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早幼粒细胞白血病分子遗传学诊疗技术在临床中的应用 *
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摘要 目的：综合多种急性早幼粒细胞白血病（APL）分子遗传学检测方法，比较染色体核型分析(CC)检测方法在临床诊疗中的应
用优势。方法：采用急性早幼粒细胞白血病(APL)临床诊断中常用的分子生物学（反转录筑巢式聚合酶链反应 --RT-nest-PCR）、细
胞形态学和荧光原位杂交（FISH）方法分别对 83例来本院初、复诊的 APL患者的骨髓标本进行分析，将结果分别与染色体核型分
析(CC)的结果进行比较。结果：83例 APL患者中染色体诊断出现典型的 t(15;17)异位为 79例，占总人数的 95.2%；2例出现复杂
染色体变化即 t(15;17)+7和 t(15;17)+9,占总人数的 2.4 %；1例出现 t(11;17)异位，占总人数的 1.2 %；1例为正常。PCR对融合基因
检测阳性率为 92.8 %；细胞形态学检测结果阳性率为 92.8%；荧光原位杂交阳性率为 97.6 %。结论：染色体核型分析是对 APL疾
病诊断的可靠法，特别是在对一些复杂核型的判断上相对于 PCR和细胞形态学以及 FISH的检测方法上均有很大优势，是其他
诊断方法无法取代的。
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ABSTRACT Objective: To integrate a variety of acute promyelocytic leukemia (APL) molecular genetic detection method,

comparison of karyotype analysis (CC)detection method in clinical diagnosis application advantages. Methods: We tested chromosomal
abnormalities in bone marrow samples from 83 patients with de novo and relapsed APL, by using RT-nest-PCR, fluorescence in situ
hybridization and morphological staining on the basis of CC. Results: Chromosomal 15 and 17 translocation [t(15;17)] was identified in
79 patients (95.2 %). Two patients showed complex abnormalities with t(15;17)+7 and t(15;17)+9 patients(2.4%). One sample was t(11;
17) patients(1.2 %), and the other one was with normal karyotype. PCR on detection of fusion gene positive rate was (92.8%); the results
showed that the positive rate of the cell morphology test was 92.8% ; Fluorescence in situ hybridization positive rate (97.6 % ).
Conclusion: Compared to PCR, fluorescence in situ hybridization and morphology, chromosomal analysis is an ideal technique in
diagnosis of APL, especially for patients with complex karyotype, that could not be replaced by other diagnostic methods.
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前言

急性早幼粒细胞白血病 (actue promyelocytic leukemia,
APL) 是一种特殊类型的急性髓细胞性白血病，90 %以上 APL
患者具有特征性的分子遗传学改变 -- 染色体易位 t(15;17)
（15q22；17q21）。易位使 17号染色体上的 RARα基因与 15号
染色体上的 PML基因融合，产生融合基因 PML-RARα。融合
基因 PML-RARα的表达使粒细胞系的终末分化停滞在早幼粒
细胞阶段，最终导致 APL的发生。分化治疗药物全反式维甲酸
ATRA和 ATO通过靶向作用于染色体易位 t (15;17)（15q22；

17q21）产生的 PML-RARα融合的基因蛋白上,发挥治疗 APL
的作用[1]。正是这两种分化治疗药物的发现，使具有 t（15;17）
（15q22；17q21）异位的 APL成为白血病中预后最好的，核型分
析对 APL型白血病的诊断分型、预后评估、个体化治疗策略的
实行都具有重要参考价值[2-5]。本文通过结合 PCR对融合基因
(PML-RARα)、细胞形态学和和荧光原位杂交的检测对比分析，
来讨论染色体核型分析在 APL型白血病的临床诊断中的意义
及价值。

1 材料与方法
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1.1 临床资料
收集 2009年 -2011年于哈尔滨医科大学附属第一医院就

诊的临床诊断为 APL的 83例患者骨髓进行核型、融合基因、
细胞形态学和荧光原位杂交技术(FISH)检测分析。其中男 45
例，女 38例，男女比例为 1:0.8；年龄 12-77岁，平均 37.5岁。每
个患者均按张之南《血液病诊断及疗效标准》[6]并结合 MIC协
作组提出了白血病的形态学、免疫学、细胞遗传学(MIC)诊断方
案进行确诊。
1.2 细胞遗传学检测方法
无菌条件抽取患者骨髓 2-3mL，肝素抗凝后，注入 PR-

MI1640培养基内（细胞终浓度为 1×109/ L～2×109/ L）。37℃
二氧化碳培养箱培养 18 h。收获染色体前 1 h加 50 μL秋水仙
素，0.075 M氯化钾低渗 30 min，甲醇：冰醋酸＝3:1固定液固
定 3次，R显带。染色体异常根据《人类细胞遗传学国际命名体
制 ISCN（2009）》[7]的有关规定加以识别和描述。见图 1。

1.3 荧光原位杂交检测方法
无菌条件抽取患者骨髓 2-3 mL，肝素抗凝后，注入 PR-

MI1640培养基内用 0.075 M氯化钾低渗 30 min，甲醇：冰醋
酸＝3:1固定液固定 3次后滴片，以细胞不聚集为宜。采用购进
于金菩嘉的探针试剂盒检测。见图 2。

1.4 形态学检查
骨髓及血涂片经瑞氏染色及过氧化物酶染色( POX)等相

关细胞化学染色，计数 200个有核细胞，按 FAB诊断标准确定
APL患者。见图 3。

1.5 融合基因(PML-RARa)检测方法
无菌条件抽取患者骨髓 2-3 mL，Ficoll-Hypaque淋巴细胞

分离液分离单个核细胞，采用反转录 -聚合酶链反应(RT-PCR)
检测 t(15;17)易位的 PML--RARα融合基因转录本。反应条件
为总体积 50 μL；每个引物各 50 pmol，dNTP 各 100μmol/L；
Taq DNA聚合酶 2 U；循环数 30个循环，计算拷贝数。最后取
10 μL PCR产物在 2%的琼脂糖凝胶中进行电泳，在凝胶仪上
观察，成像。见图 4。

2 结果

临床诊断为 APL患者中染色体异常的 83例患者，结合
PCR检测融合基因、形态学和 FISH检测阳性结果进行对比分
析，分别有 77例、77和 81例吻合，吻合率分别为 92.8 %、92.8
%和 97.6 %。其中 PCR检测 PML-RARα融合基因结果 77例

图 1典型的 APL患者细胞遗传学染色体核型易位：t(15;17)

Fig.1 A typical APL patients cytogenetics chromosome translocation:

t(15;17)

图 2典型的 APL患者 FISH检查结果
Fig.2 A typical APL patients fluorescence in situ hybridization results

图 3 典型的 APL患者形态学检查结果
Fig.3 A typical APL patients morphologic examination results

图 4 典型的 APL患者 PML-RARa检测结果
M:marker ; 1,2,3：样本；4,5：β-actin

Fig.4 A typical APL patients with PML-RARa test results

M:marker; 1,2,3:Sample; 4,5:β-actin
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阳性，6例阴性；细胞形态学分析结果阳性为 77例，阴性 6例；
FISH检测中 81例阳性，2例阴性。染色体核型分析中 t（15; 17）
（15q22；17q21）者 79例；t（11; 17）一例，但 PCR、细胞形态学分
析和 FISH检测为阴性；t（15; 17）伴 +7一例，PCR、细胞形态学

和 FISH分析皆为阳性；t（15; 17）伴 +9一例，PCR检测结果为
阴性而细胞形态学和 FISH检测分析为阳性；正常一例中只有
细胞形态学分析为阳性。具体结果见表 1。

染色体核型分析结果

Chromosome karyotype analysis

results

PCR结果
The results of PCR

细胞形态学分析结果

Morphologic analysis results

FISH结果
The results of FISH

Karyotype An example + - + - + -

46,XX,t(15;17) 37 36 1 35 2 37 0

46,XY,t(15;17) 42 40 2 39 3 42 0

46,XY,t(11;17) 1 0 1 0 1 0 1

47,XY,t(15;17)+7 1 1 0 1 0 1 0

47,XY,t(15;17)+9 1 0 1 1 0 1 0

46,XX 1 0 1 1 0 0 1

合计

Total
83 77 6 77 6 81 2

表 1临床诊断急性早幼粒细胞白血病患者染色体核型与 PML-RARα融合基因 PCR、细胞形态学分析和 FISH结果比较(n=83)

Table 1 The clinical diagnosis of acute promyelocytic leukemia karyotype, FISH and PML-RAR fusion gene PCR, cell morphology analysis(n=83)

3 讨论

在本文中，统计 83例 APL病例，其中，染色体核型分析、
PCR、细胞学诊断和 FISH检测，阳性率分别为 98.8 %（82/83）、
92.8 %（77/83）、92.8 %（77/83）和 97.6 %（81/83）。核型分析结果
除一例正常外其余 82例均为异常，其中最常见核型为 t(15;
17)，共 79例，占 96.3 %（79/82）；复杂性异位 t（11;17）一例,占
1.2 %（1/82），但 PCR、细胞形态学和 FISH检测为阴性；t（15;
17）+7一例,占 1.2 %（1/82）,PCR、细胞形态学和 FISH检测皆为
阳性；t（15;17）+9一例,占 1.2 %（1/82），PCR检测结果为阴性而
细胞形态学和 FISH检测为阳性，最后通过结合临床和细胞免
疫分型等实验室检查确诊为 APL。
目前已确定 RARα 有 5 种不同的配偶基因，即 PML

(promyelocytic leukemia)、PLZF (promyeloytie leukemia zinc fin-
ger)、NPM(nucleophosmin)、NuMA(nuclear matrix-mototic appa-
ratus)、STAT5b (signal transduers and activators of transcription)
基因[8]。发生 t（11;17）一例，为 PLZF/RARα型或 NuMARARα
型，该种核型在 APL中也是较常见的核型[9,10]，但我院收集病例

中仅有一例，在跟踪观察治疗中效果并不明显，两个月后自动

出院，其余患者经过亚砷酸治疗后有所好转后相继出院。
PML/RARα融合基因的致病机制是研究最为纯熟的，已将其研
究成果有效应用于临床诊治。
在 APL中，染色体易位使得 17号染色体上的 RARα基因
与位于其他染色体上的配偶基因发生融合，而后表达相应的融

合蛋白[11]引起某些因子的上调或下调而致病[12]。PML/RARα融
合基因是由于 15号染色体的 PML基因与位于 17号染色体上
的 RARα基因发生易位而形成，是染色体核型分析及 PCR、
FISH等技术的发展依据。APL是临床上第一个应用诱导分化
治疗取得显著疗效的人类恶性肿瘤,是人类从分子水平上认识

白血病的一个成功例子。在仅有 t（15;17）核型异位的患者中自
全反式维甲酸(ATRA)诱导 APL成功以来，APL患者的缓解率
及生存率均有大幅度增加。该融合蛋白具有不同于正常 RARα
等位基因编码的野生型维甲酸受体的功能，可阻断粒细胞的分

化成熟，导致 APL发生，是治疗 APL的靶向基因，并且仅有很
少的副反应及轻微的骨髓抑制[13-16]。
染色体 t(15;17)易位只见于 APL，约 90%的 APL有独特的

染色体易位 t(15;17)，因而 t(15;17)的检出成为该型白血病高度
特异性的细胞遗传学标志 [8]，这与本文统计结果一致。发生 t
（11;17）一例，为 PLZF/RARα 型或 NuMARARα 型，该种核型
在 APL中也是较常见的核型，但我院收集病例中仅有一例，在
跟踪观察治疗中效果不明显两个月后自动出院。7号染色体的
数目或结构异常可涉及多种疾病，在血液病中是急性白血病较

为常见的遗传学改变之一，多见于原发性或治疗相关性急性髓

细胞白血病(acute myeloid leukemia,AML)、急性淋巴细胞白血
病(acute lymphocytic leukemia,ALL)及由骨髓增生异常综合征
(myelody splast ic syndr ome, MDS )转化的 AML，主要异常有
-7/7q-及易位，发生 t(15;17)同时伴有 +7异位的在我院较为少
见，经过本院治疗病情有所缓解。9号染色体的增加在具有 t
（15;17）的血液病中的报道也很少，因具有典型 APL患者临床
表现，最终确诊为 APL，并进行治疗[17,18]。
相对来说，RT-PCR检测过程中所需的试剂成本较高，标

本处理过程中要求比较严格，而更重要的是必须有相应的引物

和探针才能够进行检测，在众多的引物序列中只要有一个碱基

对出现错误就可能造成整个检测的失败，这大大增加了检测的

难度和成本，也局限了其检测范围。细胞形态学在分析过程中
对制片和染色的要求比较高，既要防止标本稀释又要注意染色

的时间；在检测过程中由于各种细胞类型较多，对工作人员的

要求也较高。FISH检测中探针不稳定、荧光极容易淬灭，要有
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独立的暗室进行操作，同时在 DNA探针杂交的过程中容易杂
交不上，造成实验的失败或假阳性，同时所用试剂成本较高，在

本次与染色体核型分析的对比中，对含有 +7和 +9的标本，在
未知的情况下很难检测出来，我们也是在核型分析结果提示的

基础上加入 +7、+9 的探针才完成本次的检测。但相对来说
FISH检测特异性好，定位准确。染色体核型分析在在日常工作
中所需试剂均为常规试剂可自行配置，分析过程也只需要一台

显微镜即可，这大大节省了经济成本。对于基因缺失、扩增、结
构改变造成的多种异常能够直观的反应出来；在识别染色体的

来源与性质的基础上，为骨髓异基因移植后的效果进行评估，

对于白血病的治疗和预后均有重要意义[19]。同时染色体核型分
析不仅在血液病诊断中占有重要的地位，同时在产前诊断和遗

传性疾病、不孕症、多发性流产和畸胎等[20,21]有生殖功能障碍的

疾病诊断中占有不可或缺的地位。
综上所述，染色体核型分析、RT-PCR、细胞形态学分析和

FISH检测都是诊断 APL的可靠指标，染色体显带的核型分析
能对全部染色体中进行分析，可以较全面和直观的检测、评价
细胞遗传学的改变，大大弥补了其他检测技术的不足，对 APL
的疾病诊断具有重要意义，特别是在白血病的发病机理仍不明

确、新类型染色体畸变层出不穷的情况下，细胞遗传学检查常
常能够发现额外染色体异常，这些异常常出现在临床转变之

前，是判断疾病预后不良的有效标志[22]。
在对复杂核型的判断中相对于 PCR、细胞形态学和 FISH

检测在临床诊断中占有重要地位，是其他诊断方法无法取代

的。为研究白血病的分子机制提供了重要线索，从而为治疗白
血病提供重要依据。
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