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基本信息 

 

一、申请人名称 

厦门艾德生物医药科技股份有限公司 

二、申请人住所 

厦门市海沧区鼎山路 39 号 

三、生产地址 

厦门市海沧区鼎山路 39 号 
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技术审评概述 

 

一、产品概述 

（一）产品主要组成成分 

本试剂盒含有MSI阴性对照、MSI阳性对照、MSI混合酶、MSI内

标和MSI-PCR反应液A、B，详见表1。 

表1 产品主要组成成分 

试剂名称 主要组分 规格数量 

MSI-PCR反应液A 水、buffer、镁离子 1000µL×1管 

MSI-PCR反应液B 引物、dNTPs 350µL×1管 

MSI阴性对照 细胞系DNA 100µL×1管 

MSI阳性对照 细胞系DNA混合物 100µL×1管 

MSI混合酶 
Taq DNA聚合酶、

UNG酶 
30µL×1管 

MSI内标 DNA片段 35µL×1管 

备注：不同批次试剂盒中各组分不可混用。 

（二）产品预期用途 

本产品用于体外定性检测实体瘤患者福尔马林固定石蜡包埋（FF

PE）组织样本DNA的微卫星不稳定性（MSI）状态，MSI状态通过检

测5个单核苷酸重复标志物进行判定，5个单核苷酸标志物为BAT-26、

BAT-25、MONO-27、NR-24和CAT-25。 

本产品用于替雷利珠单抗的伴随诊断。 
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表1  微卫星不稳定MSI检测试剂盒标志物信息 

标志物 

名称 
GenBank 号 重复序列 

片段大小范

围（bp） 

阴性对照等

位基因（bp） 

引物标记 

荧光基团 

NR-24 X60152 (T)24 92-130 124 TAMRA 

BAT-25 L04143 (T)25 98-128 122 FAM 

CAT-25 NM_032982 (T)25 130-158 154 JOE 

BAT-26 AH003235 (A)26 160-196 186 JOE 

MONO-27 AC007684 (A)27 94-128 120 JOE 

Penta D AP001752 (AAAGA)2-17 181-282 218、252 FAM 

Penta E AC027004 (AAAGA)5-24 134-269 165、212 TAMRA 

备注：片段大小范围使用ABI3500 Dx Genetic Analyzer、POP-7 

Polymer测定得到。 

本产品仅对肿瘤患者FFPE组织样本DNA的MSI状态进行检测，其

检测结果仅供临床参考，不应作为患者个体化治疗的唯一依据，临床

医生应结合患者病情、药物适应症、治疗反应及其它实验室检测指标

等因素进行综合判断。 

（三）产品包装规格 

24 测试/盒 

（四）产品检验原理 

本试剂盒结合荧光多重PCR技术和片段分析方法，对5个单核苷酸

和2个五核苷酸重复标志物设计特异性上下游引物，每种标志物扩增引

物对中有一条引物5＇端标记相应的荧光基团。待测样本首先经过PCR

扩增生成带有荧光标记的DNA片段，再根据片段的长度和荧光标记的

颜色不同，采用毛细管电泳法对不同的DNA片段进行分析区分，实现

FFPE组织样本DNA的MSI状态检测。 
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5个单核苷酸重复标志物分别为NR-24、BAT-25、CAT-25、

BAT-26、MONO-27，这些标志物均为准单态性，即群体中几乎所有

个体在特定标志物的同一等位基因都是纯合子，单核苷酸重复标志物

用于MSI状态判定。2个五核苷酸重复标志物为Penta D和Penta E，具有

较高的多态性和微卫星稳定性，用于判断肿瘤组织样本和对照样本是

否来源于同一个患者。PCR扩增产物用基因分析仪进行毛细管电泳分

离，通过比较肿瘤组织样本和对照样本的扩增产物等位基因图谱，从

而确定样本的MSI状态。 

二、临床前研究概述 

（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引物、DNA 聚合酶、UNG 酶、和 dNTP，

这些原材料均为外购方式获得。 

自行设计的引物委托专业的合成公司合成，并经 HPLC 纯化获得；

DNA 聚合酶、UNG 酶和 dNTPs 等均由有资质的原料供应商提供。通

过功能性试验，申请人筛选出最佳原材料和供应商，同时制定了各主

要原材料质量标准并经检验合格。 

2.企业参考品和对照品的设置情况 

本产品企业参考品包括阳性参考品、阴性参考品、最低检测限参

考品和精密度参考品，除阴性参考品中的非人基因组样本，其余企业

参考品均来源于临床 FFPE 样本。 

阳性参考品 26 支，来源涵盖结直肠癌、子宫内膜癌、胃癌、卵巢
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癌、宫颈癌、小肠癌、壶腹癌和盆腔透明细胞癌，包括 2 个~5 个不稳

定位点的不同位点组合类型。 

阴性参考品 20 支，来源涵盖结直肠癌、子宫内膜癌、胃癌、卵巢

癌、宫颈癌、小肠癌、壶腹癌和盆腔透明细胞癌的 19 例 MSS 或 MSI-L

临床 FFPE 样本，以及 1 例非人类基因组样本。 

最低检测限参考品 8 支，来源涵盖结直肠癌、子宫内膜癌、胃癌、

卵巢癌、宫颈癌、小肠癌、壶腹癌和盆腔透明细胞癌，由肿瘤组织 DNA

和对照组织 DNA 混合制备而成。 

精密度参考品 9 支，来源涵盖结直肠癌、子宫内膜癌和胃癌，包

括 3 例 MSS 参考品、3 例最低检测限水平的 MSI-H 参考品和 3 例肿瘤

DNA 含量大于 50%的 MSI-H 参考品。 

本试剂盒设置了阳性对照和阴性对照，内含 MSI-H 和 MSS 细胞

系 DNA，用于检测过程中试剂和仪器的质量控制；此外，本试剂盒含

有 2 个五核苷酸重复标志物 Penta D 和 Penta E，用于判断肿瘤组织和

对照组织是否来源于同一个体，避免因样本混淆造成的误判。 

（二）生产工艺及反应体系研究 

申请人对试剂盒反应体系的研究包括 PCR 缓冲液 pH 值确定、镁

离子用量确定、dNTPs 用量确定、引物用量确定、UNG 酶用量确定、

混合酶用量确定、核酸用量确定、反应总体积确定；对 PCR 反应条件

的研究包括扩增循环数、扩增温度和时间、扩增适用机型、基因分析

仪类型、分析软件等的优化；对样本要求、样本用量和适用的提取试

剂盒进行了研究。 

通过功能性实验，确定了最佳的反应体系。申请人根据试剂盒中
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试剂和组件的主要生产工艺的研究结果，确定了最佳的生产工艺。 

（三）分析性能评估 

本产品分析性能评估内容包括准确度、精密度、最低检测限、分

析特异性、核酸提取性能等研究。 

准确度研究中，使用 3 批成品试剂盒在所有适用机型上对阳性参

考品和阴性参考品进行检测，检测结果显示阳性参考品符合率、阴性

参考品符合率均为 100%。同时使用若干临床样本对试剂盒准确性进行

了研究，这些样本来自消化系统肿瘤、生殖系统肿瘤、肝胆胰肿瘤、

泌尿系统肿瘤、内分泌系统肿瘤、皮肤/软组织肿瘤、头颈部肿瘤、神

经系统肿瘤、胸腔胸廓肿瘤以及原发灶不明肿瘤，研究结果显示试剂

盒检测结果与临床参考标准的阳性符合率、阴性符合率均为 100%。 

精密度研究纳入泛癌种实体瘤样本进行研究，这些样本来自消化

系统肿瘤、生殖系统肿瘤、肝胆胰肿瘤、泌尿系统肿瘤、内分泌系统

肿瘤、皮肤/软组织肿瘤、头颈部肿瘤、神经系统肿瘤和胸腔胸廓肿瘤。

分别用 3 批试剂由两位操作者进行 20 天的室内和室间精密度研究，结

果显示本产品对精密度参考品的日内/日间、批内/批间、人员间、仪器

和室间的检测变异系数均不大于 5%。 

最低检测限研究中，申请人从肿瘤 DNA 含量和 DNA 浓度两个方

面进行评价，对来自结直肠癌、子宫内膜癌、胃癌、卵巢癌、宫颈癌、

小肠癌、壶腹癌和盆腔透明细胞癌的临床样本进行研究，采用 95%

（n=20）的阳性检出率作为标准，初步确定产品最低检测限。然后使

用 3 批成品试剂盒，在所有适用机型上用来自消化系统肿瘤、生殖系
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统肿瘤、肝胆胰肿瘤、泌尿系统肿瘤、内分泌系统肿瘤、胸腔胸廓肿

瘤和原发灶不明肿瘤的多例临床样本在最低检出限水平上进行最低检

测限验证。综合考虑定性结果一致率和位点检出率，最终明确了试剂

盒的最低检测限为在 25ng FFPE 样本 DNA 中，对肿瘤 DNA 含量不低

于 30%的检测限参考品可以准确检出，结果均为 MSI-H 且相应不稳定

标志物均能检出。 

分析特异性研究包含野生型耐受性验证、交叉反应研究和干扰研

究。采用高浓度野生型核酸样本进行验证，结果显示本试剂盒可以耐

受 200ng/反应（40ng/μL）及以下的野生型 DNA。交叉反应评价中，

检测非人类基因组大肠杆菌，经验证高浓度 DNA 样本与本产品不产

生交叉反应。干扰试验结果显示，临床样本中可能存在的潜在干扰物

如血红蛋白（2g/L）、甘油三酯（37mmol/L）、胆红素（342μmol/L）、

福尔马林（0.005%）、乙醇（21.7mmol/L）、石蜡（1%）、二甲苯

（37mmol/L）、蛋白酶 K（0.2mg/L）、EDTA（27μmol/L）、柠檬酸

钠（64.5μmol/L）、葡萄糖（6.7mmol/L）以及治疗性药物（氟尿嘧啶、

紫杉醇）均不干扰本试剂盒的检测结果。肝素钠对 PCR 反应具有抑制

作用，含有肝素抗凝剂的采血管收集的外周血样本不能用于本试剂盒

检测。 

申请人采用临床样本进行了核酸提取试剂盒性能的研究，根据与

该产品的组合性能研究结果，确定推荐的核酸提取试剂符合检测需求。 

（四）阳性判断值研究 

阳性判断值的研究采用泛癌种实体瘤样本。阳性判断值研究入组
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（包括建立和验证）有效样本数共计 920 例，这些样本来自消化系统

肿瘤、生殖系统肿瘤、肝胆胰肿瘤、泌尿系统肿瘤、内分泌系统肿瘤、

皮肤/软组织肿瘤、头颈部肿瘤、神经系统肿瘤、胸腔胸廓肿瘤以及原

发灶不明肿瘤。对于 MSI 常见癌种，分别采用受试者特征（ROC）曲

线分析和约登指数确定试剂盒的阳性判断值，再用另外一批临床样本

在所有适用机型上对阳性判断值进行验证，结果显示既定的阳性判断

值适用于泛癌种实体瘤样本。最终确定本产品的阳性判断值为：2 个

或 2 个以上单核苷酸重复标志物的片段大小发生改变≥3bp，则检测结

果为“MSI-H”；若只有其中 1 个单核苷酸重复标志物片段大小发生

改变≥3bp 或无单核苷酸重复标志物片段大小发生改变≥3bp，则检测

结果为 MSI-L 或 MSS，即“非 MSI-H”。 

（五）稳定性研究 

申请人对本产品实时稳定性、运输稳定性、开瓶冻融稳定性和样

本稳定性进行研究，确定了在各种条件下本产品及样本的有效保存时

间。 

实时稳定性研究：将3批试剂盒储存于规定储存条件下，分别在0、

6、9、11、12、13和14个月对物理性能、准确度、特异性、检测限和

精密度进行考察，各项性能指标均符合要求，确定产品在20±5℃条件

下，可稳定保存12个月。 

此外，申请人对产品的开瓶冻融稳定性、运输稳定性和样本稳定

性分别进行了研究。结果显示，产品性能均能满足产品说明书声称。 

三、临床评价概述 
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申报产品用于体外定性检测实体瘤患者福尔马林固定石蜡包埋组

织样本（FFPE）中 DNA 的微卫星不稳定（MSI）状态，用于鉴别可

使用替雷利珠单抗治疗的人群。本产品临床试验可分为两部分，第一

部分为临床检测性能的研究，第二部分为伴随诊断用途的研究。 

第一部分：临床检测性能的研究 

该部分研究在温州医科大学附属第一医院、山西省肿瘤医院和中

日友好医院三家临床试验机构进行，采用临床参考方法作为对比试剂，

入组 1761 例实体瘤患者，包括结直肠癌 326 例、子宫内膜癌 221 例、

胃癌 238 例、宫颈癌 218 例、卵巢癌 215 例、小肠癌 78 例、壶腹癌

88 例、盆腔透明细胞癌 102 例，其他癌种 275 例。其中，结直肠癌、

子宫内膜癌、胃癌、宫颈癌、卵巢癌、小肠癌、壶腹癌、盆腔透明细

胞癌为药物临床试验中验证的癌种，在此次临床试验中共纳入 1486

例。 

针对所有癌种，检测结果如下： 

以样本的 MSI-H 作为阳性，非 MSI-H 状态作为阴性进行定性统

计时，申报产品与对比方法的阳性符合率为 100%（95%CI：97.5%，

100%），阴性符合率为 99.7%（95%CI：99.2%，99.9%），总符合率

为 99.7%（95%CI：99.3%，99.9%）。 

对于 BAT-26 位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为 97.3%

（95%CI：93.2%，98.9%），阴性符合率为 99.7%（95%CI：98.7%，

99.7%），总符合率为 99.5%（95%CI：98.6%，99.5%）。 

对于 BAT-25 位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为 97.9%
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（95%CI：94.2%，100%），阴性符合率为 99.3%（95%CI：99.2%，

99.9%），总符合率为 99.2%（95%CI：98.9%，99.7%）。 

对于 MONO-27 位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为 95.2%

（95%CI：90.3%，97.6%），阴性符合率为 99.1%（95%CI：98.4%，

99.4%），总符合率为 98.7%（95%CI：97.9%，99.1%）。 

对于 NR-24 位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为 92.4%

（95%CI：86.1%，95.9%），阴性符合率为 99.9%（95%CI：99.5%，

99.9%），总符合率为 99.3%（95%CI：98.7%，99.6%）。 

对于 CAT-25 位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为 100%

（95%CI：97.3%，100%），阴性符合率为 100%（95%CI：99.5%，

100%），总符合率为 100%（95%CI：99.6%，100%）。 

针对不同癌种，申报产品与对比方法的阳性符合率、阴性符合率

和总符合率均满足要求。 

上述研究结果表明产品临床检测性能满足要求。 

第二部分：伴随诊断意义用途的研究 

该部分研究认可同步开发的伴随药物临床试验证据。针对该部分

研究，申请人提供了 BGB-A317-209 研究资料。在这项临床试验中，

共有 51 例 MSI-H/dMMR 的实体瘤患者纳入了有效性统计分析，涵盖

8 种肿瘤类型：结直肠癌、子宫内膜癌、G/GEJC、小肠腺癌、壶腹癌、

宫颈癌、卵巢癌和盆腔透明细胞癌。药物临床试验的主要研究终点为

客观缓解率，多中心临床试验结果支持本产品伴随诊断预期用途。 

注册人提交的临床评价资料能够支持产品注册申请。 
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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的应用》

对产品进行风险分析。 

（一）受益评估 

本产品适用于替雷利珠单抗的伴随诊断，为临床医生对实体瘤患

者选择靶向药物提供依据。检测结果仅供临床参考，具体临床应用时，

临床医生必须结合病例实际情况判读。本产品临床应用的主要受益在

于：可以作为替雷利珠单抗的伴随诊断试剂对靶向用药人群进行筛选，

可以让MSI-H实体瘤患者获得及时的治疗。依据现有的临床试验结果

显示，该试剂盒检测MSI-H的阳性符合率为100%、阴性符合率99.7%、

总符合率99.7%。本产品作为同步开发的筛选入组试剂盒参与替雷利珠

单抗国内注册上市的关键性临床研究---百济神州（上海）生物科技有

限公司申办的一项在中国开展的单臂、多中心、开放性、II期研究（B

GB-A317-209），该药物临床试验的主要研究终点为客观缓解率，多

中心临床试验结果支持本产品伴随诊断预期用途。 

（二）风险评估 

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，对合理可行降低的风

险、不经过风险/收益分析既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： 
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1.预期用途：本产品用于体外定性检测实体瘤患者福尔马林固定

石蜡包埋（FFPE）组织样本DNA的微卫星不稳定性（MSI）状态，M

SI状态通过检测5个单核苷酸重复标志物进行判定，5个单核苷酸标志

物为BAT-26、BAT-25、MONO-27、NR-24和CAT-25。本产品用于替

雷利珠单抗的伴随诊断。 

本产品仅对肿瘤患者FFPE组织样本DNA的MSI状态进行检测，其

检测结果仅供临床参考，不应作为患者个体化治疗的唯一依据，临床

医生应结合患者病情、药物适应症、治疗反应及其它实验室检测指标

等因素进行综合判断。 

2.警示及注意事项：产品说明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 

 

依据《医疗器械监督管理条例》（国务院令第 739 号）、《体外

诊断试剂注册与备案管理办法》（国家市场监督管理总局令第 48 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 10 月 24 日 

 

附件：产品说明书 
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人类微卫星不稳定性（MSI）检测试剂盒 

（荧光 PCR-毛细管电泳法） 

说明书 

【产品名称】 

通用名称：人类微卫星不稳定性（MSI）检测试剂盒（荧光 PCR-毛细管电

泳法） 

【包装规格】 

24 测试/盒 

【预期用途】 

本产品用于体外定性检测实体瘤患者福尔马林固定石蜡包埋（FFPE）组织

样本 DNA 的微卫星不稳定性（MSI）状态，MSI 状态通过检测 5 个单核苷酸重

复标志物进行判定，5 个单核苷酸标志物为 BAT-26、BAT-25、MONO-27、NR-24

和 CAT-25。 

本产品用于替雷利珠单抗的伴随诊断。 

表 1  微卫星不稳定 MSI 检测试剂盒标志物信息 

标志物 

名称 
GenBank 号 重复序列 

片段大小范

围（bp） 

阴性对照等

位基因（bp） 

引物标记 

荧光基团 

NR-24 X60152 (T)24 92-130 124 TAMRA 

BAT-25 L04143 (T)25 98-128 122 FAM 

CAT-25 NM_032982 (T)25 130-158 154 JOE 

BAT-26 AH003235 (A)26 160-196 186 JOE 

MONO-27 AC007684 (A)27 94-128 120 JOE 
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Penta D AP001752 (AAAGA)2-17 181-282 218、252 FAM 

Penta E AC027004 (AAAGA)5-24 134-269 165、212 TAMRA 

备注：片段大小范围使用 ABI3500 Dx Genetic Analyzer、POP-7 Polymer 测定得到。 

本产品仅对肿瘤患者 FFPE 组织样本 DNA 的 MSI 状态进行检测，其检测结

果仅供临床参考，不应作为患者个体化治疗的唯一依据，临床医生应结合患者

病情、药物适应症、治疗反应及其它实验室检测指标等因素进行综合判断。 

微卫星（microsatellite）是指细胞基因组中由短的重复单元（一般为 1~6 个

碱基）组成的短串联重复序列，通常重复次数不超过 60 次，长度小于 350bp，

平均每 30kb 基因组长度中存在一个微卫星，一般处于可累积中性突变的非编码

区域，在不同人群中呈现高度个体特异性和遗传稳定性[1]。正常状态下，微卫星

的长度和排序保持不变，并且稳定遗传。但在错配修复基因功能缺陷（defective 

mismatch repair，dMMR）的情况下，微卫星的 DNA 在复制过程中由于“链滑”

（strand slippage）等因素，导致双链分子的碱基发生错配、插入或缺失，引起

微卫星的结构发生改变，这种结构上发生改变的微卫星即为微卫星不稳定性

(microsatellite instability，MSI)。MSI 是 DNA 错配修复系统缺陷的标志，通常是

由于 MMR 基因中的一个或多个发生种系突变或 MLH1 基因启动子区域甲基化

引起[2-4]。美国 NCI（National Cancer Institute）推荐 NCI Panel 用于 MSI 检测，

NCI Panel 包括 2 个单核苷酸重复标志物和 3 个二核苷酸重复标志物，检测肿瘤

MSI 状态时，如果 2 个或 2 个以上的标志物不稳定，则为高度微卫星不稳定

（microsatellite instability-high，MSI-H）；如果只检测出 1 个标志物不稳定，则

为低度微卫星不稳定（microsatellite instability-low，MSI-L）；如果没有标志物

显示不稳定，则为微卫星稳定（microsatellite stable，MSS）。2004 年作出修订，

建议用单核苷酸重复标志物代替二核苷酸重复标志物，以改善微卫星检测的灵
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敏度和特异性[5-6]。多种实体瘤中都存在 MSI-H/dMMR[7-12]，在子宫内膜癌、结

直肠癌和胃癌患者中阳性率较高，分别为 16%~33%、6%~22%和 9%~22%，其

他肿瘤类型如肝癌、壶腹癌、卵巢癌、宫颈癌、食管腺癌、软组织瘤、头颈癌、

肾癌及尤文肉瘤等 MSI-H/dMMR 阳性率大于 2%，而前列腺癌、肺癌、乳腺癌

等阳性率低于 2% 。MSI-H 肿瘤在早期阶段更常见，而在晚期和转移性肿瘤中

比例有所下降，晚期结直肠癌、胃癌和子宫内膜癌的 MSI-H/dMMR 比例约 4%、

3%和 7%~18%。MSI 是 PD-1/PD-L1 抑制剂治疗的重要生物标志物之一，可独

立预测免疫治疗疗效。2017年5月，FDA加速批准帕博利珠单抗（Pembrolizumab）

治疗具有 MSI-H 或 dMMR 的不可切除或转移性实体瘤的成人和儿童患者。这是

FDA 首次不依照肿瘤来源，而是依照特定生物标记物进行区分的抗肿瘤疗法，

具有里程碑式的意义[13]。同年 7 月，基于 CheckMate 142 II 期临床试验结果，FDA

批准纳武利尤单抗（Nivolumab）用于治疗经氟尿嘧啶、奥沙利铂和伊立替康治

疗后疾病进展的 MSI-H 或 dMMR 转移性结直肠癌患者[14]。另外，MSI 检测对于

II 期结直肠癌患者的预后判断和治疗指导具有重要意义，临床研究表明，MSI-H

的Ⅱ期结直肠癌患者预后较好，但不能从氟尿嘧啶单药辅助治疗中受益[15-17]。

此外，Lynch 综合征患者及其家族成员常见结直肠癌、子宫内膜癌、胃癌、卵巢

癌等多种相关肿瘤，90%以上的 Lynch 综合征存在高度微卫星不稳定 MSI-H 特

征，因此 MSI 检测也有助于 Lynch 综合征的筛查[18-19]。 

【检验原理】 

本试剂盒结合荧光多重 PCR 技术和片段分析方法，对 5 个单核苷酸和 2 个

五核苷酸重复标志物设计特异性上下游引物，每种标志物扩增引物对中有一条

引物 5＇端标记相应的荧光基团（详见表 1）。待测样本首先经过 PCR 扩增生成
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带有荧光标记的 DNA 片段，再根据片段的长度和荧光标记的颜色不同，采用毛

细管电泳法对不同的 DNA 片段进行分析区分，实现 FFPE 组织样本 DNA 的 MSI

状态检测。 

5 个单核苷酸重复标志物分别为 NR-24、BAT-25、CAT-25、BAT-26、

MONO-27，这些标志物均为准单态性[20-23]，即群体中几乎所有个体在特定标志

物的同一等位基因都是纯合子，单核苷酸重复标志物用于 MSI 状态判定。2 个

五核苷酸重复标志物为 Penta D 和 Penta E，具有较高的多态性和微卫星稳定性

[20]，用于判断肿瘤组织样本和对照样本是否来源于同一个患者。PCR 扩增产物

用基因分析仪进行毛细管电泳分离，通过比较肿瘤组织样本和对照样本的扩增

产物等位基因图谱，从而确定样本的 MSI 状态。 

【主要组成成分】 

本试剂盒含有 MSI 阴性对照、MSI 阳性对照、MSI 混合酶、MSI 内标和

MSI-PCR 反应液 A、B。反应液含有 7 对荧光标记特异性引物，分别扩增 5 个

单核苷酸重复标志物和 2 个五核苷酸重复标志物。试剂盒组成详见表 2。 

表 2  试剂盒组成 

管 号 试剂名称 主要组分 体积 管 数 

① MSI-PCR反应液A 水、buffer、镁离子 1000µL 1 

② MSI-PCR反应液B  引物、dNTPs 350µL 1 

③ MSI阴性对照 细胞系DNA 100µL 1 

④ MSI阳性对照 细胞系DNA混合物 100µL 1 

⑤ MSI混合酶 Taq DNA聚合酶、UNG酶 30µL 1 

⑥ MSI内标 DNA片段 35µL 1 

  备注：不同批次试剂盒中各组分不可混用。 

其它需要自备的试剂和耗材有： 
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1. FFPE 组织样本 DNA 提取试剂盒，使用厦门艾德生物医药科技股份有限公司

的核酸提取试剂（型号：FFPE DNA，闽厦械备 20150079 号，货号 8.02.0017）、

ReliaPrep FFPE gDNA Miniprep System（Promega，货号 A2352）或 QIAamp 

DNA FFPE Tissue Kit（货号 56404）。对照样本可使用癌旁组织样本或者外

周血样本，外周血样本使用厦门艾德生物医药科技股份有限公司的核酸提取

试剂（型号：新鲜血液/骨髓 DNA，闽厦械备 20150078 号，货号 8.02.0014）。 

2. 使用 Thermo Fisher Scientific 的高分子分离胶 POP-7 Polymer，货号 4393713

（规格 960 samples）或 4393709（384 samples），国械备 20170900 号。使

用 Thermo Fisher Scientific 的 Hi-Di 甲酰胺，货号 4440752，国械备 20160320

号。 

3. 无 DNase 和 RNase 的纯化水。 

4. 无 DNase 和 RNase 移液器滤芯吸嘴。 

5. 结果分析软件：推荐使用 GeneMapper Software（版本号 4.1 或 5.0）分析 

MSI检测结果，或使用基因分析仪内嵌数据采集软件Data Collection Software

（版本号 1.0 或 3.0），详细操作请参照软件用户指南。基因分析仪和分析软

件的关系见表 3： 

表 3  基因分析仪和分析软件的关系 

基因分析仪 内置数据采集软件 独立分析软件 

3500 Dx 
Data Collection Software 

（版本号 1.0 或 3.0） GeneMapper Software 

（版本号 4.1 或 5.0） 
3500xL Dx 

Data Collection Software 

（版本号 1.0 或 3.0） 

备注：软件均由 Thermo Fisher Scientific 提供。 
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【储存条件及有效期】 

-20±5℃避光储存，有效期 12 个月。 

开瓶后不影响产品有效期。使用完毕后于-20±5℃保存。避免反复冻融，冻

融次数不超过 5 次。 

试剂盒在运输过程中，需要泡沫箱加冰袋密封运输，运输时间不超过一周，

运输温度不超过 30℃。 

生产日期及有效期至见标签。 

【适用仪器】 

PCR 仪：2720 Thermal Cycler（Applied Biosystems）、GeneAmp PCR System 

9700（Applied Biosystems）、SLAN 全自动医用 PCR 分析系统（上海宏石）。 

基因分析仪 Genetic Analyzer：型号 3500 Dx（Life Technologies Holdings Pte 

Ltd）、3500xL Dx（Life Technologies Holdings Pte Ltd）。 

备注：基因分析仪首次使用前需进行光谱校准。 

【样本要求】 

1. 检测样本类型为肿瘤 FFPE 组织样本，经病理评估确认肿瘤细胞含量不低于

30%，FFPE 组织样本保存年限不应超过 3 年，切片厚度应介于 5~10μm，切

片数不少于 5 片。 

2. 对照样本可以是癌旁组织样本或外周血样本，癌旁组织样本需病理质控不含

有肿瘤细胞，外周血样本一般不少于 2mL，使用 EDTA 抗凝管进行收集。新
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鲜采集的外周血样本在 2~8℃放置不超过 7 天，或者在-20±5℃放置不超过 6

个月。 

3. 所提取 DNA 采用紫外分光光度计进行浓度和纯度测定，组织样本和外周血

样本 DNA 浓度不低于 5ng/μL，OD260/OD280 应在 1.5~2.2 范围内。提取完的

DNA 建议立即进行检测，否则请于-20±5℃保存，保存时间不要超过 6 个月。 

4. NTC（纯化水）应平行参与核酸提取过程，提取洗脱液同步用于本试剂盒检

测。 

【检验方法】 

在每次检测反应中，每份样品必须和NTC（自备纯化水）、MSI阴性对照、

MSI阳性对照共同进行检测和分析。 

1. 取出试剂盒内各组分。MSI-PCR反应液A、B和MSI阴性对照、阳性对照充

分解冻后振荡混匀，快速离心5s待用；MSI混合酶振荡混匀，快速离心5s待用。 

2. 分装：每管试剂按15μL反应液A、5μL反应液B和0.4μL混合酶的比例，从

MSI-PCR反应液管中取出相应体积的反应液，按比例加入相应体积的MSI混

合酶，振荡混匀，快速离心5s，以每管20.4μL分装到PCR反应管中。 

备注：为了减少分液误差，建议在配制反应混合液时根据样本数量（n）分别

取（n+3）测试的反应液和混合酶（推荐在冰盒上操作）。 

3. 加样：分别加入5μL肿瘤组织样本DNA、对照样本DNA、MSI阴性对照、MSI

阳性对照和纯化水（NTC），然后小心盖上PCR管盖，快速离心5s。推荐DNA

样本上样浓度为5ng/µL，请使用1×TE缓冲液（pH 8.0）进行DNA稀释，客户

可根据实际情况对DNA上样量做适当的调整，上样浓度不应超过40ng/µL。 

4. 将PCR反应管放入PCR仪，PCR反应板布局见表4中推荐方法。 
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表 4  PCR 反应板布局 

管号 1 2 … 11 12 

A 样本1肿瘤 样本5肿瘤 … 样本41肿瘤 样本45肿瘤 

B 样本1对照 样本5对照 … 样本41对照 样本45对照 

C 样本2肿瘤 样本6肿瘤 … 样本42肿瘤 样本46肿瘤 

D 样本2对照 样本6对照 … 样本42对照 样本46对照 

E 样本3肿瘤 样本7肿瘤 … 样本43肿瘤 MSI阴性对照 

F 样本3对照 样本7对照 … 样本43对照 MSI阳性对照 

G 样本4肿瘤 样本8肿瘤 … 样本44肿瘤 NTC 

H 样本4对照 样本8对照 … 样本44对照 / 

5. 按照下图中说明的扩增程序图进行设置，进行PCR扩增。 

 

第1阶段：95℃ 5分钟，1个循环； 

第2阶段：95℃ 25秒，62℃ 40秒，65℃ 30秒，10个循环； 

第3阶段：93℃ 25秒，58℃ 40秒，65℃ 30秒，21个循环； 

第4阶段：65℃ 10min，4℃ ∞，1个循环。 

注意：建议PCR完成后立即进行毛细管电泳分离。 

6. 毛细管电泳分离 

1) 按照每测试中含有0.5µL MSI内标，9µL Hi-Di甲酰胺的比例将两者混合，振

荡混匀，快速离心5s，以每管9μL分装到96孔板中，然后相应加入步骤5中
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肿瘤组织样本DNA、对照样本DNA、阴性对照、阳性对照和NTC的PCR

扩增产物各1µL，将96孔板置于普通PCR仪上95℃变性3min，迅速置于冰

上或2~8℃冰箱2min，然后进行片段分析。 

2) 上机检测。将96孔板安装至板架上，放置于基因分析仪托盘上，打开数据

收集软件Data Collection Software，设置参数，运行实验，详细操作请参照

基因分析仪操作说明书。 

【阳性判断值】 

1. 每个电泳图谱的横纵坐标分别表示片段长度（bp）和峰高（RFU）。对于单

核苷酸重复标志物，在表1要求的片段大小范围之内存在2个及以上连续峰，

同时峰高≥100RFU，则存在检测信号。Penta D和Penta E的检测信号要求在片

段范围之内且峰高≥100RFU。 

2. 以对照样本的电泳图谱作为对照，对肿瘤组织样本的5个单核苷酸重复标志

物进行判定，具体判定方法见表5。 

表 5  结果判定 

判定标准 结果 结果分类 

≥2 个单核苷酸重复标志物 

片段大小发生改变≥3bp 
MSI-H “MSI-H” 

1 个单核苷酸重复标志物 

片段大小发生改变≥3bp 
MSI-L 

“非 MSI-H” 
无单核苷酸重复标志物 

片段大小发生改变≥3bp 
MSS 

【检测结果的解释】 

1. 单核苷酸重复标志物的峰高不能超过基因分析仪的最大荧光值（3500系列最
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大荧光值30000RFU），否则请用纯化水将PCR产物稀释5～10倍重新上机检测，

或者适当降低模板用量重新进行PCR扩增。 

2. NTC反应管中7个MSI标志物应均无检测信号，若任意一种MSI标志物有检测

信号，则此次实验结果无效，建议重新检测。 

3. MSI阴性对照、阳性对照的7个MSI标志物均应有检测信号。MSI阴性对照片

段大小与表1所列阴性对照等位基因片段大小一致或相差不超过3bp，若任意

一种MSI标志物无检测信号或相差超过3bp，则此次实验结果无效，建议重新

检测。以MSI阴性对照的电泳图谱作为对照，对MSI阳性对照的5个单核苷酸

重复标志物进行判定，结果应为“MSI-H”，具体判定方法见表5。若阳性对照

结果为“非MSI-H”，则此次实验结果无效，建议重新检测。 

4. 肿瘤组织样本和对照样本的7个标志物均应有检测信号，片段大小在表1要求

范围内。若任意一个标志物无检测信号，可能由于样本漏加或样本质量不合

格，建议重新检测或重新提取样本后再进行检测。 

5. Penta D和Penta E用于判断肿瘤组织样本和对照样本是否来源于同一个体，在

对照样本中发现的等位基因也应存在于肿瘤组织样本中，肿瘤组织样本中可

能出现额外的五核苷酸重复等位基因。若对照样本中存在的五核苷酸重复等

位基因，没有出现在肿瘤组织样本中，可能是样本混淆，建议重新检测或重

新提取样本后再进行检测。 

【检验方法的局限性】 

1. 本试剂盒的检测结果仅供临床参考，对患者个性化治疗的选择应结合其症状、

体征、病史、其他实验室检查及治疗反应等情况综合考虑。 

2. “非MSI-H”结果不能完全排除MSI-H的存在，组织样本中肿瘤DNA过少、严
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重降解或MSI-H比例低于检测下限均有可能造成阴性结果。 

3. 不合理的样本采集、转运及处理、以及不当的试验操作和实验环境均有可能

导致假阴性或者假阳性结果。 

4. 该检测仅限于规定的样本类型及检测系统（包括适用机型、核酸提取试剂、

检测方法等）。 

5. 本试剂盒仅对检测试剂明确包含的5种单核苷酸和2种五核苷酸重复标志物进

行检测，不包括检测试剂盒申明之外的其它核苷酸重复标志物。 

【产品性能指标】 

1. 试剂盒外观整洁，标记清晰，无漏液。试剂融化后无浑浊，无沉淀。 

2. 按照说明书操作，对企业阳性参考品进行检测，阳性参考品符合率为100%。

阳性参考品为临床FFPE阳性DNA样本。 

3. 按照说明书操作，对企业阴性参考品进行检测，阴性参考品符合率为100%。

阴性参考品为临床FFPE阴性DNA样本。 

4. 在25ng/反应总DNA浓度背景下，本试剂盒对肿瘤DNA含量不低于30%的检测

限参考品可以准确检出，结果均为MSI-H且相应不稳定标志物均能检出。 

5. 对“微卫星不稳定性（MSI）检测国家参考品”进行检测，阳性参考品符合率

和阴性参考品符合率均为100%，可稳定检出5%肿瘤DNA含量的检测限参考

品。 

6. 临床样本中可能存在的潜在干扰物如血红蛋白（ 2g/L）、甘油三酯

（37mmol/L）、胆红素（342μmol/L）、福尔马林（0.005%）、乙醇（21.7mmol/L）、

石蜡（1%）、二甲苯（37mmol/L）、蛋白酶K（0.2mg/L）、EDTA（27μmol/L）、

柠檬酸钠（64.5μmol/L）、葡萄糖（6.7mmol/L）以及治疗性药物（氟尿嘧啶、
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紫杉醇）均不干扰本试剂盒的检测结果。常见病原菌大肠杆菌DNA对检测结

果无影响。肝素钠对PCR反应具有抑制作用，含有肝素抗凝剂的采血管收集

的外周血样本不能用于本试剂盒检测。 

7. 对同一份阴性精密度参考品重复检测10次，检测结果均为阴性；对同一份阳

性精密度参考品重复检测10次，检测结果均为阳性。 

8. 检测结果采用GeneMapper Software（版本号4.1或5.0）或Data Collection 

Software（版本号1.0或3.0）进行判读，两个软件判读结果一致性100%。 

9. 产品临床试验： 

本产品临床试验可分为两部分，第一部分为临床检测性能的研究，第二部分

为伴随诊断用途的研究。 

第一部分：临床检测性能的研究 

该部分研究在三家临床试验机构进行，采用临床参考方法作为对比试剂，

入组1761例实体瘤患者。 

针对所有癌种，检测结果如下： 

以样本的MSI-H作为阳性，非MSI-H状态作为阴性进行定性统计时，申报产

品与对比方法的阳性符合率为100%，阴性符合率为99.7%，总符合率为99.7%。 

对于BAT-26位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为97.3%，阴性符合率

为99.7%，总符合率为99.5%。 

对于BAT-25位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为97.9%，阴性符合率

为99.3%，总符合率为99.2%。 

对于MONO-27位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为95.2%，阴性符

合率为99.1%，总符合率为98.7%。 
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对于NR-24位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为92.4%，阴性符合率

为99.9%，总符合率为99.3%。 

对于CAT-25位点，申报产品与对比方法的阳性符合率为100%，阴性符合率

为100%，总符合率为100%。 

针对不同癌种，申报产品与对比方法的阳性符合率、阴性符合率和总符合

率均满足要求。 

第二部分：伴随诊断意义用途的研究 

该部分研究认可同步开发的伴随药物临床试验证据。针对该部分研究，申

请人提供了 BGB-A317-209 研究资料。在这项临床试验中，共有 51 例

MSI-H/dMMR的实体瘤患者纳入了有效性统计分析，涵盖8种肿瘤类型：结直肠

癌、子宫内膜癌、G/GEJC、小肠腺癌、壶腹癌、宫颈癌、卵巢癌和盆腔透明细

胞癌。多中心临床试验结果如表6和表7。药物临床试验结果支持本产品伴随诊

断预期用途。 

表 6：研究 BGB-A317-209 关键有效性结果 

（由独立审查委员会根据 RECIST 1.1 版评估） 

有效性数据  有效性可评价人群N=51  

客观缓解率（ORR），n（%）1 
 21 (41.2)  

95% CI *  (27.58, 55.83)  

经确认的最佳总体缓解（BOR），n (%)  

完全缓解（CR）  4 (7.8)  

部分缓解（PR）  17 (33.3)  

缓解持续时间（DoR）  

事件数，n（%）1 
 1 (4.8)  

中位DoR†（月）（95% CI） NR (NE, NE)  

6个月的无事件率‡（%）（95% CI） 100.0 (NE, NE)  

12个月的无事件率‡（%）（95% CI） 92.9 (59.08, 98.96)  

无进展生存期（PFS） 

事件数，n（%）1 
 24 (47.1)  

中位PFS†（月）（95% CI） 14.4 (3.38, NE)  

6个月的无事件率‡（%）（95% CI） 58.2 (42.95, 70.69)  
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12个月的无事件率‡（%）（95% CI） 53.9 (38.79, 66.78)  

总生存期（OS）  

事件数，n（%）1 
 19 (37.3)  

中位OS†（月）（95% CI） 28.7 (16.72, NE)  

6个月的生存率‡（%）（95% CI） 85.7 (72.29, 92.91)  

12个月的生存率‡（%）（95% CI） 69.0 (53.88, 80.00)  

缩略词：CI=置信区间；NE=无法估计；NR=未达到。  

1 百分比基于N。  

* 根据Clopper-Pearson法估计95% CI。  

† 基于Kaplan-Meier方法估计中位值，根据Brookmeyer-Crowley法估计95% CI。  

‡ 基于Kaplan-Meier法估计无事件率，根据Greenwood’s公式估计95% CI。 

表7：按肿瘤类型列示的疾病缓解情况 

（由独立审查委员会根据RECIST 1.1版评估） 

肿瘤类型  患者例数  ORR（95% CI）  DoR（范围[月]）  

CRC  21  19.0% (4/21) (5.45, 41.91)  5.6+, 20.7+  

子宫内膜癌  14  42.9% (6/14) (17.66, 71.14)  8.3+, 15.4+  

G/GEJC  9  55.6% (5/9) (21.20, 86.30)  9.7+, 20.8+  

小肠腺癌  3  PR, PR, PR  12.3+, 26.3+  

壶腹癌  1  SD  NA  

宫颈癌  1  PR  15.5+  

卵巢癌  1  PR  23.5+  

盆腔透明细胞癌  1  PR  8.3+  

+ 表示删失；NA=不适用 

【注意事项】 

1. 实验前请仔细阅读本说明书。 

2. 本试剂盒结果会受到样品本身的来源、样品采集过程、样本质量、样本运输

条件、样本预处理等因素影响，同时也受到DNA提取质量、基因分析仪型号、

操作环境以及当前分子生物学技术的局限性等限制，可能导致得出假阳性或

假阴性的检测结果。使用者须了解检测过程中可能存在的潜在错误、准确性

的局限性。 

3. 实验前请熟悉和掌握需使用的各种仪器的操作方法和注意事项。 

4. 避免在不必要的情况下冻融试剂盒中的试剂。 
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5. 本试剂盒所有试剂均经过特别配制，以用于上述检测。随意替换试剂盒中的

任何试剂，都可能影响使用效果。不要使用超过有效期的试剂。 

6. 实验时注意防止外源DNA对试剂的污染，注意先加完样品DNA后再进行质控

品的操作。推荐在制备反应试剂和添加DNA模板时，使用单独、专用的移液

枪和滤芯吸嘴。进行反应试剂制备的地点应当与添加模板的地点相隔离。 

7. 实验完毕用10%次氯酸或75%酒精或紫外灯处理工作台和移液器。 

8. 所有化学药品都具有潜在的危险性。操作时，请穿着合适的实验室工作服、

并佩戴一次性手套等防护性措施。产品在正确使用过程中不慎溅入眼内应立

即用冲眼器或大量清水冲洗眼睛。 

9. 所有检测样本和试剂盒中的阴/阳性对照应视为具有传染性物质，操作和废弃

物处理均需符合相关法规要求：卫生部《微生物生物医学实验室生物安全通

用准则》和《医疗废物管理条例》。 

10. 临床实验室应严格按照《医疗机构临床基因扩增实验室管理办法》（卫办医

政发〔2010〕194号或现行有效版本）等有关分子生物学实验室、临床基因

扩增实验室的管理规范执行。 

【标识的解释】 

：保持干燥； ：向上； ：易碎，小心轻放。 
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【基本信息】 

注册人/生产企业名称：厦门艾德生物医药科技股份有限公司 

住所：厦门市海沧区鼎山路39号 

生产地址：厦门市海沧区鼎山路39号 

联系方式： 

售后服务单位名称：  

联系方式： 
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生产许可证编号：  

【医疗器械注册证编号/产品技术要求编号】 

【说明书核准及修改日期】 

 


