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临床实验室检测和体外诊断系统 病原宏基因组高通量测序的性能

确认

1 范围

本文件规定了医学实验室采用病原宏基因组高通量测序开展临床检测前：1）关键实验环节的性能

确认，包括标本采集运输及保存、标本前处理及核酸提取、文库制备、测序、生物信息学分析等关键环

节；2）病原宏基因组高通量测序完整流程的分析性能确认，包括精密度、检出限、稳定性、分析特异

性和准确度等的性能确认要求。

本文件适用于拟开展病原宏基因组高通量测序的临床实验室，在开展临床检测前，进行方法学性能

确认过程中使用，也适用于使用大规模并行下一代测序技术建立的病原宏基因组高通量测序的性能确

认。

本文件不适用于采用生物纳米孔、固态纳米孔等为主要技术原理的单分子病原宏基因组高通量测序

的性能确认，且不适用于采用靶向探针杂交捕获或多重引物扩增技术建立的病原高通量测序的性能确

认。

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。

CLSI EP7-A2-2005 Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved Guideline – Second Edition
CLSI GP10-A-1995 Assessment of the Clinical Accuracy of Laboratory Tests Using Receiver Operating

Characteristics (ROC) Plots; Approved Guideline
ISO/IEC TS 4213-2022 Information technology — Artificial intelligence — Assessment of machine

learning classification performance
ISO/TS 24420-2023 Biotechnology — Massively parallel DNA sequencing — General requirements for

data processing of shotgun metagenomic sequences
GB 50346-2011 生物安全实验室建筑技术规范

GB/T 27025-2019 检测和校准实验室能力的通用要求

GB/T 29791.1-2013 体外诊断医疗器械 制造商提供的信息标示第1部分：术语定义和通用要求

GB/T 29859-2013 生物信息学术语

GB/T 30989-2014 高通量基因测序技术规程

GB/T 37875-2019 核酸提取纯化试剂盒质量评价技术规范

GB/T 42186-2022 医学检验生物样本冷链物流运作规范

GB/T 42060-2022 医学实验室--样品采集、运送、接收和处理的要求

WS/T 250 临床实验室质量保证的要求第1部分：通用要求

WS/T 348-2024 尿液标本的采集与处理

WS/T 408-2024 定量检验程序分析性能验证指南
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WS/T 416-2013 干扰实验指南

WS/T 442-2024 临床实验室生物安全指南

WS/T 505-2017 定性测定性能评价指南

WS/T 514 临床检验方法检出能力的确立和验证

WS/T 640-2018 临床微生物学检验标本的采集和转运

WS/T 807-2022 临床微生物培养鉴定和药敏检测系统的性能验证

YY/T 1579-2018/ISO 23640:2015 体外诊断医疗器械 体外诊断试剂稳定性评价

YY/T 1723-2020 高通量基因测序仪

YY/T 1789.1-2021 体外诊断检验系统 性能评价方法 第1部分：精密度

YY/T 1789.3-2022 体外诊断检验系统 性能评价方法 第3部分：检出限与定量限

YY/T 1789.6-2023 体外诊断检验系统 性能评价方法 第6部分：定性试剂的精密度、诊断灵敏度和

特异性

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1
高通量测序 high-throughput gene sequencing
区别于传统Sanger（双脱氧法）测序，能够一次并行对大量核酸分子进行平行序列测定的技术，通

常一次测序反应能产出不低于100 Mb的测序数据。

[GB/T 30989-2014，3.19]
3.2
病原宏基因组高通量测序 metagenomic next generation sequencing，mNGS
利用下一代高通量测序技术对直接从临床标本中提取的遗传物质，进行测序并分析，一次性覆盖检

测病毒、细菌、真菌和寄生虫等多种病原微生物的测序技术。

[ISO/TS 24420-2023，3.23，有修改]
3.3
性能确认 validation
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。

[GB/T 19000-2016，3.8.13，有修改]
3.4
测序读长 read length of gene sequencing
单次运行可读取的质量合格的序列片段长度，通常以碱基数表示。

[GB/T 30989-2014，3.24，有修改]
3.5
碱基识别 base calling
测序过程中从荧光信号或其它由于测序反应而产生的信号转换成序列信息的过程。

[GB/T 30989-2014，3.26]
3.6
碱基识别质量 quality of base calling
衡量碱基正确识别的概率。通常以ASCII码直接表示。

[GB/T 30989-2014，3.29]
3.7



GB/T XXXXX—XXXX

3

文库 library

通过生物来源的、人工合成的或克隆技术等所得到的一个重建分子群，如基因组文库、互补DNA
文库等。

[GB/T 30989-2014，3.5，有修改]
3.8
生物信息学 bioinformatics
应用信息科学及相关学科的方法和技术，研究和分析生物体系和生物过程中信息存储、处理和传递

的一门交叉学科。

[GB/T 29859-2013，2.1.1]
3.9

每百万序列数 reads per million, rpm

每百万测序读长中匹配到某微生物基因组的特异读长数。

[GB/T 30989-2014，3.31]
3.10

测序覆盖度 coverage rate

待测标本检出的病原体核苷酸序列检测结果覆盖于对应病原体参考全长基因组（属/种水平）的比

例(测序覆盖度%=覆盖区域长度/参考序列总长度 100%)。
[GB/T 30989-2014，3.30，有修改]
3.11
相对丰度 relative abundance
某微生物物种序列在相应分类(通常分成细菌、真菌、病毒、寄生虫4大类)中的占比。

[ISO/TS 24420-2023，3.19，有修改]
3.12
近缘物种 closely related species
在进化树上彼此亲缘关系较近的物种。

3.13
临界点或值 cut off
在定性试验中，临界点是指检测反应的某一点，低于此检测反应点的定性检测结果被判定为阴性，

而高于此点则被判定为阳性。

[WS/T 505-2017，3.13]
3.14
实验室背景 background laboratory contamination
除了标本中的微生物核酸外，mNGS结果中包含来自试剂、耗材、实验室表面的微生物核酸序列，

被称为实验室背景，可通过检测阴性质控或空白对照进行监控。

[FDA-2016-D-0971，有修改]
3.14
精密度 precision
在规定条件下，对同一或相似被测对象重复测量得到测量示值或测得量值间的一致程度。

[GB/T 29791.1-2013，A.3.29]
3.15
重复性 repeatability
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在一组测量条件下的测量精密度，包括相同测量程序、相同操作者、相同测量系统、相同操作条件

和相同地点，并且在短时间段内对同一或相似被测对象重复测量。

[GB/T 29791.1-2013，A.3.30]
3.16
中间精密度 intermediate precision
在一组测量条件下的测量精密度，这些条件包括相同的测量程序、相同地点并且对相同或相似的被

测对象在一长时间段内重复测量，但可包含其他相关条件的改变。

[GB/T 29791.1-2013，A.3.20]
3.17
检出限 detection limit, limit of detection, LoD
描述一个检验程序以特定置信水平能报告为存在的被测量最低值。它也被用来指最小可检测浓度。

注：分析灵敏度有时用于表示检出限。

[GB/T 29791.1-2013，A.2.7和A.2.8]
3.18
稳定性 stability
试剂组分在规定保存条件、冻融次数、时间界限内保持其性能特性的能力。

[GB/T 29791.1-2013，3.68，有修改]
3.19
分析特异性 analytical specificity
测量系统的能力，用指定的测量程序，对一个或多个被测量给出的测量结果互不依赖也不依赖于接

受测量的系统中的任何其他量。

示例：测量系统用碱性苦味酸程序测量血浆肌酐浓度不受葡萄糖、尿酸、酮体或蛋白浓度干扰的能

力。

注：测量程序的特异性不应和诊断特异性混淆。

[GB/T 29791.1-2013，A.3.4]
3.20
干扰 interfering
因样品其他成分或特性的影响而产生的检验结果变化。

[WS/T 408—2024，3.6]
3.21
交叉反应 cross-reactivity
采用配对比较的方法，明确具有同源性或相近的病原体核酸片段同时存在或单独存在时，对检测结

果的影响。

3.22
准确度 accuracy
被分析物质的测定结果与真实结果之间的接近程度。

[WS/T 505-2017，3.4]
3.23
敏感性 sensitivity
真阳性率 true positive rate
在患有明确临床疾病的患者中，诊断性试验检测为阳性或超过决定限例数的比例，反映新试验正确

判断是否罹患某种疾病的能力。

[WS/T 505-2017，3.9]
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3.24
特异性 specificity
真阴性率 true negative rate
在没有特定临床疾病的患者中，诊断性试验结果为阴性或在决定限范围内的比例，特异性反映新试

验正确排除某病的能力。

[WS/T 505-2017，3.10]

4 要求

mNGS检测对实验室工作人员专业知识和能力、软件、硬件要求较高，拟开展 mNGS 检测的实验

室可依据卫办医政发 194 号文件《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》、GB/T 30989-2014、
GB 50346-2011、WS/T 442-2024 等相关文件要求进行实验室建设。

进行性能确认前，应根据临床预期用途，明确适用人群和标本类型，并根据科学研究证据、指南、

共识等确定待测病原谱及其临床意义等。实验室需根据待测标本类型和病原谱建立包括标本采集运输及

保存、核酸提取、文库制备、上机测序、生物信息分析流程、数据库等完整的检测系统，形成标准操作

程序（Standard Operation Procedure System, SOPs）。在临床检测前，应进行检测系统（包含人、机、料、

法、环等）的分析性能确认。

检测系统的测序仪、核酸提取试剂、文库制备试剂、上机测序试剂、生物信息分析流程、数据库、

标本类型、病原谱、SOPs 等在性能确认过程中不应进行任何修改。性能确认过程包括性能确认标本的

制备、关键实验环节的性能确认和完整流程的分析性能确认，最终建立检测系统检测标本中各病原体的

检测性能指标，明确所用检测系统是否满足临床预期用途及检测局限性。如果性能确认过程中，实验室

改变或优化了检测系统的试剂组分、操作流程、仪器设备等，应根据影响程度进行全流程或部分检测环

节的分析性能确认。

4.1 性能确认标本的制备

实验室应严格遵循预期临床用途所涉及的标本类型和病原谱，合理制备性能确认标本。如预期临床

用途涉及不同的标本类型，应分别制备性能确认标本。配制完成后应立即放置于合适的温度保存至性能

确认开始。根据制备过程不同，性能确认标本可分为临床标本、模拟的阳性标本和计算机模拟的测序数

据3种形式：

a) 临床标本： 理想的性能确认标本是预期临床应用检测的临床标本。实验室无法获取足够的、能代表

各种类型病原体、合适浓度的阳性临床剩余标本时，建议使用模拟阳性标本完成性能确认。如临床预期

用途拟检测病原体耐药基因，应根据检测的耐药基因范围制备性能确认标本，以临床耐药表型或其他耐

药基因检测方法为比较方法，对相关分析性能进行确认；

b) 模拟的阳性标本：为避免基质效应，模拟阳性标本时，建议使用检测结果明确的阴性临床剩余标本

作为稀释基质。建议根据性能确认方案需要的标本量，将已溯源或定量的阳性临床剩余标本、标准微生

物菌株等掺入阴性临床剩余标本中模拟阳性标本。如实验室拟对游离DNA检测流程进行性能确认，建

议在阴性临床剩余标本中加入片段长度分布及浓度与阳性临床标本一致的病原体核酸。模拟阳性标本建

议覆盖细菌、真菌、病毒、寄生虫等。如病原谱仅包含部分病原体种类，可只制备病原谱范围内的模拟

阳性标本，如病原谱中只包含病毒，可只模拟病毒阳性的性能确认标本；

c) 计算机模拟的测序数据：对于病原谱范围内不易获取真实临床阳性标本或标准微生物菌/毒株的物种

时，建议在既往检测结果为阴性的测序数据中加入模拟的病原测序数据生成模拟测序数据。病原测序数

据的模拟主要分为两个步骤：（1）从数据库中下载高质量参考基因组并进行数据清洗、打断；（2）使

用软件模拟生成测序数据,相关参数建议参考真实测序数据的情况进行设置，比如序列长度75bp，测序

错误率1/1000等。最终临床标本测序数据与计算机模拟的测序数据整体形成生物信息学性能确认标本。
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建议覆盖病原谱范围内的所有病原体，并设置不同序列梯度（如10000条、1000条、100条、10条、1条）

和比例（如1:0、1:1、1:3）的近缘病原体序列。

4.2关键实验环节的性能确认

实验室应对标本采集运输及保存、标本前处理及核酸提取、文库制备、测序、生物信息学分析等

关键环节分别进行性能确认，而后对完整实验流程的分析性能进行系统性性能确认。

4.2.1标本采集运输及保存环节的性能确认

规范微生物标本的采集运输，保证检测标本为合格标本是检测结果准确的前提。建议实验室参考已

有标本采集要求文件，如WS/T 640-2018、WS/T 348-2024等，制定正确的标本采集手册，确保负责采集

标本人员方便获取，并能正确实施手册要求。同时，标本采集手册应当明确说明标本采集容器、标本转

运方法和时限要求，以保证医护人员、标本转运人员在标本采集之前能获得有关标本采集和转运的准确

信息。如实验室或临床科室拟使用不同的标本采集容器进行标本采集，应分别完成不同采集容器的标本

采集运输及保存环节的性能确认。

转运标本宜采用专用的转运箱，按不同运输距离和环境条件，选择合适的标本转运箱，并对运输过

程中的标本位置及其保存温度进行监控并保留记录。临床检验标本院内转运时，建议采用生物危害标识

的标本袋包装，防止标本泄露后污染其他标本及运输箱。院外转运时，如标本确诊或疑似为高致病性病

原微生物菌（毒）种或标本，其运输应按照《可感染人类的高致病性病原微生物菌（毒）种或样本运输

管理规定》办理相关准运证。实验室应参考GB/T 42060-2022建立标本评价要求文件。收到标本后立即

对标本的质量进行评价，建议至少包括标本唯一性标识、标本量、标本转运条件等。

宜选用新鲜标本进行核酸提取，若不能保证随到随检，应立即分装后按照标本特性妥善保存。不同

标本类型和病原体的预处理方法和稳定时间存在差异。建议实验室充分考虑实际临床应用过程中标本的

保存条件和检测频率，参考国家药品监督管理局医疗器械技术审评中心制定的《猴痘病毒核酸检测试剂

注册审查指导原则》（2024年第10号）对标本稳定性进行确认。具体如下：

a) 确认方法：使用制备的弱阳性标本和阴性标本，在不同温度（如：-80℃、-20℃、4℃、常温）、不

同保存时长（如：1天、3天、7天）、不同冻融次数（如：1次、2次、3次）的条件下保存。使用实验室

已验证的荧光定量法（qPCR法或ddPCR法等），对每种保存条件下的标本进行3次重复检测。

b) 分析：统计符合率大于等于95%的保存条件，确认标本稳定转运和保存的温度、时长和冻融次数要

求。

4.2.2标本前处理及核酸提取试剂的性能确认

实验室根据待检标本类型选择标本前处理及核酸提取流程，主要包括研磨、液化、去宿主、裂解和

纯化等步骤。临床应用前，应对拟采用的试剂或设备进行性能确认，建议实验室参考GB/T 37875-2019
中5.1-5.7评价方法中的相关要求，确认标本前处理及核酸提取试剂的产量、纯度、完整度，及其重复性、

再现性和批间差异等性能。具体如下：

a) 确认方法：建议优先采用标本类型一致或接近的标准物质。当没有合适的标准物质时，建议使用4.1
配制的临床标本或模拟临床阳性标本和弱阳性标本。根据GB/T 37875-2019中5评价方法的规定，建议实

验室：①使用既定流程，在同一实验室，由同一操作员，使用相同的设备，采用同一批次核酸提取试剂，

在1d内重复提取不少于6份平行标本；②使用既定流程，在同一实验室，由不同的操作员，使用相同的

设备，采用不同批次核酸提取试剂，在不同天内重复提取不少于3份平行标本；

b) 分析：建议实验室参考GB/T 37875-2019中5评价方法的计算公式，确认标本前处理及核酸提取试剂

的产量（鉴于mNGS所检测标本中具体病原体的含量差异大，且提取试剂对于不同类型病原体的提取效

率存在差异，建议使用荧光定量法定量）、纯度、完整度，及其重复性、再现性和批间差异等。

4.2.3文库制备试剂的性能确认

文库的质量对于测序数据的质量至关重要，文库片段长度分布和文库浓度应符合高通量测序仪测序

要求。不同实验室所用建库流程和试剂（逆转录（RNA流程）、纯化、核酸片段化（包括但不限于酶
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切法、超声波法等）、末端修复、接头连接、PCR扩增、文库片段筛选及纯化等）存在差异，同一实验

室的试剂和流程应在性能确认前明确。建议确认所制备文库的片段长度分布、纯度、浓度及总量，并对

文库制备试剂的重复性、再现性和批间差异进行性能确认。具体如下：

a) 确认方法：使用已确认过的标本前处理及核酸提取流程，提取4.1制备的性能确认标本的核酸，进行

文库制备。①使用既定流程，在同一实验室，由同一操作员，使用相同的设备，采用同一批次试剂，在

1d内重复制备不少于6份平行标本的文库；②使用既定流程，在同一实验室，由不同的操作员，使用相

同的设备，采用不同批次试剂，在不同天内重复制备不少于3份平行标本的文库；

b) 分析：使用可及的测定方法确认文库片段长度分布、纯度、浓度及总量，文库制备试剂的重复性、

再现性和批间差异性能确认计算方法，建议参考GB/T 37875-2019中5的方法。①文库长度分布：使用片

段长度分析仪器对文库长度检测，重复建库结果应呈现出单一的、圆滑的峰且接近正态分布，并根据检

测结果确定长度分布范围和文库平均长度；②文库纯度：建议使用紫外分光光度法，测定260 nm、280
nm、230 nm下的光密度OD260、OD280、OD230，计算OD260/OD280和OD260/OD230值，确认文库的纯度；③

文库浓度及总量：建议采用紫外分光光度法、荧光定量法等测定文库浓度，并计算得到文库的总量。

4.2.4测序仪器及试剂的性能确认

不同测序平台特异性参数各异，包括仪器大小、通量、读长、运行时间及测序成本等，实验室应结

合具体的临床应用需求选择合适的测序仪器。建议实验室参考YY/T 1723-2020中4.4要求，完成测序仪

器及试剂的测序覆盖率和测序平均深度、测序准确率、重复性等的性能确认。具体如下：

a) 确认方法：建议实验室使用来源稳定、溯源信息完备和参考序列信息已知的标本、标准菌株或参考

品等，按照测序仪器厂商提供的测序标本制备流程和测序操作进行测序标本处理、质控，重复3次上机

测序；

b) 分析：建议实验室参考YY/T 1723-2020中4.4中计算方法，确认测序仪器及试剂的测序覆盖率和测序

平均深度、测序准确率、重复性。

4.2.5生物信息学分析流程的性能确认

生物信息学分析流程是mNGS的重要组成部分，建议实验室参考2018年加强流行病学中观察性研究

报告质量指南（Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology，STROBE）和美国

病理协会等学术组织，提出的高通量测序生物信息学分析流程性能确认标准中的要求进行性能确认，明

确生物信息学分析软件是否满足临床预期用途，并获得软件存在的缺陷及潜在预期风险。性能确认内容

建议包括：①根据病原谱范围，模拟不同序列梯度的单物种阳性测序数据，确认生物信息学分析流程对

于拟报告范围内的物种鉴定能力；②模拟进化上近缘的物种阳性测序数据，并按照不同比例进行混合后

分析，确认生物信息学分析流程中近缘物种的交叉干扰率；③实验室参考CLSI GP10-A-1995中的要求

建立cut off值。建议实验室采用具有统计学意义数量的受试者标本建立cut off值，可依据序列数、相对

丰度的具体数值或与空白对照和/或阴性质控的比值等。对临床标本的测序数据进行分析，通过建立受

试者工作特征曲线（ROC）,计算出每类物种的cut off值。cut off值的建立应考虑实验室背景，实验室背

景监测的方案包括但不限于：①批次内实验室背景监测：通过空白对照和/或阴性质控监控每批次检测

的实验室背景；②批次间实验室背景监测：实验室背景受试剂耗材批次、季节、人源细胞含量等影响，

建议实验室定期更新实验室背景数据和cut off值。具体如下：

a) 确认方法：使用固定版本的生物信息学分析软件和数据库，对4.1中制备的计算机模拟测序数据和真

实临床标本的测序数据进行生物信息学分析。纳入研究的标本或数据应来源于检测项目结果应用的代表

性人群，且检测结果应为已被实验室和/或临床标准确定。如性能确认过程中发现分析软件存在缺陷应

及时进行修补，分析软件重大更新遵循风险从高原则，建议使用性能确认数据和临床标本测序数据重新

确认检测系统的实验室背景、cut off值等性能后更新；

b) 分析：
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（1）物种鉴定能力：建议实验室参考ISO/IEC TS 4213-2022中5.1的要求，按照公式（1）～公式（4）
统计确认准确率、召回率、精确率、F1度量(精确度和召回率的调和平均值)；

A =(TP+TN)/(TP+FN+FP+TN) ….......................................（1）
R =TP/(TP+FN) .................................................................（2）
P =TP/(TP+FP) .................................................................（3）
F1 =2TP/(2TP +FP +FN) ..................................................（4）

式中：

A——准确率

R——召回率

P——精确率

F1—— F1 度量

TP——真阳性

FP——假阳性

TN——真阴性

FN——假阴性

（2）近缘病原体的交叉率：统计分析结果，计算不同近缘物种间的交叉率。以此交叉率为准，明

确分析结果出现两种近缘物种时，判定某物种明确检出的近缘物种比例范围；

（3）cut off值的建立方法：统计分析结果，计算出每类物种在不同cut off的敏感性（公式（5））

和特异性（公式（6））。在x轴和y轴上分别绘制出1-特异性和敏感性的变量, 在直角坐标系中标出各

点并连成曲线（即受试者工作特征曲线（ROC））。取正确指数(也称约登指数)（公式（7））最大值

对应的cut off值为最优cut off值。

SE = TP/(TP+FN)×100%...........................................................（5）
SP = TN/(TN+FN) ×100%..........................................................（6）
YI =(SE+SP)－1..........................................................................（7）

式中：

SE ——敏感性

SP——特异性

YI ——约登指数

4.3完整流程的分析性能确认

实验室应对精密度、检出限、稳定性、分析特异性和准确度进行性能确认。宿主细胞浓度不同，

mNGS的cut off、LoD等可能存在差异。建议有条件的实验室设置不同宿主细胞浓度水平的性能确认标

本，分别进行性能确认。

4.3.1 精密度

建议实验室参考WS/T 408—2024中的相关要求，对检测体系的重复性（批内）和中间（实验室内）

精密度指标（标准差或变异系数）进行确认。如实验室检测结果只提示病原体阴性或阳性，而不包含物

种的序列数、相对丰度和覆盖度等量值，可仅评估重复性。具体如下：
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a) 确认方法：采用同批次试剂，对阳性标本、弱阳性标本和阴性标本进行至少5批次检测，每批次重复

检测每种标本至少3次完整检测；

b) 分析：重复性确认应统计阴阳性符合率是否超过95%；中间精密度确认建议用一般办公软件计算每

个标本每批实验结果（cut off值）的均值和标准差，计算各批均值的均值（总均值），平均批内标准差，

批间标准差和实验室内标准差。

4.3.2 LoD
建议实验室参考YY/T 1789.3-2022中的5 LoD建立方法，建立LoD并进行确认，通常使用LoD95%表

示，即有95%的可能性能够正确检出病原体的最低病原体浓度。具体如下：

a) 建立方法：建议采用可溯源的标准物质、培养物或阳性标本作为阳性掺入物，阴性标本作为稀释基

质进行梯度稀释。对梯度稀释的标本重复检测，记录不同稀释度/浓度检出（或阳性）的结果。采用适

当的模型和分析方法（如Probit分析），计算95%阳性检出率水平时的病原体浓度作为LoD；

b) 确认方法：制备LoD浓度水平的阳性标本至少20份，阳性检出率大于等于95%。

注：宿主细胞浓度的改变会影响mNGS的LoD，实验室进行初次性能确认时，建议使用常见宿主细胞浓度水平的标本，

初步建立LoD及其他性能指标，并进行确认。

4.3.3稳定性

建议实验室参考YY/T 1579-2018/ISO 23640:2015中的相关要求，在规定的试剂储存和处理条件下，

确认其仍保持性能稳定。具体如下：

a) 确认方法：参考试剂说明书要求，将试剂组份反复冻融、保存到试剂说明书声称的次数或时间，之

后对阳性标本、弱阳性标本和阴性标本进行检测；

b) 分析：统计符合率大于等于95%的值，以确认试剂稳定性。

4.3.4分析特异性

建议实验室分析特异性性能确认，明确标本中的内源或外源干扰物质、近缘物种或序列对检测结果

的影响。

4.3.4.1 干扰试验

建议实验室参考WS/T 416-2013中的相关要求，完成干扰物质研究。实验室应选择涵盖预期用途和

干扰因素的标本进行评价研究，干扰物质一般包括内源性物质（血红蛋白、甘油三酯、胆红素等）、外

源性物质（药物、抗凝剂等），建议使用实际可能存在的干扰物质及浓度进行研究。具体如下：

a) 确认方法：重复检测加入干扰物质的阳性标本、弱阳性标本至少3次；

b) 分析：统计符合率大于等于95%的值，确认不同干扰物质对检测结果的干扰程度。

4.3.4.2 交叉反应

建议实验室参考CLSI EP7-A2-2005中的相关要求，根据临床预期用途病原谱，选取代表性近缘物种

阳性标本，如金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌、白念珠菌和热带念珠菌，明确近缘物种的交叉率。具体

如下：

a) 确认方法：近缘物种分别按照相近浓度和一高一低的浓度比例进行混合，而后进行检测；

b) 分析：统计实际检出的序列数或相对丰度等指标，明确近缘物种的交叉率。

4.3.5准确度

建议实验室参考WS/T 505-2017中9.3要求评价方法的准确度，比较方法建议选择但不限于培养、

PCR、一代测序等方法。阳性标本建议每类病原体均有一定阳性例数，不宜采用健康人标本。鉴于方法

学的复杂性和临床阳性标本的随机性，首次性能确认时部分确认可报告范围，临床应用过程中，应对可

报告范围持续关注和确认。具体如下：

a) 确认方法：建议使用mNGS和比较方法并行连续检测临床标本，建议比较方法获得至少50例阳性标

本和50例阴性标本。mNGS与比较方法结果有差异的标本，可采用“金标准”或“参考方法”进行确认；

b) 分析：按照公式计算检测试剂的敏感性/真阳性率（公式（5））和特异性/真阴性率（公式（6））。
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5.性能确认报告

在性能确认过程中，应记录所有性能确认检测的情况，并对检测结果进行整理，形成性能确认记

录文档并指导临床检测。报告中建议明确以下内容：

a) 使用的确认流程

性能确认报告中应包含性能确认过程中所用检测系统的详细信息，包括测序仪、核酸提取试剂、文

库制备试剂、上机测序试剂、生物信息分析流程软件版本号、数据库版本号、标本类型、病原谱、SOPs
等；

b) 预期用途

性能确认报告中，应根据性能确认结果，明确所用检测系统是否能够满足性能确认前设定的预期用

途，应体现已进行性能确认的标本类型和病原体检测性能，做为已确认的可报告范围。若发现部分病原

体的检测性能无法达到预期的检测性能，建议继续修改、优化检测系统后完成性能确认，或将其从可报

告范围中删除；

在临床应用过程中，实验室应定期回顾临床病例资料，统计检验结果与临床的符合率，分析检测结

果可能存在的问题，识别前期未预见的风险，并优化检测流程以提高准确性和可靠性；

c) 分析性能确认原始数据及结果

原则上性能确认报告中应包含全部的原始实验记录，性能确认报告应客观展示所用检测系统的局限

性，明确检测系统的性能参数，比如关键环节（标本采集运输及保存、标本前处理及核酸提取、文库制

备、测序、生物信息学分析等）和完整流程（精密度、检出限、稳定性、分析特异性、准确度等）的性

能。测序数据及分析流程的原始数据和记录较多时，应将原始数据和记录保存至固定的电脑或服务器中，

并在性能确认报告中明确保存的位置以便随时调取；

d) 局限性

性能确认报告中检测系统的局限性说明主要包括两个层面：①性能确认过程中已明确的局限性，比

如对于病原谱范围内部分病原体，未能获得阳性临床剩余标本和模拟阳性标本导致不能完成完整流程性

能确认时，应按 mNGS 无法准确检出的病原体对待，需使用其他方法（如 PCR 法、Sanger 测序法）对

临床检测的阳性结果进行确认，或在检测报告中注明检测局限性；②性能确认中无法确认的分析性能参

数，比如果临床实验室拟检测多种标本类型，未经性能确认的标本类型应被视为无法准确检出的标本，

均应在性能确认报告中进行阐述说明。
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