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Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因的实时定量检测
在小儿急性淋巴细胞白血病
微小残留病监测中的应用
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　　［摘　要］　目的　实时荧光定量ＰＣＲ方法检测 Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因的表达水平，探讨其在监测急性淋巴细
胞白血病（ＡＬＬ）患儿微小残留病（ＭＲＤ）及判断预后中的临床价值。方法　采用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ方法，动态
检测１１例Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因阳性的ＡＬＬ患儿在初治期（１１例）、完全缓解期（１１例）、复发期（３例）和１０例同期
骨髓细胞形态学正常的非血液及肿瘤疾病对照组患儿的Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因表达水平。结果　１１例 ＡＬＬ患儿初
治期和复发期的Ｅ２ＡＰＢＸ１基因表达水平均显著高于缓解期及对照组（Ｐ＜０．０１）。与诱导缓解治疗第３３天Ｅ２Ａ
ＰＢＸ１水平表达阴性的患儿比较，表达阳性的患儿３年的复发率增高，无病生存率降低（均Ｐ＜０．０５）。结论　实时
荧光定量ＲＴＰＣＲ检测Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因的表达水平是监测ＭＲＤ、预测复发、指导个体化治疗的良好指标，诱导
缓解第３３天Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因水平可用于判断预后。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（６）：４４０－４４３］

［关　键　词］　Ｅ２ＡＰＢＸ１；实时荧光定量ＰＣＲ；微小残留病；白血病；儿童

ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＥ２ＡＰＢＸ１ｆｕｓｉｏｎｇｅｎｅｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈａｃｕｔｅｌｙｍ
ｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａａｎｄｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
ＺＨＡＮＧＲｏｎｇ，ＬＩＡＯＪｉｎｇ，ＬＩＧｅ，ＳＵＮＨｕａｉＱｉａｎｇ，ＳＨＩＹｕＪｕｎ，ＹＡＮＧＪｉＹｕｎ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＳｉｃｈｕａｎＡｃａｄ
ｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ＆ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＰｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００７２，Ｃｈｉｎａ（Ｅｍａｉｌ：ｚｚｒｒ０００７＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ｆｏｒ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＥ２ＡＰＢＸ１ｆｕｓｉｏｎｇｅｎｅｍＲＮＡｉｎａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ（ＡＬＬ）ｃｈｉｌｄｒｅｎａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｉｔｓ
ｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｅｖａｌｕａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥ２ＡＰＢＸ１ｇｅｎｅｉｎ１１ｎｅｗｌｙｄｉａｇｎｏｓｅｄＡＬＬｐａｔｉｅｎｔｓａｔｄｉａｇｎｏｓｉｓ（１１
ｃａｓｅｓ），ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｍｉｓｓｉｏｎ（１１ｃａｓｅｓ）ａｎｄｐｅｒｉｏｄｓｏｆｒｅｌａｐｓｅ（３ｃａｓｅｓ）．Ｔｅｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｃｅｌｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｈｅｍａｔｏｐａｔｈｙｏｒｔｕｍｏｒｄｉｓｅａｓｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｍｅｄｉａｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＥ２ＡＰＢＸ１ｆｕｓｉｏｎｇｅｎｅｉｎｔｈｅＡＬＬｇｒｏｕｐａｔｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｐｓｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｍｉｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＥ２ＡＰＢＸ１ｎｅｇａｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓｏｎｄａｙ３３ｄｕｒｉｎｇ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｍｉｓｓｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｒａｔｅｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｔ３ｙｅａｒｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎＥ２Ａ
ＰＢＸ１ｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＭｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆＥ２ＡＰＢＸ１ｌｅｖｅｌｓｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲｉｓ
ｕｓｅｆｕｌｆｏｒｍｏｎｉｔｏｉｎｇｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅ，ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｐｓｅａｎｄｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥ２Ａ
ＰＢＸ１ｇｅｎｅｏｎｄａｙ３３ｄｕｒｉｎｇｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｒｅｍｉｓｓｉｏｎｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｅｖａｌｕａｔｉｏｎ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（６）：４４０－４４３］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｅ２ＡＰＢＸ１；ＲｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ；Ｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅ；Ｌｅｕｋｅｍｉａ；Ｃｈｉｌｄ

　　在儿童急性淋巴细胞白血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ
ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）中 ｔ（１；１９）（ｑ２３；ｐ１３）易位，即１９ｐ１３
的Ｅ２Ａ和１ｑ２３上 的ＰＢＸ１易位融合。Ｅ２ＡＰＢＸ１融
合基因是儿童 ＡＬＬ中较常见的染色体异常之一，约

占５％，在Ｂ细胞系ＡＬＬ中约为２０％～３０％［１］。过去

认为Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因阳性的白血病患儿易发生
中枢神经系统白血病，预后较差，近年来通过化疗方

案的改进，预后得到改善［２］，５年无病生存率接近

·０４４·
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８０％，但仍有部分患儿复发，进行微小残留病的监测
对降低白血病的复发率及提高长期无病生存率具有

重要的临床意义。近年发展起来的实时荧光定量ＰＣＲ
技术，具有敏感性高、特异性强和可重复性等优势，作

为分子生物技术得到广泛应用。本研究建立一种以融

合基因Ｅ２ＡＰＢＸ１为靶分子的实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅ
ａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＱＰＣＲ）方法，动态监测并长
期随访Ｅ２ＡＰＢＸ１阳性白血病患儿的Ｅ２ＡＰＢＸ１融合
基因 ｍＲＮＡ的表达水平，并分析微小残留白血病
（ｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＭＲＤ）定量信息在判断儿童
白血病预后、治疗反应及预测复发中的临床价值。

１　资料与方法

１．１　研究对象
２００５年６月至２０１２年６月在四川省人民医院住

院的急性淋巴细胞白血病Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因阳性
（ＰＣＲ定性检测）的初治患儿１１例，其中男６例，女
５例，年龄范围２．５～１４．３岁，中位年龄７．８岁，所有
患儿均进行了细胞形态学－免疫学－细胞遗传学－
分子遗传学（ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ，ＭＩＣＭ）分型诊断。随访截止 ２０１２年 ６月
３０日，随访时间７～６０个月，中位时间４１．５个月。
１０例同期住院的骨髓细胞形态学正常的非血液病
及非肿瘤病儿童为对照组，男６例，女４例，年龄范
围２．５～１４．３岁，中位年龄８．０岁。
１．２　标本采集

分别于初诊、诱导治疗后、巩固治疗后每 ３～
６个月抽取骨髓ＥＤＴＡ抗凝标本２ｍＬ，同法抽取同
期对照组的骨髓标本。ＲＱＰＣＲ法定量动态检测
Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因。
１．３　治疗方案

ＡＬＬ患儿按《中华儿科杂志》的儿童急性淋巴
细胞白血病诊疗建议［３４］及２０１０年全国的儿童急性
淋巴细胞白血病临床路径方案进行治疗。

１．４　Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因ＲＱＰＣＲ检测
将抽取的骨髓标本分离单个核细胞，用 ＲＮＡ

ＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ＰｒｏｍｅｇａＳＶＴｏｔａｌ
ＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）提取总ＲＮＡ。按照逆转录试剂
盒（大连宝生物有限责任公司）说明书，将提取的总

ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，置于 －２０℃保存备用。Ｅ２Ａ
ＰＢＸ１融合基因及ＡＢＬ内参基因的引物及探针选用
欧洲抗癌项目组公布的序列［５６］。引物及探针由大连

宝生物工程有限公司合成。在荧光定量 ＰＣＲ仪（美
国ＡＢＩＰＲＩＳＭ７５００）上进行荧光定量ＰＣＲ反应，同时

扩增内参ＡＢＬ，每个标本做２个复孔。定量ＰＣＲ反
应体系（试剂购自大连宝生物有限责任公司）：

（１）ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ（ＰｒｏｂｅｑＰＣＲ）（２×）１０μＬ；（２）上
游引物（１０μＭ）０．４μＬ；（３）下游引物（１０μＭ）
０．４μＬ；（４）荧光探针溶液０．８μＬ；（５）ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＤｙｅⅡ（５０×）０．４μＬ；（６）ｃＤＮＡ模板２μＬ；（７）灭菌蒸
馏水（ｄＨ２Ｏ）６μＬ。总反应体积２０μＬ。ＰＣＲ扩增条
件：９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性 ５ｓ，６０℃退火３４ｓ，共
４０个循环。反应结束后，由软件自动记录荧光曲线
并分析计算出 Ｃｔ值，优化 ＰＣＲ反应体系及条件使
Ｅ２ＡＰＢＸ１和ＡＢＬ具有相同的ＰＣＲ扩增效率且接近
１００％时，Ｅ２ＡＰＢＸ１ｍＲＮＡ的相对表达量由公式
２△△ｃｔ得出［７］，其中△△Ｃｔ＝（样品Ｃｔ均值－内参Ｃｔ
均值）－（对照样品Ｃｔ均值－对照内参Ｃｔ均值）。
１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，多个样
本比较采用ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ秩和检验，两样本比较采
用ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ秩和检验，率的比较采用四格
表精确概率法，无病生存率比较采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
生存分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　骨髓Ｅ２ＡＰＢＸ１基因的表达水平
１１例ＡＬＬ患儿初治期和复发期的 Ｅ２ＡＰＢＸ１

基因表达水平均显著高于缓解期及对照组儿童（初

治期ｖｓ缓解期，Ｕ＝－３．９７４，Ｐ＜０．００１；复发期 ｖｓ
缓解期，Ｕ＝－２．５７２，Ｐ＝０．００５；初治期 ｖｓ对照组，
Ｕ＝－３．８７４，Ｐ＜０．００１；复发期 ｖｓ对照组，Ｕ＝
－２．５３９，Ｐ＝０．００７）。１１例 ＡＬＬ患儿的初治期与
复发期Ｅ２ＡＰＢＸ１基因表达水平差异无统计学意义
（Ｕ＝－０．３１２，Ｐ＝０．０５１）。见表１。

　　表１　ＡＬＬ患儿不同时期及对照组儿童 Ｅ２ＡＰＢＸ１融
合基因水平的比较　Ｐ５０（Ｐ２５，Ｐ７５）

组别 例数 Ｅ２ＡＰＢＸ１

对照组 １０ ０．１６７（０．０１０，０．２３７）
初治期 １１ ２．２９７（１．１４９，３．４８２）ａ

缓解期 １１ ０．２５０（０．２０３，０．４６７）
复发期 ３ １．８６６（１．２３１，２．４６２）ａ

Ｈ值 ２５．９６７
Ｐ值 ＜０．００１

　　ａ：与缓解期及对照组比较，Ｐ＜０．０１。

２．２　动态监测１１例ＡＬＬ患儿的ＭＲＤ水平
诱导治疗第３３天，１１例Ｅ２ＡＰＢＸ１基因阳性患儿

均获得骨髓完全缓解，但ＲＱＰＣＲ检测仍有５例Ｅ２Ａ
·１４４·
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ＰＢＸ１基因阳性（＞正常对照组的 Ｐ７５），６例阴性。
Ｅ２ＡＰＢＸ１基因阳性的５例患儿均在强化治疗及维持
治疗后Ｅ２ＡＰＢＸ１水平下降，但其中３例复发，这３例
中１例患儿在诱导缓解后６个月时Ｅ２ＡＰＢＸ１水平又
异常升高后１个月复发，１例在维持治疗时（诱导缓解
后１８个月）Ｅ２ＡＰＢＸ１水平升高后复发，同时并发脑膜
白血病，１例在停药后２个月Ｅ２ＡＰＢＸ１水平再上升后
２个月并发脑膜白血病后复发。余２例基因阳性患儿
和３例阴性患儿在诱导治疗第３３天（阴性６例中３例
在３０、３６及５６个月失访）至随访截止时间Ｅ２ＡＰＢＸ１
水平均在正常低水平。见图１～３。
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图１　复发组化疗后患儿ＭＲＤ均数动态变化　（ｎ＝３）

２．３　Ｅ２ＡＰＢＸ１基因水平与复发率和无病生存率
的关系

诱导缓解第３３天Ｅ２ＡＰＢＸ１阳性（＞对照组的
Ｐ７５）５例，其中３例复发，复发率为６０％；Ｅ２ＡＰＢＸ１
阴性（＜对照组的Ｐ７５）６例均未复发，２组复发率差
异有统计学意义（χ２＝６．１６１，Ｐ＝０．０１３）。到截止
随访时间，阳性表达组患儿无病生存率显著低于阴

性表达组（Ｐ＝０．０２５５）。
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图２　阳性组化疗后未复发患儿ＭＲＤ均数动态变化　（ｎ＝２）
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图３　阴性组化疗后患儿ＭＲＤ均数动态变化　（ｎ＝６）

３　讨论

儿童ＡＬＬ总体预后良好，但存在１０％～２０％患儿
复发，ＭＲＤ的存在是儿童白血病复发的根源，目前
检测儿童白血病 ＭＲＤ的方法有传统形态学、细胞
遗传学、免疫学、分子生物技术。本研究建立了

ＴａｑＭａｎ探针法的 ＲＱＰＣＲ，采用２△△ｃｔ相对定量法
检测Ｅ２Ａ／ＰＢＸ１基因的 ｍＲＮＡ水平。传统 ＰＣＲ是
到达平台期后进行检测，则检测重复性差，无法直接

从终点产物量推算出起始模板量。ＲＱＰＣＲ技术有
效地解决了传统定量只能终点检测的局限，在 ＰＣＲ
体系中加入荧光基团，利用荧光信号积累实时监测

整个ＰＣＲ进程，实现了每一轮循环均检测一次荧光
信号的强度，大大地提高了灵敏度，可检测 １０５～
１０６以上，且重复性好。其中 ＴａｑＭａｎ荧光探针技术
特异性好，假阳性低，是在进行特异性引物扩增时

加入特异的荧光探针进行杂交，特异的探针可识别

靶序列中单个碱基的错配、缺失或突变［８］。

融合基因在白血病的病程中较为稳定，不易发

生克隆演变和表型转换，Ｅ２ＡＰＢＸ１在儿童 ＡＬＬ中
较常见，可作为标志基因用于 ＭＲＤ的检测。本研
究中Ｅ２ＡＰＢＸ１阳性的患儿占本院同期收治的Ｂ细
胞ＡＬＬ的１６％（１１／６８），与Ｋａｇｅｒ等［１］报道有差别，

但与左英熹等［９］报道相似。

特异的染色体易位是白血病的临床诊断、检测

治疗、发病机制的分子学基础。Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基
因的Ｅ２Ａ作为转录因子，通过与 ＰＢＸ１的同源异型
盒ＤＮＡ结合域形成嵌合型转录因子，从而有促进转
录激活的作用［１０］。本研究发现 ＡＬＬ患儿初诊时
Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因水平高，完全缓解后水平下降，
·２４４·
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复发时升高，提示 Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因可能具有促
肿瘤作用。

动态追踪初治１１例 Ｅ２ＡＰＢＸ１融合基因阳性
的患儿，虽第一次诱导缓解后第３３天骨髓形态均达
完全缓解，但 ＲＱＰＣＲＭＲＤ检测有５例阳性，骨髓
细胞形态学敏感度在１０２左右，比 ＲＱＰＣＲ方法要
低于１０的２个数量级，表明ＲＱＰＣＲ方法比骨髓形
态学更灵敏，更具优越性。ＲＱＰＣＲ监测５例阳性
患儿的ＭＲＤ水平均在强化治疗后下降，但其中３例
分别在开始治疗后 ７个月、１８个月、停药后 Ｅ２Ａ
ＰＢＸ１水平显著升高而复发，这３例中的２例分别在
骨髓复发前提前１个月和２个月ＭＲＤ水平升高，表
明Ｅ２ＡＰＢＸ１水平异常升高提示骨髓复发高风险。

本研究第一次诱导缓解第３３天在分子水平患
儿并未１００％完全缓解，有４５％的患儿ＭＲＤ水平较
高，表明早期白血病残留病灶的清除及对治疗的反

应是迟缓的，存在异质性。将第３３天 ＭＲＤ分为两
组，Ｅ２ＡＰＢＸ１阳性组复发率较高，无病生存率与阴
性组比较显著降低，表明第３３天 Ｅ２ＡＰＢＸ１ｍＲＮＡ
水平具有判断患儿预后的价值，此时高表达则提示

预后较差，有助于临床早期发现易复发的高危人群，

指导个体化治疗。这虽与高超等［１１］报道不同，可能

与不同的强化治疗方案有关，但与 Ｂｒｕｇｇｅｍａｎｎ
等［１２］报道较一致，尚待扩大标本量及延长随访时间

进一步研究。

实时荧光定量 ＰＣＲ检测患儿 Ｅ２ＡＰＢＸ１融合
基因水平，用于 ＭＲＤ的检测对评估融合基因阳性
患儿的治疗反应和预后及指导个体化治疗尤为重

要，诱导缓解第３３天是判断预后的重要时间点，此
时ＭＲＤ高水平表达提示患儿预后差。
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