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摘要院目的 以降落式 PCR 和单链构型多态性渊SSCP冤方法检测淋巴细胞白血病单克隆 T 细胞受体渊TCR冤酌基因重排袁
探讨其在淋巴细胞白血病诊断中的价值遥 方法 盐析法提取淋巴细胞白血病患者外周血白细胞 DNA袁TCR-酌基因重排

通用引物和降落式 PCR 扩增基因重排遥分别采用琼脂糖凝胶电泳尧SSCP 和 DNA 直接测序方法检测 PCR 扩增产物遥阳

性细胞系 DNA 模板与反应增生性淋巴组织 DNA 按不同比例混合后扩增袁检测降落式 PCR 的灵敏度遥 结果 琼脂糖

电泳中袁18 例 T 淋巴细胞白血病中有 15 例尧4 例 Ｂ 淋巴细胞白血病中有 2 例为阳性袁阳性标本经 SSCP 进一步分析袁
呈不连续条带遥DNA 直接测序证实扩增产物为 TCR-酌基因重排遥阳性对照模板占 1%以上时可得到阳性扩增结果遥
结论 TCR-酌基因重排通用引物结合降落式 PCR 可有效扩增 T 淋巴细胞白血病基因重排袁可用于 T 淋巴细胞白血病的

辅助诊断遥
关键词院聚合酶链反应曰多态现象袁单链构象曰基因重排袁酌链 T 细胞抗原受体曰白血病袁淋巴细胞
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Abstract: Objective To explore the value of detecting clonal T cell receptor 酌(TCR-酌) gene rearrangement with touch-down

PCR and single-strand conformational polymorphism analysis (SSCP) in the diagnosis of lymphoid leukemia. Methods The

DNA of peripheral blood leucocytes from lymphoid leukemia patients were extracted for amplification of the TCR-酌gene

rearrangement with the consensus primers and touch-down PCR. The PCR products were analyzed by agarose gel electrophoresis,

direct DNA sequencing and SSCP analysis. The positive control cell line DNA was mixed in different proportions with the

DNA extracted from reactive lymphoid tissue to test the sensitivity of the touch-down PCR. Results Fifteen of 18 T lymphoid

leukemia and 2 of the 4 B lymphoid leukemia patients were identified to be positive by agarose electrophoresis. The positive

PCR products were further analyzed by SSCP analysis, which showed discrete bands. Direct DNA sequencing confirmed the

clones to be TCR-酌gene rearrangement, and the sensitivity of touch-down PCR was 1%. Conclusion Consensus primers for

studying TCR-酌gene rearrangement in combination with touch-down PCR can effectively amplify the clonal TCR-酌gene

rearrangement in T lymphoid leukemia.

Key words: polymerase chain reaction; polymorphism, single-stranded conformational; gene rearrangement, gamma-chain
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目前袁淋巴细胞白血病的诊断主要依据骨髓细胞

形态学和流式细胞术袁但分子生物学技术正越来越多

地应用于淋巴细胞白血病方面的研究咱1暂袁并用于疑难

病例的诊断及化疗尧干细胞移植术后微小病变残留的

检测等咱2暂遥本实验选用 T 细胞受体渊TCR冤-酌基因重排

通用引物袁对淋巴细胞白血病进行检测袁结合单链构

型多态性分析渊SSCP冤袁探讨基因重排检测在淋巴细

胞白血病研究中的应用价值遥

1 材料和方法

1.1 标本

由南方医院血液病实验室收集袁为做完流式细胞

术后剩余的血液标本遥根据骨髓象及流式细胞术的结

果袁病态主细胞群表达以 CD2尧CD3尧CD4尧CD7尧CD8

为主的为 T 淋巴细胞白血病曰以表达 CD10尧CD19尧
CD20 为主的为 B 淋巴细胞白血病遥本组实验中收集

T 淋巴细胞白血病外周血标本 18 例袁B 淋巴细胞白

血病外周血标本 4 例遥Jurkat 细胞渊T 淋巴细胞株冤尧
Raji 细胞渊B 淋巴细胞株冤由第一军医大学细胞生物

学 教 研 室 提 供 遥 培 养 基 为 含 10% 胎 牛 血 清 的

RPMI1640遥上述淋巴细胞在 37 益尧5% CO2尧饱和湿度

培养箱中培养遥
1.2 DNA 模板提取
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采用盐析法提取外周血标本 DNA遥方法为院取每

份血样标本 2 ml袁分别加入 16 ml 冷蒸馏水混匀袁裂

解红细胞袁离心去除上清遥加入 16 ml 预冷的 0.1%

Triton-100袁混匀袁以使白细胞胞膜穿孔遥离心去除上

清后袁加入 0.8 ml 细胞裂解液尧40 滋l 的 10% SDS 及

10 mg/ml 的蛋白酶 K 16 ml袁37 益孵育过夜遥加入 6.0

mol/L 的 NaCl 0.7 ml 剧烈振荡 20 s袁以析出蛋白质遥
离心后取上清袁加入 2 倍体积的冷乙醇沉淀 DNA袁
70%的乙醇洗 2 次后加入 50 滋l TE 缓冲液溶解遥
Jurkat 细胞和 Raji 细胞 DNA 则采用标准的酚－氯仿

法抽提遥分光光度计检测 DNA 浓度袁将浓度调整至

200~600 ng/滋l 之间遥4 益保存待用遥
1.3 PCR

1.3.1 DNA 模板质量检测 所有提取的 DNA 模板均

用 茁-globin 引物扩增袁以检测 DNA 模板是否降解而

无法用于实验遥将无法用该引物扩增的样品去除遥
茁-globin 上游引物序列为院5'-CAACTTCATCCACG

TTCACC-3'曰下游引物序列为院5' -GAAGAGCCAA

GGACAGGTAC -3'遥反应体系为 20 滋l袁反应条件为院
94 益预变性 5 min曰94 益30s尧55 益45 s尧72 益45 s袁35

个循环曰终延伸 72 益 10 min袁4 益终止遥扩增产物为

268 bp DNA 片段遥
1.3.2 降落式 PCR 检测 TCR-酌基因重排 选用 TCR-酌
受体基因重排通用引物袁上游引物序列为院V酌玉
5'-CCAGGAGGGGAAGGCCCCACAG-3'曰下游引物

引物序列为院J1/2 5'-CCTGTGACAACAAGTGTTGT

-3'遥引物由上海博亚公司合成遥20 滋l PCR 反应体系包

括院10伊buffer 2.0 滋l[KCl 1 nmol/滋l袁(NH4)2SO48 nmol/滋l袁
Tris窑HCl 10 nmol/滋l袁pH 9.0袁NP-40]袁25 mmol/L 的

MgCl2 1.2 滋l袁4 种各 10 mmol/L 的 dNTP 0.4 滋l袁上尧
下游引物各 1 滋l (10 pmol)袁TaqDNA 多聚酶 1 U袁
DNA模板 1 滋l (300 ng/滋l)袁加水至 20 滋l遥反应条件

为院94 益预变性 5 min曰94 益30 s尧60 益45 s尧72 益45 s袁
5 个循环曰94 益 30 s尧56 益 45 s尧72 益 45 s袁5 个循环曰
94 益 30 s尧52 益 45 s尧72 益 45 s袁25 个循环曰终延伸为

72 益10 min袁4 益终止遥
1.3.3 PCR 灵敏度实验 将 Jurket 细胞 DNA 浓度调

整至 300 ng/滋l袁与反应增生性淋巴组织 DNA渊浓度

为 300 ng/滋l冤倍比混合袁使 Jurkat 细胞 DNA 所占的

比例分别为 100%尧50%尧10%尧2%尧1%尧0.5%尧0.25%尧
0.1%遥降落式 PCR 条件同上遥
1.4 琼脂糖凝胶电泳

6 滋l PCR 扩增产物与 0.5 滋l 加样缓冲液混匀袁
加样于 2%琼脂糖凝胶渊含溴化乙锭冤中遥在 0.5伊TBE

缓冲液尧80 V(8 V/cm) 电压条件下电泳 40 min遥紫外

光下观察并用凝胶成像系统成像遥

1.5 SSCP

6 滋l PCR 产物与 6 滋l 变性上样缓冲液 渊95%甲

酰胺尧0.25%二甲苯腈 尧0.05%溴酚蓝及 20 mmol/L

EDTA冤混合袁96 益热水浴变性 10 min袁立即置于冰上

冷却遥将 10 滋l 变性样品加样于 8%非变性聚丙烯酰

胺凝胶加样孔中 渊凝胶体积为 6.0 cm伊8.0 cm伊0.1 cm冤袁
在 1伊TBE 缓冲液尧90 V 电压尧室温条件下电泳 3 h遥
银染后可见光下观察并用凝胶成像系统成像遥
1.6 DNA 测序

选取部分在琼脂凝胶电泳阳性的标本袁进行 50 滋l

的 PCR 反应遥纯化后袁采用双脱氧链终止法直接测

序遥

2 结果

2.1 琼脂糖凝胶电泳

本 实 验 中 的 22 例 血 样 标 本 及 两 株 细 胞 经

茁-globin 引物扩增袁均得到约 268 bp 的 DNA 片段袁
证实标本可以用于 PCR 实验遥用 TCR-酌通用引物扩

增袁并经 2%琼脂糖凝胶电泳渊图 1袁为部分标本袁未显

示 B 淋巴细胞阳性标本冤显示院Jurkat 细胞为阳性曰
Raji 细胞为阴性曰18 例 T 淋巴细胞白血病中有 15 例

呈阳性渊83%冤袁4 例 B 淋巴细胞白血病中有 2 例为阳

性渊50%冤遥

2.2 SSCP

将所有在琼脂糖电泳中阳性的标本袁用 8%非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳做 SSCP 分析袁均出现不连续

条带遥图 2 中最前面的为双链 DNA 条带袁介于

230~240 bp 之间袁其后为两条解链后形成的单链

DNA 条带遥

图 1 PCR 扩增淋巴细胞白血病 TCR-酌基因重排的

琼脂糖凝胶电泳

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified TCR-酌
gene rearrangements from a lymphoid leukemia patient

M: Marker; Lane 1: Positive control (Jurkat cell line); Lane 2: Negative

control (Raji cell line); Lanes 3-6, 8: T lymphoid leukemia; Lane 7: B

lymphoid leukemia
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图 3 降落式 PCR 敏感性分析用于琼脂糖电泳

Fig.3 Sensitivity analysis of the touch-down PCR in agarose
gel electrophoresis

The numbers on the top indicate the percentage of Jurkat cell line DNA

图 2 PCR 扩增淋巴细胞白血病 TCR-酌基因重排的

SSCP分析

Fig.2 SSCP analysis of PCR-amplified TCR-酌gene
rearrangements from a lymphoid leukemia patient

M: Marker; Lane 1: Positive control (Jurkat cell line); Lanes 2-6:

T lymphoid leukemia; Lanes 7, 8: B lymphoid leukemia
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2.3 PCR 灵敏度实验

在琼脂糖电泳中袁扩增产物条带亮度随着 Jurkat

细胞 DNA 模板的减少而减弱遥Jurkat 细胞 DNA 占

1%时袁扩增产物仍可见到条带袁少于 1%则无法见到

条带渊图 3冤遥

2.4 DNA 测序

选取 Jurkat 细胞尧4 例 T 淋巴细胞白血病及 1 例

B 淋巴细胞白血病 PCR 产物测序袁测序结果与网上

对比袁证实均为 TCR-酌基因重排遥序列大小介于

230~240 bp 之间遥

3 讨论

TCR-酌基因重排发生在 T 细胞分化早期遥无论

T 细胞最终表型是 琢茁还是 酌啄袁其基因组中均发生并

保留 TCR-酌的 V-J 基因重排咱3暂曰再加上 酌受体基因

中的 V 区及 J 区基因片段较少袁无 D 区基因袁因此袁
其组合的多样性也相对较少咱4暂袁可用较少的引物进行

基因重排检测遥多项实验表明袁TCR-酌基因重排是检

测 T 细胞恶性肿瘤单克隆基因重排最实用的指标咱5暂遥
目前袁在检测 T 细胞单克隆基因重排实验中袁往

往在同一 PCR 反应中使用多对引物袁操作复杂且费

用较高袁不适于临床常规检测 咱6暂遥本实验使用的

TCR-酌通用引物袁上游引物可以和 V酌Ⅰ区的 9 个基

因片段中的 8 个片段结合渊一假基因片段除外冤袁下游

引物可以与 J1 和 J2 两个基因片段结合遥而 T 淋巴细

胞在分化过程中发生的 酌受体基因重排袁绝大多数

发生在 V酌玉和 J1/2 基因片段之间遥因此袁采用

TCR-酌通用引物可检测到绝大多数 T 细胞基因重

排遥与常规 PCR 有所不同袁降落式 PCR 首先使用较

高的退火温度袁可以减少非特异性扩增曰随后采用较

低的退火温度袁提高扩增效率咱7暂遥本实验中 PCR 通用

性很好袁但灵敏度只能达到约 10-2袁与国外报道的 10-5

之间尚有很大的差距 咱8暂遥这可能与实验中所采用的

PCR 产物检测方法有关遥
由于 TCR-酌受体基因重排中没有 D 区基因片段

参与袁故其连接多样性相对较少袁不同 TCR-酌基因重

排扩增产物碱基数相差不多或完全相同遥一般情况

下袁该基因重排的 PCR 产物用琼脂糖凝胶电泳无法

分开袁单克隆与反应性增生性的多克隆淋巴细胞的扩

增产物不易区分袁易造成假阳性咱9暂遥SSCP 最早用于基

因点突变的检测袁这种方法不仅可依据产物碱基数

目袁也可以依据碱基序列将不同 DNA 片段分开袁因

此也适用于 TCR-酌基因重排的检测咱10暂遥单克隆基因

重排 PCR 产物在 SSCP 电泳中为数条不连续条带袁
多克隆基因重排则呈弥散状袁不形成条带遥同温度梯

度电泳和凝胶梯度电泳相比较袁SSCP 所需设备简

单袁操作简便袁较适于临床常规检测遥与标准的 SSCP

不同袁本实验中采用高电压渊90 v冤袁并在室温条件下

进行电泳袁减少了电泳所需时间和所要求的条件袁但

仍能较好地将单克隆基因重排和多克隆基因重排区

分开遥该方法的不足之处是无法区分不同克隆之间的

细微差别袁不同克隆在电泳中的位置较为一致遥但经

DNA 测序证实袁不同标本扩增出的为不同克隆遥若要

对 PCR 产物进行更细微的区分则可采用标准 SSCP

或温度梯度凝胶电泳尧变性梯度凝胶电泳等遥
15 例 T 淋巴细胞白血病及 2 例 B 淋巴细胞白血

病中检测到 TCR-酌单克隆基因重排遥在琼脂糖凝胶

电泳及 SSCP 电泳中出现 230~240 bp 的扩增产物袁
其大小与网上比对分析引物的结果一致遥实验中 4 例

B 淋巴细胞白血病中有 2 例出现 TCR-酌受体单克隆

基因重排袁均为急性淋巴细胞白血病遥说明在分化早

期的淋巴细胞恶性肿瘤中袁常有基因的野异型重排冶现

象袁与文献报道情况类似咱11暂遥

第一军医大学学报渊J First Mil Med Univ冤 第 24 卷190窑 窑



本实验在 TCR-酌通用引物尧PCR 循环条件尧PCR

扩增产物检测方法等方面做了探索袁对将基因重排检

测应用于淋巴细胞白血病诊断有一定意义遥
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渊上接 187 页冤
2 结果

查明共有 7 266 种编码组合袁根据肿瘤的定义尧
国际疾病分类渊ICD冤组合的规则袁确定其中有 6 461

种错误的组合袁占现有组合的 88.91%遥核对 8 243 份

原始病案后发现有 5 293 份病案编码不正确袁占全部

病案的 64.21%遥ICD 编码规则规定描述一个肿瘤诊

断袁必须以 C 码作主要编码袁同时必须有一个 M 码

作附加编码袁缺一不可遥在本次调查中 371 例无 C 码

或 M 码遥在编码录入过程中袁没有明确 M 码与 C 码

的从属关系袁当同时录入多个肿瘤诊断时袁C 码与 M

码之间关系易混淆遥这类情况在本次调查中有 3 507

例遥肿瘤的发生是有其组织学基础的袁ICD 对 C 码与

M 码的组合也有相关 咱1暂袁而在本次调查中有 678 例

206 种 C 码与 M 码的组合违反上述规则袁如院C40.2

M8800/3遥另有违反 ICD 编码原则袁将非肿瘤部位编

码与 M 码编配袁如院E22.1 M8140/3曰Q75.0 M9370/3遥

3 讨论

由于肿瘤编码对编码员医学知识和专业技能要

求较高袁而编码员队伍中非临床义务人员占相当比例袁
故有必要采取更先进的技术手段辅助编码工作咱2~4暂遥

基于肿瘤发生机制咱5袁6暂和 ICD 本身编码原则的限

制袁C 码与 M 码的组合数量是有限的袁其质量是可控

的遥现阶段可行的改进方法有院渊1冤编辑电子词典时袁
改变现行的 C 码尧M 码单列条目的方式袁使用由 C 码

与 M 码共同构成的条目袁在诊断编码形成前防止错

码的发生遥渊2冤增加疾病分类编目程序中的 C 码 M

码提示功能袁在编码录入过程中袁控制编码错误的发

生遥渊3冤设计编码核查软件袁对已形成的编码准确性进

行检验袁并督促编码员及时纠正错码遥
目 前 叶疾 病 和 有 关 健 康 问 题 的 统 计 分 类 曳

渊ICD-10冤的军标电子词典已基本编辑完成袁预计很快

在全军推广袁故对编码员的培训和完善系统工具袁已

成当务之急遥
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