



附件1

异常凝血酶原检测试剂
非临床研究审评要点

本审评要点主要针对异常凝血酶原（PIVKA-II）检测试剂的分析性能、阳性判断值与参考区间、稳定性、主要原材料等研究过程，为体外诊断试剂注册申请人和技术审评部门提供参考。
本审评要点是对异常凝血酶原检测试剂的一般要求，注册申请人应依据产品的具体特性确定其中内容是否适用，若不适用，需具体阐述理由及相应的科学依据，并依据产品的具体特性对注册申报资料的内容进行充实和细化。
本审评要点是供注册申请人和技术审评人员使用的指导性文件，但不包括审评审批所涉及的行政事项，亦不作为法规强制执行，应在遵循相关法规的前提下使用本审评要点。如果有能够满足相关法规要求的其他方法，也可以采用，但是需要提供详细的研究资料和验证资料。
本审评要点是在现行法规和标准体系以及当前认知水平下制定，随着法规和标准的不断完善，以及科学技术的不断发展，相关内容也将适时进行调整。
一、适用范围
本审评要点适用于体外定量测定人血清和血浆中的异常凝血酶原（PIVKA-II）检测试剂。产品用于临床肝细胞癌（HCC）疑似患者的辅助诊断，以及动态监测以辅助判断疾病进程或治疗效果。
本审评要点是对基于免疫学方法的异常凝血酶原（PIVKA-II）检测试剂的一般要求，对于包含PIVKA-II的联合检测产品，可能部分要求不完全适用或本文所述内容不够全面，申请人可以参照本审评要点，根据产品特性对适用部分进行评价，并补充其他的评价资料进行相应验证。
本审评要点适用于进行产品注册和变更注册申报的产品。
2、 注册审查要点
（一）监管信息
1.产品名称及分类编码
产品名称应符合《体外诊断试剂注册与备案管理办法》及相关法规的要求，如异常凝血酶原测定试剂盒（化学发光法）。按照《体外诊断试剂分类规则》和《体外诊断试剂分类目录》，该产品管理类别为Ⅲ类，分类编码为6840。
2.注册申请人还需提交产品列表、关联文件、申报前与监管机构的联系情况和沟通记录及符合性声明等文件。
（二）综述资料
内容应符合《关于公布体外诊断试剂注册申报资料要求和批准证明文件格式的公告》的相关要求，主要包括概述、产品描述、预期用途、申报产品上市历史及其他需说明的内容。建议注册申请人着重介绍产品检验原理，抗体、抗原等主要原材料选择，与同类和/或前代产品的量值比较，及产品的预期用途。
（三）非临床资料
1.产品技术要求及检验报告
1.1 产品技术要求
申请人应当在原材料质量和生产工艺稳定的前提下，根据产品研制、前期评价等结果，依据国家标准、行业标准及有关文献资料，结合产品特性按照《医疗器械产品技术要求编写指导原则》（2022年第8号）的要求编写产品技术要求。该类产品作为三类体外诊断试剂，附录中需包含主要原材料及生产工艺要求的内容。
如有适用的国家标准、行业标准，产品技术要求应不低于标准的要求。
1.2产品检验报告
根据《体外诊断试剂注册申报资料要求和批准证明文件格式的公告》的要求，申请人应当提供三个不同生产批次产品的检验报告，有适用的国家标准品的，应当使用国家标准品对产品进行检验。报告形式可为申请人出具的自检报告或委托有资质的医疗器械检验机构出具的检验报告。申请人开展自检的，应当符合《医疗器械注册自检管理规定》及相关法规的要求。
2.分析性能研究
[bookmark: _Hlk120510213][bookmark: _Toc323285335]注册申请人应当在原材料和生产工艺经过选择和确认、质量管理体系得到有效控制并且保证产品质量稳定的基础上，采用完整、确定的检测系统进行分析性能评估，提供具体研究目的、试验方法、相关基本信息、原始数据和数据的统计分析过程及结果。
如果试剂适用不同的机型，需要在不同机型上分别进行分析性能评估（建立/验证）。如申报产品包含不同的包装规格，需要对各包装规格进行分析或验证。
产品分析性能研究主要包括样本稳定性、适用的样本类型，校准品溯源和质控品赋值，正确度，精密度，空白限、检出限及定量限，测量区间及可报告区间，分析特异性，高剂量钩状效应的研究等。
2.1样本稳定性
建议充分考虑实际使用过程中样本采集、处理、运输及保存等各个阶段的条件（常温、冷藏和冷冻等），进行保存期限验证，以确认样本的保存条件及保存时间。可冷冻保存的样本还应对冻融次数进行合理验证。
2.2适用的样本类型
如同时适用于血清和血浆样本（不同抗凝剂），应采用合理方法评价样本类型的适用性。可选择具有统计学意义数量的样本，进行一致性的同源比对研究。
血清和血浆样本结果不一致时，应分别进行性能研究，以及阳性判断值与参考区间研究。
2.3 校准品溯源和质控品赋值
应明确申报产品适用的校准品和质控品。
如申报产品包含校准品，应当提交溯源资料。
该类产品目前无国家/国际标准品，也无国际约定参考测量程序，一般溯源到制造商选定测量程序、内部参考测量程序或企业校准品。部分产品溯源到纯化的重组异常凝血酶原。如无充分的方法学比对研究数据，不建议将不同的结果浓度单位进行换算。
如申报产品包含质控品，应当提交赋值资料。
2.4正确度
建议采用申报产品和已上市同类试剂进行方法学比对研究。研究人群包括产品的适用人群。临床样本的浓度水平应覆盖申报试剂的测量区间。在性能建立时，建议对每个样本重复检测，以平均值或中位数进行回归分析，并评价医学决定水平或参考区间上限浓度的偏倚。
2.5精密度
应根据各测量条件对检测结果影响程度的分析，设计合理的精密度试验方案进行评价，包括重复性、实验室内精密度、实验室间精密度和批间精密度，应制定合理的精密度评价标准，如标准差或变异系数等。
精密度研究用样本一般为临床实际检测样本或其混合物。样本浓度一般包括测量区间高、中、低在内的3～5个水平，应有医学决定水平或参考区间上限浓度附近的样本。
2.6空白限、检出限及定量限
该类试剂对样本浓度下限的检出能力指标包括空白限（LoB）、检出限（LoD）及定量限（LoQ）。LoB一般由多个独立的空白样本（无异常凝血酶原）的检测结果计算获得；LoD一般由多个独立的低浓度（含有异常凝血酶原）样本的检测结果，结合LoB进行计算获得。LoQ需满足预设准确度指标（即考虑偏倚和精密度的要求）或者精密度指标（无法确定偏倚时）。该部分研究包括建立和验证两部分内容。
2.7测量区间及可报告区间
2.7.1线性区间及测量区间
线性区间的研究，需采用高值和零浓度/低值样本配制一系列不同浓度的样本。当建立试剂的线性区间时，需配制较预期线性区间更宽的至少9个不同浓度的样本（不包括零浓度样本），每个样本进行多次重复检测。采用重复检测均值和预期值进行直线回归分析，建议采用加权最小二乘回归等分析方法，提供散点图、线性回归方程、线性相关系数（r）及线性偏差，判断结果是否满足可接受标准。
线性区间的研究建议包括建立和验证两部分内容。
2.7.1可报告区间
如对超出测量区间浓度的样本可进行稀释后检测，应研究合适的稀释液和稀释倍数。
2.8分析特异性
建议评估的内源性干扰物质包括血红蛋白、血脂、胆红素、自身抗体(RF、ANA)、异嗜性抗体（人抗鼠抗体）、凝血酶原、IgG、IgA、IgM、白蛋白、葡萄糖、半乳糖等。建议评估的外源性干扰物质为常用药物（例如：华法林、维生素K、抗坏血酸、维生素B、布洛芬、对乙酰氨基酚、地塞米松、乙酰水杨酸、抗生素等）、乙肝、丙肝等肝脏疾病治疗相关药物（例如：干扰素α、恩替卡韦、利巴韦林、艾米替诺福韦、索磷布韦维帕他韦等），肝细胞癌治疗相关药物。 
还应评估其他肿瘤标志物的干扰，如甲胎蛋白、甲胎蛋白异质体、癌胚抗原、α-L-岩藻糖苷酶、糖类抗原19-9、糖类抗原50、人绒毛膜促性腺激素（β-HCG）等。
如果试剂采用了生物素-亲和素系统，需对生物素的干扰进行研究。
干扰研究中需采用至少2个分析物水平的样本，包括阳性判断值或参考区间上限附近浓度的样本。研究的干扰物质需选择临床样本中的最高浓度（最差情形）。
2.9高剂量钩状效应
当检测含有极高浓度的异常凝血酶原样本时，饱和反应可能导致检测浓度值低于真实值。建议对多个含有高浓度分析物的真实样本进行梯度稀释后由低浓度至高浓度检测，每个梯度的稀释液重复多份进行检测，明确不产生钩状效应的最高分析物浓度。
2.10反应体系研究
2.10.1确定抗原抗体反应条件（温度、时间等）的研究资料。
2.10.2确定反应所需物质用量（校准品、样本、包被物、酶标物、底物等）的研究资料；如样本需采取稀释或其他必要的方法进行处理后方可用于最终检测，申请人还应对样本稀释液及其用量、其他必要的处理方法等进行研究。
2.10.3底物（发光或变色）的最适条件研究。
2.10.4其他：如清洗次数（如适用）、样本稀释等。
2.10.5不同适用机型的反应条件如果有差异应分别详述。
3.稳定性研究
稳定性研究主要包括实时稳定性（货架有效期）、使用稳定性（包括试剂开封稳定性、校准频率）、运输稳定性等，申请人可根据实际需要选择合理的稳定性研究方案。稳定性研究资料一般包含研究方案、报告和数据。对于实时稳定性研究，应提供至少3批样品在实际储存条件下保存至成品有效期后的研究资料。
4.阳性判断值与参考区间研究
异常凝血酶原检测试剂为定量检测试剂，一般需要采用健康人群样本确定试剂的参考区间。参考群体的选择应考虑是否依据年龄、性别等因素进行分组。如果不同组之间的差别具有统计学意义，需要分别进行统计分析。
针对辅助诊断的预期用途，需要研究产品的阳性判断值。阳性判断值的研究需采用未经治疗的人群样本，建议纳入临床确诊的HCC病例组，良性肝病患者，除HCC以外的其他恶性肿瘤疾病患者，免疫疾病患者。HCC病例组可参考中国相关指南的分期方案，每个分期均应有一定数量的病例，特别是早期人群应纳入充分的例数。良性肝病患者包括酒精性肝炎（ASH）、肝纤维化、肝硬化患者，乙肝感染患者，丙肝感染患者，非肝硬化非酒精性脂肪性肝炎（NASH）患者等人群。其他恶性肿瘤疾病患者包括胆管癌、胰腺癌、胃肠道癌症患者等人群。对上述样本的检测结果，采用受试者工作特征曲线（ROC）的方式进行阳性判断值的分析，获得本产品灵敏度和特异性最佳的诊断临界值。
需要注意的是，异常凝血酶原在中外人群中可能存在差异，所以参考区间和阳性判断值的研究，均需采用中国人群进行。
为了保证产品阳性判断值的科学性，建议采用与上述建立不同的样本进行阳性判断值的验证。
5.其他资料
5.1主要原材料研究资料
此类产品的主要原材料包括抗体、抗原、磁微粒、标记物等，应提供主要原材料的选择与来源、质量标准等相关研究资料。
    5.1.1抗体
抗体用于检测样本中的异常凝血酶原，与被测物直接结合，决定了试剂的灵敏度和特异性。请对抗体的选择进行充分研究。详述抗体所针对的抗原表位、抗体制备所用免疫原以及确定该抗体作为主要原材料的依据，明确抗体的来源、基本信息（包括生物学来源，单克隆，简述制备及鉴定方法）及质量标准（可包括外观、蛋白浓度、纯度、分子量、效价、功能性试验）。
    5.1.2抗原
抗原用于校准品和质控品的制备，明确抗原的来源，基本信息（包括天然抗原/重组抗原及表达载体，简述制备及鉴定方法）及质量标准（可包括外观、蛋白浓度、纯度、分子量、功能性试验）。
5.1.3其他
    除上述原材料外，产品中包含的其他原材料，如磁微粒、标记物、生物素、链霉亲合素等，均应进行验证并提交相关资料。
5.2 生产工艺
介绍产品的生产工艺，可用流程图结合文字的方式表述，提交主要生产工艺的确定及优化研究资料。
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