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∙论著∙

白血病细胞来源微粒BCR-ABL mRNA检测
在监测慢性髓性白血病治疗反应中的意义
朱晓健 李青 曾辰 仲照东 游泳 邹萍

【摘要】 目的 探讨通过检测白血病细胞来源微粒（MP）BCR-ABL融合基因水平对达完全分子

学反应（CMR）后慢性髓性白血病（CML）患者进行分层的可能。方法 收集 29例不同疾病状态的

CML患者，采用实时定量PCR方法分别检测患者外周血细胞与MP中的BCR-ABL mRNA水平。结

果 患者外周血MP和细胞中均能稳定检测出BCR-ABL mRNA；CMR、主要分子学反应（MMR）、完全

细胞遗传学反应（CCyR）三种疾病状态下患者MP中的BCR-ABL mRNA水平分别为9.1±2.8、25.2±6.9

和62.8±6.3，差异具有统计学意义（P <0.05）；细胞内BCR-ABL转录本为阴性时，来源于同一份样本的

MP仍可检测到BCR-ABL mRNA［中位水平6.5（3.7~15.3）］；CMR患者MP中BCR-ABL融合基因水平

与服药时间呈负相关（t=-0.656, P<0.05）；在同样达到CMR的前提下，造血干细胞移植组患者和酪氨酸

激酶抑制剂治疗组患者相比，MP中BCR-ABL mRNA水平更低（分别为 3.3±2.1和 9.1±2.8, P<0.05）。

结论 CML患者外周血细胞来源MP中可以稳定检出BCR-ABL mRNA，并有望成为患者达CMR后继

续监测的重要指标。
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【Abstract】 Objective To exam the role of leukemia cells- derived microparticles in the post-
complete molecular response stratification. Methods Blood samples from 29 patients diagnosed with
chronic myeloid leukemia（CML）were collected. Microparticles（MP）were extracted from the peripheral
blood. Real- time PCR was performed to measure the level of BCR- ABL mRNA. Results BCR- ABL
mRNA could be stably detected both in MP and peripheral blood cells; BCR- ABL in MP showed
significant difference within complete molecular response, major molecular response and complete
cytogenetic response（9.1±2.8、25.2±6.9 and 62.8±6.3 respectively，P <0.05）. BCR-ABL was detected in
MP even when it was negative in peripheral blood cells（3.7-15.3）. For patients with complete molecular
response, BCR- ABL in MP but not cells were significantly different between imatinib and stem cell
transplant recipients（3.3±2.1 vs 9.1±2.8, P <0.05）. Conclusion This study indicated that MP may serves
as a new target for monitoring of CML. Quantification of BCR-ABL in MP may offer a novel strategy for
stratification of molecular response.

【Key words】 BCR-ABL; Cell-derived microparticles; Leukemia, myelogenous, chronic, BCR-
ABL positive; Real-time polymerase chain reaction

酪氨酸激酶抑制剂（TKI）治疗慢性髓性白血病

（CML）已经成为经典的疾病治疗模式，患者长期无

病生存率达 90%以上［1］。BCR-ABL不仅是重要的

治疗靶点，同时是关键的疾病状态监测指标：采用

实时定量 RT-PCR（RQ-PCR）方法检测 BCR-ABL

mRNA 能够准确定义患者的治疗反应及预后评

估。目前，TKI能够使绝大部分患者迅速达到稳定

的完全分子学反应（CMR）。CMR状态指在特定敏

感度 RQ-PCR 技术检测下不能检查到 BCR-ABL

mRNA，但并不能等同于临床治愈。最为强大的证
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据之一是停药后大部分患者即出现复发，而一部分

则能够继续保持稳定的缓解状态［2-4］。因此，针对达

CMR后的患者，选择合适的指标进行区分，达到分

层治疗是当下研究的焦点。微粒（microparticle，

MP）是真核细胞活化或凋亡时释放的双层脂质膜小

囊泡结构，存在于血浆及各种组织液中。肿瘤细胞

来源MP具有多种生物学功能，更为重要的是，MP

保留有母体细胞的表型及内容物，是一种良好的特

异性生物学标志物［5］。多个研究表明某些肿瘤细胞

本身虽然通过常规手段无法检测到，但其来源的

MP却能够在血液中检测到；且一个细胞能够分泌

大量MP，具有生物信息级联放大作用，研究这部分

MP 能够分辨肿瘤细胞的特征（如负荷、细胞来源

等）［6-7］。我们在前期研究中发现，BCR-ABL阳性细

胞来源MP同样包含有该融合基因的mRNA，因此

本研究中我们探讨了检测 CML 患者外周血 MP

BCR-ABL mRNA 表达在监测 CML 治疗反应中的

意义。

病例和方法

1. 患者资料：本研究共纳入29例我院血液病学

研究所门诊部收治的 CML 慢性期患者，其中男 14

例，女 15例。患者中位年龄 35（10~54）岁，中位服

用TKI 时间为33（3~82）个月，11例患者经两次RQ-

PCR检测均达到CMR，5例患者达主要分子学反应

（MMR），5例患者达完全细胞遗传学反应（CCyR），

治疗反应标准按照 BCR-ABL/ABL 拷贝数定义（≤
1%为 CCyR, ≤0.1% 为 MMR，≤0.01%为 CMR）。8

例患者选择非亲缘异基因造血干细胞移植（allo-

HSCT），移植后中位时间为 9（3~21）个月，患者均

处于移植后无白血病生存期（LFS）。29例患者临床

资料见表1。

2. MP 的提取和鉴定：为确保研究的稳定性和

可靠性，我们利用同一份血样（患者外周血）提取

MP及细胞，分别进行RQ-PCR。MP采用梯度离心

法获取：离心温度均为4 ℃，1 000 r/min（离心半径为

6 cm）离心5 min，4 000 r/min 离心10 min取上清，将

该上清再以10 000×g离心1 h 获取沉淀物。采用透

射电镜鉴定分离物为MP。电镜观察方法：以1% 磷

钨酸（PTA）1∶1 混合标记MP，直接吸附到涂抹了溴

隐亭的300目铜网上，蒸馏水轻轻冲洗3次，待铜网

干后，直接在电子显微镜下观察。

3. RQ-PCR检测BCR-ABL融合基因：本研究中

表1 29例慢性髓性白血病患者临床资料

例

号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

性

别

女

女

男

女

男

男

男

女

男

女

女

女

女

男

女

女

男

女

男

男

男

女

女

男

女

男

男

男

女

年龄

（岁）

34

30

28

44

38

43

25

45

15

10

44

48

51

44

41

41

34

30

28

44

38

33

26

35

19

35

54

42

29

诊断

分期

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

CP

疾病

状态

CMR

CMR

CMR

CMR

CMR

CMR

CMR

CMR

CMR

CMR

CMR

MMR

MMR

MMR

MMR

MMR

CCyR

CCyR

CCyR

CCyR

CCyR

移植后7个月

移植后11个月

移植后21个月

移植后18个月

移植后9个月

移植后7个月

移植后3个月

移植后9个月

服用TKI

时间(月)

44

26

37

82

55

34

49

47

40

38

37

26

29

33

17

19

18

12

3

9

11

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

MP内

BCR-ABL

水平

6.3

9.1

10.6

3.5

7.8

15.3

9.7

11.2

8.2

9.4

8.7

15.6

33.7

31.4

25.8

19.5

55.1

62.3

56.8

71.2

68.4

3.1

1.7

5.5

0.0

3.2

1.9

7.1

4.2

注：CP：慢性期；CMR：完全分子学反应；MMR：主要分子学反

应：CCyR:完全细胞遗传学反应；TKI：酪氨酸激酶抑制剂；MP：微

粒；NA：未用

BCR-ABL融合基因RQ-PCR检测均由本研究所下

属干细胞应用与研究中心进行，该中心获RQ-PCR

检测认证准入资格［8］。 RNA 提取采用 E.Z.N.ATM

Blood RNA 试剂盒（美国 Omega Biotek 公司产

品）。逆转录反应采用 Moloney murine leukaemia

virus Reverse Transcriptase 试剂盒（美国Promega公

司产品）。实时定量 PCR 体系为 20 μl，包括 10 μl

SYBR Green PCR Master Mix（美国Applied Biosys-

tems 公司产品）, 2 μl 引物（美国 Invitrogen 公司产

品）, 6.5 μl 无RNA酶水, 1.5 μl cDNA。荧光强度以

Stratagene Mx3000P TM RQ-PCR 系统来测定并计算
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Ct值。

4. 统计学处理：采用SPSS10.0软件分析处理相

关数据，方差齐性的组间对比采用配对 t检验，三组

之间比较采用非参数检验（ANOVA test），两组之间

率的比较采用卡方检验，所有数据以均值±标准差

表示，取P <0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 微粒的鉴定和 BCR-ABL 检测：6 ml 外周血

经离心获得上清，上清梯度离心获得的沉淀物以透

射电镜观察，镜下可见直径约为 0.5 μm的囊泡，其

外层为双层脂质膜结构，包裹一定的细胞质及细胞

器组分（图1），符合Meckes等［5］对MP大小及形态特

征的描述，证实我们的提取物主要成分为MP。提

取MP中的RNA采用RQ-PCR法进行BCR-ABL融

合基因检测，同样采用ABL作为内参基因，其平均

拷贝数约 102。MP 中的 BCR-ABL mRNA 水平以

BCR-ABL/ABL拷贝数比值表示。

图1 透射电镜下慢性髓性白血病患者外周血微粒的形态

2. 以MP和外周血细胞内BCR-ABL水平监测

治疗反应的比较：CMR组 11例患者外周血细胞内

BCR-ABL基因检测均为阴性，但外周血MP内均仍

可检测出 BCR- ABL mRNA［中位水平 6.5（3.7~

15.3）］。CMR组患者MP中的BCR-ABL mRNA水

平与患者年龄（t=0.13, P>0.05）、性别（P>0.05）及服

药前疾病持续时间（t=0.21, P>0.05）无明显相关性，

但与服用TKI时间呈负相关（t=-0.656, P<0.05），提

示达到 CMR 后持续服用 TKI 仍能够降低 MP 中

BCR-ABL mRNA 水平。MMR、CCyR 组患者外周

血 MP 中同样均可稳定检出 BCR-ABL mRNA，MP

中的 BCR-ABL mRNA 水平在 CMR、MMR、CCyR

三组分别为9.1±2.8、25.2±6.9和62.8±6.3，组间差异

具有统计学意义（P<0.05），提示基于外周血MP检

测同样能够区分患者治疗反应以及所处的状态。

MMR 组及 CCyR 组患者外周血细胞中的 BCR-

ABL mRNA水平与MP中水平呈正相关（t=0.57, P<

0.05）。在MMR、CCyR组，MP中BCR-ABL水平同

样与患者年龄、性别及服药前疾病持续时间无关，

与服用TKI时间亦不相关（t=0.051, P >0.05）。

allo-HSCT 被认为是唯一能够治愈 CML 的手

段，采用 allo- HSCT 或 TKI 达到 CMR 后，细胞内

BCR-ABL mRNA 已转阴。但我们在研究中发现，

allo- HSCT 与 TKI- CMR 组外周血来源 MP 中的

BCR-ABL mRNA水平分别 3.3±2.1和 9.1±2.8，差异

具有统计学意义（P=0.003），提示在已达到CMR的

患者，检测MP中的BCR-ABL mRNA水平能够有效

地为患者的治疗决策提供依据。同时，由于MP来

源于残留白血病细胞，更低的MP提示allo-HSCT能

够更为彻底地清除残留白血病细胞。

讨 论

肿瘤细胞来源MP的特征、内容物和生物学功

能是近期的研究热点，有报道指出MP参与肿瘤血

管新生、免疫逃逸、侵袭转移等几乎所有的生物学

行为［5］。但MP在微小残留病（MRD）中作用和检测

意义的相关研究甚少。CMR状态下残留的白血病

细胞藏匿在骨髓内，低于RQ-PCR方法的检测下限，

导致检测出现假阴性。我们的研究结果表明，在外

周血细胞检测为阴性的情况下（CMR状态），MP内

仍可检测出 BCR-ABL mRNA；其敏感度高于基于

外周血细胞的检测，因此有可能应用于 CMR 后疾

病状态的监测。其机制可能有：①MP是母体细胞

的缩微版，携带有母体细胞的表面标志及内容物，

因此分析MP有可能得到其母体细胞的相关信息，

并具有一定的即时性；②单个肿瘤细胞能够释放大

量 MP（1012~1015个），具有生物信号的级联放大作

用，使得BCR-ABL融合基因在MP中比在细胞中理

论上更易检出［9］；③MP的膜结构使其内容物相对血
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清中游离的成分具有更强的稳定性，同时相对细胞

而言，MP所包含的蛋白及RNA量相对较少，针对特

异性靶标的筛选灵敏度更高［10］；④胃癌、乳腺癌、慢

性淋巴细胞白血病等相关研究已经证明，患者外周

血MP与临床病情演化及预后相关，提示MP能够反

映疾病进展［11-12］；⑤更为重要的是，多个研究表明在

神经胶质瘤等特殊类型的肿瘤中，瘤细胞本身可能

匿藏于病灶局部甚至常规手段无法检测的部位，但

其分泌的MP却可出现在外周循环血，并能够通过

一定的手段被获取，具有重要的诊断意义［13］。

进一步分析发现在达到CMR的患者，MP中的

BCR-ABL融合基因水平与TKI服用时间呈现负相

关，提示在达到CMR情况下继续服用TKI能够进一

步降低MP中的BCR-ABL水平，减少疾病演进的可

能。在对 8例进行 allo-HSCT的患者监测过程中发

现，即使细胞内拷贝数持续为 0，MP内的拷贝数仍

随患者的疾病状态和治疗反应波动。当患者出现

较为严重的移植物抗宿主病和（或）患者服用 TKI

时，MP内BCR-ABL融合基因拷贝数显著降低，提

示在细胞检测阴性的情况下，检测 MP 内的

BCR-ABL 水平能有效反映疾病状态。此外，采用

allo-HSCT或TKI达到CMR状态后，缺乏有效的手

段对患者的疾病状态进行区分，而基于 MP 的

BCR-ABL融合基因检测能够对达CMR后CML患

者进一步分层。

本研究的不足之处是缺乏对肿瘤来源的MP进

行特异性富集和纯化的过程，同时本研究为单中心

结果。因此肿瘤来源MP的富集、分离以及组织多

中心合作等将是我们进一步的工作。
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