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  【摘要】 血液学检验技术从早期经典的细胞形态学及细胞化学染色方法，到后来的组织病理学检

验和免疫学分析，再到细胞遗传学及分子遗传学分析、分子生物学分析，进而对血液肿瘤的认识从细胞

形态上升到遗传和基因水平，对血液肿瘤的类型也有了更准确和更细致的划分。 随着科学技术的发展，

新的检测技术不断涌现，不同的检测技术适用于不同血液肿瘤的诊治，而多种技术联合检测也能够提

高诊断血液肿瘤的准确性，为临床提供可靠的实验依据，对血液肿瘤患者的诊治和预后评估有着重要

意义。
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  上世纪 ８０ 年代中期以前， 对血液肿瘤的检测主要根据

光镜及电镜下观察细胞形态及细胞化学染色、组织病理学检

查及临床表现形式将其分为白血病、淋巴瘤、浆细胞瘤、骨髓

增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＤS）、骨髓增殖

性疾病等。 自 １９６６ 年来，组织病理学检查联合免疫组织化学

染色（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， IＨＣ）成为淋巴瘤诊断与分型的

金标准。 １９７６ 年开始，法国、美国、英国三国专家组成的急性

白血病（ａｃｕｔｅ ｌｅｕkｅｍｉａ， ＡＬ）诊断与分型协作组主要依据细

胞形态及细胞化学染色最早提出了 ＡＬ 的诊断标准及分型意

见，此后又进行了多次修改补充，同时对 ＭＤS 也提出了诊断

与分型标准。

随着免疫学、细胞遗传学及分子遗传学、分子生物学技

术的飞速发展与临床应用，综合多种技术方法对血液肿瘤进

行诊断和分型的一致性、重复性更好、更客观，且更能反映疾

病亚型的生物学及临床特征，能更好地帮助判断预后，指导

制订治疗方案及路线、监测疗效，甚至有助于对疾病发病原

因、发病机制更深入的了解，帮助开发新的治疗方法。自 １９９５

年开始，世界卫生组织 （Wｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Oｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， WＨO）召

集欧洲血液病理协会、国际血液病理协会、国际血液学及肿

瘤学临床专家成立了 WＨO 造血淋巴系统肿瘤诊断与分型指

导委员会，提出了血液肿瘤的统一诊断与分型标准。 之后曾

多次修订，最近一次修订为 ２００８ 年 ［１］。 另外，WＨO 在 ２０１１

年－２０１４ 年对骨髓增殖性肿瘤 （ｍｙｅｌｏｐｒｏｌｉｔｅｒａｔｉvｅ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ，

ＭＰＮ）的诊断与分型标准提出了修改意见，并对部分淋巴系

统肿瘤的诊断标准进行了修订 ［２－６］；国际 ＭＤS 预后工作组于

２０１２ 年提出了修改的 ＭＤS 预后积分系统［７］。

国际上一些大的协作组也在 WＨO 基础上提出一些修改

的或更细化的血液肿瘤诊治指南，如美国国立综合癌症网络

２０１５ 年版，欧洲白血病网指南 ２０１３ 年版等。我国也在近年来

对血液肿瘤诊治指南进行了制定和修订，如中国抗癌协会造

血 ／淋巴系统肿瘤专业委员于 ２０１４ 年提出的《中国 B 细胞慢

性淋巴增殖性疾病诊断专家共识（２０１４ 年版）》［８］、中华医学

会血液学分会实验诊断血液学学组于 ２０１４ 年提出的 《中国

慢性髓性白血病诊疗监测规范（２０１４ 年版）》［９］。 血液肿瘤的

实验诊断技术发展很快，如果检验医生及临床医师知识不能

及时更新，可能导致同一患者的标本在不同医院常常得到不

同的诊断结论。 国际上发达国家诞生了血液病理医师，整合

临床各方面信息及肿瘤的形态学、组织病理学、IＨＣ、流式细

胞分析（ｆｌｏw ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ＦＣＭ）、细胞遗传学及分子遗传学、分

子生物学，甚至病原学结果，做出整合诊断报告。 血液肿瘤进

入了整合诊断时代已经是不争的事实。 如何应用这些实验诊

断技术，以期得到更好的诊断结果，是每位检验医生应当思

考的。 本文就目前临床上常用的血液肿瘤检验诊断技术进行

简要介绍，为检验医生和临床医师提供参考。

１ 细胞形态学及细胞化学染色

细胞形态学检验是对血涂片、骨髓穿刺液涂片、其他部
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位细胞涂片或组织印片进行染色后在光镜下观察形态。 多种

细胞化学染色反应也可帮助鉴别不同系列来源或不同成熟

阶段的细胞［１０］。

细胞形态学及细胞化学染色是血液肿瘤诊断与分型的

基础方法，易于在基层单位推广。 无论新技术如何发展，这一

方法仍有不可替代的价值。 由于细胞涂片一般是骨髓穿刺第

一针抽取的标本，各种组织印片、体液细胞均可以制备成细

胞涂片观察细胞形态及细胞化学染色，取材方便。 细胞涂片

很少稀释，几乎未处理，或对标本处理很少，细胞一般很少变

形，因此判断血液肿瘤细胞的比例更准确；在标本量很少的

情况下，对形态观察要求高的 ＭＤS，一些少见的、大的恶性细

胞的确定优于其他方法［１１］。 细胞化学染色简单、快速、经济、

直观，染色一般 １０－３０ ｍｉｎ 完成，因此细胞形态学检验往往是

可在较短时间内报告结果的方法，可为其他检测做出提示。

细胞形态学及细胞化学染色诊断除了需要检验医生的

经验外， 还依赖良好的染色技术及高分辨率的光学显微镜。

计算机及图像分析软件目前可以让检验医生更方便地打印

出带图像的报告，但因尚不能自动辨认细胞，仍需人工辨别，

这就需要检验医生有丰富的细胞形态学知识和经验。 随着大

数据电子信息化及图像分析软件的智能化，相信细胞形态学

报告对检验医生经验的依赖会有所下降。

２ 组织病理学检查

组织病理学检查是通过对各种组织活检标本，包括骨髓

活检组织标本进行固定、处理、切片、染色后在光镜下观察做

出诊断。

活检的组织标本取出后一般立即放入固定液直接固定，

不容易损失细胞信息， 因此恶性细胞的比例更准确客观，而

且可以直接观察到组织结构，容易确定恶性细胞在组织的定

位，对一些有特殊形态或结构改变的淋巴瘤诊断意义较大［２］。

组织病理学检查观察的范围比抽取骨髓血进行细胞形态学

及细胞化学染色检查的范围大，尤其对一些抽不出细胞的组

织，或少见细胞、体积很大的细胞仍可诊断，如骨髓纤维化、

浆细胞肿瘤、淋巴瘤、转移癌、组织细胞、巨噬细胞、树突细

胞、霍奇金细胞等，因此该方法也是诊断实体肿瘤最重要的

方法［３］。在我国，肿瘤医院或综合医院肿瘤科医生较重视组织

病理诊断， 而血液科医生往往更重视抽取骨髓血涂片的形

态、免疫分型核型分析、染色体、基因检查，容易忽视对骨髓

组织活检的病理学检查， 导致对伴骨髓纤维化的血液肿瘤、

ＭＤS 尤其容易漏诊或误诊。

３ 免疫学分析

免疫学分析主要包括 IＨＣ 和 ＦＣＭ。采用不同染料或荧光

染料标记的单克隆抗体对细胞悬液、细胞涂片或骨髓组织切

片进行染色，然后在流式细胞仪、荧光显微镜或光镜下观察

细胞表面或细胞内的抗原标记，对血液肿瘤进行免疫分型。

３．１ IＨＣ IＨＣ 一般用染料或荧光染料标记的抗体对组织病

理切片的组织进行细胞染色，抗体与抗原结合后标记的染料

显色，可在光镜下观察着色反应；或荧光素发出荧光，可在荧

光显微镜下观察荧光反应， 从而了解细胞表达的免疫标记，

是目前病理检查最广泛应用的方法，一般与组织病理普通染

色同时进行［５］。病理组织标本具有组织病理学的优点，在此基

础上进行 IＨＣ，比 ＦＣＭ 更容易确定某一免疫标记阳性或阴性

细胞在组织部位的定位，对一些抽不出的细胞、少见细胞、体

积很大的细胞，仍可诊断，一些免疫标记用 IＨＣ 检测比 ＦＣＭ

更准确，如细胞周期蛋白 Ｄ１。

IＨＣ 的发展依赖于可用于组织病理切片染色的单抗、标

记单抗的可显色染料、显微镜的分辨能力，还有大数据电子

信息化及图像分析软件的智能化等技术领域的发展。 相信随

着这些技术的不断发展，组织病理学检查及 IＨＣ 诊断对病理

医生经验的依赖会有所下降。

３．２ ＦＣＭ ＦＣＭ 是将标本制备成单个细胞悬液，然后用荧光

染料标记单抗细胞，再用流式细胞仪检测。 流式细胞仪可以

探测单个细胞的大小、细胞内颗粒的多少及标记在细胞上的

荧光光谱，并将光信号转化为电信号，用计算机存储下来，再

用分析软件分析。

流式细胞仪除了直接探测细胞的大小、细胞内颗粒的多

少外， 还可一次性检测同一个细胞上 ３～１０ 种以上免疫标记

是否表达、表达强度、不同免疫标记之间的关系。 如果含有不

同细胞群的标本在同一试管染不同荧光标记的抗体，可以划

出有同样荧光标记的一群细胞所在区域（设门），分析和计算

该细胞群的特征和数量。 ＦＣＭ 可以在几个小时内完成对同一

患者几十万个细胞上数百种免疫标记的分析，与 IＨＣ 相比更

为快速、简便，一致性及重复性更好。

虽然血液肿瘤细胞上的单个免疫标记与正常细胞差异

很小，但是综合多种免疫标记的分析，与正常细胞相比，大多

数的恶性血液细胞具有一些异常表达的现象，可帮助判断细

胞的良恶性，与细胞形态学、组织病理学和 IＨＣ 相比，ＦＣＭ 能

更好地判断细胞的良恶性，在此基础上，更容易判断恶性细

胞的系列来源及成熟阶段。 因为很多免疫标记在正常细胞上

也存在，因此进行血液肿瘤免疫分型时应该确定免疫标记在

血液肿瘤细胞表面，而不是简单地根据某一免疫标记的细胞

数量来判断。 尤其是当组织中存在大量的正常细胞，肿瘤细

胞比例很低时， 或有正常早期免疫标记的细胞反应性增加

时，单纯用 IＨＣ 判断肿瘤细胞的系列来源及分化阶段可能造

成误诊。 很多免疫表型复杂的血液肿瘤几乎只能用 ＦＣＭ 来

诊断，而不能用 IＨＣ 诊断，尤其是同一患者存在多种恶性血

液肿瘤克隆，如 Ｔ 细胞、B 细胞、浆细胞、髓细胞共存，淋巴瘤

和 ＡＬ 共存， 甚至有血液肿瘤和其他系统肿瘤共存的现象。

ＦＣＭ 还可以对一些转移癌等非造血系统肿瘤做出提示性诊
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断。 由于 ＦＣＭ 检查的细胞数量多， 分析的免疫标记多，ＦＣＭ

可以检查很微量的血液肿瘤细胞，敏感性可达 １０－３～１０－４；且覆

盖面广，对 ８０％以上的血液肿瘤细胞都可用 ＦＣＭ 检测，因此

ＦＣＭ 是监测治疗后微小肿瘤残留病（ｍｉｎｉｍａｌ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｄｉｓｅａｓｅ，

ＭＲＤ）最常用的方法［１２］。

血液肿瘤细胞上的一些分化抗原决定簇 ， 如 ＣＤ２０、

ＣＤ５２、ＣＤ１９、ＣＤ３０ 等，已经有单抗、嵌合性受体基因转染的 Ｔ

细胞等有效治疗方法，检测这些免疫标记可帮助选择靶向治

疗。 靶向治疗后，肿瘤细胞上的这些抗原还有可能丢失，因此

监测这些抗原的变化可指导更精确的靶向治疗。 有些免疫标

记代表血液肿瘤的预后不好，如急性混合细胞性白血病。

ＦＣＭ 可检测多种标本，如血液、骨髓、活检组织、各种细

针或粗针穿刺标本、胸水、腹水、脑脊液等多种体液，因此容

易检测血液肿瘤在其他部位的浸润。

ＦＣＭ 诊断的准确性与标本处理方式、仪器校准、检测抗

体的选择、抗体组合、目标细胞的设门、抗原表达比例及强度

的判断， 检验医生的相关专业知识水平和经验等因素有关。

目前国内外不同机构的检测结果尚不易互认，尤其对血液肿

瘤细胞比例很小的 ＭＲＤ 监测，差异及分歧很大。 国际上一些

协作组监测 ＭＲＤ 时，一般仅选择 １～３ 个实验室来报告。为了

减少不同实验室之间的报告误差， 国际上先后出台了一些

ＦＣＭ 诊断血液肿瘤的专家共识［４－６］。

ＦＣＭ 的发展依赖单抗、荧光染料、流式细胞仪、计算机分

析能力、多参数（包括荧光颜色）分析软件等技术的发展。 近

１０ 多年来，以上技术都有飞速的发展，导致越来越多的血液

肿瘤被鉴别。 其中单抗从 ２００１ 年的 １６６ 种增加到 ２００８ 年的

３５０ 种，标记单抗的荧光染料也明显增加，目前已经有 １０ 多

种可以应用的荧光染料。 流式细胞仪性能的增加，比如探测

荧光光谱的激光增加，分辨不同光谱的能力增加。 计算机大

数据分析能力增加及分析软件的改善，可以多维的同时分析

细胞上的全部参数（包括细胞大小、细胞内颗粒及标记的荧

光参数），这样可使 ＦＣＭ 诊断减少对检验医生经验和知识的

依赖。

４ 细胞遗传学及分子遗传学分析

细胞遗传学主要采用染色体核型分析，分子遗传学分析

主要采用荧光原位杂交 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，

ＦISＨ）技术。

４．１ 细胞遗传学分析 染色体存在于细胞核中，在细胞进行

有丝分裂且在分裂中期时， 染色体高度浓缩呈现可见的形

态，经体外处理出现不同的条带，在光学显微镜下可分析。 染

色体及基因异常在血液肿瘤的诊断、预后分层中起到越来越

重要的作用。

很多血液肿瘤细胞具有染色体异常，一些染色体异常在

多个患者中发现，具有一些共同的临床及血液学特征，称为

重现性染色体异常，具有独立的预后评估及指导临床治疗的

价值。 对一些患者具有重要的诊疗价值，如有复杂染色体异

常，－５、－７ 等染色体异常的急性髓细胞性白血病 （ａｃｕｔｅ ｍｙｅ-

ｌｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕkｅｍｉａ， ＡＭＬ）预后很差，需要尽快进行异基因造血

干细胞移植。 ｔ（１５；１７）（q２２；q１２）染色体异常仅见于急性早幼

粒细胞性白血病，对全反式维甲酸、砷剂及蒽环（醌）类药物

治疗的疗效好，其治愈率可达 ９０％以上。 对上述患者来说，应

用染色体核型分析及早诊断，对患者的治疗和预后评估都有

极大的帮助。 一般来说，诊断 ＡＬ 需要骨髓和 ／或外周血中原

始细胞≥ ２０％才能诊断，在 WＨO（２００８）标准中，当证实有一

些重现性染色体易位或由此引起的融合基因时，即使原始细

胞＜ ２０％也可诊断 ＡＭＬ。

与 ＦISＨ 技术比较， 染色体核型分析反映了全基因组的

遗传学改变，可同时发现多种染色体异常，与其他基因分析

技术比较，对整条染色体或较大片段染色体（数百万碱基以

上的片段）的丢失或增加或易位的发现更直观、快速、便捷。

染色体核型分析准确率的提高依赖于核型制备方法的

改善，使肿瘤细胞分裂以便有可供分析的染色体核型以及显

微镜分辨率的提高，而计算机及分析软件的智能化则极大地

提高了染色体核型分析的工作效率。 目前染色体核型扫描系

统及分析软件可明显缩短检验医生寻找染色体核型的时间，

研究人员也在研究用 ＦＣＭ 分辨染色体， 但迄今为止尚不能

完全代替人工分辨。 随着计算机大数据、图像分析能力、及人

工智能化程度的增加，可能进一步减少对检验医生检测时间

的耗费和经验的依赖。

４．２ 分子遗传学分析技术 分子遗传学分析技术主要为

ＦISＨ，ＦISＨ 采用荧光标记不同染色体或基因片段的探针，和

染色体或细胞的基因杂交后， 在荧光显微镜下分析荧光信

号，从而判断染色体或基因的异常。

与染色体核型分析比较，ＦISＨ 可以检测染色体变化很微

小的异常，可以检测不分裂的细胞，分析的细胞数目明显比

染色体核型分析多，一般可分析 ５００ 个以上的细胞，而染色

体核型分析一般仅能分析 ２０ 个细胞， 因此大大增加了染色

体分析的敏感性和准确性，对于已知的染色体 ／基因异常，可

用 ＦISＨ 监测治疗后的 ＭＲＤ。 与其他基因检测技术比较 ，

ＦISＨ 更容易检查基因发生的多种易位、 染色体内基因扩增、

大片段基因丢失等［１３］。 ＦISＨ 检测需要的标本量较少，染色体

滴片、细胞涂片、组织印片，甚至既往室温保存的骨髓、血液

涂片， 石蜡切片均可用于 ＦISＨ 检测。 如果选用的探针质量

好， 染色技术好，ＦISＨ 诊断对检验医生的经验要求比染色体

核型分析低一些。 对于检验医生肉眼难以辨认的染色体异

常，如果可估计可疑的染色体号或条带，可用相应的探针及

ＦISＨ 确定。 肿瘤细胞不易分裂从而产生假阴性染色体结果，

因此，检验医生常常把与这些疾病相关的有诊断、预后评估
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和指导临床治疗价值的探针组合，形成 ＦISＨ 套餐，给临床医

生更好的指导。 和其他基因检测技术比较，ＦISＨ 使用的探针

范围比较大，对一些容易发生与多种伙伴基因易位形成多种

融合基因的异常，染色体内大范围基因的扩增、重复，ＦISＨ 技

术比基因分析更为直观、简单、便捷。 如弥漫性大 B 细胞淋巴

瘤发生 Ｃ－ＭYＣ 扩增或易位，或同时伴有 BＣＬ－２ 和 ／或 BＣＬ－

６ 扩增或易位，则预后很差，用一线治疗方案疗效差，用 ＦISＨ

技术能够更准确的检测出这种扩增或异位， 指导临床治疗。

再比如，ＭＬＬ、ＰＤGＦＲB、ＡBＬ 基因易位至很多部位与不同基

因易位形成融合基因，这些基因易位预后差，一般需要移植，

酪氨酸激酶抑制剂对 ＰＤGＦＲB 基因、ＡBＬ 基因易位的血液肿

瘤疗效较好。 ＦISＨ 技术很容易判断这些基因是否发生了易

位，且不容易漏诊或误诊。

ＦISＨ 技术的发展需要开发更多可用于临床诊断的探针，

多色荧光显微镜，以及大数据分析和更加智能化的软件分析

系统， 使检验医生可以用 ＦISＨ 技术发现更多的染色体或基

因异常。

５ 基因分析

血液肿瘤是由于造血干 ／祖或前体细胞染色体异常或基

因突变，导致细胞增殖、分化或凋亡异常，恶性血液细胞大量

增加的疾病。 造血细胞的基因突变可以是点突变、基因片段

丢失或增加或重复扩增，也可以是染色体易位等异常形成新

的融合基因。 两条染色体断裂，原本不相干的断端连接在一

起，形成染色体易位。 染色体易位通过干扰、去除或代替临近

的基因导致原癌基因激活、抑癌基因灭活，或融合基因产生

某种功能的融合蛋白。干细胞向淋巴细胞分化过程中，Ｔ 细胞

受体（Ｔ ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＴＣＲ）和免疫球蛋白重链 IｇＨ 基因的可

变区（V）和结合区（J）基因会发生重排，即两个距离很远的片

段重新排列在一起，形成新片段。 每个淋巴细胞都有各自序

列不同的 ＴＣＲ 或 IｇＨ 片段， 淋巴细胞肿瘤增殖呈单克隆性，

如果检测出一种基因重排片段明显升高，可考虑有单克隆淋

巴细胞增生。因此 IｇＨ 及 ＴＣＲ 基因重排分析技术可帮助鉴别

淋巴细胞是否为单克隆性增生。 目前临床应用的基因检测技

术主要有融合基因检测、基因测序和基因芯片技术。

５．１ 融合基因检测 染色体断裂，使不同部位的两段基因融

合在一起，形成血液肿瘤特有的融合基因。 检查和治疗后定

量监测这些融合基因有非常重要的临床意义。

血液肿瘤重现性融合基因异常与其相应的染色体异常

具有相同的临床意义，包括疾病的诊断、预后评估和指导治

疗。 检测融合基因主要采用聚合酶链反应 （ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ

ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）技术。 有时染色体断裂易位的片段很小，用普

通染色体核型分析方法检测不出来 ， 但是可以用 ＦISＨ 或

ＰＣＲ 检测出相应的融合基因，称为隐匿性染色体易位，这些

融合基因具有与该染色体易位相同的价值。 如患者具有慢性

髓细胞性白血病的临床及血液学特征， 染色体正常， 但有

BＣＲ－ＡBＬ 融合基因，仍可诊断为慢性髓细胞性白血病，因为

这类患者仍然可用格列卫等治疗后缓解。 融合基因可用定量

ＰＣＲ 技术定量监测 ＭＲＤ，迄今为止，荧光标记探针的实时定

量 ＰＣＲ 技术监测融合基因拷贝数是最敏感的监测白血病

ＭＲＤ 的方法，具有很好的预后评估及指导治疗的意义。

目前检测白血病特有的融合基因应用最多的仍是 ＰＣＲ

和荧光标记实时定量 ＰＣＲ 技术，这也是临床分子生物学的主

要诊断技术。 临床上先进行数十种融合基因、上百种变异体

的筛查，再对阳性的融合基因定量，已被广泛认可为血液肿

瘤融合基因诊断首选的检测方案［１３］。

近年来 ＰＣＲ 技术较为显著的改进是快速且超保真的

ＤＮＡ 聚合酶（Ｐｈｕｓｉｏｎ、Q５ 等）、快速 ＰＣＲ 仪（xxｐｒｅｓｓ 定量 ＰＣＲ

仪等），以及数字 ＰＣＲ 技术。 如 Ｐｈｕｓｉｏｎ 聚合酶具有 ５０ 倍于

普通 Ｔａq 酶的保真性，对于需要较高灵敏度的基因突变检测

有益。 Ｐｈｕｓｉｏｎ 聚合酶还具有超强的抗杂质干扰能力，更容易

保证微量或复杂标本检测结果的准确性。 联合快速聚合酶和

快速 ＰＣＲ 仪可使 ＰＣＲ 扩增过程从原来的 ２ ｈ 左右缩短为十

几分钟，可以显著缩短检测周期和临床报告时间。 数字 ＰＣＲ

技术本质上是对同一份标本和扩增目标同时进行很多个微

量的 ＰＣＲ 检测，尤其有利于高灵敏度点突变检测和精确的拷

贝数分析。 但由于检测通量和成本的限制，目前阶段还难以

成为临床常规应用的检测技术。

５．２ 基因测序 基因大片段丢失或扩增（数百万碱基以上的

片段变化）可用染色体核型分析或 ＦISＨ 检测；检测数百万碱

基以下的片段变化可用基因芯片技术进行基因片段拷贝数

变异 （ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ vａｒｉａｎｔ， ＣＮV）分析 ，又称为 ＣＮV 芯片技

术。 但是对数百个碱基长度以下的片段变化，尤其是基因碱

基点突变需要用基因测序技术。 随着基因检测技术在临床及

研究领域的广泛应用，发现基因突变对血液肿瘤的诊断具有

重要的临床意义，而这又促进了基因检测技术的发展。

基因测序是检测突变的最常用方法，可以检测目的基因

的全部突变类型，与既往的方法比较，提高了基因突变的检

出率。 基因测序可以用骨髓 ／血涂片、组织切片、组织印片等

少量标本做几十种甚至上百种基因突变筛查。

基因突变检测对血液肿瘤有辅助诊断的作用，尤其是对

ＭＰＮ、ＭＤS、ＭＤS ／ＭＰＮ 综合征等没有特异性的免疫分型、染

色体核型或融合基因异常的血液肿瘤，在早期时难以与再生

障碍性贫血、类白血病等非肿瘤疾病鉴别。 几乎所有的血液

肿瘤都能检查到某种或多种基因突变，因此当患者具有临床

表现及一些实验室特征时，相关基因突变阳性对这些疾病的

诊断有重要意义。例如 JＡＫ２ 基因突变可见于多种 ＭＰＮ 及其

他血液肿瘤。 需要注意的是，一些健康人也可能查出某种基

因突变，如果没有临床、血液学及其他异常表现，则不能诊断
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血液肿瘤。

基因突变对 ＡＭＬ、急性淋巴细胞白血病、慢性淋巴细胞

白血病、ＭＤS、ＭＰＮ、ＭＤS ／ＭＰＮ 等多种血液肿瘤都有预后评

估作用，越来越多的基因突变被纳入危险分层方案中。 基因

突变的检测还可帮助选择靶向药物或其他药物， 如 ＦＬＴ３－

IＴＤ 突变阳性的 ＡＭＬ 患者可用索拉菲尼、苏坦等靶向药物治

疗暂时获得完全缓解或部分缓解， 为移植创造有利条件；有

ＫIＴ 基因突变者用格列卫等酪氨酸激酶抑制剂治疗有较好的

疗效；表观基因突变者可用甲基化抑制剂（氮杂胞苷、地西他

滨）及组蛋白去乙酰化酶抑制剂治疗，对部分 ＭＤS、ＡＭＬ 有

效，尤其是 ＴＥＴ２ 基因突变者用氮杂胞苷疗效较好等。一些血

液肿瘤采用靶向药物治疗后可能发生耐药性基因突变，检测

耐药基因突变可指导临床调整靶向药物， 如 BＣＲ－ＡBＬ 阳性

的血液肿瘤，采用一代酪氨酸激酶抑制剂治疗耐药后，可根

据 ＡBＬ 激酶区突变的类型选择第二代或第三代靶向药物。基

因突变的类型及部位也与选择靶向药物有关。 如粒细胞集落

刺激因子 ３ 受体突变主要见于慢性中性粒细胞白血病，如果

在近膜区突变（主要为 Ｔ６１８I、Ｔ６１５Ａ）对 JＡＫ 抑制剂敏感，如

果是胞浆内尾区的突变（截短型突变）则对达沙替尼敏感。

基因突变检测为了解血液肿瘤的发病原因及机制提供

了新的证据。 既往的观点认为，引起血液肿瘤的大多数基因

突变是后天获得的，约 ５％的 ＡＬ 与遗传有关。近年来，随着基

因研究的深入，发现血液肿瘤患者有遗传易感基因的可能明

显高于既往报告的结果。

根据目前深度基因测序结果，每个血液肿瘤患者都可检

测出多种基因突变，中位突变数达 １０ 多个，一个患者最多可

有 ５０ 多个基因突变， 一些基因突变存在于几乎全部血液肿

瘤细胞中，是基础基因突变，一些为驱动基因突变，一些是伴

随基因突变。 同一患者的血液肿瘤细胞可有不同基因突变的

克隆，一些是主要克隆，一些是小克隆，还有一些为肿瘤前期

克隆。 治疗缓解后，主要克隆消失，肿瘤前期克隆持续存在，

如果各种因素导致肿瘤前期克隆获得新的基因突变，细胞获

得生长优势、失去分化成熟或凋亡的能力，则导致血液肿瘤

复发；或治疗前耐药的小克隆增长成为主要克隆，也可导致

血液肿瘤复发。 这些提示攻克血液肿瘤需要多种方法、多种

途径。 由于化疗、放疗是基因突变的诱变剂，如何减少诱变

剂，防止细胞发生新的基因突变，从而减少耐药或复发也是

需要进一步研究探讨的。

目前全基因组测序、全外显子测序、目标基因的测序等

多种技术的相继开展，基因信息迅速增长，如何判读这些信

息，哪些是不同人的多态性，哪些是致病的基因突变还是需

要深入研究的问题。 血液肿瘤是多个基因突变引起的，每个

患者可有多个基因突变， 每个基因突变的类型也可有多种，

相同的基因在不同患者中的突变类型也不同，其临床意义也

不同，不同突变之间可以相互作用，每个患者的基因突变类

型组合等共同组成了患者疾病的独特性，这就造成了解读血

液肿瘤基因突变临床意义的复杂性。

经过十余年的快速发展，第二代高通量基因测序技术已

经发展出成熟的检测平台，并且成为近年来分子诊断技术进

展的重点。 第三代基因测序技术目前正在开展，尤其在单个

测序结果的读取方面具有显著的优势，但还尚无非常成熟的

产品。

５．３ 基因芯片技术 这是较第二代高通量基因测序技术更

早发展的分子生物学检测技术。 基因芯片技术在大规模单核

苷酸多态性检测和基因表达谱分析上有一定的优势。 目前单

核苷酸多态性芯片已经成为疾病风险预测等检测的主流选

择。 与传统的比较基因组杂交技术相比，对 ＣＮV 分析更有优

势，具有其他技术难以替代的特点。 因为肿瘤和遗传病经常

会有某个基因所在的染色体片段丢失或拷贝数的增加，有时

可能是某个基因的一部分发生了缺失，即 ＣＮV。 但当缺失的

片段长度在数千至数百万碱基之间时，染色体核型分析（适

于检测数百万碱基以上的片段变化）并不能发现，而基因测

序（适于检测数百个碱基长度以下的片段变化）亦难以检出。

ＣＮV 芯片通过使用几十万至数百万个分布于基因组上探针

信号的检测，可以分析全基因组范围的所有连续超过数千个

碱基以上的片段缺失或扩增，弥补了上述两种检测技术之间

的不足。

综上所述，随着分子生物学技术、基因组学的发展，对血

液肿瘤的检验途径有了更多的选择。 然而由于新技术正处于

发展阶段，很多方面有待开发和完善，且不同的检测技术均

有其优点和局限性。 因此，针对不同情况选择适宜的检验技

术，才是获得对临床有用的实验依据的关键。 而结合多种检

测方法，整合诊断报告，为临床诊断提供更准确、更有效的实

验室检测结果，也是今后值得探讨和思考的方向。
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 消 息

 第四期细胞培养与细胞生物学常用技术学习班

  细胞生物学实验技术是当今生命科学领域应用最广泛

和最重要的研究手段之一，学习和掌握细胞生物学常用技术

对于生命科学研究者来说至关重要。 为推广细胞生物学基础

理论与实验技术，满足临床医技人员、教学科研人员、在读研

究生及其他有需要人员的要求，北京市理化分析测试中心将

于 ２０１６ 年 １ 月 ８ 日－１２ 日在北京举办细胞培养与细胞生物

学常用技术学习班，欢迎全国各地学员参加。

本班将在细胞分子生物学实用技术学习班基础上对细

胞转染、细胞划痕、细胞免疫荧光、软琼脂克隆形成及细胞活

力测定等细胞生物学实验技术展开理论与实践培训，力求使

每位学员在 ４ ｄ 时间内都能学有所值、学有所用。

１ 培训日程

１．１ 讲座 １：细胞生物学常用技术原理与应用

实验操作 １：ＨｅｐG２ 细胞传代、计数；实验操作 ２：细胞接

种（用于活力测定、细胞划痕愈合实验）；实验操作 ３：细胞爬

片（用于细胞转染、免疫荧光实验）；实验操作 ４：软琼脂克隆

形成实验；实验操作 ５：细胞转染；实验操作 ６：总 ＲＮＡ 提取；

实验操作 ７：细胞荷药；实验操作 ８：逆转录反应；实验操作 ９：

细胞划痕愈合。

１．２ 讲座 ２：基于细胞培养的基因功能研究技术和策略

实验操作 １０：荧光定量 ＰＣＲ 实验；实验操作 １１：细胞转

染效率检测；实验操作 １２：细胞划痕愈合实验结果观察；实验

操作 １３：细胞活力测定；实验操作 １４：细胞免疫荧光实验（固

定、漂洗、封闭、一抗孵育）。

１．３ 讲座 ３：荧光定量 ＰＣＲ 原理与应用

实验操作 １５：细胞免疫荧光实验（二抗孵育，染色、封片、

检测）；实验操作 １６：荧光定量 ＰＣＲ 结果分析。

１．４ 结班仪式

２ 培训时间与地点

报到时间：２０１６ 年 １ 月 ８ 日 １４：００－１８：００

报到地点：北京康福瑞假日酒店西山店。

培训时间：２０１６ 年 １ 月 ９ 日－１２ 日。

培训地点：北京市海淀区永丰产业基地丰贤中路 ７ 号孵

化楼 B 座四层。

３ 联系方式

联系人：王老师

电 话：１８９１０８０９７８０
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