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P C R 技术在 B 细胞淋巴瘤诊断中的应用
①

孙晓非② 管忠震 何友兼 崔景华 廖 海 陈火胜

(中山医科大学肿瘤医院内科 ;广州
,

5 1 0 0 6 0 )

提 要 应用聚合醉链反应 (P C R )技术从 D N A 水平测定 B 细胞非霍奇金淋巴瘤的单克隆起

源
,

以用于淋巴瘤的诊断
.

40 例标本检测的阳性结果为
: B 细胞淋巴瘤 1 3 / 1 5例

,

T 细胞淋巴瘤 。3/

例
,

橄奇金病 。3/ 例
,

慢性淋巴结炎 。 8/ 例
,

非淋巴源性肿瘤 。 / 1 1
。

与组织学及免疫组化诊断符合

率为 87 %
。

本研究在把分子生物学的新方法用于 B 细胞淋巴瘤的临床诊断方面作出初步的探索
.
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目前淋巴瘤的诊断主要依靠组织学
,

细

胞学及免疫组化
,

利用基因探针可测定免疫

球蛋白 (I g )或 T 细胞受体基因重排以鉴别 B

或 T 细胞疾患
。

但此技术复杂
,

费时
,

其实际

应用价值大为降低
。

近年来迅速发展起来的

P C R 技术
,

则可通过体外 D N A 扩增来检测

19 重链基因重排
。

方法简单
、

迅速
,

具有临床

实用价值
。

我们从活检组织中提取 D N A
,

应

用 P C R 技术检测 B 细胞淋 巴瘤的单克隆起

源
,

用于淋 巴瘤的诊断
,

取得了预期的结果
。

1 材料与方法

1
.

1 检测对象及 D N A 提取方法

临床淋巴结活检组织标本 39 例
,

淋巴结

穿刺标本 1例
,

共 40 例
。

其中 B 细胞非霍奇

金淋巴瘤 ( B
一

N H L )巧 例
, T 细胞非霍奇金淋

巴 瘤 ( T
一

N H L ) 3 例
,

霍奇金病 ( H D ) 3 例
,

淋

巴结慢性炎症 8 例
,

非淋 巴源性肿瘤 n 例
。

所有病例均经组织学及免疫组织化学确定诊

断
。

D N A 提取方法
:

将上述标本研磨成匀浆

后
,

加入 T N E S 2
.

s m l ( s o m m o l / L T r i s
一

H C I
,

PH 7
.

6
,

10 0 m m o l / L N a C I
,

2 0 m m o l / L E D
-

T A
一

N a Z ,

p H S
,

1% S D S )
。

蛋 白酶 K 2 5” l

( l o m g / m l )
,

混匀后置 5 5℃水浴 3一 4h
,

再加

蛋 白酶 K 25 川
,

混匀后放在 37 ℃水浴过夜
。

用等体积苯酚分别抽提 2 次后
,

再用等体积

抓仿
:

异戊醇 (2 4 :

l) 抽提 1 次
。

加入 1 / 1 0

3m ol / L N a A 。
混匀

,

与 2
.

5 倍体积的冰冻无

水乙醇混匀
,

即见絮状大分子 D N A 析出
,

将

其挑至 1
.

s m l 离心管中
,

加入预冷的 75 %乙

醇洗 2 次
,

离心去上清
,

自然干燥后
,

加入适

量 T E
,

溶解 D N A 沉淀
, 一

20 ℃保存备用
。

1
.

2 P C R 方法

引物 I 来源于免疫球 蛋白重 链可变区

( V H )的第三框架区
,

序列为
:

5’ C T G T C G A
-

C A C G G C C G T G T A T T A C T G 3 , 。

引物 1 来

源于免疫球蛋白重链结合区 (J H )
,

序列为
:

5’

A A C T G C A G A G G A G A C G G T G A C C 3` 。

上

述引物是由上海实生生物细胞技术公司合成
。

P C R 反应混合液总体积 5 0川
。

含有 10

X b u f f e r s拜l
,

2
.

s m m o l / L M g C I
: 3科l

,

d N T P S拜l
,

引物 1 1拌l ( 1 0 O D / 1 0 0拜 l )
,

引物

1 1拌l ( 一o O D / 1 0 0拜 l )
,

标本 D N A I拌l
,

双蒸

水 3 4拜l
。

9 6℃ l o m i n 预变性 后 加 入 T a q

D N A 聚合酶 ZU
,

摇匀
,

复盖 30 闪石蜡油以

防蒸发
。

然后置于
。 et u s P C R 扩增仪中

,

循环
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隆增生
,

表现为二条带
。

S k l a r
J 在 1 9 8 4 年通

过蛋白标记及 D N A 分子标记亦发现 B 细胞

淋 巴瘤存在双 克隆增 生
,

其发 生率 高达

10 纬 [’1
。

本文 1 例占阳性病例的 8 %
。

P C R 技

术对淋 巴瘤的标本要求不高
,

从淋巴结穿刺

物中提取 D N A 也可作出诊断
。

本文有一例

是经皮淋 巴结穿刺标本
,

获得满意的结果
。

巧

例 B
一

N H L 中
,

有 2 例为阴性
,

可能此 2 例的

19 基因有不寻常的序列
,

不能被本研究中的

引物所识别
。

P C R 技术能较快地从 D N A 水平检测淋

巴瘤
,

操作相对简单
,

要 求的 D N A 量 少
,

敏

感性和特异性 较高
,

淋 巴结穿刺标本也可以

进行检测
。

如每次试验均设置阳性
、

阴性对

照
,

电泳时设置 D N A 分子量标记
,

就能获得

比较确切的结果
。

此法为淋巴瘤临床诊断
,

鉴

别诊断提供了一种分子生物学的新方法
。

本

方法在临床实际应用方面还可作进一步的探

索
。

例如
,

可设计 T 细胞受体基因引物
,

检测

T 细胞淋巴瘤
,

也可对淋巴瘤残留病灶进行

监测
,

对蜡块切片可进行 回顾性分析及疾病

演变的自然史研究等
。
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