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∙论著∙

动态监测RUNX1-RUNX1T1转录本水平
在儿童急性髓系白血病中的预后价值
高海涛 张茵 孙恺 郭建民 陈玉清 陈香丽 时杰 牛晓娜 王芳 霍磊

【摘要】 目的 探讨动态监测 RUNX1-RUNX1T1 转录本水平在儿童 t（8;21）急性髓系白血病

（AML）预后评估中的价值。方法 以2010年1月至2016年4月就诊于郑州大学人民医院的55例儿童

t（8;21）AML患者为研究对象，应用实时荧光定量PCR（RQ-PCR）动态监测患者的RUNX1-RUNX1T1

转录本水平，分析其变化与疾病预后的关系。结果 初诊时患者骨髓细胞中的RUNX1-RUNX1T1转

录本水平与复发及预后无关。1个疗程诱导缓解治疗后，骨髓细胞中RUNX1-RUNX1T1转录本水平比

诊断时下降大于2个对数级（a>2 Log）者与 a≤2 Log者相比：5年累积复发率（CIR）分别为（24.3±8.4）%

及（52.6±9.7）%（χ2=9.046，P=0.003），5年无复发生存（RFS）率分别为（71.6±12.7）%及（48.1±13.2）%（χ2=

5.814，P=0.016），5年总生存（OS）率分别为（76.9±12.5）%及（48.9±14.7）%（χ2=6.346，P=0.012），差异均

有统计学意义。多因素Cox回归模型结果显示，1个疗程诱导缓解后RUNX1-RUNX1T1转录本下降是

否大于 2 Log 是影响 RFS（HR=0.263，95%CI 0.081~0.851，P=0.026）与 OS（HR=0.214，95%CI 0.057~

0.808，P=0.023）的独立预后因素。巩固治疗及治疗结束随访期间动态监测RUNX1-RUNX1T1转录本

水平变化，共有16例患者发生分子学复发，其中13例患者发生了血液学复发，分子学复发至血液学复

发的中位时间为4.0（1.5~5.8）个月。对2例分子学复发后的患者及时采取异基因造血干细胞移植治疗

后，患者未发生血液学复发。结论 通过 RQ-PCR 动态监测儿童 t（8;21）AML 患者的 RUNX1-

RUNX1T1转录本水平，可以将儿童 t（8;21）AML细分为相对低危组和相对高危组并提前预测血液学

复发，为实现儿童 t（8;21）AML的精准分层和风险-适应治疗提供科学依据。
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【Abstract】 Objective To investigate the prognostic value of dynamic monitoring of RUNX1-
RUNX1T1 transcript in pediatric patients with t（8;21）acute myeloid leukemia（AML）. Methods The
clinical features and RUNX1- RUNX1T1 transcript levels of 55 pediatric t（8;21）AML patients, newly
diagnosed from Jan. 2010 to Apr. 2016, were analyzed retrospectively. The relationship between the
minimal residual disease （MRD） and prognosis was analysed by dynamic monitoring of RUNX1-
RUNX1T1 transcript levels using real- time quantitative PCR （RQ- PCR） technology. Results The
RUNX1-RUNX1T1 transcript levels in bone marrow cells at diagnosis was not related to relapse. After one
course of induction therapy, patients with a more than 2 Log reduction of RUNX1- RUNX1T1 transcript
levels（>2 Log）had lower 5 years cumulative incidence of relapse（CIR）［（24.3±8.4）% vs（52.6±9.7）%,
χ2=9.046, P=0.003］, relapse-free survival（RFS）［（71.6±12.7）% vs（48.1±13.2）%, χ2=5.814, P=0.016］,
and better overall survival（OS）［（76.9 ± 12.5）% vs（48.9 ± 14.7）% , χ2=6.346, P=0.012］, compared to
patients with a less than 2 Log reduction（a<2 Log）. Multivariate Cox survival analysis suggested that a>2
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儿童 t（8;21）急性髓系白血病（AML）预后相对

较好［1-3］，但仍有约三分之一的患者最终复发，一旦

复发则预后很差［4-5］。因此，如何将复发风险高的患

者早期识别出来，及时提高治疗强度，以期达到降

低复发率、提高总生存率的目的，是临床上亟待解

决的问题。白血病微小残留病（MRD）监测，对于评

估治疗反应和早期发现高复发风险的患者至关重

要［6］。实时荧光定量PCR（RQ-PCR）技术检测白血

病细胞的敏感性和特异性很高，是监测 MRD 水平

的常用方法之一［7］。本研究中，我们探讨利用

RQ-PCR 动态监测 RUNX1-RUNX1T1 转录本水平

在儿童 t（8;21）AML 预后评估中的价值，现总结

如下。

病例与方法

一、病例

以 2010 年 1 月至 2016 年 4 月我科确诊并规律

治疗的 55 例初诊儿童 t（8;21）AML 患者为研究对

象，诊断参照2016年WHO分类标准［8］。入组标准：

①年龄＜16岁；②接受规律足量治疗；③细胞遗传

学检测发现 t（8;21）和（或）RUNX1-RUNX1T1融合

基因阳性。本研究获我院伦理委员会批准，患者监

护人均签署知情同意书。

二、治疗方案

采用标准的DAE（柔红霉素+阿糖胞苷+依托泊

苷）方案进行诱导缓解治疗。完全缓解（CR）后予

4~6个疗程的巩固治疗，所用方案为蒽环类+中剂量

阿糖胞苷或大剂量阿糖胞苷方案。2例患者分子学

复发后行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）治疗。

三、RUNX1-RUNX1T1融合基因的检测

1. RNA提取：抽取骨髓液 4~5 ml，EDTA抗凝，

以淋巴细胞分离液分离单个核细胞，按TRIzol试剂

（美国 Invitrogen 公司产品）说明书提取总 RNA，于

波长260 nm处紫外分光光度计定量，置于-80 ℃冰

箱保存备用。

2. cDNA 合成：逆转录体系 20 μl，包括总 RNA

1 μg、RNasin 20 U、dNTP 1 mmol、随机引物 100 ng、

M-MLV逆转录酶 200 U。37 ℃ 60 min，95 ℃ 5 min

灭活 M-MLV 逆转录酶，cDNA 置于-20 ℃冰箱

保存。

3. RQ-PCR 反应条件及体系：在 Prism 7500 实

时荧光定量 PCR 仪（美国 ABI 公司产品）上进行。

反应体系为 10 μl，其中上、下游引物各 0.1 μmol/L，

TaqMan 探针 0.2 mol/L，2×Taq Man universal PCR

Mastermix（美国 ABI 公司产品）5 μl，cDNA 1 μl。

PCR 条件：50 ℃ 2 min；95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，

62 ℃ 1 min，40个循环。内参基因选用Abl。Abl和

RUNX1-RUNX1T1的引物、探针均选用欧洲抗癌项

目公布的序列［9-10］。

4. RQ-PCR标准曲线制作：首先扩增K562细胞

cDNA，将PCR产物分别插入pGEM-Teasy质粒载体

中，经过细菌转化、筛选、鉴定、扩增，提取DNA并测

其浓度，计算出拷贝数，用质粒稀释液 10倍系列将

质粒稀释成 102~106拷贝，制成质粒标准品，用于制

作 Abl 及 RUNX1-RUNX1T1 标准曲线。扩增待测

样本，利用标本的Ct值，根据标准曲线分别计算出

各份标本 Abl 及 RUNX1-RUNX1T1 的拷贝数。为

保证准确性，对于拷贝数<500的样品均进行第 2次

扩增，RUNX1-RUNX1T1 拷贝数取两次结果的平

均数。

Log reduction in RUNX1- RUNX1T1 transcript levels after a course of induction therapy was an
independent prognostic factor for RFS（HR=0.263, 95%CI 0.081-0.851, P=0.026）and OS（HR=0.214, 95%
CI 0.057-0.808, P=0.023）. During consolidation therapy and follow- up period, molecular relapse of 16
cases and hematologic relapse of 13 cases were identified by continuous dynamic monitoring of RUNX1-
RUNX1T1 transcript levels, with a median interval of 4.0（1.5-5.8）months from the molecular relapse to
hematologic relapse. 2 cases of molecular relapse who received timely allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation did not experience hematologic relapse. Conclusion Dynamic monitoring RUNX1-
RUNX1T1 transcript levels by RQ-PCR technique can subdivide patients into relatively low and high risk
group, early screen patients at high risk of relapse and provide a scientific basis for precision stratification
and risk-adapted therapy for pediatric t（8;21）AML children.

【Key words】 Leukemia, myeloid, acute; Gene fusion, RUNX1-RUNX1T1; Neoplasm, residual;
Child; Prognosis
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四、随访

RUNX1-RUNX1T1融合基因监测时间点包括：

初诊时、每次诱导缓解后、每次巩固治疗后、

allo-HSCT前、allo-HSCT后、治疗结束时；治疗结束

后 2年内每 3个月检测 1次。随访截止日期为 2016

年5月1日，中位随访时间为16（1~76）个月。

五、主要研究指标

完全缓解（CR）、复发、无复发生存（RFS）、累积

复发率（CIR）、总生存（OS）的定义依照国际工作组

（IWG）2013年指南［11］。主要观察指标为RFS、OS，

次要观察指标为CIR。分子学复发定义为RUNX1-

RUNX1T1转录本水平上升至大于0.001。经过前期

系列探索发现，本研究资料用第 1 个疗程后

RUNX1-RUNX1T1 转录本水平下降是否大于 2 个

对数级（2 Log）临床意义最明显，故选取此为界值。

六、统计学处理

利用 SPSS 22.0 和 R 3.3.1 软件进行数据分析、

处理，利用GraphPad Prism 5.01作图。非正态分布

的两独立随机变量采用Spearman秩相关法进行关

联性分析。单因素生存分析采用Kaplan-Meier法，

组间 RFS、OS 的比较采用 Log-rank 检验；组间 CIR

的比较采用R软件 cmprsk分析；采用Cox比例风险

回归模型进行多因素分析。均采用双侧检验，P<

0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 患者的临床特征与总体预后：55 例儿童

t（8;21）AML 患者中，中位年龄为 9（1~16）岁，男女

比为 1.4∶1，WBC＜20×109/L者占 67.3%，中位HGB

与 PLT 分 别 为 65（38~122）g/L 和 30（2~122）×

109/L。1 个疗程诱导化疗后共有 53 例患者获得

CR，5 年的 RFS、OS 率分别为（65.7±9.6）%、（62.0±

9.3）%。Log-rank检验显示不同年龄、性别、WBC、

HGB及PLT分组患者5年RFS、OS率差异均无统计

学意义（表1）。

2. 初诊时RUNX1-RUNX1T1转录本水平：初诊

时患者的RUNX1-RUNX1T1转录本中位数为0.965

（0.005~3.001），Spearson相关分析显示其与患者年

龄（rs=0.216，P=0.113）、性别（rs=-0.025，P=0.854）、

HGB（rs=0.190，P=0.165）及 PLT（rs=0.099，P=0.472）

均无明显相关性。并且，Log-rank检验显示初诊时

RUNX1-RUNX1T1 转录本水平的高低（以 0.965 为

界）与RFS、OS均无明显相关性（P值均>0.05）。

3. 单因素分析诱导缓解后 RUNX1-RUNX1T1

转录本下降水平对预后的影响：评估 1个疗程诱导

缓解治疗后RUNX1-RUNX1T1转录本下降水平对

CIR、RFS 和 OS 的 影 响 。 以 初 诊 时 RUNX1-

RUNX1T1转录本水平为基线，根据1个疗程诱导缓

解后RUNX1-RUNX1T1转录本水平是否比诊断时

下降 2 Log，可以将患者分为 a≤2 Log组和 a>2 Log

组。R 软件 cmprsk 分析提示，诱导缓解治疗后 a≤
2 Log 组 5 年 CIR 为（52.6±9.7）%，而 a>2 Log 组

5 年 CIR 仅为（24.3±8.4）%，差异有统计学意义

（χ2=9.046，P=0.003）（图 1）。Log-rank检验显示，a≤

表1 影响55例儿童 t（8;21）急性髓系白血病患者无复发生存（RFS）及总生存（OS）的单因素分析

因素

年龄

＜10岁

10~16岁

性别

男

女

WBC

<20×109/L

≥20×109/L

HGB

<60 g/L

≥60 g/L

PLT

<30×109/L

≥30×109/L

例数

28

27

31

24

37

18

23

32

27

28

5年 RFS

率（%）

67.5

52.0

65.6

58.5

63.1

57.6

68.5

58.6

75.4

48.0

标准误（%）

10.6

16.1

11.6

14.4

12.4

15.5

14.0

11.7

12.9

13.0

χ2值

0.020

0.012

0.034

1.110

2.333

P值

0.887

0.913

0.853

0.292

0.127

5年OS

率（%）

77.4

50.2

67.5

64.4

65.6

65.8

65.8

63.4

74.7

56.2

标准误（%）

9.3

16.4

12.9

14.6

12.7

15.3

14.0

13.9

13.0

14.2

χ2值

0.171

0.022

0.004

0.425

0.958

P值

0.679

0.881

0.948

0.514

0.328
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2 Log 组与 a>2 Log 组 5 年 RFS 率分别为（48.1 ±

13.2）%和（71.6±12.7）%（χ2=5.814，P=0.016），5年OS

率分别为（48.9±14.7）%和（76.9±12.5）%（χ2=6.346，

P=0.012），差异均有统计学意义（图2）。

图1 1个疗程诱导缓解治疗后RUNX1-RUNX1T1转录本水平下降

是否大于2个对数级（a>2 Log）对累积复发率（CIR）的影响

图2 1个疗程诱导缓解治疗后RUNX1-RUNX1T1转录本水平下降

是否大于 2 个对数级（a>2 Log）对无复发生存（A）及总生存

（B）的影响

4. 多 因 素 Cox 分 析 诱 导 缓 解 后 RUNX1-

RUNX1T1 转录本下降水平对预后的影响：为了进

一步评估诱导缓解治疗后RUNX1-RUNX1T1转录

本下降是否大于 2 Log的预后价值，我们以全部患

者诊断时的临床特征（年龄、性别、WBC、HGB、

PLT）以及诱导缓解后RUNX1-RUNX1T1转录本下

降是否大于 2 Log 为自变量，应用 Cox 比例风险回

归模型进行多因素生存分析。结果发现，只有诱导

缓解治疗后RUNX1-RUNX1T1转录本下降是否大

于 2 Log，是影响 RFS 的独立预后因素（HR=0.263，

95%CI 0.081~0.851，P=0.026），并且也是影响OS的

独立预后因素（HR=0.214，95%CI 0.057~0.808，P=

0.023）。

5. 动态监测 RUNX1-RUNX1T1 转录本水平变

化在预测复发中的作用：除了评估诱导缓解治疗后

RUNX1-RUNX1T1 转录本下降水平具有预后价值

之外，我们还动态监测患者RUNX1-RUNX1T1转录

本水平变化。巩固治疗期间和治疗结束随访过程

中，共有16例患者发生分子学复发，其中13例患者

最终发生了血液学复发，从分子学复发至血液学复

发的中位时间间隔为 4.0（1.5~5.8）个月。我们对 2

例分子学复发后的患者及时采取了 allo-HSCT 治

疗，至今2例患者均处于分子学完全缓解状态。

讨 论

儿童AML的危险分层主要根据初诊时的细胞

遗 传 和 分 子 生 物 学 结 果 ，t（8;21）或 RUNX1-

RUNX1T1融合基因阳性被认为是一种预后相对较

好的分子遗传学标志，但由于白血病的高度异质

性，并非所有的儿童 t（8;21）AML 均能取得满意的

治疗效果，其 5年OS率仅有 70%左右。因此，亟需

探索新的方法和标准，将儿童 t（8;21）AML 中复发

风险高、预后差的患者早期识别出来，进而尽早调

整治疗方法和强度，以期达到降低CIR、提高OS率

的目的。

为了弥补单纯通过分子遗传学对白血病进行

预后分层的不足，根据患者对治疗的反应，进而对

患者的复发风险进行动态评估，并给与风险-适应治

疗，成为近年来白血病领域研究的热点［12-14］。动态

监测MRD水平，评估治疗反应和疾病预后，进而对

白血病患者进行风险-适应治疗，已经明显降低了儿

童急性淋巴细胞白血病（ALL）的 CIR，使得儿童

ALL 的 5 年 OS 率提高到了 90%左右［15］。应用

RQ-PCR监测 MRD 水平以预测白血病复发，进而

调整治疗方案，在成人 t（8;21）AML 中也有相关

报道［16］。然而，关于 RQ-PCR 监测 MRD 在儿童

t（8;21）AML 中的预后和危险度再分层价值，仅

有极少数小样本研究报道［17-18］。因此，我们以儿

童 t（8;21）AML 特征性的 RUNX1-RUNX1T1 融合

基因为分子靶点，应用 RQ- PCR 技术，探讨了
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RUNX1-RUNX1T1 转录本水平的变化在预测白血

病复发和OS中的作用。

我们的研究显示，初诊时患者的 RUNX1-

RUNX1T1转录本水平与RFS、OS率均无明显的相

关性，这与Pigazzi等［17］研究结果一致。然而，1个疗

程诱导缓解治疗后RUNX1-RUNX1T1转录本下降

水平是否大于 2 Log，是RFS、OS的独立预后因素。

基于我们的这项发现，可以根据诱导缓解后

RUNX1-RUNX1T1 转录本下降水平在疾病治疗早

期就识别出复发风险高的患者，从而将儿童 t（8;21）

AML进一步细分为相对高危组和相对低危组。

诱导缓解治疗后 RUNX1-RUNX1T1 转录本下

降水平，在一定程度上反映了患者白血病细胞对治

疗的敏感性［7］。下降幅度大的，可能单纯通过化疗

就可以达到治愈的目的；而下降幅度小的，可能需

要包括 allo-HSCT在内的、更为强烈的治疗方式才

能达到治愈的目的。在成人 t（8;21）AML相关研究

中，Zhu等［16］通过监测治疗后RUNX1-RUNX1T1转

录本下降水平，来识别高危复发和低危复发患者，

对于高危复发者采用 allo-HSCT，对于低危复发患

者采用大剂量化疗，基于上述个体化治疗实现了降

低CIR、提高OS率的目标。对于儿童 t（8;21）AML

患者是否也可以采取这种以MRD为导向的风险-适

应治疗，来提高其治疗效果，尚需前瞻性、大样本的

随机对照临床研究加以证实。

儿童 t（8;21）AML 的治疗周期较长，巩固治疗

期间及治疗结束后动态监测RUNX1-RUNX1T1转

录本水平变化在预测复发中也具有重要意义。

Leroy 等［19］对成人 t（8;21）AML 缓解期患者随访发

现，检测到RUNX1-RUNX1T1融合基因并不能预示

复发，只有该基因表达水平明显上升或高于 0.001

时才提示临床复发。Lane等［20］报道缓解期患者骨

髓中 RUNX1-RUNX1T1 转录本水平增加 1 个对数

级，其复发风险增加 8 倍。我们发现，儿童 t（8;21）

AML患者从分子学复发至血液学复发的中位时间

间隔为 4.0（1.5~5.8）个月，这与 Yin 等［21］关于成人

t（8;21）AML的报道一致。从分子学复发至临床复

发往往经历数月时间，这为采取有效的干预措施

以尽量避免临床全面复发，提供了宝贵的窗口

期。我们对 2 例分子学复发后的患者及时采取了

allo-HSCT，至今 2 例患者仍无复发生存。由此可

见，巩固治疗以及治疗结束后随访期间，仍然需要

密切关注患者的 MRD 状态，对分子学复发或

RUNX1-RUNX1T1转录本水平逐渐升高的患者，充

分利用分子学复发至临床复发的窗口期，及时调整

治疗策略，以期达到提高挽救治疗成功率的目的。

总而言之，RQ-PCR动态监测儿童 t（8;21）AML

患者的 MRD 水平，根据 1 个疗程诱导缓解治疗后

RUNX1-RUNX1T1 转录本水平下降幅度评估治疗

反应，可以将儿童 t（8;21）AML 细分为相对高危组

和相对低危组，早期识别出复发风险高的患者；根

据持续缓解期间 MRD 水平的动态变化，能够提前

预测血液学复发，最终为实现儿童 t（8;21）AML 的

动态精准分层和风险-适应治疗提供科学依据。受

制于回顾性研究的天然缺陷，我们的研究结果尚需

大样本、前瞻性的研究进一步证实。另外，尽管

RUNX1-RUNX1T1 转录本水平的动态监测使得以

动态危险度分层为基础的精准治疗成为可能，但最

终能否降低儿童 t（8;21）AML的CIR，提高OS，仍然

需要进一步的临床试验加以证明。
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