前     言

由于药物抗癌的选择作用、个体差异性、多重抗药性（原、继发性）等因素的影响，肿瘤个体对药物的敏感性和耐药性不同，即使是同一组织学类型，分化程度相同的肿瘤对同一药物的敏感性也不同。因此，选择和确定针对个体的化疗敏感药物，既可以减少化疗的盲目性，又可以避免不必要的机体损害和多重抗药性的产生，提高治疗效率。

本试剂盒是通过肿瘤细胞体外给药培养，经生物荧光系统(ATP-TCA)测定活细胞指标ATP，进而判断抗肿瘤药物的敏感性和抗性。具体而言，荧光酶在有氧条件下,可以和底物荧光素结合后催化ATP转变成AMP,并同时释放出荧光（波长为 562nm），测定所产生的荧光强度,可获得ATP的含量。再根据细胞内ATP含量与 细胞活性状态在一定范围内呈线性关系，通过对细胞内ATP含量(10-13～10-5mol/L)的测量可计算出活细胞数量。
由于采用了ATP生物荧光技术，以ATP含量作为测定细胞活性的指标，本试剂盒具有灵敏度高、特异性好、周期短、临床相关性好、可测性高等优点，并配有自动化的扫描设备、统计分析系统，检测分析方便、快捷。

本试剂盒注册号：国食药监械(试)字2005第3070035号

本试剂盒执行标准：YZB/国 0535-2003

医疗器械生产企业许可证：京药管械生产许 20040032 号

本试剂盒主要用途及适用肿瘤类型：

1、体外筛选对肿瘤细胞敏感的化疗药物，为个案化治疗方案提供客观依据； 

2、研究和确定新的化疗方案和治疗原则；

3、评估联合用药方案；

4、研究肿瘤耐药机制；

5、体外筛选新药；

6、适用肿瘤类型：卵巢癌。

试剂盒组成(可测定24种药物):

    组织消化酶 ×2 瓶/冻干         ATP提取液 ×1瓶/25ml

    96孔培养板×4 块              荧光酶-荧光素系统×2瓶/冻干

    培养基 ×1 瓶/200ml            ATP生成抑制剂 ×1瓶/10ml

    红细胞裂解液 ×1瓶/25ml       荧光酶工作液 ×1瓶/25ml

    ATP标准 ×1瓶/冻干            说明书  1份

试剂盒中不包含的试剂和材料：

    无菌0.15M PBS pH 7.2          10ml无菌移液管

    标本浸泡液                     RPMI 1640培养液（不含血清）

    无菌试剂池                     50ml无菌锥形塑料离心管

    多道加样器(200ul)              无菌去离子水                

    无菌平皿                       血细胞计数板

    台盼兰溶液                     细胞培养箱

    荧光发光检测仪                 

1 操作步骤：（以下均为无菌操作）

1.1  标本的处理和运送:

1.1.1实体瘤标本的处理、运送

为了获得足够数量的活肿瘤细胞，要切取肿瘤细胞较多、未坏死液化的部分，标本不应小于1.0克。取出标本后应立即浸入装有PBS或RPM11640培养液的无菌小瓶中,并在最短时间内（3小时内）送抵实验室。标本置于标本浸泡液中浸泡15分钟。

标本浸泡液配方：400u/ml庆大霉素，500ug/ml氨苄青霉素，3ug/ml两性霉素，制霉菌素125u/ml,溶解于RPMI 1640培养液。

1.1.2胸腹水标本的处理、运送

因胸腹水中细胞数量多少不一，应尽量多收集标本，不少于500ml，按 20u/ml的浓度加入肝素抗凝。

1.2  肿瘤细胞悬液的制备:

1.2.1实体瘤

· 组织消化液配制：将10ml RPMI 1640培养液加入到组织消化酶冻干瓶中充分混合溶解，过滤除菌，置于50ml无菌塑料离心管中待用。
· 除去标本浸泡液,剥离肿瘤标本表面的结缔组织、纤维和脂肪，用无菌剪刀将标本剪碎成1mm3的碎块,然后将其转移至含组织消化液的离心管中。

· 将离心管倾斜置于37℃孵育箱中孵育1.5-3小时,每隔15-30分钟振摇一次,使其充分消化。

· 消化结束后用10ml吸管反复吹打消化混合液，使组织块完全分散。
· 洗涤细胞。加入35ml RPMI 1640培养液，混匀后400g离心10分钟，去上清。如有大量红细胞（>25%），参考1.3去除。然后加入35ml RPMI 1640培养液混悬沉淀物，400g离心10分钟，去上清。加入3-5ml培养基混匀制备得细胞悬液。    

· 细胞计数。吸取一定量的细胞悬液,适当稀释后台盼蓝染色计数。

1.2.2胸腹水标本的制备

将肝素抗凝的胸腹水标本， 400g离心10分钟， 弃上清。如有大量红细胞（>25%），参考1.3去除。加入30mlRPMI 1640培养液混悬沉淀物，400g离心10分钟，去上清，加入3-5ml培养基混匀制备得细胞悬液。计数备用。

1.2.3培养的肿瘤细胞系

贴壁细胞。用0.25%胰蛋白酶、0.02%EDTA消化细胞，收集后用20ml培养基400g离心10分钟，弃上清，用3ml培养基混匀细胞，计数后备用。

悬浮细胞。400g离心10分钟，去上清，用3ml培养基混匀细胞，计数后备用。

2.3. 去除红细胞

第一次离心后，去除上清，加入预冷的10ml红细胞裂解液，使细胞悬浮，冰浴5-10分钟后加入20mlRPMI 1640培养液，400g离心10分钟,去上清。红细胞较多的胸腹水标本，冰浴时间延长15-20分钟，并轻摇两次。

1.4  加药步骤

1.4.1准备待测化疗药物

根据待测药物的临床使用剂量及其所对应的血浆峰值浓度（peak plasma concentration,PPC），设定6个检测浓度,即200%、100%、50%、25%、12.5%、6.25%的PPC。每个浓度作2个平行孔。同时设定M0：无药对照孔，MI：最大抑制孔。
注意：必须根据厂家的说明来准备和储存药物。附表列举了化疗药物临床使用剂量与血浆峰值浓度。

· 用培养基来配制800％PPC的待测药物。

· 用多道加样器，向A-G排加入0.1ml培养基。 

· 用可调加样器，向A行各孔中加入0.1ml 800％PPC的待测药物。

· 用多道加样器，从A→F行倍比（2×）稀释药液，最后的0.1ml弃去。这样从A行到F行，药物的浓度是400％-12.5％PPC。

· 用多道加样器，在H1-H12孔中加入0.1ml ATP生成抑制剂，即MI孔（进行下一步前请更换吸头）。
1.4.2细胞接种和培养

一般情况下，细胞接种数量在2-4万/孔之间可以得到比较好的试验结果。

(接种细胞时请严格按下列顺序操作。)

· 计数后，确定接种细胞量。用培养基稀释至细胞密度为20－40万/ml。

· 用多道加样器，从A行到F行，每孔加入0.1ml的细胞悬液,这样，从A行到F行每孔的细胞数为2－4万个,而药物浓度为200％-6.25％PPC。

· 在G行，M0对照孔用多道加样器每孔加入0.1ml细胞悬液。

· 在H行，MI对照孔用多道加样器每孔加入0.1ml细胞悬液。

· 将培养板放置在湿盒内，置于37℃，5％ CO2 饱和湿度的细胞培养箱内培养5－7天。注意：培养期间保持孵箱内湿度大于95％。

1.5  肿瘤细胞生长状态观察

肿瘤细胞接种以后在孵箱中培养5－7天。在此期间应每天该对肿瘤细胞生长状态进行观察，以便及时了解细胞培养情况，如有无细菌或真菌污染，接种是否均匀，肿瘤细胞是否贴壁和伸展，以及其克隆生成情况。

1.6  ATP的提取及荧光测定

完成5-7天培养后，即可提取细胞ATP进行测定。

1.6.1 ATP的提取

（此处严格按下列顺序操作）

· 配制荧光酶-荧光素系统工作液。将12ml荧光酶工作液加入到荧光酶-荧光素系统中，充分溶解混合配成发光工作液，室温避光放置10分钟。 

· 用多道加样器自A-G行顺序将ATP提取液加入96孔培养板，每孔加入50ul，更换吸头向H行加入50ulATP提取液。室温静置5分钟后振荡20-30秒，等待测定。

1.6.2荧光测定

· 完成ATP提取以后，用多道加样器自96孔培养板A-G行顺序依次吸出50ul上清液，更换吸头从H行吸出50ul上清液，对应加入到荧光测定板中。

· 在荧光测定板中每孔加入50ul发光工作液，在微量振荡器上振荡10秒钟，立刻用荧光扫描仪测定。

1.7   ATP标准曲线绘制 

· 向ATP冻干瓶内加入无菌去离子水2ml，充分溶解，溶液浓度为250ng/ml。
· 系列稀释（3倍）ATP溶液，ATP含量依次为 ：250、83.3、27.4、9.1、3.0、1、0.33、0.11ng/ml加入配好的发光工作液，每个浓度取50ul，设3个平行孔即刻进行测量。

· 以每个梯度平均荧光值为纵坐标，ATP含量对数值为横坐标做标准曲线，计算相关系数和变异系数。
2    自动数据传输和分析

测量后，所有数据传输到计算机里并自动生成EXCEL表格形式文件，该表格已经预设定好了公式，自动计算每种药物每个浓度的肿瘤生长抑制率，绘制抑制曲线图，并可自动计算各药物的IC50和IC90，按下列评价标准判定药物敏感性。

3    评价标准  

     以下是肿瘤对化疗药物敏感性的评价标准: 

     高度敏感：IC50<25%PPC及IC90<100%PPC

     中度敏感：IC50<25%PPC及IC90>100%PPC

     轻度敏感：IC50>25%PPC及IC90<100%PPC 

     耐   药 ：IC50>25%PPC及IC90>100%PPC

     IC90：抑制90%肿瘤生长时的血浆峰值浓度

     IC50：抑制50%肿瘤生长时的血浆峰值浓度

     PPC：一定临床用药剂量对应的血浆峰值浓度
注意事项：

· 本试剂盒只限于体外使用。

· 标本处理和实验时务必戴手套并保持无菌。

· 实验和标本处理过程中必须严格无菌操作。

· 有些试剂见光会分解，必须储藏于干燥避光的地方，处理过程中也必须有不透光的铝箔包裹。

· 禁止使用包装破损的培养板，以防止污染。

· 禁止使用过期产品。

· 操作者应注意防范化疗药物可能造成的危害及对环境污染。

5    贮存条件、有效期

2-8℃贮存，有效期6个月。
生 产：北京金紫晶生物医药技术有限公司

地 址：北京经济技术开发区西环南路18号A169室

邮 编：100176

电 话：010-87788430,010-87788116

传 真：010-67718679

Email：tumor_center@126.com
附表 常用化疗药物临床使用剂量与血浆峰值浓度
	Chemotherapeutic Drug
	Clinicaldosage
	100%PPC  ug/ml

	Hydroxyurea
	1000 mg/ m2
	48.3

	Cisplatin (Platinal)
	40-60 mg/ m2
75-80 mg/ m2
100-120 mg/ m2
	2

2.5

3.6

	Carboplatin (Paraplatin)
	300-350 mg/ m2
130 mg/ m2
	25

14

	Oxaliplatin (L-OHP)
	130 mg/ m2
85mg/m2
	4.5

2.2

	Doxorubicin (Adriamycin)
	50-60 mg/ m2
8-10 mg/ m2
	3

	Busulfan
	6 mg/ m2 (oral)
	0.83

	Epirubicin
	90 mg/ m2
	0.78

	Draunorubicin (Daunomycin)
	120 mg/ m2
100 mg/ m2
	0.65

0.41

	Bleomycin (Blenoxan)
	8-10 mg/ m2
	3

	Mitomycin C
	2-3 mg/ m2
6-8 mg/ m2
	0.25

0.75

	Dacarbazin (DTIC)
	375 mg/ m2
250 mg/ m2
	20

15

	Carmustine (BCNU, BICNU)
	70-125 mg/ m2
600 mg/ m2
	2

6.6

	Methotrexate (MTX)
	30 mg/ m2
	2.75

	5-Fluoruracil (5-FU)
	500 mg/ m2
	50

	Gemcitabine
	800-1000mg/m2
	25

	Etoposid (vepesid,Vp-16)
	75 mg/ m2
120 mg/ m2
290 mg/ m2
	8.6

20

34

	Irinotecan (CPT-11)
	50 mg/ m2
165 mg/ m2
350 mg/ m2
	0.72

4.71

7.7

	Topotecan
	1.2-1.5 mg/ m2
	0.7

	Hydrocamptocin
	10-12 mg/ m2
	1.6

	Treosulfan
	1.5-2 mg/ m2
8 mg/ m2
10 mg/ m2
	65

465

600

	Vincristin
	1.4 mg/ m2
	0.4

	Vinorelbine (Navelbine))
	25-30 mg/ m2
	1

	Vinblastin (velban)
	6-10 mg/ m2
	0.8

	Mitoxantron (Novantron)
	10 mg/ m2
6 mg/ m2
	0.6

0.25

	Taxol
	150-2000mg/m2
	4.9ng/ml

	Taxotere (Docetaxal)
	60 mg/ m2
75 mg/ m2
	3.4

4.6

	A.Thiotepa
	20 mg/ m2
	2

	B.M elphalan
	20-25 mg/ m2
	3.38

	Chlorambucil
	20-25mg/m2 (oral)
	1.1

	Ara-c
	300-400 mg/ m2
	25

	Hexamethlmelamine
	200mg/m2 (oral)
	20.6

	4-HC
	Active form of cyclophosamide
	3.00

	Leucovorin
	15 mg /m2
	3.5

	Daclinomycin
	0.5 mg/ m2
	0.08

	Streptozocin (Zanasar)
	1000 mg/ m2
	40

	Raltitrexed
	3 mg/ m2
	0.83
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样品检测结果举例

	
	
	PERCENT TEST DRUG CONCENTRATION
	

	DRUGS/CALCS
	200 
	100 
	50 
	25 
	12.5 
	6.25 

	Drug 1
	2024 
	5576 
	9096 
	13352 
	18396 
	19984 

	
	2200 
	5852 
	10264 
	13988 
	18392 
	20424 

	mean
	2112 
	5714 
	9680 
	13670 
	18394 
	20204 

	Range
	5.89%
	3.42%
	8.53%
	3.29%
	0.02%
	1.54%

	inhibition%
	90.25 
	73.55 
	55.17 
	36.68 
	14.79 
	6.40 

	Drug 2
	44 
	112 
	748 
	5192 
	10220 
	18260 

	
	44 
	112 
	686 
	4960 
	9284 
	15884 

	mean
	44 
	112 
	717 
	5076 
	9752 
	17072 

	Range
	0.00%
	0.00%
	6.11%
	3.23%
	6.79%
	9.84%

	inhibition%
	99.83 
	99.51 
	96.71 
	76.51 
	54.84 
	20.91 

	Drug 3
	408 
	1532 
	4092 
	10612 
	15364 
	20108 

	
	440 
	1716 
	4444 
	11416 
	15352 
	20396 

	MEAN
	424 
	1624 
	4268 
	11014 
	15358 
	20252 

	RANGE
	5.34%
	8.01%
	5.83%
	5.16%
	0.06%
	1.01%

	INHIBIT %
	98.07 
	92.51 
	80.25 
	48.99 
	28.86 
	6.18 

	Drug 4
	9184 
	13668 
	16048 
	17096 
	19644 
	20592 

	
	8576 
	11836 
	14916 
	16576 
	17380 
	21272 

	MEAN
	8880 
	12752 
	15482 
	16836 
	18512 
	20932 

	RANGE
	4.84%
	10.16%
	5.17%
	2.18%
	8.65%
	2.30%

	INHIBIT %
	58.88 
	40.94 
	28.28 
	22.01 
	14.24 
	3.03 

	Drug 5
	352 
	396 
	736 
	748 
	1276 
	2288 

	
	352 
	440 
	656 
	880 
	1452 
	2200 

	MEAN
	352 
	418 
	696 
	814 
	1364 
	2244 

	RANGE
	0.00%
	7.44%
	8.13%
	11.47%
	9.12%
	2.77%

	INHIBIT %
	98.40 
	98.10 
	96.81 
	96.26 
	93.71 
	89.63 

	Drug 6
	2640 
	3256 
	5588 
	9856 
	15444 
	18040 

	
	2420 
	2904 
	5148 
	9504 
	14664 
	17072 

	MEAN
	2530 
	3080 
	5368 
	9680 
	15054 
	17556 

	RANGE
	4.35%
	5.71%
	4.10%
	1.82%
	2.59%
	2.76%

	INHIBIT %
	88.31 
	85.76 
	75.16 
	55.17 
	30.27 
	18.67 

	
	
	
	
	
	
	

	
	AUC
	IC 90
	IC 50
	Index
	
	

	Drug 1
	12944 
	199 
	43 
	323 
	
	

	Drug 2
	18096 
	42 
	12 
	152 
	
	

	Drug 3
	16059 
	90 
	26 
	245 
	
	

	Drug 4
	7630 
	306 
	151 
	433 
	
	

	Drug 5
	18871 
	7 
	3 
	27 
	
	

	Drug 6
	15042 
	204 
	22 
	247 
	
	

	药敏判定
	
	敏感
	中度敏感
	轻度敏感
	耐药
	

	
	　
	　
	　
	　
	Drug 1
	

	
	
	Drug 2
	
	
	
	

	
	
	
	
	Drug 3
	
	

	
	
	
	
	
	Drug 4
	

	
	
	Drug 5
	
	
	
	

	
	　
	　
	Drug 6
	　
	　
	


EXCEL生成的原始数据

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	2024
	2200
	44
	44
	408
	440
	9184
	8576
	352
	352
	2640
	2420

	B
	5576
	5852
	112
	112
	1532
	1716
	13668
	11836
	440
	396
	3256
	2904

	C
	9096
	10264
	748
	686
	4092
	4444
	16048
	14916
	656
	736
	5588
	5148

	D
	13352
	13988
	5192
	4960
	10612
	11416
	17096
	16576
	880
	748
	9856
	9504

	E
	18396
	18392
	10220
	9284
	15364
	15352
	19644
	17380
	1452
	1276
	15444
	14664

	F
	19984
	20424
	18260
	15884
	20108
	20396
	20592
	21272
	2200
	2288
	18040
	17072

	G
	19168
	19756
	23672
	24816
	22704
	23364
	19236
	26752
	20548
	19140
	20548
	19316

	H
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	44
	44
	0
	0
	0


EXCEL生成的药物抑制曲线
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