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引言

非可溯源生物质控品经常用于相关生物检测过程的质量控制中，由于其不可溯源的特殊性，实验室应对其进行质量控制。例如在动植物检疫鉴定过程中，实验室需使用质控品对鉴定过程进行质量控制，由于该类质控品的特殊性，无法实现量值溯源，实验室应对该类质控品进行质量控制。
本标准为首次制定，标准的制定参考了ISO Guide80《实验室内部研制质量控制样品的指南》的相关要求。

 
前    言

本标准按照GB/T 1.1—2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》给出的规则起草。
本标准由全国认证认可标准化技术委员会实验室认可分技术委员会（SAC/TC261/SC1）提出并归口。

本标准由山东出入境检验检疫局等单位*******负责起草。

本标准起草单位： 
本标准主要起草人：

合格评定 非可溯源生物质控品质量控制规范

1范围

本标准规定了非可溯源生物质控品质量控制的总则、质量控制程序文件要求、质量控制要素和要求等。
本标准适用于实验室中涉及生物检测的非可溯源的生物质控品的质量控制。
2 规范性引用文件

    下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 19000质量管理体系基础和术语
GB 19489 实验室生物安全通用要求
GB/T 20468 临床实验室定量测定室内质量控制指南
GB/T 27025 检测和校准实验室能力的通用要求

GB/T 21415 体外诊断医疗器械 生物样品中量的测量校准品和控制物质赋值的计量学溯源性
ISO Guide 30与标准物质有关的术语和定义
ISO Guide 35 标准物质——定值及均匀性和稳定性评价指南

ISO Guide 80 实验室内部研制质量控制样品的指南

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件
3.1 
非可溯源性 non-traceability

现有条件下，测量结果无法或无需溯源到SI单位及导出单位或国际公认的单位，测量结果无法与之相联系的的特性。
3.2 

质控品 quality control materials

用于测量过程中质量控制的标准物质。
[ISO Guide 30 术语和定义2.1.22]

3.3
生物质控品 biological quality control materials 
具有特定生物信息的质控品，用于生物测量过程的质量控制。
3.4

质量控制 quality control

质量管理的一部分，致力于满足质量要求。
 [GB/T 19000-2016，术语3.3.7]
3.5 

均匀性homogeneity
特定批次范围内，标准物质特性值的一致性

[ISO Guide 30 术语和定义2.1.12]

3.6

    稳定性stability

在特定的时间范围和贮存条件下，标准物质的特性量值保持在规定范围内的能力。

[ISO Guide 30 术语和定义2.1.15]

3.7 

互换性commutability
由两个测量程序测量一给定物质的特定量产生的测量结果间的数学关系，与测量常规样品的量得到的数学关系的一致程度。
[GB/T 21415 术语和定义3.9]

3.8 

赋值 characterization
标准物质生产过程的一部分，用于标准物质特性值或属性的测定。
[ISO Guide 30 术语和定义2.1.10]
4 总则
4.1实验室进行生物相关检测实验时，经常使用非可溯源生物质控品进行检测过程的质量控制。实验室应建立质量控制程序，对使用的非可溯源生物质控品进行质量控制，确保非可溯源生物质控品的有效性。
4.2实验室应识别非可溯源生物质控品的质量控制要素，至少应对非可溯源生物质控品的研制、购买、使用、运输、储存、处置等要素进行质量控制。

5 质量控制程序及要求
5.1 为确保非可溯源生物质控品的有效性，使用非可溯源生物质控品的实验室应建立符合GB/T 27025的管理体系。
5.2 使用非可溯源生物质控品的实验室建立质量控制程序时，应至少考虑：

a) 识别质量控制要素；

b) 适当的质量控制方法；

c) 适当的质量控制评价方法；

d) 有效的质量控制措施。

5.3除满足实验室管理体系一般要求外，使用非可溯源生物质控品的实验室制定程序文件时，还应至少考虑非可溯源生物质控品的以下特点：
a) 生物样本的基质效应；
b) 生物样本的不均一性；
c) 生物样本的不稳定性；
d) 生物样本易传播、易扩散；
e) 生物安全风险。
6 质量控制要素和要求

6.1研制
实验室无法从外部获得非可溯源生物质控品时，可自行研制非可溯源生物质控品。实验室内部研制非可溯源生物质控品时，应考虑的质量控制要素包括但不限于：
a) 原料选择与采集；
b) 分装和包装；
c) 均匀性检验；
d) 稳定性检验；
e) 互换性检验（必要时）；
f) 赋值。
6.1.1 原料选择与采集
6.1.1.1 非可溯源生物质控品研制时所需的原料包括生物原料、辅料、化学原料及其他辅助材料，各类原料和辅料的质量应符合相应的规定要求。
如原材料由来自外部供应，实验室应有途径获得相关技术资料，如采购合同、供货方提供的质量标准、出厂检验报告，以及该原材料到货后的质量检验资料。

6.1.1.2为避免任何污染，应对非可溯源生物质控品研制（生产）所用原材料进行标识、妥善保存和隔离，防止误用、损坏、变质或沾污。有毒有害原料的存放应有安全保障措施。

6.1.1.3在采集非可溯源生物质控品原料时，如用于医学实验室检验过程的质量控制，还应考虑以下特定问题：

a) 制备非可溯源生物质控品过程中有关患者样本保存和使用的道德规范；

b) 采购用于制备非可溯源生物质控品的患者样本时，有关其保存和使用方面的法律责任；

c) 制备非可溯源生物质控品的医学实验室应确保所选样品的真实性具有较高的置信度，以避免使用错误的生物组织；

d) 应对所采集的原料的潜在的危害进行筛查，特别是当制备过程中可能接触受污染的尖锐物品或者容易产生气溶胶时。

6.1.2 分装和包装
非可溯源生物质控品制备时，分装和包装过程的质量控制要求可参考ISO Guide 80的要求。
6.1.3 均匀性检验

均匀性检验样品采集方法方法及统计学方法可参考ISO Guide 35的要求。
用于定性检验的非可溯源生物质控品进行均匀性检验时，可抽取一定数量的样品，采用专家评分赋值的方式进行均匀性检验。
如动植物检疫及卫生检疫实验室研制用于形态鉴定的生物质控品时，可抽取一定数量的样品发给一定数量的专家鉴定，要求专家对制备的质控品进行形态鉴定，按照形态鉴定结果给出定性结果或赋予一定的分值。实验室可根据专家判定结果及描述的形态特征判断本批质控品是否均匀。

6.1.4 稳定性检验

非可溯源生物质控品的稳定性可分为长期稳定性（贮存稳定性）、短期稳定性（运输稳定性）和开瓶稳定性。
如实验室研制的非可溯源生物质控品仅用于实验室内部使用、不涉及到超出制备条件限制的运输问题，则无需进行短期稳定性检验。评估所有特性量贮存期间的稳定性会导致较高的经济和时间成本。
稳定性检验取样方法和统计计算方法可参考ISO guide35的要求。
用于定性检验的非可溯源生物质控品稳定性评价方法可在其贮存条件下，不同时间点抽取样品，观察主要参数或特征是否变化，如无变化或虽有变化不影响质控品结果，可认为是稳定的。
6.1.5 互换性评估
6.1.5.1 凡是用于不同测量程序的非可溯源生物质控品应进行互换性评估。非可溯源生物质控品的互换性仅存在于测量方法与比对方法之间，当任意一个方法发生变化时，互换性需重新评估。
6.1.5.2 进行互换性评估前应设计互换性评估方案，方案中应明确被测量、测量方法、比对方法、实验样品、统计方法等内容。

6.1.5.3 应在相同条件下测量检测样品和待评价的非可溯源生物质控品，通过数学相关性确定互换性能。
6.1.6 赋值
非可溯源生物质控品用于监测生物检测过程的变化，为了更有效地对检测过程进行检测，所用的非可溯源生物质控品需赋予其指示值，供使用者确定合适的被分析物水平及评价稳定性。

有值的非可溯源生物质控品，均匀性检验的总平均值可作为其赋值，总平均值的标准偏差用于估计特性值的范围，通常将总平均值标准偏差的2倍和3倍值作为质量控制图的警戒限和行动限。

用于属性鉴定的无值非可溯源生物质控品，其赋值可由专家组公议确定。采用专家公议方式进行赋值时，应确保：

a) 参与赋值的专家应持续具备相应的专业能力；

b) 一般有三名或三名以上专家分别独立进行评价。至少两名或两名以上专家评价意见一致。不宜只有一名专家独立进行评价。
c) 当多名专家进行赋值评价时，若不同专家对于同一结果的评价产生不同性质的结论时，可由专家组全体成员复议，并按多数原则确定结果并形成记录。必要时可请权威专家复议。
6.2验收
6.2.1 一般要求

实验室应对非可溯源生物质控品的验收应包括外观和文件性检查，验收参数包括但不限于：品名、规格、数量、包装、有效期及相关文件信息等。

实验室应确保从外部获得的非可溯源生物质控品，只有在经验收符合有关检测方法中规定的标准规范或要求之后才能投入使用。实验室应保存所采取的符合性验收活动的记录。

实验室应对验收合格的非可溯源生物质控品分类管理，应赋予非可溯源生物质控品明确的标识，避免混淆。
6.2.2 购买方式获得的的非可溯源生物质控品的验收
6.2.2.1 对于购买方式获得的非可溯源生物质控品，实验室应按照非可溯源生物质控品是否有值分别验收。
有值的非可溯源生物质控品的验收参数包括，但不限于：

a) 外观；液体的非可溯源生物质控品是否有凝块、沉淀、杂质；干粉的非可溯源生物质控品应颗粒大小是否均匀、有结块等。
b) 装量；装量是否不少于标示量。

c) 均匀性；均匀性检验结果应符合生产厂家声明的均匀性要求。
d) 稳定性；实验室应对非可溯源生物质控品的有效期限内的稳定性进行验收，稳定性检验结果应符合生产厂家声明的要求。
e) 赋值；实验室应对其关注的量值进行验收，量值的偏差范围应满足制造商声称的参考范围。

f) 生物安全风险；非可溯源生物质控品应符合相关标准、规范或生产厂家声明的生物安全要求。
6.2.2.2对于无值非可溯源生物质控品，实验室应至少对以下参数进行验收：
a) 关键特征及参数，如昆虫类的触角、鳞片、翅，线虫类的口针，细菌的生化特征等；
b) 诊断敏感性；
c) 诊断特异性；

d）均匀性；

e）稳定性；
f) 生物安全风险。
6.2.3 赠与或互换获得的非可溯源生物质控品的验收
6.2.3.1 实验室通过赠予或互换等方式获得非可溯源生物质控品时，应至少向来源单位索取：

a) 研制资料；

b) 技术资料；

c) 使用说明；

d) 生物安全注意事项。
6.2.3.2 若能索取得到上述所要求的资料，实验室应按照资料给出的技术参数进行验收，确保获得的非可溯源生物质控品可在本实验室正确使用。有值的非可溯源生物质控品参考6.2.2.1的要求；无值的非可溯源生物质控品参考6.2.2.2的要求。
6.2.3.3若无法获得上述所要求的资料，实验室宜按照6.1中非可溯源生物质控品自制要求进行制备，补充相关资料。

6.2.3.4通过赠与或互换等方式获得的非可溯源生物质控品数量较少无法满足技术验收要求的数量时，实验室宜对该非可溯源生物质控品的使用进行风险评估，识别可能存在的风险，提出风险控制措施，如仍存在剩余风险，实验室宜权衡收益和风险，确定是否使用该质控品。
6.3 使用
6.3.1实验室应按照非可溯源生物质控品相关使用文件制定作业指导书，严格按照作业指导书操作。

6.3.2 非可溯源生物质控品最小包装单元可分次使用时，实验室应确认非可溯源生物质控品的最小取样量，确保满足最小取样量要求。

6.3.3对于液体非可溯源生物质控品，实验室应确认质控品是否可重复使用，并应确认反复冻融操作对结果的影响。每次使用前应充分混匀。
6.3.4 对于固体非可溯源生物质控品，实验室应确认使用溶剂的种类和质量符合要求。使用前应充分混匀。如可重复使用，每次使用前均应保证充分混匀。

低温储存的非可溯源生物质控品使用前应孵育至室温。
6.3.5 为确保非可溯源生物质控品的使用，实验室应规定：

a) 使用的不同浓度非可溯源生物质控品种类

b) 每个非可溯源生物质控品测定次数；

c) 非可溯源生物质控品的位置；

d) 决定分析结果可否接受的判断规则；

e) 非可溯源生物质控品检测的频次；

f) 非可溯源生物质控品的最大批长度。

6.3.6 非可溯源生物质控品使用失控时，实验室应：
a) 停止使用；

b) 拒发报告；

c) 寻找原因；

d) 解决问题；

e) 重新使用对检测样品重新检测；

f) 做好记录。

6.4 运输

6.4.1 当非可溯源生物质控品需要运输时，实验室应按照证书要求的运输环境条件进行运输，保证其不会在运输过程中失效。一些需要低温冷藏的非可溯源生物质控品应考虑配备车载冰箱或其他保温设施。 
6.4.2 实验室应对非可视溯源生物质控品运输过程中的环境条件实施监控，确保运输过程中持续符合要求。

6.4.3实验室应注意非可溯源生物质控品运输中的生物安全问题，避免运输中溢洒、泄露与扩散可能引起的生物安全风险。
6.5 储存

6.5.1实验室应建立非可溯源生物质控品管理台账，台账内容应包括但不限于；非可溯源质控品的名称、编号、库存数量、生产制造商、制造时间、购买时间、等级、定值方式、使用方法、有效期、领用人和领用量登记、非可溯源生物质控品更新替换时的验证和比对记录及其他信息。

6.5.2 实验室应按照非可溯源生物质控品应按照说明书要求储存，确保非可溯源生物质控品不因环境因素的影响而变质、失活。

6.5.3实验室应定期监控非可溯源生物质控品的贮存环境条件，如温度、湿度、照度等，确保储存条件符合要求。

6.6 处置
6.6.1非可溯源生物质控品一旦超过有效期即应认定为失效，应立即清理并予以适当标识，不得继续使用。非可溯源生物质控品在有效期内受到污染、发生变质或产生泄露时，应认定为失效。

6.6.2 实验室应对已变质和超过有效期的非可溯源生物质控品分区存放，定期进行报废处理，及时从正在使用的非可溯源生物质控品目录中注销，以免误用。

6.6.3 废弃处理的非可溯源生物质控品不得污染环境，采取相应的安全处置方式进行销毁或移交环境保护部门处理，并做好销毁记录。

6.6.4一次性的非可溯源生物质控品应尽快进入废弃处理程序，可重复使用的非可溯源生物质控品应采取措施尽快恢复其原本状态，若不能恢复，也应废弃处理。

6.6.5对于一次性使用的消耗性非可溯源生物质控品，应直接按试剂的废弃处理方法进行，有毒有害的非可溯源生物参照物应采取适当措施妥善处理。

6.7 文件编制及标识管理
6.7.1实验室应对非可溯源生物质控品加贴合适的标识，并附有安全和有效使用的说明。非可溯源生物质控品标识信息内容包括，但不限于
a) 名称和描述；

b) 编号和/或批号；

c) 危险和安全标识（必要时）；

d) 储存区域的环境条件，如温度和湿度等；

e) 制备或购买的日期；

f) 预期有效期.。
6.7.2 实验室内部研制的非可溯源生物质控品应编制其研制信息文件，内容包括但不限于：
a) 材料名称及描述；

b) 编号和/或批号；

c) 制备日期；

d) 预期用途及对其使用的特殊说明；

e) 赋值（如果适用）；

f) 最小取样量（基于均匀性评估得到）；

g) 储存说明；

h) 有效期的信息；

i) 特殊的安全预防措施。

附录A

(资料性附录)

非可溯源生物质控品研制均匀性及稳定性评价方法

A.1 均匀性检验评价

非可溯源生物质控品均匀性检验结果可用F-检验法进行评价。假定均匀性检验抽取m个包装单元，每个包装单元进行n次重复测定。

按式（1）和式（2）分别计算单元间方差和单元内方差
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式中：


[image: image2.wmf]2
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s

:均匀性检验中所得的单元间方差；

n:每一单元内重复测定的次数；

Xi:第i个单元内的测定平均值；
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:m个单元测定结果的总平均值；

m:均匀性检验抽取的单元数。
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式中：


[image: image5.wmf]2

2

s

：均匀性检验中所得的单元内方差；

n：每一单元内重复测定的次数；

m：均匀性检验抽取的单元数；

Xij:第i个单元内的第j个测定值；

(Xi：第i个单元内的测定平均值。

按式（3）计算统计量F。
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式中：


[image: image7.wmf]2

2

s

:均匀性检验中所得的单元内方差；


[image: image8.wmf]2

1

s

:均匀性检验中所得的单元间方差。

查F 分布表，得临界值F0.05，m-1,m(n-1)。

若F≤F0.05，m-1,m(n-1)，单元间方差与单元内方差无显著差异，样品均匀。

若F≥F0.05，m-1,m(n-1)，单元间方差与单元内方差有显著差异，样品不均匀。

A.2稳定性结果评价方法

    稳定性检验评价可采用斜率方法，也可采用t检验的方法。

（1）斜率法

斜率法是通过在不同时间检测非可溯源生物质控品的特性量值，以时间为X轴，以特性量值为Y轴，观察特性量值与时间的关系。

按式(4)计算斜率：
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式中：

b1：用时间和特性量值拟合直线的斜率；

n：稳定性检验的重复次数；

Xi：i时间点；

Yi：i时间点的特性量值；

(X：某一时间间隔时间平均值；

(Y：某一时间间隔后的稳定性检验测量结果的平均值。

按式(5)计算截距：
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式中：

b0：用时间和特性量值拟合直线的截距；

Y：某一时间间隔后的稳定性检验测量结果的平均值；

b：用时间和特性量值拟合直线的斜率；


[image: image11.wmf]X

：某一时间间隔时间平均值。

可按照公式（6）拟合直线的标准偏差：
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式中：


[image: image13.wmf]s

：拟合直线的标准偏差；


[image: image14.wmf]n

：拟合直线的点数；

Yi：i时间点的特性量值；

b0：用时间和特性量值拟合直线的截距；

b：用时间和特性量值拟合直线的斜率；

Xi：i时间点。

斜率的标准偏差见公式（7）：
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式中：


[image: image16.wmf]1

(b)

s

：斜率的标准偏差；


[image: image17.wmf]s

：拟合直线的标准偏差；

n：拟合直线的点数；

Xi：i时间点；

(
[image: image18.wmf]X

：某一时间间隔时间平均值。

查t分布表，得临界值t0.95,n-2。若b1的绝对值小于t0.95,n-2*
[image: image19.wmf]1
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，表明斜率不显著，未观测到不稳定性。

（2）t检验方法

t检验方法是计算不同时间点取样的平均值，通过比较平均值来评价质控品的稳定性。

按照式（8）计算t值：
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[image: image21.wmf]1

x

：第一次检验测量数据的平均值；


[image: image22.wmf]2

x

：第二次检验测量数据的平均值；


[image: image23.wmf]1

s

：第一次检验测量数据的标准偏差；
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s

：第二次检验测量数据的标准偏差；
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n

：第一次检验测量的测量次数；
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n

：第二次检验测量的测量次数。

为了保证平均值和标准偏差的准确度，
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应≥6。

若t＜显著水平α（0.05），自由度为n1+n2-2的临界值tα（n1+n2-2），则平均值间无明显差异，稳定性符合要求。

附录B
（资料性附录）

核酸类（RNA）非可溯源生物质控品的研制及质量控制实例

新城疫病毒（NDV）中强毒株核酸为非可溯源生物质控品，以实验室自制为例。实验室采用的定值方法为荧光RT-PCR方法。

B.1候选材料的确定

NDV中强毒株核酸标准样品所用标准毒株F48E9来源于中国兽医药品监察所。选用NDV中强毒株RNA为模板，设计NDV融合蛋白(F)基因特异性引物，通过RT-PCR扩增全长F基因，克隆于pGEM-T载体中，采用体外转录方法制备RNA纯品，初步定量稀释后，混合分装作为核酸标准样品候选物。
B.2制备

    根据GenBank登录的25株NDV中强毒株的代表序列，利用DNAMAN基因分析软件对其进行同源性分析，选择序列中相对保守的区域，利用Oligo6.3软件分别设计用于扩增NDV F基因的引物（5'-GAATTCCCTATGGCAGGCAGAATGG-3'/ 5'-AAGCTTTTTAGCAATGTTAATTTAC-3'），并由TaKaRa大连宝生物公司合成。对鉴定为中强毒的病毒核酸进行RT-PCR扩增后，取扩增产物进行电泳分析。并克隆于pGEM-T载体中，构建重组质粒pGEM-F。将pGEM-F进行序列分析后，采用NdeⅠ酶切线性化后作为模板， 按照RiboMAXTM Large Scale RNA Production System-T7试剂盒说明书方法进行体外转录。转录产物F-cRNA用Rneasy Mini Kit提取纯化。将RNA溶于DEPC水中。
B.3 质控品的初步检测

将上述制备的F-cRNA稀释后，测定其OD260nm/OD280nm值。同时，根据测序结果推算出单链模板的分子量，并计算每微升体积中体外转录RNA的拷贝数。公式为：拷贝数/µL=(6.02×1023拷贝数/摩尔)×(浓度g/µL)/(MW g/mol)。测试结果表明F-cRNA，OD260nm/OD280nm=1.98；表明转录产物cRNA纯度较高。进而计算获得浓度，依据样品的分子量和浓度计算获得RNA样品的拷贝数，结果见表C.1。

表B.1 F-cRNA纯度及含量测定

	RNA转录样品

Samples of RNA transcripts
	OD260/ OD280 value
	浓度

Concentration（ng/µL）
	分子量

Molecular weight

（g/mol）
	拷贝数

Copies

（Copies/µL）

	F-cRNA
	1.98
	1559
	5.79(105
	1.62(1011


B.4分装与保存

将上述制备的F-cRNA用DEPC水进行稀释，稀释至约107 拷贝/µL，混匀后分装入冻存管中冻干，每管约15 ng，置-80℃保存。

B.5均匀性检验

    对随机抽取的10支标准样品与混合后的10支标样进行实时荧光定量PCR反应（图1），并将检测结果进行统计学分析，将两组数据进行方差齐性检验，结果显示F<Fα，其组内与组间无明显结果差异，符合均匀性检验的要求。
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	1-10：Amplification of 10 randomly selected samples

图B.1  NDV中强毒株核酸标准样品均匀性试验结果

FigC.1  Uniformity tests of the velogenic and mesogenic NDVRNA reference material


表B.2 NDV中强毒株核酸标准样品（F-cRNA）均匀性试验结果

Table B.2. Uniformity results of velogenic and mesogenic Newcastle Disease reference material（F-cRNA）

	组别

Group
	平均Ct值Ct
[image: image30.wmf]X


	标准差

SD
	变异系数

C.V.%
	方差来源

Source of variance
	平方和

SS
	均方

MS
	F比

F ratio
	F临界值

F crit
	置信概率

Confidence probability

	随机抽取10支标准样品

10 samples selected randomly
	14.29
	0.0169
	4.12
	组间

Inter- assay
	0.0090
	0.0090
	0.6818
	4.413
	0.95

	10支标样混合后测定10次

10 times were measured after mixing
	14.25
	0.0096
	3.10
	组内

Intra- assay
	0.2395
	0.0133
	
	
	


B.6 稳定性检验

   不同保存条件下，F-cRNA检测组与对照组（-80℃）数据分别作t检验，结果各检测组t值均小于t检验的临界值，表明在各检测组在稳定性监测期内是稳定的，该标样于-80℃长期保存其RNA含量无明显变化。

表B.3  NDV中强毒株核酸标准样品不同保存条件下稳定性试验结果

Table B.3. Stability of the velogenic and mesogenic NDV RNA reference material under different storage conditions 

	保存条件

Storage conditions
	保存日期

     Duriation of storage
	自由度
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	Ct平均值±标准差
EQ \* jc2 \* "Font:Times New Roman" \* hps9 \o\ad(\s\up 8(—),X)±SD
	t值

t

	20～25℃
	
	14d
	
	
	3
	14.40±0.157
	1.47

	2～8℃
	
	3月
	
	
	3
	14.34±0.121
	1.26

	-20℃
	
	1年
	
	
	3
	14.28±0.132
	0.31

	-80℃
	
	
	
	
	3
	14.27±0.027
	


B.7赋值

采用已知量值的病毒核酸样品测定的Ct值（循环阈值）对所含模板拷贝数的对数值做线性回归，绘制标准曲线，得到标准回归方程，以此方程计算获得候选物的核酸量值，根据均匀性检验得到的Ct值，代入标准回归方程，经计算F-cRNA赋值为（1.632±0.029）×107Copies/µL。
使用

储存

运输

处置
附录C
(资料性附录)

形态标本类非可溯源生物质控品的研制及质量控制实例
C.1候选物的选择

形态标本的来源分为两种方式：采集和收集。两种来源的标本的相关信息必须详实，主要包括：采集地、产地或来源国家及地区，采集、收集或截获人及日期，鉴定人及日期，确保形态标本能准确溯源。

E.2 材料的处理

形态标本在制作前需经过整枝或整姿、灭活、干燥或液浸等处理，如果采集的昆虫样本较硬的话，应当再加一个回软的步骤。同一种形态标本至少保存10个物种，同时增加一份95%酒精液浸形态标本，便于分子诊断。对于种间标本的差异性小于 95%的原料，需重新采样，以确保标本的的准确性和均匀性。旧的或具有差异的形态标本，经过分子诊断后无差异也可以继续使用，只要其特性在可接受的范围内。

C.3 制备

有害生物的种类不同，形态标本的制作方法也不尽相同，主要是采用物理或化学的手段永久保存形态标本，如：昆虫标本的制作方法主要采用针插和液浸，而植物标本制作方法采用干制和浸制两大类方法。

C.4均匀性检验

针对每一个标本个体均匀性，就是考量其是否具备该物种的典型形态特征。每一个标本均应经过3个以上业内专家对其典型形态特征进行确认，证明该标本能够代表该物种，其典型形态特征符合该物种定义要求。

对制备的批量标本，选择一定数量的标本进行均匀性检验，考察选定数量的标本的典型特征是否符合，并需专家进行确认，证明每个标本都能够代表该物种，其典型形态特征符合该物种定义要求。

C.5稳定性检验

经过均匀性评估检验后的形态标本，稳定性评估周期第一年时需分别在3个月，6个月和12个月开展，之后每年进行一次检验。评估的主要内容：形态特征是否完整、颜色是否有变化，是否发生腐败变质现象。

C.6 赋值

因标本类质控品主要为形态特征的描述，大部分为定性结果，可以阳性或阴性为赋值结果。也可根据形态特征的符合情况通过计分方式进行赋值。

C.7标本的入库与管理

制作好的形态标本要及时入库或入标本馆，入库时需进行标本登记，留下档案，便于溯源和管理。记录入库标本的方法有流水帐式、活页式/表格式，标签式和计算机登记等。登记内容必须包括：入库时间、标本来源、份数、定名情况等。

C.8 储存和运输

质量控制形态标本的整个过程的成本较高，供应有限，因此要考虑形态标本如何采集、制作和储存是非常重要的。一旦储存条件确认之后，质量控制形态标本应该用一个合适的环境监测系统进行持续监控。建议将形态标本贮藏在至少两个不同的地方，以防止出现持续的偏离正常的贮藏条件。形态标本应该储存在安全的环境中，在可控的获取和分配范围内。尽管大部分形态标本在常温下证实是稳定的，但少数形态标本最好冷藏或冷冻以保证经过重新测试后货架期能够延长。

制备好的标本质控品如需运输，应注意运输过程储存条件应符合标本的储存要求，还应注意运输过程的生物安全性，防止因运输条件不符合造成的生物危害因子的溢洒、扩散与传播。

附录D

（资料性附录）

抗体类非可溯源生物质控品的研制及质量控制实例
单纯疱疹病毒2型IgG抗体质控品为非可溯源生物质控品，以实验室自制为例，介绍下质控品的质量控制。实验室采用的试剂盒为单纯疱疹病毒2型IgG抗体检测试剂盒（磁微粒化学发光法），线性范围为8~1000AU/ml。

D.1候选材料的确定

选用单纯疱疹病毒2型IgG抗体（简称:HSV-2 IgG）测定值均≥500AU/ml的临床样本血清进行混合制成候选材料，或外购阳性血清作为候选材料（测定值符合上述标准），体积不低于200ml（需根据实验室使用量来制定）。用有国家食品药品监督管理局批准的试剂盒（酶联免疫吸附试验）对候选材料中的HBsAg、HIV-1/HIV-2抗体、HCV抗体进行检测，HBsAg、HIV-1/HIV-2抗体、HCV抗体结果均为阴性。

D.2基质液的确定

筛选HSV-2 IgG、HBsAg、HIV-1/HIV-2抗体、HCV抗体结果均为阴性的临床样本或外购血清，用于候选材料的稀释。

D.3制备方法

    将候选材料按照不同稀释比例配制成质控品水平1（30AU/ml）、水平2（60AU/ml）和水平3（120AU/ml），按最终浓度0.01%加入硫柳汞，充分混匀，该系列质控品为无沉淀物，均匀澄清的液体。

D.4 质控品的初步检测

用HSV-2 IgG抗体检测试剂盒测定，结果见下表1。

表D.1 初步检测结果
	水平
	测定值（AU/ml）
	理论值（AU/ml）
	偏差

	水平1
	28.5
	30
	5.0%

	水平2
	56.8
	60
	5.3%

	水平3
	115.3
	120
	3.9%


该结果与理论值偏差＜15%，符合要求。

D.5分装与保存

分装前将生物安全柜清洁消毒，紫外照射30分钟。在生物安全柜内分装水平1-3，分装量为每支0.5ml 。制备量为1000支/水平。

D.6均匀性检验

按照JJG 1006的规定从分装成最小包装单元的样品中随机抽样,每个浓度水平抽样数目为25个，每个样品平行检验3次，进行均匀性检验。

表D.2 水平1均匀性数据结果（AU/ml）

	     　n

m
	1
	2
	3

	
	
	
	

	1
	27.8 
	27.8 
	31.8 

	2
	32.0 
	28.0 
	31.4 

	3
	31.9 
	27.2 
	28.0 

	4
	32.4 
	32.8 
	28.9 

	5
	30.6 
	29.5 
	32.1 

	6
	28.3 
	28.6 
	32.7 

	7
	27.4 
	27.7 
	29.3 

	8
	32.1 
	31.7 
	31.6 

	9
	30.8 
	30.2 
	32.5 

	10
	31.3 
	32.1 
	31.5 

	11
	28.7 
	30.0 
	27.0 

	12
	28.1 
	28.2 
	30.0 

	13
	31.8 
	29.4 
	32.4 

	14
	31.4 
	32.7 
	32.5 

	15
	27.3 
	32.4 
	28.8 

	16
	27.1 
	32.5 
	31.2 

	17
	32.1 
	31.7 
	32.8 

	18
	31.7 
	27.3 
	27.1 

	19
	29.1 
	31.5 
	27.4 

	20
	32.6 
	30.0 
	27.2 

	21
	31.3 
	30.1 
	27.8 

	22
	32.3 
	27.3 
	29.5 

	23
	31.9 
	27.1 
	29.5 

	24
	27.2 
	32.6 
	30.0 

	25
	27.3 
	31.7 
	30.9 


表D.3 水平2均匀性数据结果（AU/ml）

	     　n

m
	1
	2
	3

	
	
	
	

	1
	55.7
	56.6
	63.1

	2
	54.1
	65.4
	56.6

	3
	63.4
	58.3
	61.5

	4
	61.6
	62.5
	57.0

	5
	64.0
	65.5
	65.7

	6
	60.3
	62.7
	58.8

	7
	59.6
	63.6
	60.2

	8
	65.3
	64.7
	61.7

	9
	55.4
	65.1
	54.7

	10
	59.8
	63.1
	64.2

	11
	56.6
	63.8
	56.3

	12
	59.4
	56.4
	65.0

	13
	55.7
	57.2
	64.5

	14
	60.7
	65.1
	64.8

	15
	60.9
	63.4
	60.9

	16
	63.0
	57.0
	55.1

	17
	65.9
	64.2
	63.6

	18
	63.7
	58.9
	65.8

	19
	63.0
	59.0
	57.5

	20
	59.0
	58.6
	57.7

	21
	63.0
	55.2
	60.0

	22
	58.6
	60.3
	54.1

	23
	60.7
	61.7
	61.0

	24
	54.2
	61.7
	59.5

	25
	55.5
	63.9
	64.9


表D.4 水平3均匀性数据结果（AU/ml）

	     　n

m
	1
	2
	3

	
	
	
	

	1
	120.0 
	122.1 
	128.1 

	2
	110.6 
	127.0 
	127.3 

	3
	124.2 
	116.0 
	127.3 

	4
	127.5 
	123.3 
	123.9 

	5
	118.7 
	116.2 
	110.2 

	6
	123.2 
	120.2 
	117.7 

	7
	120.2 
	123.5 
	120.3 

	8
	113.6 
	115.9 
	125.7 

	9
	122.7 
	121.5 
	119.2 

	10
	126.7 
	117.4 
	129.6 

	11
	119.2 
	128.7 
	111.4 

	12
	128.3 
	128.3 
	116.7 

	13
	118.1 
	114.5 
	118.0 

	14
	123.6 
	118.5 
	125.5 

	15
	126.8 
	125.1 
	122.9 

	16
	128.9 
	114.7 
	110.5 

	17
	120.1 
	124.7 
	117.1 

	18
	129.8 
	115.7 
	124.5 

	19
	123.1 
	129.3 
	118.8 

	20
	129.2 
	126.3 
	127.3 

	21
	116.2 
	120.6 
	111.3 

	22
	111.1 
	112.8 
	112.3 

	23
	123.7 
	112.7 
	115.8 

	24
	110.5 
	121.3 
	115.3 

	25
	120.3 
	125.6 
	110.7 


表D.5 水平1-水平3 F值结果统计
	

	
	水平1
	水平2
	水平3
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	30.10
	60.63
	120.61
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	4.04
	13.62
	42.39
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	3.968
	11.735
	29.354

	F值
	1.019
	1.161
	1.444


  查F 分布表，m=25，n=3，得临界值F0.05，24,50=1.74。 由上表可以看出，水平1-水平3的F值均小于1.74，说明单元间方差与单元内方差无显著差异，样品均匀。

D.7 稳定性检验

分别对开瓶稳定性、37℃稳定性和长期稳定性进行考察。

表D.6 稳定性考察条件
	条件
	放置天数

	开瓶稳定性（开瓶后2-8℃保存）
	0天

	
	3天

	
	7天

	
	14天

	37℃稳定性
	0天

	
	3天

	
	7天

	
	14天

	长期稳定性（-18℃以下保存）
	0个月

	
	3个月

	
	6个月

	
	9个月

	
	12个月


稳定性检验样品应从最小包装单元中随机抽取。每种质控品随机抽取26支，每支进行2次重复测定。
D.7.1 开瓶稳定性

表D.7 开瓶稳定性结果
	天数
	水平1均值
	水平2均值
	水平3均值

	0
	31.9 
	62.0 
	120.1 

	3
	28.1 
	59.1 
	119.8 

	7
	27.8 
	56.2 
	111.8 

	14
	18.1 
	35.3 
	82.3 


14天稳定性结果：查t分布表，得临界值t0.95,2=4.30。
表D.8 14天开瓶稳定性处理结果
	
	水平1
	水平2
	水平3

	b0
	32.0889
	64.5932
	125.3595

	b1绝对值
	0.9377
	1.9114
	2.8141

	s(b1)
	0.1798
	0.4173
	0.6288
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	0.7730
	1.7943
	2.7039


由上表可知，3水平质控品的 
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，由此可知开瓶14天观测到3水平质控品不稳定性。  

7天稳定性结果：查t分布表，得临界值t0.95,1=12.71。

表D.9 7天开瓶稳定性处理结果
	
	水平1
	水平2
	水平3

	b0
	31.1333
	61.7824
	121.2973

	b1绝对值
	0.5655
	0.8155
	1.2304

	s(b1)
	0.3312


	0.0714
	0.5419
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	4.2095
	0.9074
	6.8870


由上表可知， 3水平质控品的 
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，由此可知开瓶7天未观测到3水平质控品的不稳定性。  

D.7.2 37℃稳定性

表B.10 37℃稳定性结果
	天数
	水平1均值
	水平2均值
	水平3均值

	0
	32.6 
	60.6
	128.1 

	3
	31.9 
	58.2
	112.8 

	7
	28.0 
	56.0
	112.1 

	14
	21.2 
	38.3 
	79.6 


14天稳定性结果：查t分布表，得临界值t0.95,2=4.30。

表D.11 14天37℃稳定性处理结果
	
	水平1
	水平2
	水平3

	b0
	33.5359 
	62.8641 
	127.6827 

	b1绝对值
	0.8518 
	1.5982 
	3.2555 

	s(b1)
	0.0971 
	0.3607 
	0.6199 
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	0.4173 
	1.5511 
	2.6657 


由上表可知， 3水平质控品的 
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，由此可知37℃14天观测到3水平质控品不稳定性。  

7天稳定性结果：查t分布表，得临界值t0.95,1=12.71。

表D.12 7天37℃稳定性处理结果
	
	水平1
	水平2
	水平3

	b0
	33.0811 
	60.4378 
	124.9054 

	b1绝对值
	0.6743 
	0.6514 
	2.1716 

	s(b1)
	0.2083 
	0.0702 
	1.3833 
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	2.6456 
	0.8918 
	17.5679 


由上表可知，3水平质控品的 
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，由此可知37℃7天未观测到3水平质控品的不稳定性。  

D.7.3 长期稳定性

表D.13 长期稳定性结果
	月数
	水平1均值
	水平2均值
	水平3均值

	0
	31.3 
	60.9 
	124.0 

	3
	27.2 
	56.8 
	117.6 

	6
	31.8 
	57.1 
	117.6 

	9
	29.0 
	61.1 
	118.9 

	12
	31.3 
	63.0 
	118.5 


12个月长期稳定性结果：查t分布表，得临界值t0.95,3=3.18。

表D.14 12个月长期稳定性处理结果
	
	水平1
	水平2
	水平3

	b0
	29.7600 
	58.0800 
	121.2600 

	b1绝对值
	0.0600 
	0.2833 
	0.3233 

	s(b1)
	0.2362 
	0.2168 
	0.1386 
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	0.7511 
	0.6895 
	0.4407 


由上表可知，3水平质控品的
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，由此可知保存12个月未观测到3水平质控品不稳定性。  

D.8赋值

在相应检测系统上测试质控品，取3水平质控品，2个操作人，上午和下午各测试1次，连续测试5天，共得到20个数据，见表2。检测结果依据格拉布斯（Grubbs）准则剔除异常值，将20个有效检测结果计算均值
[image: image45.wmf]X

，标准差SD，确定范围(
[image: image46.wmf]X

±2SD)。

表D.15 水平1-水平3 20个检测数据（AU/ml）

	测试数
	水平1
	水平2
	水平3

	1
	28.6
	61.7
	130.2

	2
	29.8
	59.2
	105.2

	3
	30.9
	58
	125.4

	4
	27.9
	64.3
	126.4

	5
	30.5
	65.7
	107.9

	6
	27
	54.9
	130.6

	7
	27.6
	61.9
	128.4

	8
	27.3
	65.7
	127.2

	9
	32.5
	64.4
	125.7

	10
	31.7
	65.2
	121

	11
	29.9
	61.4
	127.3

	12
	29.9
	54.2
	129.2

	13
	32.8
	54.6
	129.5

	14
	29.1
	63.4
	108.7

	15
	31.4
	59.3
	107.5

	16
	28.2
	59.2
	105.5

	17
	28.4
	54.2
	113.2

	18
	29.9
	56.9
	109.9

	19
	28.6
	59.2
	124.9

	20
	27.3
	56.3
	108.2
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	29.5
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	1.8
	4
	9.8
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±2SD
	29.5±3.6
	60±8
	119.6±19.6


D.9质控品的验收
实验室从外部获得该质控品，按照生产厂家声明的技术要求进行检验，并做好相应检验记录。

表D.16 验收记录
	检测项目
	厂家技术要求
	检测结果
	是否符合要求

	外观
	质控品应不得有凝块、无沉淀，液体无渗漏。

外包装应完整、标签标识清晰。
	质控品无凝块、无沉淀，液体无渗漏。

外包装完整、标签标识清晰。
	☑符合标准

  □不符合标准

	装量
	不得低于标示量
	水平1：0.510ml；水平2：0.515ml；

水平3：0.510ml
	☑符合标准

  □不符合标准

	测定值
	在声称的检测系统上用相应试剂盒测定

质控品各水平，结果应在给定的范围内。
	水平1：30.2AU/ml；水平2：61.2AU/ml；

水平3：123.1AU/ml
	☑符合标准

  □不符合标准

	均匀性
	瓶间变异系数CV应不大于10.0%
	水平1：5.6%；水平2：3.4%；

水平3：2.9%
	☑符合标准

  □不符合标准

	稳定性
	质控品开瓶后在2℃~8℃保存7天，

检测质控品测定值，结果应在给定的范围内。
	水平1：27.5AU/ml；水平2：57.3AU/ml；

水平3:110.4AU/ml
	☑符合标准

  □不符合标准

	生物安全性
	质控品中HBsAg、HIV-1/HIV-2抗体、
HCV抗体结果均为阴性。
	用有国家食品药品监督管理局批准的试剂盒
质控品中的HBsAg、HIV-1/HIV-2抗体、
HCV抗体进行检测，HBsAg、HIV-1/HIV-2抗体、
HCV抗体结果均为阴性
	☑符合标准

  □不符合标准


D.10质控品的使用

依据国家标准《GB/T 20468-2006临床实验室定量测定室内质量控制指南》，来正确使用质控品，并用于质量控制。
D.11质控品的运输
按照说明书要求进行运输，运输过程中温度应实施监控。
D.12质控品的储存
按照说明书要求储存，并做好相应的台账管理和储存温度记录。
D.13质控品的处置
质控品应视为潜在的传染性物质，废弃处理时，按照当地政府和有关国家规定进行。
中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局


中国国家标准化管理委员会





××××-××-××实施





××××-××-××发布
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