附件1

北京市聚合酶链反应（PCR）检验实验室

检查指南（2024版）（征求意见稿）
聚合酶链反应检验实验室是指通过基因扩增的方式检测特定的DNA或RNA的检验实验室。聚合酶链反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）是一种在体外特异性扩增靶DNA序列的技术，其基本过程为模板双链DNA的变性、引物与模板DNA的退火和在DNA聚合酶引导下的链延伸反应三个阶段的多次循环。每一次循环后的扩增产物均可作为下一轮循环的模板，理论上，扩增产物量呈指数形式上升，即经过n个循环后，产物量增加到2n倍。PCR试剂操作简单，短时间内在体外可获得数百万个特异靶DNA序列的复制，为临床疾病的诊断、治疗监测和预后评估提供了一种极有帮助的实验室辅助手段。

PCR检验实验室是PCR试剂生产企业在产品检验过程中不可缺少的工作环境，其环境控制水平和质量管理水平直接影响着最终产品是否合格，能否放行。由于该产品本身的特殊性，《医疗器械生产质量管理规范附录体外诊断试剂》、《医疗器械生产质量管理规范体外诊断试剂现场检查指导原则》条款中，对PCR试剂的生产和检验环境做出明确规定。此外现行卫生行业的法规、标准以及相关文献中对于PCR检验实验室均作出规定，主要涉及《全国临床检验操作规程》（第四版）、《医疗机构临床基因扩增管理办法》（卫办医政发〔2010〕194号）、《医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则》及《临床诊断中聚合酶链反应（PCR）技术的应用》（WS/T 230-2002）等行业标准的相关要求。

本检查指南旨在帮助北京市医疗器械监管人员增强对PCR检验相关过程的认知和把握，指导全市医疗器械监管人员对PCR检验实验室设计建设与质量控制的监督检查工作。同时，为PCR试剂生产企业在PCR检验实验室的设计建造和管理要求提供参考。

本指南中涉及或引用的国家相关法律、法规、规章、标准、检查指南等发生内容或效力变化时，要以当时执行的最新版为准。必要时，北京市药品监督管理局应重新研究修订，以确保本指南持续符合要求。

一、适用范围

本检查指南可作为北京市药品监督管理局组织、实施的体外诊断试剂产品注册质量管理体系现场核查、医疗器械生产许可现场检查、医疗器械生产监督检查等涉及PCR检验实验室检查的参考资料。

基因测序检验实验室等涉及PCR试剂的相关部分应当参照本检查指南执行。

二、检查要点

（一）现场查看生产企业PCR检验实验室布局

生产企业应当提供PCR检验实验室设计方案和/或平面设计图（应当标明风向或压差梯度）。

1.PCR检验实验室与PCR试剂生产区域应当在各自独立的建筑物或空间内，保证空气不直接连通，防止扩增时形成的气溶胶造成交叉污染。

2.原则上PCR检验实验室应当设置以下区域：试剂储存和准备区、标本制备区、扩增区、扩增产物分析区。根据使用仪器的功能，区域可适当合并。若使用实时荧光定量PCR仪且不需要进行后续产物分析工作，扩增区、扩增产物分析区可合并。若使用样本处理、核酸提取及扩增检测为一体的自动化分析仪，则标本制备区、扩增区、扩增产物分析区可合并。合并的区域建议参考扩增区或扩增产物分析区要求进行条件控制。

3.各区域在物理空间上应当完全相互独立，各区域无论是在空间上还是在使用中，应当始终处于完全的分隔状态。不应当只是形式上的分区，不应当是一个区域嵌套一个区域。
4.各区域不应当有空气的直接相通。扩增区与扩增产物分析区各区域宜采用独立直排方式出风。采用空调机组方式的，PCR检验实验室应当具备独立空调机组；同时应当考虑停机后各房间空气连通的可能性，采取必要的控制措施。

5.按照试剂储存和准备区→标本制备区→扩增区→扩增产物分析区方向空气压力应当以递减的方式进行，使得PCR检验实验室的空气流向应当按照试剂储存和准备区→标本制备区→扩增区→扩增产物分析区方向进行，防止扩增产物顺空气气流进入扩增前的区域。空气流向应当为单向，禁止下游污染上游。应当设置合理的压差梯度，并安装压差监测装置，以有效证明空气流向，压差梯度不宜低于5帕。PCR检验实验室建设可参考附件进行设计。

6.设置缓冲间的，缓冲间内通向实验室和走廊的门应当安装互锁装置或采取相应措施，避免出现两个门同时打开的情况。

7.各区间若设置传递窗，应当为双侧开门，要求密封严实，并且两侧的门应当为互锁装置或采取相应措施确保两侧门不会同时开启。同时应当考虑各区间的空气不会通过传递窗互串。

（二）现场查看仪器设施配置

1.试剂储存和准备区的功能：储存试剂的制备、试剂的分装和扩增反应混合液的准备，以及离心管、吸头等消耗品的贮存和准备。配套用品一般应当包括：

（1）符合试剂储存温度要求的冰箱；

（2）混匀器；

（3）离心机；
（4）水浴箱或加热模块；
（5）微量加样器；

（6）紫外消毒设备；

（7）消耗品：一次性手套、一次性口罩、一次性帽子、耐高压处理和（或）一次性的离心管和加样器吸头；

（8）专用工作服和工作鞋（套）；

（9）专用办公用品。

2.标本制备区的功能：核酸（RNA、DNA）提取、贮存及加样。配套用品一般应当包括：

（1）符合试剂储存温度要求的冰箱；

（2）高速离心机；
（3）混匀器；

（4）水浴箱或加热模块；

（5）微量加样器；

（6）紫外消毒设备；

（7）生物安全柜；

（8）核酸自动提取仪；

（9）消耗品：一次性手套、一次性口罩、一次性帽子、耐高压处理和（或）一次性的离心管和加样器吸头（带滤芯）；
（10）专用工作服和工作鞋（套）；
（11）专用办公用品；
（12）如需处理大分子DNA，应当具有超声波仪。

3.扩增区的功能：cDNA合成、DNA扩增及检测。配套用品一般应当包括：

（1）核酸扩增仪；

（2）离心机；
（3）紫外消毒设备；
（4）消耗品：一次性手套、一次性口罩、一次性帽子、耐高压处理和（或）一次性的离心管和加样器吸头（带滤芯）；
（5）专用工作服和工作鞋（套）；
（6）专用办公用品。

4.扩增产物分析区的功能：扩增片段的进一步分析测定。视检验方法不同而定，基本配置如下：
（1）分析设备；

（2）微量加样器；

（3）紫外消毒设备；

（4）冰箱；
（5）消耗品：一次性手套、一次性口罩、一次性帽子、加样器吸头（带滤芯）；

（6）专用工作服和工作鞋（套）；

（7）专用办公用品。

上述各区域仪器设备配备为基本配备，实验室应当根据使用的扩增检测技术或试剂的特点，对仪器设备进行必要的增减。
5.设备的维护保养

    应当建立设备维护保养规程，计量设备应当定期检定或校准。例如核酸扩增仪、微量加样器、生物安全柜应当每年进行检定或校准工作。

（三）现场检查工作流程及注意事项

1.单次实验进入各工作区域应当严格按照单一方向进行，即试剂储存和准备区→标本制备区→扩增区→ 扩增产物分析区。
2.各工作区域必须有明确的标记，不同工作区域内的设备、物品不得混用。
3.不同工作区域的工作服应当加以区分，不得混用（例如可以采用不同颜色）。

4.实验室的清洁应当按照试剂储存和准备区→标本制备区→扩增区→扩增产物分析区的方向进行。不同的实验区域应当有其各自的清洁用具并防止交叉污染。实验垃圾属于医疗废物的应当按照《医疗废物管理条例》相关规定进行处理。

5.工作结束后，应当立即对工作区进行清洁及消毒。

6.储存试剂和用于标本制备的消耗品等材料应当直接运送至试剂储存和准备区，不能经过扩增检测区及扩增产物分析区。应当对加样吸头、PCR反应管等消耗品进行处理，防止污染。试剂盒中的阳性对照品和（或）质控品应当保存在标本制备区。试剂应当使用分子生物学级别试剂，溶剂不应当对产品检验造成干扰。质检用于原辅料、半成品、成品检验用的PCR反应试剂应当有相应的质量标准及操作程序。

7.为避免样本间的交叉污染，加入待测核酸后，应当盖好含反应混合液的反应管。应当注意PCR反应液加样的顺序，一般应当先加阴性物质后加阳性物质。对具有潜在传染危险性的材料，应当在生物安全柜内开盖，并有明确的样本处理和灭活程序。

8.应当避免气溶胶所致的污染，尽量减少在不同区域内的走动，扩增反应管不得在扩增区打开。

9.扩增产物分析区有可能存在某些可致基因突变和有毒物质如溴化乙锭、丙烯酰胺、甲醛或放射性核素等，应当注意实验人员的安全防护，必要时配备通风橱等防护设备。

（四）现场检查人员培训情况
参与PCR检验的工作人员应当具备相应的专业知识和技能，包括能熟练操作相关设备，明确整个工作的流程，掌握出现污染情况的处理方法以及实验室质量控制方法和检测结果的解释。

检查人员可以通过询问或要求人员实际操作对其进行评价，也可以通过查阅人员培训记录，对其进行评价。

（五）现场检查文件情况

在检查过程中应当特别注意现场查看、询问、记录的实际情况与生产企业的文件规定、记录的符合性。

附件：1.理想的PCR检验实验室设计

      2.参考资料
附件1
理想的PCR检验实验室设计
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图A  缓冲间为负压的理想PCR检验实验室设置模式
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图B  缓冲间为正压的理想PCR检验实验室设置模式
图A和图B所给出的PCR检验实验室设置图是较为理想的设置模式，建议企业参照此种模式设计并建立实验室。

附件2
参考资料
1.《关于发布医疗器械生产质量管理规范的公告》（国家食品药品监督管理总局公告2014年第64号）

2.《关于发布医疗器械生产质量管理规范附录体外诊断试剂的公告》（国家食品药品监督管理总局公告2015年第103号）

3.《关于印发医疗器械生产质量管理规范现场检查指导原则等4个指导原则的通知》（食药监械监〔2015〕218号）

4.《生物安全实验室建筑技术规范》（GB 50346-2011）

5.《实验室生物安全通用要求》（GB 19489-2008）

6.《临床诊断中聚合酶链反应（PCR）技术的应用》（WS/T 203-2002）

7.全国临床检验操作规程[第4版]



