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本指南编写于1997年2月27日实施FDA的良好指导规范（GGP）之前。其不会为任何人创造或赋予任何权利，也不对FDA或公众具有约束力。如果替代方法满足适用的法律、法规或其两者的要求，可以使用替代方法。本指南将在下一版本中更新，以纳入GGP的标准部分。









日期：	1994年7月15日
发件人：	主任，免疫学分部，临床实验室器械部，器械评估办公室，器械与放射健康中心
[bookmark: OLE_LINK48][bookmark: OLE_LINK49]主题：	利用免疫试验方法且适用于胎儿神经开放性神经管缺陷的α-胎甲球蛋白（AFP）体外诊断器械评定的审查标准
收件人：	感兴趣的制造商

我们已起草了标题为“利用免疫试验方法且适用于胎儿神经开放性神经管缺陷的α-胎甲球蛋白（AFP）体外诊断器械评定的审查标准”的文件。本文档列出了我们将审查的项目，旨在帮助制造商准备这些器械类型的上市提交资料。同样，也可通过小制造商辅助部（DSMA），电话800-638-2041来获得本文件。
我们征求贵公司关于所附评查标准的想法、建议和评论。我们将非常感谢贵公司提供评论，以便我们可以在修订中纳入尽可能多的改进。请将评论发送至下述地址：
Peter E. Maxim，博士，
主任，免疫学分部，
临床实验室器械部（HFZ 440）
器械评估办公室
器械和放射卫生中心
2098 Gaither Road
Rockville, MD 20850
Peter E. Maxim，博士
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附件
[image: ]美国卫生与公众服务部	公共卫生署
食品药品监督管理局
备忘录

原始版本，1994年7月

利用免疫试验方法且适用于胎儿神经开放性神经管缺陷的α-胎甲球蛋白（AFP）体外诊断器械评定的审查标准
本指南是一份具有灵活性的文件，其代表了目前针对α-胎甲球蛋白（AFP）体外诊断器械辅助用于检测开放性神经管缺陷（ONTD）的主要关注问题和建议。在本指南中提到的器械是这些使用免疫试验方法学的器械。其依据1）现行基础医学，2）临床经验，以及3）1990年的医疗器械安全方案以及美国联邦法规（CFR）FDA法规。随着科学和医学中取得的进步，以及国会立法过程的改进，审查标准将进行重新评估，并且在必要时进行修订。
目的
在食品药品监督管理局（FDA）存档并受理上市前批准申请（PM）之前，本指南就必要信息提供了指南和阐述。尽管本指南不会替代美国联邦法规（CFR），在FDA能够为销售这类器械而颁布批准令之前，本指南就必要信息提供了额外指南和阐述。
[bookmark: OLE_LINK50][bookmark: OLE_LINK51]PMA提交必须表明器械具有临床实用性，并且能够合理确保其安全性和有效性。必须由适用于胎儿开放性神经管缺陷（ONTD）的AFP器械的全部申办方来提交PMA。PMA必须提供证据来表明将器械用于预期用途时的正确性、安全性和有效性。安全性和有效性信息指PMA提交中的信息，包括与适用于孕妇目标人群器械的性能特征评估相关的不良信息。
通过FDA批准后，向公众公布安全性和有效性文件总结（SS&E）。这是一项强制性要求，并且应单独提交。SS&E不应包含申办方认为的机密信息或所有权信息等特定信息。联邦注册声明应声明要求人员支持FDA决策（器械所述预期用途具有安全性和有效性）的SS&E信息的可用性。
[bookmark: OLE_LINK52][bookmark: OLE_LINK53]在下述各部分中确立PMAs的一般内容要求：515（c）（1）（A) - (G），513 (a)（3），21 CFR 814.20和21CFR 860.7。为解决法案21 CFR 814.20中的基本内容要求，可从小制造商辅助部（800-638-2041）获得PMA手册和PMA补充文件副本。我们相信这些手册以及本指南文件将能够使申办方提交完整和结构清晰的提交资料。


定义：
这种通用型器械适用于临床实验室，就医生处方辅助检测胎儿开放性神经管缺陷（ONTD），利用各种免疫检测方法，如放射性免疫测定、酶免疫测定和荧光免疫测定，通过对AFP进行定量体外诊断，确定AFP在孕妇血清和羊水样品中的水平。36
产品代码：S2-LOK
小组：免疫学器械组
所需审查：PMA
I.	背景：
目前尚无适用于检测ONTD的AFP器械法规；但是，FDA有权根据21 CFR中第515（c）（1）（A) - (G）部分、法案中的第513 (a)（3）部分，也根据21 CFR 814.20和21 CFR 860.7来管理这些器械。
AFP试剂盒是由利用免疫化学技术定量测定AFP在母体血清、血浆和羊水中浓度的试剂组成的器械。测定母体样品中AFP可辅助检测胎儿ONTD。
水平增加或降低的意义以及医学和社会问题：
[bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK57][bookmark: OLE_LINK54][bookmark: OLE_LINK55]1980年7月，关于产妇血清中α-胎甲球蛋白（MSAFP）的全国性会议在华盛顿召开13, 14，讨论用MSAFP来检测产前ONTD相关的科学、医学、伦理、法律和经济问题。全部孕妇可利用此项血液检测来测定胎儿ONTD。孕妇向医生进行遗传咨询并获得明确知情同意后，可进行超声诊断和羊水AFP检测。尽管一些出现开放性脊柱裂的患者能够进行生育并过上幸福生活，但是，这种疾病是一种最常见的严重先天性畸形：在美国，每年有超过2000名胎儿出现这种症状（另外2000名胎儿患有先天无脑畸形）。全部ONTD病例中，孕妇生育不受影响的情况超过95%。全部患有先天无脑畸形的胎儿会在出生后立即死亡或在出生后不久死亡。1400例患有开放性脊柱裂的新生儿的预期寿命至少为5年。大多数胎儿存在明显的身体和精神障碍。开放性脊柱裂的产前鉴别能够使家庭选择终止妊娠或继续妊娠。如果选择继续妊娠，家庭和医生可以为受影响胎儿出生做足准备。这种预先通知能够使孕妇在能够提供外科手术、医学和其他所需护理的医疗中心进行生产，以最小化胎儿残疾。如果鉴别出先天无脑畸形，几乎所有家庭会选择终止妊娠。此外，MSAFP水平升高可能有助于识别出具有更高围产期并发症风险的妊娠15-17，以及接近50%的双胞胎或更多胎妊娠的概率。18, 19, 72


A. 介绍：
1. 预期用途的临床适应症和临床意义：
两种主要类型的胎儿ONTD分别是先天无脑畸形和开放式脊柱裂。1972年，Brock和Sutcliffe1 1（证明在ONTD情况下，羊水AFP水平增加）在报告中首次建议在针对ONTD的产前诊断中检测AFP的数值。在确认这一发现后，羊水AFP水平检测迅速成为第二种每三个月进行一次的部分孕妇产前护理项目。当时已生出患有神经管缺陷儿童的妇女保留这一检测，因为这些女性再次妊娠时风险会增加。不久后，开始为最初进行其它诊断处理的羊水样品进行AFP分析（例如，用于染色体分析的细胞培养物）6, 7。尽管在临床上已证明利用羊水AFP检测来预测是否进行遗传咨询是有帮助的，但是可能需要再次评估偶然出现的假阳性结果，包括在某些情况下重复进行羊膜穿刺。这些假阳性结果的最常见解释是羊水样品发生胎血污染。发现的其它胎儿病灶（例如，开放腹侧壁缺损和芬兰型先天性肾病）也与羊水AFP浓度升高相关，羊水AFP浓度升高降低了检验诊断的专一性，但是增加了可识别胎儿问题的范围。6 及时采集（孕周）和处理样本以及方法论的要求是，目前在美国能够实现的产前诊断便于预约孕妇的超声波检查和后续的羊水AFP检测。37


2. 在正常妊娠中的作用：
目前尚不清楚区分不同人群和地理区域中ONTD流行性的生物学基础；但是，作为ONTD的PMA申办方，必须向每名临床研究者作出解释，即在正确解释MSAFP的结果时，必须考虑这些因素。指导医生和临床试验人员正确解释MSAFP（根据推荐的检测方案36），AFP检测与任何其它旨在改善孕产期保健质量的临床实验室程序并无区别。
3. 背景说明：
提供疾病的背景概述，包括诸如生物化学、生理学、维生素缺乏症、病理生理学和药理学等基础科学。
4. 疾病的病因学：
描述胎儿ONTD的病因学，例如：
有明显证据表明，围产期补充多种维他命72，73或仅补充叶酸74能够预防神经管缺陷的复发。但是，95%生出患有神经管缺陷胎儿的母亲之前未生出过患有这些缺陷的胎儿。由Czeizel和Dudas 75目前提供的报告证明在围产期给予维生素会降低神经管缺陷的首次发生概率。制造商或申办方应利用获得的最新研究结果来更新文献回顾信息。
历史上，Leek，Ruoss, Kitau，Chard2和Brock，Bolton和Monaghan3独立证明在存在胎儿先天无脑畸形的情况下，产妇血清AFP（MSAFP）水平会升高。1974年，Wald，Brock和Bonnar4以及Brock和Scrimgeour5提供的数据表明，对于患有开放式脊柱裂的胎儿，MSAFP水平同样会升高。几年内，多家中心对检测方案的优势和局限性进行了调查并解决了相关问题。大家开始发现，MSAFP检测可作为一种日常技术来改善孕产期保健。12, 69, 70 2项主要的协作研究（1项于1977年完成，解决了MSAFP检测问题，另一项于1979年完成，涉及检测AFP在羊水中的水平）确立了两种分析过程的整体可靠性，并为能估出美国产妇人群中检测率和假阳性率的检测方法提供了整体基础7, 66, 67, 68。由对孕妇样本中AFP水平进行定量检测的几名器械制造商对通过测定AFP来检测ONTD的方式进行了彻底评估。根据FDA42规定的检测方案，对孕妇血清和羊水样品中的AFP进行检测，有助于测定胎儿ONTD。65, 55, 36


表1对经FDA批准用于胎儿ONTD的器械进行了概述。为在美国引进MSAFP检测，斯卡伯勒（缅因州）召开了3次国际会议（1977年、1978年和1980年），同时，FDA对适用于MSAFP检测的体外器械进行了评估。Haddow和Macri11以及Wald和Cuckle12也对目前实际使用MSAFP检测的知识水平进行回顾。

表1，目前获批辅助检测胎儿开放式神经管缺陷的PMA的α-胎甲球蛋白器械
	血清标记物
	制造商／器械
	类型
	FDA批准
	PMA编号

	AFP
	ABBOTT/DAIN-ABOTT
	RIA
	1984年6月25日
	P820060

	AFP
	WAMPOLE/AFP-TEST TM
	放射免疫技术
	1984年1月13日
	P760001

	AFP
	KALLESTAD/QUANTITOPE TM
(125 I-AFP)
 (Sanofi Diagnostics Pasteur)
	RIA
	1984年1月13
	P800025

	AFP
	TRAVRNOL-GENENTECH/GAMMADABTM (125I-AFP)
	RIA
	1986年4月30日
	P790032

	AFP
	HYBRITECH/TANDEM-E AFP
	免疫酶测定
	1986年4月29日
	P840035

	AFP
	AMERSHAM/AMERLEX (EASTMAN-KODAK, USA)
	RIA
	1986年4月7日
	P780006



5. 假阳性和假阴性结果的意义：
当制造商启动临床研究以支持旨在辅助检测胎儿ONTD器械的PMA时，应根据FDA发布的指南来执行MSAFP检测项目。FDA的观点是必须在一开始就用贴有解释实验室结果的手册和器械标签来辅助教育医生、遗传咨询师、护士、实验室人员和孕龄人群。FDA相信，不应利用孕妇胎儿ONTD检测来“筛查”胎儿ONTD。筛查意味着全部孕妇应进行AFP检测，而这不是FDA的立场。


II.	器械描述：
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]审查新AFP器械所遇到的关键问题是特定预期用途、供试品来源以及所采用的技术。必须提交下述描述性信息以充分描述用于检测临床样品中AFP的新型体外器械。除下述要求的描述性信息外，必须提交与器械技术相关的合理同行评审文献，充分描述新型体外器械。
A. 预期用途
AFP检测系统是由利用免疫化学技术来测定产妇血清和羊水样品中AFP的试剂组成的器械。根据FDA规定的检测方案，对产妇血清和羊水样品中的AFP进行测定，可辅助检测胎儿ONTD36。
B. 操作原理
AFP免疫学检测系统可采用下述一般原理，这些原理因所采用的方法不同可能存在差异。要求对检测方法的原理进行充分讨论。本文件通过评估检测系统，解决了一些难题，如确保试剂对AFP具有免疫化学专一性。鉴于分子的稳定性，始终通过免疫分析来测定AFP。早期研究利用电泳免疫扩散（火箭电泳，这是一种利用在凝胶中固化的AFP特异性抗体进行沉淀免疫检测的方法）对羊水中AFP进行定量。目前，仍偶尔使用火箭电泳来检测羊水中的AFP。该技术的灵敏度不足以测定产妇血清中AFP的下限。大多数实验室目前使用放射性免疫测定（RIA）或酶免疫测定（EIA）。几种放射性免疫测定（RIA）和酶联免疫吸附测定（ELISA）器械和试剂已获得批准，并且，食品药品监督管理局（FDA）对其生产进行了监督。这些方法能够对产妇血清和羊水中的AFP进行定量。实际上，利用试剂盒测定的AFP数值必须位于10IU/ml和150IU/ml之间。
将抗原-抗体结合系统分为两类：竞争性和非竞争性测定。在竞争性检测中，在单特异性抗AFP试剂和一定量的标记品（例如，放射性碘化AFP标准品）之间建立一种化学计量关系。将含有未知AFP水平的样品与标记品的AFP竞争的程度进行比较，并从标准曲线上读出AFP的浓度。这种类型的竞争性结合程序的成功取决于结合物的分离以及自由标记的AFP。通常采用添加能够沉淀免疫球蛋白的第二种单一特异性抗球蛋白试剂来完成这一过程：单一特异性抗球蛋白试剂复合物（双抗体放射性免疫测定）。随后，在本指南文件中解决了本技术的其它方面问题：例如，纯度、专一性和抗体的亲和结合、抗原纯度、反应混合物的pH、蛋白质浓度。


已将单克隆抗体的竞争性分析（和化学发光）与固相系统（免疫放射测定（IRMA））配套使用。检测系统中的AFP与一定量的、经放射性同位素标记的（发光试剂）AFP竞争结合后含有抗AFP试剂的固化支持物上有限数量的结合位点。
当竞争性结合测定采用放射性同位素时，将其归类为放射性免疫测定；但是，其也可能替代利用荧光染料标记的抗免疫球蛋白试剂（荧光免疫测定）或源于与抗免疫球蛋白试剂共轭酶的杂交瘤细胞。加入合理基质，并利用合理分光光度计（酶免疫分析）进行检测时，这些试剂通过监控比色反应可估计分析物的浓度。在这些测定条件下，通过放射标记（放射免疫测定）或酶联试剂（酶免疫分析法）放大的结合系统提供了所需的灵敏度。必须对AFP器械中所使用的基质／指示剂进行说明，包括pH值（例如，荧光底物和其它）。
对用于定量测定血清和羊水中人源AFP的方法进行综述，发现由于改进仪器、标准、单克隆糖体试剂和对干扰物质的了解，这些技术逐渐更加灵敏和准确。用于定量和鉴定人源AFP的免疫化学、生物发光和化学发光方法正迅速成为自动医疗器械的方法选择。这些方法创新提高了估计AFP MOM数值的精密度和整体可靠性。应对与更新和创新方法相关的局限性进行探索和描述，并与较旧的方法进行比较。
III.	非临床实验室研究：具体性能特征：



FDA要求在PMA申请中提交不同类型和数量的数据和统计学分析结果，以申请III类批准（上市前审批应用）。提交数据的数量和类型取决于：1）供试分析物，2）预期用途（确定提交是否为PMA）以及3）器械的技术特征。
A. 样品和数据采集设计
在妊娠过程中影响AFP测定的因素包括：
AFP器械的制造商或申办方应提供患者信息、实验室数据以及AFP结果的统计学评估，其原因是在整个妊娠过程中产妇血清和羊水中的平均AFP浓度存在差异。
在每个孕周，AFP浓度在不受影响的妊娠和受ONTD影响的妊娠之间的分布存在重叠。特别是针对产妇血清，以及在较小程度上，适用于羊水。因此，在选择AFP截止点时，该截止点应包含明确的假阳性率和检出率。
1.孕妇体重（而不是羊水）影响MSAFP浓度。其原因是随着血量增加所产生的稀释效应。黑人妇女的MSAFP检测结果较孕妇人群中的其他人种和族群高出10-15%。这种差异不取决于体重或其它已知变量。孕妇的胰岛素依赖型糖尿病与低水平MSAFP相关（约20%）。FDA建议在生成用于解释MSAFP检测结果（通过调整AFP数值）的数据表时，考虑全部这些因素。按孕周制表时，可通过将患者AFP数值与多种未受影响且按规定孕龄分类的人群中位数数值进行比较，以解释MSAFP检测结果的中位数数值。FDA期望AFP试剂盒的申办方可通过文件来指导医生和遗传咨询师理解并解释MSAFP数值。
2.孕妇年龄、产次、地理因素和与季节变化相关的因素与对受累妊娠中的血清和羊水样品中的AFP水平分布造成影响的季节变化相关；但是，已知这些变化不会影响未受累妊娠中血清或羊水AFP测定值的分布。
3.预约孕龄的方法：AFP器械的申办方应知道可采用两种惯例来定义应在哪个孕周发送血清样品进行MSAFP检测。首先，完整的孕周决定了孕龄的分布（例如，17周+4天=17周）。其次，孕龄近似于最近的孕周（例如，17周+4天=18周）。FDA强制进行上市后研究的结果和美国技术检查项目结果表明几乎全部实验室使用了完整孕周。FDA未正式建议在特定检测实验室中使用哪种方法，而是让大家了解在解释MSAFP AFP水平时，可利用完整孕周来获得一致性。


通常，利用从末次月经日期的第一天进行计数，可估计孕龄。约40%经初步评估发现MSAFP水平升高的样品在经超声预约检查后发现低估了孕龄。已知在使用LMP方法时，高估了一定比例的妊娠日期。这会造成假阴性检查结果。FDA推荐将超声波检查是检测方案的下一步，（a）证实孕期、（b）证明时双胞胎、（c）评估胚胎活性、以及（d）检测潜在胚胎先天无脑畸形。如果仍无法对升高的MSAFP数值做出解释，进行2级或灰度超声波检查以查找其它胚胎畸形、最显著的开放式脊柱裂和开放式腹壁缺陷。向孕妇医生进行遗传咨询后，通常进行用于检测羊水AFP的羊膜穿刺术。
4.报告的及时性：制造商临床试验协调员应指导检测现场研究者及时报告检测结果。由于检测结果升高会提示医生必须遵循在较短时间段内完成诊断程序的检测方案，因此，需要及时报告全部AFP检测。如果正确估计孕期，可通过MOM来计算神经管缺陷或腹壁缺陷的特定风险，而不是依靠MOM的特定截止值，如2.5或2.0乘以MOM。这种方法或范例采用了ONTD在人群中的已知流行性、受累和未受累妊娠中MSAFP的浓度以及Baye原理61。无论采用MOM截止值或特定风险计算，必须为母体体重（分布体积）、人种（计算可获得标准数据的每个族群组因素，乘以MOM）62, 63和糖尿病（MOM除以利用源于人群特异性AFP数值的因素）来调整MOM。利用由Adams62组提出的基于特定风险的方法，可通过MOM来计算未诊断出双胞胎和腹壁缺损（VWD）的风险。随后，可将风险进行整合，以及引用任意VMD或ONTD组合的整体风险。最近，Bishop76对这种范例的可靠性提出质疑，因此，必须在每个地理位置分散的检测中心，通过前瞻性方法开发数据（根据器械的建议，每个孕周对100例患者进行检测）对其进行确认。必须以相似方式对计算机生成的风险因素进行确认。关于预测数值和实验室医疗诊断临床效率的一般讨论，也可参见Galen和Gambino的研究25。


5.规范性数据：AFP器械的每个制造商或申办方应指导其临床研究协调员利用源于简单妊娠且生出一个婴儿的健康女性数据计算出的中位数MSAFP，在第二妊娠期中，每个孕周增加约15%。51, 52, 64通过临床信息和AFP测定结果，在进行数据采集和验证后，应在数据分析过程中对其进行确认。
在规定孕周内，在未受影响的单胎妊娠血清中，90%血清的AFP值为中位数值的一半到其2倍不等（到完整孕周时，约为35 IU/ml）。当利用算数方法绘制AFP数值曲线且“离群值”的有效数字超出钟形曲线的上限时，MSAFP值在每个孕周中的分布会引起数据偏差。发现，所观察到的分布近似于对数正态分布。
6.质量控制：必须对试剂（校验剂和对照）进行鉴别，且应将使用说明纳入到标签的单独部分中。AFP检测系统的标准化受三个主要因素影响：1）用与校准的AFP制备，2）抗AFP试剂，以及3）规定测定程序的局限性。杂种细胞来源以及细菌基因拼接来源的单克隆抗体已克服了参考品标准化过程中的一些难题。然而，单克隆抗体不会沉淀在凝胶中，使得专一性的证明变得更为困难，并且，许多人发现特定参考品中并非全部AFP蛋白质均存在特异性AFP表位76。当通过沉淀抗血清，通过放射免疫扩散法在凝胶中测定AFPs时，检测到一组特定表位。因此，不同AFP测定方法测定出AFP分子的不同表位，使得AFP在孕妇样品中具有不同的MOM数值。利用放射性免疫测定法以及固相经放射性标记和酶联免疫测定（ELISA）方法，可利用一些标准品来校准AFPs。应对全部校准剂和对照血清进行平行试验，以最小化随机误差。


英国标准品
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]利用与WHO材料同批的脐带血清制备了针对人类脐带血清的第一种英国标准品（72/227）。根据WHO标准品对英国参考品进行标定（72/225）。
WHO标准品
世界卫生组织（WHO）的人源AFP标准品（72/225）是一种用途有限的冻干脐带血清。联合对该标准品的国际单位（IU）进行了标定。
美国参考品
美国中期妊娠产妇血清AFP国家参考品是一种无肝正常成人血清与脐带血清的混合物，AFP的含量是392.8 IU/ml。将这种经无菌过滤、冻干的血清混合物包装在10000×0.5ml疫苗瓶中。根据检测计划，每6个月可免费获得6瓶参考品，可对至少50例患者样品／每周进行检测。
拟定美国国家参考品中的成分
对于AFP器械的制造商或申办方，应在妊娠期内对两种体液（产妇血清和羊水）AFP含量进行分析。理想的情况是，刺激由这些体液成分定义的分析条件稳定校准剂能够追溯到WHO（72/225）标准品。
7.稀释液：通常利用旨在测定产妇血清中更低AFP水平的高灵敏度试验对羊水用品中的AFP水平进行测定。这要求对羊水样品进行初步稀释（1/100到1/200）。大多数制造商在供应器械时也供应稀释液，或单独销售稀释液。
如果使用并非由制造商推荐或供应的稀释液，实验室必须通过直接比较来证明替代稀释液的适用性。
注意：AFP器械的制造商或申办方应防止发生无意间造成的索赔（针对额外预期用途和其他相关检测程序）。通过彻底编辑器械叙述性说明的叙述文本、评估标签和产品说明书可避免前述情况。FDA可能要求制造商改良或完全删除临床上不适用的额外预期用途声明或构建隐含声明（参见21 CFR 801.4）。


B. 分析／实验室体外研究
1. 向FDA提交试剂盒的临床性能
a. AFP抗原的纯度和同源性
免疫源的制备代表了抗血清制备的第一步。仅利用人源AFP作为免疫原。从羊水AFP中分离出的AFP是优先来源（而不是从因AFP造成肝癌的患者血清中分离出的AFP）。制造商应证明抗原纯度或描述任何存在杂质的特征，并证明其不对试验造成干扰的理由。
b. AFP抗血清的纯度和特异性
应利用灵敏方法，如交叉二维免疫电泳39或免疫印迹，对多克隆抗血清的特异性进行评估。采用灵敏度不足和精密度不当的方法，如免疫电泳和免疫扩散，是不可接受的。
构成这些器械的试剂越来越多地源于杂交瘤细胞。如果在器械中采用抗AFP杂交瘤抗体，制造商必须提交包含下述信息的特征概述：
i. 亲本骨髓瘤细胞来源的鉴别。
ii. 抗体来源（小鼠等）
iii. 抗体特征
iv. 用于选择的克隆和标准描述
v. 稳定性数据（实时研究）
vi. 精密度、准确性、可重复性和线性数据
vii. 证明批次间一致性的数据汇总（3批）
viii. 灵敏度、特异性、交叉反应性和干扰性



ix. 比较[利用与提交器械灵敏度具有可比性的试验来证明抗血清的特异性]
x. 交叉反应性[检测抗血清可能与其它正常存在的、与妊娠相关的蛋白质之间的交叉反应性]
xi. 强度（亲和结合常数）[为适当的抗血清提供滴度或亲和结合常数]
试验试剂和试验器械设置
申办方必须提交（多克隆或源于杂交瘤细胞的）抗血清来源，以及与抗血清稀释相关的信息、所采用的过滤方法和通过每批用于检测AFP的抗血清产生的标准曲线。
应声明为每种描述仪器制备标准品曲线的频率（例如，每40个样品使用一个标准品）。应由申办方提供合并血清质量控制样品的描述并提供适用频率（例如，每10个样品检测一次）。应在完整的检测系列中对空白对照或无血清样品进行检测。应讨论的参数包括完整的试剂构成、冲洗程序、所使用的稀释液以及免疫球蛋白浓度测定所用血清样品的最终稀释度。同样，查找活性和无反应性成分（载体）说明。应识别用于每批AFP的参考品（例如，疾控中心的美国AFP国家参考品）、应描述标准曲线的构成以及将试验点拟合到说明性图表中的程序（例如，利用三阶多项式曲线拟合程序来计算结果）。
2. 器械的性能特征
a. 分析灵敏度（检测限）
针对免疫试验（放射性免疫测定、酶免疫测定等）：
将分析灵敏度定义为可与零区分的最低值（通常使用95%置信区间或2个标准偏差）53, 54。在同一检测过程中，至少调零25次（稀释液调零），并计算调零标准品的平均值以及平均值（计数、光密度等）两个标准偏差（SD）的平均值。


b. 线性范围：
利用覆盖标准曲线整个范围的正常和异常样品来确认试验的线性范围。55
c. 准确度／回收率研究：
定义AFP含量已知的加标回收率53, 54, 56, 57。回收率分析研究涉及将已知含量的AFP添加到待测定羊水中之后进行的分析。包括源于异常和病理状态下的患者样品以及源于健康个体的正常样品。通过公式来计算回收率百分数：增加含量-现有含量／增加含量×100。58
d. 稀释／平行性研究：
在特定体外试验中，不同抗原制备物或样品类型可能产生不同的剂量-反应曲线。将校准曲线斜率与含有AFP的患者样品（全部声明样品类型的分析物水平升高）进行统计学比较。这些孕妇患者应体现各族群来源。此外，在说明书的局限性部分中增加一个声明，称器械未进行交叉反应性检测或一种或多种物质的干扰检测。
对于杂交瘤来源的单克隆抗体，应利用竞争抑制技术，采用放射性免疫测定和ELISA或通过免疫印迹，进行特异性检测。应充分描述所选抗体的结合特性以确保在全部血清和羊膜样品规定类型的全部微粒中表达在特定试验中产生反应的表位。
3. 特异性／交叉反应性／干扰研究：
检测方案应描述用于定量其它造成试验干扰的血清蛋白质、抗凝血剂、其它药物或化学制剂或试验温度差异、试验孵育时间、反应物冲洗、分析物测定的洗脱时间和增加用于终止试验程序溶液的时间所采用的方法。



a. 评估供试患者可能通常使用的药物及其代谢物对AFP定量测定系统的干扰情况。
或者，在说明书中的局限性部分中增加一项声明，即，未对器械进行交叉反应性或干扰性测试。
b. 其它内源性物质：
在较高浓度条件下，对可能发生交叉反应的内源性物质进行评估，包括常见血清成分，如脂类、血红蛋白、胆红素等。53, 54, 56, 58
4. 重复性和重现性53, 54, 56, 57, 59, 60
a. 实验室应用
美国国家临床实验室标准化委员会（NCCLS）推荐采用一种方差检验分析方法，对本例中分析物两种接近医疗决定限的显著水平进行检测（次常规、常规或增加）。在同一次测定以及在2次不同测定中，利用对照来模拟患者样品或实际患者样品或模拟2次实际患者样品，持续进行20天测试。通过这种方法能够分别估计各天之间、批间和同一天内的标准偏差（SD）以及批间和整体SD。同样，所引用的文献对仅每天进行一次测定的可接受替代品进行了讨论59。需要证明方差分析的三种重要假设（误差变量齐性、加和性以及正态性）。
i. 定量测定
计算整体、各天之间和同一天内、以及批间和同一天之间、以及批间和批内平均值和每组数值不精确性的变异系数60。
根据样品重复检测次数，在说明书性能特征部分中报告适当平均值、SD和／或带有置信区间的变异系数。报告每日检测数量。



a) 提供三个实验室之间的试验差异。
b) 提供批间试验差异。
5. 描述全部检测方案
a. 表达MSAFP结果的统计学方法
(i) 中位数的倍数（MOM）：
英国协作研究6, 7将通过相同孕周中未受累妊娠样品计算的个体AFP数值表示为MOM AFP数值。AFP器械的制造商和申办方应以叙述方式向临床研究者及其临床试验协调员作出解释，即最初开发这种惯例旨在作为对源于检测中心的、在AFP标准品方面存在差异的数据进行标准化处理（其原因是缺少常规校准剂）。随后，这种情况变得显著，即MOM自动补偿了MSAFP中与孕龄和羊水AFP数值相关的变化，因此，为解释检测结果提供了一种统一方法。也可对MOM数值做出调整以解释其它影响AFP结果（例如，孕妇体重、胰岛素依赖型糖尿病、人种）解释的差异。也可利用MOM数值来计算个体患者特异性风险。美国大学病理学家实验室针对AFP产前筛查的认证程序需要下述与MOM相关的各项：“申办方的临床试验协调员应证明实验室确立了其本身的正常AFP中位数数值，并确认至少每年对制造商说明书或供试人群的其它来源资料进行升级。”
(ii) 计算单位
用于对AFP检测结果进行标准化的其它方法（诸如平均值或标准偏差或百分数）不够稳健，不建议使用这些方法，其原因是在定义正常值占总体人群的百分数时，应特别注意AFP数值的偏斜分布。


b. 统计学数据：
通过器械来提供数据和经确定的统计学分析以支持针对器械操作以及对于器械操作较为重要的性能参数（例如，重现性）。
c. 统计学方法选择理由：
避免仅依赖于无法提供重要定量信息的统计学假设检验（如使用p值）。提供工作数据，所采用的统计学方法以及经过证明的假设、检验统计学结果和相应p值。必须对特定统计学方法的使用进行充分证明（例如，参数型与非参数性）。
d. 统计学方法：
针对所提交的数据类型（例如，定量连续数据、定性离散数据等）和数据分布（正态与非正态（配对与独立）），对统计学方法进行讨论。
e. 统计学参考资料
为源于标准文本和／或经认证的生物医学杂志的研究设计和统计学方法提供参考资料。
f. 检验数据
提供检验数据以及误差估计、估计参数和置信区间、推理分析和结论。
g. 电子媒介（软盘）
如果可能，提供原始数据以及按规定格式储存在电子媒介上的拟定数据“布局”和中间临床信息以及临床数据（软盘）。将利用不带右侧边缘调整的Microsoft’s WordPerfectTM版本5.1对安全性和有效性文件的总结信息进行处理。为获得额外信息，联系信息系统办公室（OIS），电话（301-594-4550）。
如果进行患者临床分类或微处理机控制的诊断解释（患者信息数据库），并以所选择的（通过数学方法对AFP MOM数值进行调整，以容纳不同孕妇体重、具有特定地理分布特征的种族分布）或不同的图表和数值报告形式向患者提供这些数据，需要提供额外的性能特征。在这些提交中，制造商必须遵循针对计算机控制医疗器械510 (k)审查的审查员指南中高关注水平所列出的要求。可通过FDA小型制造商辅助部，1-800-639-2041来获得本指南。


如果供试患者方面涉及对患者构成风险（例如，进行羊膜穿刺以获得羊水样品），应讨论医院或人员调查机构委员会对研究时间造成的影响。
可报告动态范围3, 4,6, 7,9：试验优化：进行检测时，AFP免疫试验的工作标准曲线应足以包括位于妊娠时间点的最正常样本和病理学样本[FDA建议为15-20个孕周]。实际上，这要求曲线范围跨度达到未受累妊娠中位数0.5到0.8倍，相当于10-200IU/ml。因此，在整个范围内，试验应呈线性。对于浓度超出上限范围的样品，可在稀释后，再次进行试验。
对试验间变异系数（CV）为20%、10%、5%和3%的试验不精确性造成影响的整体AFP人群差异所占的比例分别是24%、6%、1.5%和0.54%。当试验间CVs是10%或在位于和接近临床重要决策点数值范围内处于下限时（2.0到2.5MOM），不精密度是MSAFP检测变异的较小来源。
6.质量控制：全部工作曲线（校验）、质量控制和患者样品通常进行两次平行检测。在每次试验中，应包含三个处理方式与患者样品处理方式相同的随机质量控制样品。这三个质量控制样品的浓度应接近17个孕周时的正常中位数，也应位于正常中位数的1倍到2.5倍范围内。应记录工作曲线参数和质量控制样品的控制线（通常为平均值+、-2倍标准偏差），如果标准品和对照品的统计学计算结果和图表结果落在可接受限度之外，应重新对个别患者样品进行检测。


IV.	临床研究：特殊要求
A. 证明临床实用性和安全性以及有效性的临床研究计划
1. 对器械临床实用性较为重要的全部声明和特定参数进行证明
2. 每名制造商必须拥有三个检测中心，并且，告知研究者使用不正确参考数据的危险。这是医生和实验室工作人员对MSAFP测定结果进行不正确解释的常见原因。至关重要的是，制造商监控其检测中心，确定检测中心本身的参考数据并／或证明通过其他检测实验室获得的参考数据对于供试人群是有效的。MASFP检测中的参考数据由一系列合并实验室MSAFP试验数值利用器械优先在人群中为每个孕周进行计算的中位数数值组成（三个检测中心的合并结果）。可将个体MSAFP检测结果表示为将每个个体MSAFP数值除以相关孕周中位数所获得的未受累人群中位数（MOM）的倍数。在为产妇血清和羊水构建中位数数值的下方概述策略。
3. 研究者人数：
在单独（地理上单独分布）中心至少采用3个独立研究者和至少1个美国中心。
4. 样本量：
设定样本量，该样本量需在统计学上足以确定器械在进行临床试验之前是否安全和有效。
5. 样本类型：
包括数据，支持结合全部声明的样品基质来进行测试（临床和分析）。由于抗凝血剂对试验有干扰，不建议将血浆作为推荐样品。



6. 灵敏度和特异性：
无论样本量是多少，在产品说明书中的性能特征部分中提供器械的诊断灵敏度（真阳性）及其特异性25（真阴性）和其95%置信区间。
7. 取样方法：
描述在患者选择和排除过程中所使用的取样方法。全部统计学分析依据“随机取样”假设（例如，概率抽样）。
8. 研究者数据的整合：
提供临床信息和数据，以及每名研究者的分析和结论。此外，如果需要在统计学和临床方面进行证实，需要提供每名研究者的整合数据。
9. 对所使用的统计学方法进行描述并提供置信区间。
10. 典型数据：
提供必须代表器械预期应用孕龄的目标人群的临床信息和数据。
11. 确立产妇血清中的参考中位数数值：
鉴于诸如妊娠期计算的可重复性中的差异性等因素，提供推荐进行检测的人群确定的中位数数值。水平测试计划表明即使结果以IU/ml为单位，各实验室之间的MSAFP测定结果的差异可达到15%。80解释这些差异的主要因素是各制造AFP器械之间存在的偏倚。因此，不得将已公布文献中的中位数数值作为参考数据。
12. 确立羊水中的参考中位数数值：
[bookmark: OLE_LINK7][bookmark: OLE_LINK8]对于制造商来说，获得足够数量的羊水样品可能存在困难。例如，制造商每年可能检测3000例女性患者，发现仅2%-4%的女性患者是羊膜穿刺术的候选患者。通过AFP检测项目，可采用由细胞遗传学实验室发送进行AFP分析的羊水样品来进行补充，其原因是几乎全部这些样品将源于未受影响的孕妇。FDA针对试剂盒推荐使用的每个孕周，用50个羊水样品来计算中位数，以解释特定孕妇患者的羊水样品。


以与孕妇血清相同的方式，将羊水AFP数值表示为中位数的倍数。中位数数值和孕龄之间的关系对于孕周来水呈对数线性15-21（由FDA推荐用于检测的孕周），但是，随着孕龄的增加，羊水AFP中位数数值降低而不是增加。
B. 监控临床试验检测
1.	对于发起临床研究的制造商来说，通过追溯检出和丢失的胎儿畸形的数量来监控其检测项目的临床性能是重要的。对于检出的受影响妊娠，必须随访到儿童出生或有选择的终止妊娠。对伴有AFP水平升高的（阳性检测结果）女性的初始百分数进行监控是FDA所要求进行的临床研究一部分（3个独立的临床中心，每个地理位置分散的检测中心中有1000例孕妇患者）。FDA的这一流行病学监测的原理是存在阳性结果的女性初步所含的比例使得临床试验研究者有机会在进行羊膜穿刺前能够进行合理的遗传咨询。FDA建议必须完成胚胎超声波检查预约的连续诊断模式、AFP MOM解释的校正（阳性检测结果或隐性检测结果），包括羊水样品中AFP水平的解释和中性乙酰胆碱酯酶的确证试验，并对产妇患者进行遗传咨询。举例，临床研究者检测中心实验室（MSAFP检测截至值为2.0 MOM）的初步阳性结果百分数为3-5%。如果根据FDA的建议，截至值为2.5MOM，初步阳性检测结果率应为1-3%。制造商必须改善全部AFP检测结果并进行遗传咨询和在每个检测中心进行其它孕妇保健的阳性孕妇患者进行随访。
2.	制造商应了解初步阳性检测结果对于AFP试验的精密度和准确度、长期试验漂移和参考标准数据不当（AFP中位数数值）非常灵敏76。AFP上市后研究中，FDA发现在传统质量控制程序中增加流行病学监控是有帮助的，并且，应作为制造商临床检测计划的组成部分。Hybritech. Inc., Eli Lilly分公司提供了这些研究的初步报告79。



作为AFP试剂盒的制造商和申办方，由FDA之前提及并推荐的检测方案于1980年11月7日在联邦公报上发表38。1986年9月临床化学新闻中公布了检测方案和对阳性血清AFP检测进行充分随访的重要性42。FDA推荐的方案旨在对相隔至少1周进行抽样的2个样品进行连续MSAFP测定，以便于建议进一步的诊断。下一步是进行超声检查以证实妊娠日期、检查双胞胎、评估胎儿活性、并检测潜在先天无脑畸形。若仍无法解释MSAFP数值的升高情况，进行2级超声波检查或灰阶超声波扫描以检查其他胚胎畸形、最突出的开放性脊柱裂和开放性壁缺陷。同样，在主治医生对产妇患者进行遗传咨询后，提供旨在测定羊水AFP的羊膜穿刺（对确认AFP水平升高的羊水样品进行证实试验以确认存在神经来源的乙酰胆碱酯酶）36。总之，羊膜穿刺术的发生率不应超过供试人群的3%。62, 63
3.	确定下述讨论的性能特征（针对体外器械）具有两方面原因；评估疾病流行性对利用临床实验室试剂盒来评估患者症状的影响以及对可改善针对流行性相对较低疾病进行体外诊断的器械的较差检测强度的临床实验室程序。这些评估包括临床灵敏度（CSE）和临床特异性（CSP）。4个参数辅助FDA对获得正确体外器械检测结果的概率进行评估：灵敏度、特异性、疾病情况的流行性和检测结果对检测疾病个体的有效性。阳性检测的预测数值和阴性检测的预测数值均是作为CSE、CSP功能的次要性能特征。能够并应该为预期疾病流行性范围来计算疾病流行性。除临床方面的考虑外，对临床体外器械的解释依据检验结果将位于分析物数值规定正常范围中的概率；在这种情况下，产妇样品中AFP数值升高范围源于妊娠且伴有神经管缺陷的胚胎。



定义：
需要利用其它定义对临床实验室AFP器械结果进行解释性报告21, 22, 23, 24, 25。
假阳性率：FDA接受了假阳性率（FPR）的2个定义。在评估临床研究者的整体性能时，制造商的临床研究管理者对检测实验室中获得阳性结果（FP）的无疾病供试者与获得阴性结果（TN）的无疾病工作人员之间的比例感兴趣；对于检测实验室，假阳性率（FP）是
FP/ (FP+TN) 
另一方面，对于临床研究者和已检出阳性结果的患者，更应着重思考假阳性检测结果与全部阳性检测结果之间的比率，其原因是该比率与存在问题的特定病例的妊娠结局相关。在通过这种方式，假阳性（FP）率是：
FP/ (FP+TP) 
这相当于1-阳性结果的预测值（1-PVPT）。在检测较低流行性疾病或条件的实际情况下，利用后一种假阳性率的定义（检测）所获得的比率更高。当与临床医生和FDA进行沟通时，这是多数制造商的临床检测管理者（MSAFP检测计划和临床研究者）所采用的假阳性率。
4.	比较研究：
a. 将器械与具有获批PMA的至少1件器械进行比较。
b. 用一个实验室中试验的3个不同批次来提供数据。
对源于40-100例孕妇患者且覆盖全部试验范围（从低水平到高水平）的无干扰物质的AFP样品所获得的结果进行比较7, 10。采用线性回归方法对数据进行分析（X轴是自变量或比较试验；Y轴是因变量或新试验54, 56）。线性回归分析最常用于估计分析方法之间的差异或错误，其原因是可对所研究范围中的重要医学浓度水平对错误进行计算；并且，斜率和截距可为系统误差的类型提供一些指示，可能有助于降低分析误差，随后，辅助降低相对分析误差。鉴于数据集中的非线性度、异常值、较窄的范围和比较方法的变异性会影响斜率和截距估计值的可靠性，因此，样品最好能够覆盖可能存在浓度水平的完整范围51。


5.	前带或大剂量钩状效应研究：
免疫放射测定（IRMA）和类似试验：
对具有极高AFP浓度，稀释和未进行稀释的样品进行检验53。如果检测结果未被错误低报，在产品说明书中的性能特征部分中声明观察到大剂量hook效应的定量下限。
6.	稳定性研究
a. 在21 CFR 809.10（a）和（b），21 CFR211.166中对稳定性研究要求进行概述。利用上述标准和性能评估来执行这些研究。实时稳定性研究应作为轨迹试剂有效期的基础。要求获得源于不同制造批次的数据53。仅将源于加速稳定性研究的数据作为中期数据是可接受的。
b. 必须解决的装运条件包括显示试剂在可变装运温度下保持稳定或声明装运温度不影响器械的理由，例如，利用具有保证的隔夜交货服务仅利用干冰对器械进行装运。
标签注意事项：
提供斜率、截距机器估计的标准误差、相关系数、工作曲线估计值的标准误差；应在说明书的性能特征部分中报告试验范围以及供试品的性质和样本量。必须提供器械的全部拟定标签，包括任何医生和患者手册、文献或根据法案第201（m）部分（21 U.S.C 31（m））构成标签的公告。必须向女性提供对胚胎神经管条件的特征进行明确书面描述的患者手册。所提供的信息可能不够全面，但是，其应建议与医生就进一步问题进行讨论。患者手册也应包含与用于明确诊断程序相关的信息并应要求孕妇在进一步采取措施前等待其他检验结果。


如果孕妇发现随访程序的解释是有意义的，她必须明确理解自身的需求。应以如何为医生提供一种解释检验结果的方法的方式来解释最重要的随访程序，尤其是羊膜穿刺术和超声波扫描。21 CFR第809.10部分中涵盖了医疗器械的整体标签要求。这些法规规定了全部体外器械的最低要求。可通过FDA出版物“标签：医疗器械的法规要求”以及通过器械评估办公室的“器械标签指南”中获得与器械标签相关的额外指南；在小制造商辅助部门（HFZ-220），器械及放射卫生中心，食品药品监督管理局，5600 Fishers Lane，Rockville，MD 20857提出要求时，应提供这两份文件。
应仔细对说明书进行评估，其原因是这七个部分中所含的额外信息对于正确解释AFP检验结果是重要的。这七个部分分别是：（1）预期用途，值得注意的是，申办方尝试纳入“提及的预期用途”或根据“引用的文献”在几乎没获得临床数据或没够获得临床数据以支持这种扩展使用的情况下来扩展应性、（2）使用条件、（3）程序或操作原理、（4）试剂、（5）程序局限性、（6）检测结果的解释，以及（7）性能特征。
选择对其AFP器械的制造设施进行改址的制造商必须通过在每个孕周检测100个血清样品（15-20周）以计算中位数数值，从而重新确立AFP中位数数值。应利用三批制造试剂来确认重新计算中位数数值的性能特征。制造商应对一种事实保持敏感性，即临床实验室可能会使用说明书中提供的中位数数值作为参考数据的来源。对于一些制造商试剂盒，已证明这些中位数数值存在较大误差，会引起大量假阳性或假阴性检测结果。FDA要求制造商提交临床数据的PMA补充文件以证实说明书中中位数数值的改变，其原因是在改变AFP试剂盒中的试剂时，使用过期中位数数值（例如，AFP试剂的放射性碘化）可能引起大量假阳性或假阴性检测结果的解释。



与体外标签法规的绝对符合性（21 CFR 809.10）应包括为前瞻性患者（或其父母／监护人）提供AFP检测优势和风险的实际期望值的患者标签。应以一定格式来书面记录这些信息，因此，大多数患者应能够轻松阅读和理解，同时，在计划进行AFP检查前，应为患者提供这些信息，因此，每名患者应有足够的时间来审查信息并与其医生进行讨论。应尽量减少技术术语，并且，如果必须使用，应对其进行定义。患者信息标签的设计应符合7级阅读理解水平。









Kearby J. Fugate, Ph.D.
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