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转基因生物核酸标准样品研制技术规范
1  范围
本文件规定了转基因生物核酸标准样品制备、均匀性评估、稳定性评估、定值、研制报告和定值报告、证书、标签、包装与运输、标准样品管理等。
本文件适用于转基因生物核酸标准样品的研制（生产）。
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文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；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。
[bookmark: OLE_LINK7]GB/T 15000.2 标准样品工作导则  第2部分：常用术语及定义
GB/T 15000.3 标准样品工作导则  第3部分：标准样品 定值和均匀性与稳定性评估
GB/T 15000.4 标准样品工作导则  第4部分：证书、标签和附带文件的内容
GB/T 15000.7 标准样品工作导则  第7部分：标准样品生产能力的通用要求
GB/T 15000.9 标准样品工作导则  第9部分：定性特性标准样品的研制
GB 19489 实验室 生物安全通用要求
[bookmark: OLE_LINK6]农业部1485号公告—19—2010  转基因植物及其产品成分检测 基体标准物质候选物鉴定方法
农业农村部公告第111号—1—2018  转基因植物及其产品成分检测 基因组DNA标准物质制备技术规范
JJF1343 标准物质的定值及均匀性、稳定性评估
3  术语和定义
GB/T 15000.2界定的以及下列术语和定义适用于本文件。
3.1  
标准样品 reference material
具有一种或多种规定特性足够均匀且稳定的材料，已被确定其符合测量过程的预期用途。
[来源：GB/T 15000.2-2019，2.1.1]
3.2  
    候选标准样品 candidate reference material
拟作为标准样品生产的材料。
[来源：GB/T 15000.2-2019，2.1.3]
3.3
转基因生物核酸标准样品 nucleic acid reference materials of genetically modified organisms
可用于转基因核酸检测质量控制的核酸样品，包括基体核酸标准样品、基因组DNA标准样品、质粒DNA标准样品等不同类型。
4  总体要求
4.1 标准样品生产者应符合GB/T 15000.7规定的标准样品生产者能力的通用要求，具有明确的法律地位，建立完备的质量管理体系。
4.2 标准样品生产者应具备转基因生物核酸标准样品生产所必需的工作场所、仪器设备、专业人员及管理等条件。
4.3 从事转基因生物核酸标准样品生产的场所，如果涉及活体生物，应符合GB 19489的规定，依据生物危害等级进行安全控制，防止生物扩散，避免在样品制备过程中对环境造成影响。
5  标准样品的制备
5.1 制备原则
5.1.1 所有工艺参数的确定都应建立在对样品预期用途（定性鉴定、定量检测或能力验证）的充分研究基础上，确保所选用的原材料、制备方法和工艺流程具有针对性和适用性。
5.1.2 对目标特性量不易均匀的候选标准样品，在制备过程中采取必要的均匀措施，并进行均匀性检验。
5.1.3 对目标特性量存在不稳定因素的候选标准样品，在制备过程中采取必要的稳定性措施，并进行稳定性检验。
5.1.4 生产和存储标准样品的器具应确保不存在影响特性量值的因子，如选用低吸附特性的硅化处理容器，确保完备的密封性，同时避免使用任何可能导致水溶性成分改变的材质。
5.1.5 标准样品的分装，应在特定条件下进行，避免生物、化学和物理方面的污染，同一批次所有分装单元应在同一时间完成。
5.2 原材料鉴定原则
5.2.1 基体标准样品原材料：按照农业部1485号公告-19-2010的规定执行。
5.2.2 基因组DNA标准样品原材料：按照农业农村部公告第111号-1-2018中5.1规定的方法执行。
5.2.3 质粒DNA标准样品原材料：应经理化纯度验证、完整序列验证、结构稳定性验证等。
6  均匀性评估
6.1 基本要求
6.1.1 标准样品大多数是以“单元”（如瓶、管等）成批制备的，所有分发单元的特性值在规定不确定度范围内。
6.1.2 凡成批制备并分装成最小包装单元的标准样品，均应进行均匀性评估。
6.1.3 以随机次序进行重复性测试，即在同一实验室中由相同的人员使用相同的测试方法和仪器在较短时间内测试，检测结果可用数值表示的，可使用方差分析方法进行均匀性评价。
6.1.4 标准样品可采用标准规定的实时荧光PCR或数字PCR方法进行均匀性分析。
6.2 取样方式和取样数目 
6.2.1 从分装成最小包装单元的样品中随机抽样。
6.2.2 随机抽取单元数参照公式（1）。
                   （1）
式中：
Nmin  —随机抽取最小单元数，结果只进不舍，取整数；
Nprod  —生产的单元总数。
6.2.3 在均匀性检验的取样时，应从待定特性量值可能出现差异的部位抽取，取样点的分布对于总体样品应有足够的代表性。对溶液可在分装的初始、中间和终结阶段取样。当引起待定特性量值的差异原因未知或认为不存在差异时，则进行随机取样，可采取随机数表决定抽取样品的号码。
6.3 最小取样量
6.3.1 最小取样量可通过实验确定。该量不影响对于特定参数测量的重复性。通常将均匀性评估中所使用的样品量规定为该标准样品使用时的最小取样量。
6.3.2 标准样品定值和使用时都应保证用量不少于该最小取样量。
6.3.3 最小取样量的确定还应关注相关检测标准中的规定。
7  稳定性评估
7.1 基本要求
7.1.1 稳定性研究可分为运输（短期）稳定性和长期稳定性研究。
7.1.2 标准样品在规定的保存或使用条件下，定期进行特性量值的稳定性检验，通常采用标准规定的实时荧光PCR或数字PCR方法进行检验。
7.1.3 稳定性检验应在均匀性检验证明样品充分均匀后进行。
7.1.4 稳定性检验中，所用人员、仪器、测试方法和实验室都与均匀性测试相同。对于基本情形，使用线性回归模型评价稳定性。
7.1.5 保存期间需要对标准样品的稳定性条件进行连续监测。
7.2 样品的抽取 
7.2.1 考察稳定性所用检验样品应从最小包装单元的样品中随机抽取。
7.2.2 对于时间和温度的每种组合，至少随机抽取两个单元。
7.2.3 当标准样品有多个待定特性量值时，应选择那些易变的和有代表性的待定特性量值进行稳定性检验。
7.3 温度和时间间隔 
7.3.1 运输稳定性测定温度一般设置为4℃、25℃、60℃等，测定时间点可根据使用要求，至少需要进行三次观测。如有特殊要求，根据相关规范执行。
7.3.2 长期稳定性测定温度一般设置为-20℃（-80℃）或4℃等，测定时间间隔可根据使用要求，至少需要在四个时间点进行观测。
8  定值
8.1基本要求 
8.1.1 定值模式应符合GB/T 15000.3中的技术要求。均匀性、稳定性检验合格并具有一定数量的标准样品方可进行定值。
8.1.2 定值测量方法应在理论上和实践上经检验证明是准确可靠的检测方法。
8.1.3定值实验室应具有标准样品定值的仪器设备和技术人员，并有一定的技术权威性。
8.1.4定值过程所用量具和仪器，应在检定/校准合格的有效期内。
8.2定值方法 
8.2.1 单一原理方法定值时，采用协作定值的方式，独立定值组数一般不少于6组，且在不少于4种平台（型号）仪器进行测试；两种及多种不同原理方法定值时，独立定值组数一般不少于2组。
8.2.2 每组独立数据提供至少2个独立单元，每个单元至少4个有效数据。
8.2.3 在定性特性的定值中，参与协作定值的数据应保持定性水平上的一致。
8.2.4在定量特性的定值时，汇总定值结果，数据无异常值且服从正态分布或近似正态分布的情况下，计算全部数据的总平均值和标准偏差；当数据不服从正态分布时，应检查测量方法和找出各实验室可能存在的系统误差，然后再进行定值处理。
8.3 标准值的确定及测量不确定度的评估
8.3.1 特性量值的总平均值即为该特性量的标准值。
8.3.2 标准值的测量不确定度来源包括：
a）均匀性引入的不确定度；
b）稳定性引入的不确定度，包括长期稳定性引入的不确定和短期稳定性引入的不确定；
c）定值时引入的不确定度。
按公式（2）计算标准值的相对不确定度：
           （2）
式中：
  —标准值的相对不确定度；
  —定值引入的相对不确定度，定值数据重复测量引入的A类不确定度和B类不确定度的合成；
  —均匀性引入的相对不确定度，在均匀性检验合格时取单元间标准偏差；
  —长期稳定性引入的相对不确定度，按长期稳定性线性回归斜率标准误与时间的乘积计算；
  —短期稳定性引入的相对不确定度，按短期稳定性线性回归斜率标准误与时间的乘积计算；
按公式（3）计算标准值的扩展不确定度：
           （3）
不确定度的扩展采用包含因子k=2（对应约95%置信水平），除非有特殊理由使用其他因子。
9 研制报告
9.1 研制报告内容应包括
9.1.1 原材料来源与质量制备。
9.1.2 制备过程。
9.1.3 均匀性数据及结果分析。
9.1.4 稳定性数据及结果分析。
9.1.5 定值方法。
9.1.6 定值试验。
9.1.7 数据统计和处理。
9.1.8 结论（标准值及不确定度）。
9.1.9 参加定值试验单位名称。
9.2 研制报告应附带相关原始数据、图谱、检定校准等文件
10 标准样品的证书、标签与运输
10.1 标准样品证书应符合的内容要求，包括研制单位、定值单位、批注单位、证书标题、编号、标准样品名称、标准号、预期用途、使用说明、标准值和不确定度、有效期、检测方法及保存条件等。
10.2 标签：应符合GB/T 15000.4的内容要求，在每个独立的标准样品容器上粘贴。在有效期内、指定贮存和操作条件下，标签应保持清楚和完整，信息应清晰简明。
10.3 依据运输稳定性评估结果进行运输。
11 标准样品的管理
11.1 标准样品制备好后应对其进行合理有效地管理和使用，制定和执行严格的检测鉴定溯源制度体系，并及时和如实记录标准样品的使用情况，以保证检测鉴定过程的可溯源性和检测结果的可靠性。
11.2 标准样品发生过期、变质、包装破裂、标签破损等情况时，应及时将其从存放处撤除，并用合适的方式处理，以免误用。
11.3 为确保所制备标准样品的质量，研制单位应建立标准样品外部评价程序，评价至少包括证书规范评价和其特性量值实验评价。
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