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 基本信息 

一、申请人名称 

天津诺禾致源生物信息科技有限公司 

二、申请人住所 

天津市武清开发区创业总部基地 B07-B09 

三、生产地址 

天津市武清开发区创业总部基地 B07-B09 
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产品审评摘要 

一、产品概述 

（一）产品主要组成成分 

表 1 试剂盒主要组成成分 

试剂盒名称 组分名称 规格 数量 

文库构建试剂

盒 

反转录缓冲液 106μL/管 1管 

反转录酶混合液 53μL/管 1管 

PCR酶混合液 423μL/管 1管 

消化酶 212μL/管 1管 

DNA连接酶 212μL/管 1管 

DNA连接酶缓冲液 423μL/管 1管 

DNA阳性质控品 5μL/管 1管 

RNA阳性质控品 5μL/管 1管 

DNA阴性质控品 5μL/管 1管 

RNA阴性质控品 5μL/管 1管 

DNA扩增引物混合液 212μL/管 1管 

cDNA扩增引物混合液 212μL/管 1管 

P1接头 53μL/管 1管 

特异性接头1-48 2μL/管 48管 

文库定量试剂

盒 

文库定量混合液 1130μL/管 1管 

文库定量探针反应液 113μL/管 1管 

文库定量标准品 20μL/管 1管 

模板制备试剂

盒 

乳液PCR缓冲液 2mL/管 2管 

乳液PCR酶反应液 264μL/管 1管 

模板载体溶液 220μL/管 1管 

模板制备溶液

盒 

模板制备油 60mL/瓶 2管 

破乳液 660μL/管 1管 

模板反应油 440μL/管 1管 

无核酸酶水 8mL/瓶 1管 

吐温溶液 616μL/管 1管 

模板回收液 47.5mL/瓶 1管 

模板清洗液 2mL/管 1管 

C1磁珠清洗液 1.1mL/管 2管 

C1磁珠重悬液 286μL/管 1管 

模板重悬液  176μL/管 1管 

耗材盒 扩增板 1块/袋 2袋 
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模板制备过滤器  1个/袋 2袋 

芯片 1片/袋 2袋 

测序试剂盒 

dGTP 80μL/管 1管 

dCTP 80μL/管 1管 

dATP 80μL/管 1管 

dTTP 80μL/管 1管 

测序酶溶液 14μL/管 1管 

测序引物 44μL/管 1管 

质控模板  12μL/管 1管 

测序溶液盒 

测序溶液B 125mL/瓶 1瓶 

测序溶液C 60mL/瓶 1瓶 

退火缓冲液 1.2mL/管 2管 

载样液 24μL/管 1管 

发泡剂 4μL/管 1管 

清洗片剂 1片/袋 1袋 

文库纯化磁珠 5mL/瓶 1瓶 

文库洗脱液 5.5mL/瓶 1瓶 

C1磁珠 220μL/管 1管 

试剂盒具体组成成分及配套试剂及软件见说明书。 

（二）产品预期用途 

该产品用于定性检测非小细胞肺癌（NSCLC）肿瘤组织

福尔马林固定石蜡包埋切片（FFPE）样本中 EGFR、KRAS、

BRAF、PIK3CA、ALK、ROS1 基因的多种变异。其中 EGFR

基因的 L858R 及 19 号外显子缺失（19del）突变用于吉非替

尼片的伴随诊断检测，T790M 突变用于甲磺酸奥希替尼片的

伴随诊断检测，ALK 融合和 ROS1 融合用于克唑替尼胶囊的

伴随诊断检测（具体可参照表 2）。 

表 2 伴随诊断用途的基因变异类型及相应的靶向药物 

靶向药物 基因及变异类型 

吉非替尼片 EGFR：19del、L858R 

甲磺酸奥希替尼片 EGFR：T790M 

克唑替尼胶囊 ALK融合、ROS1融合 

表 3 中为该产品可以检出，但未经伴随诊断验证的基因
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突变类型。 

表 3 未经伴随诊断验证的基因突变类型 

基因名称 突变类型 

EGFR L861Q，S768I，20ins，G719X 

BRAF V600E 

KRAS G12X，G13D 

PIK3CA E542K，E545K，H1047R，H1047L 

其检测结果仅供临床参考，不应作为患者个体化治疗的

唯一依据。临床医生应结合患者病情及其他实验室检测指标

等因素对检测结果进行综合判断。 

（三）产品包装规格 

48 测试/盒。 

（四）产品检验原理 

该产品采用多重 PCR 捕获技术和半导体测序技术，对非

小细胞肺癌（NSCLC）肿瘤组织福尔马林固定石蜡包埋切片

（FFPE）样本中提取的脱氧核糖核酸（DNA）及核糖核酸

（RNA）进行提取纯化，然后采用多重 PCR 技术富集目标

区域的 DNA 和 cDNA 片段，并对富集后的文库进行定量与

质控，最后将经定量的文库用基因测序仪（型号: DA8600，

中山大学达安基因股份有限公司生产，注册证号：国械注准

20143401961）进行高通量测序，从而得出目标区域的 DNA

和 RNA 序列信息，通过配套软件与人类基因组数据库进行

比对判断是否发生突变或融合。 
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二、临床前研究摘要 

（一）主要原材料 

1. 主要原材料的选择 

该产品的主要原材料包括：DNA扩增引物混合液、cDNA

扩增引物混合液、阴阳性质控品、反转录酶、DNA 连接酶、

PCR 酶、测序芯片等，这些原材料均为外购方式获得。DNA

和 cDNA扩增引物混合液均为申请人自行设计后由专业的供

应商合成、修饰、纯化后获得；阴阳性质控品由细胞系供应

商提供，并由申请人提取 DNA 和 RNA 定量稀释后制得；其

它原材料均为供应商按照原材料技术要求提供。申请人对主

要原材料进行了供应商选择，通过功能性试验，筛选出最佳

原材料供应商，制定了各主要原材料技术要求和质量标准并

经检验合格。 

2. 企业参考品和质控品设置情况 

企业参考品包括阳性参考品、阴性参考品、检测限参考

品和重复性参考品。其中： 

阳性参考品共 39 份，涵盖了该产品可检出的所有突变

或融合，其中 22 份来自于临床样本（19 份 DNA 样本，3 份

RNA 样本），其余来自于购买的细胞系（13 份 DNA 样本，4

份 RNA 样本）。这 39 份参考品均用数字 PCR 和 NGS 方法

验证并确定了突变频率或融合拷贝数。 

阴性参考品共 12 份，包括 1 份大肠杆菌样本，2 份正常
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人血液样本，1 份人类野生型细胞系样本和 8 份携带待测基

因检测范围外突变的临床样本（其中 EGFR 突变样本 2 份，

KRAS 突变样本 2 份，PIK3CA 突变样本 1 份，BRAF 突变

样本 1 份，ALK 融合样本 1 份，ROS1 融合样本 1 份）。这

12 份样本均用数字 PCR 和 NGS 方法验证为相关突变阴性。 

检测限参考品总共 39 份，为阳性参考品在相关检测项

目进行前以阴性参考品中的人类野生型细胞系样本核酸稀

释获得，涵盖了该产品可检出的所有突变或融合。DNA 检测

限参考品稀释后突变频率为 5%；RNA 检测限参考品稀释后

融合拷贝数为 100 融合拷贝/30ng。 

重复性参考品总共 4 份（DNA 样本 3 份，RNA 样本 1

份），每份重复性参考品由 2 份阳性参考品等质量混合而成，

即每份重复性参考品携带两种待测突变或融合。重复性参考

品涵盖了可检测的所有突变或融合类型。 

该产品的阴阳性质控品来源于细胞系样本的核酸，其中

DNA 阳性质控品来源于细胞系 H1975 的 DNA，携带 EGFR

基因 L858R 和 T790M 突变，RNA 阳性质控品来源于细胞系

H2228 的 RNA，携带 ALK 基因融合，两份阴性质控品来源

于 H1299 细胞系的 DNA 和 RNA。阴阳性质控品均经数字

PCR 方法验证基因变异情况，用于检测过程中试剂和仪器的

质量控制。 

（二）生产工艺及反应体系研究 
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申请人通过对试剂主要生产工艺的研究，确定了最佳生

产工艺。 

申请人通过使用初步确定的配方对反应体系中的反转

录试验时间、PCR 酶配制比例、合适的扩增引物混合液用量、

DNA/RNA 模板用量、PCR 循环数、DNA/cDNA PCR 退火延

伸时间和温度、接头用量、DNA 连接酶连接时间、4 种碱基

浓度、模板制备上样量等进行筛选和优化，通过功能性试验，

最终确定了最佳的反应体系。 

（三）分析性能评估 

分析性能评估内容包括阴阳性参考品符合率、分析灵敏

度（检测限）、分析特异性和干扰物质、重复性、核酸提取

纯化配套试剂组合性能研究等。 

在阴阳性参考品符合率实验中，采用 39 个阳性参考品

和 12 个阴性参考品对 3 批成品试剂盒（15062901、15072401、

15082001）进行了检测验证，检测结果均为预期的突变型，

说明阳性参考品符合率和阴性参考品符合率均为 100%。 

在分析灵敏度（检测限）实验中，分别对阳性参考品提

取的核酸在阴性参考品中人类野生型细胞系样本提取的核

酸背景下配制了每种突变类型的 4 级频率梯度，每级梯度 10

次重复，进行了梯度检测试验，通过回归分析初步确定了

DNA 样本的检测限为可检测 10ng DNA 中频率低至 5%的突

变（包括点突变和插入缺失突变），RNA 样本的检测限为可
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检测 30ng RNA 中低至 100 个的融合拷贝。然后申请人配制

了包含全部 39 种变异检测的检测限参考品，用 3 批成品试

剂盒（15062901、15072401、15082001）各进行了 20 次重

复检测验证，结果均能正确检出。最终确定该产品不低于

95%检出率时可检测 10ng DNA 中频率低至 5%的突变（包括

点突变和插入缺失突变），30ng RNA 中低至 100 个的融合拷

贝。 

在分析特异性实验中，申请人通过对 8 份容易发生交叉

反应的阴性参考品（其中 EGFR 突变样本 2 份，KRAS 突变

样本 2 份，PIK3CA 突变样本 1 份，BRAF 突变样本 1 份，

ALK 融合样本 1 份，ROS1 融合样本 1 份）进行检测，检测

结果均为阴性，说明这些容易发生交叉反应的突变不会对该

产品的检查结果产生影响。 

在干扰物质实验中，申请人在阳性参考品和检测限参考

品中分别加入如下干扰物质：胆红素（342 μmol/L）；甘油三

酯：（37 mmol/L）；血红蛋白：（2 g/L）；石蜡（等体积）；肺

炎链球菌 DNA（1 x 10
6
 拷贝）；肺炎克雷伯氏菌 DNA（1 x 10

6
 

拷贝）；坏死组织（等体积）；福尔马林（等体积）及乙醇（等

体积）然后进行检测，样本均能检出相应突变，说明这些干

扰物质在不高于上述浓度的情况下不会对该产品的检查结

果产生影响。 

在重复性实验中，申请人针对重复性参考品、代表每种
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突变类型的共 7 份检测限参考品及阴性参考品，使用 3 批成

品试剂盒（15062901、15072401、15082001）各进行了至少

6 次重复性检测，进行了批内一致性、日间一致性、批间一

致性、不同操作者一致性和不同测序仪一致性的研究，结果

显示上述一致性均为 100%。 

针对核酸提取纯化步骤，申请人比较了 6 种试剂盒的提

取效果，根据与该产品的组合性能研究结果，确定了 3 种核

酸提取试剂作为样本提取的推荐试剂盒。 

（四）阳性判断值 

申请人首先采用少量临床样本，通过模拟的方法对 DNA

和 RNA 的阳性判断值进行了初步确定，然后对临床试验中

收集的大量临床样本进行阳性判断值验证，最终确定了配套

软件中的阳性判断值标准。 

对于 DNA 的阳性判断值，申请人选取了两份低频突变

临床样本，对样本原始数据分别随机抽取测序深度为 500×, 

1000×, 2000×, 3000×, 4000×各 100 次进行点突变频率及缺失

或插入频率的统计，检测结果显示测序深度在 2000×时采用

点突变频率 0.7％及缺失或插入频率 1％为阳性判断值可以

有效检出突变。然后申请人对临床试验中收取的 1524 例临

床样本按照 Sanger 测序突变检测结果分为阴性和阳性两组，

统计它们的点突变频率及缺失或插入频率。结果显示，采用

既定的分析频率为阳性判断值可以正确区分样本突变的定
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性结果。 

对于 RNA 的阳性判断值，申请人对 6 例临床样本进行

了 200 次重复模拟样本的分析，通过统计阳性位点（阳性样

本中发生融合的位点）和阴性对照（包括阴性样本及阳性样

本中的未发生融合的位点）的序列支持数，初步确定了 RNA

融合阳性判断值为融合序列支持数不低于 200 条。然后申请

人对临床试验中收取的 420 例临床样本和 46 例细胞系样本

共 466 例样本进行了参数验证。结果显示，采用既定的融合

序列支持数为阳性判断值可以正确区分样本融合的定性结

果。 

通过上述实验，最终确定该产品使用配套软件进行数据

分析时的阳性判断值为： 

1．DNA 点突变频率大于等于 0.7%； 

2．DNA 缺失或插入的频率大于等于 1%； 

3．RNA 融合序列支持数为 200 条。 

（五）稳定性 

申请人对该产品的加速稳定性、实时稳定性、开瓶稳定

性、冻融稳定性和运输稳定性进行了研究，确定了在各种条

件下该产品的有效保存时间。同时对 FFPE 样本稳定性、核

酸（DNA、RNA）冻融稳定性进行了研究，确定了检测过程

中各种样本类型的有效保存时间。 

加速稳定性研究：采用三批试剂盒（批号：15062901、
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15072401、15082001），将除酶以外的试剂，放于 37℃恒温

箱（0 天、1 天、2 天、3 天、4 天），对参考品和质控品检出

率进行考察，直至第 3 天各项性能指标均符合要求，初步确

定保存时间为 8 个月到 16 个月之间。 

实时稳定性：采用三批试剂盒（批号：15062901、

15072401、15082001）储存于试剂盒标示储存条件下分别在

第 0 个月、第 3 个月、第 6 个月、第 8 个月、第 10 个月对

参考品和质控品检出率进行考察，各项性能指标均符合要

求，确定产品标示保存条件为文库构建试剂盒、文库定量试

剂盒、模板制备试剂盒、测序试剂盒储存于-20℃±5℃；测序

溶液盒储存于 2℃～8℃，测序溶液 B 避光保存；模板制备溶

液盒、耗材盒储存于 15℃～30℃；有效期确定为 9 个月。 

开瓶稳定性：采用三批试剂盒（批号：15062901、

15072401、15082001）在超净工作台中打开试剂瓶盖室温放

置 2 小时，然后盖好盖子，放入试剂盒规定储存温度＞16 个

小时为一个周期，开一次瓶以后每隔 1 个月检测一次（从第

3 个月到第 5 个月），对参考品和质控品检出率进行考察，在

检测各项性能指标均符合要求，确定试剂盒开瓶后有效期为

4 个月。 

冻融稳定性：采用三批试剂盒（批号：15062901、

15072401、15082001）在超净台中至完全融化（时间＞2 小

时），然后放入规定储存温度中（＞16 小时）为一个周期，
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每次冻融后均对参考品和质控品检出率进行考察，共冻融 6

次，6 次检测各项性能指标均符合要求，确定试剂盒的冻融

次数为 5 次。 

运输稳定性：采用三批试剂盒（批号：15062901、

15072401、15082001）按运输要求运到广州后再发回公司，

然后按要求储存至效期末，在运输前、返回公司后、储存至

效期末时分别对参考品和质控品检出率进行考察，各项性能

指标均符合要求，说明按照运输条件运输，对试剂盒没有影

响，确定了该产品的运输条件。 

申请人对 FFPE 样本稳定性、核酸（DNA、RNA）样本

冻融稳定性也进行了研究。研究确认石蜡组织样本保存期限

可达到 22 个月；核酸（DNA、RNA）样本冻融 4 次后检测

依然正常。 

三、临床评价摘要 

（一）与 Sanger 测序的比较研究 

申请人在北京大学肿瘤医院，四川大学华西医院，中国

人民解放军总医院，河南省肿瘤医院和首都医科大学附属北

京胸科医院共 5 家临床研究机构完成了此项临床研究。采用

考核试剂与 Sanger 测序法比较研究试验的方法验证该产品

的临床性能。入组样本为回顾性非小细胞肺癌 FFPE 样本和

近期临床常规病理检测剩余的 FFPE 样本。样本总数共计
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2789 例。考核试剂与对比试剂检测结果不一致的样本采用相

应的已上市 qPCR 试剂盒进行测定。 

该临床试验考核试剂共检出 1966 例阳性样本，阳性率

（阳性例数占总样本例数的比例）为：70.49%。其中，1521

例 EGFR 基因突变阳性样本，166 例 KRAS 基因突变阳性样

本， 43 例 BRAF 基因 V600E 突变阳性样本，99 例 PIK3CA

基因突变阳性样本，112 例 ALK 基因融合阳性样本，25 例

ROS1 基因融合阳性样本。 

与 Sanger 测序的比较研究结果显示，考核试剂 EGFR

基因突变的阳性符合率（95%置信区间）为 100.00%（99.75％

-100.00% ），阴性符合率（ 95% 置信区间）为 97.84%

（97.05%-98.63%），总符合率（95%置信区间）为 99.00%

（98.63%-99.37%）；KRAS 基因突变的阳性符合率（95%置

信区间）为 100.00%（97.73%-100.00%），阴性符合率（95%

置信区间）为 99.81%（99.56%-99.94%），总符合率（95%置

信区间）为 99.82%（99.58%-99.94%）；BRAF 基因 V600E

突 变 的 阳 性 符 合 率 （ 95% 置 信 区 间 ） 为 100.00%

（91.59%-100.00%），阴性符合率（95%置信区间）为 99.96%

（99.80%-100.00%），总符合率（95%置信区间）为 99.96%

（99.80%-100.00%）；PIK3CA 基因突变的阳性符合率（95%

置信区间）为 100.00%（96.07%-100.00%），阴性符合率（95%

置信区间）为 99.74%（99.55%-99.93%），总符合率（95%置
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信区间）为 99.75%（99.56%-99.93%）；ALK 基因融合的阳

性符合率（95%置信区间）为 100.00%（96.27%-100.00%），

阴性符合率（95%置信区间）为 99.44%（99.16%-99.72%），

总符合率（95%置信区间）为 99.46%（99.19%-99.73%）；ROS1

基因融合的阳性符合率（ 95%置信区间）为 100.00%

（86.28%-100.00%），阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%

（99.87%-100.00%），总符合率（95%置信区间）为 100.00%

（99.87%-100.00%）；上述结果提示二者具有良好的检测一

致性。 

在 2789 例样本中，两种试剂检测结果不一致的样本共

83 例，涉及 86 个位点，其中 62 个位点的 qPCR 检测结果与

考核试剂一致，24 个位点的检测结果与 Sanger 测序一致。 

（二）与已上市 qPCR 试剂的比较研究 

申请人在北京大学肿瘤医院、四川大学华西医院、河南

省肿瘤医院的一致性比较临床研究中，也检验了考核试剂和

相关已上市 qPCR 试剂的检测一致性。入组样本为与 Sanger

测序的一致性临床研究的剩余样本及新入组 FFPE 样本。 

EGFR 基因突变对比试验共入组 136 例样本，对比试剂

为人类 EGFR 基因突变检测试剂盒（蝎形探针 ARMS 荧光

PCR 法）（国食药监械（进）字 2014 第 3400761 号）。检测

结果显示考核试剂的阳性符合率（95%置信区间）为 100.00%

（91.78%-100.00%），阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%
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（96.11%-100.00%），总符合率（95%置信区间）为 100.00%

（97.32%-100.00%），提示二者具有良好的检测一致性。 

KRAS 基因突变对比试验共入组 120 例样本，对比试剂

为人 KRAS 基因突变检测试剂盒（荧光 PCR 法）（国食药监

械（准）字 2013 第 3400175 号）。检测结果显示考核试剂的

阳性符合率（95%置信区间）为 100.00%（92.29%-100.00%），

阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%（95.14%-100.00%），

总符合率（95%置信区间）为 100.00%（96.97%-100.00%），

提示二者具有良好的检测一致性。 

PIK3CA 基因突变对比试验共入组 124 例样本，对比试

剂为人 PIK3CA 基因突变检测试剂盒（荧光 PCR 法）（国食

药监械（准）字 2014 第 3401044 号）。检测结果显示考核试

剂 的 阳 性 符 合 率 （ 95% 置 信 区 间 ） 为 100.00%

（91.40%-100.00%），阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%

（95.65%-100.00%），总符合率（95%置信区间）为 100.00%

（97.07%-100.00%），提示二者具有良好的检测一致性。 

BRAF 基因 V600E 突变对比试验共入组 119 例样本，对

比试剂为人 BRAF 基因突变检测试剂盒（荧光 PCR 法）（国

食药监械（准）字 2014 第 3401045 号）。检测结果显示考核

试 剂 的 阳 性 符 合 率 （ 95% 置 信 区 间 ） 为 100.00% 

（85.18%-100.00%），阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%

（96.23%-100.00%），总符合率（95%置信区间）为 100.00%
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（96.95%-100.00%），提示二者具有良好的检测一致性。 

ALK 基因融合对比试验共入组 134 例样本，对比试剂为

人类 EML4-ALK 融合基因检测试剂盒（荧光 PCR 法）（国械

注准 20173404329）。检测结果显示考核试剂的阳性符合率

（95%置信区间）为 98.21%（90.45%-99.95%），阴性符合率

（95%置信区间）为 100.00%（95.38%-100.00%），总符合率

（95%置信区间）为 100.00%（95.91%-100.00%），提示二者

具有良好的检测一致性。 

ROS1 基因融合对比试验共入组 146 例样本，对比试剂

为人类 ROS1 基因融合检测试剂盒（荧光 PCR 法）（国食药

监械（准）字第 2014 第 3401514 号）。检测结果显示考核试

剂 的 阳 性 符 合 率 （ 95% 置 信 区 间 ） 为 100.00%

（94.64%-100.00%），阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%

（95.44%-100.00%），总符合率（95%置信区间）为 100.00％

（97.51%-100.00%），提示二者具有良好的检测一致性。 

在以上各基因的试验中，共有 8 例样本两种试剂检测结

果不一致。其中 6 例在对比试剂复测及 Sanger 测序中显示突

变结果与考核试剂一致，2 例显示与对比试剂检测结果一致。 

（三）与伴随诊断试剂的比较研究 

申请人在北京大学肿瘤医院、四川大学华西医院、河南

省肿瘤医院和首都医科大学附属北京胸科医院的一致性临

床研究中，也评估了考核试剂与已经充分联合药物临床评价
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的伴随诊断试剂的一致性。入组样本为与 Sanger 测序的一致

性临床研究的剩余样本及新入组样本，样本病例肿瘤分期符

合相关靶向药物对“局部晚期与转移性非小细胞肺癌”的要

求。  

针对 EGFR-TKI 药物吉非替尼片敏感突变 EGFR（19del）

和 EGFR（L858R）的试验中共入组了 203 例样本，对比试

剂为人类 EGFR 基因突变检测试剂盒（蝎形探针 ARMS 荧光

PCR 法）；研究结果显示：EGFR（19del）试验的阳性符合率

（95%置信区间）为 100.00%（95.20%-100.00%），阴性符合

率（95%置信区间）为 100.00%（97.16%-100.00%），总符合

率（95%置信区间）为 100.00%（98.20%-100.00%）；EGFR

（L858R）试验的阳性符合率（95%置信区间）为 100.00%

（95.07%-100.00%），阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%

（97.20%-100.00%），总符合率（95%置信区间）为 100.00%

（98.20%-100.00%），提示二者具有良好的检测一致性。 

针对 EGFR－TKI 药物甲磺酸奥希替尼片敏感突变

EGFR（T790M）的试验中共入组 160 例样本，对比试剂为

cobas EGFR Mutation Test V2；研究结果显示：考核试剂的阳

性符合率（95%置信区间）为 100.00%（96.07%-100.00%），

阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%（94.72%-100.00%），

总符合率（95%置信区间）为 100.00%（97.72%-100.00%），

提示二者具有良好的检测一致性。 
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针对 TKI 药物克唑替尼胶囊敏感变异 ALK（融合）的

试验中共入组 179 例样本，对比试剂为人类 ALK 基因重组

检测试剂盒（荧光原位杂交法）；研究结果显示：考核试剂

的 阳 性 符 合 率 （ 95% 置 信 区 间 ） 为 100.00%

（96.31%-100.00%），阴性符合率（95%置信区间）为 98.77%

（93.31%-99.97%），总符合率（95%置信区间）为 99.44%

（96.93%-99.99%），提示二者具有良好的检测一致性。 

针对 TKI 药物克唑替尼胶囊敏感变异 ROS1（融合）的

试验中共入组 143 例样本，对比试剂为人类 ROS1 基因融合

检测试剂盒（荧光 PCR 法）；研究结果显示：考核试剂的阳

性符合率（95%置信区间）为 100.00%（94.48%-100.00%），

阴性符合率（95%置信区间）为 100.00%（95.38%-100.00%），

总符合率（95%置信区间）为 100.00%（97.45%-100.00%），

提示二者具有良好的检测一致性。 

以上试验中有 1 例样本两种试剂检测结果不一致。对比

试剂复测及 Sanger 测序检测显示突变结果与考核试剂一致。 

（四）TKI 药物疗效相关的回顾性临床研究 

申请人在北京大学肿瘤医院、四川大学华西医院、河南

省肿瘤医院和首都医科大学附属北京胸科医院针对“与伴随

诊断试剂临床研究”中考核试剂检出的阳性样本，进行了 TKI

药物治疗的回顾性疗效分析研究，共入组 36 例吉非替尼片

的有效病例、26 例甲磺酸奥希替尼片的有效病例和 41 例克
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唑替尼胶囊的有效病例。 

申请人对部分考核试剂检测为吉非替尼片敏感突变

EGFR（19del）或 EGFR（L858R）阳性的患者进行了吉非替

尼片药物治疗的回顾性疗效分析，共纳入 36 例非小细胞肺

癌 IIIb 或 IV 期的病人 FFPE 样本。受试者用药前样本靶点检

测结果显示为 EGFR（19del）或 EGFR（L858R）阳性，随

后服用了吉非替尼片药物治疗，18 例临床评估为部分缓解，

16 例临床评估为疾病稳定，客观缓解率（95%置信区间）为

50.00% (33.67%-66.33%)，疾病控制率（95%置信区间）为

94.44% (81.34%-99.32%)，与既往药物临床试验客观缓解率

范围基本相符。且受试者用药前样本经考核试剂检测结果均

显示为敏感突变 EGFR（19del）或 EGFR（L858R）阳性，

与临床既往分子检测结果一致。 

申请人对部分考核试剂检测为甲磺酸奥希替尼片敏感

突变 EGFR（T790M）阳性的患者进行了甲磺酸奥希替尼片

药物治疗的回顾性疗效分析，共纳入 26 例非小细胞肺癌 IIIb

或 IV 期的病人 FFPE 样本。受试者用药前样本靶点检测结果

显示为 EGFR（T790M）阳性，随后服用了甲磺酸奥希替尼

片药物治疗，15 例临床评估为部分缓解，4 例临床评估为疾

病 稳 定 ， 客 观 缓 解 率 （ 95% 置 信 区 间 ） 为 57.69% 

(38.70%-76.68%)，疾病控制率（95%置信区间）为 73.08% 

(56.03%-90.13%)，与既往药物临床试验客观缓解率范围基本
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相符。且受试者用药前样本经考核试剂检测结果均显示为敏

感突变 EGFR（T790M）阳性，与临床既往分子检测结果一

致。 

申请人对部分考核试剂检测为克唑替尼胶囊敏感突变

ALK基因融合或ROS1基因融合阳性的患者进行了克唑替尼

胶囊药物治疗的回顾性疗效分析，共纳入 41 例非小细胞肺

癌 IIIb 或 IV 期的病人 FFPE 样本。受试者用药前样本靶点检

测结果显示为 ALK 基因融合或 ROS1 基因融合阳性，随后

服用了克唑替尼胶囊药物治疗，22 例临床评估为部分缓解，

17 例临床评估为疾病稳定，客观缓解率（95%置信区间）为

53.66% (38.39%-68.92%)，疾病控制率（95%置信区间）为

95.12% (83.47%-99.40%)，与既往药物临床试验客观缓解率

范围基本相符。且受试者用药前样本经考核试剂检测结果均

显示为敏感突变 ALK 基因融合或 ROS1 基因融合阳性，与

临床既往分子检测结果一致。 

综上所述，考核试剂临床试验资料对该产品的临床性能

进行了较全面研究，临床试验符合要求。 

四、风险分析及说明书提示 

（一）受益评估 

肺癌是数十年内世界范围内最常见的癌症，世界卫生组

织（WHO）将肺癌分为 2个主要类别：非小细胞肺癌（NSCLC）
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和小细胞肺癌（SCLC），NSCLC 占全部肺癌病例的 80%以

上。根据基因突变检测结果的不同，可以对非小细胞肺癌

（NSCLC）进行基因分型，不同基因分型的 NSCLC 拥有不

同的基因靶点，针对这些基因靶点设计的靶向药物，已经在

多个药物临床试验中证实可以用于不同类型的 NSCLC 患者

的个体化分子靶向治疗，从而最大限度地延长患者生存期，

减少无效治疗，降低毒性反应，改善生活质量。因此，针对

NSCLC 的多基因突变检测，能够提高患者的临床受益。 

综合该产品的临床研究，该产品在与 Sanger 测序、已上

市 qPCR 试剂、伴随诊断试剂的对比研究中都显示了良好的

一致性，为临床判断试剂盒检测范围内的突变提供了可靠的

评价方法。在药物疗效相关的回顾性临床研究中，该产品检

测靶向药物吉非替尼片、甲磺酸奥希替尼片、克唑替尼胶囊

敏感突变的阳性样本，其检测结果与回溯性病例用药前靶点

检测结果均一致，且各靶点人群接受相应靶向药物治疗的客

观缓解率均达到了预期临床疗效，显示该产品可以帮助非小

细胞肺癌患者选择上述靶向药物的肿瘤靶向治疗方式。 

该产品所采用的测序技术，其通量要远高于 Sanger 测序

法等，利用高通量的优势，对样品进行高深度的测序和分析，

提高了检测灵敏度（检测限）；与目前临床基因突变检测的

qPCR 法相比，在单个反应中也可以同时检测较多基因突变，

具有更高的临床适用性。 
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（二）风险评估 

1．假阴性假阳性分析结果导致的风险 

该产品检测结果会受到样本来源、样本采集过程、样本

异质性、样本运输条件、样本保存条件等因素影响，同时也

受到实验环境、操作人员水平、仪器性能等限制，导致可能

得出假阳性或假阴性的检测结果。使用者须了解检测过程中

可能存在的潜在风险及检测的局限性。 

不符合说明书中【样本要求】的样本和不恰当的实验操

作会导致假阳性或假阴性结果，请严格按照产品说明书中

【样本要求】及【检验方法】的要求操作和进行实验过程质

控。同时由于肿瘤组织可能存在较大异质性，不同部位取样

可能会得到不同的检验结果。 

该产品阴性检测结果不能完全排除基因突变的存在。导

致检测结果假阴性的原因可能包括：肿瘤样本中肿瘤细胞较

少、肿瘤组织异质性、突变类型不在试剂盒检测范围内、突

变频率低于最低检测限、样本降解、样本污染、样本中存在

大量干扰物质、不正确的样本保存、不正确的试剂盒保存、

试剂盒过期、不恰当的实验操作、等等。 

该产品检测过程中涉及 PCR 扩增反应，操作过程中气溶

胶泄露可能会导致设备和实验室污染，从而影响检测质量，

造成假阳性检测结果。为了尽量避免环境污染对检测质量的

影响，检测操作应在可控的基因扩增实验室进行，实验室应



 

 25/27 

分为三个隔离区域（试剂准备区、样本制备区、扩增监测区），

每个区域有专用仪器设备，不能交叉使用；全程使用带滤芯

枪头。操作人员需要根据《医疗机构临床基因扩增管理办法》

进行专业培训，非专业的操作及操作不当会影响检测质量。 

2．试验流程和分析方法导致的风险 

该产品检测过程主要包括 FFPE 样本中的核酸提取、多

重 PCR 捕获、文库制备、测序及数据分析等步骤，检测流程

较为复杂。为确保检测全流程的质量得到有效控制,在产品设

计开发阶段确定了配套的核酸提取试剂盒并对样本提取质

量、文库质量及测序质量进行了研究并确定了质量标准，在

检测过程中须严格按质量标准进行质控，并使用该产品说明

书推荐的配套试剂进行实验，该产品未对说明书推荐范围以

外的其他试剂盒进行配套验证。 

为了确保检测结果的准确性, 申请人配套开发了测序数

据分析及结果判读的生物信息分析软件。请使用该产品配套

的分析软件进行数据分析, 该产品未对其他软件进行验证。 

（三）其他因素 

该产品尚有多个未经伴随诊断验证的基因突变类型，需

要在产品上市后继续收集药物疗效相关信息。 

（四）受益－风险的确定  

通过在说明书等文档中详细规定操作流程和注意事项、

对实验人员进行专业培训等防范措施，对该产品的已知和可
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预见的安全风险进行控制和降低，剩余风险可以被控制在验

收准则规定的可接受范围内，同时没有带来新的危害与安全

风险。在目前认知水平上，认为该产品带来的获益／受益大

于风险。 

尽管目前认为该产品的受益大于风险，但为保证用械安

全，基于对主要剩余风险的防控，已在产品说明书中提示以

下信息： 

1. 适用范围：该产品以人类非小细胞肺癌（NSCLC）

肿瘤组织福尔马林固定石蜡包埋切片（FFPE）样本中提取的

脱氧核糖核酸（DNA）及核糖核酸（RNA）为样本，用于体

外定性检测人类 EGFR、KRAS、BRAF、PIK3CA、ALK、

ROS1 基因的多种突变与融合。其中 EGFR 19 号外显子缺失

（19del）、L858R 突变用于吉非替尼片的伴随诊断检测， 

T790M 突变用于甲磺酸奥希替尼片的伴随诊断检测，ALK

融合和 ROS1 融合用于克唑替尼胶囊的伴随诊断检测。该产

品检测范围内的其他基因突变均未与靶向药物进行过安全

性和有效性的联合临床试验评估，仅进行了性能验证，因此

不能用于伴随诊断检测。 

2. 警示及注意事项：产品说明书中介绍了该产品检验方

法的局限性及使用中的注意事项。 
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综合评价意见 

本申报项目为境内第三类医疗器械产品注册，属于创新

审批项目（编号：201700024）。申请人的注册申报资料符合

现行要求，依据《医疗器械监督管理条例》（国务院令第 680

号）、《体外诊断试剂注册管理办法》（国家食品药品监督管

理总局令 2014 年第 5 号）等相关医疗器械法规与配套规章，

经系统评价后,建议准予注册。申请人在该产品上市后应继续

对产品伴随诊断用途进行验证。请在至少两家临床机构随访

收集伴随诊断 3 种药物（吉非替尼、克唑替尼、奥希替尼）

的临床用药疗效随访数据，作为临床补充资料在产品下一次

延续注册时提交。临床用药疗效随访数据应包括：病理诊断

信息，应用本产品检测信息，患者用药疗效终点至最佳疗效

的疗效数据，每种药物相关数据应满足统计学意义。该项临

床资料应由出具数据的各临床试验机构签章。 

 

 

 

 


