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甲基化检测样本前处理试剂盒 

1 范围 

本文件规定了甲基化检测样本前处理试剂盒的术语和定义、要求、试验方法、标签和使用说明书、

包装、运输和贮存。 

本文件适用于采用亚硫酸氢盐转化或酶法转化的甲基化检测前处理试剂（盒），其对待检测DNA中

非甲基化或甲基化的胞嘧啶进行转化，处理后的产物经回收纯化后用于甲基化检测，适用于PCR和高通

量测序甲基化分析方法。 

本文件不适用于对RNA甲基化进行转化的甲基化检测前处理试剂（盒）。 

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/T 191-2008 包装储运图示标志 

GB/T 29791.2 体外诊断医疗器械制造商提供的信息（标示） 第2部分：专业用体外诊断试剂 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

 

DNA 甲基化 DNA methylation 

在DNA甲基转移酶的催化下,以S-腺苷甲硫氨酸为甲基供体,将甲基转移至碱基特定结构上的过程。 
注：引自GB/T 40183-2021 3.1.1 

 

亚硫酸氢盐转化 Bisulfite conversion 

用亚硫酸氢盐处理DNA时，胞嘧啶核苷酸发生磺化、脱氨反应生成尿嘧啶 ，而5-甲基化胞嘧啶基本

保持不变。之后检测判断甲基化状态。 

 

酶法转化 Enzymatic methylation conversion 

利用一系列酶的特异性催化作用，对DNA中的甲基化或非甲基化胞嘧啶等位点进行特定的化学修饰

或转化反应，使甲基化状态不同的碱基产生可区分的变化，从而实现对DNA甲基化状态进行检测和分析。

通过酶促反应将非甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶常被称为反向酶法转化，而将甲基化的胞嘧啶转化为

尿嘧啶常被称为正向酶法转化。 
 

转化率 Conversion Efficiency 

在亚硫酸氢盐处理或反向酶法转化中，非甲基化的胞嘧啶被转化为尿嘧啶的比例。 

5-甲基胞嘧啶（5mC）在正向酶法转化中被转化为尿嘧啶的比例。 

 

保护率 Protection Efficiency 

5-甲基胞嘧啶（5mC）在亚硫酸氢盐处理或反向酶法转化中未被转化为尿嘧啶的比例。 

非甲基化的胞嘧啶在正向酶法转化中未被转化为尿嘧啶的比例。 

 

回收率 Recovery Efficiency 
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在甲基化前处理（如重亚硫酸盐转化或酶法转化）中，经过转化和纯化步骤后，可被下游分析有效

利用的DNA量与初始投入量的比例。 

4 要求 

外观 

试剂盒应符合制造商规定的外观要求。试剂盒各组分应齐全、完整、无液体渗漏。标签应符合

GB/T29791.2的要求。 

转化率 

亚硫酸氢盐转化对非甲基化胞嘧啶的转化效率≥99%。 

反向酶法转化对非甲基化胞嘧啶的转化效率≥99%。 

正向酶法转化对甲基化胞嘧啶的转化效率≥80%。 

保护率 

亚硫酸氢盐转化对甲基化胞嘧啶的保护效率≥95%。 

反向酶法转化对甲基化胞嘧啶的保护效率≥90%。 

正向酶法转化对非甲基化胞嘧啶的保护效率≥80%。 

重复性 

检测国家或企业全甲基化率参考品，应满足以下要求： 

1） 若采用PCR法检测转化率或保护率，平行检测10次，每次检测的转化率或保护率符合4.2和4.3

的要求，且10次重复检测所得转化率或保护率指标值间的变异系数（CV,%）应分别不高于5.0%。 

2） 若采用测序法检测转化率或保护率，平行检测3次，每次检测的转化率或保护率符合4.2和4.3

的要求，且10次重复检测所得转化率或保护率指标值间的变异系数（CV,%）应分别不高于5.0%。 

检测国家或企业非甲基化参考品，应满足以下要求： 

1） 若采用PCR法检测转化率或保护率，平行检测10次，每次检测的转化率或保护率符合4.2和4.3

的要求，且10次重复检测所得转化率或保护率指标值间的变异系数（CV,%）应分别不高于5.0%。 

2） 若采用测序法检测转化率或保护率，平行检测3次，每次检测的转化率或保护率符合4.2和4.3

的要求，且10次重复检测所得转化率或保护率指标值间的变异系数（CV,%）应分别不高于5.0%。 

注：全甲基化率参考品在亚硫酸氢盐和反向酶法转化方法学中用于检测保护率；在正向酶法转化方法学中用于检测

转化率。非甲基化参考品在亚硫酸氢盐和反向酶法转化方法学中用于检测转化率；在正向酶法转化方法学中用

于检测保护率。 

回收率 

转化产物的纯化回收效率应考虑不同因素下的影响，如：样本类型、DNA类型（基因组DNA、cfDNA）、

DNA投入量、回收率检测方法学等。制造商应对回收率做适当要求，并提供验证资料。 

检测国参或企业甲基化转化回收率参考品，宜同时检测配套甲基化检测试剂预期用途中涵盖的临

床样本类型（如适用）。 

一致性 

检测国家或企业甲基化阳性和检测限参考品，结果应均为阳性。 

检测国家或企业甲基化阴性参考品，结果应均为阴性。 
注1：国家参考品标示经验证定值的甲基化基因和检测范围，制造商根据配套的甲基化检测试剂（盒）预期用途，

对包含在国家参考品中的基因和检测范围进行验证。 

注2：企业参考品需包含制造商配套的甲基化检测试剂（盒）预期用途中所包含的基因和检测范围。 

5 试验方法 
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外观 

在自然光下以正常视力或矫正视力目视检查，判定结果是否符合4.1的要求。 

转化率 

检测国参或企业甲基化转化率参考品，按照制造商产品说明书检验要求进行，判定结果是否符合 

4.2 的要求。 

保护率 

检测国参或企业甲基化保护率参考品，按照制造商产品说明书检验要求进行，判定结果是否符合 

4.3 的要求。 

重复性 

检测国家或企业全甲基化率和非甲基化重复性参考品，若采用PCR法进行检测，每份平行检测10次；

若采用测序法进行检测，每份平行检测3次。计算重复检测所得转化率或保护率指标值间的平均值（ ）

和标准差（s），按照式（1）计算变异系数（CV），判定结果是否符合4.4的要求。 

CV=s / ×100%   .......................................................................................  (1) 

式中： 

s—10次测试结果的标准差； 

—10次测试结果的平均值。 

回收率 

按照制造商提供的方法进行试验，判定结果是否符合4.5的要求。 

一致性 

检测国家或企业甲基化阳性、检测限和阴性参考品，每份检测1次，判定结果是否符合4.6的要求。 

6 标签和使用说明书 

应符合GB/T 29791.2 体外诊断医疗器械制造商提供的信息（标示） 第2部分：专业用体外诊断试

剂的规定。 

7 包装、运输、贮存 

包装 

包装储运图示标志应符合GB/T 191的规定。包装容器应保证密封性良好，完整，无泄露，无破损。 

运输 

试剂盒应按制造商的要求运输。在运输过程中，应防潮，应防止重物堆压，避免阳光直射和雨雪浸

淋，防止与酸碱物质接触，防止内外包装破损。 

贮存 

试剂盒应在制造商规定条件下保存。 
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