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摘要!目的 从基因水平探讨霍奇金淋巴瘤OJPA组织中 JKL+ 细胞!J.2NQ8937923L112C+01/941/N3;1::R"是否起源于 S 细

胞%JKL+ 细胞的克隆性以及与背景淋巴细胞的相互关系& 方法 对 %% 例经典霍奇金淋巴瘤 @;JPA 石蜡刮片组织进行

!"# 基因重排分析#并对其中 * 例重排阳性的病例经 S 细胞特异性激活蛋白@S+TUA免疫标记#将标记阳性的 JKL+ 细

胞和背景淋巴细胞进行微切割后进一步行 !"# 基因重排分析& 结果 (* 例石蜡刮片组织 !"# 基因重排阳性& 对 * 例经

S+TU 标记的 ;JP 成功进行了微切割#其中 (’ 管 JKL+ 细胞中#有 (D 管出现重排阳性#细胞数目不同的各管阳性率无

显著性差异 @!V$I"’$A’(" 管背景淋巴细胞有 " 管出现重排阳性#JKL+ 细胞与背景淋巴细胞的阳性率有显著性差异

!!W$I$$""&结论 支持 JKL+ 细胞来源于 S 细胞的理论#认为部分背景淋巴细胞可能具有瘤性增生活性#参与 JKL+ 细

胞的前体细胞组成&
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33333333JKL+ 细胞 OJ.2NQ8937923L112C+01/941/N3;1::RA是
霍奇金淋巴瘤!JP"的恶性肿瘤细胞#一般只占肿瘤

组织的极少部分!不到 (i"#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 JKL+ 细胞来

源于 S 细胞((]")& 本研究从基因水平对 %% 例经典霍奇

金淋巴瘤!;:7RR8;7:3J.2NQ89XR3:5G-?.G7]3;JP"石蜡刮

片 组 织 进 行 了 免 疫 球 蛋 白 重 链 @3 8GG,9.N:.4,:893
?17d53;?789#MNJA基因克隆性重排检测#并采用 S 细

胞特异性激活蛋白 !SC;1::CR-1;8=8;37;08d70./3-/.0189]3
S+TU"作为免疫定位标记#对部分组织重排阳性病例

的 JKL+ 细胞和背景淋巴细胞行微切割# 旨在探讨

JKL+ 细胞的 S 细胞起源%JKL+ 细胞的克隆性以及

与周围背景细胞的相关性&

(33材料与方法

(I(33标本
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图 !""显微切割单个 #$%& 细胞

!"#$% &"’()*"++,’-"). )/ +".01, 2)*03".
4.* 566*’7-6(.86(0 9611

""""""""用于石蜡组织刮片的 (( 例 )#* 标本来自南方

医院和广州军区总医院病理科! 男性 +, 例" 女性 -
例!年龄 (./, 岁!平均 +-01 岁# 全部病例重切后 #2
染色复查! 按 3#4 造血和淋巴组织肿瘤疾病 !55,
年新分类$(%分型确诊#
!0+""试剂

!0+0!""基因重排试剂 67# 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$1%&
8%(9&/:9;9;<<; ’;=>(’<=;(><>9>>9;><>(:)
*?#&/:><9<<9<9;<<><9;;(:)@*?#&/:<><9;A
;9<<<>B;;>><<;;;;9<"(C* >DE 酶和 FB>G 购

自上海生工生物工程公司*
!0+0+AA免疫标记试剂 H&9G 为羊抗人多克隆抗体’浓

缩型!&9B>9 公司()&9H; 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(*
!0+0(AA孵育消化液 含 I0+J";D;K+ 的 GH& 液 中 加 胶

原酶 #+胰蛋白酶!使其浓度分别为 I0-L"I0/L’自行

配制(*
!0(""仪器

4KMNOPQ 倒 置 显 微 镜 及 BDRSQTS7U 公 司 微 操 作

仪 )BDRSQTS7U 公 司 拉 制 器 及 打 磨 器 )#UND1VIIG;%
仪*
!01WA方法

!010!AA石蜡刮片组织 67# 基因重排

!010!0!AAXB9 的提取 按我室建立的石蜡切片刮片法$/%!
提取 XB9*
!010!0+AAG;% 扩增 反应体系为 +/A!K!含模板 !A!K’约

!II.+IIAY7("!0/ANNZK=*A[7;K+"+0/A!KA!I!HP\\UR"I0/!
!KA!IANNZK=*AFB>GQ">DE 酶 !0/A]" 浓度为 !IA!NZK=*
引物各 !A!K* 采用半巢式 G;%! 第一轮扩增用引物

8%(9 和 *?#!反应条件为 51A"!/ANSY)(I 循环’51A""
+IAQ)//A""1/AQ),+A""(IAQ(! 最后 ,+A"延伸 /ANSY*
将第一轮扩增产物 !#!II 稀释!取 !A!K 作为第二轮扩

增的模板!用引物 8%(9 和 @*?# 扩增!反应条件是

将第一轮反应的退火温度升为 -(A"!循环数改为 +,
轮!其它条件不变* 实验中设置无 XB9 样品管作为

阴性对照! 设置扩增阳性的 H 细胞淋巴瘤及扩增阳

性的 H 淋巴瘤细胞株’H?9H!美国加州大学 96X& 研

究所孙仁教授惠赠(为扩增模板的阳性对照*
!010!0(AA电泳及结果判断 扩增完毕后!取 !IA!K 扩增

产 物! 经 VL聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳!GH%(++=!"#"
XB9A[DR^UR 作为 XB9 产物长度标记!2H 染色!紫

外灯下观察!在 VI.!+IW_O 之间有明确条带都可认为

是阳性*
!010+WW显微切割细胞 67# 基因重排

!010+0!WW微切割前准备 从石蜡刮片组织 XB9 出现

67# 基因重排阳性的标本中选取 - 例! 取 ,W!N 厚的

常规石蜡切片!采用链霉素抗生物素过氧化物酶法$-%!
H&9G 抗体 !$1II 稀释!每张切片滴加 /IW!K!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 (,W"孵育 (IWNSY!高纯水冲洗后!加 !%G;% 反应

HP\\UR 覆盖组织片*在 BDRSQTS7U 拉制器上将直径 I0/W
NN 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

!W!N!并将针尖弯成 !/ 度角!吸取用针尖端约 +IW!N*
!010+0+WW单细胞挑取 将 4KMNOPQ 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

H&9G’‘(的待切割目的细胞的视野后!滴加 !!HP\\UR!
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 !VW!K 高纯水及 /W!KW
G;% 反应 HP\\UR 的 2OOUYFZR\ 管中!单个 %& 细胞的

显微切割见图 !*

在 - 例 )#* 切片上!每例挑取细胞约 (I 个左右

单个 H&9G’‘(的 %& 或其变异型细胞aW置入 !5 个 UO’
OUYFZR\ 管中!每管细胞数 !.!/ 个不等* 在围绕已挑

取的 #=%& 细胞周围! 挑取 !I 到 !II 个数目不等的

H&9G’‘(背景淋巴细胞!置入 !+ 个 2OOUYFZR\ 管中*
获得的细胞可于!+IW"保存*
!010+0(WW切割后细胞 G;%
!010+0(0!WWXB9 提取 将含切割细胞的 2OOUYFZR\ 管

!+WIII!7 离心!加蛋白酶 b 浓度至 +IIW!7=NK!在 /-W"
水 浴 中 孵 育 +WT 后 !!IIW"煮 沸 !IWNSY! 离 心 后 供

G;% 用*
!010+0(0+WWG;% 扩增 仍采用 67# 的半巢式基因重排!
将提取的 XB9 全部移入 /IW!K 体系中进行第一轮反

应! 并将第一轮产物稀释 !II 倍取 +W!K 作为第二轮

扩增底物!扩增条件同组织 G;%* 设置的阴性对照和

阳性对照同组织 G;%*
!010+0(0(WW产物鉴定 扩增产物以 VJ聚丙烯酰胺凝胶

电泳!使用 OH%(++XB9W!#"" [DR^UR 作为 XB9 产

物长度标记* 电泳结果进行银染! 结果判断同组织
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表 !"""细胞数不同的各管 #$%& 细胞重排结果

!"#$% &’(’)(*+, +- .’,’ /’"//",.’0’,( +- (1’
(2#’3 )+,("*,*,. 4*--’/’,( ,20#’/3 +- 5678 )’993

’())"*+,-(. /+,-(."01"
23("2+-(4

50462676289
2+-("*+,-(.

5046267628".:2(
;<=

! > ? @ABA
CDE F > G@BF!
!!A > @ G?B??

H02:) !E !I F?B>G
!CJCBI?@K9!JABCEA

表 C99> 例 L#M 切片上挑取的 N&O5;P=的 #Q%& 细胞和背景

淋巴细胞 RS# 基因重排结果

!"#:; 7’"//",.’0’,( 4’(’)(*+, +- 5<78 )’993 ",4
#")=./+2,4 9>0?1+)>(’3 ?+3*(*@’ -+/ A8BC *, (1’ D )"3’3

+- )9"33*)"9 5+4.=*,T3 9>0?1+0"

/0B
#Q%&"L())4 N:LUS.0+*V")8,W30L82(4

H+-(
*+,-(.

5046267628"
2+-("*+,-(.

5046267628"
.:2(;<=

H+-("
*+,-(.

5046267628"
2+-("*+,-(.

5046267628"
.:2(;<=

! @ I GABA I ! C@BA
C ? ! ??B?? C A A
? ? ? !AABA ! A A
I ? ? !AABA ! A A
@ ? ! ??B? C A A
> C C !AABA C ! @ABA

H02:) !E !I F?B>G !C C !>B>F
N&O5X"NDL())D4W(L616L":L267:20."W.02(6*Y"L#MX"

’):446L:)"#0VSU6*T4")8,W30,:Y!!CJEB@FIK"!JABAAC

图 C""微切割 #Q%& 细胞基因重排 5’% 产物电泳图

E*.;: F9’)(/+?1+/’3*3 +- (1’ CG7 ?/+42)( -+/ .’,’
/’"//",.’0’,( *, 0*)/+4*33’)(’4 5678 )’993

ZX"WN%?CC"[/O""#$"Z:.U(.Y"M:*(4"!D@X"5046267("5’%"
W.0V+L24Y"M:*(">X"5046267("L0*2.0)Y"M:*("FX"N):*U"L0*2.0)

!GI

!CI
!AI
GE
GA

! C Z ? I @ > F

RS#基因重排结果的判断标准!
!B@""统计学处理

采用 !C 检验"用 &5&&!ABA 统计软件处理!

C""结果

CB!""石蜡刮片组织 RS# 基因重排结果

?? 例石蜡刮片组织提取的 [/O 进行 RS# 基因

重排的半巢式扩增后"有 !> 例#IGBIG<$在 GA\!CA"-W
之间出现明显的克隆性条带%
CBC""微切割细胞 RS# 基因重排

> 例 RS# 基因重排阳性的石蜡组织切片" 结合

N&O5 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 N&O5;P=的 #Q%& 细胞

和背景淋巴细胞从周围细胞中精确分离! 消化提取

[/O 后经 RS# 基因重排扩增显示&!E 管 #Q%& 细胞

有 !I 管出现重排阳性"!C 管背景淋巴细胞有 C 管出

现重排阳性"经 G<5O]^ 检测后的部分结果见图 C%
细胞数目不同的各管扩增情况见表 !" 经统计分析"
细胞数目不同的各管阳性率无显著性差异% > 例 L#M
切片上挑取的 N&O5;P=的 #Q%& 细胞和背景淋巴细

胞扩增情况见表 C" 可见微切割 #Q%& 细胞重排阳性

率显著高于背景淋巴细胞的重排率%

?99讨论

RS# 基因重排检测可以有效地诊断 N 细胞性淋

巴瘤"因此检测 RS# 基因的重排可研究 #Q%& 细胞的

N 细胞起源性及其克隆性%我们采用 RS# 一对半引物"
对 ?? 例 L#M 的石蜡标本的刮片组织进行 RS# 半巢

式基因重排扩增"结果有 !> 例#IGBIG<$在 GA\!CA9-W
之间有明确条带出现%

#M 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

!<以下的瘤细胞 ;%& 细胞及其变异型 =外K9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

[/O 模板不仅包含了来自 %& 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

5’% 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 #Q%& 细胞还是背景淋巴细胞"
我们分别对 #Q%& 细胞和背景淋巴细胞同时进行研

究!
自 !EE? 年 #:*4,:** 等 (F)推广了从组织切片上

进行单细胞分离和 5’% 方法后" 单细胞显微切割应

用日益广泛" 在 #M 的应用更是为 %& 细胞及其相关

的研究带来了突飞猛进的发展(G)% 本研究采用了液压

式显微操纵系统配合倒置显微镜"对 > 例石蜡刮片组

织基因重排阳性的 #M 切片上的 #Q%& 细胞和背景细

胞经 N&O5 标记后进行了显微切割"并成功地从 > 例

组织重排阳性的石蜡切片上得到数目不一的 !E 管单

个和多个 #Q%& 细胞"经 RS# 基因重排后"有 !I 管出

现 RS# 基因重排% 我们对细胞数不同的各管 #Q%& 细

胞进行比较后" 发现 5’% 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#!JABCEA$"
说明细胞数对重排结果影响不大%本实验还有部分切

割的 #Q%& 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
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标本!其中 !"# 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 !"# 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 $%& 引物结合区! 阻断了相应

重排的扩增有关"
从 ’’ 例 ()* 石蜡刮片组织和切割 +,#$ #-$的

).&, 细胞 /0) 基因重排的结果看! 支持 ).&, 细胞

来源于 + 细胞!但是还有部分无重排和 +,#$#1$的

).&, 细胞!报道可能为其他来源%2&" 在对 ()* 中+,#$
表达阳性的 ).&, 细胞进行 /0) 基因重排的同时!本

研究对切割 ).&, 细胞周围 +,#$’-$的背景淋巴细

胞也进行了 /0) 基因重排检测!34 管中有 4 管出现

了重排" 尽管背景 + 淋巴细胞的阳性率’356578$低

于 ).&, 细胞的阳性率’7’6598$!但是背景淋巴细胞

的 /0) 基因重排是存在的!因此在研究石蜡刮片组织

中 ).&, 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 ).&, 细胞进行切割!以减少

背景细胞对 ).&, 细胞重排结果的干扰" +,#$’-$的

背景淋巴细胞出现 /0) 基因重排! 提示背景 + 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 )* 恶性细胞的前体细胞组成" )*
组织 !"# 的克隆性成分是否包括这些背景淋巴细

胞!).&, 细胞和背景淋巴细胞的克隆性是否一 致!
).&, 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

)* 背景淋巴细胞的克隆性以及与 ).&, 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

+,#$ 标记!它和传统的 %!’: 标记相比具有更多优

点"第一!+,#$ 是 + 细胞特异性转录因子!在淋巴系

统中只在 + 细胞和 + 淋巴瘤细胞上表达! 而在 )*
的表达率高达 2:8以上 %3:!33&!采用 +,#$ 作标记!能

保 证 所 挑 取 的 目 的 细 胞 在 蛋 白 水 平 上 是 + 细 胞 性

的! 排除了 ; 细胞或其它细胞来源的 ).&, 细胞!适

合研究 ).&, 细胞的 + 细胞起源" 第二!+,#$ 检测

后的阳性颗粒定位在细胞核! 和膜着色相比!+,#$
着色后的 ).&, 细胞的细胞核形状(大小和数目更加

清晰!有利于 ).&, 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 +,#$’-$
的 ).&, 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 $%& 扩增的影

响* 第四!+,#$ 不仅在 ).&, 细胞上表达!在周围的

+ 淋巴细胞中也有强表达!使我们在挑取 ).&, 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 +,#$ 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 $%& 方法对切割细胞核成分进行了

/0) 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 +,#$ 标记进行微切割!使 )* 的研究在组织水平

上更进了一步*
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