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乳腺癌TOP2A基因检测试剂盒（荧光原位杂交法）说明书 

【产品名称】 

通用名称：乳腺癌TOP2A基因检测试剂盒（荧光原位杂交法）  

【包装规格】10人份/盒，20人份/盒。 

【预期用途】 

该产品用于定性检测确诊为乳腺癌患者的石蜡包埋乳腺癌组织切片中的TOP2A基因异常。该产品未与具体药物联合进行临床试验，仅针对靶基因突变的检测性能进行验证。 

TOP2A基因（Topoisomerase II alpha，TOPIIα）编码DNA拓扑异构酶IIα，是核基质成分之一，在核内发挥作用。能调节核酸空间结构动态变化，参与DNA的复制、转录、

重组及修复过程。TOP2A基因参与乳腺癌细胞的复制，存在TOP2A基因异常的患者预后差，无复发生存期缩短，尤其是TOP2A基因缺失的患者预后更差。基因扩增提示肿瘤有

复发的可能，或者远期的疗效下降。临床试验结果显示TOP2A基因分层后治疗有利于延长乳腺癌患者的生存期。因此，正确检测和评定乳腺癌的TOP2A状态至关重要。 

本品以确诊为乳腺癌患者的石蜡包埋乳腺癌组织切片为检测对象，用荧光原位杂交的方法检测乳腺癌细胞中是否存在TOP2A 基因异常。本产品检测结果仅代表对TOP2A 基

因的检测结果，可作为指导乳腺癌化疗及药物治疗的一项辅助检测手段，为临床医生个体化用药提供参考。 

【检验原理】 

荧光原位杂交是一项在体外直接观察细胞中特定核酸的技术。根据碱基互补配对的原则，特定的DNA序列与细胞内的目标序列互补结合。由于探针带有荧光，在合适的激发

光照射下，杂交探针及目标DNA能够在荧光显微镜下被清楚地观察到。本试剂盒提供2种探针，分别为17号染色体着丝粒上部分区段同源探针和TOP2A基因位点探针。杂交完

成后单个细胞内相应区段的数量可以被清晰地显示。杂交包括以下几个步骤：首先需要将石蜡包埋的组织切片进行老化，预处理；其次将DNA变性为单链，再与探针杂交；杂交

完成后，通过一系列的洗涤，将多余的未结合探针洗去，再用DAPI（4，6-二脒基-2-苯吲哚盐酸）将细胞核复染成蓝色；最后用荧光显微镜在合适的滤镜下观察DAPI及探针发出

的荧光信号。 

【主要组成成分】 

组分名称 
规格 

数量 主要成分 
10 人份/盒 20 人份/盒 

TOP2A 杂交液 100μL/管 200μL/管 1 管 CSP17 和 GSP TOP2A 探针，甲酰胺、SSC、硫酸葡聚糖 

DAPI 复染剂 100μL/管 200μL/管 1 管 DAPI 和抗褪色液 

以下仪器及材料需自备： 

<制片>  防脱载玻片；恒温箱。<预处理> 二甲苯；无水乙醇；去离子水；胃蛋白酶（1:10000，Sigma）；20×SSC（上海生工）；圆形玻璃染色缸；热台（可加热至 100±5℃）；

胃蛋白酶反应液（4mg/mL胃蛋白酶/0.02moL/L HCL）：0.2g胃蛋白酶 + 49mL灭菌水 + 1ml 1mol/L HCL。<样品和探针同时变性> 18×18mm盖玻片（上海生工）、镊子、橡皮胶

（rubber cement）、平板加热器、杂交盒、恒温水浴锅（37±1℃）。<杂交后洗涤及复染> 无水乙醇；NP-40（上海生工）；20×SSC（上海生工）；圆形玻璃染色缸；恒温水浴锅（37

±1℃）；22×22mm盖玻片； 

洗液I（2×SSC）：36mL纯水+ 4mL 20×SSC，总体积40mL； 

洗液II（0.1% NP-40/2×SSC）：36mL纯水+ 4 mL 20×SSC+ 40μL NP-40，总体积40mL； 

【储存条件及有效期】  -20±5℃避光干燥保存；有效期 12 个月。 

以下环境或条件下，试剂性能无变化：①25℃光照度20000Lux环境下保存2小时，547Lux环境下保存24小时。②37℃避光保存3天；③25℃开甁保存10小时；④模拟运输

环境（低温）5天内；⑤反复冻融5次。一般，随着保存时间延长和/或温度升高，信号强度下降，灵敏度降低，检测背景的加深，信号判读开始出现偶然性。 

【适用仪器】各种荧光显微镜，适合DAPI（367/452）、Green（496/520）、Orange（552/576）观察的滤块。 

【样本要求】 

1. 适用标本类型：石蜡包埋的组织样本切片 

2. 标本的固定：从取材到固定间隔不超过1小时，固定的时间以6-48小时为宜 

3. 固定液类型：10%中性福尔马林固定液 

4. 切片厚度：3～5μm之间 

5. 载玻片: 多聚赖氨酸处理 

6. 保存和运送：石蜡包埋组织切片样本应室温防尘保存和运送，保存期为12个月 

【检验方法】 

1  玻片预处理 

1.1 玻片放入65±5℃恒温箱中烤片过夜； 

1.2 取出玻片，将其放入室温二甲苯中15分钟； 

1.3 取出玻片，再将其放入另一缸室温二甲苯中15分钟； 

1.4 取出玻片，再将其放入室温无水乙醇中10分钟； 

1.5 取出玻片，再将其放入室温100%乙醇、90%乙醇、70%乙醇各3分钟； 

1.6 取出玻片，再将其放入室温去离子水中3分钟，用无绒纸巾吸取多余水分； 

1.7 取出玻片，再将其放入100±5℃的去离子水中煮片25分钟（切片水平放置于容器中，样本面朝上）； 

1.8 取出玻片，室温晾干； 

1.9 将玻片正面朝上平置，在样本区域滴加适量的胃蛋白酶反应液，消化5～15分钟； 

1.10 将多余液体甩去，玻片放入室温2×SSC 中5分钟； 

1.11 取出玻片，再将其放入另一缸室温2×SSC 中5分钟； 

1.12 取出玻片，再将其依次放入室温70%，90%，100%梯度乙醇脱水各3分钟； 

1.13 取出玻片，室温晾干。 

关键点：胃蛋白酶的反应时间需要通过预试验进行确定。可以使用同批制备的样本片按所述方法进行预试验，通常以 5 分钟为间隔时间。例如，分别测试消化时间为 5 分钟、10

分钟和15分钟，完成“玻片预处理”后，可以在明场下，使用10×或 20×物镜观察组织消化状态；或者直接进行 DAPI 复染，进行消化状态判断。 

2  样品和探针同时变性（避光操作） 

2.1 从-20℃冰箱中取出杂交液，震荡混匀，瞬时离心； 

2.2 加10μL的杂交液到杂交区域，迅速盖上18×18mm盖玻片，轻压使杂交液均匀分布，避免产生气泡； 

2.3 用橡皮胶沿盖玻片边缘封片，完全覆盖盖玻片和载玻片接触的部位； 

2.4 将玻片放在85±1℃的热台上，变性5分钟（注意:使用前必须确认温度准确）； 
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2.5 将玻片放入预热的湿盒或杂交盒中，避光，37±1℃孵育过夜（10～18小时）。 

3  杂交后洗涤及复染（避光操作） 

3.1 将玻片取出，轻轻撕去橡皮胶，移去盖玻片（若盖玻片难以去除，可以将其放入洗液I中微微摇晃，以利于其脱落）； 

3.2 玻片放入 37±1℃洗液 I（2×SSC）中 10 分钟； 

3.3 取出玻片，再将其放入37±1℃洗液 II（0.1% NP-40/2×SSC）中 5 分钟； 

3.4 取出玻片，再将其放入室温 70%乙醇中3 分钟； 

3.5 取出玻片，暗处自然干燥玻片； 

3.6 室温，滴加10μL DAPI复染剂到22×22mm的盖玻片, 载玻片目标区域朝下，轻放于盖玻片上，轻压，避免产生气泡，在暗处存放，待观察。 

注意事项： ①上述所列举试剂均在圆形染色缸中配制（每种试剂体积均为40mL），每个染色缸最多可放入5片切片。非室温溶液，在操作开始前需提前预热反应试剂至指定温度。

在洗涤过程中，可间隔2～3分钟轻轻晃动染色缸，提高洗涤效果。 ②杂交后样本在4℃避光至少可以保存7天。 

4  结果分析 

相关荧光和DAPI需用合适的滤块观察。其中， CSP17 探针显示绿色信号；GSP TOP2A 探针为红色信号。 

4.1 使用合适的滤镜，在40×物镜下寻找，在100×物镜下计数； 

4.2 调整合适的焦距，对信号和背景有明确的概念；信号点因位于细胞内；当细胞外存在荧光信号点时, 要注意与细胞内信号点区分，最好能避开该区域进行计数； 

4.3 扫视几个肿瘤细胞区域, 选择一个有很好核分界的区域, 要求细胞核大小一致,边界完整,DAPI染色均匀,核无重叠, 17号着丝粒探针(绿色)信号清晰； 

4.4 从选择区域的左上角开始分析，从左到右扫视，观察多个视野；  

4.5 组织要求 

a 只计数发病的肿瘤组织 

b 避免在坏死区域及核边界不清的区域计数 

c 需要主观辨别的核不计数 

d 跳过信号弱及没有特定信号或高背景的核计数 

4.6 转至100×物镜，调整焦距，在核的不同层次找到所有信号点； 

4.7 在每个核内计数信号点；调焦找到每个核内的所有信号点，计数一个区域内的两个信号，没有信号或只有一种颜色信号的核不计数，只计数每种颜色有1 个或更多FISH信号

的；记录观察到的细胞总数（信号数目正常及异常）； 

4.8 计数方法 

在60个核内计数GSP TOP2A（红色）和CSP17（绿色）信号，分别计数GSP TOP2A和CSP 17的信号总数，再计算GSP TOP2A与CSP17比率。 

5 质量控制 

5.1 内对照：杂交的组织和细胞中75%的细胞核显示出双色信号时，视为试验成功。可以将信号正常的细胞作为内对照，对杂交特异性进行监控。 

5.2 外对照：每次检测都必须同时做质控片，质控片必须和病例样本一同操作，来对比操作的过程。对于一个新试剂盒，必须先做一个质控片。质控片为 FISH 检测阳性和阴性的

组织片，可以购买商品化对照片或者选择已知的对照样本按照上文所述方法自行制片。质控片结果分析方法同上，计数 60 个细胞核中各信号点的数目。荧光信号计数结果必须和

质控来源相同，如果质控片无法达到分析的要求，则该批实验结果不可以被分析。 

5.3 对于临床样品，如果杂交信号不明确，该次试验被认为是无法判断结果；同样地，如果可用于分析的细胞数目不足，该次试验也被认为是信息不足。 

6 试验结果的判定 

按计数要求进行计数，当如下情况时： 

a. GSP TOP2A众多信号连接成簇； 

b. GSP TOP2A / CSP17（红色/绿色）≥2.0； 

c. GSP TOP2A / CSP17（红色/绿色）＜0.8； 

d. 0.8≤GSP TOP2A / CSP17（红色/绿色）＜2.0； 

若满足情况a)、或b)，判定为扩增；若满足情况c)，判定为缺失； 若满足情况d)，判定为无异常； 但当GSP TOP2A / CSP17的比值在0.7～0.9或1.8～2.2之间时，需要谨慎

解释结果，先排除计数细胞中是否存在大量正常核信号类型，可以增加计数细胞重新计算比值进行结果判断。假如在计数区域存在主观辨别的核或信号弱或高背景情况，有可能干

扰到信号判断，应再拿一张组织切片重新进行实验。 

【参考范围】 

通过临床标本的验证，最终确定本试剂盒的参考值为：当GSP TOP2A / CSP17（红色/绿色）的比值≥2.0时，可判定为扩增；当GSP TOP2A / CSP17（红色/绿色）的比值＜0.8

时，可判定为缺失。以GSP TOP2A/CSP17比值1.8～2.2作为TOP2A扩增判断的临界值，以0.7～0.9作为TOP2A缺失判断的临界值。 

【检验结果的解释】 

研究表明，TOP2A异常方式常表现为缺失或扩增，本试剂盒提供两色探针，CSP17信号作为内对照，用以检测17号染色体单体或多体的现象。 

示例：样本检测 

临床质控使用已知的对照样本制片，按说明书所述与未知样本同时进行样本预处理，进行变性和杂交，最后经杂交后洗涤和复染进行结果分析。图1示本试剂盒的特异性检测

结果；图2示临床质控片的检测结果；图3、图4示未知样本检测结果。 

    

图 1                            图 2                             图 3                            图 4  

结果： 

图1所示的人外周血培养细胞片杂交结果正常，荧光信号仅出现在预期的靶区域，未见交叉杂交，试剂质量合格，可以用于样本检测。 
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图2示临床质控片检测结果，在样本的癌巢区可见细胞核内TOP2A基因信号成簇（红色），符合“扩增”判断标准，同时可见杂交信号正常细胞［内对照：GSP TOP2A / CSP17

（红色/绿色）=1］，试验结果符合预期，可以进行未知样本的结果判断。 

图3 GSP TOP2A众多信号连接成簇，符合“扩增”判断标准。报告格式为：样本检测结果为TOP2A基因扩增。 

图4 GSP TOP2A / CSP17（红色/绿色）的比值=0.6，符合“缺失”判断标准。报告格式为：样本检测结果为TOP2A基因缺失。 

【检验方法的局限性】 

本试剂盒只用于体外诊断，适用于10%中性福尔马林固定的石蜡包埋人类乳腺组织间期细胞核中的TOP2A基因和17 号染色体状态的检测，不应使用其它类型的标本和固定

剂。样本及制片质量都会影响本试剂盒的检测结果。本试剂盒的检出结果仅供临床参考，假如实验结果与临床所见不符，应由病理医生和临床医生进行会诊，不能单独作为确诊或

治疗的依据。 

【产品性能指标】 

分析性能评估结果表明，作为固定剂的中性福尔马林和用于包埋的石蜡不会干扰试验结果。通过临床试验与同类检测试剂进行比较，本试剂盒的阳性符合率99.4%、阴性符合

率100%、总符合率均达99.9%。 

【注意事项】 

1. 本试剂盒只用于体外检测。 

2. 实验前请仔细阅读本说明书。 

3. 实验室管理应严格按照细胞遗传实验室的管理规范，实验人员必须进行专业基础和技能培训，熟悉荧光显微镜的操作。 

4. 为了避免样本中任何潜在的生物危险，检测样品应视为具传染性，避免接触到皮肤和粘膜；样本的处理建议在可防止气雾外流的生物安全柜中操作，试剂准备需生物安全柜，

实验过程中穿工作服，带一次性手套，使用自卸管移液器。 

5. 对每次实验进行质量控制。 

6. 配制试剂除特别说明外，均使用纯化水配制。 

7. DAPI复染剂包含有DAPI和对苯二胺，DAPI 有潜在致突变作用，避免直接和皮肤或者粘膜接触；对苯二胺是已知的皮肤致敏源和可能的呼吸道致敏源，避免吸入，食入或

与皮肤接触；探针及变性液中含有甲酰胺是一种致畸物，操作过程中请注意防护，避免与皮肤及粘膜接触。如果试剂接触到眼睛或皮肤，请立即用大量水冲洗，如有不适症

状需及时就医。 

8. 荧光素在光照下易淬灭，所有含荧光素的试剂都需要避光。所有步骤中包含荧光素试剂的操作都需要避光；高倍镜长时间观察会发生荧光衰减，导致荧光图像反差减弱，可

以减少激发光强度，从而缓减荧光衰减；观察计数时切勿长时间照射同一视野，以防止荧光淬灭。 

9. 溶液、水浴、烘箱的温度非常关键，需使用合格温度计进行校准，使用前须确定温度准确。 

10. 有毒有害试剂处理需按照相应程序处理。 

11. 在观察信号时，应根据情况随时调节显微镜焦距，准确观察位于细胞核不同平面上的信号以免遗漏。 

12. 本产品提供的试剂不含有人源或动物源性物质。 
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