.1.3 判断标准 

a）核酸纯度：待测物质为 DNA 时，A260/280 比值在 1.7-1.9；待测物质为

RNA时，A260/280比值在 1.8-2.0。 

b）核酸提取产率：核酸提取得率应不低于厂家声明或实验室制定的标准。 

c）核酸完整性：在期待核酸分子量相应的位置可观察到清晰或弥散的条带，

无明显降解。 

6.3.2 扩增效率验证 

6.3.2.1 验证要求 

扩增效率包括样本和标准品的扩增效率两部分，只有二者扩增效率良好且一

致时，定量结果才准确。如果怀疑 PCR 扩增系统有问题应进行扩增效率验证。

6.3.2.2 验证方案 

将接近线性范围上限浓度的样本 10 倍稀释 4-6 个浓度，最低浓度应在线性

范围内或将标准品按照厂家要求处理，然后进行扩增。将浓度对数值作为横轴，

对应的 Ct值作为纵轴，绘制曲线，计算斜率（K），按以下公式计算扩增效率（E）： 

E=10-1/K-1 

6.3.2.3 判断标准 

样本和标准品的扩增效率均≥90%且≤110%。 

6.3.3 上机测序的性能验证 

6.3.3.1 验证要求 

验证所用测序仪是否正常运行和使用，测序仪的各项性能参数是否符合要求，

保证测序结果的可靠性。 

6.3.3.2 验证方案 

建议使用质控品或用参考品 DNA制备的文库样本进行上机，记录设备运行结

束后的参数，根据性能参数标准评价设备性能是否符合使用要求。 

6.3.3.3 判断标准 

仪器的各项性能参数在厂家声明的正常范围内则验证通过。 
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6.3.4 数据分析系统的性能验证 

6.3.4.1 验证要求 

对所有的检测变异类型进行验证，验证应包括数据分析时所用到的所有硬件

和软件系统，涵盖数据分析的所有步骤。 

6.3.4.2 验证方案 

建议使用已知突变丰度的质控品进行测序分析，应包含所有的检测变异类型，

如变异类型包含 SNV，分析样本至少应含有同一位点的多个不同点突变的质控品；

如变异类型包含 indel，则应含有在同一序列上有相近两个 indel。 

6.3.4.3 判断标准 

检测结果符合率均≥95％即为验证通过。 
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