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评估糖化血红蛋白（糖化或糖基化）血红蛋白体外诊断器械的审查标准（纯文本）

这是一个灵活的文件，代表当前关于糖化血红蛋白体外诊断器械的主要关注和建议。其基于1）当前的基础科学，2）临床经验和3）先前由制造商提交给食品药品监督管理局的提交资料以及4）1990年的“安全医疗器械法案”（SMDA）和美国联邦法规（CFR）中的法规。随着科学和医学不断进步和国会立法实施方式出现变化，这些审查标准将在必要时进行重新评价和修订。

本指南草案的目的

本文件是21 CFR 800-1299部分的附件。虽然其并不旨在取代CFR，但是本文件将提供有关食品药品监督管理局（FDA）可许可上市某一器械之前所需要的信息的指南和说明。FDA可以根据统一的数据库做出更为合理的决定。我们希望其可以使将商业试验更可靠、可复现以及标准化。

定义

本文件讨论所有适用于临床实验室的通用型器械，其中，其作为体外诊断试验以用于定量测定血液样本中糖血红蛋白（糖化或糖基化）血红素（GHb％）的分数（以百分比表示）。1



产品代码：LCP

法规编号：21 CFR 864.7470


分类：II类

小组：血液学（81）

所需审查：上市前通告（510（k））。

1.0糖蛋白胆固醇试验的临床适应症/显著性/预期用途。

1. 临床适应症/显著性/预期用途

糖高血红蛋白（GHb）的使用频率越来越高，以监测糖尿病患者的长期血糖控制和符合性。GHb试验提供前两到三个月期间的血糖平均浓度的指标。其可补充对葡萄糖控制的更传统的测量，如尿液和血液中的葡萄糖定量。2

糖尿病是以碳水化合物代谢障碍为特征的代谢疾病。已经确定其具有两种主要类型。在I型胰岛素依赖性糖尿病中，胰腺B细胞无法产生胰岛素，即在体内细胞内发生葡萄糖氧化所必需的蛋白激素。II型或非胰岛素依赖性糖尿病（NIDDM）患者有两种亚型：非肥胖和肥胖。非肥胖II型糖尿病患者胰岛素产生能力受损。II型肥胖NIDDM患者表现为胰岛素无法有效刺激目标细胞，这被视为靶组织中的后受体缺陷。不同类型的糖尿病患者存在不同的体征和症状，但所有患者都具有空腹高血糖或葡萄糖在1-2小时时升高的特征。治疗糖尿病的目的是将血糖水平控制在尽可能接近正常水平，以阻止（如果未得到预防）血管疾病进展，例如中风、失明、肾衰竭、心脏病发作，循环系统无法到达下肢等。根据糖尿病的类型和个体患者的差异，这可以通过饮食、减肥、口服降糖药或通过定期注射胰岛素来实现。3，4

术语“糖血红蛋白”（GHb）是指血红蛋白与各种糖形成的稳定加合物的一系列次要血红蛋白成分。葡萄糖和血红蛋白之间的反应是葡萄糖与血红蛋白的球蛋白（蛋白质）组分上的游离氨基的无酶缩合的示例。1这个过程相当缓慢，但会连续进行且不可逆转。人体红细胞可以透过葡萄糖。在每种红细胞内，GHb由血红蛋白以与葡萄糖环境浓度相关的速率形成。5当前血糖水平越高，GHb水平越高。糖尿病患者的红细胞中的百分比GHb增加。6




用于糖尿病血红蛋白的试验无法对糖尿病进行可靠诊断。这样的应用产生太多的假阴性和假阳性结果。2然而，其可用于筛查糖尿病并发症风险最大的患者。目前尚不清楚是否基于口服葡萄糖耐量试验结果被确诊为糖尿病但具有持续正常百分数的糖化血红蛋白GHb％值的患者是否发生典型的糖尿病并发症。然后，GHB试验可用于诊断糖尿病的声明将需要上市前批准。

假性结果可能表明长期血糖控制不当。然而，与血液和尿液中的葡萄糖的直接试验一起使用时，可以在采取严重措施之前评价假性GHb％试验结果，因为血液和/或尿液中可能存在短期较低或较高的葡萄糖水平，但又具有较高或较低的GHb％水平（长期效应）。

样本类型：

列出制造商声称看用于试验的所有样本类型/矩阵。矩阵的定义为涵盖待分析的患者样本中的分析物的环境（以下，“样本类型”包括矩阵或环境的考虑因素）。15其可以为全血、浓集的红细胞和/或裂解洗涤的浓集红细胞等。

2. 器械描述：
讨论器械方法的原理，以及此类原理是否已经确定，或为新的、未经验证的原理。

3. 非临床实验室研究：具体性能特性

FDA要求在上市体外诊断器械的申请中提供不同类型和数量的数据和统计分析。所要求数据的量和类型取决于：1）试验分析物，2）预期用途（决定申请是否为510（k）的材料，即原始上市前批准申请（PMA），3）试验为定量试验还是定性试验，4）数据设计是独立还是配对，以及5）制造商做出的某些声明。










可以通过将该器械与比较器械（任何合法销售的器械）进行比较来确定该器械的性能。国家临床实验室标准委员会（NCCLS）是参考方法来源的一个示例。应证明所有实质等同性声明以及用于使用该器械的具体参数。提供数据，以支持试验可用于所有声明的样本类型/矩阵。

A.分析/实验室/体外研究。

1. 统计
充分说明所使用的统计方法、假设、统计分析和相应的计算机输出和参考文献，以使具有相关知识并可访问原始数据的读者可以验证所报告的结果。

提供使用器械确定的数据和统计分析，支持特定于操作器械以及对其极为重要的性能参数，例如复现性。

讨论用于所提交数据类型的统计方法，例如定量连续数据、定性离散数据等。数据分布（正常与非正常类型数据（配对与独立））。

使用来自标准文本和/或参考生物医学期刊的研究设计和统计方法的参考。

试验数据：


2. 性能特性

确定与样本血红蛋白浓度相关的试验线性度。应使用不同浓度的血红蛋白，记录获得精确GHb％结果的血红蛋白范围。

在包装说明书中，列出可能导致试验过载或欠载，并产生异常结果的血红蛋白水平。在包装说明书中提供有关样本高于或低于线性范围时应采取的措施的说明。









3. 特异性/交叉反应性/干扰研究
如果制造商做出有关限制性测定特异性的声明，例如，其声明：基于免疫学的试验、电泳或阳离子交换方法仅可检测HbA1c而不是HbA1，则应证明该检测对所声明的受限物种的特异性。

对于使用阳离子交换、HPLC和电泳方法的试验，提供试验气液和液相色谱法生成的色谱图或使用电泳技术生成的电泳图谱，以便用户可以看到从其他峰值分离所声明的糖基血红蛋白峰值的有效性，并观察矩阵中干扰物质的分辨率。通过Rf进行快速迁移（或列的保留时间）。列出温度条件。详细说明溶剂或载体及其使用顺序。17提供与色谱法类型相似的电泳信息（如果适用）。

提供含有血红蛋白F的样本的色谱图或电泳图，以确定是否存在干扰。

提供来自患有各种血红蛋白病（例如HbS、HbG、HbH、Hb Wayne、HbC、地中海贫血等）的患者的样本的色谱图或电泳图，以确定是否存在干扰。说明列和包装材料的确切来源以及其处理方式。给出溶剂源和溶剂成分，并说明每列的经验历史。

应提供数据，以证明如果在特定水平下其溶解、为脂质（仅亲和层析）或胆红素血症，样本不会干扰试验。24应在包装说明书中声明发现可干扰试验的任何此类条件以作为干扰条件。

已经有证据表明，电泳试验不受高甘油三酯血症25的影响，但使用阳离子交换法的试验受到严重的血脂异常26和胆红素血症27的影响。HPLC也受胆红素血症27影响。如果已在相应的包装说明书中对这些局限性进行声明和引用，则不必提供相应的数据。

不稳定GHb是一种急性生成的、非酶的、可逆连接的葡萄糖中间产物，其存在于暴饮暴食后血液中，从而可能导致GHb％试验的假性升高。







提交数据来支持不稳定GHb的存在不会导致实际GHb％值在统计学上显著升高。就此目的而言，可以使用几种试验方案。

表明在37℃下用至少55Mm / L或1400mg / D1葡萄糖28，29孵育3至4小时后的正常和糖尿病样本可给出与原始未处理样本相同的GHb％值。

如果该试验无法满足这种严格的非生理试验，贵公司可以表明，对于高GHb范围的21个样本，使用新试验获得的GHb值与使用公认（已发布）不稳定性移除方法获得的并使用配对学生t检验分析的GHb％值之间在统计学上不具临床显著性差异，且已进行 “不稳定性移除”的值低于未进行不稳定性移除的值，即样本中存在不稳定GHb。例如，取20个样本，且其HbA1c值在10到15％之间。将每个样本分成3个等分试样：a）等分试样编号1 - 无处理，b）等分试样编号2通过待试验方法移除不稳定性，c）等分试样编号3 - 通过将洗涤的红细胞在盐水中于37℃孵育5小时或通过另一种公认（已发布）方法移除不稳定性。在同一测定中运行等分试样编号1、编号2和编号3。等分试样编号2和编号3应该给出相同的结果，并且低于编号1（如果测定本身不受不稳定GHb的影响，则等于编号1）。

如果未检查到干扰，则向包装说明书的局限性部分添加声明，以声明尚未针对一种或多种物质的交叉反应性或干扰对该器械进行测试。

复现性差异分析17、19、20、22、23

国家临床实验室标准委员会（NCCLS）建议23，对方差实验进行分析，其中，该实验测试了分析物的近医学决策极限（亚正常、正常或升高）的两个临床显著水平，但在这种情况下，医学决策极限应为正常和升高。使用模拟患者样本的控制或实际患者样本在同一次运行中测试2次，每天运行两次，共进行20天。这允许单独估计日间、运行间和日内标准偏差（SD）以及运行内和总标准偏差。本引用文件中还讨论了可接受的替代方案，即每天只运行一次。23应使用方差分析的三个重要假设（误差方差的均匀性、相加性和正态性）来证明上述结果的有效性。

计算每组值之间的总、日间和日内和运行间和运行内的平均值以及不精确性的变异系数。



5.比较研究。

将该器械与FDA已许可的器械进行比较。此外，可以将该器械与参考方法进行比较。推荐将GHb A1c的HPLC或亲和色谱法用作参考方法。14 HPLC产品可商购。HPLC显示出优异的测定精确性，并允许快速分离HbA1c与其他次要组分。3 A1c峰值受样本存储条件带来的变异性较HbA1峰值小。4与离子交换或电泳方法相比，亲和层析含有的干扰较少，包括样本降解。所选择的参考方法应用于整个研究中的所有比较。

比较使用浓集红细胞（如果声明）和/或全血样本（其不含干扰物质，且取自整个测定范围（从正常到临床相关的高水平的GHb％）的40到100人）获得结果与使用另一已经上市的试验获得的结果或与参考方法。17、18

使用线性回归方法分析数据18。（X轴是自变量或比较试验，Y轴是因变量或新试验）。19，20线性回归分析通常对于估计两种分析方法之间的差异或误差最有用，因为错误可以以研究范围内的任何医学重要浓度计算；此外，斜率和截距可能会给出系统误差类型的一些指示，从而可能有助于减少分析误差。由于斜率和截距估计值的可靠性可能受数据集中非线性、异常值、数据范围和比较方法的变异性的影响，优选情况下，样本应涵盖可能出现的完整浓度范围。斜率、截距及其估计的标准误差、相关系数、估计的标准误差、测定范围以及试验样本的性质和尺寸应在包装说明书的性能特性部分中报告。

B.临床资料/参考范围。

可使用线性回归（斜率接近1.0以及截距接近零）17，18以及具有已发布的健康个体参考范围的方法使器械结果良好关联。如果器械结果良好相关，40-60个受试者足以证实一致性。30，31









如果器械结果不相关，则应确定一个参考范围，并从120至200名正常人中提取样本，其中，其以年龄、性别、地理位置、任何疾病症状以及可影响所获得的值（例如妊娠）的任何其他因素为特征。31

建议在包装说明中说明用于表征人口的统计数据和所使用的置信区间。所研究的人群应根据年龄和疾病状况进行分类。应该说明试验人数。应研究预期用途中所声明的所有样本类型，除非其他数据证明它们之间不存在任何区别。贵公司还可以提供来自特定患者组（例如糖尿病患者）的样本的一系列分析物值。

4.标签注意事项

请勿在包装说明书中做出未经证实的临床意义声明。

以下是标签的其他详细信息。

A.预期用途声明[809.10（b）（2）]

其是否用于临床实验室、医生办公室或非处方场（OTC）。（局限性部分应包括试验性能或使用所需的任何具体培训。）

其是否用于筛查、监测、确认或排除和/或辅助诊断以作为其他手术的辅助手段。

临床意义，如果可用几句话进行声明。（如临床意义声明冗长或复杂，请另行创建单独标题，其标题应为“临床意义”。）

典型的预期用途声明：

 “ABC的***试验是一种实验室试验，其旨在通过使用ABC自动化系统（如果适用）以监测糖尿病患者的长期血糖控制的[方法]，来定量测定全血中的百分比糖化血红蛋白。








使用条件
说明该器械的任何特殊应用或具体禁忌症或未在预期用途声明中提供的使用适应症，例如“尽管经过认真考虑，在诊断糖尿病中糖血红蛋白的测量尚未被证明可靠”。2、5例如，一项研究显示，尽管对于糖尿病，高于“正常”人群平均值的标准偏差三倍以上的临界值具有99％的特异性，但敏感性仅为48％。49

B.试验摘要和说明[809.10（b）（3）]

建议本节讨论该试验的以下优点和局限性：

1. 仅适用于亲和色谱法；

这种方法可检测所有糖血红蛋白，而不仅仅是HbA132，

这种方法不受异常血红蛋白的影响。
这种方法不受尿毒症患者的氨基甲酰化血红蛋白的影响。在尿毒症患者中，须对尿素衍生的氰酸酯与HbA的β链上的N-末端氨基组加以考虑。这种尿素结合的血红蛋白可与HbA1在阳离子交换列上一起洗脱，以产生假性升高结果。33、34



2.不稳定糖基血红蛋白（所有方法，如果数据如此证明。）

这种方法不受“不稳定”糖基化血红蛋白的存在的影响。

C.样本收集和分析准备[809.10（b）（7）]

应在510（k）中提供数据或文献参考资料，支持所有声明。

提供对以下内容的说明：

要收集的样本的类型，例如全血、浓集细胞、洗涤的浓集细胞和可接受的抗凝剂。

可接受的抗凝剂或其他添加剂、防腐剂等，以维持样本。




收集注意事项：

患者准备的特殊条件，例如禁食、收集时间、收集间隔等。

对于常规临床应用，通常，每3至4个月进行一次试验就已足够。在某些临床情况下，如糖尿病患者怀孕或治疗出现重大变化后，应以2〜4周的间隔获得GHb％值以使其有。5

电泳方法

应声明高甘油三酯血症不会干扰电泳方法的陈述。25

对于使用阳离子交换方法的试验，严重脂血症的样本可能会给出升高结果。26如果样本出现脂血症，建议使用洗涤的浓集红细胞作为样本。

对于使用阳离子交换或HPLC试验方法的试验，据报道，胆红素水平升高的样本可能给出假性升高糖血红蛋白水平。27

在包装说明书中列出用于保持样本的稳定性的oC（从低到高）、收集、运输、处理和存储条件的范围。请勿在未进行认证的情况下使用 “室温”等术语。应在510（k）中提供数据或适当的文献参考，支持任何声明。

由于用于阳离子交换和电泳方法的样本具有不稳定性，应建议在样本间使用一致的存储条件和时间间隔。例如，所有样本应在收集当天制成溶血液，并在收集后第四天的早晨进行测试。

应声明每个实验室必须根据其具体情况制定和评价样本处理程序。实验室应负责针对由不适当样本处理引起的大量分析误差对临床医生进行教育。

[存储条件可明显影响阳离子交换和电泳测定不精确性]6








一些阳离子交换小柱的温度变化可能为1％HbA1/1oC46。该温度问题必须用几种方法来解决，例如：

然而，报告显示，温度与GHb浓度转换图47可能无法提供准确的结果。6此类图表无法补偿测定期间的温度波动。11

应使用三级校准物来补偿温度变化并提供有关严格温度控制方法的建议。

除糖之外，各种物质可以与血红蛋白形成加合物，从而改变其电荷特性。如果这些加合物与GHb混合，可能会生成假性升高结果。示例包括鸦片成瘾44、铅中毒、尿毒症和酒精中毒的个体5以及接受大剂量阿司匹林（乙酰化血红蛋白）的个体。45在临床上，此类主要干扰加合物一般出现在尿毒症患者中。5这种增加与BUN相关（血尿素氮），并且似乎至少部分地由尿素衍生的氰酸酯（氨基甲酰化血红蛋白）对血红蛋白进行氨基甲酰化而产生。33

D.质量控制[809.10（b）（8）（vi）]

说明如工具盒中没有提供材料，应用于阳性和阴性控制的样本或市售产品，包括推荐的分析物水平。

有关运行内和运行间对质量控制样本的频率和放置的建议。有关解释质量控制样本结果的说明（令人满意的性能局限性）。以类似于以下列语句的声明进行总结：“如果控制不符合上述规定（上述），则试验结果无效。”


E.程序的局限性[809.10（b）（10）]

以下是建议提供的GHb％局限性声明类型的示例：

1. 适用于所有GHb％试验方法的局限性

该试验无法可靠用于诊断糖尿病。2、5 根据所设置的试验临界值，存有过多的假阳性和/或假阴性结果。例如，一项研究显示，尽管对于糖尿病，高于“正常”人群平均值的标准偏差三倍以上的临界值具有99％的特异性，但敏感性仅为48％。49

该试验无法用于判断日间的葡萄糖控制，且不应用于替代尿液和血糖的日常家用试验。5

与任何其他实验室程序一样，如果临床印象和试验结果之间存在巨大差异，则通常需要进行研究。应考虑以下一些试验局限性。

导致红细胞存活时间缩短的原因可能会减少红细胞暴露于葡萄糖的时间，从而降低%Ghb值，例如，溶血性贫血或其他溶血性疾病、怀孕、近期显著的失血等。在任何具有慢性失血和因果性可变红细胞寿命的患者中，百分比Ghb结果并不可靠。6、11、36、37、38
             
2.除有数据证明不存在不稳定Ghb的干扰的试验外的所有试验。[如果制造商声明，试验方法可移除或不受不稳定糖血红蛋白的影响，则应在510（k）中提供数据以支持该声明。]假性升高的Ghb试验结果可能由“不稳定Ghb”引起，其为一种急性产生的、可逆的、非酶联的葡萄糖中间产物，一般在暴饮暴食后出现。当前的血糖水平越高，出现由不稳定Ghb引起的假性升高的可能性就越高。包装说明书应告知用户，根据所使用的试验方法，可通过以下任何一种方法移除不稳定Ghb：

1）在室温下将二十倍样本稀释放入等渗盐水中孵育一晚上。39
2）在4℃下透析一晚上，两次更改含有4.59g NaH 2 PO 4·H 2 O、1.18g Na 2 HPO 4和0.65g KCN / l（pH7.0）40的缓冲液的体积。
3）在37℃下放入0.9％的盐水中孵育5小时。41
4）在38℃下放入30mM氨基脲和12mM苯胺（pH 5）中孵育30分钟。请注意：这些化学物质具有毒性。
5）在37℃下在体积为50的0.05M二硫代磷酸氢裂解缓冲液（pH 5）中，裂解红细胞15分钟。必须注意避免使血红蛋白变性。29、42










3.对于所有阳离子交换（包括HPLC）和电泳方法

请注意，血红蛋白F（HbF）水平升高通常存在于婴儿和一些孕妇中，且其会导致假性升高结果，因为HbF可与HbA1c43混合。43

患有各种血红蛋白病的患者（如HbS、HbG、HbH、Hb Wayne、HbC、地中海贫血等）可能会给出错误结果，这取决于这些变体的电荷特征。6

4.对于仅量化HbA1的测定，请注意，在大多数以下情况中（包括尿毒症），HbA1a和b分数比HbA1c分数更易受影响。因此，量化HbA1c的测定仅具体显示因此类干扰而产生的轻微改变（很少大于1 GHb％）。5

F.结果/预期结果的解释 [809.10（b）（11）]

如果根据血红蛋白浓度，样本的试验结果高于或低于线性范围，则应采取一定措施，如稀释程序。

健康人员范围

既定疾病组的范围。

来自科学文献的参考范围

另外，参考范围研究也可以根据文献参考来进行报道，特别是如果作者使用了新试验，或者如果性能特性显示结果与作者使用的试验获得的结果类似，例如回归方程斜率= 1.0，r =约0.95。否则所有预期值应使用所提交的产品来确定。

在正常健康人群中，GHb约占总血红蛋白的4〜8％。在糖尿病患者中，该水平可能翻倍。因为与血红蛋白结合的葡萄糖缓慢出现并且依赖于血糖的循环水平，所以GHb％水平代表了一个时间平均的血糖水平。在GHb％可反映血糖水平的变化之前，应大约有两到四周的时间滞差。





已知的胰岛素依赖性糖尿病患者通常具有升高的GHb％水平。48 根据高血糖症程度，对这些患者进行的百分比GHb定量可能在9-17％范围内。处于良好控制下的糖尿病患者也可能具有正常范围内的GHb％值。迄今为止，不存爱被视为指示“良好”或“不良”控制的特定GHb％值。使用GHb％监测糖尿病患者时，结果必须单独解释；也就是说，应该对患者本身进行监测，并将值与特定方法的正常范围相比。

对于电泳和高效液相色谱试验方法。应提供图形

提供来自常见血红蛋白病（例如HbS和C）的电泳图的示例。详细讨论如何在存在遗传异常血红蛋白的情况下计算GHb％并给出示例。

G.性能特性[809.10（b）（12）]

应提供比较研究的统计结果。推荐使用散射图，但贵公司可自行选择。

报告在运行内、日内、日间和总测定精确性研究中各种水平的%GHb的平均值、标准偏差和/或百分比变异系数。平均值应从最低到最高（或反之亦然）排列，以给出可识别的趋势。

根据血红蛋白浓度，确定测定线性，对研究进行总结并得出结论。
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