
白皮书

数据的规一化与标准化

图 1. qPCR 读数及 PEA 测定中的主要步骤和控制。

免疫/孵化对照
延伸对照

检测对照

免疫反应
允许 92 个抗体探针对与每份样本中的
蛋白质相结合。

延伸和前置放大
延伸并前置放大 92 个独特的 DNA 报告
序列，需借助近距离延伸。 

扩增和检测
使用高通量实时 qPCR 对每个生物标志物的 DNA 报告
进行量化。

简介
借助 Olink 邻位延伸分析（PEA）技术（在 Olink® Target 

96/48 蛋白质生物标志物板块中也有所使用），在读取步骤中
可使用实时荧光定量 PCR（qPCR）来测量蛋白质表达的相对
变化。qPCR 检测的是连接到成对分析物特异性抗体的互补寡
核苷酸标记在 DNA 聚合酶存在下进行杂交和延伸时形成的独
特 DNA 序列。

Olink 借助一系列计算，将 qPCR 的 Ct 值转化为相对定量单
位，即蛋白质归一化表达（NPX）。这些操作旨在最大限度地
减少技术差异，并增强结果的可解释性。 

Olink 还开发了一个带有 NGS 读取（Olink® Explore）的 PEA 平
台。虽然这两种读取方法的 NPX 计算方式不同，但数据的评
估是以相同的基本方式进行的。然而，在此白皮书中，我们将
只关注通过 qPCR 读取的标准化数据。

数据的分析可能会受到某些技术因素的影响。为了说明这一
点，Olink 使用了一个质量控制（QC）系统，以便监测测定和
样本的性能，然后进行适当归一化，从而减轻由处理样本或技
术变化引起的系统噪音。

Olink 的内置质量控制（QC）体系
Olink 已开发了一个内置质量控制体系，并采用内部对照，可
用于其多重生物标志物板块。该系统能对测定和样本的技术性
能进行全面控制。 

内部对照
质量控制系统由四个内部对照组成，它们被添加到每个样本
中，旨在监测 Olink 协议的三个主要步骤：免疫反应、延伸和
扩增/检测（图 1）。

孵化对照：孵化对照 1 和 2 采用 PEA 测量的两种不同非人
类抗原。这些对照可监测反应的全三个步骤中的潜在技术变
化。 

延伸对照：延伸对照含有与一对独特的 DNA 标记相耦合的单
个抗体。这些 DNA 标记总是相当接近，因而此对照预计会给
出一个独立于免疫反应的恒定信号。该对照可监测延伸和扩
增/检测步骤中的变化，并可用于调整每个样本在延伸和扩增
方面的信号。 

检测对照：检测对照是一个完整的双链 DNA 扩增子，且不需
要任何近似结合或延伸步骤来产生信号。该对照可监测扩增/

检测步骤。
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样本对照 
将六个必要的和两个推荐的外部对照添加到板块上不同的孔
中。

板间对照 
板间对照（IPC）在每个板上为一式三份，且都是作为正常样本运
行。IPC 是一个由 92 种抗体组成的池子，每一种抗体都有一对独
特的 DNA 标记，其位置固定，可看作是一个合成样本，并预计在
所有的测定中都会产生高信号。IPC 三倍体的中位值被用来将每项
测定归一化，以便补偿运行和板块之间的潜在变化。 

阴性对照 
阴性对照在每个板块上为一式三份，其由作为正常样本的缓冲液组
成。这些用来监测当 DNA 标记接近时产生的背景噪音，而事先并
没有与相应的蛋白质结合。阴性对照为每种蛋白质测定设定了背
景水平，并用于计算检测极限。 

 样本对照  
当运行超过 90 个样本时，建议运行一式两份的集合血浆样本。这
些用来评估运行和板块之间的潜在变化，例如计算批间和批内的 
CV。

图 2. 建议 PEA 运行控制设置。

样本质量控制

每一个内部对照都以相同的浓度添加至样本中。由此，预计
这些信号在板块上是相同的。使用检测对照和孵化对照 2，对
最初计算的 NPX 值进行样本质量控制。在每个板块中，对每
个样本的对照水平进行监测，并与所有样本的中位值进行比
较。如果任何一个对照组的差异超过接受标准 ±0.3 NPX，则
该样本被认为是偏差且不合格。内部对照的偏差值可能是由
诸如移液错误或影响性能的样本分析前的变化等因素造成
的，例如基质效应。

术语解释
矩阵效应 的定义为分析读数的变化，这种变化可能是由除待
定量的特定分析物以外的所有其他样本成分引起的。

板块质量控制

内部对照也可用于板块质量控制。这评估了孵化对照 1 和 2 以
及检测对照中每个板块的变化情况。如果其中一个对照的变化
太大，整个板块就被判定为不可靠。

使用板间对照进行归一化

NPX 的计算 

Olink 使用一个任意的、相对的量化单位，其称为归一化蛋白
质表达量（NPX）。在 qPCR 中，反应曲线与阈值线相交点的 
x 轴值被称为 Ct，或“循环阈值”。这表明信号超过荧光信号阈
值线所需的周期数。NPX 是由 qPCR 得到的 Ct 值用以下公式得
出的： 

延伸对照：  
Ct分析物 – Ct延伸对照 = dCt分析物

板间对照：

dCt分析物 – dCt板间对照  = ddCt分析物

对照校正系数进行调整：

 校正系数 – ddCt分析物 = NPX分析物

术语解释
校正系数 由 Olink 在验证板块的过程中进行计算。该值是预
先确定的，使用阴性控制，并用于反转刻度，从而使更高的
值对应于更高的信号。其也被用来确保背景水平大约为零。   

NPX 是一个相对定量单位，其与蛋白质浓度呈对数关系。即使
两个不同的蛋白质具有相同的 NPX 值，它们的绝对浓度也可
能不同。应在单次运行的样本之间分别对每项测定的 NPX 进
行比较。在没有进行适当的板间归一化的情况下，不应比较 

NPX，因为有可能将运行中的中位值变化错误地解释为生物学
差异。然而，NPX 的相对差异可以更容易地进行比较，且通常
不需要额外的标准化步骤。
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曲线范例

原始数据
下方示例为一个带有校准器曲线的三次运行的原始数据。中
间有偏离的样本，且一条曲线出现平行移动。 
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图 3. 三次运行的原始数据。

根据延伸对照进行调整
进而根据每个样本的延伸对照来调整原始数据，并通过减少
延伸步骤中引入的技术变异来提高批内的可重复性。

Ct分析物 – Ct延伸对照 = dCt分析物
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图 4. 根据延伸对照进行调整。

按照 IPC 进行归一化
为提高批间的可重复性，便根据 IPCs 对数据进行标准化处
理。这是按照每个测定项目和板块进行的。根据研究的特点，
可能还要进行强度或参考样本的归一化。 

dCt分析物 – dCt板间对照  = ddCt
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图 5. 按照 IPC 进行调整。

对照校正系数进行调整
然后将曲线倒置，从而高 NPX 值意味着高蛋白质浓度，解
释也更为直观。1 NPX 的差异近似于蛋白质浓度的两倍，
而无需考虑蛋白质。 

修正系数 – ddCt = NPX
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图 6. 对照校正系数进行调整。
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板间归一化方法
Olink 推荐两种归一化方法中的一种，这取决于研究设计。对
于随机研究而言，IPC 归一化应该被强度归一化所取代，这将
提高统计能力并减少板块和项目之间的技术差异。只要样本分
布被认为在数据集之间具有可比性，那么结合不同来源的研究
时也可以使用强度归一化。 

对于非随机研究，Olink 建议参考样本归一化。在所有板块上
运行参考样本是一个很好的策略，这可以最大限度地减少技术
差异。如果应用得当，强度归一化和参考样本归一化都可以
借由减少技术变异来提高特定研究的能力，因为它们是基于真
实的样本，而不是IPC样本。 

术语解释
在这种情况下，随机化 适用于放置在板块上的样本。如果相
关的实验变量可被认为是均匀地分布在各个板块上，那么样
本集就是随机的。必须为每项研究决定好要考虑的变量。例
如，它们可包括研究组、治疗、时间点或人口统计学。如果
随机化在实验变量方面并不合适，那么正常化可能会消除真
正的生物变异，反之则会被识别出来。

在研究中，如果样本在各板块之间为随机排列，则进行全局
调整，使每个检测项目的数值围绕其中位值和所有板块的中
位值集中。这就是强度归一化。如果随机化不可行或难以保
证，那么 Olink 建议应涵盖对队列有代表性的参考样本。例
如，汇集的血浆样本可以包括在所有板块上，以确保最大限
度地控制任何系统性偏差。这种方法还可用于在合并研究时
对技术变异的处理方式进行改进。 

术语解释
偏差 可定义为由于实验、生物或技术方面的信号，导致系统
产生误差。测量的蛋白质表达水平可能受到几种偏差来源的
影响，包括分析前和技术上的差异，也可包括错误的采样。
如果实施得当，归一化可以减少引入的偏差。Olink 白皮书
《蛋白质生物标志物研究中的分析前差异（Pre-analytical 
variation in protein biomarker research）》提供了关于样本处
理和加工的建议 （www.olink.com/downloads）。 

强度归一化方法

强度归一化背后的假设是：平均而言，一个板块上检测的中
位信号与另一个板块相比，并无预期差异。如果在不同的板
块之间看到这种差异，它可以被解释为技术偏差。其可安全
删除，并能产生更多的可比值。 

当样本在各板块和项目中随机出现时，Olink使用强度归一
化，并以中位值作为归一化因子。强度归一化调整了数据，
使每个板块上检测的中位值等于所有板块上的总体中位值。
这种方法假定每个板块的实际中位值是相同的。确保这一点
的方法是事先将样本进行随机化处理。如果可以假设完全随
机化，那么这便是一种稳健的高性能规范化方法。强度归一
化是以下列方式进行的：

步骤 描述

1 对于每项测定，计算所有样本和板块的总体中位值。

2 对于每个板块和每项测定，计算板块的特定中位值。

3 对于每项测定，从板块的每个数值中减去板块的特定中位值
（等于集中到中位值 0）。

4 对于每项测定，加上总体中位值
（等于集中到总体中位值）。

参考样本归一化方法

当样本不在各板块间随机排列时，每个板块上包含八个或更
多的桥接参考样本，其可用于归一化。参考样本归一化是按
照下列方式进行的： 

步骤 描述

1 选择一个参考板块来进行归一化。

2 对于每项测定和每个板块，计算每个重叠样本与参考板块的
成对差异。

3 通过计算步骤二中计算成对差异的中位值来估计板块和特定
测定的归一化因子。

4 对于每项测定和板块，将步骤三中的板块和特定测定的归一
化系数添加到每个值中，以使其与步骤一中选择的参考板块
归一化。



5

评估
为了评估某个归一化方法的有效性，Olink 调查了 NPX 分布，并比较了不同归一化方法的平均 %CV。

强度归一化评估

下图描述了一种蛋白质在三个不同板块上的 NPX，其中的样本随机。不同的颜色表示不同的板块。
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图 7. 每种蛋白质的 NPX 覆盖各板块。

在强度归一化之后，中位值 NPX 被拉平

了。 
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图 8. 强度归一化后，每种蛋白质的 NPX 覆盖各板块。

在适当的随机研究中，强度归一化通常能够将平均 %CV 提高几个 百分点。 
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参考样本归一化评估

在下例中，样本的随机性很差，中间的板块主要包含一个组的样本。这意味着板块之间的技术差异
与可通过比较样本组来研究的生物差异相混合。在这种情况下，在校正板块之间的技术差异时，板
块的强度归一化将消除一些相关的生物变化。图中显示了随机性差的样本中蛋白质 NPX 值和参考
样本的 NPX 值。参考样本显示为紫色。
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图 9. 每种蛋白质的 NPX 覆盖各板块，包括参考样本。

然后用参考样本进行归一化处理。在参考样本归一化后，各板块之间的 NPX 中位值仍可能
不同，此反映了样本组的不同组成部分。
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图 10. 参考样本归一化后，每种蛋白质的 NPX 覆盖各板块。
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误读的数据

为了进一步说明归一化不当的问题，下图给出了一个例子，说明当归一化因素由生物因素引入的方
差驱使，而并非简单地由不适当的样本制备或基于仪器的变异性驱使时，数据集中引入的偏差。此
插图显示了一组随机性较差的样本，两组之间的差异具有统计学意义（P<0.05）。在这种情况下，
强度归一化将消除这种差异。 
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图 11. 每种蛋白质的 NPX 覆盖各板块，包括随机性较差的样本。

第二个板块包含的样本主要来自同一个组。如下图所示，在这里，技术变量（板块）与生物变量
（样本组）混合在一起，而强度归一化无法将两者分开。
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图 12. 强度归一化消除了此差异（p = 0.52）。

将参照物归一化，便有可能看到明显的差异。
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图 13. 与参考样本归一化有明显差异（P<0.05）。






