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荧光原位杂交技术检测多发性骨髓瘤染色体异常

曹鹏飞1，陈方平1，程晔2

( 中南大学    1. 湘雅医院血液科，长沙 410008；2. 湘雅医学院检验系，长沙 410078)

[ 摘要 ] 目的：探讨荧光原位杂交 (FISH) 技术检测多发性骨髓瘤患者染色体异常的临床价值。方法：运用

FISH 技术，采用 5 种特异性 DNA 探针检测 20 例多发性骨髓瘤 (MM) 患者染色体异常，并与常规细胞遗传学分析

结果比较。结果： FISH 显示 20 例 MM 患者中 18 例出现染色体异常，总异常检出率为 90%，其中 14q32 易位 65% 

(13/20)，del(13q14) 阳性率为 55% (11/20)，1q21 异常 25% (5/20)，p53 阳性率 15% (3/20)。常规染色体分析异常

检出率仅为 15% (3/20)。结论：del(13q14) 和 14q32 易位是 MM 患者最常见的染色体异常。 FISH 比传统的染色体

检查更敏感可靠，并可作为 MM 预后评估的一项指标。
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ABSTRACT	 Objective: To detect of chromosomal abnormalities in multiple myeloma (MM) patients with 
fluorescence in situ hybridization (FISH). 

	 Methods: FISH was performed in 20 MM patients using 5 specific DNA probes. The difference in 
chromosomal abnormalities was compared  by FISH and other routine cytogenetic tests.

	 Results: Eighteen of the 20 patients showed chromosomal abnormalities (90%). The positive 
rates of t(14q32), del(13q14), dup(1q21), and p53 gene were 65% (13 in 20), 55% (11 in 20), 
25% (5 in 20), and 15%(3 in 20), respectively. The abnormal rate of the conventional chromosome 
examination was 15% only.

	 Conclusion: FISH is more sensitive than traditional chromosomal tests and can be used as an index 
in prognostic evaluation for MM. Del(13q14) and t(14q32) are the most common chromosomal 
abnormalities in MM patients.
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多发性骨髓瘤 (multiple myeloma， MM) 是以骨

髓中克隆性浆细胞恶性增殖和异常积累为特征的肿

瘤，至今发病机制仍未完全阐明，常规化疗完全缓

解率低，预后差异很大 [1]。近年来随着细胞和分子

遗传学的进展，研究 [2] 表明几乎所有的 MM 患者都

存在染色体异常的改变，并发现这些染色体异常与

MM 的发病机制、分期及预后等方面有密切的关系。

由于骨髓瘤细胞有丝分裂指数低，以及一些患者染

色体存在微小的核型改变，常规细胞遗传学方法仅

能检测到 25%~35% 的患者存在异常核型 [3]。间期荧

光原位杂交技术 (FISH) 克服了 CC 的缺陷，大大提

高了其染色体异常检出率 [4]。本研究采用间期 FISH
技术和 5 种特异性基因探针对 20 例 MM 患者进行染

色体核型异常分析，并评价其基因异常以及血清学

指标与预后的关系。

1  对象与方法

1.1  对象

病例组：20 例初治 MM 患者均为 2007 年 1 月

至 2009 年 12 月在中南大学湘雅医院诊断的门诊及

住院患者，其中男 13 例，女 7 例，年龄 47~86 (61±7.9)
岁。常规进行细胞形态学、免疫学分型、血尿免疫球

蛋白测定、X 线、CT 和 / 或 MRI 等检查，诊断和分

型参照《血液病诊断与疗效标准》[5]。

20 例 MM 患者免疫学检查资料：IgA 型 4 例 ( 其

中 κ型 3 例，λ型 1 例 )，IgG 型 12 例 ( 其中 κ型 9
例，λ型 3 例 )，不分泌型 4 例。

依据 Durie & Salmon 分期：I 期 1 例、Ⅱ期 10
例 ( Ⅱ a 期 5 例，Ⅱ b 期 5 例 )、Ⅲ期 9 例 ( Ⅲ a 期

4 例，Ⅲ b 期 5 例 )。依据 ISS 分期：I 期 3 例、Ⅱ期

4 例、Ⅲ期 13 例 ( 表 1)。

影 像 学 检 查：X 线、CT 或 MRI 检 查 显 示

95%(19/20) 的患者存在不同程度的骨骼破坏。

主要实验室检查：Hb 浓度为 39~99 g/L 者 17 例，

占 85%；血沉 (ESR) 增快者 (24~113 mm/h) 19 例，占

95%。肾功能检测项目中血肌酐升高者 10 例，占 50%；

尿素氮升高者 7 例，占 35%；两者均升高者 7 例，占

35%。C- 反应蛋白升高者 (8.2~23.9 mg/L)16 例，占

80%。血清 β2- 微球蛋白升高者 16 例，占 80%。

预后：根据 NCCN 标准，治疗 1~3 疗程后获

得非常好的部分缓解 (VGPR) 者占 10% (2/20)， 部
分缓解 (PR) 者占 55% (11/20)，微小缓解 (MR) 者

占 25% (5/20)，疾病稳定 (SD) 者占 5% (1/20)，疾

病进展 (PD) 者占 5%(1/20)。

对照组为同期在我科进行造血干细胞移植术的

健康捐献者 20 例，其中男 11 例，女 9 例，年龄 21~45 
(31±6.1) 岁。

表 1   20 例 MM 患者的一般资料

Table 1   General data of 20 patients with MM
病例 性别 年龄 / 岁 免疫学分型 D-S 分期 Alb/(g/L) CRP/(mg/L) β2-MG/(mg/L) 原幼浆细胞比例 /% 随访时间 / 月 是否健在

1 男 53 κIgA 型 Ⅱ a 34.2 19.2 2.5 28.5 16 是

2 男 62 κIgA 型 Ⅱ b 23.4 11.1 15.8 74.5 18 是

3 男 62 不分泌型 Ⅰ 39.7 23.9 4.9 22.5 14 否

4 男 66 κIgG 型 Ⅱ a 33.4 15.3 10.8 18.5 13 是

5 女 63 λIgG 型 Ⅲ b 33.3 17.5 16 22.4 1 否

6 男 66 λIgG 型 Ⅲ a 45.8 16.7 9.7 31.5 10 是

7 男 52 不分泌型 Ⅱ b 28.1 5.7 7.1 19.5 4 否

8 女 64 不分泌型 Ⅱ a 34.5 8.2 8.2 84.0 12 是

9 男 64 λIgA 型 Ⅲ a 29.2 15.6 0.8 37.5 12 是

10 男 61 κIgG 型 Ⅲ b 28.2 2.29 6.9 23.0 1 否

11 男 64 κIgG 型 Ⅲ b 26.5 16.9 15.4 10.5 9 是

12 男 86 κIgG 型 Ⅲ b 23.7 20.4 11.3 13.5 5 否

13 男 47 不分泌型 Ⅱ a 50.5 6.4 4.6 91.5 5 是

14 女 73 κIgA 型 Ⅱ b 24.9 15.7 6.2 33.0 5 否

15 女 70 κIgG 型 Ⅲ b 31.2 15.9 16.1 41.5 6 是

16 女 57 λIgA 型 Ⅲ a 17.3 10.2 9.5 21.5 4 是

17 女 56 κIgG 型 Ⅱ b 24.9 19.3 2.7 36.0 6 是

18 男 58 κIgG 型 Ⅲ a 30.5 2.7 7.1 40.8 6 是

19 女 49 κIgG 型 Ⅱ a 24.3 10.2 4.5 40.8 18 是

20 男 59 κIgG 型 Ⅱ b 22.3 11.6 9.5 32.0 5 是
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1.2   方法
1.2.1  常规细胞遗传学分析

两组染色体制备采用不加任何刺激剂的 RPMI 
1640 培养液培养 24 h，R 显带分析染色体分裂相的

中期。核型描述依据《人类细胞遗传学国际命名体

制 (1995)》[6]。

1.2.2  FISH

1.2.2.1  骨髓涂片预处理

两组标本取其新鲜骨髓涂片 5 张，自然干燥后

将玻片置于 56 ℃烤片机上 10~20 min。再置于室温

100% 甲醇溶液 5 min，取出玻片除去多余甲醇后置

于室温 100% 乙酸溶液 30 min。将玻片依次置于 –20 
℃预 冷 的 70% 乙 醇、85% 乙 醇、100% 乙 醇 中 各 2 
min 脱水。自然干燥玻片。

1.2.2.2  FISH 操作步骤

探 针： 采 用 了 5 种 探 针， 分 别 为 1q21，RB-
1( 视网膜母细胞瘤基因 ) ，D13S319，p53，IGH ( 免

疫球蛋白重链基因 )，分别定位于 1q21，13q14，

13q14.3，17p13.1，14q32( 以上探针均购于北京金

菩嘉公司 )。

标本准备及变性：用钻石笔在玻片背面固定标

本的对应位置标记出杂交区域。确保变性液温度达

到 (73±1)℃。将玻片在变性液中浸泡 5 min。依次

置于预冷的 70%，85%，100% 乙醇中各 3 min 进行

梯度脱水，晾干。置于 45~50 ℃烤片机上预热 2~5 
min 后与探针杂交。

探针混合物准备及变性：室温下将 7 μL 杂交缓

冲液、1 μL 去离子水、2 μL 探针加入到离心管，离

心 1~3 s。置于 (73±1) ℃水浴箱中变性 5 min，将该

试管置于 45~50 ℃水浴箱中，杂交前取出。

探针与样本杂交：将 10 μL 变性后的探针混合

物滴于玻片杂交区域，立即加盖盖玻片，用封片胶

封边。将玻片置于预热的湿盒中，42 ℃保温箱中过

夜杂交。

玻片洗涤：将杂交后的玻片去除盖玻片，放入

67 ℃预温的 0.4×SSC/0.3% NP-40 液中，轻轻晃动，

洗涤 1.5 min。转至室温，置于 2×SSC/0.1% NP-40
液中，洗涤 30 s。70% 乙醇脱水 3 min，室温干燥。

复染：加 15 μL DAPI 复染剂，加盖玻片，复染

20 min。

1.2.2.3  荧光显微镜检测及结果判断

在荧光显微镜下选择合适的滤光片波长观察。

在正常间期细胞中 1q21 探针表现为两个红色信号

(2R)，RB1 探针表现为两个绿色信号 (2G)，D13S319
探针表现为两个红色信号 (2R)，p53 探针表现为两

个绿色信号 (2G)，IGH 探针表现为两个黄色信号

(2Y)。                                     

2  结   果

2.1  对照组

20 份正常对照组标本中每一种探针观察 500
个间期细胞，统计出异常情况的百分比并建立阈

值。1q21 的 阈 值 为 7.3%，RB1 的 阈 值 为 6.9%，

D13S319 的阈值为 7.8%，p53 的阈值为 8.1%，IGH
的阈值为 7.5%。

2.2  病例组

2.2.1  常规染色体检查  
常规染色体检查：20 例患者中检出 3 例 (15%)

患者染色体异常，分别为 3 号患者：48(x，y)， +11，

+14q+，+18[5]/46，xy[5]； 6 号患者：46(x，y)，

inv(3)[4]/46，xy[11]；12 号患者：47(x，y)inv(4)，

6q–，+11，–13+mar[6]/46(x，y) [9]。 其 余 17 例

(85%) 检测结果正常 ( 表 2)。

2.2.2  FISH 检查结果

FISH 结果显示：20 例 MM 患者中 18 例出现染

色体异常，总异常检出率为 90%，检出率明显高于

常规染色体检查。IGH 阳性 65% (13/20)、RB1 阳

性 40% (8/20)、D13S319 阳性 30% (6/20)、1q21 阳

性 25% (5/20)、p53 阳性 15% (3/20)，未见异常者

占 10% (2/20)( 表 3)。图 1 显示了运用 FISH 技术

检测时荧光显微镜下正常或异常的荧光信号。

2.2.2.1  各个阶段 MM 患者染色体畸变

表３显示了染色体畸变与 Durie-Salmon 分期的

关系。RB1 和 p53 基因缺失与疾病进展相关，随着

疾病的进展 RB1 和 p53 基因缺失数目增加。

2.2.2.2  染色体 1q21 异常

20 例 MM 患者中 1q21 异常的阳性率为 15%，

多发生在 MM 的中晚期 ( 图１Ｂ )。1q21 代表染色体

位点，在 MM 中该位点扩增者预后差。

2.2.2.3  染色体 13q14 缺失

本研究中 RB1 和 D13S319 均为针对 13q14 的探

针。20 例 MM 患者中两者的缺失率分别为 40% 和

25%，总阳性率为 55%( 图 1C，1D)，提示 13q14 的

缺失是多发性骨髓瘤常见的染色体异常。

2.2.2.4  染色体 17p13 缺失

del(17p13) 导致 p53 基因的缺失，应用 p53 探

针检测发现 15% 的病例有 17p13 缺失 ( 图 1E，1F 及

表 2)。表 3 提示 del(17p13) 与多发性骨髓瘤 Durie 
& Salmon 分期有关 (I 期患者 0%，Ⅱ期患者 0%，Ⅲ

期患者 30%)；说明 p53 基因缺失与疾病的进展有

关，提示预后最差。

2.2.2.5  染色体 14q32 重排导致的 IGH 基因易位

20 例患者中 65% 有 IGH 异常 ( 图 1G，1H)，
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显示 IGH 异常是 MM 最常见的染色体异常。表 3 显

示 IGH 异常在不同肿瘤分期中的分布，其中 100%
的 I 期患者和 70% 的 II 期患者存在 IGH 异常，表

明 IGH 易位是 MM 发生的较早事件。

表 2   20 例 MM 患者常规细胞遗传学检测和 FISH 检测结果

Table 2   Conventional cell genetics detection and FISH test results of 20 patients with MM 
病例 常规细胞遗传学 1q21 RB1 D13S319 p53 IGH FISH 

1 46(x,y) [15] + – – – – +

2  46(x,y) [20] – – – – – –

3
48(x,y),+11,+14q+,+18[15] /

46,xy[5]
– + – – + +

4  46(x,y)  [20] – – – – – –

5 46(x,x) [20] – + – – + +

6 46(x,y),inv(3) [4]/46,xy [11] – + – + – +

7 46(x,y) [15] – + – – + +

8  46(x,x) [15] – – – – + +

9  46(x,y) [20] – – – + – +

10  46(x,y) [20] – + – – + +

11  46(x,y) [15]  + – – + + +

12
47(x,y)inv(4),6q–,+11,

–13+mar[6]/46(x,y) [9]
– – + – + +

13 46(x,y) [15] – – + – + +

14 46(x,x) [20] – – – – + +

15 46(x,x) [20] – – – – + +

16 46(x,x) [20] + + + – – +

17 46(x,x)  [15] + + + – + +

18 46(x,y) [20] – – + – – +

19  46(x,x) [20] – – – – + +

20 46(x,y) [20] + + - - + +

阳性率 /% 25 40 25 15 65 90

+：阳性；–：阴性。

表 3   肿瘤分期 (D-S 分期 ) 与 MM 常见异常基因畸变的相关性

Table 3   Correlation of tumor stage (D-S stage) and MM common abnormal gene distortion 

D-S 分期 n
   1q21       RB1    D13S319   p53      IGH 异常

n % n % n % n % n %

Ⅰ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 100

Ⅱ a 5 2 40 1 20 1 20 0 0 4 80

Ⅱ b 5 2 40 2 40 1 20 0 0 3 60

Ⅲ a 4 1 25 2 50 2 50 1 25 2 50

Ⅲ b 5 0 0 3 60 1 20 2 40 3 60
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图 1   FISH 检测结果 (×1000)。A：正常 (2 红 2 绿 )；B：1q21 扩增 (3 红 2 绿 )；C：RB1 缺失 (2 红 1 绿 /0 绿 )； D：D13S319 缺

失  (1 红 )；E：p53 缺失 (1 绿 )；F：D13S319，p53 共同缺失 (1 红 1 绿 )； G：IGH 正常 (2 黄 )；H：IGH 分离 (1 红 1 绿 1 黄 )。

Figure 1   Results of FISH (×1000). A: Normal (2R2G); B: 1q21 ampli�cation (3R2G); C: RB1 deletion (2R1G/0G)：D: D13S319 

deletion (1R); E: p53 deletion (1G); F: D13S319 and p53 both deletion (1R1G); G: IGH normal (2Y); H: IGH separate (1R1G1Y). 

A                                                                                                                                                         B 

C                                                                                                                                                        D 

E                                                                                                                                                        F

G                                                                                                                                                        H
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3  讨   论

MM 具有典型、复杂的细胞遗传学异常改变。

MM 的细胞遗传学异常往往涉及多条染色体，一些

断裂点位于染色体的端粒端，染色体形态不理想；

同时骨髓瘤细胞增殖速度非常低，通常不到 1% 的

肿瘤细胞处于增殖期。因此，常规染色体检测方法

只能在 2 5 % ~ 3 5 % 的 患 者 中 发 现 克 隆 性 染 色 体

异 常 [3,7]。

FISH 技术可以通过设定特异性的基因探针来

识别染色体异常，甚至可以使用未培养的间期细

胞，大大提高了检测的灵敏度和特异性，也缩短了

检测时间 [8]。本研究通过常规染色体显带分析 20
例 MM 患者，异常检出率仅为 15%。而通过采用 5
种特异性探针应用 FISH 技术的异常检出率提高至

90%，其中病例 3 及病例 12 用两种方法均检出大致

相同的染色体变异，而病例 6 用常规染色体与 FISH
技术检测的结果并不一致，主要原因可能是常规染

色体检测阳性敏感性较 FISH 技术低，FISH 技术能

更一步确认常规细胞遗传学分析中的染色体异常，

并发现常规细胞遗传学分析中漏检的异常，由此可

见 FISH 技术较常规染色体检测异常更敏感，其缺

点是不能检测完整的染色体变异。

MM 的遗传学改变多为同时包含数量和结构

改变的复杂核型异常，所有 46 条染色体均有受累。

90% MM 为非整倍体核型，其中超二倍体最为常见

(30%~70%) ，其余依次为二倍体、假二倍体、三倍

体、四倍体 [9]。本研究通过 FISH 检测显示：20 例

MM 患者 14q32 易位 65% (13/20)，del(13q14) 阳性

率 为 55% (11/20)，1q21 异 常 25% (5/20)，p53 阳

性率 15% (3/20)。由此可见在 MM 的染色体异常

中，以与 14q32 有关的易位和 13q 的缺失最常见，

与 Steward 等 [10–11] 报道基本一致。

检测 13 号染色体完全或部分缺失，常用的针

对 13q14 的探针为 RB-1 和 D13S319。分别定位于

13q14 和 13q14.3 区域，RB1 为抑癌基因，其失活多

发生在 MM 晚期，D13S319 缺失多发生在中晚期，

由于 13 号染色体异常的检出与疾病危重、疗效和

预后较差密切相关，因此目前认为 13 号染色体上

存在 MM 肿瘤抑癌基因。13 号缺失 (13 单体和部分

缺失 ) 是传统化疗和大剂量化疗加自体造血干细胞

移植的负性预后指数 [12–14]，del(13) 与 MM 某些预

后因素如高 β2- 微球蛋白、高 C- 反应蛋白及浆细胞

增殖率较快有关 [15–17]。以上研究表明 13 号缺失对

MM 的生物学行为确有影响。

本研究采用 FISH 技术在 15% 的 MM 患者中检

测到 p53 基因缺失，其检出率与 Schop 等 [17–18] 报道

基本一致。本研究还发现 del(17p13) 与 MM Durie 
& Salmon 分期有关，在一定程度上说明 p53 基因缺

失与疾病的进展有关，提示预后不良。研究 [19] 指

出 del(17p13) 导致 p53 基因的缺失，是疾病进展的

继发性改变，该异常与侵袭性病程和短的生存期相

关，p53 基因缺失提示预后最差。

14q32 含编码 B 细胞 IGH 的基因，与之相关

的易位是 MM 最常见的异常。本研究采用 FISH 技

术在 65% 的 MM 患者中检测到 IGH 基因异常，并

发现 100% 的 I 期患者和 70% 的Ⅱ期患者有 IGH 异

常，表明 IGH 易位是 MM 中发生较早的事件，与

Smadja 等 [20] 报道基本一致。针对 14q32 IGH 基因的

易位包括 t(11;14)(q13;q32)，t(4;14)(p16.3;q32)，

t(6;14)(p21;q32)，t(14;16)(q32;q23) 和  t(14;20)
(q32;q11)， 分 别 涉 及 CCND1，FGFR3，MMSET/ 
WHSC1，CCND3 和 MAF/MAFB 5 种伙伴基因，易

位导致原癌基因过表达。

总之，FISH 技术直观，敏感性和特异性高，

能明显提高异常染色体的检出率，但一次只能检测

一个或几个候选位点。因此，FISH 技术并不能完全

取代常规显带技术，而是其重要的补充。只有将两

者联合应用才能提供更全面的细胞遗传学信息，在

血液系统疾病的诊断、鉴别诊断、治疗、预后评估

以及追踪白血病微小残留等方面发挥重要的作用。
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