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［摘要］　目的　研究 EVI1 基因在急性髓细胞性白血病（AML）患儿中的表达及 EVI1 基因阳性 AML 患

儿的临床特征。方法　收集分析 EVI1 阳性患儿的临床资料；采用 RT-PCR 法和实时荧光定量聚合酶链反应法

（RQ-PCR）定性和定量测定 EVI1 的表达；流式细胞术检测骨髓细胞免疫表型；多参数流式细胞术（MFC）监

测微小残留白血病（MRD）；同时对染色体进行检查。结果　241 例 AML 患儿中，有 33 例 EVI1 基因表达呈阳

性（13.7%）；与 EVI1 基因表达阴性的 AML 患儿相比，EVI1 阳性 AML 患儿的初诊年龄、外周血白细胞计数、

血红蛋白含量和血小板计数差异均无统计学意义（均 P>0.05），但女性患儿比例增加（P<0.05）；EVI1 表达改

变与临床缓解和 MRD 改变不同步，部分患儿 EVI1 转阴滞后于临床缓解和 MRD 转阴，而部分患儿临床未缓解

或 MRD 仍呈阳性，但 EVI1 已转阴；EVI1 常与其他融合基因共表达；免疫表型分析提示 EVI1 阳性 AML 患儿

高表达 CD33（100%）、CD38（88%）和 HLADR（76%）；15 例患儿发现染色体结构或数目异常；EVI1 表达

阳性 AML 患儿第 1 疗程完全缓解（CR）率明显低于 EVI1 表达阴性患儿（P<0.05）。结论　EVI1 基因表达阳

性的 AML 患儿近期预后差；EVI1 基因在 AML 的病程中活化不是孤立的，而是与其他基因相互作用或染色体异

常的结果，其活化机制及功能还需进一步研究。                   ［中国当代儿科杂志，2014，16（2）：129-134］
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Abstract: Objective    To study the expression of ecotropic viral integration site (EVI1) gene in childhood acute 
myeloid leukemia (AML) and the clinical features of EVI1-positive children with AML. Methods    The clinical data 
of EVI1-positive children with AML were collected and analyzed. RT-PCR and real-time quantitative PCR were used 
for qualitative and quantitative analysis of expression of EVI1. Flow cytometry (FCM) was used for determining the 
immunophenotypes of bone marrow cells. Multiparameter FCM was used for monitoring minimal residual disease. The 
karyotypes were determined. Results    Of 241 children with AML, 33 (13.7%) were positive for EVI1 expression. There 
were no significant differences in age at first visit as well as the white blood cell count, hemoglobin level, and platelet 
count in peripheral blood between EVI1-positive and EVI1-negative children with AML (P>0.05), but EVI1-positive 
children had a significantly increased proportion of females compared with EVI1-negative children (P<0.05). The change 
in EVI1 expression was not synchronous with clinical remission and the change of MRD: some children had clinical 
remission or negative conversion of MRD before negative conversion of EVI1, while some had negative conversion 
of EVI1 before clinical remission or while MRD showed positive. EVI1 gene was usually co-expressed with other 
fusion genes. CD33 (100%), CD38 (88%), and HLADR (76%) were highly expressed in EVI1-positive children with 
AML. Abnormal chromosome structure or number was found in 15 patients. Compared with EVI1-negative children, 
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热带病毒整合位点（ecotropic viral integration 

site, EVI1）基因定位于染色体 3q26，编码一个相

对分子质量 14.5 万道尔顿的锌指转录因子，此转

录因子是一个位点特异的 DNA 结合蛋白，定位于

核，参与 RNA 的转录调节。 EVI1 基因主要控制

胚胎的发育，对造血干细胞的增殖和存活起重要

作用 [1]。在白血病的发病中，EVI1 也是一个重要

的转录因子 [2]。文献报道 10% 的髓细胞性白血病

可检测到 EVI1 基因高表达，并且是预后不良的独

立因子 [3]。虽然目前有关 EVI1 预后价值的文献报

道不少，但少有报道 EVI1 阳性的急性髓细胞性白

血病（AML）患者的临床特征究竟如何。因此，

本文将对我院初诊的 241 例 AML 患儿 EVI1 的表

达及其免疫表型进行检测，同时监测微小残留白

血 病（minimal residual disease, MRD）， 并 收 集

EVI1 阳性患儿的临床资料以分析其临床特征。现

报道如下。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2009 年 1 月至 2013 年 8 月于华中科技

大学同济医学院附属协和医院儿科血液病病区初

诊的 AML 患儿 241 例为研究对象，其中男 114 例，

女 127 例，中位年龄 6.4 岁（0.4~13 岁），所有病

例均经骨髓细胞学和免疫分型检测，符合国际通

用 FAB 诊断标准 [4]，且均未接受过化疗。同时选

取 10 例非恶性疾病（缺铁性贫血等）患者作为对

照组，其中男 6 例，女 4 例，中位年龄 8.2 岁（0.8~

10 岁）。随访时间截止至 2013 年 8 月 30 日，中

位随访时间为 36 个月（1~50 个月）。

1.2　基本资料及治疗

收集所有 AML 患儿的临床资料，包括初诊外

周血白细胞计数、血红蛋白含量、血小板计数。

所有患儿根据儿童急性髓细胞性白血病诊疗建议

武汉协作组 AML09 方案给予治疗。诱导治疗为

DA 方案（柔红霉素 + 阿糖胞苷）或 DAE 方案（柔

红霉素 + 阿糖胞苷 + 依托泊甙）。M3 型患儿除外。

1.3　EVI1 基因的检测

治疗前取肝素抗凝的骨髓液 2 mL，分离单

个核细胞，提取 RNA。采用 RT-PCR 法检测包括

EVI1 基因在内的 29 种融合基因 [5]。

对初诊已确定 EVI1 表达阳性的患儿，在以后

骨穿同时采集骨髓液标本 2 mL 用于实时荧光定量

聚合酶链反应法（RQ-PCR，ABL 作为内参）测定

EVI1 的表达量 [6]。EVI1 的表达量 =2-δδCt，其中

δδCt=δCt 患者 -δCt 正常人，δCt 正常人 =Ct 正常人 EVI1-

Ct 正 常 人 ABL，δCt 患 者 =Ct 患 者 EVI1-Ct 患 者 ABL； 当 2-δδCt 

≤ 8 时，该患者 EVI1 为阴性；当 8 ≤ 2-δδCt ≤ 32

时，该患者 EVI1 为阳性低表达；当 2-δδCt ≥ 32 时，

该患者 EVI1 为阳性高表达。

1.4　免疫表型分析

采用流式细胞术分析骨髓细胞的免疫表型。

向流式专用管中加入 EDTA 抗凝的骨髓及 4 色直

接标记荧光抗体。所用单克隆抗体包括草履虫叶

绿素蛋白（Percp）标记的 CD45 和异硫氰酸荧光

素（FITC）、藻红蛋白（PE）或别藻青蛋白（APC）

标 记 的 CD2、CD3、CD4、CD5、CD7、CD8、

CD10、CD11b、CD13、CD14、CD15、CD19、

CD20、CD22、CD33、CD34、CD38、CD56、

CD64、CD71、CD117、CD123、MPO、cCD79a、

HLA-DR、cCD3 和胞膜或胞内同型对照 IgG 等，

均购自美国 BD 公司。采用 FACS CaliburTM 流式

细 胞 仪（ 美 国 BD 公 司 ）CellQuest 和 PAINT-A-
GATE 软件获取并分析 10 000 个细胞 / 管，通过

CD45/SSC 设门，分析计算各型白血病相关抗原的

阳性率。以幼稚细胞表面抗原≥ 20% 为阳性。采

用多参数流式细胞术（MFC）[7] 监测 MRD，结果

判断以 MRD<10-4 为阴性。

1.5　细胞遗传学检查

采集骨髓细胞标本，24 h 短期培养后制片，

收集有丝分裂中期细胞，热变性姬姆萨 R 显带，

应用 LeicaQ500 染色体自动分析仪，染色体核型分

析根据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN）

EVI1-positive children had significantly lower complete remission rates after the first course of treatment (P<0.05). 
Conclusions    EVI1-positive children with AML have a poor short-term prognosis. In the development of AML, the 
activation of EVI1 gene is not isolated, but the result of interactions with other genes or chromosome abnormalities, and 
the mechanism of activation and its function need further study.           [Chin J Contemp Pediatr, 2014, 16(2): 129-134]
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1995》描述核型。

1.6　预后评价

疗效标准参照文献 [8]。治疗满 2 周的患儿统

计缓解率，完全缓解（CR）定义为：临床无贫血、

出血等白血病细胞浸润的症状和体征；骨髓原始

幼稚细胞 <5%，外周血未见幼稚细胞；外周血中

性粒细胞绝对值≥ 1.5×109/L，血红蛋白≥ 90 g/L，

血小板≥ 100×109/L。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，两

样本均数间的比较采用 t 检验；计数资料以率（%）

表示，组间比较采用 χ2 检验，当理论频数 <1 时采

用 Fisher 确切概率法。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　AML 患儿 EVI1 基因表达情况 

241 例 AML 患儿中，33 例（13.7%）EVI1 基

因表达阳性，包括男 10 例（30%），女 23 例（70%）；

其 中 M2 型 10 例，M4 型 11 例，M5 型 5 例，M6

型 6 例，M7 型 1 例； M0、M1、M3 型 均 无 EVI1

基因阳性表达。10 例对照组均无 EVI1 阳性表达。

AML 患儿各亚型的 EVI1 基因阳性表达率差异有统

计学意义，见表 1。

表 1　EVI1 基因在不同分型 AML 患儿中的表达

FAB 分型 例数 阳性数 阳性率 (%)

M0 1 0 0
M1 10 0 0
M2 109 10 9.2
M3 43 0 0
M4 22 11 50.0a

M5 46 5 10.9
M6 9 6 55.6b

M7 1 1 100.0c

χ2 值   52.075
P 值 <0.001

注：a 为 与 M1、M2、M3、M5 型 比 较，P<0.05；b 为 与
M2、M3、M5 型比较，P<0.01；c 为与 M3 型比较，P=0.023。

表 2　EVI1 表达阳性 AML 患儿的临床特征　（x±s，例）

组别 例数
年龄
( 岁 )

性别
( 男 / 女 )

白细胞
(×109/L)

血红蛋白
(g/L)

血小板
(×109/L)

阴性组 208 6±4 114/94 65±18 80±14 86±39

阳性组 33 6±4 10/23 61±13 78±15 91±11

t (χ2) 值 0.644 (5.261) 0.083 0.476 0.169

P 值 0.533 0.022 0.935 0.643 0.869

凝血功能异常 15 例（45%）。

EVI1 表达阳性与阴性的 AML 患儿相比，初诊

年龄、外周血白细胞计数、血红蛋白含量及血小板

计数差异均无统计学意义（均 P>0.05），但 EVI1

表达阳性组女性患儿比例增加（P<0.05），见表 2。

2.2　AML 患儿临床特征分析

33 例 EVI1 表达阳性的 AML 患儿初诊时肝肿

大 25 例（76%），脾肿大 20 例（61%），淋巴结

肿大 20 例（61%），肝功能异常 7 例（21%），

2.3　EVI1 基因表达与临床缓解关系的分析

截止随访日期，33 例初诊 EVI1 基因表达阳

性患儿中， 15 例转阴（45%），转阴时间为 1.5~

19 个月。2 例确诊后放弃，31 例患儿进行了诱导

缓解治疗，诱导缓解治疗结束后 31 例患儿 EVI1

基 因 的 中 位 表 达 值 为 12.05（ 范 围 0~24.05）。

EVI1 表达改变与临床缓解不同步，部分患儿 EVI1

转阴时间滞后于临床缓解，如：3 名患者第 1 疗程

诱导后达 CR，但 EVI1 仍表达阳性，后期随访时

复查 EVI1 转阴；1 名患者第 2 疗程诱导后达 CR，

但 EVI1 始 终 阳 性；1 名 患 者 第 2 疗 程 诱 导 后 达

CR，但 4 个月后 EVI1 才转阴。还有部分患儿临床

未缓解，但 EVI1 已转阴，如：1 名患者第 1 疗程

诱导后即达 CR，但 4 个月后复发时检测 EVI1 表

达呈阴性；2 名患者在第 1、2 疗程诱导后均未达

CR，但在第 1 疗程结束时，EVI1 表达已呈阴性。

2.4　MFC 法监测 MRD

33 例 EVI1 表达阳性的 AML 患儿中，12 例患

儿用 MFC 法监测 MRD。5 例患儿 MRD 与 EVI1 基

因表达同步转阴；2 例患儿 MRD 转阴后，EVI1 基

因表达仍呈阳性，分别于 1 个月和 9 个月后 EVI1

才 转 阴；5 例 患 儿 监 测 MRD 呈 阳 性， 其 中 4 例

EVI1 基因表达呈阳性，1 例 EVI1 基因检测已转阴。

2.5　与 EVI1 基因共表达的基因

EVI1 常与其他融合基因共表达。33 例 EVI1

表达阳性的 AML 患儿中，有 13 例（39%）共表

达其它融合基因。如 dupMLL、AML1-ETO、MLL-
AF9、AML1、MDS1、MLL/AF10。
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P<0.001）； 随 后 185 例 完 成 第 1 疗 程 诱 导 治 疗

的患儿中，又有 15 例放弃治疗，170 例进入第 2

疗程化疗，疗程结束后新增 26 例达 CR，CR 率

为 15%（26/170）， 与 EVI1 表 达 阳 性 患 儿 第 2

疗 程 CR 率 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义（χ2=0.399，

P=0.528）。2 个 疗 程 EVI1 阳 性 患 者 的 总 CR 率

42%（13/31），明显低于 EVI1 阴性患者的总 CR

率（78%，144/185） （χ2=17.238，P<0.01）。

3　讨论

尽管 EVI1 基因早在 1988 年就已经被发现 [9]，

然而目前人们对其本质了解并不多。EVI1 基因一

直作为一个髓系肿瘤的癌基因被研究，但阳性表

达的患者临床特征如何？其在髓系肿瘤发生中究

竟起什么作用？虽然有关 EVI1 的报道很多，却并

没有解决这些问题。本研究拟通过对 EVI1 阳性

AML 患儿的临床分析，对此进行初步探讨。

本资料中 AML 患儿阳性表达率为 13.7%，与

文献报道基本一致 [3]。M2、M4、M5、M6、M7 亚

型均有 EVI1 阳性表达，M0、M1、M3 型患儿未见

EVI1 基因阳性表达，而 Lugthart 等 [3] 报道成人所

有 AML 亚型均可见 EVI1 阳性表达。Ho 等 [10] 临床

试验发现几乎所有 M7 患儿都有 EVI1 高表达。是

否儿童患者有不同的表达谱，或者因为样本数较

少，还需进一步扩大样本数来明确。

EVI1 阳性与阴性的 AML 患儿相比，初诊时

年龄、外周血白细胞计数、血红蛋白含量、血小

板计数等临床特征并无明显差异，但女性患儿比

例增加，其原因尚不明确。

在大多数情况下，白血病细胞学检测往往落

后于基因检测，即基因检测阳性时，细胞学检测

可能还是阴性。本研究结果提示： EVI1 表达改变

与临床缓解不同步。部分患儿 EVI1 转阴滞后于临

床缓解，而部分患儿临床未缓解，EVI1 已转阴。

其原因尚未见文献报道。是否 EVI1 的表达与 AML

的进展不同步？考虑临床观察的结果，认为 EVI1

基因检测暂不宜作为 MRD 的指标。MFC 法监测

MRD 阴性时，EVI1 基因表达检测仍可呈阳性。

MFC 法监测 MRD 阳性时，EVI1 基因也可转阴。

因为 MFC 监测 MRD 分析的是细胞表面或胞浆抗

原，MFC 监测 MRD 阴性而 PCR 法却检测 EVI1 基

2.6　免疫表型分析

33 例 EVI1 表 达 阳 性 的 AML 患 儿 高 表 达

CD33（100%）、CD38（88%）、HLADR（76%），

其次 CD13（73%）、CD117（73%）、CD123（67%）、

CD64（64%）、MPO（61%）、CD11b（58%）、

CD15（55%）也有不同程度地表达。

2.7　染色体分析

33 例 EVI1 表达阳性的 AML 患儿中，30 例患

儿进行了染色体检查。15 例染色体核型分析正常

（50%）；15 例患者发现染色体结构或数目异常

（50%），其中 3 例患者有 3q 位点异常，2 例患

者存在 7 号染色单体，5 例患者存在 11 号染色体

重排，见表 3。

2.8　近期预后分析

33 例 EVI1 表达阳性的 AML 患儿中，2 例确

诊后放弃治疗，31 例患儿进行了诱导缓解治疗，

1 个疗程后， 7 例达 CR，2 例死亡，CR 率为 23%

（7/31）；随后 29 例完成第 1 疗程诱导治疗的患

儿中，又有 3 例放弃治疗，26 例进入第 2 疗程化

疗，疗程结束后新增 6 例达 CR，2 例死亡，CR 率

为 23%（6/26）。208 例 EVI1 表达阴性的 AML 患

儿中，23 例确诊后放弃治疗，1 个疗程后，118

例 达 CR，CR 率 为 64%（118/185）， 明 显 高 于

EVI1 表达阳性患儿第 1 疗程 CR 率（χ2=19.035，

表 3　EVI1 阳性 AML 患儿的异常染色体

编号 性别 异常染色体

1 女 46, XX, t(3;3)(q21;q26)[20]

2 女 46, XX, t(3;21)(q26;q22)[20]

3 男 45, XY, -7[9]/46, XY[6]

4 女 48, XX, -7, +8, +5, +19[6]/46, XX[14]

5 男 46, XY, t(6;11)(q27;q23)[10]

6 女 45, XX, t(v;11q23)[15]

7 男 46, XY, t(9;11)(p22;q23)[15]

8 女 46, XX, t(9;11)(p22;q23)[10]

9 女 46, XX, inv(16)[20]

10 女 46, XX, t(6;9)(p24;q34)[20]  

11 男 46, XY, t(15,17)[12]

12 男 46, XY, del(10)[13]

13 男 49, XY, +4, +6, +9[18]/46, XY[2]
14 女 46, XX, der(8)t(8;21)(q22;q22), der(11)t(8;11)

(q24.3;q13) ,  der (21) t (8 ;21) (q22;q22) t (8 ;11)
(q24.3;q13)[20]

15 女 46, XX, del(3)(q21), t(11;15)(q23;q15), 2dmin[15]/47, 
X, -X, del(3)(q21), t(11;15)(q23;q15), +der(11)
t(11;15), +mar[cp5]
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因表达阳性，提示部分 EVI1 阳性的 AML 细胞表

面或胞浆没有可检测到的抗原变化。Konantz 等 [11]

研究发现在体外培养淋巴细胞性白血病细胞，阻

抑其 EVI1 的表达并不能改变细胞表面抗原的表达。

因此，临床监测 MRD 需结合流式细胞术和 PCR

基因分析法。

EVI1 常与其它融合基因共表达，本研究结

果提示有 39% 的患儿共表达其它融合基因。如

dupMLL、AML1-ETO、MLL-AF9、AML1、MDS1、

MLL/AF10。研究报道 MLL 通过染色体重排或其它

不明机制可导致 EVI1 转录活化，导致人类 AML

发生。大约一半有 11q23 重排的 AML 患者有 EVI1

高表达 [12]。另外文献报道还有一些与 EVI1 基因相

互作用的基因 [13-16]，但其相互作用的机制仍不明确。

染色体分析发现 15 例 AML 患儿染色体核型

分析正常（50%），15 例有染色体结构或数目异

常（50%）。目前 3q26 重排是研究明确的可导致

EVI1 过表达的机制，如 t（3；3）（q21；q26），

inv（3）， t（3；21）等 [17-18]。Ho 等 [10] 的临床试

验报道儿童 AML 没有检测到 3q26 的重排。而其

它文献报道儿童 AML 可检测到 3q26 的重排 [19] 。

本研究中 3 例患儿有 3q26 位点异常，3q 异常占染

色体异常的 20%（3/15）。然而据报道 9%~20%

没有 3q 异常的 AML 也有 EVI1 过表达，并且与不

良预后相关 [20]。7 号染色单体是导致 EVI1 活化的

另一个因素 [12]。本研究中 2 例患者存在 7 号染色

单体 13%（2/15）。另外正常核型也可有 EVI1 高

表达，本研究中 15 例染色体核型分析正常（50%）。

Vazquez 等 [21] 研究发现 EVI1 高表达的发生率在不

同的细胞遗传学组明显不同，且在高危 AML 进展

中，有不同剪接形式的 EVI1 高表达。因本研究样

本例数不多，没有进一步分组，但可以发现 EVI1

阳性的 AML 有各种形式的核型改变，也有正常核

型。是否核型与 EVI1 阳性表达有相关性，还需大

样本的研究进一步明确。

EVI1 的预后价值也是一个有争论的问题。

Langabeer 等 [22] 报道在 AML 患者中，EVI1 表达异

常很常见，与预后无关。多数文献报道 EVI1 异

常表达与不良预后相关 [23-24]，EVI1 异常表达是预

后不良的独立因素 [3]，本研究证实 EVI1 表达阳性

AML 患儿第 1 疗程 CR 率明显降低，近期预后差。

而目前尽管有很多文献报道 EVI1 异常表达与不良

预后相关，但人们还不清楚其生物学本质，不像

一些已经明确的与预后相关的基因如 BCR/ABL、

FLT3 有明确的致白血病机制，因此也还没有文献

报道将 EVI1 基因作为一个危险分层的因子 [25]。本

课题组还在进一步随访以评估远期预后，而对于

EVI1 阳性的患儿暂不考虑应用更强的化疗方案。

另外，为什么临床观察到 EVI1 基因阳性的

AML 患儿近期预后差，而其基因表达改变却与临

床缓解并不同步呢？我们认为 EVI1 基因具有广泛

的生物学作用，通过多种机制参与白血病的发生

发展，并调节信号通路，作用于下游的靶基因而

发挥致白血病作用。其中可能存在许多当前未知

基因的改变 [26]。而且本研究中也观察到 EVI1 基因

和一些融合基因共表达，由此可见 EVI1 基因的活

化在 AML 的病程中不是孤立的，而是与其它基因

相互作用或染色体异常的结果，其活化机制及功

能还需进一步研究。文献报道在鼠模型上，EVI1

过表达可诱导骨髓异常增生综合征发生，但不进

展为 AML，提示在进展为 AML 中还需要其它基因

的协同作用 [21]。鼠模型逆转录病毒插入突变提示

EVI1 在髓系白血病的发生中与其它基因有协同作

用 [27]。因此，寻找与 EVI1 基因相互作用的上游或

下游基因将是今后进一步研究的方向。
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