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MYC、BCL-2、BCL-6蛋白共表达弥漫性大B细胞
淋巴瘤的临床病理特征分析

胡代宏,闫文莉,白晓川△

(宁夏医科大学总医院血液内科,银川
 

750004)

  [摘要] 目的 探讨 MYC、BCL-2、BCL-6的表达与弥漫性大B细胞淋巴瘤(DLBCL)临床病理特征及预

后的相关性。方法 收集2009-2018年就诊于该院的初诊DLBCL患者的临床资料,用免疫组织化学染色法

检测DLBCL中 MYC、BCL-2、BCL-6的 表 达,阐 述 共 表 达 患 者 的 临 床 病 理 特 征、治 疗 反 应 及 生 存 情 况。
结果 MYC、BCL-2、BCL-6蛋白阳性表达率分别为32.7%、60.0%、50.3%。全组DLBCL患者中位生存时间

为45.0个月;39例共表达患者中位生存时间为15.0个月,其中28例 MYC/BCL-2共表达患者中位生存时间

为16.0个月;7例 MYC/BCL-6共表达患者中位生存时间为13.0个月;4例 MYC/BCL-2/BCL-6共表达患者

中位生存时间为3.0个月。结论 免疫组织化学染色检测技术诊断“多重表达淋巴瘤”可靠;DLBCL中
 

MYC
 

、
BCL-2、BCL-6蛋白共表达患者常规治疗效果差、生存期短。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

co-expression
 

of
 

MYC,BCL-2,BCL-6
 

and
 

dif-
fuse

 

large
 

B-cell
 

lymphoma
 

(DLBCL)
 

clinical
 

pathological
 

features
 

and
 

prognosis.Methods In
 

this
 

study,we
 

assessed
 

the
 

expression
 

of
 

MYC,BCL2
 

and
 

BCL6
 

by
 

immunohistochemical
 

staining
 

in
 

165
 

newly
 

diagnosed
 

DLBCL
 

patients.The
 

clinic
 

pathological
 

characteristics,treatment
 

response
 

and
 

survival
 

of
 

patients
 

with
 

co-
expression

 

of
 

MYC,BCL-2
 

and
 

BCL-6
 

were
 

described.Results The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

MYC,BCL-2
 

and
 

BCL-6
 

were
 

32.7%,60.0%
 

and
 

50.3%
 

respectively.The
 

median
 

survival
 

time
 

of
 

all
 

DLBCL
 

patients
 

was
 

45.0
 

months.The
 

median
 

survival
 

time
 

of
 

39
 

patients
 

with
 

co-expression
 

was
 

15.0
 

months,in
 

which
 

the
 

medi-
an

 

survival
 

time
 

of
 

28
 

patients
 

with
 

co-expression
 

of
 

MYC/BCL-2
 

was
 

16.0
 

months;the
 

median
 

survival
 

time
 

of
 

7
 

patients
 

with
 

co-expression
 

of
 

MYC/BCL-6
 

was
 

13.0
 

months;and
 

the
 

median
 

survival
 

time
 

of
 

4
 

patients
 

with
 

co-expression
 

of
 

MYC/BCL-2/BCL-6
 

was
 

3.0
 

months.Conclusion Immunohistochemical
 

staining
 

tech-
nique

 

is
 

reliable
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

“multiple
 

expression
 

lymphoma”
 

and
 

suitable
 

for
 

popularization.Patients
 

with
 

the
 

co-expression
 

of
 

MYC,BCL-2,and
 

BCL-6
 

in
 

DLBCL
 

have
 

poor
 

therapeutic
 

efficacy
 

and
 

short
 

survival
 

time
 

after
 

conventional
 

chemotherapy
 

treatment.
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  弥漫性大 B细胞淋巴瘤(diffuse
 

large
 

B-cell
 

lymphoma,DLBCL)是非霍奇金淋巴瘤中最多见的一

种亚型,约占每年新诊断非霍奇金淋巴瘤的30%[1]。
自利妥昔单抗应用以后,化学治疗能够治愈接近50%

的DLBCL患者[2-7],但超过50%的患者对常规化学

治疗有效率低,病情短时间内复发、进展,预后欠佳。
根据2008年淋巴瘤 WHO分类[8],新增一类“多重打

击淋巴瘤”,包括双重打击淋巴瘤(double-hit
 

lympho-
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ma,DHL)、三重打击淋巴瘤(triple-hit
 

lymphoma,
THL)。DHL是指 MYC

 

基因断裂且伴其他基因易

位的B细胞淋巴瘤,其中以 MYC、BCL-2基因同时易

位最为常见,占所有DHL的62%左右[9]。THL是指

在 MYC、BCL-2基因易位的同时,伴有BCL-6等基因

易位的B细胞淋巴瘤[10-11]。近年来“多重打击淋巴

瘤”检出率趋势上升,作为一种具有高度异质性的淋

巴瘤,多以侵袭性强、临床分期晚、易浸润中枢及骨

髓、治疗疗效差、生存期短等为临床特征。
诊断“多重打击淋巴瘤”的方法目前主要有免疫

组织化学染色法和分子细胞遗传学方法,荧光原位杂

交(fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization,FISH)是我国

临床病理实验室中主要检测方法,但此项检测技术对

材料要求较高、检出率相对低、费用昂贵,目前在临床

推广较困难,多数医院及检测机构未将此项目作为

DLBCL患者的常规检查。目前应用免疫组织化学染

色的方法检测 MYC与BCL-2、BCL-6等蛋白共表达,
称为“双重表达淋巴瘤(double-expression

 

lympho-
ma,DEL)”,检出率明显高于根据基因分子学定义的

“双重打击淋巴瘤”。而且此方法操作简单、快速、重
复性好,费用便宜,可满足临床医生需求,在一定程度

上优于FISH。
本课题通过收集2009-2018年于本院诊断DL-

BCL患者的临床资料,采用免疫组织化学染色的方法

检测DLBCL中 MYC、BCL-2、BCL-6的表达情况,全
面了解本院2009-2018年共表达DLBCL患者的临

床病理特征、治疗及预后,帮助临床医生为DLBCL患

者预测预后提供有效信息,以利于为DLBCL患者制

订个体化治疗方案,提高疗效并改善生存奠定基础。
1 资料与方法

1.1 一般资料

  收集2009-2018年于宁夏医科大学总医院确诊

的DLBCL患者的临床资料及蜡块组织,筛选出可完

成免疫组织化学染色的蜡块标本165例。纳入标准:
经活检组织病理学确诊的DLBCL患者;临床病例资

料完整。排除标准:并发其他恶性肿瘤;蜡块组织过

少;年龄小于18岁。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色

  (1)制作切片:旋转式切片机切片,切片放入盛有

温水的玻璃平皿中,展开切片(水浴锅上加热平皿),
用涂有防脱片剂的载玻片捞取切片,37

 

℃过夜,干燥。
(2)脱蜡:将切片放入染色筐中,二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ、
二甲苯Ⅲ各15

 

min。(3)脱水:100%乙醇Ⅰ、Ⅱ各15
 

min,95%乙 醇、90%乙 醇、80%乙 醇、70%乙 醇 各

30
 

s,蒸馏水浸洗。(4)清除内源性过氧化物酶活性:
切片置入甲醇磷酸盐缓冲液(PBS)-H2O2 中20~30

 

min。(5)PBS洗涤切片:蒸馏水冲洗5
 

min,再用PBS
冲洗5

 

min,3次。(6)抗原修复:切片置于100
 

℃压

力锅
 

乙二胺四乙酸
 

(EDTA)缓冲液(pH=8.0)中煮

沸10
 

min,自 然 冷 却,压 力 锅 置 于 流 水 槽 中 冲 洗

10
 

min,冷却至室温后取出切片,PBS冲洗5
 

min,3
次。(7)特异性一抗孵育切片:室温下滴加一抗孵育

3
 

h。(8)PBS洗涤切片:PBS冲洗5
 

min,3次。(9)针
对一抗的生物素化二抗孵育切片:滴加二抗后37

 

℃
孵育30

 

min。(10)PBS洗涤切片:PBS冲洗5
 

min,3
次。(11)ABC法染色:滴加ABC试剂,自来水冲洗,
苏木素复染。(12)常规脱水,干燥,封片。
1.2.2 结果判定

  按照 KRAJEWSKA等[12]的方法将染色结果进

行半定量分析。MYC蛋白阳性结果定位于肿瘤细胞

核或细胞膜,BCL-2蛋白阳性结果定位于肿瘤细胞膜

或细胞浆,BCL-6蛋白阳性结果定位于肿瘤细胞核。
IPI评分参考国际预后指数(International

 

Prognostic
 

Index)系统;ECOG评分参考美国东部肿瘤协作组

(Eastern
 

Cooperative
 

Oncology
 

Group)体能状态评

分;临床分期参考 Ann-Arbor分期(Cotswolds会议

修订)。
1.3 统计学处理

  应用SPSS19.0软件系统统计分析数据,临床计

数资料采用χ2 检验进行分析,Kaplan-Meier法绘制

生存曲线图,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 MYC、BCL-2、BCL-6蛋白的表达情况

  在165例DLBCL患者中,MYC蛋白阳性表达

54 例 (32.7%);
 

BCL-2 蛋 白 阳 性 表 达 99 例

(60.0%);BCL-6蛋白阳性表达为83例(50.3%),见
表1。

表1  MYC、BCL-2、BCL-6蛋白在组织中的表达

项目 染色结果 n 表达率
 

(%)

MYC 阳性 54 32.7

阴性 111 67.3

BCL-2 阳性 99 60.0

阴性 66 40.0

BCL-6 阳性 83 50.3

阴性 82 49.7

2.2 共表达患者临床病理特征

  全组 DLBCL 患者中,多重表达患者共39例

(23.6%),其中 MYC/BCL-2共 表 达28例、MYC/

BCL-6共表达7例、MYC/BCL-2/BCL-6
 

共 表 达4
例;共表达患者发病年龄39~80岁,中位发病年龄为

65 岁,60 岁 以 上 25 例 (25/39);男 女 比 例 为

1.29∶1.00;汉族37例(37/39),回族2例(2/39);乙
型肝炎病毒感染12例(12/39);有B组症状25例

(25/39);首发部位位于结外23例(23/39);结外受累

数目大于1个21例(21/39);IPI评分3~5分29例
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(29/39);ECOG评分0~1分27例(27/39),2~4分

12例(12/39);肿块大小大于或等于7.5
 

cm
 

21例

(21/39);LDH 水平升高37例(37/39);临床分期

Ⅰ~Ⅱ期12例(12/39),Ⅲ~Ⅳ期占27例(27/39);
肝脏受侵11例(11/39);脾脏受侵7例(7/39);骨髓

受侵12例(12/39);
 

Ki67指数大于或等于50%
 

35例

(35/39);GCB型26例(26/39),non-GCB型13例

(13/39)。
2.3 共表达患者的生存情况

  全组165例DLBCL患者中位生存时间为45.0
个月(图1)。39例共表达患者中位生存时间为15.0
个月(图2),MYC/BCL-2、MYC/BCL-6蛋白共表达

患者中位生存时间为分别为16.0、13.0个月(图3、
4);MYC/BCL-2/BCL-6蛋白三重表达患者中位生存

时间为3.0个月(图5)。

图1  全组DLBCL患者生存曲线

图2  全组共表达患者生存曲线

图3  MYC/BCL-2
 

共表达患者生存曲线

2.4 治疗方式对共表达患者预后的影响

  全组共表达DLBCL患者中,35例接受治疗生存

时间 为(16.000±2.660)个 月,4 例 放 弃 治 疗 为

(2.000±1.024)个月,两组间差异有统计学意义(P=
0.000,表2、图6);35例接受治疗的共表达患者中,行
单纯化疗30例生存时间为(16.000±1.985)个月,5
例化疗联合放疗为(19.000±13.145)个月,两组间差

异无统计学意义(P=0.957,表2、图7);单纯化疗的

30例共表达患者中,接受R-CHOP方案与CHOP方

案化疗各15例,生存时间分别为(17.000±4.472)、
(15.000±2.366)个月,两组间差异无统计学意义

(P=0.983,表2、图8)。

图4  MYC/BCL-6共表达患者生存曲线

图5  MYC/BCL-2/BCL-6共表达患者生存曲线

图6  治疗组与放弃治疗组共表达患者生存曲线
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表2  治疗方式对共表达患者预后的影响

治疗方式
总数

(n)
生存时间(个月)

(x±s)
95%CI

Log-rank检验

χ2 P

是否治疗 27.805 0.000

 否 4 2.000±1.024 0.000~41.327

 是 35 16.000±2.660 10.786~21.214

治疗方案 0.003 0.957

 化疗 30 16.000±1.985 12.309~19.891

 化疗+放疗 5 19.000±13.145 0.000~44.765

化疗方案 0.000 0.983

 R-CHOP 15 17.000±4.472 8.235~25.765

 CHOP 15 15.000±2.366 10.362~19.638

图7  化疗组与放化疗组共表达患者生存曲线

图8  R-CHOP组与CHOP组共表达患者生存曲线

表3  化疗方案共表达与非共表达患者预后

化疗方案
总数

(n)
生存时间(个月)

(x±s)
95%CI

Log-rank检验

χ2 P

R-CHOP 23.102 0.000

 共表达 15 17.000±4.472 8.235~25.765

 非共表达 33 83.000±13.923 55.712~110.288

CHOP 22.750 0.000

 共表达 15 15.000±2.366 10.362~19.638

 非共表达 68 51.000±4.415 42.346~59.654

2.5 不同化疗方案共表达与非共表达DLBCL患者

预后

  选择R-CHOP方案化疗DLBCL患者中,15例

共表达患者生存时间为(17.000±4.472)个月,33例

非共表达DLBCL患者为(83.000±13.923)个月,两
组间差异有统计学意义(P=0.000,表3、图9)。选择

CHOP方案化疗DLBCL患者中,15例共表达患者生

存时间为(15.000±2.366)个月,68例非共表达患者

为(51.000±4.415)个月,两组间差异有统计学意义

(P=0.000,见表3、图10)。

图9  R-CHOP治疗组中共表达组与非共表达组

患者生存曲线

图10  CHOP方案治疗组中共表达组与非共表达组

患者生存曲线

3 讨  论

  DLBCL是非霍奇金淋巴瘤中最常见的一类独立

亚型,具有高度侵袭性,在临床特征、免疫分型、分子

遗传学、预后等方面均具有明显异质性[12]。近年来基

因芯片技术快速发展,逐渐揭示了DLBCL基因的差

异表达谱,显著提高了对DLBCL的发病机制和分子

遗传学特征的认识,基因表达对患者预后进行预判的

重要性逐渐被临床意识到。相关研究表明 MYC、

BCL-2、BCL-6基因易位在DLBCL的发病过程中起

到了重要作用[13],目前检测上述基因尚未在临床推

广。应用免疫组织化学染色技术检测 MYC、BCL-2、

BCL-6蛋白共表达,符合率高达86%[14],且相对于基

因检测明显提高了检出率。

3.1 MYC、BCL-2、BCL-6蛋白共表达与预后的关系

  MYC基因位于染色体8q24,是一种可促进细胞

分裂的转录因子,参与调控细胞的增殖、分化及凋零。

MYC基因易位后突变成一种具有高转录活性的原癌
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基因[15],可促进细胞恶变,参与多种肿瘤的形成和发

展,且能促进肿瘤细胞在缺氧状态下进行新陈代谢,
从而减弱治疗对肿瘤细胞的杀伤力,影响患者预后。
国内外均有报道 MYC易位是DLBCL患者不良预后

的重要因素。BCL-2蛋白在B细胞中表达较广泛,位
于染色体18q21,是一种抑制细胞凋亡的重要原癌基

因,过表达在B细胞淋巴瘤的发病机制中起重要作

用[16]。DLBLC患者化疗期间,BCL-2高表达可减低

化疗药物浓度,从而增强肿瘤细胞的再生能力,导致

肿瘤细胞耐药。BCL-2在30%~60%的DLBCL患

者中阳性表达,其中因t(14;18)所致BCL-2基因重排

仅占20%~30%,其余BCL-2高表达均因BCL-2基

因扩增所致,但目前BCL-2表达是否影响患者预后存

在争议[17]。BCL-6基因是一种转录抑制因子,位于染

色体3q27末端,是生发中心的起源细胞,编码一种锌

指结构蛋白,参与淋巴细胞增值、分化、凋亡及免疫反

应、DNA损伤修复等,在B细胞生发中心的形成及B
细胞的发育和抗原表达过程中起重要作用。应用免

疫组织化学染色的方法检测DLBCL患者中 MYC和

BCL-2、BCL-6蛋白表达从而诊断双重表达或多重表

达淋巴瘤,已获得可靠的结果。GREEN等[15]采用免

疫组织化学技术检测193例初诊DLBCL患者 MYC
及BCL-2蛋白共表达,检出率为29%,并在另一组

116例 DLBCL患者中通过免疫荧光的方法获得验

证。HORN等[18]分析发现在接受R-CHOP方案治

疗的506例DLBCL患者中,应用免疫组织化学染色

的方案检测出 MYC/BCL-2蛋白共表达的占34%,且
具有高龄、分期晚、ECOG评分差、多部位结外器官受

累等诸多预后不良因素。GREEN 等[15]
 

研究发现

DHL患者总生存期平均为5.0~18.0个月。TOMI-
TA等[19]报道THL患者的平均总生存期(OS)相比

DHL显著缩短,仅
 

4.0
 

个月(P=0.02)。在本组DL-
BCL患者资料中,C-MYC、BCL-2、BCL-6蛋白共表达

DLBCL患者中位生存为15.0个月,与上述研究者报

道一致。目前,DHL/THL预后较差尚无明确原因,
可能与下列因素相关。(1)基因易位:有研究者认为

可能是 MYC基因重排所致,促进了肿瘤细胞的分裂

增殖。但在伯基特淋巴瘤患者中,MYC基因易位的

预后相对较好。MYC和BCL-2、BCL-2等基因改变

的协同机制所致,增强了肿瘤细胞的侵袭性,从而导

致DHL/THL患者恶性度高、对化学治疗不敏感是

目前学者达成的可能性共识。(2)病理分型:依据
 

HANS标准[20],大部分 DHL/THL患者为 GCB表

型,预后较差。(3)侵袭性临床特征:绝大多数DHL/

THL患者IPI
 

评分处于中高危组或高危组。(4)其他

影响因素:SNUDERL等[21]认为高龄是影响患者预

后的独立危险因素。

3.2 治疗方式对 MYC、BCL-2、BCL-6蛋白共表达患

者预后的影响

  DHL/THL恶性程度高、侵袭性强、预后差,通过

联合化学治疗仅有30%患者可缓解,但常在短期内复

发,超过20%患者治疗无效。GREEN等[15]报道了

193例接受 R-CHOP方案治疗的 DLBCL患者中,
 

DHL/THL患者中位生存期仅为13.0个月,而非

DHL/THL的DLBCL患者为95.0个月。在本研究

中选择R-CHOP方案化疗DLBCL患者中,共表达与

非共表达患者生存时间分别为(17.000±4.472)个
月、(83.000±13.923)个月。39例共表达患者中接受

治疗生存时间优于不治疗者,化疗方案及治疗方式对

共表达患者预后影响无显著差异,表明共表达 DL-
BCL患者侵袭性强、治疗疗效差。

综上所述,采用免疫组织化学染色法检测 DL-
BCL中 MYC、BCL-2、BCL-6的表达从而诊断多重表

达淋巴瘤已获得令人信服的结果,且对DLBCL的分

型及预后判断起到了重要作用。虽然目前 MYC、

BCL-2、BCL-6蛋白共表达患者治疗效果差、生存期

短,但新的靶点研究已经成为该独特类型淋巴瘤治疗

的热点。目 前 相 关 的 靶 向 药 物 治 疗 已 经 开 展,如
MYC

 

靶向药物、BCL-2
 

拮抗剂等药物,已逐渐开始临

床试验,并应用于临床。随着前沿科学技术的快速发

展、检测手段的更新及对DLBCL的继续研究,MYC、

BCL-2、BCL-6蛋白共表达患者的最佳治疗方式及良

好的预后值得共同期待。
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