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　　【摘要】　目的　研究 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排与微卫星 ＤＮＡ改变在 Ｂ细胞淋巴瘤发生发展中的作用以及
ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排与微卫星不稳定和杂合性缺失之间的关系。 方法　应用巢式 ＰＣＲ方法检测 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基
因重排；选取 １４ 号染色体上 ２个微卫星多态性标记，采用聚合酶链反应唱单链构象多态性分析法（ＰＣＲ唱ＳＳＣＰ）
检测 ３７例 Ｂ细胞淋巴瘤中微卫星不稳定和杂合性缺失。 结果　３７ 例 Ｂ细胞淋巴瘤中，ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排
频率为 ２４畅３％（９／３７）；微卫星不稳定发生率为 ４８畅６％（１８／３７），杂合性缺失发生率为 ４０畅５％（１５／３７），其中
Ｄ１４Ｓ６５位点微卫星不稳定和杂合性缺失频率较高，分别为 ２９畅７％（１１／３７）和 ２７％（１０／３７）。 经统计学分析
结果显示：Ｄ１４Ｓ６５ 位点 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排与微卫星不稳定有关（P ＜０畅０５），与杂合性缺失无关（P ＞０畅０５）；
但 Ｄ１４Ｓ４５ 位点 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排与微卫星不稳定和杂合性缺失无关（P＞０畅０５）。 结论　Ｄ１４Ｓ６５是 Ｂ细胞
淋巴瘤中敏感的检测位点，ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排和微卫星不稳定性可能共同导致 Ｂ细胞淋巴瘤的发生。

【关键词】　淋巴瘤，Ｂ细胞；　基因，ｂｃｌ唱２；　微卫星不稳定性；　杂合子丢失；　基因重排
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｂｃｌ唱２ ｇｅｎｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｂ唱ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ，ａｎｄ ｔｏ ｄｉｓｃｕｓｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ ｇｅｎｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｌｏｓｓ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ．Methods　Ｔｈｉｒｔｙ唱ｓｅｖｅｎ ｃａｓｅｓ ｏｆ Ｂ唱ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｆｏｒ ｂｃｌ唱２ ｇｅｎｅ
ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｎｅｓｔｅｄ唱ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ；ｔｗｏ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｋｅｒｓ ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １４ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ （ ＭＳＩ ａｎｄ ＬＯＨ ） ｂｙ ｓｉｎｇｌｅ唱ｓｔｒａｎｄ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ （ ＰＣＲ唱ＳＳＣＰ ）．
Results　Ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｒａｔｅ ｏｆ ｂｃｌ唱２ ｇｅｎｅ ｗａｓ ２４畅３％（９／３７） ｉｎ ３７ Ｂ唱ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ ｃａｓｅｓ；Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＳＩ ｗａｓ
４８畅６％（１８／３７），ｗｈｉｌｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＬＯＨ ｗａｓ ４０畅５％（１５／３７）．Ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ＭＳＩ／ＬＯＨ ｗａｓ ａｔ ｌｏｃｕｓ ｏｆ
Ｄ１４Ｓ６５（２９畅７％，２７％）．Ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ ｇｅｎｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＳＩ ａｔ Ｄ １４Ｓ６５（P ＜０畅０５），ｗｈｉｌｅ ｎｏ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＳＩ ｏｒ ＬＯＨ ａｎｄ ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ ｇｅｎｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ａｔ Ｄ１４Ｓ４５ （ P ＞０畅０５ ）．
Conclusion　Ｄ１４Ｓ６５ ｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ Ｂ唱ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ，ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ ｇｅｎｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ａｎｄ ＭＳＩ
ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｂ唱ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ．

【Key words】　Ｌｙｍｐｈｏｍａ，Ｂ唱ｃｅｌｌ；　Ｇｅｎｅｓ，ｂｃｌ唱２；　Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ；　Ｌｏｓｓ ｏｆ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；　
Ｇｅｎｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ

　　非霍奇金淋巴瘤是一组来源于淋巴免疫系统的一
种常见的恶性肿瘤，从肿瘤细胞来源角度可分为 Ｔ 细
胞肿瘤和 Ｂ细胞肿瘤两型［１唱２］ 。 目前发现约 ９０％的恶
性淋巴瘤涉及克隆性染色体易位，ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因重排
是 Ｂ细胞淋巴瘤常见的染色体易位［３唱４］ 。 基因组不稳

定是肿瘤细胞行为改变的基础，微卫星不稳定是衡量
细胞基因组稳定性的敏感指标，本研究通过对
Ｄ１４Ｓ６５、Ｄ１４Ｓ４５位点进行微卫星不稳定和杂合性缺失
检测，与 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排进行相关性分析。

资料与方法

一、一般资料
标本来自 ２００５ 年 １月至 ２００７ 年 １０ 月遵义医学院

附属医院病理科的淋巴瘤存档材料 ３７ 例，男 ２２ 例，女
１５ 例；年龄最大者 ７２ 岁，最小年龄为 ９ 岁，平均 ４８畅９
岁。 男∶女为１畅５∶１。 所有病例均经病理学免疫组织化
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（ＣＤ２０、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ７９ａ、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＢＣＬ唱２、
Ｋｉ６７ 等）检查确诊。
二、实验试剂
（１）石蜡包埋组织 ＤＮＡ 抽提试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ

公司）、全血基因组 ＤＮＡ 分离试剂盒（ＢＢＩ 公司）；（２）
ＰＣＲ扩增相关试剂、电泳相关试剂购于上海生物工程
公司；（３）ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排引物：由上海生物工程技
术有限公司合成，内引物 Ｐ１：５′唱ＣＴＣＧＣＴＣＧＣＣＣＡＡＣ唱
ＣＡＧＧＧＴＣＣＣＴＴＧＧＣＣＣＣＡ唱３′； Ｐ２： ５′唱ＣＴＧＧＴＴＣＧＧＣ唱
ＣＣＡＴＴＡＧＡＧＡＧＡＧＴＴＧＣＴＴＴＡＣＧＴＧ唱３′；外引物 Ｐ１：５′唱
ＡＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＣＣＡＧＧＧＴ唱３′； Ｐ２： ５′唱ＧＣＡＡＴ唱
ＴＣＣＧＣＡＴＴＴＡＡＴＴＴＣＡＴＧＧＴＡＴＴＣＡＧＧＡ唱３′。

三、方法
１．石蜡组织 ＤＮＡ提取：切取 ８ μｍ 厚切片 １０ 张，

对照镜下组织学形态分离肿瘤组织及周边正常组织，
应用石蜡包埋组织 ＤＮＡ抽提试剂盒进行抽提。

２．聚合酶链反应（巢式 ＰＣＲ）检测 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因
重排：（１）提取石蜡包埋组织 ＤＮＡ。 （２）巢式 ＰＣＲ 扩
增：反应体系为 ２５ μｌ。 首轮扩增模板取基因组 ＤＮＡ ２
μｌ，９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ６０ ｓ，６０ ℃退火 ６０ ｓ，
７２ ℃延伸 ９０ ｓ，循环 ４０ 次，７２ ℃后延伸 ７ ｍｉｎ；第二轮
扩增模板取第一轮扩增产物１ μｌ，９４ ℃变性 ６０ ｓ，６５ ℃
退火 ６０ ｓ，７２ ℃延伸 ９０ ｓ，循环 ３０ 次，７２ ℃后延伸
７ ｍｉｎ。 （３）电泳：２％琼脂糖凝胶水平电泳唱溴化乙啶染
色检测 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排扩增产物。 （４）结果判断：
肿瘤组织和反应性淋巴结比较出现目的条带为 ｂｃｌ唱２／
ＩｇＨ基因重排阳性。

３．微卫星不稳定和杂合性缺失的检测：（１）石蜡
包埋组织 ＤＮＡ和外周血 ＤＮＡ的提取；（２）微卫星位点
选择：ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因融合区及周围位点（Ｄ１４Ｓ６５ 和
Ｄ１４Ｓ４５）；（３）微卫星 ＰＣＲ扩增和电泳：２％琼脂糖凝胶
电泳出现目的条带样本进行 ８％变性聚丙烯酰胺凝胶
垂直电泳、硝酸银染色；（４）结果判断［５］ ：肿瘤组织和同
一患者自身外周血 ＤＮＡ在相同条件下电泳，出现完全
一致的电泳条带，则微卫星不稳定为阴性；如果二者比
较出现条带的移位或获得额外的条带，为微卫星不稳
定；若出现条带的消失，为杂合性缺失。
四、统计学方法
采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 统计软件进行确切概率法检验

（Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ ｉｎ ２ ×２ ｔａｂｌｅ）相关分析，P ＜０畅０５ 为
有统计学差异。

结　　果

１．ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因重排情况：３７ 例 Ｂ 细胞淋巴瘤
中有 ９例发生 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排，发生频率为 ２４畅３％

（９／３７）。
２．Ｂ细胞淋巴瘤中微卫星不稳定和杂合性缺失分

析：３７ 例 Ｂ 细胞淋巴瘤通过 ＰＣＲ唱ＳＳＣＰ 分析有 １８ 例
（４８畅６％）标本表现出微卫星不稳定。 在微卫星位点
Ｄ１４Ｓ６５、Ｄ１４Ｓ４５表现出微卫星不稳定性的频率分别为
２９畅７％（１１／３７），１８畅９％（７／３７） （图 １，２）。 有 １５ 例表
现出杂合性缺失，微卫星位点 Ｄ１４Ｓ６５、Ｄ１４Ｓ４５ 杂合性
缺失的频率分别为 ２７畅０％（１０／３７）、１３畅５％（５／３７）。

３．ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排与不同位点微卫星不稳定／
杂合性缺失的关系：结果见表 １ ～４，３７ 例 Ｂ 细胞淋巴
瘤中 ９ 例 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因重排阳性，其中 Ｄ１４Ｓ６５ 位点
微卫星不稳定阳性的 ６ 例，微卫星不稳定阴性的 ３ 例，
二者有关（P ＜０畅０５）；Ｄ１４Ｓ４５ 位点 ７ 例微卫星不稳定
阳性的 Ｂ 细胞淋巴瘤中，ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因重排阳性为 ３
例，二者无相关（P ＞０畅０５）。

表 1　３７例 Ｂ细胞淋巴瘤 ｂｃｌ唱２／ｌｇＨ基因重排
与 Ｄ１４Ｓ６５ 位点微卫星不稳定分析（例）

微卫星不稳定
ｂｃｌ唱２ 基因重排

＋ －
合计

＋ ６ )５ 构１１ )
－ ３ )２３ 屯２６ )
合计 ９ )２８ 屯３７ )

　　注：经 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ检验，P ＝０畅０１１

表 2　３７例 Ｂ细胞淋巴瘤 ｂｃｌ唱２／ｌｇＨ基因重排
与 Ｄ１４Ｓ６５ 位点杂合性缺失分析（例）

杂合性缺失
ｂｃｌ唱２ 基因重排

＋ －
合计

＋ ４ )６ 构１０ )
－ ５ )２２ 屯２７ )
合计 ９ )２８ 屯３７ )

　　注：经 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ检验，P ＝０畅２１５

表 3　３７例 Ｂ细胞淋巴瘤 ｂｃｌ唱２／ｌｇＨ基因重排
与 Ｄ１４Ｓ４５ 位点微卫星不稳定分析（例）

微卫星不稳定
ｂｃｌ唱２ 基因重排

＋ －
合计

＋ ３ )４ 构７  
－ ６ )２４ 屯３０ )
合计 ９ )２８ 屯３７ )

　　注：经 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ检验，P ＝０畅１２５
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表 4　３７例 Ｂ细胞淋巴瘤 ｂｃｌ唱２／ｌｇＨ基因重排
与 Ｄ１４Ｓ４５位点杂合性缺失分析（例）

微卫星不稳定
ｂｃｌ唱２ 基因重排

＋ －
合计

＋ ２ x３  ５ d
－ ７ x２５  ３２ x
合计 ９ x２８  ３７ x

　　注：经 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ检验，P ＝０畅１８９

讨　　论

Ｂｃｌ唱２基因一种重要的抑制凋亡的原癌基因，它在
淋巴细胞发育过程中起着主要的作用，常易位到 １４ 号
染色体与免疫球蛋白重链基因并列形成头尾结构，这
种异常结合基因（ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ）导致 ＢＣＬ唱２蛋白的过度表
达［６唱７］ 。 ｂｃｌ唱２基因大部分断裂点（ ＞７０％）位于该基因
的 ３′非翻译区，称为主要断裂点区（ＭＢＲ）；其余断裂点
大多发生在 ３′端的 ２０ ｋｂ 范围内，称为次要断裂点区
（ＭＣＲ）［８］ 。 Ａｒｉｆ等［９］

对 ３０例 Ｂ 细胞淋巴瘤进行 ｂｃｌ唱２／
ＩｇＨ 基因重排研究发现：ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因重排频率为
２３畅３％，但多数发生在次要断裂点（１６畅７％），主要断裂
点仅有 ６畅７％发生重排。 本研究中，ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因重
排频率为 ２４畅３％，说明 Ｂ细胞淋巴瘤中存在 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ
基因重排。 但本研究只检测了主要断裂点 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ
基因重排，不能全面分析 Ｂ细胞淋巴瘤中 ｂｃｌ唱２ 基因重
排情况，有必要在次要断裂点上做进一步的研究工作。
微卫星 ＤＮＡ重复序列广泛存在于人类基因组中，

如果微卫星影响了某些基因的编码区，就会导致基因
功能的丧失并促进癌变。 Ｄｅｇｒｏｏｔｅ 等［１０］

对 ２８ 例胃黏
膜相关淋巴组织淋巴瘤进行微卫星不稳定与 ＤＮＡ 错

配修复机制研究显示：微卫星不稳定发生频率为 ２８％，
认为 ＤＮＡ错配修复基因 ＭＳＨ６ 缺陷引起微卫星不稳
定，从而导致黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的发生。 本研
究选取了 １４号染色体 ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ 基因融合点及周围微
卫星位点 Ｄ１４Ｓ６５、Ｄ１４Ｓ４５ 对 ３７ 例 Ｂ 细胞淋巴瘤进行
微卫星不稳定／杂合性缺失分析，结果显示 Ｄ１４Ｓ６５、
Ｄ１４Ｓ４５ 位点均检测到微卫星不稳定性和杂合性缺失，
微卫星不稳定的频率分别为 ２９畅７％、１８畅９％；杂合性缺
失的频率分别为 ２７％、１３畅５％。 不同微卫星位点微卫
星不稳定／杂合性缺失的发生率不同，在 Ｄ１４Ｓ６５ 位点
微卫星不稳定／杂合性缺失的发生频率较高，说明微卫
星不稳定和杂合性缺失可能在 Ｂ细胞淋巴瘤的形成过
程中发挥一定的作用。

Ｉｎｄｒａｃｃｏｌｏ 等［１１］
分析 ３７ 例淋巴肿瘤发现与急性淋

巴母细胞性白血病相比，微卫星不稳定更多发生在非
霍奇金淋巴瘤；其中 ４ 例微卫星不稳定阳性的非霍奇
金淋巴瘤均伴有 ｂｃｌ唱２基因重排，认为微卫星不稳定与
ｂｃｌ唱２基因重组共同导致非霍奇金淋巴瘤的发生。 本试
验中发现微卫星不稳定阳性的 Ｂ 细胞淋巴瘤中发生
ｂｃｌ唱２／ＩｇＨ基因重排率高于微卫星不稳定阴性的 Ｂ 细
胞淋巴瘤（５４畅５％，１１畅５％，P ＜０畅０５），提示微卫星不稳
定与 ｂｃｌ唱２基因重排之间有相关性，可以推测微卫星不
稳定引起基因组的不稳定，使 ｂｃｌ唱２ 基因过度表达，延
长细胞的生存期从而导致肿瘤的形成。 微卫星不稳定
和 ｂｃｌ唱２ 基因重排可能共同导致了 Ｂ 细胞淋巴瘤的
发生。
本实验从分子水平探讨有关 ｂｃｌ唱２ 基因、微卫星不

稳定性与 Ｂ细胞淋巴瘤之间的关系，为恶性淋巴瘤的
基因诊断和治疗提供有意义的参考。
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