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血液系统恶性克隆性疾病，常伴有获得性细胞遗传学异

常。细胞遗传学检测对于血液病患者的诊断、分型、危险度

分层、预后判断和随访具有重要意义。细胞遗传学检测方法

包括常规染色体显带及荧光原位杂交（FISH）技术，已成为

血液病诊断的核心技术之一，但包括标本准备、处理、分析和

报告等在内的诸多环节均可能影响检测结果的准确性。为

了规范和完善血液病细胞遗传学诊断技术的各个环节，进一

步提高我国血液病细胞分子遗传学诊断技术的水平，中华医

学会血液学分会实验诊断血液学学组组织有关专家在系统

复习文献的基础上结合我国实际情况，经过反复讨论，形成

了本共识，供从事血液病细胞分子遗传学诊断的实验室参

考，为今后在全国范围内推广细胞遗传学诊断技术的标准化

奠定基础。

一、标本取材和运输

1. 取材时机：细胞毒性药物（包括激素）可以影响血液病

患者中期分裂象的数量或质量，甚至导致核型分析失败。因

此初诊患者通常应在使用细胞毒性药物前留取标本。慢性

髓性白血病（CML）患者使用羟基脲也可能会影响分裂象的

数量和质量，如病情允许，可在临床医师指导下，停止羟基脲

治疗1周后留取标本。

2. 取材部位：

（1）染色体核型分析：血液病患者染色体核型分析的标

本来源通常以骨髓为宜，取骨髓的量视外周血白细胞计数的

高低而定，多数病例取2～5 ml可满足检测需求，对于骨髓增

生活跃程度高的患者，少量标本也可能满足需求。当外周血

白细胞计数＞10×109/L，且原始+幼稚细胞比例>0.10时，也

可采用外周血作为检测标本。拟诊断为慢性淋巴细胞白血

病（CLL）的患者，可采用外周血作为标本来源。拟诊淋巴瘤

的患者，可将淋巴结活检样本处理成单细胞悬液后作为标本

来源。进行体细胞染色体异常检测或范可尼贫血诊断时，可

采用外周血作为标本来源。脑脊液及离心浓缩后的胸腔积

液、腹腔积液也可作为样本来源。

（2）荧光原位杂交（FISH）分析：FISH检测通常以染色体

悬液为标本来源，新鲜的骨髓涂片或外周血涂片也可作为

FISH的标本来源，石蜡包埋病理切片、染色后的骨髓涂片在

回顾性分析时也可作为标本来源。

3. 标本保存：抗凝剂通常选择肝素钠。肝素锂尤其是

EDTA可对细胞的活性产生不利影响。标本的快速肝素化

对于防止凝结非常重要。取骨髓（或外周血）的针管事先应

用 2 g/L的无菌肝素钠抗凝剂 0.2 ml湿润内壁（注意不能超

量，较多肝素反而会导致白细胞聚集）。将取出的骨髓迅速

转移至含RPMI 1640完全培养液［培养液含20%胎牛血清或

新生牛血清、少量肝素钠和青霉素、链霉素］的无菌培养瓶内

送检。

4. 标本标记和申请单：装标本的容器应标记患者姓名、

床号及其他必要信息。染色体显带核型分析及FISH检查申

请单至少应包含以下信息：患者基本信息及联系方式；住院

号或门诊号、送检日期；送检医生、送检单位及联系方式；患

者主诉、病史、体检、治疗相关重要信息；重要的实验室检测

结果以及检测要求（如FISH检测靶点或探针名称、丝裂霉素

断裂试验等）；提供患者的初步诊断，以便实验室技术人员在

进一步的标本处理中根据患者可能的诊断给予合适的培养

条件。

5. 标本运输：取出的新鲜标本应于室温条件下尽快（24

h内）送至实验室进行处理，夏季和冬季应采取措施防止运

输过程中标本温度过低或过高，标本不能与冰块或冰袋直接

接触。如果无条件将标本放在含RPMI 1640完全培养液容

器中送检，而是置于肝素抗凝管或注射器内送检，建议最迟

5～6 h内送达检测实验室。标本运输耗时越长，则对细胞活

性影响越大。送检延迟的标本中，正常造血细胞往往较血液

肿瘤细胞更有增殖优势，由此可增加检测结果假阴性的几

率。此外，送检延迟对于外周血高白细胞计数及急性淋巴细

胞白血病的标本影响尤其显著，因此对这类标本更应尽快送

检。

二、染色体标本的制备

1. 骨髓细胞直接培养法：血细胞染色体核型分析通常采

用骨髓细胞短期培养法，即骨髓标本经计数，调整细胞密度

为（1～2）×106/ml，接种于RPMI1640完全培养基中，在 37 ℃
恒温培养箱内孵育24或48 h。

2. 外周血和（或）骨髓细胞特殊处理培养法：进行体细胞

染色体异常检测一般采用外周血标本，培养时需额外加入新

鲜配制的植物血凝素（PHA），在37 ℃刺激培养72 h ；范可尼
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贫血患者外周血标本在加入PHA的同时需要加入丝裂霉素

共同孵育；CLL患者外周血标本在培养时加入未甲基化胞嘧

啶鸟嘌呤二核苷酸寡脱氧核苷酸（CpG-ODN）和美洲商陆素

（PWM）等刺激培养 72 h可提高异常核型检出率；淋巴结活

检标本应于无菌条件下剪碎研磨、过滤成单个细胞后进行培

养；多发性骨髓瘤患者的骨髓标本可用CD138磁珠分选联

合间期 FISH（I-FISH）或胞质轻链免疫荧光结合 FISH（cIg-

FISH）技术提高染色体异常检出率；浆膜腔积液需离心、弃

上清，调整细胞密度为（1～2）×106/ml进行培养。

3. 收获染色体标本：细胞培养结束前，加入秋水仙胺处

理1 h，以增加中期分裂象（CLL患者及检测体细胞染色体异

常的患者，秋水仙胺处理时间可延长至 3.5 h）。随即以

0.075 mol/L KCl进行低渗处理（骨髓细胞 37 ℃处理35 min，

外周血细胞处理 25 min）。最后加入新鲜配制的固定液（甲

醇∶冰醋酸=3∶1）进行预固定及固定，收获的染色体标本悬液

于2～8 ℃保存备用。

4. 染色体标本显带：将染色体标本悬液用新鲜配制的固

定液重新固定、吹打混匀，采用气干法或火焰烧灼法滴片。

将制备的玻片置于pH 6.5～6.8的Earle’s溶液恒温水浴加热

（87.5 ℃，60～120 min），进行热变性R显带；或者将制备的玻

片置于 70 ℃烤箱中处理 2 h后浸入胰蛋白酶溶液（pH 7.0），

37 ℃水浴 1～2 min进行G显带（根据老化时间及各实验室

条件的差异，合适的胰蛋白酶变性时间可有较大差异）。变

性后以新鲜配制的10%吉姆萨染液染色10 min。

5. 核型分析及报告：

（1）核型分析：分析时先用低倍镜从左至右、自上而下逐

个视野寻找合适的分裂象，再换用油镜进行观察。凡长度适

中、分散良好、基本无重叠、带型可识别者均列为分析的对

象。分析时要遵循“随机”的原则，避免只挑选“漂亮”的分裂

象进行分析，否则可致人为的假阴性结论。因为“漂亮”的分

裂象常来自正常细胞，而“丑陋”的分裂象常来自白血病细

胞。核型分析时如发现中期分裂象质量不佳，以致难以分辨

是否为正常或异常细胞，可以增加分析分裂象的数量或重新

显带，在部分患者中重新显带可能会改善中期分裂象的显带

质量。同一标本可能存在多个相关或不相关异常克隆，故应

仔细分析，以免漏检。当核型分析发现一些不常见异常，且

比例为100%时，应注意进行外周血PHA刺激法制备染色体

标本进行核型分析，以排除体细胞染色体异常。通常要求分

析 20个以上的中期分裂象，分析细胞不足此数而又未能发

现异常者不能下正常核型的结论；相反，已发现异常克隆者

则不一定强求此数。

（2）核型描述：核型分析结果必须遵循人类细胞遗传学

国际命名体制（ISCN）进行描述。核型描述可分简式和繁

式。常用简式，例如：46，XY表示1个染色体数目为46的正

常男性核型；47，XY，+8表示1个染色体数目为47的超二倍

体男性核型，其中增加了 1 条 8 号染色体（即 8 三体）；46，

XY，t（9；22）（q34；q11）表示染色体数目为46的假二倍体男

性核型，其中有一个涉及9和22号染色体的相互易位，断裂

点分别位于9号染色体长臂的3区4带和22号染色体长臂的

1区 1带。常用缩写符号为 p（短臂）、q（长臂）、t（易位）、del

（缺失）、inv（倒位）、ins（插入）、der（衍生染色体）、dup（重

复）、mar（标记染色体）、r（环状染色体）、i（等臂染色体）等。

异性造血干细胞移植后，受者和供者嵌合型核型的描述与其

他核型描述不同。在报告核型时应先列出受者核型及分析

的细胞数目，再列出供者核型及分析的细胞数目，两者之间

用“//”隔开。例如：46，XX［2］//46，XY［18］表示供者为男性，

受者为女性，移植后受者的嵌合核型中仍有2个细胞为受者

自身的女性核型，18个细胞为来自受者的男性核型；46，XX，

t（9；22）［1］//46，XY［19］表示 1个伴有 9和 22号染色体易位

的细胞为来自患者自身的女性核型，19个细胞为来自供者

的男性核型；//46，XY［20］表示所分析细胞均为来自供者的

男性核型；46，XX［20］//表示所分析细胞均为来自患者自身

的女性核型。

（3）克隆性定义及标准：克隆指来自单个祖细胞的一个

细胞群体，通常用来描述有着相同或相近染色体异常的一群

细胞。其标准：如为结构异常或染色体数目增加异常，则至

少要有2个或2个以上的中期分裂象具有相同的异常方可称

为1个克隆；如为染色体数目减少异常，则至少要有3个或3

个以上的细胞具有相同的异常才可称为1个克隆。

（4）染色体核型报告：染色体分析报告至少要包含以下

内容：①诊断实验室名称。②患者信息：包括姓名、性别、年

龄、门诊号或住院号、联系方式、标本编号和临床诊断等。③
标本信息：包括标本来源、标本类型、采集或接收日期、标本

质量、培养方法、显带方法等。④核型描述：按照 ISCN要求

详细描述核型分析结果，并显示所分析细胞数目（正常核型

≥20个，伴克隆性异常核型≥10个）。⑤核型结论：根据核型

分析的结果做出染色体分析的诊断结论，如果发现需要与临

床医师确认、或需要采用FISH、PCR或其他技术进一步核实

的问题，应在备注及建议栏中加以注明。注明报告日期、分

析者和审核者姓名。

三、FISH检测及报告

1. 镜下观察：根据标记荧光素的激发光与发射光波长，

选择合适的荧光显微镜滤片（必备滤片：DAPI；常用滤片：

Spectrum Orange/Texas Red、Spectrum Green/FITC）。选择

DAPI检测滤镜，在10×物镜下找到细胞所在层面。转至40×

物镜，在不同滤镜条件下初步浏览杂交区域整体杂交情况，

杂交信号应分布于 75%以上间期细胞核中。转至 100×油

镜，从杂交区域的左上角起按从左至右、自上而下的顺序逐

条扫描，观察染色体中期分裂象与间期细胞核中的杂交信

号。注意使用添加防淬灭剂的显微镜油。随机计数细胞染

色体中期分裂象与间期细胞核中的杂交信号，切忌人为筛

选。杂交不均匀的区域不宜进行分析；细胞核轮廓不清或重

叠的不宜进行分析。细胞核轮廓不规则或体积巨大的慎重

分析，可能处于细胞分裂阶段，DNA倍增而导致信号扩增假

阳性；但也不排除个别病例中恶性克隆细胞的存在。对于中

期分裂象中的杂交信号需根据DAPI显带（G带）或定位指示
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信号判断探针杂交信号所处的染色体位置是否正常，并对杂

交信号进行计数。如果杂交信号定位异常或发生融合，需结

合DAPI显带（G带）与常规核型分析结果综合分析，判断易

位或断裂所处的染色体及区带。如果杂交信号数目增加，需

根据 DAPI 显带（G 带）判断断裂或扩增所处的染色体及区

带。如果杂交信号数目减少，必须根据DAPI显带（G带）寻

找到探针本应正常定位的染色体。如果找到该染色体而无

杂交信号，判断为探针涵盖DNA片段缺失；如果未能找到该

染色体（3个以上分裂象），判断为探针所定位的染色体整体

缺失，对于间期细胞核中的杂交信号进行计数和比值计算。

初诊标本由两人分别计数200个细胞，或由一人随机选取不

同杂交区域分别计数200个细胞，计算信号异常率。复查标

本计数1000个细胞，并与初发标本异常情况对应比较。

2. 异常结果判定：中期分裂象中，扩增、易位、分裂等需

见到2个以上分裂象；缺失需见到3个以上分裂象。间期细

胞核中异常阈值的判定如下：每个探针在 20份正常样本中

进行检测，每份正常样本检测 200个间期细胞核，计数显示

异常信号的细胞数，计算百分比的均数（x-）及标准差（s）。异

常阈值=x-±3s。通常，异常阈值在 3%～5%。如果样本检测

结果异常率>5%，可报告为阳性结果；样本检测结果异常率<

3%，可报告为阴性结果；样本检测结果异常率为 3%～5%，

扩大间期细胞核检测计数至500～800个，以判断最后结果。

3. FISH结果描述规范：FISH技术是核型分析的有力补

充，其结果也必须遵循 ISCN进行规范化描述。在描述染色

体显带分析结果的同时，用“ish”表示中期分裂象的FISH分

析结果，同时必须注明探针所在的染色体区带位置；用“nuc
ish”表示间期细胞的 FISH分析结果，信号数目用“×”表示。

染色体物质的扩增和缺失分别用“+”和“-”表示，融合信号用

“con”表示。对造血干细胞移植后的性染色体嵌合性检测结

果描述规则为：受者克隆描述在前，以“//”间隔，供者克隆描

述在后。如：①中期分裂象：46，XX.ish del（22）（q11.2q11.2）
（D22S75）的结果解读：女性正常核型，用D22S75位点探针进

行FISH检测，证实存在染色体22q11.2位点的微缺失。②间

期细胞核：nuc ish（D13S319× 0）［100/400］结果解读：用

D13S319位点探针进行FISH检测，在400个间期细胞核中发

现有 100个间期细胞存在D13S319位点的双等位缺失。③
对 1例伴 t（9；22）（q34；q11）染色体易位形成BCR-ABL融合

基因的FISH结果的描述如下：中期分裂象：46，XY，t（9；22）
（q34；q11）［20］.ish t（9；22）（ABL+，BCR+；ABL+，BCR+）
［20］结果解读：男性核型伴 t（9；22）（q34；q11），用 BCR和

ABL双色双融合探针进行FISH检测，20个分裂象中均可见

t（9；22）产生的两条衍生染色体der（9）和der（22）上各有1个
ABL和 1个BCR杂交信号。间期细胞核：nuc ish（ABL×3），

（BCR×3），（ABL con BCR×2）［400］结果解读：用 BCR 和

ABL双色双融合探针进行FISH检测，400个间期细胞核中，

均可见3个ABL杂交信号、3个BCR杂交信号，其中2对ABL
和 BCR信号发生融合。④移植后性染色体嵌合性检测结

果：nuc ish（DXZ1×2）［50］//（DXZ1，DYZ3）×1［350］结果解

读：用X和Y染色体着丝粒探针进行FISH检测，400个间期

细胞核中，存在50个来源于受者的XX克隆，350个来源于供

者的XY克隆。

4. FISH临床检测报告要点：结果报告必须详细清晰。

将患者最具代表性的FISH结果图片打印在报告单上，详细

标注，并解释说明，以期为临床准确选择治疗方案、判断预后

提供参考依据。FISH分析临床检测报告使用中文报告格

式，检测方法与缩写应使用国际通用、规范的缩写。FISH结

果遵循 ISCN进行规范化描述。FISH检测临床报告至少包含

以下信息：①实验室名称；②患者相关信息：姓名、性别、年

龄、住院号或门诊号、标本编号、临床诊断等；③标本信息：

标本来源、类型、质量（凝块、溶血、稀释）、采集或接收日期；

④核型分析结果；⑤FISH 探针信息（供货商、探针名称

等）；⑥FISH结果图（包括阴性结果图和阳性结果图）；⑦
FISH分析结果（按照规范的 ISCN命名法进行描述）；⑧备注

及建议；⑨报告日期；⑩操作者、审核者姓名。

检测时应仔细审核项目，保证项目无漏检，所有检验报

告均双人双签。

四、血液病细胞-分子遗传学诊断技术的选择

血液恶性疾病的细胞-分子遗传学检测，首先进行常规

染色体显带分析，获得全面的细胞遗传学信息。常规染色体

显带分析失败（无中期分裂象）、结果不理想（可分析分裂象

数量不足、染色体形态差、显带不清晰）时，结合骨髓细胞形

态学检查初步结果选择合适探针进行检测（如急性髓系白血

病-M3选做PML-RARα探针；CML选做BCR-ABL探针；骨髓

增生异常综合征选做 5q、7q、20q探针等）。 FISH结果判读

应该结合常规染色体显带结果，尤其是不相符的结果要综合

判断。核型分析结果可以显示 FISH 探针以外的染色体异

常，FISH结果也可以揭示核型分析无法分辨的微小异常及

复杂异常。 切忌直接做FISH而忽视常规核型分析。FISH

检测只能针对已知特异的某种染色体异常进行检测，无法揭

示少见的、未知的其他染色体异常。缺乏核型分析的整体结

果，仅靠FISH结果有可能导致误判或其他染色体异常的漏

检。部分血液系统恶性疾病不适宜直接以骨髓为标本做

FISH。如多发性骨髓瘤建议以骨髓细胞分选后的纯化浆细

胞为标本进行FISH检测；淋巴瘤建议以受累的淋巴结活检

组织研磨过滤后的单细胞悬液为标本进行FISH检测。

五、染色体及FISH标本的储存

核型分析或FISH检测完成之后剩余染色体悬液的保存

非常重要，对于标本的复核或进一步遗传学诊断具有重要意

义。染色体悬液标本不能在室温或 2～8 ℃冰箱长期保存，

可以封口膜封口后保存于深低温冰箱（-20 ℃）。染色后的

玻片可放置于切片盒中，室温保存。FISH检测的玻片应

于-20 ℃低温避光保存。

（执笔：陈苏宁、陈冰）
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Sorafenib monotherapy for FLT3- ITD positive acute
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Fei-er，LIN Xiao-qing，LU Jin
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患者，男，63岁。主因发热、咳嗽及皮下出血1周于2012

年 7月 26日收住我院。外院查血常规提示白细胞增高、贫

血，后多次复查血常规提示白细胞进行性增高。入院时查

体：体温37.0 ℃，贫血貌，皮肤黏膜可见散在瘀点、瘀斑，全身

浅表淋巴结无肿大，胸骨无压痛，余未见明显异常。入院时

查血常规：WBC 51.79×109/L，HGB 53 g/L，PLT 14×109/L。骨

髓涂片示骨髓增生活跃，原单核细胞占0.710，幼单核细胞占

0.170，成熟单核细胞占 0.050，外周血涂片可见原始细胞占

0.76，细胞化学染色示POX弱阳性，NSE阳性且可被NaF抑

制。流式细胞术检测骨髓免疫分型：异常髓系幼稚细胞占

43.03%，表达CD117、CD34、CD33、CD13、HLA-DR、CD123、

CD36，部分细胞表达 CD7、CD64，而 CD10、CD38、CD19、

CD56、CD11b、CD15、CXCR4、CD14、CD2均阴性；表型异常

髓系偏幼稚细胞占 37.08% ，表达 CD117、CD38、CD33、

CD13、CD11b、HLA- DR、CD11c、CD64、CXCR4、CD36，但

CD10、CD34、CD15、CD14、CD123均阴性。染色体核型：46，

XY，可疑 t（3;4）（p23;p16）。骨髓细胞分子生物学检查：

FLT3-ITD突变阳性，WT1（拷贝数）/ABL（拷贝数）为 40.1%

（正常值 <0.6%）,AML1- ETO、BCR- ABL、CBFβ- MYH11、

NPM1-A突变、NPM1-B突变、NPM1-D突变、AML1-MDS1、

TLS-ERG、DEK-CAN、SET-NUP214、TEL-PDGFRβ均为阴

性。诊断为急性单核细胞白血病/t（3;4）/FLT3- ITD（+）

NPM1（-），高危。尿常规、便常规及电解质均正常。凝血分

析示PT延长，APTT正常，FIB、FDP、D-二聚体轻度升高。生

化检查示LDH（494 U/L）、α-羟丁酸脱氢酶升高，肝肾功能正

常。胸部CT：双肺纹理增粗、模糊，肺野内可见多发斑片状

磨玻璃影，右中肺可见点片状高密度影；心脏增大，心包增

厚，可见少量心包积液；升主动脉增宽，横径约 4.5 cm，主肺

动脉增宽，横径约 3.8 cm；双侧胸腔少量积液。于 2012年 7

月27日行MA方案（米托蒽醌2 mg，第1~8天；阿糖胞苷100

mg，第 1~8 天）化疗，期间碱化水化、成分输血及抗感染治

疗。化疗后骨髓增生活跃至明显活跃，原单核细胞占0.730，

幼单核细胞占0.080，血涂片原始细胞占0.66，考虑MA方案

诱导未缓解。于 2012年 8月 23-24日给予阿糖胞苷 200 mg

48 h静脉滴注。于2012年9月4-10日给予MAE方案（米托

蒽醌 2 mg，第 1~7天；阿糖胞苷 100 mg，第 1~7天；依托泊苷

100 mg，第 1、3、5天）化疗。化疗后第40天骨髓涂片示增生

活跃，原单核细胞占0.620，幼单核细胞占0.210，外周血涂片

原幼单核细胞占 0.50，提示未缓解。患者 3 次化疗均未缓

解，为难治性急性髓系白血病，骨髓抑制期反复发热、肺部感

染、心房颤动，一般情况较差，故于2012年10月26日开始索

拉非尼单药治疗，用法为 200 mg，每日 2次，用药 5 d无不良

反应后加至 400 mg，每日 2 次。治疗期间患者出现巩膜黄

染，生化检查提示胆红素最高达34.6 μmol/L,肝功能正常，予

保肝治疗后，黄疸减轻，应用索拉非尼第12天进入骨髓抑制

期，持续 1 个月，WBC 最低 0.26×109/L，HGB 最低 66 g/L，

PLT最低10×109/L，予成分输血及升白细胞等支持治疗。应

用索拉非尼第11天骨髓增生活跃，原单核细胞0.050，幼单核

细胞0.080，成熟单核细胞0.050，外周血未见原始细胞，疗效

评估部分缓解；应用索拉非尼第21天骨髓增生减低，粒系原

粒细胞以下可见，原始细胞占 0.050，中晚幼粒细胞比例偏

高，未见单核细胞，外周血可见少量早幼粒细胞，疗效评估为

形态学缓解但外周血常规未恢复；应用索拉非尼第 47天骨

髓增生极度减低，未见原始细胞，外周血未见原始细胞；应用

索拉非尼第 70天血常规完全恢复，疗效评估完全缓解。其

间外周血中性粒细胞<0.5×109/L持续 30 d，PLT<20×109/L持

续 38 d。因患者年龄较大，心肺功能较差，患者及其家属拒

绝异基因造血干细胞移植。目前患者仍服用索拉非尼（400

mg，每日2次），病情平稳，处于缓解状态。

（收稿日期：2013-02-22）

（本文编辑：王叶青）
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