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临床实验室现已广泛应用荧光原位杂交（FISH）技

术检测白血病细胞遗传学异常。间期FISH适用于白血

病患者的初诊与残留白血病的检测，是染色体检查的重

要补充［1-2］。目前临床上常用的单探针FISH检测一次只

能检测一二种遗传学异常，检测过程费时费力。而预包

被式多探针系统是将多种特定探针预先包被在玻片上，

检测时只需将滴有细胞悬液的载玻片和带有探针的样

品玻片叠加即可一次完成多个探针的上样过程，大大节

约了检测的时间和劳动量。可针对不同疾病设计不同

的多探针组合，不仅可以提供相对全面的遗传学信息，

且检测成本和人工操作时间与常规单探针FISH检测

一二个位点相近，大大提高了检测效率并明显降低检测

成本［3］。

但是，在使用英国 Cytocell 公司提供的多探针

FISH检测方法的过程中，经常随机出现1~2组探针信

号质量不佳，导致无法进行判读。通过一段时间的摸

索，我们对此方法进行了相应改进，以期能够对白血病

的细胞遗传学异常进行更为行之有效的检测。

摘要：目的 探讨对预包被式多探针荧光原位杂交（FISH）技术进行优化在检测白血病细胞遗传学异常的意义。方法 141例初

诊为ALL或AML/MDS的患者骨髓标本，行预优化的包被式多探针FISH流程检测（在原始流程的基础上增加了调整细胞密度、

蛋白酶消化步骤），其中35例行常规流程检测，对比优化前后对白血病细胞遗传学异常的检测成功率与阳性位点检出率。结果

对多探针FISH实验流程进行优化后，ALL的检测成功率由85.3%提高到100%，阳性位点检出率由5.1%提高到8.6%；AML/

MDS的检测成功率由67.4%提高到99.8%，阳性位点检出率由3.5%提高到6.0%，差异均具有统计学意义（P<0.01）。结论通过

对常规预包被式多探针FISH系统检测流程进行优化，显著提高了白血病细胞遗传学异常的检测效率，增强了该技术的临床实

用性。
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Abstract: Objective To optimize pre-coated multiple-probe fluorescence in situ hybridization (FISH) to improve its efficiency
in cytogenetic diagnosis of acute leukemia. Methods The original multiple-probe FISH techniques were optimized by
adjusting the cell density and adding a process of protease digestion. Cytogenetic anomalies were detected in 141 patients with
acute lymphocytic leukemia (ALL) or acute myeloid leukemia/ myelodysplastic syndromes (AML/MDS) using the modified
technique, and 35 of the patients were also examined using the original technique. The successful detection rate and positive
site detection rate were compared between the modified and original techniques. Results Modification of the pre-coated
multiple-probe FISH technique resulted in an significant increase of the successful detection rate (from 85.3% to 100%) and the
positive site detection rate (from 5.1% to 8.6% ) in ALL patients; in AML/MDS patients, the successful detection rate was
significantly improved from 67.4% to 99.8% and the positive site detection rate from 3.5% to 6.0% (P<0.01). Conclusion The
modified pre-coated multiple-probe FISH technique can significantly increase the diagnostic efficiency of cytogenetic
abnormalities in leukemic patients.
Key words: multiple-probe fluorescence in situ hybridization; optimization; cytogenetic abnormalities; leukemia
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1 材料和方法

1.1 病例选择

2008年3月~2010年10月我院门诊及住院初诊为

ALL的患者89例，AML/MDS52例，诊断参照《血液病

诊断及疗效标准》，分型按照FAB分型。

1.2 材料

预包被式多探针诊断系统购自英国Cytocell公司。

ALL预包被式多探针FISH组合包括MYC断裂基

因、p16 缺失、E2A/PBX1 融合基因、MLL 断裂基因、

TEL/AML1融合基因、BCR/ABL融合基因、多倍体检

测、IGH断裂基因8组探针。

AML/MDS 预包被式多探针 FISH 组合包括

AML1/ETO融合基因、PML/Rara融合基因、CBFB倒

位、EGR1、7q-、20q-、MLL断裂基因、p53缺失8组探针。

1.3 方法

1.3.1 预包被式多探针FISH常规实验方法 （1）调整细

胞悬液密度至60~70细胞/HP（×100）；（2）滴片；（3）定

位；（4）变性；（5）杂交与冲洗；（6）DAPI复染；（7）荧光显

微镜检查：在NikonE600 荧光显微镜下通过三色滤光

块（DAPI/TRITC/FITC）观察杂交信号，用 Macprobe

4.0荧光图像处理系统(美国PSI公司) 进行图像分析，每

份间期核标本计数500个细胞，并记录杂交信号。

1.3.2 预包被式多探针FISH的实验方法的优化 主要

增加2个实验步骤：（1）降低细胞密度：将原方法中滴片

时的细胞悬液浓度由60~70细胞/HP（×100）调整为20~

30细胞/HP（×100）；（2）增加蛋白酶消化步骤：在原实验

方法中滴片后增加一步蛋白酶消化，即用50 μg胃蛋白

酶(Sigma，USA)37 ℃消化4 min，2×SSC洗涤2 min×2。

1.4 统计学分析

统计软件使用SPSS 12.0。进行配对卡方检验比

较实验方法改进前后的成功率和阳性率变化情况，P<

0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 多探针FISH系统实验流程优化前后的检测成功率

比较

在ALL多探针FISH系统检测过程中，应用原实验

流程检测17例标本共136个探针位点中，20个位点出

现探针信号不佳，视为检测失败；应用优化流程检测89

例标本共712个位点信号较为清楚，均可进行判读；二

者之间差异具有统计学意义（P<0.01，表1）。

在AML/MDS多探针FISH系统检测过程中，应用

原实验流程检测18例标本共144个探针位点中，47个

位点出现探针信号不佳，视为检测失败；应用优化流程

检测52例标本共416个位点中，1个位点信号不佳，无法

进行判读，其余信号较为清楚，均可进行判读；二者之间

差异具有统计学意义（P<0.01）。

2.2 多探针FISH系统实验流程优化前后的阳性位点检

出率比较

以ALL的多探针FISH系统的原实验流程与优化

实验流程进行检测，分别检测出阳性位点7个（共检测

136个位点）与61个（共检测712个位点），阳性位点检出

率分别为5.1%与8.6%，二者之间差异具有统计学意义

（P<0.01）；以AML/MDS的多探针FISH系统的原始实

验流程与优化实验流程进行检测，分别检测出阳性位点

4个(共检测144个位点)与25个（共检测416个位点），阳

性位点检出率分别为3.5%与6.0%，二者之间差异具有

统计学意义（P<0.01）。

3 讨论

细胞遗传学异常的检测在ALL、AML和MDS等恶

性血液病的诊断和预后评估中占据着重要的地位，临床

上已广泛使用FISH检测白血病的细胞遗传学异常［4-5］。

但单探针FISH一次只能检测一个目标位点，而ALL、

MDS等疾病需要多个遗传位点的信息来对患者进行综

合评估［6-7］，如MDS预后分级便至少包括5q-、7q-、20q-

等位点［8-9］，儿童ALL危险度分组至少包括BCR/ABL、

E2A\PBX1、MLL等位点［10-11］。

八探针FISH技术检测可以一次性获得相关的多种

遗传学信息。但我们在早期应用FISH开展对细胞遗传

学异常进行检测的工作中，发现按英国Cytocell公司提

供的官方实验流程所检测到的杂交信号不够稳定，体现

在会随机出现几组探针信号不佳，无法进行判读，公司

外籍专家亲自操作亦无法避免这种情况。分析既往实

验结果，发现信号不佳情况在骨髓标本中的急性非淋巴

细胞较外周血的淋巴细胞标本更为明显（成功率67.4%

vs 85.35%），且骨髓标本的问题多表现为背景高，细胞

上有云雾状物质覆盖，导致信号模糊难以判读（图1A），

这种情况与石蜡组织标本FISH实验中蛋白酶消化不完

全时表现相同［12］。从样品类型考虑，可能由于骨髓标本

中含有的的胞浆和胞核蛋白较多，干扰了探针与基因组

检测位点数

检测成功位点数

检测成功率

ALL

原流程
（n=17）

136

116

85.3%

优化流程
（n=89）

712

712

100%*

AML/MDS

原流程
（n=18）

144

97

67.4%

优化流程
（n=52）

416

415

99.8%△

表1 多探针FISH技术优化前后的检测成功率比较
Tab.1 Success rate of multi-probe FISH before and after
the technical optimization

*与 ALL 原始流程相比，优化流程检测成功率P=0.000; △与
AML/MDS原始流程相比，优化流程检测成功率P=0.000
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DNA结合，致使探针信号不稳定［13］。与实验室日常骨

髓标本单探针FISH实验流程相比，Cytocell公司的官方

实验流程并不包括胃蛋白酶消化步骤，而胃蛋白酶消化

为去除标本中胞浆和胞核蛋白的重要环节［14］，因此我们

尝试在官方流程基础上按单探针FISH实验方法加入蛋

白酶消化步骤，发现信号背景明显降低（图1C），说明增

加蛋白酶消化步骤对去除骨髓标本的胞浆和胞核蛋白

有明显作用，可有效增强骨髓标本的实验质量。

ALL多探针组合出现高背景情况较少，而信号缺

失情况较为明显，表现为视野中有部分细胞无论阴性信

号还是阳性信号均缺如，且不属于该探针异常信号范

围，不对应已知遗传学异常，因此无法纳入统计［15］。无

信号细胞的DAPI染色效果良好，不像是细胞质量差导

致的无信号，推测可能是由于细胞密度过高，超出预包

被探针结合能力。传统单探针FISH先将细胞悬液滴到

玻片上进行老化再加探针，可以用显微镜观察玻片上细

胞的密度来加以调整，探针的量也可手动调节，保证覆

盖到整个盖玻片区域。而Cytocell公司的多探针组合

为预包被式，探针数量已固定，但官方说明书却并未详

细规定细胞样本的数量或浓度，只提及可根据结果进行

调整。因此玻片上细胞过密将导致探针相对密度降低，

杂交效率下降，从而导致部分细胞出现信号缺失。由于

Cytocell公司并未给出预包被探针数量的详细说明，无

法与平时单探针FISH的实验方法直接对比，只有根据

经验设置不同浓度进行平行比较，发现将细胞密度控

制在20~30细胞/HP时信号缺失情况不再发生，以此密

度为基础的后续89例实验成功率为100%，与过去的

85.3%相比有了明显改进。

综上所述，多探针FISH组合虽然具有方便经济的

特点，但Cytocell公司的官方实验流程存在缺陷，在实

际工作中结果质量不如单探针FISH。本实验室通过分

位点数

阳性位点数

阳性位点检出率

ALL

原始流程
（n=17）

136

7

5.1%

优化流程
（n=89）

712

61

8.6%*

AML/MDS

原始流程
（n=18）

144

4

3.5%

优化流程
（n=52）

416

25

6.0%△

*与ALL原始流程相比，优化流程检测阳性率P=0.000; △与AML/

MDS原始流程相比，优化流程检测阳性率P=0.000

表2 多探针FISH技术优化前后的阳性位点检出率比较
Tab.2 Positive site detection rate of multi-probe FISH
before and after optimization

图1 多探针FISH实验流程优化前后效果图
A: 未以蛋白酶进行消化, 密度为2个/视野; B: 以蛋白酶进行消化, 密度8个/视野; C: 以蛋白酶进行消化, 密度2个/视野;

D: 以蛋白酶进行消化, 密度3个/视野

Fig.1 Image of multi-probe FISH before and after the optimization (Original magnification: ×100).

A B

C D
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析实验结果，结合单探针FISH实验流程和石蜡组织

FISH实验流程图1多探针FISH实验流程优化前后效果

图中的经验，通过增加控制细胞密度、胃蛋白酶消化两

个步骤，成功的提高了多探针FISH技术的检测成功率与

阳性位点检出率，增加了该技术在临床的应用的可靠性，

为病人的细胞遗传学分型提供更为全面和可靠的信息。
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