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【摘要】　淋巴瘤是我国常见的恶性肿瘤之一，诊断难度较大。目前淋巴瘤的诊断主要基于细胞

形态学（cell morphology）、细胞免疫学（cellular immunology）、细胞遗传学（cytogenetics）和分子生物学

（molecular biology）4大类检查。其中，分子检测是诊断淋巴瘤尤其是疑难病例的重要手段。基于肿

瘤组织的所有细胞均来源于同一个癌变细胞这一理论基础，我们可以利用细胞克隆性分析来辅助进

行淋巴细胞恶性肿瘤的诊断。由于 99%B细胞淋巴瘤和 94%T细胞淋巴瘤分别伴有免疫球蛋白基因

和 T细胞受体基因的克隆性重排，因此免疫球蛋白基因或 T细胞受体基因克隆性重排的分子检测可

作为克隆性分析的方法之一。淋巴瘤基因重排检测技术及解读中国专家共识（2023版）编写组结合

临床实践经验，主要基于临床常用的聚合酶链反应技术对淋巴瘤基因重排相关工作原理、方法及手段

进行了相关阐述，以进一步指导与规范我国淋巴瘤基因重排检测工作的进行。
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淋巴瘤主要发生在淋巴器官和淋巴组织，可分

为霍奇金淋巴瘤（HL）和非霍奇金淋巴瘤（NHL）两

类，临床表现为恶性程度高，发展迅速，预后差［1‑2］。

我国 2020 年 HL 新增病例 6 829 例，死亡 2 807 例；
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NHL 新增 92 834 例，死亡 54 351 例。NHL 依据细

胞类型不同分为 T 细胞 NHL（占 10%~20%）和 B 细

胞 NHL（占 80% 以上）［3］。既往我国的多中心数据

研究中指出：HL 患者占所有淋巴瘤病例的构成比

为 8.54%，NHL 在所有淋巴瘤病例的构成比为

87.69%，B 细胞 NHL 与 T/NK 细胞淋巴瘤的构成比

例约为 3∶1［4］。淋巴瘤诊疗规范（2018年版）指出，

免疫球蛋白（Ig）/T细胞受体（TCR）基因重排分别是

B、T淋巴细胞的主要特征，可用于协助鉴别淋巴细

胞增殖的单克隆性与多克隆性，以及鉴别无法通过

免疫组织化学（IHC）诊断的淋巴瘤，是对形态学和

IHC 检查的重要补充［5］。2021 年中国淋巴瘤治疗

指南也明确指出淋巴瘤中抗原受体基因的克隆性

重排对于精确诊断疾病、指导规范治疗必不

可少［3］。

一、淋巴瘤病理诊断中的重排检测原理

淋巴细胞的 Ig和 TCR 的基因结构是由可变区

（V）、连接区（J）、多变区（D）及恒定区（C）组成，基

因重排在淋巴细胞发育过程中发挥着重要作用［6］。

在淋巴细胞早期发育时，B细胞中的 Ig基因和 T细

胞中的 TCR 基因发生特定顺序的重排，形成

V‑（D）‑J片段，使每个淋巴细胞都有独特的重排形

式，这保证了正常免疫反应中抗原受体的多样性。

但当淋巴瘤发生时，人体就会失去对某个基因重排

细胞的控制，该细胞就会出现不可控制性、单克隆

性的增生［7‑8］。恶性肿瘤的所有细胞都具有共同的

克隆起源，因此淋巴细胞克隆性的评估可以支持淋

巴系统恶性肿瘤的诊断结果。同时有 5%~10% 的

淋巴恶性肿瘤病例诊断较为复杂，需要通过 Ig 和

TCR基因克隆性重排检测来辅助诊断［7］。

1. 基因重排的模式：（1）在B淋巴细胞中，Ig基
因由 2条相同的重链（IgH）和 2条相同的轻链（Igκ/
Igλ）构成。重链的V区由V、D、J片段编码，而轻链

的 V区由 V和 J片段编码［9］。每个 B淋巴细胞可以

表达多种类型的重链，但只能表达 1 种轻链即 Igκ
或 Igλ。在基因重排的过程中，首先是 IgH 基因中

D和 J基因片段重排形成D‑J基因片段，接下来V基

因片段与 D‑J 基因片段重排形成 V‑D‑J 基因片段；

随后 Igκ中的V和 J基因片段开始重排形成功能性

的 Igκ 链；若这一步未构建出功能性的 Igκ 链，B 细

胞则启动下一步程序：Igλ基因的V和 J基因片段重

排，形成 Igλ 链［10‑11］。（2）在 T 淋巴细胞中，存在 4 种

TCR 蛋 白 单 体 分 别 为 α（TCRA）、β（TCRB）、

γ（TCRG）和δ（TCRD）蛋白，它们可以形成2种亚型

的 TCR 即 TCRγδ和 TCRαβ［9］。每条 TCR 链也经历

了类似 Ig 的重排方式。TCR 的重排过程从 TCRD
基因中的 D‑J和 V‑DJ重排开始，然后是 TCRG基因

中的 V‑J 重排，其目的是构建合适的 TCRγδ 受体；

当无法构建时，T 细胞中的 TCRB 基因将继续进行

D‑J 和 V‑DJ 重排，最后是 TCRA（V‑J 重组）重排，从

而构建出TCRαβ受体［12‑13］。

2. 重排检测的体系建立：目前主流的克隆性重

排检测方法是采用聚合酶链反应（PCR）法，它是利

用合适的引物与基因片段结合，通过扩增以及对产

物的分析，检测出 Ig/TCR基因的重排状态；其优点

是速度快、所需DNA质量低、灵敏度高。当前淋巴

瘤基因重排检测技术是基于 BIOMED‑2 体系建立

起来的。该体系目前已被临床广泛接受和认可，成

为淋巴瘤重排检测的金标准［1， 14‑15］。BIOMED‑2 体

系设计包括 VH‑JH、DH‑JH、Igκ、Igλ、TCRβ、TCRγ、
TCRδ、bcl‑1‑Ig 和 bcl‑2‑IgH 等多组引物，同时利用

异源双链分析或基因扫描分析对 PCR产物进行分

析，检测其是否存在克隆性重排。利用基因扫描法

可达到 0.5%~1.0%克隆淋巴细胞的灵敏度，快速且

简 单 ，比 异 源 双 链 分 析 更 加 灵 敏［14， 16］ 。

BIOMED‑2体系基本可以覆盖所有B细胞和 T细胞

克隆性重排状态，对于微小残留病变的检测也

适用。

二、病理应用与临床意义

1. 鉴别增生淋巴细胞的良恶性：基因重排结果

呈多克隆性通常提示为淋巴细胞反应性增生，而单

克隆性则通常提示为肿瘤性增生。这一特性可以

用于辅助鉴别淋巴细胞增生的良恶性，同时也可以

用于检测治疗后的微小残留病灶。需要注意的是，

检测结果显示单克隆性，并不代表一定是肿瘤，一

些良性或病毒感染性病变也可以表现出单克隆性

增生，因此，病理诊断需要结合形态和免疫表型综

合评判。

2. 鉴别肿瘤 T/B谱系：对于确诊为淋巴瘤的样

本，可以利用淋巴瘤基因重排来明确肿瘤细胞的谱

系来源；检测到 Ig基因重排通常提示为B细胞淋巴

瘤，检测到TCR基因重排则通常提示为T细胞淋巴

瘤。但需要注意的是，Ig和 TCR基因重排并不是B
细胞和T细胞所特有的，部分肿瘤仍有跨谱系重排

的发生［13， 17］。

3. 辅助鉴别淋巴细胞的克隆性关系：Ig/TCR基

因重排检测能够辅助明确复发肿瘤与原发肿瘤的

克隆性关系；如果两者重排模式相同，则考虑复发

·· 559



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

中华病理学杂志 2023 年6 月第 52 卷第 6 期　Chin J Pathol, June 2023, Vol. 52, No. 6

肿瘤与原发肿瘤存在克隆性相关性；如果重排模式

不同，则认为复发肿瘤为第二原发。

三、样本类型及处理

1. 样本的前处理：针对送检的样本病理科需进

行准确有效的前处理如固定、脱水等，方能保证后

续检测的精准进行。针对整体前处理流程需注意

以下几个问题：（1）针对临床送检的经手术切除的

淋巴结组织病理科接收标本后需在剖开后进行固

定。常规淋巴结最大径不超过 1.5 cm 时对半分开

即可，如出现肿大或体积较大的淋巴结时应保证切

开后的淋巴结厚度不超过 0.3 cm，同时尽量剔除周

围脂肪组织。（2）送检的待测组织整体固定时间（取

材前固定+脱水机固定）不得超过 30 h。（3）组织进

入脱水机后，脱水机的固定温度不得超过 37 ℃，时

间不得超过 3 h。同时脱水机内相应的脱水液温度

不得超过 37 ℃，石蜡温度不得超过 62 ℃。（4）在节

假日等非工作日，脱水组织可分别停留在 95%Ⅱ、

100%Ⅰ、100%Ⅱ乙醇中。

2. 不同类型样本的处理方式：（1）石蜡包埋组

织样本：建议样本离体 30 min内及时取材固定，采

用 3.7% 中性甲醛溶液固定，通常固定液是组织体

积的 10 倍。一般室温下活检样本固定 6~12 h，手
术样本固定 12~48 h，大样本应切开充分固定。由

于保存环境及保存时间会导致 DNA 片段化，建议

石蜡组织 18~25 ℃保存，原则上使用 3年以内的石

蜡组织进行检测，以保证提取样本 DNA 的质量。

（2）新鲜组织样本：新鲜样本可提取高质量的核酸，

建议离体 30 min 内提取 DNA，防止核酸降解。（3）
骨髓穿刺及活检样本：骨髓和骨髓液均可以进行

Ig/TCR基因检测，骨髓液采集量以 3~5 mL为宜，可

在采集后室温下 2 h内直接提取DNA，如不能及时

提取 DNA，可制成蜡块以待后续检测。骨髓组织

一般穿刺长度为 1.5~2.0 cm， 直径约 2 mm，不建议

使用强酸脱钙，且脱钙时间不宜过长，以免破坏样

本DNA。（4）体液样本：外周血采集量 3~5 mL为宜，

首选 EDTA 抗凝剂，禁止使用肝素抗凝，推荐 72 h
内 4 ℃保存运输，如不能在此时间内提取 DNA，建

议-80 ℃保存，避免反复冻融；其他常见的体液样

本，如脑脊液、胸腔积液、腹腔积液、玻璃体液等，可

在采集后室温下 2 h内离心取沉淀细胞，直接提取

DNA，或 4 ℃保存运输，24 h 内提取 DNA。如不能

及时提取 DNA，应-80 ℃保存，也可制成细胞蜡块

以备后续检测。相应样本保存和操作条件也可参

考其他共识［18‑20］。

四、DNA制备与质控

1. DNA 的制备：所有待检测组织学和细胞学

标本需制备 HE切片，外周血及其他体液标本有条

件可制作细胞涂片染色，经病理医师质控，评估肿

瘤类型、细胞含量、坏死率等，筛选适合淋巴瘤重排

检测的组织学类型，样本的肿瘤细胞比例应≥20%，

并确保有足量的肿瘤细胞提取 DNA，必要时可根

据HE切片或涂片标记肿瘤细胞区域进行富集。对

于石蜡组织样本如切片厚度按 3~4 μm 计算，手术

大标本（一般组织大小>1 cm×1 cm）≥5 张白片，活

检穿刺小标本≥15张白片，如提供白片较厚可相应

减少白片数量，或 2~3个 5~7 μm的蜡膜（取自无明

显组织坏死，出血，纤维结缔组织的组织样本）；血

液等体液标本应采集足够量的体积，以满足 DNA
提取的需要。根据样本类型的不同，选取对应的

DNA 提取试剂，外周血样本及蜡块采用针对各自

DNA的专用提取试剂。提取的 DNA可 4 ℃保存一

周，-80 ℃长期保存，避免反复冻融。

2. DNA 质量控制：DNA 的质量对检测结果的

准确性有重要影响，需要从DNA纯度、DNA浓度以

及DNA片段化程度进行充分评估。一般采用紫外

分光光度法测定 DNA 的纯度和浓度，A260/A280比值

在 1.8~2.0 之间的 DNA 纯度最佳。DNA 提取后应

及时进行浓度测定，浓度过高或过低的标本，建议

适当稀释或浓缩DNA溶液。同时可通过琼脂糖电

泳或毛细管电泳检测所提取 DNA 的片段大小情

况，检测所需的重排目的片段 200~400 bp最佳。对

于不符合检测要求的样本，易出现假阳性（假克隆

或寡克隆）或假阴性结果，建议根据具体情况，更换

不同蜡块组织或重新送检其他类型的待测样本，必

要时需重新采集样本。

五、检测及PCR标准化流程

1. 淋巴瘤基因重排检测有以下几种方法：（1）
Southern blot印迹杂交法：将待测 DNA 样本固定在

固相载体上，与标记的核酸探针进行杂交，洗涤游

离探针后用发射自显影等技术，显示待测的片段及

相对大小。步骤繁琐，费时，需要大量新鲜或冷冻

组织，同时有放射性同位素污染，灵敏度较低，制约

了该方法在临床中的应用。（2）PCR 加聚丙烯胺凝

胶电泳法：设计多重引物对待测样本进行PCR扩增

反应，扩增出待测样本的PCR产物经聚丙烯胺凝胶

电泳，显示出待测片段及相对大小。PCR操作步骤

简便，快速，对样本量要求降低，但需要每次配制凝

胶，染色剂溴化乙锭等对人体有害，结果需紫外光
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观察，分辨率低，约 20 bp，容易误判。（3）PCR 加毛

细管电泳基因扫描法：在多重引物上标记荧光基

团，使 PCR扩增的产物引入荧光信号，经毛细管电

泳仪时激发荧光，仪器收集荧光信号，通过计算机

软件自动处理和计算分析数据。操作简单，检测速

度快，检测结果直观易懂，分辨率高达 1 bp，诊断准

确率高，在临床实际工作中广泛应用。

2. 淋巴瘤基因重排检测的PCR标准化流程：淋

巴瘤基因重排PCR标准化流程主要包括以下步骤：

（1）样本采集和 DNA 提取：具体要求前文已述，注

意避免样本间交叉污染。（2）扩增体系配制：试剂配

制应在试剂准备区进行，优先使用国家药品监督管

理局认证的试剂，视各实验室具体情况采用经性能

确认的实验室自建方法（laboratory‑developed test，
LDT）的试剂。无论哪种试剂耗材，在使用前都应

进行质检和验证，并保存相应记录。（3）加待测样本

DNA：此步骤应在样本制备区进行，根据不同的

PCR反应体系的要求，在配制好的PCR扩增体系中

加入适量的待测样本 DNA，同批次实验中应设立

阳性对照、阴性对照及空白对照，对检测体系、操作

过程及待测样本检测有效性等进行监测。（4）PCR
扩增：此步骤应在扩增区进行，对 PCR扩增要使用

的仪器设备应定期维护和校准，保证仪器正常运

行。（5）产物电泳：PCR扩增产物应在产物分析区进

行电泳，上样时注意防污染，对电泳结果有疑义时

应及时重复电泳或重新检测。实验室在日常检测

中应进行室内质量控制和室间质量评价或能力验

证。室内质控包括：DNA质量评价、阴阳性对照设

立、新试剂验证、检测人员比对、定期重复性检测

等。实验室还应定期参加室间质量评价、能力验

证、实验室间比对，来评估本实验室检测能力，一旦

发现问题，应及时采取措施加以改进，并保存质控

相关记录。

六、检测结果分析及判读标准

1. 检测结果分析：待测样本的基因重排结果判

读时，对每个产物进行分析均需要参照对应PCR反

应的阳性对照样本、阴性对照样本，同时忽略待测

样本在有效检测范围外出现的信号峰。尽管 PCR

反应出现阳性时提示待测样本有淋巴瘤可能，但具

体的意义仍需要结合临床以及其他实验室检测结

果，进行综合判断。检测结果要及时反馈给病理诊

断医师与临床医师，综合其他指标进行血液系统肿

瘤的明确诊断。

2. 判读标准：（1）判读审核：在对基因重排的结

果进行判读之前，需先对质控样本的检测结果进行

审核。如若出现以下任一情况的异常数据，表明实

验是无效的（表 1）。①空白对照收集到 PCR 反应

扩增的荧光信号；②阳性对照样本在有效检测范围

内未能收集到不连续且表现明显的单克隆峰荧光

信号；③阴性对照样本在有效检测范围内收集到不

连续且表现明显的单克隆峰荧光信号；④质控品反

应液在 100、200、300、400、600 bp 等片段大小位置

上，均未收集到明显波峰荧光信号。以上问题的出

现，表明检测体系可能存在污染或体系尚不稳定，

此时不能对待测样本进行结果判断，需排查原因至

上述情况消除，经过重复检测后，方可进入下一步

结 果 判 读 。（2）判 读 类 型 ：① 重 排 单 克 隆

（monoclonal）的定义及判别准则：除质控 PCR 反应

液 外 的 任 意 1 管 反 应 液 在 有 效 范 围（参 考

BIOMED‑2 方案）内收集到单一大小的 1 个或 2 个

明显扩增峰，则判定该样本：“基因克隆性重排检测

结果为阳性，也称重排单克隆，提示存在克隆细胞

群”。对于明显扩增峰的判断，目前应用较为广泛

的标准是：在有效的大小范围内，当第一高峰的峰

高达到区域内第三高峰的 3倍及以上时，第一高峰

被认定为扩增峰，也叫单克隆峰。需注意的是，单

克隆性并不完全等于恶性，以下情况可能检测到克

隆性增生的淋巴细胞群，结果解释需结合临床、形

态学及 IHC 综合判定：a. 当穿刺活检或高负荷的

B‑NHL 样本中含有少量的反应性 T细胞时，由于 T
细胞成分过少无法形成多克隆背景，检测出 Ig基因

重排的同时还会检测出T细胞的克隆性重排，导致

类似克隆/寡克隆的 PCR 产物，尤其将 TCRG 基因

作为 PCR目标时，TCRD克隆性重排可能与恶性淋

巴细胞增殖无关。b.当EB病毒阳性淋巴组织增生

早期阶段时。c. 当发生良性皮肤 T 细胞增生性病

表1 每个对照类型的正确分析、异常分析

类型

空白对照

阳性对照

阴性对照

质控品

预期数据

未收集到聚合酶链反应扩增的荧光信号

在有效检测范围内，收集到单克隆峰的荧光信号

在有效检测范围内，未能收集到单克隆峰的荧光信号

在分子标志物位置上，收集到波峰荧光信号

异常数据

收集到聚合酶链反应扩增的荧光信号

在有效检测范围内，未能收集到单克隆峰的荧光信号

在有效检测范围内，收集到单克隆峰的荧光信号

在分子标志物位置上，未收集到波峰荧光信号
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变如淋巴瘤样丘疹病时。d. 当 CD8 阳性（有时

CD4 阳性）T 淋巴细胞增多时。e.当发生良性单克

隆 γ 病时。②重排寡克隆（oligoclonal）的定义及判

别准则：除质控PCR反应液外的任意 1管反应液在

有效范围（参考 BIOMED‑2 方案）内收集到单一大

小的 2~3个明显扩增峰，则判定该样本：“基因克隆

性重排寡克隆”。当出现以下情况时需对样本结果

进行谨慎判读：a.炎症（EB病毒、巨细胞病毒感染）

及自身免疫引起的免疫反应过度，出现免疫相关的

多个淋巴细胞群（克隆性）增殖扩张的结果时为优

势免疫反应，此时可能出现寡克隆的情况。b.当免

疫系统不完善，如样本为老年人的外周血、免疫缺

陷患者和器官移植患者时可检测到 T 细胞的寡克

隆性。③重排多克隆（polyclonal）的定义及判别准

则：除质控PCR反应液外的任意 1管反应液在有效

范围（参考 BIOMED‑2 方案）内收集到单一大小的

3 个以上明显扩增峰，呈现峰高的正态分布（高斯

分布），则判定该样本：“基因克隆性重排检测结果

为阴性，也称重排多克隆，提示不存在克隆细胞

群”。当出现类似反应性增生的多克隆性细胞群

时，需注意结果的判别。（3）判读注意事项：当待测

样本出现污染或组织中淋巴细胞过少时，可能出现

优势PCR扩增产物，此时的样本检测结果与克隆性

重排的结果相似（假克隆性）。当待测样本DNA质

量过差，肿瘤细胞过少并超过检测范围（肿瘤细胞

少于 5%~10%），或体细胞超突变、染色体区域的缺

失、易位或倒位使引物结合失败时均可导致假阴性

的发生。所以我们在对重排克隆性检测结果判读

时需谨慎，组织病理结果与分子病理结果需有效结

合，同时需及时与临床医师沟通，综合患者临床情

况进行最终判读。①重排克隆性检测为阴性结果

时：A.结果为真阴性：此时病理镜下观察可出现疑

似淋巴瘤细胞，且背景细胞较为单一，患者临床表

现未出现明显的感染和免疫缺陷状态，克隆性重排

此时为阴性可作为排除淋巴瘤的诊断的指标之一。

B.结果为假阴性：a.病理镜下观察出大量的疑似淋

巴瘤细胞，背景细胞较为单一，且有较为明确的淋

巴瘤的诊断依据，患者未出现明显的感染和免疫缺

陷状态，但部分淋巴瘤（弥漫性大B细胞淋巴瘤、滤

泡性淋巴瘤、套细胞淋巴瘤）因受体基因区域序列

发生超突变、易位等变异，可能导致重排检测假阴

性。b.病理镜下观察出现大量的疑似淋巴瘤，细胞

及背景细胞复杂、混乱。临床上患者出现了明显的

感染或免疫缺陷状态，这时由于部分淋巴瘤合并严

重的感染或免疫缺陷时可出现大量的多克隆/寡克

隆重排信号，可致重排检测假阴性，严重影响淋巴

瘤单克隆结果的判断。c.病理镜下观察出现大量

的疑似淋巴瘤细胞，同时临床上患者未出现明显的

感染和免疫缺陷状态时也要考虑特定类型的淋巴

瘤（如NK/T细胞淋巴瘤）。由于部分淋巴瘤不表达

受体基因，如 NK 细胞来源的 NK/T 细胞淋巴瘤，因

此此时TCR克隆性重排阴性不能作为排除NK/T淋

巴瘤的依据。当结果出现假阴性时可结合流式细

胞术观察轻链抗体的限制性表达情况（κ/λ），结合

FISH观察 IgH区域的易位是否发生，结合基因突变

的检测等方法综合排查假阴性，辅助淋巴瘤的诊

断。②重排克隆性检测为阳性结果时：TCR或 Ig单
一检测阳性：a. 病理镜下观察出现疑似淋巴瘤细

胞，且背景细胞较为单一，临床上患者未出现明显

的感染和免疫缺陷状态，此时克隆性重排阳性可辅

助诊断对应系别的淋巴瘤。b.病理镜下观察出现

疑似淋巴瘤细胞，但重排克隆性系别属性与病理诊

断明显相反，临床上患者未出现明显的感染和免疫

缺陷状态，此时出现了克隆性重排“表达不忠诚”，

不可直接辅助诊断淋巴瘤及系别判断，需结合临床

和其他检测综合判断淋巴瘤系别。TCR 或 Ig检测

均阳性：a.病理镜下观察出现疑似淋巴瘤细胞，且

背景细胞较为单一，临床上患者未出现明显的感染

和免疫缺陷状态。此时若克隆性重排双阳性，不可

直接辅助诊断淋巴瘤及系别判断，需结合临床考虑

未成熟（pre）的淋巴瘤类型。系别需结合其他检测

综合判断。b.当病理结果考虑为特定组织学类型

（如血管免疫母细胞性 T细胞淋巴瘤、EB病毒阳性

B细胞增殖等），且镜下背景细胞复杂（存在两系以

上的异常细胞），同时临床上患者合并一定程度的

感染、免疫缺陷或与治疗相关的免疫状态改变时，

克隆性重排双阳性结果不可直接辅助诊断淋巴瘤

及系别判断，需结合临床鉴别肿瘤细胞的重排

属性。

七、报告的内容

基于PCR扩增技术，临床实验室比较容易获取

满足质量要求的临床样本检测数据，但考虑到基因

重排检测技术的局限性，扩增产物的多样性，不可

避免地会检测到临床意义不确定的结果。因此，基

因重排的检测报告建议包含以下内容：（1）检测名

称；（2）患者的基本信息；（3）样本相关信息；（4）病

理信息；（5）实验技术；（6）实验结果；（7）检测信息；

（8）备注；（9）基因重排的最终报告签发（操作人、审
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核人、报告人签字）。

八、性能验证

根据《CNAS‑GL039 分子诊断检验程序性能验

证指南》《CNAS‑CL02‑A009医学实验室质量和能力

认可准则在分子诊断领域的应用说明》等指南要

求，结合淋巴瘤重排试剂实验方法及结果判读的特

点，在开展淋巴瘤重排检测前，应对淋巴瘤重排试

剂的符合率、检出限、精密度、抗干扰性等性能进行

验证［21‑22］。以下出现的参考品需为经过多种方法

检测，室内室间质控后确认最终结果后所认定。

1.准确度：（1）参考品准备：选择克隆性重排为

阴性和弱阳性（信号峰高为第三大峰高的 3~4 倍）

的淋巴瘤病例石蜡组织样本各 10 例，作为阴性参

考品和弱阳性参考品。（2）检测方法：使用待测重排

检测试剂，分别对阴性参考品，弱阳性参考品进行

检测。必须同时检测阴性、阳性质控品，结果合格

认为检测结果有效。（3）评价标准：经重排试剂检测

阴性参考品及弱阳性参考品，弱阳性参考品均为阳

性，阴性参考品均为阴性。阳性符合率=［真阳性/
（真阳性+假阴性）］×100%；阴性符合率=［真阴性/（假阳性+
真阴性）］×100%；总符合率=［（真阳性+真阴性）/样本总

数］×100%。

2.检出限：（1）参考品准备：分别选择临床检测

为克隆性重排阳性和阴性的样本各 1例，作为阳性

质 控 品 和 阴 性 质 控 品 ，提 取 DNA 后 稀 释 到

100 μg/L，制备阳性比例为 10%的参考品作为检出

限参考品。（2）检测方法：使用待测重排检测试剂，

对检出限参考品进行检测，重复检测 5 次，必须同

时检测阴性、阳性质控品，结果合格方认为检测结

果有效。（3）评价标准：经重排试剂检测检出限参考

品，重复检测 5次，按照说明书标准判读，结果均为

阳性，即阳性率为 100%。

3.精密度：（1）参考品准备：选择临床检测为克

隆性重排为强阳性和弱阳性的样本各 1例，作为强

阳性和弱阳性精密度参考品。（2）检测方法：使用待

测重排检测试剂，分别对强阳性精密度参考品及弱

阳性精密度参考品进行检测，重复检测 10次，对所

检测参考品进行阴阳性判读。必须同时检测阴性、

阳性质控品，结果合格方认为检测结果有效。（3）评

价标准：经重排试剂检测各精密度参考品，重复检

测 10 次，按照标准判读，结果均为阳性，即阳性率

为100%，且变异系数≤5%。

4.抗干扰能力：（1）参考品准备：选择临床检测

克隆性重排为阴性和弱阳性的样本各 1例，作为阴

性抗干扰能力参考品和弱阳性抗干扰能力参考品。

组织样本脱蜡后，分别在样品中加入甲醛（终浓度

20%、4%）、EDTA（终浓度 100 mmol/L、20 mmol/L）、

长春新碱（终浓度 10 μg/mL、3 μg/mL）、顺铂（终浓

度 100 μg/mL、30 μg/mL）等干扰物质。（2）检测方

法：使用待测重排检测试剂，分别对加入各干扰物

质的阴性抗干扰能力参考品及弱阳性抗干扰能力

参考品进行检测，分别重复检测 3 次，必须同时检

测阴性、阳性质控品，结果合格方认为检测结果有

效。（3）评价标准：经重排试剂检测各抗干扰能力参

考品，重复检测 5 次，加入不同干扰物质的阴性抗

干扰能力参考品检测结果均为阴性，即阴性符合率

100%，加入不同干扰物质的弱阳性抗干扰能力参

考品检测结果均为阳性，即阳性符合率100%。

5.日常质控：根据《CNAS‑GL039分子诊断检验

程序性能验证指南》《CNAS‑CL02‑A009医学实验室

质量和能力认可准则在分子诊断领域的应用说明》

等指南要求［21‑22］，除项目开展前需对相应试剂进行

充分的性能验证外，在日常工作中仍需对不同批次

试剂、实验人员、室间质评、异常结果处理等方面进

行质控［17］。（1）不同批次试剂日常质控：更换试剂批

次时需对不同批次试剂性能进行验证，选取经旧批

号检测确认的阴性样品 1例、弱阳性样品 3例、阳性

样品 1例，采用新批号试剂进行检测，5例样品检测

结果均应与原检测结果相符。（2）室间质控：应参加

相应的能力验证/室间质评，并保留参加能力验证/
室间质评的结果和证书。（3）实验人员质控：应定期

进行检验人员的结果比对考核并记录，至少每年

1次，每次选择经检测确认的阴性样品 1例、弱阳性

样品 3例、阳性样品 1例，5例样品检测结果均应与

原检测结果相符。（4）仪器质控：应定期进行仪器质

控，至少每年 1 次，并出具相应的仪器质控报告。

（5）异常结果：当分子诊断结果与临床和其他实验

结果不符时，应记录并分析原因，适当时采取纠正

措施。特别是发生严重影响检测系统分析性能的

情况（仪器搬迁，设施、环境的严重失控等）受影响

的性能进行部分性能验证。设备故障修复后，对阴

性样品 1例、弱阳性样品 3例、阳性样品 1例进行检

测，5例样品检测结果均应与原检测结果相符。

九、问题与展望

目前精准医疗发展迅速，临床医师也越来越依

赖分子标志物对肿瘤进行分类并制定相应的治疗

策略，针对患者的诊疗日趋个体化和精准化。在如

今的分子标志物时代，了解用于分类和监测淋巴瘤
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的临床诊疗手段对于准确诊断、分类和选择治疗策

略至关重要。但许多淋巴瘤亚型表现出复杂的分

子遗传改变，超出了既往凭借单一标志易位或突变

即可对特定淋巴瘤实体特征进行诊断的认知。鉴

于淋巴瘤相关的众多且复杂的复发性结构重排、拷

贝数变化和体细胞突变，除我们所阐述的基因重排

手段外，可能在临床和研究环境中还需要结合使用

多种技术来对淋巴瘤进行更加准确的评估，例如流

式细胞术、二代测序技术等。我们期待有更多的临

床试验、技术手段与药物开发用于淋巴瘤患者靶向

治疗的获益。
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