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分子生物学诊断技术已广泛应用于血液系统疾病的诊

断分型、疗效评估、预后判断及个体化治疗的各个领域。其

技术平台中包括诸多实验手段，如定性和定量PCR、基因扫

描、基因芯片及基因测序等方法，而且结果易受标本采集、标

本保存、核酸提取、PCR扩增、试剂和仪器质量等许多因素的

影响。因此，为了完善和规范血液病分子生物学诊断技术的

各个环节，进一步提高我国血液病分子生物学诊断技术的水

平，中华医学会血液学分会实验诊断血液学学组组织有关专

家在系统复习文献的基础上结合我国实际情况，经过反复讨

论，形成了本共识，供从事血液病分子诊断的实验室参考，为

今后在全国范围内推广分子生物学诊断技术的标准化奠定

基础。

一、血液病分子生物学检测前的规范和质量控制

血液病分子生物学检测前的规范和质量控制的主要内

容：保证检测项目开展的科学合理以及检测申请、标本采集、

运送和保存等方面的规范。

(一)血液病分子生物学检测项目

1．依据wH0(2008)分型标准，选取对疾病诊治和预后

判断有重要价值的检测项目。

(1)白血病融合基因：急性髓系白血病(AML)：AML—

ETO、PML—RARer、CBF$一MYHll、MLL．AF9融合基因。急

性淋巴细胞白血病(ALL)：TEL．AML、E2A—PBXl、BCR．

ABL、MLL—AF4融合基因。慢性髓性白血病(CML)：BCR—

ABL融合基因。

(2)基因突变：骨髓增殖性肿瘤检测JAK2基因第12、

14外显子基因突变。AML检测NPMl(第12外显子)基因突

变、FLT3．ITD(第14一15外显子)基因突变、CEBPct(全部外显

子)基因突变，c—KIT(第17外显子)基因突变多见于AML—M：

患者，c—KIT(第8外显子)基因突变多见于AML—M。患者。

CML和Ph+ALL发生耐药时检测ABL激酶区基因突变。
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2．依据已有国内外文献，对疾病诊治和预后判断有一

定指导意义的项目，各个单位可根据患者的具体情况自行选

择。

(1)急性白血病累及MLL基因可检测MLL．AF4、MLL—

AF6、MLL-AF9、MLL．AFIO、MLL．ENL等融合基因。

(2)AML检测DNMT3A、IDHl和IDH2、RUNXl基因突

变的热点区域。

(3)ALL检测TP53和NOTCHl基因突变，IgH／TCR受体

基因重排。

(4)骨髓增生异常综合征(MDS)检测ASXLl、RUNXl、

TP53、EZH2基因突变。

(5)淋巴瘤检测IgH／TCR受体基因重排。

(6)慢性淋巴细胞白血病(CLL)检测IgHV突变、TP53、

IgH／TCR受体基因重排。

(7)多发性骨髓瘤(MM)检测IgH、K、入基因克隆性

重排。

(--)血液病分子生物学检测的申请

1．申请单的基本信息包括姓名、性别、年龄、门诊，住院

号、标本类型、采样日期、临床诊断、患者联系电话和地址、检

测项目、申请或送检医院、申请人和联系电话、申请日期、收

样日期、收样人。

2．申请单注明标本采集要求：初诊患者在治疗前留取

标本；外周血白细胞计数正常的患者，抽取2—4 ml骨髓或5～

8 ml外周血，若白细胞计数升高或偏低，相应调整标本采集

量(有核细胞总数要达到5x106以上)。

(三)血液病分子生物学检测标本的接收、运送和保存

1．抗凝剂要求：首选EDTA．K3抗凝剂或枸橼酸钠抗凝

剂，不用肝素抗凝剂。

2．样本来源：骨髓细胞、外周血细胞、骨髓活检、唾液或

口腔黏膜标本；对CML患者可抽取外周血或骨髓，淋巴瘤和

MM患者可采用分选后的细胞悬液。

3．样本的接收：实验室收到标本后需核对标本是否符

合要求，核对标本和申请单的信息是否一致，并登记编号。

对于信息不一致、凝血、细胞数少等影响检测结果的不合格

标本，收样人需及时联系患者或申请人，退回标本或重新送

检，并注明退回标本原因并签字。

4．标本保存和运输：外周血和骨髓标本抽取至EDTA

抗凝管混匀后4 qC储存和运输，骨髓细胞也可存放于

RPMI 1640培养基。待提取RNA的样本需在抽取后的24 h

内分离出有核细胞并加入TRIzol，置一20℃保存后尽快送

检，推荐在24 h内送检。

5．实验耗材的处理及RNase污染的控制：在临床标本

万方数据 guide.medlive.cn

http://guide.medlive.cn/
http://guide.medlive.cn/


·644· 主堡查遮堂苤盍2Q13生2旦筮丝鲞筮!翅g丛!』H!坐§!Q!，』H!Y 2Q 13，yQ!：3生盟Q：2

和实验环境中可能存在大量降解RNA作用的RNase，经高压

灭菌的一次性使用的塑料制品如试管和离心管等基本上无

RNase，可以不经预处理直接用于制备和贮存RNA。

二、血液病分子生物学检测中的规范和质量控制

1．核酸抽提：DNA纯度要求吸光度(A)：。棚：。比值在

1．7～1．9。总RNA纯度要求A：。／A：。比值在1．8～2．0。

2．内参：定性PCR检测的内参推荐GAPDH或B．actin基

因。定量PCR的内参推荐ABL基因，并需采用高拷贝到低

拷贝的5个浓度制备标准曲线。

3．室内质控：每批实验需设立阳性和阴性质控，阳性质

控可选择细胞株或检测过的阳性样本；阴性质控包括原阴性

标本或检测过的阴性标本，以及仅含扩增反应混合液的空白

对照管。

4．室间质控：可根据实验室开展的检测项目参加相应

的室问质控，如BCR。ABL融合基因的室间质评。

5．实验结果的判断和复核：

(1)定性报告：阳性和阴性。

(2)定量报告：目的基因和内参基因的拷贝数及比值。

(3)图文报告：各实验室可自行选择，如有图文报告需

明确标注是否存在点突变和缺失突变位点、插入或缺失长

度、重复序列等内容。

(4)结果复核：实验原始结果需双人复核，不同实验方

法之间结果的审核需要有经验的高年资技术人员承担。

6．样本的保存：检测后样本在保存时需注明样本编号

及姓名，DNA及RNA标本冻存于一40—一80℃冰箱长期保

存，并有样本保存的记录和登记。

三、血液病分子生物学检测后的规范和质量控制

1．检测报告单的规范：

(1)应包括申请单中的基本信息：姓名、性别、年龄、门

诊／住院号、标本类型、临床诊断、原始编号、样本编号、采样

日期、收样日期、检测日期、收样人、申请人、送检医院。

(2)注明实验方法：如定性PCR、定量PCR、基因测序、

基因扫描、基因芯片等方法。

(3)标注引物参照序列和参比数据库的名称或出处。

(4)实验结果的报告：包括实验数据、实验结果的解释、

备注及建议。

(5)报告单签名：检测者、复核者、报告者、报告13期。

(6)实验室信息：实验室的名称、联系方式。

2．文件的归档和原始数据的保存：

(1)纸质文件归档：包括样本登记表、实验流程表、室内

质控表、申请单、实验原始数据和报告单。

(2)电子文件归档：包括原始数据和报告单的备份，异地

备份至固定电脑保存。

3．实验试剂的质量控制：

(1)试剂收样的规范：在试剂登记表中记录所有试剂到

货日期、试剂批号、有效期、收样人、并需贴上未质控的标

识。试剂经过质控后在试剂登记表中填上质控时间和技术

人员姓名，并贴上试剂已质控的标识。技术人员在打开质控

过的试剂使用时，要标注打开试剂的时间和技术人员姓名。

(2)商品化试剂的质量控制：实验室在收到的每一种商

品化试剂都需要质控，同一种试剂更换批号后需要重新进行

质控，同一个批号试剂到货时间不同也需要进行质控。试剂

质控的样本量可根据实验室检测样本的数量酌情制定。

(3)实验室自配试剂推荐使用的质控方法：购买的通用

试剂可集中统一进行质控，如Taq酶、缓冲液、dNTP等；对于

合成的引物，可以采用阳性标本和阴性标本进行质控。试剂

质控后需分装、存储并标记管号，在规定时间内使用完毕(可

每月进行重复性检测至失效期)。

4．实验仪器的质量控制：

(1)仪器的维护：包括PCR仪、离心机、测序仪、芯片仪

等仪器日常维护，需要每天、每周、每月、每年进行相应的维

护，并有维护记录。

(2)仪器的校正：PCR扩增仪需每半年进行温度校正，

包括PCR扩增仪的升温和降温及孔间温度差异的评价；离心

机需每半年进行速度和温度校正；移液枪需每半年进行精确

度校正；温度计和秒表需每半年进行精确度校正；测序仪和

芯片仪需每一年进行光谱校正；天平、生物安全柜、超净工作

台需每一年进行维护和校正。可由专职维修工程师进行仪

器的维护和校正。

5．参照卫生部(或省)临床基因扩增实验室防止实验室

交叉污染和生物安全的规范和要求，以下建议供实验室参

考。

(1)合理的实验室设置，包括试剂准备间、样品制备间、

加样间、扩增间、扩增后区域、电泳间、仪器间等。

(2)每周完成检测后定期进行紫外线消毒，并有消毒记

录。

(3)实验室废弃物按医疗垃圾统一处理。

(4)各种化学挥发性和有毒试剂统一存放于生物安全

柜。

(5)每月检查一次实验室内部污染的擦试实验，并有文

件记录。

(执笔：何军、秦亚溱)

(主审：王健民、周剑峰)
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附件一：实时定量PCR检测常见白血病特异性融合

mRNA水平标准操作规程

1．有核细胞分离：

裂解法获得有核细胞：将骨髓或外周血标本加入25 ml

红细胞裂解液(0．144 mol／L NH。C1，0．01 mol／L NH。HCO，)

中，混匀，室温连续旋转振荡或静止放置10 min，期间吹吸

混匀。500xg离心5 min。若裂解不完全再重复1次。再用

10 ml的PBS洗涤细胞1次。

分层法分离单个核细胞：用PBS稀释骨髓或外周血标

本，小心加至相对密度为1．077 g，L的淋巴细胞分离液中(体

积比，PBS：标本<1：1，稀释标本：分离液<2：1)，500Xg室温离

心20 min，小心吸取单个核细胞层，加人PBS至10 mI吹吸

混匀，500xg离心5 rain弃上清，再加10 ml的PBS洗涤1次

细胞。

2．RNA提取：按照RNA提取试剂说明进行。常用试剂

如TRIzol，操作步骤如下。

(1)1．5 ml的EP管中放人约1×107的细胞，弹起后加入

l ml的TRIzol彻底吹吸均匀，再加入200斗l氯仿溶液，上下

彻底振荡混匀，放置2～3 min后4℃12 000Xg离心15

mino

(2)小心吸取上层水相至预冷的600；xl异丙醇中，上

下颠倒混匀。一20℃过夜或室温放置15 min沉淀RNA。

4℃12 000Xg离心15 min，可见白色的RNA沉淀。弃上

清，加人1 ml的80％乙醇溶液洗涤RNA，7500xg离心5

min。

(3)弃掉乙醇溶液，晾干RNA，然后加人适量DEPC处

理的去离子水溶解RNA，测浓度及A：。／A：。比值。

3．逆转录合成cDNA：

(1)制备逆转录公共体系，主要成分包括逆转录酶(常

用MMLV逆转录酶)及相应缓冲液、引物(常用随机六聚体引

物)、dNTPs和RNA酶抑制剂。根据选用的产品说明书配制

公共体系并分装。

(2)将溶解的RNA于65℃变性5 min，冰浴5 min。

(3)向分装的公共体系中分别加入RNA(1～2斗g

RNA／IO“l体系)。

(4)按照选用的产品说明设置反应条件，完成逆转录过

程。

4．扩增：

(1)标准曲线的制作

①制备内参基因ABL质粒标准品：采用上游引物5 7一

CC‘ITI’CAGcGGccAGTAGc一3’和下游引物：5’一GGACACAG—

GCCCATGGTAC．3’扩增1份人外周血标本，将PCR产物分别

插入PGEM—T质粒载体中，经过细菌转化、筛选、鉴定、扩增，

提取DNA，获得ABL质粒标准品。对于目的基因的质粒标

准品，设计一对位于该基因实时定量PCR所用上下游引物外

侧的引物扩增阳性标本，制备方法同上。

②根据浓度计算质粒拷贝数，利用质粒稀释液10倍系

列稀释，用于制作ABL及各种目的基因的标准曲线。标准曲
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线的制作包括6个点：1×106、1×105、1×104、l×103各1管，

1×102做2个平行管。合格的标准曲线的相关系数应介于

0．997～1．000，斜率介于一3．30—·3．59。

(2)制备实时定量PCR反应体系：每份反应体系为

20“l，主要成分包括DNA聚合酶及其缓冲液、dNTPs、上游

引物0．3斗moYL、下游引物0．3 Ixmol／L和TaqMan探针

0．2 Ixmol／L。根据选用的产品说明书配制公共体系并分装，

再加入eDNA 2仙l。每批扩增均同时包括目的基因及ABL

阳性对照、阴性对照以及质粒标准品的扩增。

(3)实时定量PCR条件：50℃2 min，1个循环；95℃

10 min，1个循环；95 oC 15 S，62℃l min，40个循环。

(4)分析结果：根据标准曲线分别计算出各份标本ABL

及目的基因的拷贝数。每份标本的目的基因及ABL均需做

平行管或进行两次扩增，拷贝数取两次结果的平均值。若两

次结果差异较大，还需做第3次扩增。

5．计算比值：目的基因mRNA水平(％)=(目的基因拷

贝数／ABL拷贝数)x100％。

6．其他问题的处理：本方案检测各型融合基因mRNA

均针对典型类型，而它们往往有变异型存在，如CML患者除

了典型的P：．。BCR—ABL之外，还有P：。BCR．ABL、P。。BCR—

ABL及其他变异类型，因此若实时定量PCR未检测出而临床

或其他检测结果提示存在该融合基因，应进一步采用扩增较

大片段及包含少见类型的定性PCR进行检测，并结合测序方

法，以确定是否存在少见类型。

7．常见融合基因mRNA水平检测所用引物及探针序列

见表1。

附件二：基因测序方法检测ABL激酶区基因突变标准操

作规程

1．有核细胞分离、RNA提取和逆转录合成cDNA：方法

同上。

2．采用PCR．直接测序法检测ABL激酶区突变：检测

要求以患者cDNA为模板，扩增包括ABL激酶区的BCR．ABL

融合基因和总ABL激酶区，同时检测ABL激酶区突变。扩

增反应：10×PCR缓冲液2斗l，2．5 mmol／L Mg“0．8斗l，10

mmol／L dNTP 1斗l，10 pmoFL上、下游引物各0．5斗l，Hotstar

Taq 0．15 Ixl，cDNA模板4 tLl，补足双蒸水至20斗l。95℃

10 min；94℃30 S，58 oC 30 S，72℃2．5 min，40个循环；

72℃10 min；10 oC恒温保存。同时扩增ABL阳性对照(有

条件者可做一高突变比例和一低突变比例阳性对照)和阴性

对照。PCR产物进行电泳鉴定。

3．消化反应：5斗l PCR产物加入2¨l虾碱酶消化，振

荡混匀后：37℃30 min，80℃15 min，4℃保存。

4．测序反应：取2斗l消化PCR产物，3斗l双蒸水，

4恤l BigDye(注：BigDye原液稀释倍数不得超过8倍)，10

pmol／L测序引物1斗l，共10¨l进行测序反应，94℃30 S，

50℃30 S，72℃2 rain，25个循环。

5．纯化和上机：测序反应产物加入2¨l醋酸钠／EDTA
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表1常见融合基因mRNA水平检测所用引物及探针序列

注：所有探针均为TaqMan探针，荧光标记为5
7

FAM，3’TAMRA

缓冲液、25斗l无水乙醇，2000Xg离心、10 s，振荡混匀2 min

后室温2000Xg离心30 min。弃上清，沉淀加入45山80％

乙醇，室温2000Xg离心5 min。弃上清，室温干燥1 min后

加入10“l高度去离子甲酰胺，95 cc 2 min热激活后上

ABI 3730测序仪测序。

6．实验结果判断和分析标准：

(1)推荐SeqScape软件协同Sequence analysis软件分

析结果：背景荧光强度在平均荧光信号强度的5％以内时，

突变峰达到平均荧光信号强度20％以上，且对正反向测序结

果一致的基因点突变或缺失突变方可确定为基因突变。插

入或缺失突变要求解码明确突变位点及插入或缺失长度。

(2)背景荧光强度大于平均荧光信号的5％则判断为结

果信号差，需重新进行PCR扩增检测。

7．可能存在问题的处理：

(1)PCR扩增无条带：排除试剂原因后考虑标本是否肝

素超标，可把标本进一步稀释后进行PCR扩增。

(2)对于ABL激酶区突变检测到罕见位点BCR—ABL融

合基因或转录本异常缺失突变从而影响缺失部分序列突变

判断的患者，应在报告单中注明，并要求随访。

(3)PCR反应一轮完成且反应循环次数不得超过40

次，两轮及两轮以上PCR会造成非特异性条带增多。

(收稿日期：2013—05—12)
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