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两种常用 PCR仪的性能验证与评价 
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摘  要  根据 SN/T 2102.2-2008《食源性病原体 PCR 检测技术规范第 2 部分: PCR 仪性能试验要求》等相

关标准制定的评价指标及要求, 对进口 PCR 仪 Eppendorf GX1 和国产 PCR 仪 ETC 811 PLUS 进行比较与评估。对两台

PCR 仪的检测低限、重复性进行验证实验。两种仪器重复性好、检测低限满足 SN/T 2102.2-2008《食源性病原体 PCR 

检测技术规范第 2 部分: PCR 仪性能试验要求》的要求。而且 Eppendorf GX1 和 ETC 811 PLUS 均符合实验室管理要

求，稳定性好，操作方便，能够快速检测食源性病原体。 
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Abstract  To compare and verify the accuracy of Eppendorf GX1 and ETC 811 PLUS on annealing temperature 

control, so as to evaluate. The evaluation indexes and requirements of SN/T 2102.2-2008 "Technical Specification for PCR 

detection of Foodborne pathogens - Part 2: Requirements for PCR Instrument Performance Test" and other related standards 

were formulated, and the low limit and repeatability of detection of two PCR apparatus were verified. The repeatability was 

stable and the detection limit was low enough to meet the requirements of SN/T 2102.2-2008 "Technical Specification for 

PCR detection of Foodborne pathogens - Part 2: Requirements for PCR Instrument Performance Test". Eppendorf GX1 and 

ETC 811 PLUS both meet the requirements of laboratory management, have good stability, convenient operation, and can 

quickly detect foodborne pathogens. 
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聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction，

PCR）是一种在体外放大扩增特定 DNA 片段的分子

生物学技术。PCR 技术主要由高温变性、低温退火及

适温延伸等几步反应组成。经过多个循环，目的片段

能够迅速、大量扩增。由于 PCR 技术具有特异性强、

灵敏度高等优点，所以近些年利用 PCR 技术对食源

性微生物进行快速检测的方法发展的十分迅速[1]。 

近年来 PCR 仪品牌不断增加，各种 PCR 仪温度

调控的准确性也得到了广泛的关注。不同厂家生产的

仪器，热温度特性也不尽相同。即便是同一台仪器，

由于其使用年限不同，其升降温速率、温度准确性和

温度一致性等相关性能也会发生变化，这些细微的偏
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差就很可能导致扩增结果出现假阴性或假阳性。在做

PCR 检测时，内外界许多因素都会对扩增结果产生影

响，但在这些影响因素中 PCR 仪的温度特性起着至

关重要的作用[2-4]。因此，运用 PCR 技术对食源性致

病菌进行快速检测的过程中，对仪器运行温度的准确

性和均一性要求很高，运行温度上的细微差别可能会

导致两种不同结果的出现。 

目前市面上对 PCR 仪的状态和性能进行评估仅

依靠 PCR 仪鉴定来完成，其弊端是传感器无法准确

反映 PCR 仪实际工作情况而且检定数据采样时间

长。为此，利用已知含量的 DNA 模板对 PCR 仪的日

常性能确定与评价就显得十分必要[5]。 

国产仪器在工艺与性能方面不断进步、不断提

高，与进口 PCR 仪相比不仅价格低，在操作界面也

更符合中国人的操作习惯。《检测和校准实验室认可

准则》 CNAS－CL01: 2006 (等同于 ISO/ IEC17025: 

2005)也明确要求实验室对设备进行期间核查
［6］。为

保证实验关键设备的量值溯源性，实验室会定期对实

验设备进行检验和校准，以确保测量结果的准确和可

靠性，但是定期的检验和校准仍然无法保证设备的持

续有效性及稳定性，这是因为设备的机械性能、光学

特性和电子性能等自身特性的原因，在整个 PCR 反

应过程中出现的不稳定现象。仪器的稳定运行是保证

结果稳定可靠的重要基础条件。因此，新仪器在使用

前的验证及评价尤为重要。 

本文通过对Eppendorf GX1和ETC 811 PLUS 退

火温度控制的准确度这一性能进行了比对与验证，进

而进行评估，了解结果差异性与一致性，以期寻找国

产仪器可替代国外产品的可能性。 

1 材料和方法 

1.1 材料与仪器 

1.1.1 仪器 

东胜龙 ETC 811 PLUS PCR 仪[北京东胜创新生

物科技有限公司]；Eppendorf GSX1 PCR 仪[德国

Eppendorf 公司]；Heraeus Fresco 21 型冷冻离心机[美

国 Thermo 公司]；Mili-Q 纯水器[美国 Milipore 公

司]；MB-202 金属浴[杭州博日公司]；AlphaImager HP

凝胶成像分析系统[美国 ProteinSimple]；PowerPacTM 

Basic 电泳仪[美国伯乐公司]等。仪器设备均在校准效

期内。 

1.1.2 材料与试剂 

pSC17 质粒，引物由上海捷瑞生物技术合成。

TaKaRa PCR Amplification Kit 预混合液、TAE 电泳

缓冲液等。 

1.2 实验方法 

1.2.1 目的片段的制备 

采用温度敏感性序列 pSC17 质粒为模板，稀释为

10 000个拷贝作为目的基因片段，分别使用Eppendorf 

GX1 和 ETC 811 PLUS 进行 PCR 反应。M13 引物序

列见（表 1）。 

表 1 引物序列 

名称 

name 

序列（ 5′→３′） 

sequences（ 5′→３′） 

片段长度／bp 

Fragment length 

M13-F CAGGAAACAGCTATGAC 
362 bp 

M13-R GTAAAACGACGGCCAGT 

反应体系为：10×PCR Buffer（Mg2+ Free）5μL，

MgCl2（25mM），5μL，dNTP 溶液（10mmol/L）1μL，

M13-F（5μmol/L）2.5μL，M13-R（5μmol/L）2.5μL，

Taq 酶 5U/μL 0.2μL，pSC17 质粒溶液 2μL，无菌水补

齐体系至 50μL 

反应条件为：94℃ 2 min；94℃ 10 s、45℃ 30 s、

72℃ 20 s、40 个循环；72℃ 2 min。 

1.2.2 目的片段回收纯化和浓度的测定 

取 PCR 产物 5μL 进行琼脂糖凝胶电泳，染色观

察 PCR 产物片段大小。应用 Gel Extraction Kit 试剂

盒从琼脂糖凝胶中回收并纯化 362 bp 处的目的片段,

将回收产物在核酸检测板中上样 2μL，应用酶标仪分

析回收产物的浓度。  

1.2.3 PCR 仪器灵敏度、重复性测定 

分别将回收产物稀释为 103、102、10 copies/μL

三个浓度，置于 PCR 仪内运行热循环程序，VAL 引

物序列见表 2。96 孔板放置位置见图 1，分别在两个
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PCR 仪上进行反应。 

反应体系为：10×PCR Buffer（Mg2+ Free）5 μL，

MgCl2（25 mM），6 μL，dNTP 溶液（10mmol/L）1 

μL，M13-F（5 μmol/L）1μL，M13-R（5μmol/L）1μL，

Taq 酶 5U/μL 0.2μL，回收产物模板溶液 5μL，无菌水

补齐体系至 50μL。 

反应条件为：94℃ 2min；94℃ 10s、63℃ 20s、

72℃ 20s、40 个循环；72℃ 2min。 

表 2 引物序列 

名称 

name 

序列（ 5′→３′） 

sequences（ 5′→３′） 

片段长度／bp 

Fragment length 

VAL-F GATACAGAAACATCGGTT 
116 bp 

VAL-R GTGTAACTTGATGCCATC 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A a1         a3   

B  b1         b3  

C   c1         c3 

D     a5 b5 c5 N     

E             

F a2         a4   

G  b2         b4  

H   c2         c4 

注：a、b、c、N 分别为 10
3
 、10

2
、10 copies/ μL 模板、N 为阴性对照 

图 1  反应管在 PCR仪上的摆放位置 

2 结果与分析 

2.1 362 bp  PCR 产物浓度的比较 

Eppendorf GX1 和 ETC 811 PLUS 两台 PCR 仪以

回收 PCR 产物为模板进行 PCR 扩增，1.2% 琼脂糖

凝胶电泳，并测定产物浓度。可以看出两台 PCR 仪

器均能在 362 bp 左右处产生特应性条带（图 2）。浓

度 测 定 结 果 分 别 为 1.87*1010copy/μL 、

1.94*1010copy/μL（表 2），可以看出两台 PCR 仪所

测浓度差异不大。 

 

注：1为 100 bp Marker；2-4为 Eppendorf  GSX1；5-7为 ETC 811 

PLUS；8为阴性对照 

图 2 对目的片段 DNA进行 PCR扩增 

表 2 362bp目的片段产物浓度测定结果 

 PCR产物浓度 浓度换算 

Eppendorf  GSX1 7.43 ng/μL 1.87*10
10 
copy/μL 

ETC 811 PLUS 7.68 ng/μL 1.94*10
10 
copy/μL 

2.2 PCR 仪器灵敏度、重复性验证结果 

将 2.2.3 所述的稀释、扩增后的样本进行 PCR 扩

增，1.2%琼脂糖凝胶电泳，Eppendorf GSX1 PCR 仪

A1-A5 孔、B1-B5 孔，即 103、102copies/μL 的模板均

能在 116 bp 左右处产生特应性条带。其中 C1-C5 孔，

即 10 copies/μL 的模板条带不明显或无条带，其中

Eppendorf GSX1 PCR 仪 C2、C3、C4 处可见不明显

条带、ETC 811 PLUS PCR 仪 C3、C4、C5 处可见不

明显条带（图 3、4）。 

 

注：1为 100 bp Marker；2-6为 a1-a5；7-11为 b1-b5；12-16为 c1-c5；

17为阴性对照 

图 3 PCR产物纯化后（Eppendorf GSX1） 

 

注：1为 100 bp Marker；2-6为 a1-a5；7-11为 b1-b5；12-16为 c1-c5；

17为阴性对照 

图 4 PCR产物纯化后（ETC 811 PLUS）   
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2.3 结果判定 

参考 SN/T 2102.2-2008 的判定原则，当 5000、

500copies/PCR 的样品管中都可检测到 PCR 产物，不

论 50 copies/PCR 管中是否可检测到产物，都是可接

受结果
［8］。两台 PCR 仪均未出现不可接受结果。 

3 讨论 

与分离培养法、形态观察法、生化鉴定法、血清

分型法等传统的鉴定方法相比，核酸技术有着检测周

期短、灵敏度高等优点，核酸技术不仅可以实现对致

病菌的快速检出，同时也能更好地认知微生物间、物

种与功能基因间的相互作用机制，对防止食源性疾病

的爆发和食源性致病菌的传播具有重要意义
［7］。 

实验室硬件条件会对核酸检测结果产生影响。因

此，实验仪器性能验证是基因检测实验室欠缺和亟待

提高的重要内容。但目前精密检测设备基本被国外垄

断，所以加快精密仪器的国有化进程，降低成本，推

动民族品牌企业发展就显得尤为重要。 

本研究依据随机取样原理，参考了行业标准 SN 

/T2012.2《食源性病原体 PCR 灵敏度、重复性检测技

术规范第 2 部分：PCR 仪性能试验要求》选取了特征

孔，对 Eppendorf GX1 和 ETC 811 PLUS 两台 PCR 仪

性能进行整体评价
［9］。Eppendorf GX1 和 ETC 811 

PLUS 两台仪器均可达到检测食源性病原体要求。在

本次试验中，且两台仪器均具有较好的重复性，且均

未出现故障、稳定性好、操作方便、检测快速。符合

实验室质量管理要求。本研究验证结果与厂家描述一

致，可用于食源性病原体检测。 

参考文献 

[1]  冯帅博.聚合酶链反应技术原理及应用[J]中国新技术新产品. 

2019,(14):17-18 

[2]  程远霞,魏燕,鲁祥友,等.PCR 温度特性实验研究与分析[J].

生命科学仪器,2008,(06):52-56 

[3]  冯玉辉,尹遵义,梁兴忠,等.PCR 仪校准装置探讨[J].计量科

学与技术,2021,65(08):33-35 

[4]  卢旋.对于 PCR 设备温度验证的一些看法 [J].工业计量. 

2017,27(S1):133-134. 

[5]  魏群,吕丹,陈海凌.聚合酶链式反应分析仪（PCR 仪）校准

装置的研究与设计[J].2019,(05):27-30 

[6]  CNAS－CL01:2018《检测和校准实验室认可准则》[S].2018. 

6:52-56. 

[7]  高雯暄,甘芝霖,陈爱亮,等.核酸技术在食源性致病菌检测中

的研究进展[J].食品安全质量检测学报,2017,11(24):9440- 

9450. 

[8]  国家质量监督检验检疫总局发布中华人民共和国出入境检验

检疫行业标准 SN/T 2012《食源性病原体 PCR 检测技术规

范第 2部分:PCR仪性能试验要求》[S].2012. 

[9]  饶红,韩玥,郭铮,等.转基因检测实验室实时荧光 PCR 仪期

间核查方法的研究[J].现代测量与实验室管理.2015,23(01): 

45-47

 

 




