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摘要：目的　 通过联合运用 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 和多聚甲醛（ＰＦＡ）处理玻片，改善血液肿瘤骨髓标本荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）检测质量。
方法　 ４２ 例血液肿瘤患者骨髓标本玻片，在常规 ＦＩＳＨ 流程中，实验组增加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 预处理步骤，对照组按照常

规步骤进行。 配对比较实验组与对照组中未见杂交信号细胞数和阳性细胞比例。 当实验组与对照组结果不一致时，骨髓增

生异常综合征（ＭＤＳ）标本通过扩大计数范围验证准确性，多发性骨髓瘤（ＭＭ）标本采用荧光免疫表型结合间期原位杂交

（ＦＩＣＴＩＯＮ）检测验证准确性。 结果　 与对照组相比，实验组杂交区域非特异性荧光信号减少，背景干净，细胞核内探针信号更

清晰，ＦＩＳＨ 检测成功率达 １００％。 实验组中未见杂交信号的细胞比例为（４．３０±３．３０）％，对照组为（８．０４±５．４５）％，二者配对差

值（实验组－对照组）为（－３．７４±４．２７）％，实验组未见杂交信号的细胞比例低于对照组（Ｐ＜０．００１）。 实验组与对照组判读结果

一致的 １３２ 个信号位点中，实验组的阳性细胞比例为（８２．１６±２３．８９）％，对照组为（７７．１０±２３．５６）％，二者配对差值（实验组－对

照组）为（５．０６±１０．０８）％，实验组阳性细胞比例高于对照组（Ｐ＜０．００１）。 此外，实验组与对照组的判读结果不一致的 ５ 个检测

位点，验证结果与实验组结果一致。 结论　 联合运用 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 能够提高骨髓标本间期 ＦＩＳＨ 检测成功率和阳性位

点检出率。
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　 　 荧光原位杂交（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａ⁃
ｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）技术能够在荧光显微镜下直接观察探针

信号，分析 ＤＮＡ 序列变化，安全、快速、特异性好、
灵敏度较高，被广泛应用于血液病的诊断分型、鉴
别诊断、预后判断及移植后监测等方面［１］。

有效、清晰的荧光信号是保障 ＦＩＳＨ 检测质量

的关键。 但在抽吸骨髓液标本的过程中，尤其是白

血病与多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）患者

的骨髓液，容易发生不同程度的凝固，导致背景荧

光信号杂乱，非特异性荧光信号较强，探针信号微

弱或缺失。 此外，骨髓标本中过多的纤维丝和细胞

间的强粘附性等因素，也可能导致 ＦＩＳＨ 探针信号

进入细胞困难，造成 ＦＩＳＨ 检测失败。
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 是一种表面活性剂，可以增强膜

表面通透性。 多聚甲醛（ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＰＦＡ）是
一种广泛用于免疫组化的固定剂，能保持组织的抗

原性和细微结构［２］。 本研究尝试在常规 ＦＩＳＨ 实验

流程中增加联用 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 和 ＰＦＡ 处理标本玻

片步骤，以期获得更加清晰、有效的探针信号，改善

间期 ＦＩＳＨ 检测探针信号质量，提高 ＦＩＳＨ 检测成功

率及阳性信号检出率。

１　 材料与方法

１．１　 临床资料　 收集 ２０１８ 年在福建医科大学附属

协和医院血液科就诊的 ４２ 例血液肿瘤患者的骨髓

标本，其中 ＭＭ ２５ 例，慢性髓细胞白血病（ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）８ 例，骨髓增生异常综合征

（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅｓ，ＭＤＳ）６ 例，急性早幼粒

细胞白血病 （ ａｃｕｔｅ ｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＰＬ） ２
例，急性原始粒细胞白血病部分分化型（ａｃｕｔｅ ｍｙｅ⁃
ｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ⁃Ｍ２，ＡＭＬ⁃Ｍ２）１ 例，诊断标准参照《血
液学诊断及疗效标准》第 ４ 版［３］。 其中男 ２９ 名，女
１３ 名，年龄 ９～８８ 岁，中位年龄 ５５．５ 岁。 建立各探

针检测阈值共采用 １０ 例健康供者的骨髓标本，男 ７
例，女 ３ 例，年龄 ２２ ～ ４５ 岁，中位年龄 ３４．５ 岁。 以

上所有取样均获得患者知情同意，并通过福建医科

大学附属协和医院伦理委员会批准（批准文号：
２０１６ＫＹ０５０）。
１．２　 ＦＩＳＨ 检测　 检测所用探针均购自北京金菩嘉

公司。 取－２０ ℃保存的固定后的骨髓单个核细胞

悬液，用新鲜固定液（甲醇 ∶冰醋酸＝ ３ ∶１）调至合适

浓度滴片，按照试剂盒提供的 ＦＩＳＨ 操作说明书操

作，Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 荧光显微镜在 ４，６⁃二脒基⁃苯基

吲哚 （ ＤＡＰＩ） ／异硫氰酸荧光素 （ ＦＩＴＣ） ／罗丹明

（ＲＨＯＤ）三色滤光镜下观察杂交信号。
结果判读：每份标本分析 ２００ 个细胞，不计数

重叠细胞，按照探针说明书，以 ７５％以上细胞核中

均有杂交信号为满意标本。 用 ＦＩＳＨ 分析软件进行

图像分析。 ＦＩＳＨ 结果判读采用双盲实验，由 ２ 名

有经验的检验者进行判读。 采用 １０ 例健康供者的

骨髓标本作为正常对照建立各探针检测阈值，以大

于正常对照组 􀭰ｘ＋３ｓ 作为判断阳性的阈值。
１．３　 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 预处理对 ＦＩＳＨ 检测的

改良作用　 取－２０ ℃保存的固定后的骨髓单个核

细胞悬液，用新鲜固定液（甲醇 ∶冰醋酸 ＝ ３ ∶１）调至

合适浓度滴片，用 Ｔｒｉｔｏｎ １００⁃Ｘ ／ ４％ ＰＦＡ（４％ ＰＦＡ ∶
０．５％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ＝ １ ∶１）预处理 １ ｍｉｎ，吸干液体后

置 ３７ ℃预温的 ２×柠檬酸钠盐（ＳＳＣ）溶液中温浴 １０
ｍｉｎ。 后续实验步骤同 １．２。
１．４　 ＭＭ 骨髓标本荧光免疫表型结合间期原位杂

交技术 （ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃
ｐｈａｓｅ ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｓ ａ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅ⁃
ｏｐｌａｓｍｓ， ＦＩＣＴＩＯＮ）检测 　 肝素钠抗凝骨髓液充分

裂解红细胞后，用－２０ ℃预冷甲醇预固定，调至合

适浓度滴片，Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 固定标本玻片

１０ ｍｉｎ，后续实验步骤同 １．２。 翌日杂交结束后，先
后用小鼠抗人 ＣＤ１３８ 抗体（一抗）和 ＡＭＣＡ 标记的

山羊抗小鼠 ＩｇＨ 抗体（二抗） （以上抗体均购自美

国 Ｐｅｐｒｏ Ｔｅｃｈ 公司）室温避光温育 １ ｈ。 充分洗涤

后加 ＤＡＰＩ 复染， Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 荧光显微镜在

ＡＱＵＡ ／ ＦＩＴＣ ／ ＲＨＯＤ 三色滤光镜下观察信号。 每份

标本分析 １００ 个胞浆染为蓝色的浆细胞，不计数重

叠细胞。 结果判读和阈值建立同 １．２。
１．５　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ２５．０ 软件进行。 计量资

料的组间比较采用配对 ｔ 检验，以 Ｐ＜０．０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２．１　 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 预处理后的 ＦＩＳＨ 探针

信号更清晰　 对照组 ＦＩＳＨ 检测杂交区域非特异性
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信号杂乱，背景荧光强，探针内信号较小，易受背景

及非特异性荧光信号干扰，结果判读困难。 经

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 处理后，杂交区域非特异性

荧光信号减少，背景干净，细胞核内探针信号更清

晰，以 ＦＩＴＣ 标记的绿色荧光信号改善效果显著，见
图 １。

注：Ａ，对照组，背景荧光杂乱，探针信号小；Ｂ，实验组，背景干净，探针信号清晰。

图 １　 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 预处理后对 ＦＩＳＨ 检测探针信号的影响（×１ ０００）

２．２　 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 预处理标本玻片能够提

高 ＦＩＳＨ 检测成功率　 ４２ 例标本中共检测 １４８ 个探

针位点，对照组有 １１ 个位点因杂交信号细弱、非特

异性荧光信号杂乱干扰无法分析，有的甚至细胞核

内无杂交信号，导致 ＦＩＳＨ 检测失败，检测失败率为

７．４３％（１１ ／ １４８）；Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 预处理的实

验组，ＦＩＳＨ 检测成功率达 １００％（１４８ ／ １４８）。
剔除杂交失败的 １１ 个位点后，对有杂交信号

的 １３７ 个检测位点，分别分析 ２００ 个细胞核中的信

号，实验组中未见杂交信号的细胞比例为（４．３０±
３．３０）％，对照组为（８．０４±５．４５）％，二者配对差值

（实验组－对照组）为（－３．７４±４．２７）％，实验组未见

杂交信号的细胞比例低于对照组（Ｐ＜０．００１）。
２．３ 　 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 预处理标本玻片使

ＦＩＳＨ 检测结果更准确 　 在 １３７ 个检测位点中，实
验组与对照组的判读结果一致的有 １３２ 个位点，其
中实验组的阳性细胞比例为（８２．１６±２３．８９）％，对
照组为（７７．１０±２３．５６）％，二者配对差值（实验组－
对照组）为（５．０６±１０．０８）％，实验组阳性细胞比例

高于对照组（Ｐ＜０．００１）。
此外，有 ５ 个检测位点，实验组与对照组的判

读结果不一致，见表 １。 除 ３ 号标本来自 ＭＤＳ 患者

外，其余均来自 ＭＭ 患者。 为明确哪组结果更接近

真实情况，４ 份 ＭＭ 标本均采用 ＦＩＣＴＩＯＮ 进行验

证，ＦＩＣＴＩＯＮ 检测的判读结果均与实验组一致，图 ２
展示了 ２５ 号标本的 ＦＩＣＴＩＯＮ 检测信号。 ３ 号标本

经扩大计数范围至 ５００ 个细胞后，对照组阳性细胞

比例为 ３．０％，最终判定为阴性，与实验组一致。

表 １　 实验组与对照组判读结果不一致的 ５ 个检测位点

标本

编号
病种 探针

ＦＩＳＨ

实验组 对照组

增加计

数至 ５００
个细胞

ＦＩＣＴＩＯＮ

３ ＭＤＳ －５（１Ｇ１Ｒ） － ＋ － ／
２７ ＭＭ １ｑ２１ 扩增（３Ｒ） － ＋ ／ －
３４ ＭＭ Ｐ５３ 缺失（１Ｇ） － ＋ ／ －
３７ ＭＭ １ｑ２１ 扩增（３Ｒ） ＋ － ／ ＋
４１ ＭＭ １ｑ２１ 扩增（３Ｒ） ＋ － ／ ＋

注：箭头所指均为浆细胞，探针为 ＧＬＰ ＩｇＨ（断裂重组探针）

图 ２　 ２５ 号标本 ＦＩＣＴＩＯＮ 检测信号（×１ ０００）

３　 讨论

　 　 作为常规染色体核型检查的重要补充，间期

ＦＩＳＨ 检测在血液肿瘤诊疗中应用广泛。 ＦＩＳＨ 检测

时，由于在激发光照射下，标本背景成分中的核蛋

白、胞质蛋白、胶原纤维等均可产生荧光，容易形成

非特异性背景荧光［４］。 背景荧光强度强，判读信号

荧光易受干扰；背景荧光弱，则信号荧光清晰显著，
易于准确判读。 因此，ＦＩＳＨ 检测时，除了要保证杂
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交成功，还应注意减弱背景荧光，增强信号荧光，即
提高信噪比。

血液肿瘤细胞中往往含有较多的胞核蛋白和 ／
或胞浆蛋白，干扰了探针与基因组 ＤＮＡ 结合，致使

探针信号不稳定［５］，最终可能造成间期 ＦＩＳＨ 检测

失败。 另外，我们在临床工作中也发现，某些标本

出现细胞核轮廓不清或空洞，背景荧光信号杂乱，
非特异性荧光信号强，探针信号拉丝现象严重、信
号细弱甚至缺如等现象，导致人工阅片过程费时费

力，判读结果误差大，遇到复杂信号模式时，极易受

到非特异荧光信号的干扰而造成误判。 这种情况

与石蜡组织标本 ＦＩＳＨ 检测中蛋白酶消化不完全时

表现相似。
骨髓标本间期 ＦＩＳＨ 常规操作流程中，没有消

化步骤［６］，且骨髓标本与石蜡组织标本不同，蛋白

酶消化时间难以掌握，因此，我们尝试联合非离子

化学表面活性剂 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 和交联固定剂 ＰＦＡ
进行杂交前预处理。 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 对疏水分子具有

很高的结合亲和力，能够溶解磷脂膜，从而允许探

针进入细胞核［７⁃８］。 ＰＦＡ 是核酸最有效的固定剂，
且没有自发荧光［９］。 ＰＦＡ 在固定细胞膜和细胞内

蛋白的同时，能够在一定程度上提高细胞膜的通透

性，并可能与 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 呈现协同作用［１０］。 有报

道称［１１］，运用 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 和 ４％ ＰＦＡ 作为固定 ／
渗透化合物能够增强肽核酸－荧光原位杂交的荧光

信号强度。
本研究发现，与常规流程 ＦＩＳＨ 检测相比，经

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 处理后，荧光显微镜下标本

的非特异性荧光干扰显著减少，探针信号拉丝现象

减少，信号点更清晰，尤以 ＦＩＴＣ 标记的绿色信号效

果显著。 同时，经 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 处理的标

本，预处理时间从原来的 ３０ ｍｉｎ 缩短至 １０ ｍｉｎ，且
未见到杂交信号的细胞的比例明显降低，阳性细胞

的比例也显著提高。 这不仅有效地缩短了实验操

作时间，提高工作效率，而且使 ＦＩＳＨ 检测成功率提

高至 １００％，有效地降低了判读复杂异常时的个人

主观差异，使实验结果更加客观可靠。 对实验组与

对照组判定结果不一致的 ４ 例 ＭＭ 标本，我们进一

步采用 ＦＩＣＴＩＯＮ 检测方法进行验证，发现 ４ 例标本

的判读结果均与实验组一致。 １ 例实验组与对照

组结果不一致的 ＭＤＳ 标本，经扩大技术范围至 ５００
个细胞后，最终判为阴性，该结果与实验组一致。

综上所述，通过在杂交前对标本玻片进行

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ ／ ４％ ＰＦＡ 预处理，能够提高骨髓标本

间期 ＦＩＳＨ 检测成功率和阳性位点检出率。 因此，
在骨髓标本的 ＦＩＳＨ 检测时，检验人员可以根据病

种、标本状态和具体实验条件，酌情增加 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃
１００ ／ ４％ ＰＦＡ 处理步骤，以期获得更加清晰的探针

荧光信号。

４　 参考文献

［１］Ｇｏｎｚａｌｅｓ ＰＲ， Ｍｉｋｈａｉｌ ＦＭ． Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｕｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｌｕｏ⁃

ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ （ＦＩＳＨ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕ⁃

ｋｅｍｉａ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｈｅｍａｔｏｌ Ｍａｌｉｇ Ｒｅｐ， ２０１７， １２（６）： ５６８⁃５７３．

［２］朱小兰， 张威， 骆新兰， 等． 不同固定剂对肾穿刺冷冻切片免疫

荧光染色的影响［Ｊ］ ． 诊断病理学杂志， ２０１３， ２０（７）： ４４１．

［３］沈悌， 赵永强． 血液病诊断及疗效标准［Ｍ］． 第 ４ 版． 北京： 科

学出版社， ２０１８．

［４］徐明堂， 赵焕芬， 何春年， 等． 实时控制 ＦＩＳＨ 预处理中酶消化

的操作［Ｊ］ ． 临床与实验病理学杂志， ２０１４， ３０（９）： １０５３⁃１０５５．

［５］ Ｋｅｙｖａｎｆａｒ Ｋ， Ｗｅｅｄ Ｊ， Ｓｗａｍｙ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔｅｒｐｈａｓｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

ｆｌｏｗ⁃ＦＩＳＨ［Ｊ］ ． Ｂｌｏｏｄ， ２０１２， １２０（１５）： ｅ５４⁃ｅ５９．

［６］Ｂａｒｂａｒａ Ｂｅａｔｔｙ 等编．荧光原位杂交技术［Ｍ］． 王瑛， 张诗武， 译．

天津： 天津科技翻译出版公司， ２００３： ４２⁃４３．

［７］Ｍｏｒｒｉｓｓｅｔｔｅ ＪＪＤ， Ｂａｇｇ Ａ． Ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ： ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｃｙ⁃

ｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ， ＦＩＳＨ， ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌｏｃｅｎｔｒｉｃ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｌａｂ

Ｍｅｄ， ２０１１， ３１（４）： ６５９⁃６８６．

［８］Ｒｏｃｈａ Ｒ， Ａｌｍｅｉｄａ Ｃ， Ａｚｅｖｅｄｏ ＮＦ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｘａｔｉｏｎ ／ ｐｅｒｍｅ⁃

ａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｔｅｐ ｏｎ ｐｅｐｔｉｄｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄ⁃

ｉｚａｔｉｏｎ （ＰＮＡ⁃ＦＩＳＨ） ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，

２０１８， １３（５）： ｅ０１９６５２２．

［９］Ｆｉｓｃｈｅｒ ＡＨ， Ｊａｃｏｂｓｏｎ ＫＡ， Ｒｏｓｅ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉ⁃

ｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ ［ Ｊ］ ． ＣＳＨ Ｐｒｏｔｏｃ， ２００８， ２００８： ｐｄｂ．

ｔｏｐ３６．

［１０］Ｃｈｅｎｇ Ｒ， Ｚｈａｎｇ Ｆ， Ｌｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｍｅ⁃

ａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌｓ： ａ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ ｓｔｕｄｙ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｈｅｍ， ２０１９， ７： ５８８．

（收稿日期：２０２０⁃１０⁃１５）
（本文编辑：王海燕）
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