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ＦＩＳＨ技术及细胞学技术检测尿脱落细胞对膀胱尿路

上皮肿瘤诊断价值研究
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　　摘　要：目的　比较荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术及细胞学技术检测尿脱落细胞对膀胱尿路上皮肿瘤诊断价值。方法　采用

ＣＳＰ３／ＣＳＰ７组合探针和ＧＬＰｐ１６／ＣＳＰ１７组合探针对膀胱尿路上皮肿瘤疑似患者的尿脱落细胞进行ＦＩＳＨ检测，同时采用细胞学

技术检测尿脱落细胞，比较２种方法的灵敏度和特异度。结果　ＦＩＳＨ 技术筛查膀胱尿路上皮肿瘤的灵敏度和特异度分别为

９２．５％和８５．０％，细胞学技术的灵敏度和特异度分别为２７．５％和９０．０％。ＦＩＳＨ技术的灵敏度显著高于细胞学技术（犘＜０．０５），

但２种方法的特异度差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＦＩＳＨ技术有望成为筛查膀胱尿路上皮肿瘤的新方法。
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　　膀胱尿路上皮肿瘤是一种恶性程度较高的泌尿生殖系统

肿瘤，其发病率及复发率都比较高，其病理学表现主要是移行

性膀胱尿路上皮肿瘤，对人类健康有严重威胁。美国癌症协会

研究预计膀胱系统肿瘤将成为高发癌症第５位。截止到２０１０

年，有１４６８０例患者死于膀胱肿瘤，同期新增患者７０５３０

例［１２］。有研究者报道了使用３、７、１７号染色体着丝粒区域探

针以及定位ｐ１６抑癌基因的９ｐ２１位点特异探针在患者尿液中

进行膀胱癌的检测［３］。近２０年，随着对膀胱癌遗传学的深入

研究，研究者发现，膀胱癌的发生与３、７、１７、９号染色体ｐ１６位

点缺失密切相关［４］。膀胱镜检和尿脱落细胞学检查是目前用

于诊断和检测膀胱癌的主要手段，其中膀胱镜检查具有创伤

性，并且难以发现微小病变及肿瘤［５］；尿脱落细胞学检查具有

方便、无创等优点，但灵敏度不高，且诊断膀胱癌和检测肿瘤复

发准确性较差。因此，需要寻找一种准确、无创、简便的诊断及

检测膀胱尿路上皮肿瘤的方法。此项目在中国开展较晚，对其

产生误诊原因的分析和研究较少。本院于２０１０年正式开展该

项检测，主要比较荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术与细胞学技术在

膀胱尿路上皮肿瘤检测中的灵敏度与特异度，用于评估ＦＩＳＨ

在新疆人群中筛查膀胱尿路上皮肿瘤的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０例健康成人作为对照组，用ＦＩＳＨ法

测定结果确定阈值，其中女９例，男１１例，年龄２３～６５岁，平

均４５岁。选取２０１２年９月至２０１３年３月新疆医科大学第一

附属医院膀胱尿路上皮肿瘤疑似患者标本８０例（有肉眼血尿

症状或影像学可疑表现）作为病例组，其中女２６例，男５４例，

年龄３２～８３岁，平均年龄６５岁。本课题通过了医院伦理委员

会批准，在实验前通过签署知情同意书的形式告知患者。

１．２　标本收集　一次性收集健康人新鲜晨尿２５０～４００ｍＬ，

平均３５２ｍＬ，用于ＦＩＳＨ检测。膀胱尿路上皮肿瘤疑似患者

在进行膀胱镜检查或病理活检前收集新鲜尿液标本，并且连续

３ｄ，第１天收集２５０～４００ｍＬ，分别用于细胞学常规检查和

ＦＩＳＨ检测，第２、３天每天收集新鲜尿液约２０ｍＬ用于细胞学

常规检查。

１．３　方法

１．３．１　ＦＩＳＨ探针制备　ＦＩＳＨ技术使用的３、７、１７号染色体

着丝粒探针和９ｐ２１区带ｐ１６探针，购自北京金菩嘉医疗科技

有限公司。探针有 ２组：ＣＳＰ３／ＣＳＰ７ 组合探针、ＧＬＰｐ１６／

ＣＳＰ１７组合探针。ＣＳＰ３、ＧＬＰｐ１６由四甲基罗丹明标记，荧光

显微镜下呈红色信号，ＣＳＰ７、ＣＳＰ１７由细胞绿标记，荧光显微

镜下呈绿色信号。

１．３．２　制备尿液脱落细胞玻片标本　留取患者晨尿１５０～

２００ｍＬ，１５００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，弃上清液，沉淀的脱落细胞
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经过ＰＢＳ清洗，胶原酶Ｂ消化、加入ＫＣｌ低渗溶液、采用固定

液固定，滴片制取尿液脱落细胞玻片标本２～３张。

１．３．３　预处理尿液脱落细胞玻片标本　制取的玻片标本经过

一系列过程后，放在烤片机上加热至５６℃，２ｈ。提前处理标

本、荧光探针的变性与原位杂交过程：（１）将探针混合物７３℃

水浴５ｍｉｎ使探针变性，置于４５～５０℃水浴中，避光保存至杂

交前取出。（２）将标本玻片放在（７３±１）℃７０％甲酰胺变性液

中变性５ｍｉｎ，依次经２０℃预冷的７０％乙醇２ｍｉｎ、８５％乙醇２

ｍｉｎ、１００％乙醇２ｍｉｎ脱水处理，自然干燥，置４５～５０℃烤片

机预热２～５ｍｉｎ。（３）在玻片杂交区域滴加变性好的探针混合

物，立即盖上盖玻片，封口膜封边。将尿液脱落细胞玻片标本

放在预热的湿盒中，在４２℃保温箱中杂交，过夜。

１．３．４　荧光探针与标本原位杂交后洗涤与复染　移去盖玻

片，依次在预热的３瓶５０％甲酰胺２×ＳＳＣ溶液中洗涤，每次

洗涤１０ｍｉｎ，２×ＳＳＣ溶液中洗涤１０ｍｉｎ，２×ＳＳＣ／０．１％ ＮＰ

４０／２×ＳＳＣ溶液中洗涤５ｍｉｎ，室温下在７０％乙醇中浸泡３

ｍｉｎ，取出玻片，暗处自然干燥。在杂交区域位置加入１５μＬ二

氨基苯基吲哚（ＤＡＰＩ）复染剂，立即盖上盖玻片，暗处放置１０～

２０ｍｉｎ。

１．３．５　细胞计数　在日本ＯｌｙｍｐｕｓＢＸＳ１荧光显微镜下，选

用合适的滤波片组观察荧光信号和杂交效果，以细胞核中有杂

交信号的细胞比例大于７５％为有效标本，对有效标本进行计

数、照相保存。荧光信号：ＧＬＰｐ１６呈红色，ＣＳＰ１７呈绿色；

ＣＳＰ３呈红色，ＣＳＰ７呈绿色。同一荧光信号点在１个细胞核内

出现２个或３个，并且２个信号位点间距大于单个信号直径，

荧光强度相近，计数为含有２条或３条染色体；如果２个信号

位点间距小于单个信号直径则计数为１条染色体。在每份标

本中，每个探针组合计数１００个膀胱上皮细胞。

１．４　统计学处理　实验数据用百分比表示，采用ＳＰＳＳ１７．０

统计软件进行统计学处理，差异比较采用配对χ
２ 检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

对照组２０例标本按上述方法进行ＦＩＳＨ检测，每份标本

每个探针组合计数１００个膀胱上皮细胞，统计出现不同类型异

常情况细胞数目、正常细胞数目的百分比，建立参考阈值，阈值

＝平均值（狓）±３倍标准差（狊），见表１。ＣＳＰ３探针对应３号染

色体、ＣＳＰ７探针对应７号染色体、ＣＳＰ１７探针对应１７号染色

体，ＧＬＰｐ１６探针对应９号染色体，分别建立正常细胞、异常细

胞（０或１个信号点）、异常细胞（３个或３个以上信号点）参考

阈值。如果检测指标比阈值大，则判定该指标阳性；比阈值小

就判定该指标阴性；等于阈值，则加大样本细胞计数，多次测量

以确定最后结果。若有２种或２种以上染色体出现异常，或者

同一染色体出现２种以上异常，表明膀胱癌细胞的存在（见图

１）。以膀胱镜检查结果或者术后病理诊断作为金标准，ＦＩＳＨ

检查的灵敏度为９２．５％，尿脱落细胞学检查的灵敏度为

２７．５％，二者差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＦＩＳＨ检查的特异

度为８５．０％，细胞学检查的特异度为９０．０％，二者差异无统计

学意义（犘＞０．０５）；ＦＩＳＨ 检查与细胞学检查联合应用的特异

度和灵敏度均为８５．０％，见表２。

表１　　ＦＩＳＨ荧光信号参考阈值的建立（％，狓±３狊）

探针
细胞中出现信号数

０个 １个 ２个 ３个或更多

ＣＳＰ３ ０．７＋２．２ １．６＋２．６ ９７．０＋４．２ １．１＋２．７

ＣＳＰ７ ０．３＋１．４ ０．９＋２．７ ９７．６＋３．３ １．２＋１．８

ＧＳＰ１６ １．２＋２．３ ３．２＋５．１ ９４．２＋６．２ １．３＋２．８

ＣＳＰ１７ ０．４＋１．５ １．１＋２．４ ９７．３＋４．４ １．２＋２．２

　　Ａ：ＣＳＰ７／ＣＳＰ３组合探针；Ｂ：ＣＳＰ１７／ＧＬＰ１６组合探针。

图１　　ＦＩＳＨ阳性细胞

表２　　ＦＩＳＨ技术和细胞学技术诊断尿路上皮肿瘤的

　　　灵敏度、特异度比较（狀）

金标准
细胞学

＋ －

ＦＩＳＨ

＋ －

细胞学＋ＦＩＳＨ

＋ －

＋ ２２ ５８ ７４ ６ ６８ １２

－ ２ １８ ３ １７ ３ １７

３　讨　　论

膀胱尿路上皮肿瘤是泌尿系统最常见的恶性肿瘤，其最典

型的症状就是间歇性肉眼血尿，基于其间歇性和无痛的特点，

延误就诊时有发生。临床诊断膀胱尿路上皮肿瘤最传统、最常

用的诊断和监测技术是细胞学检查和膀胱镜检查［６］。美国食

品药品监督管理局（ＦＤＡ）推荐运用ＦＩＳＨ 技术采用荧光标记

的核酸探针检测９ｐ２１及３、７、１７染色体上的着丝点，用于确定

染色体是否具有与膀胱尿路上皮肿瘤相关的非整倍体，该技术

检测膀胱癌的灵敏度和特异度分别为７０％～８６％和６６％～

９３％
［７］，与膀胱肿瘤抗原（ＢＴＡ）、核基质蛋白２２（ＮＭＰ２２）检测

相比，ＦＩＳＨ技术的特异度更高
［８］，而且ＦＩＳＨ检查可以比膀胱

镜更早发现膀胱癌复发。

ＦＩＳＨ技术是在放射性原位杂交技术的基础上发展起来

的，是一种非放射性分子细胞遗传技术。它具有非放射性、安

全、快速、高灵敏度等优点，被广泛运用于医学检验的诊断领

域。ＦＩＳＨ技术的基本原理是用标记好的已知序列的单链核

酸作为探针，按照碱基互补配对原则，与待检材料中未知的单

链核酸进行杂交，形成可被荧光显微镜检测到的杂交双链核

酸。ＦＩＳＨ探针稳定，操作安全，可以直接在染色体上定性、定

量标记，通过碱基互补来保证其反应特异性。膀胱尿路上皮肿

瘤最突出的遗传学改变为３、７、１７号染色体的非整倍性以及

９ｐ２１（ｐ１６基因）位点的缺失。本研究利用ＦＩＳＨ技术对尿脱落

细胞进行基因水平的检测，可以早于细胞形态学检查发现异

常，并且灵敏度和特异度分别为９２．５％、８５．０％。Ｊｏｎｅｓ
［９］报道

运用ＦＩＳＨ技术诊断膀胱癌的特异度及灵敏度分别为８６％～

９７％和５９％～８６％。Ｋｗａｋ等
［１０］对１２２例确诊为膀胱尿路上

皮肿瘤的患者进行ＦＩＳＨ检查及细胞学检测，发现ＦＩＳＨ检查

的灵敏度高于细胞学检测，并且在不同肿瘤分期及分级亚组

中，ＦＩＳＨ检查的灵敏度均高于细胞学检测，差异均有统计学

意义（犘＜０．０５）。国外有文献报道ＦＩＳＨ检查与细胞学检测的

特异度差别无统计学意义（犘＜０．０５）
［１１］。Ｓｋａｃｅｌ等

［１２］研究表

明，ＦＩＳＨ技术在检测早期膀胱癌中具有显著优势。该研究得

出结论：与细胞学检测相比，ＦＩＳＨ检查具有较高的灵敏度，但

两者的特异度相似，因此ＦＩＳＨ可以作为膀胱肿瘤的辅助检查

方法以提高诊断率。本研究结果显示，ＦＩＳＨ检查的灵敏度为

９２．５％，细胞学检查的灵敏度为２７．５％，２种方法的灵敏度差

异有统计学意义（犘＜０．０５），但特异度差异无统计学意义（犘＞

０．０５），与前述同类研究结果类似。

·５９０３·国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２２



本研究采用的探针不是 ＵｒｏＶｙｓｉｏｎ探针，而且其不能同

时在同一细胞中显示４种遗传学改变，因此具有一定局限性。

虽然本研究采用的探针组合能够筛选出膀胱尿路上皮肿瘤中

出现最频繁的染色体异常，但其是否是诊断膀胱尿路上皮肿瘤

最适合的探针组合，还有待进一步研究。本研究所得结果与

ＵｒｏＶｙｓｉｏｎ探针相似，证明其有可能成为在中国人群中检测膀

胱尿路上皮肿瘤发病率的有效手段。本研究未涉及ＦＩＳＨ 检

查在膀胱尿路上皮肿瘤术后和分期的诊断，尤其是姑息性治疗

后随访中的作用问题，需要在以后的进一步研究中加以研究。

综上所述，利用ＦＩＳＨ 技术检测３、７、１７号染色体和ｐ１６

基因染色体数目畸变来诊断膀胱尿路上皮肿瘤的灵敏度明显

优于细胞学检查，但２种方法的特异度差异不显著。ｐ１６缺失

作为膀胱尿路上皮肿瘤发生过程中最早的染色体改变，对临床

诊断有着重要的作用。能明显提高膀胱尿路上皮肿瘤的筛查

率是ＦＩＳＨ技术的一大优点，该技术有望成为筛查膀胱尿路上

皮肿瘤的一种新的无创性检查方法。
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但因几对引物同时在一个体系里反应，容易出现交叉反应，出

现非特异扩增，从而不容易寻找到能高通量的反应体系，而且

检测时需要多种荧光探针，所以它的推广受到限制。Ｔａｋｉｚａｗａ

等［５］采用基因芯片技术对 ＨＣＶ和 ＨＩＶ进行了检测。基因芯

片技术作为一种高通量的检测新技术，可以同时检测数以万计

的生物分子［６］。但目前通用的多种基因芯片技术，都存在着检

测技术复杂、条件和设备要求高等问题，限制了该技术在临床

检测中的应用。

本研究应用基因芯片的点样技术把每对引物中的１条５′

端固化在ＲＴＰＣＲ反应管上
［３］，然后在管内进行 ＲＴＰＣＲ检

测，利用荧光强度确定是否存在 ＨＩＶ１或 ＨＣＶ并确定病毒载

量，利用溶解曲线不同区分病毒种类。达到了多重 ＲＴＰＣＲ

和基因芯片技术同时检测 ＨＣＶ、ＨＩＶ１的优点，同时又避免了

它们的缺点。灵敏度试验说明该体系在１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ及以

上ＲＮＡ载量时检测 ＨＣＶ、ＨＩＶ１的重复性好，能准确检测的

最低载量为１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ。在特异性试验中，对阴性标本

和阳性标本ＰＣＲ产物的电泳验证说明该系统特异性好。在临

床标本验证实验中，ＲＮＡ载量范围在１×１０３～１×１０６ｃｏｐｙ／

ｍＬ的临床标本能准确检测，与其他厂家ＰＣＲ结果吻合率达

１００％。本研究建立的ＲＴＰＣＲ平台能对 ＨＣＶ、ＨＩＶ１ＲＮＡ

载量达到１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ的临床标本进行准确检测。

在特异性试验中，对引物序列进行同源性比较，结果显示

所用引物均具有种属特异性，并有电泳图作支撑，但如果能用

多种病毒标准品进行验证则说服力会更强。建立的ＲＴＰＣＲ

平台只是同时针对 ＨＣＶ、ＨＩＶ１的检测，还达不到血站血液筛

查同时检测 ＨＣＶ、ＨＩＶ１、ＨＢＶ和梅毒螺旋体的要求，要让这

个技术转化成产品还有一段距离，但这种方法为同时快速检测

多种病毒带来了全新思路。

综上所述，本研究建立的基于芯片点样技术的 ＲＴＰＣＲ

平台灵敏度、特异度基本满足临床试验要求，为同时快速检测

ＨＣＶ、ＨＩＶ１提供了新的方法，也为同时检测多种病毒提供了

新的思路。
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