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细胞系统性增殖的恶性肿瘤#在临床上

极为少见)现报道本科新近诊治
)

例患者并进行文献复习#提

高对该病认识)
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临床资料

患者#女#
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岁#已婚#因-发热
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.于
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年
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月
$,

日入

院)入院
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前患者无明显诱因出现发热#体温最高达
+$Y

#

以夜间发热为主)口服解热镇痛药出大汗后可退热#伴有咳

嗽*咳黄色或白色黏痰)患者入院前
)

月余曾行剖宫产
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健康

男婴)入院查体!体温
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#浅表淋巴结未扪及#口腔左侧

颊黏膜少许溃烂*红肿#咽无充血#扁桃体无肿大#双肺呼吸音

清晰#未闻及干湿音#心率
))8

次"分#律齐#心瓣膜区无杂

音#肝大#下界至肋下
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#脾大#下界肋下平脐平面#肝*脾质

中#无压痛#双下肢无水肿)入院后开始出现发热#体温
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以上#稽留热%血常规示白细胞$
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%肾功能*血液

生化指标正常#乙肝*丙肝病毒标记物阴性#人免疫缺陷病毒阴

性#
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基因$
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&#多次血培养阴性#行腹部彩超示肝大#右叶斜

径
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#胆囊结石#脾大
$,*,IK])<*@IK

#脾静脉主干
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%胸部
6A

示左肺下叶基底段及舌叶少许炎症#双下肺间质性

改变#纵隔内小淋巴结%腹部
6A

平扫及增强示肝大#肝密度降

低考虑脂肪肝#肝右叶外侧段见多个点状高密度影#脾大#脾前

缘见结节低密度影#腹膜后小淋巴结显示#盆腔少许积液%骨髓

检查!有核细胞增生明显活跃#不明细胞占
).Z

#细胞质蓝#有

空泡#胞体不规则#染色质细#可见核仁%流式细胞仪免疫分析!
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据患者骨髓及免疫分型检查结果诊断
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明确)

患者入院后先予左氧氟沙星及头孢米诺钠抗感染治疗#诊

断明确后于入院第
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天开始联合化疗#足叶乙甙
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%化疗后患者体温正常#

肝*脾明显缩小至肋下#化疗后出现骨髓抑制#于化疗后第
)$

天再次发热#血培养示大肠埃希菌#
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阳性#予以比阿培

南*丁胺卡那抗感染#

&?627

升白#输血制品#体温升高
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得以控制#未再发热#化疗后
$)9
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周%出院
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后患者返院巩固化疗#予以同样方案

治疗#患者在骨髓抑制期出现肛周感染#肛瘘#建议患者转外科

行肛瘘修补#患者自行出院)

两个月后患者再次发热入院#入院后查体!体温
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听力有减退#右下肺少许湿音#肝肋下
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与前变化不大#头部
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无异常)多次血培养阴性#予以保肝*抗感染*补充蛋白和

血浆等治疗后给予
631X

方案联合化疗#化疗中无发热#化疗

后又开始发热#先后予以亚胺培南*替考拉宁*氟康唑*两性霉

素等抗感染无效#予以解热镇痛药能退热#
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周后又予以

631'X

方案联合化疗#肝功一度好转#但
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周后再度恶化#并
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年
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细胞系统性增生为特征#属于大颗粒淋

巴细胞白血病$
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&中的一型#为
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系
W&WW

增生所

致#它高发于东亚人群#主要见于少年和青壮年#中位发病年龄

为
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)目前世界卫生组织
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!f

细胞肿瘤
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发病原因尚不明确#已有研究显示
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可能与逆转录病毒

感染等相关#与
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病毒感染高度相关#多数患者可检测到
'T

病毒#但本例患者经核酸检测未发现
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病毒及
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(证
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预后较
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患者预后好#二者的中位生存时间分别为
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个月和
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个月#但例数有限#分别为
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例和
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例)本

例患者发病处于产褥期#查阅文献仅发现
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例女性妊娠期患

%!fW

白血病'

-

(

#因此
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与女性妊娠及产褥关系有待研

究)日本学者研究表明
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#其中数量较大病例为

华山医院中美白血病协作组报道的
.
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)从已有报道看所

有
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病例均有发热*淋巴结*肝*脾大#个别病例出现少见

临床表现)国内杨丽云等'
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(报道
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例以眼球突出就诊
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患者%梁虹等'
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)

例
%!fW

患
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鉴别的疾病是-惰性
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细胞淋巴细胞

增生性疾病$

V!fWXP

&.亦称慢性
!f

细胞淋巴细胞增多症*

!f

细胞大颗粒淋巴细胞增多症及大颗粒
A

淋巴细胞白血病

$

A?W&WW

&#多见于西方人群#临床过程均为慢性#免疫表型亦

与
%!fW

有差异'
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)本例患者经流式细胞仪检测肿瘤细胞

表型符合
!f

细胞的标记#
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检测
V
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基因重排$
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基因$
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&#结合患者临床表现诊断为
%!fW
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目前认为
%!fW

临床治疗效果不佳与肿瘤细胞高表达耐

药蛋白
X

糖蛋白有关#近年来有研究显示含有左旋门冬酰胺

酶的联合化疗方案对于
!f

"

A

细胞的淋巴瘤和
!f

细胞白血

病效果较好)
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(采用左旋门冬酰胺酶联合
631X

方案治疗
!f

"

A

细胞淋巴瘤和
!f

细胞白血病总共
)8

例#其

中
/

例获得完全缓解$
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&#但从该研究可以看出
4

期的淋巴

瘤和
%!fW

效果并不理想#未有获
60

病例)而
eFKF

E
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等'
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(报道采用地塞米松*甲氨蝶呤*异环磷酰胺*左旋门冬酰

胺酶及足叶乙甙组成的方案$
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期临床治疗
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例
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A

细胞淋巴瘤和
!f

细胞白血病患者#有
-

例获
60

#但所有患

者均出现粒细胞缺乏等不良反应)因此作者初治选用了门冬

酰胺酶*足叶乙甙*地塞米松#同时也选用淋巴细胞白血病常用

的药物长春瑞滨*米托蒽醌#这些药物与
X

糖蛋白关系均不密

切#治疗后按
6GC(:>

等'

)-

(的标准#患者症状消失#骨髓未见肿

瘤细胞#外周血白细胞*血小板恢复正常#肝*脾不大#
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降

至正常#应属于
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#但该方案也显示骨髓抑制较重#血液学毒

性已达
+

级#同时
!f

细胞白血病患者因其固有免疫缺陷加之

化疗后粒缺#患者两次化疗均并发感染)
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易复发#本例

患者
60

仅持续不到
$

月复发#因凝血象异常及肝功能受损较

前加重#故未再选用含门冬酰胺酶方案#改为强化
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方

案#从治疗效果看未获缓解)最近来自日本的研究报道
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行异基因造血干细胞移植可能取得较长时间生存#但

病例仅
-

例'

-

(

%国内报道病例大都短时间内死亡#死亡原因常

为脏器功能衰竭*凝血功能障碍*出血等)由于
%!fW

进展

快#患者中位生存时间一般少于
$

个月'

$

#

<

(

#患者配型*移植时

间紧迫#还需要进一步探讨有效化疗缓解方案及巩固方案)
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率
$+G

均超过
<8Z

#

+@G

均超过
//Z

#

/$G

均超过
@8Z

)

A

!

讨
!!

论

高效的
K;0!%

阻遏物转染是研究
K;0!%

生物学作用的

基本途径#故选择最合适的转染方法是整个实验成败的第
)

步)目前#

K;0!%

阻遏物转染的方法众多#但各有优缺点)磷

酸钙沉淀法重复性差*转染效率低#电穿孔法无法避免高水平

的细胞毒性#显微注射法技术要求高*操作繁琐*工作效率低*

装置昂贵#逆转录病毒法耗时长且价格昂贵#尤其不适合于有

效片段的筛选实验#且需考虑安全因素'

+

(

%阳离子脂质体试剂

可形成微小的$平均大小约
),,

$

+,,>K

&单层脂质体)这些

脂质体带正电#可以靠静电作用结合到
P!%

的磷酸骨架上以

及带负电的细胞膜表面#故其容易透过细胞膜#在各种体外培

养细胞的
0!%

干扰实验中得到了广泛的应用'

<

(

#但仍有一定

的细胞毒作用#而且对于原代细胞*悬浮细胞仍存在转染效率

低的情况)本实验使用的磁性转染方法将磁性纳米微粒与

K;0!%

阻遏物结合成磁性
K;0!%

复合体#在磁力的作用下

进行转染#该方法还可与其他转染方法结合#提高
K;0!%

阻

遏物转染效率'

8

(

#为了探讨最佳的将
K;0?$$)

阻遏物转染至

3C

Q

&$

细胞的方法#本实验对比了
/

种转染试剂的
K;0!%?

$$)

敲除率#结果显示在各个时间段#

SF

E

>CD:#CID;:>

联合
H;?

Q

:#CIDFK;>C$,,,

$即
I:KL;S%&>CD:#CID;:>

&均获得了比其他

方法更强的
K;0!%

敲除#为
K;0!%

阻遏物转染提供了新的

选择)

K;0!%

敲除率由多种因素共同支配#如转染方法*转染细

胞状态*

K;0!%

阻遏物浓度*转染试剂的用量*转染复合物的

孵育时间*培养液中血清和抗生素含量等'

+

(

)转染试剂与转染

物使用过量可引起细胞形状改变*脱落*甚至死亡#直接影响着

转染的效率#故对转染条件进行优化是成功的
K;0!%

干扰实

验的前提)本实验对比了
I:KL;S%&>CD:#CID;:>

不同的用量

以及不同
K;0!%

阻遏物浓度的
K;0!%

敲除效果)结果显示

最佳的实验条件是!

$

#

WI:KL;S%&>CD:#CID;:>

"

$,,>K:H

"

W

K;0!%

阻遏物"
$+

孔板"
/$G

#

K;0!%

敲除率为
/$Z

)由于

K;0?$$)

本身对细胞增殖有影响'

/

(

#故本实验使用与细胞增殖

无关的
K;0?).)

阻遏物来检验
I:KL;S%&>CD:#CID;:>

转染系

统的细胞活力)结果显示细胞活性高#证明
I:KL;S%&>CD:?

#CID;:>

转染系统操作过程对细胞损伤小#细胞毒性效应低)

反向转染法与传统正向转染法的区别是传统方法需在转

染前
)9

接种细胞铺板#培养
$+G

后再加转染复合物进行转

染%而反向转染则是先加入转染试剂和
K;0!%

阻遏物混合物

在培养板上共同温育数
),K;>

#然后加入细胞铺板培养#其优

点可节约培养时间'

@

(

)避免传统正向转染方法培养条件的频

繁变化对细胞表达可能产生的影响%对于某些贴壁重叠生长的

细胞#可使细胞更完全的接触转染混合物#提高转染效率)本

实验发现反向转染法的
K;0!%

敲除率明显高于传统正向转

染法#有可能因为
GC

Q

&$

细胞部分可重叠生长#在传统的正向

转染中#并非所有的细胞都能均匀的接触转染混合物#从而影

响了
K;0!%

的敲除效率)反向转染法使用细胞悬液进行转

染#同时在磁力及脂质体的双重作用下#

K;0!%

阻遏物可以更

彻底的接触细胞#得以高效的转入细胞中)本课题组也对比了

正反向转染数个
K;0!%

模拟物$

K;0?$$)

#

K;0?$$+

#

K;0?)+<F

等&的实验#发现反向转染的效果均优于正向转染$结果未示&)

该转染条件可用于后续的
K;0!%

在肝癌中生物学作用的

研究)

综上所述#本实验结果提示人肝癌细胞适合应用磁性纳米

微粒反向转染法进行化学合成
K;0!%

阻遏物及模拟物的转

染#

K;0!%

阻遏物及模拟物浓度*磁性纳米微粒用量*转染时

间及反向转染的使用是转染的重要影响因素)
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