附件1：
人HER2、EGFR和MET基因拷贝数变异核酸标准物质使用说明书
1、 概述
本标准物质为DNA溶液，用于人HER2、EGFR和MET基因核酸拷贝数变异检测系统的定性和定量测量方法的性能确认和验证、测量方法产品校准品的量值传递、实验室运行测量程序的质量控制以及能力比对和验证等领域。
2、 原材料来源与制备工艺
该套标准物质是由提取自人B淋巴悬浮细胞系GM12878（human lymphoblastoid cell line GM12878）的基因组DNA与提取自细菌人工染色体（Bacterial artificial chromosome，BAC）的质粒DNA混合制备而成，共制备6个水平标准物质，不同水平的标准物质包含了不同的HER2、EGFR和MET基因的拷贝数比率。每个单元的质量浓度约25 ng/μl，50 μl/支，于-80℃避光保存。
3、 规格
规格见表一
表一 标准物质规格
	编号
	规格
	浓度
	支数

	Level A
	50 μ/支
	25 ng/μL
	1

	Level B
	50 μ/支
	25 ng/μL
	1

	Level C
	50 μ/支
	25 ng/μL
	1

	Level D
	50 μ/支
	25 ng/μL
	1

	Level E
	50 μ/支
	25 ng/μL
	1

	Level F
	50 μ/支
	25 ng/μL
	1


4、 标准值和不确定度
标准值和不确定度见表二：
表二 标准值和不确定度
	编号
	HER2拷贝数比率
	EGFR拷贝数比率
	MET 拷贝数比率

	Level A
	1.05±0.05
	0.92±0.03
	1.38±0.04

	Level B
	1.39±0.05
	1.20±0.03
	2.15±0.09

	Level C
	1.68±0.11
	1.44±0.05
	2.92±0.15

	Level D
	2.42±0.09
	1.97±0.05
	4.53±0.19

	Level E
	3.91±0.20
	3.10±0.09
	7.74±0.39

	Level F
	6.84±0.35
	5.23±0.21
	14.04±0.92


靶基因拷贝数比率的计算公式为：
拷贝数比率=靶基因拷贝数浓度/内参基因拷贝数浓度
靶基因拷贝数参考浓度（拷贝数/微升，copies/μL）见表三：
表三 靶基因拷贝数参考浓度
	编号
	HER2拷贝数浓度（copies/μL）
	EGFR拷贝数浓度（copies/μL）
	MET 拷贝数浓度（copies/μL）

	Level A
	8411±417
	7398±343
	11101±474

	Level B
	11530±579
	10003±475
	17841±1096

	Level C
	13700±1101
	11701±540
	23789±1671

	Level D
	19209±1082
	15675±712
	36032±2346

	Level E
	30378±1733
	24059±1056
	60115±4098

	Level F
	51483±3555
	39364±2001
	105663±8393


注：请依据靶基因拷贝数浓度酌情稀释使用。
5、 均匀性和稳定性
参照中国人民共和国国家计量技术规范JJF 1006-1994《一级标准物质技术规范》，随机抽取均匀性检验样品15套，按照JJF 1343-2012《标准物质定值的通用原则及统计学原理》的规定，在数字PCR平台对HER2、EGFR和MET基因的拷贝数比率进行检验，结果表明均匀性良好。
按照JJF 1006-1994中同步设计的方法进行稳定性考察，在-70℃贮存条件下特性值稳定性良好，可稳定保存至少6个月；在4℃贮存条件下特性值稳定性良好，可稳定保存至14天；反复冻融至3次，稳定性良好。
6、 正确使用说明
标准物质为DNA溶液，需在4℃复融至透明无色澄清溶液，简单涡旋振荡并瞬时离心收集溶液备用。使用完毕可置于4℃至14天，或贮存于-20℃冰箱，反复冻融次数不建议超过3次。本参考品效期根据长期稳定性监测结果确定。
混合于GM12878基因组DNA中的BAC质粒DNA覆盖了3个靶基因的全长或者部分基因组DNA，其中覆盖的HER2基因组DNA的染色体区域坐标为Chr17:37734176-37943060，EGFR的为Chr7:55082239-55259350，MET的为Chr7:116323949-116508316。覆盖的靶基因基因组DNA序列信息和染色体坐标区间详见附件2。
对于荧光定量PCR或者数字PCR等方法，请注意引物和探针的结合区域是否在上述靶基因的染色体区域内。
7、 运输和贮存
标准物质在-70℃或更低温度条件下运输和贮存。
