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  摘 要:目的 探讨伴AML1-ETO和伴CBFβ-MYH11阳性急性髓系白血病患者骨髓细胞形态、免疫表

型、染色体核型特点及预后基因表达,以及形态对此类白血病的提示作用。方法 瑞士吉姆萨染色法观察骨髓

细胞形态,流式细胞术检测白血病细胞免疫表型,PCR检测白血病43种融合基因,G显带法观察染色体核型,
一代测序毛细管电泳法方法检测髓系预后基因。结果 伴AML1-ETO阳性的患者6例(37.5%)以原始粒细

胞增多为主,8例(50%)以核浆发育不平衡的异常中幼粒细胞增多为主,2例(12.5%)以原始、幼稚单核细胞增

生为主;伴CBFβ-MYH11阳性6例(85%)以原始、幼稚单核细胞、原始粒细胞及异常嗜酸性粒细胞增生为主,1
例以原始、幼稚单核细胞增生,未见异常嗜酸性粒细胞增多。结论 AML1-ETO和CBFβ-MYH11阳性形态发

现率分别为87.5%和86%,提示分子生物学检查在急性髓系白血病诊断中具有不可替代的作用。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

morphology,immunophenotype,karyotype
 

and
 

prognosis
 

gene
 

expres-
sion

 

in
 

patients
 

with
 

AML1-ETO
 

and
 

CBFβ-MYH11
 

positive
 

acute
 

myeloid
 

leukemia,and
 

to
 

reveal
 

the
 

role
 

of
 

morphology
 

in
 

these
 

two
 

kinds
 

of
 

leukemia.Methods The
 

morphology
 

of
 

bone
 

marrow
 

cells
 

was
 

observed
 

by
 

Giemsa
 

staining,immunophenotype
 

of
 

leukemia
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,43
 

fusion
 

genes
 

were
 

detected
 

by
 

PCR,karyotype
 

was
 

detected
 

by
 

G-banding,and
 

prognosis
 

genes
 

of
 

myeloid
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

capillary
 

electrophoresis
 

of
 

the
 

first
 

generation
 

sequencing.Results In
 

16
 

cases
 

with
 

AML1-ETO
 

posi-
tive

 

acute
 

myeloid
 

leukemia,6
 

cases
 

(37.5%)
 

were
 

mainly
 

granulocytes,8
 

cases
 

(50%)
 

were
 

mainly
 

abnormal
 

neutrophils,2
 

cases
 

(12.5%)
 

were
 

mainly
 

primary
 

and
 

immature
 

monocytic
 

hyperplasia.In
 

7
 

cases
 

with
 

CBFβ-MYH11
 

positive
 

acute
 

myeloid
 

leukemia,6
 

cases
 

(86%)
 

were
 

mainly
 

primary、immature
 

monocytic
 

hy-
perplasia

 

and
 

abnormal
 

eosinophils,1
 

cases
 

showed
 

no
 

abnormal
 

eosinophilia.Conclusion The
 

positive
 

rate
 

of
 

AML1-ETO
 

and
 

CBFβ-MYH11
 

positive
 

forms
 

are
 

87.5%
 

and
 

86%,respectively,suggested
 

that
 

molecular
 

bi-
ology

 

plays
 

an
 

irreplaceable
 

role
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

acute
 

myeloid
 

leukemia.
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  急性髓系白血病(AML)是一组异质性造血干细

胞恶性克隆性疾病,其中白血病细胞核型及分子生物

学异常是最主要的分层治疗和预后指标。多数患者

伴有非随机的染色体异常。AML部分成熟型的 M2b
亚型是中国学者于20世纪50年代末提出的,具有髓

外浸润率高、治疗反应好、完全缓解率高、缓解期长等

特点。其主要发病原因是由于t(8;21)(q22;q22)累
及8号染色体上的 ETO 基因和21号染色体上的

AML1基因易位导致 AML1-ETO病变发生[1-2]。伴

inv(16)(p13;q22)或t(16;16)(p13;q22)的AML常
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见于90%以上的急性白血病 M4EO型患者,为16号

染色体长臂上的CBFβ基因与短臂上的平滑肌肌球蛋

白重链基因(MYH11)产生融合,形成CBFβ-MYH11
和 MYH11-CBFβ两种融合基因,其中CBFβ-MYH11
融合基因易促使白血病发病。伴CBFβ-MYH11阳性

AML患者在巩固期应用大剂量阿糖胞苷,可获得较

长时间的完全缓解,但老年患者生存期缩短,KIT突

变的患者复发风险较高[3-4]。本研究分析了16例伴

AML1-ETO阳性和7例伴CBFβ-MYH11阳性AML
患者的骨髓细胞形态特点,旨在探讨形态对判断这些

基因阳性的参考价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将本院于2016年1月至2018年12
月初诊伴 AML1-ETO阳性的 AML患者16例纳入

研究,男11例、女5例,中位年龄35岁(9~60岁),其
中FAB分型AML-M2b型14例,AML-M5型2例。
血常规检查:白细胞(1.3~56.0)×109/L,血红蛋白

35~112
 

g/L,血小板(2~122)×109/L。伴 CBFβ-
MYH11阳性AML患者7例,男4例、女3例,中位

年龄49岁(26~62岁),其中FAB分型AML-M4EO
型6例,AML-M5型1例,血常规检查:白细胞(2.3~
158.0)×109/L,血红蛋白(48~102

 

g/L);血小板

(4~78)×109/L。
1.2 仪器与试剂 血常规检测仪器(Mindray

 

BC-
5800)、普通光学显微镜(Leica

 

DM2000)、流式细胞仪

(BD
 

FACSCantoll)、PCR仪(Applied
 

Biosystems);

瑞士吉姆萨染色、过氧化物酶染液购自索莱宝公司;
血常规检测试剂购自 Mindray公司、流式试剂购自

BD公司、PCR试剂购自上海源奇生物医药科技有限

公司。
1.3 方法 瑞士吉姆萨染色、油镜观察外周血及骨

髓细胞形态;细胞化学过氧化物酶染色观察白血病细

胞酶型;流式细胞术检测白血病细胞免疫表型;PCR
法检测白血病43种融合基因;G显带法观察染色体

核型;一代测序毛细管电泳法方法检测髓系预后基因

[FLT3-ITD3、FLT3-TKD、C-kit(Exon8、Exon17)、
DNMT3a、NPM1、CEBPα(4项)]。
1.4 统 计 学 处 理 将 伴 AML1-ETO 阳 性 和 伴

CBFβ-MYH11阳性患者外周血及骨髓原始细胞、异
常中幼粒细胞及异常嗜酸等细胞比例,染色体核型及

预后基因用三线表进行统计。
2 结  果

2.1 外周血细胞形态 伴AML1-ETO阳性患者中,
8例外 周 血 中 均 以 原 始 粒 细 胞 增 生 为 主(23%~
95%),6例患者原始粒细胞(21%~64%)和异常中幼

粒细胞同时增多(5%~32%),其余2例以原始和幼

稚单核细胞(以下简称“原幼单核细胞”)增生为主

(78%~92%),见表1。伴CBFβ-MYH11阳性患者

中,4例外周血中均以原幼单核细胞增生为主(21%~
88%),2例原幼单核细胞(23%~44%)和原始粒细胞

(15%~30%)同时增多并伴随异常嗜酸性粒细胞增

多(8%~12%),1例未见嗜酸性粒细胞增多,见表2。

表1  伴AML1-ETO阳性患者外周血及骨髓细胞比例

编号 性别
年龄

(岁)

外周血

原始粒细胞(%) 异常中幼粒细胞(%)

骨髓

骨髓原始粒细胞(%) 骨髓异常中幼粒细胞(%)

1 男 9 28 12 67 15

2 男 23 95 1 82 6

3 男 24 72 3 54 14

4 女 26 21 5 28 20

5* 女 27 - - - -

6 女 28 52 32 43 10

7 男 30 64 14 65 16

8 男 35 88 4 76 9

9 男 35 32 4 46 21

10 男 40 61 15 52 28

11* 男 49 - - - -

12 女 51 37 4 42 23

13 男 52 42 16 46 31

14 男 54 68 2 85 7

15 女 57 23 3 37 32

16 男 60 29 4 36 26

  注:*表示以原幼单核细胞增生为主,5号的外周血、骨髓原幼单核细胞比例分别为78%、84%,11号的外周血、骨髓原幼单核细胞比例分别

92%、94%;-表示未见到原始粒细胞和异常中幼粒细胞增多。
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表2  伴CBFβ-MYH11阳性患者外周血及骨髓细胞比例

编号 性别
年龄

(岁)

外周血

原幼单核细胞(%) 原始粒细胞(%) 嗜酸性粒细胞(%)

骨髓

原幼单核细胞(%) 原始粒细胞(%) 嗜酸性粒细胞(%)

1 女 26 32 - 8 42 - 15.0

2 男 28 28 - 12 24 - 8.0

3 女 40 21 - 7 32 - 32.0

4 男 49 23 30 6 32 25 22.0

5 男 52 81 - - 87 - 0.5

6 女 57 88 - 7 85 - 14.0

7 男 62 44 15 11 72 10 18.0

  注:-表示该项为阴性。

2.2 骨髓细胞形态 伴AML1-ETO阳性患者中,6
例骨髓增生极度活跃,4例患者增生明显活跃,4例增

生活跃,2例 增 生 减 低。14例 原 始 粒 细 胞 比 例 为

28%~85%,原始粒细胞可见明显的核凹陷,凹陷处

淡染,见图1a,淡染处可见Auer小体,细胞化学过氧

化物酶染色(MPO)染色凹陷区域呈团块状反应;异常

中幼粒细胞比例为15%~32%,核浆发育不平衡,呈
现“核幼浆老”、胞质染色异常、“朝阳红”或“黄沙样”
改变、局部的朝阳红弥漫黄沙土样,见图1b;细胞质中

可见空泡、Auer小体、包涵体(假性Chediak-Higash
颗粒),核分叶不良(如假Pelger-Huet核)可见。另外

2例患者以原幼单核细胞增生为主(84%~94%),未
见到原始粒细胞和异常中幼粒细胞增多,见表1。

伴CBFβ-MYH11阳性患者中,2例极度活跃,4
例明显活跃,1例增生活跃。5例原幼单核细胞比例

为24%~87%,胞体大,胞浆丰富、灰蓝色,核扭曲、折
叠、不规则,染色质细致、丰富、分布均匀,核仁1~2
个,见图1c,MPO染色弱阳性;2例原幼单核细胞细

胞(32%~72%)和 原 始 粒 细 胞 同 时 增 多(10%~
25%),原始粒细胞胞体小、胞浆量少、蓝色、核圆形、
染色质细致。嗜酸性粒细胞0.50%~32%,只有1例

为0.5%,其余6例患者>5%,为 FAB分型中的

AML-M4EO,各阶段的异常嗜酸性粒细胞增多,主要

为中、晚幼嗜酸性粒细胞,其胞质中充满粗大、大小不

一、深染的棕黑色异常嗜碱性颗粒和橘黄色嗜酸性颗

粒,有的颗粒非常密集覆盖于核上,看不清细胞形态,
有些成熟嗜酸性粒细胞可见细胞核分叶不良,见图

1d、表2。
2.3 免疫表型 伴AML1-ETO阳性患者均表达髓

系原 始 细 胞 标 记:CD34、CD38、HLA-DR、CD33、
CD117、CD123、MPO,90%患者表达CD56,80%患者

表达CD19,5%的患者跨系表达淋系抗原 CD7和

CD9,部分患者表达除表达髓系原始细胞标记外,还表

达髓系 成 熟 细 胞 标 记 CD15、CD11b、CD16、CD14、
CD64。伴 CBFβ-MYH11 阳 性 患 者 原 始 细 胞 中

CD117、HLA-DR、CD38、CD13均全部表达,CD34、

CD9、CD33和 CD64表达的比例逐渐降低;CD15、
CD11b和CD14的表达均较低。嗜酸性粒细胞也表

达CD13、CD33、CD11b,但CD16阴性,部分有成熟嗜

酸性粒细胞的患者表达CD9和CD123。

  注:a为带小凹的原始粒细胞;b为异常中幼粒细胞;c为原幼单核

细胞;d为异常嗜酸性粒细胞。

图1  各种细胞形态

2.4 染色体核型分析及预后分析 本研究发现,伴
AML1-ETO阳性6例(40%)患者只有染色体结构异

常,即t(8;21)(q22;q22);8例(47%)患者染色体结构

和数目 均 有 异 常,此 类 患 者 预 后 很 差;其 余2例

(13%)患者核型正常(表3)。伴CBFβ-MYH11阳性

患者4例(57%)只有染色体结构异常,即inv(16)
(p13.1q22)或t(16;16)(p13.1;q22),其 余3例

(43%)患者染色体结构和数目均有异常,为复杂核

型,见表4。
髓系预后基因[FLT3-ITD3、FLT3-TKD、C-kit

(Exon8、Exon17)、DNMT3a、NPM1、CEBPα(4项)]
筛查发现,伴AML1-ETO阳性1例(6%)患者FLT3-
ITD3阳性,1例(6%)患者C-kit阳性,12例(75%)患
者 WT1阳性,4例(25%)均未见到阳性,见表3。伴

CBFβ-MYH11阳性约5例(70%)患者 WT1阳性,其
他预后基因均未见到,见表4。
2.5 疗效分析 伴 AML1-ETO 阳性,无CD56表

达,染色体核型为正常核型或只有t(8;21)(q22;q22)
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异常,归为低危组;若有CD56表达,染色体为复杂核

型,预后基因阳性,化疗2个疗程后AML1-ETO定量

检测未小于10-3
 

copies/mL中的任何一种情况都被

归到高危组[5]。本研究低危组中的2例患者均使用

传统化疗方案[TA(吡柔比星20
 

mg/d
 

3
 

d,阿糖胞苷

0.1
 

μg/m
2

 

7
 

d)或DA(柔红霉素60
 

mg/d
 

3
 

d、阿糖胞

苷0.1
 

mg/m2
 

7
 

d)],第一个疗程达到缓解;其余14
例高危组患者,进行化疗后,10例行造血干细胞移植,
其中复发4例,死亡2例,生存6例;其余4例高危患

者2例化疗后均未缓解,死亡;2例放弃治疗。伴

CBFβ-MYH11阳性患者使用传统化疗方案,目前6
例均生存,1例行造血干细胞移植,只有1例死亡。

表3  伴AML1-ETO阳性患者染色体核型分析及预后基因分析

编号 性别 年龄(岁) 染色体核型 预后基因

1 男 9 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22)[20] WT1

2 男 23 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[7]/45,idem,+2,add(2)(p21)[3]/46,XY[6] WT1

3 男 24 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[20] -

4 女 26 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[20] -

5 女 27 46,XX[20] -

6 女 28 45,X,-X,t(8;21)(q22;q22)[7]/46,XX[5] WT1,FLT3-ITD3

7 男 30
47,XY,der(8)?inv(8)(p21;q22)t(8;21)(q22;q22),+9,del(9)(q22),X2,der(21)?

inv(8)t(8;21)[20]
WT1

8 男 35 46,XY,t(8;21),t(11;22;18)[19]/46,XY[1] WT1

9 男 35 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[18]/
 

46,XY[2] WT1

10 男 40 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22),del(9)(q22)[6]/46,XY[5] WT1

11 男 49 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[20] C-kit,WT1

12 女 51 46,XX,inv(6)(p21;q21)[2]/45,idem,-X,t(8;21)(q22;q22)[18] WT1

13 男 52 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[6]
 

/46,XY[14]
 

WT1

14 男 54 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[20]
 

WT1

15 女 57 39-45,X,? del(x)(q22),46,XY,t(8;21)(q22;q22),-15,inc[cp9] WT1

16 男 60 46,XY[20] -

  注:-表示该项无数据。

表4  伴CBFβ-MYH11阳性患者染色体核型分析及预后基因分析

编号 性别 年龄(岁) 染色体核型 预后基因

1 女 26 47,XX,del(7)(q32),inv(16)(p13q22),-17,+22,+mar WT1

2 男 28 46,XY,inv(16)(p13q22)[20] -

3 女 40 47,XX,inv(16)(p13q22),+8[18]/46,XX[2]
 

WT1

4 男 49 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
 

WT1

5 男 52 46,X,-Y,inv(16)(p13q22)/+22[5]/46,XX[15]
 

WT1

6 女 57 46,XX,inv(16)(p13q22)[14]/46,XX[6]
 

WT1

7 男 62 46,XY,inv(16)(p13q22)[20] -

  注:-表示该项无数据。

3 讨  论

3.1 形态学对 AML1-ETO阳性的提示作用 t(8;

21)(q22;q22)是一种特殊的白血病亚型,具有独特的

生物遗传学特征,导致8号染色体的ETO基因和21
号染色体上的 AML1基因发生重排,形成 AML1-
ETO融合基因[6]。核结合因子(CBF)是一个造血所

必需的二聚体,其两个成分的基因 RUNX1(也称

AML1或CBFA)和CBFβ的重排与急性白血病相关,

t(8;21)(q22;q22)累及编码CBF亚单位α的RUNX1
基因和RUNX1N1(ETO)基因。RUNX1-RUNX1N1

使CBF发生转化很可能是由于正常RUNX1靶基因

通过异常招募核转录共抑制复合物致使转录抑制

所致[7]。
当形态学见到以下三种情况时高度提示该患者

AML1-ETO阳性。第一,以原始粒细胞增多为主,原
始粒细胞可见明显的核凹陷,凹陷处淡染,淡染处可

见Auer小体,MPO染色凹陷区域可呈团块状反应;
第二,核浆发育不平衡的异常中幼粒细胞增多,胞质

染色异常、呈“朝阳红”或“黄沙样”改变,胞质中可见

空泡、Auer小体、包涵体(假性 Chediak-Higash颗
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粒),核分叶不良(如假Pelger-Huet核),此时要注意

与骨髓增生异常综合征相鉴别;第三,以上两种形态

的原始粒细胞和异常中幼粒细胞同时增多,此种情况

也是最多见的。另外,该病常伴有幼稚嗜酸性粒细胞

比例增高,嗜碱性粒细胞和/或肥大细胞有时增多,单
核细 胞 很 少 或 缺 失;幼 红 细 胞 及 巨 核 细 胞 形 态

正常[8-11]。
但是AML1-ETO和此形态学特点的吻合率并不

是100%,因为AML-M2b主要由形态学界定,其原始

粒细胞以异型中幼粒细胞增生为主,国内外文献报道

少数AML-M1、M4、M5等也可表达AML1-ETO[8],
本研究发现2例 AML-M5中表达 AML1-ETO。因

此,形态学的AML-M2b并不等于伴AML1-ETO阳

性的AML。
3.2 形态学对 CBFβ-MYH11阳性的提示作用 
FAB分型中定义的 AML-M4EO患者中度到重度贫

血,血小板重度减少。白细胞可增多、正常或减少,分
类可见粒系及单核系早期细胞增生,有时外周血出现

异常嗜酸性粒细胞,可见异常嗜酸粒细胞脱颗粒后形

成的胞质空泡。骨髓除了具有通常AML的形态学特

征外,各阶段的异常嗜酸性粒细胞增多,主要为中、晚
幼嗜酸性粒细胞,常>5%;除有典型的嗜酸颗粒外,
还有大的嗜碱(不成熟)颗粒,不分叶的核的异常嗜酸

性粒细胞,有的颗粒非常密集覆盖于核上,看不清细

胞形态,既所谓的异常嗜酸[12]。细胞化学染色氯醋酸

酯酶及PAS染色明显阳性。这时要注意与正常阶段

的幼稚嗜酸性粒细胞相区别,幼稚嗜酸性粒细胞颗粒

颜色为深咖啡色,颗粒多,通常溢出浆外,分界不清。
当形态看到以上现象,高度提示CBFβ-MYH11阳性,
但是如果嗜酸粒细胞比例<5或即使嗜酸性粒细胞>
5%,但未见到异常嗜酸,并不能排除CBFβ-MYH11
阳性可能。本研究发现嗜酸性粒细胞仅占0.5%,而
CBFβ-MYH11阳性。相反,有异常嗜酸性粒细胞的

AML并 不 一 定 CBFβ-MYH11 阳 性,因 此 CBFβ-
MYH11阳性和异常嗜酸性粒细胞的存在不是正相

关。从形态的角度出发判断融合基因的类型会有遗

漏,必 须 形 态 学、免 疫 学、遗 传 学 和 分 子 生 物 学

(MICM)多 种 检 查 手 段 结 合,诊 断 才 能 准 确

无误[13-15]。
4 结  论

  FAB和 WHO是两个独立的白血病分型系统,随
着分子生物学技术的发展和 MICM的精确诊断,分子

生物学为临床治疗及预后提供可靠信息,成为白血病

诊断中不可缺少的手段之一,单纯靠FAB远不能满

足临床对患者的靶向治疗及预后评估,本研究提示在

伴AML1-ETO和CBFβ-MYH11阳性的患者中,通

过FAB分型中的AML-M2b和AML-M4EO对这两

种基因的发现率分别为87.5%和86%,符合率较高,
但是其余患者若不做分子生物学检查,就很难通过形

态发现该两种融合基因阳性。因此必须通过 MICM
综合检查才能对患者作出准确的诊断。
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