
·224· 中华血液学杂志2021年3月第42卷第3期 Chin J Hematol，March 2021，Vol. 42，No. 3

∙论著∙

外周血样本的存储和运输对BCR-ABL（P210）
转录本水平定量检测结果的影响
华明强 1,2 何娜 1 钟朝琴 1,3 杨新雨 1 刘金婷 1 王锐卿 1 韩凤姣 1 张琛 1 马道新 1

1山东大学齐鲁医院血液科，济南 250012；2山东大学齐鲁医院急诊科，济南 250012；
3山东省烟台山医院血液科，烟台 264000

通信作者：马道新，Email：daoxinma@sdu.edu.cn

【摘要】 目的 探索慢性髓性白血病（CML）患者外周血样本的存储和运输对实时定量 PCR

（RQ-PCR）检测BCR-ABL（P210）转录本水平的影响。方法 采集84例CML患者外周血样本，根据储

存时间（0、6、12、24、48和72 h）、温度［室温（18～24 ℃）和低温（2～8 ℃）］以及振荡条件（振荡时长3、6

和12 h）设置不同分组，RQ-PCR法检测不同条件下外周血样本BCR-ABL（P210）转录本水平。本研究

将BCR-ABL拷贝数、ABL拷贝数和BCR-ABL（P210）转录本水平等原始数据进行对数转化（log10
N）。

结果 ①琼脂糖凝胶电泳结果显示：室温条件下，储存48、72 h的样本RNA出现显著降解；②储存温度

方面，总体样本中，室温储存48、72 h的样本BCR-ABL拷贝数检测水平显著低于低温储存的样本（P＜

0.05）；然而BCR-ABL（P210）转录本水平在低温储存与室温储存条件下检测结果差异无统计学意义

（P＞0.05）；③储存时间方面，与基线的3.35±1.60相比，总体样本的BCR-ABL拷贝数检测结果仅在室

温储存储存下48 h（2.93±1.59）和72 h（2.79±1.42）显著下降（P＜0.05）；与基线的5.47±0.35相比，总体样

本中ABL拷贝数检测结果在 48 h（低温 5.29±0.30，室温 5.06±0.38）和 72 h（低温 5.11±0.54，室温 4.64±

0.79）均显著下降（P＜0.05）。但是，与基线的-0.56±1.51相比，无论低温或室温条件下，不同储存时间

（6、12、24、48和 72 h）的样本BCR-ABL（P210）转录本水平检测结果无显著改变（P＞0.05）；④振荡方

面，与基线的-0.60±1.37相比，振荡3、6、12 h的样本BCR-ABL（P210）转录本水平检测结果无显著改变

（P＞0.05）。结论 样本储存时间、储存温度及运输振荡因素可以影响BCR-ABL、ABL拷贝数的检测

结果，但对BCR-ABL（P210）转录本水平定量检测结果无显著影响。
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【Abstract】 Objective To explore the influence of storage and delivery conditions of the peripheral
blood samples from patients with chronic myeloid leukemia（CML）on the real- time quantitative PCR
（RQ-PCR）detection of the BCR-ABL（P210）transcript levels. Methods The peripheral blood samples
of 84 CML patients were collected. The same sample was divided into different groups according to storage
time（0, 6, 12, 24, 48, and 72 h）, temperature（room temperature, 18–24 ℃; low temperature, 2–8 ℃）,
and vibration conditions（3, 6, and 12 h）. RQ-PCR was used to detect BCR-ABL（P210）transcript levels
of the different groups. This study logarithmically transformed（log10

N）the original data［BCR-ABL copy
number, ABL copy number, and BCR- ABL （P210） transcript levels］. Results ① Agarose gel
electrophoresis showed significant RNA degradation of samples after storage for 48 and 72 h at room
temperature. ②Among the overall samples, the BCR- ABL copy number of the samples stored at room
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慢性髓性白血病（CML）是一种克隆性骨髓增

殖性恶性肿瘤，费城染色体（Ph）和 BCR/ABL

（P210）融合基因是 CML 诊断和疗效评估的金标

准［1］。近年来酪氨酸激酶抑制剂（TKI）极大地改善

了CML患者的无进展生存（PFS）期［2-3］，NCCN和欧

洲白血病监测网（ELN）指南建议应用RQ-PCR定期

监测BCR-ABL（P210）转录本水平，有利于进行TKI

疗效评估和预后判断［4-5］。国内外诸多单位通过获

得转换系数（CF），将各实验室的检测结果换算成国

际标准化（IS）的BCR-ABL（P210）转录本水平，使不

同实验室之间的检测结果具有可比性［6］。然而，由

于试剂、仪器、人员、技术和环境等诸多因素影响，

RQ-PCR检测结果有诸多不确定性，缺乏可重复性［7-9］。

同时，没有 BCR-ABL（P210）转录本水平检测能力

的医疗机构需将CML患者外周血标本储存并运输

到相应的检测机构进行检测。目前储存时间、温度

和运输过程中的振荡等环境因素对 BCR- ABL

（P210）转录本水平检测结果的影响尚缺乏研究。

本研究我们探索了样本储存和运输条件（储存时

间、温度和振荡）对RQ-PCR检测BCR-ABL（P210）

转录本水平的影响，现报道如下。

对象与方法

一、研究对象

本研究共采集 84例CML（慢性期）患者的外周

血标本。患者中位年龄 48（16～81）岁，男 47例，女

37例，其中15例为初诊患者，另69例在样本采集时

已接受TKI治疗18（1～60）个月。CML的诊断及分

期依据《中国慢性髓性白血病诊断与治疗指南

（2016年版）》［10］。利用转换系数（CF）将BCR-ABL

（P210）转录本水平的原始数值转换为 BCR-ABL

（P210）IS，根据BCR-ABL（P210）IS数值，将样本分为

两个亚组：高表达组（IS＞0.1％）和低表达组（IS≤
0.1％）。本研究得到山东大学齐鲁医院医学伦理委

员会的批准，依据赫尔辛基宣言，所有纳入研究的

患者入组前均签署知情同意书。

二、样本采集和处理

采集患者外周血10 ml，EDTA抗凝。选取2016年

5月至2016年7月连续于山东大学齐鲁医院就诊的

49例CML患者（低表达组19例，高表达组30例）样

本，每份样本平均分装到11个无菌试管（0、1A、2A、

3A、4A、5A、1R、2R、3R、4R、5R）中：试管0的样本采

样后立即进行红细胞裂解提取白细胞，作为基线样

本；试管1A～5A置于室温（18～24 ℃）存放，分别于

6、12、24、48和72 h后进行红细胞裂解提取白细胞；

试管1R～5R置于低温（2～8 ℃）存放，分别于6、12、

24、48和72 h后进行红细胞裂解提取白细胞。另选

取2016年8月至2016年10月于山东大学齐鲁医院

就诊的 35例CML患者（低表达组 12例，高表达组

23例）样本，每份样本平均分装到 4个无菌试管（0、

1V、2V、3V）中，试管 0立即提取白细胞，试管 1V～

3V放置在滚轴摇床上，分别于振荡后3、6和12 h后

提取白细胞。取上述各条件分离的白细胞，用1 ml

TRIzol充分溶解，提取总RNA，置于-80 ℃超低温冰

柜储存待检。

三、总RNA提取和质量控制

每批次样本按照实验室标准操作规程提取总

RNA。所有实验耗材（微量移液器、吸头和 Ep 管

temperature for 48 and 72 h was significantly lower than that of the samples stored at low temperature（P＜
0.05）. However, the BCR- ABL（P210）transcript levels had no significant difference between samples
stored at low temperature and room temperature. ③No significant changes were noted in the BCR-ABL
（P210） transcript levels at different storage times （6, 12, 24, 48, and 72 h） regardless of storage
temperature（P＞0.05）compared with that at baseline（0 h, −0.56±1.51）. ④ The BCR-ABL copy number
of the overall sample only decreased significantly（P＜0.05）at 48 h（2.93±1.59）and 72 h（2.79±1.42）
compared with that at baseline（0 h, 3.35±1.60）when stored at room temperature. The ABL copy number
in the overall sample decreased significantly at 48 and 72 h（whether low and room temperature; P＜0.05）.
However, no significant changes were noted in the BCR-ABL（P210）transcript levels after vibration for
3 h（−1.29±1.81）, 6 h（−1.24±1.72）, and 12 h（−1.18±1.68; P＞0.05）compared with that at baseline（0 h,
−0.60±1.37）. Conclusion Sample storage time, storage temperature, and vibration can interfere with the
results of BCR-ABL and ABL copy number but have no significant effect on the quantitative determination
of BCR- ABL （P210） transcript levels. This study provides strong support for the feasibility of
transregional transportation of peripheral blood samples from patients with CML.

【Key words】 Real- time quantitative polymerase chain reaction; Fusion proteins, BCR- ABL;
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等）要求无RNase，样品在低温离心机中处理。获得

总RNA后，用分光光度计（德国Eppendorf公司）测

量RNA浓度和纯度，琼脂糖凝胶电泳验证总RNA

的完整性。

四、RQ-PCR检测BCR-ABL（P210）转录本水平

BCR-ABL（P210）的转录本水平检测按照上海

源奇生物医药科技有限公司的BCR-ABL P210融合

基因检测试剂盒说明书进行操作。PCR扩增体系

为：总 RNA 1000 ng、PCR 反应液 4.8 μl、酶混合物

1.2 μl，加 RNA-Free 水补充至总体积 15 μl。利用

ABI7500 荧光定量 PCR 仪进行扩增反应，反应条

件：42 ℃ 30 min；94 ℃ 5 min；94 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，

40 个循环；37 ℃ 1 min。反应结束后，阈值设定为

5000，根据标准曲线，用ABI 7500软件（V1.3）计算

出待测标本的BCR-ABL（P210）和ABL的拷贝数。

BCR-ABL（P210）转录本水平以 BCR-ABL拷贝数/

ABL拷贝数×100％×转换系数（IS）表示，本实验室

转化系数为0.36。

五、统计学处理

使用 SPSS 21.0 进行统计分析。将 BCR-ABL

拷贝数、ABL拷贝数和BCR-ABL（P210）转录本水

平等原始数据进行对数转化（log10
N），转化后数据均

符合或近似符合正态分布，以均数±标准差表示。

采用重复测量方差分析进行组间比较。双侧 P＜

0.05表示差异有统计学意义。

结 果

一、储存时间和温度对样本总RNA质量的影响

选取3份CML患者外周血样本，在室温和低温

下储存0～72 h，提取总RNA，通过琼脂糖凝胶电泳

检测总 RNA 的完整性，利用分光光度计检测总

RNA的纯度和质量。结果显示，与基线相比，低温

条件下储存的样本，6、12、24、48和72 h后均无明显

的RNA降解；然而，室温条件下，48和 72 h两个时

间点的样本RNA降解出现显著（图1）。

二、储存温度对 BCR-ABL（P210）检测结果的

影响（图2）

总体样本中，室温储存 48、72 h 的样本 BCR-

ABL 拷贝数检测水平显著低于低温储存的样本

（P＜0.05）；高表达组样本中，室温储存24、48和72 h

样本的BCR-ABL拷贝数检测水平显著低于低温储

存样本（P＜0.05）；而低表达组样本中，室温或低温

条件储存对BCR-ABL拷贝数检测结果无明显影响

（P＞0.05）。室温储存48、72 h后，总体和亚组（低表

图 1 储存时间和温度对慢性髓性白血病患者外周血样本RNA质

量的影响

达或高表达）样本中ABL拷贝数检测水平均显著低

于低温储存样本（P＜0.05）。然而，储存不同时间

后，样本的 BCR-ABL（P210）转录本水平在低温储

存（6 h：-0.54±1.50；12 h：-0.41±1.41；24 h：-0.45±

1.49；48 h：-0.55±1.53；72 h：-0.39±1.43）与室温储存

（6 h：-0.53±1.48；12 h：-0.49±1.52；24 h：-0.58±

1.53；48 h：-0.58±1.49；72 h：-0.37±1.33）条件下检测

结果差异均无统计学意义（P＞0.05）。

三、储存时间对 BCR-ABL（P210）检测结果的

影响（图3）

在低温储存条件下，与基线（3.35±1.60）相比，

总体样本中BCR-ABL拷贝数检测结果在不同时间

点（6、12、24、48及72 h）无显著改变（P＞0.05）；而在

室温储存条件下，与基线（3.35±1.60）相比，总体样

本的BCR-ABL拷贝数检测结果在 48 h（2.93±1.59）

和 72 h（2.79±1.42）显著下降（P＜0.05）。进一步分

析发现，室温储存条件下，与基线（4.39±1.05）相比，

高表达组样本 BCR-ABL 拷贝数检测结果在 48 h

（3.92±1.02）和72 h（3.43±1.21）显著下降（P＜0.05），

而低表达组样本BCR-ABL拷贝数在不同时间点无

明显变化。另外，与基线（5.47±0.35）相比，总体样

本中ABL拷贝数检测结果在48 h和72 h（低温和室

温）均显著下降（P＜0.05）。进一步分析发现，与总

体样本中的趋势一致，室温储存48 h和72 h，低表达

组和高表达组的ABL拷贝数检测结果均较基线水

平显著下降（P＜0.05），而低温条件下仅高表达组

72 h 时间点ABL拷贝数检测结果与基线结果差异

有统计学意义（P＜0.05）。与基线（-0.56±1.51）相

比，无论低温或室温条件下，BCR-ABL（P210）转录

本水平在储存不同时间点（6、12、24、48和 72 h）的

样本中检测结果无显著改变（P＞0.05）；同样，与基

线水平相比，低表达组和高表达组样本各时间点

BCR-ABL（P210）转录本水平检测结果差异无统计

学意义。
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四、运输振荡对 BCR-ABL（P210）检测结果的

影响（图4）

我们进一步研究运输振荡对BCR-ABL（P210）

检测结果的影响，发现与基线样本（5.53±0.33）相

比，振荡 12 h 后，总体样本的 ABL 拷贝数（5.69±

0.30）显著升高（P＜0.05），而振荡 3、6 及 12 h 后，

BCR-ABL拷贝数、BCR-ABL（P210）转录本水平

与 基 线 检 测 结 果 相 比 差 异 均 无 统 计 学 意 义

（P＞0.05）。进一步分析发现，低表达组和高表达组

的 BCR- ABL 拷贝数、ABL 拷贝数及 BCR- ABL

（P210）转录本水平在振荡3、6及12 h后均无显著改

变（P＞0.05）。

讨 论

CML是以BCR-ABL（P210）融合基因为特征的

血液系统恶性肿瘤，对 BCR-ABL（P210）融合基因

的定量检测对 CML患者的诊断和治疗至关重要。

本研究探索了CML患者外周血样本的储存温度、时

间及运输中的振荡等环境因素对BCR-ABL（P210）

融合基因检测结果的影响，对于明确CML标本跨区

域运输的可行性具有一定参考价值。

为了减少系统误差，本研究由经验丰富的技术

人员依据实验室标准流程进行总RNA提取及RQ-

PCR检测［11］。此外，本实验室已建立RQ-PCR检测

图2 储存温度对慢性髓性白血病患者外周血样本BCR-ABL（P210）检测结果的影响
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BCR-ABL（P210）转录本水平的长期室内质控体系，

本研究检测结果依据质控标准进行评估［12］。

据文献报道，无论冷藏与否，血液样品的运输

对总RNA的质量和产量均无明显影响［13］。我们发

现血液样本在室温或低温储存 24 h时RNA不会出

现明显的降解，而在室温储存 48 h后会发生降解，

为保证提取的 RNA 质量，建议样本放置不要超过

24 h。另外，Wang等［14］对2例CML患者样本的研究

发现，与基线水平相比，BCR-ABL（P210）与内参基

因（G6PD、GUSB和ABL2）的表达水平均随时间延

长而显著降低。本研究对49例CML患者样本应用

RQ-PCR 进行检测，结果表明，BCR-ABL（P210）拷

贝数或ABL拷贝数亦随储存时间延长而逐渐降低，

但二者受储存时间的影响程度略有不同：BCR-ABL

（P210）拷贝数在室温储存 24 h、低温储存 48 h的样

本中出现显著下降，而ABL拷贝数在室温或低温储

存48 h的标本中才会出现明显降低。同时，我们分

析了样本储存温度对BCR-ABL（P210）或ABL拷贝

数结果的影响，发现BCR-ABL（P210）或ABL拷贝

数与样本储存温度也存在一定的关系。与室温相

比，冷藏更有利于CML患者外周血样本的保存。此

外，我们研究了振荡对 BCR-ABL（P210）检测结果

的影响，发现振荡因素可升高 BCR-ABL（P210）和

ABL的拷贝数，推测可能是振荡增加了白细胞与空

气的接触，促进了基因的表达。储存温度、时间及

振荡因素会干扰CML患者外周血样本的BCR-ABL

（P210）或ABL基因的拷贝数检测结果，但其作用的

机制尚不明确。此外，本研究发现，BCR- ABL

（P210）转录本水平未明显受到储存温度、时间及振

荡因素的影响，其原因可能是外界因素造成BCR-

ABL（P210）拷贝数和ABL拷贝数的同时升高或降

低，导致二者比值基本没有变化。

CML 患者应用 TKI 治疗有效后，BCR- ABL

（P210）转录本水平逐渐降低，其主要是由于BCR-

ABL（P210）拷贝数的下降，而ABL基因的表达相对

稳定。为了探讨存储和运输因素对不同BCR-ABL

（P210）转录本水平的影响，我们依据 CML 患者外

周血样本基线的BCR-ABL（P210）IS转录本水平，将

图3 储存时间对慢性髓性白血病患者外周血样本BCR-ABL（P210）检测结果的影响

A：log10 BCR-ABL拷贝数；B：log10 ABL拷贝数；C：log10BCR-ABL转录本水平

图4 运输振荡对慢性髓性白血病患者外周血样本BCR-ABL（P210）检测结果的影响
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标本分为高表达组和低表达组，发现外界因素对

BCR-ABL（P210）、ABL 拷贝数的影响在两个亚组

样本之间基本一致，BCR-ABL（P210）转录本水平未

受到样本储存时间、温度及振荡因素的干扰。尽管

这些因素不影响BCR-ABL（P210）/ABL比值变化，

但是ABL拷贝数的降低会导致BCR-ABL（P210）拷

贝数为 0样本的检测敏感性下降，从而影响深层次

分子学反应的评估。

目前，全世界各地的实验室使用多种内参基因

检测BCR-ABL（P210）转录本水平，包括ABL、GUSB、

GAPDH和B2M［15-16］，但作为BCR-ABL（P210）定量

内参基因的 ABL 在当前临床实践中已被广泛使

用。本研究以ABL作为内参基因，证实BCR-ABL

（P210）转录本水平未明显受到样本储存温度、时间

和振荡等因素的干扰。但使用其他内参基因的检

测结果是否会受到外界因素的影响，尚不明确。此

外，本研究未观察 CML患者有核细胞提取后溶于

TRIzol 后冻存于-80 ℃冰箱的时间对 BCR-ABL、

ABL拷贝数和BCR-ABL（P210）转录水平的影响，

应在后面研究中进一步探索。总之，本研究证明了

CML患者外周血样本在室温和低温条件存放 72 h

内，BCR-ABL（P210）转录本水平检测结果保持稳

定。但鉴于室温条件下保存 24 h 后 BCR- ABL

（P210）和ABL检测的拷贝数减少，以及振荡亦会干

扰 BCR-ABL（P210）和 ABL 的拷贝数，我们建议

CML外周血样本跨区域运输应在冷藏条件下进行，

同时减少振荡，并尽量在CML患者样本采集后24 h

内进行总RNA的提取和BCR-ABL（P210）转录水平

的检测。
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