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　　摘　要：目的　建立全细胞荧光原位杂交法（ＦＩＳＨ）检测膀胱上皮癌（ＢＵＣ），并与细胞学检测比较，评价其检测ＢＵＣ的临床

应用价值。方法　针对易引起膀胱癌常见的４条染色体，用不同的荧光素分别对其进行标记，建立ＦＩＳＨ法，对１８０份疑似患有

ＢＵＣ患者尿液同时进行ＦＩＳＨ和细胞学检测，评价ＦＩＳＨ检测ＢＵＣ的临床应用价值。结果　建立的ＦＩＳＨ法检测结果稳定，在

１８０例疑似ＢＵＣ患者当中，１２８例经病理证实为ＢＵＣ，在ＢＵＣ患者中ＦＩＳＨ总体检测出８４（６５．６％）例阳性标本，而细胞学检测

只检测出４５（３５．２％）例，无论从ＢＵＣ的病理类型（表浅性和侵袭性）、分化程度（低度恶性和高度恶性）还是患者是否有ＢＵＣ史

方面分析，ＦＩＳＨ法的敏感性均明显高于细胞学检测（犘＜０．０１），但它们之间的特异比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　在

ＢＵＣ检测上，ＦＩＳＨ优于细胞学检测，可能为ＢＵＣ的诊断提供快捷、有效的诊断依据。
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　　膀胱上皮癌（ｂｌａｄｄｅｒｕｒｏｔｈｅｌｉａｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＢＵＣ），简称膀胱

癌，是泌尿系统中发病率最高的肿瘤，约占中国所有恶性肿瘤

发病的２０％左右；它多发于男性，男女发病的比例约为３∶１；

发病年龄多在５０岁以上且随年龄增大而发病率增加，近２／３

的患者是６５岁以上的老人。ＢＵＣ早期表现大多局限于膀胱，

但约有６％患者已有远处转移。各临床分期的ＢＵＣ，包括早期

疾病，治疗后复发率都非常高。复发后的ＢＵＣ生物学行为和

原发疾病显著不同，往往向更高的临床分期和病理分化级别发

展［１］。为此，针对ＢＵＣ的早期诊断和术后监测成为疾病治疗

中关键的一个部分。大量研究表明，基因的改变与ＢＵＣ的病

因、进展以及治疗预后有关［２］，其中３、７、９、１７号染色体与

ＢＵＣ的发生和进展关系密切
［３４］，而人表皮生长因子受体２

（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）的扩增与

ＢＵＣ预后不良相关
［５］。因此，本研究用不同的荧光素标记３、７

及１７号染色体的着丝粒以及９号染色体的ｐ１６位点，建立全

细胞荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ），

可快速检测这些染色体的改变，为ＢＵＣ的早期诊断以及术后

监测提供及时有效的依据。

１　材料与方法

１．１　标本来源　选取广州市中西医结合医院２００９年６月１

日至２０１２年９月１０日门诊或住院部疑似患有ＢＵＣ患者１８０

例，其中，男１０７例，女７３例；平均年龄（５９．７±１１．８）岁，所有

患者均被告知参与本项研究，且自愿接受膀胱镜检查，其中

１５０例患者在膀胱镜下可见膀胱损伤，将损伤的膀胱组织切除

部分做病理切片，其中，１２８例患者被证实患有ＢＵＣ。

１．２　标本的构成及分类　膀胱镜检查：乳头状８４例；结节状

２０例；无蒂状１５例；黏膜红斑，但无明显肉眼可见肿瘤３１例。

病理分型：ｐＴｉｓ８例，ｐＴａ５６例，ｐＴ１４２例，ｐＴ２２２例；低度恶

性８２例，高度恶性４６例，有ＢＵＣ史５７例，无ＢＵＣ史７１例。

１．３　主要试剂及仪器　主要仪器包括 ＦＩＳＨ成像分析系统、

杂交仪、恒温水浴箱、烤片机、立式考普林瓶、计时器、水银温度

计、移液器、ｐＨ 计、载玻片、盖玻片、离心管等。主要试剂：染

色体探针、缓冲贮存液（２０×ＳＳＣ，ｐＨ５．３）、缓冲液（２×ＳＳＣ，

ｐＨ７．０±０．２），变性液［７０％（ｖ／ｖ）甲酰胺／２×ＳＳＣ，ｐＨ７．０～

８．０］、乙醇、甲酰胺洗涤液［５０％（ｖ／ｖ）甲酰胺／２×ＳＳＣ］、洗涤

液［０．１％ＮＰ４０／２×ＳＳＣ，Ｐｈ（７．０±０．２）］，胶原酶Ｂ（１ｍｇ／ｍＬ

Ｈａｎｋ′ｓＢＳＳ），固定液（甲醇：冰乙酸体积比为３∶１），胃蛋白酶

工作液（０．０８ｍｇ／ｍＬ），ＫＣｌ低渗液等。以上试剂和仪器均购

自北京金菩嘉公司。

１．４　试验方法　参照 Ｋｎｏｗｌｅｓ等
［３］研究的方法在本实验室

条件下作如下改良：（１）收集细胞。收集至少２００ｍＬ尿液（晨

尿最佳）置于离心管中，１５００ｒ／ｍ，离心１０ｍｉｎ。（２）胶原酶消

化。去上清液，加入５ｍＬ胶原酶Ｂ溶液，用力吹打悬浮细胞，

３７℃水浴温育２０～３０ｍｉｎ后１５００ｒ／ｍ，离心１０ｍｉｎ。（３）低

渗。去上清液，加入５ｍＬ预热至３７℃的去离子水，吹打悬浮

细胞，３７℃水浴温育２０ｍｉｎ后加固定液２ｍＬ，混匀，１５００ｒ／

ｍ，离心１０ｍｉｎ。（４）固定。去上清液，加入５ｍＬ固定液，混

匀，静置１０ｍｉｎ后１５００ｒ／ｍ，离心１０ｍｉｎ。（５）重复步骤（３）

和步骤（４）两次。（６）制片。去上清液，加适量固定液，制成细

胞悬液，吸取少量，滴至载玻片上，自然晾干。（７）老化玻片。

室温放置玻片过夜或５６℃烤片至少３０ｍｉｎ。（８）待老化的玻

片冷却后，置于３７℃２×ＳＳＣ溶液中浸泡１０ｍｉｎ。（９）洗涤玻

片后置于３７ ℃浓度为０．０８ｍｇ／ｍＬ的胃蛋白酶液中浸泡

１０ｍｉｎ。（１０）洗涤玻片后，再将玻片依次置于７０％乙醇、８５％

乙醇和１００％乙醇中各２ｍｉｎ脱水，自然晾干玻片。（１１）将玻

片置于７３℃～７８℃的变性液中浸泡５ｍｉｎ，然后依次置于

－２０℃预冷的７０％的乙醇、８５％的乙醇和１００％乙醇中各

２ｍｉｎ进行脱水，自然晾干玻片。（１２）将杂交缓冲液７．０μＬ，去

离子水１．０μＬ，探针２．０μＬ一起加入微量离心管中，离心１～

３ｓ后，置于７３℃水浴箱中变性５ｍｉｎ。（１３）将１０μＬ变性后

的探针混合物滴于玻片杂交区域，盖上盖玻片，用封片胶封好

后置于４２℃杂交仪中杂交过夜。（１４）移去盖玻片立即将玻片

置于５０％甲酰胺／２×ＳＳＣ溶液中漂洗３ｍｉｎ，后置于０．１％

ＮＰ４０／２×ＳＳＣ溶液中漂洗５ｍｉｎ，再置入７０％乙醇中漂洗

３ｍｉｎ。在暗处自然晾干玻片。（１５）将１５μＬ４′，６二脒基２

苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）复染剂滴加于

杂交区域，盖上盖玻片，１０～２０ｍｉｎ后，观察结果。（１６）结果判

断。随机计数５０个细胞，若９０％以上的细胞显示正常信号则

提示为正常标本，６０％以上细胞出现异常信号则提示为异常标

本，如果无法判断则扩大计数至１００个细胞，以判断最后结果。

正常和异常信号的判断根据试剂盒要求鉴定。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计
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数资料用χ
２ 检验，率比较采用χ

２ 检验，以α＝０．０５为检验水

准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　方法学建立结果　用 ＦＩＳＨ 法检测了１８０例疑似ＢＵＣ

患者的尿液标本，阴、阳性结果的鉴定根据试剂盒特性，在荧光

显微镜下可见特异性荧光颜色，附图１为３、７号染色体探针组

阴性结果，在荧光显微镜下可见２个３号染色体着丝粒探针信

号（绿色）以及２个７号染色体着丝粒探针信号（红色）；附图２

为９、１７号染色体探针组阴性结果，在荧光显微镜下可见１７号

染色体着丝粒探针信号（绿色）和９号染色体特异性序列探针

信号（红色）；附图３为３、７号染色体异常图像之一，在荧光显

微镜下可见７号染色体的两个红色信号（正常）和３个３号染

色体的绿色信号（异常）；附图４为９、１７号染色体异常图像之

一，在荧光显微镜下可见多个红色和绿色信号（异常），说明该

标本中９号染色体的特异性序列ｐ１６基因有扩增以及１７号染

色体有非整倍体扩增，附图１～４见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”。

表１　　ＦＩＳＨ和细胞学检测特异性和敏感性之间的比较

病理情况
ＦＩＳＨ

［狀／狀（％）］

细胞学检测

［狀／狀（％）］
犘

总体

　敏感性 ８４／１２８（６５．６） ４５／１２８（３５．２） ＜０．０１

　特异性 ４８／５２（９２．３） ５０／５２（９６．２） ＞０．０５

有ＢＵＣ史

　敏感性 ４１／５７（７４．１） ２５／５７（４３．９） ＜０．０１

　特异性 ５／８（６２．５） ７／８（８７．５） ＞０．０５

无ＢＵＣ史

　敏感性 ４１／７１（５７．７） ２１／７１（２９．６） ＜０．０１

　特异性 ４１／４４（９３．２） ４３／４４（９７．７） ＞０．０５

表浅性肿瘤（（ｐＴｉｓ、

ｐＴａ和ｐＴ１）

　敏感性 ５６／１０６（５２．８） ３４／１０６（３２．１） ＜０．０１

特异性 ４３／４５（９５．６） ４４／４５（９７．８） ＞０．０５

侵袭性肿瘤（ｐＴ２）

　敏感性 ２０／２２（９０．９） １４／２２（６３．６） ＜０．０５

　特异性 ７／９（７７．８） ８／９（９７．８） ＞０．０５

低度恶性肿瘤

　敏感性 ４４／８２（５３．７） ２６／８２（３１．７） ＜０．０１

　特异性 ３８／４０（９５．０） ３９／４０（９７．５） ＞０．０５

高度恶性肿瘤

　敏感性 ３５／４６（７６．１） ２１／４６（４５．６） ＜０．０１

　特异性 １１／１４（７８．６） １４／１４（１００．０） ＞０．０５

２．２　临床标本检测结果　在本研究的１２８例ＢＵＣ患者中，

ＦＩＳＨ 检出８４例阳性（６５．６％），而细胞学检测只检出４５例阳

性（３５．２％），两者之间检测的敏感性有显著性差异（犘＜

０．０１），但特异性并无太大差异（犘＞０．０５）。本研究中有ＢＵＣ

史的５７例，ＦＩＳＨ检测出阳性４１例（７４．１％），而细胞学检测出

阳性的２５例（４３．９％），两种检测方法的敏感性存在显著性差

异（犘＜０．０１），而在７１例无ＢＵＣ史患者中，ＦＩＳＨ 检出４１例

阳性（５７．７％），而细胞学检测只检出２５例阳性（４３．９％），两种

检测方法的敏感性仍然存在显著性差异（犘＜０．０１），但它们之

间的特异性差异无统计学意义（犘＞０．０５）。另外，ＦＩＳＨ 和细

胞学检测在检测表浅性肿瘤（ｐＴｉｓ、ｐＴａ和ｐＴ１）时的敏感性分

别为５２．８％和３２．１％（犘＜０．０１），在检测侵袭性肿瘤（ｐＴ２）时

的敏感性分别为９０．９％和６３．６％（犘＜０．０５）。此外，ＦＩＳＨ和

细胞学检测在检测低度恶性肿瘤时的敏感性分别为５３．７％和

３１．７％（犘＜０．０１），在检测高度恶性肿瘤时的敏感性分别为

７６．１％和４５．６％（犘＜０．０１），但两种检测方法之间的特异性并

没有显著性差异（犘＞０．０５）。两种检测方法的特异性和敏感

性比较见表１。在２２例膀胱镜下可见损伤而病理证实为非

ＢＵＣ标本中，ＦＩＳＨ检测均为阴性。

３　讨　　论

大部分泌尿道上皮肿瘤是一种表浅的低度恶性肿瘤，且能

经尿道切除术或加以膀胱内放化疗治愈，但肿瘤的复发率高达

８０％，１０％～１５％的肿瘤能发展成高度恶性肿瘤，需要根治性

膀胱切除术治疗［６］，因此，泌尿道肿瘤的治疗重要是防止肿瘤

的复发和阻止肿瘤的进展。

膀胱镜加细胞学检查是诊断和检测ＢＵＣ的金标准。然

而，膀胱镜检查是一个侵入性的检查且容易漏检，细胞学检测

对低级别或初期的肿瘤缺乏敏感性［７８］，虽然其他的生物或化

学技术也应用于ＢＵＣ的检测，但它们特异性较差
［９１１］。

ＦＩＳＨ是一种基于细胞遗传学的检测技术，利用荧光素标

记的ＤＮＡ探针或染色体的着丝粒或基因的特异性序列杂交，

以检测恶性肿瘤染色体数量异常或结构改变。

在本研究中，ＦＩＳＨ 在检测ＢＵＣ时敏感性明显高于细胞

学检测，在１２８例证实有ＢＵＣ患者的尿液标本中，ＦＩＳＨ检测

出阳性８４（６５．６％）例，而细胞学检测只有４５（３５．２％）例阳性，

２种方法的敏感性存在显著性差异。另外，从ＢＵＣ所表现的

类型、肿瘤的分化程度以及有无ＢＵＣ史三方面来比较两者之

间差别，ＦＩＳＨ的敏感性均高于细胞学检测，但特异性并无太

大差异。也有研究表明，ＦＩＳＨ的敏感性和特异性均高于细胞

学检测［１２］，这与本研究不一致。

然而，本研究的敏感性仍低于前人的许多研究［１３１４］，可能

的原因有：（１）肿瘤自身的条件决定其敏感性和特异性存在差

异。肿瘤的大小，肿瘤的分化程度以及肿瘤所处的时期与检测

的特异性和敏感性有关［１５］。（２）收集标本的方式。通过膀胱

镜或膀胱冲洗液收集的尿液比直接排出体外的尿液检测的敏

感性高［１６］。（３）统计的方式不同。在其他研究中，只统计证实

患有ＢＵＣ患者的例数，而本研究统计的例数除证实患有ＢＵＣ

外，还包括接受经尿道前列腺切除术的良性前列腺增生患者，

即疑似患有ＢＵＣ患者；（４）ＦＩＳＨ阳性的判读标准不一。目前，

关于判读ＦＩＳＨ阳性的标准还不统一
［１７］，各个实验室根据自

己的试验条件和其他的检查来确定阳性标准，而本研究只是将

４个指标中，有２个或２个以上指标异常者，或一个指标有复

杂异常者定义为阳性结果，并没将一个指标出现异常而怀疑

ＢＵＣ患者统计在内。

综上所述，同细胞学检测相比较，本研究建立的ＦＩＳＨ 法

可特异、敏感地检测出ＢＵＣ，为ＢＵＣ的诊断提供一条快捷有

效的途径，宜在临床实验室推广应用。
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·检验技术与方法·

血清组织蛋白酶Ｄ水平与胃癌患者临床病理特征的关系

熊海燕，史小波，谢　玮

（南通市第一人民医院检验科，江苏南通２２６００１）

　　摘　要：目的　探讨胃癌患者血清ＣａｔｈＤ浓度的变化及其与临床病理特征的关系。方法　选择原发性胃癌患者６８例作为

胃癌组，将同期接受正常体检的３０例健康者作为对照组。检测胃癌组患者血清ＣａｔｈＤ浓度，并分析其与临床病理特征的关系。

结果　胃癌组患者血清ＣａｔｈＤ浓度为（５２．１３±９．１２）ｐｍｏｌ／ｍＬ，明显高于对照组［（３６．２５±６．１２）ｐｍｏｌ／ｍＬ］，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。血清ＣａｔｈＤ浓度与胃癌的分化程度、浸润深度、淋巴结转移及临床分期有关（犘＜０．０５）。结论　血清ＣａｔｈＤ水平

与胃癌临床病理特征密切相关，可作为判断胃癌生物学行为和预后的重要指标。

关键词：胃肿瘤；　组织蛋白酶Ｄ；　病理特征；　预后；　血清

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．２１．０５１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）２１２８９４０２

　　胃癌是中国常见的消化道恶性肿瘤，由于易发生浸润和转

移，患者术后５年生存率较低
［１］。近年来研究提示，胃癌的发

生、发展过程与组织蛋白酶Ｄ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎＤ，ＣａｔｈＤ）的浓度变

化密切相关［２３］。为探讨胃癌患者血清ＣａｔｈＤ浓度的变化，笔

者检测了胃癌患者血清ＣａｔｈＤ浓度，并分析了ＣａｔｈＤ与临床

病理特征的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择本院２００９年２月至２０１２年１０月收治

的原发性胃癌患者６８例作为胃癌组，其中，男５０例，女１８例；

年龄（５３．６１±１２．５３）岁。组织学分化Ⅰ级，即高分化乳头状

（或管状）腺癌１５例；Ⅱ级，即中分化管状腺癌２０例；Ⅲ级，即

低分化腺癌、黏液细胞癌和黏液腺癌共３３例。淋巴结有无转

移、肿瘤浸润深度、有无胃外器官转移等以术中记录、术后病理

证实为准。将同期接受正常体检的３０例健康者作为对照组，

其中，男２１例，女９例；年龄（４７．４７±１３．７９）岁，均无肝、肾、生

殖等系统疾病。

１．２　主要试剂与仪器　试剂盒纯牛脾ＣａｔｈＤ、血红蛋白购自

美国Ｓｉｇｍａ公司，主要仪器为７５５Ｂ型紫外可见分光光度计，为

上海仪电分析仪器有限公司产品。

１．３　标本采集　全部患者术前采集静脉血２ｍＬ，４０００×ｇ

离心５ｍｉｎ，所有标本均无溶血、脂血，收集血清后置－７０℃冰

箱保存。

１．４　检测方法
［４］
　取血清１５０μＬ４份，分别加入ｐＨ３．５的

１．０ｍｏｌ／Ｌ甲酸液１００μＬ和５％血红蛋白１５０μＬ，混匀，其中

２份先加入３％醋酸２ｍＬ，终止反应后于３７℃水浴中温育

８ｈ，作为样本空白对照；另２份，先于３７℃水浴中温育８ｈ后

加入３％醋酸２ｍＬ终止反应。再取纯ＣａｔｈＤ液１５０μＬ及生

理盐水１５０μＬ分别作为标准管及空白管，分别加入ｐＨ３．５的

１．０ｍｏｌ／Ｌ甲酸液１００μＬ和５％血红蛋白１５０μＬ混匀，于

３７℃水浴中温育８ｈ后加入３％醋酸２ｍＬ终止反应。在波长

２８０ｎｍ处测定各管的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，测定管

ＯＤ值平均值减去样本空白对照平均ＯＤ值，并在纯牛脾Ｃａｔｈ

Ｄ标准曲线上查对样本的ＣａｔｈＤ活性。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用两独立样本狋检验，以α＝

０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。
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