
霍奇金淋巴瘤组织中H/RS细胞与其背景细胞的微切割及其IgH基因重排检
测  

    

1  材料与方法 

    H/RS细胞(Hodgkin and Reed-Sternberg cells)是霍奇金淋巴瘤(HL)的恶性肿瘤细胞，一般只占肿瘤

组织的极少部分(不到1%)，且分布在背景细胞间，其来源和性质及其与周围背景的关系一直是困扰人们的一

个难题。近年来，有研究者认为H/RS细胞来源于B细胞[1][2]。本研究从基因水平对33例经典霍奇金淋巴瘤

(classical Hodgkin's lymphoma, cHL)石蜡刮片组织进行了免疫球蛋白重链( immunoglobulin heavy 

chain，IgH)基因克隆性重排检测，并采用B细胞特异性激活蛋白(B-cell-specific activator protein, 

BSAP)作为免疫定位标记，对部分组织重排阳性病例的H/RS细胞和背景淋巴细胞行微切割，旨在探讨H/RS细胞

的B细胞起源、H/RS细胞的克隆性以及与周围背景细胞的相关性。 

    1.1  标本 

    用于石蜡组织刮片的33例cHL标本来自南方医院和广州军区总医院病理科，男性27例、女性6例，年龄

3~57岁，平均26.4岁。全部病例重切后HE染色复查，按WHO造血和淋巴组织肿瘤疾病1997年新分类[3]分型确

诊。 

    1.2  试剂 

    1.2.1  基因重排试剂  IgH基因克隆性重排的一对半引物由上海生工生物工程公司合成，引物序列为

[4]：FR3A：5'ACACGGC(C/T)(G/C)TGTATTACTGT3'；LJH：5'TGAGGAGACGGTGACC3'；VLJH：5'GTGAC 

CAGGGTNCCTTGGCCCCAG 3'。Taq酶和dNTP购自上海生工生物工程公司。 

    1.2.2  免疫标记试剂  BSAP为羊抗人多克隆抗体(浓缩型，SANTA公司)；SABC免疫组化检测试剂盒(包

括通用型和抗羊型，福建迈新公司提供)。 

    1.2.3  孵育消化液  含0.2% CaCl
2
的PBS液中加胶原酶H、胰蛋白酶，使其浓度分别为0.6%、0.5%(自

行配制)。 

    1.3  仪器 

    Olympus倒置显微镜及Narishige公司微操作仪；Narishige公司拉制器及打磨器；Hema4800PCR仪。 

    1.4  方法 

    1.4.1  石蜡刮片组织IgH基因重排 

    1.4.1.1  DNA的提取  按我室建立的石蜡切片刮片法[5]，提取DNA。 

    1.4.1.2  PCR扩增  反应体系为25 μl，含模板1 μl(约100~200 ng)、1.5 mmol/L MgCl
2
、2.5 μl 10

×Buffer、0.5 μl 10 mmol/L dNTPs、Taq酶1.5 U、浓度为10 μmol/L引物各1 μl。采用半巢式PCR，第一

轮扩增用引物FR3A和LJH，反应条件为94 ℃，5 min；30循环(94 ℃、20 s；55 ℃、45 s；72 ℃、30 

s)，最后72 ℃延伸5 min。将第一轮扩增产物1∶100稀释，取1 μl作为第二轮扩增的模板，用引物FR3A和
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VLJH扩增，反应条件是将第一轮反应的退火温度升为63 ℃，循环数改为27轮，其它条件不变。实验中设置无

DNA样品管作为阴性对照，设置扩增阳性的B细胞淋巴瘤及扩增阳性的B淋巴瘤细胞株(BJAB，美国加州大学

AIDS研究所孙仁教授惠赠)为扩增模板的阳性对照。 

    1.4.1.3  电泳及结果判断   扩增完毕后，取10 μl扩增产物，经8%聚丙烯酰胺凝胶电泳，PBR322/Hae

ⅢDNA Marker作为DNA产物长度标记，EB染色，紫外灯下观察，在80~120 bp之间有明确条带都可认为是阳

性。 

    1.4.2  显微切割细胞IgH基因重排 

    1.4.2.1  微切割前准备  从石蜡刮片组织DNA出现IgH基因重排阳性的标本中选取6例，取7 μm厚的常规

石蜡切片，采用链霉素抗生物素过氧化物酶法[6]，BSAP抗体1∶400稀释，每张切片滴加50 μl，采用微波抗

原修复，免疫着色后苏木素复染，不封片，加消化液37 ℃孵育30 min，高纯水冲洗后，加1×PCR反应

Buffer覆盖组织片。在Narishige拉制器上将直径 0.5 mm的空心玻璃微管拉制成用于切割细胞和吸取细胞两

种类型尖端大小不同的玻璃针，切割用针尖端约1 μm，并将针尖弯成15度角，吸取用针尖端约20 μm。 

    1.4.2.2  单细胞挑取  将Olympus三维水压微操纵仪固定于倒置显微镜操作平台，在显微镜下找到有

BSAP(+)的待切割目的细胞的视野后，滴加1×Buffer，用切割针将切割的细胞与周围细胞分割开，使其游

离，再用吸取针吸取并吹打入含18 μl高纯水及5 μl PCR反应Buffer的Eppendorf管中，单个RS细胞的显微切

割见图1。 

    图1  显微切割单个H/RS细胞 
    Fig.1 Microdissection of single Hodgkin and Reed-Sternberg cell

    在6例cHL切片上，每例挑取细胞约30个左右单个BSAP(+)的RS或其变异型细胞, 置入19个eppendorf管

中，每管细胞数1~15个不等。在围绕已挑取的H/RS细胞周围，挑取10到100个数目不等的BSAP(+)背景淋巴细

胞，置入12个Eppendorf管中。获得的细胞可于-20 ℃保存。 

    1.4.2.3  切割后细胞PCR 

    1.4.2.3.1  DNA提取  将含切割细胞的Eppendorf管12 000×g离心，加蛋白酶K浓度至200 μg/ml，在

56 ℃水浴中孵育2 h后，100 ℃煮沸10 min，离心后供PCR用。 

    1.4.2.3.2  PCR扩增  仍采用IgH的半巢式基因重排，将提取的DNA全部移入50 μl体系中进行第一轮反

应，并将第一轮产物稀释100倍取2 μl作为第二轮扩增底物，扩增条件同组织PCR。设置的阴性对照和阳性对

照同组织PCR。 

    1.4.2.3.3  产物鉴定  扩增产物以8%聚丙烯酰胺凝胶电泳，使用pBR322DNA HeaⅢ Marker作为DNA产

物长度标记。电泳结果进行银染，结果判断同组织IgH基因重排结果的判断标准。 

    1.5  统计学处理 

    采用χ2检验，用SPSS10.0统计软件处理。 

    

2  结果 



    2.1  石蜡刮片组织IgH基因重排结果 

    33例石蜡刮片组织提取的DNA进行IgH基因重排的半巢式扩增后，有16例(48.48%)在80~120 bp之间出现

明显的克隆性条带。 

    2.2  微切割细胞IgH基因重排 

    6例IgH基因重排阳性的石蜡组织切片，结合BSAP免疫着色，通过显微操纵系统精细控制下的单细胞显微

切割，成功地分别将BSAP(+)的H/RS细胞和背景淋巴细胞从周围细胞中精确分离。消化提取DNA后经IgH基因

重排扩增显示：19管H/RS细胞有14管出现重排阳性，12管背景淋巴细胞有2管出现重排阳性，经8%PAGE检测

后的部分结果见图2。细胞数目不同的各管扩增情况见表1，经统计分析，细胞数目不同的各管阳性率无显著

性差异。6例cHL切片上挑取的BSAP(+)的H/RS细胞和背景淋巴细胞扩增情况见表2，可见微切割H/RS细胞重排

阳性率显著高于背景淋巴细胞的重排率。 

    图2  微切割H/RS细胞基因重排PCR产物电泳图 
    Fig2. Electrophoresis of the PCR product for gene rearrangement in microdissected H/RS 

cells
    M: pBR322 DNA HaeⅢ Marker; Lanes 1-5: Positive PCR products; Lane 6: Positive 

control; Lane 7: Blank control



    

3  讨论 

    IgH基因重排检测可以有效地诊断B细胞性淋巴瘤，因此检测IgH基因的重排可研究H/RS细胞的B细胞起源

性及其克隆性。我们采用IgH一对半引物，对33例cHL的石蜡标本的刮片组织进行IgH半巢式基因重排扩增，结

果有16例(48.48%)在80~120 bp之间有明确条带出现。 

    HL是恶性淋巴瘤的一个独特类型，瘤组织成分多样，除特征性的呈散在性分布且只占组织成分的1%以下

的瘤细胞 (RS细胞及其变异型 )外, 还有大量淋巴细胞、浆细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、组织细胞等



多种非瘤细胞成分。在刮片组织中提取的DNA模板不仅包含了来自RS细胞及其变异型瘤细胞成分，同时也包含

了来自背景细胞的成分。因此其PCR结果并不能直接反应肿瘤细胞的状况。为了证实扩增的产物来自于H/RS细

胞还是背景淋巴细胞，我们分别对H/RS细胞和背景淋巴细胞同时进行研究。 

    自1993年Hansmann等[7]推广了从组织切片上进行单细胞分离和PCR方法后，单细胞显微切割应用日益广

泛，在HL的应用更是为RS细胞及其相关的研究带来了突飞猛进的发展[8]。本研究采用了液压式显微操纵系统

配合倒置显微镜，对6例石蜡刮片组织基因重排阳性的HL切片上的H/RS细胞和背景细胞经BSAP标记后进行了显

微切割，并成功地从6例组织重排阳性的石蜡切片上得到数目不一的19管单个和多个H/RS细胞，经IgH基因重

排后，有14管出现IgH基因重排。我们对细胞数不同的各管H/RS细胞进行比较后，发现PCR底物无论是含一个

细胞还是多个细胞，扩增后的结果无显著性差异(P=0.290)，说明细胞数对重排结果影响不大。本实验还有部

分切割的H/RS细胞没有检测到克隆性扩增，但并不能证明这些细胞就没有发生重排。因为我们采用的是石蜡

标本，其中DNA成分已经有程度不一的降解，加上微切割所得到的细胞少，所含的DNA成分不能保证扩增所需

的量，可能会出现阴性结果。同时也有可能与体细胞突变发生在PCR引物结合区，阻断了相应重排的扩增有

关。 

    从33例cHL石蜡刮片组织和切割BSAP(+)的H/RS细胞IgH基因重排的结果看，支持H/RS细胞来源于B细胞，

但是还有部分无重排和BSAP(-)的H/RS细胞，报道可能为其他来源[9]。在对cHL中BSAP表达阳性的H/RS细胞

进行IgH基因重排的同时，本研究对切割H/RS细胞周围BSAP(+)的背景淋巴细胞也进行了IgH基因重排检测，

12管中有2管出现了重排。尽管背景B淋巴细胞的阳性率(16.67%)低于H/RS细胞的阳性率(73.68%)，但是背景

淋巴细胞的IgH基因重排是存在的，因此在研究石蜡刮片组织中H/RS细胞的起源和性质时，背景淋巴细胞对结

果存在影响，很有必要对H/RS细胞进行切割，以减少背景细胞对H/RS细胞重排结果的干扰。BSAP(+)的背景淋

巴细胞出现IgH基因重排，提示背景B淋巴细胞并非全是单纯反应性增生细胞，部分可能具有瘤性增生活性，

参与 HL恶性细胞的前体细胞组成。HL组织DNA的克隆性成分是否包括这些背景淋巴细胞，H/RS细胞和背景淋

巴细胞的克隆性是否一致，H/RS细胞是不是由周围背景淋巴细胞演变而来，还存在一系列疑问，需要进一步

测序分析来探究，关于HL背景淋巴细胞的克隆性以及与H/RS细胞的起源相关性也有待进一步证实。 

    另外，本实验在挑取细胞前首次使用了核着色的BSAP标记，它和传统的CD30标记相比具有更多优点。第

一，BSAP是B细胞特异性转录因子，在淋巴系统中只在B细胞和B淋巴瘤细胞上表达，而在HL的表达率高达90%

以上[10][11]，采用BSAP作标记，能保证所挑取的目的细胞在蛋白水平上是B细胞性的，排除了T细胞或其它

细胞来源的H/RS细胞，适合研究H/RS细胞的B细胞起源。第二，BSAP检测后的阳性颗粒定位在细胞核，和膜着

色相比，BSAP着色后的H/RS细胞的细胞核形状、大小和数目更加清晰，有利于H/RS细胞的辨认，使挑取的细

胞更加准确。第三，在倒置显微镜下挑取核着色的BSAP(+)的H/RS细胞，切割所得的成分只含靶细胞细胞核，

不含胞质成分或含量很少，减少了对PCR扩增的影响。第四，BSAP不仅在H/RS细胞上表达，在周围的B淋巴细

胞中也有强表达，使我们在挑取H/RS细胞的同时，可以对周围的背景淋巴细胞进行同步分析，使两者的相关

性研究成为可能。因此本研究在倒置显微镜下采用BSAP标记，使整个细胞提取过程在直视下进行，保证了靶

细胞挑取的准确性，避免了其它细胞和成分的干扰，使实验结果能更准确反映靶细胞的性质。同时结合PCR方

法对切割细胞核成分进行了IgH基因克隆性重排, 将形态学与分子生物学方法很好地结合起来，并兼顾了周围

背景淋巴细胞。因此，采用BSAP标记进行微切割，使HL的研究在组织水平上更进了一步。 
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