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急性髓系白血病（AML）是一类起源于髓系造血干祖细

胞的恶性克隆性增殖性疾病。AML具有高度异质性，因此

危险分层及预后判断是当前AML诊疗中不可或缺的部分。

细胞遗传学分析是危险分层和预后判断的经典方法和框

架［1-2］。随着诊断技术的不断进步，许多基因突变被证实与

AML的发病及预后密切相关。抑癌基因TP53作为一个多

功能转录因子，在调控细胞周期、凋亡、分化、DNA修复和保

持基因稳定性等方面发挥重要作用，多项研究显示TP53基

因突变参与了多种实体肿瘤的发生和发展［3］，近年研究显示

TP53突变亦与AML的发病及预后相关［4-8］。为了探讨TP53

突变阳性 AML 患者的临床、分子及遗传学特征，我们采用

PCR结合一代测序技术检测并分析了154例初诊成人AML

患者的TP53基因突变情况。

对象与方法

一、对象

选取 2016 年 8 月至 2018 年 8 月于我院检测骨髓细胞

TP53突变的连续 154例初诊成人AML患者，除外急性早幼

粒细胞白血病（APL），男 80 例，女 74 例；中位年龄 48（18～

85）岁。AML 诊断标准均符合成人急性髓系白血病（非

APL）中国诊疗指南（2011年版）［9］。其中M2 94例（61.0％），

M4 29例（18.8％），M5 28例（18.2％），M6 2例（1.3％），M7 1例

（0.6％）。本研究经我院伦理委员会批准，获得患者知情

同意。

二、分子生物学检测

1. 提取 RNA 和 DNA：经 EDTA-Na2抗凝的患者骨髓标

本，用红细胞裂解液（NH4Cl 0.144 mol/L，NH4HCO3 0.01

mmol/L）处理获取有核细胞。用TRIzol和DNAzol 试剂（美

国 Invitrogen公司产品）分别提取总RNA和DNA。

2. 逆转录合成 cDNA：以高效逆转录试剂盒（美国

Invitrogen公司产品）配制逆转录体系进行逆转录，其中随机

六聚体引物终浓度5 ng/μl、逆转录酶MMLV终浓度10 U/μl、

总RNA 2 μg/20 μl。

3. TP53 基因扩增：采用 Primer Express 软件 3.0 版设计

TP53基因扩增引物，采用巢式PCR扩增。第一轮反应体系

为 25 μl，包括 2×Taq Plus PCR MasterMix（北京天根公司产

品）12.5 μl，上游引物F1和下游引物R1各0.3 μmol/L，cDNA

1 μl，反应条件为 95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃
90 s，35个循环；72 ℃ 7 min。第二轮扩增分为两个反应，引

物对分别为F2/R2和F3/R3，反应终体积为50 μl，包括2×Taq

Plus PCR MasterMix 25 μl，上下游引物各0.3 μmol/L，第一轮

产物 1 μl，反应条件为 95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，

72 ℃ 90 s，35 个循环；72 ℃ 7 min。相关引物名称、序列及

PCR产物大小如表1所示。PCR终产物相应于第36～350个

氨基酸。

4. 测序：扩增产物由北京诺赛生物技术公司纯化并利用

ABI Prism 3730 DNA 测序仪（美国 ABI 公司产品）采用

Sanger测序法进行双向测序。将测序结果到美国GenBank

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov.cn/Blast）中进行序列同源性比

较，确定突变点，判断相应氨基酸，氨基酸编号以 GenBank
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NM 000546.5为参照。同时观察测序图谱来发现野生与突

变型的杂合体。

表1 TP53基因突变PCR相关引物名称、序列及扩增产物大小

名称

F1

R1

F2

R2

F3

R3

序列（5′→3′）

CCCCTCTGAGTCAGGAAACA

TTATGGCGGGAGGTAGACTG

GTCCCAAGCAATGGATGATT

CATAGGGCACCACCACACTA

TGGCCATCTACAAGCAGTCA

TGAGTTCCAAGGCCTCATTC

产物（bp）

1108

554

573

5. AML相关融合基因及其他突变的检测：按照已报道

方法，在ABI Prism 7500实时荧光定量PCR仪（美国ABI公

司）上进行 BCR- ABL、RUNX1- RUNX1T1、PML- RARα、

CBFβ-MYH11 和 MLL 融合基因及 NPM1 基因 A、B、D 型突

变的实时定量PCR检测［10-12］。NPM1为DNA、其余均为cDNA

样本。反应体系为 20 μl ，含有上下游引物各 0.3 μmol/L，

TaqMan 探针 0.2 μmol/L，2 × TaqMan Universal PCR Master

Mix（美国 ABI 公司产品）10 μl，DNA 或 cDNA 2 μl（相当于

1 μg DNA 或 RNA）。PCR 条件：50 ℃ 2 min；95 ℃ 10 min；

95 ℃ 15 s，62 ℃ 1 min，40 个循环。cDNA 和 DNA 分别以

ABL和ALB作为内参基因，每批PCR均包括阴性对照、阳性

对照和空白对照。采用DNA通过定性PCR结合Sanger测序

检测FLT3-ITD和CEBPA基因突变。

三、染色体核型分析

采用常规G显带技术进行核型分析，根据《人类细胞遗

传学国际命名体制（ISCN2016）》进行描述。正常核型至少

分析20个中期分裂象，至少2个中期分裂象具有相同的结构

异常或相同的三体、至少3个中期分裂象具有相同的单体时

被认为是异常克隆。复杂核型定义为≥3个异常克隆［13］；单

体核型定义为在一个克隆内存在2种或2种以上常染色体单

体，或1种常染色体单体伴有其他常染色体结构异常［14］。

四、统计学处理

采用 SPSS19.0统计软件进行数据分析，数值变量进行

非参数 Mann-Whitney 和 Kruskal Wallis 检验，数据以中位

数和范围表示，分类变量采用卡方检验，P＜0.05为差异有

统计学意义。

结 果

1. TP53基因突变检出率和类型：154例AML患者中14

例（9.1％）检出 TP53 基因突变。突变类型共 15 种，其中 13

种均各见于 1例患者，其余 2种同时发现于 1例患者。点突

变13种，缺失移码突变2种。突变位于外显子6、7和8上各

4、2和7种，外显子5和9上各1种。突变类型分别为：K132R

（AAG>AGG）、R156G（CGC>GGC）、R175H（CGC>CAC）、

R181C（CGC>TGC）、H214R（CAT>CGT）、Y220H（TAT>

CAT）、Y234H（TAC>CAC）、C238Y（TGT>TAT）、G245C

（GGC>TGC）、R248W（CGG>TGG）、E258K（GAA>AAA）、

G266R （GGA>AGA） 、V274L （GTT>CTT） 、c.472delC

（R158fs*12）和c.723delC（C242fs*5）。

2. TP53基因突变患者临床及实验室特征：14例TP53基

因突变患者中，男 9 例，女 5 例；中位年龄 54.5（35～69）岁；

M2 9例，M6 2例，M4 、M5 和M7各 1例。TP53基因突变与无

突变患者相比外周血WBC更低（P＝0.005）、更趋向于年长

（P＝0.076），FAB 分型分布差异亦存在统计学意义（P＜

0.001），M4、M5相对更少而M6、M7相对更多；而性别、HGB、

PLT 及骨髓原始细胞比例差异均无统计学意义（P 值均＞

0.05）（表2）。

3. TP53 基因突变患者分子学特征：如表 3 所示，BCR-

ABL、RUNX1- RUNX1T1、PML- RARα、CBFB- MYH11 和

MLL相关融合基因以及NPM1、FLT3-ITD和CEBPA突变在

TP53基因突变患者中均未检出，但TP53突变和无突变患者

以上分子学异常的发生率差异均无统计学意义（P 值均＞

0.05）。

4. TP53基因突变患者核型特征：5例患者未见可供分析

的染色体核型，余149例患者中69例为正常核型，80例为异

常核型。14例TP53基因突变患者中13例检出异常核型，且

均为复杂核型，10例为单体核型，5例存在－3/3q－，8例存

在－7/7q－，8例存在－17/17p－。与TP53基因无突变患者

相比较，突变患者中异常核型、复杂核型、单体核型、－3/3q－、

－7/7q－、－17/17p－检出率均显著增高（P 值均＜0.01）

（表 3）。具有复杂核型、单体核型及－17/17p－的 AML 患

者中，TP53 基因突变的检出率分别为 40.6％、62.5％及

66.7％。

讨 论

人类TP53基因定位于染色体17p13。TP53作为转录因

子在维持基因组的稳定性、保持正常细胞的状态中发挥关键

作用。TP53突变是恶性肿瘤中最普遍的分子学异常，可见

于各种实体肿瘤和血液恶性肿瘤中，往往与疾病的晚期阶段

相关，预后不良［3］。我们以本中心连续检测的 154 例初诊

AML患者为研究对象，研究其中TP53基因突变的发生率、

类型及初诊特征。

文献报道的TP53突变位点主要分布于第4～10外显子

上［4-8］，由于分布范围较大并且突变基本见于外显子上，因此

与DNA相比，以 cDNA为样本进行PCR结合Sanger测序来

检测TP53突变更加简便而经济。此外，已有研究发现在实

体瘤中采用 cDNA检测TP53的敏感度高于DNA［15］。因此，

本研究以 cDNA为样本，采用巢式PCR法扩增外显子4～10

的部分来进行TP53基因突变的检测。

除了美国MD Anderson报道的18％的发生率［7］，绝大多

数文献报道AML中TP53突变检出率在5％～10％［4-6,8］，本研

究得到了类似的结果。此外，突变类型及位点与文献报道也
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类似。从临床特征看，TP53突变患者的外周血WBC更低，

并且更趋向于年长，与文献报道一致［4-7］。

尽管未显示统计学意义，本研究发现所有TP53基因突

变患者中均未检出AML中常见的融合基因和突变。之前的

研究发现TP53基因突变与NPM1及 FLT3-ITD等突变均呈

明显负相关［4-7］。该结果提示了TP53在AML的发生和进展

中独立于这些分子学异常之外发挥自身独特的作用。同时

也提示在临床常规诊断中针对具有这些分子学异常患者的

TP53突变的检出可能性很小、检测意义不大。

染色体核型异常是成人AML患者经典的预后因素。复

杂核型、单体核型、－3/3q－、－7/7q－、－17/17p－等是公

认的 AML 高危核型异常，并已体现在 ELN 及 NCCN 指南

中［16-17］。在本研究中，具有TP53基因突变的AML患者以上

高危的异常核型的检出率均显著高于无突变组。该结果与

国际上的文献报道相似［4-8］。这种相关性提示，TP53基因突

变影响了其在维持基因组稳定性中的重要作用，导致了各种

染色体异常的发生。本研究尽管未进行生存分析，但是与高

危核型异常的高相关性提示TP53突变预后不良。

表2 急性髓系白血病患者TP53基因突变与临床及实验室特征的关系

特征

性别［例（％）］

男

女

年龄［岁，M（范围）］

WBC［×109/L，M（范围）］

HGB［g/L，M（范围）］

PLT［×109/L，M（范围）］

骨髓原始细胞比例［M（范围）］

FAB分型［例（％）］

M2

M4

M5

M6

M7

TP53基因无突变组（140例）

71（50.7）

69（49.3）

47（18～85）

13.1（0.7～376.0）

90.0（17.0～144.0）

54.0（4.0～806.0）

0.625（0.035～0.985）

85（60.7）

28（20.0）

27（19.3）

0（0）

0（0）

TP53基因突变组（14例）

9（64.3）

5（35.7）

54.5（35～69）

2.7（1.1～68.9）

82.5（57.0～121.0）

41.5（9.0～168.0）

0.670（0.280～0.960）

9（64.3）

1（7.1）

1（7.1）

2（14.3）

1（7.1）

统计量

0.939a

1.773b

2.781b

1.069b

0.478b

0.669b

32.176a

P值

0.247

0.076

0.005

0.285

0.633

0.503

＜0.001

注：aχ2检验；b非参数检验

表3 急性髓系白血病患者TP53基因突变与分子及遗传学表现的关系［例（％）］

组别

分子分型

BCR-ABL

RUNX1-RUNX1T1

CBFβ-MYH11

MLL相关融合基因

NPM1突变

FLT3-ITD突变

CEBPA突变

染色体核型

异常核型

复杂核型

单体核型

－3/3q－

－7/7q－

-17/17p-

总体（154例）

2（1.3）

13（8.4）

7（4.5）

7（4.5）

26（16.9）

22（14.3）

7（4.5）

80（51.9）

32（20.8）

16（10.4）

8（5.2）

22（14.3）

12（7.8）

TP53基因无突变组

（140例）

2（1.4）

13（9.3）

7（5.0）

7（5.0）

26（18.6）

22（15.7）

7（5.0）

67（49.6）

19（14.1）

6（4.4）

3（2.2）

14（10.4）

4（3.0）

TP53基因突变组

（14例）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

0（0）

13（92.9）

13（92.9）

10（71.4）

5（35.7）

8（57.1）

8（57.1）

统计量

0.203

1.420

0.733

0.733

3.128

2.567

0.733

9.533

46.685

59.377

28.004

22.050

50.283

P值

1.000

0.610

1.000

1.000

0.129

0.222

1.000

0.001

＜0.001

＜0.001

＜0.001

＜0.001

＜0.001
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本研究以 cDNA 为样本采用巢式 PCR 检测发现，具有

TP53基因突变的AML患者的临床、分子和遗传学均呈现一

定的特征，并且TP53基因突变与不良预后的细胞遗传学异

常相关。TP53突变的预后意义有待结合治疗进行进一步的

生存分析。
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