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Notch 1在外周 T细胞淋巴瘤中的表达及基因突变

及其与临床生存期的相关性研究 *
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摘要 目的：检测活化型 notch1（NICD）蛋白在外周 T细胞淋巴瘤组织中的表达情况，探讨活化型 notch1对外周 T细胞淋巴瘤患
者生存时间的影响，分析其与 NOTCH1基因突变之间的关系。方法：免疫组织化学法检测 20例外周 T细胞淋巴瘤（13例 PTCL
NOS、7例 ALCL）及 5例反应性增生患者病变组织活化型 notch 1（NICD）抗体的表达，PCR-SSCP及基因测序法分析 NOTCH1基
因 HD-N、HD-C、TAD、PEST片段的突变情况。结果：20例外周 T细胞淋巴瘤 NICD蛋白均为阳性，5例慢性淋巴结炎均为阴性，
其中 PTCL NOS组织较 ALCL高表达 NICD蛋白。淋巴瘤患者 HD-N、HD-C、PEST片段存在基因点突变。结论：NOTCH1基因点
突变可能为异常表达 NICD的原因之一，异常表达的 NICD影响外周 T细胞淋巴瘤的生存时间。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of the activated notch1 (NICD) protein in PTCL, and its relationship with the

NOTCH1 gene mutated and the clinical survival time. Methods: Immunohistochemistry was used to detect the protein expression of the
activated notch1 (NICD) in 20 specimens PECL (13 specimens PTCL NOS and 7 specimens ALCL) and 5 specimens chronic
lymphadenitis as control. PCR-SSCP and gene sequence analysis were used to analyze the NOTCH1 gene mutations in the HD-C, HD-N,
TAD and PEST domains. Results: Compared with that in the control, all 20 specimens PTCL were positive for the activated notch1
(NICD) protein, and the lever of the expression of NICD was higher in PTCL NOS than that in the ALCL. HD-N, HD-C, PEST domains
exist point mutation. Conclusion: NOTCH1 gene mutation may cause the expression of NICD,and the express of the NICD can affact the
surivival time of the PTCL patains.
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前言

外周 T细胞淋巴瘤（PTCL）是一种恶性血液系统肿瘤，与
急性 T细胞白血病（T-ALL）均为 T系来源的恶性疾病，好发于
儿童和青少年，也见于成年患者，进展凶险，治疗效果及预后均

较差。Notch蛋白首先发现于果蝇体内，其信号通路可通过细
胞间的相互作用在无脊柱动物细胞的分化、发育中起重要作
用。Notch1蛋白是由 9q34的 NOTCH1基因编码的一种跨膜蛋
白受体，表达于细胞膜表面。Notch1受体包括胞外段、跨膜区
及胞内段（NICD）三部分，其胞外段可与其同源配体结合，活化
notch信号通路，活化的 notch1受体经过三次水解释放胞内段

（NICD），使其转移至细胞核，活化 CSL转录因子，激活下游信
号通路[1-2]。NICD活化 CSL的方式有两种：1：NICD到达细胞核
后置换 CSL位点的共抑制物，活化 CSL；2：NICD到达细胞核
后，以MAMA1为支架，其 N端与 NICD锚蛋白序列结合，C
端聚集 P300等共同形成大分子转录激活化合物，活化 CSL。
Milner LA等实验发现 TAN-1（notch1）蛋白表达于骨髓 CD34+

造血干细胞 [3]。Ellisen LW,等通过对 T-ALL患者基因分析亦发
现存在导致 notch1过度活化的异位染色体即 t (7;9)(q34;q34.
3)，可编码截短的 notch1蛋白[4]。T细胞的分化、发育、成熟经过
骨髓及胸腺两个阶段。Stier S等小组通过共转染 ICN或者 ICN
联合胞外段至 RAG-鼠源 Scal+Lin-造血干细胞，观察发现活化

的 notch1信号通路使得造血干细胞定向分化为粒系的细胞数
目减少，而分化为淋巴系祖细胞的数量增加，同时活化的

notch1信号通路可诱导淋巴系祖细胞向 CD25+CD44+的 T 细
胞及前 NK祖细胞分化，抑制其向 B淋巴系分化[5]。早期表达活
化型 notch1的鼠源造血干细胞进行骨髓移植后 3到 8周时间
可发展成 T-ALL。Hasserjian RP等人动态观察了胸腺中不同阶
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Domain/exon Primer Sequence Annealing temperature (℃)

HD-N/exon 26
26-F 5-GGAAGGCGGCCTGAGCGTGTC-3 64℃ 0.5℃/2cycle

26-R 5-ATTGACCGTGGGCGCCGGGTC-3 59℃ 25 cycle

HD-C/exon 27
27-F 5-GCCTCAGTGTCCTGCGGC-3 68℃ 1℃/2cycle

27-R 5-GCACAAACAGCCAGCGTGTC-3 57℃ 25 cycle

TAD/exon 34
TAD-F 5-GCTGGCCTTTGAGACTGGC-3 68℃ 1℃/2cycle

TAD-R 5-GCTGAGCTCACGCCAAGGT-3 57℃ 25 cycle

PEST/exon 34
PEST-F 5-CAGATGCAGCAGCAGAACCTG-3 68℃ 1℃/2cycle

PEST-R 5-AAAGGAAGCCGGGGTCTCGT-3 57℃ 25 cycle

表 1 NOTCH1 PCR反应条件
Table 1 the PCR reaction conditions of the NOTCH1

段淋巴细胞的 notch1 表达情况，实验结果显示胸腺细胞从
CD4-CD8-到 CD4+CD8+阶段 notch1表达减弱[6]，同样 Maillard
I等实验组通过截断的 N端MAML1抑制 notch1信号通路，并
将 N端的MAML1转染至胸腺细胞中，观察其发育情况，结果
同样显示，抑制 notch1信号通路可导致胸腺中 T细胞发育停
滞在 CD4-CD8-DN 阶段 [7]，综上观之，notch1 表达减少及
notch1信号通路的活化对淋巴细胞成熟起关键作用。Pear WS
等人通过细胞实验发现截断的 TAN-1（notch1）是一个癌基因，
可诱导形成 T细胞肿瘤 [8]。Franziska等人实验通过免疫组织化
学法检测 ALCL患者高表达 notch1受体[9]。Kamstrup MR等人
实验同样证实了皮肤 T细胞淋巴瘤高表达 notch1受体[10]。以上
实验证明 notch1信号通路对 T细胞的分化、发育、成熟起到重
要作用。近年的临床研究证实了在 T细胞发育早期异常导致的
T-ALL患者中伴有 NOTCH1突者有近 50%，同时这个研究小
组还做了突变位点的检测，发现其突变多集中在 HD-N、HD-C、
TAD、PEST四个区域，而因发病率低及取材难等使其在 T细
胞淋巴瘤中的研究较少[11-13]。本研究通过检测外周 T细胞淋巴
瘤患者 NICD的表达及其 HD-N、HD-C、TAD、PEST四个区域
基因突变，了解 notch1信号通路对 T细胞淋巴瘤预后的影响。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 标本 第四军医大学唐都医院 2006年 1月至 2010年 11
月期间外周 T细胞淋巴瘤患者石蜡包埋组织 20例及慢性淋巴
结炎 5 例。所有石蜡包埋组织经病理科专家协助，依据
2008WHO及 2009NCCN新的淋巴瘤诊断标准划分组织学类
型。20例患者中男性 17例，女性 3例；中位年龄 39.35岁（最小

12岁，最大 76岁）；临床分型：PTCL NOS型 13例，ALCL7例；
临床分期：Ⅱ期 8例，Ⅲ期 8例，Ⅳ期 4例；IPI评分：0分 3例，
1分 4例，2分 7例，3分 6例。治疗方案以手术联合化疗、放
疗为主，其中有 1例患者行二次自体造血干细胞移植。
1.1.2 主要试剂 兔抗人活化型 notch1（NICD）(ab8925)多克隆
抗体受赠于第四军医大学基础部遗传与发育学；SP免疫组化
试剂盒、DAB显色剂购自北京中杉金桥生物技术有限公司；蛋
白酶 K、苯酚购自西安宝信生物科技有限公司；Takala Premix
Tap Version 2.0购自西安海宁生物工程有限公司。
1.2 方法
1.2.1 SP法免疫组化染色 石蜡包埋组织制成厚 2μm的石蜡
切片，常规脱蜡至水，pH6.0 柠檬酸修复液微波高温修复
15min, 3%H2O2 修复内源性过氧化氢酶 30min，血清封闭
30min，兔抗人 activated Notch1 antibody 1:100孵育，4℃过夜，
室温孵育 1h，PBS漂洗 10minX3，羊抗兔抗体孵育 2h，PBS漂
洗 10minX3，生物标记链霉素孵育 2h，PBS 漂洗 10minX3，
DAB显色 2min，苏木素复染，脱水、透明、封片。显微镜下观察。
1.2.2 酚氯仿法提取 DNA 石蜡包埋组织薄片置于 1.5mlEP
管；经二甲苯、无水乙醇处理、TE裂解液及蛋白酶 K消化后，加
入酚氯仿（Tris-饱和酚：三氯甲烷：异戊醇 =25:24:1）轻震荡、离
心，提取上层上清液，加入预冷的无水乙醇后放于 -70℃冰箱
4h，0℃ 12000rpm离心 30min，弃上清，再加入 70%乙醇 4℃
12000rpm离心 10min，弃上清，干燥，加入 50μl DNA溶解液溶
解 DNA，4℃保存备用。
1.2.3 PCR NOTCH1 HD-N、HD-C、TAD、PEST 通过降落 PCR
扩增，反应体系 50μl（模板 1μl，引物 F、R各 1μl，Premix Tap 25
μl，水 22μl）。反应条件见表 -1，引物序列参考[12]。

1.2.4 SSCP基因多态性检测 取 8μl扩增产物加入 2μl变性液
（去离子甲酰胺、EDTA、溴酚蓝、二甲苯氰）98℃变性 10min,立
即置于冰上 5min，6%聚丙烯酰胺凝胶电泳，60V，5h, 溴化乙锭
染色 30min采图。
1.2.5 基因测序 PCR扩增产物 40μl送至上海桑尼测序部测序。
1.3 统计分析
1.3.1 免疫组化结果的统计 细胞计数标准：在 40×10倍显微
镜下随即取 10个视野，各计数 100个淋巴瘤细胞计数其免疫

组化染色阳性率：无免疫组化染色阳性 0分；1%-25% 1分；
26%-50% 2分；51%-75% 3分；76%-100% 4分。染色强度标
准：按染色染色深浅分类，正常细胞染色为蓝色，免疫组化阳

性细胞按其染色强度可为浅黄色、金黄色、棕黄色不等，依次记
为 0分、1分、2分、3分。蛋白表达水平综合细胞计数机染色强
度分类：细胞计数×染色强度，其乘积为 0分是记为 "-"；1-3分
时记为 "+"，4 -6分时记为 "++"；7-9分时记为 "+++"；10-12分
时记为 "++++"。
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图 1 activated notch1免疫组化：A：外周 T细胞，非特指型组织细胞核染色阳性；B、C：ALCL组织部分阳性，其中箭头 1示体积较大细胞细胞质染

色阳性，箭头 2示体积较大细胞细胞核染色阳性，箭头 3示体积较小细胞染色阴性；D：阴性对照，反应性增生组织染色阴性
Fig. 1 Immunohistochemistry with activated anti-notch1 :A: strony staining of the PTCL NOS; B、C: part staining of the ALCL,and

Immunohistochemistry staining with the big cells enchylema(1), the big cells nucleus(2),no staining with the small cells(3); (D) the control tissues are

negative

1.3.2 临床资料的统计 统计患者的性别、年龄、诊断、病理、免
疫组化、IPI分期、治疗、预后及生存时间。
1.3.3 统计方法 SPSS13.0非秩和检验和生存时间分析法。

2 结果与分析

2.1 免疫组化
活化型 notch1抗体是针对 notch1受体活化状态下转移至

细胞核的胞内段 NICD的特异性抗体。本实验中，20例外周 T
细胞淋巴瘤患者肿瘤细胞核染色均为阳性，而 5例反应性增生

淋巴结染色阴性（结果见图 1），两者比较（P=0.00<0,05）有统计
学意义。通过分析免疫组化结果，13例 PTCL NOS型淋巴瘤组
织细胞体积大致均匀，细胞核染色，染色强度较强，7例 ALCL
组织中可见体积大小不均一细胞，其中体积较大细胞染色强度

较体积较小的细胞强，且前者同时出现细胞核和细胞质 NICD
表达。比较 PTCL NOS 型和 ALCL 活化型 notch1 着色强度
（P=0.047<0,05）有统计学意义。以上实验结果提示外周 T细胞
淋巴瘤患者高表达活化型 Notch1 受体，而其亚型中 PTCL
NOS型较 ALCL患者高表达活化型 notch1受体。

2.2 PCR-SSCP及基因测序
PCR-SSCP法通过观察突变基因迁移率改变，本实验中有

10例患者 HD-C扩增成功，其中有 2、6、15、19号标本共 4例患
者伴有突变；另三个片段扩增效率较差（见图 2），可能为为石
蜡组织基因对于大片段的扩增效率较低。对外周 T细胞淋巴瘤
患者 HD-C、HD-N、PEST、TAD四个 DNA片段均扩增成功的
患者行基因测序结果证实突变类型多为点突变，结果如下（见

图 3）。根据基因组信息分析 HD-C、PEST区域的点突变有意
义，HD-N突变无意义，本例实验中两名患者 TAD区域无突
变。
2.3 活化型 Notch1对外周 T细胞淋巴瘤生存期的影响
统计 20例淋巴瘤患者的生存时间，通过 SPSS 13.0的生
存期分析结果提示 PTCL NOS患者的中位生存期为 7.25月，

ALCL患者的中位生存期为 30.2月，见图 4。间变大细胞淋巴
患者的生存期较外周 T细胞淋巴瘤, 非特指淋巴瘤患者的生
存时间长。

3 讨论

T细胞非霍奇金淋巴瘤，在我国约占 25%-35%。外周 T细
胞淋巴瘤占非霍奇金淋巴瘤的 10%，其中 PTCL NOS型是最
常见的外周 T细胞淋巴瘤，约占 50%左右，而另一亚型 ALCL
约占 2%-3%。由于 T细胞淋巴瘤发病率低，对于 T细胞非霍奇
金淋巴瘤尚无完整的临床研究指导诊断和治疗，目前大多是治

疗参照 B细胞非霍奇金淋巴瘤，除个别亚型外，大部分患者预
后较差，生存时间短[14,15]。
近年来，多组实验证实约有 50%人类 T-ALL患者及鼠类
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图 3 基因测序结果：(A)：HD-N：存在点突变 C-A；(B)：HD-C：存在点突

变 C-T/A；(C)：TAD：无突变；(D)：PEST：存在点突变 C-A；
Fig.3 point mutation of the NOTCH 1 (A) HD-N domain C-A ;(B) HD-C

domain C-T/A; (C) TAD domain：no mutation ; (D) HD-C domain C-A

图 4 外周 T细胞淋巴瘤患者生存时间
Fig.4 the survival time of the PTCL

图 2 PCR-SSCP结果：A：HD-N B：HD-C C：TAD D：PEST；1-20号编号为 20例淋巴瘤患者，21-25编号为反应性增生患者
Fig.2 the results of the PCR-SSCP：A：HD-N B：HD-C C：TAD D：PEST；the number 1-20 stand for the patients of PTCL, 21-25 are the controls

淋巴瘤伴有癌基因 NOTCH1的突变[11-13,16]。本实验结果表面外
周 T细胞淋巴瘤患者高表达活化型 notch1抗体，比较 PTCL
NOS型和 ALCL亚型间活化型 notch1表达有统计学意义，PT-
CL NOS型较 ALCL患者高表达活化型 notch1。结合 notch1免
疫组化及生存时间，我们考虑 notch1异常活化可能为影响外
周 T细胞淋巴瘤的一个因素。Kamstrup MR等人实验同样证实
了皮肤 T细胞淋巴瘤高表达 notch1，并且发现 notch1与淋巴
瘤的分期成正相关，GSI 类制剂可促进肿瘤细胞的凋亡 [10]。
Jundt F等人实验通过免疫组织化学法检测 ALCL患者高表达
notch1受体，异常活化的 Jagged1/ notch1信号通路促进 ALCL
细胞系的增值，并且通过激活下游 NF-KB信号通路抑制 HES
细胞系的凋亡[9]。本实验通过扩大样本量，采用免疫组织化学方
法检测了外周 T 细胞淋巴瘤及血管免疫母细胞淋巴瘤组织

NF-KB的表达，结果显示上述两者均表达 NF-KB，且血管免疫
母细胞淋巴瘤组织较外周 T细胞淋巴瘤组织高表达，结果未附
图。NF-KB是调节细胞增殖、分化、发育的另一个重要分子[15]。
NF-KB是由 RAL家族蛋白的同源或者异源二聚体组成，在大
多数细胞中 NF-KB 与其抑制蛋白 IκB 家族的成员结合 ,当
IκB被 IκB酶（IKK）水解后活化 NF-KB信号通路，激活下游
基因[18-20]。近年的研究发现 notch1信号通路和 NF-KB信号通路
间相互作用。 Lluis E等实验小组证实，在 T-ALL中 notch1信
号通路通过下游基因 HES活化 NF-KB信号通路[21]。Kamstrup
MR等人的实验发现皮肤 T细胞淋巴高表达活化型 notch1，且
通过抑制 NF-KB可引起与抑制 notch1信号通路相似的诱导皮
肤 T细胞肿瘤凋亡作用[22]。综合观之，notch1的异常活化及其
信号通路的研究可能为外周 T细胞淋巴瘤的治疗提供新的靶
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点。然而关于 notch1信号异常活化的具体机制目前研究尚少。
前人的实验发现约有 50%左右的急性 T淋巴细胞白血病患者
NOTCH1基因突变导致异常活化的 notch信号通路，突变位点
多位于 23、24 号外显子的 HD-N、HD-C、TAD、PEST 四个片
段。假设外周 T细胞淋巴瘤患者异常活化的 notch1同样伴有
基因突变。我们通过 PCR-SSCP分析存在基因突变，通过对两
例高表达活化型 notch1抗体患者的 HD-N、HD-C、TAD、PEST
四个片段行基因测序，结果示有个别位点伴有点突变，即部分

高表达 notch1的 PTCL患者可能存在NOTCH1 基因的突变。
但因 T细胞淋巴瘤发病率低，取材难，关于其大样本临床研究
仍是一个亟待解决的难题。我们将会在今后的实验中更深入的
研究，为其诊断治疗奠定基础。
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