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急性早幼粒细胞白血病ＰＭＬ维甲酸受体α融合基因定量

检测的应用价值

林　纲，陈　蕾，焦志军（江苏大学附属医院检验科，江苏镇江　２１２００１）

　　【摘要】　目的　探讨早幼粒细胞白血病ＰＭＬ维甲酸受体α融合基因（ＰＭＬＲＡＲα）定量检测在急性早幼粒细

胞白血病诊断、治疗中的临床应用价值。方法　采用实时定量聚合酶链反应对１２例急性早幼粒细胞白血病患者初

诊、治疗后完全缓解及复发时ＰＭＬＲＡＲα进行定量检测，分析不同阶段其变化程度，并与同阶段细胞形态学、染色

体分析进行比较。结果　１２例急性早幼粒细胞白血病患者初发时ＰＭＬＲＡＲα均为阳性，完全缓解阶段转为阴性

或定量结果呈逐渐下降趋势，当复发时ＰＭＬＲＡＲα再次并早于细胞形态学和染色体分析出现阳性，且定量结果明

显高于初发阶段。结论　ＰＭＬＲＡＲα定量检测可为急性早幼粒细胞白血病诊断、治疗及提示复发提供可靠的

依据。
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　　急性早幼粒细胞白血病（ＡＰＬ）是一种特殊类型的急性白

血病，约占急性髓系白血病（ＡＭＬ）的１０％～１５％，多见于成

人［１２］。９５％以上的ＡＰＬ患者具有ｔ（１５；１７）（ｑ２２；ｑ２１）染色体

易位，造成ＡＰＬＰＭＬ维甲酸受体α融合基因（ＰＭＬＲＡＲα）基

因重排，形成特异性的ＰＭＬＲＡＲα，是检测 ＡＰＬ微小残留病

（ＭＲＤ）的重要分子标志
［３］。因ＰＭＬ基因的断裂点不同，可以

产生３种不同的ＰＭＬＲＡＲα异构体，分别为长型（Ｌ型）、短型

（Ｓ型）和变异型（Ｖ型），其中以Ｌ型和Ｓ型较常见，Ｖ型较少

见［４］。本文对临床基因诊断实验室采用实时定量聚合酶链反

应（ＲＱＰＣＲ）检测的１２例初诊 ＡＰＬ患者ＰＭＬＲＡＲα的定量

检测结果进行回顾性分析，以探讨其在 ＡＰＬ诊断、治疗、预防

复发中的应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２００８年２月至２０１２年２月于本院血液

科初诊的１２例 ＡＰＬ患者，其中男６例，女６例，年龄１８～６３

岁，平均４９．５岁。其中２０１２年２月诊断的１例新病例因初发

治疗完全缓解后尚未来本院复诊，其余１１例患者均完成预期

治疗方案，并从治疗开始密切随访，随访时间１４～５０个月，平

均２８个月，先后共检测融合基因１０６次。诊断和分期符合《血

液病诊断及疗效标准》（第３版）标准
［５］。

１．２　骨髓ＰＭＬＲＡＲα检测　（１）单个核细胞分离和ＲＮＡ提

取：应用淋巴细胞分离液（天津灏洋生物制品科技有限责任公

司产品）分离新鲜乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝骨髓标本得到单

个核细胞，根据ＰＭＬＲＡＲα荧光定量试剂盒（上海申友生物技

术有限责任公司产品）说明书进行总ＲＮＡ提取。（２）逆转录

和ＲＱＰＣＲ：在１５μＬＰＣＲ反应模板中加入含有逆转录酶的

１０μＬＰＣＲ反应液，４２℃３７ｍｉｎ，９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ １５ｓ，

６０℃６０ｓ，循环４０次，３７℃１ｍｉｎ。反应在ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＰＣＲ

荧光检测仪（德国罗氏公司产品）上进行，其中 ＡＢＬ基因作为

内参照基因。（３）定量标准品设定：ＰＭＬＲＡＲα阳性标准品均

为３×１０４、３×１０５、３×１０６、３×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ，ＡＢＬ阳性标准品

均为３×１０３、３×１０４、３×１０５、３×１０６ｃｏｐｙ／ｍＬ。（４）结果判定：

阴性对照的ＰＭＬＲＡＲα循环阈值（Ｃｔ）≥３８或无扩增曲线；临

界对照的浓度对数为３．８３±０．５０；阳性对照的浓度对数为

５．８３±０．５０者判定为阳性。以标准品拷贝数为横坐标，实际

测得的Ｃｔ值为纵坐标得到工作曲线，将待测标本的Ｃｔ值带入

标准曲线即得到该基因的拷贝数。ＰＭＬＲＡＲα相对含量＝

ＰＭＬＲＡＲα／ＡＢＬ。如待测样本中ＰＭＬＲＡＲα的Ｃｔ≥３８或无

扩增曲线则判为阴性；内参照基因ＡＢＬ的Ｃｔ≥３８或无扩增曲

线则判为降解。

１．３　细胞遗传学检查　取患者骨髓细胞培养２４ｈ后收获制

备染色体，核型分析采用Ｒ显带技术，按《人类细胞遗传学国

际命名体制（ＩＳＣＮ１９９５）》进行核型分析。

１．４　血细胞分析　采集ＥＤＴＡ抗凝全血，ＣｏｕｌｔｅｒＬＨ７５０全
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自动血细胞分析仪进行分析。

２　结　　果

２．１　ＰＭＬＲＡＲα定量检测结果　１２例初发患者均为阳性，

其中 ９ 例 为 ＰＭＬＲＡＲαＬ 阳 性，定 量 结 果 ０．０１０８１～

３．８６３６３；３例为 ＰＭＬＲＡＲαＳ阳性，定量结果０．０３２９５～

０．０９２８９（表１）。随访的１１例完全缓解（ＣＲ）患者长期动态检

测ＰＭＬＲＡＲα，均于诱导治疗１～２个月内达到血液学缓解，

其中８例一直为 ＣＲ，ＰＭＬＲＡＲα持续阴性；１ 例 Ｌ型患者

ＰＭＬＲＡＲα由０．１４３２４（初发）→０（ＣＲ１）→０．０７２０３（第１次

ＣＲ１后１３个月出现分子生物学复发）→０．２３４６１（第１次ＣＲ

后１３．５个月血液学复发）；１例 Ｓ型患者 ＰＭＬＲＡＲα由

０．０９２８９（初发）→０（第１次ＣＲ）→０．１２６７１（第１次ＣＲ后４０

个月血液学复发），１例Ｌ型患者经诱导治疗２个月后虽达血

液学ＣＲ，但ＰＭＬＲＡＲαＬ持续阳性呈逐渐下降趋势。

表１　１２例ＡＰＬ患者初诊检验结果

编号 性别 ＰＭＬＲＡＲα结果 染色体结果 骨髓早幼粒细胞比例（％） 外周血白细胞计数（×１０９／Ｌ）

１ 男 Ｓ＋：０．０３２９５ ４６ＸＹ，ｔ（１５；１７）｛２０｝ ６８．０ ８８．５

２ 女 Ｓ＋：０．０９２８９ ４６ＸＸ，ｔ（１５；１７）｛２０｝ ８９．０ ４．４

３ 女 Ｌ＋：０．０１０８１ ４６ＸＸ，ｔ（１５；１７）｛２０｝ ８６．５ ３０．７

４ 男 Ｌ＋：０．１４３２４ ４６ＸＹ，ｔ（１５；１７）｛２０｝ ８７．５ ２．７

５ 女 Ｌ＋：０．７７８７８ ４６ＸＸ，ｔ（１５；１７）｛１２｝／４６ＸＸ｛８｝ ９０．５ １．０

６ 女 Ｌ＋：０．２３３４１ ４６ＸＸ，ｔ（１５；１７）｛１５｝／４６ＸＸ｛５｝ ８４．０ １．２

７ 男 Ｌ＋：０．４８７４９ ４６ＸＹ，ｔ（１５；１７）｛６｝／４６ＸＹ｛１４｝ ８０．０ １．０

８ 男 Ｌ＋：０．１４９１８ ４６ＸＹ，ｔ（１５；１７），ｔ（１；ｘ）／｛１４｝４６ＸＹ｛６｝ ８３．５ ２．２

９ 女 Ｌ＋：０．１２７８１ ４６ＸＸ，ｔ（１５；１７），Ｘｑ－｛１２｝／４６ＸＸ｛８｝ ９０．０ １．２

１０ 男 Ｓ＋：０．０７８７２ ４６ＸＹ，ｔ（１５；１７）｛１３｝／４６ＸＸ｛７｝ ５４．０ ７４．６

１１ 女 Ｌ＋：３．８６３６３ ４６ＸＸ，ｔ（１５；１７），＋２１，＋１３｛１０｝／４６ＸＸ｛１０｝ ７８．０ ３７．８

１２ 男 Ｌ＋：０．６７９０１ ４６ＸＹ，ｔ（１５；１７）｛１４｝／４６ＸＸ｛６｝ ８０．５ ３．８

　　注：＋为阳性，｛２０｝表示染色体２０个分裂相。

２．２　染色体核型分析结果　１２例患者全部存在ｔ（１５；１７），其

中３例同时伴有其他染色体异常。１例ｔ（１５；１７），＋２１，＋１３；

１例ｔ（１５；１７），Ｘｑ－；另１例ｔ（１５；１７），ｔ（１；ｘ）（表１）。

２．３　其他实验室检验结果　细胞形态学分类以颗粒增多的早

幼粒细胞为主，比例为５４．０％～９０．５％。白细胞计数７例降

低（１．０×１０９／Ｌ～３．８×１０９／Ｌ）；１例正常（４．４×１０９／Ｌ）；４例增

高：２例Ｌ型患者分别为３０．７×１０９／Ｌ、３７．８×１０９／Ｌ，２例Ｓ型

患者分别为７４．６×１０９／Ｌ、８８．５×１０９／Ｌ（表１）。

３　讨　　论

ＲＱＰＣＲ是在普通ＰＣＲ中加入能与ＰＣＲ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呈比

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。从扩增到产物分析都是闭管操

作，最大限度地避免了污染，无ＰＣＲ后处理。应用ＲＱＰＣＲ扩

增ＰＭＬＲＡＲα是检测 ＭＲＤ最敏感的方法。随访的１例Ｌ型

病例使用全反式维甲酸诱导治疗第１次ＣＲ后１３个月时检测

ＰＭＬＲＡＲα转为阳性（定量结果０．７２０３），而与此同时骨髓细

胞形态学及遗传学分别报告ＣＲ骨髓象和正常核型，当该病例

于１３．５个月再次复查骨髓象报告ＡＰＬ复发、染色体分析出现

ｔ（１５；１７）时，ＰＭＬＲＡＲαＬ定量检测已高达０．２３４６１，超过该

患者初诊时的定量检测结果（０．１４３２４），提示 ＭＲＤ检测阳性

可预示恶性血液病的全面复发，应尽早给患者行诱导治疗，可

避免发生血液学复发［６］。１例Ｌ型患者经诱导治疗２个月后

血液学ＣＲ，ＰＭＬＲＡＲαＬ持续阳性，表达水平呈进行性下降

趋势；１例Ｓ型患者诱导治疗第１次ＣＲ至４０个月时，持续阴

性的ＰＭＬＲＡＲαＳ转为阳性，定量结果为０．１２６７１，而此时的

细胞形态学报告仅为 ＡＰＬ复发趋势。以上信息分别提示

ＡＰＬ患者诱导治疗后融合基因比细胞形态学、遗传学检测指

标消失得更晚，而在复发时却最先出现阳性。ＲＱＰＣＲ是目前

最精确的检测急性白血病 ＭＲＤ的方法，对 ＡＰＬ患者ＰＭＬ

ＲＡＲａ表达量的测定及动态变化监测可获知白血病细胞是否

存在和不同治疗方式的治疗效果［７］。

ＰＭＬＲＡＲα是ＡＰＬ发病学和治疗学的基础，具有高度特

异性。正常情况下，ＰＭＬ显示类似肿瘤抑制基因的功能，

ＲＡＲα则促进分化和抑制生长活性。ＰＭＬＲＡＲα编码的蛋白

既破坏了核体的正常结构，又通过与ＰＭＬ或其他维甲酸结合

蛋白形成稳定的二聚体，从而对野生型ＰＭＬ和ＲＡＲα等位基

因起显性负调控作用，最终导致细胞恶性转化［３］。本文检测的

１２例初发ＡＰＬ患者１００％为ＰＭＬＲＡＲα阳性，其中Ｌ型９例

（７５％），Ｓ型３例（２５％），与文献［８］报道比例相仿，可能因病

例数较少，本研究未发现Ｖ型阳性患者。

９５％以上的ＡＰＬ患者有ｔ（１５；１７）染色体易位，并且该易

位只见于ＡＰＬ患者，因此ｔ（１５；１７）是ＡＰＬ高度特异性的细胞

遗传学标志。１２例 ＡＰＬ患者１００％（１２／１２）检测到了ｔ（１５；

１７），其中２５％（３／１２）同时伴有其他染色体异常。该３例病例

初诊时融合基因的定量检测结果均高于诱导治疗后单纯ｔ

（１５；１７）同期的定量检测结果，提示染色体核型分析与融合基

因的定量结果有一定的相关性，需进一步扩大病例来求证。不

论是否有附加染色体异常，ＡＰＬ患者发病时的白细胞计数、骨

髓早幼粒细胞比例等差异均无统计学意义。

１２例 ＡＰＬ患者初诊时骨髓象早幼粒细胞增多，比例为

５４．０％～９０．５％，有学者分析了４２例ＡＰＬ有２例早幼粒细胞

比例在５０．０％以下，但幼稚细胞数量与ＰＭＬＲＡＲα的表达水

平没有相关性［９１０］。外周血白细胞总数大多表现为降低［１０］，１２

例病例中Ｌ型和Ｓ型各有２例白细胞总数升高，且Ｌ型患者

的白细胞总数明显低于Ｓ型患者的白细胞（下转第１２０７页）
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标，β２ＭＧ是一项敏感、准确、可靠的反映肾功能早期损害的

指标，对于临床上早期发现糖尿病肾脏受损和肾功能改变具有

指导意义。本研究发现，β２ＭＧ在早期ＤＮ的水平及检出率较

Ｕｒｅａ、Ｃｒ水平及检出率高，与上述结果相符。ＵｍＡＬＢ是指常

规方法难以检出的一些尿蛋白，正常情况下尿液中蛋白质含量

很低，在肾小球病变的早期，尿液中清蛋白就会轻微增加，并且

出现时间早于尿蛋白定性阳性及其他临床指征出现之前，是肾

脏疾病的早期诊断指标，其升高程度与肾小球受损程度有

关［８］。血清ＣｙｓＣ和ＵｍＡＬＢ联合检测可提高糖尿病早期肾

功能损害检出率，有利于糖尿病继发肾功能损害的早期预防和

治疗［９］。本研究结果发现，尿常规蛋白阴性组ＵｍＡＬＢ水平明

显高于健康对照组，其阳性检出率也明显高于同组的 Ｕｒｅａ、Ｃｒ

阳性检出率，充分说明了ＵｍＡＬＢ在ＤＮ患者早期临床诊断中

的作用。

３．３　本研究发现，血清ＣｙｓＣ、β２ＭＧ及 ＵｍＡＬＢ在尿常规蛋

白阴性组其水平和阳性检出率均明显高于健康对照组，说明尿

常规蛋白阴性患者早已存在肾损害，此时患者尿常规蛋白定性

为阴性，血Ｕｒｅａ、Ｃｒ均正常，是治疗的关键时期，及时正确的治

疗可以阻止ＤＮ的进展，甚至可以逆转ＤＮ的病理改变。本研

究结果充分证明了血清ＣｙｓＣ、β２ＭＧ及 ＵｍＡＬＢ可作为ＤＮ

的早期临床诊断指标，其优点明显高于一般肾功能检测指标

（Ｕｒｅａ、Ｃｒ）。另外，本文就血清ＣｙｓＣ、β２ＭＧ及 ＵｍＡＬＢ进行

了联合检测，结果发现其对ＤＮ的早期临床诊断敏感度和准确

度大大提高。

总之，血清ＣｙｓＣ、β２ＭＧ及 ＵｍＡＬＢ可作为ＤＮ的早期

临床诊断指标，其三者联合检测可大大提高ＤＮ的早期临床诊

断敏感度和准确度，具有重要临床意义。
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总数。

总之，采用ＲＱＰＣＲ方法跟踪检测ＰＭＬＲＡＲα可早期发

现分子生物学复发情况，及时干预治疗避免血液学复发。

ＰＭＬＲＡＲα表达水平与病情进展相一致，应根据 ＭＲＤ水平

正确评价治疗效果，预测预后，制订个体化治疗方案。
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