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基本信息 

 

一、申请人名称 

嘉检（广州）生物工程技术有限公司 

二、申请人住所 

广州市南沙区珠江街南江二路 6 号自编 3 栋 4-5 层 401-501 

三、生产地址 

广州市南沙区珠江街南江二路 6 号自编 3 栋 4-5 层 401-501 
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技术审评概述 

 

一、产品概述 

（一）产品主要组成成分 

本产品主要组成成分见表 1。 

表 1 产品主要组成成分 

组分名称 规格与装量 主要成分 

DNA 提取液 1.9 ml/管×1 Tris-HCl、Triton、EDTA 

蛋白酶 K 133 µL/管×1 蛋白酶 K、Tris-HCl、CaCl2、甘油 

M3243 PCR 反应液 450 µL/管×1 
Taq 酶、UNG、dNTP、M3243 目的基因引物

及探针、MT-RNR2 内标基因引物及探针等 

M3243 阳性质控品 95 µL/管×1 M3243 突变质粒、MT-RNR2 内参质粒 

M3243 阴性质控品 95 µL/管×1 MT-RNR2 内参质粒 

（二）产品预期用途 

该试剂盒用于体外定性检测人口腔拭子样本中线粒体

MT-TL1 基因 3243 位点突变（m.3243A＞G）。 

该试剂盒用于线粒体脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作

(mitochondrial encephalomyopathy with lactic acidosis and 

stroke-like episodes, MELAS)综合征的辅助诊断，其检测结果仅

供临床参考，不能单独作为确诊或排除病例的依据，临床医生

应结合患者病情及其他实验室检测指标等因素对检测结果进行

综合判断。 
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（三）产品包装规格 

24 人份/盒。 

（四）产品检验原理 

基于扩增阻碍突变系统（Amplification Refractory Mutation 

System, ARMS）结合荧光 PCR 技术，实现人口腔脱落细胞样本

中线粒体 MT-TL1 基因 3243 位点 A＞G 突变的检测。针对线粒

体 MT-TL1 基因 3243 位点设计特异性引物，通过分析内标基因

与目的基因的 Ct 差值，判断样本中线粒体 MT-TL1 基因 3243

位点的突变情况。 

二、临床前研究概述 

（一）主要原材料 

1. 主要原材料的选择 

主要原材料包括引物、探针、反应预混液、蛋白酶 K、质

粒等。这些原材料均是通过外购的方式获得。其中：引物、探

针、质粒的序列由申请人自行设计，由合成公司经过合成、修

饰、纯化方式获得；反应预混液中的 Taq 酶、UDG 酶由原材料

供应商克隆表达后获得，dNTP 由原材料供应商化学合成获得。 

申请人对各主要原材料进行了供应商的选择，通过功能性

试验筛选出合格供应商，制定了主要原材料的技术要求和质量

标准并经检验合格。 
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2. 企业参考品和质控品设置情况 

申请人设计了完整的企业参考品，包括阳性参考品、阴性

参考品、重复性参考品以及最低检出限参考品。企业参考品采

用临床样本制备而成，其中：阳性参考品 3 份，分别由不同来

源的 m.3243A＞G 阳性样本组成。阴性参考品 7 份，分别由不

同来源的检测范围内的 m.3243A 位点野生型样本、检测范围外

的其他位点突变同时 m.3243A 位点野生型样本和非人类基因组

样本组成。重复性参考品 3 份，分别由弱阳性样本、最低检出

限样本以及阴性样本组成。最低检出限参考品 1 份。 

本产品的质控品包括阴性质控品和阳性质控品，用于核酸

提取过程的质量控制及检测过程中试剂和仪器的质量控制。申

请人开展了质控品赋值研究，进行了质控品的溯源、制备和定

值研究，制定了质控品的质量标准。 

（二）生产工艺及反应体系研究 

申请人开展的反应体系研究包括 DNA 提取液用量研究、蛋

白酶 K 用量研究、孵育温度及时间研究、核酸上清液吸取量研

究、样本采集刮取次数及样本用量研究、引物与探针用量研究、

模板 DNA 用量研究、退火温度研究、循环数研究、仪器基线与

阈值设定研究等。通过功能性试验，最终确定了最佳反应体系。

另外，申请人通过对试剂盒中试剂及组件的主要生产工艺的研
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究结果，确定了最佳生产工艺。 

（三）分析性能评估 

分析性能评估内容主要包括：准确度、精密度、检出限、

分析特异性（交叉反应、干扰试验）、核酸提取效率等方面。

申请人提交了质量管理体系下生产的三批产品在两种适用机型

（ABI 7500、SLAN-96S）上的性能评估资料。 

准确度研究使用三批试剂盒对不同病龄阶段、家族史、其

他疾病患者以及健康人来源的口腔脱落细胞样本进行检测，与

Sanger 测序法的阳性符合率 100%、阴性符合率 100%。对不同

来源的临床口腔脱落细胞样本与肌肉组织样本进行检测，阳性

符合率 100%、阴性符合率 100%。 

精密度研究使用三批试剂盒对中、低浓度水平阳性样本和

阴性样本开展了重复性、批内、批间、日内、日间、不同操作

者间、不同仪器间的精密度研究，结果显示符合率均为 100%，

且计算 ΔCt=|Ct FAM–Ct VIC|的变异系数（CV，%）均不大于 15%。

表明本产品精密度良好。  

检出限研究对不同背景 DNA 浓度下不同突变比例梯度的

样本进行 20 次重复检测，以 95%（n≥20）的阳性检出率作为

标准，确定了本产品的检出限为最低可检出 0.1ng/μL DNA 背景

下 0.5%的突变，最高可检出 10ng/μL DNA 背景下 0.5%的突变。
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并通过三批次试剂对不同来源的临床阳性样本进行了检出限的

验证。 

交叉反应研究使用三批试剂盒对 m.3243A 位点野生型样

本、相邻的线粒体突变位点（m.3460G>A、m.3252A>G 和

m.3271T>C）以及采样部位口腔中正常寄生或易并发的其他微

生物高浓度水平样本（如化脓性链球菌、表皮葡萄球菌、罗伊

氏乳杆菌、白色念珠菌（假丝酵母菌）、金黄色葡萄球菌、铜

绿假单胞菌、肺炎链球菌、甲型流感病毒、乙型流感病毒、副

流感 2 型病毒、腺病毒、合胞病毒 B 型）开展了交叉反应评价。

结果显示上述样本均与本产品不产生交叉反应。 

干扰试验研究使用三批试剂盒对临床口腔脱落细胞样本中

“最差条件”的不同内源性干扰物质、外源性干扰物质开展了干

扰试验评价。结果显示：5%体积全血、0.9mg/mL 粘蛋白、10%

体积唾液等内源性干扰物对本产品不产生干扰；1.5mg/mL L-精

氨酸、0.9mg/mL 维生素 B1、0.01mg/mL 维生素 B2、0.5%体积

维生素 E、10%体积漱口水、10%体积烟草浸出液、模拟绿豆大

小口腔内食物残渣、模拟绿豆大小口腔内牙膏残余等外源性干

扰物对本产品不产生干扰。 

申请人还采用了临床口腔脱落细胞样本进行核酸提取效率

研究，通过三批次试剂对不同的人口腔脱落细胞样本验证了本
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产品的核酸提取效率为核酸浓度大于 0.1ng/µL。 

（四）阳性判断值或参考区间研究 

阳性判断值研究采用临床来源的口腔脱落细胞样本。阳性

判断值的建立和验证共计样本 592 例，来自 MELAS 确诊患者、

临床怀疑 MELAS 患者、家族史人员、基因检测 m.3243A>G 阳

性患者以及健康人等。采用 ROC 曲线的方式建立产品的阳性判

断值，确定本产品的阳性判断值为ΔCt=|Ct FAM– Ct VIC|=14.8。 

（五）稳定性研究 

申请人采用企业参考品为待测样本，以外观、阴性符合率、

阳性符合率、精密度、最低检出限，核酸提取效率为考核指标，

对质检合格的不同批次试剂开展不同时间点的实时稳定性、使

用稳定性（开瓶稳定性、冻融稳定性）和运输稳定性研究，确

定了在各种条件下试剂的有效保存时间和条件。结果显示产品

的各项稳定性指标均能满足产品说明书声称的要求。其中：实

时稳定性研究将三批次试剂储存于-20±5℃下，分别在第 0、4、

8、12、14 个月时进行检测。确定了本产品在-20±5℃条件下，

可稳定保存 12 个月。此外，申请人还对样本稳定性进行了系统

的研究。 

三、临床评价概述 
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申请人在首都医科大学附属北京儿童医院、北京大学第一

医院、复旦大学附属华山医院、南方医科大学南方医院和湖南

省儿童医院共 5 家机构完成了临床试验。采用试验用体外诊断

试剂与临床参考标准和临床参考方法等进行比较研究，确认本

产品的临床性能。入组病例包括：疑似线粒体脑肌病伴高乳酸

血症和卒中样发作综合征（MELAS）的患者和其他易混淆疾病

的患者，样本类型为口腔拭子，共计入组 490 个病例。 

针对试验体外诊断试剂与临床参考标准（结合临床特点、

影像学特征、基因致病变异或肌肉病理活检等获得的疾病诊断

结果）的比较，共入组确诊 MELAS 疾病的患者 125 例，其他

易混淆的疾病患者 365 例。采用试验用体外诊断试剂检测口腔

拭子样本，试验结果显示，本产品与临床参考标准比较的临床

灵敏度为 87.2%（95%CI：80.2%，91.9%），临床特异度为 96.9%

（95%CI：94.7%，98.3%），显示申报产品具有良好的临床性

能。 

针对试验体外诊断试剂与临床参考方法一代测序法的比

较，共入组 250 例样本，其中阳性样本 86 例，阴性样本 164 例。

采用一代测序方法检测血液样本，采用本产品检测同源口咽拭

子样本。试验结果显示，本产品与临床参考方法比较的阳性符

合率为 100%（95%CI：95.7%，100%），阴性符合率为 93.3%
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（95%CI：88.4%，96.2%），总符合率为 95.6%（95%CI：92.3%，

97.5%），显示试验体外诊断试剂与临床参考方法具有良好的一

致性。 

采用试验体外诊断试剂与一代测序分别检测同一份口咽拭

子样本，进行临床检测性能的确认，共入组 433 例样本，其中

阳性 110 例，阴性 323 例。试验结果显示，本产品与一代测序

比较的阳性符合率为 100%（95%CI：96.6%，100%），阴性符

合率为 97.8%（95%CI：95.6%，98.9%），总符合率为 98.4%

（95%CI：96.7%，99.2%），显示试验体外诊断试剂具有良好

的检测性能。 

针对检测不一致的样本，均结合临床诊疗过程中的结果等

进行了详细分析。 

综上所述，临床试验结果显示试验体外诊断试剂的临床性

能满足技术审评要求。 

四、产品受益风险判定 

依据 YY/T 0316-2016《医疗器械风险管理对医疗器械的应

用》，对该产品进行风险分析。 

（一）受益评估 

线粒体脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作 (mitochondrial 
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encephalomyopathy with lactic acidosis and stroke-like episodes, 

MELAS)综合征是最常见的线粒体疾病之一。依据《中国线粒体

脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作的诊治专家共识》，可根据

MELAS 的临床特点和影像学特征提出临床拟诊，发现 mtDNA

或 nDNA 基因致病变异或肌肉病理活检发现线粒体肌病的典型

病理改变是诊断 MELAS 的“金标准”。 

该产品体外定性检测人口腔拭子样本中线粒体 MT-TL1 基

因 3243 位点突变（m.3243A＞G），用于 MELAS 综合征的辅

助诊断，其检测结果仅供临床参考，不能作为临床诊断或排除

病例的唯一依据，临床医生应结合患者病情及其他实验室检测

指标等因素对检测结果进行综合判断。 

该产品临床应用的主要受益在于：采用口腔拭子样本进行

基因检测，可为 MELAS 综合征的辅助诊断与其他疾病的鉴别

诊断提供一种较为简便的基因检测结果，临床医生结合患者的

临床表型与其他实验室检测指标等不同临床证据等级进行综合

诊断。现有临床试验结果显示，本产品与临床参考标准对比的

临床灵敏度为 87.2% ，临床特异度为 96.9%；与 Sanger 测序法

对比，阳性符合率 100.00%，阴性符合率 97.8%，申报产品的临

床性能良好。 

（二）风险评估 
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根据申请人提供的申报资料，通过对该产品从生产原材料、

配制、检测、包装、运输、储存、使用方法及安全注意事项、

保存和用后处理等全过程危害判定、风险估计、预防化解，从

产品技术要求和使用说明书及企业规章制度对产品质量的全过

程控制和风险防范措施，已将产品的安全风险系数降到了验收

准则规定的可接受范围内，同时采取降低风险的措施后没有引

入新的风险。经综合评价，在目前认知水平上，认为该产品上

市带来的受益大于风险。但为保证用械安全，基于对主要剩余

风险的规避，已在产品说明书中提示以下信息： 

1.预期用途： 

该试剂盒用于体外定性检测人口腔拭子样本中线粒体

MT-TL1 基因 3243 位点突变（m.3243A＞G）。 

该试剂盒用于线粒体脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作

(mitochondrial encephalomyopathy with lactic acidosis and 

stroke-like episodes, MELAS)综合征的辅助诊断，其检测结果仅

供临床参考，不能单独作为确诊或排除病例的依据，临床医生

应结合患者病情及其他实验室检测指标等因素对检测结果进行

综合判断。  

2.警示及注意事项：产品说明书中介绍了该产品检验方法 

的局限性及使用中的注意事项。 
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综合评价意见 

 

本申报项目为境内第三类体外诊断试剂产品注册。依据《医

疗器械监督管理条例》（国务院令第 739 号）、《体外诊断试

剂注册与备案管理办法》（国家市场监督管理总局令第 48 号）

等相关医疗器械法规与配套规章，经对申请人提交的注册申报

资料进行系统评价，申报产品符合安全性、有效性的要求，符

合现有认知水平，建议准予注册。 

 

 

 

 

2024 年 04 月 29 日 

 

 

 

 

 

附件：产品说明书 
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线粒体基因 3243A＞G 突变检测试剂盒（荧光 PCR 法）说明书 

【产品名称】 

通用名称：线粒体基因 3243A＞G 突变检测试剂盒（荧光 PCR 法） 

【包装规格】 

24 人份/盒 

【预期用途】 

本试剂盒用于体外定性检测人口腔拭子样本中线粒体MT-TL1基因3243位点突变（m.3243A

＞G）。 

本试剂盒用于线粒体脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作(mitochondrial encephalomyopathy 

with lactic acidosis and stroke-like episodes, MELAS)综合征的辅助诊断，其检测结果仅供临床参

考，不能单独作为确诊或排除病例的依据，临床医生应结合患者病情及其他实验室检测指标等因

素对检测结果进行综合判断。 

人类线粒体 DNA 的遗传遵循 3 条特殊规律：①母系遗传：受精卵中的线粒体仅来自卵细胞，

母亲可将因线粒体引起的病理性缺陷传递到所有子代，但只有女儿才能将这类缺陷传到下一代；

②异质性：当细胞中 mtDNA 发生突变时，野生型 mtDNA 与突变型 mtDNA 共存的现象被称为

线粒体异质性。也就是说，mtDNA 突变既不像常显遗传的“全或无”状态、也不是常隐遗传的

“50％的杂合子”状态，而是突变型 mtDNA 与野生型 mtDNA 以不同比例共同存在于同一个线

粒体、细胞或器官中。同时，在细胞分裂过程中，线粒体及 mtDNA 随机分布到子细胞中，也会

造成不同的细胞含有不同比例的突变 mtDNA；③阈值效应：突变型 mtDNA 占全体 mtDNA 的百

分比称为突变负荷(mutation load)，是衡量 mtDNA 突变体异质性程度的重要指标。当突变负荷

超过一定范围，将引起线粒体功能障碍，当功能障碍的线粒体达到一定数量后将导致组织器官的

功能异常而表现出临床症状，这种现象被称为阈值效应。由于不同组织和器官因其对能量依赖程

度的不同，不同组织出现功能异常所需的功能障碍的线粒体突变负荷的比例也不同。因此，相同

或不同个体不同组织不同细胞中的 mtDNA 突变负荷是不同的。以上线粒体遗传特征使得携带同

一突变的个体呈现不同类型、不同程度的临床表型。因此，临床上开展线粒体疾病的诊断需要结

合患者不同的病症与不同的临床证据等级。 

人类的 MT-TL1 基因编码线粒体 tRNALeu（UUR）
，MT-TL1 基因 m.3243A＞G 位点突变是最

常见的线粒体基因致病性点突变。其主要的致病机理是 mtDNA 3243 位点突变使 tRNALeu基因结

构异常，转录终止因子不能结合，导致线粒体蛋白质合成缺陷，线粒体氧化磷酸化受损，能量供

应不足。线粒体脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作(mitochondrial encephalomyopathy with lactic 

acidosis and stroke-like episodes, MELAS)综合征是最常见的线粒体疾病之一，患者发病年龄跨度

很大，从幼年到老年的任何年龄均可发病，发病高峰年龄在 10~30 岁，以卒中样发作、癫痫发作、

认知与精神障碍、高乳酸血症、肌肉疲劳无力为主要临床特点，同时常伴有糖尿病、神经性耳聋、

胃肠功能障碍等系统病变。卒中样发作首发症状为头痛伴或不伴呕吐、癫痫发作、偏盲或皮质盲、



 

— 16 — 

失语、偏身感觉障碍或偏瘫等；运动不耐受，精神症状，意识障碍等；也可伴随其它异常：身材

矮小、毛发异常、神经性耳聋，糖尿病；肾脏多表现为局灶性节段性肾小球硬化；可出现慢性腹

泻和恶液质等引起神经系统、肌肉、内分泌、循环、肾脏、血液等系统症状。依据《中国线粒体

脑肌病伴高乳酸血症和卒中样发作的诊治专家共识》，可根据 MELAS 的临床特点和影像学特征

提出临床拟诊，发现 mtDNA 或 nDNA 基因致病变异或肌肉病理活检发现线粒体肌病的典型病

理改变是诊断 MELAS 的“金标准”。约 80%的 MELAS 患者由 m.3243A＞G 突变引起。 

【检验原理】 

本试剂盒基于扩增阻碍突变系统（Amplification Refractory Mutation System, ARMS）结合荧

光PCR技术，通过优化的反应体系和高特异Taq酶的使用，实现人口腔拭子样本中线粒体MT-TL1

基因 3243 位点 A＞G 突变的检测。本试剂盒针对线粒体 MT-TL1 基因 3243 位点设计特异性引物，

通过分析内标基因与目的基因的 Ct 差值，判断样本中线粒体 MT-TL1 基因 3243 位点的突变情况。 

【主要组成成分】 

组分名称 规格与装量 主要成分 

DNA 提取液 1.9 ml/管×1 Tris-HCl、Triton、EDTA 

蛋白酶 K 133 µL/管×1 蛋白酶 K、Tris-HCl、CaCl2、甘油 

M3243 PCR 反应

液 
450 µL/管×1 

Taq 酶、UNG、dNTP、M3243 目的基因引物及探针、MT-RNR2

内标基因引物及探针等 

M3243 阳性质控

品 

95 µL/管×1 
M3243 突变质粒、MT-RNR2 内参质粒 

M3243 阴性质控

品 

95 µL/管×1 
MT-RNR2 内参质粒 

注：1. 不同批号试剂盒的以上组分不可以互换使用。 

2. 需自备的试剂：灭菌生理盐水或 PBS 缓冲液。 

【储存条件及有效期】 

1. -20±5℃避光保存，有效期 12 个月。  

2. 试剂盒在使用时尽量避免反复冻融，冻融次数不超过 7 次。生产日期和使用期限见标签。 

【适用仪器】 

ABI 7500 型荧光定量 PCR 仪、SLAN-96S 全自动医用 PCR 分析系统 

【样本要求】 

1. 样本类型：口腔拭子（口腔脱落细胞）。 

2. 样本采集：将无菌洁净拭子的头部伸进口腔，刮拭口腔内侧颊内处（腮帮子内侧）15-20 次

采集口腔脱落细胞。完成采样后，将沾有口腔脱落细胞的拭子头部伸入装有 1 mL 无菌生理

盐水或 PBS 缓冲液的离心管中，并在靠近拭子头一侧的折痕处折断，将拭子头留在管中，

盖上离心管盖，密闭送检。 

3. 样本的保存及运输：待测样本可立即用于测试，在 2~8℃下保存不超过 14 天，也可在-20℃
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±5℃或-70℃±5℃保存不超过 12 个月。应避免反复冻融，冻融次数不超过 5 次。样本运送

采用 2-8℃冷链运输 7 天以内，或泡沫箱加冰密封运输 3 天以内。样本提取核酸后，应立即

进行检测，否则请置于-20℃±5℃保存，保存时间不超过 6 个月。 

【检验方法】 

1. 检测前的准备 

    应提前 15～30min 将试剂从-20℃取出，于 2~8℃解冻试剂，将各组分涡旋震荡 30s，并短暂

离心 5s；准备水浴锅或金属浴，预热至 56℃和 95℃~100℃。 

2. 核酸提取（样本处理区） 

2.1 口腔脱落细胞：将装有口腔拭子的离心管涡旋震荡 1 min，使口腔脱落细胞彻底洗脱下来，

丢掉拭子。取口腔脱落细胞悬液不少于 200µL，12000 rpm 离心 10 min，弃上清。加入 50 µL DNA

提取液和 5µL 蛋白酶 K 重悬细胞沉淀，混匀即可。于 56℃孵育 5 min，再用 95℃~100 ℃做加热

处理 10 min，12000rpm 离心 10min，吸取上清 50µL 至 1.5mL 离心管（注意不要吸取到沉淀），

即为所得 DNA，冷冻保存。 

注：建议采用检测仪器（如核酸定量仪 Qubit 4 荧光计、分光光度计 NanoDrop2000 或其他

仪器）对提取后的核酸进行测定，核酸的浓度应在 0.1~10 ng/µL 之间（若低于 0.1ng/µL 建

议重新提取，高于 10ng/µL 的样本核酸建议用纯水稀释后再检测）。提取的核酸可立即加样

或置于-20±5℃保存备用。 

2.2 阴性质控品：取 4 µL 阴性质控品，加入 50µL 提取液和 5µL 蛋白酶 K 混匀。于 56℃孵育 5 min，

再用 95℃~100 ℃做加热处理 10 min，瞬时离心 10s~30s 即可。 

3. 反应液配置（试剂准备区） 

每次检测应同时设置阴性质控品、阳性质控品。 

根据待测标本数量 n（需包含阴性对照、阳性对照）分装 PCR 反应液，按照 18µL/管分装至

PCR 反应管/板中，转入样本处理区。 

4. 加样（样本处理区） 

将待测样本提取的核酸、阴性质控品提取液、阳性质控品按 2.0 µL/反应，分别加入 PCR 反

应液中，最终总体积为 20µL，盖紧管盖或封好膜，瞬时离心数秒使液体集中至管底部，转入核

酸扩增区。 

取 N个（N＝待测样本个数+阴性质控品+阳性质控品）PCR反应管， 单反应总体系配制如下表： 

PCR 反应液用量 模板用量 总体系 

18µL 2µL 20µL 

5. qPCR 扩增（核酸扩增区） 

5.1 将 PCR 反应管/板置入定量 PCR 仪的样品槽，按对应名称设置阳性质控品、阴性质控品和未

知样本，并设置样本名称、检测靶标名称； 

5.2 荧光检测通道选择：选择 FAM 通道检测 M3243 A>G，选择 VIC 通道检测内参；淬灭基团选

择“none”； 参比染料 Passive Reference 选择“none”。 

5.3 反应程序设置 

步骤 温度 时间 循环数 
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1 UNG 酶反应 37℃ 2 分钟 1 

2 Taq 酶活化 95℃ 30 秒 1 

3 
变性 95℃ 10 秒 

40 
退火，延伸，及荧光采集 58℃ 30 秒 

5.4 选择反应体系为 20µL； 

5.5 设置完毕，保存文件，运行反应程序。 

6. 数据分析 

6.1 基线与阈值的设置  

荧光定量 PCR 仪运行结束后，使用配套软件对本次试验的结果进行分析，设置如下： 

①ABI 7500 机型的基线、阈值设定原则：反应结束后自动保存结果，根据分析后图像，在

“Linear”图谱窗口调节 Baseline 的 Start 值、End 值以及 Threshold 值（用户可根据实际情况自

行调整，建议 Start 值可以在 3~15、End 值可设在 5~20，将 Threshold 的 Value 值设置为阳控最

高荧光值的 1/20（各通道分别设置），使阈值线位于扩增曲线指数期，阴性质控品的扩增曲线平

直或低于阈值线），点击“Reanalyse”自动获得分析结果。 

②SLAN-96S 机型的基线、阈值设定原则：反应结束后自动保存结果，根据分析后图像选择

默认基线、阈值即可。基线默认设置 6-12，阈值默认设置 0.12。也可按实际情况调整，阈值调

整原则：Threshold 的 Value 值可设置为阳控最高荧光值的 1/20（各通道分别设置），使阈值线

位于扩增曲线指数期，阴性质控品的扩增曲线平直或低于阈值线。 

6.2 质控标准  

序号 质控对照品 质控标准 

1 阴性质控品 
FAM 通道无明显扩增曲线，VIC 通道有明显的扩增曲线，且 Ct 值≤26，结果判

断为阴性 

2 阳性质控品 
FAM 和 VIC 通道均有明显的扩增曲线，且 FAM 通道 Ct≤20，VIC 通道 Ct≤20，

且ΔCt≤14.8，结果判断为阳性 

以上要求须在同一次实验中同时满足，否则，本次实验视为无效。 

【阳性判断值】  

利用 ROC 曲线法确定本试剂盒的阳性判断值，ΔCt Cut-off 值＝14.8。ΔCt=|CtFAM – CtVIC|。 

【检测结果的解释】 

序

号 
FAM 通道 VIC 通道 

ΔCt= 

|CtFAM – 

CtVIC| 

结果判断 备注 

1 
有 CT 值且有明显的

扩增曲线 
有 CT 值 ≤14.8 阳性 

检测结果为 MT-TL1

基因 3243 位点突变

（m.3243A＞G） 

2 
有 CT 值且有明显的

扩增曲线 
有 CT 值 ＞14.8 阴性 

检测结果为未检出

MT-TL1 基因 3243 位

点突变（m.3243A＞

G）或低于试剂盒的

检测下限 

3 有 CT 值且有明显的 Ct 显示 / 结果无效 建议重新提取核酸检
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扩增曲线 "undetermined" 测 

4 

有 Ct 值但无明显的

扩增曲线，或 Ct 显示
"undetermined" 

Ct≤26 / 阴性 

检测结果为未检出

MT-TL1 基因 3243 位

点突变（m.3243A＞

G）或低于试剂盒的

检测下限 

5 

有 Ct 值但无明显的

扩增曲线，或 Ct 显示
"undetermined" 

Ct＞26 / 结果无效 
建议重新提取核酸检

测 

6 

有 Ct 值但无明显的

扩增曲线，或 Ct 显示
"undetermined" 

有 Ct 值但无明显

的扩增曲线，或 Ct

显示"undetermined" 

/ 结果无效 
建议重新采集样本检

测 

注：在进行产品特异性验证时，当待测样本为非人源样本，FAM 通道有 Ct 值但无明显的扩增曲

线，或 Ct 显示"undetermined"，VIC 通道有 Ct 值但无明显的扩增曲线，或 Ct 显示"undetermined"，

结果判断为阴性，未检出 MT-TL1 基因 3243 位点突变（m.3243A＞G）。 

【检验方法的局限性】  

1. 本试剂盒可为临床怀疑或家族史提示与 m.3243A＞G 位点相关的线粒体病的辅助诊断与鉴

别排除诊断提供基因检测依据，但不能作为临床诊断的唯一依据，临床医生应结合患者的临

床表型与其他实验室检测指标等不同临床证据等级进行综合判断。 

2. 本试剂盒的检测范围为 m.3243A＞G 位点突变，由其他 mtDNA 或 nDNA 基因致病变异引起

的 MELAS 综合征不在本试剂盒的检测范围内，因此本试剂盒检测结果阴性也不能排除患病

风险。 

3. 对于家系中出现先证者的遵循母系遗传的风险人群，临床医生应根据实际情况进行系统调查

与健康管理建议，可考虑对遗传风险人群行 m.3243A＞G 检测，对检测结果为 m.3243A>G

阳性且出现线粒体疾病早期临床表现的个体应及时就医且加强追踪观察；对检测结果为

m.3243A>G 阳性且未出现典型临床表现的个体可由临床医生开展健康教育及建议。 

4. 由于线粒体突变的异质性，不同组织不同细胞中的 mtDNA 突变负荷不同，不同样本类型的

检测结果可能存在差异。本产品的适用样本类型为口腔拭子样本。 

5. 本试剂盒为 m.3243A＞G 定性检测试剂盒，不能检测突变负荷比例。 

【产品性能指标】 

1. 阳性符合率：检测 3 份企业阳性参考品，结果均应为 MT-TL1 基因 3243 位点突变（m.3243A

＞G）。 

2. 阴性符合率：检测 2 份试剂盒检测范围内的企业阴性参考品，结果均应为未检出 MT-TL1

基因 3243 位点突变（m.3243A＞G）；检测 3 份试剂盒检测范围外的企业阴性参考品，结果

均应为未检出 MT-TL1 基因 3243 位点突变（m.3243A＞G）；检测 2 份非人类基因组的企业

阴性参考品，结果均应为未检出 MT-TL1 基因 3243 位点突变（m.3243A＞G）。 

3. 精密度：平行检测 3 份企业重复性参考品各 10 次，每份企业重复性参考品的结果均应一致。

阴性企业重复性参考品的结果均应为未检出 MT-TL1 基因 3243 位点突变（m.3243A＞G）；

最低检出限水平与弱阳性水平的企业重复性参考品的结果均应为 MT-TL1 基因 3243 位点突

变（m.3243A＞G），且ΔCt 的 CV≤15%。 
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4. 试剂盒批内、批间、日内、日间精密度、不同操作者间和不同仪器间精密度结果均应一致，

且检测阳性参考品的结果均为阳性，检测阴性参考品的结果均为阴性。 

5. 最低检出限：可检出 0.2ng DNA 背景下，突变负荷为 0.5%的 m.3243A＞G 突变。 

6. 特异性：本试剂盒经实验验证不会与口腔中常见寄生菌及呼吸道中常见的病原体（如化脓性

链球菌、表皮葡萄球菌、罗伊氏乳杆菌、白色念珠菌（假丝酵母菌）、金黄色葡萄球菌、铜

绿假单胞菌、肺炎链球菌、甲型流感病毒、乙型流感病毒、副流感 2 型病毒、腺病毒、合胞

病毒 B 型）以及相邻的线粒体突变位点（m.3460G>A、m.3252A>G 和 m.3271T>C）有交叉

反应。 

7. 干扰实验：终浓度为 5%体积全血、0.9mg/mL 粘蛋白、10%体积唾液、1.5mg/mL L-精氨酸、

0.9mg/mL 维生素 B1、0.01mg/mL 维生素 B2、0.5%体积维生素 E、10%体积漱口水、10%体

积烟草浸出液、模拟绿豆大小口腔内食物残渣、模拟绿豆大小口腔内牙膏残余等干扰物质对

检测结果均无影响。 

8. 临床评价：在 5 家临床试验单位完成临床试验，申报产品与临床参考标准比较的临床灵敏度

为 87.2%，临床特异度为 96.9%；申报产品与一代测序比较的阳性符合率为 100%，阴性符

合率为 97.8%，总符合率为 98.4%。 

【注意事项】 

1. 本试剂盒仅用于体外诊断，实验前请仔细阅读说明书。  

2. 实验人员应具有操作经验并接受过专业培训，严格按照说明书操作，按照实验过程严格分区

进行，实验操作的每个阶段使用专用的仪器和设备，各区各阶段用品不能交叉使用。 

3. 为避免潜在的危险性，试验时必须穿上合适的实验服，佩戴一次性手套等防护性措施。 

6. 本试剂盒仅适用于规定的仪器和检测系统，未经验证的仪器或检测系统可能影响结果的准确

性，如使用本试剂盒说明书以外的仪器或检验系统进行检测，须对新的仪器或检验系统进行

充分验证。 

4. 每次实验需按要求进行质量控制，试剂盒不同批号试剂不可混用，超过试剂盒有效期不可使

用。 

5. 不恰当的试剂保存可能会导致假阴性结果。 

6. 尽量避免反复冻融试剂盒中试剂，以免影响检测结果。 

7. 样本检测结果与样本收集、处理、运送及保存质量有关，不合理的样本采集、转运、储存及

处理过程均有可能导致错误的检测结果。样本处理时没有控制好交叉污染，可能出现假阳性

结果。 

8. 提取样本中 DNA 后尽快进行试验，如不能马上试验，所提 DNA 应立即放入-20±5℃或更

低温度保存。 

9. 试剂盒内用剩的试剂及实验过程中产生的废弃物应按医疗废物进行处理。 

【标识的解释】 

体外诊断器械 
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