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

李向东１△，邹　雄
２

（１．山东大学附属千佛山医院检验科，山东济南２５００１４；２．山东大学齐鲁医院检验科，山东济南２５００１２）

　　摘　要：目的　了解Ｂ细胞淋巴瘤淋巴组织和外周血淋巴细胞主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）Ⅱ类分子表达情况。方法　采

用实时荧光定量聚合酶链反应和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测Ｂ细胞淋巴瘤组织 ＭＨＣⅡｍＲＮＡ和蛋白表达，流式细胞仪检测外周血淋

巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子荧光强度。结果　Ｂ细胞淋巴瘤组织 ＭＨＣⅡｍＲＮＡ和蛋白相对表达量分别为１．２１±０．１６和２．３８±０．２４，

低于正常淋巴组织的７．６８±０．４８和１７．３１±１．０８（犘＜０．０５），外周血淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子平均荧光强度也由对照组的

４３８．００±４６．００下降为２３５．００±２３．００（犘＜０．０５）。结论　Ｂ细胞淋巴瘤组织及外周血淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子表达下降，外周血

淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子检测可辅助早期诊断Ｂ细胞淋巴瘤。
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　　主要组织相容性复合物（ＭＨＣ）Ⅱ类分子仅表达于专职抗

原递呈细胞（ＡＰＣｓ），如Ｂ淋巴细胞、单核细胞和树突状细胞，

其功能是递呈抗原肽至辅助Ｔ淋巴细胞。研究显示表达于肿

瘤细胞表面的 ＭＨＣⅡ可能是ＣＤ４
＋细胞毒性Ｔ细胞（ＣＴＬ）的

直接靶标［１３］。弥漫性大Ｂ淋巴细胞瘤（ＤＬＣＬｓ）ＭＨＣⅡ表达

也有报道［４５］。为了解 Ｂ细胞淋巴瘤组织和血液淋巴细胞

ＭＨＣⅡ类分子的表达情况，本研究建立了Ｂ细胞淋巴瘤动物

模型以研究上述问题。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　淋巴细胞分离液（中国医学科学院血液学

研究所），Ｔｒｉｚｏｌ抽提试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），Ｍｏｎｅｙ鼠白血

病病毒（ＭＭＬＶ）逆转录酶（美国Ｐｒｏｍｅｇａ），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ嵌

合实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂盒（大连宝生物），小

鼠 ＭＨＣⅡ单抗和小鼠βＡｃｔｉｎ单抗（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ）。

１．２　动物试验分组　用含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、

１００Ｕ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养液将人Ｂ淋巴瘤细胞系

Ｒａｊｉ细胞（中国科学院上海细胞研究所）在３７℃、５％ ＣＯ２、

９５％湿度培养箱中培养，２～３ｄ传代１次，将对数生长期Ｒａｊｉ

细胞用不含血清 ＲＰＭＩ１６４０培养液调整细胞密度为１×

１０７／ｍＬ，每只ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠（４～６周龄，中国科学院上海实验

动物中心）皮下接种０．２ｍＬ，建立Ｂ细胞淋巴瘤动物模型，３０

ｄ后裸鼠成瘤，共５０只，为试验组。对照组为未进行任何瘤细

胞接种的ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，共２０只。

１．３　方法

１．３．１　组织标本 ＭＨＣⅡ类分子 ｍＲＮＡ检测　短颈处死小

鼠，取血２ｍＬ，ＥＤＴＡＫ２ 抗凝备用。同时取试验组小鼠淋巴

瘤和对照组淋巴结组织，按Ｔｒｉｚｏｌ抽提试剂盒说明书提取组织

标本总 ＲＮＡ；紫外分光光度 法 检 测 总 ＲＮＡ 吸 光 度 值，

ＯＤ２６０／２８０为１．８～２．０，表明ＲＮＡ纯度较高，再根据ＯＤ值计算

ＲＮＡ浓度。小鼠 ＭＨＣⅡ类分子基因ＰＣＲ扩增上游引物为

５′ＡＣＧＧＴＡＣＣＧＴＣＴＴＡＡＴＧＴＧＴ３′，下游引物为５′

ＴＴＧＴＧＴＡＣＴＴＣＴＡＣＴＧＴＴＣＣ３′；小鼠βａｃｔｉｎ基因ＰＣＲ

扩增上游引物为５′ＧＡＣＧＧＡＣＴＧＣＣＧＧＴＣＣＡＧＴＡ３′，

下游引物为５′ＴＧＡＣＡＧＧＴＧＧＡＡＧＧＴＣＧＴＣＴ３′。逆转

录反应体系：５×逆转录缓冲液４μＬ，ｄＮＴＰ１μＬ，ＭＭＬＶ逆转

录酶１μＬ，ＯｌｉｇｏｄＴ引物１μＬ，ＲＮＡ１μｇ，补足双蒸水至２０

μＬ；反应条件：３７℃６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ。以合成的ｃＤＮＡ为

模板，应用荧光实时定量 ＰＣＲ 试剂盒在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＲｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲ扩增仪上扩增 ＭＨＣⅡ类分子和βａｃｔｉｎ基因。ＰＣＲ

反应体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ酶（２×）１０μＬ，上、下游引物
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各０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，补足双蒸水至２０ｍＬ；反应条件：９５℃

３０ｓ，９５℃５ｓ、５５℃２０ｓ、７２℃１５ｓ循环４０次，在延伸阶段

检测荧光信号，９５℃１ｓ，６５℃３０ｓ，９５℃１ｓ进行融解曲线分

析。根据２ΔＣｔ值计算ｍＲＮＡ相对定量值。

１．３．２　组织标本 ＭＨＣⅡ类分子蛋白检测　提取淋巴瘤和淋

巴结组织标本总蛋白，计算蛋白含量；取５０μｇ总蛋白进行

１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳；用化学发光试剂和相应抗体显影，

胶片成像后采用计算机进行条带光密度值分析，以 ＭＨＣⅡ／β

ａｃｔｉｎ比值进行半定量分析。

１．３．３　外周血淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子蛋白检测　取１ｍＬ

抗凝外周血，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取白细胞层与生理盐水

按体积比１∶１混匀后加于２ｍＬ小鼠淋巴细胞分离液表面，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心２５ｍｉｎ后吸取云雾层至新的离心管中，７０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后弃去上清；用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）１ｍＬ

洗涤细胞沉淀２次后弃去上清，用ＰＢＳ０．５ｍＬ悬浮细胞；收

集１０４ 个细胞，用流式细胞仪和相应抗体检测 ＭＨＣⅡ类分子

荧光强度，并计算平均荧光强度（ＭＦＩ）。

１．４　统计学处理　计量资料以狓±狊表示，用ＳＰＳＳ１３．０软件

包进行组间狋检验，显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

试验组淋巴瘤组织 ＭＨＣⅡｍＲＮＡ及蛋白表达水平均低

于对照组淋巴结组织（狋值分别为５．８３和６．９８，犘＜０．０５），试

验组外周血淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子 ＭＦＩ低于对照组（狋＝

４．６５，犘＜０．０５），见表１。

表１　　组织及外周血淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子相对表达量

组别 狀

组织标本

ｍＲＮＡ 蛋白

外周血淋巴细胞

（ＭＦＩ）

对照组 ２０ ７．６８±０．４８ １７．３１±１．０８ ４３８．００±４６．００

试验组 ５０ １．２１±０．１６ ２．３８±０．２４ ２３５．００±２３．００

３　讨　　论

淋巴瘤是一组起源于淋巴结或结外淋巴组织的恶性肿瘤，

属于免疫系统实体恶性肿瘤。发生淋巴瘤时，外周血淋巴细胞

ＭＨＣⅡ类分子表达目前尚未见相关报道，故本研究建立了Ｂ

细胞淋巴瘤动物模型以对其进行相关研究。结果表明，Ｂ细胞

淋巴瘤组织及外周血淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子 ｍＲＮＡ和蛋白

表达均下降。淋巴细胞恶变为淋巴瘤细胞，可能与浆细胞异常

分化有关［６］。淋巴瘤细胞 ＭＨＣⅡ类分子表达降低，且纯合子

缺失是 ＭＨＣⅡ类分子表达下调的重要机制，大部分 ＤＬＣＬｓ

患者为此类纯合子缺失［７］。

ＣＤ８＋ＣＴＬ对肿瘤细胞的杀伤依赖于肿瘤细胞表达 ＭＨＣ

Ⅰ类分子。但有研究显示，ＭＨＣⅡ类分子缺失可导致淋巴瘤

患者预后较差［８］。ＣＤ８＋ＣＴＬ的激活依赖于ＣＤ４＋辅助 Ｔ淋

巴细胞［９１０］。肿瘤Ｂ细胞也可表达 ＭＨＣⅠ和 ＭＨＣⅡ类分子，

具有ＡＰＣｓ功能
［１１］。ＭＨＣⅠ和 ＭＨＣⅡ类分子表达降低会导

致ＣＤ８＋ＣＴＬ无法激活，而有利于肿瘤细胞生长。本研究表明

Ｂ细胞淋巴瘤组织 ＭＨＣⅡ类分子表达下降，且外周血淋巴细

胞 ＭＨＣⅡ类分子表达也下降，考虑可能与淋巴细胞的体内再

循环有关。

综上所述，Ｂ细胞淋巴瘤组织淋巴细胞恶变为淋巴瘤细胞

后，ＭＨＣⅡ类分子表达下降，且受淋巴细胞再循环影响，淋巴

瘤组织淋巴细胞进入外周血，使外周血淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分

子表达也下降。因此，外周血淋巴细胞 ＭＨＣⅡ类分子水平可

反映淋巴瘤组织 ＭＨＣⅡ类分子水平，可通过检测外周血淋巴

细胞 ＭＨＣⅡ类分子以辅助早期诊断Ｂ细胞淋巴瘤。
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