附件二
热启动Taq DNA聚合酶性能验证（荧光PCR法）
团体标准编制说明文件
1、 工作简况
1、 任务来源
2022年2月，由深圳市标准化协会批准团体标准《热启动Taq DNA聚合酶性能验证（荧光PCR法）》立项。由深圳华大医学检验实验室提出，由深圳市标准化协会归口，起草工作组由深圳华大医学检验实验室、深圳华大基因股份有限公司、BGI HEALTH (HK) CO., LTD、南京诺唯赞生物科技股份有限公司、武汉爱博泰克生物科技有限公司、上海翊圣生物科技有限公司、北京全式金生物技术有限公司、天根生化科技(北京)有限公司、江苏康为世纪生物科技股份有限公司、武汉瀚海新酶生物科技有限公司、菲鹏生物股份有限公司共同组成。
2、 编制背景、目的和意义
实时荧光定量多聚核苷酸链式反应（Quantitative Real-time PCR）是分子生物学实验室最基本的实验方法，也是当代医学分子诊断中最常用的技术。该方法特异性强、灵敏度高、简便快速，通过计算机和分析软件实现PCR扩增、产物检测和定量分析一体化。可广泛应用于临床疾病诊断、动物疾病检测、食品安全、科学研究等各领域。如何有效的控制实验质量，保证结果的准确性是所有检测机构及实验室追求的共同目标。影响Q-PCR实验结果的因素很多，在众多影响因素中，DNA聚合酶是一个非常重要成分之一。
热启动Taq DNA聚合酶是是以亲代DNA为模板，催化底物dNTP分子聚合形成子代DNA的一类酶，因此在Q-PCR反应中是必不可少的组分之一。在Q-PCR中的酶是耐热的DNA聚合酶，其来源从水生栖热菌 Thermus Aquaticus （ Taq ）中分离出的具有热稳定性的DNA聚合酶，在当今经过了适当的改造修饰，这样能更好的在PCR反应过程中发挥作用，并且能够实现高温时才能恢复活性，有效提高扩增特异性，降低引物二聚体、非特异性条带的扩增。为配合多种应用场景的Q-PCR法，较常用的热启动Taq DNA聚合酶被广泛应用于遗传、生化、免疫、医药等领域，属于实验室易耗品。在实验过程中，如果Taq DNA聚合酶存在催化效率低或特异性不高，甚至酶的选择不当都会对结果造成很大影响。因此，各检测机构在开展实验前，如何有效的挑选合适的热启动Taq DNA聚合酶并进行性能验证显得尤为重要。
目前，实验室试剂用于荧光定量PCR的热启动Taq DNA聚合酶暂无相关标准，仅有相关Taq DNA聚合酶的相关国家标准，而这些标准主要针对酶活性及其杂质做了标准规范。随着科学技术的发展，尤其是医疗水平的不断提高，核酸检测概念逐渐深入人心，荧光定量PCR法应用越来越广泛，与之紧密相连的Taq DNA聚合酶市场需求越来越大，市场上各品牌产品质量良莠不齐，急需相应标准对其进行规范统一。
3、 简要编制过程
3.1前期准备
a. 2022年1月2日，深圳华大医学检验实验室联合深圳华大基因股份有限公司、BGI HEALTH (HK) CO., LTD、南京诺唯赞生物科技股份有限公司、武汉爱博泰克生物科技有限公司、上海翊圣生物科技有限公司、北京全式金生物技术有限公司、天根生化科技(北京)有限公司、江苏康为世纪生物科技股份有限公司、武汉瀚海新酶生物科技有限公司、菲鹏生物股份有限公司成立了标准编制小组。标准编制小组对国内外Taq DNA聚合酶性能验证标准的发展状况、发展趋势及存在问题等进行全面系统调研。对调研资料加以整理分析，起草标准的初步框架。
b. 2022年1月18日，召开第一次起草工作会议，初步确定标准编制的原则和标准的框架内容，并根据会议结论，起草了标准的草案。
3.2标准立项 
2022年2月22日，深圳市标准协会批准《热启动Taq DNA聚合酶性能验证（荧光PCR法）》的立项。
3.3修改标准草案
2022年2月28日，召开第二次起草组会议，主要讨论本标准的范围，此次研讨会后，经过修改形成工作组第二稿。
2022年3月10日，召开第三次起草组会议，主要研究讨论各条款的准确性、实用性和可维护性。经过这次讨论，编制小组根据讨论结果进行修改，基本确定标准的内容。此外，对标准的语言与格式进行了规范。
期间，编制小组也不断完善草案，进行内容上的更新，格式上的修改，以保证草案的质量。
3.4形成征求意见稿—网络征求意见
2022年4月-2021年5月，起草工作组将标准草案发送给试剂生产商、试剂供应商及研究所等各单位的专家，就草案进行讨论，征求意见和建议。同时，深圳市标准化协会将征求意见稿提交至全国标准信息平台和深圳市标准化协会官方微信公众号，广泛征求建议。
2、 制标原则/依据和主要内容
1、 制标原则/依据
1.1依法原则
以现行法律法规的规定和相关标准为基础。本标准中的约束性条款首先应与这些法律法规、强制性标准的要求保持一致，并在必要情况下予以细化和延伸，但总体上不得有悖于法律法规和强制性标准的要求。
1.2实用性原则
标准的编写结合了热启动Taq DNA聚合酶的应用现状、性能要求及验证方法等方面的实际情况。标准化的热启动Taq DNA聚合酶性能验证对耗材质量控制，实验结果准确性、稳定性具有必要意义，可指导各实验室和检测机构建立自己的试剂质检标准和规范。标准的编制过程中，考虑了试剂性能验证的基本原则和标准操作规程，便于推广应用。
2、 主要内容
2.1规范了热启动Taq DNA聚合酶性能验证的相关术语和定义；
2.2规范了热启动Taq DNA聚合酶的分类；
2.3规范了热启动Taq DNA聚合酶的性能要求；
2.4规范了热启动Taq DNA聚合酶性能验证的方法；
2.5规范了热启动Taq DNA聚合酶性能验证及判定的规则。

3、 产业化情况和预期的经济效果
热启动Taq DNA聚合酶作为PCR反应体系的组分之一，在分子诊断的实际应用场景中都必不可少。在分子诊断相关公司、检验所和实验室，热启动Taq DNA聚合酶的消耗量都非常大，通常占采购清单的前几位。
目前，国内生物实验室的试剂厂家90%以上是中小型企业，国产试剂起步较晚，缺少完整统一的行业规范及标准。根据沙利文咨询公司的分析，作为分子诊断必不可少的消耗品，近年来国内分子检测原料酶的市场规模也在稳定增长，预测2025年将达到52亿美元左右，市场需求稳步增长。在全球分子类生物试剂市场竞争格局中，目前国内国产试剂市场份额仅占4%左右，与进口试剂形成巨大差距。因此，国产试剂仍有非常大的发展空间。2020年以来，国外疫情控制不力，严重影响进口品牌供应链的稳定性，目前正是国内试剂发展自身品牌的最佳时机。热启动Taq DNA聚合酶及其他重要试剂性能验证标准的制定，有助于规范国内分子诊断类试剂的发展，指导生物实验室及检测机构开展性能验证，避免低质试剂对结果造成干扰，降低实验重做率。随着国内试剂的规范化、高质化和品牌化，将夺回更多的市场份额，其产生的经济效果将会非常可观。
4、 国内外相关研究依据、技术标准
针对生物实验分子诊断类试剂热启动Taq DNA聚合酶所依赖的性能标准，目前并无完整规范。酶类涉及的标准情况如下：
1、国际标准情况：
XP T90-722-1:2020《 Water quality - Molecular, physiological and behavioural measures of scuds (amphipod crustaceans) - Part 1 : determination of acetylcholinesterase enzyme activity (AChE) 》
2、国内标准情况：
GB/T 35541-2017《pfu DNA聚合酶》，厦门致善生物科技股份有限公司；
GB/T 36755-2018《BST DNA聚合酶》，中国科学院微生物研究所，北京化工大学；
GB/T 35542-2017《Taq DNA聚合酶》，中国农业大学，福建南生科技有限公司
这些标准并没有专门针对热启动Taq DNA聚合酶性能要求进行系统完整的规定，多数标准仅规范Taq DNA聚合酶的酶活及干扰物质等。
5、 重大分歧意见的处理经过和依据
本标准在编写过程中无重大分歧意见。
6、 贯彻深标协标准的要求和措施建议
在本标准通过审核、批准发布之后，由相关部门组织力量对本标准进行宣贯，在行业内进行推广。建议本标准自发布6个月之后开始实施。
7、 其他应予说明的事项
无。

