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基本信息 

 

一、申请人名称 

BioNTech Diagnostics GmbH 

二、申请人住所 

An der Goldgrube 12 D-55131 Mainz Germany 

三、生产地址 

Minerva Biolabs GmbH Schkopauer Ring 13 12681 Berlin 

Deutschland 
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技术审评概述 

 

一、产品概述 

（一）产品主要组成成分 

试剂盒包含：检测体系混合液 1、检测体系混合液 2、检测

体系混合液 3、酶混合液、阳性对照、阴性对照。详见表 1： 

表 1.产品主要组成成分  

（二）产品预期用途 

用于体外半定量检测浸润性乳腺癌FFPE组织切片样本中基

因 ERBB2（HER2）、ESR1（ER）、PGR（PR）以及 MKI67（Ki-67）

的 mRNA 表达水平。 

适用于免疫组化（IHC）不易判定或结果不满意，以及 IHC

结果与治疗预期有较大差别的病例，以进一步辅助判断乳腺癌

分子分型。检测结果仅供临床参考，不能作为患者个体化治疗

的唯一依据。本产品检测结果不能替代 IHC，只能作为 IHC 的补

管号 试剂名称 试剂组成 试剂规格 数量 

A 酶混合液 逆转录酶，DNA 聚合酶，dNTPs 260μl 1 管 

B 检测体系混合液1 DNA 寡核甘酸，qPCR 探针 90μl 1 管 

C 检测体系混合液2 DNA 寡核甘酸，qPCR 探针 90μl 1 管 

D 检测体系混合液3 DNA 寡核甘酸，qPCR 探针 90μl 1 管 

E 阳性对照 特异性阳性对照模板 RNA 60μl 1 管 

F 阴性对照 无 RNA 酶的水 350μl 1 管 
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充。 

（三）产品包装规格 

10 测试/盒 

（四）产品检验原理 

通过逆转录实时定量 PCR（RT-qPCR），利用 Taqman 技术对

四个目标基因（ERBB2、ESR1、PGR 以及 MKI67）及两个参考基

因的 mRNA 表达水平进行定量检测。 

每个检测由三个反应体系组成，每个反应体系包含针对两

个基因的检测试剂，即在同一个反应管中，通过不同的荧光标

记探针可以同时检测两个不同的靶基因。其中一个靶基因使用

FAM 信号进行检测，而另一个使用 HEX 信号检测。使用的水解探

针在 5’端进行了荧光基团修饰，3’端添加了淬灭基团。探针

完整时，荧光基团的荧光信号被淬灭基团吸收。而当探针在 PCR

扩增过程中特异性结合到目标序列上，DNA 聚合酶的 5’端→3’

端外切酶活性将探针酶切降解，使得荧光基团和淬灭基团分离，

荧光基团发出荧光。在每轮 PCR 循环结束时测得的荧光信号值

与合成的目标产物成正比。在 PCR 反应过程中，荧光信号超过

背景信号所需的 PCR 反应循环数被用来测定反应开始时待检核

酸的分子数。在具体表达分析中，靶基因（四个分子标志物基

因）的 Cq 值和内参基因（两个 house-keeping 基因）的 Cq 值
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的差值（△Cq）可以作为 RNA 起始值变化的补偿值，使所有测试

可以保持同一起始值。此外，△Cq 再减掉一个校准值，可以修

正同一个制造商的不同仪器间的运行差异以及同一仪器不同运

行次数间的差异（△△Cq）。 

二、临床前研究概述 

（一）主要原材料 

1.主要原材料的选择 

试剂盒的主要原材料包括：引物、探针、酶和 IVT-RNA，这

些原材料均为外购方式获得。引物、探针和 IVT-RNA 为申请人

自行设计后由专业的合成公司合成制备。申请人选择有资质的

供应商提供的原材料，通过功能性试验，筛选出最佳原材料和

供应商。制定了各主要原材料质量标准并经检验合格。 

2.企业参考品和质控品的设置情况 

企业参考品包括线性参考品、准确度参考品、特异性参考

品、精密度参考品和检测限参考品。 

线性参考品共 6 支，为 IVT-RNA，覆盖 10
4
分子/ml10

8
分

子/ml 浓度范围。 

准确度参考品共5支，为临床浸润性乳腺癌FFPE切片样本，

覆盖 4个目标基因的 IHC 分档范围。 

特异性参考品共 23 支，其中 2 支为去除正常组织成分和未
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去除正常组织成分的同一浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本，3 支大

肠杆菌 DH5α，3支金黄色葡萄球菌，15 支同源序列 IVT-RNA。 

精密度参考品共 2 支，为高低两个浓度的 IVT-RNA。 

检测限参考品共 4 支，为检测限浓度的 IVT-RNA。 

产品设置了阳性对照和阴性对照各 1 支，阳性对照为

IVT-RNA，阴性对照为无核酸酶水，检测过程中试剂和仪器的质

量控制。阳性对照的浓度通过校准过的 Nanodrop ND-2000c 紫

外分光光度计测量获得。 

（二）生产工艺及反应体系研究 

申请人对该产品反应体系的研究包括引物探针浓度配比、

酶组分浓度验证、PCR 反应程序研究、提取试剂研究、适用样本

类型研究、样本有效性研究和质控品验证，确定了该产品的反

应体系、反应程序、提取方法和样本要求。 

申请人通过功能性试验，对生产工艺的关键工序检测体系

混合液配制、阳性对照配制进行了研究，确定了最佳的生产工

艺。 

（三）分析性能评估 

分析性能评估内容主要包括：准确性、精密度、分析灵敏

度、分析特异性、线性范围；核酸提取试剂的性能研究。申请

人提交了每个性能三批产品（1026、1066、2066、21F1、21F2、
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21F3）在适用机型上的性能评估资料。 

准确性研究使用三批试剂盒对覆盖 4 个目标基因高中低范

围的 40 例浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本进行检测，检测结果显

示，ERBB2（HER2）符合率为 97.5%、ESR1（ER）符合率为 100%、

PGR（PR）符合率为 97.5%、MKI67（Ki-67）符合率为 97.5%。 

在精密度研究中，申请人选取中、低浓度的浸润性乳腺癌

FFPE 切片样本，使用三批试剂盒评价了涵盖批内、批间、日内、

日间、仪器间及不同操作者间的精密度，结果显示三个批次 4

个目标基因的变异系数均＜5%。 

分析灵敏度研究中，申请人使用数字 PCR 定量技术对

IVT-RNA 进行定量，按照定量浓度将 IVT-RNA 系列稀释，对每个

梯度分别进行 20 次重复检测，以不低于 95%检出率作为该试剂

盒最低检出限，最低检出限为 20 拷贝/孔。 

在确定本试剂盒最低检出限后，申请人使用数字 PCR 定量

技术对浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本进行定量，根据定量浓度将

临床样本稀释至最低检出限，重复检测 20 次，检出率≥95%。 

分析特异性研究中，申请人通过 NCBI 特异性分析，确定

ERBB2 的同源性序列为 HER1、HER3、HER4、PRER，ESR1 的同源

性序列为 ESR2、AR、PGR、PRR14L、RHBDL3，PGR 的同源性序列

为 ESR1、ESR2，CALM2 的同源性序列为 CALM1、CALM3，B2M 的
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同源性序列为HLA-E，申请人委托合成上述同源序列的IVT-RNA，

使用该产品进行检测，均无交叉。 

同时申请人评估了浸润性乳腺癌FFPE切片样本中常见的大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌，均无交叉。 

在线性范围研究中，申请人使用数字 PCR 定量技术对

IVT-RNA 进行定量，按照定量浓度将 IVT-RNA 系列稀释 13 个梯

度，对上述系列稀释样本进行检测，确定该产品线性范围为

1.0010
8
拷贝/孔20 拷贝/孔。 

在确定线性范围后，申请人使用数字 PCR 定量技术对 3 例

合适的浸润性乳腺癌 FFPE 样本进行定量，根据定量浓度将临床

样本稀释 5个梯度，对上述系列稀释样本进行检测，|R|＞0.99。 

针对适用的核酸提取试剂，申请人针对提取效率、抗干扰、

分析灵敏度和精密度进行了验证，确定适用的核酸提取试剂均

符合检测要求。 

（四）阳性判断值或参考区间研究 

该产品用于参考值确认和验证的浸润性乳腺癌FFPE切片样

本来源于临床医院，样本经 IHC 方法验证。 

共收集 274 例浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本，使用该产品进

行检测，以 IHC 检测结果为参照，利用 SPSS18 软件制作受试者

工作特征（ROC）曲线图，最终确定试剂盒检测的 ERBB2、ESR1、
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PGR 和 MKI67 mRNA 的阳性判断值如表 2： 

表 2.阳性参考值 

ERBB2 ESR1 PGR MKI67 

阴性/阳性 
阴性/阳

性 

弱阳/中

强阳 

阴性/阳

性 

弱阳/中

强阳 

阴性/阳

性 

弱阳/中

强阳 

41.1 36.9 38.5 35.1 36.5 35.9 37.2 

 

参考值验证：申请人收集覆盖 4 个目标基因高中低范围的

浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本，使用该产品进行检测，检测结果

显示，ERBB2（HER2）符合率为 97.5%、ESR1（ER）符合率为 100%、

PGR（PR）符合率为 97.5%、MKI67（Ki-67）符合率为 97.5%。 

综合以上研究确认阳性判断值设置能够满足临床需求。 

（五）稳定性研究 

申请人对该产品实时稳定性、运输稳定性、冻融稳定性、

开瓶稳定性进行了研究，确定了在各种条件下本产品的有效保

存时间。所用试剂批次包括：90021-1123、90021-2123、

90020-1123、21F1、21F2、21F3。 

同时对浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本稳定性、核酸提取物稳

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。 

实时稳定性、冻融稳定性和开瓶稳定性研究：申请人采用



— 11 — 

三批试剂盒（批号：90021-1123、90021-2123、90020-1123），

储存于试剂盒标示储存条件下分别于 0、6、7、12、13、18、19、

24、25 月取出，使用企业内部参考品进行检测，各项性能指标

均符合要求。其中在 0、6、7 月时同步评估了开瓶 6 个月和冻

融 3 次。确定该产品于-15℃  -25℃条件下储存效期为 24 个

月，开瓶效期为 6 个月，冻融次数不超过 3次。 

运输稳定性研究：申请人于夏季将三批试剂盒（批号：21F1、

21F2、21F3）采用泡沫箱加干冰的形式运输 5 天，于收到当天

和储存至效期末分别进行一次检测，各项性能指标均符合要求。

确定了该产品的运输条件。 

申请人对浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本、核酸提取液进行了

研究，研究确认浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本在+4℃，-20℃，

-80℃以下可保存 11 个月；核酸提取物在-20℃，-80℃以下至

少可保存 10 个月。 

三、临床评价概述 

申请人在四川大学华西医院、复旦大学附属肿瘤医院和河

北医大附属第四医院共三家临床试验机构开展临床试验。 

采用试验体外诊断试剂与乳腺癌分子分型的临床参考标准

ER、PR、HER-2、Ki-67 免疫组织化学法检测结果进行比较研究，

其中HER-2组化检测为2+的样本进一步采用ISH方法进行确认，
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入组受试者为浸润性乳腺癌患者，样本类型为 FFPE 组织切片，

入组样本肿瘤细胞百分比满足说明书要求，临床试验纳入统计

样本共计 1193 例，其中 ER IHC 阳性 813 例，ER IHC 阴性 380

例；PR IHC 阳性 705 例，PR IHC 阴性 488 例；HER-2 阳性 343

例，HER-2 阴性 839 例；Ki-67 IHC 阳性 928 例，Ki-67 IHC 阴

性 265 例。试验结果显示，试验体外诊断试剂与临床参考标准

对于ESR1（ER）检测阳性符合率94.34%（95%CI：92.52%,95.83%），

阴性符合率 96.58%（95%CI：94.22%,98.17%）；对于 PGR（PR）

检测阳性符合率 94.75%（95%CI：92.84%,96.28%），阴性符合率

86.48%（95%CI：83.12%,89.38%）；对于 ERBB2（HER-2）检测阳

性符合率 83.67%（95%CI：79.33%,87.42%），阴性符合率 99.64%

（95%CI：98.96%，99.93%）；对于 MKI67（Ki-67）检测阳性符

合率 93.53%（95%CI：91.76%，95.03%），阴性符合率 80.38%

（95%CI：75.08%，84.98%）。试验体外诊断试剂与临床参考标

准对于乳腺癌 LuminalA、LuminalB（HER-2 阴性）、LuminalB

（HER-2 阳性）、HER-2 阳性（非 Luminal）、三阴性（Basal-like

型）分子分型判定的总符合率为 80.98%（95%CI：78.60%，

83.20%）。为了更充分地评价试验体外诊断试剂对于 MKI67 的检

测性能，进一步采用 IKWG 全片评分方法判读结果作为对照，共

进行对比试验 360 例，阳性 181 例，阴性 179 例，试验结果显
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示阳性符合率 95.58%（95%CI：91.48%,98.07%），阴性符合率 

96.09%（95%CI：92.11%,98.41%）。针对所有不一致结果均进行

了合理的解释分析。 

对比试验中针对试验体外诊断试剂检测结果（40-ΔΔCq）

与 IHC 检测报告的阳性细胞百分比或 IHC 评分结果（0、1+、2+、

3+）进行一致性分析，结果标明两者在趋势上具有一定的相关

性。 

针对所有入组受试者进行生存分析，结果显示采用试验体

外诊断试剂和临床参考标准进行分子分型后，相同分型亚组人

群的 5年无病生存期（DFS）无显著差异，五种分子分型 5 年 DFS

与既往报道基本一致，其中 LuminalA 预后最好，Basal-like

预后最差。 

该产品境外临床评价针对乳腺癌高复发率的人群进行试验

体外诊断试剂检测，结果显示基于试验体外诊断试剂进行分子

分型后，LuminalA 型较其他各型有更好的 5 年无远处转移生存

期（DDFS）和总生存期（OS）；MKI67 阳性组和 Ki-67 阳性组预

后均较阴性组更差，同时MKI67阳性组较Ki-67阳性组五年DDFS

或 OS 事件数更多。MKI67 预后效果优于 Ki-67。 

四、产品受益风险判定 

根据 YY/T 0316-2016 医疗器械风险管理对医疗器械产品的
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安全风险分析方式进行风险分析。 

（一）受益评估 

该产品适用于免疫组化（IHC）不易判定或结果不满意，以

及 IHC 结果与治疗预期有较大差别的病例，以进一步辅助判断

乳腺癌分子分型。检测结果仅供临床参考，不能作为患者个体

化治疗的唯一依据。本产品检测结果不能替代 IHC。临床医生应

结合临床表现及实验室检测指标等因素进行综合判断。其临床

应用的主要受益在于：目前临床上广泛使用的乳腺癌分子分型

的方法为免疫组织化学法（IHC），但该方法的确存在主观判断

的影响，部分标志物 IHC 检测重复性不佳。本产品可针对 IHC

不易判定或结果不满意，以及 IHC 结果与治疗预期有较大差别

的病例样本进行进一步检测，辅助判断分子分型，提高乳腺癌

分子分型准确性，从而协助医生制定合理的诊疗方案。 

（二）风险评估 

该产品主要风险在于因对于四项mRNA检测结果存在假阴性

或假阳性，而导致分子分型判断不准确，进而可能导致患者得

不到最优的治疗方案。目前临床上乳腺癌分子分型的金标准 IHC

同样存在上述风险。另外，申请人对已知危险（源）进行风险

评价，按照风险可接受准则判断每个危险（源）的风险是否达

到可接受水平，对合理可降低的风险、不经过风险/受益分析既
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判定为不可接受的风险采取控制措施，并对具体措施进行实施

验证，同时重新对采取措施后的风险进行估计，确认其风险水

平是否可接受。但为保证用械安全，基于对主要剩余风险的规

避，需要在说明书中提示以下信息： 

1.产品说明书中明确适用人群为“IHC 不易判定或结果不满

意，以及 IHC 结果与治疗预期有较大差别的病例”，并明确声明

该产品不能替代 IHC，只能作为 IHC 的补充辅助判断分子分型。 

2.浸润性乳腺癌 FFPE 切片样本中 mRNA 的含量会受到肿瘤

组织比例和导管原位癌组织比例的影响，应使用肿瘤组织比例

≥20%、导管原位癌组织比例≤40%的样本，并且应尽快进行检

测，如不能马上进行检测，所提取的核酸应立即保存在-20℃或

-80℃以下的环境内，避免反复冻融，保存时间不应超过 6 个月。 

3.本试剂盒试剂均经过特别配制，随意替换试剂盒中的任

何试剂，都可能导致实验失败。不同批号试剂盒组分不可相互

混用。 

4.本试剂盒检测标本为浸润性乳腺癌FFPE切片样本提取的

RNA，操作者应将其视为潜在传染源，并严格按照生物制品安全

操作规范操作。实验完毕后使用消毒剂处理工作台及相应的器

具，避免传染。 
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综合评价意见 

 

本申报项目为境外第三类体外诊断试剂产品注册，属于创

新医疗器械（编号：201600065）。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第 5 号）等相关医疗器械法规与配

套规章，经对申请人提交的注册申报资料进行系统评价,申报产

品符合安全性、有效性的要求，符合现有认知水平，建议准予

注册。 

 

 

 

2023 年 12 月 14 日 

 

 

 

附件：产品说明书 
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人乳腺癌分子分型检测试剂盒（PCR-荧光探针法）说明书 

【产品名称】 

通用名称：人乳腺癌分子分型检测试剂盒（PCR-荧光探针法） 

英文名称：Human Breast Cancer Molecular Subtyping Quantitative Detection 

Kit( PCR- Fluorophore-labeling Probes) 

【包装规格】 

10 测试/盒 

【预期用途】 

本试剂盒用于体外半定量检测浸润性乳腺癌 FFPE 组织切片样本中基因 ERBB2

（HER2）、ESR1（ER）、PGR（PR）以及 MKI67（Ki-67）的 mRNA 表达水平。 

本产品适用于免疫组化（IHC）不易判定或结果不满意，以及 IHC 结果与治疗

预期有较大差别的病例，以进一步辅助判断乳腺癌分子分型。检测结果仅供临床参

考，不能作为患者个体化治疗的唯一依据。本产品检测结果不能替代 IHC，只能作

为 IHC 的补充。 

【检验原理】 

本试剂盒通过逆转录实时定量 PCR（RT-qPCR），利用 Taqman 技术对四个目标

基因（ERBB2、ESR1、PGR 以及 MKI67）及两个参考基因的 mRNA 表达水平进行

定量检测。 

    每个检测由三个反应体系组成，每个反应体系包含针对两个基因的检测试剂，

即在同一个反应管中，通过不同的荧光标记探针可以同时检测两个不同的靶基因。

其中一个靶基因使用 FAM 信号进行检测，而另一个使用 HEX 信号检测。使用的水

解探针在 5’端进行了荧光基团修饰，3’端添加了淬灭基团。探针完整时，荧光基团

的荧光信号被淬灭基团吸收。而当探针在 PCR 扩增过程中特异性结合到目标序列上，

DNA 聚合酶的 5’端→3’端外切酶活性将探针酶切降解，使得荧光基团和淬灭基团分

离，荧光基团发出荧光。在每轮 PCR 循环结束时测得的荧光信号值与合成的目标产

物成正比。在 PCR 反应过程中，荧光信号超过背景信号所需的 PCR 反应循环数被用
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来测定反应开始时待检核酸的分子数。在具体表达分析中，靶基因（四个分子标志

物基因）的 Cq 值和内参基因（两个 house-keeping 基因）的 Cq 值的差值（△Cq）可

以作为 RNA 起始值变化的补偿值，使所有测试可以保持同一起始值。此外，△Cq

再减掉一个校准值，可以修正同一个制造商的不同仪器间的运行差异以及同一仪器

不同运行次数间的差异（△△Cq）。 

【主要组成成份】 

每个试剂盒包含下列材料 （表 1），规格为 10 测试。 

表 1：试剂盒组分 

 

注意：所有试剂为本检测而设计，仅限本测试使用。为了保证检测能够顺利进

行，请勿更换试剂盒内组分。特定批次的试剂只能与相同试剂盒批次的试剂一起使

用。 

需要但未提供：核酸提取或纯化试剂（国械备 20170951 号）或核酸提取或纯化

试剂（浙湖械备 20220013 号）。 

【储存条件及有效期】 

-15℃至-25℃避光储存，有效期 24 个月。首次打开后，在-15℃至-25℃避光储

存条件下剂保质期为 6 个月。避免试剂反复冻融，冻融次数不超过 3 次。 

本试剂盒需要在干冰保存下运输，5℃及以下 5 天，试剂盒接收后需要立即在

-15℃至-25℃条件下避光保存。 

失效日期详见外包装盒。 

管号 试剂名称 试剂组成 试剂规格 数量 

A 酶混合液 逆转录酶，DNA 聚合酶，dNTPs 260μl 1 管 

B 检测体系混合液 1 DNA 寡核甘酸，qPCR 探针 90μl 1 管 

C 检测体系混合液 2 DNA 寡核甘酸，qPCR 探针 90μl 1 管 

D 检测体系混合液 3 DNA 寡核甘酸，qPCR 探针 90μl 1 管 

E 阳性对照 特异性阳性对照模板 RNA 60μl 1 管 

F 阴性对照 无 RNA 酶的水 350μl 1 管 
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【适用仪器】 

全自动荧光 PCR 分析仪 cobas z 480 

【样本要求】 

本试剂盒适用于手术切除的女性浸润性乳腺癌经福尔马林固定石蜡包埋（FFPE）

的肿瘤组织切片，其中的肿瘤组织比例≥20%，导管原位癌组织比例≤40%。本试剂盒

使用的乳腺癌组织中提取的RNA进行检测，可以使用核酸提取或纯化试剂进行提取

和纯化样本RNA（国械备20170951号）。核酸提取或纯化试剂的洗脱液可以直接用于

本试剂盒的检测。石蜡切片样本在4℃、-20℃或-80℃保存期限不超过11个月，提取

后的RNA样品在-20℃或-80℃冷冻条件下保存时限不超过10个月。除上述RNXtract® 

RNA提取试剂盒外，以下RNA提取处理试剂经验证也可与本检测试剂盒配合使用： 

核酸提取或纯化试剂（浙湖械备 20220013 号） 

【检验方法】 

每个试剂盒包含 10 个测试。每次检测至少包含一个待测样本，一个阳性对照和

一个阴性对照（无核酸酶水）。若试剂盒一次性使用，则可以最多检测 8 个患者样本；

如果试剂盒分作两次使用，则两次合计最多可以检测 6 个患者样本；如果试剂盒分

作 3 次使用，则 3 次合计最多可以检测 4 个患者样本（详见表格 2）。每检测 1 个样

本每个检测体系（共 3 个检测体系）需要用 3 个重复（同时阳性和阴性对照也各需

要用 3 个重复），即检测每个样本用到的每个检测体系的反应数为 3×3=9 个反应。 

表 2：每盒试剂可检的样本量 

每盒试剂使用次数 阴性对照（测试数） 阳性对照（测试数） 可做待检样本量 （个数） 

1 1 1 8 

2 2 2 6 

3 3 3 4 

 

检测准备 

1.对工作区域进行去污染处理以防止样本与试剂的交叉污染或被环境中的 RNA
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酶或核酸污染。 

2.在冰上解冻试剂（避免强光照射）。解冻后轻轻将试剂来回倒置 2-3 次，短暂

离心。 

3.使用前将酶混合液室温平衡 2 分钟，以降低其黏着度。 

4.准备好仪器配套的 96 孔反应板和密封膜（或 PCR 反应八联管及管盖）。 

5.准备好保温试剂使用的冰和 96 孔 PCR 反应板的冷却架。 

配制 PCR 反应液 

重要：进行各种准备工作时样本和试剂需要保持在 0℃左右（冰上）环境。 

 单个分子标记基因的检测需要 3 倍单个反应所用的剂量。 

 每个反应体系的预混液（master mix）必须用 1.5ml 的离心管来配制，每个试剂

盒最多可检测 8 个患者样本 

 根据待检患者样本的数量，每种试剂的需求量如表 3（包含阴性对照和阳性对

照各一个以及 15%的移液损失） 

表 3：检测预混液配制 

 待检患者样本数量 

1 2 3 4 5 6 7 8 

水 （l） 25.9 34.5 43.1 51.8 60.4 69.0 77.6 86.3 

反应体系混合液（l） 25.9 34.5 43.1 51.8 60.4 69.0 77.6 86.3 

酶混合液（l） 25.9 34.5 43.1 51.8 60.4 69.0 77.6 86.3 

合计（l） 77.7 103.5 129.3 155.4 181.2 207.0 232.8 258.9 

 

 由于预混液中最后加入酶混合液，因此加入时上下抽吸 5-10 次以使三个组分混

合均匀（酶混合液特别粘稠），然后涡旋离心管 3 秒，最后简单离心收集液体至

管底。最后将预混液置于冰上保存。 
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 为了避免移液错误及数据分析的时候混乱不清，我们强烈建议按下表的标准化

布局进行排板。例如：P1-8 为患者样本，PC 为阳性对照，NC 为阴性对照，检

测体系 1-3 分别以 3 种颜色分布（见表 4）； 

 

表 4：检测推荐平板标准布局  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1 PC PC PC 

B P2 P2 P2 P2 P2 P2 P2 P2 P2 PC PC PC 

C P3 P3 P3 P3 P3 P3 P3 P3 P3 PC PC PC 

D P4 P4 P4 P4 P4 P4 P4 P4 P4 --- --- --- 

E P5 P5 P5 P5 P5 P5 P5 P5 P5 --- --- --- 

F P6 P6 P6 P6 P6 P6 P6 P6 P6 NC NC NC 

G P7 P7 P7 P7 P7 P7 P7 P7 P7 NC NC NC 

H P8 P8 P8 P8 P8 P8 P8 P8 P8 NC NC NC 

黄色：检测体系 1；蓝色：检测体系 2；红色：检测体系 3；P1-8: 1-8 号患者 

重要：在配制反应板时需保持 0℃！建议使用 96 孔板专用 PCR 冷却架。在较

高室温（>30℃）下准备 qPCR 时需使用 2 个冷却架轮流使用。 

 在 PCR 板相应的反应孔内按每孔 7.5μL 体积分别加入 3 个检测体系的预混液，

分装时尽量保持枪头靠 PCR 反应孔的同一侧，推荐使用电动移液枪进行分装 

 在样本反应孔的另一侧加入 2.5μL 样本 RNA；在阳性对照（PC）孔的另一侧中

加入 2.5μL 阳性对照（PC）；在阴性对照（NC）孔的另一侧中加入 2.5μL 水（NC），

推荐使用电动移液枪进行分装 

 用配套的密封膜或密封条进行密封 

 在 96 孔板离心机上离心 10 秒，使 PCR 反应液离心至管底。接着运行实时 PCR

仪进行反应和检测。 

PCR 扩增程序设置 

1. 荧光 PCR 仪检测通道设定： 

同时选择 FAM、HEX 通道，参比染料设置为 “无”。 
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2.反应程序设置如下表 5： 

表 5：PCR 反应程序 

程序 温度（℃） 时间 循环数 结束后是否采集荧光 

第一步 50 5 分钟 1 否 

第二步 95 20 秒 1 否 

第三步 

95 15 秒 

40 

否 

60 1 分钟 是 

PCR 结果分析 

荧光定量 PCR 运行结束后，使用配套软件对本次试验的结果进行分析。 

【阳性判断值】 

1.设置背景信号值 “noiseband”和阈值“threshold” 

背景信号值及阈值需要根据每个仪器单独设定以满足检测。为了保证每台仪器正确

的设定，请遵循以下步骤： 

最佳的背景信号值/阈值位置稍低于对数线性相位（如图 1）。背景信号值和阈值需要

使用相同的数值。 

图 1：在全自动荧光 PCR 分析仪 cobas z 480 上的背景信号值及阈值设置示例 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第一次在一台仪器上设定背景信号值及阈值时，需要将 FAM 通道（ERBB2，PGR，
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MKI67）中阳性对照的 Cq 中位值控制在 21.25 左右。但没有必要为了设定一个好的

背景信号值及阈值的位置而牺牲其他参数（即仍需要保证有足够的空间给背景值和

平台期）。 

背景信号值及阈值的设定后，阴性、阳性对照结果需符合以下标准： 

表 6：全自动荧光 PCR 分析仪 cobas z 480 运行有效标准（1） 

检测体系 通道 检测项目 
阴性对照 阳性对照 

中间值 Cq 中间值 Cq 

1 
FAM ERBB2 40.00 19.75-22.75 

HEX ESR1 40.00 20.75-23.75 

2 
FAM MKI67 40.00 19.75-22.75 

HEX B2M 40.00 20.75-23.75 

3 
FAM PGR 40.00 19.75-22.75 

HEX CALM2 40.00 19.25-22.25 

 

表 7：全自动荧光 PCR 分析仪 cobas z 480 分析仪运行有效标准（2） 

FAM 通道 HEX 通道 

阳性对照 
ERBB2 PGR MKI67 ESR1 B2M CALM2 

-1.00 - 0.60 -0.70 - 0.90 -0.70 - 0.90 -0.30 - 1.30 -0.40 - 1.20 -1.80 - -0.20 

FAM 信号：Cq[分子标记] 中位值–Cqs[ERBB2+PGR+MKI67] 中位值/ 3 

HEX 信号：Cq[分子标记] 中位值– Cqs[ESR1+B2M+CALM2] 中位值/ 3 

2.结果计算 

1）单个样本的每个分子标记基因结果计算方法如下：在进行计算前，对所有反应

结果进行简单自定义：当没有信号被检测到时，对应检测结果的 Cq 值定义为 40。 

首先从 3 个检测体系的 3 次重复检测中获得每个样本/对照的 Cq 值中位值。这

样每个样本/对照可获得 6 个 Cq 值中位值：Cq [ERBB2]中位值、Cq [ESR1]中位值、

Cq [MKI67]中位值、Cq [B2M]中位值、Cq [PGR]中位值、Cq [CALM2]中位值。 

每个样本/对照的联合内参值（CombRef）由内参基因 B2M 和 CALM2 的 Cq 中

位值取平均得出。 



 

— 24 — 

每个样本和阳性对照都有其联合内参值（CombRef 样本和 CombRefPC）: 

[CombRef] = （Cq [B2M]中位值+ Cq [CALM2]中位值）/ 2 

CombRef 接着用于计算四个分子标记基因的△Cq 和 40-△△Cq 的值： 

40-∆∆Cq = 40 - （∆Cq 样本 - ∆Cq 阳性） 

40-∆∆Cq [ERBB2] = 40 -（（Cq [ERBB2 样本]中位值 -[CombRef 样本]） - （Cq 

[ERBB2PC]中位值 - [CombRefPC]）） 

40-∆∆Cq [ESR1] = 40 -（（Cq [ESR1 样本]中位值 -[CombRef 样本]） - （Cq 

[ESR1PC]中位值 - [CombRefPC]）） 

40-∆∆Cq [PGR] = 40 -（（Cq [PGR 样本]中位值-[CombRef 样本]） - （Cq [PGRPC]

中位值 - [CombRefPC]）） 

40-∆∆Cq [MKI67] = 40 -（（Cq [MKI67 样本]中位值-[CombRef 样本]） - （Cq 

[MKI67PC]中位值 - [CombRefPC]）） 

2）单个分子标记基因结果 

根据四个分子标记基因定量结果（40-△△Cq），确定样本中各目标基因的表达结

果。 

表 8：全自动荧光 PCR 分析仪 cobas z 480 结果判定 （40-△△Cq） 

 阴性 

阳性 

弱阳 中强阳 

ESR1 36.9 36.9  38.5 38.5 

PGR 35.1 35.1 36.5 36.5 

ERBB2 41.1 41.1 

MKI67 35.9 35.9 37.2 37.2 

 

3.分子分型 

四个分子标记基因检测结果根据中国抗癌协会乳腺癌诊治指南与规范（St Gallen

共识或中国临床肿瘤学会（CSCO）乳腺癌诊疗指南）对肿瘤样本进行分子分型。 

表 9：圣加仑分型标准 
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ERBB2 ESR1 PGR MKI67 圣加仑分型 1 

阳性 阳性 阳性 阳性 Luminal B 型（HER2 阳性） 

阳性 阳性 阳性 阴性 Luminal B 型（HER2 阳性） 

阳性 阳性 阴性 阳性 Luminal B 型（HER2 阳性） 

阳性 阳性 阴性 阴性 Luminal B 型（HER2 阳性） 

阳性 阴性 阳性 阳性 未定义 

阳性 阴性 阳性 阴性 未定义 

阳性 阴性 阴性 阳性 HER2 阳性（非 luminal） 

阳性 阴性 阴性 阴性 HER2 阳性（非 luminal） 

阴性 阳性 阳性 阳性 Luminal B 型（HER2 阴性） 

阴性 阳性 阳性 阴性 Luminal A 型 

阴性 阳性 阴性 阳性 Luminal B 型（HER2 阴性） 

阴性 阳性 阴性 阴性 Luminal B 型（HER2 阴性） 

阴性 阴性 阳性 阳性 未定义 

阴性 阴性 阳性 阴性 未定义 

阴性 阴性 阴性 阳性 三阴性（导管的） 

阴性 阴性 阴性 阴性 三阴性（导管的） 

 

表 10：中国抗癌协会乳腺癌诊治指南与规范分子分型标准 

分子分型 标志物 备注 

Luminal A 型 

‘Luminal A 样’ 

ER/PR 阳性且 PR 高表达 

HER2 阴性 

Ki67 低表达 

ER、PR、Ki67 表达的判定值建议采用报告阳性细胞的百分

比。Ki67 高低表达的判定值在不同病理实验中心可能不同，

可统一采用 20%~30%作为判断 Ki67 高低的界值。同时，

以 20%作为 PR 表达高低的判定界值*，可进一步区分

Luminal-A 样和 Luminal-B 样(HER-2 阴性)。 

Luminal B 型 

‘Luminal B 样(HER-2 阴性)’ 

ER/PR 阳性 

HER2 阴性 

且 Ki67 高表达或 PR 低表达 

上述不满足‘Luminal-A 样’条件的 Luminal 样肿瘤均可作为

‘Luminal-B 样’亚型。 
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表 11：中国临床肿瘤学会（CSCO）乳腺癌诊疗指南分子分型标准 

分子分型 

指标 

HER-2 ER PR Ki-67 

HER-2 阳性（HR 阴性） + - - 任何 

HER-2 阳性（HR 阳性） + + 任何 任何 

三阴型 - - - 任何 

Luminal A 型 - + +且高表达 低表达 

Luminal B 型（HER-2 阴性） - + 低表达或- 高表达 

 

【检验结果的解释】 

1. 待检样本 RNA 量不足或质量太差，可能导致标准操作下进行的检测其结果无效。

样本的内参基因检测结果应符合以下标准 

‘Luminal B 样(HER-2 阳性)’ 

ER/PR 阳性 

HER2 阳性（蛋白过表达或基因

扩增） 

任何状态的 Ki67 

 

ERBB2+型 ‘HER2 阳性’ 

HER2 阳性(蛋白过表达或基因

扩增) 

ER 阴性和 PR 阴性 

 

Basal-like 型 

‘三阴性(非特殊型浸润性导管

癌)’ 

ER 阴性 

PR 阴性 

HER2 阴性 

三阴性乳腺癌和 Basal-like 型乳腺癌之间的吻合度约 80%。

但是三阴性乳腺癌也包含一些特殊类型乳腺癌如髓样癌

(典型性)和腺样囊性癌，这类癌的复发转移风险较低。 
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Cq [B2M 样品]中位值- [CombRefPC] > 8.1 或 

Cq [CALM2 样品]中位值- [CombRefPC] > 15.1 意味着样本无效（表明样本量不足） 

Cq [B2M 样品]中位值- [CombRefPC] ≤ 8.1 且 

Cq [CALM2 样品]中位值-[CombRefPC] ≤ 15.1 意味着样本有效（表明样本量充足） 

2. 制作商提供的试剂为检测用最佳浓度，若未按照说明书推荐的检测步骤进行检测，

可能导致检测结果受到不利影响。 

3. 非专业人员使用可能会影响检测结果。 

【检验方法的局限性】 

1.人乳腺癌分子分型定量检测试剂盒（PCR-荧光探针法）用于定量检测乳腺癌分子

标记基因 ERBB2（HER2）、ESR1（ER）、PGR（PR）及 MKI67（Ki67）mRNA 的表

达水平。样本为经中性福尔马林固定、石蜡包埋的肿瘤组织切片。其他类型的样本

或其它固定方法尚未验证是否适应。 

2.试剂盒内的试剂不能用其他批次或其他制造商生产的试剂替代。 

3.试剂盒内的试剂需避免反复冻融，冻融次数不得超过 3 次。 

4.本试剂盒检测所用的 FFPE 切片至少含有 20%的肿瘤细胞。 

5. 本试剂盒检测无法获得与阳性细胞数、阳性细胞百分比以及表达强度等相关的准

确信息。如果样本（切片）选取不当可能导致假阳性或假阴性的判断。  

【产品性能指标】 

1.外观：试剂盒包装中的内容物包装外观应清洁、无泄漏、无破损；试剂盒、标志、

标签字迹应清楚，标签粘贴牢固；试剂盒中的内容物开口处应平滑无毛刺、不应堵

塞。 

2.线性：4 个单独目标基因参考品，IVT RNA 参考品 ERBB2, IVT RNA 参考品 ESR1, 

IVT RNA 参考品 PGR, IVT RNA 参考品 MKI67；2 个单独内参基因参考品，IVT RNA 

参考品 B2M, IVT RNA 参考品 CALM2，108 分子/ml 到 104 分子/ml 线性范围内, 线

性相关系数丨 r 丨≥0.980。 

3.准确度：对 IHC 方法确定的临床样本进行检测，4 个目标基因相应各档样品的

40-ΔΔCq 应该符合分档预期范围，内参基因 Cq[B2M 样品]中位数-[CombRefPC]
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（ΔCq）应≤8.1，Cq[CALM2 样品]中位数-[CombRefPC] （ΔCq）应≤15.1。 

4.特异性： 

（1）同一肿瘤组织样本去除正常组织成分和未去除正常组织成分的检测结果应保持

一致。 

（2）检测大肠杆菌 DH5α RNA、金黄色葡萄球菌 RNA 样本各 3 个，6 个目标基因

应无扩增信号。 

（3）检测 ESR1 的同源序列 ESR2, AR, PGR，PRR14L，RHBDL3；PGR 的同源序

列 ESR1, ESR2, AR； 

ERBB2 的同源序列 HER1(EGFR), HER3(ERBB3), HER4(ERBB4)，PRER；B2M 的同

源序列 HLA-E；CALM2 的同源序列 CALM1, CALM3，应无扩增信号。 

5.精密度：分别检测 4 个单独目标基因和 2 个内参基因参考品高低两个浓度，Cq 值

的变异系数（CV,%）≤5%。 

6.检测限：4 个目标基因的最低检测限应为 20 分子/孔。用相应检测限参考品 S1、 S2、

S3 和 S4 检测，S1、S2 和 S3 的 Cq 值应 Cq<40，有明显扩增曲线，S4 可有或无扩增

曲线。 

7. 临床试验纳入统计样本共计 1193 例。试验体外诊断试剂与临床参考标准 IHC 方

法对于 ESR1（ER）检测阳性符合率 94.34%（95% CI：92.52%, 95.83%），阴性符合

率 96.58%（95% CI：94.22%, 98.17%）；对于 PGR（PR）检测阳性符合率 94.75%（95% 

CI：92.84%, 96.28%），阴性符合率 86.48%（95% CI：83.12% ,89.38%）；对于 ERBB2

（HER-2）检测阳性符合率 83.67%（95% CI：79.33%, 87.42%），阴性符合率 99.64%

（95% CI：98.96%，99.93%）；对于 MKI67（Ki-67）检测阳性符合率 93.53%（95% 

CI：91.76%， 95.03%），阴性符合率 80.38%（95% CI：75.08%， 84.98%）。试验体

外诊断试剂与临床参考标准对于乳腺癌 Luminal A、Luminal B（HER-2 阴性）、Luminal 

B（HER-2 阳性）、HER-2 阳性（非 Luminal）、三阴性（Basal-like 型）分子分型判定

的总符合率为 80.98%（95% CI：78.60 %，83.20%）对于 MKI67 的检测性能，进一

步采用 IKWG 全片评分方法判读结果作为对照，试验结果显示阳性符合率 95.58%
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（95% CI：91.48%, 98.07%），阴性符合率 96.09%   （95% CI：92.11%, 98.41%）。 

【注意事项】 

1.荧光标记探针不能长期暴露在强光辐射下，避免造成荧光信号减弱； 

2.需极力避免试剂、样本、PCR 对照、其他 PCR 产物及 RNA 酶等受到污染。为了

避免污染的情况发生，建议在 PCR 前处理区配制 PCR 反应体系，以使其和样本分析

区（PCR 后处理区）区隔开，定期对试验区域进行消毒，并使用带有滤芯的移液器

吸头，定期更换手套等； 

3.PCR 过程中禁止打开反应板； 

4.本试剂盒中提供的检测试剂均为最佳浓度，不可进行进一步稀释以免影响检测结

果； 

5.肿瘤样本可能含有非肿瘤组织，须病理医生确定肿瘤样本中肿瘤组织所占比例； 

6.每次检测样本时都带有外源性的对照样本。如果对照样本的结果无效，那么整批

PCR 结果都判为无效。该次样本检测的结果数据也不能用于继续分析； 

7.仅限体外诊断并只能由专业人员使用； 

8.需严格按照说明书中规定的反应时间、温度以及扩增程序操作； 

9.如果试剂盒包装出现破损，请勿使用。如果存在包装瑕疵或组件破损，请立刻联

系制造商； 

10.所有废弃物需按照当地规章制度进行处理； 

11.所有试剂仅限本试剂盒检测使用，为保证检测结果准确，请不要替换试剂盒组分。 
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