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219例弥漫性大B细胞淋巴瘤免疫表型及遗传学

特征分析
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摘要 目的：探讨国内弥漫性大B细胞淋巴瘤（DLBCL）免疫表型分型及BCL-2和BCL-6基因异常的分布情况。方法：应用

组织芯片和免疫组织化学法及FISH技术对219例DLBCL的免疫表型及BCL-2和BCL-6基因异常进行检测，根据Hans法进行分

型；并收集国内 7家相关研究报道，进行综合分析。结果：本组研究结果：219例DLBCL中，非GCB型（165例，75.3%）显著高于

GCB型（54例，24.7%）（P<0.001）。BCL-2基因异常共49例（25.8%），其中 t（14；18）5例（2.6%）均为GCB型；BCL-2基因扩增44例

（23.2%），GCB型 4例（8.5%），非GCB型 40例（28.0%），有显著性差异（P=0.013）。BCL-6基因重排共 42例（22.1%），GCB型 7例

（14.9%），非GCB型 35例（24.5%），差异无统计学意义（P=0.189）。BCL-2基因扩增和BCL-6基因重排呈显著负相关（r=-0.180，
P=0.013）。8组综合分析：1 259例中非GCB型（879例，69.8%）明显高于GCB型（380例，30.2%）（P<0.001）；免疫表型中CD10和

MUM1阳性率组间差异较小（P=0.047和P=0.048），而BCL-6及BCL-2阳性率组间存在明显差异（P<0.001）。结论：我国DLBCL患者

在主要免疫表型和遗传学特征方面具有独特性，对此值得进行深入研究。
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Abstract Objective: To investigate the immunophenotypes, subtypes based on Hans algorithm, and alterations of Bcl-2 and Bcl-6

gene in diffuse large B-cell lymphoma ( DLBCL ) from Chinese patients. Methods: The expression of CD10, BCL-6, MUM1, BCL-2, Ki67

and other markers were detected by immunohistochemistry in tissue microarrays of 219 DLBCL cases. Hans algorithm was applied to classify

DLBCL into GCB and non-GCB subtypes. Interphase fluorescence in situ hybridization ( FISH ) was used to detect the incidence of Bcl-2

and Bcl-6 gene alterations. Other seven studies published in the last two years on DLBCL from China were collected and analyzed. Results:

(1) This study: ① of 219 DLBCL cases, non-GCB subtype ( 165 cases, 75.3 % ) was significantly more common than GCB subtype ( 54

cases, 24.7 % ) ( P < 0.001 ). ② Bcl-2 gene alteration was detected in 49 cases ( 25.8 % ), including 5 cases with the t ( 14 ; 18 ) ( 2.6 % )

which all existed in GCB subtype, and 44 cases of Bcl-2 amplification ( 23.2 % ) which existed in GCB subtype in 4 cases ( 8.5 % ) and in

non-GCB subtype in 40 cases ( 28.0 % ) ( P = 0.013). ③ Bcl-6 gene rearrangement was detected in 42 cases ( 22.1 % ), which was in GCB

in 7 cases ( 14.9 % ) and was in non-GCB in 35 cases ( 24.5 % ) ( P = 0.189). ④ a significant negative correlation between Bcl-2 gene

amplification and Bcl-6 gene rearrangement was seen ( r = - 0.179 6, P = 0.016 8 ). Amongst 5 cases having the t ( 14 ; 18 ) translocation,

2 cases accompanied by Bcl-6 gene rearrangement. Forty-nine cases with Bcl-2 gene alterations including translocation and amplification

were all but one expressing BCL-2 protein, and there was no significant association between Bcl-6 gene rearrangement and BCL-6 protein

expression ( P = 0.726 ). ⑤ there was no significant difference between nodal and extranodal DLBCLs in immunophenotypes, subtypes based

on Hans algorithm, and Bcl-2 and Bcl-6 gene alterations ( P = 0.462, P = 0.426 and P = 0.167 ). (2) Comprehensive analysis of eight studies:
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of the total 1, 259 cases, non-GCB subtype ( 879 cases, 69.8 % ) was significantly more common than GCB subtype ( 380 cases, 30.2 % )

( P < 0.001 ). Conclusion: There are some distinctive features on immunophenotypes and cytogenetic alterations in DLBCL of Chinese

patients, which need elucidation by more studies.

Keywords Diffuse large B-cell lymphoma; Immunophenotype; Bcl-2 gene; Bcl-6 gene

弥漫性大B细胞淋巴瘤（diffuse large B-cell lym⁃
phoma，DLBCL）是一组高度侵袭性和异质性肿瘤，约

占非霍奇金B细胞淋巴瘤的30%～40%［1］。根据基因

表达谱可将其分为生发中心B细胞样（germinal cen⁃
ter B-cell like，GCB）亚型和活化 B细胞样（activated
B-cell like，ABC）亚型［2］，GCB亚型对化疗的反应性

和预后均明显好于ABC亚型。应用CD10、BCL-6和
MUM1 3个标记物可将DLBCL分为GCB型和非GCB
亚型［3］，后者包括ABC亚型和少数未分类者，其与基

因表达谱分型的符合率可达80%～86%［3-5］。有研究

显示两个亚型间在化疗反应性和预后上与基因表达

谱分型相似［4-6］。

我国淋巴瘤发病率和死亡率与欧美等国家存在

明显差异，尤其是DLBCL和滤泡性淋巴瘤。这种差

异是由于种族遗传学背景还是环境因素影响目前还

不清楚，因此明确我国DLBCL免疫表型和遗传学特

征具有重要的临床和病理学意义。近来国内有多家

相关研究报道［7-13］，但研究结果不尽一致。现对来自

山东和天津地区 219例DLBCL病例的免疫表型以及

BCL-2和BCL-6基因异常情况进行检测分析，并与

近期国内几家病例数较多的研究报告进行对比和综

合分析，以明确我国DLBCL患者的遗传学特征，为继

续深入研究提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 病例来源

连续收集山东大学齐鲁医院和天津医科大学附属

肿瘤医院1999年1月至2010年7月间确诊的原发DLBCL
共219例。所有标本均经10%中性福尔马林固定，常规

石蜡包埋，并经2位以上高年资病理医师复诊。通过检

索收集近2年国内外期刊正式发表的有关国内DLBCL
病例的相关研究论文7篇［7-13］，合计1 040例。

1.2 方法

1.2.1 组织芯片制作 根据HE切片标记典型病变区

域，应用组织微阵列仪（朝阳恒泰科技有限公司）在空

白蜡块（25 mm×25 mm×6 mm）打孔（孔径2 mm），然后

在蜡块标记部位钻取直径 2 mm、长 4 mm的组织芯，

放入空白蜡块孔内并加以记录，依次按序操作，二次

包埋后行4 μm连续切片，敷贴于APES处理的载玻片

上备用。

1.2.2 免疫组织化学染色 应用 S-P法检测CD10、

BCL-6、MUM-1、BCL-2及其他标记物，抗体均为 In⁃
vitrogen公司生产。染色按照试剂盒说明书进行，以

扁桃体组织作为染色对照。30%以上肿瘤细胞着色

判定为阳性。

1.2.3 荧光原位杂交（FISH） GLP IgH/BCL-2双色

融合探针（金菩嘉科技有限公司）和GLP BCL-6双色

分离探针（Abbott Vysis 公司）用于检测 t（14；18）、

BCL-2基因扩增和BCL-6基因重排。

1.2.4 结果判断 IgH/BCL-2融合探针，无易位为 2
红 2绿 4个分开的信号；易位阳性细胞为 1红 1绿及

1～2个红绿融合信号；BCL-2扩增阳性细胞显示1～2
个绿色和 3个及 3个以上红色信号。BCL-6分离探

针，无易位显示 2个红绿融合信号，阳性细胞显示 1
个红绿融合信号和 2个彼此分离的红绿信号。每例

样本计数 100个细胞，出现 3个及 3个以上阳性细胞

判断为阳性。

1.3 统计学分析

应用 SPSS 17.0软件进行统计学分析，不同组间

比较采用χ2检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般临床资料

本组 219例DLBCL患者中，男 120例，女 99例，

男女比例为 1.21：1；年龄 16～91岁，中位年龄 59岁。

127例发生于结内，92例发生于结外，其中52例发生于

胃肠道，40例为其他部位。其他文献报道［7-13］的病例

除结内外分布以外，男女比例、发病年龄、中位或平

均年龄等临床特征方面均与本组病例无明显差异。

2.2 免疫表型及分型

1）本组及其他文献报道［7-13］免疫表型及分型结果

（表1）。根据Hans分型法［3］，本组219例中非GCB型165
例（75.3%）明显高于GCB型54例（24.7%）（P<0.001）；8组
研究共1 259例病例（包括本组），同样显示非GCB型879
例（69.8%）明显高于GCB型380例（30.2%）（P<0.001）。

2）除四川组外其余各组均为非GCB型明显高于GCB
型。3）提供CD10、BCL-6和MUM1数据共 6组，其中

CD10 和 MUM1 阳性率的组间差异较小（P=0.047
和 P=0.048），而 BCL-6 阳性率组间存在明显差异

（P<0.001）。4）提供BCL-2数据共4组，其中本组数据

与上海组相似（P=0.302），明显高于四川组及广西组

（P<0.001）。
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表1 各组研究报道主要免疫表型及分型比较 %（例）

Table 1 Comparative analysis of immunophenotypes and subtypes based on Hans algorithm in this study and seven other published studies
分组

本组

上海组

四川组

北京组

浙江组

山西组

广西组

广东组

合计

a：除四川组外，本组与各组间均无显著性差异（P＝0.260）；b：除上海组与北京组（P=0.002），其余各组间无显著性差异（P＝0.926）；c：各组间差异明显（P<0.001）；d：各除四川组略低，各组间无显

著性差异（P＝0.841）；e：本组与上海组相似，明显高于四川组和广西组（P<0.001）

总例数（结内/结外）

219（127/92）

124（122/2）

90（0/90）

136（68/68）

60（44/16）

106（73/33）

214（88/126）

310（-/-）

1 259（522/427）

Hans法分型a

GCB

24.7（54/219）

21.8（27/124）

51.1（46/90）

39.7（54/136）

26.7（16/60）

24.5（26/106）

30.8（66/214）

29.4（91/310）

30.2（380/125 9）

non-GCB

75.3（165/219）

78.2（97/124）

48.9（44/90）

60.3（82/136）

73.3（44/60）

75.5（80/106）

69.2（148/214）

70.6（219/310）

69.8（879/125 9）

免疫表型

CD10b

18.3（40/219）

12.9（16/124）

17.8（16/90）

28.7（39/136）

20.0（12/60）

21.7（23/106）

-

-

19.9（146/735）

Bcl-6c

47.9（105/219）

36.3（45/124）

75.6（68/90）

37.3（50/136）

66.7（40/60）

26.4（28/106）

-

-

45.7（336/735）

MUM1d

68.0（149/219）

64.5（80/124）

52.2（47/90）

61.7（82/136）

71.7（43/60）

56.6（60/106）

-

-

62.7（461/735）

Bcl-2e

63.0（138/219）

68.5（85/124）

42.2（38/90）

-

-

-

49.5（106/214）

-

56.7（367/647）

2.3 BCL-2及BCL-6基因检测

本组219例中各有190例获得IgH/BCL-2和BCL-6
的FISH检测结果（表2）。1）BCL-2基因异常共49例
（25.8%），其中 t（14；18）仅 5例（2.6%），均为GCB型；

BCL-2基因扩增44例（23.2%），GCB型4例（8.5%）显著

低于非GCB型40例（28.0%）（P=0.017）。2）BCL-6基因

重排42例（22.1%），GCB型7例（14.9%）与非GCB型35
例（24.5%）间差异无统计学意义（P=0.169 6）。3）有186
例同时获得BCL-2和BCL-6基因FISH检测结果，统计

显示BCL-2基因扩增和BCL-6基因重排呈显著负相关

（r=-0.180，P=0.017，表3）。

表2 本组免疫表型及基因异常在GCB、非GCB亚型及结内和结外病例中的分布

Table 2 The distribution of immunophenotypes and gene alterations in GCB vs. non-GCB and nodal vs. extranodal cases
项目

分型

GCB

non-GCB

蛋白表达

CD10

阳性

阴性

BCL-6

阳性

阴性

MUM1

阳性

阴性

BCL-2

阳性

阴性

基因异常

BCL-2

t（14；18）

扩增

阴性

BCL-6

重排

阴性

例数（n=219）

54

165

40

179

105

114

149

70

138

81

5

44

141

42

148

分型

GCB（n=54）

-

-

40

14

46

8

16

38

23

31

5

4

38

7

40

non-GCB（n=165）

-

-

0

165

59

106

133

32

115

50

0

40

103

35

108

P

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.002

0.013

0.169

部位

结内（n=127）

29

98

22

105

62

65

90

37

81

46

3

23

84

28

81

结外（n=92）

25

67

18

74

43

49

59

33

57

35

2

21

57

14

67

P

0.462

0.671

0.761

0.291

0.782

0.656

0.391

0.167
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表3 本组研究BCL-2与BCL-6基因异常之间的相互关系 例

Table 3 The correlations of gene alterations between BCL-2 and BCL-6
in this study

2.4 基因异常与蛋白表达的关系

有BCL-2基因重排和扩增的病例几乎全部表达

BCL-2蛋白，而无改变的病例仅有 51.8%（71/137）表

达BCL-2蛋白（P<0.001）；BCL-6基因重排与BCL-6
蛋白表达之间则无明显相关性（P=0.726 6，表4）。
2.5 结内外病例免疫表型和遗传学异常比较

本组结内病例（58.0%，127/219）与结外病例（42.0%，

92/219）在免疫表型分型、主要标记物表达、BCL-2和
BCL-6基因异常等方面均未显示差异有统计学意义（表2）。

项目

t（14；18）

扩增

阴性

BCL-6

重排阳性

2

4

36

重排阴性

3

40

101

P

0.867

0.016

表4 本组研究免疫表型和基因异常之间的相互关系 例

Table 4 The correlations between the immunophenotypes and gene alterations in this study
项目

CD10

阳性

阴性

BCL-6

阳性

阴性

MUM1

阳性

阴性

BCL-2

阳性

阴性

例数（n=186）

35

151

94

92

129

57

119

67

BCL-2基因异常

t（14；18）（n=5）

4

1

3

2

1

4

5

0

扩增（n=44）

4

40

20

24

39

5

43

1

阴性（n=137）

27

110

71

66

89

48

71

66

P

0.603 2

0.557 1

0.029 8

<0.001

BCL-6基因重排

阳性（n=42）

3

39

20

22

31

11

29

13

阴性（n=144）

32

112

74

70

98

46

90

54

P

0.027 8

0.667 2

0.476 7

0.436 7

3 讨论

本组219例研究显示，根据Hans分型法，非GCB
型明显高于GCB型（P<0.001）。8组研究总计 1 259
例病例综合分析同样显示非GCB型明显高于GCB型

（P<0.001）。其中除四川组外，其余各组虽然在构成

比上略有差异，但均显示非 GCB 型显著高于 GCB
型。四川组［12］则为GCB型（51.1%）略高于非GCB型

（48.9%），但其同时也应用了 Choi和 Tally分型法，

Tally 法则显示 GCB 型（34.4%）明显低于非 GCB 型

（65.6%）。究其原因可能是因为BCL-6阳性率明显

偏高而MUM-1偏低所致。

通过对8组研究结果的比较发现，BCL-6变异在

各组间存在显著性差异（P<0.001），而 CD10 和

MUM-1的阳性率比较稳定，除个别外在各组间基本

一致（P=0.047 0和P=0.048 4）。最近Meyer等［5］的研

究发现实际上BCL-6对Hans分型法的影响并不大，

因此造成中国人非GCB亚型明显高于GCB亚型的主

要原因应该是CD10阳性率偏低和MUM-1阳性率偏

高，虽然尚未经GEP分析证实，中国人DLBCL患者中非

GCB亚型明显高于GCB亚型这一现象应该是可信的。

本组病例中仅有 5例（2.6%）检测到 t（14；18），

与国内Chen 等［7］（3%）和曾丽平等［11］（3.7%）的研究

结果相似，远低于西方 20%左右的检出率［14-16］。由

于 t（14；18）几乎只发生在GCB亚型，因此也支持我

国GCB亚型DLBCL明显偏低的特征。BCL-2基因异

常除了 t（14；18）易位还有获得和扩增，本研究共检测

到 44例 BCL-2基因扩增（23.2%），其中 4例发生在

GCB型（8.5%），40例发生在非GCB型（28.0%），差异

具有统计学意义，这一结果与国外研究相似［16］。本

组BCL-2蛋白表达率与国内Chen 等［7］的结果一致，

均高于国外的研究，其中具有BCL-2基因异常（包括

易位和扩增）的49例中，除1例外其余病例BCL-2蛋
白均呈阳性，但无BCL-2基因易位和扩增的病例也

有一半以上有BCL-2蛋白过表达，说明除了BCL-2
基因易位和扩增导致BCL-2蛋白过表达，还有未知

的调控机制仍需探究。

本研究关于 BCL-6基因仅对其重排进行了检

测，重排阳性率（22.1%）与国外研究基本一致［17］。国

外在一项对 3B级滤泡性淋巴瘤的研究中发现［18］，

BCL-2和 BCL-6两个基因重排的发生是相互排斥
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的。在本组仅有的 5例 t（14；18）阳性病例中，2例

BCL-6基因重排阳性，3例BCL-6基因重排阴性，对

此异常仍需更多病例证实。另外发现虽然BCL-6重
排和BCL-2扩增均多见于非GCB型，但两者却呈显

著负相关（r=-0.17，P=0.017）。而且，虽然具有BCL-2
基因重排和扩增的病例几乎全部表达BCL-2蛋白，

但BCL-6基因重排与BCL-6蛋白表达之间却无明显

相关性，说明BCL-6基因在DLBCL中的变化更为复

杂。Iqbal等［17］的研究显示在多达61%的DLBCL病例中

可检测到 BCL-6 基因的异常核苷酸突变，并且在

GCB亚型中明显高于ABC亚型。因此对于BCL-6基
因在DLBCL中的结构及功能异常仍需要加深研究。

由于免疫疗法及标准化疗的联合应用，DLBCL
的治疗效果有了明显改善，但仍有很多患者疗效较

差，这部分患者大多属于ABC或非GCB亚型［2-6］。虽

然尚缺乏GEP数据的证实，但包括本研究在内的多

家研究均显示中国人DLBCL患者中非GCB型占绝对

优势，而且在免疫表型和分子遗传学方面的研究也

发现很多与欧美不同的改变，来自日本和韩国的一

些研究也显示类似的趋势［19-20］。由此提示亚裔人群

可能有着不同于欧美人群的遗传学背景，值得进行

广泛深入的研究。
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