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慢性淋巴细胞白血病骨髓细胞遗传学检测中添加脂多糖 
提高核型分析效能的应用研究

华佳敏 1，钱向雨 1，王小钦 2，徐玉兵 1  (1. 上海金域医学检验所有限公司细胞遗传室，上海 201321；2. 复旦大学附属

华山医院血液科，上海 200040)

摘  要：目的  研究脂多糖（LPS）在慢性淋巴细胞白血病（CLL）细胞遗传学检测中的应用价值，以期提高CLL的染色体核

型分析效能。方法 选取2020年6月~2023年12月送检上海金域医学检验所有限公司的93例诊断为CLL的骨髓样本，每

例样本同期分别接种2种培养液，对照组培养液中不含LPS，实验组在培养液中添加LPS（83µg/ml），采用G显带技术进行

染色体核型分析。比较实验组与对照组的染色体培养成功率、异常核型检出率和复杂核型检出率。结果 实验组与对照组

染色体培养成功率分别为91.40%、87.10%，复杂核型检出率分别为18.82%、9.88%，差异无统计学意义（χ2=0.90、2.68，均

P>0.05）；染色体异常核型检出率分别为56.47%、28.40%，差异具有统计学意义（χ2=13.36，P=0.000 3）。5例核型异常样本

同步做了荧光原位杂交（FISH）检测，结果表明添加LPS的染色体核型分析异常结果与FISH检测结果一致。结论 LPS刺

激剂的添加可以提高CLL患者的染色体异常核型检出率，并可检测到更多复杂核型，为CLL的临床诊疗和预后分层提供

更多有用的信息，可在CLL的染色体核型分析中推广使用。
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Abstract: Objective To investigate the application value of lipopolysaccharide (LPS) in cytogenetic detection of chronic lympho-
cytic leukemia (CLL), and improve the efficiency of chromosome karyotype analysis in CLL. Methods  A total of 93 bone marrow 
samples diagnosed with CLL and submitted to KingMed Diagnostics Shanghai Laboratory from June 2020 to December 2023 were 
enrolled. Each sample was inoculated into two culture media simultaneously: the control medium without LPS, while the experi-
mental medium supplemented with LPS (83 µg/ml). Chromosome karyotype analysis was performed using G-banding technique. 
The culture success rate, detection rate of abnormal karyotypes, and detection rate of complex karyotypes were compared between 
the experimental group and the control group. Results  The success rates of chromosome culture in the experimental group and 
the control group were 91.40% and 87.10%, respectively, and the detection rates of complex karyotypes were 18.82% and 9.88%, 
respectively, without statistically significant differences (χ2=0.90, 2.68, all P ＞ 0.05). The detection rates of abnormal karyotypes 
were 56.47% and 28.40%, respectively, with a statistically significant difference (χ2=13.36, P=0.000 3). Five samples with abnormal 
karyotypes were simultaneously detected by fluorescence in situ hybridization (FISH), and the results showed that the abnormal 
karyotypes identified by LPS stimulated chromosome analysis were consistent with FISH results. Conclusions Application of LPS 
can improve the detection rate of abnormal karyotypes for CLL, and help identify more complex karyotypes, providing more useful 
information for clinical diagnosis, treatment and prognosis stratification of CLL. LPS can be widely used in karyotype analysis for 
CLL.
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慢性淋巴细胞白血病（chronic lymphocytic leu-

kemia，CLL）是血液系统肿瘤，以淋巴细胞在外周血、
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骨髓、脾脏和淋巴聚集为特征，患者多为老年人，男

性更多见，临床预后异质性较大。细胞遗传学异常为
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CLL 的预后评估提供了重要信息 [1]。但是由于 CLL
细胞大多处于分裂间期，增殖能力较低 [2]，不添加额

外刺激剂所培养的 CLL 细胞分裂像较少，染色体核

型分析异常检出率很低。荧光原位杂交（fluorescence 
in situ hybridization，FISH）技术较核型分析异常检

出率高，但其探针种类有限，无法检测到所有染色体

的异常。因此，如何提高 CLL 染色体核型分析的异常

检出率显得尤为重要。国外有一些实验室使用脂多

糖（lipopolysaccharide，LPS）刺激剂，并有报道 [3] 添

加 LPS 可以提高 CLL 染色体异常检出率，国内使用

者甚少，尚未见报道。本研究拟对 93 例 CLL 样本使

用 LPS 刺激剂进行培养，并将其培养成功率和异常

检出率与对照组进行比较，分析 LPS 在 CLL 染色体

核型分析中的效能和临床应用价值。

1 材料和方法

1.1 研究对象 选取 2020 年 6 月 ~2023 年 12 月期

间送检上海金域医学检验所有限公司的临床诊断为

CLL 的骨髓样本。纳入标准：①初诊未治疗的 CLL 患

者；②送检足量的骨髓样本。排除标准：①化疗后的

CLL 患者；②只有外周血样本；③骨髓标本量不足，

不能同时接种 2 种培养液。符合以上标准的样本共

93 例，其中男性 59 例，女性 34 例，男女比例 1.74∶1。

中位年龄 68 岁。每例样本同期分别接种 2 瓶培养液，

将未添加 LPS 的设定为对照组，添加 LPS 的设定为

实验组。本研究经过金域医学伦理委员会审批（伦理

编号：2025065）
1.2 仪器与试剂 2406-2细胞培养箱（美国Sheldon 
Manufacturing，Inc），Ikaros染色体核型分析软件（德

国Metasystems公司），LPS刺激剂（货号：L2880，美国

Sigma-Aldrich公司），骨髓细胞培养基G（货号：12260-
014，美国赛默飞世尔科技有限公司），骨髓细胞培养

基U（规格：6 ml/瓶，青岛莱佛生物工程研究所）

1.3 方法

1.3.1 染色体核型分析：文献 [3] 报道添加 LPS 可以提

高 CLL 染色体异常核型检出率，但浓度为 40µg/ml
时染色体异常检出率仅为 12.5%。我们尝试将添加的

LPS 终浓度调整为文献报道的 2 倍，观察 CLL 的异常

核型检出率能否有所改善。由于我们使用的骨髓培

养液规格为 6 ml/ 瓶，为了实验添加方便，每瓶培养

基中加入 100µl LPS 刺激剂，则其终浓度为 83µg/ml。
抽取骨髓样本 2~3 ml，肝素钠抗凝，按照（1~2）×106/
ml 细胞密度接种，每例样本同时接种两瓶培养液，

分别为对照组（常规骨髓细胞培养基 G，不含 LPS）和

实验组（每 6ml 常规骨髓细胞培养液 U 中加入浓度

为 5mg/ml 的 LPS 溶液 100µl）。骨髓细胞培养液 G 的

主要成分为条件培养液（来自基质细胞）、血清、L- 谷

氨酰胺。骨髓细胞培养液U 的主要成分为 RPMI1640

粉、血清和抗菌素。置于 37℃培养箱内，对照组样本

培养 48h，实验组样本培养 72h。加入 20µg/ml 秋水仙

素 20µl 混匀，继续培养 2.5h，常规收获，制片，胰酶

消化，吉姆萨染色。蔡司半自动扫描系统采集拍摄图

像。按照行业标准，每例样本分析≥20 个分裂像，根

据国际人类细胞遗传学命名系统《ISCN2020》[4] 写

出核型结果。计算染色体培养成功率 =（样本总数－

培养失败样本数）/ 样本总数，染色体异常核型检出

率 = 核型异常样本总数 /（样本总数－培养失败样本

数），复杂核型检出率 = 复杂核型样本总数 /（样本总

数－培养失败样本数）。

1.3.2 FISH 检测：5 例核型分析结果异常的样本同时

做 FISH 检测。同时使用 CEP12、ATM/CEP11、TP53/
CEP17 和 RB1 四种探针，常规 FISH 实验操作，每种

探针镜下分析 500 个间期细胞，计算阳性细胞百分

比。阳性细胞比率大于正常域值者为阳性。CEP12、

ATM/CEP11、TP53/CEP17 和 RB1 四种探针的 cut off
值分别为 2.0%、4.0%、4.5%、4.5%。

1.4 统计学分析 采用 STATA11.0 统计软件，以百

分比（%）表示染色体培养成功率、异常核型检出率

和复杂核型检出率。实验组和对照组之间的比较采

用χ2 检验。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 骨髓染色体培养成功率比较 93 例未添加 LPS
的对照组样本中，12 例样本培养失败，染色体培养

成功率为 87.10%(81/93)。93 例添加 LPS 的实验组

样本中，8 例样本培养失败，培养成功率达到 91.40%
（85/93），实验组培养成功率略有提高，但是差异无统

计学意义（χ2=0.90，P=0.34）。

2.2 染色体异常核型检出率比较 93 例对照组样

本中检出异常核型 23 例，异常核型检出率为 28.40%
（23/81）。93 例实验组样本中检出异常核型 48 例，

异常核型检出率为 56.47%（48/85）。实验组异常核

型检出率显著高于对照组，差异具有统计学意义

（χ2=13.36，P=0.000 3）。在对照组未检测到异常核型

的 25 例样本中，其中 4 例为样本培养失败，21 例检

测结果为正常核型。但在同期的实验组样本中检测

到了 +12、t(14；18)、11q-、17p-、复杂核型等 CLL 中

常见的染色体异常。 
实验组检测到的染色体异常涉及所有23对染色

体。检出12号染色体三体总共15例，占比17.65%（15/85）；

t（14；18）总共6例，占比7.06%（6/85)；存在17p-/-17共6
例，占比7.06% (6/85)；13q-/-13共4例，占比4.71%（4/85）；

11q-/-11共7例，占比8.24%（7/85）；t(14;19）1例，占比1.18%
（1/85）。检测到的其他染色体异常按照出现的频率依次

为7号染色体长臂缺失4例；2、3号染色体短臂缺失

各3例；6号染色体长臂缺失3例；丢失4、9、22号染色
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体各3例；X、12号染色体长臂缺失各2例；丢失21号

染色体2例；7、8号染色体短臂缺失各1例；其他免疫

球蛋白重链（IGH）重排1例；丢失X染色体1例；额外

获得一条X、3、7、15、20号染色体各一例；der(13;14)
(q10;q10)、der(13;17)(q10;q10)、der(Y;22)(q10;q10)各一例；

inv(3)、i(8)(q10)、dic(17;18)(p11.2;p11.2)各一例；平衡易

位 还 包 括 t(1;17)、t(13;18)、t(4;13;14)、t(18;22)、t(1;22)、
t(2;14)、t(1;6)、t(2;7)、t(15;16)各一例。

2.3 复杂核型检出率比较 实验组样本中检出≥3
种异常的复杂核型总共16例，复杂核型检出率为

18.82%（16/85）。而对照组样本中检出复杂核型8例，

复杂核型检出率仅为9.88%(8/81)，实验组复杂核型检

出率明显高于对照组，但是因为样本量偏小，所以差

异无统计学意义（χ2=2.68，P=0.10）。在8例对照组未检

出复杂核型的样本中，其中1例是样本培养失败，7例

是正常核型，但是实验组样本均检出复杂核型，而且

检测到几乎所有23对染色体数目或结构异常。

2.4 染色体检查结果与FISH检测结果的比较 与

FISH 检测结果比对的 5 例样本中，有 3 例核型分析

结果中存在 12 号染色体三体，FISH 检测结果均为 12
号染色体三体阳性。1 例染色体核型分析结果中存

在 11q-，FISH 检测结果为 ATM 基因缺失阳性。1 例

染色体核型分析结果中存在 17p-，FISH 检测结果为

TP53 基因缺失。结果表明添加 LPS 刺激剂检测到的

染色体核型异常结果与 FISH 检测结果一致。

3 讨论

CLL 是一种具有特定免疫表型特征的成熟 B 淋

巴细胞克隆增殖性肿瘤。一般 CLL 患者的中位生存

期约 10 年，但不同个体之间预后存在高度异质性。

因此，准确地评估 CLL 患者的预后显得尤为重要。细

胞遗传学异常与 CLL 患者的诊断、预后及治疗存在

密切的联系，是 CLL 危险度分层的主要因素，是关

键的预后标记物 [5-6]，也是与患者治疗方案密切相关

的参考指标。FISH 可以检测微小异常、小克隆和间

期分裂像，异常检出率大于常规染色体核型分析。但

是 FISH 探针种类有限，无法检测所有 23 对染色体

的整体情况，对于复杂核型的检出十分有限，因此还

需要结合染色体核型分析的结果对患者预后进行综

合评估。由于 CLL 细胞为终末期细胞，有丝分裂活性

较低，如果仅使用常规培养基，CLL 的染色体培养成

功率、异常检出率较低，需要添加额外刺激剂进行改

善。LPS是革兰氏阴性菌细胞壁中的一种特有成分，

其在结构上是由类脂 A、核心多糖和 O- 多糖侧链组

成的。大肠埃希菌的脂多糖是一种常用的 B 细胞促

分裂因子，即多克隆活化因子。脂多糖是一种有丝分

裂原，可以刺激 B 淋巴细胞转化为淋巴母细胞，促使

细胞增值分裂。

我们的研究结果发现添加LPS的实验组样本培养

成功率略高于对照组（91.40% vs 87.10%）。实验组样本

异常核型检出率显著高于对照组（56.47% vs 28.40%），

复杂核型检出率也高于对照组（18.82% vs 9.88%）。在

25例对照组未检出异常核型的标本中，实验组检测到

了+12、t(14;18)、11q-、17p-、复杂核型等CLL中常见染

色体异常。单独存在12号染色体三体的CLL患者预后

中等 [7]。del(11q)是未经治疗的CLL患者预后不良因

素，伴有ATM基因的缺失提示疾病进展迅速 [8-9]。单纯

伴有del(13q）往往提示CLL预后良好 [8]。目前有文献认

为 t（14;18）在CLL中预后良好 [10]。伴 t(14;19）的CLL预

后分层多为中高危，有着较强的疾病侵袭性 [11]。存在

17p-的患者预后最差 [12]。存在染色体复杂核型的CLL
患者预后同样最差 [12]。总生存期（OS）和首次治疗时间

（TTFT）明显缩短 [13]。具有复杂核型的CLL患者具有更

短的无治疗生存期（TFS）[14]。复杂核型是影响CLL患

者无进展生存期（PFS）的不利因素，是免疫化疗时代

与生存有关的预后不良因素 [15]。伴有 t（18;22）的CLL
可能具有难治性和易复发等特点 [10]。根据预后评估标

准，添加了LPS后这25例样本中的10例可被归为预

后不良组。表明添加LPS刺激剂不仅可以提高CLL的

培养成功率，还可以提高CLL患者的异常核型检出率

和复杂核型检出率，为CLL的临床诊治及预后分层提

供更多有价值的信息。

国外有文献 [3] 报道常规外周血样本培养 24 h，

CLL 染色体异常检出率为 0，添加 LPS 培养 72 h 可

以提高异常检出率，但异常检出率仅为 12.5%，分析

检出率低的原因可能是其添加 LPS 的终浓度较低，

仅为 40 µg/ml。在我们的研究中，采用骨髓样本，并

上调 LPS 的终浓度至 83 µg/ml，培养 72 h，异常核型

检出率为 56.47%。文献 [13] 报道佛波醇酯 TPA 刺激

剂可以使 CLL 异常核型检出率提高至38%~70%，但

由于 TPA 有毒性，不适合实验室常规使用。CpG 寡

脱氧核苷酸联合 IL-2 同样可以提高 CLL 异常检出

率，目前国内相关文献 [13，16-17] 报道的异常检出率在

46.40%~60.71%。但目前其使用成本仍较高，每例样

本添加 CpG 寡脱氧核苷酸联合 IL-2 的成本约为 100
元，而 LPS 仅需约 10 元。因此，LPS 可能是性价比相

对更高，也是更安全的选择。

本研究也存在一些局限性。由于 CLL 异质性比

较大，本研究的样本量还是偏少，所以有的数据虽然

有明显差异，但差异无统计学意义。考虑到临床检测

成本等问题，我们未做浓度梯度的验证，更高浓度是

否有更好的效果还需进一步探索。

总之，本研究结果表明脂多糖的使用可以提高

CLL 患者染色体核型分析的培养成功率，同时更能

提高 CLL 的异常检出率，并能检出更多复杂核型，
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与 FISH 检测相结合，可以为 CLL 的临床诊断、治

疗及预后评估提供更全面准确的信息，临床可以在

CLL 的染色体核型分析实验中推广使用。
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