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Введение
В настоящем стандарте приведены условия и общие рекомендации по точному измерению опти­

ческих сигналов, используемых для анализа биологических проб фотометрическими методами. Данные 
фотометрические методы могут использовать оптические измерения сигнала, включая биолюминес­
ценцию, хемилюминесценцию, флуоресценцию или измерение поглощения, которые могут применять­
ся в областях биотехнологии, естественных наук и медицины. Измеренное значение оптического сиг­
нала применяется для качественной или количественной оценки биологических параметров, включая 
клеточную и метаболическую активность и экспрессию генов. Фотометрические методы применяют для 
тестирования токсичности, оценки экологических рисков, биопроизводства, разработки лекарственных 
средств, регенеративной медицины и биобанкинга.

Как производителям, так и пользователям в производственной отрасли необходимо высококаче­
ственное измерение оптического сигнала для фотометрических методов для повышения уверенности в 
повторяемости, промежуточной точности и воспроизводимости при анализе биологических проб. Хотя 
повторяемость фотометрического метода уже достаточна для качественной характеристики биологи­
ческих проб, количественная характеристика требует более точной промежуточной точности и воспро­
изводимости измерения оптического сигнала. Фотометрический метод требует надлежащих измерений 
оптического сигнала, а также оценки отклонений от идеальной пропорциональности оптического сигна­
ла и выходного сигнала фотометрического метода. Требования к надлежащему измерению оптического 
сигнала являются важным компонентом описания конкретных применений фотометрических методов.

Настоящий стандарт предлагает общую структуру для поддержки надлежащего измерения опти­
ческого сигнала при использовании фотометрического метода. Особое внимание уделяется использо­
ванию оптических эталонов и соответствующим техническим вопросам для измерения оптического сиг­
нала в фотометрических методах, включая процедуры верификации приборов, постоянный мониторинг 
производительности приборов и валидацию фотометрического метода. Оптические эталоны могут ис­
пользоваться для верификации приборов с целью повышения уверенности в повторяемости, промежу­
точной точности и воспроизводимости измерения оптического сигнала. Например, оптический сигнал, 
излучаемый биологическими образцами, можно сравнивать по общей шкале измерений в лаборатории, 
между двумя производителями, производителем и пользователем или двумя пользователями.
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Н А Ц И О Н А Л Ь Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т  Р О С С И Й С К О Й  Ф Е Д Е Р А Ц И И

БИОТЕХНОЛОГИЯ

Минимальные требования к измерению оптических сигналов фотометрическими методами
для биологических проб

Biotechnology.
Minimum requirements for optical signal measurements in photometric methods for biological samples

Дата введения — 2026—03—01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает минимальные требования для обеспечения точного измере­

ния оптических сигналов в фотометрических методах, используемых для качественной или количе­
ственной характеристики биологических проб.

Настоящий стандарт применим к оптическим сигналам, которые генерируются, например, биолю­
минесценцией, хемилюминесценцией и флуоресценцией, и оптическим сигналам, которые рассматри­
ваются как изменения света из-за поглощения.

Настоящий стандарт содержит положения, связанные с верификацией приборов для измерения 
оптических сигналов, используемых в фотометрических методах для измерения биологических проб, 
включая аспекты использования оптических эталонов.

В настоящем стандарте не приводятся критерии производительности для рабочего процесса из­
мерения биологических проб, специфичные для конкретной отрасли или области применения. При не­
обходимости пользователи также могут ознакомиться с существующими отраслевыми и/или приклад­
ными стандартами.

2 Нормативные ссылки
В настоящем стандарте нормативные ссылки отсутствуют.

3 Термины и определения
В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями.
ИСО и МЭК поддерживают терминологические базы данных, используемые в целях стандартиза­

ции, по следующим адресам:
- платформа онлайн-просмотра ИСО: доступна по адресу https://www.iso.org/obp;
- Электропедия МЭК: доступна по адресу https://www.electropedia.org/.
3.1 точность (accuracy): Близость, согласованная между значением измеренной величины и ис­

тинным значением измеряемой величины.

П р и м е ч а н и е  1 — Понятие «точность измерения» не является величиной и не имеет числового значения 
величины. Измерение называют более точным, если оно обеспечивает меньшую погрешность измерения.

П р и м е ч а н и е  2 — Термин «точность измерения» не следует использовать для правильности измерения, 
а термин «прецизионность измерения» не следует использовать для «точности измерения», которая, однако, свя­
зана с обоими этими понятиями.

Издание оф ициальное
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П р и м е ч а н и е  3 — «Точность измерения» иногда понимается как близость соответствия между значени­
ями измеренной величины, которые приписывают измеряемой величине.

П р и м е ч а н и е  4 — ИСО 5725-1:1994 использует другое определение термина «точность».

[Руководство ИСО/МЭК 99:2007, 2.13, с изменениями —  словосочетания «measurement accuracy» 
и «accuracy of measurement» («точность измерения») как термины исключены. Добавлено примеча­
ние 4 к терминологической статье]

3.2 биологическая проба (biological sample): Материал или объект биологического происхождения.
3.3 динамический диапазон (dynamic range): Диапазон значений величины оптического сигнала 

(см. 3.6), которые можно измерить количественно.
[ИСО 2041:2018, 3.4.17, с изменениями —  к определению добавлены слова «optical signal» («оп­

тический сигнал») и «quantitatively» («количественно»)]
3.4 источник света (light source): Оптическое устройство, излучающее соответствующую(ие) 

длину(ы) волны(волн) в указанной спектральной области.

П р и м е ч а н и е  1 — Источник света может быть частью прибора для измерения оптического сигнала 
(см. 3.6).

[ИСО 25178-604:2013, 2.3.1, с изменениями —  слова «range of wavelengths» («диапазон длин 
волн») заменены, на «wavelength(s)» [«длина(ы) волны(волн)»]. Добавлено примечание 1 к терминоло­
гической статье]

3.5 оптический эталон (optical reference): Материал, источник света (см. 3.4) или фотодетектор, 
обладающий достаточной воспроизводимостью и стабильностью в отношении оптических свойств, ко­
торый признан пригодным для предполагаемого использования.

Пример —  Эталонный источник света (см. 3.11) на основе светодиода, лазер, слайд из флуорес­
центного стекла, флуоресцентный краситель в растворе или другой матрице (например, флуорес­
центная частица), флуоресцентный материал, встроенный в слайд, эталонный фильтр, эталонная 
кювета, эталонная пленка, эталонный раствор, измеритель мощности (см. 3.9) (см. приложение В).

П р и м е ч а н и е  1 — Термин «оптический эталон» включает как некалиброванные эталоны, так и калибро­
ванные стандарты. Оптические эталоны могут распространяться внутренним подразделением организации или 
изготавливаться лабораторией (например, внутренний стандарт, внутренний эталонный материал).

П р и м е ч а н и е  2 — Оптические эталоны могут использоваться для верификации (см. 3.14) приборов для 
измерения оптического сигнала (см. 3.6) (см. приложения D, Е, G, Н, I и J).

3.6 оптический сигнал (optical signal): Излучаемый свет или изменения света из-за поглощения, 
вызванного пропусканием света через образцы или хромогенные вещества.

П р и м е ч а н и е  1 — Измерение оптического сигнала включает, например, измерения биолюминесцен­
ции, хемилюминесценции, флуоресценции и поглощения. В приложении А приведена информация об оптических 
сигналах.

П р и м е ч а н и е  2 — В настоящем стандарте термин «оптический сигнал» рассматривает свет до его 
детектирования.

3.7 интенсивность оптического сигнала (optical signal intensity): Сила оптического сигнала 
(см. 3.6).

П р и м е ч а н и е  1 — Интенсивность может быть использована для выражения абсолютной или относитель­
ной силы оптического сигнала. Соответствующая единица может быть использована для выражения интенсивно­
сти конкретного оптического сигнала.

3.8 фотометрический метод (photometric method): Аналитический метод с использованием 
измерения(й) оптического сигнала (см. 3.6) для определения компонентов или биологических параме­
тров биологических проб (см. 3.2).

П р и м е ч а н и е  1 — Фотометрический метод включает в себя преаналитические, оптические измерения 
сигналов и процедуры анализа данных.

П р и м е ч а н и е  2 — Биологические параметры биологических проб включают, например, клеточную и ме­
таболическую активность, а также экспрессию генов.

П р и м е ч а н и е  3 — Примеры репрезентативных фотометрических методов приведены в приложении В.
П р и м е ч а н и е  4 — Результаты анализа и количественного определения фотометрических методов могут 

быть выражены качественно или количественно.
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П р и м е ч а н и е  5 — Термин «радиометрический» широко используется вместо термина «фотометриче­
ский» в области оптической техники (например, МЭК 60050-845).

3.9 измеритель (оптической) мощности (power meter; optical power meter): Измерительный при­
бор для определения мощности излучения света, используемый в качестве оптического эталона 
(см. 3.5).

П р и м е ч а н и е  1 — Ватт (Вт) используется как единица для выражения мощности излучения.

3.10 прецизионность (precision): Близость соответствия между показателями измерения или зна­
чений измеренной величины, полученными путем параллельных измерений одного и того же или схо­
жих объектов в заданных условиях.

П р и м е ч а н и е  1 — Прецизионность измерения обычно выражается численно такими мерами непреци- 
зионности, как стандартное (среднеквадратичное) отклонение, дисперсия или коэффициент вариации в заданных 
условиях измерения.

П р и м е ч а н и е  2 — Термин «заданные условия» может, например, означать условия повторяемости изме­
рения, условия промежуточной прецизионности измерения или условия воспроизводимости измерения (см. ИСО 
5725-3:1994).

П р и м е ч а н и е  3 — Прецизионность измерения используется для определения повторяемости измере­
ния, промежуточной прецизионности измерения и воспроизводимости измерения.

П р и м е ч а н и е  4 — Иногда под «прецизионностью измерения» ошибочно подразумевают точность 
измерений.

П р и м е ч а н и е  5 — ИСО 5725-1:1994 использует другое определение термина «прецизионность».

[Руководство ИСО/МЭК 99:2007, 2.15, с изменениями —  «measurement precision» исключено в 
качестве термина. Добавлено примечание 5 к терминологической статье]

3.11 эталонный источник света (reference light source): Источник света (см. 3.4), используемый 
в качестве оптического эталона (см. 3.5).

Пример —  Калиброванные или с установленными характеристиками светодиод и лазер.

3.12 эталонный материал для калибровочной кривой (reference material fo r calibration curve): 
Материал с известным значением концентрации или количества определенного вещества для предпо­
лагаемого использования.

П р и м е ч а н и е  1 — Эталонный материал для калибровочной кривой идентичен или взаимозаменяем с 
объектом измерения биологической пробы (см. 3.2).

П р и м е ч а н и е  2 — Примерами выражения концентрации и количества являются моль/дм3 и моль 
соответственно.

3.13 валидация (validation): Подтверждение, посредством предоставления объективных свиде­
тельств, того, что требования, предназначенные для конкретного использования или применения, вы­
полнены.

П р и м е ч а н и е  1 — Объективное свидетельство, необходимое для валидации, является результатом ис­
пытания или других форм определения, таких как осуществление альтернативных расчетов или анализ документов.

П р и м е ч а н и е  2 — Слово «валидирован» используют для обозначения соответствующего статуса.
П р и м е ч а н и е  3 — Условия, применяемые при валидации, могут быть реальными или смоделированными.
П р и м е ч а н и е  4 — ИСОЯС 16393:2019 использует термин «валидация» в другом значении для опреде­

ления термина «валидированный эксперимент». В Руководстве ИСО/МЭК 99:2007 используют другое определение 
термина «валидация».

[ИСО 9000:2015, 3.8.13, с изменениями —  добавлено примечание 4 к терминологической статье]
3.14 верификация (verification): Подтверждение, посредством предоставления объективных сви­

детельств, того, что установленные требования были выполнены.

П р и м е ч а н и е  1 — Объективное свидетельство, необходимое для верификации, может быть резуль­
татом контроля или других форм определения, таких как осуществление альтернативных расчетов или анализ 
документов.

П р и м е ч а н и е  2 — Деятельность, выполняемая при верификации, иногда называется квалификацион­
ным процессом.

П р и м е ч а н и е  3 — Термин «верифицирован» используют для обозначения соответствующего статуса.
П р и м е ч а н и е  4 — Руководство ИСО/МЭК 99:2007 использует другое определение термина «верификация».

[ИСО 9000:2015, 3.8.12, с изменениями —  добавлено примечание 4 к терминологической статье]

3



ГОСТ Р ИСО 24421— 2025

4 Принципы

4.1 Общие положения

Измерения оптического сигнала, включая биолюминесценцию, хемилюминесценцию, флуорес­
ценцию и измерения поглощения, используют в фотометрических методах. Измерения оптического сиг­
нала часто используют для биологических проб с целью качественного и количественного определения 
разнообразного набора биологических параметров, включая клеточную и метаболическую активность и 
экспрессию генов (см. приложение А для получения дополнительной информации). В фотометрических 
методах интенсивность и спектр оптического сигнала биологических образцов измеряют с помощью 
приборов.

П р и м е ч а н и е  1 — Примерами приборов являются люминометры, анализаторы изображений, спектро­
фотометры для чтения планшетов, проточные цитометры, ридеры микрочипов, спектрофлуориметры, планшетные 
ридеры, спектрофотометры и ДНК-секвенаторы (см. приложение В).

Точность, прецизионность, повторяемость и воспроизводимость входят в ряд важных метрологи­
ческих факторов, используемых для оценки эффективности применяемого фотометрического метода.

Фотометрические методы могут быть качественно проверены с использованием положительных и 
отрицательных контрольных материалов.

П р и м е ч а н и е  2 — Характеристики производительности качественных фотометрических методов и их 
валидация могут быть определены с помощью соответствующих статистических моделей в зависимости от метода, 
структуры данных и статистического опыта (например, ИСО/ТС 16393).

Точные результаты анализа и оценки получают путем измерения оптического сигнала с соответ­
ствующим выбором экспериментальных материалов, включая реагенты, генерирующие оптический 
сигнал от пробы, а также использования подходящих инструментов для предполагаемой цели.

Подготовка пробы также является важным фактором, определяющим производительность фото­
метрического метода.

Измерения оптического сигнала выполняют на основе относительных и абсолютных значений оп­
тического сигнала, которые ф ункционально связаны с количеством конкретных характеристик биоло­
гических проб или биологических параметров. В спектрально-разрешенных измерениях спектральные 
характеристики указывают на взаимодействие определенных молекул, структурных элементов молекул 
или молекулярное взаимодействие с электромагнитным излучением различной энергии.

В некоторых случаях для количественной оценки абсолютного количества биологической пробы 
требуются калибровочные кривые, построенные с использованием эталонного материала для калибро­
вочной кривой. Калибровочная кривая также может использоваться для определения эффективного 
количества тестируемого вещества (например, количества, которое вызывает 50 % отклика по кали­
бровочной кривой или ED50).

П р и м е ч а н и е  3 — В приложении Н приведен пример построения калибровочной кривой.

Для измерения биологических проб иногда необходимо маркировать или окрашивать биологиче­
ские образцы, вводить репортерный ген в клетки, ткани и целые организмы или запускать химические 
реакции.

П р и м е ч а н и е  4 — Качество реагента и его фотофизические и химические свойства влияют на оптиче­
ские сигналы от образца. Иногда на оптические сигналы может влиять активность клеток.

П р и м е ч а н и е  5 — Окружающее световое излучение может вызывать ухудшение биолюминесцентных 
реагентов, хемилюминесцентных реагентов, флуоресцентных материалов и затухание поглощения.

При использовании клеток в фотометрических методах надежность результатов анализа и оценки 
уменьшается, если клеточная активность нестабильна. В частности, на результаты измерения оптиче­
ского сигнала напрямую влияет стабильность клеточной активности во время длительного хранения/ 
субкультивирования и стабильность реагирования на целевое биоактивное вещество. Падающий из­
мерительный свет также может влиять на функции и свойства клетки, в частности, если клетки подвер­
гаются воздействию света в течение длительного периода. Соответственно, надежность результатов 
измерения оптического сигнала может быть повышена за счет поддержания стабильности клеток.
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П р и м е ч а н и е  6 — Примерами являются анализы для оценки клеточной активности, включая жизнеспо­
собность, токсичность и метаболическую активность, оцениваемую на основе клеточных анализов.

П р и м е ч а н и е  7 — Соответствующие стандарты, описывающие репрезентативные методы с помощью 
измерений оптического сигнала, перечислены в приложении С.

Преаналитические процедуры, применяемые перед выполнением измерений оптического сигна­
ла, включая лизис клеток, реакцию антиген-антитело, маркировку красителем или окрашивание, могут 
влиять на результаты анализа и оценки.

4.2 Измерительны е приборы и измерения

Фотодетекторы, включая фотоумножители, фотодиоды и датчики изображения, имеют определен­
ную спектральную чувствительность. Оптические сигналы, включая биолюминесценцию, хемилюми­
несценцию, флуоресценцию и поглощение, можно точно измерить, используя спектрально подходящие 
фотодетекторы и цветные фильтры.

П р и м е ч а н и е  1 — В приложении К приведены примеры данных спектральной чувствительности 
фотодетекторов.

На приборы для измерения оптических сигналов влияют условия окружающей среды, включая 
температуру в лаборатории и воздействие прямого солнечного света. В зависимости от применения 
может потребоваться регулировка пространственного разрешения прибора.

Оптические сигналы можно количественно измерить, когда интенсивность сигнала находится в 
пределах динамического диапазона фотодетектора. Фотодетекторы имеют определенную линейную 
или нелинейную чувствительность в пределах этого динамического диапазона, которую можно опреде­
лить с помощью тестовых измерений.

П р и м е ч а н и е  2 — Пределы линейности можно определить статистически.

Большинство приборов выполняют относительные измерения оптических сигналов. Поэтому вы­
ходные значения зависят от прибора, если только не доступен эталонный материал для построения 
калибровочной кривой. Только когда приборы абсолютно откалиброваны по радиометрическим значе­
ниям, включая число фотонов, измеренные значения оптического сигнала могут быть выражены как 
абсолютные радиометрические величины.

Фоновые сигналы могут влиять на результаты измерения оптического сигнала. Типичными источ­
никами фоновых сигналов являются электрические шумы (например, темновая скорость счета и шум 
считывания) и оптические шумы (например, рассеянный свет и внешний свет).

Фоновые сигналы могут существовать даже при отсутствии оптических сигналов. Фоновые сигна­
лы автоматически или вручную вычитаются после измерения оптического сигнала.

4.3 Оптические эталоны

Оптические эталоны допускается использовать для подтверждения производительности прибо­
ров для измерения оптических сигналов, включая повторяемость, промежуточную точность, воспроиз­
водимость, динамический диапазон и другие рассматриваемые характеристики прибора.

Соответствие оптических характеристик оптического эталона и биологической пробы повышает 
уверенность в производительности прибора и результатах анализа и оценки путем измерения оптиче­
ских сигналов биологических проб.

П р и м е ч а н и е  — Примерами оптических эталонов являются светодиодный эталонный источник света 
(см. приложение D для примера квалификации люминометра со светодиодом), лазер, слайд из флуоресцентного 
стекла, флуоресцентный краситель в растворе или другой матрице (например, флуоресцентная частица), слайд со 
встроенным флуоресцентным материалом, эталонный фильтр, эталонная кювета, эталонная пленка, эталонный 
раствор и измеритель мощности (см. приложение В).

Оптические эталоны допускается использовать для квалификации монтажа, квалификации ф унк­
ционирования и квалификации эксплуатации. Оптические эталоны также допускается использовать 
для сравнения чувствительности фотодетекторов между приборами.

Оптические эталоны могут использоваться для калибровки оптических сигналов по количествам/ 
относительным количествам или уровню активности целевых биологических проб.
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5 Минимальные требования к проведению измерений оптических сигналов

5.1 Элементы ф отометрических методов

Для обеспечения точных результатов анализа и оценки путем измерения оптического сигнала в 
фотометрических методах для анализа биологических проб применяют стандартизированные подходы.

Измерительные приборы, реагенты, биологические пробы, включая клетки, и другие эксперимен­
тальные материалы, используемые для измерения оптического сигнала в фотометрических методах, 
должны быть выбраны в соответствии с предполагаемой целью и процедурой. Реагенты и биологиче­
ские образцы хранят и обслуживают надлежащим образом.

П р и м е ч а н и е  1 — Стабильность реагентов и биологических проб может изменяться при длительном 
хранении и обращении.

П р и м е ч а н и е  2 — В клетках, экспрессирующих репортерный(ые) ген(ы), включая биолюминес- 
центный, хемилюминесцентный, флуоресцентный или колориметрический репортерный ген, уровень экс­
прессии репортерного(ых) гена(ов) может изменяться при хранении и субкультивировании. Количество копий 
репортерного(ых) гена(ов) также может изменяться при длительном субкультивировании.

Необходимо соблюдать инструкции производителя при хранении и использовании реагентов и 
биологических проб.

Оптические компоненты приборов (фотодетекторы, оптика и источники света), используемые для 
измерения оптического сигнала, должны выбираться в соответствии с оптическими характеристиками, 
включая спектральные свойства, фотометрических методов и биологической пробы.

Следует учитывать помехи или усиление оптического сигнала используемым оборудованием, ре­
агентами, растворителем и биологической пробой.

П р и м е ч а н и е  3 — Некоторые приборы, реагенты и растворы имеют неподходящие характеристики для 
измерения оптического сигнала, включая ингибирование или усиление реакций, которые создают мешающие сиг­
налы из-за поглощающих/флуоресцентных/гасящих/фосфоресцентных/коррозионных свойств.

П р и м е ч а н и е  4 — Вспомогательные материалы, включая феноловый красный (из-за поглощения), могут 
изменять результаты измерения оптического сигнала.

П р и м е ч а н и е  5 — Адгезия к стенкам контейнера может привести к ложной концентрации, особенно для 
проб с низкой концентрацией. В зависимости от конструкции прибора концентрация также может быть слишком 
высокой из-за переноса с предыдущего измерения проб с высокой концентрацией.

5.2 Верификация приборов для измерения оптического сигнала

5.2.1 Оптические эталоны
Приборы для измерения оптического сигнала должны быть верифицированы с использованием 

оптических эталонов.

П р и м е ч а н и е  1 — Примеры оптических эталонов и приборов приведены в приложении В.

Оптические эталоны могут использоваться для проверки повторяемости, промежуточной преци­
зионности и воспроизводимости.

Приборы для измерения оптического сигнала, верифицированные производителем, должны об­
служиваться в соответствии с инструкциями производителя.

Эталонные источники света, включая светодиоды (LED) или лазеры, могут использоваться для 
проверки чувствительности люминометров, спектрофлуориметров, ридеров микрочипов и анализато­
ров изображений. Импульсные светодиоды могут использоваться в качестве эталонного источника све­
та для фотодетекторов в проточных цитометрах.

П р и м е ч а н и е  2 — Приложение Е содержит информацию и пример применения эталонных источников 
света для сравнительных измерений люминесцентных биологических проб с использованием люминометров.

Эталонные флуоресцентные материалы, включая флуоресцентное вещество, раствор или части­
цы, могут использоваться для верификации чувствительности анализаторов изображений, проточных 
цитометров и спектрофлуориметров.

П р и м е ч а н и е  3 — Дополнительные указания по характеристике и оценке подходящих эталонных мате­
риалов приведены в руководстве ИСО 35:2017.
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Измеритель мощности (измеритель оптической мощности) может использоваться для вериф ика­
ции мощности возбуждающего света, Вт, анализаторов изображений, проточных цитометров, спектро- 
флуориметров, ридеров микрочипов, спектрофотометров и ридеров планшетов.

Эталонную кювету или эталонный материал для измерения поглощения допускается использо­
вать для верификации чувствительности ридеров планшетов, спектрофотометров и анализаторов изо­
бражений.

Эталонный источник света, значение оптического сигнала которого калибруется абсолютно по 
мощности, Вт, или количеству фотонов, допускается применять для калибровки абсолютной чувстви­
тельности приборов.

П р и м е ч а н и е  4 — В приложении J приведен пример калибровки эталонных источников света и 
люминометров.

Внутренние стандарты (например, аутентичные материалы) допускается использовать в качестве 
оптических эталонов, когда подтверждена воспроизводимость или стабильность.

5.2.2 Динамический диапазон
Должен быть определен динамический диапазон фотодетектора в приборе для количественного 

измерения оптического(их) сигнала(ов) от биологической пробы(проб).

П р и м е ч а н и е  1 — Оценку динамического диапазона обычно проводят как квалификацию монтажа и/или 
квалификацию функционирования приборов для измерения оптического сигнала.

П р и м е ч а н и е  2 — Нижний предел динамического диапазона может быть задан пределом количествен­
ной оценки, тогда как верхний предел динамического диапазона может быть охарактеризован началом неприемле­
мых аномалий в чувствительности.

П р и м е ч а н и е  3 — Примеры определения динамического диапазона люминометров см. в приложении G. 
Пример построения калибровочной кривой и определения динамического диапазона спектрофлуориметров см. 
в приложении Н. Пример определения динамического диапазона для проточных цитометров см. в приложении I.

Динамический диапазон можно определить с помощью светодиодного эталонного источника све­
та, серийного разбавления эталонного материала или репортерных белков, включая биолюминесцент- 
ные, хемилюминесцентные, флуоресцентные и хромогенные белки, хемилюминесцентные реагенты и 
эталонные кюветы или эталонные материалы для измерения поглощения.

Эталонные серии флуоресцентных материалов с переменными и ранее определенными относи­
тельными плотностями или концентрациями можно использовать для определения, настройки и кор­
рекции динамического диапазона приборов для измерения флуоресценции.

5.2.3 Фоновые сигналы
Фоновые сигналы, связанные с приборами, должны определяться измерениями, проводимыми в 

условиях без помех со стороны оптических сигналов от аналитов. Вычитание фонового сигнала должно 
соответствовать предполагаемой цели.

П р и м е ч а н и е  1 — Примерами фоновых сигналов являются темновая скорость счета и шум считывания.
П р и м е ч а н и е  2 — Фоновые сигналы можно оценить с использованием необработанной пробы или без 

пробы.

Источники ошибок, связанные с измерениями оптического сигнала, включая рассеянный свет от 
соседних проб и спектральное перекрытие между несколькими каналами обнаружения, следует оцени­
вать с использованием соответствующих проб или оптических эталонов.

П р и м е ч а н и е  3 — Спектральное перекрытие можно определить и компенсировать с помощью одноцвет­
ных проб, которые окрашены или помечены тем же флуорофором или люминофором, что и исследуемая проба.

Следует учитывать источники ошибок от биологических проб и контейнеров, включая автофлуо­
ресценцию, фотообесцвечивание, гашение и фототоксичность.

Для снижения фотообесцвечивания и фототоксичности следует контролировать верхний предел 
возбуждающего света и время экспозиции.

При использовании многолуночных планшетов в качестве измерительного контейнера следует 
учитывать применимые перекрестные помехи между лунками.

П р и м е ч а н и е  4 — Цвет многолуночных планшетов влияет на чувствительность обнаружения и пере­
крестные взаимодействия между лунками. Дополнительная информация приведена в приложении F.
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5.3 Измерение оптического сигнала биологических проб

5.3.1 Измерение оптического сигнала
Измерения оптического сигнала должны выполняться с использованием приборов, верифициро­

ванных в соответствии с 5.2.
Для количественной оценки интенсивность оптического сигнала от биологической пробы должна 

находиться в пределах динамического диапазона используемого прибора, как описано в 5.2.2. Резуль­
таты за пределами этого диапазона могут рассматриваться только для качественной оценки.

П р и м е ч а н и е  1 — Иногда интенсивность сигнала, обнаруженную приборами, можно привести в пределы 
динамического диапазона, отрегулировав концентрацию пробы.

П р и м е ч а н и е  2 — Падающий свет на некоторые фотодетекторы в конечном итоге можно контролировать 
в пределах динамического диапазона приборов, отрегулировав мощность источника света.

5.3.2 Калибровочная кривая
Целевые биологические образцы должны быть количественно определены в динамическом диа­

пазоне калибровочной кривой.

П р и м е ч а н и е  1 — Калибровочная кривая может быть построена с использованием эталонного материа­
ла для калибровочной кривой, где это применимо.

П р и м е ч а н и е  2 — Существуют некоторые методы количественной оценки, которые могут быть выполне­
ны без использования методов калибровочной кривой, но только если доступен калиброванный метод измерения 
оптической плотности (ОП) и предварительно определен молярный коэффициент затухания £.

П р и м е ч а н и е  3 — Пример построения калибровочной кривой см. в приложении Н.
П р и м е ч а н и е  4 — Допускается использовать калибровочные кривые для верификации приборов, осо­

бенно для определения динамического диапазона.
П р и м е ч а н и е  5 — Существуют некоторые методы количественной оценки, которые не требуют построе­

ния калибровочных кривых [например, цифровая полимеразная цепная реакция (ПЦР)].

5.3.3 Фотометрические методы
Фотометрические методы, изначально разработанные в той же лаборатории или модифицирован­

ные из валидированных методов, должны быть валидированы для каждого указанного предполагаемо­
го использования.

Если для валидации фотометрического метода предусмотрены предопределенные критерии при­
емлемости, метод должен быть валидирован для лабораторного использования на основе тех же кри­
териев.

Для фотометрических методов, предназначенных для оценки каждой относительной активности 
целевых биологически активных веществ, данные измерения оптического сигнала, включая значения 
кратности изменения, должны быть валидированы с помощью сравнительного эксперимента с исполь­
зованием соответствующих положительных и отрицательных контрольных материалов.

П р и м е ч а н и е  — Точность результатов анализа и исследований, полученных посредством измерения 
оптического сигнала, может быть валидирована путем участия во внешней оценке качества (EQA) или проверке 
квалификации (РТ).

5.3.4 Персонал
Измерение оптического сигнала в фотометрических методах выполняет персонал, включая опе­

ратора, который прошел соответствующую подготовку и понимает требования 5.2, 5.3.1 и 5.3.2.

П р и м е ч а н и е  — Конкретные рекомендации для персонала в медицинских лабораториях можно найти 
в ИСО 15189.

Устройства и приборы, специально спроектированные и разработанные для неподготовленной 
непрофессиональной работы, следует использовать в соответствии с инструкциями производителя.

5.4 Анализ данны х и отчетность

Отчетность должна содержать информацию, позволяющую проводить независимую оценку.
Отчеты должны включать следующие разделы, где это применимо:
а) процедура измерения оптического сигнала:

1) протокол измерения и метод анализа данных;
2) формулы расчета (например, вычитание поглощения на определенных длинах волн, поря­

док таких вычитаний);
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3) время реакции (от добавления реагента до измерения оптического сигнала);
4) условия окружающей среды (например, температура, влажность);

b ) приборы для измерения оптического сигнала:
1) элемент прибора (например, фотодетектор, фильтр, спектроскопия);
2) технические характеристики и используемые настройки прибора (например, время затвора 

или экспозиции для обнаружения оптического сигнала, разрешение по длине волны);
3) соответствие характеристик прибора оптическим свойствам пробы (например, спектраль­

ное соответствие);
c) оптические эталоны:

1) тип и наименование;
2) характеристики, если применимо (например, мощность, Вт, или число фотонов для эталон­

ного источника света, спектр и интенсивность для флуоресцентного материала, чувствительность для 
измерителя мощности, поглощение для эталонной кюветы или материала);

3) условия измерения (например, настройки прибора и оптического эталона);
4) результат измерения оптических эталонов, если применимо;
5) точность при выполнении статистического анализа.

П р и м е ч а н и е  1 — Результат измерения может быть выражен в виде относительных или абсолютных 
значений;

d) биологические пробы:
1) тип и характеристики каждого образца (например, номер партии, источник, число пассажей 

клеток), если применимо;
2) дата и процедура(ы) отбора проб, если применимо;
3) условия транспортирования и хранения, если применимо;

e) реагенты и вещества:
1) наименование, источник (например, номер партии) и страна происхождения;
2) условия транспортирования и хранения, если применимо;
3) описание эталонного материала для калибровочной кривой и соответствующих положи­

тельных и отрицательных контрольных материалов, используемых по мере необходимости;
f) результаты измерения оптического сигнала биологических проб:

1) результат измерения;
2) точность при выполнении статистического анализа;
3) лицо, ответственное за результаты, включая оператора;
4) информация о единицах оптического сигнала; результаты измерений, приведенные на осно­

ве относительных или произвольных единиц, должны быть выражены в единицах оптического эталона.

П р и м е ч а н и е  2 — Единицы могут быть выражены как относительные или абсолютные значения;

5) дата и время измерения оптического сигнала;
д) непредвиденные наблюдения:

1) любые непредвиденные наблюдения, сделанные во время анализа;
2) подтвержденные изменения из инструкций производителя или применимых стандартных 

рабочих процедур;
3) наблюдаемые факторы помех.

П р и м е ч а н и е  3 — Информация, приведенная выше, может быть включена в отчет о результатах количе­
ственной оценки, калибровке, верификации прибора и валидации метода.
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Приложение А 
(справочное)

Принципы биолю минесценции, хемилю минесценции, флуоресценции и поглощения

А.1 Общие положения
Компоненты биологических проб и биологические параметры, включая клеточную и метаболическую актив­

ность, а также экспрессию генов, измеряют и оценивают качественно или количественно фотометрическими мето­
дами. В фотометрических методах интенсивность и спектр оптического сигнала от проб, связанные с количеством 
биологических образцов или изменениями биологических параметров, измеряют с помощью приборов для измере­
ния оптических сигналов. Оптические сигналы, которые необходимо измерить, возникают из биолюминесценции, 
хемилюминесценции, флуоресценции, поглощения и других связанных оптических сигналов. В этом приложении 
описаны репрезентативные принципы измерения оптических сигналов в фотометрических методах.

П р и м е ч а н и е  1 — В настоящем стандарте приведены измерения биолюминесценции, хемилюминес­
ценции, флуоресценции и поглощения, поскольку они широко используются в фотометрических методах. Однако 
существуют некоторые другие возможные оптические сигналы, которые можно измерить, включая фосфоресцен­
цию, электролюминесценцию и комбинационное рассеяние. Существуют также некоторые методы, связанные с 
флуоресценцией, включая перенос энергии Ферстера, продолжительность жизни флуоресценции, поляризацию 
флуоресценции и многофотонное возбуждение. Нефелометрическое измерение мутности также связано с измере­
нием оптического сигнала.

П р и м е ч а н и е  2 — В области фотометрии и радиометрии интенсивность света (в единицах канделы) и 
интенсивность излучения (в единицах Вт/ср) строго определены для точечного источника. Однако термин «интен­
сивность», включая «интенсивность оптического сигнала», в настоящем стандарте указывает лишь на силу опти­
ческого сигнала и не используется только для точечного источника.

А.2 Биолюминесценция и хемилюминесценция
Световое излучение, возникающее в результате химических реакций определенных химических веществ, 

включая люминол, определяют как «хемилюминесценцию», а ответная химическая реакция часто называется 
«реакцией хемилюминесценции». В реакции хемилюминесценции ферменты, включая пероксидазу и фосфатазу, 
часто используются в качестве катализатора, который широко применяется в фотометрических методах, таких 
как иммуноферментный анализ. В случаях, когда ферментом является люцифераза или фотопротеин, реакция 
называется «реакцией биолюминесценции». Поскольку реакционный субстрат, используемый для реакции био­
люминесценции, называется «люциферин», реакция биолюминесценции называется «реакцией люциферин-люци- 
фераза». Термин «биолюминесценция» охватывает производство и излучение света живым организмом или излу­
чение света лабораторной биохимической системой. Поэтому реакцию биолюминесценции можно рассматривать 
как форму реакции хемилюминесценции.

Репортерные гены биолюминесценции широко используют для анализа репортерных генов с целью оцен­
ки экспрессии генов, взаимодействия белок — белок и биологической активности веществ. Биолюминесцентные 
ферменты также используются для количественной оценки количества клеточного аденозинтрифосфата (АТФ) и 
ферментативной активности.

В клеточных анализах с помощью методов измерения биолюминесценции клетки обычно обрабатываются 
целевым биоактивным веществом и инкубируются в течение определенного периода. После этого клетки лизируют, 
и сигнал биолюминесценции измеряют путем добавления биолюминесцентного реагента в раствор.

П р и м е ч а н и е  1 — Биолюминесцентный реагент обычно содержит люциферин и несколько химических 
веществ для усиления и стабилизации реакции люциферин—люцифераза.

Биологическую активность вещества можно также оценить количественно или качественно, не разрушая 
клетки, с помощью мониторинга биолюминесценции в реальном времени или биолюминесцентной визуализации.

Реакции биолюминесценции и хемилюминесценции испускают свет в разных спектрах в зависимости от ре­
агента.

В реакциях биолюминесценции и хемилюминесценции интенсивность оптического сигнала изменяется со 
временем после инициирования реакции путем добавления биолюминесцентного реагента или хемилюминесцент­
ного субстрата соответственно.

Степень зависящих от времени изменений интенсивности оптического сигнала (т. е. кинетики реакции) в 
значительной степени зависит от комбинаций фермента и субстрата. Эти изменения интенсивности оптического 
сигнала дополнительно зависят от условий окружающей среды, включая температуру.

П р и м е ч а н и е  2 — Когда измеренное значение биолюминесценции или хемилюминесценции выражается 
как абсолютная мощность (в единицах Вт) или как число фотонов — это абсолютное значение, а в других случаях 
значение относительно.
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П р и м е ч а н и е  3 — Абсолютное значение сигнала биолюминесценции или хемилюминесценции можно 
измерить с помощью оптического измерительного прибора с фотодетектором, который откалиброван на абсолют­
ную чувствительность.

А.З Флуоресценция
Процесс испускания света, при котором поглощение света заданной длины волны веществом сопровождается 

испусканием света на более длинной длине волны, называется флуоресценцией. «Фосфоресценция» также извест­
на как испускание света после поглощения света, несмотря на то, что испускание значительно задерживается по­
сле возбуждения поглощением света. Таким образом, и флуоресценция, и фосфоресценция классифицируются как 
«фотолюминесценция» в широких научных областях. С научной точки зрения флуоресценцию и фосфоресценцию 
описывают как испускание из возбужденного синглетного или триплетного состояния молекулы соответственно.

П р и м е ч а н и е  1 — В ИСО 9555-4:1992, 3.1, флуоресценцию описывают следующим образом: «Испуска­
ние электромагнитных волн характеристической энергии, когда атомы или молекулы распадаются из возбужден­
ного состояния в состояние с более низкой энергией. Возбуждение может быть вызвано путем воздействия на 
вещество излучения с немного более высокой энергией (более короткой длиной волны), чем у характеристического 
испускания, и оно прекращается, как только внешний источник удаляется».

П р и м е ч а н и е  2 — В МЭК 60050-845:2020 флуоресценцию описывают следующим образом: «Излучение 
оптического излучения, когда вещество подвергается воздействию любого типа электромагнитного излучения, где 
испускаемое излучение обычно появляется в течение 10 наносекунд после возбуждения».

Флуоресцентные материалы в биологических образцах, включая флуоресцентные красители, флуоресцент­
ные белки и биологические образцы, испускают сигналы флуоресценции, производимые облучением возбуждаю­
щим светом. Флуоресцентные красители и репортерные гены используются в биопробах путем маркировки/окра- 
шивания или присоединения к целевым объектам соответственно.

П р и м е ч а н и е  3 — Абсолютная мощность (в единицах Вт) флуоресцентного излучения может быть изме­
рена с помощью оптического измерительного прибора с калиброванной абсолютной чувствительностью, включая 
квантовую эффективность фотодетектора.

П р и м е ч а н и е  4 — Используют некоторые хромотропные соединения, которые, например, изготавлива­
ются для изменения спектра флуоресценции и для перехода от нефлуоресцентного к флуоресцентному состоянию 
во время процедуры анализа.

Флуоресцентные материалы связываются с определенными биологическими компонентами (белками, нукле­
иновыми кислотами и молекулами) и/или специфически локализуются внутри или снаружи клеток в зависимости 
от времени.

Флуоресцентные красители, флуоресцентные белки и биологические образцы обладают определенными 
спектральными свойствами возбуждения и испускания.

Интенсивность сигнала флуоресценции от образцов обычно пропорциональна облучению возбуждающим 
светом.

Интенсивность сигнала флуоресценции можно уменьшить путем облучения возбуждающим светом, извест­
ным как «фотообесцвечивание».

А.4 Поглощение
Красители и хромогенные субстраты обнаруживают путем измерения поглощения. Кроме того, для спектро­

метрических измерений используются абсорбционные свойства биологических образцов. Методы измерения по­
глощения, включая иммуноферментный анализ, спектрофотометрический анализ и анализы репортерных генов, 
используют для количественной оценки биологических образцов или оценки клеточной функции.

П р и м е ч а н и е  1 — Поглощение вызывается пропусканием света через пробы или хромогенные веще­
ства. Пропускание учитывает экстинкцию, которая также включает вклады преломления и рассеяния.

П р и м е ч а н и е  2 — Некоторые хромотропные соединения изменяют поглощение или спектры поглощения 
во время процедуры анализа.

П р и м е ч а н и е  3 — Клеточные функции включают ферментативную активность, клеточное поглощение и 
активность органелл.

Хромогенные реагенты связываются с определенными биологическими пробами и локализуются внутри или 
снаружи клеток в зависимости от времени.

П р и м е ч а н и е  4 — Качественная оценка хромогенных анализов иногда основана на визуальном осмотре 
цвета. Количественная оценка использует измерение поглощения на разной длине волны.

Интенсивность оптического сигнала от хромогенных реакций зависит от времени реакции и факторов окру­
жающей среды, включая температуру.
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Приложение В 
(справочное)

Список оптических эталонов, приборов для измерения оптических сигналов  
и репрезентативны х фотометрических методов

Примеры оптических эталонов, приборов для измерения оптического сигнала и репрезентативных методов 
измерения для фотометрических методов приведены в таблице В.1.

П р и м е ч а н и е  — Допускается применять эталонную пластину в качестве оптического эталона для коли­
чественной ПЦР в реальном времени.

Т а б л и ц а  В.1 — Список оптических эталонов, приборов для измерения оптических сигналов и репрезентатив­
ных фотометрических методов

Оптический сигнал Оптический эталон Прибор измерения 
оптического сигнала

Репрезентативный 
фотометрический метод

Биолюминесценция Светодиод Люминометр трубчатого 
или микропланшетного 
типа

Анализ гена-репортера 
Анализ АТФ 
Иммуноанализ

Анализатор изображений Биолюминесцентная
визуализация

Хемилюминесценция Светодиод Люминометр трубчатого 
или микропланшетного 
типа

Иммуноанализ 
Анализ гена-репортера

Анализатор изображений Вестерн-блоттинг

Флуоресценция Флуоресцентное стекло 
Флуоресцентный раствор

Ридер микропланшетов 
Спектрофлюориметр

Иммуноанализ 
Анализ гена-репортера

Флуоресцентный
краситель
Флуоресцентная частица 
Импульсный светодиод 
Лазер

Проточный цитометр Проточная цитометрия 
Иммуноанализ

ДНК-секвенсор Анализ секвенирования

Стеклянный слайд,
встроенный
флуоресцентный
материал
Лазер

Анализатор изображений Флуоресцентная визуа­
лизация
Высококонтентный
анализ

Ридер микрочипов Транскриптомный анализ

Измеритель мощности Источник возбуждающего 
света

Поглощение Фильтр сравнения 
Кювета сравнения 
Пленка сравнения 
Эталонный раствор

Спектрофотометр Иммуноанализ 
Измерение оптической 
плотности

Фильтр сравнения 
Пленка сравнения 
Эталонный раствор

Ридер микропланшетов Иммуноанализ 
Измерение оптической 
плотности
Анализ гена-репортера

Тестовая мишень Анализатор изображений Электрофорез

Измеритель мощности Источник света
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Приложение С 
(справочное)

Список соответствующих стандартов, описы ваю щих репрезентативные  
методы с помощью измерений оптических сигналов

В настоящем стандарте в основном описаны процедуры верификации приборов для измерения оптического 
сигнала с использованием оптических эталонов. Преаналитические процедуры, включая подготовку проб, также 
являются важными компонентами для точности измерения оптического сигнала. Настоящий стандарт может до­
полнять соответствующие стандарты, описывающие различные аналитические и оценочные методы с помощью 
измерения оптического сигнала. Примеры соответствующих стандартов и публикаций следующие:

a) методы характеристики клеток: см. ИСО 23033;
b) анализ гена-репортера (измерение биолюминесценции): см. ИСО 19040-1, ИСО 19040-3 и [25], [27], [28]

и [31];
c) анализ гена-репортера (измерение поглощения): см. ИСО 19040-1 и ИСО 19040-2;
d) проточная цитометрия: см. ИСО 19344, ISO/TS 19006, ИСО 20391-1, ИСО 20391-2 и [26] и [28]; 
е жизнеспособность клеток (измерение биолюминесценции, анализ АТФ): см. ИСО 13629-1;
f) жизнеспособность клеток (измерение поглощения): см. ИСО 10993-5, ИСО 19007 и [29] и [30]; 
д) иммуноанализ (измерение поглощения): см. ИСО 15089 и [26]; 
h) спектрофотометрия: см. [24].
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Приложение D 
(справочное)

Пример квалификации люминометра с использованием эталонного  
светодиодного источника света

D.1 Общие положения
Для квалификации люминометра в испытательных лабораториях допускается использовать эталонный ис­

точник света, включая эталонный светодиодный источник света, стабильность и воспроизводимость которого вери­
фицированы. Регистрируя данные, измеренные с помощью эталонного светодиодного источника света, оценивают 
воспроизводимость люминометра (ежедневная и от эксперимента к эксперименту).

D.2 Оценка воспроизводимости с использованием эталонного светодиодного источника света
На рисунке D.1 приведен пример оценки воспроизводимости люминометра с использованием светодиодного 

эталонного источника света. Светодиодный эталонный источник света пластинчатого типа, излучающий зеленый 
свет (А,т а х  = 527 нм), был установлен на микропланшетном люминометре. Выходное значение измерялось в тече­
ние 5 с при комнатной температуре. Результаты измерений регулярно регистрировали.

Повторные измерения с использованием эталонного светодиодного источника света проводили в течение 
пяти лет. Результаты показывают, что чувствительность люминометра стабильна, а именно, коэффициент вариа­
ции CV, %, составляет менее 5 %, за исключением нерегулярных значений, зарегистрированных до ремонта. Была 
обеспечена промежуточная точность измерений оптического сигнала, выполненных с помощью этого люминоме­
тра в течение экспериментального периода (см., например, [32]).

П р и м е ч а н и е  — В июне 2017 г. интенсивность сигнала от светодиодного эталонного источника света по­
стоянно показывала нерегулярные значения из-за неисправности люминометра (см. рисунок D.1). После ремонта 
интенсивность сигнала снова демонстрировала регулярные значения.

CV = 4,9 %

о  о  сч сч о  о  о  о  сч сч сч сч осч о  о  сч сч О О Осч сч сч о  о  о  о
Г\1 ГЧ1 ГЧ1 ГЧ1

Y — скорость счета детектора, 1/с; 1 — ремонт люминометра

Рисунок D.1 — Повторные измерения с помощью люминометра с использованием 
эталонного светодиодного источника света
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Приложение Е 
(справочное)

Пример применения эталонного источника света для сравнительны х  
измерений биолю минесцентной пробы с использованием люминометров

Е.1 Общие положения
В настоящем приложении приведен пример сравнения данных, полученных при измерениях с помощью 

разных люминометров с использованием эталонного источника света. При измерении биолюминесцентных проб, 
таких как биолюминесцентные клетки, с помощью люминометра выходное значение выражается как относитель­
ное значение счета. Поэтому невозможно напрямую сравнивать данные, когда измерения проводятся с помощью 
разных люминометров. Сравнение данных также затруднено, даже когда измерения проводят с помощью люмино­
метров, изготовленных одним и тем же производителем, из-за различий в фотодетекторе от партии к партии, что 
указывает на сложность сравнения данных между объектами. Однако данные можно сравнивать по общей шкале 
измерений, оценивая разницу в чувствительности между люминометрами с использованием эталонного источника 
света, включая эталонный светодиодный источник света.

Е.2 Сравнение данных между объектами
Рисунок Е.1 а) показывает интенсивность оптического сигнала люминесцентных клеток, экспрессирующих 

люциферазу жука красного излучения (^тах = 620 нм), предоставленную лабораторией А лаборатории В, изме­
ренную независимо обеими лабораториями. При измерениях использовали обычные коммерчески доступные 
биолюминесцентные реагенты и многолуночные планшеты, но применяли люминометры, изготовленные разными 
производителями. В результате интенсивность оптического сигнала, выраженная как относительное количество в 
лаборатории В, была примерно вдвое меньше, чем в лаборатории А.

Рисунок Е.1 Ь) показывает интенсивность оптического сигнала от эталонного светодиодного источника света 
(^тах = 624 нм), предоставленную лабораторией А лаборатории В, измеренную в обеих лабораториях. Интенсив­
ность оптического сигнала в лаборатории В была примерно вдвое меньше, чем в лаборатории А, аналогично 
рисунку Е.1 а).

Как показано на рисунке Е.1 с), примерно такие же значения были получены, когда интенсивность оптическо­
го сигнала от биолюминесцентных клеток [см. рисунок Е.1 а)] была нормализована по интенсивности от эталонного 
светодиодного источника света [см. рисунок Е.1 Ь)], где относительное значение в лаборатории А установлено 
равным 1. Таким образом, стало возможным сравнивать данные, измеренные с помощью разных люминометров 
(разных установок) на общей шкале измерений, используя эталонный источник света.

Данный метод полезен при сравнении результатов измерений для обеспечения производительности био­
люминесцентной пробы в лаборатории, между производителями, производителем и пользователем или пользова­
телями.

1 2

а) Биолюминесцентные 
клетки

Ь) Эталонный светодиодный 
источник света

с) Нормализованная 
интенсивность

Y1 — скорость счета детектора, 1/с; Y2 — нормализованная интенсивность; 1 — лаборатория А; 2 — лаборатория В

Рисунок Е.1 — Сравнение интенсивности света
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Приложение F 
(справочное)

Пример определения перекрестного взаимодействия между лунками  
в многолуночных планшетах

F.1 Общие положения
В настоящем приложении описан и приведен пример определения перекрестного взаимодействия между 

лунками, когда многолуночные планшеты используют в качестве измерительных контейнеров, в основном при из­
мерениях биолюминесценции и хемилюминесценции.

Перекрестное взаимодействие между лунками возникает, когда рассеянный свет попадает в соседние лунки, 
что снижает точность результатов измерений.

Перекрестное взаимодействие между лунками сильно зависит от прибора и типа многолуночного планшета 
(прозрачный, черный, серый или белый). Как правило, значение перекрестного взаимодействия является самым 
высоким для прозрачных планшетов. Значение для черных многолуночных планшетов ниже, чем для белых мно­
голуночных планшетов, хотя более высокую интенсивность сигнала можно получить с белыми многолуночными 
планшетами. Таким образом, черные многолуночные планшеты показывают самое низкое значение перекрестного 
взаимодействия, но из-за их низкой эффективности сигнала черные многолуночные планшеты можно использо­
вать только тогда, когда интенсивность сигнала образца достаточно высока.

F.2 Определение перекрестного взаимодействия между лунками
На рисунке F.1 приведена схема определения перекрестного взаимодействия от лунки к лунке в многолуноч­

ных планшетах. Светоизлучающая проба, включая раствор люциферазы, хемилюминесцентный реагент или дру­
гой источник света, если применимо, добавляют в лунку, и измеряют интенсивность сигнала лунки и окружающих 
ее лунок. В общем случае значения перекрестного взаимодействия для окружающих лунок выражают в %, когда 
интенсивность лунки, содержащей пробу, устанавливают на 100 %.

П р и м е ч а н и е  — На рисунке F.1 приведен пример определения значения перекрестного взаимодействия 
для конкретной лунки. Значения перекрестного взаимодействия иногда различаются в зависимости от расположе­
ния лунки. Поэтому можно измерить несколько лунок, чтобы определить значения перекрестного взаимодействия 
для всего планшета.

а

b

d

а Образец (например, клетки или лизаты, экспрессирующие люциферазу, фермент люцифераза, хемилюминесцентный 
реагент или другой источник света). 

ь Измерение интенсивности. 
с Лунка для пробы (1).
d Окружающие лунки (приблизительно 2—9).

Рисунок F.1 — Схема определения перекрестного взаимодействия помех 
между лунками в многолуночных планшетах

На рисунке F.2 приведен пример определения перекрестного взаимодействия между лунками с использова­
нием клеток, экспрессирующих люциферазу. Клетки были посеяны в 96-луночные черно-белые планшеты с про­
зрачным дном. После инкубации в течение одного дня клетки были обработаны коммерчески доступным биолю- 
минесцентным реагентом в соответствии с инструкциями производителя, и были измерены интенсивности сигнала 
лунки и окружающих ее лунок (без клеток). После вычитания фонового значения (темновая скорость счета) из 
значений измерений интенсивность сигнала клеток была установлена на уровне 100 % и были оценены значения 
перекрестного взаимодействия для окружающих лунок.
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а) Черные 96-луночные планшеты Ь) Белые 96-луночные планшеты
с прозрачным дном с прозрачным дном

П р и м е ч а н и е  — Значения в белых кружках указывают значения перекрестного взаимодействия между 
лунками, %.

Рисунок F.2 — Определение перекрестного взаимодействия между лунками 
с использованием клеток, экспрессирующих люциферазу
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Приложение G 
(справочное)

Примеры определения динамического диапазона люминометра

G.1 Общие положения
В настоящем приложении описывается пример определения динамического диапазона люминометра с ис­

пользованием ферментов люциферазы (см. раздел G.2) и эталонного светодиодного источника света (см. раз­
дел G.3). Оценка динамического диапазона обычно проводится в качестве квалификации монтажа и/или квалифи­
кации функционирования люминометра.

G.2 Определение динамического диапазона с использованием фермента люциферазы
Для определения динамического диапазона люминометра допускается использовать серийное разбавление 

раствора фермента люциферазы. Фермент люциферазы разбавляют соответствующим буфером и используют для 
приготовления серийного разведения. Затем раствор для разведения распределяют в измерительный контейнер, 
включающий многолуночные планшеты. Соответствующий объем люциферина (биолюминесцентного реагента) 
добавляют к раствору фермента люциферазы и полученный сигнал измеряют с помощью люминометра.

П р и м е ч а н и е  1 — Очищенный или неочищенный (например, лизат клеток, экспрессирующих люцифера- 
зу) фермент люциферазы допускается использовать для определения динамического диапазона.

П р и м е ч а н и е  2 — При приготовлении раствора для разведения температура и состав буфера могут 
влиять на активность фермента люциферазы из-за агрегации или дезактивации.

П р и м е ч а н и е  3 — Время измерения после добавления биолюминесцентного реагента контролируют для 
обеспечения воспроизводимости.

На рисунке G.1 приведен пример определения динамического диапазона микропланшетного люминоме­
тра. Очищенные ферменты люциферазы зеленого жука разбавляют 100 мМ Трис-НО (pH = 8,0) с добавлением 
100 мМ NaCI и 8 % (м/о) глицерина, и используют для приготовления серийного разведения с использованием того 
же буфера. 10 мм3 аликвоты раствора фермента распределяют в каждую лунку 96-луночного черного планшета 
с прозрачным дном и смешивают с 90 мм3 коммерчески доступного биолюминесцентного реагента. Согласно ин­
струкциям производителя, сигнал измеряют в течение 10 с при комнатной температуре.

П р и м е ч а н и е  4 — В целом биолюминесцентные реагенты содержат избыточное количество люцифери­
на по отношению к люциферазе.

X — люцифераза, моль; Y — скорость счета детектора, 1/с

Рисунок G.1 — Определение динамического диапазона микропланшетного люминометра 
с использованием очищенной люциферазы жука, излучающей зеленый свет
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G.3 Определение динамического диапазона с использованием эталонного светодиодного источника
света
Эталонный светодиодный источник света, световой поток которого является переменным, допускается ис­

пользовать для определения динамического диапазона люминометра. Выбирают соответствующую форму эта­
лонного светодиодного источника света, поскольку доступны различные формы, включая форму кнопки, трубки 
или пластины.

На рисунке G.2 приведен пример определения динамического диапазона микропланшетного люминометра 
с использованием эталонного светодиодного источника света пластинчатого типа. Эталонный светодиодный ис­
точник света, который излучает зеленый свет (А,тах = 527 нм), был установлен на микропланшетном люминометре, 
и сигналы измеряли в течение 3 с при комнатной температуре. Выходная мощность света изменялась последова­
тельно (11 шагов).

Рекомендуется, чтобы температура эталонного светодиодного источника света в люминометре поддержива­
лась постоянной во время измерения, поскольку интенсивность сигнала от светодиодного эталонного источника 
света сильно зависит от температуры.

X — интенсивность [светодиод, произвольная единица (произв.ед.)]; Y — скорость счета детектора, 1/с

Рисунок G.2 — Определение динамического диапазона микропланшетного люминометра 
с использованием эталонного светодиодного источника света
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Приложение Н 
(справочное)

Пример построения калибровочной кривой и определения динамического диапазона
спектроф луориметра

Н.1 Общие положения
В настоящем приложении приведен пример определения динамического диапазона спектрофлуориметра, 

который может быть полезен для испытательных лабораторий.
Спектрофлуориметр измеряет сигнал флуоресценции, испускаемый флуоресцентными веществами, возбуж­

даемыми источником света в приборе. Фильтры возбуждения и испускания используют для разделения света с 
длиной волны, предназначенной для использования. Сигнал флуоресценции обнаруживают фотодетектором и вы­
ражают в условных единицах. Для коррекции фона буферный раствор, не содержащий флуоресцентных молекул, 
измеряют как холостую пробу, и полученное значение фона вычитают из каждого измеренного значения сигнала 
флуоресцентной пробы.

Н.2 Построение калибровочной кривой
Калибровочную кривую можно построить, измеряя серийное разбавление эталонных флуоресцентных мо­

лекул, которые имеют те же свойства флуоресценции, что и измеряемая проба (см. рисунок Н.1). Для построения 
калибровочной кривой подходят стандартные материалы. Количество измеряемой пробы можно определить, срав­
нив показания флуоресценции и калибровочную кривую.

П р и м е ч а н и е  — При проведении флуоресцентного окрашивания нуклеиновых кислот или белков можно 
наблюдать вариации от пробы к пробе из-за различий в типах молекул-мишеней, даже если используют один и тот 
же реагент для флуоресцентного окрашивания.

Н.З Определение динамического диапазона
Динамический диапазон спектрофлуориметра можно определить с помощью калибровочной кривой, постро­

енной на основе эталонного материала для калибровочной кривой (см. рисунок Н.1). Настройки фотодетектора, 
включая напряжение усиления и время экспозиции, можно отрегулировать для управления динамическим диа­
пазоном.

П р и м е ч а н и е  1 — При флуоресцентных измерениях мощность излучения возбуждающего света и ее 
стабильность также влияют на показания измерения.

П р и м е ч а н и е  2 — Для определения динамического диапазона блока обнаружения в спектрофлуориме- 
тре можно использовать эталонный светодиодный источник света.

П р и м е ч а н и е  3 — В пробах флуоресцентных измерений с высокой концентрацией линейное увеличение 
показаний флуоресценции может быть подавлено, поскольку большая часть возбуждающего света поглощается 
поверхностью и не может достичь раствора пробы.

П р и м е ч а н и е  4 — Свойства флуоресцентных проб, такие как гашение и/или изменение спектра флуо­
ресценции из-за условий растворителя, могут влиять на показания измерения.
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X — концентрация красителя, нМ; Y — показания детектора, произв. ед.

Рисунок Н.1 — Определение динамического диапазона спектрафлуориметра с помощью калибровочной кривой, 
построенной путем измерения серийного разбавления раствора флуоресцеина
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Приложение I 
(справочное)

Пример определения динамического диапазона проточного цитометра

1.1 Общие положения
Проточные цитометры и капельные цифровые ПЦР-ридеры используют фотодетекторы для измерения флу­

оресценции, испускаемой частицами, которые протекают через оптическую зону обнаружения [см. рисунок 1.1 а)]. 
Зону обнаружения освещают непрерывным источником света. Проходящая частица вызывает импульс флуорес­
центного света, который обнаруживается и усиливается. Усилитель может быть линейным или нелинейным в за­
висимости от применения или желаемого динамического диапазона, который необходимо охватить. Электрический 
выходной сигнал оцифровывается для определения высоты импульса или других параметров, характеризующих 
анализируемую частицу.

Пример —  Площадь под импульсом можно использовать для повышения чувствительности при 
низкой скорости счета.

Поток
образцов

Источник
непрерывного

света
Оптика =о=Оптика Детектор Усилитель

а) Измерение

Ь) Определение динамического диапазона 

Рисунок 1.1 — Оптическая конфигурация

I.2 Измерение динамического диапазона
Динамический диапазон детектора можно определить, заменив поток пробы импульсным источником све­

та [см. рисунок 1.1 Ь)]. Импульсный источник света может быть основан на одном или нескольких светодиодах с 
контролируемыми характеристиками излучения. Аналитические приборы обычно имеют два или более каналов 
обнаружения флуоресценции, которые используют различные спектральные фильтры в соответствующей оптике 
детектора. Следует рассмотреть возможность удаления спектрального фильтра для определения динамического 
диапазона с импульсным источником света, поскольку спектральный диапазон излучения светодиода может быть 
ограничен. Длительность импульса, высота импульса и скорость повторения импульсов оптического сигнала долж­
ны регулироваться в диапазоне, необходимом для испытания.

П р и м е ч а н и е  1 — Ожидаемые значения длительности импульса находятся в диапазоне от 0,5 мкс до 
50 мкс при измерении с помощью проточных цитометров. Ожидаемые частоты повторения импульсов находятся в 
диапазоне от 0,1 кГц до 20 кГц.

Высота импульса импульсного источника света должна изменяться регулярными шагами в линейном или 
логарифмическом масштабе в зависимости от применения. На рисунке I.2 показан пример вариации в логарифми­
ческом масштабе. Линейная регрессия должна быть проведена по логарифмическим значениям показаний детек­
тора и амплитуды импульса источника импульсного света, если динамический диапазон оценивается в логарифми­
ческом масштабе. Если динамический диапазон оценивается в линейном масштабе, линейная регрессия должна 
быть проведена для показаний детектора в зависимости от высоты импульса.
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П р и м е ч а н и е  2 — Примером использования логарифмической шкалы является иммунофенотипирова- 
ние клеток в проточной цитометрии. Линейная шкала используется в считывании капельной цифровой ПЦР.

Принятие линейного отклика в динамическом диапазоне может быть основано на предопределенных зна­
чениях параметров качества линейной регрессии. Например, может потребоваться коэффициент детерминации 
R2 > 0,998 (для других параметров качества см. ИСО 20391-2).

X — высота импульса (источник света, произв. ед.); Y — показание детектора, произв. ед. 

Рисунок I.2 — Измерение динамического диапазона по логарифмической шкале

1.3 Квалификация
Для поддержания прослеживаемости и сопоставимости следует применять стандартное обеспечение каче­

ства динамического диапазона. Для этой цели можно использовать повторное измерение калибровочных частиц в 
установке на рисунке 1.1 а) (см., например, [33]). Это может включать количественную оценку измеренной высоты 
сигнала флуоресценции [34].
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Приложение J 
(справочное)

Пример калибровки эталонных источников света и люминометров

J.1 Общие положения
В настоящем приложении приведен пример калибровки эталонных источников света, который может быть 

полезен для производителей.
Когда оптические эталоны полностью откалиброваны по радиометрическим значениям, приборы для изме­

рения оптических сигналов могут быть откалиброваны на основе абсолютных радиометрических величин. Абсо­
лютными оптическими значениями для эталонных источников света являются, например, полный поток излучения, 
Вт, или полный поток фотонов (фотоны с-1). С использованием эталонных источников света с абсолютными зна­
чениями калибровка люминометров может быть выполнена на основе абсолютных значений, так что результаты 
калибровки будут сопоставимы, даже если типы или производители источников света различны.

Абсолютная чувствительность люминометра зависит от спектра исследуемой биологической пробы, а также 
от профилей пространственного углового распределения светового излучения. Поэтому абсолютную чувствитель­
ность люминометра калибруют относительно каждой пробы — с учетом заданного объема и типа используемой 
емкости, например держателя пробы, пробирки или микропланшета.

Абсолютная чувствительность люминометра определяется с использованием абсолютно калиброванного 
эталонного источника света. Эталонный источник света, который будет использоваться, должен иметь уровень 
мощности в пределах диапазона обнаружения целевого люминометра, а также спектральные и угловые профили 
распределения, аналогичные профилям исследуемого люминесцентного раствора. Спектральное соответствие 
имеет важное значение, поскольку люминометр не является спектрометрическим и его чувствительность сильно 
зависит от измеряемого спектра.

J.2 Абсолютная калибровка эталонных источников света
Абсолютная калибровка эталонных источников света может быть выполнена с помощью измерительной ап­

паратуры, абсолютная чувствительность которой определяется с помощью соответствующего радиометрического 
стандарта. Например, интегрирующая сфера, оснащенная спектрометром, может использоваться для измерения 
полного потока излучения, Вт, в котором абсолютная чувствительность калибруется с помощью стандартной лам­
пы спектральной освещенности, мкВт см_2-нм-1 (см. рисунок J.1).

1

а) Калибровка абсолютной чувствительности 
прибора осуществляется на основе эталонной 

лампы, спектральная плотность излучения 
которой (мкВт см-2-нм-1) и площадь 

апертуры (см2) известны

Ь) Измерение спектрального потока излучения 
(мкВт нм-1) эталонного светодиодного источника 

света, где интегрирование длины волны 
спектрального потока излучения (мкВтнм-1) 

дает поток излучения (мкВт)

1 — стандартная лампа спектрального излучения; 2 — спектральное излучение, мкВт-см_2-нм-1; 3 — апертура с известной 
площадью, см2; 4 — светодиод (эталонный источник света) как тестируемое устройство; 5 — интегрирующая сфера;

6 — спектральный поток излучения, мкВт-нм-1; 7 — спектрометр

Рисунок J.1 — Интегрирующая сфера, оснащенная спектрометром
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J.3 Абсолютная калибровка приборов измерения оптических сигналов, используемых 
для фотометрических методов
Лучшим эталонным источником света для абсолютной калибровки люминометра является тот же биолюми- 

несцентный или хемилюминесцентный раствор, который необходимо протестировать с известным калиброванным 
значением, который называется «эталонный раствор». Абсолютное эталонное значение, то есть полный поток из­
лучения, Вт, или полный поток фотонов (фотоны с-1), эталонного раствора можно откалибровать как показано на 
рисунке J.2.

Идеальный эталонный раствор имеет долгосрочное стабильное свойство интенсивности оптического сиг­
нала. Однако интенсивность оптического сигнала от эталонного раствора, как правило, зависит от качества реа­
гентов и, следовательно, имеет плохую воспроизводимость. Чтобы избежать этого недостатка, эталонный раствор 
просто дублируют, разделяя гомогенный реакционный раствор на две пробирки. Одна из них устанавливается в си­
стеме интегрирующей сферы, а другая — в калибруемом люминометре. При одновременных измерениях образцов 
гомогенных эталонных растворов в интегрирующей сфере и люминометре абсолютный полный поток излучения, 
мкВт, определяемый интегрирующей сферой, и значение счета, определяемое люминометром, дают абсолютное 
значение чувствительности (мкВт счет-1) люминометра (см., например, [35]).

а) Калибровка абсолютной чувствительности 
прибора в присутствии эталонного раствора 

осуществляется на основе эталонной лампы, 
спектральная плотность излучения которой 
(мкВт-см_2-нм~1) и площадь апертуры (см2) 

известны

Ь) Измерение спектрального потока излучения 
(мкВт нм-1) эталонного раствора, где 

интегрирование длины волны спектрального потока 
излучения (мкВт нм-1) дает поток излучения (мкВт), 
который используется для калибровки абсолютной 

чувствительности люминометров

1 — стандартная лампа спектрального излучения; 2 — спектральное излучение, мкВтсм-2 нм-1; 3 — апертура с известной 
площадью, см2; 4 — эталонный раствор без излучения света; 5 — спектральный поток излучения, мкВт-нм-1; б— интегрирующая

сфера; 7 — спектрометр; 8 — эталонный раствор

Рисунок J.2 — Интегрирующая сфера, оснащенная спектрометром
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Приложение К 
(справочное)

Примеры спектральны х свойств фотодетекторов

К.1 Общие положения
Приборы, реагенты и другие экспериментальные материалы, используемые для измерения оптического 

сигнала, выбирают в соответствии с предполагаемой целью и процедурами аналитических и пробирных мето­
дов. Фотодетекторы, включая фотоэлектронные умножители (ФЭУ) и кремниевые фотодиоды (SiPD), обладают 
определенными свойствами спектральной чувствительности. Спектральное свойство существует также в других 
оптических компонентах, включая источники света. Инструменты для измерения оптического сигнала состоят из 
соответствующих фотодетекторов, оптики и источников света в соответствии со спектральными свойствами.

К.2 Спектральная чувствительность фотоэлектронных умножителей и кремниевых фотодиодов
Спектральная чувствительность фотодетектора — это отношение выходного сигнала к свету, падающему 

на фотодетектор на каждой длине волны. Каждый детектор имеет свое собственное свойство спектральной чув­
ствительности. Спектральная чувствительность ФЭУ зависит от материала фотокатода. ФЭУ с супербищелоч- 
ным фотокатодом обладает высокой чувствительностью в видимом диапазоне, тогда как в более длинноволновом 
диапазоне он менее чувствителен. ФЭУ с многощелочным фотокатодом обладают большей чувствительностью в 
более длинноволновой области [см. рисунок К.1 а)]. Диапазон длин волн чувствительности SiPD шире, чем у ФЭУ 
[см. рисунок К.1 Ь)].

а) Фотоэлектронные умножители Ь) Кремниевые фотодиодные детекторы

X — длина волны, нм; Y1 — чувствительность катода к излучению, мА/Вт; Y2 — фоточувствительность, А/Вт; 1 — бищелочной 
фотокатод; 2 — расширенный красный многощелочной фотокатод; 3 — многощелочной фотокатод; 4 — окно из кварцевого

стекла; 5 — окно из боросиликатного стекла

Рисунок К.1 — Примеры спектральной чувствительности

Фотодетекторы в приборах выбирают так, чтобы они были достаточно чувствительными на длине волны 
целевых оптических сигналов. Другим важным фактором выбора фотодетекторов является уровень фонового сиг­
нала. В общем, чем выше чувствительность детектора, тем он будет более чувствительным. Однако чувствитель­
ность также зависит от уровня фонового сигнала, включая темп темнового счета и шум считывания. Интенсивность 
оптического сигнала можно измерить, если она выше фонового сигнала и находится в динамическом диапазоне 
детекторов. Правильный выбор фотодетекторов, оптики и условий эксплуатации имеет решающее значение для 
обнаружения и измерения оптического сигнала.
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