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转录本的检测及其意义"

韩兰秀"

!

*

!林
!

江"

!周剑波*

!钱
!
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#
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!

昕*

"
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江苏大学附属人民医院血液科!江苏镇江
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东南大学附属江阴医院检验科!江苏江阴
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!!

摘
!

要#目的
!

建立实时定量聚合酶链反应"

'./$0'

$方法并检测初诊急性早幼粒细胞白血病"

#$%

$患者甲幼粒细胞白血

病%维甲酸受体"

$&%

%

'#'

!

$融合基因含量!评价检测结果的临床意义&方法
!

采用'欧洲抗癌计划(推荐的引物和探针建立

'./$0'

方法!检测
!"

例初诊
#$%

患者的
$&%

%

'#'

!

融合基因含量!并分析其临床意义&结果
!

#$%

初诊患者的年龄与外周

血白细胞"

120

$数呈负相关"

!34,+567

!

"3,+,"-

$!相关性主要见于长型和变异型患者"

!34,+!"

!

"3,+,,!

$&

!"

例
#$%

初

诊患者中!长型患者
55

例!变异型患者
5

例!长型和变异型
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例&

#$%

初诊患者
$&%

%

'#'

!

转录本绝对含量为
5+6!8",

*

"

7+*,8",

! 拷贝%
!,9

:

"中位
6+*-8",

5 拷贝%
!,9

:

$#相对含量为
,+!";

"

767+<6;

"中位
=+5";

$&

"!

例短型患者
$&%

%

'#'

!

转录本绝对含量为
*+*78",

5

"

*+558",

7 拷贝%
!,9

:

"中位
"+"68",

! 拷贝%
!,9

:

$#相对含量为
"*+,-;

"

<,*+7<;

"中位

=!+*7;

$&短型患者外周血
120

数明显高于长型患者"

"3,+,-"

$!其融合基因含量也明显高于长型患者"

"

$

,+,"

$!而在性别)

年龄)外周血
>?

)

$%@

!骨髓原粒及异常早幼粒细胞比例)血液学缓解时间和分子生物学缓解时间等方面比较差异无统计学意义&
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例初诊患者血液学缓解时间)分子生物学缓解时间与患者的年龄)

120

数及融合基因含量无相关性&结论
!
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方法敏

感)可靠!可以对
#$%

初诊患者进行诊断和分型&
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!

S
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O

(FKHEFQJHC9KFHQGCB9
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IFMUF(CH

#

S

KB(

O

FIBQ

O
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#

HQMGF

%

KFQF

S

GBKE

#

KFGC9BCQHQCA
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急性早幼粒细胞白血病$

HQMGF

S

KB(

O

FIBQ

O

GCQIFMUF(CH

#

#$%

&约占所有急性髓系白血病$

#&%

&患者的
",;

"

"!;

'

"

(

)

该型白血病易并发弥漫性血管内凝血$

\Z0

&#预后较为凶险)

=,;

以上的
#$%

患者有
G

$

"!

%

"6

&$

L

**

%

L

"*/*"

&#该易位使
"!

号染色体上的早幼粒细胞白血病$

$&%

&基因与
"6

号染色体

上的维甲酸受体$

'#'

!

&基因融合#形成甲幼粒细胞白血

病"维甲酸受体$

$&%

"

'#'

!

&融合基因#编码
$&%

"

'#'

!

融

合蛋白#该蛋白具有不同于正常
'#'

!

等位基因编码的野生

"

重庆医学
*,"*

年
"

月第
-"

卷第
"

期

"

基金项目#江苏省医学重点人才基金资助项目$

'0*,,6,5!

&%江苏省自然基金资助项目$

2]*,,=*,7

&%镇江市社会发展基金资助项目

$

X>*,,<,-"

&)

!

#

!

通讯作者$

@FI

!

"5<!*="*<5<

%

W/(HCI

!

L

CH9

D

M9,,,6

#

EC9H+QB(

)



型
'#'

!

的功能#阻断了粒细胞的分化成熟#导致
#$%

的发

生'

*/5

(

)既往检测
$&%

"

'#'

!

融合基因的逆转录聚合酶链反

应$

'@/$0'

&无法定量#且需要行扩增后产物处理)而实时定

量聚合酶链反应$

'./$0'

&方法快速*特异*敏感度高*可定

量#已经在临床上得到越来越广泛的应用)本文根据+欧洲抗

癌计划,建立了
'./$0'

方法'

-

(

#对
!"

例
#$%

初诊患者

$&%

"

'#'

!

融合基因的表达类型及表达水平进行了检测#并

探讨其临床意义)

B

!

材料与方法

B+B

!

病例选择和细胞系分型
!

初诊
#$%

患者
!"

例#诊断按

张之南和沈悌主编-血液病诊断及疗效标准.第
5

版'

!

(

)经定

性
'@/$0'

检测#
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例患者为长型
$&%

"

'#'

!

阳性#

"!

例

患者为短型
$&%

"

'#'

!

阳性#

5

例患者为变异型
$&%

"

'#'

!

阳性)因变异型患者数量较少#将其并入长型患者中统计)阳

性对照选用
)2-

细胞株#正常对照取自血常规正常的
*,

例胸

外科肿瘤患者的肋骨骨髓)

B+C

!

细胞分离*

')#

提取及逆转录
!

肝素抗凝的新鲜骨髓标

本
*(%

#用
ĈQBII

密度梯度离心法分离单个核细胞$

&)0

&#应

用
@'ZPBI

一步法提取总
')#

#经紫外分光光度仪定量)将

*+,

$

:

总
')#

应用随机引物逆转录合成第一链
Q\)#

#反应

体系为
-,

$

%

#含
&&%Y

逆转录酶
*,,_

*

A)@$

$每种
,+!

((BI

"

%

&*

",((BI

"

%\@@

*

*!_')#EC9

#于
56`

逆转录
"

J

*

=!`!(C9

灭活#

Q\)#

储存于
4*,`

冰箱中备用)

B+D

!

'@/$0'

检测
!

按文献'

-

(合成
$&%

"

'#'

!

'@/$0'

引

物#序列分别为
!V/@0@@00@a000##0#a0##/5V

$长型

上游引物&*

!V/00a#@aa0@@0a#0a#a@@/5V

$短型上

游引物&*

!V/#00@aa#@aa#00a00@#a/5V

$变异型上

游引物&和
!V/a0@@a@#a#@a0aaaa@#a#a/5V

$共同

下游引物&#

$0'

反应体系
*!

$

%

#含引物
,+*

$

((BI

"

%

#

&

:

0I

*

*+,((BI

"

%

*

A)@$E,+*((BI

"

%

和
@H

L

酶
"+,_

$

&2Z

公

司&#反应条件均为
=-`5,E

*

!<`5,E

*

6*`"(C9

%扩增片

段分别为
"*=

*

"-6

*

"*5?

S

#同时应用
#2%

基因的
'@/$0'

引

物扩增
#2%

$

""<?

S

&#

$0'

产物经
"+!;

琼脂糖凝胶电泳

鉴定)

B+E

!

阳性模板制备
!

将
5

例不同类型
$&%

"

'#'

!

转录本扩

增产物纯化后连接到
$aW&/@

载体$美国
$KB(F

:

H

公司&#再

转入
\>!

!

感受态中#利用蓝白斑筛选挑取白色阳性菌落克

隆#测序正确后进行质粒小提*定量#最后从
",

<

"

$

%

开始进行

",

倍稀释建立阳性模板梯度#

-`

条件下储存备用)

B+F

!

实时定量
$0'

检测
!

长型*短型*变异型
$&%

"

'#'

!

转录本扩增引物序列同
'@/$0'

#共同探针序列为
!V/̂ #&/

#a@a000#a000@000@0a0/@#&'#/5V

)为降低逆转

录反应中应用的总
')#

量和逆转录效率差异所引起的误差#

看家基因
#2%

序列为
!V/@00 @00 #a0 @a@ @#@ 0@a

a##a#/5V

$上游引物&*

!V/@00##0a#a0aa0@@0#0/

5V

$下游引物&和
!V/̂ #&/0aa00# a@# a0# @0@ a#0

@@@a#a00@/@#&'#/5V

$探针&)

$0'

反应为
*!

$

%

#含
",8?MRRFK*+!

$

%

*

&

:

0I

*

-+,

((BI

"

%

*

A)@$E,+*((BI

"

%

*引物
,+!

$

((BI

"

%

*探针
,+*

$

((BI

"

%

*

@H

L

酶
"+,_

*

!,8'bc,+!

$

%

和
Q\)#!,9

:

)

反应在
65,,

扩增仪$

#2Z

公司&上进行#反应条件为
=!`

预变

性
!(C9

#然后
=- ` "!E

*

7, `"(C9

#共
-!

个循环#应用

X\X"+5

软件进行数据分析)每次实验均设阳性对照*正常对

照*空白对照$

)@0

&及标准曲线)

$&%

"

'#'

!

转录本的绝对

量表示为每
!,9

:

总
')#

中含有的拷贝数#相对量为

)

$&%

"

'#'

!

3

$

$&%

"

'#'

!

转录本的拷贝数"
#2%

拷贝数&

8

",,;

)

B+G

!

统计学处理
!

符合正态性分布和方差齐性的条件时#均

数比较用两个独立样本的
6

检验)不满足正态性分布的条件#

选择非参数统计两个独立样本比较的
&H99/1JCG9F

O

检验和

相关样本比较的
1CIQB[B9

秩和检验#多组比较选择
]KMEUHI/

THIICE>

检验)相关性分析选择
X

S

FHK(H9

秩相关)应用

X$XX",+,

统计软件进行分析处理)

C

!

结
!!

果

C+B

!

'./$0'

方法学分析及标本质量评价
!

-

组标准曲线均

包含标准品质粒
",

<

"

",

"

#其斜率在
45+5"

"

45+56

之间#说

明
'./$0'

反应体系的扩增效率接近理想水平%相关系数均

大于
,+==<

#证明循环域值与标准品质粒
\)#

的
%B

:

值呈线

性相关$图
"

*

*

&)对所建立的
'./$0'

敏感性和重复性进行

了评价#揭示其最大敏感性可以达到
",

拷贝"
$

%

#但是
",

拷

贝"
$

%

重复性不好)

",

<

"

",

* 拷贝"
$

%

重复性良好#其变异系

数$

0Y

&介于
,+,";

"

"+"6;

之间)空白对照及
*,

例正常对

照均无扩增#说明了该方法的特异性)看家基因
#2%

含量低

于
"+,8",

5 拷贝"
!,9

:

则判断为
')#

降解)

C+C

!

初诊时
#$%

患者的一般临床特征
!

外周血白细胞计数

与患者年龄呈负相关$

!34,+567

#

"3,+,"-

&#相关性主要见

于长型和变异型患者$

!34,+!"

#

"3,+,,!

&)长型和变异型

阳性患者共
57

例#其中
"<

例儿童$

$

"<

岁&患者中外周血白

细胞计数'中位
5+6!8",

=

"

%

#$

"+5

"

"*,+"

&

8",

=

"

%

(#明显高

于
"<

例成人$

%

"<

岁&患者'中位
"+7!8",

=

"

%

#$

"+,

"

"!,

&

8

",

=

"

%

($

"3,+,"!

&)外周血白细胞计数与骨髓原始细胞及异

常早幼粒细胞比例之和正相关$

!3,+!!7

#

"

$

,+,,"

&%白细胞

增高者$

&

",8",

=

"

%

&骨髓中原始细胞及异常早幼粒细胞比例

之和$中位
=5+,;

#

<*+!;

"

=6+!;

&高于白细胞不高者$

$

",

8",

=

"

%

&$中位
<<+,;

#

55+!;

"

=<+!;

&$

"

$

,+,,"

&)

C+D

!

!"

例
#$%

初诊患者
'./$0'

结果
!

57

例长型和变异

型
#$%

初诊患者
$&%

"

'#'

!

转录本绝对含量为
5+6!8

",

*

"

7+*,8",

! 拷贝"
!,9

:

$中位
6+*-8",

5 拷贝"
!,9

:

&%相

对含量为
,+!";

"

767+<6;

$中位
=+5";

&)

"!

例短型患者

$&%

"

'#'

!

转录本绝对含量为
*+*78",

5

"

*+558",

7 拷

贝"
!,9

:

$中位
"+"68",

! 拷贝"
!,9

:

&%

#2%

纠正后的相对含

量为
"*+,-;

"

<,*+7<;

$中位
=!+*7;

&)统计分析结果表

明患者融合基因相对含量与患者的性别*年龄*外周血
120

*

>?

*

$%@

*骨髓原粒及异常早幼粒细胞比例之和*患者达到初

次血液学缓解和分子生物学缓解的时间无明显相关性)

C+E

!

长型"变异型患者与短型患者临床特征的比较
!

两组

#$%

初诊患者的外周血白细胞数比较差异有统计学意义#短

型患者的外周血白细胞数高于长型"变异型患者$

"3,+,-"

&)

两组患者
$&%

"

'#'

!

转录本的相对定量比较差异有统计学

意义#短型患者融合基因表达量高于长型"变异型患者$

"

$

,+,"

&#而两组患者在性别*年龄*外周血
>?

*

$%@

#骨髓原粒及

异常早幼粒细胞比例*血液学缓解时间和分子生物学缓解时间

等方面比较差异无统计学意义)

C+F

!

危险度分级
!

作者对
!"

例患者进行了危险度分级'

7

(

#结

果表明高危*中危及低危组患者的骨髓原粒及异常早幼粒细胞

比例之和比较差异有统计学意义$

"3,+,5"

&#高危组患者骨

髓原粒及异常早幼粒细胞比例之和高于中危组$

"3,+,*6

&和

低危组$

"3,+,"

&#而
5

组患者在性别*年龄*外周血
>?

*融合

*
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基因含量*血液学缓解时间和分子生物学缓解时间等方面比较

差异无统计学意义)

C+G

!

患者达到初次血液学完全缓解$

>0'

&时间和分子生物

学完全缓解$

&0'

&时间的临床意义
!

!"

例患者中#

*

例在初

发时死亡#

7

例放弃治疗#

",

例患者失访#

55

例患者达到了初

次血液学和分子生物学的缓解)经统计学的
X

S

FHK(H9

秩相关

分析#结果表明患者达到初次
>0'

和
&0'

的时间与患者的

性别*年龄*外周血
120

*

>?

*

$%@

*骨髓原始粒细胞和异常早

幼粒细胞所占比例及融合基因的表达水平无明显相关性)

!!

横坐标为循环数#纵坐标为荧光强度)

图
"

!!

长型标准品的扩增曲线

!!

横坐标为对数浓度#纵坐标为各浓度时的
0@

值)

图
*

!!

短型标准品的标准曲线

D

!

讨
!!

论

$&%

"

'#'

!

融合基因在
"6

号染色体的断裂位点在第
*

内含子#根据在
$&%

基因上断裂位点的不同#又分为
5

种亚

型#即长型$断裂位点在第
7

内含子&*变异型$断裂位点在第
7

外显子&*短型$断裂位点在第
5

内含子&)因此#

$&%

"

'#'

!

融合基因是
#$%

的特异性分子生物学标记#在
#$%

的诊断和

微小残留病灶的监测中具有重要的临床意义'

6/<

(

)作者拟根据

W#0

方法建立不同
$&%

"

'#'

!

转录本检测的
'./$0'

法#

并对
!"

例初诊
&5

患者的标本进行了检测#以评价其在
#$%

患者分子诊断和微小残留病灶$

&'\

&监测中的意义)

本组研究结果提示长型和变异型患者中儿童的外周血白

细胞计数明显高于成人#这与其他文献报道相近'

=/",

(

#但两组

间的
$&%

"

'#'

!

转录本水平无明显差异)通过比较长型"变

异型和短型
#$%

患者的临床特征#作者发现短型患者的外周

血白细胞数较高#国内主鸿鹄等'

""

(的报道也证实了这一点)

虽然作者的研究结果还证实短型
$&%

"

'#'

!

阳性患者其融

合基因转录本含量明显高于长型"变异型患者#这与秦亚溱

等'

"*

(

*姚利等'

"5

(报道一致#但主鸿鹄等'

""

(报道的结果揭示长

型和 短 型 患 者 之 间 并 无 差 异%几 个 研 究 都 认 为 不 同

$&%

"

'#'

!

转录本的表达水平与患者初诊时的临床参数之间

并无相关性)作者对初诊患者进行了危险度分级#结果发现高

危患者的骨髓原粒和异常早幼粒细胞所占比例之和高于中危

和低危患者#这可能与高危患者的白细胞较高有关)

作者对患者达到初次血液学缓解*分子生物学缓解时间与

患者的临床参数进行了相关性分析#没有发现有统计学意义的

结果#可能与本研究病例数较少和患者的治疗依从性有关)虽

然国际和国内对于
&'\

监测的时间并不完全统一#最近的研

究建议
#$%

患者每隔
*

个月检测一次
$&%

"

'#'

!

转录本以

更好地监测患者体内的
&'\

'

"-

(

)近年来的染料法
'./$0'

技术能有效降低试剂成本#同时又有良好的特异性*灵敏

性'

"!

(

)总之#本研究建立了敏感*可靠*特异的
'./$0'

方法#

检测了
!"

例初诊
#$%

患者的
$&%

"

'#'

!

融合基因#并统计

分析了患者的临床特征及融合基因的临床意义#为以后监测患

者
&'\

和评价治疗效果打下了基础)
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0\*!

i

@

细胞比例明显提高#而已有大量文献证明
0\-

i

0\*!

i

@

细胞是机体维持自身耐受的重要组成部分#提示口服

&>0

肽后#受体大鼠机体免疫系统已发生免疫应答)

2)

大

鼠
/%FTCE

大鼠为急性排斥模型#生存时间一般为
7

"

",A

左

右)术后从两组大鼠一般情况观察#实验组大鼠出现异常情

况#如精神差*消瘦*食欲差等现象明显晚于对照组#说明异体

移植肾脏发生排斥等不良反应晚于对照组#实验组术后生存时

间明显延长#最长者生存天数长于对照组
"<A

)病理切片进一

步显示#移植术后未用药及口服
&>0

肽组移植排斥迅速#于

术后第
!

天第
"

只移植大鼠死亡#移植肾病理切片显示肾小球

上皮水肿#肾血管充血#大量炎性细胞浸润)而口服
&>0

肽

组移植术后生存迹象平稳#于术后第
"6

天才死亡第
"

只)体

外混合淋巴细胞培养显示#相同供体细胞与两组大鼠刺激细胞

单向混合培养#

@

淋巴细胞增殖反应明显不同#而
A

组添加

&>0

肽
!,

$

:

后#进一步抑制了
@

淋巴细胞增殖)

&H

:

FF

等'

"5

(在动物体内试验中#证实
&>0

肽能上调血红素氧化酶

$

>b/"

&的活性#且起调节作用与热休克蛋白有直接关系%易善

红等'

"-

(在体外试验中发现#

&>0

肽具有较强的体外抑制人外

周单核细胞
>b/"

活性的作用#且呈现出剂量依赖性#

&>0

肽是通过影响细胞内血红素氧合酶
/"

的活性#进而通过某种

途径达到免疫抑制的结果)
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