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Richter转化患者的克隆同源性检测
及其分子生物学特征分析
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【摘要】 目的 探索Richter转化（RT）患者的克隆同源性、临床与分子生物学特征。方法 回顾

性分析南京医科大学第一附属医院血液科（浦口慢淋中心）2019年1月至2021年12月确诊的18例RT

患者慢性淋巴细胞白血病/小淋巴细胞淋巴瘤（CLL/SLL）及转化弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）的免疫

球蛋白重链可变区（IGHV）基因片段使用及 IGHV-D-J重排模式，鉴定患者克隆同源性。结合患者初诊

及转化时的临床信息及分子检测，分析RT患者的高危因素。结果 18例RT患者转化时中位年龄56.5

（41～75）岁。其中 17例转化为DLBCL，1例转化为霍奇金淋巴瘤（HL）。17例RT DLBCL患者中，15

例（88.2％）患者DLBCL与CLL/SLL克隆同源；2例（11.8％）患者与CLL/SLL克隆非同源。其中 11例

患者转化前未接受治疗的CLL/SLL样本与转化后DLBCL样本配对的二代测序（NGS）结果显示突变

频率最高的基因均为EGR2、TP53、NOTCH1；但部分患者转化时出现上述基因突变的新获得或丢失，

提示存在克隆演变；10例布鲁顿酪氨酸激酶（BTK）抑制剂治疗后转化的患者中 4例出现BTK突变。

上述突变可能为促进转化的高危因素；此外，TP53、EGR2突变可能为包含新药联合方案治疗RT的不

良预后因素。结论 本中心转化DLBCL患者大多为克隆同源性转化；推荐有条件的中心开展相关检

测。转化前未治CLL/SLL与转化后DLBCL组织的突变谱有一定异质性。
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【Abstract】 Objective To investigate the clinical, genetic, and clonality related aspects of
individuals with Richter transformation（RT）. Methods From January 2019 to December 2021, 18 RT
patients with diagnoses at the First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University（Pukou CLL center）
were retrospectively examined. The immunoglobin heavy variable（IGHV）gene usage and IGHV- D- J
rearrangement pattern of diagnosed CLL/SLL and transformed diffuse large B-cell lymphoma（DLBCL）
were compared to determine the clonality relatedness. To investigate the risk factors of RT, Clinical and
laboratory data from patients with newly diagnosed CLL/SLL and transformed DLBCL were gathered.
Results The median age of RT was 56.5（41-75）years old. 17 patients transformed to DLBCL and 1
transformed to Hodgkin lymphoma（HL）. Of 17 individuals who had DLBCL transformation, 15 had CLL/
SLL- related clonality and 2 had unrelated clonality. Next- generation sequencing（NGS）analysis of 11
paired initially diagnosed treatment-naive CLL/SLL and RT DLBCL found that EGR2、TP53 and NOTCH1
were among the most frequently mutated genes both in treatment-naive CLL/SLL and in RT DLBCL. In
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Richter转化（RT）是一类少见的淋巴造血系统

疾病，定义为慢性淋巴细胞白血病/小淋巴细胞淋巴

瘤（CLL/SLL）转化为侵袭性淋巴瘤的特殊形式［1］。

RT 最常见的模式是转化为弥漫大 B 细胞淋巴瘤

（DLBCL），大约占所有转化的 90％；另外有少部分

患者转化为霍奇金淋巴瘤（HL）、浆母细胞性淋巴瘤

以及其他罕见的淋巴瘤形式［2］。RT在CLL/SLL人

群中的发生率为 2％～10％［3］，新药治疗时代下RT

发生率相较于化学免疫治疗时代并未下降［4］，因此

仍然是CLL/SLL病程演变及治疗进程中亟需探索

的重要问题。

RT 被分为转化组织与 CLL/SLL 克隆相关

（RT-DLBCL 中约占 80％）和与 CLL/SLL 克隆无关

两个主要类别［5- 6］。既往报道确认同源性转化

DLBCL的患者即使在新药时代下中位生存时间仅

8个月左右［7］。因此，确定是否为克隆同源性对于判

断患者预后及选择治疗方案有非常重要的价值。

本研究基于免疫球蛋白重链可变区（IGHV）基

因片段使用和 IGHV-D-J重排模式检测，对17例RT

DLBCL 患者进行克隆同源性鉴定及同型模式判

读。我们进一步通过临床回顾性分析及荧光原位

杂交（FISH）、染色体核型分析及二代测序（NGS）等

分子生物学技术，探索RT的临床及分子生物学高危

特征，为患者的预后及治疗选择提供进一步指导。

病例与方法

1. 病例：纳入 2019 年 1 月至 2021 年 12 月在南

京医科大学第一附属医院血液科（浦口慢淋中心）

就诊的18例RT患者。所有患者均在病情进展时行

PET-CT检测，对于代谢摄取最高值/次高代谢摄取

位置（最高点不可取）的病灶部位行活检或穿刺后，

参照 2016年WHO分型诊断标准病理明确诊断RT

DLBCL/HL。所有 CLL 患者初诊时均行外周血流

式细胞术免疫表型检测诊断，SLL患者初诊时均行

淋巴结及骨髓穿刺活检诊断，诊断标准参照国际

CLL（iwCLL）工作组2018指南［8］。

2. 免疫球蛋白基因重排及 IGHV突变检测：提

取病灶组织（CLL 外周血单克隆 B 细胞≥1×107、病

理免疫组化明确为SLL的淋巴结组织或骨髓样本，

以及病理明确转化的活检及穿刺组织），应用

Invitrogen Dynal DNA纯化试剂盒抽提DNA。使用

上海源奇生物医药科技有限公司免疫球蛋白基因

重排检测试剂盒（毛细管电泳法）对于免疫球蛋白

重链（IGH）基因包括FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、

CDR3、JH在内的全部片段进行扩增，明确 IGHV基

因片段使用并鉴定克隆性重排。使用功能性重排

片段进行直接测序，测序结果应用 IMGT/V-QUEST

数据库与已知参考序列进行比对分析（http://imgt.

cines.fr），将 IGHV序列一致性＜98％定义为 IGHV

有突变，一致性≥98％定义为 IGHV无突变。

3. NGS 检测：使用患者转化前未治疗的 CLL/

SLL样本（CLL外周血单克隆B细胞≥1×107、病理免

疫组化明确为SLL的淋巴结组织或骨髓样本）与转

化后DLBCL组织样本分别进行慢性淋巴细胞增生

性疾病 72 分子 NGS 检测（上海睿昂基因公司检

测）。

4. 随访：通过查阅患者纸质及电子病历资料确

认患者治疗情况，对患者进行电话随访，随访时间

截至2022年2月15日。无进展生存（PFS）时间指患

者转化后至第一次发生疾病进展或任何原因死亡

several cases, specific mutations were gained or lost throughout RT, indicating clonal evolution. Among 10
patients before exposure to BTK inhibitors before RT, four patients acquired BTK mutation. The
aforementioned mutations should be considered high- risk variables for transformation; in addition, TP53
and EGR2 mutations could be linked to a poor prognosis following RT in patients receiving a cocktail of
new medicines. Conclusion Most RT DLBCL patients in our center are clonality related（15/17，88.2％）
and we recommend all qualified centers to evaluate clonality relatedness of RT DLBCL patients. There was
some variability in the mutational landscape between DLBCL that had undergone a transformation and
initially diagnosed, treatment- naive CLL/SLL. The underlying molecular mechanism of RT needs more
research.
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的时间。总生存（OS）时间指患者转化后至因任何

原因引起死亡的时间。

5. 统计学处理：采用 Graphpad Prism 7.0a 与 R

4.0.2软件进行统计学分析。R包maftools被运用于

对17例行NGS检测患者突变谱进行分析。Kaplan-

Meier法用于绘制患者生存曲线。Dana-Farber既往

报道的537例初诊CLL患者基因突变频率及135例

初诊DLBCL患者基因突变频率由cbioportal网站公

开获取（https://www.cbioportal.org）。P＜0.05 为差

异具有统计学意义。

结 果

1. RT患者诊断及克隆同源性检测：本研究纳入

了 2019 至 2021 年在我院确诊的 18 例 CLL/SLL RT

患者。其中男 10例（55.6％），女 8例（44.4％），转化

时中位年龄 56.5（41～75）岁，转化后中位随访时间

13.5（1～38）个月。18例患者均在病情怀疑转化时

进行 PET-CT 检测，其中 15 例（83.3％）最大标准摄

取值（SUVmax）＞10，3 例（16.7％）SUVmax≤10。

对于代谢摄取最高值的病灶部位行穿刺活检后，经

病理明确诊断 RT，其中 17 例（94.4％）转化为

DLBCL，1例（5.6％）转化为HL。14例转化DLBCL

及1例转化HL患者表现为淋巴结部位转化，其中7例

RT DLBCL 患者骨髓细胞学可见大细胞形态；1 例

患者表现为骨转化；2 例患者骨髓诊断 DLBCL 转

化，形态可见胞体较大淋巴细胞（正常淋巴细胞两

倍以上），胞质量丰富，胞核呈多形性，染色质较粗

糙，有厚实感，骨髓免疫组化示CD5（+）、CD10（-）、

CD20（+++）、PAX5（+++），CD23（少量+）、LEF1（部

分+），骨髓流式细胞术前向角散射（FSC）示细胞体

积为中等至大细胞，免疫表型部分表达CD5、CD22、

CD20、CD79b，符合同源性转化DLBCL免疫表型。

为确定 RT DLBCL 患者克隆同源性，使用 RT

DLBCL 组织进行 IGH 克隆重排扩增及 IGHV 基因

片段使用检测，与诊断CLL时的 IGHV基因片段使

用及 IGHV-D-J 重排模式进行比对，17 例中 15 例

（88.2％）两者片段相同，提示 DLBCL 与既往 CLL/

SLL克隆同源；另有 2例（11.8％）片段使用不同，提

示 DLBCL 为新生病灶，与 CLL/SLL 克隆无关。

17 例 RT DLBCL 患者 IGHV 基因片段使用中，6 例

（35.1％）为 4-39，其中 2 例患者归类为同型模式 8；

另有2例（11.8％）片段使用为3-21，其中1例患者归

类为同型模式64B。其中1例患者初诊CLL样本及

DLBCL转化样本中均检出 4-39 及 5-51 两个 IGH

克隆。2 例非同源转化患者初诊时均为 SLL，其

SLL IGHV 基因片段使用分别为 1-69 及 6-1，转

化后 DLBCL 组织 IGHV 基因片段使用均为 3-53

（图1）。

2. RT患者的临床及病理特征：在本研究纳入的

18例RT患者中，初诊未治时临床表现为CLL的患

者 7 例（38.9％），临床表现为 SLL 的患者 11 例

（61.1％）。其中，17 例（94.4％）患者为 IGHV 无突

变，仅 1例（5.6％）患者为 IGHV有突变。17例转化

DLBCL 患者中，中高危及高危（DLBCL IPI 评分≥

RT：Richter转化；DLBCL：弥漫大B细胞淋巴瘤；CLL/SLL：慢性淋巴细胞白血病/小淋巴细胞淋巴瘤；IGHV：免疫球蛋白重链可变区

图1 17例RT DLBCL患者CLL/SLL及DLBCL组织 IGHV片段使用（A）及 IGHV4-39、IGHV3-21同型模式分析（B）
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3）患者 10例（58.8％），11例（64.7％）患者乳酸脱氢

酶升高，6例（35.3％）患者为大包块。在 15例淋巴

结组织穿刺活检病理免疫组化明确转化为DLBCL

的患者中，1 例（6.7％）为生发中心起源型（GCB），

14 例（93.3％）为非生发中心起源型（non-GCB）。

18例患者中，2例（11.1％）既往单纯接受靶向治疗，

2例（11.1％）单纯接受化学免疫治疗，8例（44.5％）

接受靶向及化学免疫治疗，另外有 6例（33.3％）在

初诊未治状态即发生组织学转化（表1）。

3. RT患者的分子生物学特征研究：对本研究纳

入的 17例RT DLBCL中 11例患者的初诊CLL/SLL

未治疗样本及其转化后 RT DLBCL 组织样本匹配

的NGS结果进行分析。转化前初诊未治样本中中

位肿瘤突变负荷为 2个，突变频率最高的基因依次

为 EGR2（6/11, 54.5％）、TP53（3/11, 27.3％）、ATM

（3/11, 27.3％）、NOTCH1（2/11, 18.2％）；转化后 RT

DLBCL组织中中位肿瘤突变负荷为3个，突变频率

最高仍为EGR2（5/11, 45.5％）、TP53（3/11, 27.3％）、

ATM（3/11, 27.3％）、NOTCH1（3/11, 27.3％）、BTK

（4/11，36.4％），分析可获得的16例RT DLBCL组织

NGS结果证实有相似的突变谱。值得注意的是，例

2 中初诊 SLL 样本中检出 TP53 剪切位置突变，而

RT 后组织中未测得；而NOTCH1 突变仅在转化后

样本中新检出。非同源转化的例 12中转化前样本

无 TP53、MYC 错义突变，而在转化后 DLBCL 组织

样本中检出。在例 4 转化前样本检出 EGR2 突变，

而转化后未检出；此外，队列中共有 10例患者BTK

抑制剂治疗后转化，其中4例患者转化后DLBCL组

织检出BTK突变（4/10，40％），另有1例患者转化后

检出PLCγ2突变（1/10，10％）。具体突变类型及其

与克隆同源性的关系见图 2。发生RT的患者转化

前CLL突变谱与既往报道的初诊CLL人群突变谱，

转化后 DLBCL 突变谱和原发 DLBCL 突变谱均有

很大差异。16例转化后DLBCL突变谱中，检出突

变 频 率 最 高 的 基 因 依 次 为 TP53 突 变（6/16，

37.5％），EGR2突变（6/16，37.5％），NOTCH1突变

（5/16，31.3％）。进一步分析 RT DLBCL 分子突变

情况与预后的相关性发现，EGR2突变患者转化后

中位 PFS 时间为 3 个月，无突变患者转化后中位

PFS时间为21个月，差异有统计学意义（P＝0.016）；

TP53 突变与无突变患者的中位 OS 时间均未达到

（P＝0.075）。NOTCH1 突变、BTK 突变、ATM 突变

与本中心队列患者预后均未发现显著相关性。RT

DLBCL分子突变特征与转化后患者预后的相关性，

可能需要更长时间随访及更大的样本量进行进一

步探索（图3）。

表 1 18例Richter转化患者临床特征分析［例数/分析例数

（％）］

特征

年龄

≥65岁

＜65岁

性别

男

女

初诊时疾病状态

CLL

SLL

初诊时疾病分期

CLL Rai 0~Ⅱ Binet A-B

CLL Rai Ⅲ~Ⅳ Binet C

SLL ⅣA

SLL ⅣB

转化疾病类型

DLBCL

cHL

DLBCL同源性检测

同源

非同源

IGHV突变状态

无突变

有突变

转化时PET-CT

SUVmax >10

SUVmax ≤10

转化DLBCL后 IPI评分

0～2

3～5

转化DLBCL后LDH＞250 U/L

转化DLBCL后大包块（＞5 cm）

DLBCL细胞起源

生发中心起源

非生发中心起源

既往暴露治疗

单纯靶向治疗

单纯化学免疫治疗

靶向与化学免疫治疗

未治疗

数值

3/18（16.7）

15/18（83.3）

10/18（55.6）

8/18（44.4）

7/18（38.9）

11/18（61.1）

4/7（57.1）

3/7（42.9）

9/11（81.8）

2/11（18.2）

17/18（94.4）

1/18（5.6）

15/17（88.2）

2/17（11.8）

17/18（94.4）

1/18（5.6）

15/18（83.3）

3/18（16.7）

7/17（41.2）

10/17（58.8）

11/17（64.7）

6/17（35.3）

1/15（6.7）

14/15（93.3）

2/18（11.1）

2/18（11.1）

8/18（44.5）

6/18（33.3）

注：CLL：慢性淋巴细胞白血病；SLL：小淋巴细胞淋巴瘤；

DLBCL：弥漫大B细胞淋巴瘤；cHL：经典型霍奇金淋巴瘤；IGHV：

免疫球蛋白重链可变区；SUVmax：最大标准摄取值；IPI：淋巴瘤国

际预后评分；LDH：乳酸脱氢酶

讨 论

RT因其发病率低、预后极差、起病隐匿、分子机

制不明成为CLL/SLL治疗领域的难题之一。目前
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RT患者转化后仍无有效治疗方案，新药的使用在各

个临床试验也并未降低RT的发生率［9-12］。因此，探

讨RT临床及分子生物学特征，对及时发现患者RT

证据、精准判断RT患者预后、选择有效的治疗模式

具有重要价值。

RT通常以淋巴结及骨髓起病，起病较为隐匿，

因此推荐患者在CLL/SLL疾病进展时进行PET-CT

检测，在PET指导下对于病灶最高代谢摄取位置进

A：RT患者转化前初诊未治慢性淋巴细胞白血病（CLL）及匹配的转化后DLBCL突变谱呈现；B：RT患者转化前CLL突变谱与既往报道的初诊

CLL人群及RT患者转化后 DLBCL突变谱与原发DLBCL突变谱比较；C：16例RT患者转化后DLBCL样本分子突变频率

图2 Richter转化（RT）弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）患者突变类型及其与克隆同源性的关系

A：EGR2突变对总生存的影响；B：EGR2突变对无进展生存的影响；C：TP53突变对总生存的影响；D：TP53突变对无进展生存的影响

图3 EGR2突变、TP53突变对Richter转化（RT）弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）患者预后的影响
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行病理活检或穿刺，有助于 RT 的及时检出。

Michallet 等［13］的研究提出 SUVmax＞10 可以作为

RT的重要标志，其敏感性（91％）与特异性（95％）均

较高。本中心既往研究回顾性分析14例RT患者的

PET-CT结果提示，SUVmax的最佳临界值为6.4，此

时敏感性为 92.9％，特异性为 84.2％［14］。本研究纳

入的18例RT患者中，15例患者SUVmax＞10，提示

PET-CT对于RT患者检出具有重要意义。经穿刺活

检确诊 DLBCL 后，建议有条件的中心开展 RT

DLBCL同源性鉴定。鉴定RT DLBCL患者克隆同

源性的最经典方式为 IGHV基因片段使用及克隆性

IGH重排模式鉴定，患者CLL/SLL组织样本与病理

确诊的转化DLBCL组织样本具有相同的 IGHV基

因片段使用及 IGHV-D-J重排模式被认为是同源性

RT［3,6］。单纯依据免疫球蛋白轻链限制性判断RT转

化同源性被认为是证据不充分的［15］。此外是否存

在新的生物学标志物可以辅助克隆同源性鉴定仍

有待于探索，其中PD-1被认为是一个鉴定克隆同源

性的标志物，克隆同源性的转化 DLBCL 组织中高

表达PD-1，而克隆非同源的DLBCL组织未见PD-1

高表达；克隆同源性的转化 DLBCL 组织部分表达

CD5、CD23，而克隆非同源的 DLBCL 组织 CD5、

CD23 表达常为阴性［16- 17］。RT DLBCL 转化组织

CD5、CD23及PD-1表达在鉴别克隆同源性中的价

值需要进一步的研究进行验证。目前基于RT患者

CLL样本及转化DLBCL组织样本 IGHV基因使用

及 IGHV-D-J重排模式的检测对于RT DLBCL克隆

同源性的鉴定仍具有不可替代的重要价值。

RT的高危分子生物学因素在既往研究中广泛

探讨。Rossi、Chigrinova 及 Fabbri 等多项研究［5,18-19］

指出，在化学免疫治疗时代，RT DLBCL突变谱与原

发DLBCL具有很大差异；60％的RT患者存在TP53

基因缺失或突变，并且在克隆同源性的患者中更为

常见。30％的RT患者存在NOTCH1基因获得性功

能突变，并经常与 12 号染色体三体伴发。IGHV4-

39 片段使用以及其中同型模式 8（IGHV4- 39/

IGHD6-13）的患者被认为是发生 RT 高风险人群，

5年内发生RT风险高达68.7％［20-21］。本研究纳入的

17例RT DLBCL患者中，6例患者为 IGHV4-39片段

使用，显著高于其他 IGHV基因使用片段；其中2例

（33.3％）患者经鉴定为同型模式 8。对于本研究中

完善 NGS 的 11 例 RT 患者转化前初诊未治 CLL/

SLL 样本与转化后 DLBCL 组织回顾性分析发现，

TP53 变异与 NOTCH1 突变频率较高，与既往西方

人群研究报道结论一致；同时发现EGR2突变频率

在本中心 RT 患者中较高（6/16, 37.5％），且与患者

转化后PFS显著相关（P＝0.017），提示RT患者预后

不良。尽管Young等［22］的既往研究表明EGR2突变

是CLL/SLL患者的不良预后因素，然而其在RT中

的预后价值报道尚属首次。关于新药时代下 RT

DLBCL 患者分子生物学特征仍然鲜有文献报道，

Kadri等［23］首次报道了 6例伊布替尼治疗后进展的

RT患者的分子生物学特征，其中4例患者包含BTK

位点突变且与TP53突变伴发。本研究中，有 10例

患者既往使用BTK抑制剂治疗后进展，其中4例患

者出现BTK突变，另有1例患者出现下游PLCγ2突

变。BTK及PLCγ2突变致使CLL患者对于BTK抑

制剂产生获得性耐药［24］。使用伊布替尼治疗后进

展为 RT 的患者中，BTK 及 PLCγ2 突变的比例低于

无组织学转化的伊布替尼治疗后进展CLL患者人

群［3］，提示伊布替尼治疗下发生DLBCL组织学转化

可能有着更多独立于BTK及PLCγ2突变介导耐药

的分子生物学机制，有待于更多的机制研究探讨。

此外，新药时代下RT DLBCL患者转化后的治疗模

式及预后近年来也得到广泛探讨，包括PD-1单抗及

CAR-T等免疫治疗，小分子抑制剂联合传统化学免

疫治疗可能使患者生存获益。本中心18例患者中，

8例既往未暴露于维奈克拉的患者转化后一线接受

了VR-DA-EPOCH方案治疗，该方案具有较高的反

应率和完全缓解率；但此类患者仍需要桥接包括

CAR-T、异基因造血干细胞移植等在内的巩固治

疗，以提高远期生存；其余患者也尝试接受了其他

新药联合方案。18例患者中位随访13.5个月，中位

PFS时间13个月，中位OS时间未达到，提示新药联

合方案可能使转化后患者预后获益；然而，生存分

析仍提示在包含新药的联合治疗下，RT DLBCL组

织中检出EGR2、TP53突变患者预后不佳，提示新药

仍无法完全克服不良分子生物学因素，需要结合疾

病的生物学特征进一步设计临床试验探索RT患者

的个体化治疗选择。

综上所述，本研究基于国内RT DLBCL患者队

列进行了克隆同源性检测方法的鉴定，推荐有条件

的中心开展相关检测。11例配对的RT患者转化前

初诊未治CLL/SLL突变谱与转化DLBCL组织突变

谱有一定异质性，RT的具体机制及克隆演化模式仍

有待进一步探索。
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