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结核分枝杆菌复合群核酸检测试剂临床试验研究要点解析

刘容枝
!

李耀华

!摘要" 结核分枝杆菌复合群核酸检测试剂具有提高痰涂片阴性肺结核的检出率及肺结核诊断的特异度的

优点#并可相对快速地鉴别结核分枝杆菌复合群与非结核分枝杆菌(结核分枝杆菌复合群核酸检测试剂在临床试

验中应注意临床试验机构'对比试剂'样本等的选择#以及样本前处理方法和核酸提取方法的临床验证等问题(作

者将主要对该类试剂在临床试验中的上述重点问题进行阐述(
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肺结核是由结核分枝杆菌复合群%
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&引起的一种传染性疾病#是全球的

主要传染性疾病之一(近年来#在结核病诊断领域最大的突

破是
>=UI

核酸检测试剂的临床应用(笔者所指的
>=UI

核酸检测试剂是指利用分子生物学方法%常用方法为荧光定

量
ZIV

法&以
>=UI

共有的核酸序列为目标序列#对痰样

本中的
>=UI

核酸进行体外定性检测的试剂#可用于肺结

核的辅助诊断(

迄今为止#国内外已有多种
>=UI

核酸检测试剂获准

在中国上市(鉴于我国结核病防治面临的严峻形势#国家在

政策'科技及产业化层面逐渐加大了对结核病诊断'治疗'管

理和服务等方面的投入#因此#正在进行注册申报或者预期

研发该类试剂的生产企业日渐增多(为了规范此类试剂的

申报#参考美国食品药品监督管理局的相关文件和技术标

准#结合审评中对国内外企业有关该部分资料的理解与总

结#现对此类试剂在临床试验中应关注的要点进行介绍与

解析,

$.'

-

(

一'

>=UI

核酸检测试剂的优势

>=UI

核酸检测试剂临床应用的核心价值在于!%

$

&敏

感度大大提高#即使样本中只有极低拷贝数的细菌也能检

出(某些已上市的核酸检测试剂的敏感度可达到
$%

个菌"
13

%最低检测限&#而培养法为
$%%

个菌"
13

#涂片法为
$%%%

个

菌"
13

(因此#核酸检测试剂可提高痰涂片阴性肺结核的检

出率#在临床上可用于涂阴肺结核的辅助诊断(根据
/%$%

年全国结核病流行病学抽样调查结果#涂阴肺结核占我国肺

结核患者的比率高达
L%N

$

HLN

(因此#核酸检测试剂在

结核病的辅助诊断中具有较高的价值(%

/

&核酸检测试剂常

用方法为荧光定量
ZIV

法#从痰液样本的前处理到检测结

果的报告#一般
/K5

之内即可完成)而培养鉴定方法则长达

$

个月之久(因此#核酸检测试剂可相对快速地鉴别
>=UI

菌株与非结核分枝杆菌#以对患者及早进行正确的医疗处

置(%

'

&核酸检测试剂扩增靶标为
>=UI

特异的序列#目标

序列的检出意味着样本中存在
>=UI

菌株(相比于仅从形

态上进行区分的涂片方法%仅能从形态上判断是否为分枝杆

菌#无法区分
>=UI

和非结核分枝杆菌&#核酸检测试剂可

提高肺结核诊断的特异度,

K.L

-

(

二'临床试验方案

在临床试验开始前#临床试验研究者应与申请人一起讨

论#从流行病学'临床医学'统计学等多方面考虑#设计科学

合理的临床试验方案(不同临床试验机构的临床试验方案

应基本一致#便于进行统计分析(临床试验过程应严格遵守

既定方案(临床试验方案应确定严格'科学合理的样本入选

和排除标准(任何入选的样本被排除出临床试验都应进行

记录并明确说明理由(临床方案的设计应严格遵守2体外诊
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断试剂临床试验技术指导原则3

,

/

-的相关要求(

三'临床试验机构

>=UI

核酸检测试剂属于第三类体外诊断试剂#应在

不少于
'

家%含
'

家&获得国家食品药品监督管理总局资质

认可的临床试验机构进行临床试验(目前#国家食品药品监

督管理总局尚未公布已获资质认可的临床试验机构目录#申

请人可选择省级以上卫生医疗机构开展临床试验(申请人

应根据产品的特点及预期用途#综合考虑不同地区人种'流

行病学'病原微生物的特性等因素#合理选择临床试验机构(

由于我国非结核分枝杆菌的分布存在较大的地域差异#为了

更好地验证申报产品的特异性#建议申请人在临床试验机构

选择时应注意其地域代表性(

四'临床试验用样本

>=UI

核酸检测试剂的核心价值是提高涂阴结核病患

者的检出率#并进行鉴别诊断(

/%$%

年全国第五次结核病

流行病学抽样调查报告显示#由于地域和统计方法的差异#

涂阳肺结核占所有肺结核患者的比率约在
$LN

$

L%N

,

)

-

(

审评过程中发现#在临床试验中#为了获得较高的敏感度和

特异度#申请人和临床试验机构倾向于选择涂阳肺结核患者

作为病例组#选择健康人作为对照组)而忽略了涂阴肺结核

患者及易与肺结核相混淆的其他疾病的患者(这样的病例

选择原则#无法真实地反映实际临床发病特征#因此#无法对

>=UI

核酸检测试剂在肺结核辅助诊断中的核心价值%即

提高涂阴肺结核患者的检出率和进行鉴别诊断&进行充分验

证(因此#建议申请人和临床试验机构在选择临床试验对象

时应充分考虑以下几点,

).M

-

!%

$

&应选择具有肺结核症状和

%或&体征的疑似肺结核患者#不建议选择正常健康人群)

%

/

&肺结核患者例数不少于
'L%

例#并且涂阴肺结核占所有

肺结核患者的比率至少为
L%N

)%

'

&应包括其他易混淆疾病

%如肺炎'肺癌等疾病&#此部分患者至少
$L%

例#以便对申报

产品的特异度进行评价(上述病例选择的基本原则#在满足

相关法规规定的至少
L%%

例样本的前提下#充分考虑了肺结

核疾病的特性及临床发病率#保证了临床试验评价的客观性

与科学性(

五'临床试验对比试剂

$+

采用已上市同类产品作为对比试剂!迄今为止#国内

外至少已有
/L

种
>=UI

核酸检测试剂获准在中国上市(

申请人可按照法规要求选择境内已批准上市'临床普遍认为

质量较好的同类产品作为对比试剂)采用申报产品与对比试

剂进行比较研究#证明申报产品与已上市的同类产品等效或

优于已上市产品(

鉴于目前获准上市的同类试剂的靶基因及敏感度等性

能可能存在差异#建议申请人在进行临床试验前#选择几家

上市试剂进行预试验#以便选择与申报产品性能相似#且临

床认为质量较好的同类试剂作为对比试剂(

申请人应选择至少
L%%

例临床样本#采用申报产品与对

比试剂进行比对试验#以评价申报产品与已上市产品的等效

性(同时#申请人还应选择至少
$%%

例临床样本%涂阴和涂

阳分别至少
L%

例&进行申报产品与培养鉴定方法%金标准&

的对比研究#以评价申报产品的临床敏感度和特异度(培养

方法可以采用传统的罗氏固体培养或液体培养方法#菌种鉴

定方法可采用对硝基苯甲酸'测序或其他已上市的核酸检测

试剂盒等,

H.(

-

(

/+

选择基因测序作为对比方法!随着基因测序的普及#

其在临床的应用也越来越广泛(而且#由于基因测序的成本

较低#且是分子生物学方法的/金标准0#基因测序在核酸类

检测试剂的临床试验中受到很多申请人的青睐(但是#鉴于

测序步骤复杂且耗费劳动力#虽然很多临床试验机构配备了

测序仪#但是愿意开展测序业务的临床试验机构非常少(因

此#提醒申请人和临床试验机构在选择基因测序作为金标准

时#应充分考虑临床试验的可行性及延续性(如果选择了该

方法作为对比方法#应在临床试验资料中对选用的基因测序

方法做详细的介绍#包括如下几点!%

$

&提供测序原理'测序

仪型号'测序试剂'测序引物等信息)%

/

&验证测序方法的分

析性能%如最低检测限&#建议将测序方法与申报产品的性能

进行比对分析)%

'

&提交有代表性的样本测序图谱及结果分

析)%

K

&测序方法还应设置阳性和阴性质量控制(所有测序

资料均需要临床试验机构盖章#不可由申请人与第三方测序

机构签署委托测序协议(

六'样本前处理方法和核酸提取方法的临床验证

痰液是
>=UI

核酸检测试剂最常用的样本类型(在进

行样本核酸提取前#需先对痰液样本进行液化除菌等前处

理(目前临床常用的痰液前处理方法至少有
'

种#分别为碱

处理
.

直接法'

<.

乙酰
.F.

半胱氨酸法和碱处理
.

中和离心沉淀

法等,

H

-

(如果申报产品涉及几种样本前处理方法#在临床试

验时#建议至少进行
$L%

例同源样本%

$

份临床样本分成几

份#分别采用不同的前处理方法进行处理&的临床比对(其

中#肺结核至少
$%%

例%涂阴肺结核占所有肺结核的比率至

少为
L%N

&#其他易混淆疾病的样本至少
L%

例,

).M

-

(

目前#国家食品药品监督管理总局并未要求申报产品试

剂盒的组成中必须包括核酸提取成分(因此#申请人在设计

开发产品时#其试剂盒本身往往并不包括核酸提取成分#而

是配套使用其他厂家的一种或多种核酸提取试剂盒#用于申

报产品样本的核酸提取(如申报产品称痰样本可采用几种

方法进行核酸提取#在临床试验中#建议至少进行
$L%

例同

源样本%

$

份临床样本分成几份#分别采用不同的核酸提取

方法进行处理&的临床比对(其中#肺结核至少
$%%

例%涂阴

肺结核占所有肺结核的比率至少为
L%N

&#其他易混淆疾病

的样本至少
L%

例,

).M

-

(

七'临床试验报告中需要注意的其他问题

临床试验报告中需要注意的其他问题包括如下几点!

%

$

&应在临床试验报告中详细描述申报产品与对比试剂的试

验方法#并与试剂盒的说明书保持一致(%

/

&应在临床报告

中明确总样本数'肺结核患者总例数'涂阴和涂阳肺结核患

者数'易混淆疾病患者例数#以便判断病例选择的合理性(

%

'

&临床原始数据应包括患者的年龄'性别'涂片结果'临床

$

))M

$
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诊断结果%明确为何种疾病#而不是症状的描述&'申报产品

的结果'对比试剂的结果等(%

K

&结果差异样本的处理方法(

对于申报产品和对比试剂检测结果不一致的样本#应采

用金标准或其他合理的方法进行复核#同时结合患者的临床

病情对产生差异的原因及可能的结果进行分析(

相比于病毒而言#细菌的基础研究和临床实践相对滞

后(鉴于结核病诊断的复杂性#

>=UI

核酸检测试剂的临

床设计和临床试验较其他病原体检测试剂更为复杂(为了

从临床角度验证申报产品的敏感度和特异度#希望临床试验

机构和申请人在设计此类试剂的临床试验方案时#不仅要考

虑对比试剂选择的合理性#更要考虑临床研究样本选择的科

学性#在设定病例入选和删除标准时要非常谨慎(
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