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基本信息 

 

一、申请人名称 

美国丹科北美有限公司 Dako North America, Inc. 

二、申请人住所 

6392 Via Real, Carpinteria, CA 93013 United States 

三、生产地址 

1170 Mark Ave. Carpinteria, CA 93013 United States 
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产品审评摘要 

 

一、产品概述 

（一）产品主要组成成分 

试剂盒主要组成成分见表 1。 

表 1 试剂盒主要组成成分 

名称 数量 描述 

过氧化物酶阻断

剂 

1 x 34.5 mL 含有过氧化氢、去垢剂和 0.015 mol/L 叠氮化

钠的缓冲溶液。 

一抗：单克隆兔

抗 PD-L1，克隆

28-8 

1 x 19.5 mL 单克隆兔抗 PD-L1 抗体（IgG），溶于含有稳定

蛋白和 0.015mol/L 叠氮化钠的缓冲溶液中。 

阴性对照试剂 1 x 15 mL 单克隆兔质控 IgG 抗体，溶于含有稳定蛋白和

0.015mol/L 叠氮化钠的缓冲溶液中。 

信号增强剂，抗

兔 

1 x 34.5 mL 

 

单克隆小鼠抗兔疫球蛋白（二抗），溶于含有

稳定蛋白和 0.015mol/L 叠氮化钠的缓冲溶液

中。 

显色试剂-HRP 1 x 34.5 mL 

 

偶联有过氧化物酶分子和多克隆山羊抗兔和

小鼠免疫球蛋白二抗分子的葡聚糖，溶于含有

稳定蛋白和抗菌剂的溶液。 

DAB+底物缓冲液 15 x 7.2 mL 

 

含有过氧化氢和抗菌剂的缓冲溶液。 

DAB+色原 1 x 5 mL 

 

3,3’-二氨基联苯胺盐酸盐溶于有机溶剂中。 

DAB 增强剂 1 x 34.5 mL 硫酸铜溶液。 

免疫组化抗原修

复缓冲液 

6 x 30 mL 

 

缓冲溶液，pH 6.1，含有去垢剂和抗菌剂。 

PD-L1 检测试剂 15 张切片 每张切片含有两个经福尔马林固定石蜡包埋
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盒（免疫组织化

学法）质控切片 

的细胞系点：PD-L1 蛋白阳性表达的 NCI-H226 

和 PD-L1 蛋白阴性表达的 MCF-7。 

 

（二）产品预期用途 

本试剂盒用于定性检测经福尔马林固定石蜡包埋（FFPE）

的非鳞状非小细胞肺癌（nsNSCLC）组织中的 PD-L1 蛋白，检出

的非鳞状非小细胞肺癌患者样本中的 PD-L1 表达（≥1%）可能

与使用 OPDIVO®（纳武利尤单抗，nivolumab）后的生存期延长

相关。 

（三）产品包装规格 

50 测试/盒 

（四）产品检验原理 

本试剂盒包含采用 PT Link 预处理模块和组织染色机

（Autostainer Link 48）完成 FFPE 样本的免疫组织化学 IHC

染色操作所需的优化试剂和染色程序。使用 PD-L1 单克隆抗体

或者阴性对照试剂与样本共同孵育后，依次用宿主一抗的特异

性信号增强剂和即用型显色试剂（含偶联到葡聚糖聚合物骨架

上的二抗分子和辣根过氧化物酶分子）进行孵育。酶催化随后

加入的色原，使之在抗原部位生成可见沉积物。通过显色增强

剂改良显色反应的颜色。然后，对样本进行复染并封片。使用

光学显微镜判读结果。使用质控切片监控染色过程，质控切片
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含有两个经福尔马林固定、石蜡包埋的人细胞系。 

二、临床前研究摘要 

（一）主要原材料 

1. 主要原材料的选择 

本产品的主要原材料包括：一抗、阴性对照试剂、信号增

强剂、显色试剂-HRP、质控切片、牛血清白蛋白（BSA）。 

信号增强剂以及显色试剂-HRP 均为申请人自制，并通过

免疫组化验证。质控切片所用细胞系是从 ATCC 资源中心获

得，经申请人进行培养生产，通过免疫组化验证后获得。一

抗、阴性对照试剂以及牛血清白蛋白为外购方式获得。申请人

选择有资质的供应商提供的原料，并结合原料的特性，通过功

能性试验，确定原材料供应商。制定了各主要原材料质量标准

并经检验合格。 

2. 质控设置情况 

本试剂盒采用 NSCLC 阳性样本进行企业内部质控（Post 

QC）, 包括 PD-L1 表达范围 1-60%的一份样本。对于生产批次和

参考批次，PD-L1 表达<15%的阳性 NSCLC 标本必须表现出≤

6%的变异性，而 PD-L1 表达≥15%的阳性 NSCLC 标本必须表

现出≤10%的变异性。对于生产批次和参考批次，并且染色强

度变异性≤0.5 级。 
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本产品于说明书中推荐了质量控制方案，并提供了由中度

表达和阴性表达两个点组成的细胞系质控切片，用于监控染色

过程。同时也提供了阴性对照试剂：通过使用阴性对照试剂代

替抗体试剂，确保染色过程的特异性。 

（二）生产工艺及反应体系研究 

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。 

申请人对反应体系中的预处理时间、抗原修复液 pH、抗原

修复温度、抗原修复时间、内源性过氧化物酶阻断时间、一抗

孵育温度及时间、信号增强剂孵育时间、显色试剂孵育时间、

DAB 增强剂孵育时间、苏木素孵育时间等条件进行筛选和优化，

通过参数测试的可行性研究，确定了最佳的反应体系。 

（三）分析性能评估 

本产品分析性能评估内容包括：灵敏度，免疫反应性、特

异性（特异性和交叉反应）、精密度、稳健性和外部重复性。  

1. 灵敏度研究：  

申请人检测了 112 份病例（ I-IV 期 nsNSCLC 标本），用

以评估 PD-L1 的表达情况。结果显示：阳性肿瘤细胞染色范围

为0-100%，染色强度为0-3。nsNSCLC表达水平≥ 1%时，阳性率

为 72%。 
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2. 免疫反应性研究： 

在正常组织免疫反应性研究中，申请人检测了30种正常组

织的免疫反应性。此试剂盒可特异性检出已知表达 PD-L1 抗原

的细胞类型（例如免疫细胞和上皮细胞）。在一些细胞类型中

观察到胞浆染色，但没有记录为阳性染色。 

30 种正常组织的免疫反应性总结如下表 2 所示。 

表 2 正常组织反应性总结 

组织类型（检测数

量） 

阳性膜染色：组织成分 阳性胞浆染色：组织成分 

肾上腺（3） 3/3骨髓细胞 3/3骨髓细胞 

膀胱（3） 1/3尿路上皮 1/3平滑肌，尿路上皮 

骨髓（3） 3/3巨核细胞 3/3巨核细胞 

乳腺（3） 0/3 0/3 

小脑（3） 0/3 0/3 

大脑（3） 0/3 0/3 

子宫颈（3） 1/3上皮细胞 1/3上皮细胞 

结肠（3） 2/3巨噬细胞 0/3 

食道（3） 0/3 0/3 

肾脏（3） 3/3肾小管上皮细胞 3/3肾小管上皮细胞 

肝脏（3） 2/3免疫细胞 2/3免疫细胞 

肺脏（3） 3/3肺泡巨噬细胞 0/3 

间皮细胞（3） 0/3 0/3 

心肌（3） 0/2* 0/2* 

骨骼肌（3） 0/2* 0/2* 

外周神经（3） 0/3 0/3 

卵巢（3） 0/3 0/3 

胰腺（3） 3/3上皮（主要是胰岛细胞） 3/3上皮（主要是胰岛细胞） 

甲状旁腺（3） 3/3上皮细胞 0/3 
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组织类型（检测数

量） 

阳性膜染色：组织成分 阳性胞浆染色：组织成分 

脑垂体（3） 1/3腺垂体前 1/3腺垂体前 

3/3神经垂体后 

前列腺（3） 0/2* 0/2* 

唾液腺（3） 0/3 0/3 

皮肤（3） 0/3 1/3上皮细胞 

小肠（3） 0/2* 0/2* 

脾脏（3） 1/3巨噬细胞 

3/3窦壁细胞 

0/3 

胃（3） 0/3  0/3 

睾丸（3） 0/3 1/3 睾丸间质细胞 

胸腺（3） 3/3 骨髓上皮细胞 0/3 

甲状腺（3） 0/3 0/3 

扁桃体（3） 3/3隐窝上皮 

3/3生发中心（免疫细胞） 

0/3 

子宫（3） 0/3 0/3 

*观察到该组织类型的3份样本中有1份显示干燥导致的背

景染色或强背景染色，无法进行评分，因此未报告该样本的结

果。 

在肿瘤组织免疫反应性研究中，申请人用 3 个组织芯片对

162 个样本进行了检测。结果显示，44/162 例可评估标本表达

了 PD-L1。阳性肿瘤细胞表达范围为＜1%-95%，其中，大部分

标本在＜1%-10%表达范围内。主要在淋巴癌和组织中观察到阳

性染色，与已知表达 PD-L1 抗原的组织类型一致。 

肿瘤组织的免疫反应性总结如下表 3 所示。 

表 3 肿瘤组织反应性总结 
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肿瘤类型 位置 
PD-L1 
阳性／总计 
N=162 

腺癌 

阑尾 1/1 

乳腺，DCIS 0/2 

乳腺，浸润性导管 3/7 

乳腺，浸润性导管转移至淋巴结 1/1 

支气管肺泡癌，肺 0/1 

宫颈，子宫颈型 0/1 

结肠 2/5 

结肠，转移至肝脏 1/1 

结肠，黏液性 0/1 

食管 1/1 

胆囊 2/4 

胃肠，转移至肺 0/1 

头和颈，硬腭 0/1 

肺 2/5 

卵巢 0/1 

卵巢，子宫内膜 0/1 

卵巢，黏液性 0/1 

卵巢，浆液性 0/1 

胰腺 1/2 

胰腺，导管 0/3 

前列腺 2/4 

直肠 2/4 

唾液腺／腮腺 0/2 

小肠 0/2 

胃 1/6 

胃，黏液性 0/1 

甲状腺，滤泡 0/1 

甲状腺，滤泡-乳头状 0/1 

甲状腺，乳头状 0/3 

子宫，透明细胞 1/1 

子宫，子宫内膜 1/3 

肾上腺皮质癌 肾上腺 0/1 

星形细胞瘤 大脑 0/3 

基底细胞癌 皮肤 0/1 

癌 鼻咽，NPC 0/1 

脊索瘤 盆腔 0/1 
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肿瘤类型 位置 
PD-L1 
阳性／总计 
N=162 

胚胎癌 睾丸 0/1 
室管膜细胞瘤 脑 0/1 
胶质母细胞瘤 脑 0/1 
肝母细胞瘤 肝脏 0/1 
肝细胞癌 肝脏 1/5 
胰岛细胞瘤 胰腺 0/1 

间质瘤 
结肠 0/1 
直肠 0/1 
小肠 0/1 

大细胞癌 肺脏 1/1 
脂肪肉瘤 腹腔，粘液性 0/1 
淋巴瘤 
间变性大细胞 淋巴结 1/1 
弥漫性B细胞 淋巴结 2/4 
霍奇金 淋巴结 2/2 
非霍奇金 淋巴结 1/1 
髓腔瘤 脑 0/1 

髓母细胞瘤 脑 0/1 
髓样癌 甲状腺 0/1 

黑色素瘤 
直肠 0/1 
鼻腔 0/1 

脑膜瘤 脑 0/2 
间皮瘤 腹膜 0/1 
神经母细胞瘤 腹膜后腔 0/1 
神经纤维瘤 软组织，下背部 0/1 
原始神经外胚层 腹膜后腔 0/1 
肾细胞癌 
乳头状 肾脏 0/1 
透明细胞 肾脏 0/6 

肉瘤 
 软骨肉瘤 骨骼 0/1 
 透明细胞 腹壁 0/1 

 骨肉瘤 骨骼 0/2 

平滑肌肉瘤 
软组织，胸壁 0/1 
膀胱 0/1 

脂肪肉瘤 腹腔，粘液性 0/1 

横纹肌肉瘤 
软组织，胚胎 0/1 
前列腺 0/1 
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肿瘤类型 位置 
PD-L1 
阳性／总计 
N=162 

腹膜后腔 0/1 
滑膜肉瘤 盆腔 0/1 
精原细胞瘤 睾丸 0/2 

印戒细胞癌 
结肠印戒细胞癌转移至卵巢 0/1 
结肠 0/1 

小细胞癌 肺脏 1/2 
精母细胞性精原细胞瘤 睾丸 0/2 

鳞状细胞癌 

食管鳞状上皮细胞癌转移至淋巴结 1/1 
子宫颈 2/4 
食管 4/7 
头和颈 0/2 
肺脏 1/3 
皮肤 1/2 
子宫 1/1 

胸腺瘤 纵隔 1/1 

移行细胞癌 
膀胱 3/6 
肾脏 0/1 

3. 特异性研究： 

该试剂盒中的一抗为单克隆兔抗人 PD-L1 抗体，克隆

28-8，PD-L2 是 PD-L1 蛋白的同种型。通过对表达 PD-L1 和

PD-L2 蛋白的中国仓鼠卵巢（CHO）细胞进行 IHC 染色，评估克

隆 28-8 的同种型特异性。用于生成抗体的免疫原是包含人

PD-L1 胞外域（Phe19-Thr239）的纯化重组人 PD-L1。PD-L1 抗

体的 IHC 染色显示与在 CHO 细胞中外源表达的 PD-L2 无交叉反

应。 

此试剂盒可特异性检测 FFPE 组织中的肿瘤细胞表达的

PD-L1膜蛋白，经IHC检出的细胞PD-L1的膜染色水平与与FACS
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（荧光激活细胞分选术）检出的 PD-L1 水平一致，添加 PD-L1

抗原后染色完全消除。该试剂盒无法检测 PD-L1 基因敲除肿瘤

细胞中的 PD-L1 膜蛋白。 

4. 精密性研究： 

申请人采用三批试剂盒进行了批间检测，采用一批试剂盒

分别进行仪器间和批内、分析员间、日间、同一轮检测内。采

用 Wilson Score 法计算阴性百分比一致率（NPA）、阳性百分

比一致率（PPA）和总体一致率（OA），双侧 95%置信区间。结

果显示，PD-L1 表达水平≥1%时，仪器间和批内、分析员间、日

间、同一轮检测内，符合 nsNSCLC 验收标准。下表 4 显示了精

密度研究的一致率。 

表 4 同一个场所检测的精密度（nsNSCLC≥1%） 

重复性 方法 

一致率%（95% CI）： 

≥1%表达水

平 

≥5%表达水平 ≥10%表达水平 

不同仪

器之间 

分 别 在 三 台

Autostainer Link 

48染色机上对34例

经 IHC 检测 PD-L1

表 达 程 度 不 同 的

nsNSCLC 样本进行

检测，每例样本检测

两次。评分前对载玻

片进行设盲和随机

NPA 100 

(96.9, 100) 

PPA 100 

(95.6, 100) 

OA 100  

(98.2, 100)  

NPA 100  

(96.9, 100)  

PPA 98.8 

(93.6, 99.8)  

OA 99.5  

(97.3, 99.9)  

NPA 98.1 

(93.5, 99.5)  

PPA 100  

(96.2, 100)  

OA 99.0  

(96.5, 99.7)  
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重复性 方法 

一致率%（95% CI）： 

≥1%表达水

平 

≥5%表达水平 ≥10%表达水平 

分组处理。共进行了

204 次独立配对比

较试验。 

不同分

析员之

间 

3 名分析员对 34 例

经 IHC 检测 PD-L1

表 达 程 度 不 同 的

nsNSCLC 样本在同

一 Autostainer 

Link 48 染色机上进

行检测，每例样本检

测两次。评分前对载

玻片进行设盲和随

机分组处理。共进行

了 204 次独立配对

比较试验。 

NPA 100 

(96.9, 100)  

PPA 100 

(95.6 100)  

OA 100 

(98.2, 100)  

NPA 100 

(96.9, 100)  

PPA 100 

(95.6, 100)  

OA 100  

(98.2, 100)  

NPA 100  

(96.6, 100)  

PPA 97.9 

(92.7, 99.4)  

OA 99.0  

(96.5, 99.7)  

不同天

之间 

在非连续 5天内，在

Autostainer Link 

48 染色机上，对 34

例经IHC检测PD-L1

表 达 程 度 不 同 的

nsNSCLC 样本进行

检测。评分前对载玻

片进行设盲和随机

分组处理。共进行了

170 次独立配对比

较试验。 

NPA 100 

(96.3, 100)  

PPA 100 

(94.8, 100)  

OA 100 

(97.8, 100)  

NPA 100 

(96.3, 100)  

PPA 100 

(94.8, 100)  

OA 100  

(97.8, 100)  

NPA 100  

(95.9, 100) 

PPA 98.8 

(93.3, 99.8)  

OA 99.4  

(96.7, 99.9)  

不同批

次之间 

在非连续 5天内，在

Autostainer Link 

48 染色机上，对 20

NPA 100 

(94.3, 100)  

PPA 100 

NPA 100 

(95.4, 100) 

PPA 100 

NPA 100  

(96.4, 100)  

PPA 100  
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重复性 方法 

一致率%（95% CI）： 

≥1%表达水

平 

≥5%表达水平 ≥10%表达水平 

例经IHC检测PD-L1

表 达 程 度 不 同 的

nsNSCLC 样本各进

行 2次重复检测。共

进行了 160 次独立

配对比较试验。 

(96.2, 100)  

OA 100 

(97.7, 100)  

(95.4, 100)  

OA 100  

(97.7, 100)  

(93.6, 100)  

OA 100   

(97.7, 100)  

同一轮

检测内 

对 34 例经 IHC 检测

PD-L1 表达程度不

同的 nsNSCLC 样本

在 Autostainer 

Link 48 染色机上进

行检测，每一例样本

在同一轮中重复检

测 5次。评分前对载

玻片进行设盲和随

机分组处理。总共进

行了 167 次（10%）

和 168 次（1%和 5%）

独立配对比较试验。 

NPA 97.8 

(92.3,99.4) 

PPA 98.7 

(93.1,99.8)  

OA 98.2 

(94.9,99.4)  

NPA 98.0 

(93.0, 99.4) 

PPA 97.1 

(89.9, 99.2) 

OA 97.6 

(94.0, 99.1)  

NPA 96.5 

(90.1, 98.8)  

PPA 96.3 

(89.8, 98.7) 

OA 96.4  

(92.4, 98.3)  

 

5. 稳健性研究： 

申请人使用一个批次试剂盒，当nsNSCLC表达水平≥1%时，

对 44 例 nsNSCLC 标本进行稳健性检测。检测包括组织切片厚

度、抗原修复时间、抗原修复温度、抗原修复液 pH 值。采用 

Wilson Score 法计算 nsNSCLC 表达水平≥1%临界值的 NPA、PPA 
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和 OA，双侧 95%置信区间。结果表明，nsNSCLC 表达水平≥1%

时，组织切片厚度、抗原修复时间、抗原修复温度、抗原修复

液pH值，符合nsNSCLC验收标准。下表5显示了稳健性条件。 

表 5 稳健性条件列表 

检测项目 检测条件 

组织切片厚度 
调整组织切片厚度，证明试剂盒对nsNSCLC标本的检测结果具有一
致性：4 µm（最佳）、3 µm和5 µm。 

PT Link时间 
调整PT Link孵育时间，证明试剂盒对nsNSCLC标本的检测结果具
有一致性：在方案规定温度97℃下，20分钟（最佳）、18分钟和22
分钟。 

PT Link温度 
调整PT Link孵育温度，证明试剂盒对nsNSCLC标本的检测结果具
有一致性：在最佳孵育时间20分钟下，97℃（最佳）、95℃和99℃。 

抗 原 修 复 液
（TRS）pH值 

调整抗原修复液pH值，证明试剂盒对nsNSCLC标本的检测结果具有
一致性：pH 6.1（最佳）、pH 5.9和pH 6.3。 

6. 外部重复性： 

本研究采用随机盲法设计，使用消除识别信息的非鳞状非

小细胞肺癌（nsNSCLC）样本，在三个外部检测实验室进行检测

以确定外部重复性。研究包括两部分，研究部分A：3个实验室

使用同一批次试剂盒分别对24份nsNSCLC样本进行染色。各实

验室由一名操作员负责染色，每个实验室重复进行 5 次染色（5

次染色在非连续 5 天进行），整个染色过程在至少 20 天完成。

每个实验室由一名观察者负责读片（相同的切片读片时，读片

间隔时间需有超过 14 天的清除期，以消除读片记忆）。研究部

分B：分别由1名观察者对30份nsNSCLC组织切片读片3 次（相
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同的切片读片时，读片间隔时间需有超过14天的清除期，以消

除读片记忆）。采用 Wilson 方法计算 nsNSCLC 表达水平≥ 1%、

≥ 5%和≥ 10%临界值时的 NPA、PPA、OA。结果见表 6。 

表 6 三个外部场所检测的重复性（nsNSCLC≥1%） 

重现
性 

方法 

一致率%（95% CI）： 

≥1%表达水平 ≥5%表达水平 ≥10%表达水
平 

不同
场所
之间
（3
个场
所） 

在非连续5天内，对经
IHC检测PD-L1表达程
度不同的24例nsNSCLC
样本进行检测。 

对3个场所进行场所间
分析，共进行了360次
独立配对比较试验。 

NPA 89.6 
(83.3, 93.7)  

PPA 87.1 
(82.1, 90.9)  

OA 88.1  
(84.3, 91.0)  

NPA 88.0 
(83.1, 91.6)  

PPA 92.6 
(86.9, 95.9)  

OA 89.7  
(86.2, 92.5)  

NPA 90.8 
(86.5, 93.9)  

PPA 94.2 
(88.5, 97.2)  

OA 91.9  
(88.7, 94.3)  

同一
场所
内 

在非连续5天内，在3
个研究场所对经IHC检
测PD-L1表达程度不同
的24例nsNSCLC样本进
行检测。对3个场所进
行场所内分析，共进行
了360次独立配对比较
试验。 

NPA 95.3 
(90.7, 97.7)  

PPA 96.7 
(93.3, 98.4)  

OA 96.1  
(93.6, 97.7)  

NPA 96.6 
(93.1, 98.3) 

PPA 93.6 
(88.5, 96.5)  

OA 95.3  
(92.6, 97.0)  

NPA 97.7 
(94.8, 99.0)  

PPA 92.9 
(87.4, 96.1)  

OA 95.8  
(93.2, 97.5)  

不同
观察
者之
间（3
个场
所各
1名
观察
者） 

对30例经PD-L1检测试
剂盒（免疫组织化学
法）染色的PD-L1表达
程度不同的nsNSCLC样
本进行评分，评分由来
自于三个场所的三位
病理医生在非连续三
天中进行。 

在三个场所进行不同
观察者间分析，共进行
了270次独立配对比较
试验。 

NPA 84.0 
(74.5, 90.4)  

PPA 92.6 
(88.0, 95.5) 

OA90.0  
(85.8, 93.0)  

NPA 94.4 
(88.4, 97.4)  

PPA 94.4 
(89.8, 97.1)  

OA 94.4  
(91.0, 96.6)  

NPA 93.3 
(87.8, 96.5)  

PPA 88.9 
(82.5, 93.2)  

OA 91.1  
(87.1, 94.0)  

同一
观察
者内
（3

对30例经PD-L1检测试
剂盒（免疫组织化学
法）染色的PD-L表达程
度不同的nsNSCLC样本

NPA 91.4 
(83.2, 95.8)  

PPA 95.8 

NPA 94.7 
(89.0, 97.6)  

PPA 98.1 

NPA 97.8 
(93.7, 99.2)  

PPA 93.3 
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重现
性 

方法 

一致率%（95% CI）： 

≥1%表达水平 ≥5%表达水平 ≥10%表达水
平 

个场
所各
1名
观察
者） 

进行评分，评分由来自
于三个场所的三位病
理医生在非连续三天
中进行。 

在三个场所进行同一
观察者内分析，共进行
了270次独立配对比较
试验。 

(91.9, 97.8)  

OA 94.4  
(91.0, 96.6)  

(94.5, 99.3)  

OA 96.7  
(93.8, 98.2)  

(87.8, 96.5)  

OA 95.6  
(92.4, 97.4)  

7. 申请人提交了 2018 年北欧免疫组化质量控制机构

NordiQC 进行的伴随模块 C3 评估。146 间实验室参与了此次评

估，本试剂盒总体通过率为 100%（5/5），在 CE IVD/FDA 批准

的商用试剂盒组中，评分结果优异。 

（四）阳性判断值或参考区间研究 

临界值依据 CA209057 确定。CA209057 是一项在既往铂类

双重化疗失败后的晚期或转移性 nsNSCLC 成年受试者（≥18 岁）

中对纳武利尤单抗（nivolumab）和多西他赛进行比较的开放性

随机Ⅲ期试验。该研究的主要目的是在所有随机受试者中比较

纳武利尤单抗组与多西他赛组的总生存期（OS）。次要目的是

比较所有随机受试者的客观缓解率（ORR）和无进展生存期

（PFS），并评估 PD-L1 表达是否是预测 OS 和 ORR 的生物标志

物。在 CA209057 研究中，使用预定义的 PD-L1 表达水平≥1%，

≥5%或≥10%进行预先计划的疗效分析，以总生存期为主要终

点，比较了纳武利尤单抗与多西他赛对 nsNSCLC 患者的效果。
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研究结果显示，纳武利尤单抗亚组中观察到的中位总生存期显

著长于多西他赛亚组。PD-L1 表达的所有预定义的 1%、5%和

10%表达临界值识别从纳武利尤单抗获益的nsNSCLC患者具有相

似的预测用途。 

使用CA209057中的纳武利尤单抗受试者数据，基于实体瘤

评价标准（RECIST）的最佳总体反应(Y/N)绘制 ROC 曲线。  

图 1：基于研究 CA209057 的应答标准的 ROC 曲线 

 

各个预先定义的表达水平下 PD-L1 表达亚组报告的相互作

用 p 值（P＜0.2）表明 PD-L1 水平是有临床重要价值、有预测

相关性的信号。如下表所示，在 PD-L1 阳性的受试者中，纳武

利尤单抗组对所有预定义表达水平的所有终点(OS、ORR 和 PFS)

的疗效均有改善（表 7）。 
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表 7. CA209057 研究中 PD-L1 状态与疗效终点的预测关系 

PD-L1 表达水平 a 1% 5% 10% 

总生存期 b 

交互反应 P值 

 

0.0646 

 

0.0004 

 

0.0002 

客观缓解率 c,d 

交互反应 P值 

 

0.0019 

 

0.0020 

 

0.0021 

无进展生存期
b
 

交互反应 P值 

 

0.0227 

 

＜0.0001 

 

0.0002 

a PD-L1 阳性：基线 PD-L1 表达≥表达值的受试者，PD-L1

阴性：基线 PD-L1 表达<表达值的受试者。 

b具有治疗、PD-L1状态和按PD-L1状态作用的治疗Cox比

例风险模型。 

c 具有治疗、PD-L1 状态和 PD-L1 状态相互作用治疗的

Logistic 回归模型。应答者包括“完全缓解”+“部分缓

解”。 

d RECIST 1.1 缓解标准，需要确认缓解。 

通过将表达水平从1%增加到10%，PD-L1阳性率从54.1%降

低到 36.3%。将 PD-L1 临床临界值设置为 1%的最低阈值，可以

使从纳武利尤单抗单药治疗中获得更大生存获益的最大数量患

者被鉴定为 PD-L1 表达阳性。 

在中国大陆、俄罗斯和新加坡进行的 III 期 CA209078 研究

中证实了 PD-L1 表达的 1%、5%和 10%临界值的临床效用，并且

与全球 III 期 CA209057 研究一致。 
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综合以上研究确认，如果肿瘤细胞呈现出任意强度的膜染

色且 PD-L1 表达水平≥1%，则应判定标本存在 PD-L1 表达阳性。 

（五）稳定性研究 

申请人对试剂盒的稳定性研究包括实时稳定性，使用/机 

载稳定性和工作稳定性研究。同时也对切片稳定性进行了研

究。 

实时稳定性:使用三批 2℃～8℃避光保存的试剂盒，分别

在第 0、6、8、9、10、11、12、13、14 个月取出检测不同样

本，包括阳性组织块， 阴性组织块，临界值附近的组织块，

结果符合接收标准。因此确定申报产品的货架稳定性为：

2℃～8℃避光保存，有效期 12 个月。 

使用/机载稳定性：将运输模拟结束后，一个批次的试剂 

盒进行使用中／机载稳定性研究。每个试剂盒可使用15次。进

行使用/机载稳定性时，将此批次的所有待测试剂盒转移到室

温下放置至少 6 个小时，重复 16 次（使用总次数外加一次循

环）。结果显示可循环 16 次。 

工作液稳定性：对一批试剂盒进行DAB底物-显色液和抗原

修复液的工作／再使用稳定性试验。结果显示：DAB 底物-显色

液在 2℃～8℃避光保存，可保存 5 天；抗原修复液在 PT Link 

中进行脱蜡、水化和抗原修复（三合一）操作，最多使用 3 次，
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室温下可保存 5天。 

实时切片稳定性:对 nsNSCLC 组织切片中 PD-L1 在室温和

2℃～8℃的切片稳定性进行了评价。结果表明，切片存储在室

温和 2℃～8℃长达 12 个月的条件下，染色结果和质控相当。

基于实时检测结果，说明书中声称组织切片应在切片后 4 个月

内染色。 

三、临床评价摘要 

本产品是Dako与百时美施贵宝共同开发的补充诊断产品。

本次申请提交的临床试验，即为共同进行的临床试验包括

Checkmate057国际多中心临床试验及中国人群为主的Checkate 

078 临床试验。申请人另外提供了中国境内完成的该试剂与 

Ventana公司生产的PD-L1(SP263)试剂的比较研究试验,以及国

内病理医生读片一致性研究。 

1．Checkmate057 

CheckMate057 是一项 III 期、随机、开放标签、全球多中

心关键研究，评估了纳武利尤单抗 3mg/kg 作为单药治疗既往

铂类双重化疗失败后的晚期或转移性 nsNSCLC 成年受试者（≥18

岁）的安全性和疗效。582 例患者 1:1 接受纳武利尤单抗或多西

他赛治疗。该研究同时对 PD-L1 表达情况与临床效用关系进行

了研究，研究采用申报试剂进行 PD-L1 检测。结果显示，纳武
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利尤单抗组中所有 PD-L1 表达患者（按照预定表达水平），其

生存期相较于多西他赛组有所延长，而两组未表达 PD-L1 的患

者的生存期相似。根据 PD-L1 表达水平进行分析时，纳武利尤

单抗亚组中观察到的中位 OS 显著长于多西他赛亚组。PD-L1 表

达水平分别为≥1%、≥5%和≥10%的纳武利尤单抗受试者的中位 OS

分别为 17.1、18.2 和 19.4 个月，而多西他赛受试者的中位 OS

则分别为 9.0、8.1 和 8.0 个月。两个治疗组之间表达水平 

<1%、<5%和 <10%的受试者的 OS 并无差异，纳武利尤单抗组的

中位OS范围介于9.7 - 10.4个月之间，而多西他赛组介于10.1 

- 10.3 个月之间。未分层的风险比（HR）和中位总生存期（OS）

见图 2。不同 PD-L1 表达水平亚组的 Kaplan-Meier 曲线见图 3

和图 4。 

图2：森林图-nsNSCLC患者不同PD-L1表达量的OS-CheckMate057 
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图3：总生存期-PD-L1表达量≥1%的nsNSCLC患者- 

CheckMate057
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图4：总生存期-PD-L1表达量<1%的nsNSCLC患者- CheckMate057 

 

2. Checkmate078 

CheckMate078 是一项 III 期、随机、开放标签、亚太区域

（中国为主）的国际多中心临床研究，入组在既往应用含铂剂

二联化疗方案治疗期间或之后发生疾病进展的晚期或转移性

NSCLC 患者。受试者以组织学（鳞状 200 例 vs 非鳞 304 例状）、

PD-L1 状态（阳性 vs 阴性/无法评价）和 ECOG PS（0 vs 1）为
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分层因素，以 2:1 比例随机分配至纳武利尤单抗 3 mg/kg IV

每 2 周一次或多西他赛 75mg/m
2
 IV 每 3 周一次，直至疾病进展

或不可耐受，以评价纳武利尤单抗对比多西他赛作为晚期 

NSCLC 二线治疗的有效性和安全性。共随机 504 名受试者，分

别接受纳武利尤单抗 3mg/kg (n=338)或多西他赛（n=166）治疗。 

根据 OS 的中期分析结果，在预先设定的中期分析即观察到 

301 个事件（占最终 OS 分析计划事件数的 79%）时，相较于多

西他赛组，随机至纳武利尤单抗组患者的总生存期有统计学意

义的改善。最短随访 8.8 个月时，纳武利尤单抗组的总生存期

优于多西他赛组，风险比（HR）为 0.68[95% CI：0.54, 0.87]，

分层对数秩检验 p 值为 0.0017。纳武利尤单抗组和多西他赛组，

纳武利尤单抗组的总生存期优于多西他赛组，风险比（HR）为 

0.76[95% CI：0.56, 1.04]，中位 OS 分别为 11.99 个月（95%CI：

10.35-14.00）和 9.63 个月（95% CI：7.62-11.24）。非鳞癌

亚组纳武利尤单抗组和多西他赛组的中位OS分别为11.86个月

（95%CI：9.40-15.31）和 10.22 个月（95%CI 7.82-12.25），

结果与全球研究 CheckMate057 的趋势一致。 

通过 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）检测的肿瘤

PD-L1 表达水平在两个治疗组（纳武利尤单抗组相对于多西他

赛）间均衡。在预设的 PD-L1 表达的亚组分析中，以表达≥1%为
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cut-off 值，在 PD-L1 阳性受试者中，患者接受纳武利尤单抗组

的获益显著优于多西他赛，HR=0.62，p＜0.05，两组的中位 OS

分别为 12.3 月和 7.9 月；在 PD-L1 阴性的患者中，两组 OS 分

别为 11.4 和 10.3 月，HR=0.75，p＞0.05。非鳞癌亚组中，以

表达≥1%为 cut-off 值，在 PD-L1 阳性受试者中，患者接受纳武

利尤单抗组的获益优于多西他赛，HR=0.81；在 PD-L1 阴性的患

者中，HR=0.91，纳武利尤单抗组的获益不显著。 

3．比较研究试验： 

申请人在中国医学科学院北京协和医院、浙江省肿瘤医院 

和南京医科大学第一附属医院，共入组 1071 例有效样本（包括

NSCLC，其它癌旁组织和良性疾病或恶性肿瘤），与 Ventana 公

司生产的 PD-L1(SP263)试剂检测结果进行比较研究试验。 

除 NSCLC 以外的 152 例其它样本，两种试剂检测结果显示，

阳性符合率为 97.83%，阴性符合率为 100%，总符合率为 99.34%。

Kappa 值为 0.9843，95%置信区间为（0.9537，1.0000）。 

919 例 NSCLC 样本，按照临界值 1%的统计结果显示，阳性

符合率为 91.22%，阴性符合率为 97.44%，总符合率为 97.39%。

Kappa 值为 0.9476，95%置信区间为（0.9268，0.9683）。 

其中 660 例 nsNSCLC 样本，按照临界值 1%的统计结果显示，

阳性符合率为 95.61%，阴性符合率为 96.98%，总符合率为
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96.36%。Kappa 值为 0.9264，95%置信区间为（0.8976，0.9553）。 

4.国内病理医生读片一致性研究： 

申请人通过对上述比较研究试验过程中，病理医生培训、

环形比对试验和比较研究试验中部分样本的不同病理医生读片

数据，进行分析总结，形成国内病理医生读片一致性分析报

告。 

4.1 病理医生培训：本次参与国内临床试验读片的病理医

生均按统一方案接受了规范化培训，使其能准确地对染色样本

进行评分。来自上述 3 家医院的 8 名病理医生经过培训，对 30

个不同 NSCLC 病例（包括 13 例 nsNSCLC 样本）进行评分，其中

第 1 天，对 20 个 NSCLC 病例进行评分。第 2 天，对 25 个病例

进行评分（10 个新病例，15 个第 1 天已经评分后，第 2天再次

评分）。结果表明病理医生不论资历深浅，对于 NSCLC 或

nsNSCLC 样本，观察员间和观察员内的评分结果具有良好的重

现性（≥85%的一致性）。 

4.2 环形比对试验：使用来自 3 家医院的 21 个不同 NSCLC

样本（全部为 nsNSCLC 样本），涵盖 PD-L1 的不同水平。3家医

院均对切片设盲，按照产品说明书进行染色和读片。所有 3 家

医院 1%临界值的总体一致性为 93.7%。数据表明研究中心间具

有极好的重现性。 
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3.4 比较研究试验中不同病理医生对同一样本读片一致 

性：试验过程中病理医生遇到难以评分的 nsNSCLC 样本，由第

二名病理医生读片。来源于3家医院的42份样本分别在各自医

院再次读片，其中 19 例在 1%附近（0.5-10%）。3 家医院共 8

名病理医生对42例样本读片，每个样本有2个病理医生的读片

结果。数据基于最具挑战性的样本（临界值附近的样本）上分

析得出，总体一致性为 90.5%，证实了观察员间重现性良好。

13 例阴性样本中有 8 例确定为近临界值，即 61.5%。其中 4 例

重复读片不一致的病例中，有 3 例处于近临界值状态，两次阅

片的评分相差仅在 0.5%以内,第 4 个病例的差异为 1%，由于这

几例样本在临界值附件，结果不一致足以影响诊断一致性。 

综上所述，该产品临床试验资料对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 

参照“ISO 14971:2012 医疗器械风险管理对医疗器械的应

用”标准，对本产品进行风险分析。经综合评价，本产品的受

益和风险总结如下： 

本产品检测结果会受到组织类型、组织固定、切片制备、

切片储存条件等因素影响，同时也受到实验操作、染色评分与

判读等限制，导致可能得出假阳性或假阴性的检测结果。使用
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者须了解检测过程中可能存在的潜在风险及检测方法的局限

性。 

本试剂盒用于（体外）定性检测中性福尔马林固定石蜡包

埋（FFPE）的 nsNSCLC 组织中的 PD-L1 蛋白。不合理的组织类

型（如细针穿刺组织、脱钙组织）、非推荐的组织固定、不正

确的切片储存以及用不满足说明书中【样本要求】的组织进行

检测，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。 

免疫组化是一个多步骤的诊断过程，在适当试剂的选择，

组织选择，组织固定，组织处理，免疫组化切片的制备以及染

色结果的判读等方面都需要专门的培训。临床判定任何阳性染

色的存在或缺失，必须参考临床表现、形态学和其它组织病理

学标准进行评估。临床判定任何染色的存在或缺失，必须有形

态学研究和合适的对照，以及其它的诊断结果作为补充。应由

熟悉所用抗体、试剂和方法的合格病理医生来判读染色切片。

染色必须在经过认证许可的实验室中，在病理医生的监督下进

行，此病理医生要评估染色切片，并确保阳性和阴性质控染色

恰当。乙肝病毒感染者组织中含乙型肝炎病毒表面抗原

（HBsAg），可能对辣根过氧化物酶表现出非特异性染色。由于

蛋白或底物反应产物的非免疫结合，可能观察到假阳性结果。
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伪过氧化物酶活性（红细胞）和内源过氧化物酶活性（细胞色

素 C）也是可能的错误产生原因。 

本产品基于组织染色机（Autostainer Link 48）平台，检

测过程主要包括试剂准备，脱蜡、水化和抗原修复，染色、复

染、封片及结果判读步骤。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对脱蜡、水化和抗原修复、染色步

骤进行了全流程验证，为了确保检测结果的可靠性，请使用本

产品配套使用的免疫组化预处理系统（PT Link）、推荐的材料

及组织染色机（Autostainer Link 48）进行检测。 

通过环境控制、生产监控、成品检验和增加说明书警示内

容等防范措施，对该产品的已知和可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，认为该产品上市带来的获益/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 

 

本申报项目为境外第三类体外诊断试剂产品注册，属于优

先审批项目（编号：20190005）。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重复性进

行验证。请在至少三家临床机构完成，各机构对本机构非鳞非

小细胞肺癌样本进行染色和判读，染色后切片在各家医院间进

行环形比对研究。验证不同临床试验机构间、同一临床试验机

构内、不同资历阅片者间、同一阅片者，对不同特征临床样本

判读结果重复性。样本应当包括阴性、TPS 1%附近、阳性的病

例。上述内容，作为临床补充资料在产品下一次延续注册时提

交。该项临床资料应由出具数据的各临床试验机构签章。 

 

 

2019 年 11 月 18 日 

 

附件：产品说明书 
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PD-L1检测试剂盒（免疫组织化学法） 

说明书 

【产品名称】 

通用名称：PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法） 

英文名称：PD-L1 IHC 28-8 pharmDx 

【包装规格】 

  50 测试/盒 

【预期用途】 

本试剂盒用于定性检测经福尔马林固定石蜡包埋（FFPE）的非鳞状非小细胞肺癌（nsNSCLC）

组织中的 PD-L1 蛋白，检出的非鳞状非小细胞肺癌患者样本中的 PD-L1 表达（≥1%）可能与使

用 OPDIVO®（纳武利尤单抗，nivolumab）后的生存期延长相关。  

 

PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）是一种含有单克隆兔抗 PD-L1（克隆 28-8）抗体，应用

于组织染色机(Autostainer Link 48)平台配套 EnVision FLEX 显色系统的定性免疫组化检测试剂

盒。PD-L1 蛋白的表达水平定义为任意强度下，部分或完全膜染色的活的肿瘤细胞的百分

比。通过预期用途相关的染色判读来定义肿瘤 PD-L1 状态。 

 

肿瘤适应症* 
PD-L1 表达临床临界

值 
预期用途 

非鳞状非小细

胞肺癌

（nsNSCLC） 

≥1% 

通过 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）检出的非鳞

状非小细胞肺癌患者样本中 PD-L1 的表达水平，可能与

使用 OPDIVO®（纳武利尤单抗，nivolumab）后患者生

存期延长相关。 

*欲了解详细染色说明，请参阅产品说明书“染色判读”部分以及 PD-L1 检测试剂盒（免疫组

织化学法）预期用途相关的染色判读手册。 

 

供体外诊断使用。 

 

PD-1 配体（PD-L1 和 PD-L2）可与 T 细胞表面受体 PD-1 结合，从而抑制 T 细胞的增殖和细

胞因子的生成。一些肿瘤细胞中会出现 PD-1 配体上调，通过此通路的信号可抑制活性 T 细胞

对肿瘤细胞的免疫监视（1）。OPDIVO®（纳武利尤单抗）是一种人类免疫球蛋白 G4（IgG4）

单克隆抗体，它能与 PD-1 受体结合，阻断其与 PD-L1 和 PD-L2 的相互作用，从而解除 PD-1

通路介导的免疫抑制反应（包括抗肿瘤免疫反应）（2）。在相同基因小鼠的肿瘤模型中，阻断

PD-1 活性会减缓肿瘤增长（3）。已在 NSCLC 中研究了 OPDIVO®的临床获益和 PD-L1 检测

试剂盒（免疫组织化学法）的临床效用。 
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非鳞状非小细胞肺癌：在非鳞状非小细胞肺癌患者样本中检测 PD-L1 表达肿瘤细胞，可能表

明 OPDIVO®（纳武利尤单抗）治疗对患者具有增强的生存期获益。使用 PD-L1 检测试剂盒

（免疫组织化学法）检测由 Bristol-Myers Squibb 赞助的 OPDIVO®临床研究中的患者样本。

临床研究 CHECKMATE-057 研究了 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）对接受 OPDIVO®

治疗的非鳞状NSCLC患者 PD-L1状态评估的临床有效性（4，7）。抗 PD-L1免疫治疗OPDIVO®

治疗效应与晚期 NSCLC 患者 PD-L1 表达相关。 

 

   OPDIVO®是 Bristol-Myers Squibb 的商标。  

 

【检验原理】 

PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）包含采用 PT Link 预处理模块和组织染色机

（Autostainer Link 48）完成 FFPE 样本的免疫组织化学 IHC 染色操作所需的优化试剂和染色程

序（5）。使用 PD-L1 单克隆抗体或者阴性对照试剂（NCR）与样本共同孵育后，依次用宿主一

抗的特异性信号增强剂和即用型显色试剂（含偶联到葡聚糖聚合物骨架上的二抗分子和辣根

过氧化物酶分子）进行孵育。酶催化随后加入的色原，使之在抗原部位生成可见沉积物。通

过显色增强剂改良显色反应的颜色。然后，对样本进行复染并封片。使用光学显微镜判读结

果。使用质控切片监控染色过程，质控切片含有两个经福尔马林固定、石蜡包埋的人细胞系。 

【主要组成成分】 

提供的材料 

PD-L1检测试剂盒（免疫组织化学法）（货号SK005） 

每个试剂盒内含19.5 mL的一抗和足够分15批进行50个样本检测的试剂。下列材料足够50次检

测使用（包括50张PD-L1抗体待测切片和50张对应的阴性对照试剂待测切片，共100张切片）。

试剂盒中还提供了可供15张细胞系质控切片进行染色的额外的PD-L1抗体。该检测次数是基于

每张切片每种试剂2×150µL的加样量，DAB+和抗原修复液除外。 

 

该试剂盒中提供的材料最多可供15轮单独染色操作使用。   

 

数量 说明 

1 x 34.5 mL 过氧化物酶阻断剂 

 

含有过氧化氢、去垢剂和 0.015 mol/L 叠氮化钠的缓冲溶液。  

 

过氧化物酶阻断剂 
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1 x 19.5 mL 

 

一抗：单克隆兔抗 PD-L1，克隆 28-8 

 

单克隆兔抗 PD-L1 抗体（IgG），溶于含有稳定蛋白和 0.015mol/L 叠氮化钠的缓

冲溶液中。 

 

1 x 15 mL 

 

阴性对照试剂* 

 

单克隆兔质控 IgG 抗体，溶于含有稳定蛋白和 0.015mol/L 叠氮化钠的缓冲溶液

中。 

*单克隆兔质控 IgG 抗体在 Cell Signaling Technology 公司许可下销售。 

 

1 x 34.5 mL 信号增强剂，抗兔 

 

单克隆小鼠抗兔疫球蛋白（二抗），溶于含有稳定蛋白和 0.015mol/L 叠氮化钠的

缓冲溶液中。  

 

1 x 34.5 mL 显色试剂-HRP 

 

偶联有过氧化物酶分子和多克隆山羊抗兔和小鼠免疫球蛋白的葡聚糖，溶于含

有稳定蛋白和抗菌剂的缓冲溶液中。  

15 x 7.2 mL DAB+底物缓冲液 

 

含有过氧化氢和抗菌剂的缓冲溶液。 

 

1 x 5 mL DAB+色原 

 

3,3'-二氨基联苯胺盐酸盐溶于有机溶剂中。 

 

1 x 34.5 mL DAB 增强剂 

 

硫酸铜溶液。 

 

6 x 30 mL 免疫组化抗原修复缓冲液 

DAB+底物缓冲液 

DAB+色原 

单克隆兔抗 PD-L1 

克隆：28-8 

阴性对照试剂 

信号增强剂，抗兔 

显色试剂-HRP 

DAB 增强剂 
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缓冲溶液，pH 6.1，含有去垢剂和抗菌剂。 

 

15 张切片 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）质控切片 

 

每张切片含有两个经福尔马林固定石蜡包埋的细胞系点：PD-L1 蛋白阳性表达

的 NCI-H226**（来源于 PD-L1 蛋白阳性表达的人肺鳞状细胞癌）和 PD-L1 蛋

白阴性表达的 MCF-7（来源于 PD-L1 蛋白阴性表达的人乳腺癌）。 
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**感谢 NIH 的 AF Gazdar 博士和 JD Minna 博士为研发 NCI-H226（ATCC 编号：CRL-5826™）

做出的贡献（6）。 

注：试剂盒包含的所有试剂都是专门配制。为了使检测不超出预期，除免疫组化抗原修复缓冲液，

低 pH 值抗原修复液（50x）（货号 K8005）外，其它试剂不得使用替代品。PD-L1 检测试剂盒

（免疫组织化学法）已针对组织染色机（Autostainer Link 48）平台而进行了条件优化。Autostainer 

Link 48 及 PT Link 具体使用详情， 请参考 Autostainer Link 48 及 PT Link 的用户指南。 

需要但未提供的材料 

免疫组化预处理系统(PT Link Pre-treatment Module)（货号 PT100/PT101/PT200） 

PT Link 清洗缸（PT Link rinse station）（货号 PT109） 

组织染色机(Autostainer Link 48)（货号 AS480） 

EnVision FLEX 缓冲清洗液(EnVision FLEX Wash Buffer (20x)（货号 K8007） 

EnVision FLEX 苏木素(Hematoxylin)（货号 K8008） 

蒸馏水或去离子水（试剂级水） 

计时器 

阳性组织和阴性组织质控切片（参见“质量控制”章节和表 2） 

显微镜用载玻片：Dako FLEX IHC 显微镜用载玻片（货号 K8020）或 Fisherbrand 阳离子防脱载

玻片 

盖玻片 

封片所需永久性封片剂和辅助试剂 

光学显微镜（4x-40x 物镜） 

 

【储存条件及有效期】 

质控切片 

免疫组化抗原修复缓冲液，低

pH 值（50X） 

 

MCF-7：PD-L1 阴性 
 

NCI-H226：PD-L1 阳性 
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储存条件 

PD-L1检测试剂盒（免疫组织化学法）的所有组分（包括质控切片）不在组织染色机（Autostainer 

Link 48）上使用时，置于原包装中在2℃ ~8 ℃避光保存。 

超过试剂包装盒上印刷的有效期限后，不得使用该试剂盒。如果试剂在非规定条件下储存，用

户必须验证其有效性。 

该产品的不稳定性变化没有明显的迹象显示。因此，阳性质控片和阴性质控片应随患者样本一同

进行染色。 

 

有效期 

     2℃ ~8 ℃避光保存，有效期 12 个月。 

生产日期及失效日期 

见标签。 

 

【适用仪器】 

组织染色机（Autostainer Link 48）(货号 AS480)。 

 

【样本要求】 

 

样本制备 

样本必须经过处理从而保存组织用于 IHC 染色。应对所有样本采用标准的组织处理方法。 

 

    石蜡包埋切片 

建议使用经福尔马林固定、石蜡包埋（FFPE）的组织样本。推荐的操作和处理条件是：组织离

体后到固定剂中的缺血时间不能超过30分钟，10%中性缓冲福尔马林（NBF）中固定24-48小时。

其它固定剂尚未经过验证，可能会得到错误的结果。样本应制成3或4mm的厚块，在10%的中性

缓冲福尔马林中固定，梯度酒精脱水，二甲苯透明，然后用熔化的石蜡浸透。石蜡温度不应超过

60℃。  

 

    脱钙处理的组织 

在脱钙组织上使用PD-L1检测试剂盒（免疫组织化学法）尚未经过验证，不推荐。 

 

    切片储存 

组织样本应切成 4µm 的切片。切片后，组织切片应贴于 Fisherbrand 阳离子防脱载玻片或者 Dako 

FLEX IHC 显微载玻片（货号 K8020），然后置于 58±2℃烤箱中烤片一小时。为了保存抗原活性，

一旦将组织置于载玻片上制成切片，切片应于 2℃~8℃（首选）或室温（不超过 25℃）避光保存，

并于 4 个月内染色。为了确保组织的完整性和抗原活性，封片之后的储存和处理条件均应不超过

25℃。  
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【检验方法】 

试剂制备 

染色前必须准备以下试剂： 

 

免疫组化抗原修复缓冲液 EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (50x) 

使用蒸馏水或去离子水（试剂级水），按 1:50 比例稀释低 pH 值（50x）抗原修复液，制备足量

的 1x 低 pH 值抗原修复液；pH 值须为 6.1±0.2。一瓶 30 mL 的低 pH 抗原修复液（50x）经 1:50

稀释后，可配置成 1.5 L 的 1x 试剂，足够充满一个 PT Link 缸，每次能处理多达 24 张切片。该

1x 抗原修复液可在 5 天之内使用三次。注意，低 pH（50X）的抗原修复液为红色溶液。 

 

  如需要，可提供额外的低 pH 抗原修复液（50x），其货号为 K8005。 

 

清洗缓冲液 EnVision FLEX Wash Buffer (20x) 

使用蒸馏水或去离子水（试剂级水），按 1:20 比例稀释清洗缓冲液（20x），配置足量的清洗缓

冲液供清洗步骤使用。未使用的 1x 溶液在 2-8℃储存不能超过一个月。如发现有浑浊，请丢弃。

欲了解详情请参见 Autostainer Link 48 用户指南。 

 

如需额外的 EnVision FLEX 缓冲清洗液(20x)，货号为 K8007。 

 

DAB+底物-色原溶液 DAB+ Substrate-Chromogen Solution 

此溶液应在使用前彻底混匀。溶液中的沉淀不会影响染色质量。 

 

配制 DAB+底物-色原溶液，每毫升 DAB+底物缓冲液需添加 1 滴 DAB+色原，并混匀。配制的

底物-色原溶液需 2-8℃避光保存，稳定期为 5 天。  

 

重要说明： 

 若配制一整瓶的 DAB+底物缓冲液，请添加 9 滴 DAB+色原。尽管标签标注体积为 7.2 mL，

但这是可用体积，不含该试剂瓶的“死体积”。 

 瓶中液态 DAB+色原的颜色可能在透明至淡紫棕色之间变化。这不会影响该产品性能。请根

据上述指导进行稀释。DAB+底物缓冲液中添加过量的液态 DAB+色原会导致阳性信号退化。 

 

组织染色机（Autostainer Link48）染色方案 

操作说明 

使用前，用户应仔细阅读这些说明并熟悉所有的组分和仪器（参见“注意事项”）。  

 

免疫染色前，所有试剂应平衡到室温（20~25℃）。同样地，所有孵育都应在室温下进行。 

 

染色过程中，不能干片。否则可能导致非特异性的染色增加。  

 

所有的染色步骤和孵育时间都已经预编程到 Dako Link 软件中。请参见 Autostainer Link 48 和 PT 

Link 用户指南，了解有关染色程序、上载切片和试剂的更多信息。 
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注：此系统中所提供的试剂和操作说明都经过优化，使其在配合推荐的试剂和材料使用时可达到

最佳性能。进一步稀释试剂或改变孵育时间或温度可能导致结果错误或不一致。 

 

染色方案 

请在 Dako Link 下拉菜单选项中选择 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）染色方案。 

 

所有的染色步骤和孵育时间都已预编程到 Dako Link 软件。如果您的服务器上没有合适的 PD-L1

检测试剂盒（免疫组织化学法）染色方案，请联系当地技术服务代表。  

 

步骤 1：脱蜡、水化和抗原修复（三合一）操作 

推荐程序： 

详情请参见 PT Link 用户指南。  

设置 PT Link（货号 PT100/PT101/PT200）预热温度和冷却温度为 65℃。设置加热至 97℃且维持

20 分钟。 

 

►每个 PT Link 缸中灌注 1.5L 低 pH 值 1x 抗原修复液工作液，以覆盖组织切片。 

►预热抗原修复液至 65℃。 

►将插有 FFPE 组织切片的 Autostainer 切片架浸入 PT Link 缸中，内含预热的低 pH 值 1x 抗原修复

液工作液。97°C 孵育 20 分钟。 

►待抗原修复液孵育完毕且温度冷却至 65℃后，从 PT Link 缸中取出插有切片的 Autostainer 切片

架，并立即放入含有室温清洗缓冲液（货号 K8007）的缸中（例如，PT Link 清洗缸，货号 PT109）。 

►切片在室温清洗缓冲液中孵育 5 分钟。  

 

步骤 2：染色步骤 

脱蜡、水化和抗原修复（三合一）操作后，将插有切片的 Autostainer 切片架放置到组织染色机

（Autostainer Link 48）上。确保上载切片时和开始染色前，用缓冲液保持切片湿润。该仪器将按

照染色方案滴加合适的试剂、监测孵育时间和冲洗切片。试剂孵育时间被预编程到 Dako Link 软

件中。  

 

步骤 3：复染 

切片应用 EnVision FLEX 苏木素（货号 K8008）复染 7 分钟。苏木素孵育时间被预编程到方案中。 

 

步骤 4：封片 

要求使用非水溶性永久封片剂。 

 

注：某些因素可能导致染色完成的切片褪色，这些因素包括但不限于复染、封片剂和封片方法，

以及切片储存条件。为了减少褪色，将切片置于室温（20~25℃）避光保存。 

 

     质量控制 

PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）中的试剂已使用上面所列的抗原修复和染色操作方法，通
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过免疫组化进行了质量控制。用户实验室采用非推荐的组织固定、处理和包埋方法可能导致结果

有显著的变化。每轮染色中都应添加质控片。这些质控片都已在表 2 中列出，包括：患者组织样

本的 H&E 染色片；实验室提供的阳性和阴性质控组织；和 Dako 提供的质控片（11）。在美国，

请查阅美国病理学会（CAP）免疫组化认证程序的质量控制指南；另请参见批准的 CLSI 免疫组

化质量保证指南（10），以了解更多信息。 

 

    分析验证 

初次使用该诊断染色系统前，用户应测试一些实验室提供的已知其 IHC 性能特性的阳性和阴性

组织，来验证其性能表现。参见上述质量控制部分所列的质量控制规程。当抗体批号改变，或者

试验中的任何参数发生变化时，都应重新质控。潜在问题的疑难解答，原因及推荐的解决办法请

参见表 3。  

 

    染色判读 

每轮染色，需按表 2 的顺序检查切片，从而确定每轮染色的有效性并对样本组织的染色情况进行

评估。 

表 1 总结了 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）在不同适应症中的染色判读。 

 

 

表1：染色判读 

PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）染色判读* 

病理医生应在光学显微镜下评估切片。PD-L1免疫组化染色和判读评分，要先在4倍物镜下对整

张切片进行初步评估，然后再在10-20倍镜下进行评分（按需在40倍物镜下进行确认）。PD-L1染

色显示为棕色（3,3'-二氨基联苯胺，DAB）反应产物。  

PD-L1阳性染色定义为在任意强度下，部分或完全膜染色的活的肿瘤细胞的百分比。必须评价整

张切片。整张切片上所有的活的肿瘤细胞需要评估并进行PD-L1评分。PD-L1染色患者切片上应

至少有100个活的肿瘤细胞，才可用于确定染色细胞的百分比。请参见本产品说明书中的适应症

特异性染色判读章节中的详细指南。 

胞浆染色，如果存在，不计入评分。非恶性细胞和免疫细胞（例如浸润淋巴细胞或巨噬细胞）也

可能PD-L1染色阳性；然而，这些不应纳入PD-L1阳性判定的评分中。 

适应症 其他评分考虑因素 PD-L1 表达水平 

非 鳞 状

NSCLC 
NA ≥1% 

 

*有关PD-L1评分的其它指南，请参见下文中的适应症特异性染色判读章节和各适应症的相关

PD-L1检测试剂盒（免疫组织化学法）判读手册。 
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    染色判读：非鳞状 NSCLC 

必须评估整张切片。整张PD-L1染色切片上的所有活的肿瘤细胞都必须评估并进行PD-L1评

分。PD-L1染色患者切片上应至少有100个活的肿瘤细胞，才可用于确定染色细胞的百分比。

对于非鳞状NSCLC样本，记录表现出环形的和／或部分线性膜PD-L1染色（任何强度）的活

的肿瘤细胞百分比。  

 

1. 在 4 倍物镜下，仔细检查整个标本的肿瘤区域。应评价标本上所有的活的肿瘤细

胞。胞浆染色不纳入评分。免疫细胞、坏死细胞、正常细胞和原位癌应不纳入评

分。  

2. 在 10 倍-20 倍的物镜下，来确定表达 PD-L1 膜染色的活肿瘤细胞的百分比。按

需在 40 倍物镜下进行确认。如果肿瘤细胞在任意强度下表现出部分线性或完全

膜染色，则被认为该肿瘤细胞呈 PD-L1 阳性。  

3. 记录下标本的肿瘤 PD-L1 表达是否＜1%或≥1%。当确定整个标本中染色肿瘤细

胞的百分比时，分子为染色的活的肿瘤细胞数，而分母为标本中活的肿瘤细胞的

总数。  

 

切片评估 

 

表2：推荐的切片评估顺序 

样本 基本原理 要求 

1. H&E 

 

（ 实 验 室 提

供） 

首先评估组织样本苏木素和

伊红（H&E）染色，用于评

估组织形态和保存质量。 

注：在使用阴性对照试剂和一

抗染患者组织切片（步骤5和

6）时，可能再次评估H&E。  

应对同一样本蜡块中的连续切片进行PD-L1检测试剂盒（免

疫组织化学法）染色和H&E染色。  

 

组织样本应完整，保存良好并且需要验证肿瘤适应症。 

 

2.质控切片 

 

（Dako供应） 

需用PD-L1检测试剂盒（免疫

组织化学法）试剂盒内的

PD-L1一抗对细胞系质控切

片进行染色，以确定所有试剂

都能正常工作。  

 

细胞系质控切片含PD-L1阳

性细胞系点和PD-L1阴性细

胞系点。 

每轮染色，应添加一张细胞系质控切片用PD-L1抗体染色。 

 

NCI-H226（来源于PD-L1蛋白阳性表达的人肺鳞状细胞癌的

PD-L1阳性质控细胞系）合格标准： 

 ≥80%的细胞呈现膜染色，且平均染色强度≥2+。 

 非特异性染色强度<1+。  

 

MCF-7：（来源于PD-L1蛋白阴性表达的人乳腺癌细胞的

PD-L1阴性质控细胞系）合格标准： 

 无特异性染色。 
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 非特异性染色强度<1+。注意，偶尔会观察到MCF-7细

胞点中有几个细胞被染色。合格标准如下：在MCF-7细胞点

的边界内，总计≤10个细胞具有明显膜染色或强度≥1+的胞浆

染色，这种情况是可以接受的。 

 

如果任一细胞系质控点不符合这些条件，患者样本的所有结

果都应视为无效。 
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3.阳性质控组

织切片 

 

（ 实 验 室 提

供） 

接着，应评估阳性质控组织切

片的PD-L1抗体染色以及阴

性对照试剂染色。这些切片用

于检验固定方法和抗原修复

过程是否有效。已知表达的阳

性质控组织只用于监测组织

处理过程和检测试剂是否正

确，而不能作为患者样本的辅

助诊断。  

对照组织应选用与患者样本具有相同肿瘤适应症的活检／手

术样本，并采用与患者样本相同的方式，尽快进行固定、处

理和包埋。  

 

通常坏死或降解的细胞会有非特异性染色，请使用完好的样

本来评估染色结果。 

 

选用的阳性质控组织应有弱到中等的PD-L1阳性染色，以便

能探测出检测体系的轻微变化。 

 

每轮染色应包括两张阳性质控组织切片。  

 

PD-L1-染色的切片：应观察到棕色的膜染色。非特异性染色

应≤1+。 

 

阴性对照试剂染色的切片：不存在膜染色。非特异性染色应

≤1+。 

 

如果阳性质控组织未显现出恰当的阳性染色，则测试标本的

结果应视为无效。 

4.阴性质控组

织切片 

 

（ 实 验 室 提

供） 

接着，评估阴性质控组织切片

（已知为PD-L1阴性），使用

PD-L1一抗和阴性对照试剂

进行染色，以验证一抗标记靶

抗原的特异性。或者，使用阳

性质控组织切片内的阴性部

位替代阴性质控组织切片，这

需要使用者进行验证。 

对照组织应选用与患者样本具有相同肿瘤适应症的活检／手

术样本，并采用与患者样本相同的方式，尽快进行固定、处

理和包埋。  

 

每轮染色应包括两张阴性组织质控切片。  

  

PD-L1-染色的切片：肿瘤细胞不存在膜染色。非特异性染色

应≤1+。 

 

阴性对照试剂染色的切片：不存在膜染色。非特异性染色应

≤1+。 

 

如果阴性质控组织切片中发生了特异性膜染色，则患者样本

的结果应视为无效。  

5.使用阴性对

照试剂染色的

评估用PD-L1检测试剂盒（免

疫组织化学法）内的阴性对照

不存在膜染色可确认PD-L1一抗标记靶抗原的特异性。非特

异性染色应≤1+。 
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患者组织切片 试剂染色的患者样本。使用阴

性对照试剂代替一抗，以辅助

判读抗原位置的特异性染色。  

6. 使 用 PD-L1

一抗染色的患

者组织切片 

最后评估PD-L1检测试剂盒

（免疫组织化学法）中的

PD-L1一抗染色的整张患者

切片。了解与PD-L1检测试剂

盒（免疫组织化学法）免疫反

应有关的具体信息，参见“概

述和说明”、“使用限制”和“性

能特点”章节。  

阳性染色强度应参照同轮染色中阴性对照试剂切片上观察到

的任何非特异性背景染色进行评估。 

 

跟所有免疫组化检测一样，阴性结果表示抗原未检出，而不

是表示检测的细胞／组织中没有抗原。  

 

有关染色判读指南，请参见染色判断。 

 

 

【检验结果的解释】 

 

表3：疑难解答 

问题 可能的原因 建议的措施 

1.质控切片或样本片未染

色 

1a.程序错误。 1a.确认SK005 PD-L1检测试剂盒（免

疫组织化学法）程序被用于切片。 

1b.与DAB+底物-色原溶液

（DAB）反应不足。 

1b.确认DAB+底物-色原溶液制备正

确。 

1c. 清洗缓冲液中有叠氮

钠。 

1c.只使用Dako清洗缓冲液（货号

K8007）。 

1d.质控切片失效。 1d.检查试剂盒外包装效期和储存条

件。 

2.样本切片染色弱。 2a.固定方法不当。 2a.确保只使用中性缓冲福尔马林固

定剂，选用批准的固定方法。 

2b.试剂添加不足。 2b.检查组织切片大小和试剂用量。 

2c. 清洗缓冲液不合适。 2c.只使用Dako清洗缓冲液（货号

K8007）。 

3.样本染色弱或Dako提供

的质控切片中阳性细胞系

染色弱。 

3a.抗原修复不足。 3a.检查是否正确进行了三合一预处

理操作。 

3b. 清洗缓冲液不合适。 3b.只使用Dako清洗缓冲液（货号

K8007）。 

4.切片背景染色过强。 4a.脱蜡不尽。 4a.检查是否正确进行了三合一预处

理操作。 

4b.切片上载至组织染色机

（Autostainer Link 48）时干

片。 

4b.确保上载切片时，以及开始染色

前，切片湿润。 
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4c.试剂与组织切片的非特

异性结合。 

 

4c.检查样本固定是否恰当和／或是

否有坏死。 

4d.固定方法不当。 4d.确保只使用中性缓冲福尔马林固

定剂，选用推荐的固定方法。 

5.掉片。 5a.载玻片选用不当。 5a.使用Dako FLEX IHC显微载玻片

（货号K8020）或Fisherbrand 阳离子

防脱载玻片。 

5b.样本制备不当。 5b.染色前，切片应于58±2℃烤箱中烤

片一小时。 

6.特定性染色过强。 6a.使用了不恰当的固定方

法。 

6a.确保只选用批准的固定剂和固定

方法。 

6b.使用了不合适的清洗缓

冲液。 

6b.只使用Dako清洗缓冲液（货号

K8007）。 

7.抗原修复液受热时外观

浑浊。 

7.抗原修复液受热时外观变

得浑浊。 

7.正常现象，不影响染色。 

注意：如果出现的问题不能归因于上述任何原因，或者推荐的纠正措施不能解决问题，请拨打

Dako技术支持电话寻求进一步帮助。关于染色技术和样本制备的更多信息，请查阅Dako教育指

南：免疫组化染色方法（15）（可从Dako获取）。 

 

【检验方法的局限性】 

 

局限性 

 

   一般局限性 

1. 免疫组化是一个多步骤的诊断过程，在试剂的选择，组织选择，组织固定，组织处理，免疫

组化切片的制备以及染色结果的判读等方面都需要专门的培训。 

2. 组织染色情况取决于染色前组织的操作和处理。不恰当的固定、冷冻、解冻、洗涤、干燥、

烤片、切片，或是其它组织或液体污染，都可能产生干扰、抗体俘获或假阴性结果等情况。

结果不一致的原因可能是固定或包埋方法的改变，也可能是由于组织内固有的不一致所导

致。 

3. 复染过度或不足均会影响染色结果判读。 

4. 临床判定任何阳性染色的存在或缺失，必须结合临床表现、形态学和其它组织病理学标准进

行评估。临床判定任何染色的存在或缺失，必须有形态学研究和合适的对照，以及其它的

诊断结果作为补充。应由熟悉所用抗体、试剂和方法的合格病理医生来判读染色切片。染

色必须在经认证许可的实验室中，在病理医生的监督下进行，此病理医生要评估染色切片，

并确保阳性和阴性质控片染色恰当。 

5. 乙肝病毒感染者组织中含B型乙肝表面抗原（HBsAg），可能对辣根过氧化物酶表现出非特

异性染色（12）。 

6. 试剂在未经检测过的组织中的表现可能超出预期。由于肿瘤或其它病理组织中抗原的生物学
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多样性，即使在已经检测过的组织类型中，也不排除可能出现超出预期的反应。如欲了解

已观察到的超出预期的反应，请联系Dako技术支持部门。 

7. 由于蛋白或底物反应产物的非免疫结合，可能观察到假阳性结果。伪过氧化物酶活性（红细

胞）和内源过氧化物酶活性（细胞色素C）也是可能的原因（10）。 

8. 随试剂盒提供的试剂和操作说明已优化到最佳性能。进一步稀释试剂或改变孵育时间或温度

可能导致错误或不一致的结果。 

 

产品特有的局限性 

1. 随着时间的延长，组织中抗原可能会降解而导致假阴性结果。一旦制片完成，组织切片应在

2-8℃或室温（不超过 25℃）下避光保存，并在切片后 4 个月内进行染色。在制片后的任

何阶段切片储存和处理条件应不超过 25℃，以保障组织的完整性和抗原性。  

2. 为了获得最优和可重复的结果，当以常规方法固定组织（中性缓冲福尔马林液）并石蜡包埋，

PD-L1蛋白需要进行抗原修复预处理。 

3. 除低pH值50x的免疫组化抗原修复缓冲液外，不同批次或不同厂家的试剂盒组分不得相互混

用。在需要时，可提供额外的低pH值抗原修复液（50x），货号为K8005。 

4. 细胞系质控片只能用于验证此轮染色有效性，不能用于病人切片的染色判读指导。 

5. PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）在非 10%中性缓冲福尔马林液固定的组织上的使用情

况，尚未经过确认。 

6. PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）临床试验可接受的样本类型为切除性、切开式、钳取

式或核心针穿刺式。细针穿刺或其它细胞学样本不足以进行生物标记物分析，因此使用

PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）进行的临床试验中排除以上类型样本。 

 

【产品性能指标】 

 

   非临床性能评价 

 

PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）的特异性分析 

PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）中的一抗为单克隆兔抗人 PD-L1 抗体，克隆 28-8。用

于生成抗体的免疫原是包含人 PD-L1 胞外域（Phe19-Thr239）的纯化重组人 PD-L1。PD-L1

抗体的 IHC 染色显示与在中国仓鼠卵巢（CHO）细胞中外源表达的 PD-L2 无交叉反应。 

 

PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）专门检测 FFPE 组织中的肿瘤细胞表达的 PD-L1 膜蛋

白，通过添加 PD-L1 抗原可完全废除该功能。PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）无法检

测 PD-L1 基因敲除肿瘤细胞中的 PD-L1 膜蛋白。  

 

 

正常组织和肿瘤组织 

表 4 总结了单克隆兔抗人 PD-L1 抗体在一组正常组织中的免疫反应性。表 5 总结了单克隆兔

抗人 PD-L1 抗体在多肿瘤组织微阵列中的肿瘤组织的免疫反应性。根据本包装说明书中的说

明，所有组织经福尔马林固定、石蜡包埋，并采用 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）染
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色。PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）检测已知具有 PD-L1 抗原表达的细胞类型（例如

免疫细胞和上皮来源的肿瘤细胞）的细胞膜中的 PD-L1 蛋白。 

 

表 4: PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）正常组织反应性总结 

组织类型 

（检测数量） 

阳性膜染色： 

组织成分 

阳性胞浆染色： 

组织成分 

肾上腺（3） 3/3 骨髓细胞 3/3 骨髓细胞 

膀胱（3） 1/3 尿路上皮 1/3 平滑肌，尿路上皮 

骨髓（3） 3/3 巨核细胞 3/3 巨核细胞 

乳腺（3） 0/3 0/3 

小脑（3） 0/3  0/3 

大脑（3） 0/3  0/3 

子宫颈（3） 1/3 上皮细胞 1/3 上皮细胞 

结肠（3） 2/3 巨噬细胞 0/3 

食管（3） 0/3 0/3 

肾脏（3） 3/3 肾小管上皮细胞 3/3 肾小管上皮细胞 

肝脏（3） 2/3 免疫细胞 2/3 免疫细胞 

肺脏（3） 3/3 肺泡巨噬细胞 0/3 

间皮细胞（3） 0/3 0/3 

心肌（3） 0/2* 0/2* 

骨骼肌（3） 0/2* 0/2* 

外周神经（3） 0/3 0/3 

卵巢（3） 0/3 0/3 

胰腺（3） 3/3 上皮（主要是胰岛细胞） 3/3 上皮（主要是胰岛细胞） 

甲状旁腺（3） 3/3 上皮细胞 0/3 

脑垂体（3） 1/3 腺垂体前 1/3 腺垂体前 

3/3 神经垂体后 

前列腺（3） 0/2* 0/2* 

唾液腺（3） 0/3 0/3 

皮肤（3） 0/3 1/3 上皮细胞 

小肠（3） 0/2* 0/2* 

脾脏（3） 1/3 巨噬细胞 

3/3 窦壁细胞 

0/3 

胃（3） 0/3 0/3 

睾丸（3） 0/3 1/3 睾丸间质细胞 

胸腺（3） 3/3 骨髓上皮细胞 0/3 

甲状腺（3） 0/3 0/3 

扁桃体（3） 3/3 隐窝上皮 

3/3 生发中心（免疫细胞） 

0/3 

子宫（3） 0/3 0/3 

*观察到该组织类型的 3 份样本中有 1 份显示干燥导致的背景染色或强背景染色，无法进行评分，

因此未报告该样本的结果。  

 

表 5: PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）肿瘤组织反应性总结 

肿瘤类型 位置／器官 PD-L1 阳性／总计（N=162） 
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肿瘤类型 位置／器官 PD-L1 阳性／总计（N=162） 

腺癌 

阑尾 1/1 

乳腺，DCIS 0/2 

乳腺，浸润性导管 3/7 

乳腺，浸润性导管转移至淋巴结 1/1 

支气管肺泡癌，肺 0/1 

宫颈，子宫颈型 0/1 

结肠 2/5 

结肠，转移至肝脏 1/1 

结肠，黏液性 0/1 

食管 1/1 

胆囊 2/4 

胃肠，转移至肺 0/1 

头和颈，硬腭 0/1 

肺 2/5 

卵巢 0/1 

卵巢，子宫内膜 0/1 

卵巢，黏液性 0/1 

卵巢，浆液性 0/1 

胰腺 1/2 

胰腺，导管 0/3 

前列腺 2/4 

直肠 2/4 

唾液腺／腮腺 0/2 

小肠 0/2 

胃 1/6 

胃，黏液性 0/1 

甲状腺，滤泡 0/1 

甲状腺，滤泡-乳头状 0/1 

甲状腺，乳头状 0/3 

子宫，透明细胞 1/1 

子宫，子宫内膜 1/3 

肾上腺皮质癌 肾上腺 0/1 

星形细胞瘤 大脑 0/3 

基底细胞癌 皮肤 0/1 

癌 鼻咽，NPC 0/1 

脊索瘤 盆腔 0/1 

胚胎癌 睾丸 0/1 

室管膜细胞瘤 脑 0/1 

胶质母细胞瘤 脑 0/1 

肝母细胞瘤 肝脏 0/1 

肝细胞癌 肝脏 1/5 

胰岛细胞瘤 胰腺 0/1 

间质瘤 

结肠 0/1 

直肠 0/1 

小肠 0/1 

大细胞癌 肺脏 1/1 

脂肪肉瘤 腹腔，粘液性 0/1 

淋巴瘤 

 间变性大细胞 淋巴结 1/1 

 弥漫性 B 细胞 淋巴结 2/4 
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肿瘤类型 位置／器官 PD-L1 阳性／总计（N=162） 

 霍奇金 淋巴结 2/2 

 非霍奇金 淋巴结 1/1 

髓腔瘤 脑 0/1 

髓样癌 甲状腺 0/1 

黑色素瘤 
直肠 0/1 

鼻腔 0/1 

脑膜瘤 脑 0/2 

间皮瘤 腹膜 0/1 

神经母细胞瘤 腹膜后腔 0/1 

神经纤维瘤 软组织，下背部 0/1 

原始神经外胚层 腹膜后腔 0/1 

肾细胞癌 

 乳头状 肾脏 0/1 

 透明细胞 肾脏 0/6 

肉瘤 

 软骨肉瘤 骨骼 0/1 

 透明细胞 腹壁 0/1 

 骨肉瘤 骨骼 0/2 

 平滑肌肉瘤 
软组织，胸壁 0/1 

膀胱 0/1 

 脂肪肉瘤 腹腔，粘液性 0/1 

 横纹肌肉瘤 

软组织，胚胎 0/1 

前列腺 0/1 

腹膜后腔 0/1 

 滑膜肉瘤 盆腔 0/1 

精原细胞瘤 睾丸 0/2 

印戒细胞癌 
结肠印戒细胞癌转移至卵巢 0/1 

结肠 0/1 

小细胞癌 肺脏 1/2 

精母细胞性精原细胞瘤 睾丸 0/2 

鳞状细胞癌 食管鳞状上皮细胞癌转移至淋巴结 1/1 

子宫颈 2/4 

食管 4/7 

头和颈 0/2 

肺脏 1/3 

皮肤 1/2 

子宫 1/1 

胸腺瘤 纵隔 1/1 

移行细胞癌 
膀胱 3/6 

肾脏 0/1 

 

性能评价 

性能评价：非鳞状 NSCLC 

          灵敏度分析：非鳞状 NSCLC 

采用同一生产批次产品，检测 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）在 112 份独立

的人非鳞状非小细胞肺癌（non-squamous NSCLC）FFPE 样本（I-IV 期）中的灵敏度。评

估 PD-L1 的表达水平，表明其肿瘤细胞染色范围为 0-100%，染色强度为 0-3。 
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重复性／外部重复性：非鳞状 NSCLC 

在 Dako 和 3 个外部测试场所中分别评价 PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）的重复性和外部

重复性，性能数据见表 6 和表 7。对每个 PD-L1 表达水平均进行评估，对测试结果进行独立配对

比较，结果确定了其阴性一致率（NPA）、阳性一致率（PPA）和总体一致率（OA）。最常出现

的观察结果用作计算 NPA、PPA、OA 和相应的 Wilson 评分 95%置信区间的参考。 

表6：PD-L1检测试剂盒（免疫组织化学法）的重复性：非鳞状NSCLC≥1%表达水平 

重复性 方法 

一致率%（95% CI）： 

≥1%表达水平 ≥5%表达水平 ≥10%表达水平 

不同仪器之

间 

分别在三台 Autostainer Link 48

染色机上对 34 例经 IHC 检测

PD-L1 表达程度不同的非鳞状

NSCLC 样本进行检测，每例样本

检测两次。评分前对载玻片进行

设盲和随机分组处理。共进行了

204 次独立配对比较试验。 

NPA 100 (96.9, 

100)  

PPA 100 (95.6, 100)  

OA 100 (98.2, 100)  

NPA 100 (96.9, 

100)  

PPA 98.8 (93.6, 

99.8)  

OA 99.5 (97.3, 

99.9)  

NPA 98.1 (93.5, 

99.5)  

PPA 100 (96.2, 100)  

OA 99.0 (96.5, 

99.7)  

不同分析员

之间 

3 名分析员对 34 例经 IHC 检测

PD-L1 表达程度不同的非鳞状

NSCLC 样本在同一 Autostainer 

Link 48 染色机上进行检测，每例

样本检测两次。评分前对载玻片

进行设盲和随机分组处理。共进

行了 204 次独立配对比较试验。 

NPA 100 (96.9, 

100)  

PPA 100 (95.6 100)  

OA 100 (98.2, 100)  

NPA 100 (96.9, 

100)  

PPA 100 (95.6, 

100)  

OA 100 (98.2, 100)  

NPA 100 (96.6, 

100)  

PPA 97.9 (92.7, 

99.4)  

OA 99.0 (96.5, 

99.7)  

不同天之间 在非连续 5 天内，在 Autostainer 

Link 48染色机上，对 34例经 IHC

检测PD-L1表达程度不同的非鳞

状 NSCLC 样本进行检测。评分

前对载玻片进行设盲和随机分组

处理。共进行了 170 次独立配对

比较试验。 

NPA 100 (96.3, 

100)  

PPA 100 (94.8, 100)  

OA 100 (97.8, 100)  

NPA 100 (96.3, 

100)  

PPA 100 (94.8, 

100)  

OA 100 (97.8, 100)  

NPA 100 (95.9, 

100)  

PPA 98.8 (93.3, 

99.8)  

OA 99.4 (96.7, 

99.9)  

不同批次之

间 

在非连续 5 天内，在 Autostainer 

Link 48染色机上，对 20例经 IHC

检测PD-L1表达程度不同的非鳞

状 NSCLC 样本各进行 2 次重复

检测。共进行了 160 次独立配对

比较试验。 

NPA 100 (94.3, 

100)  

PPA 100 (96.2, 100)  

OA 100 (97.7, 100)  

NPA 100 (95.4, 

100)  

PPA 100 (95.4, 

100)  

OA 100 (97.7, 100)  

NPA 100 (96.4, 

100)  

PPA 100 (93.6, 100)  

OA 100 (97.7, 100)  

同一轮检测

内 

对 34 例经 IHC 检测 PD-L1 表达

程度不同的非鳞状 NSCLC 样本

在 Autostainer Link 48 染色机上

进行检测，每一例样本在同一轮

中重复检测 5 次。评分前对载玻

片进行设盲和随机分组处理。总

NPA 97.8 (92.3, 

99.4)  

PPA 98.7 (93.1, 

99.8)  

OA 98.2 (94.9, 

99.4)  

NPA 98.0 (93.0, 

99.4)  

PPA 97.1 (89.9, 

99.2)  

OA 97.6 (94.0, 

99.1)  

NPA 96.5 (90.1, 

98.8)  

PPA 96.3 (89.8, 

98.7)  

OA 96.4 (92.4, 

98.3)  



 

— 51 — 

共进行了 167 次（10%）和 168

次（1%和 5%）独立配对比较试

验。 

 

表 7：PD-L1 检测试剂盒（免疫组织化学法）的外部重复性：非鳞状 NSCLC≥1%表达水平 

重现性 方法 

一致率%（95% CI）： 

≥1%表达水平 ≥5%表达水平 ≥10%表达水平 

不同场所之

间（3 个场

所） 

在非连续 5 天内，对经 IHC 检测

PD-L1 表达程度不同的 24 例非

鳞状 NSCLC 样本进行检测。 

对 3 个场所进行场所间分析，共

进行了 360 次独立配对比较试

验。 

NPA 89.6 (83.3, 

93.7)  

PPA 87.1 (82.1, 

90.9)  

OA 88.1 (84.3, 

91.0)  

NPA 88.0 (83.1, 

91.6)  

PPA 92.6 (86.9, 

95.9)  

OA 89.7 (86.2, 

92.5)  

NPA 90.8 (86.5, 

93.9)  

PPA 94.2 (88.5, 

97.2)  

OA 91.9 (88.7, 

94.3)  

同一场所内 在非连续 5 天内，在 3 个研究场

所对经 IHC 检测 PD-L1 表达程

度不同的 24例非鳞状NSCLC样

本进行检测。对 3 个场所进行场

所内分析，共进行了 360 次独立

配对比较试验。 

NPA 95.3 (90.7, 

97.7)  

PPA 96.7 (93.3, 

98.4)  

OA 96.1 (93.6, 

97.7)  

NPA 96.6 (93.1, 

98.3)  

PPA 93.6 (88.5, 

96.5)  

OA 95.3 (92.6, 

97.0)  

NPA 97.7 (94.8, 

99.0)  

PPA 92.9 (87.4, 

96.1)  

OA 95.8 (93.2, 

97.5)  

不同观察者

之间（3 个场

所各 1 名观

察者） 

对 30例经PD-L1检测试剂盒（免

疫组织化学法）染色的 PD-L1 表

达程度不同的非鳞状 NSCLC 样

本进行评分，评分由来自于三个

场所的三位病理医生在非连续

三天中进行。 

在三个场所进行不同观察者间

分析，共进行了 270 次独立配对

比较试验。 

NPA 84.0 (74.5, 

90.4)  

PPA 92.6 (88.0, 

95.5)  

OA 90.0 (85.8, 

93.0)  

NPA 94.4 (88.4, 

97.4)  

PPA 94.4 (89.8, 

97.1)  

OA 94.4 (91.0, 

96.6)  

NPA 93.3 (87.8, 

96.5)  

PPA 88.9 (82.5, 

93.2)  

OA 91.1 (87.1, 

94.0)  

同一观察者

内（3 个场所

各 1 名观察

者） 

对 30例经PD-L1检测试剂盒（免

疫组织化学法）染色的 PD-L 表

达程度不同的非鳞状 NSCLC 样

本进行评分，评分由来自于三个

场所的三位病理医生在非连续

三天中进行。 

在三个场所进行同一观察者内

分析，共进行了 270 次独立配对

比较试验。 

NPA 91.4 (83.2, 

95.8)  

PPA 95.8 (91.9, 

97.8)  

OA 94.4 (91.0, 

96.6)  

NPA 94.7 (89.0, 

97.6)  

PPA 98.1 (94.5, 

99.3)  

OA 96.7 (93.8, 

98.2)  

NPA 97.8 (93.7, 

99.2)  

PPA 93.3 (87.8, 

96.5)  

OA 95.6 (92.4, 

97.4)  
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临床性能评价：非鳞状 NSCLC  

 

在CHECKMATE-057临床研究中，对PD-L检测试剂盒（免疫组织化学法）（PD-L1 IHC 

28-8 pharmDx ）的临床效用进行了评估，CHECKMATE-057 是一项在既往铂类双重

化疗失败后的晚期或转移性非鳞状非小细胞肺癌（nsNSCLC）成年受试者（≥18 岁）

中对纳武利尤单抗（nivolumab）和多西他赛进行比较的开放性随机Ⅲ期试验。在分

布于 22 个国家或地区（阿根廷，澳大利亚，奥地利，巴西，加拿大，智利，捷克共

和国，法国，德国，中国香港，匈牙利，意大利，墨西哥，挪威，秘鲁，波兰，罗

马尼亚，俄罗斯联邦，新加坡，西班牙，瑞士和美国）的 112 个中心中随机分配 582

名受试者。受试者按照 1:1 的比例接受随机分配，并按照以下条件进行分层：1）既

往使用维持治疗与未使用维持治疗，2）二线治疗与三线治疗。随机化之前和首次治

疗前，采集研究前（基线）肿瘤组织样本，以根据预先设定的基线 PD-L1 表达水平

（次要目的）实施预先计划的疗效分析。主要终点为总生存期（OS）。其它次要终点

是第 12 周时的客观缓解率（ORR）、无进展生存期（PFS）和疾病相关症状改善，利

用肺癌症状量表（LCSS）进行测量。 

纳武利尤单抗（Nivolumab）与多西他赛组之间的随机分配受试者的基线人口统计学

和疾病特征大体分布均衡。平均年龄为 62 岁（范围：21-85 岁），34%≥65 岁，7%≥75

岁。大多数患者为白人（92%）和男性（55%）；基线 ECOG 体能状态为 0（31%）

或 1（69%）。79%的患者是既往／当前吸烟者。从非鳞状 NSCLC 肿瘤中收集肿瘤样

本，与研究的入选要求一致。在 CHECKMATE-057 临床研究中，所有随机化受试者

在每个预定基线表达水平的 PD-L1 表达频率见表 8。 

 

 

 

 

 

表8：所有非鳞状NSCLC随机受试者的研究前PD-L1表达的频率- CHECKMATE-057 

人群PD-L1表达类别 

纳武利尤单抗3 

mg/kg 

(N = 292)  

多西他赛 

(N = 290)  

合计 

(N = 582)  

总体 292 290 582 

基线时可量化的PD-L1（N（%）） 231 (79.1)  224 (77.2)  455 (78.2)  

基线时PD-L1表达水平≥1% 123/231 (53.2)  123/224 (54.9)  246/455 (54.1)  

基线时PD-L1表达水平< 1% 108/231 (46.8)  101/224 (45.1)  209/455 (45.9)  

基线时PD-L1表达水平≥5% 95/231 (41.1)  86/224 (38.4)  181/455 (39.8)  

基线时PD-L1表达水平< 5% 136/231 (58.9)  138/224 (61.6)  274/455 (60.2)  

基线时PD-L1表达水平≥10% 86/231 (37.2)  79/224 (35.3)  165/455 (36.3)  

基线时PD-L1表达水平< 10% 145/231 (62.8)  145/224 (64.7)  290/455 (63.7)  
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基线时无PD-L1表达水平（N

（%）） 
61 (20.9)  66 (22.8)  127 (21.8)  

OPDIVO®组中，对于所有PD-L1表达患者（按照预定表达水平），其生存期相较于多西他

赛组有所延长，而两组未表达PD-L1的患者的生存期相似。通过PD-L1表达水平进行分析

时，纳武利尤单抗亚组中观察到的中位OS显著长于多西他赛亚组。PD-L1表达水平分别

为≥1%、≥5%和≥10%的nivolumab受试者的中位OS分别为17.1、18.2和19.4个月，而多西

他赛受试者的中位OS则分别为9.0、8.1和8.0个月。2个治疗组之间，表达水平<1%、<5%

和<10%的受试者的OS并无差异，中位OS范围介于9.7 - 10.4个月之间，nivolumab；10.1 - 

10.3个月之间，多西他赛。未分层的风险比（HR）和中位总生存期（OS）见图1。不同

PD-L1表达水平亚组的Kaplan-Meier曲线见图2和图3。 

图1：森林图-非鳞状NSCLC患者不同PD-L1表达量的OS - CHECKMATE-057 

 

注：在Cox比例风险模型中，对未分层的风险比和相应的95% CI进行估计，使用随机组作为单一协变量 
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图2：总生存期- PD-L1表达量≥1%的非鳞状NSCLC患者-CHECKMATE-057 

 

图3：总生存期- PD-L1表达量<1%的非鳞状NSCLC患者-CHECKMATE-057 
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【注意事项】 

1. 用于体外诊断。 

2. 供专业人员使用。 

3. 本产品含有叠氮化钠（NaN3），纯品有较高毒性。该产品中NaN3浓度较低，虽不归类为危险

品，但产品中的叠氮化钠可与铅或铜管反应，生成高度易爆的金属叠氮化物积聚物。处置

时，用大量水冲洗，以防止管道中金属叠氮化物的蓄积（8）。 

4. 一抗、阴性对照试剂、信号增强剂和显色试剂包含动物来源的材料。 

5. 样本（固定前和固定后）和与样本接触的所有材料均应按照传播感染类物品进行处理，并且

处置时需采取恰当的预防措施（9）。 

6. 使用非规定的孵育时间、温度或方法可能得出错误的结果。 

7. 试剂已经最优化稀释。进一步稀释可能导致抗原染色不足。 

8. 显色试剂（液态 DAB+色原和制备好的 DAB-色原溶液）如果暴露于过强光线下，则可能受

到不利影响。不要在强光（如直射阳光）下保存系统组分或进行染色。 

9. 石蜡残留可能会导致假阴性结果。 

10. 使用非推荐量的试剂可能会导致 PD-L1 免疫反应量损失。 

11. 大组织切片可能需要 3x150μL 的试剂。 

12. 作为一般性的规则，未满18岁的人员不允许操作本产品。必须向用户认真传达工作规程、产

品的危险性质和必要的安全操作指导。请参见安全资料表（SDS）了解更多信息。 

13. 佩戴恰当的个人防护设备，避免接触眼睛和皮肤。 

14. 未使用的溶液应遵照当地，地区，国家和国际法规处置。 

15. 可应要求向专业用户提供安全资料表。 

16. 美国以外的国家，请参阅当地 OPDIVO 产品获批的适应症和表达临界值来指导治疗。 

 

危险 

DAB+底物缓冲液: 含有咪唑 

 

 

H360 

 

 

可能损伤未出生的婴儿 

P201 使用前，需要专门的操作说明。 

P202 操作前，阅读并理解所有安全注意事项。 

P280 佩戴防护手套。佩戴防护眼镜或面具。穿防护服。 

P308 + P313 如果接触或有疑虑：就医。 

P405 上锁保存。 

P501 遵照当地、地区、国家和国际法规处置内容物和容器。 
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危险 

DAB+色原：含3,3'-二氨基联苯胺盐酸 

 

H319 

H350 

H341 

导致严重的眼睛刺激。 

可能致癌。 

怀疑可能导致基因缺陷。 

P201 

P202 

使用前，需要专门的操作说明。 

操作前，阅读并理解所有安全注意事项。 

P280 佩戴防护眼镜或面具。 

P264 

P308 + P313 

操作后彻底洗手。 

如果接触或有疑虑：就医。 

P305 + P351 + 

P338 

如果进入眼睛：仔细水洗几分钟。如果配戴了隐形眼镜且方便取下，取下后

继续冲洗。 

P337 + P313 如果眼睛持续感觉刺激：就医。 

P405 上锁保存。 

P501 

 

 

遵照当地、地区、国家和国际法规处置内容物和容器。 

 

警告 

DAB增强剂 

H400 对水生生物有毒性。 

H411 对水生物有毒性，影响长期持续。 

P273 避免排入环境。 

H391 收集溢出。 

P501 遵照当地、地区、国家和国际法规处置内容物和容器。 

警告 

EnVision FLEX低pH值抗原修复液（50x） 

H319 导致严重的眼睛刺激。 

H411 对水生物有毒性，影响长期持续。 

P280 佩戴防护眼镜或面具。 
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P273 避免排入环境。 

P264 操作后彻底洗手。 

P305 + P351 

+ P338 

如果进入眼睛：仔细水洗几分钟。如果配戴了隐形眼镜且方便取下，取下后

继续冲洗。 

P337 + P313 如果眼睛持续感觉刺激：就医。 

P501 遵照当地、地区、国家和国际法规处置内容物和容器。 

 

【标识的解释】 

产 品 编

号 温度极限 
体外诊断医疗器

械 

  

制造商 批次代码 足够用于<N>次检

测 

有效期 查阅使用说明 欧盟授权代表 
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【基本信息】 

注册人/生产企业名称：美国丹科北美有限公司 

                                         Dako North America, Inc. 

住所：6392 Via Real, Carpinteria, CA 93013 United States 

生产地址：1170 Mark Ave. Carpinteria, CA 93013 United States 

联系方式： 

 

售后服务单位名称：  

联系方式： 

  

代理人的名称：安捷伦科技（中国）有限公司 

住所：北京市朝阳区望京北路 3 号研发中心（一期）3 层 3-1 至 3-3 室 

联系方式： 
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