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前 言
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基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱检测核酸方法通则

1 范围

本文件规定了实验室基于基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法检测核酸的方法通则，包括方法开

发、性能验证、质量控制、结果解读。

本文件适用于临床或科研实验室基于质谱法对核酸样品进行检测方法的开发研究以及实施应用。

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。

GB 19489-2008 实验室 生物安全通用要求

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

核酸质谱 nucleic acid mass spectrometry

采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF MS)原理进行核酸分析的技术。

3.2

核酸扩增 nucleic acid amplification

采用PCR技术体外复制样本核酸。

3.3

核苷酸消化 nucleotide digest

采用SAP消除反应体系中剩余dNTP。

3.4

单碱基延伸 single base extend

采用ddNTP在基因位点处只配对延伸一个碱基。

4 略缩语

PCR：聚合酶链反应（Polymerase Chain Reaction）

SAP：虾碱性磷酸酶（Shrimp Alkaline Phosphatase）

dNTP：脱氧核糖核苷三磷酸(deoxy-ribonucleoside triphosphate)

ddNTP：双脱氧核糖核苷三磷酸（dideoxy ribonucleoside triphosphate）

DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic acid）

RNA：核糖核酸（Ribonucleic Acid）
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MALDI-TOF MS:基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(Matrix-Assisted Laser Desorption / Ionization

Time of Flight Mass Spectrometry)

5 方法开发

5.1 检测方法原理

将生命体的体液、组织、血液、脱落细胞、口腔黏膜、毛发、粪便、病原体和微生物等生物样本提

取成待测核酸（DNA/RNA），核酸样本进行多重PCR扩增，扩增产物经SAP去除剩余dNTPs，然后利用

延伸引物和ddNTPs对目标位点进行单碱基延伸，通过对延伸产物进行检测实现对靶标的检测。也可以

将PCR产物直接转化成质谱检测质量范围内的核酸片段进行检测。。检测方法是将待测核酸片段脱盐后

加载至带有基质的核酸质谱芯片上，并采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪(MALDI-TOFMS)检

测延伸产物分子量，分析得到核苷酸信息，进而得到基因信息。

5.2 检测方法开发

5.2.1 检测目标

检测前应根据检测试剂明确样本类型、样本数量、基因位点。

5.2.2 检测引物

根据基因位点选定核酸扩增的检测目标片段，设计扩增引物和延伸引物宜注意在多重扩增和多重单

碱基延伸条件下的验证和确认。

5.2.3 检测试剂

检测试剂可包含核酸扩增试剂、核苷酸消化试剂、单碱基延伸试剂、阳离子树脂。

5.3 检测程序

检测程序宜参照附录A：检测程序。

5.3.1 检测准备

检测前应确认实验室的环境和设施、设备和器具、检测试剂和检测耗材、人员资质等符合要求。通

过验证或/和确认后方可开展检测。

5.3.2 样本采集

根据样本采集要求，采集符合类型的生物样本，并采取适当措施贮存及运输。

5.3.3 核酸提取

根据样本核酸提取要求，处理样本、提取核酸，并检测所提取的核酸符合要求。

5.3.4 核酸扩增

根据核酸质谱检测试剂要求，采用扩增试剂对提取的核酸进行基因扩增得到扩增产物。

5.3.5 核苷酸消化
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根据核酸质谱检测试剂要求，采用核苷酸消化试剂消除扩增产物中的核苷酸（dNTPs）得到消化产

物。

5.3.6 单碱基延伸

根据核酸质谱检测试剂要求，采用单碱基延伸试剂对消化产物进行单碱基延伸得到延伸产物。

5.3.7 延伸产物除盐

根据核酸质谱检测试剂要求，采用离子交换树脂对延伸产物中的金属阳离子进行去除得到除盐产物。

5.3.8 核酸检测

根据核酸质谱检测设备说明书要求，将获得的产物加载到核酸质谱芯片，进行核酸质谱检测，并得

到检测数据。

5.3.9 结果报告

根据检测试剂说明书及核酸质谱检测数据，报告检测结果。

6 性能验证

6.1 检测仪器性能

用检测仪器指定的质控品或标准品进行检测，核酸检测准确度应符合检测仪器说明书。

6.2 检测试剂性能

按核酸质谱检测试剂说明书要求，采用检测试剂配套质控品或参考品按检测程序进行检测，检测结

果均符合检测试剂说明书。

7 结果解读

7.1 检测数据

核酸质谱原始检测数据应包含质谱数据、信号峰强度以及信号峰质量数据：

a) 质谱数据应包含每个检测位点的质荷比，以及延伸后的产物峰质荷比；

b) 信号峰强度数据应包含每个产物峰的峰高、信噪比、峰面积，等；

c) 信号峰质量数据可包含每个产物峰的分辨率、峰评分，Z-score 值，等。

7.2 解读方法

根据质谱原始结果进行分析后可以得到相关检测数据，进而得到生物样本的最终检测结果，对于最

终检测结果的判读应符合核酸检测试剂说明书的要求。

原则上对检测结果的判读应遵循先确定产物峰的分子量（质荷比）是否符合产品规定的质量范围要

求，再对产物峰的质量数据进行评估，确定是否符合产物峰质量要求，并根据核酸产品检测说明书所列

出的标准进行判读，确定最终输出可靠结果。

7.3 报告要求
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根据核酸检测试剂说明书要求输出结果报告。如需引用实验结果，则应至少包括实验时间、样品名

称、实验孔位、检测位点等有效信息。
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附 录 A

不同类别检测应考虑因素举例

由于核酸质谱适用的生物样本类型以及基因型的多样性，需根据样本类型、目的基因型、以及临

床意义等因素对相关检测数据以及解读方法进行筛选和初步确定，并在随后的产品研发过程中进行修正

和确认。

以下举例说明不同检测类别采用核酸质谱检测方法应考虑的因素。

1. 胚系突变检测

检测胚系突变时，对检测数据的质控，应考虑检出信号峰的质荷比是否位于预设分子量区间内，

还应考虑检出信号峰的峰高或信噪比是否需要超过设定最低检出强度才认定为有效峰进行基因分型分

析，此类质控标准还可以进一步包括对峰评分、分辨率等指标的质控。

对基因分型分析，可以考虑检出信号峰的峰高/信噪比需要达到或超过特定阈值后认为该基因型有

效检出，并结合检测试剂配套阴阳性质控品或者参考品的设定，输出相应的结果。阈值的设定可以参考

核酸质谱平台生产商建议、已有产品或者权威文献所列该平台的建议、以及相关专家共识等等，随后在

开发过程中予以修正和最终确认。

2. 体细胞突变检测

在开发体细胞突变以及游离核酸检测应用时，考虑到所要检测的是特定位点的低频突变，在实验

方法上可能存在富集、选择性扩增等偏好性的靶向检测方法，上述胚系突变检测分析方法并不一定完全

适用，可以引入 Z-score等信号标准化模型对峰信号值进行处理，来分辨低频突变在特定位点上形成

的信号峰相对于阴性样本数据的显著性。Z-score模型可用于评价待测阳性样本与阴性样本信号之间的

差距，数值越大，表明此待测样本在此位点所获信号与阴性样本所获信号的数据离散度越大，则越可能

成为一个低频位点的真实信号峰。具体数值可以参考核酸质谱平台生产商建议、已有产品或者权威文献

所列该平台的建议、以及相关专家共识等等，随后在开发过程中予以修正和最终确认。

3. 拷贝数变异检测

在拷贝数变异检测应用开发中，可以根据临床应用的具体需求，在实验流程中额外引入拷贝数确

定的外源性序列，通过与外源性序列信号峰的比较，设定检出限等相关参数；或者通过设计引物同时检
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测内源性基因组中相应的并系同源区的信号峰进行比对得到检测结果，并在研发过程中对相关参数予以

修正和最终确认。

4. 病原体检测

在病原体检测应用开发中，可以根据临床应用的具体需求，在实验流程中额外引入拷贝数确定的

外源性序列，通过与外源性序列信号峰的比较，设定检出限等相关参数；或者超过延伸引物转化率

（Extension Rate）特定阈值来体现检出，具体数值可以参考核酸质谱平台生产商建议、已有产品或

者权威文献所列该平台的建议、以及相关专家共识等等，随后在开发过程中予以修正和最终确认。

5. 甲基化检测

在甲基化检测应用开发中，核酸质谱通过检测并比较重亚硫酸盐转化后同一 CpG位点甲基化和非

甲基化信号峰的比例，体现靶向位点的甲基化程度，具体数值可以参考核酸质谱平台生产商建议、已有

产品或者权威文献所列该平台的建议、以及相关专家共识等等，随后在开发过程中予以修正和最终确认。
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