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外周血淋巴细胞双微体(DM)的分子细胞遗传 

基础医学院生物教研室 段 昌柱 蒲淑萍 

建设厂医院外科 陈健康 

学研究 

提 要 采用PHA刺激淋巴细胞培养法，在l50例标本中观察到了32例具有DM表达
，占2l_4％．细胞中DM数目 

1～l30对不等 平均10．4对，DM往往出现在有染色体结构和数且改变的细胞中，这种改变包括双着丝粒染色体 内复 

制 多倍体 亚二倍体等 DM检测与宴体组织病理捡查相符率93．7 
，
有6倒DM先于病检提示肿瘤存在。本研究提示 

DM的出现可作为肿瘤的早期分子细胞遗传学信号．赞成DM可作为肿瘤发生的早期指标。本文还对DM形成机制和 

DM与肿瘤的多药抗药性进行了探刊。 
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分子细胞遗传学研究表明．肿瘤组织、癌细胞 

株不仪存在着细胞学水平的染色体结构非随机 

重排，也存在着分子水平的细胞癌基因扩增 

细胞癌基因扩增在细胞学上表现为双微体 (Do． 

uble Munite DM)的形成 1982年Cowell,-~,报道 

在神经母细胞瘤患者骨髓细胞中有成对的小体． 

并证实是由N一133YC基因扩增表达 的结果之 

后，DM的研究被广泛受到重规 现在不仅发现有 

癌基因的扩增，正常的结构基因大量扩增也被证 

实 为了探讨DM与恶性肿瘤形成的内在联系．寻 

找癌变早期的分子遗传学信号．我们对肿瘤患者 

或可疑肿瘤患者外周血淋巴细胞进行了分子细 

胞遗传学检测．观察到了外周血淋巴细胞癌基因 

扩增表达。现报道如下： 

1 毓料与贵法 

1 1 材料 

150恻标本取 自1992~1994年门诊患者：其中男性96 

人．女性64人；年龄最大75岁．最小l_0岁，平均47．2岁，除一倒 

系手术后放射治疗外，其余均来接受放射治疗和化学治 

疗 20例对照标本取自正常人群。 

1．2 方法 

用淋巴细胞分离液(上海试剂二厂产品1将患者外周 

血2．0ml悬浮．分离有核细胞加入到PRMI-~640(美国Gi． 

bico产品)培养基中．调整细胞浓度至1．0x10。／ml。培养基 

内含PHA(本室 自制)lO0#g／ml，20 小牛血滑(sigma产 

品)，立即置37℃，5．0 CO2孵箱中培弊72h．收获前3h加人 

终淮度为0 125 g／ml秋水仙索溶液(Fluka产品) 淋巴细 

男．1965—12出生，讲师 

胞的收获方法按常规进行，具体步骤是：1000r D血 离一hi0 

rain后弃上清，加入预热至37~C的0 075moI／LKCI 8ml轻 

轻混匀．37~C下保温25min；用Carros’固定液(甲醇：冰醋酸 

= 1)进牛亍预固定，1000r P Il1 离 ~'10min后沉淀再用上述 

固定液6．0ml混匀并固定静置过夜：次 日按上述方法离心 

进行第二敬固定，离心制戒细胞悬液后滴片、Giemsa染色、 

镜检 每个标本计数200个分裂相．DM判断标准按Cowell 

描述进行。DM须由三人共同确认。 

2 结果 

2O例对照标本均YaDM表达。150例患者中32 

鬻 

9206[傣 本内含5对nM 930403标本内含4对DM，伴有双着丝桂染色体 

图 细胞中DM表达 
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倒有DM表达，表达率21．4％，与李桂信 结果相似， 

按照标准应 为DM(见图) 32例DM阳性标本 

中，DM阳性 细胞总数38个，DM总数396对，每个细 

胞DM数1～13O对不等，平均10．4对．中一例6月后 

复查时仍有DM，DM较少在正常核型细胞中出现． 

DM出现往往伴随有染色体数目和结构改变．例如 

双着丝粒染色体、断裂、多倍体、内复制、亚二倍体 

等。32例DM阳性中．男性19例．女性13例。 

3 } 

在中期染色体分裂相中，DM是一种小的成对 

的通常呈圆球状的染色体结构 其数目变化很大 

本次研究也证实了这一点。其原因可能与实验室 

培养有关．有人曾观察到SEWA肿瘤细胞在体内 

生长时．DM才表达，如若把这些细胞进行体外培 

养．DM从这些细胞中消失，当把这些细胞再移植 

到动物体内时，DM又重新出现 电镜下DM完全 

由折叠成团的染色质组成，两个球形体大小相似， 

通过染色质丝相联系．就象中期未分开的姐妹染 

色单体一样 。Schawb' 用原位杂交技术证 明了8 

个神经细胞瘤细胞系中DM是N—myc数量不等 

的扩增顺序之后，N ras，N—myc，C ab]，C 

myb，C erbB2，CAD，PALA，二氢叶酸还原酶等 

基因相继被发现可以构成一些细胞系或实体组 

织的DM 。Smith等[131在研究金黄地鼠BHK 

细胞B9染色体上的CAD基因扩增时，发现已扩增 

为的多拷贝基因的细胞往往具双着丝粒染色体， 

扩增了的CAD基因一定位于双着丝粒染色体上， 

Trask等[10l在研究产生多药抗药性的中国仓鼠细 

胞时．基因的大量扩增也伴随染色体不稳定性增 

加．本研究结果也证实了这一点。基于上述研 

究，Smith等还认为．DM的产生是体细胞内发生了 

姐妹染色单体不均等互换形成。我们的结果也支 

持他们的观点。业已研究表明．细胞形成双着丝粒 

染色体后．随着细胞增殖的进行．双着丝粒染色体 

将进入桥一断一融一桥循环，细胞将遗传物质不 

均等地分配给子细胞．这更加速了细胞遗传物质 

的不稳定性。 

哺乳动物细胞与细胞毒性药物共培养后会对 

细胞毒性药物产生抗药性，多药抗药性的产生基 

于质膜的变化引起胞内细胞毒性药物量的减少． 

这种现象在临床中常常影响的化疗效果。Roni． 

ns0n等克隆了中国仓鼠抗秋水仙碱亚系细胞的 

抗药性DNA片断 ，该片断在细胞内扩增时．DM 

表达，形态学上不仅遗传物质表现不稳定．而且导 

致质膜变化，细胞能将胞内毒物泵到胞外。当该片 

断在胞内扩增倍数逐步减少时．细胞的多药抗药 

性逐渐丢失。后来，Trask等人也证实二氢叶酸还 

原酶基因的大量扩增是引 起中国仓 鼠细胞对氨 

甲喋呤产生抗药性的原因⋯。 

1982年Cowell 报道在神经母 细胞瘤患者骨 

髓细胞中有成对的小体，并证实是由N mvc基因 

扩增 表达引起的结果 此时对骨髓 的病理检查并 

没有发现异常 有趣的是．8个月后．临床证实该患 

者出现神经母细胞瘤骨髓转移 Cowell提出：DM 

可能不仅是恶性肿瘤的表现．而且可能是恶性肿 

瘤的原因，DM的出现在肿瘤的转移上具有预见价 

值。食管癌 鼻咽癌患者外周血DM表达时，放疗、 

化疗均无效，且愈治愈重，生存期明显低于无DM 

者．提示DM可作为肿瘤的一项独立的预后指 

标16,~I。通常认为癌细胞中高水平的癌基因扩增与 

肿瘤发展 预后相关 例如在神经母细胞瘤患者中 

其癌组织DM数目越多，病人更易进入进展期：即 

使同 一临床期的肿瘤．含有DM的患者比不含有 

DM的患者更易进入进展期．这可能N myc基因 

扩增授与了细胞的增殖优势 I。本研14究中 一标 

本因尾骶部溃疡就诊．发现DM后建议临床复查． 

复查发现患者双侧腹股沟淋巴结肿大，后经病理 

证实为鳞癌腹股沟转移 象这种情况共有6例。这 

与Cowell 的结果类似。但我们也注意到淋巴细 

胞DM平均表达率较低(0．59蛳)，必须增加细胞计 

数以克服假阴性 值得注意的是．我们发现4例乙 

型肝炎患者有DM表达．业已研究表明乙型肝炎与 

肝硬化 肝癌有着直接的联系，对这4例患者我们 

将作更进一步的研究。 
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Molecular cytogenetic studies on double munite(DM)of 

peripheral blood lymphocyte 

D uan Changzhu，et al 

Department of biology．college of basic medical sciences 

Peripheral lymphocyte double reunite(DM )expresses of s_皿 ples from 150 patients have been studied by the 

method of PHA stimulated cell culture．The results showed that 32 cases(21．4 )had DM exptosses．The number 

of DM per cell ranged from one to 180 with an average of 10
．4 DM was always accompanied bv chromosome 

aberrations，e．g．dicentmere chromosomes，endoreplicate．polyploid，hypodiploid The coincidence between DM and 

pathology was 93．7 ．W e suggested that DM coutd he an early molecular cytogenetic~igna[for tumor W e also 

discussed the mechanisme ofDM expresses and its relationship t0 multi—drug resistsnce
． 

KEY WORDS lymphocyte；Double munite(DM)；Cell culture 
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2z7 临床分离的马红球菌质粒提取及药物敏感性分析 

傲生物学教研室 杨晓燕 杨致邦 

7 ．， 

R钾gI／ 

提 要 从我市某职工医院院内感染的病人体内分离到非细胞免疫缺陷者罕见的19株马红球菌。对这些细菌进 

行抗生索敏感性试验和质粒图曾分析 结果显示这些细菌对多种抗生索有明显的耐药性。末发现毒力质粒．怛所有细 

菌均带有未见报道的9．4kb质粒，其生物学意义有待进一步探讨． 

关键词 马红球菌 

中圈分类号 R965． 

质粒 

马红球菌是 I起马驹支气管肺炎、淋巴结炎和 

肠炎等疾病的重要病原体n ．其致病与此菌所携带 

的毒力质粒编码产生毒性蛋白密切相关u】1l6】 近年 

来发现它还可以引起其他动物包括人的机会性感 

染．在人类主要发生于严重的细胞免疫功能低下的 

患者．以AIDS患者和HIv感染者多见 I le 1996年 

女．1963 O1出生，讲师 

1～7月．从我市某职工医院因注射感染而引起的局 

部脓肿和肿大的淋巴结中分离到马红球菌。我们对 

其做了抗生素敏感性试验和质粒图谱分析．现将结 

果报告如下： 

1 材料与方法 
1 1 标本来源 
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