BCL6/MYC/[CCND1/IGH]/[BCL2/IGH]基因探针试剂
（荧光原位杂交法）说明书

【产品名称】
通用名称：BCL6/MYC/[CCND1/IGH]/[BCL2/IGH]基因探针试剂（荧光原位杂交法）
【包装规格】
5人份/盒、10人份/盒、20人份/盒。
【预期用途】
在常规染色基础上进行原位杂交染色，为医师提供诊断的辅助信息。
【检验原理】
荧光原位杂交法（Fluorescent In Situ Hybridization，FISH）能够使细胞中特定的核苷酸序列清楚的呈现出来。荧光标记的DNA探针能够与目标序列结合发出荧光，杂交之后的DNA片段能够直接在荧光显微镜下观察到。经过10%中性缓冲福尔马林固定、石蜡包埋的组织放到切片上面，DNA首先经过变性成为单链DNA，随后与探针DNA有序结合。结合完成之后，多余的探针DNA被洗涤缓冲液清洗掉，同时，细胞核被特定的DNA染色剂4',6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）染色会发出蓝色荧光。杂交之后的探针信号可以在荧光显微镜下观察到。
【主要组成成分】
由MYC断裂探针、BCL6断裂探针、CCND1/IGH融合探针、BCL2/IGH融合探针组成。
	试剂
	规格
	主要成分

	
	5人份/盒
	10人份/盒
	20人份/盒
	

	MYC断裂探针
	50μL/管×1管
	100μL/管×1管
	200μL/管×1管
	荧光标记探针、甲酰胺、氯化钠、柠檬酸三钠、硫酸葡聚糖

	BCL6断裂探针
	50μL/管×1管
	100μL/管×1管
	200μL/管×1管
	荧光标记探针、甲酰胺、氯化钠、柠檬酸三钠、硫酸葡聚糖

	CCND1/IGH融合探针
	50μL/管×1管
	100μL/管×1管
	200μL/管×1管
	荧光标记探针、甲酰胺、氯化钠、柠檬酸三钠、硫酸葡聚糖

	BCL2/IGH融合探针
	50μL/管×1管
	100μL/管×1管
	200μL/管×1管
	荧光标记探针、甲酰胺、氯化钠、柠檬酸三钠、硫酸葡聚糖

	DAPI复染液
	125μL/管×1管
	250μL/管×1管
	500μL/管×1管
	DAPI、对苯二胺、甘油


试剂盒中不包含但对该项检测必需的组份：
荧光原位杂交样本处理试剂盒（荧光原位杂交法） （备案证号：豫郑械备20150132号，含预处理缓冲液、胃蛋白酶溶液、洗涤缓冲液I、洗涤缓冲液II和胃蛋白酶粉末）
其他未提供试剂： 
二甲苯、乙醇（70%、85%、无水）、去离子水和橡皮胶。
【储存条件及有效期】
-20℃±5℃避光保存，有效期为12个月。
运输条件：运输温度不超过8℃，时间不超过一周。
【适用仪器】
荧光原位杂交仪；
荧光显微镜，其中
物镜：建议使用100倍消色差浸油类型物镜可取得满意效果。
镜油：在浸油式物镜上使用的镜油应为低水平自发荧光配方，并专门在荧光显微镜上使用。
滤光片：建议顾客使用探针前向滤片组供应商了解所使用的滤片组的详细情况，以便选择与标记荧光染料相适应的滤片组。
绿色荧光：激发波长为496nm，发射波长为520nm。
橙色荧光：激发波长为551nm，发射波长为572nm。
[bookmark: OLE_LINK12]【样本要求】
10%中性缓冲福尔马林固定，固定时间6～48h，参照病理技术规范要求取材、脱水、石蜡包埋并制成蜡块。蜡块应避免与酸、强碱接触，并避免过热，蜡块应在通风、干燥的专用蜡块柜中储存。
【检验方法】
一、检测仪器及设备
荧光原位杂交仪、荧光显微镜、微波炉、压力锅、离心机和水浴锅。
2、 检验方法
1.试剂配制
胃酶消化液：每50mL胃蛋白酶溶液加入1管胃蛋白酶粉末（0.1g），并放入37℃±1℃恒温水浴锅中保温备用。
2样本处理及切片制备
2.1 样本于常温下在10%中性缓冲福尔马林缓冲液中固定6～48h，为了达到最佳的和均匀的固定与石蜡包埋效果，样本大小不宜超过0.5cm3。
2.2标准操作和石蜡包埋，使用高质量的石蜡。渗透和包埋应在低于65℃下进行。
2.3切成3～5μm厚度的切片。
3切片预处理程序
3.1 55℃～65℃烤片3h以上（过夜）。
3.2 提前预热胃酶消化液，使其温度达到37℃保温备用。
3.3 二甲苯中室温浸泡3次，10min/次。
3.4 无水乙醇中室温浸泡2次，5min/次。
3.5依次85%、70%乙醇中室温处理切片3min。
3.6去离子水清洗3次，2min/次。
3.7用微波炉将适量的预处理缓冲液煮沸后，然后使其处于保温状态，放入切片修复20min，或是在压力锅内加入适量的预处理缓冲液，高压修复5min。
3.8取出切片，用去离子水洗涤3次。将切片加入提前配制预热的胃酶消化液中，消化15±10min。
注：根据不同的组织（细胞）类型及切片厚度，消化时间有所不同，一般来讲，建议预实验找到样本的最佳消化时间。
3.9去离子水清洗3次，2min/次。
3.10脱水
依次在70%乙醇、85%乙醇、无水乙醇溶液中各处理2min，晾干。
[bookmark: _Toc176679207]4FISH操作步骤
[bookmark: _Toc176679209]注：荧光基团遇强光会产生光漂白现象。将含有荧光基团的试剂与切片避光有助于减少此效应。所有需避光的步骤均在暗处进行。FISH 实验操作过程中请注意防护，试剂勿与皮肤直接接触。
4.1 样本变性与杂交
4.1.1将含有MYC断裂探针、BCL6断裂探针、CCND1/IGH融合探针、BCL2/IGH融合探针的杂交液从冰箱取出，瞬时离心，用移液器取10μL至各个样本。滴加至目标区域。
4.1.2盖上盖玻片，避免气泡，橡皮胶封片。
4.1.3 将切片放入杂交仪，83℃变性6min，40℃过夜杂交。
注：杂交期间片子不能干！
4.2 杂交后的处理
4.2.1提前30min将洗涤缓冲液I水浴加热到72℃±1℃，小心除去橡皮胶。
4.2.2将切片置于洗涤缓冲液II中，放置5～10min，除去盖玻片。
4.2.3 将切片置于洗涤缓冲液I（水浴加热到72℃±1℃）中，上下提拉切片1～3s，放置3min。
4.2.4室温条件下，将切片置于洗涤缓冲液II中，上下提拉1～3s，处理切片2min。
4.2.5在70%、85%的乙醇溶液中依次放置2min。
4.2.6避光晾干样本。
注：考普林缸中每次最好同时放置4张切片，当最后一张切片放入考普林缸时开始计时。
5 DAPI复染液染色、封片
滴加10μL DAPI复染液到石蜡切片上，避免气泡，盖上盖玻片，-20℃避光孵育10～20 min。
6镜检
将切片取出，于荧光显微镜下观察（长期保存应放于-20℃）。
【阳性判断值】
计数100个肿瘤细胞，分析样本中MYC、BCL6、CCND1/IGH、BCL2/IGH基因异常情况。
针对MYC，当异常细胞数＞10%时判为阳性，MYC基因发生断裂，当异常细胞数≤10%时判为阴性，MYC基因未发生断裂。
针对BCL6，当异常细胞数＞10%时判为阳性，BCL6基因发生断裂，当异常细胞数≤10%时判为阴性，BCL6基因未发生断裂。
针对CCND1/IGH组合，当异常细胞数＞10%时判为阳性，CCND1/IGH基因发生融合，当异常细胞数≤10%时判为阴性，CCND1/IGH基因未发生融合。
针对BCL2/IGH组合，当异常细胞数＞10%时判为阳性，BCL2/IGH基因发生融合，当异常细胞数≤10%时判为阴性，BCL2/IGH基因未发生融合。
【检验结果的解释】
对于BCL6，在正常细胞中，存在两个融合的橙绿信号，提示BCL6基因未发生断裂；在异常细胞中，存在至少有一组橙色和绿色分离信号，提示BCL6基因发生断裂。
对于MYC，在正常细胞中，存在两个融合的橙绿信号，提示MYC基因未发生断裂；在异常细胞中，存在至少有一组橙色和绿色分离信号，提示MYC基因发生断裂。
对于CCND1/IGH组合，在正常细胞中，存在两个橙色和两个绿色信号，提示CCND1/IGH基因未发生融合；在异常细胞中，存在至少一组橙绿融合信号，提示CCND1/IGH基因发生融合。
对于BCL2/IGH组合，在正常细胞中，存在两个橙色和两个绿色信号，提示BCL2/IGH基因未发生融合；在异常细胞中，存在至少一组橙绿融合信号，提示BCL2/IGH基因发生融合。
结果分析注意事项：
1.样本需随机计数细胞。
2.计数细胞必须是各通道信号均清晰可辨的细胞。
3.杂交不均匀的区域不要分析。
4.细胞核轮廓不清或有重叠的不要分析。
5.背景深影响信号判断的区域不要分析。
6.如果超过25％的细胞核内信号太弱，则该区域不要进行分析。
7.如果超过10％的细胞质内有信号，则该区域不要进行分析。
8.计数结果需有两个参与人员独立完成，结果一致方可认定。
[bookmark: OLE_LINK1]【检测方法的局限性】
1. 本试剂盒只用于体外诊断。适用于患者BCL6、MYC、CCND1/IGH、BCL2/IGH基因异常情况的检测，不能用于其他基因突变方式的检测。
1. 本试剂盒的检出结果仅供临床参考，检测结果的临床判定均应结合患者医疗病史和其它临床诊断结果进行综合评估，不能作为临床诊治的唯一依据。
3. 检测结果如与细胞病理学特征不符，应核实病理诊断或重新检测。
4. 本产品的性能指标是基于说明书所述检测程序获得，对该程序进行更改，可能会改变该检验的结果。
【产品性能指标】
1. 荧光信号强度
探针与外周血培养的淋巴细胞制成的对照片杂交后，在荧光显微镜下，应发出可被肉眼识别的荧光信号。
2. 灵敏性
在外周血培养的淋巴细胞制成的对照片上，BCL6分析50个处于中期分裂相细胞的100条3号染色体，至少有98条显示一个BCL6基因位点标记的橙绿融合信号。
在外周血培养的淋巴细胞制成的对照片上，MYC分析50个处于中期分裂相细胞的100条8号染色体，至少有98条显示一个MYC基因位点标记的橙绿融合信号。
在外周血培养的淋巴细胞制成的对照片上，CCND1/IGH分析50个处于中期分裂相细胞的100条11号染色体和14号染色体，在11号染色体上，至少有98条显示一个CCND1基因位点标记的橙色荧光信号，在14号染色体上，至少有98条显示一个IGH基因位点标记的绿色荧光信号。
在外周血培养的淋巴细胞制成的对照片上，BCL2/IGH分析50个处于中期分裂相细胞的100条18号染色体和14号染色体，在18号染色体上，至少有98条显示一个BCL2基因位点标记的橙色荧光信号，在14号染色体上，至少有98条显示一个IGH基因位点标记的绿色荧光信号。
3.特异性
在外周血培养的淋巴细胞制成的对照片上，BCL6分析50个处于中期分裂相细胞的100条3号染色体，在3号染色体长臂上（3q27），至少有98条显示一个BCL6基因位点标记的橙绿融合信号。
在外周血培养的淋巴细胞制成的对照片上，MYC分析50个处于中期分裂相细胞的100条8号染色体，在8号染色体长臂上(8q24)，至少有98条显示一个MYC基因位点标记的橙绿融合信号。
在外周血培养的淋巴细胞制成的对照片上，CCND1/IGH分析50个处于中期分裂相细胞的100条11号染色体和14号染色体，在11号染色体长臂上（11q13），至少有98条显示一个CCND1基因位点标记的橙色荧光信号，在14号染色体长臂上（14q32），至少有98条显示一个IGH基因位点标记的绿色荧光信号。
在外周血培养的淋巴细胞制成的对照片上，BCL2/IGH分析50个处于中期分裂相细胞的100条18号染色体和14号染色体，在18号染色体长臂上（18q21），至少有98条显示一个BCL2基因位点标记的橙色荧光信号，在14号染色体长臂上（14q32），至少有98条显示一个IGH基因位点标记的绿色荧光信号。
【注意事项】
1.本试剂盒仅用于体外检测，必须经过严格培训的专业人员使用。
2.本试剂盒实验操作过程中，需戴乳胶手套操作，避免试剂接触肌肤。如不慎接触，立即用大量水冲洗。
3.实验过程中的废弃样本及实验废弃物，需作为医疗废物统一回收处理。
4.为得到理想的结果，需确保试剂按照说明书正确配制，正确储存。
5.使用前请仔细阅读本说明书。
6.实验过程中的常见问题及处理方法（见下表）：


	问题
	可能的原因
	推荐的解决方案

	无信号或信号微弱
	样本及探针变性不充分
	确保切片进行变性时温度在83℃±2℃；
将切片变性时间延长1～2min。

	
	未添加探针
	探针充分解冻，短暂离心，确保移液器吸取到探针试剂。

	
	探针用量不足
	确保移液器吸取准确，探针加入量达到10uL；
请不要稀释探针；
使用前确保探针解冻充分并达到室温。

	
	切片干燥不充分
	探针滴加至切片前，确保切片上的乙醇溶液已经完全挥发。

	
	探针干燥太快
	探针滴加后应立即将盖玻片覆盖目标区域；
进行洗涤时，一次只能移除一张切片上的盖玻片，并且在移除下一张之前立即将切片浸入洗涤缓冲液中。

	
	杂交时盖玻片下有气泡形成
	放盖玻片时要覆盖探针表面，轻轻挤压以便挤出气泡。

	
	杂交条件不合适
	确保遵守杂交所规定的时间和温度；
橡皮胶封片时勿留缝隙；
根据情况，调整杂交时间和温度。

	
	洗涤缓冲液或洗涤条件不正确
	确保按照产品说明书要求配制洗涤缓冲液；
确保洗涤缓冲液的温度达到洗涤步骤所规定温度；
切片浸入洗涤缓冲液前移去盖玻片。

	
	探针或样本切片储存不正确
	确保探针-20℃±5℃避光保存；
将未杂交切片干燥后置于-20℃长期保存或者室温短期保存；
将杂交后切片置于-20℃避光保存。

	
	观察时所选用的滤片组不合适
	使用正确滤片组观察探针荧光情况；
详情请咨询河南赛诺特生物技术有限公司技术支持部门。

	
	显微镜构造及物镜不适宜观察FISH样本，或者滤片组损伤
	请联系显微镜制造商。

	玻片背景过强
	样本制作前玻片清洗不够干净
	将玻片浸入无水乙醇中，制片前用无绒纸巾擦干。

	
	杂交后洗涤不充分
	确保洗涤缓冲液按说明书配制；
确保按说明书操作；
确保洗涤缓冲液温度正确；
移去盖玻片，重复洗涤步骤。

	
	洗涤缓冲液使用时间太长或不正确储存
	确保洗涤缓冲液2℃～8℃储存，配制7天后或者经常使用的洗涤缓冲液应丢弃。

	复染过弱
	复染时间短
	将切片依次置于70％乙醇、85％乙醇和无水乙醇
中各1min进行梯度脱水后再复染。

	
	复染液陈旧或过度光照
	确保复染液-20℃±5℃避光保存；
确保复染液未失效。
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【基本信息】
备案人/生产企业：河南赛诺特生物技术有限公司
住所：郑州高新技术产业开发区翠竹街1号109号
联系方式：0371-56596916
售后服务单位名称：河南赛诺特生物技术有限公司
联系方式：0371-56596916
生产地址：郑州高新技术产业开发区翠竹街1号109号7楼
生产备案凭证编号：豫郑食药监械生产备20140010号（更）
【医疗器械备案凭证编号/产品技术要求编号】豫郑械备20190260号
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