
一［８］。陶红［６］的研究显示，血清ＴＧ＞２ｍｍｏｌ／Ｌ时，去游离法

和不去游离法检测结果有差异，ＴＧ＞５ｍｍｏｌ／Ｌ时差异更为显

著；靳剑芸［５］的研究显示，ＴＧ＜５．６ｍｍｏｌ／Ｌ时，两种方法检测

结果无差异。本研究以体检健康者作为研究对象，检测结果均

小于３．０ｍｍｏｌ／Ｌ，且两种方法检测结果比较差异无统计学意

义（犘＝０．３５６），但各年龄段检测结果比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５），随年龄增长血清ＴＧ水平逐渐升高。
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细胞ＤＮＡ定量检测在宫颈癌筛查中的应用

曾一芹１，左江成１△，曾玉荣２，孙小蓉３，李祖铭４

（１．三峡大学第一临床医学院／宜昌市中心人民医院检验科，湖北宜昌４４３００３；２．湖北武当山医院，

湖北十堰４４２７００；３．华中科技大学同济医学院中加肿瘤早期诊断中心，湖北武汉４３００００；

４．湖北省宜昌市夷陵区妇幼保健院，湖北宜昌４４３１００）

　　摘　要：目的　探讨Ｆｅｕｌｇｅｎ染色在宫颈细胞ＤＮＡ定量分析中的应用意义。方法　随机选择３１６２例妇女，每例妇女制备２

张宫颈细胞液基薄层片，１张进行巴氏染色及ＴＢＳ诊断，另１张进行Ｆｅｕｌｇｅｎ染色，以细胞ＤＮＡ倍体分析仪进行ＤＮＡ定量检测。

结果　３１６２例患者ＴＢＳ诊断低级别鳞状上皮内病变（ＬＳＩＬ）３２例、高级别鳞状上皮内病变（ＨＳＩＬ）２２例；ＤＮＡ定量检测检出３

个五倍体及其以上多倍体细胞者６４例。３２例进行宫颈组织活检，１５例诊断为宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ２）、ＣＩＮ３／原位癌、浸润癌，其

中１０例为ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ，ＤＮＡ定量检测检出３个或３个以上五倍体及其以上多倍体细胞者１３例。缩短Ｆｅｕｌｇｅｎ染色步骤中的酸

化或染色时间可影响细胞形态、细胞检出数量及平均光密度。结论　Ｆｅｕｌｇｅｎ染色在ＤＮＡ倍体分析中具有重要作用，ＤＮＡ倍体

分析可用于宫颈细胞学检测。

关键词：宫颈细胞学；　ＤＮＡ；　倍体分析；　Ｆｅｕｌｇｅｎ染色；　图像分析仪

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０２．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０２０１９９０２

　　Ｆｅｕｌｇｅｎ染色是由Ｆｅｕｌｇｅｎ和 Ｒｏｓｓｅｎｂｅｃｋ
［１］在１９２４年提

出的细胞核内 ＤＮＡ染色技术，广泛应用于 ＤＮＡ结构研究。

目前 Ｆｅｕｌｇｅｎ染色主要用于细胞核内 ＤＮＡ 定量分析
［２３］。

Ｆｅｕｌｇｅｎ染色操作步骤简单，主要由酸化和染色过程组成，但二

者对染色效果的影响尚不明确。全自动ＤＮＡ倍体分析仪已

广泛用于细胞ＤＮＡ定量检测，具有敏感性高、结果客观的优

点。本文探讨了Ｆｅｕｌｇｅｎ染色在宫颈细胞ＤＮＡ定量检测中的

作用及相关影响因素。

１　资料与方法

１．１　一般资料　在本院进行宫颈癌筛查的妇女３１６２例，年

龄３０～５０岁。

１．２　仪器与试剂　宫颈癌普查试剂盒及细胞ＤＮＡ倍体分析

仪（武汉兰丁）。

１．３　方法

１．３．１　标本制备及检测　以试剂盒说明书的要求采集受试对

象宫颈刷片标本，每例标本制成２张薄层细胞学片，１张采用

巴氏染色进行常规细胞学诊断（ＴＢＳ诊断），诊断意见包括：正

常或良性、不明意义的非典型鳞状上皮（ＡＳＣＵＳ）、低级别鳞状

上皮内病变（ＬＳＩＬ）、高级别鳞状上皮内病变（ＨＳＩＬ）或原位癌

（ＣＩＳ）、鳞状上皮浸润癌。另１张采用Ｆｅｕｌｇｅｎ染色，常规染色

（５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ处理１ｈ，硫堇染色１ｈ，水洗、脱水及封片）后以

ＤＮＡ倍体分析仪扫描染色片，每张染色片扫描细胞核超过

５０００个，分析９９个特征值，包括形态特征、吸光特征、具体结

构特征、Ｍａｒｋｏｖｉａｎ和非 Ｍａｒｋｏｖｉａｎ结构特征、长度特征等，并

根据不同细胞成分所具有的不同特征参数进行自动细胞分类

和计数，如正常上皮细胞、增生或癌变细胞、淋巴细胞及未参与

诊断的垃圾细胞（重叠细胞核、聚焦不良细胞核和核碎片

等）［５］。对照细胞为同一染色片中的１００个正常上皮细胞，以

其平均光密度（ＩＯＤ）为双倍体参考值。以下３种情况判为异

常：出现非整倍体细胞（如五倍体）、四倍体细胞数超过被测细

胞总数的１０％、出现非整倍体细胞峰。对五倍体细胞进行显

微镜观察，并逐一进行核实，以排除分析仪将垃圾和重叠细胞

核误认为癌细胞或异常细胞。结合ＴＢＳ诊断意见及ＤＮＡ定

量检测结果给出综合诊断及建议。
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１．３．２　阴道镜及病理学检查　凡建议组织活检的妇女，均进

行阴道镜检查并对可疑部位进行４点以上的组织活检。每例

活检标本均进行病理学检查，给出病理诊断，包括正常、宫颈炎

（ＣＣ）、宫颈上皮内瘤变（ＣＩＮ１）、ＣＩＮ２、ＣＩＮ３或原位癌、浸

润癌。

１．３．３　不同检测方法诊断结果比较　选择病理诊断为ＣＩＮ２、

ＣＩＮ３／原位癌、浸润癌的１２例患者，每例患者制备６张薄层细

胞学片，用３种Ｆｅｕｌｇｅｎ染色法进行检测，比较３种方法以下

指标检测结果的差异，包括二倍体细胞ＩＯＤ、平均上皮细胞数

量（扫描１０ｍｉｎ）、五倍体细胞数量、出现五倍体及其以上多倍

体细胞的患者例数、细胞核膜边缘和细胞核内纹理染色情况。

２　结　　果

３１６２例宫颈细胞标本常规细胞学及ＤＮＡ倍体检测结果

见表１。３２例患者进行宫颈病理活检，不同病理诊断患者常规

细胞学及ＤＮＡ倍体检测结果见表２。１２例ＣＩＮ２、ＣＩＮ３／原位

癌、浸润癌患者宫颈细胞标本进行３种Ｆｅｕｌｇｅｎ染色方法（见

表３）检测，检测结果见表４。常规染色组二倍体细胞ＩＯＤ高

于其他两种方法处理组；水解时间缩短组平均上皮细胞数量

（扫描１０ｍｉｎ）少于其他两种方法处理组，而常规染色组和染色

时间缩短组间无明显差异；常规染色组和染色时间缩短组平均

异倍体细胞数无明显差异，但均多于水解时间缩短组；常规染

色组细胞核边缘清楚、核内纹理清楚，染色时间缩短组核边缘

和核内纹理减弱，水解时间缩短组细胞核膜边缘不清、核内纹

理不清。

表１　　宫颈细胞常规细胞学与ＤＮＡ倍体检测

　　　　　结果（狀）

检测结果 常规细胞学检测
ＤＮＡ倍体检测

正常 １～２个 ＞３个

正常 ２９６４ ２８３３ １２０ １１

ＡＳＣＵＳ １４４ ９６ ２９ １９

ＬＳＩＬ ３２ ８ ８ １６

ＨＳＩＬ ２２ １ ３ １８

合计 ３１６２ ２９３８ １６０ ６４

　　：指五倍体及其以上多倍体细胞数量，下同。

表２　　不同宫颈组织病理诊断患者常规细胞学就

　　　ＤＮＡ倍体检测结果（狀）

病理诊断 狀

常规细胞学检测

正常 ＡＳＣＵＳ ＬＳＩＬ ＨＳＩＬ

ＤＮＡ倍体检测

１～２个 ＞３个

ＣＣ ８ ２ ３ ２ １ ３ ５

ＣＩＮ１ ９ １ ３ ３ ２ ２ ７

ＣＩＮ２ ８ １ ３ ２ ２ ２ ６

ＣＩＮ３ ５ ０ １ １ ３ ０ ５

宫颈癌 ２ ０ ０ ０ ２ ０ ２

合计 ３２ ４ １０ ８ １０ ７ ２５

表３　　３种Ｆｅｕｌｇｅｎ染色方法

染色方法 狀 ５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ处理（ｈ） 硫堇染色（ｈ）

常规方法 ２ １ １

水解时间缩短 ２ ０．５ １

染色时间缩短 ２ １ ０．５

表４　　１２例ＣＩＮ２或ＣＩＮ２以上级别宫颈病变

指标 正常染色 水解时间缩短 染色时间缩短

二倍体细胞ＩＯＤ ２３０ １７０ ２０２

平均上皮细胞数 ６７３１±１２０７ ３３９３±１０３２ ５４３２±１４２３

多倍体细胞数 ５８±３２ １２±６ ３２±１１

出现多倍体细胞的例数△ １２ ５ １０

细胞核膜边缘 清楚 模糊 一般

细胞核内纹理 清楚 不清 一般

　　△：多倍体细胞包括五倍体及其以上多倍体细胞。

３　讨　　论

Ｆｅｕｌｇｅｎ染色可证实细胞核内ＤＮＡ含量与染色质数量密

切相关，相同组织细胞具有相同的核内ＤＮＡ含量，且细胞在

有丝分裂前ＤＮＡ含量增大１倍
［６８］。通过Ｆｅｕｌｇｅｎ染色可对

细胞核内ＤＮＡ含量或倍体进行检测，从而判断细胞生理状态

和病理改变，已广泛应用于科研和临床。本研究利用细胞

ＤＮＡ倍体分析仪对３１６２例宫颈细胞Ｆｅｕｌｇｅｎ染色标本进行

了检测，结果显示多数ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ患者标本均可检出五倍体

及其以上多倍体细胞，在１５例ＣＩＮ２、ＣＩＮ３、宫颈癌患者中，１３

例可检出３个或３个以上五倍体及其以上多倍体细胞，而常规

细胞学检测仅检出１０例 ＬＳＩＬ、ＨＳＩＬ。国内外学者均报道

ＤＮＡ定量检测对宫颈癌的诊断灵敏度高于常规细胞学检

测［９１０］。宫颈癌前病变或宫颈癌可导致宫颈细胞ＤＮＡ含量异

常，Ｆｅｕｌｇｅｎ染色加深，通过与标本中正常二倍体细胞比较，即

可计算获得ＤＮＡ含量。因此，以Ｆｅｕｌｇｅｎ染色进行定量细胞

学检测可用于肿瘤诊断。

　　Ｆｅｕｌｇｅｎ染色主要包括水解和染色过程，主要是在酸性条

件下使ＤＮＡ上的脱氧核苷酸与碱基分解，形成含有醛基结构

的核苷酸，然后再与Ｓｃｈｉｆｆ试剂反应而显色。然而ＤＮＡ分子

在酸性水解过程中可被裂解成极易从细胞核中脱落的小片段。

因此水解过程可出现两个相反的结果，如果水解引起醛基结构

增多，可使染色强度增高而提高ＩＯＤ，细胞核膜边缘和核内纹

理清晰；如果水解引起较多ＤＮＡ片段脱落，则ＩＯＤ下降。本

研究结果显示，缩短水解时间（０．５ｈ）、保持正常染色时间可使

ＩＯＤ下降，细胞核膜边缘及核纹理均不清晰，说明水解３０ｍｉｎ

可导致水解不充分，ＤＮＡ醛基形成量减少，染色后引起细胞核

形态改变而导致出现异倍体细胞，进而引起误诊。染色时间也

是影响Ｆｅｕｌｇｅｎ染色效果的关键因素。将染色时间缩短至０．５

ｈ后，细胞核内ＩＯＤ、细胞数量等均下降，但与常规染色法相比

并无显著改变。本研究中，１２例高级别宫颈病变中，１０例标本

可检出五倍体及其以上多倍体细胞，而常规染色法在１２例标

本中均可检出，可能与染色时间缩短导致Ｓｃｈｉｆｆ′ｓ试剂与醛基

结合不充分有关。

总之，Ｆｅｕｌｇｅｎ染色在细胞核内ＤＮＡ定量检测中具有重要

作用，可用于肿瘤的诊断；Ｆｅｕｌｇｅｎ染色水解及染色步骤是决定

染色效果的关键步骤，ＤＮＡ倍体分析可用于宫颈细胞学检测。
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别为 ＳＤ（９９．４％）、万 泰 （９５．１％）、奥 普 （８８．９％）、艾 康

（８０．２％）、中炬（７１．０％）。假阳性率分别为ＳＤ（０．６％）、万泰

（４．９％）、奥普（１１．１％）、艾康（１９．８％）、中炬（２９．０％）。ＳＤ对

肺结核的诊断特异度最高（犘＜０．０５）。不同试剂盒的抗原纯

度以及对结核分枝杆菌的特异度不同是出现这些假阳性的可

能原因之一。另外不同分枝杆菌间抗原的交叉反应也是造成

假阳性的重要原因。奥普、中炬、艾康、ＳＤ和万泰的阳性预测

值分别为８０．９％、６１．８％、７３．３％、９８．５％和８９．０％，阴性预测

值分别为８７．３％、８４．６％、９３．５％、８４．３％和８２．８％，临床诊断

符合率分别为８４．９％、７３．７％、８４．２％、８８．０％和８４．６％。另

外，上述５种试剂的 ＲＯＣ曲线下面积分别为０．８３３、０．７３１、

０．８４４、０．８５１和０．８２１。由此可知，除中炬外，奥普、艾康、ＳＤ

和万泰对肺结核的诊断符合率以及诊断准确性无明显差异

（犘＞０．０５），其中ＳＤ的诊断效能最高。另外，ＳＤ的阳性预测

值最高，即其检出结核抗体阳性时，９８．５％可诊断为肺结核病，

而阴性预测值最高的是艾康，当其检出结核抗体为阴性时，

９３．５％的可能性诊断为非结核病。

综上所述，５种试剂盒中，奥普、艾康、ＳＤ和万泰对肺结核

的诊断效能近似，均优于中炬。而艾康的诊断灵敏度最高，在

结核病流行调查和筛选可疑患者时，可以选用此灵敏度较高的

试剂盒。在用于临床诊断时应更加注重检测系统的诊断特异

度。本研究中的疾病对照组是由肺部真菌感染、上呼吸道感

染、结核病史、肺肿块、肺转移癌等确诊排除活动性结核的疾病

组成，这些疾病都较容易被误诊为肺结核病［１２］。因此在重要

的鉴别诊断或结核患者的确定诊断时，应选用特异性强、阳性

预示值高的检测系统。
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