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Abstract :Objective 　To investigate the lineage of H/ RS cell in classical Hodgkin lymphoma. Methods 　

To analysis the expression of CD3、CD20、CD15、CD30、CD10、MPO、bcl26、κ mRNA andλ mRNA in 62

cases of H/ RS cells in classical Hodgkin lymphoma by using immunohistochemical multiple staining tech2
nique and in situ hybridizations. Results 　In all 62 cases ,the H/ RS cells were all positive for CD30 ,41

cases positive for CD15 , only 5 cases positive for CD20 , all cases negative for CD3、MPO、bcl26、CD10、κ

mRNA andλmRNA. Conclusion 　H/ RS cells of classical Hodgkin lymphoma were originated f rom later

stage germinal center developed B cells. H/ RS cells have great varies for B lineage markers . H/ RS cells

were negative for immunoglobulinκandλdue to the neoplasm cells can’t synthesize of immunoglobulin.

H/ RS cells were not antigen driven , there have some unclearly mechanism in it s hyperplasia.
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摘 　要 :目的 　探讨经典型 Hodgkin 淋巴瘤 H/ RS 细胞的细胞属性。方法 　应用免疫组化多重标记法

和原位杂交技术检测 CD3、CD20、CD15、CD30、CD10、MPO、bcl26、κmRNA 和λmRNA 在 62 例经典型

Hodgkin 淋巴瘤 H/ RS 细胞的表达。结果 　62 例的 H/ RS 细胞 CD30 全部阳性 ,41 例表达 CD15 ,只有

5 例表达 CD20 ,均不表达 CD3、bcl26、CD10、κ mRNA、λ mRNA。结论 　经典型 Hodgkin 淋巴瘤的 H/

RS细胞为生发中心后期分化的 B 细胞起源 ; H/ RS 细胞对 B 系标记有较大的变异。它不表达免疫球蛋

白轻链κ和λ,可能是这些肿瘤细胞无免疫球蛋白的合成。
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0 　引言

霍奇金淋巴瘤 ( Hodgkin L ymp homa HL ) 是一

种淋巴造血系统恶性肿瘤 ,其特征是少量的肿瘤细

胞 —Hodgkin 或 Reed2Sternberg ( H/ RS)细胞 (常 <

1 %)散在于大量的淋巴细胞及炎性细胞中。2002

年最新的 W HO 分类中[ 1 ] ,已明确结节型淋巴细胞

为主型 Hodgkin 淋巴瘤 (NL P HL)是生发中心 B 细

胞起源。关于经典型霍奇金氏淋巴瘤 ( classical

Hodgkin lymp homa CHL ) 新近应用免疫组化、

PCR、原位杂交甚至单细胞研究都有大量报道 ,但

H/ RS 细胞的细胞属性仍存在较大争议。

由于 CHL 的 H/ RS 细胞少且散在的特点 ,多年

来对 H/ RS细胞的研究成为难点。我们的研究应用

免疫组化多重标记法有针对性的对 CD30 阳性的 H/

RS细胞进行研究 ,经检索在国内尚未见报道。

1 　材料和方法

1 . 1 　材料 　选用山西省肿瘤医院 1994～2002 年经

典型 Hodgkin 淋巴瘤存档蜡块 62 例 ,弥漫性大 B

细胞淋巴瘤、滤泡性淋巴瘤、NL P HL 和淋巴结反应

性增生各 2 例作为对照。每例均经两位有临床经验

的高年病理医师复阅片 ,根据 W HO 分类标准[ 1 ] ,进

行亚型的划分。62 例蜡块均行 CD30、CD15、CD20、

CD3 免疫组化标记 ,进一步明确诊断。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　免疫组织化学 　高压锅煮沸的方法进行抗

原的修复。免疫组化 ABC2DAB 法标记 CD30、

CD15、CD20、CD3。弥漫性大 B 细胞淋巴瘤、滤泡

性淋巴瘤、NL P HL 和淋巴结反应性增生作为阳性

对照。省去一抗作为阴性对照。

1 . 2 . 2 　免疫组织化学多重标记法 　应用 ABC2
DAB/ SABA P 法显示 CD30 阳性的 H/ RS 细胞对

CD10、MPO、bcl26、CD20 的表达情况 ,省去苏木素
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复染。省去一抗作为阴性对照。(1) 高压锅煮沸进

行抗原的修复。(2) 应用 ABC2DAB 法进行第一种

抗体的标记 (一般选用核表达的抗体先标记 ,浆或膜

表达的抗体后标记) 。(3 ) 重新进行抗原的修复。

(4 ) 应用 SABA P ( st reptavidin ∃ biotin alkaline

p hop hatase vector blue/ red) 法进行第二种抗体的

标记。如进行第三种抗体的标记可重复 (3) 、(4) 步

骤 ,只是最后选用不同的显色剂。

1 . 2 . 3 　原位杂交/ 免疫组织化学双重标记法 　(1)

κmRNA、λ mRNA 原位杂交 :常规脱蜡水化 ,蛋白

酶 K(购自 DA KO 公司)消化 30min ,荧光素连接的

探针 55 ℃ 90min , 强洗液 55 ℃ 25min , 抗 FITC

30min ,显色剂 60min。(2) 免疫组化 ABC2DAB 法

显示 CD30 阳性的 H/ RS 细胞 ,不进行苏木素复染。

省去探针与一抗作为阴性对照。

1 . 3 　所用抗体及探针名称、克隆/ 编号及来源见表 1。

表 1 　所用抗体及探针名称、克隆/ 编号及来源

名称 克隆 来源

CD3 Anti2CD3 Cell Marque

CD20 L26 Ventana

CD15 PAB116 Ventana

CD30 Ki21 DA KO

MPO DA KO

bcl26 BL6 . 02 DA KO

CD10D DA KO

Kappa and Lambda mRNA Y5202 DA KO

PNA Probe

1 . 4 　结果判断 　由于 CHL 中 H/ RS 细胞较少 ,所

有结果只作定性判断。

免疫组化结果根据各抗体定位的不同确定各自

的阳性结果 : CD30 定位于细胞膜或/ 和核旁 ,CD3、

CD20、CD15、CD10 定位于细胞膜 , MPO 定位于细

胞浆 , bcl26、κ mRNA、λ mRNA 均定位于细胞核。

原位杂交/ 免疫组化双标记和多重标记结果则观察

CD30 阳性的 H/ RS 细胞同时对其他标记的显示情

况 ,同时显色为阳性结果 ,只有单一显色或不显色为

阴性。

1 . 5 　统计学方法 　统计应用χ2检验 , P < 0 . 05视为

差异有显著性。

2 　结果

2 . 1 　患者的临床资料 　62 例中男性 43 例

(69 . 35 %) ,女性 19 例 (30 . 65 %) ;年龄 4～72 岁 ,中

位年 龄 27 岁 ; 发 病 部 位 以 颈 部 最 多 45 例

(72 . 58 %) ,锁骨上次之 9 例 (14 . 52 %) ,腋下 4 例

(6 . 45 %) ,腹膜后、纵隔、系膜各 1 例。临床分期 Ⅰ

期 29 例 (46 . 77 %) , Ⅱ期 21 例 (33 . 87 %) , Ⅲ期 8

例 (12 . 90 %) , Ⅳ期 4 例 (6 . 45 %) 。

2 . 2 　免疫标记与原位杂交结果见表 2。

表 2 　免疫标记与原位杂交结果

亚型

(例)
CD30 CD15 CD3

CD20/

CD30

CD10/

CD30

MPO/

CD30

bcl26/

CD30

κ/

CD30

Λ/

CD30

NSHL

(35)
35 26 0 2 0 0 0 0 0

MCHL

(17)
17 11 0 2 0 0 0 0 0

L R HL

(8)
8 2 0 0 0 0 0 0 0

L PHL

(2)
2 2 0 1 0 0 0 0 0

共计 62 41 0 5 0 0 0 0 0

　　NSHL (结节硬化型) 、MCHL (混合细胞型) 、L R HL (富于淋巴

细胞型) 、L PHL (淋巴细胞消减型)

　　从表 2 可以看出 :62 例 CHL 的 H/ RS 细胞均

表达 CD30 ,41 例表达 CD15 ,只有 5 例表达 CD20 ,

无 1 例表达 CD3。CD30 阳性的 H/ RS 细胞对

CD10、MPO、bcl26 (见图 1 ) 、κ mRNA (见图 2 ) 、λ

mRNA 均不表达。

3 　讨论

关于 CHL 的 H/ RS 细胞的起源 ,目前仍存在

许多争议。争议的焦点主要在 B 细胞的分化阶段。

在最新的 W HO 分类中 ,认为 98 %的 CHL 的 H/

RS 细胞起源于生发中心后期分化阶段的 B 细胞 ,

极少数起源于外周 T 细胞。

我们的研究发现髓系标记物 MPO 及 T 系标记

物 CD3 在 CHL 的 H/ RS 细胞均不表达 ,基本上可

以排除髓系及 T 系起源的可能性。针对目前主要

是生发中心 B 细胞起源和生发中心后期分化阶段 B

细胞起源的争议 ,我们选用 B 系标记物 CD20、bcl2
6、CD10 及κ mRNA、λ mRNA 探针进行了研究。

结果发现只有 5/ 62 (8 %) 的病例表达 CD20。文献

报道[ 2 ,3 ] CHL 的 H/ RS 细胞对 CD20 的表达为 5 %

～80 %不等。提示 CHL 的 H/ RS 细胞对 B 系标记

物存在较大的不稳定性。bcl26 是目前公认的一种

生发中心 B 细胞的特征性标记物[ 426 ] 。在生发中心

B 细胞及其起源的肿瘤细胞都有强的表达 ,它对 B

细胞的分化有重要的调节作用 ,此外可参与对细胞

周期的调控[ 7 ] 。在 CHL 中 ,文献报道仅有 9 %的病

例表达[ 4 ] ,我们应用免疫组化多重标记法对 CD30

阳性的 H/ RS 细胞进行 bcl26 的标记 ,结果却发现

无 1 例表达 ,提示 CHL 是非生发中心 B 细胞起源。
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CD10 (急性淋巴母细胞型白血病共同抗原) 是一种

前 B 细胞和生发中心 B 细胞的标记物[ 7 ] 。国外

Hsu 等人[ 8 ]报道 CHL 的 H/ RS 细胞不表达 CD10 ,

但 Watanabe K 等却报道 3/ 51 例 ( 5 . 4 %) 表达

CD10。我们的研究结果显示所有 CHL 的 H/ RS

细胞均不表达 CD10。进一步排除了 CHL 的 H/ RS

细胞起源于前 B 或生发中心 B 细胞的可能。我们

应用κ mRNA、λ mRNA 探针对 CD30 阳性的 H/

RS 细胞进行标记 ,结果均为阴性。B 系起源的

CHL 的 H/ RS 细胞 ,为什么不能检测到免疫球蛋白

κ、λ,这也是 CHL 的 H/ RS 细胞与其他 B 系起源的

淋巴瘤的独特之处 ,国外 Taylor 等[ 9 ,10 ] 研究认为 ,

CHL 的 H/ RS 细胞是一种变异的 B 细胞 ,它发生

了无功能的 Vh 基因重组 ,所以不能合成免疫球蛋

白轻链 ,其原因可能是其特殊的结构或终止密码子

干扰了免疫球蛋白的合成 ,所以我们的实验中检测

不到免疫球蛋白轻链κ、λ。

根据以上分析 ,我们对 CHL 的 H/ RS 细胞的

起源得出以下结论 :CHL 的 H/ RS 细胞为生发中心

后期分化的 B 细胞起源 ,它对 B 系标记物 CD20 等

存在较大的变异 ;无免疫球蛋白轻链κ、λ的表达 ,可

能是这些肿瘤细胞无免疫球蛋白的合成。

此外 , CHL 中仍有一些 H/ RS 细胞既无 B 系

也无 T 系标记物的表达 ,既检测不到 Vh 基因的重

组也无 TCR 基因的重组 ,提示 CHL 中有少数病例

目前仍是 null 细胞型的 ,这些细胞的起源仍待人们

去探讨。

(本文图见封 3)
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