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  作者：汪亚伦,王彤,许凤,冮岩,王杰  作者单位：沈阳医学

院生化及分子生物学教研室，沈阳 110034; 1东京大学医学院血

液研究室，日本东京 

  【摘要】本研究旨在探讨急性髓系白血病 (AML) 患者6;9染

色体易位与DEK-CAN融合基因表达之间的关系及临床意义。患

者骨髓细胞短期培养后按常规方法制备染色体，采用R显带技术

进行染色体核型分析。用逆转录巢式聚合酶链反应(RT-nest-PCR)

对4例AML患者的骨髓或外周血单个核细胞DEK-CAN融合基因

表达进行了分析，并对其中3例行异体骨髓移植(allo-BMT)患者进

行动态随访。结果表明：4例急性髓系白血病患者为t(6;9)

(p23;q34)易位;4例初诊、再发及完全缓解期患者均不同程度检出

DEK-CAN融合基因，占100%;其中初诊、再发期表达明显增强，

完全缓解期减弱;3例患者allo-BMT后1-24个月均表达DEK-CAN 

mRNA。临床资料显示4例AML患者中2例于CR后1-24个月复发

(其中1例接受异体骨髓移植)、死亡，其余2例完全缓解，在治疗中先后接受异体骨髓移植，现仍然生存。结论： DEK-CAN基因

是AML发病的分子基础，检测DEK-CAN融合基因对于AML的诊断、疗效观察及预后判断有重要意义。 

     【【【【关键词关键词关键词关键词】 急性髓系白血病】 急性髓系白血病】 急性髓系白血病】 急性髓系白血病 

  Abstract This study was aimed to explore the relationship of 6;9 chromosome translocation with DEK-CAN fusion gene expression in 

patients with acute myeloid leukemia (AML) and its clinical significance. Chromosome specimens were prepared by routine method after 

short-term culture of bone marrow cells; karyotype analysis was performed by R banding technique; the expression of fusion gene DEK-

CAN was analyzed by RT-nested-PCR in mononuclear cells of bone marrow or peripheral blood of 4 AML patients，for 3 patients 

received allo-BMT out of 4 patients the dynamic follow-up was performed.The results indicated that t(6;9)(p23;q34) was confirmed by 

chromosome karyotype analysis in the four AML patients.The DEK-CAN fusion gene was found during in all four de novo，relapsed and 

CR patients (100%).And the expression of DEK-CAN fusion gene enhanced apparently in de novo and relapsed patients，and weakened 

in CR patient.DEK-CAN mRNA was found in the three patients during 1-24 months after allo-BMT.Clinical data showed 2 patients 

relapsed and died after CR for 1-24 months; the other two patients received allo-BMT got CR and still survive.It is concluded that DEK-

CAN fusion gene is the molecular basis in pathogenesis of AML.The detection of DEK-CAN fusion gene is significant for diagnosis of 

AML，evaluation of curative effect，and predication of prognosis. 

  Key words AML; 6;9 translocation; DEK-CAN fusion gene 

  t(6;9)(p23;q34)是造血系统罕见的随机染色体异常，国外文献中只有为数很少的病例记载[1-4]，国内尚无报道。该染色体易

位主要见于急性髓系白血病和骨髓增生异常综合症(MDS)，患者多见于年轻人，预后不良[1，2]。另外，由于染色体易位，6号

染色体上的DEK基因与9号染色体上的CAN基因结合形成DEK-CAN融合蛋白[5]。该蛋白与白血病的发生有密切关系。我们曾报

道了采用常规细胞遗传学和巢式PCR技术，成功检出1例急性粒-单细胞白血病(AMMOL，FAB分型M4)患者具有t(9;12)(q22;p13)
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易位并存在有DEK-CAN融合基因[6]。本次我们利用巢式PCR技术对4例新发现的伴有该染色体异常的AML患者DEK-CAN融合

基因的表达进行了研究，以探讨其在恶性血液病发病中的作用。 

  材料和方法 

  病例 

  4例急性髓系白血病患者均为日本东京大学附属医院收治的初发病例，其中男2例，女2例，年龄分别为6，13，14，39岁。临

床诊断根据患者的临床表现、血常规、骨髓象和细胞化学检测结果并参照免疫分型结果确定，其中急性髓系白血病 M2 3例，急

性粒-单核细胞白血病 M4 1例。4例患者均按照高危方案化疗，完全缓解(CR)后，交替使用中剂量阿糖胞苷、鬼臼乙又甙(VP16)

或米托蒽醌等药物巩固强化治疗。经治疗后2例死亡，2例存活中。死亡患者中1例给予ATRA+As2O3治疗后获完全缓解，但13个

月后血象、骨髓显示复发，接受异体骨髓移植，3个月后死亡，活存期30个月;另外1例CR后1-3个月后2次复发，治疗中死亡，活

存期16个月。2例活存的患者中，1在确例诊5个月后接受异体骨髓移植并结合化疗，在术后3个月和5个月复查血象，骨髓为完全

缓解状态，己生存5个月。另1例化疗后2次复查为完全缓解，治疗7个月后接受异体骨髓移植，现已生存12个月，临床资料见附

表。 

  染色体核型分析 

  治疗前抽取骨髓标本，采用短期培养法制备染色体标本，应用R显带技术进行核型分析[7]。每例至少分析20个中期细胞：核

型异常按“人类染色体同际命名体制(ISCN 1995)”进行识别和描述。 

  DEK-CAN融合基因的检测 

  采用巢式RT-PCR方法检测。 

  引物 

  PCR 引物设计见图1。第一轮PCR反应引物DEK-1和CAN-1的序列分别为5′-CCTACAGATGAAGAGTTAA-3′ 和5′-

TCTTCCTCTGTTGGTTGATG-3′。第二轮PCR反应引物DEK-2和CAN-2的序列分别为5′-GGCCAGTGCTAACTTGG-3′ 和 

5′-GTGTCTCTCGCTCTGG-3′。 

  RNA提取 

  取患者骨髓血1 ml，淋巴细胞分离液(上海恒信化学试剂有限公司产品)分离单个核细胞，按照TRIzoL产品说明书进行总

mRNA提取[8]。抽提的RNA 用DEPC水溶解，实验选用样本为经紫外分光光度计测定其RNA 溶液A260/280> 1.8，且经RNA 酶消

化之后在1% 琼脂糖凝胶上进行电泳，在紫外灯下观察未发现有RNA 及其它条带存在。-20℃ 保存备用。 

  逆转录反应 

  按照MMLV逆转录酶产品说明书，将细胞总RNA逆转录为cDNA。标本总RNA 2 μg，6核苷酸随机引物100 ng，加DEPC 处

理水至20 μl，72℃变性5分钟，另加5×合成第一链缓冲液8 μl，10 mmol/L dNTP 1 μl，RNA 酶抑制剂RNasin 50 U，AMV RTase 

10 U，总反转录体系40 μl，37℃反应60分钟，4℃保存。 

  PCR反应 

  50 μl反应体系，第1轮PCR反应30个循环(95℃预变性5分钟，94℃ 变性60秒，56℃退火 60秒，72℃延伸 90秒)。第2轮PCR

反应25个循环(95℃预变性 5分钟，94℃变性 60秒，50℃退火 45秒，72℃延伸 2分钟)，最后72℃ 10分钟结束反应。

Table.Clinical and laboratory data of AML patients with t(6;9) chromosome translocation(略) 

  电泳 取PCR 产物13 μl，加溴化乙锭2 μl，于2 % 琼脂糖凝胶上电泳20 分钟，PBR322 (HindⅢ)作为标志物，用紫外投射仪分

析图像并照相。 

  结 果 

  染色体核型 

  对4例AML进行了染色体核型分析，20个中期分裂相的所有细胞均显示t(6;9)(p23;q34)染色体异常(图2)。 

  DEK-CAN mRNA的变化 

  第2次PCR扩增产物电泳时在268 bp有特异条带，表达CAN mRNA，在182 bp有特异条带为DEK mRNA，4例初发或常规治

疗AML患者中，DEK-CAN融合基因检测结果均呈阳性，阳性率为100%(图3)。 

  3例进行allo-BMT患者，在初诊后1-14个月用巢式RT-PCR分析动态变化。以病例3为例，初诊及复发期DEK-CAN mRNA表

达明显增强，完全缓解期时减弱(图4)。 



  讨 论 

  血液系统恶性疾病病程中，常出现某种非随机性染色体异常，这些染色体的相互易位大部分与恶性血液疾病的某一组织学或

免疫学亚型或与特异的临床特征相联系，可能在人类白血病的发病机理中起着关键作用。 

  染色体易位t(6;9)(p23;q34)是造血系统罕见的随机染色体异常，国外文献中只有为数不多的病例记载，国内尚无报道。

Shapira等[9]报道，该染色体易位主要发生于AML(M1，M2或M4)中，发生率为0.5%-4%。因此，t(6;9)与AML之间有着密切相关

性。据报道，在骨髓增生异常综合征(MDS)RAEB型亦可发现t(6;9)易位[9]。多数报道显示，AML血液学的特征主要表现为初诊

时骨髓中嗜碱细胞增加[10]，但也有一些未见增加的报道，在我们的4例患者中均未见嗜碱细胞增加。 

  随着急性白血病化疗方案的改善和造血干细胞移植技术的进展，急性白血病的完全缓解(CR)率明显提高。然而仍有许多CR

患者在数年内复发，其主要原因是血液学CR后体内仍残留l06-109白血病细胞，称为微小残留病(MRD)。有学者认为，MRD是血

液学CR乃至持续完全缓解(CCR)期间白血病复发的根源[11]。RT-nested-PCR方法对于检测AML残留白细胞是一种相当灵敏和可

靠的方法。据文献报道灵敏度可高达106-107水平，比染色体技术更加灵敏[12]。在预实验中我们利用RT-nested-PCR扩增摸索了

染色体t(6;9)易位的最低检出值。结果显示样本中提取的总mRNA稀释至10 pg，仍可以检测到DEK-CAN mRNA (结果未发表)。

总之，由于PCR可以扩增小于l0 pg的基因总mRNA，从而大大提高了检测的敏感性，可使白血病微小残留疾病的早期诊断成为可

能。我们在4例患者中成功检测到DEK-CAN融合基因，说明RT-nested-PCR方法可以检出白血病患者常见的染色体畸变产生的融

合基因，它可以用于AML患者CR后微小残留病变(MRD)的检测。 

  t(6;9)(p23;q34)易位AML患者除了必要的化疗之外，是否需要同时进行骨髓移植或外周血干细胞移植的报道很少，治疗上尚

无定论[13]。但从单纯化疗的治疗效果不良来看，在第1次完全缓解期后，骨髓移植也应当作为一个重要的治疗手段。 

  近年来，分子生物学研究发现的癌基因在染色体上定位使肿瘤发病机制研究有了一些进展。研究发现，t(6;9)易位为6号染色

体上的DEK基因与9号染色体上的CAN基因交互易位所致，6p23上的DEK基因为40 kb，而9号染色体上的基因超过130 kb[14]。

对17例伴t(6;9)的病例分析显示，断裂点分别集中于DEK基因1个特异的9 kb内含子(intron containing breakpoints on chromosome 6，

称icb-6)和CAN基因的1个7.5 kb的内含子(称ich-9)中[15]。由于染色体易位，产生的DEK-CAN融合基因可能在伴有t(6;9)易位的

AML的发病机制中扮演一个重要的角色。本实验中，我们应用巢式RT-PCR方法检测了4例伴有t(6;9)(p23;q34) 染色体易位的急性

髓系白血病患者DEK-CAN融合基因的表达，发现DEK-CAN融合基因不仅存在于初发期，在治疗后的完全缓解期也有表达。目

前所有相关研究均显示，初发期及完全缓解期伴有DEK-CAN融合基因表达的急性白血病患者对治疗反应差，患者生存期短，预

后极差，再发后死亡为100%。我们的4例中2例复发后均在短期内死亡，与文献一致，表明DEK-CAN融合基因可作为患者预后判

断的重要参考指标。 

  染色体易位是恶性肿瘤最常见的分子遗传学改变，近年的研究使人们对染色体易位与肿瘤的发生的关系有了更深人的认识。

一方面，染色体易位可使原癌基因异常表达;另一方面，染色体易位使易位后相邻基因融合形成新的融合基因。虽然融合基因在

恶性肿瘤发生中的作用和机制尚未完全清楚，但很多学者认为，融合基因的形成及其表达产物可能是某些恶性肿瘤发生的重要原

因。目前已发现很多血液系统和软组织恶性肿瘤可形成肿瘤特异的融合基因。 

  尽管t(6;9)(p23;q34)的分子生物学研究取得了重大进展，但尚不完全清楚DEK-CAN融合基因对肿瘤发生行为有怎样的生物学

影响，以及编码的蛋白在AML发生过程中发挥何种作用，这些都有待于进一步研究。相信t(6;9)(p23;q34)染色体易位机制的研究

将为阐明白血病发病机制及最终攻克癌肿奠定基础。 
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