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!细胞淋巴瘤 "#$ 突变与其周围微卫星改变的研究

罗春英!，邓* 飞&，刘曙光& * * （!右江民族医学院病理科，广西 百色 $(("""；&遵义医学院附属医院病理科，贵州 遵义 $+(""(）

* * 摘* 要：目的* 探讨 ,细胞淋巴瘤 -$( 突变和其周围微卫星 ./0的改变及两者的关系，以进一步研究 ,细胞淋巴瘤
的分子遗传学发病机制。方法* 采用 123、123#4421技术观察 (’ 例 ,细胞淋巴瘤的肿瘤组织及其肿瘤旁淋巴组织或同
一病例的反应性增生淋巴结组织进行 -$( 基因外显子 $ 5 ’ 的点突变研究和 -$( 周围 % 个微卫星位点 .!64)%$、.!64)(’、
.!64)%6、.!64)&+ 的微卫星（789:;<=>?@@8>?，A4）改变：微卫星不稳定性（789:;<=>?@@8>? 8B<>=C8@8>D，A4E）和杂合性缺失（ @;<<
;F G?>?:;HDI;<8>D，JKL）分析。结果 * -$( 基因外显子 $ 5 ’ 总突变率为 ()M %6N（!$ O (’）。微卫星改变的阳性率为
&(P +’N（) O (’），JKL为 6M ’)N（( O (’）。各位点 A4E、JKL频率介于 &M ’+N 5 !’M %&N和 " 5 $M &+N。微卫星改变阳性肿
瘤的 -$( 突变率为 $$M $+N（$ O )），阴性者为 (%M %’N（!" O &)）（! Q "M "$）。.!64)&+ 和 .!64)%6 位点 JKL 阳性组与阴性
组的 -$( 突变率分别为 !""N、(+M !!N（! Q "M "$）。结论* ,细胞淋巴瘤中存在微卫星改变和 -$( 基因突变，两者发生无
明显关系。但微卫星改变阳性的肿瘤，-$( 突变倾向于高发。
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* * 肿瘤的发生涉及癌基因、抑癌基因和错配修复基
因的异常。肿瘤表型的形成涉及由抑癌基因（ >S7;:
<S--:?<<;: I?B?，,4U）失活引起的肿瘤抑制途径和由
./0错配修复系统功能缺陷引起微卫星改变：微卫星
不稳定性（789:;<=>?@@8>? 8B<>=C8@8>D，A4E）和杂合性缺失
（ @;<< ;F G?>?:;HDI;<8>D，JKL）。微卫星改变是否引起
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其他基因改变而导致恶性肿瘤发生是目前国内外研究

的热点。目前对 ,细胞淋巴瘤进行 A4E 及其与 -$( 基
因的关系研究较少。本研究收集了 (’ 例 , 细胞淋巴
瘤，从基因突变、微卫星不稳定性和杂合性缺失的角度

对 -$(基因及其周围的 %个微卫星位点进行初步研究，
以探讨它们与 ,细胞淋巴瘤以及它们之间的相互关系。

9: 材料与方法

!M !* 材料与试剂
* * 标本取自 !))’ b &""(年遵义医学院附属医院及贵州省人
民医院病理科的 ,细胞淋巴瘤存档材料 (’ 例，所有病例根据
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!""# 年 $%&淋巴造血组织肿瘤分类，形态学及免疫组织化学
切片复习确诊。各病例中取同一病例的反应性增生淋巴结或

肿瘤旁淋巴组织作为对照。标本均为 ’(甲醛固定、石蜡包埋。
提取 )*+主要试剂，,-.相关试剂及电泳试剂购于上海生工
生物工程有限公司。

#/ !0 石蜡组织 )*+提取
0 0 组织块大且坏死少者脱蜡后采用常规蛋白酶 1 消化，酚2
氯仿2异戊醇抽提，盐沉淀法提取石蜡组织 )*+。反之用粗提
法：常规脱蜡后加入裂解液和蛋白酶 1，33 4过夜，待组织溶解
后灭活蛋白酶 1，吸取上清液。核酸测定仪上测定 )*+ 浓度
及 !（!5"）6 !（!7"）值，比值 8 #/ 5 者弃用重提。
#/ 90 :39 基因突变分析
#/ 9/ #0 引物0 0 :39 第 3 ; 7 外显子 )*+ 引物序列由上海生
物工程有限公司合成。引物序列见表 #。

表 !" #$% 基因 $ & ’ 外显子引物序列及所扩增的 ()*的长度

引物 引物序列（3<!9<） 扩增片段长度（=:） 延伸温度（4）

>?@A 3
BC+-C----CB---C-++-+
-C-+--+C-B-C+C-CB+B-+

#7’ 37

>?@A 5
CCB-C-CC+BBC-CBB----
-+B+--C-+BB-BB-C-+C+

##D 5!

>?@A E
C+BBC BB-C-CB+-CBC+--
CB+--CBB+BC-CC--+BCBC

##’ 5"

>?@A 7
+BCBBC++C-C+-CBBB+-BB
+--C-B-CC+BCB-C---CB

#9’ 5"

#/ 9/ !0 聚合酶链反应（,-.）检测0 0 ,-.反应体系（3" !F）：
#" G HIJJKL 3 !F、#/ 3 MM@F 6 N OP-F!、!"" !M@F 6 N Q*C,R、
"/ 3 !M@F 6 N引物 # 对、"/ ! S "#$酶、"/ 3 !P模板 )*+。以双蒸
水代替模板作空白对照，在 ,C-2#""2D5 多功能 ,-.扩增仪（OT
.KRKULVW/ SX+）上扩增。反应条件：D3 4预变性 3 MYA（第 ’ 分
钟时加 "#$酶），D’ 4变性 # MYA，退火 # MYA，退火温度见表 #，
E! 4延伸 # MYA，循环 93 次后延伸 E MYA，’ 4保存。产物 #"(
非变性聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳，硝酸银染色。

#/ ’0 OXZ和 N&%的检测
#/ ’/ # 0 引物 0 0 选取 :39 基因附近微卫星位点多态标记 ’
个。引物序列来自 BKA@MK )U[U=URK（W[[:：6 6 \\\/ PQ=/ @LP），由
上海生工生物工程有限公司合成。引物的碱基序列及扩增片

段长度见表 !。

表 +" #$% 基因附近微卫星位点多态标记碱基序列及扩增片段长度

位点 区位 引物序列（3<!9<） 片段长度
（=:）

延伸温度
（4）

)#EXD’E #E:[KL ]#E^[KL CBC---+B+BCCC-B+C+
B+-++B++CCC---++B+C+B !3" ;!7! 3’

)#EXD97 #E:[KL ]#E^[KL --BB+CCB-C+-+--C++ +C
++-+BC-C-C*-CBB+B-+B #5’ ;#7! 33

)#EXD!5 #E:#9 ]#E:#9 B-+BCBBB--+C-+C-+
--B-+B++BB-CBCCBC !’9 ;!5" 3’

)#EXD’3 #E:#9 ]#E:#! --CB++B--CB+----
++--++C-CBB+-C---- #75 ;!"7 39

#/ ’/ !0 ,-.扩增0 0 ,-.反应体系（3" !F）：#" G HIJJKL 3 !F，
#/ E MM@F 6 N OP-F!、!"" !M@F 6 N Q*C,R、"/ 3 !M@F 6 N 引物 # 对、
"/ ! S "#$酶、"/ 3 !P 模板 )*+，以双蒸水代替模板作空白对
照，在 ,C-2#""2D5 多功能 ,-.扩增仪（OT .KRKULVW/ SX+）上扩
增。反应条件：D3 4预变性 3 MYA（第 ’ 分钟时加 "#$ 酶），
D’ 4变性 # MYA，退火 # MYA，退火温度见表 !，循环 93 次后延伸

#" MYA，’ 4保存。产物 7(变性聚丙烯酰胺凝胶（含 E M@F 6 N尿
素）垂直电泳，硝酸银染色。

#/ 30 图像分析及结果判断
0 0 采用全自动凝胶成像分析系统，利用 BKAKRAU: 软件获取
图像，BKAK[@@FR软件（版本 9/ " ）分析凝胶成像。XX-,分析：如
出现目的 )*+条带泳动变位（条带增加、减少或移位），则判断
为有突变。微卫星改变包括 OXZ 和 N&%，与正常组织相比，肿
瘤组织出现等位带的移位或获得额外的带型即判断为 OXZ；肿
瘤组织较正常对照组织出现某一条带消失或密度减少 3" (以
上，判断为 N&%。
#/ 50 统计学方法
0 0 采用 X,XX #!/ " 统计软件，两组间比较采用 "!检验和 _YRW2
KL精确概率法检验。

+" 结果

!/ #0 :39 基因突变情况
0 0 97 例 C细胞淋巴瘤中有 #3 例 :39 基因组 )*+ 存在异常
迁移率带，总突变率为 9D/ ’E(（#3 6 97），其中第 5 外显子的突
变率最高为 #7/ ’!(（E 6 97）。
!/ !0 微卫星 OXZ和 N&%情况
0 0 97 例 C细胞淋巴瘤的肿瘤组织中有 D 例发生了至少 # 个
位点的微卫星改变（图 #、!），改变率为 !9/ 57(。N&% 为
E‘ 7D(（9 6 97），且 9 例 N&% 均发生在 )#EXD!5、)#EXD’E，同时
9 例都发生了 OXZ 和 :39 突变。各位点 OXZ 频率介于 !/ 75(
;#7/ ’!(，N&%频率介于 " ; 3/ !5(。

! " # $ %

#&& ’(!

")& ’(!

!

!

O：标准；#：C#；!：*#：9：C!；’：*!

C#箭头示肿瘤组织出现条带增加；C!箭头示肿瘤组织条带迁移改变，均
定为OXZ。C#、C!：肿瘤组织；*#、*!：同一病例相应的正常组织

图 !" 部分标本 (!,-.%’（!/0 & !’+ 1#）微卫星改变结果

! " # $ %

#&& ’(!
")& ’(!

"

O：标准；#：*#；!：C#：9：*!；’：C!

C!箭头示肿瘤组织条带消失，均定为 N&%。C#、C!：肿瘤组织；

*#、*!：同一病例相应的正常组织

图 +" 部分标本 (!,-.+/（+0% & +/2 1#）微卫星改变结果

!/ 90 OXZ 6 N&%与 :39 突变的关系
!/ 9/ #0 97 例标本中微卫星改变与 :39 突变总的情况0 0 微卫
星改变阳性病例的 :39 总突变率为 33/ 35 (（3 6 D），高于微卫
星改变阴性病例 9’/ ’7(（#" 6 !D）（% a "‘ ’95 b "/ "3）。
!/ 9/ !0 不同微卫星位点 OXZ 6 N&% 与 :39 突变的关系 0 0 结
果见表 9。)#EXD’3、)#EXD’E、)#EXD!5 位点 OXZ阳性组的 :39
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突变率比阴性组低（! ’ (# (!）。)*+,-./ 和 )*+,-0+ 位点
123阳性组与阴性组的 %!& 突变率分别为 *((4与 &/# **4
（! ’ (# (!）。各位点微卫星改变阳性组的 %!& 突变率与阴性组
比较无显著性差异。

表 ! " !# 例 $细胞淋巴瘤各微卫星位点%&’ ( )*+与 ,-!
总突变的比较

%!& 突变 %!&突变
5,6 ! !

5,6 7 5,6 8 123 92（123）
)*+,-&: . ; !（0(# ((）*& ; &&（&-# &-）*# ((( ( ; (（(） *! ; &:（&-# 0+ ） 8
)*+,-0! ( ; *（(# ((）*! ; &0（00# *.）*# ((( ( ; (（(） *! ; &!（!+# *0 ） 8
)*+,-0+ . ; +（.:# !+）*& ; &*（0*# -0）(# /:* . ; .（*((） *& ; &/（&/# ** ）(# *0-
)*+,-./ * ; 0（.!# ((） *0 ; &0（0*# *:）*# ((( . ; .（*((） *& ; &/（&/# ** ）(# *0-

分子表示 %!& 突变例数，分母表示观察例数，括号内数字表示突变
率（4），!值采用确切概率法计算

!" 讨论

" " 微卫星不稳定性反映 )9< 错配修复系统功能缺
陷的制瘤途径，在某些恶性肿瘤的发生机制中起关键

性作用，然而目前国内外对 5,6 在 $ 细胞性淋巴瘤中
的情况研究报道较少，而我国该型淋巴瘤发生比例较

欧美国家高。本研究选取了 %!& 基因附近微卫星位点
)*+,-0!、)*+,-&:、)*+,-0+、)*+,-./，对 &: 例 $ 细
胞性淋巴瘤进行了 5,6 ; 123 分析。结果显示 5,6 的
阳性率为 .&# /:4（- ; &:），123 为 +# :-4（& ; &:），提
示在 $ 细胞性淋巴瘤中存在 %!& 基因周围微卫星
)9<的不稳定性，这跟 =>?@ABCDEFC 等［*］研究结果一
致。但 123的发生率仅为+# :-4，而 =GGEHDC>等［.］在:
例原发中枢神经系统淋巴瘤研究中和 IGGE 等［&］在 *&
例 9J; $细胞淋巴瘤中发现 /K 上存在高频率的 123
（+!# ((4，0+# 004）。这表明在 %!& 基因周围寻求高
123发生率位点的必要性。同时各微卫星位点 5,6 ;
123的发生率不同，在 )*+,-0+ 位点 5,6 的发生率较
其他高，为 *:# 0.4，然而各组间比较无显著性差异。
" " 有关 5,6 在淋巴瘤中的研究报道不多，且大多是
研究 =细胞性淋巴瘤。$>LF?MNO等［0］对 **& 例原发性
儿童急性淋巴母细胞性白血病的 / 号染色体进行了
&0 个微卫星标志物的研究，发现 . 个 5,6 热点：/K.*
8 ..。但也有相反报道，1FF 等［!］在胃的 = 细胞淋巴
瘤研究中，没有发现高频的 5,6；,D>CGHDOL等［/］对 .! 例
胃低度恶性的边缘区 = 细胞性淋巴瘤和 &* 例胃的高
度恶性弥漫性大 =细胞性淋巴瘤分别用 .- 个和 *: 个
微卫星标志物位点进行 5,6 的分析，也没有发现高频
的 5,6。这些相关报道不一，原因可能与微卫星位点
选择、样本大小、肿瘤属性和临床特征等的差异有关。

" " %!& 基因是目前发现与人类肿瘤密切相关的抑癌
基因，它的失活常导致肿瘤的发生，约 !(4的实体瘤
有 %!& 基因的缺失和（或）点突变，约 :/4集中于第 !
至第 : 外显子。本研究对 &: 例 $ 细胞性淋巴瘤进行
了 %!& 基因第 ! 到第 : 外显子突变研究，结果 %!& 基
因总突变率为 &-# 0+4，其中外显子 / 的突变率最高

为 *:# 0.4；同时为了全面的了解 %!& 基因在 $ 细胞
淋巴瘤中的情况，有必要在其他其外显子上作进一步

的工作，因为虽然肿瘤中 %!& 基因突变热点位于外显
子 ! P :，但仍有可能是位于其他外显子上，也许这种
情况在 $细胞淋巴瘤中是比较常见的。
" " 理论上单纯微卫星 )9< 不稳定或基因失活不足
以引发正常细胞的恶性转化，需要其互相促进或他基

因改变的共同参与。$>L>L?Q> 等［+］研究了 *- 例甲状
腺淋巴瘤中的 5,6 和 %!&、JRC>H 突变，结果提示 5,6
与 %!& 突变没有明显的联系，而与 JRC>H 突变有紧密
联系。在非霍奇金淋巴瘤中，关于 %!& 基因与 5,6 的
关系，文献报道较少。

" " 本研究结果显示，$ 细胞淋巴瘤中存在微卫星改
变和 %!& 基因突变，两者发生无明显联系，但 5,6 ;
123阳性肿瘤的 %!& 总突变率与阴性者相比倾向于
高发。分析不同微卫星位点 5,6 ; 123 与 %!& 突变的
关系，发现不同位点微卫星改变对 %!& 突变的影响不
同。)*+,-0!、)*+,-0+、)*+,-./ 位点 5,6 阳性组的
%!& 突变率比阴性组低（! ’ (# (!），这提示 5,6 7 与

%!& 突变没有明显的联系。但 & 例发生 123 的病例
均发生了 %!& 突变，且 & 例 123均发生在位于微卫星
位点 )*+,-0+ 和 )*+,-./ 上，提示 %!& 突变可能与微
卫星位点 )*+,-./、)*+,-0+ 杂合性缺失有一定关系，
由于样本量小，123 检出率低，有待进一步研究。可
见 5,6不是 $细胞淋巴瘤的表现型，而只是一个特定
的标志物不稳定性的现象。
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