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流式细胞仪倍体分析的原理及其应用进展
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世纪
%.

年代以来#随着流式细胞仪和荧光探针标记技

术的不断发展#流式细胞术在现代科学研究及科学实践中的作

用越来越重要,流式细胞分析即流式细胞术#是应用流式细胞

仪进行分析)分选的技术#可以对处于液流中的各种荧光标记

的微粒进行多参数)快速)准确的定性)定量测定,从流式细胞

术的发明)发展直到今天在各个领域应用的拓展#每一步都

是诸如电子技术)流体力学)计算机科学)激光技术)生物

学)生物技术)高等数学)临床医学)分子生物学)有机化学

和生物物理学等学科知识综合运用的结晶,现代流式细胞术

更是由于其结合单克隆抗体技术)定量细胞化学技术和定量

荧光细胞化学#使其在生物学)临床医学)药物学)材料学等

众多研究领域中的应用有更加突飞猛进的发展,在生物科学

研究中#可以使用流式细胞术测定细胞周期)

'S9

含量#检测

细胞凋亡#进行倍性)染色体核型和流式分子表型分析等*

$+7

+

,

在医学研究及临床实践的应用中#流式细胞术也发挥了重要的

作用#例如肿瘤诊断和分型)血液病的诊断和治疗以及免疫相

关疾病分析等方面的应用*

#+%

+

,目前国内使用的流式细胞仪主

要是美国
\;A@:B'EALEC*:C

$简称
\'

%和
\;AL8BC":H>@;?

$简称

\"

%两家公司生产的产品#二者原理基本一致#主要由液流系

统)光学检测系统和信号处理系统组成,本文根据
\'

公司生

产的流式细胞仪
T9"Q"B>EJH?

介绍
'S9

倍体分析的原理,

$

!

流式细胞仪倍体分析原理

$0$

!

基本原理
!

流式细胞仪的激发光源为
$#8W

氩离子气

体激光器#

\'

公司的
T9"Q"B>EJH?

可增配小功率半导体激光

器$波长
/4#C8

%#从而拓宽了其染料的应用范围,经荧光素

染色的细胞核#在一定压力下逐个通过喷嘴#进入流式照射室,

经过激光照射#细胞核发射出散射光,散射光分前向散射光

$

F:?KB?D*AB@@;?

#

TQ"

%和侧向散射光$

*ED;*AB@@;?

#

QQ"

%,

TQ"

反映粒子的大小或体积#

QQ"

反映粒子的表面粗糙度和内部颗

粒度,同时#细胞核所带的荧光素被激发#发射出荧光#根据荧

光的发 射 波 长#选 择 相 应 的 荧 光 通 道 $

T6$#!#C8

)

T6

!#3#C8

)

T64/!.C8

)

T67//.C8

%进行检测,最后#光信号

再转化成电信号#经数据处理输入测定装置相连的计算机分析

软件可对荧光强度进行分析,通过流式细胞分析仪对大量的

处于分裂间期的细胞
'S9

含量进行检测#然后经与仪器连接

的计算机自动统计分析#最后绘制出
'S9

含量$倍性%的分布

曲线图,

$0/

!

仪器分析原理*

1+$$

+

$0/0$

!

液流系统
!

将经特异性荧光染料染色的待测细胞制成

单细胞悬液#加入样品管中#在气体压力推动下进入流动室#不

含细胞的磷酸缓冲液在高压下从鞘液管喷出#鞘液管入口方向

与待测样品流呈一定角度#这样鞘液就能够包绕着样品高速流

动#组成一个圆形的流束#待测细胞在鞘液的包被下单行排列#

依次通过检测区域,这种同轴流动的设计#使得样品流和鞘液

流形成的流束始终保持着一种分层鞘流的状态,利用样品流

和鞘流的气压差的层流原理#使细胞依次排列成单行#每个细

胞以均等的时间依次通过测量区#被荧光染料染色的细胞受到

强烈的激光照射后发出荧光#同时产生散射光,细胞发出的荧

光信号和散射光信号同时被光电倍增管接收,

$0/0/

!

光学检测系统
!

流式细胞仪通常以激光作为发光源,

经过聚焦整形后的光束#垂直照射在样品流上#被荧光染料染

色的细胞在激光束的照射下产生散射光和激发荧光,这两种

信号同时被前向光电二极管和
1.i

方向的光电倍增管接收,光

散射信号在前向小角度进行检测#这种信号基本上反映了细胞

体积的大小(荧光信号的接收方向与激光束垂直#经过一系列

双色性反射镜和带通滤光片的分离#形成多个不同波长的荧光

信号,光电倍增管接收的信号被积分放大反转换为电子信号

输入电子信息接收器#传输给与仪器相连的计算机,

$0/0'

!

信号处理系统
!

这些荧光信号的强度代表了所测细胞

核内
'S9

的含量及倍体#经光电倍增管接收后可转换为电信

号#再通过模"数转换器#将连续的电信号转换为可被计算机识

别的数字信号,计算机把所测量到的各种信号进行处理#将分

析结果显示在计算机屏幕上#也可以打印出来#还可以数据文

件的形式存储在硬盘上#以备日后查询或分析,

$0'

!

'S9

倍体分析的原理
!

用流式细胞仪分析大量细胞的

细胞周期和
'S9

倍体已经成为一种日益重要的肿瘤研究方

法#并广泛应用于肿瘤基础和临床研究中#为肿瘤的诊断)疗效

评价和预后预测提供了重要的参考指标,

健康人静止期细胞有
7/

条染色体#相当于每个细胞核

30$.

"

$!0..

=5

'S9

#称之为二倍体细胞#而正常的增殖细胞

其
'S9

含量则不同,在细胞周期$

.̀

)

$̀

)

Q

)

!̀

)

(

%的各个

阶段#

'S9

的含量随各阶段呈现出周期性的变化!在
$̀

期#

细胞开始
,S9

和蛋白质的合成#但
'S9

含量仍保持二倍体(

进入
Q

期后#

'S9

开始合成#这时细胞核内
'S9

的含量介于

$̀

和
!̀

期之间(当
'S9

复制结束成为四倍体时#细胞进入

!̀

期#

!̀

期细胞继续合成
,S9

和蛋白质#直到进入
(

期,

因此#单纯从
'S9

含量无法区分
!̀

期和
(

期,一旦有丝分

裂发生#细胞分裂成两个子细胞#这两个子细胞或者进入下一

个细胞周期#或者进入静止期$

.̀

期%#而
.̀

期从
'S9

含量

上同样无法与
$̀

期区分,因此#整个复制周期可以描述为

.̀

"

$̀

)

Q

)

!̀

"

(

期,通过流式细胞仪进行分析#可以得到细胞

周期各个阶段
'S9

的分布状态#计算出
.̀

"

$̀c

)

Qc

)

!̀

"

(c

#了解细胞的增殖能力,在肿瘤病理学研究中#通常

以
Q

期细胞比率作为判断肿瘤增殖状态的指标,正常细胞具

有较恒定的
'S9

含量#而细胞癌变过程中结构和$或%染色体

的异常是很常见的#这种变化在流式分析中以
'S9

指数$

'P

%

的形式表现出来#这一指数对于肿瘤的早期诊断#交界瘤)间叶

组织肿瘤的良恶性判断提供了重要的辅助指标,
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!

流式细胞术
'S9

倍体分析的应用

/0$

!

在胸腔积液良恶性质判断中的应用
!

吕程等*

$!

+的研究

表明#

'S9

倍体分析对判断良恶性的胸腔积液性质#其准确率

达到
%30#.c

#与钟征翔等*

$4

+的报道相符,表明流式细胞

'S9

倍体分析在良恶性胸腔积液的鉴别中可作为一项重要的

参考指标#联合细胞学检查可提高诊断水平#同时对判断肿瘤

的生物学行为有一定意义,

/0/

!

在宫颈病变诊断中的应用
!

李建业和朱淑霞*

$7

+从接受

宫颈癌普查的妇女中随机选择
!1.

例#用宫颈刷取材#液基薄

层制片#剩余标本进行流式细胞学检测,受检者液基薄层细胞

学检测结果按照
\;@);BD*

系统$

&\Q

%分类标准分为四组!非典

型鳞状上皮增生$

9Q"RQ

%)低度宫颈上皮内瘤变$

6QP6

%)高度

宫颈上皮内瘤变$

XQP6

%)鳞状上皮癌$

Q""

%,实验发现本组

资料中#

6QP6

)

XQP6

)

Q""

三组的
'P

均超过了正常范围#从

9Q"RQ

组到
Q""

组#表明随病理分级增高而增高#细胞的增

殖也越来越旺盛,另外有报道#

9Q"RQ

与
6QP6

中出现
'S9

倍体异常细胞#提示有进一步发展的趋势和高危型
X-V

感染

的可能*

$#

+

,在
XQP6

组织中如有
'S9

倍体异常细胞#最终会

发展成浸润性宫颈癌*

$/

+

,

/0'

!

在耳鼻喉肿瘤诊断中的应用
!

陈乾美和黄春芬*

$3

+的研

究结果表明#在确诊的
#/

例耳鼻咽喉
+

头颈部肿瘤患者中#

73

例
'S9

倍体异常#

1

例表现为正常的二倍体#这基本与病理检

查结果相吻合,另外#有研究发现#流式细胞术能在出现肉眼

可见膀胱肿瘤之前
$!

"

$%

个月时测出
'S9

倍体的异常*

$%

+

,

因此#流式细胞术在耳鼻喉肿瘤的早期诊断中有重要意义,

/01

!

在判别乳腺癌的恶性程度及预后中的应用
!

乳腺癌的发

生和发展过程首先是细胞核内基因改变)基因小片段丢失或增

加#这时
'S9

染色体的倍数并未发生改变#仍为二倍体,当

肿瘤进一步发展#细胞核有丝分裂增强#

'S9

可出现大片段的

改变而引起染色体数量改变#最终出现异倍体细胞#故乳腺癌

发生发展过程为正常)基因改变)染色体二倍体肿瘤细胞)染色

体异倍体肿瘤细胞,因此#对肿瘤细胞内的
'S9

含量进行测

定#可以判断肿瘤的进展,汪青林和周厚纶*

$1

+的研究表明#乳

腺癌发生)发展过程中细胞形态的改变与
'S9

倍体异常密切

相关,乳腺癌早期#细胞核为
!

倍体$

'S9

定量为
!"

%#核面

积略大(而乳腺癌晚期可出现
#"

#甚至
1"

异倍体细胞#核面

积明显增大,因此
'S9

倍体的改变可反映乳腺癌发展的不

同时期,

综上所述#流式细胞术在临床实验诊断中的应用还比较局

限#需依据更多的临床实验数据并结合患者的病史)临床表现

和其他检查来诊治疾病,流式细胞术在
'S9

倍体分析研究

中的应用#与利用染色体计数进行倍体鉴定相比#其样品处理

简单#测量精确)快速)准确#重复性好#准备好的细胞核样品在

数分钟内即可完成测定和分析#所以特别适合于样品较多的倍

体检测分析,随着更多深入的研究#这项技术将会越来越完

善#而找到并使用适宜的内参标准#将会使检测结果更准确,

总之#流式细胞术在
'S9

倍体分析研究中的应用价值将越来

越大,
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幽门螺杆菌$

X-

%是世界上感染率最高的细菌之一#由澳

大利亚学者
WB??;C

和他的同事
(B?*)B>>

于
$1%!

年从慢性胃

炎和消化性溃疡患者胃黏膜活体组织中培养出来#两人因此获

得
!..#

年诺贝尔生理学和医学奖,

X-

感染呈全球分布#几

乎感染了世界范围内一半以上的人口,中华医学会消化病学

分会幽门螺杆菌学组于
!..$

"

!..7

年在全国进行了一项涉及

全国
$1

个省)

$.

个城市)

41

个中心的大规模的
X-

流行病学

调查显示#其在我国的感染率为
7.c

"

1.c

#平均为
#1c

(现

症感染率为
7!c

"

/7c

#平均为
##c

,

X-

的传播途径有粪
+

口途径)口
+

口途径)密切生活接触及动物源性等,

X-

的致病

因素主要有尿素酶)鞭毛)黏附素)超氧化物歧化酶)活性氧)细

胞因子和细胞毒素等,

X-

与多种临床疾病密切相关#本文就

目前
X-

感染与临床相关疾病的研究进展作一综述,

$

!

X-

感染与慢性胃炎

目前研究认为
X-

感染是慢性胃炎最常见和重要的病

因*

$

+

#慢性胃炎患者
X-

检出率可达
3.c

以上#活动性慢性胃

炎患者
X-

的检出率更高#一般在
1.c

以上,

X-

相关性胃炎

的病理特征包括!$

$

%胃黏膜上皮损伤#

X-

感染可致胃黏液耗

损#上皮细胞变性)渗出及细胞脱落,少数细菌可穿入细胞内#

致细胞的黏液颗粒减少#空泡变性#细胞表面的微绒毛变短)减

少等病理改变*

!

+

,$

!

%炎症细胞浸润#炎症细胞浸润包括多形

核细胞)淋巴细胞)浆细胞和一些嗜酸性粒细胞等炎症细胞浸

润,胃黏膜上皮及固有层有中性粒细胞浸润#于胃小凹处形成

.腺窝脓肿/#淋巴细胞)浆细胞以及一些嗜酸性粒细胞等炎症

细胞浸润是慢性胃炎的特征*

4

+

,$

4

%腺体萎缩#

X-

感染可致

胃黏膜损害#反复的腺体损伤可使腺体消失#引起黏膜萎缩#导

致黏膜层变薄(随着
X-

感染时间的延长#腺体萎缩的发生率

及严重程度均增加,$

7

%肠化生#肠化生是胃黏膜对持续性感

染的一种适应性现象#

X-

感染者肠化生的发生率较无
X-

感

染者高,

/

!

X-

感染与消化性溃疡

有研究表明#十二指肠溃疡患者
1.c

左右
X-

阳性*

7

+

,

X-

凭借毒力因子的作用#在胃黏膜定植#诱发局部炎症和免

疫反应#损害局部黏膜的防御"修复机制(另一方面
X-

感染可

增加胃泌素和胃酸的分泌#增强侵袭因素#这两方面的作用造

成胃十二指肠黏膜损害和溃疡形成*

#

+

,

'

!

X-

感染与胃癌

流行病学研究表明#胃癌的发生与
X-

的感染相关*

/

+

,

$

$

%

X-

感染率与胃癌发病率呈明显正相关#

X-

感染者其胃癌

风险值增加,$

!

%单纯
X-

感染可以在蒙古沙土鼠中诱发出胃

癌,$

4

%

X-

感染与胃癌的发生)人群的经济状况)社会地位及

卫生条件有关,$

7

%从胃癌发生的部位来看#

X-

主要定居于

胃窦#与胃癌的好发部位是一致的,$

#

%

X-

感染与胃癌的发

生随着年龄的增长而增加,

世界卫生组织已将
X-

感染列入
#

类致癌因子,

X-

感

染与胃癌发生的可能机制是#其分泌的毒素导致胃黏膜病变#

自活动性浅表性炎症发展为萎缩性)肠化生与不典型增生#在

这种基础上易发生癌变(

X-

还是一种硝酸盐还原剂#具有催

化亚硝胺而起致癌作用*

3

+

,

1

!

X-

感染与胃黏膜相关淋巴组织%

(96&

&淋巴瘤

X-

感染之后#胃黏膜组织中有淋巴滤泡形成#进而

(96&

在胃内聚积,组织病理学特点为!在围绕反应性非肿

瘤淋巴滤泡的边缘带中存在淋巴瘤样组织浸润#并侵入胃腺#

形成特征性的淋巴上皮损伤,证据表明
X-

与
(96&

淋巴瘤

存在明显的相关性#

X-

感染为胃
(96&

淋巴瘤的重要病因#

流行病学资料表明#胃
(96&

淋巴瘤患者中
X-

感染率高达

1.c

以上*

%

+

,

2

!

X-

感染与功能性消化不良%

T'

&

X-

感染在
T'

的病因及发病机制中的作用仍有待病理生

理)流行病学以及循证医学方面的进一步研究加以证实,但近

年来大量关于
T'

与
X-

感染的研究发现#

X-

是
T'

发病的

相关因素之一,有研究显示
T'

患者中
!.c

"

/.cX-

阳

性*

1

+

,有活动性
X-

感染的
T'

患者胃黏膜组织学检查几乎

均有不同程度的慢性活动性胃炎#根除
X-

治疗可使绝大多数

T'

患者的胃黏膜炎症消退#并降低胃癌前期病变发展成胃癌

的危险性,0第三次全国幽门螺杆菌感染若干问题333庐山共

识1中将
X-

阳性的慢性胃炎伴消化不良症状者列为支持根除

X-

治疗,

)

!

X-

感染与不明原因的缺铁性贫血%

P'9

&

X-

导致的
P'9

发病机制仍不明确#一般认为与以下原因

有关!$

$

%

X-

感染引起的慢性胃炎#能降低胃液中抗坏血酸的

浓度#减少肠道铁吸收#最终导致缺铁性贫血的发生($

!

%

X-

感染使胃和十二指肠黏膜上皮细胞渗透性增高#引起铁和含铁

蛋白从胃和十二指肠黏膜中流失,$

4

%一氧化氮合酶活性增

强#抑制血红蛋白的合成,$

7

%

X-

的生长繁殖消耗铁#使机体

对铁的需求增加*

$.

+

,

.

!

X-

感染与特发性血小板减少性紫癜%

P&-

&

特发性血小板减少性紫癜$

P&-

%是儿童最常见出血性疾

病#发病前常有病毒感染史,近年来国内外均有文献报道
X-

感染与
P&-

有关*

$$

+

,研究表明#根除
X-

后部分
P&-

患者的

血小板计数明显增多#抗血小板自身抗体明显减少或消失,提

示
X-

是部分
P&-

的致病因子之一,

3

!

X-

感染与心脑血管疾病

近年来#已有研究提出
X-

与冠心病的发生与发展有关#

可能是导致动脉粥样硬化和冠心病的独立危险因素,

$117

年#

(;CDB>>

等首次提出
X-

感染与冠心病的发病可能密切相

-
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