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目的
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观察弥漫大
W

细胞淋巴瘤"

5RW4R

#组织中分化抑制因子
$

"

9!$

#蛋白以及骨髓细胞中
9!$

基因的表达水平!

探讨
9!$

在评价
5RW4R

患者病情及预后的临床意义&方法
!

收集
1%$$

年
$%

月至
1%$0

年
$%

月该院收治的初治
5RW4R

患者
0%

例为观察组!同期淋巴结反应性增生"

<Z

#的初治患者
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例为对照组&采用免疫组织化学
XN

法分别检测
9!$

在
5RW4R

组织和

<Z

组织中的表达水平)采用
<3.N4<

法分别检测
9!$K<Y8

在两组患者骨髓细胞中的表达水平&结果
!

观察组
5RW4R

组织

切片
9!$

蛋白阳性表达率为
-2&%%;
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#!而对照组
<Z

组织切片中
9!$

蛋白阳性表达率为
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9!$

蛋白在观察

组中表达水平明显高于对照组"

!i%&%%$

#!观察组中的
9!$

蛋白表达与患者性别$年龄无关"

!

%

%&%2

#!与临床分期$乳酸脱氢酶

"

R5Z

#高低$结外器官受累情况等影响患者预后的指标有关"

!

$

%&%2

#&

9!$

基因在观察组患者的骨髓细胞中表达水平明显高于

对照组患者骨髓细胞"

9!$K<Y8

水平
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#!且也与临床分期$

R5Z

高低$结外器官受累情况有

关"
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$
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#&结论
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9!$

蛋白及
9!$K<Y8

在
5RW4R

组织以及骨髓中的表达较
<Z

组织均明显增高!与
5RW4R

病情预后有

关!可能作为未来
5RW4R

治疗的靶点&
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%作为非霍奇金淋巴瘤最为常见的亚型#占到非霍奇金淋

巴瘤的
'2;
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0%;

&

$
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#属于侵袭性淋巴瘤)近年来#伴随对

5RW4R

发病机制研究的不断深入#人们发现在肿瘤的发生发

展过程中#部分分子生物学指标可能起着关键作用)研究发

现#分化抑制因子
$

$

9!$

%能够负调控转录因子#阻止细胞的正

常分化#同时促进其增殖#以及肿瘤血管的形成#与肿瘤的发生

发展有关)本文采用免疫组织化学
X.N

法和
<3.N4<

法分别

检测
9!$

蛋白在组织以及
9!$

基因在骨髓细胞中的表达水平#

以探讨
9!$

评价
5RW4R

患者的临床意义)

>
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资料与方法
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!

一般资料
!

选取
1%$$

年
$%

月至
1%$0

年
$%

月本院病理

科确诊的
5RW4R

初治患者
0%

例为观察组#其中男
11

例#女

$/

例#年龄
$(

!

)-

岁#中位年龄
0'

岁)淋巴结内原发
12

例#

淋巴结外
$2

例$

-

例侵犯骨髓%)临床分期根据
8,,8HI"H.

4"D+M"D!+

分期标准&

1

'

#

%

期
/

例#

&

期
$1

例#

'

期
$'

例#

(

期

-

例)另取同时期淋巴结反应性增生$

<Z

%的初治患者
12

例

为对照组#男
$1

例#女
$'

例#年龄
1$

!

)2

岁#中位年龄
0)

岁)

两组间性别*年龄差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%)所有组织标本

均经甲醛固定#石蜡包埋#并切取
1

#

K

厚度切片)同时经患者

同意后#对本研究全部
)2

例患者取骨髓标本)

0%

例
5RW4R

患

者均接受以标准
4ZeN:<

方案为主的正规联合化疗)
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!

主要试剂
!

8,?#.9!$

抗体&

VN<-%(/

'#

[3̂#+#",37

'

抗鼠"

兔通用型免疫组织化学检测试剂盒$基因科技上海有限公司%)

>&@

!

方法

>&@&>

!

免疫组织化学
XN

法
!

严格参照
8,?#.9!$

抗体

&

VN<-%(/

'以及
[3̂ #+#",37

'

抗鼠"兔通用型免疫组化检

测试剂盒的说明书进行操作)采用反应性淋巴结增生病理标

本作为阴性对照#

8,?#.9!$

抗体&

VN<-%(/

'的阳性对照为已知

的乳腺癌病理标本)步骤如下!切片
U

烤片
U

二甲苯
%
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重庆医学
1%$2

年
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月第
00

卷第
1(

期

"

基金项目!贵州省科技厅计划项目&黔科合
S

字$
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作者简介%任明强$
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%#硕士#副教授#主要从事恶性血液病研究)
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二甲苯
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无水乙醇
U(%;

乙醇
U/%;

乙醇
U-%;

乙醇
U

过氧化氢
$%K#,U

蒸馏水冲洗
U

柠檬酸高压修复
.

冷却

后山羊血清封闭
1%K#,U8,?#.9!$

抗体#

0m

冰箱过夜
.

用
NWX

冲洗$

'K#,h'

次%

.

滴加
8

液$

Z<N

标记聚合物%室温孵育
'%

K#,.NWX

冲洗$

'K#,h'

次%

.58W

显色剂显色后#冲洗#苏木

素复染并脱水#烤干后封片)

>&@&?

!

<3.N4<

法
!

根据
[>,IA,P

中报道的人
9!$

的基因序

列#用
NH#K>HNH>.K#>H2&%

软件设计
9!$

基因的引物序列)上

游引物为
2l.8[[38884[3[43[434384[84.'l

#下

游引物为
'l.33[434 84433[4[[ 3343.2l

#长度
($

I

G

)以
)

.AC?#,

为内参照#设计特异性序列引物)上游引物为

2l.3[[484448[484883[88.'l

#下游引物为
2l.438

8[34838[344[4438[88[48.'l

#长度
$/)I

G

)引

物均由大连宝生物工程公司合成)取患者相应骨髓
2KR

#用

肝素抗凝后#使用淋巴细胞分离液分离骨髓单个核细胞#并计

数$

2

!

$%

%

h$%

) 细胞与
3H#O"D

总
<Y8

提取液
$KR

混匀#冻

存与
U1%m

环境中)采用
3H#O"D

法一步提取骨髓单个核细胞

的总
<Y8

)产物用
1%

#

R

的
5VN4

水溶解)

<Y8

完整度检

测用电泳法#

<Y8

水平和纯度的计算则用紫外分光光度计测

量)提取
$

#

R

的总
<Y8

构成
$%

#

R

反应体系#并参照逆转录

试剂盒说明书以进行
C5Y8

合成)将
C5Y8

用于进一步常规

N4<

扩增)条件为!

(0m

预变性
$K#,

#

(0m'%+

#

2/m'%+

#

-$m0%+

#共
'%

个循环#最后
-1m

延伸
2K#,

)
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!

结果判定
!

免疫组织化学
XN

法结果判定参考过氧化物

酶染色法的评分标准&

'

'

#分别对阳性细胞数量和染色强度评

分)阳性细胞数!

%

分为无阳性细胞#

$

分为阳性细胞数小于

12;

#

1

分为阳性细胞数
12;

!

2%;

#

'

分为阳性细胞数大于

2%;

(染色强度!

%

分为无染色#

$

分为弱染色#

1

分为中染色#

'

分为强染色)阳性细胞数分值与染色强度分值之和为细胞得

分)

%

!

'

分为阴性$

U

%#

%

'

!$

2

分为弱阳性$

6

%#

&

2

分为

强阳性$

66

%)

<3.N4<

法结果判定则通过将
N4<

产物
$%

#

R

进行
$&2;

琼脂糖凝胶电泳#同时将
$%%I

G

RA!!>H

核酸分

子
7AHP>H

作对照)电泳结果通过凝胶成像分析系统进行
9!$

半定量)

>&G

!

统计学处理
!

使用
XNXX$2&%

软件进行统计学分析)计

量资料以
/:=

表示#用独立样本
5

检验)计数资料采用率表

示#用
!

1 检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

9!$

蛋白在观察组中表达水平增高
!

9!$

蛋白在观察组

初治患者的组织切片中表达水平增高#阳性表达棕色颗粒见于

细胞质)在对照组中#

9!$

蛋白阳性表达主要分布于细胞膜*

细胞质)观察组中#

0%

例
5RW4R

组织切片
9!$

蛋白阳性表达

率为
-2&%%;

$

'%

"

0%

%)对照组中#

12

例
<Z

组织切片
9!$

蛋

白阳性表达率为
'1&%%;

$

/

"

12

%)两组数据相比较#差异有统

计学意义$

!

$

%&%2

%#见图
$

*表
$

)

!!

8

!

5RW4R

中
9!$

强阳性表达(

W

!

<Z

中
9!$

弱阳性表达)

图
$

!!

9!$

在两组中的表达'

XNh0%%

)

?&?

!

9!$

蛋白与观察组患者各项临床指标相关性
!

根据观察

组患者初诊时的性别*年龄*

8,,8HI"H.4"D+M"D!+

临床分期*

乳酸脱氢酶$

R5Z

%高低以及结外器官受累等临床指标进行分

组#观察
9!$

蛋白与各项指标的相关性)结果显示#观察组

5RW4R

组织中的
9!$

蛋白与患者性别*年龄无关$

!

%

%&%2

%#

而与临床分期*

R5Z

高低*结外器官受累情况等影响患者预后

的指标有关$

!

$

%&%2

%#见表
1

)

表
$

!!

9!$

蛋白在两组中的表达'

*

)

组别
*

9!$

U 6 66

!

1

!

观察组
0% $% $/ $1 $$&0$- %&%%$

对照组
12 $- ) 1

表
1

!!

9!$

蛋白在观察组患者按不同临床指标

!!!

分组中的表达情况'

*

)

项目
*

9!$

U 6 66

!

1

!

性别
%&$'2 %&2%'

!

男
11 ) ( -

!

女
$/ 0 ( 2

年龄$岁%

%&/2' %&1('

!%

)% $- ' / )

!'

)% 1' - $% )

临床分期
-&00- %&%%-

!%

6

&

期
1% ( ) 2

!'

6

(

期
1% $ $1 -

R5Z -&2$( %&%%-

!'

正常值
1$ ( ( '

!%

正常值
$( $ ( (

结外器官受累"

0&'%1 %&%'/

!

无
12 ( $' '

!

有
$2 $ 0 $%

!!

"

!结外器官受累包含肺*骨*肝*骨髓)

?&@

!

9!$

基因在观察组患者骨髓细胞中的表达水平
!

9!$

在

经过
<3.N4<

扩增之后#呈
$/)I

G

条带#而作为内参照的
)

.

AC?#,

则呈
($I

G

条带)与对照组相比#

9!$

基因在观察组患者

的骨髓细胞中表达水平明显增高#且差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见图
1

#表
'

)观察组患者骨髓细胞中的
9!$K<Y8

也

与患者临床分期*

R5Z

高低*结外器官受累情况等指标有关

$

!

$

%&%2

%#见图
1

*表
0

)

!!

7

!

7AHP>H

#

2%

!

2%%I

G

(

8

!

9!$

基因(

W

!

)

.AC?#,

基因(

$

*

1

*
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表
'

!!

9!$K<Y8

在两组骨髓细胞中表达水平'

/:=

)

组别
* 9!$K<Y8 5 !

观察组
0% 1&/%:%&/- (&2$0 %&%%%

对照组
12 $&'-:%&2$

表
0

!!

9!$K<Y8

在观察组患者按不同临床指标

!!!

分组中的表达情况

项目
* 9!$K<Y8 5 !

性别
U$&(2/ %&%2/

!

男
11 1&-/

!

女
$/ 1&/1

年龄$岁%

U$&2// %&$1$

!%

)% $- 1&/'

!'

)% 1' 1&-/

临床分期
U0&2-2 %&%$0

!%

6

&

期
1% 1&01

!'

6

(

期
1% '&$/

R5Z U2&-/% %&%%'

!'

正常值
1$ 1&''

!%

正常值
$( '&1-

结外器官受累"

U)&%0- %&%%1

!

无
1/ 1&2)

!

有
$1 '&'-

!!

"

!结外器官受累包含肺*骨*肝*骨髓)

@

!

讨
!!

论

5RW4R

作为最常见的成人侵袭性淋巴系统肿瘤#病因不

明#通常对化疗反应效果佳#与利妥昔单抗联合化疗完全缓解

率高#长期无病生存率为
2%;

!

)%;

&

1

'

#但患者也存在治疗后

耐药#甚至出现复发#严重影响了
5RW4R

患者的长期生存与

预后)随着对
5RW4R

发病机制研究的不断深入#人们发现一

些异常基因以及其蛋白的表达可能与淋巴瘤的发病有关#其可

影响肿瘤细胞生长*分化和凋亡&

'

'

)

9!

具有一些癌基因的属性#属于螺旋
.

环
.

螺旋$

B>D#F.D""

G

.

B>D#F

#

ZRZ

%转录因子家族的成员#包括
9!$

*

9!1

*

9!'

*

9!0

)

9!

蛋白与造血干细胞*淋巴细胞等的分化有关#影响造血系统*淋

巴系统等正常的发育成熟)其中#大量研究表明
9!$

不仅参与

细胞的增殖与分化#还与肿瘤的侵袭力*肿瘤的血管生成以及

临床预后密切相关)关于其与前列腺癌*乳腺癌*卵巢癌*胃

癌*结直肠癌*胰腺癌等肿瘤相关性的研究已在国内外广泛展

开#但
5RW4R

中关于
9!$

的研究未见报道)为明确
9!$

在

5RW4R

患者的临床意义#通过分析
5RW4R

组织中分化抑制

因子
9!$

蛋白以及骨髓细胞中
9!$

基因的表达水平#结果表明

9!$

蛋白与
9!$

基因在
5RW4R

组织中与骨髓细胞中表达水平

高于
<Z

)

9!$

在其他肿瘤中存在过度增高异常表达#如肺癌*

乳腺癌*肝癌*结直肠癌等&

0.2

'

#这与本研究结果一致#分析作用

机制与其通过抑制肿瘤细胞凋亡与分化*影响肿瘤细胞周期分

布*诱导肿瘤细胞增殖*促进肿瘤血管新生与侵袭转移有关&

)

'

#

进一步分析预后相关因素表明
5RW4R

患者组织中的
9!$

蛋白

表达与患者性别*年龄无关#与临床分期*

R5Z

高低*结外器官

受累情况等影响患者预后的指标有关#对于合并淋巴结外器官

浸润*临床分期的增加*

R5Z

的增高
5RW4R

患者#患者
9!$

的

表达也相应增加#提示
9!$

对
5RW4R

的病情预后判断可能有

价值)有研究发现
9!$

与多种肿瘤的淋巴结转移*浸润范围*

分化程度及临床分期相关&

-./

'

)这将为
5RW4R

的诊断和治疗

提供新的思路#为
5RW4R

抗肿瘤药物的开发提供新的可能作

用靶点#并为了解
9!$

特异性和非特异性抑制剂在肿瘤治疗的

不同阶段的效果提供分子基础)

综上所述#

9!$

异常高表达可能与
5RW4R

的发生发展预后

有关#

95$

可能为
5RW4R

预后不良指标)但在
5RW4R

患者中

9!$

蛋白与其他蛋白互相作用的具体机制以及调控
9!$

基因表

达的上游因子*下游效应子具体作用机制仍有待于进一步研究)
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