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提 要 应用 s ou t h er n bl ot 和 此 R 技术对 13 例 T 细胞免疫表型的 N
LH 进行基因重排

分析
。

结果显示
,

n 例 ( 86 % )肿瘤出现 T c R p基因克隆性重排
,

其中 10 例 ( 91 % )伴有 T c R下基

因重刹卜
。

提示基因重引仁分析是确立 N H L 克隆
J

性和细胞源性的敏感而特异的标、己
。

关键词 淋巴瘤
,

非何杰金氏
;
基因重排

; s o u t h er n b l ot ;
多聚酶链反应

在 我国
,

T 细 胞非何杰 金氏淋 巴 瘤 ( T
-

N H L ) 的发生率 明显高于西方国家
“ ’ 。

因其

生物学行为侵袭性 高度恶性
;组织学复杂多

变
,

从形态上很难判断其细胞源性
;
加之免疫

表型上 尚缺乏克隆性标记
,

故其诊断
、

分型以

及预后评估等方面仍然存在许多问题
` 2

·
3 ) 。

为

此
,

本研究对 27 例 N H L 进行免疫和基 因分

型
,

探讨 T
一

N H L 组织学 免疫 表型和基 因类

型之间的关系
,

为此类肿瘤的诊治提供分子

生物学基础
。

材料与方法

1
.

1 标本

本校 附属 一
、

二 院 1 9 8 9一 1 9 9 0 年间活 检中

NH L 新鲜组织标本 27 例
。

将其分为三份
:

一份经

10 % 甲醛溶液固定
,

满足组织学诊断
;
一份经 O C T

包埋直接冰冻切片或放置一 70 ℃ 以下保存
;
另一份

经锡箔纸包裹放入液氮中冻存
。

1
.

2 组 织学研 究

所有标本均经常规制片
,

H E
、
P A S

、

网状纤维染

色
。

按全国淋巴瘤协作组标准 (成都
,

1 9 8 5) 进行形 态

学分型
。

1
.

3 免疫表型分析

应用抗淋巴 细胞分化抗原 M
c

A bs
:

C D
Z 、

C D
, 、

C D
; 、

C D
: 、

C D
。 、

C D
, ; 、

C D
; , 、

C D
2 2

和 19`
、
久

,

A B C 试剂

盒进行免疫组化染色
。

30 %以上瘤细胞膜出现棕色

反应产物为阳性
。

1
.

4 基因重排分析

1
.

4
.

1 oS
u t h

e r n b l
o t 分析 T 细胞受体 p链 ( T C R p )

基因
:

用含 4 4 0b p C日
、

片段重组质粒 (英国 CI R F 实

验室 )
,

经转染
、

扩增
、

提取
、

酶切和标记等步骤
,

制

备
, Z

P 探针
。

肿瘤组织 D N A 按常规方法提取
。

10 ~

1 5召g 基因组 D N A 分别经 aB m H I
、

E e o
R z 和 H i n

d l

消化
,

用 。
.

7%琼脂糖凝胶电泳分离酶切片段
,

并转

印至硝酸纤维膜上
。

在含甲酞胺的杂交体系中杂交

2 4 h
,

严谨洗膜
,

于 一 40 ℃放射 自显影 l 一 3 d
。

此外
,

也用同样方法分析免疫球蛋 白重链 ( JH )和轻链

( C k )基因构型改变
。

1
.

4
.

2 P C R 扩增 T CR 7 基因重排片段
:
T C R 下基因

引物包括 5 个 v 区 片段 ( v
Z_ 。 . ` g

) 和 3 个 J 区 片

段 川
。

P C R 反应体积为 2 5产 l
,

含模板 D N A 0
.

5 ~

l 拜g
、

引物 。一 2 5拌 g
、

T
a q 酶 0

.

4 ~ 0
.

s u
。

采用 4 5 个周

期混合引物 P C R 扩增
。

产物经 2%琼脂糖凝胶电泳

观察
。

2 结果

2
.

1 组织 学分型 (表 1)

,

国家自然科学基金资助项目
. ,

现在北京第五一四医院病理科
,

1。 。 1 01
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表 12 7例 N H L 组织学类型和免疫表型
T a 1 bH ist ol o g ie al t yP e sn ad i m m un oP h en ot P y e s in 2 7 e a s e s ofn on 一

H od g k in , 5 l y m Ph o m a

im m u n o p h e n o t y P e s

h i
s t o l o g i e a l t y p e s

N o
.

o f e a s e s

B e e l l T e e l l u n e e r t a i n

s m a l l ly m p ho e y t i e 2 1 1

m i x e d
, e l e a v e d a n d n o n e l e a v e d 1 1

s m a l l n o n e l e a v e d 3 2 1

p l a s m a e y t o id ly m p 卜o e y t i e 1 1

l a飞 e n o n c l e a v e d 5 3 2

ly m p卜o b l
a s t i e 3 1 2

im m u n o b l a s t i e 3 1 2

c l e a r e e l l 2 2

p l e帅
。 了p h i e 3 3

A I BL
一

Iik
e 1 1

u n e l
a s s i f i

e
d 3 2 1

2 7 1 1 13 3

2
.

2 免疫表型

13 例 T 细胞肿瘤 (表 l) 均不同程度地表达 T

细胞分化抗原
,

其中 9 例显示一种或多种全 T 细胞

抗原 ( C D : 、

C D
3

或 C D : )丢失
; 6 例为 C D

4

表型
,
3 例

为 C D
。

表型
,
2 例同时表达 C D

4

和 C D
: ,

2 例 C D
;

和

C D
,

均为阴性
。

此外
,

有 2 例分别表达 C D
、 。

和 C D
飞,

抗原
。

2
.

3 基因构型

2
.

3
.

1 T c 即 基因
:

表 2 为 T C R p基因的胚系构型
。

胚系基因以外的新带出现或原胚系条带的消失即意

味着该基因发生了重排
`” 。

13 例 T
一
N H L 中有 n 例

出现一条或两条以上 T C R户基 因重排条带和 /或原

胚系基因缺失 (图 1
,

表 3 )
。

2 例 T C R p基因为胚系构

型
,

其中 1 例显示 JH 基因重排 (图 2)
。

复查切片发

现这一例表达 T 细胞抗原的细胞多呈散在或灶性

分布
,

可能为反应性 T 细胞
。

2 例出现 T C R p和 JH

基因双重排
,

其中 1 例伴有 C k 基因重排 (图 3)
。

表 2 T C R p和 19 基因胚系构型

T a b 2 G e r m li n e e o n
f ig u r a t i o n o f T

一 e e ll r e e e P
-

t o r b e at c h a in a n d i m m u n o g l o b u l i n

g e n e s

g e r m l i n e r e s t r ie t i o n 5 1况 s ( k b )

g e n e P r o b e s

B
a
nr H I E e o R I H i n d l

T C R归

J H

22
-

1 7

8 , 3

l 1

C k 1 2

表 3 13 例 T 细胞淋巴瘤的基因构型

T a b 3 G e n o ty P i e P r o f i le o f 1 3 e a s e s o f T
一 e e ll l y m P h o m as

g e n e s

l
m m u n o p l

l e : l o t y p e
T C R JH

; RR R R G R R (G G l

T
一 e e l t ly m p l

l o m
a

R 一 r e a r r a n g e
m

e n t ;
G ~ g e r m l in e e o n f ig

u r a t io n

2
.

3
.

2 T C R 下基因
:

T C R了基因克隆性重排阳性扩

增条带在 ] 7 0 ~ 2 3 o b p 之间
。

1 1 例出现 T C R p基因

重排的 T
一
N H L 中有 10 例可见 阳性扩增条带 (图

4 )
,

另 l 例虽经重复扩增仍为阴性
。

而 B 细胞表型的

N H L 亦有 3 例 ( 11 % )为阳性
。

作为对照的反应性淋

巴组织增生和非淋巴性肿瘤均为阴性
。
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图 I T
一

N H L中 T C Rp基因重排分析放射自显影图

图示 第 2
、

3
、

6
、

7
、

8
、

9
、

2 1
、

1 2道 出现 T C R月基

因重排
,

aB 二 lH 晦切
,

oS
u t h

e r n b l
o t

F ig 1 S o u t h e r n b lo t a n a l y s ls o f t h e T C R p
e h a l n

g e n e j n P . t ie n 妇 初 th 】y川 Pb o m韶

L a n e
Z

,
3

,
6一 9

,
1 1

,
1 2 s h o

w T C R p ge
n e r e -

a rr a n g e m e n t s w h e r e a s t h
e o t h e sr a r e

i
n

g e r
m ]in e e o n f ig u ar t io n

、

D N A w
a s d i罗

s t e d

w i t h aB m 1 a n d h y b r
id i

z e d w i t h a p r o b e

s p ec i f ie f o r t h e e o n , t a n t r e g i o n o f t h
e T CR p

e h a in g e n e
·

图 3 B
一

N H L 显示 T c R p和 JH 基 因双重排

(箭头 )
,

同时伴有 C k 基因重排

C 为胚系基 因 (横 杠 )

F i g 3 S o u t n e r n b l o t a n a l y s is o f a c a s e o f B
-

e e l l ly m p h o m a s h o w s J H
,

T C R p
a n d

飞 e k g e n 。 , e a r r a n g e m e n st ( a r r o w )

D a s
h

e s
i
n
d ie a t e g e r m l i

n e b a n d s

王 翠
「

一铆渗
一

导 扇 了 8

瓣黔
一
洲

图 Z T 细胞优势性 B 细胞淋巴瘤出现 JH 墓因重排

(箭头 )

图 4 P C R 扩增 T C R 7 荃因重排电泳图

1
:

p B R 3 2 2 / H
a e l ; 2

,

3
:

T
一

N H L
; 4

:

B
-

N H L ; 5
:

非淋 巴性 钟瘤
; 6

:

空 白对 照
; 8

:

J u r k a t 细月包

F ig 4 P C R a n a l y s i s o f T C R g o
m m a g e ” e r e a r -

r a n g e m e n t s u s i n g m i x e d T C R y P r jm e r s

L a n e l
:

PB R 3 2 2 / H a e ll ; L a n e s Z
,
3

:

T
-

e e
ll ly

n 〕 p h o m a s ;
L

a n e 4 :
B
一e e l l l y nr

-

P h o nt a s ; L a n e s
: n o n 一

l y m p h o id t u
m

o r ;

L
a
ne 6

: a n e g a t i
v e e o n t r o l ; L a n e 7

:

n a
l m

一
6 e e

l l ;
L

a n e s
:

Ju r k a t e e
l l

3 讨论
C 为胚系基因对照 (横杠 )

F ig 2 A e as e

P h
o

m a

r o w )

D
a s h e s

o f T
一 e e l l

一
P r e d o m i n a n t B

一 e e ll ]y m
-

s h o ws J H g e n e r e a r r a n g e m e n t ( . r -

i n
d ic a t e g e r m ]in e b a n

d
s

淋巴瘤在分化过程中
,

抗原受体基因不

断发生有序的重排
,

使散在的基因片段连接

成能表达的 V
一

D
一

J 基因
。

多克隆性淋 巴组织

增 生时
,

19 和 T C R 基因结构是高度不均一
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的
,

即每一克隆选择的重排位点和 片段长度

各不相同
,

无单一优势克隆
;而淋 巴瘤为单克

隆性增生
,

组成瘤细胞在基因构型上具有高

度的一致性
。

这种优势克隆细胞数量 只要超

过
.

1%一 2%
,

用 S o u t h e r n b l o t 和 P C R 技术

即可检测出特异性基因重排
` 4

,
5 , 。

本研究显

示
,

大 部 分 T
一

N H L 均 出 现 T C R月和 /或

T C R y 基因重排
,

而反应性淋 巴组织和绝大

部分 B
一

N H L 上述基 因均为胚系状态
。

提示

克隆性基因重排的检出是确定淋巴细胞增生

的克隆性和细胞源性的一项客观
、

敏感而特

异的诊断指标
,

是对形态学和免疫表型分析

的重要补充
。

T
一

N H L 的发病率
,

世界各地报告不一
。

日本东南部和加勒 比海 地区发病率达 75 %

以上
,

而欧美地区报告为 20 %左右
。

台湾
( 6 ’

和苏州地区
“ ,

报告分别为 42
.

3 %和 48
.

9 %
,

说明我国是 T
一

N H L 的高发 区
。

本结果从基

因水平上进一步证实了这一点
。

饶有兴趣的是
,

本组有 2 例 出现 T C R俘

和 JH 双基 因重 排
。

这种现象可能 与 19 和

T C R 基因具有相同的重组信号
,

重排时所需

的重组酶系亦可能相同有关
` 7 ) 。

我们认为
,

这

种畸异重排可能是瘤细胞基因构型的异质性

及其所致多潜能分化的一种表现书式
。

若同

时伴有 C k 基因重 排则支持 B 细胞源性
,

而

伴 T c R了基因重排则为 T 细胞源性
。

在这种

情况下
,

一种基因往往是不完全重排
,

不伴有

m RN A 及蛋白产物的表达
,

故在免疫表型上

往往是单一的
。

本研究还发现
,

确有极少数 T
一

N H L 病

例未能检出 T C R日
、

y 基因重排
。

这除与检测

技术还不够敏感有关以外
,

亦可能存在一些

少 见 类型 的重排
“

,
5

,
8 , 。

F o r o n i 等
` 9 )

报 告
·

T C R a 基因可先于
。 、

日链基因在 T 细胞早期

阶段即可能发生重排
。

因此
,

T C R 各链基因

的综 合分析可能有助于深化对 T 细胞肿瘤

生物学行为的理解
。

由于 S o u t h e r n b l o t 技术相对烦杂
,

耗资

费时
,

而且需要大量高质量 D N A 和同位素
,

从而使其在临床上实用价值受限
。

与之相 比
,

P C R 技术较简便
,

不需同位素
,

可用细胞学

标本和 固定组织等多种材料
。

因此
,

P C R 在

淋巴瘤基因重排分析中更具有实用性
。

但是
,

由于淋 巴瘤本身的复杂性
,

决定了进行多指

标综 合研究的必要性
。

基因重排分析不能作

为确立诊断的唯一标准
。

对于某些复杂病例
,

详尽的免疫表型分析乃至组织学研究仍不失

为重要诊断手段
。

(本研究承蒙史景泉教授
、

程天民教授
、

陈意生

教授悉心指导
,

张哉根讲师
、

柳凤轩教授等协助收集

标本
,

在此一并表示衷心感谢 !)

参考文献

1
.

周 镇 金嘉宽 杨 侃
,

等
。

苏州无锡市恶性淋巴

瘤病理和免疫表型特征研究
。

淋巴瘤学刊
,
1 98 8 ;

9
:
1 6 5

2
.

P i e
k

e r J L
,

W
e is s

L M
,

M
e
d

e r io s L J
, e t a

l
.

Im
-

m u n o p五e n o t y p i e e r i t e r ia f
o r t h e

d i a g n o s is o
f

n o n -

H O
d g k i n ’ 5 ly m p h

o m a
.

A m J P a t h
o
l

,

1 9 8 7 ; 1 2 8
:

1 8 1

3
、

W
a r n

k
e

R A
,

R o u s e
R V

.

L im i t a t io n e n e o u n t e r e
d

i n t h
e a p p l i

e a t i o n o
f t i s s u e s e e t io n im m u n o

d i
-

a g n o s i s t o th
e s t u

d y o
f l y r n p h

o m a a n
d

r e l a t e d

d i s o r d e r
.

H
u m P a t h

o
l

,

1 9 8 5 ; 1 6
:
3 2 6

4
.

T r a i n e r
K J

,
B r i s e o

M J
,

W
a n J H

.
e t a l

.

G e n e r e a r -

r a l l g e
m

e n t s in B
一 a n d T

一
]y rn p h

o p r o
l if

e r a t iv e

d i s e a s e
d

e t e e t e d b y t h
e p o ly m e r a s e e

h
a in r e a e -

t io n
.

B lo o
d

,
1 9 9 1 ; 7 8

:
1 9 2

5
.

C o s s m a n J
,

U p p e n k a m P M
,

S
u n

d
e e n J

, e t a
l

.

M
o
l

e e u
l
a r g e n e t ie s a n d t h e

d i a g n o s i s o
f l y nr

-

p h
o m a

.

A r e
h P a t h

o
l L

a
b M

e
d

,
1 9 8 8 ; 1 1 2

:
1 1 7

6
.

S u J J
.

P a t h
o l o g ie a n d i m m u n o

l
o g i e e

h
a r a e t e r iz a -

t io n o
f m

a li g n a n t ly m p h
o

m
a s in T a iw

a n
.

A m J

C li z i P a t h
o
l

,
1 9 8 5 ; 8 4

:
7 1 5

7
.

Y a n e o P o u
l
o s

G D
,

B l
a e

k w e
l l T K

,

S u h H
, e t a

l
.

I n -

t r o d u e e T e e l l r e e e p t o r v a r i a
b le r e g i o n g e n e s e g

-

m e n t s r e e o m b in e i n p r e 一 B e e
ll

: e v i d e n e e t h
a t B
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a n d Te e
l l

u s e a oe m m o ne eo rm bi na s e
.

C
e

l l
,
1 9 8 6 ;

4 4
:
2 5 1

5
.

K n o w l
e s 】〕M

.

Im m u n o p h e n o t y p ie a n d
a n t ig e n r e -

e e p t o r g e n e r e a r r a n g e
m

e n t a n a
l y

s i s in t h
e T e e

ll

n e o p l
a s ia s

.

A m J P a t h
o
l

,
1 9 8 9 ; 1 3 4

:
7 5 6

9
.

F o r o n i L
,
L a f f a n M

,
B o e h m T

, e t a l
.

R e a r r a n g e -

m e n t o
f th

e
T
一 e e

ll
r e e e p t o r d e

lt
a g e n e s i n

h
u m a n

T
一 e e

ll l
e u k e m ia s

.

B l
o o

d
,
1 9 8 9 ; 7 3

:
5 5 9

(收稿
:

1 9 9 2
一

1 1
一

0 4 ;

修回
:

1 9 9 3
一

0 5
一

1 0 )

A s t u d y
·

o f T
一 C e l l

o n a n t i g e n r e c e P t o r g e n e r e a r r a n g e m e n t s i n 1 3 c a s e s

n o n 一

H o d g k i n ’ 5 l y m P h o m a

Z h a n g J`a n z h o n g
,

区至到
,

Y a n L `a n g s u `
, e t a l (* p a r m e n t o f P a t h o l o g y

,

T h ir d M il it a r , M
e
d i o a l

C
o

ll
e g e ,

C h
o n g q in g

,
6 3 0 0 3 8 )

A b s t r a e t T h
e

b
e t a a n d g a m m a e

h
a in g e n e r e a r r a n g e m e n t s o

f t h e T
一 e e ll r e e e p t o r s

( T C R )

w
e r e s t u

d i e d w it h S o u t h e r n b l o t h y b r i d i z a t io n a n d p o ly m e r a s e e
h

a i n r e a e t i o n i n 1 3 e a s e s o
f

n o n -

H o d g k in
, 5

l y m p h o m a
w it h T

一 e e l l p h e n o t y p e
.

I t w a s
f
o u n

d t h a t 1 1 o u t o f t h
e 1 3 e a s e s ( 8 6% ) e x -

h i b i t e
d T C R b e t a g e n e r e a r r a g n e m e n t a n

d 1 2 o u t o f t h e 1 3 ( 9 1 % ) d is p l
a y e d T CR g a m m

a g e n e

r e a r r a n g e m e n t
.

T h
e

f in d i n g s s u g g e s t t h
a t g e n e r e a r r a n g e m e n t s a r e m o r e s e n s i t iv e a n d

s p e e if i
e

m a r k e r s t o e s t a b l i
s
h T

一 e e
l l m o n o e

l
o n a

l it y a n
d l i

n e a g e a n d h
e
lp f

u
l t o t h e m o r p h

o
l
o g ie a

l d ia g n o s i s

a n d i m m u n o p h
e n o t y p in g f

o r n o n 一

H
o d g k in

, 5 l y m p h o m a
·

K
e y w r o d s l y m p h o m a , n o n 一

H
o
d g k i n , s ; g e n e r e a r r a n g e m e n t ; b l o t t i n g

,

S o u t h
e r n ; p o

ly
-

m e r a s e e
h

a in r e a e t io n

个案与短篇

脑脊液乳酸脱氢酶测定的临床意义

周 活
`

薛 强 (第三军医大学西南医院检验科 ) 6 3 0 0 3 8

iK gn 氏发现脑出血和脑肿瘤的脑脊液 (C S )F 中

乳酸脱氢酶 (L D H )的活性增加
。

近年来
,

有关血中
L D H 的研究颇多

,

但对 C S F
一
L D H 活性的变化报道

较少
.

为了探讨 C S F
一
L D H 活性对临床诊断的价值

,

我院对 3 1 例脑出血和 12 例闭塞性脑血管病患者及

10 例健康成人的 C S F
一
L D H 进行检测

,

现将观察结

果报道如下
:

43 例 (男 28
,

女 1 5
,

年龄 20 ~ 77 岁 ) ;
正常对照组

:

正

常 C S F 2 0例
。

1
.

Z .m] 定方法

c s F
一
L D H 总活性根据生物化学及检验技术介

绍的比色法测定
` ” 。

2 结果

1 对象和方法

1
.

1 观察对象

均为门诊及住院病人
。

患者组
:

采集患者 C S F

脑 出血组 31 例 C S F
一
L D H 总活性均在 9 5u 以

上
,

其中 2 3 例 ( 7 4
.

1 9 % ) > Z o o u ,

最高达 4 8 o u ;
闭塞

性脑血管病 12 例和正常对照组 10 例除 1 例 ( 5 6u )

外
,

其它均在 50
u
以下

。

闭塞性脑血管病与正常对照

( 下转 2 0 2 页 )
,

武警四川省总队重庆医院


