
白皮书

蛋白生物标志物研究的设
计策略
引言

以蛋白生物标志物为基础的研究在推动精准医疗的发展上具有
巨大潜力，但需要仔细考虑研究设计和数据统计等以最大化其
影响。

对合理研究设计的要求包括一个明确定义的研究目标、足够的
样本量、干扰因素的控制，以及有偏差且恰当的统计分析。而
其中最重要的一点是应用标准化的样本处理流程以确保同等的
样本质量。在Olink 白皮书《蛋白质生物标志物研究的分析前影
响因素》 [1]中提供了关于样品处理和操作的建议。

在研究设计时应充分考虑该研究涉及到的所有步骤，从最初的
规划，到样本的收集和检测，直至最终报告。如果一项研究设
计得当，那么任何可能使测试过程的结果扭曲或偏差的因素都
可以被最小化。本篇白皮书描述了当你计划未来的研究时，在
研究方案的设计中需要考虑的重要因素。

计划阶段

研究的计划阶段非常重要。为了使研究结果和结论有信
心， 项目的研究目标和其它在成功的结果中需要考虑的
因素都应在项目的最开始被指出。例如，如果不能信心满
满地得出强有力的结论，那么这种力不从心的研究将可能
导致有限资源被浪费。

术语

在群体比较研究中，研究的效能一般为被检测到蛋白质水平
的真实差异与其在假设检验中具有统计学意义的概率。效能
分析可以用来计算获得有力结果所需要的最小样本量。通常
建议使用尽可能高的效能，但在实践中，基于效应量等参数
假设，研究设计往往采用80%的效能。

所有研究都有偏差，而研究者应始终正视和避免偏差。因此实
验设计必须以统计学角度作全面的考虑。我们建议跨学科团队
一起合作设计研究方案。

研究的效能

为了将实验目的转化为统计或分析计划，了解如何为研究获得
准确的效能计算是非常重要的。不同的研究问题需要不同的统
计方法，而这些方法又需要不同的样本量来检测到显著变化。
统计方法的使用可能对效能分析有显著影响。如果不了解最适
合特定实验的统计学工具，就不可能 实现恰当的效能计算。
在许多最常见的统计检验中，效能计算可以通过一个简单的方
程式解决， 参见Dell et al. [2]， 但对于更复杂的分析来说，统计
模拟可能是非常必要的。
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效能分析

在理想情况下，效能分析往往在样本运行和收集数据前进
行。 在正式研究实验前的效能分析通常用来确定要获得足够
有力的结果所需要的合适样本量。效能分析也可以在研究完
成之后进行，这种回顾性的计算在从小型预试验扩大到大型
研究时可能是有用的。

效能计算也可以用来确定最小可测量的效应量，这意味着在
该最小样本量下的研究可能被检测得到两组之间的差异量。

样本量计算

在研究的规划阶段进行样本量计算的目的是确保结果能够提
供有用信息。如果样本量太小，产生有意义结果的可能性将
会很低。而另一方面，样本量太大将导致不必要的成本浪费
和时间浪费，也可能被认为是不道德的。

如果一项结果非常罕见并鲜少发生，则必须通过增加样本量
来检测潜在差异。由于效能在很大程度上由研究中最小的群
体决定，对稀有组别采用过量样本也是明智之举。因此推荐
在不同组别之间设计平衡研究。

增加样本量就像是在增加一幅图片的分辨率。如果只有几个
样本，图片将会非常模糊，我们只能够区分那些差异最显著
的数据。 然而当样本量非常大时，整张图片就会变得足够清
晰，甚至使我们能够确认数据之间非常细小的差异。

变量

效能与离散程度（标准差）、效应量、样本量和显著性水平
直接相关。下文中将对这些变量进行描述。一般而言，如果
在五个变量中有四个变量保持不变，就可以计算或估计剩下
的那个变量。在现实中，我们通常会探索多个级别的常量变
量，以了解目标变量（如效能）是如何受到影响的。

重要信息！

在研究之前所进行的全部效能分析都建立在变量的假设 基础
上，只能作为研究设计时的指导。这些假设可能来自于领域
知识、历史数据、文献检索或预实验。 

离散性
数据的离散性通常用标准偏差衡量，其描述了观察到数据
点的离散程度，在进行效能计算时必须进行估计。如果一
个变量的标准偏差太大，那么与具有更小标准偏差的变量
相比，想要获得一定的效能就需要更大样本量。

一项研究可能存在多个可变来源，因此离散性可能会难以
估计。如果没有很好的估算方法，那么在低水平和高水平
的可变性程度下进行效能分析，看看它对计算出的样本量
或效能有何影响是非常值得的。

效应量

效应量是可以标准化的，它包含测量的可变性信息。

效应量标准化的一个常用方法是用观察到的平均差异除以
估计的标准偏差，该值被称作Cohen’s d。如果实验组与对照
组之间的数据没有重叠，则存在实质性差异，效应量高。
但如果两组之间的重叠大于其差异，效应量则不显著。

高效应量

低效应量

图1. 高效应量将两种分布拉开，更容易识别差异。

效应量的标准化参数，Cohen’s d，相当于标准正态分布中的
Z-score。如0.8的效应量意味着实验组的平均得分比对照组的
平均得分高出0.8个标准差。检测规模越大效能越高。因此，
如果效应量很小，则需要更多的样本才有检测能力。
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样本量

样本量是研究中每组样本的数量。它通常是我们想要估算的一
个变量，通常也是研究人员控制研究效能的唯一的因素。然
而，在不可能增加样本量的情况下，可以使用效能分析来确定
最小的效应量，此时提出的研究应拥有合理的高效能。而增加
样本量往往能增加研究的效能。

显著水平

 显著水平（通常用α表示）是假阳性结果的概率。在进行       
统计学检验时，显著性水平通常设置为0.05。然而， Olink    

的每块 panel都含有92重检测，每个检测通常使用一次统计  
学检验。 这意味着在多重检验时，应该相应地调整显著性   
水平。一种常用方法是用显著性水平除以测试的数量，这    
被称为Bonferroni校正。在对92个检测修正后的校正水准约  
为0.000544。

每个数据都有一个相关的概率值，称为p值。它被定义为在给
定的抽样分布下，当不存在真正的差异时，偶然观察到差异的
概率。

如果经必要校准后的p值低于显著性水平（p < 0.05），则结果
具有统计上的显著差异；如果p值比显著性水平高
（p>0.05），结果在统计学上无显著差异。增加显著水平将会
提升效能，但也会增加在无差异时检测到差异的概率。因此，
当增加检测数量（运行更多的panel）时需要运行更多样本来保
持同等的效能水平。

在我们讨论的四个变量中（离散程度、效应量、样本量和显著
性水平 ），目前效应量对效能的影响最大，但所有的变量都应
被考虑在内。

这并不是全部的情况

统计显著性检验的一个主要缺点是对研究设计的盲目性。它们
无法说明全部的情况。举例来说，如果一项研究治疗组只有70
岁以上的男性，而对照组只有50岁以下的女性，那么将无法得
知组间差异来源于年龄，性别还是正在研究的治疗。在这项假
设研究中，研究人员仍然可以计算出p值，但结果不会有用
处。

一些需要在规划阶段考虑的可能的干扰因素：如年龄、性别、
其他基础疾病，或样品处理的差异，即所谓的分析前差异。

考虑不同临床研究类型

公认的临床研究有几种不同的类型，每一种都有各自的优势
和挑战。研究范围可以从基础疾病与对照比较研究（病例对
照研究）到大队列研究，这些研究收集了丰富的临床数据，
并可能包括一系临床终点。 

研究可以是前瞻性的 （在研究开始之前计划好所有细节，如
测量参数或要进行的临床干预措施）或回顾性的 （材料来自
于已完成的研究，在事后进行调查或重新询问）。

如果在研究过程中从同一个体的多个时间节点提取样本，则
被称为纵向研究。我们将会考虑到与不同类型的临床研究相
关的研究设计的中某些方面。

队列研究中的发现和验证

Olink的panel是对大量蛋白进行探索性筛选的理想选择，研究
人员在其中寻找被测蛋白间的交互模式或相对差异。

这种广泛筛选方法的一个例子来自于Bryan等人进行的一项研
究，在研究中运行了五个不同的Olink panel。他们发现了与尿
路上皮膀胱癌显著相关的全新蛋白质，和可能的预后分级候
选标志物[3]。 

在临床环境中，病例通常有症状，且经历过各种诊断程序。
对照组可能包含患有其它疾病的患者，或由他们组成， 病例
组和对照组之间的样本收集和处理程序可能存在差异。根据
样本收集的人口统计学特征，在特定队列中也可能产生遗传
偏差。以上所有因素都可能对研究结果产生潜在影响。

在基于蛋白标志物的队列研究中，结论的置信水平可以通过
在第二个独立的队列或样本中验证结果来获得大幅提升。在
众多已发表的此类多队列研究方法中，一个典型的研究来自
于Tromp等人，他们发现了一些可以区分两种主要心力衰竭类
型的蛋白标志物。在该方法中，蛋白标志物的发现首先来自
于一个~1500个样本的队列，然后在一个含有850个样本的独
立队列中得到验证[4]。
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纵向研究中不同批次与不同序列间的差异性

在纵向研究中，每隔一段时间评估个体或群体间的相关差
异，同时持续或反复监测风险因素与健康结果。

一个关键的考虑因素是不同批次间的重现性。试剂批次的
改变可能在不同批次产品的运行间产生偏差。同样的，即
使使用同一批次的试剂，如果实验室条件发生波动，在纵
向研究节点之间也可能引入偏差。因此通常建议在纵向研
究的每个时间点包含桥接样本。为这些样品测量的蛋白质
水平可以用作批次之间的共通用参考，并用于规一化和减
小任何潜在偏差。

术语

桥接样本是在不同批次间样本板运行的样本。桥接样本应
代表关于样本和对照的数据集。这些样本用于参考样本归
一化。Olink建议每个案例中至少使用8个不同的桥接样
本。

要确保有足够的样本供应以保障研究间的桥接。建议您与
Olink的代表进行完整的研究讨论。以保证实验中包含合适数
量的试剂盒和桥接样本。

在新试剂盒的生产中，Olink采用QC流程来限制批次间的变
化，并确保一致的性能。这一点很重要，因为新的抗体批次可
能会导致生成的数据发生变化。为了解决这个潜在的风
险，Olink引入了完整的质量控制程序和严格的验收标准。

然而，当试剂盒被用于纵向研究时，在统计分析中必须考虑和
调整多个批次之间的潜在信号差异。

 Olink将不断完善产品和服务。有关panel组成和更新的最新信
息，请联系您当地的Olink代表或support@olink.com。

样本的注意事项

在采用Olink panel进行任何研究之前，有几件事需要注意。

样本和对照

在研究中，病例组和对照组应该使用相同的样本基质，以便能
比较组间的数据。不同基质之间的数据无法直接比较，但可以
确定部分内容，例如在血浆中发现的生物标志物是否也可以在
脑脊液中被测定。需要设计对照组的纳入标准以适应研究问
题。对照组通常由健康个体样本组成，但这并不总是最好的选
择。例如在一项评估疾病二级预防的潜在生物标志物的研究
中，健康对照就不是一个很好的选择。

正如Yeh等人指出的那样， 对照组的设计可能会很棘手。他们
评估了匹配的兄弟姐妹病例和对照研究设计是否会在发现乳腺
癌重要的早期诊断生物标志物方面产生更多的统计效能。 他们
假设姐妹可以作为良好匹配的对照，因为她们自然地受到种
族、民族和很大比例的遗传背景的控制。然而，来自生物学姐
妹的样本在整体上并没有比其它个体样本具有更高相似度，也
没有很好的与其它样本区分[5]。

重要的是要记住，在解释数据时，关于样本处理的适当文档可
以提供有价值的输入。请阅读白皮书《蛋白质生物标志物研究
的分析前影响因素》 获得更多信息[1]。

质量控制

应选择合适的质量控制。许多其它的多重免疫分析方法在试验
后都需要进行验证步骤。而为了避免这种情况，Olink开发了一
个内置的QC系统，可以采用内部控制确保其多重标志物panel的
检测质量。该系统可以完全控制分析和样本的技术性能。

除了Olink提供的对照外，所有板上还应该包括一个混合血浆样
本或另一个定制的混合生物基质，以便进一步质控。 附加QC的
一个案例是评估板间或板间的潜在差异，如检测板间CV或板内
CV。阅读Olink白皮书《数据的归一化与标准化》 获得更多关于
QC系统的信息[6]。



5

考虑最佳稀释度

每个Olink panel都优化了血浆和血清中92个生物标志物测定的
预期生理和病理范围。 我们的一部分panel被设计为稀释运行
（从1:10到1:2025），使可测量范围符合生理范围。这些稀释
是测定的一部分，不需要预先稀释。

稀释因子的默认设置仅考虑血浆和血清，因此当运行其他样
品基质时，这些稀释因子可能需要根据特定基质中预期的蛋
白质浓度进行调整。样本制备指南可以应用于选定的部分基
质。请联系support@olink.com了解更多信息。

当样品被送往Olink分析服务团队时，样品的稀释步骤将于分
析前在内部进行。

对于组织或细胞裂解液，我们推荐的总蛋白浓度范围是0.5–1.0 

µg/µL，浓度可以由BCA或Bradford测定。细胞也可以以cells/µL

的浓度表示。为了确保每次分析所测量的蛋白质浓度都在最
佳浓度范围内，建议在至少两种不同的起始浓度（即稀释）
下运行样本。所有需要共同分析的组织或细胞裂解液具有相
同的蛋白或细胞起始浓度水平是非常重要的。

检测范围

需要确定分析检测的范围以表征检测性能。为了了解Olink 
panel的检测能力和范围，每个panel的验证数据文档中都列出
了每种测定方法的 定量下限（LLOQ）和定量上限
（ ULOQ）。这些信息可以确定该panel是否适用于特定范围。

Protein concentration (pg/mL)
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图2. 高亮部分显示出了血浆正常水平的动态范围。

数据共享与对比
数据共享

一个推动蛋白组学领域进一步提升统计学使用的方法是持续提
高数据开放共享。 许多研究问题是由多个团队解决的，仅仅强
调单个团队在统计上的显著发现可能会产生误导。

为了共享Olink数据，我们建立了几个合作框架，如SCALLOP 

（www.olink.com/scallop），它是一个发现和跟进基因与蛋白质
关联（pQTLs）的联盟[7]。

想要成为SCALLOP联盟的成员，您需要成为Olink和全基因组基
因分型数据收集的主要研究员。

在Folkersen等人的一项主要研究中，建议了用大样本量来检测
基因和蛋白的关联[8]，这也说明了合作关系正变得越来越重
要。

比较NPX值并与研究结合

为了比较研究间的NPX值，将研究标准化来消除他们之间的任
何偏差是至关重要的。 如果研究可以被认为是随机的，或者研
究之间的差异因素不重要，可以使用中位数中心化强度归一
化。否则应采用桥接样本进行归一化，类似于前文中提到的纵
向研究中结合不同时间点的数据。如有可能，这些桥接参考样
本应具有研究代表性，如包括所有研究组，并应与其他样本的
基质匹配。

更多信息参见白皮书《数据的归一化与标准化》 [6]。

mailto:support%40olink.com?subject=
http://www.olink.com/scallop


信息输出最大化

一般而言，通常会要求采用另一种技术对具有临床意义的主
要发现进行独立验证，不考虑最初采用的方法。如果您需要
对手中重要的Olink结果做此种验证，进行单重分析则是一个
合适的选择。

已经有大量的案例表明了我们的92重 panel与单一的标准
ELISA具有非常好的相关性，并展现了同等或更优的性能
[9]。
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图3. 传统ELISA与Olink检测CXCL-10的相关性。

在对Olink检测与Quanterix的SIMOA检测进行比较时，也显示
出了血浆样本中的良好相关性。
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R2 = 0.9417

Olink如何提供帮助

Olink的数据科学团队可在您的分析开始之前提供归一化方法
和研究设计的讨论服务，帮助您从实验中获得最大收益。他
们也可以帮助您定制化统计分析，将Olink panel的研究价值
和信息输出最大化。
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图4. Olink与SIMOA检测NFL的相关性。样品由Tomas Olsson (KI, Sweden)教授提供。神经丝轻链蛋白的检
测采用NF-lightTM 抗体（UmanDiagnostics，Umeå Sweden）。
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