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提 要 应用多聚酶链反应技术体外扩增 20 例初治或复发的急性淋巴细胞白血病 ( A L L ) T 细胞抗原受

体
, ( T C R

,

)基因重排
,

结果显示
:

巧 例病人出现约 4 o ob p 的扩增产物
,

阳性检出率为 75 % ( 1 5 / 2 0)
,

产物电泳

带位置略有差异提示其重排亚型的多样性
。

标准人急性 T 淋巴细胞白血病细胞株 C C R F
一

C EM 细胞携带

T C R
,

基因重排
,

为阳性对照
;
而正常骨髓及 R iaj 细胞检测阴性

,

为阴性对照
。

用系列稀释法证 明本实验敏感

性在 10
一 ’
水平以上

。

我们还探讨了该法在急性淋巴细胞白血病基因诊断
、

微量残留白血病细胞的监测及 自体

骨髓移植物体外净化效果的评价上的应用价值
。

该法不需寡核普酸探针杂交
、

无需对扩增产物进行测序
、

且

费时短
、

检出率高
,

提示有重要的临床意义
.

主题词 多聚酶链反应
;
白血病

,

淋巴细胞性 , 基因重排
,
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中图号 R 7 3 3
·

7 1

随着分子生物学的进展
,

白血病的研究

已从单纯形态学
、

细胞遗传学领域发展到分

子水平
。

检测白血病特异性分子标记可用于

基 因诊断
、

分型及监测微量残 留病 ( M R D )
、

指导治疗等
「, ’ 。

急性淋 巴细胞 白血病 ( A L L )

有多种基因异常如 T C R
,

I g H 重排及各种染

色体易位等 21[
,

其中 T C R
,

基 因重排几乎见

于全部 T
一

A L L 和 40 写一 70 % B
一

A L L
。

本研

究选用适当引物
,

应用多聚酶链反应 (P C R )

技术检测 A L L 病人 T C R
,

基因重排并探讨

其临床应用价值
。

1 材料与方法

1
.

1 病例资料

20 例急性淋 巴细胞 白血病 ( A L L )骨髓

取 自本院血液科及儿科住院病例
,

其中初治

1 8 例
,

复发 2例
。

原始淋 巴细胞 (原淋 ) + 幼

稚 淋 巴细胞 (幼淋 ) 占骨髓有核细胞 比例 为

8 4
.

3 3% 士 1 4
.

2 6 %
。

根据 1 9 8 5 年法美英修订

白 血病分型标准 ( F A B ) 分型
:

第一 型 ( L
;

)6

例
,

第二型 ( L
Z
) 14 例

。

男性 n 例
,

女性 9 例
;

年龄 4一 6 3 岁
,

平均 2 4
.

3 5士 1 5
.

8 3 岁
。

正常

骨髓 1例取 自本院胸外科非恶性血液病患者

手术切除的肋骨
,

用于阴性对照
,

其骨髓造血

功能属正常
。

1
.

2 细胞株来源

R a j i
、

e C R F
一

C E M 细胞株分别引 自本校

肿瘤研究所病毒室及上海 医科大学生化室
,

置于 1 0%小牛血清的 R P M I
一

1 6魂o ( p H 7
·

o
,

G ib co 公司产品 )培养液中传代培养
,

使用 时

收集离心沉淀细胞用于抽提 D N A
。

1
.

3 抽提及定 t

常规酚 /氯仿法抽提正 常骨髓
、

A L L 病

人骨 髓及 R iaj
、

C C R F
一

C EM 细胞 株细 胞 之

D N A
,

并测 定其 波长为 2 6 o n m
、

3 3 o n m 处紫

外光 吸收的 O D 值以计算其 D N A 含量
,

再

用 0
.

1 x T E 液配成浓度为 0
.

25 拌g /川
。

1
.

4 寡核昔酸引物

参照 T a y lo :
等 s1[ 序列 合成一对 引物

,

分

别为
:
5
` 一

C C C T C T A T T A C C T T G G A A
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,

1 96 6 年出生
,

男
,

硕士
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P C R 检测急性淋巴细胞白血病 T 细胞抗原受体 下基因重排

释度该特异性产物则消失
,

说明本实验敏感

性在 1。 一 5

水平以上
。

3 讨 论

T 细胞抗原受体
: 基 因 ( T C R

,
) 定位于

人 7 号染色体短臂 1 区 5 带 (7 p ls )
,

目前发

现 有 1 5 个 V : 、

5 个 J: 及 2 个 C
T

位点
,

约

16 0k b
.

功能性 V y 基因分 4 个亚组
:
V

, ,

有 9

个位点 ( V
, , (卜

s ) 、

V
, , 、

V
, . 、

V
, ,

各 1 个位点

( V , 一 l ,
)

,

其中仅 1 0 个 V
,
(主要为 V

, 工
)

、

5 个

J
,
(主要为 J

, , ,

J
, 2

)与基因重排有关 [ ,
,
6 〕因此在

A L L 的诊断及其 M R D 的监测上有重要价

值
。

但过去的 D N A 印迹杂交等不能发现 1 %

~ 5%以下的微量残 留白血病细胞 (M R L C )
,

而 P C R 技术可使其检测敏感性达 10 一 `
~

1 0 一 ’

水平 2j[
。

本实验用标准细胞株 C C R F
-

C EM 细胞 D N A 作系列稀释法 P C R
,

证明其

敏 感性在 10
一 “
水平 以上

,

故有 利于缓解期

A L L M R D 的检测
。

M a 。 i n t y r e
等 [“ 〕据不同重排亚型分别设

计相应引物行 P C R 扩增
,

并用相应寡核昔酸

探针杂交
,

故适用于全部 A L L 的 T C R :
基 因

重排的检测
,

但该法设计 引物多
,

费时长
,

应

用受限
。

作者仅用 1对 引物扩增 V T 工 一 J T I 2/

基因重排亚型
,

结果显示 75 % ( 1 5 / 2 0) A L L

病人检 测到 T C R
T

基 因重排
,

略低于 T ay
-

lo r [3 ]等报道的 8 5
.

7% ( 2 4 / 2 8 )
,

原因可能是

我们将其两 次 P C R 法简化为一次 P C R
,

使

实验更为简便易行
。

扩增产物均约 4 0 b0 p
,

但

不同病例产物带位置之间略有差异
,

可能说

明 T C R
T

基因重排亚型的多样性
。

参予 V : 一

J
:

基因重排的位点包括 V : :
( V

T ,
.

2
,

3二
,
5

. 。p ,

6
.

,
.

。 )

及 J (J
, ,

.

2 )
,

而 A L L T C R
,

基因重排主要是这

些 区域的异常
,

故本法 适用于 大部分 A L L

的 T C R
,

基因重排的检测
,

且检出率较高
。

另

外对扩增产物行限制性内切酶酶切电泳分析

证实同一病人初治与复发期的 T C R
,

基因重

排亚型一致 3[]
,

说明其重排类型较稳定
,

利于

A L L 同一病人 M R D 的检测
。

本实验方法设计引物少
,

阳性率较高
,

无

需测序及寡核昔酸探针杂交
,

仅费数小时
,

提

示其有重要的临床应用价值
。

本法检测 阳性

为 A L L 的诊断提供了分子水平的依据
,

对

A L L 缓解期 T C R T 基 因重排的检测可 用于

其 M R D 的监测
,

并能判断其预后 及评价治

疗效果 11[
。

我们也用本法检测了 3例缓解期

A L L T C R
T

基 因重排
,

1 例第 2 次完全缓解

的病人呈阳性
,

并于 1个半月后再次复发
,

而

另 2 例检测 阴性的病人分别随访 了 5
.

5 及

6
.

0 个月
,

仍持续完全缓解 (未显示资料 )
。

本

法检测阳性不仅说明 M R L C 大于 1 0一 5

水平
,

而且主要说明其白血病克隆变异仍持续存

在
,

成为白血病复发的根源
。

我们还用标准阳

性细胞株 C C R F
一
C E M 模拟缓解期骨髓

,

用

药物联合法对其实施体外净化
,

再用系列稀

释 法 P C R 评价其净化前后 M R L C 残留水

平
,

结果显示有 3 fo g 的净化 白血病细胞作

用 1j[
,

提示其在 自体骨髓移植 ( A BM T )体外

净化效果的评价上也有重要意义
。

我们用 C C R F
一

C E M 细胞株及正常骨髓

或 R aj i 细胞株细胞 D N A 分别作阳性和 阴性

对 照
,

从而保证了结果的可靠性
。

本组 5 例

A L L 病人检测 阴性
,

可能是其本身无 T C R :

基 因重排
,

或是少 见的不被本对引物扩增的

重排亚型
,

如 V
T .

、
.

、
,

参予的重排等
,

其临床

意义有待于进一步研究
。
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、
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新尧教授
、

杨英浩 教授及周俊宜硕士给 予作者无私
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