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技术在诊断膀胱移行上皮细胞癌中的应用"
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"四川省绵阳市中心医院检验科
!
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摘
!

要"目的
!

探讨荧光原位杂交"
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$技术在膀胱移行上皮细胞癌诊断中的价值和意义%方法
!

用随机引物法标记
(

&

'

&

!'

号染色体着丝粒及
8

!-

基因探针!对该院
!%(

例膀胱移行上皮细胞癌患者尿液或膀胱冲洗液中脱落细胞
IVLS

进行检测!分

析染色体畸变或数目异常情况及与临床分期&病理分级的关系%结果
!

(

&

'
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号染色体和
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基因的畸变率分别为
+!#'O
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$和
$$#(O

"

$'

)
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$!畸变与临床分期无相关性!除
8

!-

基因外其余染色体畸变与病理分

级相关!其中
!'

号染色体畸变与病理分级显著相关"

C

$

%#%!

$%

+

个探针组合诊断膀胱移行上皮细胞癌的总阳性率为
+-#-O

!与

临床分期无相关性"

C

%

%#%$

$!但与病理分级显著相关"

C

$

%#%!

$%结论
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技术检测有助于膀胱移行上皮细胞癌的诊断!并

可用于探索染色体畸变与病理分级的关系%

关键词"膀胱#
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癌!移行细胞#
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!

诊断

!"#

!

!%#(,-,

"

.

#/001#!-'(2+!(%#"%!!#"!#%%+

文献标识码"

)

文章编号"

!-'(2+!(%

"

"%!!

$

"!2"+($2%(

>/47401/

3

210(40&,--/),2&'0&70&47'4()%

+

924*4K1(4,747*41

5

7,'47

5

9/1**&2(217'4(4,71/0&//012047,.1

"

,%$

*

,-R#'

#

?%$

*

2'#

#

!"#$J'%)")$

*

#

J-#6'$

*

9)$

*

#

&'-,-$A"-%$

*

#

E#$

*

2'%

;

-

#

$

(#

8

%9:3#$:)

;

!+'$'<%+&%=)9%:)9

>

#

!#$:9%+1)A

8

':%+)

;

M'%$

>

%$

*

#

G'<"-%$-"!%%%

#

!"'$%

&

89'(210(

!

"9

:

&0(4;&

!

34/1C709/

@

:979;7C:=57:160/

@

1/B/>:1>74BB=54870>71>7/10/95;

A

D8/6/c:9/41

$

IVLS

&

/16/:

@

140/1

@

D=:6678

98:10/9/41:=>7==>:8>/14<:#<&(%,*'

!

3;7

?

84D704B>;84<404<7(

#

'

#

!'>71984<7870:16

8

!-

@

717E787=:D7=76D

A

8:164<

?

8/<78

<79;46#IVLSE:0

?

78B48<7641/1978

?

;:0715>=7/4B7WB4=/:976>7==0>4==7>976/158/17:16D=:6678E:0;/1

@

0/1!%(0:<

?

=704BD=:62

67898:10/9/41:=>7==>:8>/14<:

#

:16:1:=

A

c769;7>4887=:9/410D79E771>;84<404<7:D788:9/414815<78/>:=:D148<:=/9

A

E/9;>=/1/>:=

09:

@

70:16

?

:9;4=4

@

/>

@

8:670#=&')/('

!

3;78:974B:175

?

=4/6

A

E:0+!#'OB48>;84<404<7(

#

+$#-OB48>;84<404<7'

#

(!#!OB48

>;84<404<7!'

#

:16$$#(OB48

8

!-

@

717/1D=:667898:10/9/41:=>7==>:8>/14<:#)==9;7:D788:9/410;:614>4887=:9/4194>=/1/>:=09:2

@

70#3;7:D788:9/4104B>;84<404<70(

#

'

#

!'E7870/

@

1/B/>:19=

A

>4887=:97694

?

:9;4=4

@

/>

@

8:670

$

C

$

%#%!

&#

70

?

7>/:==

A

#

>;84<404<7

!'#)050/1

@

9;7+>;84<404<7

?

84D70/1>4<D/1:9/41

#

9;70710/9/C/9

A

B486/:

@

140/1

@

D=:667898:10/9/41:=>7==>:8>/14<:E:0+-#-O

#

:16;:614>4887=:9/4194>=/1/>:=09:

@

70

#

D59E7870/

@

1/B/>:19=

A

>4887=:97694

?

:9;4=4

@

/>

@

8:670

$

C

$

%#%!

&

#>,70/)'4,7

!

IVLS6797>2

9/41<:

A

D7;7=

?

B5=B486/:

@

140/1

@

D=:667898:10/9/41:=>7==>:8>/14<:

#

:16>:1D75076B487W

?

=48:9/419;787=:9/410;/

?

4B>;84<42

04<7:D788:9/410:16

?

:9;4=4

@

/>:=

@

8:670#

?&

+

@,2*'

!

58/1:8

A

D=:6678

%

!

>:8>/14<:

#

98:10/9/41:=>7==

%

!

/10/95;

A

D8/6/c:9/41

#

B=54870>71>7

%

!

>;84<404<7:D788:9/410

%

!

6/:

@

140/0

!!

膀胱癌是泌尿系统中最常见的肿瘤(近年来#中国部分城

市肿瘤发病率报告显示膀胱癌发病率有增高趋势)

!

*

(膀胱癌

中
,%O

以上为移行上皮细胞癌#具有多病灶和高复发率的特

点#因此对于膀胱癌患者早期准确诊断和术后随访监测尤为重

要(荧光原位杂交$
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一种应用荧光物质依靠核酸探针杂交原理在核中或染色体中

显示
QY)

序列位置的方法)

"

*

(其具有快速'无创'敏感度高'

特异性强等优点(国内外已有关于将
IVLS

技术应用于尿路

上皮癌诊断和术后监测的报道)
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(本研究以本院临床及门诊

患者为研究对象#运用
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技术对膀胱癌移行上皮细胞患者

与门诊健康人群泌尿道脱落细胞间期核中
(
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!'

号染色体着

丝粒及
8

!-

基因异常情况进行检测比较#探讨
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技术于膀

胱移行上皮细胞癌诊断的应用前景(

A

!

资料与方法

A#A

!

一般资料
!

"%%&

年
-

月至
"%%,

年
(

月四川省绵阳市中

心医院泌尿科膀胱镜检查膀胱移行上皮细胞癌患者
!%(

例#其

中男性
&"

例#女性
"!

例#年龄
($

!

&'

岁#中位年龄
-"

岁(根

据国际联合抗癌协会$

V̂TT

&

"%%"

年
3YP

分期标准和
!,&'

年改良
G78

@

MC/09

分级标准#将该组膀胱癌患者分为!

3:

分期
-

例#

3!

分期
+$

例#

3"

分期
+%

例#

3(

分期
,

例#

3+

分期
(

例%

J

%

分级
$

例#

J

!

分级
(&

例#

J

")

分级
(!

例#

J

"G

分级
!,

例#

J

(

分级
!%

例(所有病例均经病理诊断为膀胱移行上皮细胞癌(

对照组为同期门诊健康人群
"%

例#其中男性
!$

例#女性
$

例#

年龄
"!

!

-(

岁#中位
$"

岁#与试验组患者间年龄'性别差异无

统计学意义(

A#B

!

方法

A#B#A

!

标本的处理
!

收集门诊健康者
(

!

+6

晨尿共
'$%

!

!$%%<Z

或膀胱癌患者膀胱镜检查首次冲洗液
"%%

!

+%%

<Z

#

!"%%

!

!+%%8

"

</1

离心
!%

!

!$</1

#取沉淀物用胶原酶

&

$每
$<Z%#%%$

@

S:1Mf0GGL

&

('[

水浴处理#

!%%%8

"

</1

离心
!%

!

!$</1

#取沉淀物用
%#%'$<4=FT=

低渗溶液置于
('

[

水浴
"%

!

+%</1

#缓慢加入
"<Z

甲醇"冰乙酸固定液$比例

(h!

&预固定#离心去上清液#缓慢加入
$<Z

甲醇"冰乙酸固

定液固定
"

次#离心去上清液至适量体积#制作成单细胞悬液#

将细胞悬液滴加于干净玻片上#使细胞在全片分散适度#无重

叠和破损(置于
$-[

环境中老化玻片
!

!

";

或室温下过夜

老化玻片(

A#B#B

!

玻片预处理
!

将老化好的玻片置于
"g

枸橼酸钠缓冲

+

$(+"

+

国际检验医学杂志
"%!!

年
!"

月第
("

卷第
"!

期
!

V19]Z:DP76

!

Q7>7<D78"%!!

!

U4=#("

!

Y4#"!

"

基金项目!中华人民共和国卫生部科研基金课题$

aF]"%%'2(2%%!
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!

#

!

通讯作者#
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液)

LLT

$

?

S'#%

&*置于
('[

预热
(%</1

至
!;

#用
('[

预热

的含有胃蛋白酶$

%#%"<

@

"
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&的
%#%!<4=ST=

处理
&

!

!%

</1

#室温下
"gLLT

$

?

S'#%

&溶液中漂洗玻片
"

次#每次
$

</1

(将玻片依次置于
e"%[

预冷的
'%O

乙醇'

&$O

乙醇和

!%%O

乙醇中脱水各
(</1

#自然干燥玻片(加热玻片至
$-[

#

进行杂交试验(

A#B#C

!

原位杂交
!

在暗室按照膀胱癌
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检测试剂盒$购

自北京金菩嘉医疗科技有限公司&操作程序#将各探针和玻片

置于
'([

环境中变性
-</1

#探针置于
+$

!

$%[

环境中备用#

同时将玻片依次置于
e"% [

预冷的
'%O

乙醇'

&$O

乙醇和

!%%O

乙醇中梯度脱水各
(</1

#自然干燥玻片后#置
+$

!

$%[

烤片机上预热
"

!

$</1

#将
!%

'

Z

变性后的探针混合物滴加于

杂交区域#加盖盖玻片$避免产生气泡&#用封皮胶封片#

+"[

密封过夜(

A#B#G

!

玻片洗涤
!

在暗室移去盖玻片#立即将玻片置于
+-[

预热的
$%O

$

U

"

U

&甲酰胺"
"gLLT

溶液$

?

S'#%

!

&#%

&洗涤

!%</1

#洗涤
(

次(用
+-[

预热的
"gLLT

溶液$

?

S'#%

&洗涤

!%</1

(用
+-[

预热的
"gLLT

"

%#!O YH2+%

洗液$

?

S'#%

&

洗涤
$</1

(室温置于
'%O

乙醇溶液中#浸泡
(</1

(自然干

燥后#

Q)HV

复染
!$</1

#封片(

A#B#H

!

结果观察和判断
!

荧光显微镜下观察#通过
V<09:8
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软件控制的
TTQ

$

H84

@

R70PI>44=

&摄取图像#每例分析
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!
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个间期细胞核#细胞重叠'破损'未去除细胞质的细

胞核不计数#微弱杂交信号不计数#细胞内杂交信号互相靠近

者计为一个信号(以
"%

例门诊健康者检测结果设定阴性对

照#参考国内外文献报道的阳性阈值#制定判断标准(

A#C

!

统计学处理
!

各染色体畸变率的比较用
$

" 检验#二者的

相关性用
9

表示(采用
LHLL!'#%

统计软件处理#以
C

$

%#%$

为差异有统计学意义(

B

!

结
!!

果

B#A

!

探针阳性判定标准的设定
!

根据获得的实验结果计算出

各染色体探针检测阳性信号百分比
(A

限值$表
!

&#均小于国内

外文献报道的阳性阈值#证明本研究所用探针灵敏度和可信度

均接近国内外标准#故用,无杂交信号和单个杂交信号的核比

例大于
!$O

#

(

个及多个杂交信号的核比例大于
!%O

-标准判

断该探针检测结果为阳性(组合探针阳性判断标准参照试剂

盒标准!同时出现
"

种以上探针检测结果阳性者#判为组合探

针检测阳性(

B#B

!

!%(

例膀胱移行上皮细胞癌患者尿脱落细胞各染色体探

针杂交信号分析
+

种 探 针 的 异 常 表 达 率 均 较 高#

,%

例

$

&'#+O

&患者存在至少
!

个上述染色体或区带的异常(

(

'

'

和
!'

号染色体畸变率分别为
+!#'O

$

+(

"

!%(

&'

+$#-O

$

+'

"

!%(

&和
(!#!O

$

("

"

!%(

&#均以多倍体为主#

(

种染色体单体出

现比例分别为
-#&O

$

'

"

!%(

&'

!%#'O

$

!!

"

!%(

&和
!!#'O

$

!"

"

!%(

&%

8
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畸变率为
$$#(O

$

$'

"

!%(

&#其中单体
(-#,O

$

(&

"

!%(

&'混合性缺失
!"#-O

$

!(

"

!%(

&'多倍体
$#&O

$

-

"

!%(

&(结果

见表
"

(

表
!

!!

门诊对照组各染色体探针杂交信号
(A

限值$

O

%

探针
!

个以下杂交信号点
(

个以上杂交信号点

TLH( -#& ,#"

TLH' $#& &#%

JZH

?

!- !"#% -#+

JZH!' '#, ,#&

表
"

!!
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例膀胱移行上皮细胞癌患者尿脱落细胞各染色体

探针杂交信号分析#

$b!%(

(

$

$

O

%&

探针
混合性缺失

$

%

'

!

个信号&

单体

$

!

个信号&

多倍体

$

(

个以上信号&

JZH

?

!- !(

$

!"#-

&

(&

$

(-#,

&

-

$

$#&

&

TLH( "

$

!#,

&

'

$

-#&

&

(+

$

((#%

&

TLH' !%

$

,#'

&

!!

$

!%#'

&
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$
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&

JZH!' %

$

%#%

&

!"

$

!!#'

&

"%

$

!,#+

&

表
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不同临床分期'病理分级膀胱移行上皮细胞癌患者尿脱落细胞各染色体异常情况#

$

$

O

%&

分组
$ TLH( TLH' TLH!'

?

!-

组合诊断阳性率

临床分期
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3: - !

$

!-#'

&

!

$

!-#'
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%

$

%#%

&

"

$

((#(

&
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$
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3! +$ !$

$
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&

!,
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+"#"

&
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&
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$
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&
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$

+-#'
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$
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&
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$
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&
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$
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&
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$
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&

!,

$
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&

!
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$
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&

'

$
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$

$

$$#-

&

'

$
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&

$

$

$$#-

&

!
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$

--#'

&

(

$

!%%#%

&

"

$

--#'

&

(

$

!%%#%

&

"

$

--#'

&

!

$

"

-#"&$ '#&('

!

'#!!' $#('! "#,!'

!

C %#!-% %#%&"

!

%#!%- %#"+( %#-%$

病理分级

!

J

%

$ "

$

+%#%

&

"

$

+%#%

&

!

$

"%#%

&

$

$

!%%#%

&

"

$

+%#%

&

!

J

!

(& !(

$

(+#"

&

!-

$

+"#!

&

$

$

!(#"

&

!'

$

++#'

&

!(

$

(+#"

&

!

J
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(! !!

$

($#$

&

!"

$

(&#'

&

&

$
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&

!$

$
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&

!$

$
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&

!

J

"G

!, !%

$

$"#-

&

!!
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不同临床分期'病理分级膀胱移行上皮细胞癌患者尿脱

落细胞各染色体异常情况
!

TLH(

'

TLH'

和
TLH!'

号染色体

异常与临床分期无相关性$

C

%

%#%$

&#但与病理分级有相关性

$

C

$

%#%$

&#其中
!'

号染色体异常与病理分级显著相关$

C

$

%#%!

&(

8

!-

基因畸变与临床分期'病理分级均无相关性$

C

%

%#%$

&(

(

'

'

和
!'

号染色体畸变之间显著相关#

(

者间统计值

分别为)
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值均为
%#%%%

#在部分病例中此
(

者都

发生变化#但是这
(

个染色体的畸变与
8
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的畸变无相关性#

统计值分别为)
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&*(根据试剂盒

组合探针阳性判断标准#

+

种探针组合诊断膀胱癌的总阳性率

为
+-#-O

%阳性率与临床分期无相关性$

C

%

%#%$

&#但与病理

分级显著相关$

C

$

%#%!

&#

J

(

级肿瘤组合探针阳性率显著高

于其他各级肿瘤#见表
(

(

C

!

讨
!!

论

泌尿系统最常见的肿瘤膀胱癌近年来发病趋势逐年升高#

大量研究资料表明#多数膀胱癌由癌基因诱导形成#环境因素'

吸烟'长期慢性感染或异物刺激成为膀胱癌诱发因素的原因所

在#这些因素最终导致了癌基因的激活或抑癌基因的失活(

L:16D78

@

和
G78

@

78

)

$

*在对泌尿系统肿瘤染色体研究中发现#

膀胱癌患者膀胱移行细胞多发生非随机性染色体改变#包括染

色体结构畸变和$或&数目异常(常见的发生结构畸变的有
(

'

,

'

!

'

$

'

!!

'

"!

'

!'

号染色体#而数目异常的有
(

'

,

'

'

'

!%

'

!!

'

_

'

!

'

&

'

!'

'

!$

号染色体)

-

*

(目前#用于膀胱癌诊断研究的染色体

主要有
(

'

'

'

,

'

!!

和
!'

号染色体(

据报道#

(

号染色体异常在膀胱移行细胞癌患者中约占

(%O

#主要表现为染色体移位或数量变化#且常与其他染色体

异常并存)

$

#

'

*

(

'

号染色体异常可单独出现在膀胱癌细胞中#

但更多情况下还伴随了其他染色体异常#其异常以三倍体多

见#可能与膀胱癌的复发和浸润性膀胱癌关系密切#有报道
'

号染色体倍数与肿瘤分期'分级密切相关#可用于预测肿瘤的

浸润性(

!'

号染色体畸变在膀胱癌中也很常见#多个研究发

现
!'

号染色体高多倍体$五倍体或更多&对肿瘤进展有预测价

值#有此改变的患者具有更大风险的发展为肌浸润)

$

#

'2&

*

(

8

!-

基因是
!,,(

年有研究者确定的一个编码人类周期素依赖性激

酶
+

$

TQF+

&抑制因子$

8

!-

&的基因#属抑癌因子#在
,

?

"!

区

域存在一个
8

!-

的完整编码序列和两个内含子#其缺失参与

了多种类型肿瘤包括膀胱癌的发生和发展)

,2!%

*

(

本研究结果证明了本试剂盒各探针的灵敏度和可信度均

接近国内外标准#故设立了染色体异常判定标准!无杂交信号

和单个杂交信号的核比例大于
!$O

#三个及多个杂交信号的

核比例大于
!%O

#判为该探针检测结果阳性(组合探针阳性

判断标准参照试剂盒标准!同时出现
"

种以上探针检测结果阳

性者#判为组合探针检测阳性(

本研究结果与国内外的研究基本相符#

8

!-

畸变率和组合

诊断率略低于国内外研究#可能与人种'地域差异有关#另外国

外主要采用的是
,

?

"!

区带探针#这也可能是导致这一探针检

测灵敏度产生差异的原因之一(

IVLS

技术可以与临床其他

诊断技术共同用于膀胱癌的诊断和复发检测#可提高诊断阳性

率#提早发现复发肿瘤#指导临床治疗以期获得良好转归(但

同时也需要研究人员努力寻找更适用于中国人群的基因探针

组#以提高
IVLS

技术对膀胱癌早期诊断和复发监测的敏

感性(
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从血型反性别遗传现象不仅可以预知下一辈子女的血型

及遗传趋势#而且有可能推定上一辈父或母的血型#从而完整

地体现出一个家族的血型趋势及走向#并建立血型家谱图(在

本研究拟就的条件下#

)GX

血型系统存在反性别遗传模式#其

基因遗传频率为
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血型系统反性别遗传现

象有其必然的规律性#但是由于缺乏相应的研究报告及文献#

因而只能作出上述初步结论#并供进一步研究论证)
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