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FDA的“使用组织病理学及其相关方法支持生物标志物鉴定应考虑的问
题”指导原则介绍 
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摘  要：FDA于 2016年 5月公布了“使用组织病理学及其相关方法支持生物标志物鉴定应考虑的问题”指导原则。该指导

原则概述了组织病理学非临床生物标志物的特点，详述了这种非临床生物标志物鉴定中使用组织病理学方法的科学标准。本

文介绍该指导原则的主要内容，期望对我国这方面的研究和监管有所帮助。 
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Introduction of FDA’s Considerations for Use of Histopathology and Its Associated 
Methodologies to Support Biomarker Qualification Guidance for Industry 

XIAO Hui-lai 
Center for Drug Evaluation, China Food and Drug Administration, Beijing 100038, China 

Abstract: FDA issued Considerations for Use of Histopathology and Its Associated Methodologies to Support Biomarker 
Qualification Guidance for Industry in May 2016. The guideline outlined the characteristics of nonclinical biomarker of 
histopathology, and explained the scientific standards for the use of histopathological methods in the nonclinical biomarker 
qualification. This paper introduces the main contents of the guideline, and it is expected to be helpful to the research and supervision in 
our country. 
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生物标志物是正常生物过程、致病过程或对治

疗干预生物反应的指标，可客观地测定和评价其特

征[1]。生物标志物的发现、特点、鉴定和使用是提

高药物开发效率和成功率的重要手段[2]。如果生物

标志物通过鉴定，用分析方法有效的测定生物标志

物可在药物开发和管理决策中获得具体而可解释

的意义（如生理、毒理、药理、临床）。企业可在

上市前的药物开发期间，在鉴定的使用背景下，使

用生物标志物。生物标志物使用背景是指对药物开

发中生物标志物的使用方式、使用说明和使用目的

的全面而明确的描述。 
特有的组织病理学发现与临床症状或一些临

床化学参数之间往往有密切的相关性。因此，非临

床生物标志物鉴定研究使用组织病理学，可确定生

物标志物和形态学变化的相关性和时间关系。其中

包括[3]：①确定生物标志物水平和形态学变化严重

性之间可能的定量关系；②探索生物标志物释放和

消除动力学以及相关的组织形态学；③确定生物标

志物的正常变异范围和任何相关的形态学结果；④

确定使用生物标志物的潜在混杂因素。特别是在确

证性非临床生物标志物鉴定研究中，组织病理学可

作为参考或实际标准。这与传统的组织病理学用于

非临床安全性评价研究不同。后者是针对特定药物

的危害特性而且其组织病理学评估是帮助识别药

物作用。 
美国食品药品管理局（FDA）于 2016年 5月 
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公布了“使用组织病理学及其相关方法支持生物标

志物鉴定应考虑的问题”指导原则[3]。该指导原则

讨论了在非临床生物标志物鉴定研究中产生组织

病理学数据时应考虑的问题，并且概述了生物标志

物特点和鉴定的科学标准，旨在帮助把组织病理学

用作参考或实际标准进行药物非临床生物标志物

鉴定的研究者。而我国目前尚无这类指导原则。本

文介绍该指导原则的主要内容，希望对我国这方面

的研究工作和监管有益。 
1  确立生物标志物的性能特征 

这部分主要介绍生物标志物的敏感性、生物标

志物的特异性、分析灵敏度和分析特异性。 
1.1  生物标志物检测的方法学 

生物标志物检测以数种不同的方法为依据

（如，生化测量法、生理器官功能测试或从分子到

解剖水平的结构特征成像）。生物标志物检测方法

可提供以生物标志物与组织病理学参考或实际标

准比较为基础的测量法，故这种测量方法对显示生

物标志物的特征至关重要。因此，应很好地描述该

检测系统的特点[4]。 
如，用于测量生化生物标志物的检测应具有科

学严谨的分析灵敏度和分析特异性。检测灵敏度差

或被生物样品或基质中的其他物质抑制，可能因没

有检测到生物标志物水平的初始变化而导致假阴

性结果。特异性较差的检测不能辨别出非靶标器官

损害或可能与样品中的非特异性物质发生交叉反

应。因此，生物标志物检测应可靠和可重复地发现

生物标志物水平的变化（增加或减少）或没有变化。

任何测出的生物标志物水平变化的解释，最终都应

包括通过对组织病理学的比较，评估变化是否具有

生物学意义。 
以生化测量法为依据的生物标志物检测所考

虑的问题也适用于以其他方法为依据的生物标志

物检测，如成像技术（正电子发射断层扫描、磁共

振成像、放射学）。组织病理学作为参考标准或实

际标准可提供评价生物标志物评估的相同变量的

另一种独立方法。 
1.2  生物标志物的生物学性能 
1.2.1  性能特征  任何生物标志物 100%特异或

100%敏感是完全不可能的。建议的生物标志物使用

背景决定其可用于支持鉴定的特有性能特征。旨在

确定敏感性、特异性和可重复性的生物标志物的研

究，应与建议的使用背景相关联。参考或实际标准

（如组织病理学）可提供评价用生物标志物评估的

相同参数的独立方法。 
1.2.2  生物标志物的敏感性和时间相关性  与分

析的灵敏度不同，生物标志物的敏感性与下列因素

相关：①识别形态学作用的概率；②可引起在生物

标志物水平可识别的形态学变化的阈值；③从形态

学作用之前或之后，直到可检测出在生物标志物水

平变化的时间间隔。 
生物标志物的敏感性是在变化存在时，生物标

志物显示特异的形态变化的概率。如果生物标志物

100%敏感，那么在为检测设计的特异的形态变化存

在时，它将永远不会是阴性的。生物标志物水平的

初始变化和组织病理学变化开始之间的时间关系

定义为生物标志物的敏感性。这种时间关系的准确

特点对生物标志物敏感性的最优化很重要。 
在生物标志物鉴定研究中生物标志物测量的

时间和频率，应考虑形态变化与生物标志物时间关

系的明确解释。在设计生物标志物鉴定研究的采样

和（或）分析的时间过程时，应了解和考虑某种因

素（如，机械的、化学的、天然的疾病）引起组织

的形态变化的时间段和机制。 
当生物标志物使用的背景采用光学显微镜（光

镜）和苏木精–伊红染色（HE 染色）组织病理学

方法时，在鉴定研究中应首选这种方法的组织病理

学评价。对于治疗引起的动物组织病理学变化，生

物标志物水平的变化和检测到的形态变化（用光镜

和 HE染色观察到的）之间的时间关系，通常可以

采用下列语句（可用适当的支持数据说明）之一描

述：生物标志物水平的初始变化先于形态学改变出

现；生物标志物水平的初始变化大约与形态发生变

化同时出现；生物标志物水平的最初变化只出现在

形态变化发生之后。 
同样，当在逆转或恢复过程中，形态和生物标

志物的变化之间有关联时，形态变化可能在生物标

志物水平变化之前、同时或之后出现。有时形态学

变化的恢复可能与生物标志物水平的变化无关。 
生物标志物的假阴性结果（当形态学作用不伴

有预期的生物标志物变化时）有数个潜在的原因。

其中包括：①分析灵敏度低；②其他蛋白质或物质

干扰检测；③不同的生理或病理条件下，生物标志

物的表达不一致；④生物标志物变化的潜伏期较形

态学变化长；⑤形态学作用由生物标志物测量之外

的机制所致；⑥样品处理不当；⑦采样不足。 
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组织病理学敏感性取决于组织病理学检查方

法。生物标志物敏感性的初步评价使用光镜是可取

的。特殊的方法（如，电子显微镜、免疫组织化学）

可能有益于研究用光镜和 HE染色检测不敏感的组

织病理学变化相关的生物标志物水平低或早期的

变化。 
生物标志物鉴定研究应评估生物标志物变化

的大小与形态改变程度之间的定量关系。对于这些

研究，至关重要的是获得最终的生物标志物测定，

尽可能接近相关组织的采集时间（至少在同一天），

避免这两个参数的时间分离 
1.2.3  生物标志物的特异性  生物标志物的特异

性是指准确确定在相关组织没有发生形态变化的

概率。有 100%特异性的生物标志物不会产生假阳

性。当没有形态变化时，特异性也可以被看作是基

线值很低或很稳定。高度特异的生物标志物将没有

源于不受影响或非靶组织的信号。合适的支持数据

有助于确定生物标志物的特异性。 
候选的生物标志物的特异性对评价可能有挑

战性，特别是当已知多种亚型有不同的组织分布

时。如，肾损伤分子-1 有对肝和肾特异的亚型[5]；

肌钙蛋白有对心肌和骨骼肌特异的亚型[6]。在这些

情况下，重要的是要检查组织学和生物标志物亚型

在多种组织类型中的表达，以确保候选的生物标志

物对相关组织有特异性。 
生物标志物信号假阳性有数种原因。从目前的

实例来看，包括分析特异性低；从非靶组织释放生

物标记物或在生理和病理两种条件下，生物标志物

都有表达。 
如前所述，任何生物标志物 100%特异或 100%

敏感几乎都不可能。建议的生物标志物的使用背景

定义为生物标志物敏感性和特异性之间适当的平

衡。有时单一的生物标志物并不能满足特定的使用

背景，因此可以考虑使用多个生物标志物。FDA建

议在确证性生物标志物鉴定设计期间，同 FDA 讨

论多个生物标志物的使用，以确保 FDA 所关注的

问题都得到解决。 
1.2.4  可逆性/分辨率  设计生理或病理过程恢复

或停止的研究，应该描述生物标志物变化逆转和组

织病理学改变的停止或恢复之间的时间关系。然

而，要注意的是生物标志物变化的逆转可能与组织

病理学变化的停止或恢复不相关。如，在药物引起

损害的背景下，生物标志物水平的逆转可能是生物

标志物从损害部位释放和（或）随后从身体降解或

消除所致，而不是组织病理学变化的停止或恢复。

因此，合理地解释生物标志物和组织病理学变化是

复杂的，应考虑所有的数据。 
1.2.5  替代试验模型  非临床生物标志物鉴定使

用健康动物的替代方法是使用人类疾病的动物模

型。这些动物模型可能有益于在对药理学、生理学或

物理学干预的反应中，评价候选生物标志物的变化。 
2  确证性生物标志物研究的具体组织病理学方法

问题 
确证性生物标志物鉴定研究，一般在提出的使

用背景的许多早期问题和检测细化后进行。组织病

理学的重点（如，重要的组织、特异的病变和病变

的主要特点）应在计划和开始确证性研究之前确

定。下面讨论的题目是确证性研究时应考虑和解决

的关键所在，以便提供令人信服的研究结果。 
2.1  确证性研究的总体设计 

第一步通常需要用避免搜索偏见的方式进行

系统的文献综述[7-10]。文献综述可用于设计鉴定研

究和支持鉴定工作。 
设计确证性研究的重要因素是讨论导致和包

括组织病理学评价的所有步骤的前瞻性书面方案。

尸检的所有方面都应清楚地描述，包括时间、标本

和组织处理、固定、样品保存、运送（如果相关）

和标本玻片制备与评价。应考虑的一些要点在下面

各小节中讨论。 
2.2  把确证性研究偏倚降到最低的标本玻片检查

程序 
病理学家应该自由地进行任何研究结果的盲

法评估，特别是有标准规范时[11-12]。Burkhardt等[13]

概述的建议，提供了使用盲法评价的标准，考虑到

显示特点变化的治疗组和时间过程、测定方法的设

计和鉴定的评分系统以及确定背景变化的阈值。 
对用于支持确证性研究的探索性研究，使用毒

理病理学协会提出的程序，采用分层分析方法可能

是合适的[14]。在该分层方法的第一层可以是治疗组

和对照标本的非盲法比较，以便识别不易察觉的发

现（如自发发现的发生率和严重程度的增加）并制

定评分标准。第一层分析之后，病理学家可以进行

任何组或所有组（如合适）的有针对性的盲法评价。

这可识别不明显的治疗相关的结果，可持续区分在

对照组出现的结果。病理学同行评议（有针对性的、

对研究不知情的、另外的病理学家的盲法）也有助
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于将偏倚减少到最低[15]。最后，招募病理学工作组

可能有益。 
确证性研究的目的是测试生物标志物是否准

确地反映组织病理学，以便支持提出的使用背景。

主观看法可影响标本玻片评价的任何一步，从而阻

碍研究目的的实现。当评价的组织病理学变化（在

许多生物标志物鉴定研究中最重要的组织变化水

平）不明显或稀少时，偏倚的风险更大。在确证性

研究方案中应前瞻性规定标本玻片检查程序，包括

尽量减少偏倚的步骤。在确证性研究中，FDA特别

建议读片者评价组织切片时，要对治疗条件、采样

时间、新生物标志物的结果和任何对照的生物标志

物结果采用盲法。 
平行对照组动物的标本玻片可用于建立背景

形态和帮助区分不明显的组织病理学变化和正常

变化。这种背景组织形态正常变化的评估对确定辨

认治疗相关病变的阈值和了解某些背景组织形态

变化是否与生物标志物值的变化相关是很重要的。

可制备足够数量的对照组动物的外加标本玻片，以

便允许正常变化和背景病变的评估。当获得外加计

划的组织样品切片不可行时，在药物非临床研究中

可包括外加对照组动物。就统计学目的来讲，最好

是来自这些外加标本玻片的数据不包括在鉴定研

究的最终数据集中。应在科学计划中规定并在方案

中反映全部同行评议的评估计划以及解决读片者

或审评者家之间分歧的计划。 
2.3  采集样品的时间 

提出的生物标志物使用背景和特定研究的具

体目的，将决定组织样品采集的时间。重要的是要

确定生物标志物测量的变异和变异的可能原因。采

集样品时间可能是变异性的重要因素。因此，具体

的采集时间（处理后的研究天数和小时数）应仔细

选择，并且其理论依据也应包括在方案中，以利于

数据和重现性的解释。 
2.4  对照 

确证性研究的目的是前瞻性评价与组织形态

学相关的生物标志物的性能。应充分严谨地设计确

证性研究，以便允许治疗组和对照组做合理的比

较，并允许对组织学材料无偏见的评估。为了减少

可能的分析的和生物的假阴性和假阳性结果，应使

用平行的阳性和阴性对照组，控制环境因素，以便

确定或比较生物标志物的敏感性（特异性）并确保

反应物或方法合适。 

应在方案中描述平行对照组确认及其使用它

们的理由。适当的历史（外部）对照数据可用于确

定数据集中可能的分析的和生物的离群值。但是，

应在方案中推理地和前瞻性地详细描述采用这类

历史数据的决定。历史对照数据应该是最近的，并且

仅包含使用类似对照试验药物和（或）条件的研究[16]。 
2.5  固定 

在研究方案中应描述固定程序。固定时间和持

续时间的变化可能造成数据的变化，从而掩盖真实

的生物标志物-组织形态关系的变化。应避免组织固

定的延迟和变化并应注意偏离方案。为了避免试验

偏倚，实验动物应随机安排尸检。 
2.6  切片数和取样部位（尸检时） 

收集组织的解剖部位和收集的样品数量可影

响结果和及其解释。根据既定目的，在方案中应提

供收集组织切片数量和取样部位的理由。在确定收

集和分析的切片数量时，资料提交者应考虑到如果

取样数量不足，很有可能漏掉细微或稀少的病变。

每个取样部位的描述应足以使各实验室可重复。应

在方案中描述取样的组织或器官（如，哪个肺叶）

和组织内的方位（如，左、右、前、后、上、下）。如

果获得连续或分步骤的组织切片，应在方案中描述，

识别和报告器官或组织内病变精确部位的程序。 
2.7  染色 

在建议使用背景条件下评估组织学标本玻片，

一般是较合适的。如，大多数安全评估研究使用光

镜和 HE染色切片。应提供所使用的每一种染色的

依据。如果在实验室根据先前建立的程序实施染色

方法，这种资料可作为附录或以引用的方式纳入方

案。非标准的染色方法和评分系统应在方案中很好

地记述或引用。FDA鼓励所有样品都采用自动化或

标准化的染色技术，包括阳性和阴性对照组。 
2.8  特殊方法 

在某些情况下（如，确定形态过程、细胞类型

或部位），可能对更具体的信息或额外的支持数据

有科学要求，以达到研究目的。在这些情况下，特

殊的方法可能是必要的，以便评估特殊靶的形态，

支持既定的假设。这些方法包括，但不限于下列方

法：体视学、组织化学、免疫组织化学、原位杂交

和电子显微镜。应提供使用特殊方法的理由，应在

方案中很好地记述或引用所使用的方法。 
3  组织病理学评价的其他考虑 

其他因素可影响标本玻片评价的结果。这部分
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讨论研究方案中应考虑和解决的某些问题。 
3.1  数字病理学和切片共享 

应根据公认的毒理病理学协会[17]和数字病理

学协会（DPA）的既定指导原则，共享和检查数字

切片。 
3.2  专业词汇  

专业词汇应详述事先决定的变化类型和程度

分类标准。术语插图对减少歧义有很大益处。 
对于良好定义的形态状况，结合相关病变的数

据输入是合适的（如，大鼠慢性进行性肾病）。然

而，为便于统计分析，结合术语不应掩盖利于数据

公正分析和与生物标志物相关性的个体特点。 
3.3  过滤 

诊断病理学的常规是说明作为背景的某些病

变，而在结果中不报告（过滤）。而且不同的病理

学家还可以使用定义背景变化的不同阈值，因此影

响整体的解释。 
FDA建议，如果背景变化为生物标志物的正常

变异，应显示生成的数据（如，报告所有病变以及

相关的生物标志物值，单独的过滤）。另一种选择

是全面地记录认为是伴随的背景病变的类型和程

度。应该在科学计划或方案中说明，描述和记录背

景病变的方法。 
3.4  其他因素 

其他因素，如诊断漂移（diagnostic drift）和时

序偏差（chronological bias）也是很重要的考虑，在

方案中应包括控制这些因素的方法。 
3.4.1  诊断漂移  诊断漂移的定义是在单项研究

内病变名称和严重性分级的渐进变化。前后矛盾的

根源可能是诊断漂移对治疗相关的病变/变化或无

效应水平的测定有负面影响[18]。 
3.4.2  时序偏差  时序偏差的定义是分级系统的

演化过程，从而可阐释、理解和推广更特异和敏感

的分级标准。在病理学家获得经验时，可运用演化

系统细微差别，解释组织切片[19]。这也是前后矛盾

的根源，可能是对治疗相关的病变/变化或无效应水

平的测定有负面影响。 
4  结语 

FDA的“使用组织病理学及其相关方法支持生

物标志物鉴定应考虑的问题”指导原则主要概述了

组织病理学非临床生物标志物的敏感性和特异性

的特点及其影响因素，特别详述了对这种非临床生

物标志物鉴定中使用组织病理学方法的具体要求，

包括对常规光学显微镜方法的标本玻片检查程序、

样品采集时间、对照、组织固定、切片数和取样部

位以及切片染色等的要求，并且强调要在鉴定开始

之前的鉴定研究设计方案中预先提出这些要求，以

保证鉴定的科学性和可靠性。 
FDA 该指导原则对我国组织病理学非临床生

物标志物的研究、发现和应用及其监管有很好的参

考价值。这种生物标志物在我国新药研发中的应用

对我国新药非临床研究必将有促进作用。 
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