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I

[bookmark: _Toc22088_WPSOffice_Level2]
全自动微量分液器校准规范
[bookmark: _Toc3217_WPSOffice_Level2]1　范围
本规范适用于可对不同种类的分液板型进行非腐蚀性试剂或样本的分注或加样的全自动微量分液器的校准。

[bookmark: _Toc24640_WPSOffice_Level2]2　规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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 6682-2008 分析实验室用水规格和试验方法
JJG 646-2006 移液器检定规程
[bookmark: _Toc5957_WPSOffice_Level2]3　术语和定义
3.1　全自动微量分液器
具有精密的机电传动装置、分液装置和软件控制系统，能够按照软件设置自动快速、准确地完成试剂或其他液体样本分配工作的一种自动化设备。
3.2　分液针头
安装在分液器中，用于将液体排出分配到指定容器中的部件。
3.3　计量单位
     全自动微量分液器的计量单位为μL。
4　概述
全自动微量分液器主要用于疾控筛查、食品检测、动物检疫、生命科学等领域，为相关实验室的人员提供自动、快速、微量精准的分液工作。
全自动微量分液器为量出式量器。其工作原理是通过泵（吸液泵、蠕动泵）抽取溶液，通过不同的流量控制措施和液量控制措施，达到定量分液功能，同时通过传动装置将定量液体自动分配到特定位置的容器中。
其主要由传动装置、分液控制装置、电源系统、软件系统、人机界面等部分组成。
5　计量性能要求
全自动微量分液器在标准温度20℃时，其容量允许误差和测量重复性应符合表1的要求。
表1 全自动微量分液器容量允许误差和测量重复性
	检定点/μL
	容量允许误差/±（%）
	测量重复性/≤（%）

	0.1
	20.0
	10.0

	0.2
	20.0
	10.0

	0.5
	20.0
	10.0

	1
	12.0
	6.0

	2
	12.0
	6.0

	5
	8.0
	4.0

	10
	8.0
	4.0

	20
	4.0
	2.0

	25
	4.0
	2.0

	40
	4.0
	2.0

	50
	3.0
	1.5

	100
	2.0
	1.0

	125
	2.0
	1.0

	150
	2.0
	1.0

	200
	1.5
	1.0

	250
	1.5
	1.0

	300
	1.5
	1.0

	500
	1.0
	0.5

	1000
	1.0
	0.5

	1250
	1.0
	0.5

	2500
	0.5
	0.2

	5000
	0.6
	0.2

	10000
	0.6
	0.2


注：判断依据仅供参考，也可参照仪器说明书提供的技术指标进行判定。
6　通用技术要求
6.1　外观要求
6.1.1　全自动微量分液器外壳表面应平整、光滑，不得有明显的缩痕、废边、裂纹、气泡和变形等现象；金属件表面镀层应无脱落、锈蚀和气层。按键灵敏，显示屏清晰。紧固件连接应牢固、可靠，无松动现象。文字、符号应清晰、准确、牢固。
6.1.2　全自动微量分液器应具有下列标记：产品名称、制造厂或商标、标称容量（μL）、型号规格、出厂编号。
6.2　分液针头
6.2.1 分液针头应采用疏水性材料制成。
6.2.2 分液针头不得有明显的弯曲现象。内壁应光洁、平滑，排液后不得有残留液体存在。
6.3　密合性
6.3.1 吸液泵原理的全自动微量分液器在0.04MPa的压力下，5s内不得有漏液现象。
6.3.2 蠕动泵原理的全自动微量分液器可不检此项目。
6.4  校准条件
6.4.1  环境条件
全自动微量分液器应在室温为（20±5）℃，且室温变化不得大于1℃/h的条件下进行校准。
6.4.2  校准介质
校准介质应符合GB/T 6682-2008 《分析实验室用水规格和试验方法》要求的蒸馏水或去离子水，并提前24h放入实验室内，使其温度和室温温差不得大于2℃。
6.4.3  被校全自动微量分液器应在校准前4h放入实验室内。
6.4.4  测量标准及设备
主要测量标准及设备必须经过溯源满足要求且在有效期内，测量标准及设备见表2。
表2 测量标准及设备
	
	仪器名称
	测量范围
	技术要求

	主要设备
	电子天平
	5g
	分度值0.001mg

	
	电子天平
	40g/120g
	分度值0.01mg/0.1mg

	
	真空表
	（0～0.1）MPa
	分辨力0.01MPa

	
	温度计
	（0～30）℃
	分度值0.1℃

	
	秒表
	——
	分辨力0.1s

	辅助设备
	抽气辅助设备
	100mL
	

	
	试剂广口瓶
	500mL
	

	
	读数放大镜
	1×10倍
	

	
	检定架、带盖称重杯、安培瓶等


7  校准项目和校准方法
7.1  校准项目
7.1.1 外观
7.1.2 密合性
7.1.3 容量
7.2 校准方法
7.2.1 外观检查
用目测、触摸或用放大镜观察被检全自动微量分液器，外观应符合6.1条的要求
7.2.2 密合性检验
7.2.2.1 用一只装满清水的透明广口试剂瓶，瓶塞上分别有三个孔，将真空表、测试玻璃管及抽气设备（可选用玻璃注射器）分别安装在瓶塞上。
7.2.2.2 将已安装吸液嘴的待检全自动微量分液器连接在浸入液体5cm的测试玻璃管的上端，启动抽气设备，使真空表指针指示在0.04MPa，达到平衡后，持续5s，此时测试玻璃管下端不得有气泡产生。（见图1）
[image: ]
图1 密合性检验装置
7.2.3 容量校准
采用衡量法对全自动微量分液器进行校准。
7.2.3.1 校准前的准备
所选用的分液针头应与被检全自动微量分液器的安装杆配套。通过人机界面控制完成几次吸液、排液过程中应没有挂水现象。
7.2.3.2 校准步骤
（1）将称重杯放入电子天平中，待天平显示稳定后，记录此时天平显示出的数值m1。
（2）启动全自动微量分液器，将全自动微量分液器的容量设置至被检点。被检点可以选量程的1/10、1/2、满量程，也可以根据用户实际使用的容量进行选点。
（3）吸液，然后排液至废液槽，反复6次。
（4）从电子天平中取出称重杯放置对应槽位，人机界面按下启动分液按钮，开始排液至称重杯。
（5）将称重杯放入天平称重盘上，记录此时天平显示出的数值m2，同时测量并记录此时容器内蒸馏水的温度。
（6）对于多通道的全自动微量分液器，按照（1）至（5）步骤，依次校准每一个通道。
7.2.4 数据处理
7.2.4.1 全自动微量分液器实际容量计算
将执行7.2.3.2（1）～（5）条所测得的质量值、温度值和空气密度值分别代入下式，即可求得被检全自动微量分液器在标准温度20℃时的实际容量值。 
                 (1)
式中：——标准温度20℃时的全自动微量分液器的实际容量，mL；
      ——被检全自动微量分液器所排出的蒸馏水表观质量，g；
  ——砝码密度，取8.00g/cm3 ；
——校准时实验室内的空气密度，取0.0012 g/cm3；
——蒸馏水在t℃时的密度，g/cm3；
 ——被校全自动微量分液器的体胀系数，取4.5×10-4/℃。
为简便计算过程，也可将式（1）化为下列形式：
                             (2)
其中：
                   (3)
值列于附录A中。这样根据测定值m和检定时蒸馏水的温度所对应的值，即可求出被检全自动微量分液器在标准温度20℃时的实际容量值。
7.2.4.2 全自动微量分液器的容量相对误差计算
                           (4)
7.2.4.3全自动微量分液器的容量重复性计算
                        (5)
                              (6)
式中：——标准偏差；
         ——检定次数；
——单次测量值与被测量的平均值之差，μL；
——重复性。
8  校准结果表达
经校准的全自动微量分液器出具校准证书，校准证书至少应包括以下信息：
a) 标题“校准证书”；
b) 实验室名称和地址；
c) 进行校准的地点（如果与实验室的地址不同）；
d) 证书的唯一性标识（如编号），每页及总页数的标识；
e) 客户的名称和地址；
f) 被校对象的描述和明确标识；
g) 进行校准的日期；
h) 校准所依据的技术规范的标识，包括名称和代号；
i) 本次校准所用测量标准的溯源性及有效性说明；
j) 校准环境的描述；
k) 校准结果及其测量不确定度的说明；
l) 对校准规范的偏离的说明；
m) 校准证书或校准报告签发人的签名、职务或等效标识；
n) 校准人和核验人签名；
o) 校准结果仅对被校对象有效性的声明；
p) 未经实验室书面批准，不得部分复制校准证书的声明。
9  复校时间间隔
建议复校间隔时间为1年，使用特别频繁时应适当缩短。凡在使用过程中经过维修、更换重要器件等的一般需要重新校准。
     由于复校间隔时间的长短是由全自动微量分液器的使用情况、使用者、仪器本身质量等因素所决定，因此，用户可根据实际使用情况确定复校时间间隔。




































附录A
K（t）值表
（）
	水温/℃
	K（t）/(cm3/g)
	水温/℃
	K（t）/(cm3/g)
	水温/℃
	K（t）/(cm3/g)

	15.0
	1.004213
	18.4
	1.003261
	21.8
	1.002436

	15.1
	1.004183
	18.5
	1.003235
	21.9
	1.002414

	15.2
	1.004153
	18.6
	1.003209
	22.0
	1.002391

	15.3
	1.004123
	18.7
	1.003184
	22.1
	1.002369

	15.4
	1.004094
	18.8
	1.003158
	22.2
	1.002347

	15.5
	1.004064
	18.9
	1.003132
	22.3
	1.002325

	15.6
	1.004035
	19.0
	1.003107
	22.4
	1.002303

	15.7
	1.004006
	19.1
	1.003082
	22.5
	1.002281

	15.8
	1.003977
	19.2
	1.003056
	22.6
	1.002259

	15.9
	1.003948
	19.3
	1.003031
	22.7
	1.002238

	16.0
	1.003919
	19.4
	1.003006
	22.8
	1.002216

	16.1
	1.003890
	19.5
	1.002981
	22.9
	1.002195

	16.2
	1.003862
	19.6
	1.002956
	23.0
	1.002173

	16.3
	1.003833
	19.7
	1.002931
	23.1
	1.002152

	16.4
	1.003805
	19.8
	1.002907
	23.2
	1.002131

	16.5
	1.003777
	19.9
	1.002882
	23.3
	1.002110

	16.6
	1.003749
	20.0
	1.002858
	23.4
	1.002089

	16.7
	1.003721
	20.1
	1.002834
	23.5
	1.002068

	16.8
	1.003693
	20.2
	1.028090
	23.6
	1.002047

	16.9
	1.003665
	20.3
	1.002785
	23.7
	1.002026

	17.0
	1.003637
	20.4
	1.002761
	23.8
	1.002006

	17.1
	1.003610
	20.5
	1.002737
	23.9
	1.001985

	17.2
	1.003582
	20.6
	1.002714
	24.0
	1.001965

	17.3
	1.003555
	20.7
	1.002690
	24.1
	1.001945

	17.4
	1.003528
	20.8
	1.002666
	24.2
	1.001924

	17.5
	1.003501
	20.9
	1.002643
	24.3
	1.001904

	17.6
	1.003474
	21.0
	1.002619
	24.4
	1.001884

	17.7
	1.003447
	21.1
	1.002596
	24.5
	1.001864

	17.8
	1.003420
	21.2
	1.002573
	24.6
	1.001845

	17.9
	1.003393
	21.3
	1.002550
	24.7
	1.001825

	18.0
	1.003367
	21.4
	1.002527
	24.8
	1.001805

	18.1
	1.003340
	21.5
	1.002504
	24.9
	1.001786

	18.2
	1.003314
	21.6
	1.002481
	25.0
	1.001766

	18.3
	1.003288
	21.7
	1.002459
	
	


附录B
全自动微量分液器校准记录参考格式
（仅做参考）
送检单位：                                  ；仪器制造单位：                             ；
规格型号：                    ；仪器编号：               ；记录编号：                   ；
使用标准装置：                              ；检定依据：                                ；
1.外观检查记录：                             ；2.密合性检查记录：                        ；
3.环境条件记录：实验室温度t=              ℃；实验室空气密度=                     g/cm3；
4.蒸馏水质量检定记录；
	序号
	检定点/μL
	温度/℃
	质量值/g
	K（t）值
	V20时实际容积/μL
	校准结果

	1
	
	
	
	
	
	=
E=         %
S=         %

	2
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	
	=
E=         %
S=         %

	8
	
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	
	

	11
	
	
	
	
	
	

	12
	
	
	
	
	
	

	13
	
	
	
	
	
	=
E=         %
S=         %

	14
	
	
	
	
	
	

	15
	
	
	
	
	
	

	16
	
	
	
	
	
	

	17
	
	
	
	
	
	

	18
	
	
	
	
	
	

	……
	
	
	
	
	
	


5.校准结果扩展不确定度：
	序号
	检定点/μL
	扩展不确定度Urel  (k=2)

	1
	
	

	2
	
	

	3
	
	



附录C
全自动微量分液器测量不确定度评定示例
一、概述
1.1 校准依据
    校准方法参照本校准规范执行。
1.2 环境条件
温度应为（20±5）℃，室温变化不得大于1℃/h，蒸馏水温度与室温差不得大于2℃；
1.3 被测对象
容量范围为（10~10000）μL全自动微量分液器
1.4 测量标准器具
电子天平：德国Sartorius，CP225D型分析天平，量程80g/220g，分度值0.01mg/0.1mg。
标准水银温度计：上海天平生产二等标准水银温度计，量程（0~50）℃，分度值0.1℃。
1.5 测量方法
    采用衡量法进行容量校准。即通过电子天平称量被测全自动微量分液器量出纯水的表观质量，并根据该温度下的修正值进行计算，得到被测全自动微量分液器在标准温度20℃时的实际容量。
二、数学模型
V20 = m·K(t)
式中： V20 — 被测全自动微量分液器20℃时的实际容量，mL；
         m —  被测全自动微量分液器内蒸馏水的表观质量，g；
K(t) — 测量温度下的修正值，mL /g。
三、方差和灵敏系数
方差：uc2(V) = c2(m) u2(m) + c2 (k) u2(k)


灵敏系数：c (m) == k， c (k) == m
四、输入量的标准不确定度分析及评定
    下面以校准1000μL的全自动微量分液器为例，对输入量引入的标准不确定度进行分析及计算，实验时水温为17.6℃。
4.1 输入量m的标准不确定度u(m)的评定
u(m) 由以下2个标准不确定度分量构成：
（1） 称量时电子天平引入的标准不确定度u(m1)；
（2） 全自动微量分液器量出蒸馏水质量的测量重复性引入的标准不确定度u(m2)；
4.1.1 称量时电子天平引入的标准不确定度u(m1)

采用B类方法进行评定。测量时称重杯及被测全自动微量分液器放出蒸馏水的总质量在30g~50g之间，对于电子天平CP225D，在该范围内的最大允许误差为0.00015g，属均匀分布，则u(m1) = =8.7×10-5g。
4.1.2 全自动微量分液器内蒸馏水质量值的测量重复性引入的标准不确定度u(m2)
测量重复性引入的标准不确定度，采用A类方法进行评定。
以校准1000μL点为例，在重复性条件下，对被测全自动微量分液器连续测量10次得到观测列，测量值分别为0.99085g，0.99925g，0.99132g，0.99470g，0.99156g，0.99353g，0.99882g，0.99907g，0.99876g，0.99731g，测量结果的标准不确定度按下式计算：

s=  = 3.5×10-3g
实际测量中，以6次测量的算术平均值作为测量结果。因此，测量结果的标准不确定度用算术平均值的实验标准偏差来评定，即：


u(m2) =  = =1.4×10-3g
4.2 输入量k的标准不确定度u(k)的评定
u(k)由温度变化引入的标准不确定度u(k1)和空气密度引入的标准不确定度u(k2)两个不确定度分量组成，采用B类方法进行评定。
4.2.1 温度变化引入的标准不确定度u(k1)
u(k1)由三个分量构成，采用B类方法进行评定。即：
1 测量时，使用0.1℃/50℃的二等标准水银温度计进行水温的测量，温度计校准证书U= 0.03℃（k=2），温度计本身引入的标准不确定度很小，可忽略不计；
2 温度计的示值误差为±0.15℃。由于实验室温度分布不均匀，将会造成被测水温的变化，其变化大小与被测容量的大小有关。如果室温每小时变化不大于1℃，则测量过程中水温变化△t不大于0.2℃；
3 

全自动微量分液器温度、水温、室温不相等所引入的标准不确定度。若水温与全自动微量分液器的实际温度相差△t为1℃时，合并上述三项温度变化△t为1.0℃，根据公式K(t)= ，被测全自动微量分液器的体膨胀系数β=4.5×10-4℃-1，此时K(t)值引入的误差为4.5×10-4mL/g，属均匀分布，u(k1) = cm3/g = 2.6×10-4mL/g。
4.2.2 空气密度引入的标准不确定度u(k2)
空气密度引入的标准不确定度u(k2)，采用B类方法进行评定。


规程采用空气密度值为0.0012g/cm3，一般恒温室空气密度的变化最大不超过±2.5%，由于空气密度变化对K(t)值的影响，根据公式K(t)= ，计算出其差值为2.6×10-5mL/g，属均匀分布，u(k2)=  mL/g = 1.5×10-5mL/g。
五、合成标准不确定度的评定
5.1 标准不确定度分量汇总表


	标准不确定度分量u(xi)
	不确定度来源
	标准不确定度
	灵敏系数
	标准不确定度值/ci/.u(xi)
	标准不确定度

	[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK2]u(m)
	u(m1)
	电子天平
	8.7×10-5 g
	k
	8.7×10-5 mL
	1.4×10-3 mL 

	
	u(m2)
	测量重复性
	1.4×10-3 g
	k
	1.4×10-3 mL
	

	u(k)
	u(k1)
	温度变化
	2.6×10-4 mL/g
	m
	2.6×10-4 mL
	2.6×10-4 mL 

	
	u(k2)
	空气密度
	1.5×10-5 mL /g
	m
	1.5×10-5 mL
	

	
	t=17.6℃
	k =1.003474 mL /g
	m =0.99552g
	


5.2 合成标准不确定度

uC = = 1.5×10-3 mL
六、扩展不确定度
U = kuC = 2uC = 3.0×10-3mL =3.0μL  (k =2)

Urel = ×100% = 0.3%  (k =2)
七、用精密分析天平校准全自动微量分液器的测量不确定度评估
7.1 根据本校准规范的规定，常规校准应对全自动微量分液器十分之一、二分之一和全容量三个测量点进行校准。对于1000μL的全自动微量分液器，需要校准100μL、500μL和1000μL共三个点。其测量不确定度见下表：
	标称容量
（μL）
	校准点（μL）
	不确定度分量（μL）
	uc(μL)
	U（μL）
（k=2)
	Urel(%)
（k=2)

	
	
	u(m1)
	u(m2)
	u(k1)
	u(k2)
	
	
	

	1000
	100
	0.087
	0.28
	0.026
	0.0015
	0.29
	0.59
	0.6

	
	500
	0.087
	0.68
	0.13
	0.0075
	0.70
	1.40
	0.3

	
	1000
	0.087
	1.4
	0.26
	0.015
	1.50
	3.00
	0.3


7.2 精密分析天平的测量范围为（10～10000）μL，对不同标称容量的全自动微量分液器的测量不确定度评估如下：

	标称容量
（μL）
	校准点
（μL）
	不确定度分量（μL）
	
	uc
(μL)
	U（μL）
（k=2)
	[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]Urel(%)
（k=2)

	
	
	u(m1)
	u(m2)
	u(k1)
	u(k2)
	
	
	

	100
	10
	0.087
	0.11
	0.0026
	0.00015
	0.14 
	0.28 
	2.8 

	
	50
	0.087
	0.23
	0.013
	0.00075
	0.25 
	0.49 
	1.0 

	
	100
	0.087
	0.29
	0.026
	0.0015
	0.30 
	0.61 
	0.6 

	200
	20
	0.087
	0.10
	0.0052
	0.0003
	0.13 
	0.26 
	1.3 

	
	100
	0.087
	0.28
	0.026
	0.0015
	0.29 
	0.59 
	0.6 

	
	200
	0.087
	0.48
	0.052
	0.003
	0.49 
	0.98 
	0.5 

	250
	25
	0.087
	0.13
	0.0065
	0.000375
	0.16 
	0.31 
	1.3 

	
	125
	0.087
	0.36
	0.0325
	0.001875
	0.37 
	0.74 
	0.6 

	
	250
	0.087
	0.61
	0.065
	0.00375
	0.62 
	1.24 
	0.5 

	300
	50
	0.087
	0.23
	0.013
	0.00075
	0.25 
	0.49 
	1.0 

	
	150
	0.087
	0.51
	0.039
	0.00225
	0.52 
	1.04 
	0.6 

	
	300
	0.087
	0.73
	0.078
	0.0045
	0.74 
	1.48 
	0.5 

	1000
	100
	0.087
	0.28
	0.026
	0.0015
	0.29 
	0.59 
	0.6 

	
	500
	0.087
	0.68
	0.13
	0.0075
	0.70 
	1.40 
	0.3 

	
	1000
	0.087
	1.4
	0.26
	0.015
	1.43 
	2.85 
	0.3 

	2500
	250
	0.087
	0.61
	0.065
	0.00375
	0.62 
	1.24 
	0.5 

	
	1250
	0.087
	1.90
	0.325
	0.01875
	1.93 
	3.86 
	0.3 

	
	2500
	0.087
	2.40
	0.65
	0.0375
	2.49 
	4.98 
	0.2 

	5000
	500
	0.087
	0.68
	0.13
	0.0075
	0.70 
	1.40 
	0.3 

	
	2500
	0.087
	2.4
	0.65
	0.0375
	2.49 
	4.98 
	0.2 

	
	5000
	0.087
	4.8
	1.3
	0.075
	4.97 
	9.95 
	0.2 

	10000
	1000
	0.087
	1.4
	0.26
	0.015
	1.43 
	2.85 
	0.3 

	
	5000
	0.087
	4.8
	1.3
	0.075
	4.97 
	9.95 
	0.2 

	
	10000
	0.087
	9.4
	2.6
	0.15
	9.75 
	19.51 
	0.2 
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