[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK44][bookmark: _Toc29714][bookmark: _Toc22409]人Twist1基因甲基化检测试剂盒（荧光PCR法）使用说明书

【产品名称】
通用名称：人Twist1基因甲基化检测试剂盒（荧光PCR法）
【包装规格】 20人份/盒 、50人份/盒
【预期用途】
本试剂盒用于体外定性检测尿脱落细胞中膀胱癌相关Twist1基因甲基化状态。
膀胱癌是世界上常见的恶性肿瘤之一，也是引起泌尿系统肿瘤患者死亡的第二大肿瘤，早期发现膀胱癌可以增加手术保留膀胱的机会并提高患者总体生存率。研究发现可以在膀胱癌组织和患者尿液中检测到膀胱癌相关Twist1基因存在过度甲基化，检测Twist1基因甲基化状态可以用于初诊膀胱癌的辅助诊断。
本试剂盒采用甲基化特异性实时荧光PCR法检测尿脱落细胞中膀胱癌相关Twist1基因的甲基化状态，是一种初诊膀胱癌辅助诊断方法。本试剂盒适用于血尿、尿频、尿急和尿痛等临床上疑似膀胱癌、临床诊断建议进行膀胱镜检查患者的辅助诊断。本产品仅作为现有诊断方法的补充和辅助，供临床医师参考。
[bookmark: _Toc15106][bookmark: _Toc5967]【检验原理】
本产品包括两个步骤：
步骤I，用试剂盒I将提取的基因组DNA进行亚硫酸氢盐转化，未发生甲基化的胞嘧啶被转化为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧啶不变。
步骤II，将亚硫酸氢盐转化的DNA（Bis-DNA）做PCR扩增，试剂中含有膀胱癌相关Twist1基因甲基化特异性引物探针和内标基因（GAPDH）引物探针。甲基化特异性引物探针能与甲基化膀胱癌相关Twist1基因序列特异性结合，可以在PCR反应中特异地检测出甲基化序列。同时，内标基因（GAPDH）可监控每个样本的提取及PCR反应管的扩增情况，从而避免假阴性或部分抑制结果的发生。另外，试剂盒还提供了阳性对照品和阴性对照品，需在每一次检测中同时加入。
[bookmark: _Toc10379][bookmark: _Toc25066]

【主要组成成分】
试剂盒I：亚硫酸氢盐转化试剂盒（离心柱型）
	组分
	主要成分
	体积

	
	
	20人份
	50人份

	1.转化液
	亚硫酸氢钠
	2管
	5管

	2.缓冲液
	 NaOH
	520μL
	1.3mL

	3.结合液
	异硫氰酸胍
	8mL
	20mL

	4.漂洗液
	纯化水
	2.4mL
	6mL

	5.脱磺液
	 NaOH
	4mL
	10mL

	6.洗脱液
	Tris-HCl、EDTA
	600μL
	1.5mL

	7.吸附柱
	硅胶膜
	20个
	50个

	8.收集管
	/
	20个
	50个



试剂盒II：PCR扩增试剂盒
	试剂组分
	主要成分
	体积

	
	
	20人份
	50人份

	1. PCR MIX 
	dNTP、10×PCR Buffer、DNA聚合酶
	200μL
	500μL

	2. 引物探针混合液
	目的基因及内标基因(GAPDH)的引物和探针
	100μL
	250μL

	3. 阴性对照品
	白细胞DNA和1×TE Buffer
	60μL
	100μL

	4. 阳性对照品
	膀胱癌组织DNA和1×TE Buffer
	60μL
	100μL


注：不同批号的试剂盒中各组分不可以互换使用
其它需要自备的试剂及耗材如下：
●  核酸提取或纯化试剂（通用型）：备案号皖芜械备20190002、货号GE50或GE100；
●  无水乙醇（分析纯，浓度高于99.5%）、异丙醇；
●  1.5mL、2mL收集管； 带滤芯枪头，包括100μL、200μL、1mL； 八联管或96孔板。
【储存条件及有效期】 
1. 本试剂盒I常温储存；试剂盒II置于-20℃±5℃储存，有效期为6个月。
2. 开封后24小时内可在2℃～8℃储存，避免反复冻融5次以上。
3. 试剂盒I常温运输，试剂盒II采用泡沫箱加干冰密封运输、运输时间不超过4天、开箱温度不高于-15℃。
【适用仪器】
[bookmark: OLE_LINK28]  有FAM和CY5荧光通道的荧光定量PCR仪：ABI 7500。
【样本要求】
    尿脱落细胞的采集和存储：
[bookmark: _Toc7352_WPSOffice_Level3][bookmark: _Toc8525_WPSOffice_Level3]留取尿样于尿样本采集管内，尿量体积为100-200mL。尿样采集后常温下保存不超过24小时，2~8℃保存不超过48小时，可离心制备尿细胞沉渣。细胞沉渣-20±5℃可以保存一个月；-70℃及以下可以保存12个月。
【检验方法】
1. 核酸提取
使用安徽达健医学科技有限公司生产的核酸提取或纯化试剂（通用型）（医疗器械备案凭证编号：皖芜械备20190002），操作流程见试剂盒说明书，操作步骤摘要如下：
1.1 取15μL阴性对照品、阳性对照品及尿细胞沉渣，分别加入500μL裂解液（如有沉淀50℃水浴溶解），30μL蛋白酶K，充分混匀后70℃裂解40min。
1.2 短暂离心，加入200μL异丙醇，充分混匀。
1.3 短暂离心，将1.2液体全部加入吸附柱中，12000rpm离心1min，弃废液。
1.4 向吸附柱中加入600μL 漂洗液Ι一次，12000rpm离心30s，弃废液。
1.5 向吸附柱中加入600μL 漂洗液Π进行两次洗脱，12000rpm离心30s，弃废液。
1.6 向吸附柱中加入洗脱液50-100µL，室温静置3min，然后12000rpm离心2min，收集DNA 。
注：提取的核酸不适合用核酸微量测定仪的结果及 OD260/OD280 来判定核酸质量，尿脱落细胞DNA样本于-20±5℃储存不超过30天。
2. 工作液的制备（在试剂准备区进行）
2.1  20测试漂洗液的制备
  将9.6mL无水乙醇加入到漂洗液瓶中，旋紧瓶盖，上下颠倒5次，彻底混匀。在瓶侧面的标签上标记好稀释时间，签名并在“已加入无水乙醇”的方块“□”内标记“√”。
2.2  50测试漂洗液的制备
  将24mL无水乙醇加入到漂洗液瓶中，旋紧瓶盖，上下颠倒5次，彻底混匀。在瓶侧面的标签上标记好稀释时间，签名并在“已加入无水乙醇”的方块“□”内标记“√”。
2.3  转化液的配制
首先将转化液离心30s，然后添加750μL纯化水和210μL缓冲液到转化液中，室温下涡旋振荡10min，使其充分溶解。制备好的转化液对光很敏感，所以尽量减少在光下的暴露，一管转化液为10测试用量，转化液应当在制备后立刻使用，-20±5℃条件下不超过7天。冷冻保存后的转化液，使用前常温下充分溶解振荡离心后使用。
3. 亚硫酸氢盐转化（在样本处理区进行）
3.1 预先打开金属浴，37℃恒温。
3.2 各取45µL提取后的阳性对照品、阴性对照品、45μL待测尿液DNA样本（若提取的DNA样本浓度高于45ng/µL，用纯化水稀释至45ng/μL，使DNA总投入量为2µg；低于45ng/µL样本取45μL参与转化）于新的1.5mL离心管中。
3.3 每管加入5µL缓冲液于步骤3.2中的1.5mL离心管中，配置成50µL体系涡旋混匀样本，短暂离心。
3.4 将3.3步骤样本置于金属浴37℃恒温孵育15min。
3.5 孵育完成后，向每个样本中加入100µL预先制备的转化液，混匀并短暂离心。
3.6 将3.5步骤样本置于金属浴，50℃避光孵育12~16小时。
3.7 样本置于冰上（0~4℃）孵育10min。
3.8 将吸附柱置于收集管中，向吸附柱中加入400µL结合液。
3.9 将步骤3.7中的样本加入吸附柱中（含有结合液），盖紧管盖上下颠倒混匀数次。
3.10 全速离心30s，弃废液。 
3.11 向吸附柱中加入100µL漂洗液，全速离心30s，弃废液。
3.12 向吸附柱中加入200µL脱磺液，室温（20℃～30℃）孵育15～20min，之后全速离心30s，弃废液。
3.13 向吸附柱中加入200µL漂洗液，全速离心30s。重复加入200µL漂洗液，全速离心1min，弃废液及收集管。
3.14 将吸附柱放入1.5mL无菌离心管中，向吸附柱的膜中间部位悬空滴加20µL洗脱液，洗脱转化DNA，全速离心1min，收集Bis-DNA。
注：获取的Bis-DNA应立即用于后续实验，或者-20±5℃保存不超过3天。
4. PCR设置
4.1  PCR扩增试剂准备（在试剂准备区进行）
●  从冰箱中取出试剂盒，室温下解冻。待完全融化，充分混匀后离心备用。
●  按照下列表格配置PCR反应液（每次反应需要设置阳性对照品和阴性对照品）。
	试剂成分
	用量/人份（μL）

	PCR MIX
	10

	引物探针混合液
	5

	总量/测试
	15


● PCR反应液充分混匀后，以每管15μL分装于PCR八联管（八联管做好标记），转移至样本处理区。剩余试剂放回-20±5℃保存。
4.2 加样（在样本处理区进行）
●  取5μL阳性对照品、阴性对照品以及待检样本的Bis-DNA，分别加入到分装好的PCR八联管中。八联管盖紧管盖，短暂离心，将管壁液体离心至管底。
5. PCR扩增（在PCR扩增检测区进行）  
●  将PCR八联管放置在仪器样本槽相应位置，并记录摆放顺序。  
●  仪器检测通道选择：Reporter Dye1（Twist1基因）：FAM，Quencher Dye1：none； Reporter Dye2(GAPDH基因)：CY5，Quencher Dye2：none；Passive Reference：none。
●  对应检测孔的设定：在扩增反应开始前，将待检样本和对照品设定为“Unknown”。
●  设置PCR反应条件
	荧光程序
	温度（℃）
	时间
	循环数
	荧光信号收集

	第一步
	95
	5 min
	1
	否

	第二步
	95
	15 s
	20
	否

	
	64
	30 s
	
	否

	第三步
	95
	10 s
	35
	否

	
	61
	31 s
	
	是



【阳性判断值】
	Twist1
	△Ct
	样本检测结果

	Ct≤20
	△Ct≤10
	阳性

	
	△Ct＞10
	阴性

	Ct＞20
	/
	阴性


本产品阳性判断值的研究采用临床来源尿液样本。阳性判断值研究入组（包括建立和验证）有效样本数共计164例，样本来源包括膀胱癌患者、肾细胞癌患者、前列腺癌患者、输尿管癌患者、肾盂癌患者、输尿管炎、尿路上皮增生、膀胱无病变人群等。
采用百分位数法确定内标基因的Ct值的范围，内标基因Ct值≤25时判定样本合格。采用ROC曲线法和约登指数确定试剂盒阳性判断值为10。当ΔCt值≤10时判断为阳性，ΔCt值＞10时判断为阴性。
注：△Ct值（目的基因Ct值-内标基因Ct值）
【检测结果的解释】
1. 阈值设定
可按仪器自动输出，也可根据仪器的使用说明手动调整基线，将阈值设定在荧光值对数图的线性部分，从软件中导出数据并读取Ct值，若基因无扩增时，Ct值定义为35。
2. 试剂盒有效性判定
●  阴性对照品：FAM通道检测不应有曲线升起，CY5通道检测有扩增且Ct值≤25。
●  阳性对照品：FAM单独有扩增，或者FAM和CY5通道检测均有扩增（呈典型的S型曲线）且Ct值≤25。
★同时符合以上两个条件，此次检测视为有效。
3. 样本有效性判定
若内标基因检测（CY5通道）有扩增且Ct值≤25，则可继续分析；若内标基因检测（CY5通道）Ct值＞25或无扩增，但目的基因（FAM通道）有扩增且Ct值≤25，则可继续分析；若内标基因检测（CY5通道）Ct值＞25或无扩增，目的基因（FAM通道）也无扩增或有扩增但Ct值＞25，则无法继续分析，需重复检测。
4. 甲基化检测结果的判定
4.1 若样本目的基因Twist1基因（FAM通道）有扩增(呈典型的S型曲线)，Ct值≤20，且△Ct值（目的基因Ct值-内标基因Ct值）≤10，则判定该样本Twist1基因检测结果为阳性；若△Ct值>10，则判定该样本Twist1基因检测结果为阴性。
4.2 若样本目的基因Twist1基因（FAM通道）有扩增(呈典型的S型曲线)，Ct值> 20，△Ct值（目的基因Ct值-内标基因Ct值）不论大小，均判定该样本Twist1基因检测结果为阴性。
4.3 若内标基因检测（CY5通道）Ct值>25或无扩增，目的基因（FAM通道）也无扩增或有扩增但Ct值>25，需重复检测。重复检测判读标准同4.1和4.2项。若重复检测内标基因检测（CY5通道）Ct值>25或无扩增，需要重新采集样本检测。
【检测方法的局限性】
1. 两个试剂盒需联合使用，以确保检测有效性。
2. 由于膀胱癌检测依赖于样本中肿瘤DNA的量，所以可能受样本收集过程、样本储存方式、病人个体因素（如年龄，其它疾病）以及肿瘤级别影响，样本的采集、制备和存储均应按照要求进行，否则将影响检查结果，导致假阴性的检测结果。
3. 本检测试剂盒检测结果仅供临床参考，不作为确诊膀胱癌的诊断证据，任何受检样本Twist1基因检测呈阳性的患者还应接受膀胱镜的进一步检查确诊。
4. 由于上尿路肿瘤与膀胱癌的组织同源性强，试剂盒临床试验对上尿路肿瘤（肾盂癌和输尿管癌）有一定的检出率（50.9%），本产品检测结果为阳性且通过膀胱镜检查显示膀胱无病变的受检者，建议通过其它临床检查手段排查上尿路肿瘤。
【产品性能指标】
1. 产品性能指标
1.1 阳性符合率
检测3份企业阳性参考品，结果均为阳性。
1.2阴性符合率
检测4份企业阴性参考品，结果均为阴性。
1.3最低检出限
1.3.1检测3份企业检出限参考品，检出限参考品应能检出。
1.3.2使用临床阴性尿液样本为背景基质，对临床膀胱癌患者尿液样本进行不同梯度稀释，进行最低检出限研究，结果表明本试剂盒最低可以检出核酸浓度为5ng/μL、甲基化比例为5%的临床阳性样本。
1.4精密度
1.4.1检测1份企业阴性精密度参考品，10次重复，结果全部为阴性。
1.4.2检测1份企业弱阳性精密度参考品，10次重复，结果全部为阳性。
1.4.3检测1份企业中阳性精密度参考品，10次重复，结果全部为阳性，计算所测得Twist1基因Ct值的变异系数（CV），均不高于5%。
1.4.4使用精密度参考品分别对三批试剂盒在ABI7500荧光PCR仪上由两位实验人员在不同的实验室进行连续20天的检测，结果显示在日内、日间、人员间、设备间、实验室间和批间实验结果均符合要求，且中阳性参考品Twist1基因Ct值的变异系数（CV）小于5%。
2. 其它干扰
    干扰实验显示，样本中含有以下干扰物：尿酸（1.4mmol/L）、葡萄糖（55mmol/L）、抗坏血酸（170μmol/L）、白蛋白（60g/L）、酮体（12mmol/L）、尿胆原（10.65μmol/L）、亚硝酸盐（120mg/L）、pH为8.0、氨（107μmol/L）、甘油三酯（37mmol/L）、血红素（2g/L）、维生素C（170μmol/L，常用药物如盐酸左氧氟沙星（1.08g/L）、四环素（780mg/L）、青霉素（27g/L）、头孢克肟（426.6mg/L）、布洛芬胶囊（478.8mg/L）、感冒灵胶囊（9g/L）对检测结果无影响。膀胱癌常用灌注治疗药物卡介苗（360mg/L）、丝裂霉素（120 mg/L），表柔比星（150mg/L）会影响检测的敏感性，因此接受化疗药物治疗后1个月内勿留样检测。
3. 交叉反应
试剂盒检测转化前的尿液样本、非目标的其它基因甲基阳性的尿液样本、常见尿道微生物样本及尿道相关良性病变，均无交叉反应；试剂盒检测其它恶性肿瘤患者尿液样本（肾细胞癌、前列腺癌、肝癌、胃癌、输尿管癌、肾盂癌），结果显示：该产品与输尿管癌和肾盂癌存在一定的交叉反应，与其它恶性肿瘤无交叉反应。
4. 准确性
    选择138例样本进行准确性研究，得出阳性符合率为100%，阴性符合率为96.67%，符合率为97.83%。根据临床疾病的类型分为膀胱癌组、正常人组、干扰组和上尿路肿瘤组，一致性分别为：97.30%、100%、96.08%和100%。
5. 临床有效性
通过三家临床机构共纳入1233例临床有效样本的验证，本试剂盒对膀胱癌检测的灵敏度为88.2%、特异性为86.8%，总符合率为87.2%。
【注意事项】
1. 实验室注意事项
（1）应避免实验过程中的交叉污染，包括DNA提取，亚硫酸氢盐转化和DNA洗涤等过程。
（2）为防止在DNA提取过程中核酸酶混入样本，建议使用一次性的移液管和枪头，这样可以避免不同样本间的交叉污染。检测实验应该由精通DNA提取和荧光定量PCR分析的专业实验人员完成。
（3）为防止PCR扩增产物的污染，建议严格区分PCR步骤，分为DNA的提取及转化、PCR试剂的配置和荧光定量PCR扩增。
2. 微生物及感染状态
   为了避免样本中任何潜在的生物危险，检测样本应视为具有传染性物质，避免接触到皮肤和黏膜；样本的处理建议在可防止气雾外流的生物安全柜中操作，样本制备区所用过的试管、吸头需打入盛有消毒剂的容器，并与废弃物一起灭菌后方可丢弃； 样本操作和处理均需符合相关法规要求：卫生部《微生物和生物医学实验室生物安全通用准则》和《医疗废物管理条例》。
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