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摘要：分子生物学自问世以来在各个领域都有着非常广泛的应用。随着分子生物学手段的不断发展，其在医学诊断和疾病治疗等

领域的作用也获得医护人员的认可。分子生物学方法在血液病诊断和治疗方面的应用也尤为突出。本文综述了 PCR，荧光原位杂

交技术、基因芯片和二代测序等分子生物学手段在血液病中的应用，为血液病的诊断、治疗监测以及用药指导等方面的研究提供

参考。
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Research Progress on the Application of Molecular Biology
in Hematological Diseases*

Molecular biology has been widely used in many fields. With the continuous development of molecular biology, its

role in medical diagnosis and disease treatment has been recognized by medical staff. The application of molecular biological methods in

the diagnosis and treatment of hematological diseases is particularly prominent. The application of molecular biological methods such as

PCR, fluorescence in situ hybridization, gene microarray and second-generation sequencing in hematological diseases were reviewed in

this paper.
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前言

分子生物学（molecular biology）是一门生命学科，主要从

分子水平研究生命现象、生命本质、生命活动及其规律等等。分

子生物学技术诞生于 20世纪 80年代中期，主要研究核算、蛋

白质等生物大分子。随着精准医学的发展，这种技术已成为血

液病诊断非常重要的一环，主要检测患者 DNA或 RNA水平

的变异，进一步补充和深化其他技术平台如流式细胞术、细胞

形态学和细胞遗传学等检测。分子生物学技术可辅助血液病的

诊断分型、判断预后、治疗监测、用药指导、微小残留病（MRD）

的监测等等。本文主要介绍，如 PCR（Polymerase Chain Reac-

tion）、二代测序（Next-generation sequencing, NGS）、荧光原位

杂交技术（Fluorescence in situ hybridization, FISH）和基因芯片

(multiplex ligation-dependent probe amplification , MLPA) 等技

术的原理及在血液病中的应用。

1 RQ-PCR在血液病中的应用

PCR是一种简便、快速的扩增技术。近几年随着精准医学

的不断发展，PCR技术在血液病的诊断及复发监控等方面发挥

着重要的作用。

根据研究目的和方法的不同，PCR技术可以分为，实时荧

光定量 PCR（real-time quantitative PCR, RT-qPCR）、多重 PCR

（multiplex PCR）、不对称 PCR（asymmetric PCR）、巢式 PCR

（nested PCR）和原位 PCR（In situ PCR）等[1]。下面主要介绍两种

PCR技术在血液病中的应用。

多重 PCR是在同一个 PCR体系中加入两对或两对以上

引物分别扩增不同模板，从而获得多个核酸片段。这种方法能

够在一定程度上提高基因检测效率，并缩短检测时间[1]。该技术

能够有效帮助诊断白血病患者的异常基因情况，进行定期监

控，从而判断患者预后情况。王振华等[2]对 16例初发急性白血
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病患者应用多重逆转录 PCR（multiplex reverse transcription

PCR, M-RT-PCR）方法检测MLL基因异常情况并进行统计。16

例患者中 13例 AML（1例 M1，2 例 M2，5 例 M4，4例 M5，1

例 M6），3 例 ALL。检测结果显示 AML 患者中有 5 例检出

MLL-AF4，3例MLL-AF9，2例MLL-AF6，2例 MLL-MLL，1例

MLL-ELL 和 1 例 MLL-SEPT6。而 3 例 ALL 患者中检测

MLL-AF4。对这 16例出现MLL融合基因的患者进行一定的

治疗和随访，其中一部分患者进行了造血干细胞移植，发现这

些患者的 3 年总生存率仅约 40%，无进展生存率（PFS）约

30%。MLL基因位于 11号染色体，在儿童中的突变率要高于成

人，尤其是婴幼儿急性白血病[3]。伴有MLL基因的急性白血病

患者预后差，复发风险高。无论是成人还是儿童，都应高度重视

该基因的融合情况，以及有针对性制定治疗方案 [3,4]。虽然

RT-PCR技术能够检测MLL基因的异常情况，但是MLL基因

有近 100种，有些属于罕见类型，所以会出现一定程度的漏检[5]。

此时需要结合其他技术如荧光原位杂交（Fluorescence in situ

hybridization, FISH）技术进行综合诊断。

RT-qPCR是一种在 PCR的基础上，加入荧光基团，通过检

测荧光信号的顺序及强弱，与标准模板进行对照后，对未知模

板进行定量的技术[6]。这种方法操作简便，省时，灵敏度高。该技

术已很成熟，主要应用于患者的融合基因的筛查、MRD的监测

以及患者预后判断等方面。吴薇等[6]采用 RQ-PCR的方法对 60

例 CML进行 BCR-ABL融合基因的检测。其中 33例患者为慢

性期，13例为加速期，14例为急变期。在治疗前后分别每隔 3

个月进行一次检测并随访。结果发现慢性期和加速期的 CML

患者，BCR-ABL转录本水平明显低于急变期。且经过异基因造

血干细胞移植或者服用伊马替尼 6个月后，患者的 BCR-ABL

转录本水平也明显低于治疗前。通过检测 BCR-ABL融合基因

能够在疾病的监控，微小残留的检测中发挥重要作用。

BCR-ABL融合基因是由 t（9;22）形成的。其中 22号染色体上

有 3个断裂点，9号染色体上有 2个断裂点，这些断裂点融合

后，形成三种蛋白，分别为 p190，p210和 p230[7-9]。95%的慢性粒

细胞白血病（CML）患者常有 BCR-ABL p210 形成，除可通过

RT-qPCR技术检测外，还可通过染色体核型分析判断是否有

费城染色体。但是因染色体核型分析的分辨率低，常有阴性的

可能。所以需要结合 RT-qPCR技术进行分型和定量。15~30%

的成人急性淋巴细胞白血病（ALL）及 3~5%的儿童 ALL患者

常出现 BCR-ABL p190，在 p210阳性的 CML患者中也偶有出

现 p190。依据 NCCN临床实践指南：慢性髓性白血病（2019.

V1）[10] 和成人慢性粒细胞白血病诊疗规范（2018 年版），

BCR-ABL阳性的患者可服用伊马替尼，CML患者 10年生存

率可达 85%~90%。

2 FISH在血液病中的应用

FISH是一种利用快速、简便、分辨率高、特异性高与敏感

性高的技术，它是利用碱基互补配对原则，已知探针与目的

DNA进行杂交，通过荧光显微镜观察信号模式的原理判断基

因是否发生重排、易位、缺失等染色体变异。染色体核型分析分

辨率较低，有些隐匿的变异可能无法检测出来，此时可以通过

FISH技术检测[11]。

近年来，FISH 技术在血液病中的应用也越来越广，是

MICM分型诊断不可或缺的一个环节。尤其是白血病融合基因

的检测、三打击淋巴瘤的判断、骨髓增生异常综合征（MDS）、多

发性骨髓瘤（MM）和慢性淋巴细胞白血病（CLL）等疾病的预后

分层和用药指导。张建清等[12]在研究 p53基因在白血病患者中

的异常情况时，应用 FISH技术检测 50例复杂核型异常白血病

患者和 25例非复杂核型异常的白血病患者的 p53基因。结果

显示 14 例伴有 17 号染色体核型异常的患者，3 例 -17，3 例

17p，1例 17q和 2例 17号染色体的不平衡易位。而 12例患者

检出 p53的缺失。p53基因的缺失主要与患者复杂核型异常有

关。p53 基因在 50 例复杂核型异常的患者中突变频率为

48.0%，在 25例非复杂核型异常的患者中突变频率为 4.0%。

p53基因可见于多种血液疾病，如慢性淋巴细胞白血病（CLL）、

性粒细胞白血病（CML）以及急性淋巴细胞白血病（ALL）

和多发性骨髓瘤（MM）等 [13]，在 ALL 中，以 -17 更为多见。

17p13.1缺失是血液病预后较差的核型之一，17号染色体整个

短臂，影响到该区域 p53基因的分子监视功能，该功能的缺陷

可能使有 DNA分子异常的细胞逃过监视而存活，逐渐累积异

常的基因，最终可导致肿瘤的发生[14]。

约 80%的慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者有克隆性遗传

学异常，细胞遗传学可帮助 CLL患者的鉴别诊断、分型、治疗

方案选择和疗效评估等[15]。NCCN指南明确提出 CLL患者都应

行细胞周期蛋白 D1（CCND1）的免疫组化检测或 t（11;14）的

FISH检测[16]。IgH/CCND1也常见于套细胞淋巴瘤（MCL），该融

合基因对于MCL的诊断具有重要意义[17]。

IgH基因位于 14q32，基因重排可见于粒系、淋系、混合系

白血病。常见于 CLL和 MM等血液疾病中。Irons等 [18]应用

FISH技术检测出 80%的 CLL患者出现克隆性遗传学异常，尤

其是 IgH基因重排。14号染色体和其他染色体发生平衡易位

时则会形成不同的融合基因，这些融合基因可常见于不同淋巴

系统肿瘤中[19]。不同类型的 14q32异常则相对独立地代表某种

类型的淋巴系统恶性肿瘤，常见的如 t（8;14）可见于 70%的

Burkitt淋巴瘤；t（14;18）多见于 70%~90%的滤泡性淋巴瘤[11,20-22]；

t（3;14）可见于大细胞淋巴瘤白血病；t（9:14）可见于浆细胞白血

病[23]。而 14q+，t（14;16），t（6;14），t（14;20）常见于MM等。

3 基因芯片在血液病中的应用

基因芯片技术也叫基因微阵列，其原理是基于单核苷酸多

态性的微阵列分析（SNP-Array）直接从 DNA水平开始实验，是

一个能够弥补染色体核型分析、FISH、一代测序和二代测序不

足的技术，能够检测出高频突变的基因[24]。基因芯片技术具有

高效、快速、多参数等优点[25]。相较于传统染色体核型分析技

术，无需细胞培养，可以检测全部基因组的拷贝数异常情况，同

时可以检测基因的扩增、丢失、杂合性丢失（LOH）以及单亲二

倍体（UPD）[26]。

基因芯片技术因其独特的优势，在 MDS、CLL和 MM中

有着非常广泛的应用。MDS 患者中常出现 +8、20q-、-7/7q-、

-5/5q-、-Y等染色体变异[27,28]。通过传统的染色体核型分析，由于

其分辨率较低，所以检出率可能较低。FISH技术是指南中推荐

的检测染色体异常的方法，能够弥补染色体核型分析的不足，
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但是 FISH不能够覆盖全部区域，无法全基因组范围观察染色

体的变化。徐岚等[29]在研究MDS患者的染色体情况时，应用基

因芯片技术能够准确定位染色体异常的位置，建立了MDS分

子标志基因突变谱，弥补了传统核型分析因为自身技术缺陷造

成的无法准确定位的不足。罗锦霞等[30]通过多种分子技术结合

综合分析 1例MDS患者，基因芯片检测到多条染色体的多个

区域存在大片段的缺失，为患者遗传咨询提供帮助。该患者同

时做了染色体核型分析，但仅监测到 5号染色体和 11号染色

体的长臂部分缺失，而且无法确定具体缺失位置。

基因芯片技术虽然分辨率高，能够检测到染色体核型分无

法确定的具体变异情况，并且和 FISH结果一致。但是也有其局

限性，即无法检测平衡易位。所以对于伴有融合基因的急性白

血病，无法检测出融合基因的形成。此时需要运用 PCR的方法

判断融合基因是否存在。

4 二代测序在血液病中的应用

2008年 Ley等[31]应用二代测序技术检测第 1例正常核型

急性髓系白血病（AML），发现 FLT3-ITD 突变是正常核型

AML预后不良标志之一。随后在 2013，New England Journal of

Medicine上发表了一项关于 200例 AML中基因突变的研究，发

现了 FLT3、DNMT3A和 NPM1等基因的突变可应用于临床[32]。

二代测序技术具有通量高、敏感性高，可相对定量等优点，

能够分析几十万到几百万的 DNA片段[33]。二代测序相比于一

代测序其灵敏性更高，可以检测到 0.1%的突变，同时针对突变

的结果进行分析，更好地应用于临床[34]。程焕臣等[35]对 68例

AML和 57例MDS患者，应用二代测序技术检测这两种疾病

基因突变情况，对患者MRD监测及疾病进展预测的可行性分

析。结果显示 TET2在 AML和MDS中的突变率分别为 55.9%

和 56.1%。CEBPA、DNMT3A、C-KIT和 FLT3基因在 AML中

的突变频率在 TET2之后，MDS患者中出现了 U2AF1基因和

SRSF2，突变率为 10.5%。这些基因中 CEBPA这个基因可以作

为 AML患者MRD的监测及预后指标。CEBPA在 AML患者

中是预后良好的标志之一[36,37]。

NPM1是一种磷蛋白质，46~62%的正常核型或 10~15%核

型异常的 AML 中可能出现 NPM1 基因突变，NPM1 基因是

AML预后良好的基因之一，其突变一般对化疗药物较敏感，有

更好地无复发生存率和总生存期[38]。但是 NPM1基因对 AML

患者的预后需结合 FLT3-ITD的突变情况[39]。25%的 AML患者

或伴有 t（15;17）、t（6;9）和正常核型的 AML患者可能出现

FLT3-ITD基因突变，但是在伴有 t（8;21）、inv（16）和 11q23异

常的患者中少见。在 20%的超二倍体 ALL 患者也可检出

FLT3-ITD[40]。另一种 FLT3基因突变则为 FLT3-TKD，常见于正

常核型的 AML患者中，在 AML中的发生率为 5~7%[41]。大约

3.4%的 MDS患者及 2.8%的 ALL患者也可发现 FLT3基因的

点突变。FLT3基因突变总阳性率超过 30%，使其成为AML中最

普遍发生突变的靶基因；FLT3基因突变患者一般预后较差[42]。

胡偏等[43]通过二代测序技术对 234例原发 AML患者和 32例

MDS患者的基因突变情况进行检测。发现基因突变情况能够

有效帮助诊断MDS、MDS/AML以及原发 AML的疾病转归情

况，同时可以鉴别MDS/AML和原发 AML[44]。

越来越多的研究学者将目光放到了二代测序技术在血液

病诊断及预后判断的研究上，尤其是涉及肿瘤生长，RAS途径，

RNA剪切，转录等过程相关的基因突变。如 ASXL1基因，位于

20q11，在血液细胞等多组织中均有广泛表达[45,46]。已经有研究

证明 ASXL1基因突变与髓系肿瘤预后密切相关[47]。滕广帅等
[48]探讨具有 ASXL1基因突变的髓系肿瘤患者的共基因突变谱

及预后临床意义，应用二代测序技术在 1355例髓系肿瘤患者

中进行 ASXL1基因筛查，发现髓系肿瘤患者在 ASXL1基因突

变时会发生多种基因共同突变的现象，同时预后较差[49]。

虽然二代测序技术在数据通量上是由于一代测序的，但是

在血液肿瘤中的诊断，一代测序仍然是金标准。而且当二代测

序技术出现点突变或者插入 /缺失突变时，需要一代测序进行

验证。所以一代测序仍是不可替代的技术。另外二代测序因为

敏感性差，成本高等缺点，在一定程度上也会限制该技术在血

液病诊断中的应用。所以需要结合其他技术进行综合诊断[50]。

5 小结与展望

随着精准医学的不断发展，血液病的诊断已经不能单纯地

依靠细胞形态学，而是需要结合流式细胞术、染色体核型分析、

分子生物学等技术进行综合诊断。分子生物学技术的发展突飞

猛进，从 PCR、RT-qPCR、ARMS-PCR、ddPCR的简单片段扩增

技术，到片段分析、MLPA的大片段缺失和扩增，再到 Sanger

测序，NGS测序的点 /插入 /缺失突变，以及染色体微阵列的

基因芯片技术。新型分子生物学技术在血液病中的应用也越来

越广泛，如文中所提到的融合基因和基因突变的检测等，这些

技术在血液病的诊断、预后、用药指导及复发监测中发挥着重

要作用。在未来的发展中，新型分子生物学也将随着技术的不

断更新换代，如以 CRISPR/Cas9系统为代表的基因编辑技术，

已经用于多种血液病的治疗研究，虽然离临床还有很长的路要

走，但是简便性、特异性和经济性的特点使其拥有巨大的应用

潜力。随着这些新技术的出现，会有更多、更可靠的分子生物学

方法应用于血液病的诊断和治疗。新技术的应用也面临着一些

挑战，如功能未知的基因位点，该如何判断患者情况。因此，我

们需要大量的科研和临床数据配合分子生物学手段，多尺度全

方位的解析检测结果，才能使疾病的诊断和治疗监测更加精确

合理。期待未来先进的分子生物学和大数据手段能在更多的疾

病诊疗中得到应用，为人类健康事业做出贡献。
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