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荧光原位杂交技术在慢性淋巴细胞白血病遗传学
异常检测中的应用
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摘要 目的：分析在荧光原位杂交技术慢性淋巴细胞白血病遗传学异常检测中的应用，并分析相关指标在评价患者预后中的应

用。方法：对我院收治的 45例初诊 CLL患者采用荧光原位杂交技术进行特异性探针 D13S25(13q14.3)、RB1(13q14)、p53(17p13)、
ATM(11q22.3)、以及 CSP12(12号染色体 3体)染色体标本检测，分析 CLL患者遗传学异常的发生率。采用实时定量 PCR检测
miR-15a和 miR-16-1与 CLL患者遗传学异常的相关性。结果：45例 CLL初诊患者中，荧光原位检测发现 CLL遗传学异常 37例，
CLL遗传学异常率 82.22%。其中 d（13q14.3）遗传异常 13例，d（13q14）遗传异常 7例，d（11q22-23）遗传异常 6例，d（17p13）遗传
异常 5例，12号染色体三体异常 6例，遗传学异常多呈异质性。实时定量 PCR检测发现 miR-15a和 miR-16-1与 d（13q14）遗传异
常显著相关。结论：荧光原位杂交技术是一种检测 CLL遗传学异常的快速、灵敏方法，可以提高 CLL遗传异常检出率。miR-15a和
miR-16-1可以预测 d（13q14）遗传异常 CLL患者预后。
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Cytogenetics Aberrations Detected by Interphase Fluorescence in Situ
Hybridization in Chronic Lymphocytic Leukemia

To investigate the clinical value of fluorescence in situ hybridization (FISH) in the detection of genomic
aberration in chronic lymphocytic leukemia (CLL). FISH was used for 45 patients who were newly diagnosed as CLL in our
hospital. Five types of fluorescence probes with labeled DNA probes were included as sequence specific probes: D13S25 for 13q14.3,
P53 for 17p13.1, ATM for 11q22.3, RB1 for 13q14 and chromosomes 12 and the incidence of cytogenetics aberrations in CLL was
analyzed.The expression of miR-15a and miR-16-1 in CLL patients was tested via quantitative polymerase chain reaction (Q-RT-PCR).

The results showed that in 45 patients, 37 cases (82.22%) were abnormal including 13 cases of D13S25 deletion, 7 RB1 deletion,
6 ATM deletion, 5 P53 deletion and 6 cases of trisomia 12. The abnormal rate of cytogenetics aberrations in CLL was 82.22% .
normalized The expression levels of miR-15a and miR-16-1 in the patients with d (13q14) were significantly higher than the control
group. The FISH is efficient and may improve the detectable rate of chromosomal abnormalities in CLL. Detection of
miR-15a and miR-16-1 can be applied in evaluating the prognosis of CLLwith 13q14 deletion.
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前言

慢性淋巴细胞白血病（Chronic lymphocytic leukemia,CLL）
是外周血、骨髓以及淋巴组织中 CD5+ B细胞恶性增殖的血液

系统疾病，老年人群多发，发病率随着年龄的增高而增多[1-3]。慢

性淋巴细胞白血病具有多种遗传学异常 , 以缺失 13q14、
13q14.3、11q22.3、17p13、+12染色体三体遗传异常常见，也存

在 6q21缺失、-12等遗传异常情况[4]。由于 CLL细胞大多处于

有丝分裂活性较低的 G0期，常规细胞遗传学 R显带分析方法

不能完全准确的反映核型状况[5,6]，仅 20%-50%的 CLL患者可

以检测到克隆性染色体异常，对疾病的诊断及预后作用提示较

小。荧光原位杂交技术（Fluorescence in situ hybridization，FISH）
不受细胞分裂相数量和质量的影响，克服了常规染色体核型分

析的局限性，应用位点特异性探针检测可以对更多复杂染色体

异常的确认，大大提高 CLL中异常染色体的检出率[7-9]。由于

CLL具有明显的临床异质性，不同遗传异常患者生存期差异很

大，如何评估 CLL患者预后也是临床需要解决的问题。本文应

用荧光原位杂交技术，利用 DNA序列特异性组合探针检测
CLL遗传学异常情况，并评价不同遗传异常在 CLL患者生存
期及预后中的应用价值。

1材料和方法

1.1研究对象
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选取我院 2009年 1月至 2013年 1月收治的初诊 CLL患

者 45例，其中男性 33例，女性 12例，年龄在 45-78岁，平均年

龄 65岁。CLL初诊参照《血液病诊断及疗效标准》，临床表现、

血象、骨髓象及免疫表型特征符合其诊断标准；实验室检查外

周血WBC>10× 109/L，淋巴细胞比例≧50%；骨髓增生活跃，淋
巴细胞 >40%，以成熟淋巴细胞为主。Binet分期，A期 27例，B

期 12例，C期 6例。对照组选取 10例健康人的骨髓细胞。
1.2方法

采用荧光原位杂交技术(FISH)，应用 5种序列特异性探针
D13S25 (13q14.3)、RB1 (13q14)、p53 (17p13)、ATM (11q22.3)、以

及 CSP12(12号染色体 3体)对 45例慢性淋巴细胞白血病患者
进行分子细胞遗传学异常检测,探针以缺口平移法采用红色荧

光素标记（美国 Ambion）。取出 -20℃冻存的染色体标本，气干

法滴片，37℃ 2× SSC中老化 30 min，依次用 70%、85%、100%

的乙醇湿度梯度脱水，每个梯度 2 min。在变性液（含 70%甲酰

胺的 2× SSC）中 72℃变性 5 min后 70%、85%、100%的冰乙醇
再次梯度脱水，自然晾干。2 滋L荧光标记探针、5 滋L杂交缓冲

液、1 滋L去离子水混匀，与 72℃水浴锅变性 10 min，再置于
37℃水浴中退火 30min，混匀后立即加于标本玻片杂交区域

内，盖上盖玻片，封片胶封片后置于 37℃湿盒中孵育过夜

（16-18h）。杂交后标本在 2伊SSC中洗涤 5 min，0.1%吐温 100

室温洗涤 2 min，避光晾干后加二脒基苯基吲哚（DAPI）/抗淬

灭剂（美国，Vysis）复染 15 min。用 Olympus BX60型荧光显微

镜（日本，Olympus）观察间期细胞的杂交信号，每例分析

200-300个细胞，染色体自动分析系统 IMSTAR 进行图像采

集，所选细胞细胞核不能重叠细胞，细胞核边界清楚且结构完

好，细胞周围无胞浆包绕。

1.3 qRT-PCR检测 miR-15a和 miR-16-1表达情况

收集 d（13q14）CLL遗传异常患者血液，提取血液 RNA，反

转录后 TaqMan定量 PCR检测血液中 miR-15a和 miR-16-1含

量。Q-PCR 反应体系为 20 L，其中无核酶 dd H2O 7.67L，
TaqMan通用 PCR预混物 10 L，TaqMan引物 1L（上海英俊），

反转录 cDNA1.33L，混匀后进行实时定量 PCR 反应（Roche，
LightCycler 480）。反应条件为：95℃ 预变性 10 min，95℃ 15 s，
60℃ 1 min，40个循环，72℃保存。每以健康人作阴性对照，每

个试验样本三次重复。

1.4 统计学分析

使用 SPSS13.0进行数据统计分析，计数资料比较采用卡

方检验，计量资料组间比较采用 t检验，P<0.05为差异比较有
统计学意义。

2 结果

2.1 正常对照组 FISH阈值分析

将 10例正常对照组标本进行 FISH检测，每个标本计数
200细胞，显示一个橘红色信号和一个绿色荧光信号的细胞记
为阳性细胞，阳性细胞率大于对照组阳性细胞率平均值 +3倍

标准差为阳性病例判定阈值。探针阈值建立结果为 D13S25、
RB1、ATM、P53和 CSP12的阈值分别为 4.90%、4.79%、4.13%，
4.62%和 5.1%，以此阈值来判定患者的遗传学突变指标。

表 1 两组的各项临床特征比较

Table 1 Comparison of the Clinical characteristics between patients with and without DR
探针

Probe

样本数量（n）

Sample size（n）

平均数 (x)

Mean (x)

标准差（SD）

Standard deviation(SD)

阈值（x+3SD）

Threshold(x+3SD)

D13S25

RB1

ATM

P53

CSP12

10

10

10

10

10

1.93

1.85

1.64

1.71

2.32

0.99

0.98

0.83

0.97

1.11

4.90%

4.79%

4.13%

4.62%

5.65%

2.2 CLL患者 FISH检测结果
45例 CLL初诊患者 FISH检测结果如下，共检出 CLL遗

传异常病例 37例，CLL遗传异常检出率为 82.22%。其中 13例

患者 D13S25 探针检测阳性，Binet 分期为 A 期 7 例，B 期 4

例，C期 2例。7例患者 RB1探针检测阳性，Binet分期分别为
A期 1例，B期 3例，C期 2例。13号染色体长臂缺失异常 CLL

患者中，其中有 3例伴有 D13S25和 RB1缺失。6例患者出现
ATM杂合性缺失，其中有 1例伴有 P53异常，1例伴有 13q14

缺失，Binet分期为 A期 1例，B期 3例，C期 2例。5例 17p13

核型异常，Binet分期均为 C期。6例 12号染色体三体异常，
Binet分期为 A期 2例，B期 2例，C期 2例。
2.3 d（13q14）CLL患者 miR-15a和 miR-16-1表达情况

实时定量 PCR 对 7 例 13q14 缺失的 CLL 患者进行
miR-15a和 miR-16-1表达情况分析发现，13q14缺失的 CLL患

者血液中 miR-15a 和 miR-16-1 表达量较正常表达量升高
0.7-3.8倍。

3讨论

慢性淋巴细胞白血病是一种高度异质性的血液系统恶性

疾病，具有显著的临床预后异质性。常规的细胞遗传学只能检

测分裂中期细胞染色体异常，而且 CLL细胞有丝分裂活性低，

增值能力低下，如常规染色体 R显带技术仅 20%的 CLL检测
到克隆性染色体异常；在使用 B细胞分裂增殖剂的情况下，约

50% CLL可检测到克隆性染色体异常。对于间期细胞、复杂核

型细胞和染色体微缺失无法进行诊断。荧光原位杂交技术可以

克服常规核型分析的局限性，适用于分裂期细胞和间期细胞，

可以鉴别很小的突变区域，大大提高 CLL患者染色体异常的

检出率，可以作为 CLL诊断和判断预后的一项指标[6]。
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表 2 FISH检测 CLL初诊患者遗传学异常分析

Table 2 Cytogenetics aberrations tested via fluorescence in situ hybridization in newly diagnosed CLL

d（13q14.3） d（13q14） d（11q22.3） d（17p13） +12

Binet stage

A期 A stage

B期 B stage

C期 C stage

D13S25

7

4

2

RB1

1

3

2

ATM

1

3

2

P53

0

0

5

CSP

2

2

2

图 1 miR-15a (黄色)和 miR-16-1 (绿色)在 13q14缺失 CLL患者的表

达情况

Fig.1 Expression of miR-15a (yellow) and miR-16-1 (green) in patients

with13q14 deletion

由于 CLL具有多种遗传学异常，部分病例具有复杂核型

异常，其中以 13号染色体长臂缺失，11号染色体长臂缺失，12

号染色体三体，17号染色体断臂缺失常见，也存在 -12异常，6q

缺失等[7]。有研究认为各种分子遗传学异常与性别、年龄、Binet

分期、外周血淋巴细胞绝对计数、血清 LDH和 B2-微球蛋白、
ZAP-70表达水平无明显相关性，而 ATM缺失与患者 CD38表

达和血红蛋白水平有无相关性，ATM缺失阳性患者更易出现

全身广泛性淋巴结肿大，影响患者预后[8]。

本研究对我院 2008 年 1 月至 2013 年 1 月收治的 45 例
CLL 初诊患者进行遗传学异常分析及预后评估，选用了

D13S25探针和 RB1探针检测 13号染色体长臂缺失，p53检测
17p13缺失，ATM检测 11q22.3缺失，CSP12探针检测 12号染

色体 3体。结果发现，共有 37例 CLL患者检测到不同类型的

染色体异常，CLL检出率 82.22%。
13q 缺失是 CLL 最常见的染色体异常，缺失区域为

13q14，可能伴随等位基因和非等位基因删除，以及更大片段缺

失[9]。本研究通过同时应用 RB1和 D13S25探针检测发现，其中
13 例患者 D13S25 探针检测阳性，7 例患者 RB1 探针检测阳

性，其中有 3例伴有 D13S25和 RB1缺失，其基因缺失片段可
能为较长片段的缺失，13 号染色体长臂缺失（13q14 和
13q14.3）率为 54.0%；说明 13号染色体长臂缺失是最常见的类

型。梁兴林对 10例 del(13q14.3)异常患者的 Binet分期分析发

现，10例 del(13q14.3)患者中 5例处于 A 期、3 例处于 B 期、2

例处于 C 期 , 此 2 例 C 期患者均伴有 del (17p13) 异常 ,del

(13q14.3)阳性在 Binet分期中无显著性差异(P>0.05)[10]。经统计

分析，本实验中 17例 13q缺失 CLL患者在不同性别、年龄及
Binet分期中差异无统计学意义。

ATM基因位于 11q22-23，编码磷脂酰肌醇 3激酶，与信号

转导和核定位信号有关，参与细胞周期调控、DNA损伤信号的

转导修复等过程。CLL患者中，ATM缺失的发生率约 12-20%，
并且随着疾病进展也可能出现 ATM缺失，因此 ATM缺失与
CLL疾病进展密切相关。本实验对 45例 CLL患者进行 ATM

基因缺失检测发现，有 6例患者出现 ATM杂合性缺失，有 1例

伴有 P53异常，1例伴有 13q14缺失。Binet分期，A期 1例，B

期 3例，C期 2例，疾病进展较快。可能由于 ATM 缺失患者
CD38高表达，血红蛋白水平高表达，ATM缺失阳性患者更易

出现全身广泛性淋巴结肿大，从而影响患者预后。

P53基因位于 17p13，是一类重要的抑癌基因。P53蛋白通

过阻止损伤 DNA的复制介导细胞的促凋亡机制，控制细胞增

殖。17p13缺失能导致 p53基因正常功能受影响。本研究中 34

例 CLL遗传异常患者中，检测出 5 例 17p13核型异常，Binet

分期均为 C期，患者的疾病进展较快，生存时间较短，说明
17p13缺失预后不良。Wu等对台湾地区和西方国家 CLL患者
遗传异常发生情况进行分析发现，17p缺失缺失的 CLL患者呈

现较短生存期，这与我们结果是一致的[11]。而 Teimori H等对
CLL患者的骨髓和血液进行研究认为 17p13缺失预后良好[12]，

这可能与区域差异及研究病例数量较少有关，17p13缺失对预

后影响有待进一步证实。

12号染色体三体是最早发现的 CLL细胞遗传学异常，常

伴有其他核型异常，发生率 15%左右。12号染色体三体和不典

型的形态学和免疫表型特征之间有明显相关性，与淋巴细胞增

殖相关。本研究中，34例 CLL细胞遗传异常中有 6例 CLL患
者显示 +12号染色体三体异常，+12核型异常率为 17.64%。经
统计分析，Binet分期为 A期 2例，B期 2例，C期 2例；年龄大
于 60岁患者 5例，年龄小于 60岁患者 1例，年龄 >60岁的患
者 +12阳性率显著高于 <60岁患者，这与丛佳等原位杂交技术
检测 84例慢性淋巴细胞白血病遗传学异常发现结果一致[13]，

说明，随着年龄的升高，+12号染色体三体异常发病率增加，患
者多预后不良。

CLL具有明显的临床异质性，患者存活时间从接个月到几

年不等，因此通过生物学标记物预测 CLL患者预后在临床显
得尤为重要。研究表明，免疫球蛋白重链基因可变区（IGHV）[14]、

CD38、ZAP-70[15]、乳酸脱氢酶 LDH、茁2-微球蛋白、BCL2 甲基

化、融合基因 IGH/CCND1在评价 CLL预后中有重要价值[16]。

CLL遗传学异常中以 13 号染色体长臂缺失最为常见，13q14

缺失和 13q14.3缺失约占 CLL遗传学异常的 50%。miR-15a和

Cytogenetic
Binet stage
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miR-16-1为抑癌基因，定位于人的 13q14号染色体，在肿瘤细

胞表达下调或根本不表达，这种现象可能与 RB1基因缺失和
BcL2基因负调控有关。因此，本实验中对 7例 d（13q14）缺失
CLL患者血液进行 miR-15a和 miR-16-1检测，以期寻找一种
更为快速和稳定的 CLL预后判定方法。本研究对 FISH检测
13q14缺失的 7例 CLL患者进行 miR-15a和 miR-16-1进行实

时定量 PCR 检测发现，7 例 13q14 缺失患者 miR-15a 和
miR-16-1 表达较正常 miRNA（0.818 to 3.864）明显升高，而且

不同 CLL患者间差异显著，这可能与 CLL患者为不同年龄、性

别及遗传异常的异质性有关。由于实时定量 PCR的敏感性和

特异性，用 qRT-PCR检测 d（13q14）缺失 CLL患者对提示患者

预后有更好的指导作用。
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