
人APOE基因分型检测试剂盒（荧光PCR-酶切法）说明书
【产品名称】

通用名称：人APOE基因分型检测试剂盒（荧光PCR-酶切法）
【包装规格】
12测试/盒、24测试/盒。
【预期用途】
本试剂盒用于体外定性检测人全血样本DNA中APOE基因的6种基因型，即ε2/ε2（rs429358T/T, rs7412T/T）、ε2/ε3（rs429358T/T, rs7412T/C）、ε3/ε3（rs429358T/T, rs7412C/C）、ε2/ε4（rs429358T/C, rs7412T/C）、ε3/ε4（rs429358T/C, rs7412C/C）和ε4/ε4（rs429358C/C, rs7412C/C）。

本试剂盒的检测结果仅代表对APOE基因的分型结果，具体临床应用时，临床医生须结合病例的实际情况进行综合判断，不能以本试剂盒检测结果作为临床诊治的唯一依据。

载脂蛋白E是一种糖蛋白，参与血脂的运输、存储和排泄，在人体脂质代谢中起重要作用。APOE基因多态性被认为是高脂蛋白血症的易感基因，该基因的两个功能性SNP rs429358（c.388T>C，Cys130Arg）和rs7412 （c.526C>T，Arg176Cys）构成3种单倍型，分别是E2(rs429358T-rs7412T)、E3 (rs429358T-rs7412C)、 E4 ( rs429358C-rs7412C)。由三种单倍型构成6种不同的基因型(ε2/ε2、ε3/ε3、ε4/ε4、ε2/ε3、ε2/ε4 和ε3/ε4)。根据文献报道，他汀类药物对E2变体的高血脂症患者的降脂疗效较好，而对E4变体的患者疗效较差。
【检验原理】
本试剂盒通过实时荧光PCR平台完成对APOΕ基因分型的检测。分别针对APOΕ基因Cys130Arg（c.388T>C）和Arg176Cys（c.526C>T）位点设计了4管检测体系，实现对临床样本的APOΕ基因单核苷酸多态性位点进行基因分型，基因分型信号由VIC指示，内控信号由FAM指示，内控同时用于对样本质量、反应试剂和操作的质控。针对每一个位点，首先通过双引物实现对待检区域序列的扩增，再通过双特异性探针实现对两个SNP位点的检测，最后通过反应后检测VIC通道信号变化趋势判断基因位点的型别，以FAM通道信号的变化趋势监控样本和试剂是否正常。

【主要组成成分】

本试剂盒由8联PCR反应预装液、APOE阳性质控品、APOE阴性质控品组成，试剂盒组成详见表1。

本试剂盒的检测体系采用 8联PCR反应管设计，每一条APOE 8联PCR反应管检测2个样品。APOE 8联PCR反应管管身标有数字1~8(或PCR管两端各有一小孔，小孔居侧端为1号管，小孔居中端为8号管)，1~4和5~8依次为管1~管4检测体系（含内控）。管盖上有缺口或标有数字的一头对应管1检测体系。每条8联PCR反应管所检测的反应体系和荧光信号见表2。

表1. 试剂盒组成
	序号
	组分
	主要成分
	规格及数量

	
	
	
	12测试/盒
	24测试/盒

	1
	8联PCR反应预装液
	PCR Buffer、dNTP、引物、探针和酶液
	共6条
	共12条

	2
	APOE 阳性质控品
	阳性质粒
	100 μL/管，共1管
	200 μL/管，共1管

	3
	APOE 阴性质控品
	含有内标模板的溶液
	100 μL/管，共1管
	200 μL/管，共1管


表2. 8联PCR反应管编号及对应检测

	编号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	检测体系
	管1
	管2
	管3
	管4
	管1
	管2
	管3
	管4

	荧光信号
	VIC, FAM
	VIC, FAM
	VIC, FAM
	VIC, FAM
	VIC, FAM
	VIC, FAM
	VIC, FAM
	VIC, FAM


注1：不同批号试剂盒中各组份不能互换使用，否则会影响检测结果的准确性。

注2：试剂盒未提供但检测需用到的设备、耗材及试剂有荧光PCR扩增仪、生物安全柜、离心机、移液器、带滤芯的吸头（灭菌）、一次性薄膜手套、无粉乳胶手套以及配液可能会用到的ΕP管、核酸提取或纯化试剂（粤穗械备20150224号）等。

【储存条件及有效期】
-15℃以下避光储存，有效期为12个月。

尽量避免反复冻融，开瓶反复冻融次数不超过3次。采用低温运输方式（-5℃以下）进行运输，运输时间不应超过6天，且到货后按照-15℃以下冷冻保存。

生产日期及失效日期见包装标签。

【适用仪器】
ABI 7500荧光定量PCR仪、Roche cobas z 480荧光PCR仪、宏石SLAN-96荧光PCR仪。

【样本要求】
1. 本试剂盒适用于全血样本提取的基因组DNA样本检测，且采集全血样本时需用ΕDTA或柠檬酸钠抗凝。
2. 所选取的血液样本首选新鲜的样本，血液样本室温保存应不超过4天，（2~8）℃存放应不超过5天，如需长期保存，需存放于-15℃以下。-15℃以下保存应不超过9个月，-60℃以下保存应不超过18个月。建议抗凝全血样本-15℃以下保存冻融次数不超过6次，应尽量避免反复冻融。

3. 提取的样本DNA需用紫外分光光度计测定浓度和纯度，其DNA浓度应不低于10 ng/ μL，OD260/OD280在1.6-2.0之间。若样本DNA不符合以上质量标准需要重新提取，否则可能会影响检测结果准确性。

4. DNA样本室温保存应不超过4天，2-8℃保存应不超过12天，-15℃以下保存应不超过9个月，-60℃以下保存应不超过18个月。建议DNA样本-15℃以下保存，冻融次数不超过6次，应尽量避免反复冻融。
【检验方法】
建议反应体系配制和加样过程均在冰上完成。
样本DNA提取试剂需另行配置（推荐使用广州市宝创生物技术有限公司的核酸提取或纯化试剂，粤穗械备20150224号），样本处理方法和样本DNA提取及纯化过程需参考相应提取试剂盒说明书进行。
取出APOE阴性质控品和阳性质控品先解冻再震荡混匀，然后将8联PCR反应预装液、APOE阴性质控品和阳性质控品瞬时离心，置于冰盒上。

轻轻揭开8联PCR反应管的管盖，将上述备好的样本DNA、阴性质控品和阳性质控品取5 μL，按顺序依次加入到8联PCR反应管中，小心盖上管盖，瞬时离心，准备上机。

将8联PCR反应管放入实时荧光PCR仪器中，记录反应管顺序。在PCR扩增仪上进行扩增反应，运行并保持源文件。VIC为目标信号，FAM为内标信号。

PCR扩增程序如下：
	步骤
	温度
	时间
	循环数
	信号

	1
	95℃
	2 min
	1 cycle
	/

	2
	95℃
	10 s
	10 cycles
	/

	
	72℃
	30 s
	
	/

	3
	95℃
	10 s
	30 cycles
	/

	
	60℃
	1 min
	
	收集信号

	
	72℃
	30 s
	
	/


5. 结果分析与记录

a. 基线的确定：在实验中，一般选择曲线波动较小，较稳定的那段作为基线，用户可根据实际情况自行酌情调整。终点要避免覆盖信号已经开始有明显增长的地方。且以起点与终点之间最好能间隔12 个循环以上为原则。

b. 阈值的确定：在阴性对照无扩增的情况下，阈值设定在无典型扩增曲线样本的最高点，且阴性对照未检出为原则，确定起始阈值。

注意：不同的反应液应分别单独确定各自的基线和阈值后，再进行各自分析。
【阳性判断值或者参考区间】
1. 试剂有效性判断

（1）目标信号为VIC，内标信号为FAM。如内标FAM信号形成典型的扩增曲线，继续下一步。反之，则反应失败。

（2）阴性质控品：管1~管4的FAM通道检测结果Ct值≤23.0，VIC通道检测结果应无Ct值或无典型扩增曲线。
（3）阳性质控品：

管1：FAM通道Ct值≤23.9，VIC通道Ct值≤24.9；

管2：FAM通道Ct值≤24.3，VIC通道Ct值≤25.2；

管3：FAM通道Ct值≤23.7，VIC通道Ct值≤25.7；

管4：FAM通道Ct值≤24.4，VIC通道Ct值≤27.4。
2. 样本检测结果判断

内标FAM通道Ct值应≤25，在内标值正常的情况下，分别计算管1和管2、管3和管4的目的通道Ct（VIC）值的差值，即ΔCt1=管1（VIC）Ct-管2 （VIC）Ct或ΔCt2=管3（VIC）Ct-管4 （VIC）Ct。

检测结果分析如下所示：

	序号
	差值
	管1
	管2
	管3
	管4

	1
	-5≤ΔCt1≤5
	+
	+
	/
	/

	2
	ΔCt1＜-5或管2（VIC）无Ct值
	+
	-
	/
	/

	3
	ΔCt1>5或管1（VIC）无Ct值
	-
	+
	/
	/

	4
	-5≤ΔCt2≤5
	/
	/
	+
	+

	5
	ΔCt2＜-5或管4（VIC）无Ct值
	/
	/
	+
	-

	6
	ΔCt2>5或管3（VIC）无Ct值
	/
	/
	-
	+


注：表中“+”代表阳性，“-”代表阴性。

【检验结果的解释】

1. 每次实验均需检测阴性质控品以及阳性质控品，结果满足质量控制要求时方可进行检测结果的判定；

2.设置了基线和阈值后,仪器会给出各样本的相应Ct值并根据相应的阴阳性结果来判读样本基因型，具体判读方法见下表：

	序号
	管1
	管2
	管3
	管4
	结果判断

	
	
	
	
	
	碱基对应位点
	基因型

	
	
	
	
	
	rs429358
	rs7412
	

	1
	+
	-
	+
	-
	TT
	TT
	ε2/ε2

	2
	+
	-
	+
	+
	TT
	TC
	ε2/ε3

	3
	+
	-
	-
	+
	TT
	CC
	ε3/ε3

	4
	+
	+
	+
	+
	TC
	TC
	ε2/ε4

	5
	+
	+
	-
	+
	TC
	CC
	ε3/ε4

	6
	-
	+
	-
	+
	CC
	CC
	ε4/ε4

	7
	除上述情况外的其它情况，请重新检测或询问技术支持人员


注：表中“+”代表阳性，“-”代表阴性。

【检验方法的局限性】
1. 本试剂盒仅用于体外诊断，检测结果仅供临床参考，不得作为临床诊治的唯一依据，对患者的临床诊治应结合其症状/体征、病史、其它实验室检查及治疗反应等情况综合考虑。
2. 样本核酸过度降解或扩增反应体系中靶基因浓度低于最低检出限亦可造成检测结果的不准确。

3. 不同部位和时期的取样可能会得到不同的检测结果。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假阳性结果。

4. 检测仅限于说明书规定的样本类型、基因型别、适用机型及检测方法。

5. 本试剂盒仅用于定性检测，不适用定量检测。
【产品性能指标】

1. 检测试剂盒对应的阴性参考品，结果均为阴性。

2. 检测试剂盒对应的阳性参考品，结果均为阳性且为相应基因型别。

3. 试剂盒最低检出限可达到0.2ng/ μL基因组DNA样本。

4. 精密度：对试剂盒检测范围内的6种基因型的高浓度（20 ng/μL）、中浓度（2 ng/μL）、靠近检出限的低浓度（0.5 ng/μL）精密度样品进行连续20天的精密度评价，结果均为相应基因型，且检测Ct值的变异系数（CV, %）均不高于5.0%。

5. 交叉实验：金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、白色念珠菌、结核杆菌样本、HBV样本、HCV样本等核酸提取物及APOΕ同源序列（388T>A，388T>G，526C>A，526C>G）等对试剂盒检测均无交叉反应。
6. 干扰实验：样本中常见干扰物质乙醇、白蛋白、血红蛋白、甘油三酯，临床常见药物阿司匹林、奥美拉唑、氯吡格雷、头孢曲松钠、华法林及普伐他汀等均不会对检测结果造成影响。

7. 肝素会影响检测结果，建议全血样本的抗凝剂选择柠檬酸钠或EDTA，同时为保证检测结果的准确性，样本中尽量减少乙醇等有机物的残留。

8. 与Sanger测序对比试验：共检测1078例样本，Cys130Arg（c.388T>C）位点符合率为99.81%，Arg176Cys（c.526C>T）位点符合率为99.91%，基因型总符合率为99.72%；与已上市同类产品对比试验：共检测226例样本，Cys130Arg（c.388T>C）位点符合率为99.56%，Arg176Cys（c.526C>T）位点符合率为100%，基因型总符合率为99.56%。

【注意事项】

1. 本产品仅用于体外诊断，实验前请仔细阅读本说明书。

2. 本试剂盒检测结果会受到样本本身的来源、样本采集过程、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、荧光定量PCR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. 避免在不必要的情况下冻融试剂盒中的试剂。

4. 检测所用DNA的质量非常重要，首选新鲜的血液样本，DNA提取后应进行质控确定提取质量，并应尽快进行试验。

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。

6. 试剂、阳性质控品、检测样本应作为潜在传染性物质进行处理，遵循国家实验室生物安全防范的相关规定，避免对人员环境的污染。操作人员应规范操作，穿着适当的防护服。避免接触皮肤与眼睛。勿排放到排水沟。

7. 应该严格区分质控品和反应试剂的使用，防止污染试剂，造成假阳性。

8. 实验时注意防止外源DNA对试剂的污染，注意先加完阴性质控品和样本DNA后再进行阳性质控品的操作。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枪头。进行反应试剂制备的地点应当与添加模板的地点进行物理隔离。

9. 实验完毕用10%次氯酸钠或75%酒精或紫外线灯处理工作台和移液器。

10. 所有化学药品都具有潜在的危险性。具有PCR实验室上岗证的人员才能使用本试剂盒。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，严格按照生物制品安全操作规范操作。使用过的试剂盒为临床废弃物，应该妥善处理。

【标识的解释】无
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【基本信息】
    注册人/生产企业名称：广州市宝创生物技术有限公司

住所：广州市黄埔区开源大道11号C6栋301室、C6栋401室

    联系方式：020-32077730  32077731  

售后服务单位名称：广州市宝创生物技术有限公司

联系方式：020-32077730  32077731      

生产地址：广州市黄埔区开源大道11号C6栋301室、C6栋401室

生产许可证编号：粤食药监械生产许20091779号
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