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∙论著∙

多重实时荧光定量PCR法筛查
成人Ph样急性淋巴细胞白血病
徐梅珍 房秋云 弓晓媛 冯娟 贾玉娇 李庆华 刘凯奇

赵邢力 汝昆 田征 唐克晶 王敏 王建祥 秘营昌

【摘要】 目的 探讨多重实时荧光定量PCR法早期、快速筛查Ph样急性淋巴细胞白血病（ALL）

的可行性，了解Ph样 ALL的临床特征及预后。方法 2010年10月至2016年3月收治的118例初诊成

人B-ALL患者纳入研究，利用多重实时荧光定量PCR法检测其中58例BCR-ABL融合基因和MLL重

排均阴性患者Ph样相关融合基因及细胞因子受体样因子2（CRLF2）表达情况。比较分析Ph样融合基

因阳性和（或）CRLF2高表达患者的临床特征、疗效和预后。结果 检出Ph样融合基因阳性患者9例

（9/58，15.5%），CRLF2高表达患者10例（10/58，17.2%）。Ph样融合基因阳性和（或）CRLF2高表达组、

Ph阳性组、MLL重排阳性组以及其他患者组在年龄、WBC、免疫分型、细胞遗传学、危险度分组方面差

异有统计学意义（P值均＜0.01）。四组患者的2年总生存率分别为65%、47%、64%、74%（P＝0.043），2

年无复发生存率分别为51%、39%、62%、70%（P＝0.010）。结论 采用多重实时荧光定量PCR法筛查

Ph样ALL患者可行，Ph样ALL患者预后较差。
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【Abstract】 Objective To investigate the feasibility of multiplex real- time RT- PCR with
fluorescent probes in early screening of Ph- like acute lymphoblastic leukemia（ALL）and analyze the
clinical feature and prognos. Method A total of 118 adult B-ALL patients diagnosed between October
2010 and March 2016 were enrolled in this study. Multiplex RT-PCR was used to detect the Ph-like ALL
related fusion gene and CRLF2 expression in 58 BCR-ABL and MLLrearrangement negative patients. The
clinical features, treatment response and prognosis were analyzed in Ph- like fusion gene positive and/or
CRLF2 over-expression patients. Result Among 58 patients, 9 patients（9/58, 15.5%）showed Ph- like
ALL related fusion genes positive and 10 patients（10/58, 17.2%）showed CRLF2 over-expression. There
were statistical differences in age, WBC count, immunophenotypes, cytogenetics and risk stratification
among Ph-like fusion gene positive or CRLF2 over-expression patients, Ph+ patients, MLL+ patients and B-
other patients. The 2-year overall survival rates were 65%, 47%, 64% and 74% respectively among these
four groups（P＝0.043）. The 2-year relapse free survival rates were 51%, 39%, 62% and 70% respectively
among these four groups（P＝0.010）. Conclusion Routine screening of Ph- like ALL by multiplex RT-
PCR is feasible.
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急性淋巴细胞白血病（ALL）占成人急性白血病

的20%～30%，其中B-ALL占70%～80%，T-ALL占

20%～25%［1］。ALL 是一种高度异质性的疾病，预

后主要与年龄、初诊时WBC、疾病亚型（免疫分型）、

细胞遗传学/分子学特征、诱导治疗达完全缓解

（CR）时间和微小残留病（MRD）水平等因素有关。

成人ALL的预后明显差于儿童ALL，这一方面和治

疗方案、治疗依从性等因素有关，更重要的是成人

ALL和儿童ALL在生物学特征上有差异，尤其是在

遗传学（包括细胞遗传学和分子遗传学）特征上有

差异。儿童ALL中预后较好的遗传学异常，如超二

体、t（12;21）发生率显著高于成人ALL，而成人ALL

中预后较差的Ph染色体阳性、亚二体等的发生率较

高［2］。随着二代测序技术的应用，越来越多独特的

疾病亚型被发现。

2009年Den等［3］在儿童ALL中提出 Ph样ALL

（Ph-like ALL）的概念，指部分 Ph阴性B-ALL患者

具有和 Ph 阳性 ALL 相似的基因表达谱；发生率

15%～19%不等，与较高的复发率和较短的无病生

存期相关。WHO 2016前体淋巴细胞肿瘤分类将其

列为B-ALL的一个建议分类，但是 Ph样ALL的诊

断多依赖于基因组学分析，缺乏简捷、认可度高的

诊断方法［4］。

为早期、快速诊断Ph样ALL，本研究采用PCR

结合实时多重荧光探针技术，对Ph阴性且MLL重

排阴性的初诊成人ALL患者骨髓标本进行Ph样相

关融合基因定性检测，并检测了细胞因子受体样因

子 2（CRLF2）基因高表达情况，以期了解Ph样ALL

的临床特征及预后，并指导临床药物的选择。

病例与方法

1. 研究对象：2010 年 10 月至 2016 年 3 月在我

院白血病诊疗中心确诊并治疗的 118 例初诊成人

B-ALL患者，其中包括Ph和（或）BCR-ABL融合基

因阳性（Ph阳性）患者48例，MLL重排阳性（MLL+）

患者12例，BCR-ABL融合基因和MLL重排均阴性

患者 58例。ALL患者诊断采用形态学、免疫学、细

胞遗传学和分子生物学（MICM）诊断模式，分型采

用WHO 2008年关于急性白血病的分型标准。预后

分组参考Gökbuget等［5］关于成人ALL危险度分组

标准。

2. 治疗方案：Ph阳性患者诱导化疗采用VDCP

（长春新碱+柔红霉素+环磷酰胺+泼尼松）方案。非

Ph阳性患者诱导化疗采用VDCLP（长春新碱+柔红

霉素+环磷酰胺+泼尼松+左旋门冬酰胺酶）方案［6］。

达 CR 后给予 CAM（环磷酰胺+阿糖胞苷+6-巯嘌

呤）、大剂量甲氨蝶呤（MTX）等方案序贯巩固治疗，

Ph 阳性患者治疗期间联合酪氨酸激酶抑制剂

（TKI）。有移植意愿的高危组患者根据有无合适供

者进行异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）或自体

造血干细胞移植（auto-HSCT）。其他患者继续完成

再诱导、晚期巩固和维持治疗。

3. 多重实时荧光定量PCR法检测Ph样ALL相

关融合基因：58例BCR-ABL融合基因、MLL重排均

阴性B-ALL患者初诊时留取骨髓标本并分离单个

核细胞，TRIzol法提取细胞总RNA，合成cDNA。

采用上海源奇生物科技有限公司生产的Ph样

ALL相关融合基因检测试剂盒对cDNA进行定性检

测。产品由白血病相应融合基因特异性引物、荧光

探针以及Taq酶等成分组成，采用核酸扩增技术结

合荧光标记探针杂交技术，通过荧光信号的变化，

定性检测骨髓标本中Ph样ALL相关融合基因。反

应液融合基因的Ct值 ≤ 33判定为融合基因阳性，

Ct 值 ≥ 35 判定为融合基因阴性，Ct 值＞33～＜35

需重新进行检测。CRLF2 高表达的判定标准：

CRLF2-ABL的△ Ct值 ≤ 5。

试剂盒检测的融合基因包括：ETV6-ABL1、

ZMIZ1- ABL1、NUP214- ABL1、RCSD1- ABL1、

RANBP2- ABL1、SNX2- ABL1、ZC3HAV1- ABL2、

PAG1- ABL2、RCSD1- ABL2、ETV6- JAK2、SSBP2-

JAK2、PAX5- JAK2、TPR- JAK2、ATF71P- JAK2、

PPFIBPI-JAK2、STRN3-JAK2、TERF2-JAK2、BCR-

JAK2、EBF1- JAK2、 SSBP2- PDGFRB、ZEB2-

PDGFRB、EBF1-PDGFRB、TNIPI-PDGFRB、MYH9-

IL2RB、SSBP2-CSF1R、ETV6-NTRK3、MYB-TYK，

以及CRLF2基因表达水平,内参基因为ABL。

对Ph样融合基因初筛阳性的样本进行验证，利

用 Primer Premier 5软件在融合基因断裂点两端设

计引物，取患者 cDNA进行PCR扩增，10 g/L琼脂糖

凝胶电泳，胶回收目的产物送 Invitrogen公司测序。

4. 随访：采用电话联系方式随访，所有患者随

访至 2016 年 11 月 30 日或至失访日期、死亡日期。
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中位随访时间为 21（6～75）个月，失访率为 5.9%

（7/118）。总生存（OS）期指自诊断到死亡或末次随

访日期。无复发生存（RFS）期指自治疗后第 1 次

CR到第1次复发或缓解期死亡或末次随访日期。

5. 统计学处理：所有统计学处理均采用

SPSS21.0软件完成。计量资料以中位数表示，采用

秩和检验分析；计数资料采用卡方检验，生存曲线

采用 Kaplan-Meier 法和寿命表法分析，并进行

Log-rank 检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. Ph样融合基因初筛阳性患者的特征：利用多

重实时荧光定量 PCR 法对 58 例 BCR-ABL 融合基

因阴性且 MLL 重排阴性患者进行 Ph 样融合基因

定性检测，共检出阳性患者 9例（15.5%）（表 1），患

者的中位年龄25（16～56）岁。其中 PAX5-JAK2 融

合基因阳性 4例，SSBP2-JAK2融合基因阳性3例，

RCSD1-ABL1 融合基因阳性 1 例，EBF1-PDGFRB

融合基因阳性 1例。免疫表型分型：普通型 B-ALL

7 例，前 B-ALL 1 例，早期前 B-ALL 1例。染色体

核型：正常核型 3例，复杂染色体核型 2例，超二倍

体1例。3例患者伴特殊基因突变阳性，其中1例为

FLT3-ITD 突变阳性，1 例为 KRAS、CSF3R 突变阳

性，1例为JAK2、MPL突变阳性。融合基因阴性的患

者中，6例（12.2%）患者检测到CRLF2基因高表达。

2. Ph样融合基因初筛阳性样本的鉴定：为证明

初筛阳性患者的Ph样融合基因确实存在，我们对其

中一例 EBF1-PDGFRB 阳性样本进行 PCR 产物测

序鉴定。根据文献报道EBF1-PDGFRB融合基因由

EBF1 的 15 号外显子与 PDGFRB 的 11 号外显子融

合形成［7］。我们在断裂点两端设计引物，上游引物

（EBF1 exon14）：5′-ACCTTCCTCAACGGCTCA-3′，

下游引物（PDGFRB exon12）：5′- GGGTCCACGTA-

GATGTACTCAT -3′。PCR鉴定及测序结果见图 1，

扩增片段为 407 bp，胶回收产物测序显示目的片段

为EBF1的 15号外显子与 PDGFRB的 11号外显子

融合形成。

3. 不同组别患者的临床特征和治疗反应比较：

118例患者中位年龄为29（15～65）岁，≤ 35岁74例

（62.7%），＞35岁44例（37.3%）；男74例（62.7%），女

44 例（37.3%）。初诊时中位 WBC 为 31.37（0.91～

552.91）× 109/L，WBC ≤ 30 × 109/L 57 例（48.3%），

WBC＞30×109/L 61 例（51.7%）。普通型 B-ALL 81

例（68.6%），前B-ALL 22例（18.6%），早期前B-ALL

15例（12.7%）。113例（95.8%）1个疗程诱导治疗后

达CR，45例（38.1%）行HSCT，其中auto-HSCT 5例，

allo- HSCT 40 例。治疗随访过程中复发 41 例

（34.7%）。

我们将患者分为 4 组：Ph 样融合基因阳性和

（或）CRLF2 高表达组 15 例，Ph 阳性组 48 例，MLL

重排阳性组 12例，其他患者 43例。四组患者的年

龄、WBC、免疫分型、细胞遗传学、危险度分组差异

均有统计学意义（P值均＜0.01）；单独比较Ph样融

合基因阳性和（或）CRLF2高表达组和其他患者组

临床特征，差异未见统计学意义（整体特征接近非

Ph阳性、非MLL阳性的其他患者组）（表2）。

4. Ph 样融合基因阳性、CRLF2 高表达对成人

ALL生存的影响：生存分析结果见图 2。Ph样融合

基因阳性和（或）CRLF2高表达组、Ph阳性组、MLL

重排阳性组、其他患者组的 2年OS率分别为 65%、

47% 、64% 、74%（P＝0.016），2 年 RFS 率分别为

51%、39%、62%、70%（P＜0.01）。

表1 9例Ph样急性淋巴细胞白血病（ALL）患者的特征

例号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Ph样融合基因

PAX5-JAK2

PAX5-JAK2

PAX5-JAK2

PAX5-JAK2

RCSD1-ABL1

SSBP1-JAK2

SSBP1-JAK2

EBF1-PDGFRB

SSBP1-JAK2

年龄（岁）

25

21

16

16

32

18

56

30

37

WBC（×109/L）

2.5

25.3

2.0

41.7

83.0

6.1

8.0

358.8

2.6

免疫表型

普通型B-ALL

普通型B-ALL

普通型B-ALL

普通型B-ALL

普通型B-ALL

普通型B-ALL

早期前B-ALL

前B-ALL

普通型B-ALL

染色体核型

56,XY,+5,+6,+8,+10,+12,+17,+18,+21,

+mar［4］/46,XY［16］

46,XX［20］

未测

45,XY,-?8,18,+mar［CP11］/46,XY［15］

46,XY,?del（20）（q11）［5］/46,XY［15］

46,XX［9］

46,XY［1］

48,XX,+?5,+8［6］

46,XY,der（9）,?del（21）（q21）,inc［17］/46,XY［3］

特殊基因突变

无

FIL3-ITD

无

KRAS、CSF3R

JAK2、MPL

无

无

无

无
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M：DL2 000 DNA Marker；1：EBF1-PDGFRB融合基因阳性样本；2：阴性对照

图1 EBF1-PDGFRB融合基因PCR鉴定（A）和测序（B）结果

表2 四组急性淋巴细胞白血病（ALL）患者的临床特征和疗效比较［例（%）］

特征

性别

男

女

年龄

≤35岁

＞35岁

WBC

≤30×109/L

＞30×109/L

免疫表型

普通型B-ALL

前B-ALL

早期前B-ALL

细胞遗传学 b

预后较好

预后不良

未检测

危险分组

标危组

高危组

CR1

是

否

复发

是

否

未知

HSCT

auto-HSCT

allo-HSCT

未移植

Ph样融合基因（+）和（或）

CRLF2高表达组（15例）

10（66.7）

5（33.3）

11（73.3）

4（26.7）

9（60.0）

6（30.0）

11（73.3）

2（（13.3）

2（13.3）

9（60.0）

3（20.0）

3（20.0）

11（73.3）

4（26.7）

5（33.3）

10（66.7）

0

1（6.7）

4（26.7）

10（66.7）

14（93.3）

1（6.7）

Ph（+）组 a

（48例）

29（60.4）

19（39.6）

23（47.9）

25（52.1）

18（37.5）

30（62.5）

42（87.5）

5（10.4）

1（2.1）

0

48（100.0）

0

0

48（100.0）

46（95.8）

2（4.2）

23（47.9）

23（47.9）

2（4.2）

0

23（47.9）

25（52.1）

MLL重排（+）组

（12例）

10（83.3）

2（16.7）

5（41.7）

7（58.3）

2（16.7）

10（83.3）

1（8.3）

4（33.3）

7（58.3）

0

12（100.0）

0

0

12（100.0）

12（100.0）

0

4（33.3）

8（66.7）

0

1（8.3）

6（50.0）

5（41.7）

其他患者组

（43例）

25（58.1）

18（41.9）

35（81.4）

8（18.6）

27（62.8）

16（37.2）

27（62.8）

11（25.6）

5（11.6）

29（67.4）

10（23.2）

4（9.3）

25（58.1）

18（41.9）

41（95.3）

2（4.7）

9（20.9）

29（67.4）

5（11.6）

3（7.0）

7（16.3）

33（76.7）

P1值

0.455

0.002

0.009

＜0.01

＜0.01

＜0.01

0.911

0.122

0.006

P2值

0.760

0.487

0.542

0.662

0.596

0.365

0.600

0.355

0.759

注：a Ph染色体和（或）BCR-ABL阳性；b细胞遗传学分组参考NCCN2016建议；P1值：四组患者总体比较；P2值：Ph样融合基因（+）和（或）

CRLF2高表达组与其他患者组比较；CR1：化疗1个疗程完全缓解；auto-HSCT：自体造血干细胞移植；allo-HSCT：异基因造血干细胞移植
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讨 论

Ph样ALL在儿童和成人中均属于预后不良的

亚型，有着较高的复发率和较短的OS期［3］。体内外

实验和前期临床试验证实 TKI、JAK 抑制剂、MEK

抑制剂等靶向药物在Ph样ALL中的治疗作用［8-9］。

Roberts 等［10- 11］分析了 1 725 例前体 B-ALL，其

中 264例（15.3%）诊断符合Ph样ALL的特征，注意

到Ph样ALL的共同特征是形成其他酪氨酸激酶或

细胞因子受体融合基因以及酪氨酸激酶信号通路

的激活（激活 JAK或ABL相关的信号途径）, 这些患

者可从靶向ABL途径的TKI、靶向 JAK途径的TKI

等靶向药物中获益。根据细胞因子受体或激酶改

变的类型可以将 Ph样ALL分为不同的亚组：①涉

及 ABL 家族的融合基因（ABL1、ABL2、CSF1R、

PDGRB）；②EPO受体或 JAK2重排；③CRLF2重排

（通常伴 JAK2突变和 JAK-STAT通路激活）；④其他

可 激 活 JAK- STAT 的 基 因 突 变（IL7R、FLT3、

SH2B3、TYK2、IL2RB）；⑤不常见的复杂激酶突变

（NTRK3、DGKH）；⑥激活 RAS 通路的基因突变

（KRAS、NRAS、PTPN11、NF1）；⑦无激酶基因突

变。由于 Ph样ALL存在多种潜在基因异常，包括

一系列染色体异常（如染色体的易位、倒位、缺失，

基因内部碱基的缺失、点突变等）、涉及超过15种酪

氨酸激酶和细胞因子受体基因以及 30多种影响细

胞其他功能的基因改变，其筛查诊断多采用基因表

达谱分析技术，没有统一的临床诊断标准和简单易

行的检测手段［12］。而全基因组、转录组等分析技术

花费高、流程复杂，不适用于大规模临床检测。特

异的FISH探针、多重RT-PCR或者靶向RNA测序可

以克服这些不利因素，用来检测临床常见的Ph样融

合基因和染色体易位［13-14］。

CRLF2基因编码蛋白为胸腺基质淋巴细胞生

成素受体（TSLPR），CRLF2 基因重排（形成 IGH-

CRLF2、P2RY8-CRLF2融合基因）可导致CRLF2高

表达而活化 JAK/STAT、PI3K信号通路。CRLF2高

表达见于约 15%的无其他分子异常（如 MLL、

TCF3、TEL、BCR-ABL）的成人B-ALL，多认为是预

后不良因素［15-16］。在Ph样 ALL中约 50%患者存在

CRLF2重排, 其中约 50%同时伴有 JAK基因突变，

是Ph样ALL的重要特征之一［10］。本研究所用试剂

盒不包括CRLF2相关的融合基因，而是借助CRLF2

的高表达作为Ph样ALL可能的提示。

在本研究中，我们采用多重实时荧光定量PCR

的方法对 58例BCR-ABL阴性且MLL重排阴性的

B-ALL患者进行了 27种 Ph样融合基因定性检测，

共检测到 9例融合基因阳性的患者，涉及 JAK1/2、

ABL1、PDGFRB，49例融合基因阴性的患者中，6例

伴CRLF2高表达。随后我们将Ph样融合基因阳性

和CRLF2高表达患者合为一组，与Ph阳性、MLL重

排阳性ALL患者以及其他B-ALL患者进行临床特

征、治疗反应以及预后的比较。发现四组患者在年

龄、初诊WBC、免疫分型、细胞遗传学、预后分组方

面差异均具有统计学意义，而单独比较Ph样融合基

因阳性和（或）CRLF2高表达组和其他患者组，临床

特征差异未见统计学意义。可见，本组病例中Ph样

ALL患者的临床特征和 Ph阳性、MLL基因阳性的

患者差别较大，最接近非 Ph 阳性、非 MLL 阳性的

ALL患者。这一现象有两种可能：①这两组的临床

特征相似；②可能与样本量较小以及试剂盒未能包

括所有类型的Ph样ALL患者有关。而一项国外的

研究比较了 194 例 Ph 样 ALL 患者和 296 例其他

图2 四组急性淋巴细胞白血病（ALL）患者的总生存（A）和无复发生存（B）比较
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ALL 患者，发现 Ph 样 ALL 患者有着更高的 WBC，

男性患者比例更高［17］。

生存分析发现（含干细胞移植患者），Ph样融合

基因阳性和（或）CRLF2高表达患者组较非Ph阳性、

非MLL阳性其他患者组预后差，和MLL基因重排

阳性的患者接近，优于Ph阳性患者。Jain等［18］报道

成人 Ph 样 ALL 和非 Ph 阳性、非 MLL 阳性的其他

ALL患者的 5年OS率分别为 23%和 59%。由于本

研究为回顾性的资料，未能根据基因检测结果加用

相应的靶向药物，无法说明靶向治疗对疗效的可

能影响。

总之，本研究结果表明采用多重实时荧光定量

RCR方法常规筛查Ph样ALL患者是可行的。如果

诊断时即明确这一亚型，及时采用相应的靶向药

物治疗，有可能改善患者预后。
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