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因外周血干细胞移植&骨髓移植&脐血移植及多种干细胞联合移植标本
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例!收集条件为融合基因"
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#
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6PO+
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U(J
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性表达!供受者性别不同或同时满足以上
)

项条件者!分为同性别间干细胞移植和不同性别间干细胞移植两组(同性别间干细胞

移植者
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例!应用相应的基因探针进行检测'不同性别间干细胞移植者应用相应的基因探针及
ab

染色体探针联合检测%

结果
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例异性
@??75%&'(

的受者中!
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例供&受者骨髓嵌合率在
,,.

以上'
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例早期嵌合率偏低"

*).

"

,*.

$!在随访过程中

逐渐上升至
,,.

以上!微量残留病灶"

PZT

$阴性!移植后原病均未复发'

#

例嵌合率由
,,.
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+"".

逐渐下降!

PZT

比例上升!出

现血液学复发%

)"

例供&受者性别相同的
@??75%&'(

受者中!

+-

例移植后未检测到原来的异常基因'

)

例检测到微量残留病灶!

经免疫抑制剂减量&供者淋巴细胞输注等治疗后降为
+.

!目前仍在完全缓解中'

#

例在移植后
+

"

!

个月时出现原来的基因异常!

复查骨髓为原病复发%结论
"

NG&%

技术简便&快速&准确性高&特异性强!对异基因干细胞移植预后判断具有重要意义%
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世纪
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年代骨髓移植在临床上获得成功以来#造血

干细胞移植已从骨髓移植拓宽到外周血干细胞移植*骨髓移

植*脐血移植及多种干细胞联合移植'移植后的植入状态分析

对于判断移植是否成功#指导移植后免疫抑制剂的应用#掌握

供者淋巴细胞输注$

TOG

%的时机和数量以及预防移植物抗宿

主病$

WQ%T

%和监测疾病状态都起到了非常重要的作用'荧

光原位杂交$

NG&%

%技术具有简便*快速*准确性高*特异性强

等优点#因此#在血液系统疾病的遗传学检测中得到广泛应

用(

+5#

)

'本科应用
a

*

b

性染色体特异性探针和序列特异性探

针双色双融合$

T'5TN

%间期荧光原位杂交技术#检测异基因造

血干细胞移植病例的嵌合率及
PZT

#分析判断预后#现报道

如下'
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资料与方法
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一般资料
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本院
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年
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年
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月
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例#其中男
#-

例#女
)*

例'满足条件!融合基因

$

S'Z

"

6SO

*

6PO+

"

U(J

%阳性表达&供*受者性别不同#具备

以上
)

个条件或其中之一'同性别间移植
)"

例#不同性别间

移植
!#

例'原发病为慢性粒细胞白血病$
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%

!"

例#急性非
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基金项目!国家自然科学基金资助项目$

*+"$"#**

%&重庆市自然科学基金重点项目$
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%&第三军医大学临床科研基金资助项目
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淋巴细胞白血病$

6PO+

"

U(J^6PO

%
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例#急性淋巴细胞白

血病$

S'Z

"

6SO^6OO

%

+$

例'

@/A

"

检测项目
"

0#

例
@??75%&'(

的受者在移植后第
)*

天采

集骨髓#

NG&%

法检测受者的融合基因或性染色体#以评价供*

受者骨髓的嵌合状态及
PZT

比例#后续则随访观察'

)"

例

供*受者性别相同而有特殊染色体异常的
@??75%&'(

受者#应

用
NG&%

法检测微量残留病灶'

!#

例异性
@??75%&'(

受者同

时检测融合基因与骨髓嵌合状态'

@/B

"

检测方法
"

a

*

b

性染色体着丝粒特异性
TR6

探针和双

色双融合融合基因
TR6

探针$

S'Z

"

6SO

*

6PO+

"

U(J

%均购

自
'
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公司$英国%'

a

和
S'Z

探针标记绿色荧光#

b

和

6SO

探针标记红色荧光#按试剂盒提供的操作说明进行标本

处理*变性*杂交后洗脱等操作#在奥林巴斯
Sa-+

荧光显微镜

下通过三色滤光镜观察荧光信号#绿色信号为
a

*

S'Z

*

U(J

信号#红色信号为
b

*

6SO

*

6PO+

信号#融合基因为红绿融合

信号'应用
a

和
b

染色体着丝粒探针进行
NG&%

检测的标本

中#女性为
)

个绿色信号#男性为
+

红
+

绿
)

个信号'应用

S'Z

"

6SO

*

6PO+

"

U(J

双色双融合基因探针进行
NG&%

检测

的标本中#融合基因阴性的细胞可见
)

红与
)

绿分离杂交信

号#而融合基因阳性细胞为
+

红
+

绿
)

融合的
!

个信号'用
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荧光图像处理系统$捷克
Ò 'G6

公司%

进行图像分析#每例样本计数
+"""

个细胞#并记录杂交信号

及统计各信号的百分率(

!

)
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结
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果

A/@

"

移植后
)*F

首次
NG&%

检测结果
"

见表
+

'

表
+

""

移植后
)*F

首次
NG&%

检测结果$

#

%

组别
融合基因

NG&%

$

PZT

%

阳性 阴性

性
NG&%

阳性阴性

两者共同

阳性

'PO

同性别移植
) +)

" " "

'PO

异性别移植
- +* , +! )

6OO

同性别移植
# )

" " "

6OO

异性别移植
# +) * $ #

6PO

同性别移植
" +

" " "

6PO

异性别移植
" - + ! "

""

"!无数据'

A/A

"

不同性别
@??75%&'(

的
NG&%

检测
"

移植后
)*F

首次

NG&%

检测显示#不同性别
@??75%&'(

的
!#

例患者中
)-

例供*

受者骨髓嵌合率在
,,.

以上#

PZT

呈阴性#此类患者目前均

持续
'Z

中'

+#

例患者嵌合率较低$

+)

例为
,-.

"

,*.

#

+

例

为
*).

%#但
PZT

均呈阴性#此类患者经停用或减量免疫抑制

剂*供者淋巴细胞输注等处理后嵌合率均上升至
,,.

以上#目

前均持续
'Z

中'

#

例患者供*受者骨髓嵌合率在
,,.

以上#

同时检出
PZT

阳性$

+/".

"

-/-.

%#此
#

例患者经停用或减

量免疫抑制剂*供者淋巴细胞输注等处理后多次复查#检出嵌

合率逐渐下降#融合基因阳性率逐渐上升#最终均原病复发'

此外#

+

例患者经多次
NG&%

检测#嵌合率维持
+$.

"

+,.

#

PZT

呈阴性#该患者多次行骨髓细胞学及骨髓病理检查#结果

均符合
XZ'6

#目前仍在随访中'

A/B

"

同性别
@??75%&'(

的
NG&%

检测
"

移植后
)*F

首次

NG&%

检测#同性别
@??75%&'(

的
)"

例患者中#

+-

例未检测到

原来的异常基因#此类患者目前持续
'Z

中'

)

例检测到微量

残留病灶$

#/-.

"

-/-.

%#经免疫抑制剂减量*供者淋巴细胞

输注等治疗后降为
+.

#目前仍在完全缓解中'

#

例检测到微

量残留病灶$

"/-.

"

$/".

%#此后多次
NG&%

检查发现
PZT

比例持续增高#均于移植后
+

"

!

个月出现原病复发'

B

"

讨
""

论

NG&%

技术是检测融合基因及性别染色体的常用技术#广

泛应用于异基因造血干细胞移植的预后判断'融合基因的检

测目前主要采用
NG&%

和
X'Z

技术#两者各有优势#

'7:<93

等(

-

)联合两种方法对
)*"

例接受伊马替尼治疗的患者检测结

果发现#对于
NG&%

阳性的样本#

Zd5X'Z

与
NG&%

检测结果有

良好的相关性&造血干细胞移植嵌合率检测目前多采用
&(Z

和
NG&%

技术'

NG&%

技术通过对原有特定的融合基因检测来

判断是否有造血干细胞移植后
PZT

存在&通过对不同性别染

色体的检测来判断受者及供者源性的
aa

或
ab

的百分率#以

精确了解供者源克隆或受者源残存克隆的嵌合比例'本组
0#

例病例中#

!"

例$

0#/-.

%患者的
PZT

及嵌合率均呈阴性结

果'剩余
)#

例病例中#

+-

例$

)#/*.

%单独检出嵌合率偏低或

PZT

现象#甚至个别病例嵌合率低至
*).

#此类病例经临床

处理后均呈嵌合率增高*

PZT

下降#最终达到
PZT

阴性#嵌

合率稳定于较高水平#并在随后可观察到随移植时间的延长#

供者源性的克隆长期存在#出现完全嵌合状态'而
#

例嵌合率

偏低和
PZT

现象均检出的病例最终都原病复发'而且仅通

过性染色体确定
PZT

有其局限性#因
NG&%

技术的局限性#无

法分辨受者源性细胞为造血细胞还是基质细胞'

6K@

L

@

等(

0

)

报道#接受移植
)$

年#骨髓分析
+"".

为供者源性染色体的受

者#其骨髓基质仍表达为受者源性'钱思轩和薛永权(

$

)认为#

融合基因阳性提示患者体内存在基因阳性细胞#但不能确定其

是否具有增殖能力'故受者源性细胞的出现不一定表明
PZT

或复发#这提示融合基因及嵌合率联合检测的意义远大于单独

检测嵌合率'

NG&%

能显示不同比例的供*受者源性染色体#从而可显

示嵌合体状态及程度(

*5,

)

'但临床工作中也发现有嵌合率与

PZT

不同步的现象'如本组中
+

例行异性
@??75%&'(

的

S'Z

"

6SO^6OO

患者#其移植后
)*F

的
NG&%

检测结果为供

者源性细胞
,,/-.

*

PZT

阴性#但在其后数次
NG&%

检查中发

现#该患者
PZT

持续阴性#同时供者源性细胞比例逐步下降#

最终在供者源细胞比例
$).

时出现形态学复发'

由于体内的微小残留病灶$

PZT

%存在#接受异基因骨髓

干细胞移植后仍有一定的复发率#而
D

=^6OO

及
'PO

在复

发早期即行供者淋巴细胞输注和甲磺酸伊马替尼治疗可取得

较好疗效#说明
PZT

的检测在
@??75%&'(

后有非常重要的意

义(

+"

)

'传统染色体分析及逆转录
5

聚合酶链反应作为检测

PZT

的常规手段都有其缺陷'作者采用间期
NG&%

技术检测

PZT

#该方法与传统方法相比#具有检测简便*快速*准确性

高*特异性强且不受分裂相影响的特点#可在临床推广使用'

参考文献

(

+

)

P@??7P

#

6:942??@3O

#

U3

D

249<S

#

9<@?/N?B7:93>94>92432<B=

L

8:2F5

2H@<2742E

D

:7;93<=9F9<9><2747A-

e

#+F9?9<27424E

L

9?75F

L

3

D

?@3<2>

3

L

4F:7E93K2<=7B<>

L

<7

C

949<2>9;2F94>97A-

e

5

(

I

)

/%@9E@<7?7

C

25

>@

#

)""*

#

,#

$

$

%!

+""+5+""*/

(

)

)

%9:4@4F9HI6

#

Z7F:2

C

B9H6U

#

W74Hf?93P

#

9<@?/6=2

C

=4BE89:

7A?7339324+#

e

+!>=:7E737E98@4F23@337>2@<9FK2<=@K7:39

7B<>7E9@4F827?7

C

2>@?F2AA9:94>9324

D

@<294<3K2<=S5>9??>=:742>5

?

L

E

D

=72F?9B[9E2@

(

I

)

/%@9E@<7?7

C

2>@

#

)"",

#$下转第
++-*

页%

+

--++

+

国际检验医学杂志
)"++

年
$

月第
#)

卷第
++

期
"

G4<IO@8P9F

!

IB?

L

)"++

!

Q7?/#)

!

R7/++



例患者有皮肤或黏膜出血点#

#

例出现发热#

+

例发生肺部感

染#

)

例患者出现口腔黏膜炎#

$

例患者出现轻度髋骨胀痛'

A/A

"

造血功能重建情况
"

经预处理后
)!

"

#0=

回输自体

XS&'

#所有病例预处理后均发生严重骨髓抑制#在移植
^0

"

+̂!F

$造血干细胞移植后第一天开始计算为
^+F

%#白细胞

下降到最低点$

&

"/+_+"

,

"

O

%#血小板计数下降到最低$

&

+"

_+"

,

"

O

%'丹参酮联合
:=W5'&N

组!中性粒细胞恢复到
"/-_

+"

,

"

O

时间为
+̂"/!F

($

*̂

"

+̂!

%

F

)#

XO(

恢复到
)"_+"

,

"

O

时间为
+̂#/*F

($

+̂"

"

+̂$

%

F

)&单用
:=W5'&N

组!中性粒

细胞恢复到
"/-_+"

,

"

O

时间为
+̂"/*F

($

*̂

"

+̂-

%

F

)#

3

'

"/"+

#血小板计数恢复到
)"_+"

,

"

O

时间为
+̂!/)F

($

+̂+

"

+̂,

%

F

)#

3

'

"/"+

'

)

组移植患者均无一例发生移植相关并发

症而死亡'

B

"

讨
""

论

6XS&'(

是治疗恶性血液系统肿瘤的一种重要*有效手

段(

+"

)

#而
XS&'

的动员是影响
6XS&'(

成功的关键因素'目

前可供临床选用的动员方法有三种!单用细胞因子&单用骨髓

抑制性化疗&化疗联用细胞因子(

++

)

'单用细胞因子者有刺激

髓体内肿瘤细胞增殖的危险#单用化疗虽然可以避免上述情

况#但动员作用太弱#无法动员足够数量的干细胞'而化疗联

合细胞因子
:=W5'&N

动员方案可以克服上述两个缺点#目前

已经被广泛运用于自体外周血造血干细胞移植'但一些经过

多次化疗或者年龄偏大的患者#因其骨髓储备能力较差#动员

效果往往不理想#不能动员足够的干细胞到外周血液循环中#

故增加采集次数及难度(

+)

)

#同时增加了患者的痛苦及费用'

丹参酮具有促进*动员骨髓干细胞到外周血的作用#具体机制

不详#可能与其活血化瘀的作用相关(

#

)

'作者在化疗联合

:=W5'&N

动员方案的基础上加用丹参酮进行干细胞动员#并与

不加丹参酮组的患者进行比较'从采集当天动员到外周血液

循环中的
PR'

细胞数#采集所得的
PR'

总数*

'T#!

^ 细胞

数*采集次数来看#化疗加细胞因子$

:=W5'&N

%联合丹参酮动

员效果优势明显'说明本方案是
XS&'

动员安全*有效*可行

的方案#对于老年患者和多次化疗患者#动员优势可能更加明

显#值得临床进一步推广'
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