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　　摘　要：目的　探讨 ＭＩＣＭ分型在急性早幼粒细胞白血病（ＡＰＬ，Ｍ３）诊断中的价值。方法　形态学采用 Ｗｒｉｇｈｔ染色，细胞

化学过氧化物酶（ＰＯＸ）、糖原染色（ＰＡＳ）、非特异性酯酶加氟化钠抑制试验（ＮＳＥ＋ＮａＦ）、特异性酯酶（ＣＥ）染色按常规方法；应用

免疫酶标记技术和流式细胞术进行免疫学分型；用２４ｈ短期培养法Ｇ带方法进行染色核型分析；用ＲＴＰＣＲ检测ＰＭＬ／ＲＡＲａ

融合基因。结果　６１例ＡＰＬ中粗颗粒型１７例、细颗粒型１２例、混合颗粒型３０例、变异型２例，ＰＯＸ、ＮＳＥ、ＮＳＥ＋ＮａＦ、ＰＡＳ、ＣＥ

阳性率分别为９９．７％、８２．４％、７１％、９７％、９９．６％；３３例免疫学分型：ＣＤ１３９０．８％、ＣＤ１４９１．８％、ＣＤ３３９６．６％、ＣＤ６８８６％、ＭＰＯ

９６．６％、ＨＬＡＤＲ２８．７％、ＣＤ１９１５％、ＣＤ１０１２％、ＣＤ３不表达；３１例染色体分析中２１例具有ｔ（１５；１７），其中１例还具有额外累及

１７号染色体异常，６例正常核型，４例培养无分裂象；２４例 ＡＰＬ中１７例ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合基因转录本阳性，４例阴性，３例失败。

结论　ＭＩＣＭ分型使ＡＰＬ的诊断更准确，便于临床更好地选择治疗方案和判断预后。
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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髓

性细胞白血病，临床出血趋势重，易引起ＤＩＣ、脑出血等严重并

发症，常导致患者早期死亡。自１９８６年首用全方式维甲酸

（ＡＴＲＡ）和以后应用三氧化二砷治疗取得了较好的治疗效果。

但不同的分子生物学特征和亚型对于治疗方案的选择及预后

判断至关重要［１］。

１　资料与方法

１．１　一般资料　为本院２０００～２００５年骨髓检查形态学诊断

确定为ＡＰＬ的患者６１例，全部为初诊病例，未治疗前进行形

态学（ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ）免疫学（ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）细胞遗传学（ｃｙｔｏｇｅ

ｎｅｔｉｃｓ）分子生物学（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｌｏｇｙ）分型，即 ＭＩＣＭ 分型，

男２５例，女３６例，年龄４～７３岁，中位年龄３１岁。

１．２　形态学和细胞化学检查　骨髓及血片经 Ｗｒｉｇｈｔ染色分

类，同时进行细胞化学染色，包括过氧化物酶（ＰＯＸ），糖原染色

（ＰＡＳ），非特异性酯酶＋氟化钠抑制试验（ＮＳＥ＋ＮａＦ），特异

性酯酶（ＣＥ）。试剂购自上海太阳生物技术公司、上海虹桥实

验试剂公司；ＰＯＸ为自配试剂。按血液病诊断及治疗标准确

定ＡＰＬ亚型
［２］。

１．３　免疫学分型　用免疫酶标记技术和流式细胞术进行免疫

学分型，免疫酶标记原＋早幼粒细胞大于或等于３０％为阳性，

流式细胞术采用ＣＤ４５设门大于或等于２０％为阳性；所用单克

隆抗体（ＭｃＡｂ）包括：ＣＤ３、ＣＤ１０、ＣＤ１９、ＣＤ６８、ＣＤ１３、ＣＤ１４、

ＣＤ３３、ＭＰＯ、ＨＬＡＤＲ。单抗试剂购自中国医学科学院血液学

研究所，上海太阳生物技术公司和ＢＤ公司，按说明书操作方

法。阳性表达：细胞膜或细胞浆鲜红色沉淀物；阴性表达：细胞

膜或细胞浆无鲜红色沉淀物；白血病细胞阳性率大于或等于

３０％为阳性表达。流式细胞术按 ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ操作说明和培

训要求操作。

１．４　细胞遗传学检查　染色体标本取自骨髓。用２４ｈ短期

培养法，１６４０培养基购自北京协和医院，行Ｇ带方法显带。根

据国际人类染色体命名（ＩＳＣＮ，１９８５年）命名核型。

１．５　分子生物学检测融合基因　应用反转录多聚酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）检测ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合基因，引物及试剂盒购自中

国医学科学院血液学研究所、上海血液病研究所，按试剂盒说

·７４３３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４



明书操作，扩增仪为Ｐｅｒｍｅｒ（英国产）。取１０μＬＲＴＰＣＲ扩增

产物２０ｇ／Ｌ琼脂糖电泳，溴乙啶染色进行产物鉴定。紫外线

灯下观察结果，出现１６８ｂｐ区带为阳性。

２　结　　果

２．１　形态学分型和细胞化学染色结果　形态学诊断 ＡＰＬ６１

例，其中粗颗粒型１７例，细颗粒型１２例，混合型３０例，变异型

（Ｍ３Ｖ）２例，胞浆内有柴捆样 Ａｕｅｒ小体３４例。５７例细胞化

学染色结果（平均值及范围）见表１，ＰＯＸ、ＮＳＥ、ＰＡＳ、ＣＥ均为

强阳性，ＮＳＥ＋ＮａＦ不被抑制。

２．２　免疫学分型结果　６１例 ＡＰＬ患者中有３３例进行了免

疫学分型，ＣＤ３、ＣＤ１０、ＣＤ１９、ＣＤ１３、ＣＤ１４、ＣＤ３３、ＣＤ６８、ＭＰＯ、

ＨＬＡＤＲ的阳性率分别为：０．０％、１２．０％、１５．０％、９０．８％、

９１．８％、９６．６％、８６．０％、９６．６％、２８．７％。

表１　　５７例细胞化学染色结果

项目 ＰＯＸ ＮＳＥ ＮＳＥ＋ＮａＦ ＰＡＳ ＣＥ

阳性率（％） ９９．７（９５～１００） ８４．２（７１～９７） ７１（６４～８７） ８７（９４～１００） ９９．６（９６～１００）

积分 ３９７（３８８～４００） ２５１（２２３～３７４） １９４（１６２～２６１） ３１０（２８５～３７１） ３８２（３０７～３９２）

２．３　细胞遗传学分析结果　３１例染色体核型分析，其中２１

例具有ｔ（１５；１７），１例除有ｔ（１５；１７）外还有额外累及１７染色

体异常，６例正常核型，４例无细胞生长，未发现ｔ（１１；１７）异常

和其他染色体异常。

２．４　ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合基因检测结果　２４例ＡＰＬ做了ＰＭＬ／

ＲＡＲａ融合基因，阳性者１７例，４例阴性，３例ＲＮＡ抽取失败。

２．５　细胞遗传学与ＰＭＬ／ＲＡＲＡ融合基因结果比较　１６例

同时做染色体检查和ＰＭＬ／ＲＡＲＡ融合基因检测，１２例具有

Ｔ（１５；１７）改变的，ＰＭＬ／ＲＡＲＡ融合基因也是阳性；４例正常

核型者，ＰＭＬ／ＲＡＲＡ融合基因均为阳性。

３　讨　　论

自从应用ＡＴＲＡ和Ａｓ２Ｏ３ 取得很好的疗效以来，ＡＰＬ是

临床最有希望治愈的急性白血病。因此正确地诊断ＡＰＬ在临

床上尤为重要。典型的ＡＰＬ骨髓细胞形态学上有较明显的特

征，核有扭曲、折叠，核仁隐显不清：胞浆量较多，有内外浆之

分，胞浆内含有粗、细或不均一的颗粒，或颗粒集中于胞浆一

隅，多数含有Ａｕｅｒ小体，呈柴捆样排列等。Ｍ３ｖ形态学不易

诊断，其核扭曲、折叠程度和胞浆内颗粒特点与典型 Ｍ３比较

有所不同，易与 Ｍ２ｂ相混淆；而 Ｍｃｋｅｎｎａ
［２］认为 ＡＰＬ变异型

易与 Ｍ４或 Ｍ５等其他亚型相混淆。本组ＡＰＬ形态学上全部

符合 Ｍ３的诊断标准
［３］。细胞化学ＰＯＸ、ＰＡＳ、ＮＳＥ、ＣＥ均为

强阳性，ＮＳＥ＋ＮａＦ不被抑制。ＰＡＳ是鉴别急淋与急非淋较

好的细胞化学染色方法，急淋ＰＡＳ一般呈粗粒状、珠状、块状，

而急非淋呈细粒状弥散分布。ＮＳＥ呈强阳性但不被ＮａＦ抑制

是区分单核细胞白血病的方法。免疫学能更好地区分急淋和

急非淋。形态学结合细胞化学染色是诊断 Ｍ３简便方法
［４］。

本组ＡＰＬ的淋巴细胞标记偶有表达，但阳性率低于３０％，视

为阴性，这可能与ＡＰＡＡＰ的方法学有关；ＣＤ６８、ＣＤ１３、ＣＤ１４、

ＣＤ３３、ＭＰＯ 有很强的表达，ＨＬＡＤＲ阳性率低。Ｅｄｇｅｒ等
［５］

用流式细胞仪分析５０例 ＡＰＬ，认为 ＨＬＡＤＲ在 ＡＰＬ表达缺

如，ＣＤ１４表达率低，ＣＤ１３、ＣＤ３３、ＣＤ１１７、阳性率高，本组ＣＤ１４

表达率高可能与方法学有关。陈蕾蕾等［６］用流式细胞仪检测

到１例ＰＭＬ／ＲＡＲＡ融合基因阳性的 ＡＰＬ免疫学 ＨＬＡＤＲ

阳性，提示临床上不能单靠免疫表型作为诊断 ＡＰＬ的独立指

标，而应该结合ＦＡＢ、ＦＩＳＨ和ＰＣＲ等结合协助诊断。

细胞遗传学和分子生物学检测是正确诊断ＡＰＬ的良好方

法，９０％以上的 Ｍ３患者有ｔ（１５；１７）（ｑ２１；ｑ２１）的特异性染色

异常，１７ｑ的维甲酸受体（ＲＡＲａ）和１５ｑ上的早幼粒细胞白血

病基因（ＰＭＬ）发生易位，形成ＰＭＬ／ＲＡＲａ或ＲＡＲａ／ＰＭＬ二

种融合基因，是 Ｍ３的分子标志，而且具有这种标志的 Ｍ３对

维甲酸诱导分化、砷制剂诱导凋亡治疗有很好的疗效；还有ｔ

（１１；１７）（ｑ２３；ｑ２２）、ｔ（５；１７）（ｑ３５；ｑ２１），此改变系１１ｑ上锌指

基因与１７ｑ的ＲＡＲａ融合形成ＰＬＺＦ／ＲＡＲａ，５ｑ上的ＮＰＭ与

１７ｑ上 ＲＡＲａ形成 ＮＰＭ／ＲＡＲａ，这两种融合基因对野生型

ＲＡＲａ有显性负作用，患者化疗效果欠佳，维甲酸及砷剂耐药。

还可出现ｔ（１１；１７）（ｑ１１；ｑ２１）形成 ＮＵＭＡ／ＲＡＲａ、ｔ（１７；１７）

（ｑ１１；ｑ２１）ＳＴＡＴ５ｂ／ＲＡＲａ，这些特殊改变的 ＡＰＬ在形态上、

免疫表型及临床特征等方面与典型ｔ（１５；１７）／ＡＰＬ基因一

致［７］。本组２１／３１例检见ｔ（１５；１７），未见ｔ（１１；１７）、ｔ（５；１７）异

常；ＰＴＰＣＲ检测ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合基因１７／２４例阳性，粗细

颗粒和混合颗粒、Ｍ３ｖ中ｔ（１５；１７）、ＰＭＬ／ＲＡＲａ变化未有差

异，可能与例数方面较少有关。本组１６例同时做染色体核型

分析和ＰＭＬ／ＲＡＲＡ融合基因检测，１２例具有ｔ（１５；１７）改变

者ＰＭＬ／ＲＡＲａ也是阳性，４例核型正常者ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合

基因全部阳性，说明ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合基因检测比染色体检查

更敏感。汪慧平等［８］对１２例根据形态学难以区分 Ｍ２、Ｍ３型

ＡＭＬ进行 ＭＩＣＭ分型，４例具有ｔ（８；２１）的ＡＭＬ１／ＥＴＯ融合

基因转录本阳性，２例具有ｔ（１５；１７）患者ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合基

因转录本阳性，另６例核型正常的１例ＰＭＬ／ＲＡＲａ融合基因

阳性，３例ＡＭＬ１／ＥＴＯ阳性，２例ＡＭＬ１／ＥＴＯ和ＰＭＬ／ＲＡＲａ

均为阴性；２例在基层医院诊断ＦＡＢＭ３ｖ，用维甲酸治疗效果

不佳，用双色ＦＩＳＨ技术对 ＡＭＬ１／ＥＴＯ融合基因检测结果均

为阳性；免疫表型：１２例中ＣＤ１３阳性９例，ＣＤ３３阳性１１例，

ＣＤ３４阳性６例，ＣＤ１９阳性４例。由于 ＡＰＬ有特异的遗传学

特征ｔ（１５；１７），ｔ（１１；１７）导致ＰＭＬ／ＲＡＲａ、ＰＬＺＦ／ＲＡＲａ融合

基因的形成，所以分子生物学检测使ＡＰＬ诊断更准确。Ｇｒｕｅｒ

等［１］用ｔＣＧＨ（ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｂａｓｅｄｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃｈｙｂｒｉｄ

ｉｚａｔｉｏｎ）对２例不常见的ＡＰＬ进行检测，１例核型分析和ＦＩＳＨ

检测缺乏ｔ（１５；１７），另１例缺乏典型的形态学和免疫学特征，

但这２例涉及３种方式的ＰＭＬ／ＲＡＲＡ的变异移位。Ｄａｎｉｅｌｌｅ

等和 ＷＨＯ分型协作组认为观察外周血和骨髓中早幼粒细胞

形态可预测其遗传学异常［９１０］，本组未对此作比较。魏负禾

等［１１］应用ＦＩＳＨ、ＦＣＭ联合检测ＡＰＬ，结果细胞遗传学正常核

型的ＡＰＬ，ＭＦＩＳＨ仍可检测到ＰＭＬ／ＲＡＲＡ融合基因，结果

提示 ＭＦＩＳＨ更敏感，ＦＣＭ 的检测灵敏度高于ＦＩＳＨ，但缺乏

可定向、定量和定位的优点，二者结合起来更有助于ＡＰＬ诊断

和判断预后。
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３　讨　　论

ＰＧ１主要由胃底腺的主细胞和黏液颈细胞分泌。除了胃

底腺的主细胞和黏液颈细胞外，贲门腺和胃窦的幽门腺的黏液

颈细胞以及十二指肠上段也能产生ＰＧ２。通常情况下，约有

１％的ＰＧ透过胃黏膜毛细血管进入血液循环，进入血液循环

的ＰＧ在血液中非常稳定。血清ＰＧ１和ＰＧ２反映胃黏膜腺体

和细胞的数量，也间接反映胃黏膜不同部位的分泌功能。当胃

黏膜发生病理变化时，血清ＰＧ含量也随之改变。因此，监测

血清中ＰＧ的浓度可以作为监测胃黏膜状态的手段
［４５］，联合

测定ＰＧＲ可起到胃底腺黏膜“血清学活检”的作用。

本研究结果显示，血清ＰＧ１水平及ＰＧＲ值在非萎缩性胃

炎组、胃溃疡组、萎缩性胃炎组及胃癌组中呈逐渐下降趋势，以

胃癌组降低最为明显，显著低于其他三组患者（犘＜０．０１），血

清ＰＧ２水平，胃溃疡组要显著高于其他三组（犘＜０．０１），而其

他三组之间水平无明显差异（犘＞０．０５），与付明生等
［６］及程清

等［７］报道一致，胃溃疡及萎缩性胃炎是胃癌的主要癌前病变，

由于黏膜萎缩，正常腺体功能丧失，被幽门腺或肠上皮化生代

替，腺体和主细胞数量减少，酶原的产生受到影响，故血清ＰＧ１

水平下降。此外有研究认为，致癌因子使得胚细胞中的ＰＧ基

因受损而突变失去了分泌ＰＧ１的能力，基因突变的胚细胞又

更新黏膜细胞，从而使ＰＧ１的分泌持续下降
［８］，而ＰＧ２主要是

在成熟的腺细胞中产生，分泌ＰＧ２的胃黏膜细胞分布较广以

及幽门腺化生使ＰＧ２产生增多，与癌细胞分化的关系不大，故

非萎缩性胃炎组、萎缩性胃炎组及胃癌组中血清ＰＧ２水平无

显著性差异，胃溃疡患者由于胃黏膜损伤明显，使ＰＧ２进入血

循环的机会增加，从而造成血清 ＰＧ２水平显著增高。李志

等［８］及凌鑫等［９］学者报道胃癌患者血清ＰＧ１水平及ＰＧＲ值

与萎缩性胃炎患者比较并无显著性差异，与本文研究结果不

同，其原因除可能与选取病例范围、例数及检测方法不同有关

外，与血清ＰＧ含量会因国家、种族及其他一些膳食因素、感染

因素、饮食习惯、年龄及性别的的影响而不同有关。故在应用

血清ＰＧ１、ＰＧ２作为胃癌初筛指标时必须充分考虑不同人群

的差异和其偏态分布特征［１０］。

本研究中胃溃疡、萎缩性胃炎及胃癌组ＰＧ１及ＰＧＲ均低

于非萎缩性胃炎组（犘＜０．０１），因此，血清ＰＧ１及ＰＧＲ明显降

低可作为胃癌及癌前病变的一项血清学诊断指标。笔者以

ＰＧ１＜７０μｇ／Ｌ且ＰＧＲ＜３．０为判断界值，其诊断胃癌的敏感

性和特异性分别为８５．８％和７８．６％，表明血清ＰＧ检测对胃

癌初筛具有较高敏感性和特异性，并具有易于接受、成本低等

优势，适用于大面积人群普查，对于提高胃癌早期诊断率和早

期治疗率，从而降低病死率具有积极意义，但本研究样本量较

少，还需大样本进一步比较分析诊断胃癌的最佳界值、敏感性

及特异性，以便提高胃癌的筛查和早期诊断。
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ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒａｃｕｔｅｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａｄｉｓｔｉｎｇｕｉ

ｓｈｅｓｃａｓｅｓ ｗｉｔｈｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇＰＬＺＦ／ＲＡＲＡ ｇｅｎｅｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓ

［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０００，９６（４）：１２８７１２９６．

［１０］王荷花，郝玉书，肖志坚．髓系肿瘤世界卫生组织（ＷＨＯ）分类

［Ｊ］．国外医学：输血及血液学分册，２００３，２６（２）：９９１０７．

［１１］魏负禾，张晓宏，于波海，等．应用 ＦＩＳＨ，ＦＣＭ 检测 ＡＰＬＰＭＬ／

ＲＡＲＡ融合基因及临床应用的研究［Ｊ］．中国优生与遗传杂志，

２００３，１１（４）：３５３７．

（收稿日期：２０１３０８１４）

·０５３３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４




