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费城染色体样急性淋巴细胞白血病（Ph-like ALL）检测试剂盒

(荧光原位杂交法)产品说明书

【产品名称】

通用名称：费城染色体样急性淋巴细胞白血病（Ph-like ALL）检测试剂盒(荧光原位杂交法)

英文名称：Ph-like ALL FISH Probe Kit

【包装规格】5人份/盒、10 人份/盒、20人份/盒

【型 号】I型

【预期用途】

费城染色体样急性淋巴细胞白血病（Ph-like ALL）又称为 BCR-ABL-Like ALL，是一类高危 B 系急性淋

巴细胞白血病，常见于儿童及青少年，占 B-ALL 患者的 20%。本产品用于检测费城染色体样急性淋巴细胞白

血病 11个相关基因的断裂状态，指导费城染色体样急性淋巴细胞白血病的治疗及预后评估。

【检验原理】

FISH（荧光原位杂交）利用荧光标记的 DNA探针与标本 DNA上的互补区域杂交的一种分子检测技术，

在荧光显微镜下，DNA探针上的荧光基团在一定波长的激发光激发后会发出一定颜色的荧光信号，从而评价

样本中基因状态，基本操作步骤包括：样本制备，样本预处理，DNA和探针共变性和杂交，杂交后洗涤、复

染、结果判读。

【主要组成成份】

名称 组成

ABL1 双色探针 ABL1,3’探针，橙色、ABL1,5’探针，绿色

ABL2 双色探针 ABL2,3’探针，橙色、ABL2,5’探针，绿色

CSF1R and PDGFRB 双色探针 CSF1R and PDGFRB,3’探针，橙色、CSF1R and PDGFRB,5’探针，绿色

CRLF2 双色探针 CRLF2,3’探针，橙色、CRLF2,5’探针，绿色

JAK2双色探针 JAK2,3’探针，橙色、JAK2,5’探针，绿色

EPOR双色探针 EPOR,3’探针，橙色、EPOR,5’探针，绿色

IL2RB 双色探针 IL2RB,3’探针，橙色、IL2RB,5’探针，绿色

NTRK3 双色探针 NTRK3,3’探针，橙色、NTRK3,5’探针，绿色

PTK2B 双色探针 PTK2B,3’探针，橙色、PTK2B,5’探针，绿色

TSLP双色探针 TSLP,3’探针，橙色、TSLP,5’探针，绿色

TYK2 双色探针 TYK2,3’探针，橙色、TYK2,5’探针，绿色

染色液 DAPI、甘油等

试剂盒未提供但必需的实验试剂：氯化钾、甲醇、冰醋酸、无水乙醇、纯水、荧光原位杂交样品处理试

剂盒（酶缓冲液、预处理液、洗液 1、洗液 2、胃蛋白酶）

注：探针设计模式图见附件

【储存条件及有效期】

避光保存在-20℃±5℃，有效期 1年。开瓶使用后不影响产品有效期；生产日期及有效期见标签。

【适用仪器】

本试剂盒结果分析在荧光显微镜下进行，探针选用橙绿荧光标记，以下是荧光的激发、发散波长信息：

绿色荧光：激发波长为 496nm，发散波长为 520nm

橙色荧光：激发波长为 552nm，发散波长为 576nm

DAPI： 激发波长为 340nm，发散波长为 488nm

【样本要求】

1、适用样本类型：外周血、骨髓。

2、载玻片：粘附载玻片。

3、样本采集：8-10ml外周血或者 3-5ml 骨髓，注入肝素钠抗凝管中，防止凝固。

【样本处理】

（一）样本处理方法及制片

1、取 8-10ml外周血或者 3-5ml骨髓，2000rpm 离心 10分钟，外周血小心吸取中间的白沫层，骨髓小心除去

上清液；

2、加 10ml的 37℃预热低渗液（0.075mol/L 氯化钾溶液），吹打混匀，于 37℃水浴锅中水浴 30分钟；

3、加 2ml新制固定液（甲醇和冰乙酸按 3：1 的比例混合），轻轻混匀，然后 2000rpm 离心 8 分钟，弃去上

清液，轻弹重悬；

4、缓慢加入 10ml新制固定液，轻轻混匀，室温静置 8分钟，2000rpm离心 8分钟，弃去上清液，轻弹重悬，

进行固定，重复该步骤 2-3次，直至细胞沉淀洗白洗干净；

5、加入适量的新制固定液，取一张干净的载玻片，取 3-5µl细胞悬液滴加到载玻片上，室温下晾干；

6、用 10 倍物镜在显微镜下观察细胞密度，要求细胞无重叠，单个视野下有 100-200个为宜。如果细胞密度

及数目合适，继续下面的步骤；如果细胞有重叠，则再加入适量的新制固定液稀释细胞悬液，混匀后取 3-5µl
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悬液观察；如果细胞密度低，则 2000rpm离心 5分钟小心吸去适量上清液，混匀后取 3-5µl悬液观察；

7、将制备好的浓度适宜的细胞悬液，根据实验需求，制备相应数量的滴片，取干净的载玻片，取 3-5µl混匀

的细胞悬液滴加到载玻片上，待干燥后用钻石笔在玻片背面画出样本区域；

8、室温过夜老化或 56℃烘烤半小时；

注：若样本量太少，则可进行细胞培养来扩大样本量。

【检验方法】

一 试验前准备

（一） 试剂准备

（1）胃蛋白酶工作液配制

实验开始前，打开恒温水浴锅，调节水温至 37±1℃，取 50 ml酶缓冲液于染缸中，并放入水浴锅，预热

至缸内溶液温度为 37±1℃。酶消化前，先取 25mg胃蛋白酶用 0.5ml纯水溶解成 50mg/ml的胃蛋白酶母液，

然后取100µl胃蛋白酶母液加入到37±1℃的酶缓冲液中，充分溶解后，备用，剩余胃蛋白酶母液保存于-20±5℃。

（2） 洗液（次日准备）

在洗涤开始前，打开恒温水浴锅，调节水温至 73±1℃，取 50 ml洗液 1于染缸中，并放入水浴锅，预热

至缸内溶液温度为 73±1℃；另取 50 ml洗液 2于染缸中，室温放置。

二、实验步骤

（一）预处理

1、将玻片浸入室温的预处理液中，处理 10分钟；

2、将玻片浸入 37±1℃胃蛋白酶工作液中消化 10分钟；

3、将玻片浸入室温的预处理液中，处理 2分钟；

4、玻片依次浸入 70%、85%、100%的酒精溶液中脱水，各 1分钟；

5、室温风干玻片；

（二）共变性及杂交（避光条件下进行）

1、将保湿条在纯水中浸润后放置在杂交仪的对应卡槽中，确保杂交仪表面干净无物；

2、打开杂交仪，设置或选择以保存的程序：73℃变性 3分钟，37℃杂交过夜（16-20小时）；

3、从-20±5℃冰箱取出探针，震荡混匀，瞬时离心；

4、取 10µl 探针，滴加到玻片的目标区域上，盖上盖玻片，注意避免气泡，并用封片胶密封盖玻片边缘；

5、将封好的玻片，放到杂交仪上，启动变性杂交程序；

（三）杂交后洗脱及复染（避光条件下进行）

1、杂交结束后，在杂交仪中取出玻片，去除封片胶与盖玻片；

2、将玻片浸入 73±1℃洗液 1中，轻轻涮洗 2分钟；

3、将玻片浸入室温洗液 2中，洗涤 1分钟；

4、将玻片浸入 70%的酒精溶液中，洗涤 1分钟；

5、将玻片取出，暗处自然干燥玻片；

6、加 10µl 染色液至样本中心区域，盖上盖玻片并压紧，暗处-20±5℃保存 20分钟后在荧光显微镜下观察；

【FISH结果观察】

1、在荧光显微镜下选用合适的滤光片组观察结果；

2、在 10×物镜下寻找到区域，在 100×物镜下计数；

3、调整焦距，寻找合适的区域，要求细胞核边界完整，染色液染色均匀、核无重叠，橙绿信号点清晰；

4、在选择区域内，在核的不同层次找到所有信号点，对每个核内信号点进行计数，对于没有信号，信号弱或

只有一种颜色信号的细胞核不计数；

主要的信号类型结果显示

信号类型

信号记录 2融合 1橙 1绿 1融合 2橙 2绿 1橙 1融合

细胞判读 阴性细胞 典型阳性细胞 阳性细胞 阳性细胞

注：完成杂交的玻片置于-20±5℃避光储存。

【设定阴性阈值】

（一）阈值设定方法

阴性阈值=平均值+3倍标准差

随机选取 20例及以上的正常人外周血细胞或骨髓细胞，按照样本处理要求进行处理，制备阴性阈值参考片。

每张阴性参考片随机计数 200个细胞，观察每个核内的橙色和绿色信号点。当橙绿信号点之间的距离大于等

于一个信号点直径时则记为 1个橙色信号（O）和 1个绿色信号（G），否则记为 1个融合信号（F），计算出

FISH 阳性细胞的总数及百分比，统计百分比的平均值及标准差，即可算出阴性阈值；

（二）阈值设定举例
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本公司随机选取了 20例正常人外周血细胞，按照上述样本处理要求进行处理，制备阴性阈值参考片。参照上

述方法进行观察、计数和统计结果，各探针的阈值如下：

名称 平均值（%） 标准差（%） 阈值（%）

ABL1 双色探针 4.55 1.94 10.37

ABL2 双色探针 4.15 2.78 12.48

CSF1R and PDGFRB 双色探针 2.73 1.87 8.33

CRLF2 双色探针 12.98 7.07 34.18

JAK2 双色探针 3.05 1.16 6.53

EPOR双色探针 2.08 1.52 6.63

IL2RB 双色探针 3.8 1.74 9.03

NTRK3 双色探针 10.3 4.27 23.12

PTK2B双色探针 4.55 2.55 12.21

TSLP 双色探针 3.2 1.42 7.45

TYK2双色探针 4.9 1.63 9.8

注：以上阈值仅供参考，实验室初次使用本试剂盒时，应按该方法进行实验室阴性阈值设定。

【计数方法与结果判断】

计数至少 200 个细胞，出现两个融合信号记为阴性细胞，出现 1橙 1绿 1融合、2橙 2绿、1橙 1融合、1绿

1融合、2橙 1绿、2绿 1橙等情况时记为阳性细胞。

若阳性细胞率大于阴性阈值时，则视为阳性；若阳性细胞率等于阴性阈值时，应加大计数数目，如果仍小于

或等于阴性阈值，则视为阴性；若阳性细胞率小于阴性阈值时，则视为阴性。

【注意事项】

1. 本试剂盒仅用于科研。

2. 实验前请仔细阅读本说明书。

3. 请在有效期内使用。

4. 使用过的试剂和样本，应视为生物制品废弃物妥善处理。

【基本信息】

备案人/生产企业名称：苏州百远生物科技有限公司

住所/生产地址：苏州工业园区双圩路 9号 1幢

联系方式：0512-88856768

售后服务单位名称：苏州百远生物科技有限公司

【说明书修改日期】2019-07-24

附件：探针设计模式图

ABL1探针设计模式图

Cen 9q34.12 ABL1 Tel

5， ABL1 3，

ABL2探针设计模式图

Cen 1q25.2 ABL2 Tel

3， ABL2 5，

CRLF2探针设计模式图

Tel Xp22.33 and Yp11.2 CRLF2 Cen

3， CRLF2 5，

CSF1R/PDGFRB探针设计模式图

Cen 5q32 CSF1R and PDGFRB Tel

3， CSF1R 5，3， PDGFRB 5，

430kb 640kb

550kb 620kb

600kb 670kb

680kb 460kb
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EPOR 探针设计模式图

Tel 19p13.2 EPOR Cen

3， EPOR 5，

IL2RB 探针设计模式图

Cen 22q12.3 IL2RB Tel

3， IL2RB 5，

JAK2探针设计模式图

Tel 9p24.1 JAK2 Cen

5， JAK2 3，

NTRK3 探针设计模式图

Cen 15q25.3 NTRK3 Tel

3， NTRK3 5，

PTK2B探针设计模式图

Tel 8p21.2-21.1 PTK2B Cen

3， PTK2B 5，

TSLP探针设计模式图

Cen 8q24 TSLP Tel

5， TSLP 3，

TYK2 探针设计模式图

Tel 19p13.2 TYK2 Cen

3， TYK2 5，

630kb830kb

660kb 660kb

770kb650kb

590k
b

500kb

450kb 640kb

630kb 620kb

460kb 830kb


