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∙论著∙

定量多色FISH检测儿童ETV6-RUNX1阳性
急性淋巴细胞白血病的异质性
及克隆演化
张丽 胡林萍 刘晓明 郭晔 杨文钰 张家源 刘芳 刘天峰 王书春

陈晓娟 阮敏 戚本泉 常丽贤 陈玉梅 邹尧 竺晓凡

【摘要】 目的 研究儿童ETV6-RUNX1阳性急性淋巴细胞白血病（ALL）中肿瘤细胞的异质性

及克隆演化情况，探讨克隆演化与预后的相关性。方法 应用单细胞定量多基因荧光原位杂交

（QM-FISH）技术对2006年2月至2011年6月收治的48例ETV6-RUNX1阳性ALL患儿的骨髓标本进

行多个基因拷贝数变异的检测，并进行克隆演化分析。将 4例复发患儿初诊与复发时的情况进行比

较。结果 在48例行QM-FISH检测的患儿中，初诊时为 1 个克隆的有 34 例（70.8%），2 个克隆的有

9例（18.8%），≥3个克隆的有5例（10.4%）。患儿的肿瘤细胞存在异质性，各亚克隆之间呈线性或树枝

状演化。白血病细胞的亚克隆数与患者预后无相关性（5 年总生存率：P=0.469；5 年无病生存率：

P=0.116）。复发克隆可能与初诊时克隆一致，也可能为新出现克隆。复发克隆为新出现克隆的患儿再

次缓解时间短，预后更差。结论 ETV6-RUNX1阳性ALL患儿肿瘤细胞存在异质性及克隆演化情

况。QM-FISH有助于研究白血病细胞的克隆演化，复发克隆为新出现克隆的患儿可能预后更差。
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【Abstract】 Objective To evaluate heterogeneity and clonal evolution in pediatric ETV6-RUNX1+

acute lymphoblastic leukemia（ALL）in China. Methods Totally 48 children（<14 years）with newly
diagnosed ETV6- RUNX1 + ALL in Institute of Hematology and Blood Disease Hospital, CAMS and
PUMC, from February 2006 to June 2011 were included. The copy number variations were analyzed by
quantitative multigene fluorescence in situ hybridization （QM- FISH） in 48 patients. Non- normal
distribution of measurement data were shown with Median（range）, count data were shown with percent
（%）. Overall survival and event-free survival were estimated by the Kaplan-Meier method and compared
with the log- rank test. Results Forty- eight patients were tested by QM- FISH. Of 48 patients, 70.8%
harbored one clone, 18.8% two subclones, and 10.4% three or more subclones. The clone heterogeneity was
detected by two different models: the linear succession model and the branching evolution model. ETV6-
RUNX1+ ALL relapse evolved from an ancestral clone or a new clone. The patients relapsed from a new
clone got the worse outcome. Conclusion The clone evolution was detected in pediatric ETV6-RUNX1+

ALL in China. QM-FISH might be helpful to evaluate the outcome of relapsed patients. A new clone was
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近年来，多项研究表明肿瘤细胞存在异质

性［1-4］。急性淋巴细胞白血病（ALL）为血液系统的

恶性肿瘤。 Gawad等［4］在6例儿童ALL患者中进行

了 1 479个单细胞的全基因组测序，发现在同一患

者体内，即使是在同一疾病时期，仍存在4 000种以

上的白血病亚克隆，从而肯定了在ALL中存在巨大

的克隆异质性的观点。因而，在ALL患儿中，肿瘤

细胞存在异质性。

Anderson 等［5］对 ETV6-RUNX1 阳性 ALL 患儿

进行单细胞水平研究，发现不同细胞内的基因改变

并不一致，不同的亚克隆呈线状或树枝状演化。遗

憾的是，Anderson等未对ETV6-RUNX1亚克隆状况

与预后的相关性进行探讨。目前，在中国儿童

ETV6-RUNX1阳性ALL中肿瘤细胞的异质性及克

隆演化情况尚未见报道。为了解我国儿童 ETV6-

RUNX1阳性ALL中肿瘤细胞的异质性及克隆演化

情况，探讨其与预后的相关性，我们应用单细胞定

量多基因荧光原位杂交（quantitative multigene

fluorescence in situ hybridization，QM-FISH）技术对

2006 年 2 月至 2011 年 6 月我院收治的 48 例初诊

ETV6-RUNX1阳性ALL患儿进行回顾性研究，现报

告如下。

对象与方法

1. 对象：选取 2006年 2月至 2011年 6月我院收

治的初诊住院ETV6-RUNX1阳性ALL患儿进行回

顾性分析。共对48例ETV6-RUNX1阳性ALL患儿

初诊骨髓标本进行QM-FISH检测，选取 10名健康

志愿儿童作为正常对照，取外周血进行QM-FISH检

测。纳入本研究的患儿及正常儿童志愿者的监护

人均签署知情同意书。本研究通过医院伦理委员

会审批。

2. 治疗方案：2006年 1月至 2008年 3月收治的

患儿治疗方案参见文献［6］。2008年4月至2011年

6月收治的患儿治疗方案参见文献［7］。

3. QM-FISH：依据前期工作的结果，我们选用

拷贝数改变频率最高的CDKN2A/2B、PAX5基因及

对ALL预后影响较大的 IKZF1基因参与组成基因

探针组合。最终的基因探针组合包括ETV6（TEL）、

RUNX1（AML1）、PAX5、P16 （CDKN2A/2B）和

IKZF1 基因探针。TEL-AML1探针购自美国Vysis

公司，其中RUNX1（AML1）基因使用红色荧光染料

（符号R），ETV6（TEL）基因使用绿色荧光染料（符

号G），产生的融合信号为黄色（符号F）。其余探针

制作所选定的细菌人工染色体（BAC）克隆号见

表 1，依据文献［8］描述的步骤进行探针的制备、制

片及图像采集工作。进行QM-FISH检测的每例患

儿骨髓标本计数 200 个 ETV6-RUNX1 阳性的白血

病细胞，每个细胞的统计内容包括：ETV6-RUNX1

融合信号（F）、ETV6（G）、RUNX1（R）、PAX5（O）、

CDKN2A/2B（P）和 IKZF1（B）信号的个数。基因拷

贝数改变的比例大于相应的 cut-off 值则为阳性。

cut-off 值的确定：正常人无 ETV6-RUNX1 融合信

号 ，基 因 ETV6、RUNX1、PAX5、CDKN2A/2B 和

IKZF1均有 2个等位基因信号，然而可能因为信号

在空间结构上的重叠、扭转等造成融合基因、扩增、

缺失等假阳性现象，计数10名正常对照标本中各种

基因异常的比例并计算其均数（x）与标准差（s），以

x+2s为cut-off值。基因拷贝数改变的cut-off值如表

2所示。将信号表型完全相同的细胞称为一个亚克

隆。阳性亚克隆是指所含基因拷贝数改变为阳性

且比例＞3%。

表1 PAX5、P16和 IKZF1基因选定的细菌人工染色体克隆

片段及标记

基因

PAX5

P16

IKZF1

荧光染料

PF590-dUTP（橙色）

HyPer5-dCTP（紫色）

PF415-dUTP（蓝色）

克隆号

RP11-243F8、RP11-101P22、

RP11-450B8

RP11-97A22、RP11-55A19

RP11-663L2

符号

O

P

B

4. 随访：随访时间截止至 2015年 11月 20日或

失访日期（失访者），失访定义为病历中无记载病情

转归或无法电话联系到患者。中位随访时间 65.5

associated with a poorer outcome.
【Key words】 Child; Leukaemia, lymphoblastic, acute; DNA copy number variation
Fund program: National Natural Science Foundation of China（81200396, 81470339）; National

Science and Technology Infrastructure Program of Tianjin（12ZCDZSY18100）; Key Project of Tianjin
Municipal Health and Family Planning Commission（2014KR12）; Tianjin Center for Disease Control and
Prevention and Control of Science and Technology Fund Project（CDCKY1406）
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（8~115）个月。无复发生存（RFS）期定义为自诊断

到复发（包括分子生物学和临床复发）或末次随访

日期。无事件生存（EFS）期定义为自诊断到第1次

事故［包括分子生物学和临床复发、在完全缓解

（CR）期间的死亡］或末次随访日期。无病生存

（DFS）期指 CR 至白血病复发或在CR 期间死亡或

末次随访日期。总生存（OS）期指自诊断到死亡或

末次随访日期。

表2 定量多基因荧光原位杂交中各探针的cut-off值（%）

探针

ETV6-RUNX1

ETV6

RUNX1

PAX5

CDKN2A/2B

IKZF1

缺失

1个信号

1.91

1.93

1.94

1.92

1.35

缺失

2个信号

0.46

0.46

0.56

0.47

0.47

获得

1个信号

1.36

基因融合

0.81

5. 统计学处理：所有数据采用 SPSS 16.0 软件

进行处理。非正态分布的计量资料用M（范围）表

示，计数资料以例（%）表示。生存分析应用Kaplan-

Meier 生存曲线，Log-rank 检验。以 P<0.05 为差异

有统计学意义。

结 果

1. 一般资料：48 例 ETV6-RUNX1 阳性的 ALL

患儿进行QM-FISH检测。其中男24例（50.0%）、女

24 例（50.0%），中位年龄 4（1～13）岁。中位初诊

WBC 9.35（1.75～239.80）×109/L，中位初诊PLT 51.5

（9～294）×109/L。

2. 生存分析：48例患儿中，6例复发。2例复发

后放弃治疗死亡，4例治疗缓解后再次复发死亡。5

年 RFS 率为（87.4±4.8）%，EFS 率为（85.4±5.1）%，

DFS率为（85.4±5.1）%，OS率为（87.1±4.9）%。

3. QM-FISH检测多个基因拷贝数变异及克隆

演化分析：48例初诊ETV6-RUNX1阳性ALL患儿

中，ETV6- RUNX1 融合基因及 ETV6、RUNX1 和

CDKN2A/2B基因检测到基因拷贝数的改变。2例

融合信号增加；6例RUNX1信号减少，6例RUNX1

信号增加；24例ETV6信号减少，1例ETV6信号增

加；2例CDKN2A/2B信号减少。初诊时为1个克隆

者 34例（70.8%），2个克隆者 9例（18.8%），≥3个克

隆者 5例（10.4%）。初诊患儿的各亚克隆之间呈线

性或树枝状演化（举例见图1）。将患者按照白血病

细胞的亚克隆数进行分组，1 个克隆组、2 个克隆

组、≥3 个克隆组患儿的 5 年 DFS 率分别为（85.3±

6.1）%、100.0%、（60.0±21.9）%（P=0.116）（图 2A）；5

年OS率分别为（81.4±8.3）%、100.0%、（80.0±17.9）%

（P=0.469）（图2B）。各组患者间的预后差异无统计

学意义。

应用QM-FISH的方法对有初诊及复发时骨髓

标本的 3例患儿进行检测及比较，通过检测我们发

现：例 1第 1次复发时的主要克隆与初诊时的主要

图1 初诊患儿骨髓中白血病细胞的各亚克隆之间呈线性或树枝状演化
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图2 依据白血病细胞的亚克隆数分组患者的无病生存（A）和总生

存（B）曲线

克隆一致；例2和例3第1次复发时的克隆为克隆演

化的新出现克隆（图3）。另外，还有1例患儿（例4）

仅有第 3 次复发时的骨髓细胞标本并进行了 QM-

FISH 检测，由图 4 可见，例 4 患儿复发时有 ETV6、

RUNX1、IKZF1基因拷贝数的增加，CDKN2A/2B基

因拷贝数的缺失。同时存在多个亚克隆，且各亚克

隆之间存在演化情况。例4患儿初诊时的骨髓应用

多重连接探针扩增（multiplex ligation- dependent

probe amplification，MLPA）技术检测，结果表明：该

患儿存在 ETV6 和 PAX5 基因拷贝数的增加，而

CDKN2A/B与 IKZF1基因的拷贝数无变化。因而，

可以推测出例4第3次复发时的克隆为克隆演化的

新出现克隆。4例患儿的临床特征与预后的情况详

见表3，复发克隆为新出现克隆的患儿（例2、3、4）再

次缓解时间短，甚至不缓解，最终均死亡。

讨 论

Nowell等［2］认为白血病起源于获得了始动基因

异常的单个异常细胞，后代细胞获得额外的突变后

在克隆选择的压力下最终发展成为白血病。因而，

图3 3例患儿初诊及复发时骨髓标本的定量多基因荧光原位杂交

检测结果

图4 例4患儿第 3次复发时骨髓标本的定量多基因荧光原位杂交

检测结果

克隆异质性是克隆选择的首要条件。Mitelman数

据库中记载着 ALL 中染色体畸变的数据，其中

84.0%的患者只有 1个克隆，14.0%的患者含有 2个

亚克隆，2.3%的患者含有3个亚克隆，0.4%的患者含

有4个及4个以上亚克隆［9］。与其结果类似，我们的

结果显示 70.8%的ETV6-RUNX1阳性ALL患者初

诊时含有 1 个克隆，18.8%的患者含有 2 个克隆，

10.4%的患者含有3个或3个以上克隆。

同一患者体内的肿瘤细胞存在克隆演化的情

况。克隆演化在疾病的早期阶段已经存在，这些亚
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克隆在存活、增殖及治疗耐药等方面的能力存在差

异，并且可能相互竞争。当治疗开始后，治疗的压

力会加入到亚克隆竞争选择中去，那些对药物敏感

的亚克隆会被清除，而耐药克隆得以存活，最终导

致复发。ALL中这种克隆演化及对化疗的反应已

得到证实［10- 11］。 Anderson 等［5］对 ETV6-RUNX1 阳

性ALL患者进行QM-FISH检测，发现不同细胞的

基因改变并不一致，不同的亚克隆呈线状或树枝状

演化。患儿复发时的克隆可能为初诊时的克隆，亦

可能为新出现的克隆。此外，有研究表明，B-ALL

的复发常与在一些基因（如 CREBBP、NT5C2、

SETD2等）中获得耐药的突变有关［12-14］。我们对 48

例 ETV6-RUNX1 阳性 ALL 患儿进行检测，并依据

人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN2016版）中对

于干系、旁系克隆定义及ETV6-RUNX1阳性的标准

信号，进行克隆演化的顺序推测。我们发现，患儿

的肿瘤细胞存在克隆演化情况，各亚克隆之间呈线

性或树枝状演化。我们对3例复发患者应用第1次

复发时的骨髓标本与初诊时的骨髓标本进行

QM-FISH检测，另外对 1例患儿第 3次复发的骨髓

标本进行QM-FISH检测，并与初诊时MLPA检测结

果进行比较。发现ETV6-RUNX1阳性ALL患儿的

复发可能来源于初诊时的克隆，亦有可能来源于新

的克隆。从 4例复发患儿的转归来看，第 1次复发

克隆为新出现克隆的患儿再次缓解持续的时间短，

甚至出现不缓解的情况。我们推测，其原因可能为

在化疗药物的治疗选择下，出现的新克隆的恶性程

度更高或为耐药亚克隆。此外，例 1在第 2次复发

后再化疗不能缓解，亦可能与复发时出现了新的克

隆有关。遗憾的是第 2次复发未能进行 QM-FISH

检测。 Bashford-Rogers等［15］也认为，获得耐药突变

后肿瘤细胞可能发生耐药，从而导致治疗强度不

够。因而，我们认为对于复发克隆为新出现克隆的

情况，应在缓解后尽快采取干细胞移植等更强的治

疗，以改善预后。遗憾的是，我们仅仅能通过3个基

因的拷贝数变化来推测存在克隆演化情况，无法得

知对于耐药基因等其他更多基因可能改变的情况，

需要进一步的深入研究来证实。

由于染色体FISH技术的特点，可能存在荧光信

号在空间结构上的重叠、扭转等，会有假阳性的可

能。为避免假阳性，需设定 cut-off值，因而不能区

分出比例极小的亚克隆的存在。发现比例极小的

亚克隆，需要采用更精确的实验方法来实现。

总之，我国儿童 ETV6-RUNX1 阳性 ALL 肿瘤

细胞存在异质性，不同的亚克隆呈线状或树枝状演

化。ETV6-RUNX1阳性ALL患儿复发时的主要克

隆可能为初诊时的主要克隆，亦可能为新出现的克

隆。QM-FISH技术有助于研究白血病细胞的克隆

演化，推测复发的根源，对于复发患者的预后判断

可能有一定的提示作用。对于复发克隆为新出现

克隆的患儿建议尽早采取更强的治疗方案，以改善

预后。
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