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&&!摘&要"&目的&临床发现尽管原发性肠淋巴瘤的免疫表型相同#但预后也可以截然不同#提示其预后不是

单一因素所决定的#可能还与其基因或染色体的变异有关) 0[@ 基因是一种重要的抑癌基因#!@f!V 缺失是多种淋

巴细胞增殖性疾病常见的染色体异常#该研究拟探讨 0[@ 基因与 !@f!V 染色体变异在原发性肠淋巴瘤的预后判

断*指导治疗中的作用#为临床治疗方案的制定提供依据) 方法&采用改良的 =EK_技术检测了 @$ 例原发性肠淋

巴瘤及 !$ 例淋巴结反应性增生患者的石蜡切片中 0[@ 基因及 !@f!V 染色体变异情况#分析其与原发性肠淋巴瘤

预后的关系) 结果&

"+

b

,

期患者中 ##7"p有 0[@ 基因缺失#

-

b

.

期患者中 "[7$p有 0[@ 基因缺失

%

!

#

Z\7%$@# )U$7$!'$

#

HBYR淋巴瘤中 !V7@p有 0[@ 基因缺失#非 HBYR淋巴瘤中 [\7@p有 0[@ 基因缺失

%

!

#

Z[7\\## )U$7$['$

$

0[@ 基因缺失者平均生存期为 !@7V 月#明显短于 0[@ 基因正常者 @\7! 月%AZ#7\@"#

)U$7$['$

%

!@f!V 缺失在原发性肠淋巴瘤中发生率为 V$p#但在 !$ 例淋巴结反应性增生患者的石蜡切片中未检

测到) !@f!V 缺失与原发性肠淋巴瘤病理类型*临床分期以及平均生存期的关系不大$

&

0[@ 基因缺失与 !@f!V 缺

失无明显相关性) 结论& 0[@ 基因缺失在非HBYR淋巴瘤及
-

b

.

期患者中发生率较高) 0[@ 基因缺失的原发性

肠淋巴瘤病例恶性程度高*预后差#宜早期联合化疗) !@f!V 缺失与患者预后无明显相关性)
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&&淋巴瘤为儿童常见恶性肿瘤之一!!"

) 原发性

肠淋巴瘤%04)/34?)*-.A-)*366?/0(,/3'是起源于肠

黏膜下的淋巴细胞恶性增殖性疾病#属结外淋巴

瘤!#"

) 原发性肠淋巴瘤的恶性程度差异较大#尽管

免疫表型是判断淋巴瘤恶性程度的常用指标之一#

但临床上常有不符合的病例) 尽管免疫表型相同#

但预后也可以截然不同) 肿瘤恶性程度显然是制定

化疗方案的重要影响因素#这也是目前临床医生治

疗原发性肠淋巴瘤存在盲目性的原因之一) 最近的

研究表明#淋巴瘤患者存在基因和染色体变异#这些

变异在淋巴瘤的发生*发展*预后评价等方面均有重

要意义!@"

) 我们采用 =EK_技术检测了 @$ 例原发

性肠淋巴瘤及 !$ 例淋巴结反应性增生患者的石蜡

切片的 0[@ 基因缺失及 !@f!V 变异情况#探讨其与

预后的关系#为临床治疗方案的制定提供依据)

>I材料与方法

>7>I实验材料

中南大学湘雅医院 #$$! 年 " 月至 #$$S 年 S 月

经病理组织学检查确诊为原发性肠淋巴瘤的 @$ 例

住院患者蜡块) 另以 !$ 例淋巴结反应性增生患者

的石蜡切片作为对照组!V"

) 石蜡包埋标本采用

@

!

/连续切片)

>7;I主要设备

包括荧光显微镜* 图像采集分析系统等)

>7AI主要试剂

#$ /DX/Y蛋白酶e储存液%K)D/3公司'$乙醇

溶液%"$p乙醇*S[p乙醇'$# kKK'$甲酰胺洗涤液

%[$p*"$p<X<'$$7!p81̀ V$ X# kKK'洗液$$7V

kKK'X$7@p 81̀V$ 洗液) 二种荧光探针包括1[@`

=ER'基因探针%绿色荧光信号'$I!@K#[ :̀(,23/)*.

C基因探针%红色荧光信号'#二种荧光探针均为北

京金菩嘉医疗科技有限公司产品)

>PMI改良 ŜGQ技术检测 $@A 基因及 >A_>M 染色

体变异

由于检测肠淋巴瘤石蜡切片 0[@ 基因及 !@f!V

染色体变异的目的细胞是肠组织中的淋巴恶性增殖

区域的淋巴细胞#此区域的淋巴细胞的消化比滴片

细胞难但易于其他组织细胞) 其 =EK_检测方案依

照组织细胞常规 =EK_方法进行改良&包括切片

\[h下烘烤过夜#二甲苯中室温脱蜡#梯度乙醇中复

水#切片至沸水中煮 ![ b#[ /)*#浸入 @"h蛋白酶e

工作液中 V bS /)*#室温下于 # nKK'溶液中漂洗#

梯度乙醇中脱水#浸入丙酮中 # /)*#[\h烤片 ! ()

探针变性杂交&探针混合物置于 "@h水浴箱中

变性 [ /)*之后#将该试管置于 V\h水浴箱中#杂交

前取出)

标本准备及变性&玻片在 "Sh "$p甲酰胺溶液

中变性 [ /)*) 将 !$

!

Y变性后的探针混合物滴于

玻片杂交区域#立即加盖盖玻片#用封口胶封边) 将

玻片置于预热的湿盒中#V#h保温箱中过夜杂交)

结果判断&根据苏木精 伊̀红染色的病理组织切

片判断并记录淋巴瘤细胞分布位置#该组织切片

%同一蜡块'的探针信号分析均以在此区域内为准)

检测每种探针在间期细胞中的信号#确定结果是正

常或异常) 0[@ 正常为 # 绿色荧光点#异常类型为

缺失%! 绿或无'#I!@K#[ 正常为 # 红色荧光点#异

常类型为缺失%! 红或无')

阈值建立&与 1dEY无关的 #$ 例正常人外周血

淋巴细胞滴片#行常规滴片血细胞 =EK_方法建立

阈值)

>7@I统计学处理

采用 K1KK !#7$ 统计软件包处理数据# 计量资

料采用A检验#各率的比较采用卡方检验#相关性分

析采用双变量相关分析#用 e3063* H̀.).4曲线分析

生存情况) )U$7$[ 认为差异有显著性)

;I结果

;7>I病人一般资料及临床表现

@$ 例原发性肠淋巴瘤的诊断均符合 I3PA,* 提

出的胃肠道恶性淋巴瘤诊断标准![#\"

) 年龄 \ b"#

岁#其中 !V 岁以下儿童占 @ 例) 平均 V#7# 岁) @$

例患者均为非霍奇金淋巴瘤%8_Y') 病变部位依

次为&回盲部 !! 例%@\7"p'#空肠 " 例%#@7@p'#

回肠 [ 例%!\7"p'#结肠 V 例%!@7@p'#直肠 # 例

%\7"p'#广泛小肠 ! 例%\7"p') 其中黏膜相关样

淋巴组织%HBYR'淋巴瘤 !V 例#非HBYR淋巴瘤 !\

例$C细胞淋巴瘤 #V 例#R细胞淋巴瘤 [ 例#非霍奇

金淋巴瘤未定型 ! 例)

+

b

,

期患者 ## 例#

-

b

.

期患者 S 例) 分期采用/H9AA(,JJ胃肠道非霍奇金

淋巴瘤分期系统0 标准!"#S"

) @$ 例患者中 #V 例有

随访结果) 病史 @ 2 至 #$ 月不等) 症状包括&腹痛

#@ 例#占 "\7"p$消化道出血%黑便或血便或单纯

FC阳性' !\ 例#占 [@7@p$贫血 !V 例#占 V\7"p$

腹部包块 !V 例#占 V\7"p$体重明显下降 S 例#占

#\7"p$肠梗阻 S 例#占 #\7"p$低蛋白血症 S 例#占

#\7"p$发热 [ 例#占 !\7"p$腹泻 @ 例#占 !$7$p$

消化道穿孔 ! 例#占 @7@p$便秘 ! 例#占 @7@p)

(\[[(
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!$ 例淋巴结反应性增生患者的石蜡切片作为

对照组#淋巴结来源部位是颈部及腹腔肿大淋巴结#

年龄 !S b\V 岁#平均 V!7! 岁)

;P;I ŜGQ检测$@A 基因情况

@$ 例原发性肠淋巴瘤患者中有 !! 例 0[@ 基因

缺失#占 @\7"p) 不同亚组 0[@ 基因缺失情况见表

!) 0[@ 基因正常或缺失荧光染色如图 ! B̀#C所示)

表 >IA< 例原发性肠淋巴瘤患者$@A 基因缺失情况

分组

病理

HBYR

%% Z!V'

非HBYR

%% Z!\'

病理

C细胞

%% Z#V'

R细胞

%% Z['

分期

+

b

,

%% Z##'

-

b

.

%% ZS'

0[@基因

缺失%p'

!V7@ [\7@ @"7[ V$7$ ##7" "[7$

/

# 值 [7\\# $7$!! \7%$@

)值 U$7$[ T$7$[ U$7$!

C细胞淋巴瘤与R细胞淋巴瘤中 0[@ 基因缺失

的比例无明显差异#0[@ 基因缺失在非 HBYR淋巴

瘤及
-

b

.

期患者中的比例较高)

#V 例有随访结果的患者中 ![ 例 0[@ 基因正

常#平均生存期为 @\7! W##7V 月$ % 例 0[@ 基因缺

失#平均生存期为 !@7V W!\7! 月#明显短于 0[@ 基

因正常者%AZ#7\@"#)U$7$[') 用e3063* H̀.).4曲

线分析得到&![ 例 0[@ 基因正常者死亡 # 例#生存

!@ 例#生存率 S\7"p#% 例 0[@ 基因缺失者死亡 "

例#生存 # 例#生存率 ##7#p#明显低于 0[@ 基因正

常者%

!

#

Z%7%\"#)Z$7$!')

!$ 例淋巴结反应性增生对照组中#均无 0[@ 基

因缺失#两组患者中 0[@ 基因缺失率有明显差异

%

!

#

Z[7$["# )U$7$[')

&&图 >I ŜGQ检测原发性肠淋巴瘤$@AT̂SH!与K>AG;@T87".%#'),W结果I

3&0[@ 检测结果正常$ W&0[@ 检测异常

缺失%! 绿或无绿色荧光点'$ !&I!@K#[ 检测结果正常$ K&I!@K#[ 检测异常缺失%! 红或无红色荧光点')

;PAI ŜGQ检测K>AG;@ 情况

@$ 例原发性肠淋巴瘤患者中有 !# 例 I!@K#[

缺失#占 V$7$p) 不同亚组 I!@K#[ 缺失情况见表

#) I!@K#[ 正常或缺失荧光染色如图 ! '̀#I所示)

&表 ;IA< 例原发性肠淋巴瘤患者K>AG;@ 缺失情况
%p'

分组

病理

HBYR

%% Z!V'

非HBYR

%% Z!\'

病理

C细胞

%% Z#V'

R细胞

%% Z['

分期

+

b

,

%% Z##'

-

b

.

%% ZS'

I!@K#[

缺失
#S7\ [$7$ V!7" V$7$ V$7% @"7[

!

# 值 !7V#% $7$$[ $7$#S

)值 T$7$[ T$7$[ T$7$[

HBYR淋巴瘤与非 HBYR淋巴瘤*C细胞淋巴

瘤与R细胞淋巴瘤*

+

b

,

期患者与
-

b

.

期患者

中I!@K#[ 缺失的比例无明显差异)

#V 例有随访结果的患者中 !V 例无 I!@K#[ 缺

失#平均生存期为 #@7% W#$7[ 月$!$ 例有 I!@K#[

缺失#平均生存期为 @#7" W#\7$ 月#二者平均生存

期差异无显著性意义 %AZ$7%#[#)T$7$[') 用

e3063* H̀.).4曲线分析得到&!V 例无I!@K#[ 缺失者

死亡 " 例#生存 " 例#生存率 [$7$p#!$ 例 I!@K#[

缺失者死亡 # 例#生存 S 例#生存率 S$7$p#两组无

明显差异%

!

#

Z#7#V$#)T$7$[')

!$ 例淋巴结反应性增生对照组中均无 I!@K#[

缺失) 两组患者中 I!@K#[ 缺失率有明显差异

%

!

#

Z[7"!V# )U$7$[')

;7MI原发性肠淋巴瘤患者中两种基因及染色体变

异相关性分析

对 @$ 例原发性肠淋巴瘤患者中 0[@ 基因及

I!@K#[ 缺失相关性分析显示& 0[@ 基因缺失与

I!@K#[缺失无明显相关性%6Zc$7$[\# )T$7$[')

;P@ IA 例儿童原发性肠淋巴瘤患者中 $@A 及

K>AG;@ 检测情况

! 例 !! 岁直肠 C细胞性淋巴瘤患儿 0[@ 基因

正常#I!@K#[缺失$!例 \ 岁回盲部C细胞性淋巴瘤

患儿 0[@基因正常#I!@K#[正常$! 例 !@ 岁回盲部C

细胞性淋巴瘤患儿 0[@基因缺失#I!@K#[正常)

AI讨论

原发性肠淋巴瘤的恶性程度差异较大#尽管免

疫表型是判断淋巴瘤恶性程度的常用指标之一#但

临床常有不符合的病例) 同样是 HBYR淋巴瘤#免

疫表型相同#但临床预后相差很大) 提示淋巴瘤的

("[[(
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预后不是单一因素所决定的#可能还与其基因或染

色体的变异有关!%"

)

0[@ 是一种重要的抑癌基因# 0[@ 基因突变或

缺失在恶性肿瘤的发生*发展中发挥着重要作

用!!$"

) 罗春英等!!!"研究 @S 例 R细胞淋巴瘤中有

![ 例 0[@ 基因组 I8B存在异常迁移率带#总突变

率为 @%7[p) 本研究发现 @$ 例原发性肠淋巴瘤中

0[@ 基因缺失的有 !! 例#占 @\7"p#其中 R细胞淋

巴瘤中 0[@ 基因缺失率为 V$7$p#与其结果一致)

有研究结果表明在8_Y中#尤其在恶性程度较高的

8_Y中存在 0[@ 基因突变#且突变在 R细胞性和 C

细胞性8_Y中差异无显著性#0[@ 基因突变在8_Y

的发展演变中可能起重要作用#有助于恶性程度和

预后的判断!!#"

) 我们的研究显示&@$ 例原发性肠

淋巴瘤中 0[@ 基因缺失在 C细胞淋巴瘤与 R细胞

淋巴瘤中发生率无明显差异$但非 HBYR淋巴瘤中

0[@ 基因缺失的比例明显高于 HBYR淋巴瘤组$

-

b

.

期组患者 0[@ 基因缺失的比例明显高于
+

b

,

期组#0[@ 基因缺失患者的平均生存期明显短于 0[@

基因正常者) 提示 0[@ 基因的缺失可能参与了肠淋

巴瘤的进展#HBYR淋巴瘤生物学行为相对惰性*进

展慢#0[@ 基因的缺失率低#而其它病理类型的肠淋

巴瘤恶性程度相对高#则 0[@ 基因的缺失率高) 0[@

基因缺失在临床分期晚的患者常见#这是预后不良

的因素) 0[@ 基因缺失的肠淋巴瘤预后差) 黄波

等!!@"报道儿童 8_Y0[@ 蛋白表达阳性细胞百分率

是判断其恶性程度*疗效及预后较可靠的参数#0[@

蛋白表达检测对中高度恶性儿童 8_Y的诊断有参

考价值) 但亦有研究报道儿童 8_Y0[@ 蛋白的表

达与患者的临床*病理因素间的差异均无统计学意

义!!V"

) 目前儿童原发性肠淋巴瘤中 0[@ 变异的相

关报道少见#我们的研究中儿童病例数少#因此有关

儿童原发性肠淋巴瘤中 0[@ 变异与预后的关系尚需

进一步积累资料以行深入研究)

!@f!V 缺失是目前研究最多的染色体结构异

常# 是 C̀'YY最常见的染色体异常!!["

#I!@K#[ 是

表示在 !@f!V7@ 上唯一一个编号为 #[ 的 I8B片

段#它是用于检测 !@f!V 缺失的 I8B片段!!\"

) 本

研究发现 @$ 例原发性肠淋巴瘤中 !@f!V 缺失的发

生率为 V$7$p#而 !$ 例淋巴结反应性增生患者未

发现 !@f!V 缺失#两者有显著性差异#说明 !@f!V 染

色体缺失也是原发性肠淋巴瘤肿瘤发生的重要因素

之一) 原发性肠淋巴瘤中 !@f!V 缺失与病变的部

位*患者年龄*病理类型*临床分期以及预后的关系

不大) 表明 !@f!V 缺失在 1dEY预后方面不是起重

要作用的染色体改变)

0[@ 基因缺失或者 0[@ 基因缺失合并 !@f!V 缺

失变异是原发性肠淋巴瘤恶性程度高的标志之一#

此类病人宜早期采用联合化疗方案治疗#以期获得

较好疗效)
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