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DN A
一

R N A双参数定量分析在早期诊断喉鳞癌中的意义

梁 力 马惟力 (第三军医大学西南医院耳鼻喉科 )6 3 0 0 38

提 要
.

本文采用计算机辅助图象分析
,

对 33 例喉鳞状上皮轻度增生
、

声带息肉
、

不典型

增生 I ~ I 级和喉鳞癌进行了核面积
、

核仁面积
、

核 D N A 及核仁 R N A 相对含量的测定
。

结果

显示
:
D N A

一

R N A 含量
,

细 胞核面积
、

核仁面积变化与病变程度一致
,

R N A 参数在不典型增生

I
、
I 级阶段有明显增加

,

与 D N A 参数结合分析
,

可作为喉癌癌变阶段的监测指标
。

关键词 脱氧核糖核酸 /分析
,
核糖核酸 /分析

;
癌

,

鳞状细胞
;
喉肿瘤 /诊断

流 式 细 胞 计 量 术 ( F l o w C y t o m e t r y
,

F C M ) 或 图象分 析技术 ( Im a g e n a n a ly s i s )定

量检测细胞核 D N A 含量对肿瘤进行早期诊

断已有肯定的报道
“ ’ 。

但对某些低度恶性的

2 倍体或近 2 倍体肿瘤及癌前增生癌变阶段

的判定
,

D N A 参数分析常常受到假阴性的影

响
,

如加用 R N A 作为第二参数 可大大提高

肿瘤的早期诊断率
。

本文采用图象分析技术

进行 D N A
一

R N A 双参数及部份形 态参 数测

定
,

以监测喉鳞状上皮 由轻度增生
、

不典型增

生到喉鳞癌期
,

细胞生物化学特征的动态改

变
,

以期为早期诊断喉癌提供新的参考依据
。

在相同条件下 (富士 H R
一
100 彩胶

、

放大倍数 4 00 倍 )
,

对每张行 F
e u
lg

e n
或 p y

r o n i n e 染色切片
,

按每视野

含鳞状上皮细胞或病变细胞 30 ~ 40 个或间质淋巴细

胞 60 ~ 10 0个拍彩照 一张
,

共 1 98 张
,

一次拍摄
、

冲洗

完成待测
。

采用理光 15
一
l 型图像扫描仪和 T X

一
3型图像处

理系统分别测定彩色样片中细胞核
、

核仁面积及核

D N A
、

核仁 R N A 含量 (以随意单位 A U 表示 ) ;其中

每例含病变细胞 60 ~ 80 个
,

同时测定间质淋巴细胞

n 例共 800 个
,

正常鳞状上皮细胞 13 例共 6 00 个
,

分别

作为正常细胞形态参数
、

R N A 值和 2倍体细胞 D N A

含量标准
;
并据 1 98。年国 际分析细胞学会公布方

案
`” 计算 D N A 指数 ( D N A I

n d e x ,

D l )所得诸结果

列表进行统计学处理
,

并绘制有关直方图和线图
。

材料与方法

材料系随机抽取我院 1 9 8 6年至 1 9 9。 年间均经

病理证实的临床病例标本
,

共 33 例 皆为男性
,
其中

慢性炎症伴轻度增生 (简称轻度增生 )4 例 ;声带息

肉 8 例
,

不典型增生 I
、
I 级各 3 例

,
l 级 2例

,

喉鳞

癌 13 例
.

每例涂片 8 张
,

除 2 张行常规 H E 染色外
,

余各取 3 张分别行 F
e u
l g

e n
和 p y r o n i n e 染色

。

应用 O ly m p u s B H
一
2 PM

一
l o A D 型显微相机

,

2 结果

2
.

1 细胞形态参数变化

细胞核面积
、

核仁面积随病变程度加重而逐渐

增大 ,轻度增生病变细胞核面积
、

核仁面积与正常鳞

状上 皮细胞核 面积
、

核仁面积 间均无 明显 差 异

( P > .0 0 5 ) ;核面积
、

核仁面积自不典型增生阶段与

正常鳞状上皮细胞间比较
,

均有明显增加 ( 尸 < 。
.

05

~ 0
.

0 1 ) (见表 l )
。

表 1 喉粘膜不同病变细胞核及核仁面积比较 ( 厉 士 : )

T a b 1 C o
m P a r is o n o f n u e l e a r a n d n u e l e o l a r a r e a o f v o r i o u s la r y n g e a l m u e o s a l e h a n g e s

C
e
l l d

e g r e e N u e l
e ; l r a r e : , ( 5

1
) N u c l e o l

a r a r e a ( 5
2
) 5

2

/ S
,
(% )

N o r
m : , 1

s q u a
m o u 、 e e l l

s 1 0 2
.

9 4士 2 0
.

o 4 n
一 60 0 4

.

9 6士 1
.

9 4 n = 6 0 0 4
.

7 9士 1
.

2 4

H y p e r p l
矛泣s t i e 10 4

.

4 7士 1 2
.

1 9 0 n
一 3 1 0 5

.

1 4士 1
.

4 9 , n = 2 8 8 4
.

96士 1
.

0 2

G l o t t ie p o ly p u
s 1 0 9

.

6 6士 4 7
.

96 n
~ 4 9 5 5

.

4 9士 2
.

0 6 儿 一 4 8 5 5
.

0 1士 0
.

94

D y
s p l

泛一s t i c 1 6 3 0 9士 3 4
.

54
刀
= 6 1 5 1 3

.

1 2士 5
.

1 2 刀 ~ 5 7 0 8
.

0 6士 1
.

84

L
a r y n g e a l

s q u a m o u s c 盖l r e i
n o m a 2 1 0

.

1 3士 7 1
.

o g n
= 9 1 0 1 6

.

8 7士 5
.

9 8
n
= 8 4 5 1 0

.

1 4士 2
.

3 1

,: = e e
l l n u m b e r ; △ P > 0

.

0 5
e o
m p

a r e d w it h n o r m a
l

s q u a
m

o u s e e
l l
s a n

d g l
o t t ie p o l y p u s ;

`

P > 0
.

0 5 e o m
-

P a r e d w it h n o r m a
l

s q u a m o u s e e
l l
s

.
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2
.

2 D N A
一

R N A 相对含童及分布

核 D N A 相对含量从轻度增生
、

声带息肉
、

不典

型增生到喉鳞癌
,

随病变级别的增高
、

细胞异型性的

增大而增加 ,在不同病变的各组 D N A 含量与正常

淋巴细胞 比较均有非常显著的差异 ( 尸 < 。
.

0 1 )
,

不

典型增生 1 级与喉癌细胞 比较 D N A 相对含量已无

多大差别 ( P > 。
.

0 5 )
。

与 D N A 含量变化相应
,

D l 渐

增大
,

波动范围增宽 (表 2 ) , D l 分布更为弥散
、

峰值

右移
、

变低直到消失
。

而淋 巴细 胞则有 明显正常的

D l 峰值
。

从不典型增生 I
、

l 级始出现高 D l 值
,

在

喉癌病变组 中
,
D l 值最高达 8以上

,

且无明显的峰

值
。

表 2 喉粘膜不同病变细胞核 D N A 含量分析

T a b 2 A n a l y s i s o
f n u e l e a r D N A e o n t e n t s o f v a r i o u s l a r y n g e

al m u e o s a l e h a n g e s

D e g r e e N u m b e
r

D N A ( 王 士 s ) D l
.
( 牙 士 s )

L y m p h o e y t e s 8 0 0 8 4
.

4 5 54士 6
.

6 8 5 2 0
.

9 2 ~ 1
.

1 9 ( 1
.

0 1士 0
.

9 1 )

H y Pe r P l a s t i e 3 10 1 6 9
.

4 8 93士 3 9
.

1 2 4 5 1
.

1 8 ~ 2
.

8 1 ( 2
.

0 2~ 0
.

8 1 )

G l o t t i e p o l y p u
s 4 95 1 7 6

.

2 5 2 7士 2 4
.

4 1 2 6 2
,

0 4一 3
.

1 0 ( 2
.

0 9士 1
.

0 4 )

D y
s P l

a s t i e 1 2 3 5 18 8
.

1 7 2 1士 3 8
.

3 3 64 1
.

9 4一 3
.

2 0 ( 2
,

4 1士 0
.

4 6 )

D y
s P l a s t i e 1 2 1 5 2 1 1

.

21 4 6士 4 8
.

4 6 2 9 2
.

5 0一 4
.

6 0 ( 3
.

5 5士 0
.

9 3 )

D y s Pl a
s t i e , 1 6 5 2 4 4

.

0 1 3 4士 5 9
.

5 6 1 2△ 2
.

6 0一 5
.

6 0 ( 3
.

7 2士 1
.

2 0 )

L a
r y n罗 a l

s q u a m o u s e a r e i

omn
a 9 1 0 2 49

.

` 5 3 7士 7 3
.

Z Gi 4 2
.

1 0~ 8
.

2 9 ( 4
.

c 0士 5
.

2 4 )

△ p > 0
.

0 5 e o m p a r e d w i t h l a r y n g e a l s q u a m o u s e e a r e in o
nr

a ; T h e r e a r e s i g n if i
e a n t d if f e r e n e e s e a e

h
o t h e r

i n th
e r e s t

.

核仁 R N A 相对含量在轻度增生和声带息肉与

正常鳞状上皮细胞间无明显差异 ( 尸 > 。
.

0 5)
;
不典

型增生及喉鳞癌病变细胞核仁 R N A 含量显著增

加
,

两者间及与正常鳞状上皮细胞
、

声带息肉
、

轻度

增生病变均有明显的差异 ( 尸 < 。
.

01 )
,

超正常细胞

R N A 值上限细胞率 ( CO U L N )也随病变程度加重而

增加
,

从不典型增生 I 级开始
,

R N A 量及 C O U L N

增加明显
,

并与正常鳞状上皮细胞
,

轻度增生
、

不典

型增生 I 级间存有明显 的差异 ( P < 。
.

0 1 )( 表 3 ) ;

R N A 量分布线图表明
:

鳞状上皮细胞
、

轻度增生
,

声

带息肉
、

不典型增生 I 级病变细胞均有正常或似正

常的对称 R N A 峰值
;
不典型增生 ,

、
l 级及喉癌病

变细胞 核仁 R N A 值分布呈不对称
、

双峰
、

多峰分

布
。

表 3 喉粘膜不同病变细胞核仁 R N A 含量

T a b 3 N u e l e o l a r R N A c o n t e n st o f
v a r i o u s l ar y n g e a l m u e o s a l hc

a n g e s

eD
g r e e

L y m p h o e y t e s

H y p e r p l a
s t i e

G l o t t玉
e p o ly p

u s

D y s p l a
s t i e l

D y s p l a
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D y
s P l a

s t i e l

L a r y n g e a
l s q

u a
m o u s e a r e i n o m

a

R N A ( 王 士 s C O U L N ( n )

9
.

9 2 1 4士 2
.

3 4 6 4

9
.

9 4 1 2士 3
.

6 2 1 4
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.

2 6 0 0士 3
.

2 1 1 9

0
.

8 3 ( 5 )

3
.

4 7 ( 10 )

5
.

9 8 ( 29 )

、,产、 J、 ,J111了口乙,曰
ù
卜一h1 0
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4 73 1士 2
.

9 3 2 4

2 3
.

3 96 4士 4
.

8 2 3 6△
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.

2 15 6士 7
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2 7
.

3 14 if 士 9
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7 5 4 3△

9 7 6

33
.

5 0 (

4 0
.

0 0 (

5 6 6 9 ( 4 7 9 )

on己仁J亡do亡dl勺0UQē匕,10J̀4
ó
b叮̀4ǹO乙1ōgé

。
N
o s i g n if ie a n t d if f e r e n e e e a e

h
o t h

e r ,

b u t P < 0
.

0 1 e o
m p a r e

d w i t h
n o r m a

l
s q u a

m o u s e e ll s
,

h y p
e r p l

a s t ie
,
g lo t t ie p o l即

u s , a n d d y s p la s t ie l ; ; ; 一 e e
l l n

u m b e r
.
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2
.

3直线相关分析

DA N
一

R NA相对含量与核面积
、

核仁面积间在

轻度增生 至喉癌细胞间均有非常显著的正相关性

(图 l
,
2 )

。

口Và目脚̀.尸uo曰圈阅之

/

瓢z00rJ叫1001 1

10 0

户m Z /m .

15 0 2 00

l 6

” m . /m .

2 4 32

2口卜图iF不同病变细胞 D N A 含量与核面积直线

相关分析 ( P < 0
.

0 0 1)

A n a l y s is o f l i n e a r e o r r e l a t io n b e t w e e n

n u e l e a r D N A
e o n t e n t s a n d n u e l e a r a r e a

o f v a r i o u s e h
a n g e s ( P < 0

.

0 0 1 )

不同病变细胞 R N A 含量与核仁面积直

线相关分析 ( 尸 < 0
.

0 0 1)

A n a l y s is o f l i n e a r e o r r e l a t io n b e t w e e n

n u e le o l a r R N A
c o n t e n t s a n d n u e l e o l a r

a r e a o f
v a r i o u s e h a n g e s ( P ( 0

.

0 0 1 )

g]日óF

3 讨论

L o ve ff ` 3 ,

认为
:

① D N A 含量在细胞周期

中不同时相 各不相 同
,

但可以预知
; ② D N A

能与某些荧光 素或染料特异结合
,

其结合力

或染色深度 与 D N A 量成正 比
; ③正常细胞

为2倍体或整倍体
,

而肿瘤细胞倾向于形成非

整倍体或多倍 体
。

且 D N A 含量可作为肿瘤

级细胞 的一种重要标志
。

这些理论 为 D N A

的定量研究奠定了基础
。

然而
,

单测 D N A 含

量有一定的局限性
( `

,

” 。

本文结果表 明
:

加用

RN A 参数
,

能 弥补单 参数 D N A 分 析 的不

足
,

对喉癌早期诊断具有重要的意义
。

3
.

1 D N A
一

R N A 含童变化

研究显示
:

喉鳞状上皮细胞从正常
、

增生

到癌
,

D N A
一

R N A 量 随病变程度加 重而 增

加
; D l 波动范围也渐增宽

,

均值增大
,

非整倍

体指数细胞增多
,

分布弥散及 出现高指数细

胞 ; 可见 D N A 含量分布分 散
、

峰值右移
、

减

低或消失
; 出现非整倍体细胞和高倍体细胞

群 ; 而 R N A 量却从正常高斯分布
,

渐变的峰

值不对称或出现双峰
、

多峰
; C O U L N 也渐增

大
,

而淋巴细胞和正常鳞状上皮细胞均有 正

常的 D l 和 R N A 峰值
。

轻度增生和声带息肉

病变 D l 均在 2
.

0附近
,

说 明 D N A 量分布 皆

为近 4倍体型
,

R N A 峰值分布也与正常无 多

大差别
。

表明该阶段由于细胞增生活跃
,

进入

细胞周期的细胞增多
,

但主要为 S 期细胞和

部份 G Z

M 期细胞
,

故 D N A 量增加较 明显而

R N A 量变化不大
。

也说明在该 阶段虽有异形

细胞出现
,

但总体上仅是染色质量的变化
,

尚

无质的异常
。

不典型增生是癌前鳞状上皮内瘤 (S q ua
-

m o u s In t r a e p i t h e l ia l N e o p l a
s i a ,

S I N )形成 的

重要 标记
,

表现为逐 渐增 多的非 整倍 体 细

胞
` 6 , 。

实验表明
:

自不典型增生 I 级阶段出现

超 4倍体 ( D l > 2
.

0) 的非整倍体指数细胞 到

不典型增生 I 级 D l 峰右移
、

减低
,

至 班级 峰

值几近消失
,

并出现超 D I S的高指数细胞
。

不 典型增 生 l
、

皿级的这 种具有 与原 位癌
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D NA核型非常相似的特征
,

业已为其它学者

发现
` ” ,

并被证 明是 肿 瘤形 成最 客 观的证

据
`幻 。

但单参数 D N A 分析并 不能真实反 映

肿瘤的性质和临床分期
` ’ ) ,

超过 4倍体范围
,

形态学上呈重度或更明显异型性的细胞
,

也

仅能作为癌源性细胞变化的一个指征
`10)

。

本

文 R N A 量测定显示
:
R N A 及 C O U L N 在不

典 型 增 生 l 级 才 有 明 显 的增 加
,

皿 级

C O U L N 高达 40 %
,

并 出现不对称 R N A 值

峰和双峰
;
按 K l e i n “ ,

和 B a r l o g i。
` 5 ,
诊断恶性

瘤标准
,

在此阶段 R N A 值不但分布不对称
,

且有额外峰分布
,

C O U L N 也 远大于 10 %的

界限
。

以 D N A
一

R N A 双参数分析
,

在不典型

增生 I
、

班级阶段
,

不但 D N A
、

RN A 量 出现

明显量变
,

而且发生了染色体质的突变
,

它们

在 核及核仁面积的增大
,

核 D N A 量
,

DI 分

布 ;核仁 R N A 量及分布
,

C O U L N 等方 面均

与喉癌细胞具有一定共性
。

因此
,

我们认为不

典型增生 I
、

m级可能是关键的癌变阶段
。

3
.

2 核面 积
、

核仁面积变化

肿瘤细胞与正常细胞最大的差异就是具

有明显的异型性
。

我们发现
:

喉鳞状上皮细胞

从正常
、

增生到癌
,

细胞形态
、

胞核异型性亦

随病变程度加重而 明显增大
;
值得注意的是

:

核面积
、

核仁面积在声带息肉阶段分别 出现

了截然不同性质的变化
,

核仁与核面积 比略

有增加
,

说 明核仁形态变化出现较核为早而

明显
,

这一现象可能为核仁 R N A 量早期 飞

跃性变化找到形态学依据
。

3
.

3 核形态参数变化与D N A
一

R N A含量变化关系

目前诊断喉癌是按细胞形态学改变进行

诊断的
。

直线相关分析显示
:

在轻度增生至喉

癌的各级病变的细胞 间
,

核面积与 核 D N A

量
,

核仁面积与 R N A 量均呈显著的正相关
。

表明随着增生程度的加重
,

核异型性的增加
,

D N A 及 R N A 量亦逐渐增大
。

从本研究结果

来看
,

目前病理分级 尚属合理
。

能否在此基础

上
,

结合 D N A
一

R N A 双参数分 析
,

对喉鳞癌

的真正癌变阶段做 出明确判断
,

值得商榷
。
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氟呱酸滴丸治疗急
、

慢性中耳炎疗效观察

刘眼记 范文汉 赵洪进 (第三军医大学西南医院耳鼻喉科 ) 6 3 。。 3 8

急
、

慢性 中耳炎是耳科常见病
,

我科 1 9 9 1年 4月

~ 1 9 9 2年 8月以氟呱酸滴丸治疗急
、

慢性 中耳炎 58

例
,

将资料较完整的 50 例分析如下
:

酸滴丸 1 ~ 2粒
,

3~ s d 复诊
,

如仍有脓
,

还可继续放

置
。

2 治疗效果

临床资料

5 0例中男性 28 例
,

女性 22 例
,

年龄最小 5岁
,

最大

46 岁
,

平均 25 岁
,
病程 3 d ~ 15 年

.

检查
:

单纯鼓膜充

血 5例
,

鼓膜紧张部穿孔
、

溢脓 42 例
,

其中慢性中耳炎

急性发作 33 例
,
乳突根治术后中耳乳突腔积脓 3例

。

脓液培养 34 例
,

其中肺炎球菌 19 例
,

缘脓杆菌 5例
,

大

肠杆菌 4例
,

溶血性链名球菌 2例
,

变形杆菌 2例
,

金黄

色葡萄球菌 1例
,

无细菌生长 1例
。

1
.

1 处方组成

由我院药局通过筛选载体基质
,

处方设计及反

复试制
,

确定处方组成为
:

氟呱酸和基质混匀后制成

丸剂
,

每丸平均重 30 m g
,

含氟呱酸 7m g
。

1
.

2 治疗才法

将外耳道
、

中耳腔或乳突腔分泌物揩净
,

置氟呱

2
.

1 评定疗效标准

.2 L I 痊愈
:

局部炎症消失
,

流脓停止
。

2
.

1
.

2 好转
:

局 部炎症减轻
,

流脓明显减少
。

.2 L 3 无效 ,症状和体征无改善
。

2
.

2 疗 效

5 0例中
,

放置 1次 2 1例
,
2次2 3例

,
3次 6例

。

痊愈 4 1

例 ( 5 2环 )
,

好转 8例 ( 1 6 % )
,

无效 l 例 ( 2 % )
,

总有效率

9 8 %
。

3 典型病例

例 1 患者女
,

36 岁
。

因胆脂瘤型中耳乳突炎行

乳突根治术
,

术后中耳乳突腔长期流脓
,

脓液培养

为绿脓杆菌
,

用 3%双氧水揩拭后
,

中耳乳突术腔放

(下 转 4 2 5 页 )


