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 前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由武汉华大医学检验所有限公司提出。 

本文件由深圳市标准化协会归口。 

本文件起草单位：武汉华大医学检验所有限公司、深圳华大医学检验实验室、深圳中国计量科学研

究院技术创新研究院、云南省第一人民医院、复旦大学附属妇产科医院、浙江省人民医院、中国福利会

国际和平妇幼保健院、重庆医科大学附属第一医院、重庆医科大学附属第二医院、武汉大学中南医院、

上海交通大学医学院附属仁济医院、武汉市中心医院、北京贝瑞和康生物技术有限公司、北京福君基因

生物科技有限公司、深圳华大基因科技有限公司。 

本文件主要起草人：姜丹、阳晶晶、刘书情、王丽娜、杨倩倩、周舒君、朱宝生、陈松长、徐晨明、

唐少华、李淑元、张华、潘鑫、郑芳、杜艳芝、甘家骅、余丹、颜楠楠、杨璐、吴亚、吴平、唐卫江、

唐美芳、田志坚、李倩一、刘杨杨。 
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携带者筛查基因检测的性能确认方法 

1 范围 

本文件规定了携带者筛查基因检测的样本要求、检测流程质控要求、性能技术要求、性能确认方法

及规则。 
本文件适用于基于高通量测序技术的单基因病携带者筛查基因检测，适用于该类型检测服务提供

商及提供相关检测实验的各类检测机构。 

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。 

WS/T 416—2013  干扰实验指南 

CNAS-GL039  分子诊断检验程序性能验证指南 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

单基因病 monogenic disease 

由一对等位基因突变导致的疾病。 

 

测序 sequencing 

测定核苷酸序列的过程。 

 

高通量测序技术 high-throughput sequencing 

以一次并行几十万到几百万条核酸分子序列测定和一般读长较短等为标志，适用于DNA的测序技术。 

 

携带者筛查 carrier screening 

针对没有明显遗传疾病表型及家族遗传病史的个体进行常见的常染色体隐性及X连锁遗传性疾病的

基因检测，以发现受检者是否携带目标疾病相关基因的致病性或可能致病性变异。 

 

Q20 

测序数据中，碱基识别质量值大于20的碱基占所有碱基的比例。 
示例：碱基识别质量值为 20 时，表示碱基的正确率为 99%以上，Q20≥95%，则表示测序数据中 95%以上的碱基识别

质量值大于 20。 

[来源：T/SZAS 13—2019,3.1.12] 

 

Q30 

测序数据中，碱基识别质量值大于30的碱基占所有碱基的比例。 
示例：碱基识别质量值为 30 时，表示碱基的正确率为 99.9%以上，Q30≥85%，则表示测序数据中 85%以上的碱基识

别质量值大于 30。 

[来源：T/SZAS 13—2019,3.1.13] 

 

目标平均测序深度 average sequencing depth on target 

测序得到的落在目标区域的总碱基数与目标区域长度的比值。 
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覆盖度 coverage ratio 

将测序序列比对到参考序列上时，所有被比对到的区域占捕获芯片范围总区域的百分比。 

 

插入缺失型变异 insertion and deletion, Indel 

在基因组的某个位置上所发生的小片段序列的插入或者缺失，插入或缺失片段的长度在50 bp以下。 

 

目标基因区域捕获 target region capture 

对一个或多个基因的核苷酸序列定制目标基因区域特异性探针，与基因组DNA进行杂交，并富集目

标基因DNA片段的过程。 

[来源：GB/T 37872—2019,3.1.6] 

 

文库混合 library pooling 

将带有不同标签（Barcode）的样本，按照一定比例混合后作为一个混合文库一起进行上机测序。 

 

拷贝数变异 copy number variation, CNV 

由基因组发生重排而导致的，一般指长度为1 kb 以上的基因。 

 

单核苷酸变异 single nucleotide variation，SNV 

在基因组水平，由单个核苷酸位点的变异（替代、插入或缺失）所引起的脱氧核糖核苷酸序列变异。 

 

性能确认 performance validation 

对未经确认或自建的检验程序，以及明显修改过的检验程序，通过提供客观证据对特定的预期用途

或应用要求已得到满足的认定。 

 

    杂合子频率 Heterozygous frequency 

在基因组中杂合位点的比例，其计算方法为变异等位基因/（变异等位基因+野生型等位基因）。 

 

参考序列 reference sequence 

测序片段对应的物种基因组序列。 

[来源：GB/T 35890—2018,3.11] 

 

虚拟样本 virtual samples 

在生物信息学分析中使用的模拟或合成的数据集。 
注： 这些数据集模拟了通过高通量测序得到的测序数据或中间文件。 

 

通道 lane 

测序芯片上的一条流通槽。 

 

VCF 

用于描述SNV和Indel结果的文本文件。 

4 缩略语 

下列缩略语适用于本文件。 

ACMG：美国医学遗传学和基因组学学会（American College of Medical Genetics and Genomics） 

AMP：分子病理学协会（Association for Molecular Pathology） 

ClinGen：临床基因组资源（Clinical Genome Resource） 

DNA：脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid) 

EDTA：乙二胺四乙酸（ethylenediamine tetraacetic acid） 

https://baike.baidu.com/item/%E5%9F%BA%E5%9B%A0%E7%BB%84/2746983?fromModule=lemma_inlink
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HGVS：人类基因组变异协会（Human Genome Variation Society） 

Indel：插入缺失型变异（insertion and deletion） 

MLPA：多重连接探针扩增技术（multiplex ligation-dependent probe amplification） 

OD：光密度(optical density) 

PCR：聚合酶链式反应（polymerase chain reaction） 

RNA:核糖核酸(ribonucleic acid) 

SNV：单核苷酸变异 (single nucleotide variation) 

5 样本要求 

样本采集要求 

5.1.1 外周血样本 

采用EDTA或枸橼酸钠抗凝采血管，不应使用肝素采血管，成人外周血静脉采血量宜在2 mL～5 mL之

间，且无明显凝血现象。若因其他原因无法提供外周血样本，宜使用其他样本类型，如干血片样本、口

腔拭子样本和唾液样本。 

5.1.2 DNA 样本 

全血及其他类型样本DNA浓度应不低于30 ng/μL，总量应不低于1.5 μg；所有DNA样本类型的OD

（A260/A280）值宜在1.8～2.0之间，无明显降解。 

样本运输及保存要求 

5.2.1 外周血样本 

样本采集后如即刻寄送，可常温运输（保证3天内送达实验室）；如有条件宜使用冰袋或干冰运输，

以避免DNA降解。新鲜外周血寄送前可短期保存在4 ℃或-20 ℃，长期应保存于-20 ℃。冻存的外周血，

应在-20 ℃保存，保存时间不超过3年，反复冻融不超过5次，应使用冰袋或干冰运输。 

5.2.2 DNA 样本 

提取DNA后如即刻寄送，宜选择冰袋或干冰运输；对于冻存的DNA样本，-20 ℃保存不超过3年，反

复冻融不超过5次，优先宜运送新鲜DNA样本。 

样本入库 

样本质控不合格拒收要求应包括以下内容： 

a) 样本采集管上的标签信息和送检单信息不一致、字迹模糊难以辨认或信息不完整； 

b) 送检单必填项填写不完整； 

c) 样本保存管存在污染、破裂、开盖或其他样本外溢情况； 

d) 样本量或样本体积没有达到最低要求； 

e) 样本运输温控不合格，如干冰运输样本出现干冰无剩余的情况、温控不在规定范围内； 

f) 样本采样使用非规定的样本采集器； 

g) 样本状态异常，如全血样本有明显凝血或溶血现象、DNA样本有明显污染物。 

样本存储和销毁 

医学检测样本为确保检测结果可溯源性，留样储存时长符合相关法律法规要求。因携带者筛查基因

检测程序涉及环节多、实验周期长，为降低检测失败时的重复实验成本、压缩重复实验周期，可依据实

验室情况增设中间产物（如提取后DNA、DNA文库）储存，并建立针对性的中间产物存储及销毁时限要求

和记录。  

质控合格的样本应录入样本入库系统后储存在对应的保存环境中。外周血和DNA应储存于-20 ℃及

以下温度中，保存年限宜为3年，具体保存时限可根据实验室综合情况确定合适的时间。实验室可视实

验周期综合考虑，决定是否暂存中间产物，中间产物如提取后DNA及DNA文库，均应存储于-20 ℃及以下

环境中，推荐保存时限为3个月。保存时限到达即可进行销毁，并留存销毁记录。 

https://www.baidu.com/s?sa=re_dqa_generate&wd=%E5%A4%9A%E9%87%8D%E8%BF%9E%E6%8E%A5%E6%8E%A2%E9%92%88%E6%89%A9%E5%A2%9E%E6%8A%80%E6%9C%AF&rsv_pq=cbd2a256003f006c&oq=MLPA%E7%9A%84%E5%85%A8%E7%A7%B0&rsv_t=954cWXXXZwsQL6sw4IHI8Du3CV5qWoaa8yt4qYa0NR52BDroqFq4pOcrrsUdj+lratJq&tn=baiduhome_pg&ie=utf-8
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6 样本检测流程质控要求 

样本 DNA提取 

提取试剂的批号、名称、外观、有效期应符合说明书规定范围内，提取后的DNA总量应至少满足一

次文库构建的需要，OD（A260/A280）值宜在1.8～2.0之间，电泳检测DNA主带明显，无明显降解。 

文库构建 

文库构建前所使用的试剂批号、名称及有效期应符合说明书规定范围内，不同测序平台、不同建库

方法和不同捕获芯片，对于文库浓度的质控要求存在差异。杂交捕获前应对文库进行浓度定量，浓度及

体积要求应参考杂交捕获环节的文库DNA投入量要求，文库DNA总量宜为杂交捕获环节文库投入量的2倍

以上。 

杂交捕获 

不同测序平台、不同建库方法和不同捕获芯片，对于杂交后文库浓度的质控要求存在差异，浓度及

体积要求应符合测序平台的杂交后文库DNA投入量要求，杂交后文库DNA总量宜至少满足上机测序环节

的需要。上机前应对文库进行浓度定量和片段大小分析，保证文库质量能满足上机要求。混合文库浓度

与实际上机需求浓度比相差应不大于20%，每张芯片宜设置至少1个阳性对照和1个阴性对照。 

测序 

根据实验室条件综合选择合适的测序平台，测序时根据检测样本量和质量要求确定适当的芯片，以

保证测序质量和靶区覆盖深度，各测序平台的Q30应不低于其设置的最低要求。 

信息分析 

测序下机后的数据应关注以下关键指标：平均测序深度、1X覆盖度或20X覆盖度、Q20、Q30和杂合

子频率，这些指标的实测值应不低于各实验室设置的最低要求且样本性别应与受检者提供一致。 

遗传解读 

携带者筛查变异命名参照HGVS的序列变异描述进行命名，变异的致病性分类参考ACMG/AMP序列变异

分类标准和ClinGen的更新建议。 

因高通量测序的技术局限性，遗传分析人员在进行解读时，应针对筛选出的致病性/可能致病性变

异位点，参考产品包装范围及检测意义，确认报告的致病性/可能致病性位点是否需要进行额外的金标

准方法学验证（如Sanger和MLPA）。实验室可持续积累经过 Sanger、MLPA、qPCR等技术平台验证的位

点数据，通过关注测序深度和杂合子频率构建适用于本实验室的免验证质控流程，并充分验证其性能后，

执行免验证程序。 

7 性能技术要求 

性能确认样本来源 

性能确认样本可使用已检测的临床样本或第三方参考品。 

选择的临床样本应有可靠的参比方法提供的位点数据，即使用金标准方法（如Sanger或MLPA）、行

业公认方法或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）。 

性能确认还可使用位点准确可靠的第三方参考品。参考品应足够均匀和稳定，且能证明测量系统处

于统计控制下时，能提供期望的可信结果。 

性能确认样本类型 

7.2.1 参考序列参考品 

参考序列参考品应使用有公开参考序列信息的通用质控品（如NA12878或中华家系1号），或经多个

二代测序平台交叉验证过，有可信携带者筛查数据可供参考比对的参考品。 
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7.2.2 阳性参考品或临床阳性样本 

阳性参考品或临床阳性样本选取的变异位点应在产品包装检测范围内。根据产品包装所包含的位

点进行性能确认时应使用经验证过的准确可信的阳性变异位点，产品包装所包含的位点简称目标变异

位点。 

7.2.3 阴性参考品或临床阴性样本 

应选取经多个二代测序平台交叉验证或金标准方法验证过，无目标变异的参考品或临床阴性样本。  

7.2.4 虚拟样本 

对于产品包装范围内的所有位点（不含其他产品包装类型），模拟成VCF文件，用于测试信息分析

流程过库注释的准确性，可避免在检测过程中检出的变异，因过库注释而遗漏位点报出。 

准确度 

采用参考序列参考品至少1例、阴性参考品或临床阴性样本至少10例、阳性参考品或临床阳性样本

至少每种变异类型各1例，且总数不少于10例、虚拟样本1例。其中虚拟样本经信息分析流程过库注释后，

所有位点均应正确输出到解读环节，其致病性、疾病详情等相关信息应与数据库记录一致。所有参考品

按照携带者筛查基因检测高通量测序实验流程进行测试，最终检测的阳性位点应与已知参考品或临床

阳性样本目标变异位点一致，检测出的阴性结果应与已知参考品或临床阴性样本不含目标变异位点一

致。 

阳性符合率 

采用阳性参考品或临床阳性样本10例进行检测，结果应与已知阳性参考品或临床阳性样本目标变

异位点结果一致，即阳性符合率应达到100%。 

阴性符合率 

采用阴性参考品或临床阴性样本10例进行检测，结果应与已知阴性参考品或临床阴性样本不含目

标变异位点结果一致，即阴性符合率应达到100%。 

检出限 

选择阳性参考品或临床阳性样本，将样本设置为高于、等于及低于该变异的检出限。根据CNAS-GL039

中的规定，检出限及以上的样本应不低于95%检测到可靠目标变异位点数。 

精密度 

选取参考序列参考品1例，阳性参考品至少每种变异类型各1例，使用同一批次参考品，3个不同实

验批次（例如人员、时间、设备、环境等）在其他相同条件下重复检测不低于3次，针对不同产品包装，

SNVs及Indels一致性比值应设置合理范围。 

干扰物质 

实验室可根据厂家声明、临床需求和样本特点选择需要检测的干扰物质（例如核酸酶、血红蛋白和

抗凝剂）。干扰物质的检测可参考CNAS-GL039中的方法。 
示例：评估外周血样本中血红蛋白浓度对检测结果的影响，选择高血红蛋白浓度且经确认不含被测物的阴性参考品

作为实验组，选择低浓度血红蛋白且经确认不含被测物的阴性参考品作为对照组。分别在实验组和对照组中加入含目标

变异的阳性参考品，与常规样本一起检测，每组重复不低于 3 次，两组结果均可检测出目标变异位点，血红蛋白浓度对

测定应无显著影响。 

8 性能确认方法 

准确度检测 

采用参考序列参考品至少1例、阴性参考品或临床阴性样本至少10例、阳性参考品或临床阳性样本

至少每种变异类型各1例，且总数不少于10例、虚拟样本1例。其中虚拟样本经信息分析流程过库注释后，
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结果应符合7.3的要求，所有参考品按照携带者筛查基因检测高通量测序实验流程进行检测，其中质控

应符合第6章的要求，检测结果应符合7.3的要求。 

阳性符合率检测 

采用阳性参考品或临床阳性样本10例进行检测，重复不低于3次，其中质控应符合第6章的要求，其

检测结果再根据公式：阳性符合率=检出的与阳性参考品或临床阳性样本一致的位点数/所有阳性参考

品或临床阳性样本的阳性位点总数，计算结果应符合7.4的要求。 

阴性符合率检测 

采用阴性参考品或临床阴性样本10例进行检测，重复不低于3次，其中质控应符合第6章的要求，其

检测结果再根据公式：阴性符合率=检测一致的样本数量/检测样本总数，计算结果应符合7.5的要求。 

检出限检测 

选择阳性参考品或临床阳性样本，将样本设置为高于、等于及低于该变异的检出限。 
示例：样本 DNA 投入量达 300 ng 才能检出目标变异位点，则 DNA 投入量分别设置为 900 ng、300 ng 和 100 ng，每

个梯度的样本至少 5 例，按照检测流程重复检测不低于 3 次，其中质控应符合第 6 章的要求，其检测结果应符合 7.6 的

要求。 

精密度检测 

采用参考序列参考品1例，阳性参考品或临床阳性样本至少每种变异类型各1例，使用同一批次样本，

3个不同实验批次（例如人员、时间、设备、环境等）在其他相同条件下重复检测不低于3次，其中质控

应符合第6章的要求，其检测结果应符合7.7的要求。 

干扰物质检测 

实验室可根据厂家声明、临床需求和样本特点选择需要检测的干扰物质。 
示例：评估外周血样本中血红蛋白浓度对检测结果的影响，选择 200 g/L 血红蛋白浓度（参考 WS/T 416—2013 干

扰实验附录 B）且经确认不含被测物的阴性参考品作为实验组，选择 100 g/L 浓度血红蛋白且经确认不含被测物的阴性

参考品作为对照组。分别在实验组和对照组中加入含目标变异的阳性参考品，每组重复不低于 3 次，检测结果应符合 7.8

的要求。 

9 性能确认规则 

临床应用质控要求 

实验室建立携带者筛查基因检测程序后，检测程序正式应用前应先进行性能确认。 

使用期间，实验室应建立室内质控体系，实时监控检测程序的稳定性，确保检测流程稳定、检测结

果真实可信。 

任何可能严重影响检测程序性能的情况，应在检测程序重新启用前对受影响的性能进行部分性能

确认。 

检测程序要求 

9.2.1 检测程序应用前 

检测程序正式应用前应先进行完整的性能确认。携带者筛查基因检测性能确认检测的参数应至少

包括准确度、精密度和检出限，确认检测程序可以达到方法学建立时的预期性能，以及适用于预期临床

用途。 

9.2.2 检测程序应用中 

当现有检测程序的以下要素发生变更，应按照新检测程序重新进行完整的性能确认，即性能确认检

测的参数应至少包括准确度、精密度和检出限: 

a) 试剂升级或品牌替换：试剂直接涉及到检测系统的分析性能； 

b) 实验流程变更：任何实验步骤的变更都可能影响结果； 
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c) 生信流程变更：生信数据分析的变化可能会影响变异检测的准确性； 

当现有检测程序中以下要素发生变更，但未影响实验流程，应在检测程序重新启用前进行部分性能

确认。部分性能确认实验应至少包含准确度和精密度，精密度可仅针对发生要素变更的实验环节，但准

确度评估应覆盖全流程检测程序。 

a) 解读流程变更：解读标准的变化可能会影响解读结果； 

b) 质控标准变更：如果质控标准的变更不影响检测流程的核心部分，应对质控步骤进行性能确认； 

c) 数据分析软件更新：如果软件更新只涉及非关键功能的改进，应对相关功能进行性能确认； 

d) 分析参数调整：如果关键指标参数调整，且在已验证的范围内，应对调整后的参数进行性能确

认； 

e) 实验室环境变更：如果环境变化在控制范围内，应对环境敏感步骤进行性能确认； 

具体是否应进行完整或部分性能确认，应遵循相应的法规、指南和实验室的质量管理体系的要求。

在进行任何变更之前，应进行风险评估，并根据评估结果来确定所需的验证或确认的程度。 
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