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,G)+L 在慢性淋巴细胞白血病中的生物学特征研究

陈葆国!干灵红!李伯利!郑!瑞!石卫武!罗文达

摘!要!目的!探讨 ]3"-# 在慢性淋巴细胞白血病中的表达及临床意义$ 方法!应用流式细胞仪检测 %% 名健康对照者'

," 例 ]DD患者'*- 例 X细胞非霍奇金淋巴瘤 ]3"-# 的表达$ 同时检测 ," 例 ]DD患者和 %% 名对照者 V>Y?'W ;+8P的表达$ 结

果!%% 名健康对照 " 例"/.)'#]3"-# 呈弱阳性$ ," 例 ]DD患者 $, 例",*.$#'#]3"-# 阳性!远高于对照组!差异有统计学意

义"

!

%

j$,.&$!!4#&#"#$ ]DD患者 V>Y?蛋白较对照组表达明显减低!W ;+8P表达较对照组显著增高!且 ]DD患者 ]3"-# 表达

水平与 W ;+8P表达水平呈正相关!而与 V>Y?表达水平呈负相关$ *- 例淋巴瘤患者 ) 例 "-.)$'#]3"-# 阳性!分别为 / 例

:]D!" 例 CTdD$ /$ 例 T]D患者 ]3"-# 均阴性$ ]3"-# 在 ]DD中的阳性率远高于淋巴瘤!差异有统计学意义"

!

%

j"/#l#-!!4

#l#"#$ ]DD与 T]D免疫表型差异主要是 ]3%& 与 T̂]* 的阳性率不同!]3"-# 在 ]DD中的阳性率远高于 T]D!差异有统计学意义

"

!

%

j"&#.)"!!4#&#"#$ 四格表诊断性试验分析显示!]3"-# 在 ]DD中的敏感度为 ,*.$#'!特异性为 ,#.*,'!准确度为 ,/.-"'$

]3"-# 在 ]DD患者高表达与临床预后无关$ 结论!]3"-# 在 ]DD细胞中普遍高表达!有助于 ]DD的诊断和鉴别诊断$

关键词!]3"-# !慢性淋巴细胞白血病!套细胞淋巴瘤!W ;+8P

#中图分类号$! (*&&.*%!!!!#文献标识码$! +

J'/%/5'#$%,0$;$#41;'74'#7/9,G)+L '(Q$4'1(47E'40,0;/('#:3-&0/#34'#:1C[1-'$<

b:/") 8$1*31!J$) '()*/1)*!'(81%(!"#$%&:")#G$%

'$N1G$#1G9! D"F$G#<")#1-+"<$#1%1*91-;--(%($#"6 T$(a/13 +12F(#$%! L")a/13 5"6(7$%:1%%"*"! ./"@($)* PAUBBB! :/()$

=>74;$#4!?>@1#4'81!>BERHAIPE6NPAPFAAZWKAIIEBR BJ]3"-# ER MFKBREMG[5WFBM[PEMGAL8A5EN"]DD# NRO EPIMGEREMNGIE6REJEMNPEBR.

A140/.7!>QARP[;PQBFANGPF[MBRPKBG! ," MNIAIBJ]DDNRO *- MNIAIBJXMAGGRBR FAO68ER GE5WFB5N"?:D# QAKAOAPAMPAO JBK]3"-#

AZWKAIIEBR S[JGBQM[PB5APK[! NRO V>Y?NRO W ;+8PQAKANGIBNRNG[bAO JKB5]DDWNPEARPINRO MBRPKBGS[JGBQM[PB5APK[.B17C%47!TBIP

BJ]DDWNPEARPIAZWKAIIAO ]3"-# WBIEPEHAG["$,7,"! ,*.$#'#! MB5WNKAO QEPF FANGPF[MBRPKBGQEPF ]3"-# AZWKAIIEBR QAN8G[WBIEPEHAER

BRG[BRAWAKIBR ""7%%!/.)'#! NRO PFAWBIEPEHAKNPASAPQAAR PQB6KBLW FNO IE6REJEMNRPOEJJAKARMAI"

!

%

j$,.&$!!4#&#"#.eR PFAIN5A

PE5A! QAOAPAMPAO NOAMKANIAER V>Y?WKBPAER NMMB5WNREAO S[NR ERMKANIAER WFBIWFB;+̀ >ER ]DDWNPEARPI! NRO ONPNIFBQAO PFNP

]3"-# AZWKAIIEBR WBIEPEHAG[MBKKAGNPAO QEPF WFBIWFB;+̀ >NRO RA6NPEHAG[MBKKAGNPAO QEPF V>Y?WKBPAER AZWKAIIEBR.eR G[5WFB5N6KBLW!

)7*- "-l)$'# WNPEARPIAZWKAIIAO ]3"-# WBIEPEHAG[! PFNPERMGLOAO ER / MNIAIBJ:]DNRO "MNIABJIWGAREM5NK6ERNGbBRAG[5WFB5N

"CTdD#.+GGWNPEARPIBJ5NRPGAMAGGG[5WFB5N"T]D# QAKA]3"-# RA6NPEHA.>FAWBIEPEHAKNPABJ]3"-# AZWKAIIEBR QAKAIE6REJEMNRPG[

FE6FAKER ]DDWNPEARPIPFNR ER G[5WFB5NWNPEARPI"

!

%

j"/#.#-!!4#&#"#.+WNKPJKB5]3%& NRO T̂]* OEJJAKARPENGG[AZWKAIIAO ER ]DD

NRO T]D! IE6REJEMNRPOEJJAKARMAI"

!

%

j"&#.)"!!4#&#"# BJ]3"-# AZWKAIIEBR QAKABSIAKHAO ER PFAPQB6KBLWI.3EN6RBIPEMPAIPS[JBLK\

JBGO PNSGANRNG[IEIIFBQAO PFNP]3"-# AZWKAIIEBR IARIEPEHEP[ER ]DDQNI,*.$#'! IWAMEJEMEP[,#.*,' NRO ,/.-"' NMMLKNM[.]3"-#

FE6F AZWKAIIEBR ER ]DDWNPEARPIQNIRBPNIIBMENPAO QEPF MGEREMNGWKB6RBIEIER PFEIIPLO[.,/(#%C7/(!>FAFE6FAK]3"-# AZWKAIIEBR 6ARAK\

NGG[ER ]DDMAGGIQBLGO SAFAGWJLGJBKPFAOEN6RBIEINRO OEJJAKARPENGOEN6RBIEIBJ]DD.

D13 E/;.7!]3"-#- ]FKBREMG[5WFBM[PEMGAL8A5EN- TNRPGAMAGGG[5WFB5N"T]D#-VFBIWFB;+8P"W ;+8P#

!!慢性淋巴细胞白血病"]DD#是一种 ]3) 阳性的

X淋巴细胞克隆性肿瘤!淋巴细胞在骨髓'淋巴结'血

液'脾'肝脏及其他器官聚集$ 既往研究显示!]DD发

病与凋亡抑制因子 XMG;% 表达上调!促进因子 XNZ

表达下调有关$ 新近有研究发现!]3"-# 与 ]DD发

病密切相关
)"*

$ 少量临床研究显示!]3"-# 在 ]DD

中高表达
)%*

$ 为了解 ]3"-# 在 ]DD中的生物学特

征!本研究组系统地分析了 ]3"-# 在 ]DD患者中的

表达及与 V>Y?和 W ;+8P的关系!以探讨其病理生

理意义和临床应用价值$

对象与方法

".研究对象( 自 %#"# 年 " 月 0%#"& 年 "" 月笔者医院确

诊的 "-* 例成熟 X淋巴细胞肿瘤! 分别为慢性淋巴细胞白血

病"]DD#," 例 和 X细胞非霍奇金淋巴瘤"X;?:D#*- 例!分

.,).
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别为套细胞淋巴瘤"T]D#/$ 例!毛细胞白血病":]D#/ 例!滤

泡型淋巴瘤" D̂#") 例!淋巴浆细胞淋巴瘤"DVD#) 例!脾边缘

区淋巴瘤 " CTdD# / 例$ 男性 ""% 例!女性 )- 例!患者年龄

&* 0*$ 岁!中位年龄 -" 岁$ 所有病例均符合国内 ]DD和

?:D诊断标准
)&*

$ %% 份健康对照外周血为体检者的样本!男

性 "& 名!女性 , 名!年龄 &% 0-$ 岁$

%.主要试剂和仪器(鼠 e69

"

;"VY' ê>]或 +V]#']3%#

; ê>]']3"# ; ê>]']3%& ; ê>]' T̂]* ; ê>]']3%) ;

ê>]']3&$ ; ê>]'d+V;*# ;VY']3) ;VY']3%% ;VY'

]3""M;VY' ǸWWN;̂ e>]'DN5SON;VY']3"#& ;VY']3"&$ ;

VY']3", ;VAKMW 购自美国 X3公司$ ]3"-# ;̂ e>]购自美国

AXEBIMEARMA公司$ V>Y?; ê>]'W ;+8P;VY抗体购自美国

]AGGCE6RNGER6>AMFRBGB6[公司$ 固定剂" ÊZSLJJAK#'细胞膜通

透剂"VKA5XLJJAK#购自美国 ]NGPN6公司$ 流式细胞仪 +̂]C

]NRPB

*

为美国 X3公司产品$

&.标本(化疗前采急性白血病患者骨髓 % 0)5G肝素钠抗

凝!对照组抽外周血 &5GY3>+抗凝$ 常规分离单个核细胞

"T?]#!用磷酸盐缓冲液制成细胞浓度为 " n"#

*

75G的单细

胞悬液备用$

/.单克隆抗体标记及流式分析(""#]3", ;VAKMW7CC]设

X淋巴细胞门!分析相关抗原的表达$ "%#胞质抗原标记(先

用 ]3", ;VAKMW 进行细胞膜染色!再固定'破膜! 作胞质内

d+V;*#'V>Y?'W ;+8P' ǸWWN'DN5SON抗体染色!具体方法

按试剂说明书进行$ 用流式细胞仪和 3eU+软件获取并分析

"#### 0-#### 个单核细胞$ "&#结果(]3"-#'V>Y?'W ;+8P

的表达用百分率表示!]3&$ 以
#

&#'为阳性$ d+V;*# 以
#

/#'!且 ]DD细胞和正常 X细胞的 d+V;*# T̂ e比值
#

% 为

阳性
)/*

$ 其余抗原表达以
#

%#'为阳性$

).统计学方法(应用 CVCC "&.# 软件包进行分析$ 首先对

计量资料进行正态性检验$ d+V;*#']3&$ 阳性组与阴性组

]3"-# 表达水平比较!]3"-#'V>Y?'W ;+8P在对照组和 ]DD

中表达比较!数据呈偏态分布用 T"V

%.)

0V

,*.)

#表示!用 5$))

;L/(#)"9?检验$ ]3"-# 在 ]DD临床分期中的表达水平比

较用多个样本比较的 VG32>$%;L$%%(2秩和检验$ ]3"-#'

]3%&' T̂]* 在 ]DD和 T]D中的阳性率比较采用两样本率
!

%

检验$ ]DD患者 ]3"-# 表达与 V>Y?和 W ;+8P表达的相关性

采用直线相关分析$ ]3"-# 在 ]DD中的诊断价值用四格表的

诊断性试验分析$ !4#&#) 为差异有统计学意义$

结!!果

".]3"-# 在健康对照者成熟 X淋巴细胞中的表

达( %% 份健康对照者样本中外周血 X淋巴细胞

]3"-# 表达百分率为 "./)'"#./)' 0/."&'#$ 其

中 ]3"-# 阳性 " 例!占 /.)'$ 表明正常成熟 X细胞

]3"-# 阳性率很低$

%.V>Y?在 ]DD中的表达(%% 例健康对照 V>Y?

的表达率为 *).//'")"l$*' 0$-l//'#$ ," 例 ]DD

患者 V>Y?的表达率为 &).%-'""%.")' 0$*l/#'#!

两者差异有统计学意义"?j)&"%!!4#&#"#$ 相关性

分析显示]3"-# 在]DD中的表达与V>Y?的表达呈负

相关"Gj;#&)#!#j)&/$!!4#&#"!表 "#$

表 )",G)+L%QR6F%&!=[4在对照组和 ,::中的

表达水平比较)T"V

%.)

0V

,*.)

#!'*

组别 ) ]3"-# V>Y? V;+8P

健康对照组 %%

"./)

"#./) 0/."&#

*).//

")".$* 0$-.//#

".&

"#./) 0%.#&#

]DD组 ,"

)*."/

"-.$* 0,#.))#

&).%-

""%.") 0$*./##

)/./"

"").#- 0$*.%%#

? -.,& )."% *.%)

! 4#.#" 4#.#" 4#.#"

!!&.W ;+8P在 ]DD中的表达(%% 例健康对照 W ;

+8P的表达率为 ".&'"#./)' 0%.#&'#$ ," 例 ]DD

患者 W ;+8P的表达率为 )/./"'"").#-' 0$*l%%'#!

两者差异有统计学意义"?j*&%)!!4#l#"#$ 相关性分

析显示]3"-#在]DD中的表达与 W ;+8P的表达呈正相

关"Gj#&,&!#j%/&"/!!4#l#"!表 "#$

/.]3"-# 在小 X淋巴细胞肿瘤中的表达(," 例

]DD患者中!]3"-# 阳性 $, 例!占 ,*.$#'!远高于

对照组!差异有统计学意义"

!

%

j$,.&$!!4#&#"#$ *-

例淋巴瘤患者中!) 例 ]3"-# 阳性!占 -.)$'! 分别为

/ 例 :]D!" 例 CTdD$ ]3"-# 在 ]DD中的阳性率远高

于淋巴瘤!差异有统计学意义"

!

%

j"/#.#-!!4#&#"#$

).]DD与 T]D免疫表型比较( ," 例 ]DD中!

]3",' ]3)' ]3%#' ]3%% 均 阳 性! ]3"# 均 阴 性$

]3%& 有 $$ 例阳性!占 ,-.*#'$ T̂]* 有 "$ 例阳

性!占 ",.*$$ 骨髓活检免疫细胞组织化学法 ][\

MGER3" 均阴性!细胞遗传学检查未见 P"""-"/#异常$

/$ 例 T]D中 ]3",']3)']3%#']3%% 均阳性!]3"#

均阴性$ ]3%& 有 "% 例阳性!占 %).#'$ T̂]* 有 /-

例阳性!占 ,).$&'$ ][MGER3" 均阳性!/& 例细胞遗

传学检查有 P"""-"/#异常!) 例未作染色体分析$ 上

述结果显示!]DD与 T]D免疫表型差异主要是 ]3%&

与 T̂]* 的阳性率不同!]3"-# 在 ]DD中高表达!

T]D中不表达有助于两者鉴别诊断"表 %!图 "#$

表 M",G)+L%,GMP%IA,* 在 ,::和 A,:中的

阳性率比较))"'#*

组别 ) ]3"-# 阳性 ]3%& 阳性 T̂]* 阳性

]DD ," $,",*.$## $$",-.*## "$"",.*$#

T]D /$ #"## "%"%).## /- ").$&#

!

%

"&#.)" $#.#/ *&."-

! 4#.#" 4#.#" 4#.#"

.#-.
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图 )",::和 A,:患者免疫表型流式细胞仪分析图

+.CC]7]3", 散点图!设 X淋巴细胞门"V"# -X.]3",7]3) 双阳性-]0Y.]DD患者免疫表型-].]3%&

阳性-3.̂T]* 阴性-Y.]3"-# 阳性-^0:.T]D患者免疫表型- .̂]3%& 阴性-9.̂T]* 阳性-:.]3"-#

阴性-e0̀ .]DD患者不典型免疫表型-e.]3%& 阳性-@.̂T]* 阳性- .̀]3"-# 阳性

!

!!-.]3"-# 在 ]DD中的特异性'敏感度和准确度

分析(经四格表诊断性试验分析显示!]3"-# 在 ]DD

中的敏感度为 ,*.$#'!特异性为 ,#.*,'!准确度为

,/.-"'!阳性预测值 ,%.*"'!阴性预测值 ,*."$'!

阳性似然比 iD( j "#.-%!阴性似然比 ;D(j

#l#%/$ 提示 ]3"-# 在 ]DD诊断中有一定的价值$

*.]3"-# 与 ]DD临床分期的关系(根据 XERAP临

床分期!," 例 ]DD中!+期 )% 例!X期 %& 例!]期 "-

例$ ]3"-# 在 & 期中的表达水平差异无统计学意义

"+j%."%!!o#.#)!表 &#$ 表明 ]3"-# 表达水平与

]DD临床分期无关!提示其与 ]DD预后无关$

$.]3"-# 与 d+V;*#']3&$ 的关系(d+V;*#'

]3&$ 是目前较为公认的 ]DD预后免疫表型标志!其

阳性表达往往提示 ]DD患者临床预后较差$ 本组 ,"

例 ]DD中!d+V;*# 阳性 &# 例!占 &%.,*'!]3&$ 阳

性 &) 例!占 &$./-'$ d+V;*#']3&$ 阳性组与阴性

."-.
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表 P",G)+L 在 ,::临床分期中的表达水平比较

)5"!

%.)

0!

,*.)

#!'*

临床分期 ) ]3"-#

XERAP+ )% )-.-/"*.#, 0$$."-#

XERAPX %& ),.-$"%$.$* 0$,.*)#

XERAP] "- /*.%"",.$& 0,".&,#

+ %."%

! #.&)

组 ]3"-# 的表达水平差异无统计学意义"?分别为

#.*,'#.#%!!均 o#.#)!表 /#$ 提示 ]3"-# 表达水

平与 ]DD的预后无关$

表 K"]=Q!*L%,GPZ 阳性组与阴性组 ,::,G)+L 的

表达水平比较)5"!

%.)

0!

,*.)

#!'*

组别 ) ]3"-# ? !

d+V;*#

阳性组

阴性组

&#

-"

-#.-&"".#* 0$$.#*#

)-.&%"%&.#) 0,&."$#

#.*, #./&

]3&$

阳性组

阴性组

&)

)-

)$.#%""."/ 0$$.#/#

)-.*/"%%.,) 0,&.-*#

#.#% #.,$

讨!!论

]3"-# 是一种免疫球蛋白样活化 ?̀ 细胞受体!

属糖基磷脂酰肌醇"9Ve#固定膜蛋白!其基因定位于

染色体 "c/%.&!主要表达在 ?̀ 细胞和细胞毒性 >细

胞亚群!而正常 X淋巴细胞和 YXU转化的 X淋巴细

胞系并不表达
))!-*

$ ]3"-# 的生理功能是低亲和性

结合 T:]

&

类分子!活化 Ve

&

`7+8P和 Y(̀ 信号通

路!促进 ?̀ 细胞和细胞毒性 >细胞分泌 eD;-'eD;

$'ê?;

-

'>?̂ ;

$

!产生细胞毒效应
)*!$*

$ 新近 DEL

等
)"*

发现 ]3"-# 在 ]DD患者肿瘤细胞普遍高表达!

体外实验表明!]3"-# 分子上调 W ;+̀ P'XMG;% 表

达!促进 ]DD细胞生存!用 Ve

&

`抑制剂 fBKP5NRER 和

D[%,/##% 阻滞后!W ;+8P减少!MNIWNIA;& 被激活!

进而诱导 ]DD细胞凋亡$ 本研究组结果显示!健康

对照组外周血 X淋巴细胞 ]3"-# 基本不表达!," 例

]DD患者 ]3"-# 呈高表达$ ]DD患者 V>Y?蛋白较

对照组表达明显减低!W ;+8P表达较对照组显著增

高$ 相关性分析显示!]DD患者 ]3"-# 表达水平与

W ;+8P表达水平呈正相关!而与 V>Y?表达水平呈负

相关$ 上述结果提示!]3"-# 分子与 V>Y?;Ve

&

`7

+8P信号通路活化密切相关!可能与 ]DD细胞生存和

持续无序增生有关$

N̂KKAR 等
)%*

报道! -## 例 ]DD患者中! ),# 例

]3"-# 阳性!占 ,$'-&% 例 :]D患者 "##'阳性-&/

例 T]D患者中 ) 例阳性!占 ")'-"/) 例其他 X淋巴

细胞增生性疾病患者中 %& 例阳性!占 "-'-而正常 X

淋巴细胞!包括 ]3&/

i

]3",

i

及幼稚'成熟 X淋巴细

胞 ]3"-# 均不表达$ 本研究组结果显示!," 例 ]DD

患者中!]3"-# 阳性 $, 例!占 ,*.$#'$ *- 例 X淋巴

细胞淋巴瘤患者中!) 例 ]3"-# 阳性!占 -.)$'! 分

别为 / 例 :]D!" 例 CTdD$ 但是 /$ 例 T]D患者中

]3"-# 均阴性$ ]3"-# 在 ]DD中的阳性率远高于 X

淋巴细胞淋巴瘤!差异有统计学意义"!4#&#"#$ %%

例健康对照组外周血 X淋巴细胞仅 " 例阳性!且呈低

表达!与文献报道结果基本一致$ 这提示!]3"-# 仅

在恶性 X淋巴细胞中高表达!有助于鉴别恶性 X淋

巴细胞克隆$

]DD与 T]D均为较成熟型小 X淋巴细胞!形态

学诊断存在一定困难!细胞遗传学检查诊断费时!流

式细胞术免疫表型分析往往起着关键的作用$ 典型

]DD免疫表型为 ]3)

i

]3",

i

]3%&

i

]3%%

i

]3%#

i

T̂]*

;

M[MGER3"

;

! 典 型 T]D免 疫 表 型 为 ]3)

i

]3",

i

]3%&

;

]3%%

i

]3%#

i

T̂]*

i

M[MGER3"

i

$ 两者

的差异主要是 ]3%&' T̂]*'M[MGER3" 表达不同$ M[\

MGER3" 目前尚无可靠的流式检测抗体!主要应用免疫

细胞组织化学方法检测$ 流式免疫分型只能依据

]3%&' T̂]* 的表达来鉴别 ]DD和 T]D$ 但是临床

上不典型 ]DD'T]D免疫表型经常出现!文献报道!

]3%&' T̂]* 在 ]DD和 T]D中高频率的交叉表

达
),!"#*

$ 本组 ," 例 ]DD患者中 %" 例呈不典型表型

"& 例 ]3%& 阴性!"$ 例 T̂]* 阳性#!占 %&.#$'!但

]3"-# 均为阳性$ /$ 例 T]D患者中 "/ 例呈不典型

表型 " "% 例 ]3%& 阳 性! % 例 T̂]* 阴 性 #! 占

%,l"*'!而 ]3"-# 均为阴性$ 因此!]3"-# 检测对

鉴别不典型 ]DD和 T]D具有一定的意义$ 四格表

诊断性试验分析显示!]3"-# 在 ]DD中的敏感度为

,*.$#'!特异性为 ,#.*,'!准确度为 ,/.-"'!阳

性预测值 ,%.*"'!阴性预测值 ,*."$'$ 结果进

一步证实 ]3"-# 在 ]DD诊断和鉴别诊断中有较高

的价值$

]3"-# 与 ]DD临床分期的关系显示!根据 XERAP

临床分期!]3"-# 在 +'X']& 期中的表达水平差异

无统计学意义"!o#.#)#$ 此外!d+V;*#']3&$ 是

]DD预后免疫表型标记!其阳性表达预示临床预后较

差$ 本组 ," 例 ]DD中!d+V;*# 阳性占 &%.,*'!

]3&$ 阳性占 &$./-'$ d+V;*#']3&$ 阳性组与阴

性组 ]3"-# 的表达水平差异无统计学意义 "!均 o

.%-.
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#l#)#$ 上述结果提示 ]3"-# 表达水平与 ]DD患者

的临床预后无关$

综上所述!在 ]DD患者中 ]3"-# 与 V>Y?;

Ve

&

`7+8P信号通路活化相关$ ]3"-# 在 ]DD细胞中

普遍高表达!一方面有助于 ]DD的诊断和鉴别诊断!

另一方面 ]3"-# 在正常 X淋巴细胞中不表达!可能

是潜在的微量残留病检测标志$
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仙鹤草总黄酮纯化工艺研究
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摘!要!目的!优选仙鹤草总黄酮纯化工艺条件$ 方法!采用大孔吸附树脂法!以总黄酮含量为评价指标!分别对树脂型

号'树脂径高比'上样药液浓度'上样药液速度'洗脱液浓度'洗脱剂用量进行考察$ 结果!优选的纯化工艺条件为选用 3"#" 型

大孔树脂!上样药液浓度为 #.")675G!上样速度为 "XU7F!树脂径高比为"p"#!洗脱液为 &XU)#'乙醇洗脱$ 固形物中总黄酮含

量为 &".#)'$ 结论!该纯化工艺条件合理'稳定!可用于工业化生产$
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