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［摘　要］目的：探讨急性髓系白血病（ＡＭＬ）患者ＣＥＢＰＡ基因突变的发生率，分析伴ＣＥＢＰＡ突变的正常核型
ＡＭＬ（ＮＫＡＭＬ）患者的临床特征及预后。方法：８０例 ＡＭＬ初发患者，以基因组 ＤＮＡ为模板，分两段扩增整个
ＣＥＢＰＡ基因，扩增产物测序检测ＣＥＢＰＡ突变，分析 ＮＫＡＭＬ中 ＣＥＢＰＡ突变型组及野生型组患者总生存（ＯＳ）、
无事件生存（ＥＦＳ）。结果：检出ＣＥＢＰＡ基因突变１０例，突变率为１２５％（１０／８０），均为 Ｍ２型，核型正常；突变
主要为Ｎ端移码突变和Ｃ端框内突变；ＣＥＢＰＡ突变型组患者初诊时外周血小板计数明显低于野生型组，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），ＣＥＢＰＡ突变型组患者 ＯＳ、ＥＦＳ与 ＣＥＢＰＡ野生型组，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结
论：ＣＥＢＰＡ基因突变多见于正常核型ＡＭＬＭ２患者，伴ＣＥＢＰＡ突变患者初诊时外周血血小板计数较低，但不影
响预后。
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　　急性髓系白血病（ＡＭＬ）同时具有增殖过度和
分化阻滞的遗传特征。“多次打击”学说认为，

ＡＭＬ的发生主要来自于增殖过度和分化阻滞累及

的相关基因突变的共同作用［１］。Ｃ／ＥＢＰα是粒系
分化的重要因子，含３５８个氨基酸，由基因 ＣＥＢ
ＰＡ编码，在调节细胞增殖与分化的平衡中起着关
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键的作用［２］。本研究通过定性 ＰＣＲ结合测序方
法检测 ＡＭＬ患者中 ＣＥＢＰＡ基因突变的情况，同
时了解 ＣＥＢＰＡ突变患者的临床特征及预后相关
指标。

１　材料和方法

１１　研究对象
８０例ＡＭＬ患者（ＡＭＬ组）来自２００８年１２月

～２０１３年０６月住院或门诊初诊病例，男性５２例，
女性２８例，年龄１３～７１岁，中位年龄４８岁。根据
ＦＡＢ分型标准，８０例患者中 Ｍ０２例，Ｍ１６例，Ｍ２
４２例，Ｍ３１１例，Ｍ４７例，Ｍ５８例，Ｍ６４例；诊断及
疗效标准参照张之南主编的《血液病诊断及疗效

标准》［３］。正常对照组共１０份，每份取正常供者
体检骨髓３ｍＬ。
１２　方法
１２１　染色体核型分析　ＡＭＬ患者骨髓细胞经
２４ｈ培养，收集细胞常规制片，Ｒ显带，根据《细胞
遗传学国际命名体制（ＩＳＣＮ１９９５）》进行染色体核
型分析，８０例患者根据 ＡＭＬ２０１３年 ＮＣＣＮ指南在
细胞遗传学水平进行危险分层，其中预后良好核型

组１４例，其中ｔ（８，２１）７例，ｔ（１５，１７）５例，ｉｎｖ（１６）
２例；预后中等核型组５１例，均为正常核型；预后
不良核型组１５例，主要为复杂核型异常。
１２２　ＣＥＢＰＡ基因突变检测　以基因组 ＤＮＡ为
模板，分２段扩增整个ＣＥＢＰＡ基因，扩增产物覆盖
全部编码区。采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５设计引物，引
物及ＰＣＲ产物长度见表１。反应体系（２５μＬ）：２
×Ｔａｑｍｉｘ１２５μＬ，５×Ｑｓｏｌｕｔｉｏｎ５μＬ，１０μｍｏｌ／
Ｌ的上／下游引物各０５μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，双蒸
水４５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性 ７ｍｉｎ，
９５℃变性３０ｓ、５８℃退火４０ｓ、７２℃延伸４５ｓ、共
３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。１７ｇ／Ｌ琼
脂糖凝胶电泳（１００Ｖ，３０ｍｉｎ）检测 ＰＣＲ产物，目的
条带分别为５０８ｂｐ和５５０ｂｐ。电泳后剩余ＰＣＲ产
物用ＰＣＲ产物纯化试剂盒（大连宝生物公司产品）
进行产物的回收及纯化，分别用２对引物的正义引
物进行直接测序（由大连宝生物公司完成），结果

用ＢＬＡＳＴ与正常序列（基因库编号ＮＭ００４３６４２）
比对。选取直接测序结果有重叠峰的标本，进行克

隆测序分析验证，结果用ＢＬＡＳＴ与正常序列（基因
库编号 ＮＭ００４３６４２的序列）比对分析突变发生
的位置和类型。

表１　ＣＥＢＰＡ引物系列及产物长度
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｔｈｅ
ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈｏｆＣＥＢＰＡ

扩增引物 引物序列 产物长度

引物１ 上游 ５′ｔｃｇｇｃｃｇａｃｔｔｃｔａｃｇａｇ３′ ５０８ｂｐ
下游 ５′ｇｃｔｔｇｇｃｔｔｃａｔｃｃｔｃｃｔｃ３′

引物２ 上游 ５′ｇａｇｇａｇｇａｔｇａａｇｃｃａａｇｃ３′ ５５０ｂｐ
下游 ５′ｇｔｔｇｃｃｃａｔｇｇｃｃｔｔｇａｃ３′

１２３　免疫表型检测　取新鲜抗凝骨髓液１００μＬ
加不同组合抗体各２０μＬ，混匀，避光２０ｍｉｎ，溶血
后上机检测分析，采用 ＣＤ４５／ＳｓＣ双参数设门，分
析细胞群表面抗原表达。单克隆抗体的选择包括

髓系（ＣＤ１３、ＣＤ３３、ＣＤ１４、ＣＤ１５），Ｔ系列（ＣＤ２、
ＣＤ７），Ｂ系列（ＣＤ１０、ＣＤ１９、ＣＤ２０）、早期抗原
（ＣＤ３４、ＨＬＡＤＲ、ＣＤ１１７）。结果判断：ＣＤ４５／ＳＳＣ
设门中原始细胞群表面抗原阳性率≥２０％为阳性，
ＣＤ１４≥１０％为阳性。
１２４　临床特征及预后指标　５１例正常核型
ＡＭＬ（ＮＫＡＭＬ）患者中３７例有初诊时临床一般资
料及实验室检查资料，根据是否存在 ＣＥＢＰＡ突变
将这３７例患者分为突变组（１０例）及野生型组（２７
例）。对可追踪的３７例患者进行生存分析，总生
存（ＯＳ）时间从疾病诊断计算至任何原因引起的死
亡或随访结束，无事件生存（ＥＦＳ）时间从开始治疗
至出现首次复发、疾病进展及随访结束。

１３　统计学处理
数据采用 ＳＰＳＳ１５０统计学软件分析。计数

资料用率表示，组间比较采用χ２检验，当被分析频
数＜５时，用 Ｆｉｓｈｅｒ＇ｓＥｘａｃｔＴｅｓｔ法，计量资料计量
资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用单
因素方差分析，两两比较采用独立样本ｔ检验，Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。对伴 ＣＥＢＰＡ突变型
组及野生型组患者的 ＯＳ、ＥＦＳ采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
生存分析进行比较。

２　结果

２１　ＣＥＢＰＡ基因突变
８０例ＡＭＬ患者７０例为ＣＥＢＰＡ野生型，测序图

表现为单一峰形（图１－Ａ），１０例测序图出现重叠
峰（图１－Ｂ）；经克隆测序后明确存在ＣＥＢＰＡ突变
（图１－Ｃ、Ｄ），突变率为１２５％（１０／８０），在核型正
常ＡＭＬ患者中为１９６％（１０／５１）。１０例存在突变
的ＡＭＬ患者均为正常核型Ｍ２患者，男性８例，女性
２例；１０例正常对照未发现ＣＥＢＰＡ突变。见表２。
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注：Ａ、Ｂ为ＣＥＢＰＡ突变直接测序；Ｃ为在１９２～１９４ｂｐ处缺失ＣＡＧ３个碱基，在１９６处缺失单个Ｇ碱基克隆测序；
Ｄ为在９３０～９３１ｂｐ之间插入单个Ａ碱基，在９３１～９３２ｂｐ之间插入ＧＣ两个碱基克隆测序

图１　ＣＥＢＰＡ突变患者测序图
Ｆｉｇ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｄｉａｇｒａｍｏｆＣＥＢＰＡｍｕｔａｔｉｏｎｐａｔｉｅｎｔｓ

表２　ＣＥＢＰＡ基因突变类型
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＣＥＢＰＡｍｕｔａｔｉｏｎｓ

病例号 核苷酸序列改变 氨基酸序列改变

１ ２４６ｄｅｌＣ Ｆ８２ｆｓＸ１５９
２ １９２－１９４ｄｅｌＣＡＧａｎｄ１９６ｄｅｌＧ Ｉ６４ｆｓＸ１５８
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２２　ＣＥＢＰＡ突变患者初诊时临床特征
３７例核型正常ＡＭＬ患者中，ＣＥＢＰＡ突变型组

患者初诊时外周血小板计数低于 ＣＥＢＰＡ野生型
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；而性别、年龄、
外周血白细胞计数、血红蛋白及骨髓原始细胞数与

野生型组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见
表３。白血病相关抗原 ＨＬＡＤＲ、ＣＤ３４及 ＣＤ７在
突变型组表达为１００％、８７５％及８７５％，但与野
生型组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），２组患
者髓系抗原ＣＤ１３、ＣＤ３３等和淋系相关抗原ＣＤ１０、
ＣＤ１９及 ＣＤ２０等表达，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），见表４。

表３　ＣＥＢＰＡ野生型组及突变组患者的临床特征
Ｔａｂ．３　Ｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈＣＥＢＰＡｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ

临床特征
ＣＥＢＰＡ野生
型组ｎ＝２７

ＣＥＢＰＡ突变
组ｎ＝１０

Ｐ

性别

　男性 １５ ８ ０１６４
　女性 １２ ２
年龄

　≥６０岁 ６ ２ ０６３３
　＜６０岁 ２１ ８
血红蛋白（ｇ／Ｌ） ８８１±２４８ ８７９±２６３ ０９８０
血小板计数（×１０９／Ｌ） ５３６±３４９２８３±２７４００４７
白细胞数（×１０９／Ｌ） ５６８±７４０１４４±１８９００８５
原始细胞数（×１０９／Ｌ） ５５９±２４６６８３±１６２０１５０

２３　ＣＥＢＰＡ突变患者的预后情况
在１０例伴 ＣＥＢＰＡ突变型组患者中，３例因放

弃治疗而死亡（ＯＳ分别为２、４、６月），１例门诊患
者失访，１例复发死亡（ＯＳ为 ２４月），２例接受自
体造血干细胞移植（ＯＳ分别为９月、１３月），１例
接受异基因造血干细胞移植（ＯＳ为２７月），２例患
者目前均处于缓解状态（ＯＳ分别为２５月、８月）。
突变型组及野生型组患者ＯＳ、ＥＦＳ进行比较，发现
两组之间差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

３　讨论

ＡＭＬ作为一种异质性疾病，在 ５５％的成人
ＡＭＬ中可检测到特异性的染色体异常（如平衡易
位、缺失、单倍体或三倍体等），根据这些细胞遗传

学异常可对疾病进行分类及预后评估。既往核型

正常的ＡＭＬ被认为预后中等，但近年来的研究发

表４　ＣＥＢＰＡ野生型组及突变组患者免疫表型
Ｔａｂ．４　Ｔｈｅｉｍｍｕｎｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈＣＥＢＰＡｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ

抗原表达

病例数（％）
ＣＥＢＰＡ野生型组
（ｎ＝２４）

ＣＥＢＰＡ突变组
（ｎ＝８）

Ｐ

ＣＤ３４
　（＋） １３（５４２％） ７（８７５％） ０２０４
　（－） １１（４５８％） １（１２５％）
ＨＬＡＤＲ
　（＋） ２１（８７５％） ８（１００％） ０５５５
　（－） ３（１２５％） ０
ＣＤ１１７
　（＋） ２１（８７５％） ８（１００％） ０５５５
　（－） ３（１２５％） ０
ＣＤ１３
　（＋） ２４（１００％） ８（１００％） １０００
　（－） ０ ０
ＣＤ１４
　（＋） ０ １（１２５％） ０２５０
　（－） ２４（１００％） ７（８７５％）
ＣＤ１５
　（＋） １４（５８３％） ５（６２５％） １０００
　（－） １０（４１７％） ３（３７５％）
ＣＤ３３
　（＋） ２３（９５８％） ８（１００％） １０００
　（－） １（４２％） ０
ＣＤ７
　（＋） １３（５４２％） ７（８７５％） ０２０４
　（－） １１（４５８％） １（１２５％）

现这组患者的预后存在着相当大的差异［４］。国外

研究显示大约７０％的 ＣＥＢＰＡ突变见于正常核型
患者，少数见于单个细胞遗传学异常或是复杂核型

患者。突变可出现在ＣＥＢＰＡ整个基因序列的任一
部位，主要集中在 Ｎ端的转录活性区及 Ｃ端的 ｂ
Ｚｉｐ区与ＤＮＡ结合区的交叉区，且该２区域中的突
变类型不同。前者多为移码突变，而框内突变主要

见于后者 ［５］。

本研究中 ＣＥＢＰＡ的突变率在所有 ＡＭＬ患者
中为 １２５％（１０／８０），略高于国外的（１０％ ～
１１％），又略低于国内的（１５％）［６－８］。在正常核型
ＡＭＬ患者中ＣＥＢＰＡ的突变率为１９６％（１０／５１），
低于国内 Ｄｕ［９］的报道（３６４％）。本研究结果显
示ＣＥＢＰＡ突变仅见于正常核型 ＡＭＬＭ２患者，突
变主要为碱基的插入和缺失，除１例只有１处突变
外，其余 ９例均有 ２～１９处突变。在其余各型
ＡＭＬ，良好核型组及复杂核型组均未见有 ＣＥＢＰＡ
的突变存在。根据突变对 Ｃ／ＥＢＰα表达及结构的
影响，可分为Ｎ端的移码突变和Ｃ端的框内突变。
本研究采用２对引物扩增了整个 ＣＥＢＰＡ基因，上
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述２类突变在本研究中均被检测到。本研究发现
５例为Ｎ端的移码突变，可导致氨基酸序列框架漂
移，提前出现终止密码子，从而使得全长４２ＫＤ蛋
白合成减少，不能诱导粒系的分化［１０］。５例为 Ｃ
端的框内突变，多为碱基插入，影响了ＤＮＡ结合能
力或亮氨酸拉链区的二聚体化，可导致Ｃ／ＥＢＰα功
能的缺失［６，１１］。其中第１０例患者在氨基酸序列第
１９０及１９１个氨基酸间插入 ＨＰ两个氨基酸，使得
原先三个ＨＰ重复变成四个ＨＰ重复，Ｗｏｕｔｅｒｓ等的
研究显示［１２］在ＡＭＬ患者中可监测到３２～２０％的
患者存在 ＨＰ重复，而８～３９％的正常人也可监测
到该重复，因此考虑该插入为多态性，而非突变。

而在本研究的正常对照中未发现有此类多态性存

在。本研究中伴 ＣＥＢＰＡ突变的正常核型 ＡＭＬ患
者初诊时血小板计数较低，ＣＤ７阳性率相当高
（８７５％），而年龄、性别、白细胞计数及骨髓原始
细胞数等２组患者未有显著差异，与 Ｌｉｎ等［１３］的

研究结果相似。

ＣＥＢＰＡ作为一个独立的遗传标志，提示患者
预后良好［１４］。２０１３ＮＣＣＮＡＭＬ治疗指南中ＣＥＢＰＡ
作为预后指标，用于判断正常核型 ＡＭＬ患者的预
后情况及指导进一步治疗。Ｆｒｏｈｌｉｎｇ等［１５］的研究

显示，伴 ＣＥＢＰＡ突变的患者其 ＯＳ、缓解期均较无
突变的患者更长，即使伴 ＦＬＴ３的突变，也不影响
其良好的预后。本研究中核型正常的ＡＭＬ患者进
行预后评估，发现伴 ＣＥＢＰＡ突变和无突变的２组
患者在ＯＳ、ＥＦＳ方面并无显著差异，可能与本研究
样本量较小有关，也不排除有其它影响预后的因素

参与。

随着对ＡＭＬ发生、发展的分子机制的深入研
究，精确定位病变细胞中致病的分子缺陷逐步成为

现实，这不仅有助于预测疾病发展的自然进程及疾

病的预后，而且促进了疾病治疗方法的革新。而

ＣＥＢＰＡ不同的突变类型与患者预后的具体关系还
有待进一步研究。
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