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  白血病是一种起源于造血干细胞的恶性增殖疾
病,其特征是骨髓异常分化的原始细胞克隆性扩张。
近年来,在白血病患者中发现了越来越多的细胞遗传
学和分子遗传学标志物异常,突显了这种疾病的生物
学异质性。大多数白血病都有某种染色体易位,而染
色体易位会导致新的融合基因产生、癌基因的扩增、
原癌基因点突变和抑癌基因的失活等。2016年,
WHO对白血病提出了新的诊断与分型标准,更加突
出了分子生物学在白血病诊断和治疗中的作用[1]。
详细的分子标志物监测对于白血病患者的治疗和预
后评估至关重要,特别对于初步治疗后和长期随访期
间监测微小残留病变(MRD)极其重要。近年来,随着
各种分子生物学技术的不断发展,分子生物学检测在
白血病诊治中的作用越来越重要。本文针对白血病
的分子诊断技术的研究进展进行总结,以便更好地了
解各种分子诊断技术,方便临床医生选择更合适的分
子诊断方案。
1 染色体检测

  白血病患者常伴有特征性的染色体改变,根据

2016年 WHO的分类,一些急性髓系白血病(AML)
亚型是通过存在以下染色体或者分子异常来定义的,
如t(8;21)(q22;q22)(RUNX1-RunX1T1)、inv(16)
(p13.1q22)或 t(16;16)(p13.1;q22)(CBFB-
MYH11)、急性早幼粒细胞白血病(APL)合并PML-
RARA等[2]。慢性粒细胞白血病(CML)患者的染色
体检测常见由t(9;22)(q34;q11)易位引起的Ph染
色体[3]。
1.1 染色体核型分析 目前,染色体核型分析是评
估染色体改变的常规检测方法,G显带技术操作简
单,带纹清晰,染色体标本可长期保存,因此,被广泛
用于染色体异常的诊断和研究,该技术一直是实验室
诊断AML和判断预后的金标准方法,但其在灵敏度
和特异度上存在一定的局限。
1.2 荧光原位杂交(FISH) FISH技术是一种更直
接的方法,将荧光标记的探针与特定的染色体序列结

合,然后通过显微镜进行评估,根据探针的设计,可以
识别染色体的结构或数字变化,该技术的主要优点是
不依赖于细胞分裂,因此可以对处于细胞分裂间期的
细胞进行分析。FISH 的分辨率比传统的核型分析
高,有助于检测隐蔽或复杂的易位,但其不能检测到
同一条染色体上小片段的插入和缺失等异常,这些都
需要结合其他分子技术来判断[4]。多重染色体异常
的检测常使用多色荧光原位杂交(M-FISH)技术,M-
FISH技术是用颜料来识别单个中期染色体,能有效
解决复杂的核型或形态不佳的中期染色体扩散问题,
因为这些染色体仅通过G显带技术是很难识别的[5]。
1.3 基因芯片 基因芯片又称染色体微阵列技术
(CMA),基于阵列的比较基因组杂交(CGH)和单核
苷酸多态性(SNP)的CMA比传统核型分析分辨率更
高,该技术能够更精确地识别染色体断裂点和基因异
常,在具有特殊特征的白血病或复发的难治性 AML
中,CMA可以发现隐匿的染色体改变,它的结果通常
与传统的核型分析结果是互补的。CGH将来自白血
病患者的遗传物质与正常个体的遗传物质进行比较,
以确定测试标本中是否存在拷贝数变化[6]。由于慢
性淋巴细胞白血病(CLL)已知的遗传损伤是染色体
上基因片段的重复与丢失,所以CLL就非常适合用
拷贝数阵列进行分析[7]。SNP阵列的引入进一步提
高了微阵列技术的分辨率,SNP阵列可以在全基因组
水平上进行评估,并识别出拷贝数变异非常小的区
域。拷贝中性杂合性缺失(CN-LOH)在白血病,特别
是AML中是一种常见的染色体异常,SNP阵列能够
检测CN-LOH,除了测量拷贝数外,它还能提供基因
分型信息[5]。与常规细胞遗传学分析相比,CMA的
主要局限性是无法识别白血病中平衡的染色体重排,
由于重排和融合基因在某些血液系统恶性肿瘤中对
判断预后具有重要的意义,因此,有必要使用FISH
或测序技术来补充CMA,并且CMA的成本相对较
高,尽管该方法普遍可用,但由于目前尚无指导方针,
CMA检测在各机构的诊断实 验 室 中 并 不 是 常 规
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方法。
2 融合基因检测

  融合基因主要通过染色体重排或异常转录产生,
许多白血病亚型中会检测到相当数量的融合基因,且
部分融合基因是具有重要价值的诊断工具和治疗靶

标[8]。如t(15;17)(q22;q21)和t(9;22)(q34;q11)染
色体易位会形成PML-RARα融合基因和BCR-ABL1
融合基因,这是诊断APL和CML的重要指标[2]。
2.1 实时荧光定量PCR(RT-qPCR) 目前,PCR是

检测白血病融合基因常用的敏感而有效的方法。反

转录PCR(RT-PCR)能够在扩增反应完成后对产物

进行评估,可提供对特定产物如融合基因的定性评

估,但现在已在很大程度上被其他定量技术所取

代[5]。RT-qPCR是现在被广泛使用的定量技术,RT-
qPCR测量白血病融合基因的欧洲标准化方案已于

2003年公布,该技术是在PCR扩增过程中,通过荧光

信号对PCR进程进行实时监测,最后通过标准曲线

对未知模板进行定量分析的方法。RT-qPCR能够快

速检测,并且具有较高的灵敏度和特异度,通常还被用

来监测 MRD。RT-qPCR检测融合基因对于临床上白

血病的分型、预后评估、选择治疗方案等都具有重要价

值,是目前临床上应用最广泛的定量方法之一[9]。
2.2 数字PCR(DPCR) DPCR代表了PCR的创新

发展,与 RT-qPCR相比具有许多实用优势,精密度

高,重复性好,不需要标准曲线的循环阈值进行定量,
可以实现绝对定量分析[10]。有研究证实了DPCR在

许多血液恶性肿瘤中监测 MRD的可行性,目前,这一

技术的主要缺点是成本仍然高于标准的RT-qPCR,
缺乏标准化的检测程序,以及配备DPCR仪器的实验

室数量有限,因此,并未应用到临床常规检测中[11]。
近年来,DPCR技术继续发展形成了微滴式数字PCR
(DDPCR)技术,DDPCR是第三代PCR技术,这种方

法是在 PCR扩增前对样品进行微滴化处理,即将

DNA模板分子分割成约20
 

000个油包水液滴,每个

微滴不含待检核酸靶分子,或者含有一个至数个待检

核酸靶分子。经PCR扩增后,逐个对每个微滴进行

检测,含有荧光信号的液滴被判断为阳性。该技术已

被应用于各种临床标本的等位基因定量、突变检测、
拷贝数变异分析、DNA 甲基化和基因重排检测等,
DDPCR具有很高的灵敏度,可以检测到低至0.1%的

突变等位基因片段,是检测 MRD的一种较为有效的

工具[12]。有研究表明,在监测BCR/ABL阳性CML
患者的 MRD时,相比于 RT-qPCR,DDPCR可以在

CML患者体内检测到更多残留的白血病细胞[13]。总

之,DPCR是一项旨在提供绝对核酸定量的突破性技

术,该技术的真正优势可能会在未来几年变得更加

明显。
3 基因突变检测

  白血病是一种异质性疾病,其发病涉及多种染色

体异常和基因突变,这些突变影响不同功能类别的基

因,并随着时间的推移而导致疾病的发生,白血病常

见 的 突 变 基 因 有 FLT-3、CEBPA、RUNX1、DN-
MT3A、IDH1/2、TET2、TP53、WT1、ASXL1、MLL
等。因此,高效精准的基因突变筛查方法至关重要,
了解白血病的基因突变情况可以为患者的靶向治疗、
危险分层和临床护理提供依据。
3.1 第一代测序技术 Sanger测序法作为检测癌症

基因突变的“金标准”,具有较高的准确性,但其检测

效率低、灵敏度低、检测突变类型有限,且成本较高,
对于没有明确候选基因或候选基因数量较多的患者

较难完成筛查。焦磷酸测序的复杂性较低,涉及的步

骤更少,并且检测极限更高,已被用于检测一些基因

的突变,例如JAK2V617F[14],临床上还可以用于检测

CML的耐药性突变,如BCR-ABL1激酶结构域内的

突变,这有助于为患者提供药物反应的相关信息。
3.2 下一代测序技术(NGS) 如果说Sanger测序

的发展使生物学研究发生了革命性的变化,那么随着

2005年NGS方法的使用,测序技术的影响变得更加

深远。NGS是指基于一系列现代大规模平行测序
(MPS)的测序技术。根据分析的复杂性和要获得的

信息,可以进行几种测序试验,包括全基因组测序
(WGS)、转 录 组 测 序(RNA-SEQ)、全 外 显 子 测 序
(WES)和靶向基因测序。NGS能在一次测试中对数

千个基因进行全序列测定,可同时检测缺失、插入、碱
基替换、拷贝数改变和易位,包括平衡重排。NGS目

前已经进入临床实践,用于AML诊断时的初始突变

筛查,90%
 

AML患者的分子畸变可以通过 NGS来

识别[15]。基于NGS的 MRD分析广泛适用于 AML
患者,对患者的复发率和存活率有很高的预测价值,
可能有助于改进AML患者的移植和移植后管理。

单细胞测序是近几年发展迅速的一种以NGS为

基础的测序技术,2013年曾被《Nature
 

Methods》评为

年度技术,2019年第61届美国血液病年会报道了众

多单细胞测序技术在血液疾病中的应用,为深入了解

白血病的发病机制提供了更广阔的思路。PETTI
等[16]创新性地利用基因分型联合单细胞测序技术研

究AML,揭示了AML患者体内存在不同功能子集及

其相关的驱动因子。总之,NGS在过去十年里促进了

医学领域知识的爆炸性增长,虽然越来越多的研究有

助于对疾病分子水平上的认识,但同时也带来了如何

将这些信息应用于日常临床实践的问题,必须找到一

种切实可行的方法来开发利用它们。NGS将发展成

为一个合适的平台,以高通量和高准确性为优势,提
供更多分子突变数据,从而进军标准的 分 子 诊 断

领域。
3.3 第三代测序技术 相比NGS,第三代测序技术

在临床上的应用有明显优势,第三代测序技术不需要

PCR扩增,可直接对单个分子进行测序。有研究者利

用单分子测序技术发现了许多Ph染色体 ALL患者

存在多个具有单一突变预先存在的耐药细胞[17]。还

有研究者对携带多个TP53突变的AML和 MDS患

者进行了单分子实时DNA测序技术(SMRT),发现
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所有这些变异都定位在不同的亚克隆基因上,说明患
者间异质性较大[18]。尽管第三代测序技术优势很多,
但并不意味着单分子测序无所不能,也并非毫无瑕
疵。目前,第三代测序并不能取代NGS,而是作为对
其一种补充共同发展。总体来讲,第三代测序技术还
处于起步的发展阶段,仍有未知的空间等待进一步
探索。
3.4 其他方法 其他几种检测基因突变的方法灵敏
度也比较高,比如PCR-单链构象多态性技术(PCR-
SSCP)、低温变性共扩增PCR技术(COLD-PCR)、高
分辨率熔解曲线分析(HRM)、双梯度变性梯度凝胶
电泳(DGDGGE)、基质辅助激光解析电离飞行时间质
谱(MALDI-TOF-MS)、变性高效液相色谱(DHPLC)
等[19]。PCR-SSCP依据点突变引起单链 DNA 分子
立体构象的改变,可通过聚丙烯酰胺凝胶电泳将不同
迁移率的突变单链DNA分离,从而达到对反应产物
的检测,常用于白血病突变基因的检测,研究 MRD的
存在[20]。COLD-PCR是一种新型的PCR方法,不管
突变存在于什么位置,该技术均能从野生型和含突变
的序列基因混合物中选择性扩增出为数不多的等位
基因,LI等[21]最先描述了这项技术,他们用COLD-
PCR取 代 了 常 规 PCR 后,在 肿 瘤 标 本 中 发 现 了

TP53、EGFR和KRAS的突变,该方法与其他检测方
法相比灵敏度大大提高。HRM 具有灵敏、经济、快
速、操作简单的特点,能根据其变性(熔解)行为表征

PCR产物,可用于检测与真性红细胞增多症相关的

JAK2基因第12外显子的突变,是一种普遍适用的诊
断分析方法[22]。近年来质谱技术以其微量、快速、灵
敏、高精确度等优良性能而迅速发展,对于低水平的
基因突变检测,其灵敏度很高,可用于白血病的诊断、

分类和监测。由美国Sequenom 公司研发的 Mas-
sARRAY系统现在已被广泛应用于各种遗传分析
中,包括SNP基因分型、拷贝数变异分析、定量基因
表达分析和甲基化检测等,顺应了当前基因在疾病机
制研究和临床诊断中迅猛发展的趋势[23]。
4 小结与展望

  各种分子遗传学方法在白血病诊断中的应用比
较见表1。在过去的几年里,对白血病的研究取得了
许多进步,分子诊断技术的发展促进了白血病的诊断
和分型,并且已成为监测 MRD的首选方式,对临床管
理具有重要意义。随着PCR技术的日益发展,会发
现更多标志性的融合基因,获得更多的分子诊断和治
疗靶点。通过检测标志性融合基因的表达,可以针对
这些融合基因进行药物个体化治疗,在此之后,可以
更详细地对疾病进行分类,这样可以有效地提高白血
病的治愈率。未来的PCR技术也需要在灵敏度、特
异度、测试时间和成本效益方面进一步提高,并且随
着NGS越来越多地应用于临床研究,当前与白血病
相关的基因可能会得到进一步扩展,基于 NGS的基
因组诊断程序将取代对单个基因突变的常规检测。
全基因组测序尽管仍然存在技术和生物信息学方面
的障碍,但这项技术未来将很快应用于所有白血病的
诊断。虽然一些针对白血病的分子诊断技术已经成
功地应用于临床,但是目前仍然面临一系列挑战,例
如如何在临床上在尽可能少的时间内以患者可承受
的成本为每位患者提供更多的相关基因突变的测试。
随着分子生物学技术的发展,研究者们将会寻求到更
有力的技术来帮助临床医生对疾病进行诊断,以便监
测患者对各种治疗方法的反应,并改善患者的预后。

表1  分子遗传学方法在白血病诊断中的应用比较

检测方法 灵敏度 分辨率 染色体平衡易位 其他染色体结构异常 全基因组水平 基因突变 基因表达 临床常规检测

核型分析 5.0%~10.0% 3~5
 

Mb √ √ √ × × √
FISH 0.5%~1.0% 100

 

kb √ √ × × × √
M-FISH 0.5%~1.0% 100

 

kb √ √ √ × × ×
aCGH 20.0%~30.0% 50

 

kb × √ √ × × ×
SNP 20.0%~30.0% 25

 

kb × √ √ × × ×
Sanger测序 20.0%突变 1

 

bp × × × √ × √
焦磷酸测序 5.0%突变 1

 

bp × × × √ × √
NGS 1.0%突变 1

 

bp √ √ √ √ √ ×
第三代测序 1.0%突变 1

 

bp √ √ √ √ √ ×
PCR ×10-5

 

copy 1
 

bp × × × √ × √
RT-qPCR ×10-5

 

copy 1
 

bp √ × × √ √ √
DPCR ×10-6

 

copy 1
 

bp √ √ × √ √ ×

  注:√表示能达到该项检测水平;×表示不能达到该项检测水平。
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