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蛋白与基因在混合细胞型霍奇金淋巴瘤中表达和临床意义"

任明强$

!谭天海$
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"遵义医学院附属医院#
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血液科$
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病理科!贵州遵义
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"摘要#

!

目的
!

探讨
6.=;!<8D#,

蛋白与基因在混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者中的表达情况及其临床意义'方法
!

分别采用

免疫组化法和
46.ZK4

同时检测
02

例混合细胞型霍奇金淋巴瘤和
1%

例淋巴结反应性增生淋巴结组织及其骨髓
34T5

中
6.

=;!<8D#,

的表达情况!分析其与患者临床病理特征和预后的关系'结果
!

6.=;!<8D#,

蛋白在混合细胞型霍奇金淋巴瘤阳性表达率

'$&$P

"

$0

(

02

%显著低于淋巴结反应性增生
(%&%P

"

$/

(

1%

%$

6.=;!<8D#,34T5

的相对表达量在混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者显

著少于淋巴结反应性增生患者"

!

$

%&%2

%'混合细胞型霍奇金淋巴瘤中
6.=;!<8D#,

表达与患者
6TR

分期和结外累及有关"

!

$

%&%2

%!与患者年龄&性别&

VHK

&

ZN6

&

Q?

&

N\Q

和
ẐF

评分无相关"

!

%

%&%2

%'多因素
N"

:

#+9#=

回归分析显示!

6TR

分期和
6.

=;!<8D#,

阴性表达是混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者结外累及的独立危险因素'经过
N"

:

.D;,I

检验显示!混合细胞型霍奇金淋巴

瘤患者
6.=;!<8D#,

阴性表达和
6.=;!<8D#,

阳性表达的
1

年生存率分别是
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和
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年生存率分别是
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和
/2&-P
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年生存率分别是
0$&(P

和
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@;,.R8#8D

生存分析显示
6.=;!<8D#,

阴性表达
2

年生存

率明显低于
6.=;!<8D#,

阳性表达组"

!

$

%&%2

%'结论
!

6.=;!<8D#,

表达减少和混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者
6TR

分期和结外

累及有相关性!

6.=;!<8D#,

可能成为评价混合细胞型霍奇金淋巴瘤预后相关的一种新型分子标记物'
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混合细胞型霍奇金淋巴瘤是一种国内最常见的经典型霍

奇金淋巴瘤#约占经典型霍奇金淋巴瘤的
'%P

#主要在儿童和

老年人中发病'

$

(

)已有报道年龄*性别*

6TR

分期*白细胞计

数*淋巴细胞计数和结外累及是影响混合细胞型霍奇金淋巴瘤

预后因素'

1

(

)但是混合细胞型霍奇金淋巴瘤的诊断和预后分

子标记物依旧存在较大争议#缺乏特异相关的预后指标指导治

疗)

6.=;!<8D#,

属于细胞黏附分子
=;!<8D#,

超家族的成员之

一#因缺失
=;!<8D#,

分子中跨膜区被截短而得名$又称
K\Q$'

或
Q.=;!<8D#,

&#研究发现
6.=;!<8D#,

在肺癌*肝癌*宫颈癌和

结直肠癌等中存在显著低表达或表达缺失#并影响肿瘤患者预

后'

'

(

)然而国内外尚缺乏
6.=;!<8D#,

对混合细胞型霍奇金淋

巴瘤的相关研究)因此#本研究采用免疫组织化学法和
46.

ZK4

检测
6.=;!<8D#,

在混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者淋巴结

和骨髓细胞中的表达情况#探讨
6.=;!<8D#,

能否成为混合细胞

型霍奇金淋巴瘤发生*发展的分子标记物#为指导混合细胞型

霍奇金淋巴瘤诊断和预后提供理论依据)

=

!

资料与方法

=&=

!

一般资料
!

选取
1%%1

年
1

月至
1%$%

年
1

月遵义医学院

-0)0

重庆医学
1%$2

年
$$

月第
00

卷第
''

期

"

基金项目!贵州省科技厅计划项目$黔科合
X

字'

1%%(

(

1$-2

号&)

!

作者简介$任明强$

$(--L

&#副教授#硕士#主要从事恶性血液病研究)



附属医院住院患者#其中混合细胞型霍奇金淋巴瘤
02

例为实

验组#其中男
1(

例#女
$)

例#年龄
$/

!

-1

岁#中位年龄
0'

岁#

6TR

分期
(

*

)

期共
$0

例和
,

*

+

期共
'$

例#均为淋巴结内

原发病变)另取同时期淋巴结反应性增生的初治患者
1%

例为

对照组#男
$$

例#女
(

例#年龄
1$

!

)(

岁#中位年龄
0$

岁)诊

断标准符合,张之南血液病诊断及疗效标准-$第
'

版&#所有患

者均活检淋巴结组织#并对标本制作石蜡冰冻切片保存%同时

02

例患者采集骨髓细胞用于
46.ZK4

检测)

=&>

!

方法

=&>&=

!

免疫组织化学法
!

将石蜡标本包埋并制作
1

#

3

连续

病理切片#按照免疫组化染色说明书中的方法进行染色)

\5H

试剂盒和
FZ

染色试剂盒均从重庆生物制品有限公司购买#兔

抗人
6.=;!<8D#,

单克隆抗体购自上海
57#7;F

B

+983+H#"@"

:B

公司)由两位病理医生进行双盲阅片#结果取平均值)免疫组

织化学结果判定标准!采用半定量对
6.=;!<8D#,

进行分析#按

阳性细胞的染色强度记分等级为
%

分$阴性&*

$

分$弱阳性&*

1

分$中度阳性&和
'

分$强阳性&%按染色阳性细胞百分比记分等

级为
%

分$

$

$%P

细胞阳性&*

$

分$

$%P

!

12P

细胞阳性&*

1

分

$

1)P

!

2%P

细胞阳性&*

'

分$

2$P

!

-2P

细胞阳性&*

0

分$

%

-2P

细胞阳性&%将染色强度和染色百分比相乘得到的分数即为

最后染色水平分级!

%

!

'

分定义为阴性#

0

!

$1

分定义为阳性)

=&>&>

!
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法
!

根据
e8,?;,I

中报道的人
6.=;!<8D#,

的

基因序列#用
ZD#38DZD8.3#8D2&%

软件设计
6.=;!<8D#,

基因的

引物序列)上游引物为
2S.5KKK5eK5ee66eeK6e55.'S

#

下游引物为
2S.KK6KK5eee6656K5eK555e6K.'S

#长度

$-0?

E

)以
e5Z\Q

为内参照#设计特异性序列引物#上游引

物为
2S.6ee5556K556eee55eK5ee.'S

#下游引物为
2S.

565ee6e556K5eK5e56ee5eK.'S

#长度
$(%?

E

)引物

均由大连宝生物工程公司合成)

02

例患者取相应骨髓
23N

#

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

!

$%

&

a$%

) 细胞与
6D#O"@

总
4T5

提取液
$3N

混匀#

冻存于
L1%_

环境中)采用
6D#O"@

法一步提取骨髓单个核细

胞的总
4T5

)产物用
1%

#

N

的
\MZK

水溶解)

4T5

完整度

检测用电泳法#

4T5

含量和纯度的计算则用紫外分光光度计

测量)提取
$

#

N

的总
4T5

来构成
$%

#

N

反应体系#并参照逆

转录试剂盒说明书以进行
=\T5

合成)将
=\T5

用于进一步

常规
ZK4

扩增)条件为!

(0_

预变性
$3#,

#

(0_'%+

#

2/_

'%+

#

-$_0%+

#共
'%

个循环#最后
-1_

延伸
23#,

)

=&?

!

研究内容
!

分析混合细胞型霍奇金淋巴瘤和淋巴结反应

性增生患者中
6.=;!<8D#,

表达情况#混合细胞型霍奇金淋巴瘤

患者临床病理特征年龄*性别*

VHK

*

ZN6

*

Q?

*

N\Q

*

6TR

分

期和结外累及与
6.=;!<8D#,

表达强度的关系%将年龄*性别*

VHK

*

ZN6

*

Q?

*

N\Q

*

6TR

分期*结外累及和
6.=;!<8D#,

阳

性表达纳入混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者结外累及多因素

N"

:

#+9#=

回归分析%并对混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者进行
2

年随访#分析
6.=;!<8D#,

阳性表达和远期预后的关系)混合细

胞型霍奇金淋巴瘤一线方案选
5Hf\

经
0

!

)

个疗程后判断

疗效)第
$

年每
'

月进行
$

次随访#第
1

年以后每
)

个月进行

$

次随访#以
1

*

'

和
2

年的总生存率为远期预后评价指标#并

绘制两组患者的生存曲线#比较两组患者的远期预后疗效)

=&C

!

统计学处理
!

采用
FZFF$)&%

软件进行统计学分析#对

计数资料采用
!

1 检验#多因素
N"

:

#+9#=

回归分析混合细胞型霍

奇金淋巴瘤患者结外累及与临床病理特征的关系)两组生存资

料采取
[;

E

@;,.R8#8D

方法绘制生存曲线#采用
N"

:

.D;,I

检验分

析组间差异)以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

6.=;!<8D#,

在混合细胞型霍奇金淋巴瘤和淋巴结反应性

增生患者中的表达
!

6.=;!<8D#,

的表达主要定位于细胞膜上#

其在混合细胞型霍奇金淋巴瘤和淋巴结反应性增生患者中的

阴性表达分别为
)/&(P

和
$%&%P

#阳性表达分别为
'$&$P

和

(%&%P

#两组间差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#见图
$

*表
$

)

表
$

!!

6.=;!<8D#,

在混合细胞型霍奇金淋巴瘤和淋巴结

!!!

反应性增生患者中的表达"

#

%

P

&#

组别
#

6.=;!<8D#,

表达

阴性 阳性
!

1

!

混合细胞型霍奇金淋巴瘤
02 '$

$

)/&(

&

$0

$

'$&$

&

$(&1

$

%&%$

淋巴结反应性增生
1% 1

$

$%&%

&

$/

$

(%&%

&

!!

5

!淋巴结反应性增生%

H

!混合细胞型霍奇金淋巴瘤)

图
$

!!

6.=;!<8D#,

在混合细胞型霍奇金淋巴瘤与淋巴结

反应性增生中的表达%

FZa0%%

&

>&>

!

6.=;!<8D#,34T5

在混合细胞型霍奇金淋巴瘤和淋巴结

反应性增生的相对表达量
!

6.=;!<8D#,34T5

在混合细胞型

霍奇金淋巴瘤中表达显著减少#相对表达量为
%&')J%&%'

#而

在淋巴结反应性增生中大量表达#相对表达量为
%&/-J%&%-

#

二者间差异有统计学意义$

8b'$&''

#

!

$

%&%2

&)这一结果和

免疫组化蛋白表达趋势结果相一致)

>&?

!

6.=;!<8D#,

表达与混合细胞型霍奇金淋巴瘤临床特征的

关系
!

混合细胞型霍奇金淋巴瘤中
6.=;!<8D#,

表达与患者

6TR

分期和结外累及有关$

!

$

%&%2

&#与患者年龄*性别*

VHK

*

ZN6

*

Q?

*

N\Q

和
ẐF

评分无相关性$

!

%

%&%2

&#见

表
1

)

表
1

!!

6.=;!<8D#,

表达与混合细胞型霍奇金淋巴

!!!

瘤临床特征的关系%

#

&

病理指标
#

6.=;!<8D#,

表达

阴性 阳性
!

1

!

年龄$岁&

%&%'- %&2)%

!&

2% 1/ $( (

!$

2% $- $1 2

性别
%&%(0 %&2$%

!

男
1( 1% (

!

女
$) $$ 2

VHK %&%$% %&2/-

!&

$%a$%

(

"

N

1' $) -

!$

$%a$%

(

"

N

11 $2 -

ZN6 %&%%' %&)%'

!&

$%%a$%

(

"

N

1) $/ /

!$

$%%a$%

(

"

N

$( $' )

Q? %&%($ %&2%-

!&

$1%

"

N 1$ $0 -
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"

N 10 $- -
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续表
1

!!

6.=;!<8D#,

表达与混合细胞型霍奇金淋巴

!!!

瘤临床特征的关系%

#

&

病理指标
#

6.=;!<8D#,

表达

阴性 阳性
!

1

!

N\Q %&%%' %&)%'

!

正常
$( $' )

!

升高
1) $/ /

6TR

分期
)&01) %&%$2

!(!)

$0 ) /

!,!+

'$ 12 )

ẐF

评分$分&

%&2'0 %&'-0

!$

' '/ 1- $$

!&

' - 0 '

结外累及
(&)21 %&%%0

!

无
$1 0 /

!

有
'' 1- )

>&C

!

混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者结外累及与临床病理特征

的关系
!

在混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者中#结外累及与年

龄*性别*

VHK

*

ZN6

*

Q?

和
N\Q

无关$

!

%

%&%2

&#与
6TR

分

期和
6.=;!<8D#,

阴性表达有关$

!b%&%$1

*

%&%%/

&)多因素

N"

:

#+9#=

回归分析显示#影响混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者结

外累及
QC

由大到小依次为
6.=;!<8D#,

阴性表达*

6TR

分期*

性别*年龄*

ZN6

*

VHK

*

Q?

和
N\Q

#见表
'

)

表
'

!!

结外累及与临床病理特征的多因素

!!!

N"

:

#+9#=

回归分析

危险因素 标准误$

@N

&

! QC (2P%B

年龄
%&$$% %&00%$&$$' %&('1

!

$&11$

性别
%&11$ %&%)2$&$/' %&(-'

!

$&''1

VHK %&0') %&'$1$&%$/ %&/12

!

$&$%0

ZN6 %&0$% %&$%0$&$%$ $&%%%

!

$&'0'

Q? %&10% %&$0'$&%$0 %&/10

!

$&1)'

N\Q %&'12 %&2-2%&($2 %&-/0

!

$&%/0

6TR

分期
%&$1' %&%$1$&')2 $&%'$

!

$&22$

6.=;!<8D#,

阴性表达
%&'$) %&%%/$&01' $&1'-

!

$&)2)

>&F

!

混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者
6.=;!<8D#,

表达与生存预

后的关系
!

经过
N"

:

.D;,I

检验显示#混合细胞型霍奇金淋巴

瘤患者
6.=;!<8D#,

阴性表达和
6.=;!<8D#,

阳性表达的
1

年生

存率分别是
/'&(P

和
(1&(P

$

!

%

%&%2

&%

'

年生存率分别是

-$&%P

和
/2&-P

$

!

%

%&%2

&%

2

年生存率分别是
0$&(P

和

-/&)P

$

!b%&%10

&#见表
0

)同时绘制
[;

E

@;,.R8#8D

图#显示

6.=;!<8D#,

阴性表达
2

年生存率明显低于
6.=;!<8D#,

阳性表

达$

!b%&%'/

&#见图
'

)

表
0

!!

6.=;!<8D#,

表达与混合细胞型霍奇金淋巴

!!!

瘤患者生存率"

#

%

P

&#

总生存率
6.=;!<8D#,

阴性

表达$

#b'$

&

6.=;!<8D#,

阳性

表达$

#b$0

&

!

1

!

1

年
1)

$
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$'

$

(1&(

&

%&)-0 %&'/1

'

年
11

$

-$&%

&

$1

$
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&

$&$') %&12%

2

年
$'

$
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$
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图
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6.=;!<8D#,

表达与混合细胞型霍奇金淋巴瘤

患者生存曲线

?

!

讨
!!

论

混合细胞型霍奇金淋巴瘤是一种以
4.F

细胞为主#并伴有

嗜酸细胞*淋巴细胞*浆细胞等多种细胞常见的经典型霍奇金

淋巴瘤#活检可见以瘤细胞
K\'%

*

K\$2

*

Z5i.2

染色阳性及

^

:

Q

*

6K4

基因重排为特征'

0.2

(

)混合细胞型霍奇金淋巴瘤存

在播散倾向#生存期相对短*易复发等特点#部分患者预后差)

目前#霍奇金淋巴瘤治疗及预后相关因素是研究热点#不同的

研究中提出了不同的临床预后因素#霍奇金淋巴瘤的预后因素

仍未统一'

)

(

)

6.=;!<8D#,

属于细胞黏附分子
=;!<8D#,

超家族#主要通过

调节钙介导的细胞黏附*细胞极性及形态形成*细胞聚集和迁

移*细胞识别和信号转导'

-

(

)

6.=;!<8D#,

表达缺失使细胞间黏

附力减弱#从而促进肿瘤细胞转移#与肿瘤发展及转移呈负相

关'

/

(

)目前#

6.=;!<8D#,

在多种肿瘤$胃癌*鼻咽癌*结直肠癌*

肝癌*宫颈癌*乳腺癌等&中呈低表达#并且是不良预后指

标'

(.$$

(

)而
=;!<8D#,

超家族中#

M.=;!<8D#,

对维持上皮细胞形

态和结构完整性有着重要作用#

T.=;!<8D#,

则会促进癌细胞从

癌组织脱落并使其与正常内皮或基质黏附)目前暂缺混合细

胞型霍奇金淋巴瘤中
6.=;!<8D#,

表达研究的报道#混合细胞型

霍奇金淋巴瘤预后与多种因素有关#但多数标志与患者预后的

关系仍不十分清楚'

$1

(

)在本研究中发现在混合细胞型霍奇金

淋巴瘤中
6.=;!<8D#,

呈显著低表达#结果显示
6.=;!<8D#,

在混

合细胞型霍奇金淋巴瘤中的阳性表达显著低于淋巴结反应性

增生$

!

$

%&%2

&#在国内多项研究发现
6.=;!<8D#,

在鼻咽癌*

胃癌等肿瘤中阳性表达也显著降低'

$'

(

)同时采用
46.ZK4

检

测结果显示
6.=;!<8D#,34T5

在混合细胞型霍奇金淋巴瘤中

相对表达量显著低于淋巴结反应性增生$

!

$

%&%2

&#这一结果

和免疫组织化学结果类似)进一步分析
6.=;!<8D#,

表达与临

床预后等相关因素间关系#表明混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者

6.=;!<8D#,

表达与年龄*性别*

VHK

*

ZN6

*

Q?

*

N\Q

和
ẐF

评

分无相关性$

!

%

%&%2

&#与
6TR

分期和结外累及相关$

!

$

%&%2

&#表明低表达
6.=;!<8D#,

的混合细胞型霍奇金淋巴瘤侵

袭性强*危险度高*病情易进展)结外累及作为独立重要预后

因素#在多因素
N"

:

#+9#=

回归分析中#显示
6TR

分期和
6.

=;!<8D#,

阴性表达是混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者结外累及

的独立危险因素#表现
6.=;!<8D#,

阴性表达与结外累及密切关

系#提示
6.=;!<8D#,

为判断混合细胞型霍奇金淋巴瘤预后有重

要价值)分析其作用机制#主要是
6.=;!<8D#,

基因启动子甲基

化导致
6.=;!<8D#,

蛋白表达显著降低或缺失%同时#

6G#+9

*

YMH$

*

F,;#@

等多种转录因子可直接抑制
6.=;!<8D#,

转录%

Ẑ'[

"

5[6

*

4;+

"

4;>

等多种信号转导途径可活化核内转录因

子以抑制
6.=;!<8D#,

表达'

$0

(

%

6.=;!<8D#,

蛋白的缺失使得肿瘤

间黏附力减弱#从而导致肿瘤细胞的浸润和转移'

$2

(

)此外#随

访
2

年显示混合细胞型霍奇金淋巴瘤患者
6.=;!<8D#,

阴性表

达生存率明显低于
6.=;!<8D#,

阳性表达患者#并随着时间的推

(0)0

重庆医学
1%$2

年
$$
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00

卷第
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期



移两组间生存率的差异逐渐增加#这可能和
6.=;!<8D#,

随着肿

瘤的进展而呈进行性丢失有关)

由此可以推断
6.=;!<8D#,

表达减少在混合细胞型霍奇金

淋巴瘤中与临床预后密切相关#

6.=;!<8D#,

可能成为混合细胞

型霍奇金淋巴瘤预后相关的重要分子标记物#为进一步指导混

合细胞型霍奇金淋巴瘤临床治疗提供初步理论依据)
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