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的方法$方法
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和管家基因
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的标准品梯度稀释作为模板进行实时荧光定量
#IP

反应!制作标准

曲线$利用成功构建的两个标准曲线测定
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患者的目的基因
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与管家基因
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的相对值!分析不同

状态患者的微小残留病"

VPT

#水平是否有差别!从而指导临床的治疗$结果
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方
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中的
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值#!管间&批间变异系数
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$结论
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本研究所建立的实时定量
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方法灵敏度高&重复性好$应用本法检测急性

早幼粒细胞白血病
#V04P3P
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融合基因表达水平的改变!有助于监测白血病微小残留病!评价疗效及判断预后$
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急性早幼粒细胞白血病$
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&具有特异性的染色体易位
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&易位#使
')

号染色体上的
P3P

%

基因与
'.

号染色体

上
#V0

基因融合#产生融合基因
#V04P3P

%

)应用实时定量

逆转录聚合酶链反应$

P64#IP

&技术检测
#V04P3P

%

融合基

因#实现了从定性到定量的飞跃#自动化程度高#因而其应用也

越来越广泛)本研究建立这一方法作为
3#0

临床诊断#评估

微小残留病$

VPT

&和判断其预后的手段)

$

!

材料与方法
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主要仪器
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荧光定量

#IP
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紫外图像分析系统和

配套分析软件及
M;9;3H

L

.)%%O;

J

F;9E;T;=;E=7C

定量
#IP

扩增仪及配套分析系统和配套分析软件%德国
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公司
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高速冷冻离心机及
#7K;C#>E-%%%

型电泳仪等)
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标准品的制备
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细胞系
!

人急性早幼粒细胞白血病细胞株$

Xa$

&细胞

$引自上海瑞金医院血液研究所&常规培养)

$+'+/

!

单个核细胞的分离及总
PX3

提取
!

取培养的
Xa$

细

胞
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* 个#采用
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试剂并按试剂操作说明书提取总

PX3

#经紫外分光光度计测定浓度后#
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保存备用)

$+'+'

!

引物的设计和合成
!
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融合基因形成过程

中#
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上的断裂点总是位于第
&

个内含子内#但是
#V0

上

的断裂点存在很多变异#主要集中在
-

个断裂点丛集区$

@EC

&)

@EC'

在第
*

个内含子内#形成长型转录本$

0

&)断裂点
@EC-

在

#V0

第
-

个内含子内#产生短型转录本$
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&%而
@EC&

断裂点位

于第
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外显子内形成变异型转录本$
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种转录本分别
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设计了
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型
#V04P3P
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融合基因引物序列#应用
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作为

内对照#具体序列如下)
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融合基因#上游引物
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ETX3

合成及扩增
!

取
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上述总
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#采用
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合成试剂盒进行逆转录反应#
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体系的组成如下!随机引
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作为模板#分别以
#V04P3P
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融合基

因及管家基因
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上下游引物为模板进行
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反应)
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)分别获得目的基因
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及管家基因
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的标准品)

用紫外分光光度计测
Xa$

细胞的
ETX3

的浓度后#取
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的
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依次进行
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作为各自的标准品$在

Xa$

细胞中
'

"

/

的
ETX3

包含
'%

$ 拷贝的
#V04P3P

%

基

因&)

$+'+2
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标准曲线的构建
!

将目的基因
#V04P3P

%

和管家基

因
$

4>E=89

的标准品一系列梯度稀释作为模板进行实时荧光定

量
#IP

反应#制作标准曲线)将各个标准品的起始拷贝数取

对数为横坐标#其所对应的循环域值$

E

G

EA;=?C;<?7AB

#

I=

值&作

为纵坐标#即可做出相应的标准曲线)

/

!

结
!!

果

/+$

!

方法的特异性
!

反应结束后#仪器自动进行溶解曲线分

析#如图
'

)从图中可以看出#各反应管出现的峰完全重合#无

引物二聚体等非特异行扩增#保证了方法的特异性)

图
'

!

仪器自动分析该反应的溶解曲线

/+/

!

方法的灵敏度
!

对培养的
'

"

/

Xa$

细胞的
ETX3

#进行

'%

倍梯度稀释#分别用建立的荧光定量
P64#IP

作检测#可得

到
I=

值#其检测
#V04P3P

%

融合基因的灵敏度达
'+%

\.

"

/

ETX3

#由此制作出标准曲线的相关性#相关系数为
%+55)

)如

图
&

)将各个患者样本的平均
I=

值#代入相应的标准曲线#就

可求出
#V04P3P

%

基因和
$

4>E=89

的拷贝数)校正的
#V04

P3P

%

转录水平$

T7<;X

&

2

$

#V04P3P

%

的拷贝数"
$

4>E=89

的

拷贝数&

e'%

.

+
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,

)取扩增后某患者体系进行琼脂糖凝胶电泳#

分离出条带#然后在紫外核酸检测仪中观察电泳结果#如图
-

)

/+'

!

方法的重复性
!

本研究对
'%

$ 基因拷贝数的模板分别做

.

个反应管检测)比较同一次反应不同反应管间的批内变异

及重复
.

次检测比较不同时间的反应结果的批间变异)检测

到该浓度同一次反应不同反应管的
I=

值分别为!

&'+.

*

&&+.

*

&'+(

*

&'+&

*

&&+'

%不同时间检测的
I=

值为!

&'+&

*

&'+*

*

&%+-

*

&-+%

*

&&+)

)批内变异系数为
&+&1

#批间变异系数为
$+%1

)

这说明本方法重复性均好)

图
&

!

#V04P3P

%

基因标准曲线

!!

注!

T0&%%%

#即用型
T0&%%%TX3 V>CR;C#V04P3P

%

#目的基因

$

4>E=89

#内参基因)

图
-

!

患者
3#0#V04P3P

%

融合基因%

'5%@

L

(及

$

4>E=89

%

'')@

L

(电泳图谱

'
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讨
!!

论

随着白血病治疗方法的进展#使急性白血病的完全缓解

$

IP

&率明显提高#其生存期也明显延长)但众多的急性白血

病常在数年内复发而死亡#主要原因是在临床和血液学完全缓

解后#体内仍有微量残留白血病细胞$

VP0I

&#约
'%

*

!

'%

(

个#用传统的形态学方法无法检测到#这些残存的细胞即成为

白血病复发的根源#此称为
VPT

)如何早期准确地诊断

VPT

#防治白血病复发#是当今治疗白血病的重点)本研究的

目的是建立急性早幼粒细胞白血病
#V04P3P

%

融合基因的

检测方法)实时定量
P64#IP

是在普通
#IP

反应中加入能与

#IP

产物结合的荧光探针或荧光染料#使之荧光信号随着扩

增产物的增加而成比例增长#仪器实时检测每一个循环结束后

的荧光强度#通过与标准曲线对比得出定量结果)可以直接检

测目的基因的起始数量#从而动态监测融合基因水平+

-

,

)试验

所应用的
OfaP

/

C;;9

&

是一种能与双链
TX3

结合的荧光染

料#游离时几乎没有荧光信号)而
#IP

进行过程中#它能结合

到扩增产物双链
TX3

的小沟中#荧光强度大大增强)实验中

产生的非特异性双链
TX3

$如引物二聚体&也会和染料结合产

生荧光信号#其产生的干扰可通过溶解曲线分析得到解决)只

要有合适的引物就可实现目的基因的实时荧光定量
#IP

$

Pd4

#IP

&

+

$

,

)较之序列特异性荧光探针#它无需探针设计#大大简

化了实验难度#且价格便宜#是一种值得推荐的荧光定量
#IP
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技术)国外文献报道#用荧光定量
#IP

方法重复
$%

次反应#

其
I=

值的变异系数为
'+*1

)本实验管间*批间变异系数分

别为
&+&1

和
$+%1

#与国外研究结果其相近)说明本方法重

复性均好)本研究建立实时定量
P64#IP

检测急性早幼粒细

胞白血病融合基因#同时检测同一标本的融合基因及管家基

因#不必考虑
PX3

提取及逆转录过程中的差异#以校正拷贝

数$

#V04P3P

%

的拷贝数"
$

4>E=89

的拷贝数&

e'%

. 表示#使用

管家基因
$

4>E=89

对结果进行标化#更具科学性)

通过实时定量
P64#IP

监测
#V04P3P

%

转录本水平的

变化#可以预测急性早幼粒细胞白血病患者的治疗反应#定量

白血病细胞的残余数量和预测复发#这比细胞遗传学检查早数

月+

.4*

,

)总之#实时定量
P64#IP

是一种快速*准确和高度敏

感的实验方法#它不仅能够检测到微小残留病灶的存在#更重

要的是#通过动态监测
#V04P3P

%

转录本水平及其变化#可

以预测急性早幼粒细胞白血病患者的治疗反应#定量白血病细

胞的残余数量和预测复发#这比定性
#IP

检测具有更为重要

的临床意义)该方法的建立可以对患者的融合基因拷贝数实

行绝对定量#从而成为指导个体化治疗*预防复发和提高患者

生存率的重要手段)并且#以
#V04P3P

%

融合基因的检测方

法为基础#进一步建立其他常见白血病融合基因的检测方法#

扩大本技术应用的范围)
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,

#低于海南地区)提示铜绿假单胞菌耐药有着明显

的区域性#与各地区*各医院临床上用药习惯不同使得铜绿假

单胞菌抗生素选择压力不同有关)因此应严格控制第三代头

孢菌素*亚胺培南等的使用#特别是不规则的预防性用药#以

减少其诱导耐药的产生)有意思的是#本研究中发现#

&%'%

年

铜绿假单胞菌耐药率较
&%%5

年普遍下降#这与医院感染控制

科实时监控铜绿假单胞菌感染及耐药情况#及时通报临床医

生#从而使临床医生限制该类抗生素使用的适用证#特别限制

不规范的预防性用药密切相关)

本研究显示#铜绿假单胞菌对头孢唑林*呋喃妥因*四环

素*头孢替坦*氨苄西林等耐药率均高达
5.1

以上#对厄他培

南天然耐药#临床治疗不应选用)对哌拉西林*哌拉西林"他唑

巴坦耐药率相对较低#加用酶抑制剂的复方型抗菌药物耐药率

更低#提示可能与超广谱
$

4

内酰胺酶的产生有关)氨基糖苷类

抗菌药如庆大霉素*妥布霉素*阿米卡星耐药率最低#这可能与

本院临床一般不单用该药物作为抗感染的一线治疗有关)总

体来说#

&%%5

!

&%'%

年铜绿假单胞菌耐药率较
&%%)

!

&%%(

年

明显升高#且总体耐药水平高#几乎对所有细菌均可耐药#应及

时寻求合理的抗菌治疗方案)有研究表明#当亚胺培南与环丙

沙星和阿米卡星或者头孢他啶与环丙沙星和阿米卡星联用#对

细菌的抑制作用明显+

*

,

)

Z;

G

A>9B

等+

)

,认为#对于难治性革兰

阴性菌$如假单胞菌*不动杆菌和多重耐药的革兰阴性菌等&引

起的感染#早期足量的联合治疗有较好的效果)提示联合治疗

作为抗铜绿假单胞菌感染的首选方案#而哌拉西林"他唑巴坦*

头孢他啶*环丙沙星*亚胺培南等#联合阿米卡星为较优化的组

合治疗方案)
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