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WT1联合多参数流式在急性髓系白血病预后

的临床观察
11
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摘 要：目的 研究 WT1基因定量联合多参数流式（FCM）在急性髓系白血病（AML)预后的临床观察。方法 62

例 AML患者分为低危组、中危组、高危组；治疗上参照《成人急性髓系白血病（非急性早幼粒细胞白血病）中

国诊疗指南 2017年版》，用 RT-qPCR方法测定患者WT1基因表达水平；同时用多参数流式细胞分析技术（FCM）

分析患者低水平微小残留（MRD）水平；比较不同预后患者WT1表达及WT1表达与预后的关系。观察WT1基

因定量联合 FCM对 AML患者预后评估的临床意义。对患者进行随访不低于 2年。结果 AML患者WT1高表达

比例为 77.42%（48/62），不同预后分型的 AML患者WT1高表达有统计学差异（P < 0.05）。在中、高危组的患者

WT1高表达明显高于低危组。初发的WT1高表达与WT1低表达患者在诱导缓解率无统计学意义（P >0.05），但

WT1高表达患者的 2年无病生存率、2年总生存率均 WT1低表达患者，差异有统计学意义（35.41% vs 71.43%，

47.92% vs 85.71% P < 0.05）。WT1基因联合 FCM预测 AML早期复发的敏感性、特异性均高于单独WT1基因和

单独的 FCM（P < 0.05）。结论 WT1 在 AML 患者中高表达，与患者预后相关，联合 FCM可有效的预测患者早

期复发，可作为临床治疗及预后判断的靶点。
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Abstract Objective:To study the prognosis of acute myeloid leukemia (AML) patients with WT1 gene combined
flow cytometry method (FCM). Methods: 62 AML patients were divided into low-risk group, intermediate-risk
group and high-risk group, according to WHO MICM classification. All patients were treated under“the 2017
adult acute AML (non-Acute promyelocytic leukemia, non-APL) Chinese guidelines”.The expression level of
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WT1 gene was measured by RT-qPCR method. FCM was used to analyze the minimal residual disease（MRD）

level of patients. It was contrasted the expressions of WT1 in patients with different prognoses and the
relationship between WT1 expressions and prognoses. It was observed the clinical significance of WT1 gene
quantitative combined with FCM in evaluating the prognoses of AML patients. Results: The high expression rate
of WT1 in AML patients was 77.42% (48/62), and there was no statistical difference in WT1 expressions of AML
patients with the complete response rate (P>0.05). But the 2-year disease-free survival rate and 2-year overall
survival rate of patients with the high WT1 expression were all lower than those with the low WT1 expression,
and the differences were statistically significant (35.41% vs 71.43%，47.92% vs 85.71%, P<0.05). The sensitivity
and specificity of WT1 gene combined with FCM to predict early recurrence of AML were higher than those of
single gene and individual FCM (P<0.05). Conclusion: WT1 is highly expressed in AML patients and is closely
related to the prognoses of patients, and WT1 combined with FCM can be used as a target for clinical treatment
and prognosis judgment.
Key words:WT1; FCM; acute myeloid leukemia; prognosis; clinical observation

我国急性髓系白血病（AML）患者年发病率

1.62/10万，是最常见的源于造血干细胞恶性克隆性

血液病，占成人急性白血病 60%~70%，AML的诊

断及治疗方案是临床讨论热点[1]。AML接受治疗后

诱导缓解率较高，但是复发仍然是影响 AML 患者

长期预后的重要因素。目前 AML 患者的低水平微

小残留（MRD）的检测仍无统一标准，大多数单位

用多参数流式分析技术（FCM）监测 MRD。随着

基因检测技术的发展，AML 相关异常基因的研究

也成为临床关注的重点，Wilms瘤基因（WT1）基

因是一种编码转录调控蛋白，具有转录激活与抑制

作用，参与调控了造血细胞的增值与分化过程，可

能与 AML 的发生、发展及预后相关，可用于识别

高危患者、有效预测治疗效果[2-3]。本研究旨在探讨

WT1 联合 FCM 在急性髓系白血病预后的临床观

察，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取吉安市中心人民医院血液科 2017 年 4 月

至 2020年 4月收治的 62例 AML患者，其中男性

32例，女性 30例；年龄（28~67）岁，平均（53.12
± 3.54）岁；据 FAB将 AML[4]分型M0 1例、M1 3
例、M2 35 例、M4 11例、M5 12 例。根据 MICM
分型并预后分析，低危组 11例、中危组 35例、高

危组 16 例。由本院医学伦理委员会审核并批准此

研究。诊断标准：参照《成人急性髓系白血病（非

急性早幼粒细胞白血病）中国诊疗指南 2017年版》
[5]中的 AML 相关诊断标准；纳入标准：符合上述

诊断标准者；初治与未正规治疗的首次复发急性髓

系白血病者（非M3 型）；患者及家属对本研究均知

情同意者等。排除标准：急性早幼粒细胞白血病（M3
型），合并其他血液疾病者；合并其他恶性肿瘤者；

中途退出研究者，妊娠期、哺乳期妇女等。

1.2 方法

患者均根据《成人急性髓系白血病（非急性早

幼粒细胞白血病）中国诊疗指南 2017 年版》中标

准治疗方案进行治疗。在患者诱导治疗前测定WT1
基因定量，在患者诱导缓解后 1、3、6、12、18、24
月分别抽取患者WT1基因定量检测和 FCM检测。

1.2.1 WT1 检测方法

抽取患者空腹静脉血 3 mL，分离单个核细胞，

提取细胞总 RNA，然后逆转录获得 cDNA，使用美

国 Life Technologies Applied Biosystems（ABI）公

司的 7500 荧光定量 PCR 仪检测患者 WT1 基因表

达水平，用 PCR 扩增方法，及用 cDNA 天然复制

过程，由变性、退火、延伸三个基本反应步骤构成，

三个过程不断循环，能够将目的 DNA 片段扩增几

百万倍，PCR 扩增时，用特异性 PCR 引物和探针

检测WT1 基因表达。PCR 完毕后，根据实际情况

设置阈值线，分析扩增曲线，分别以WT1和 ABL1
标准曲线来确定具体标本的 WT1 拷贝数和 ABL1
拷贝数。用WT1/（1×104ABL1）方法计算表达量，

WT1的相对表达水平以表达百分数来表示，当表达
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百分数 ≤ 50%时，该样本WT1为低表达；当表达

百分数 > 50%时，该样本WT1为高表达。

1.2.2 FCM 检测技术

以 Diva 6. 1软件对数取样，每管获取 100 000
个细胞，均通过 CD45 和侧向角散射( side scatter，
SSC) 设门，根据患者初诊时的白血病相关免疫表

型，选择特异性 8 ~12 种抗体，每种单抗加入 20μL，
震荡混匀后，室温避光温育 20 min，加入溶血素以

裂解红细胞，离心去除上清液，用 PBS 洗涤后，

上流式细胞仪检测。检测灵敏度是 0.01%，骨髓中

白血病细 ≤ 0. 01% 为 MRD 阴性；骨髓细胞形

态学或 FCM 检测白血病细胞 ≥5%为复发，多个

抗体组合以数值最大者为 MRD 值。

1.3 观察指标

①WT1表达情况：记录 AML患者治疗前不同

年龄、性别、AML 分型、白细胞计数患者WT1表
达情况。②WT1表达情况与预后的关系：观察不同

WT1表达患者 1个疗程后完全缓解率、2年无病生

存率、2 年总生存率，完全缓解定义为无 AML 所

致症状、体征，血红蛋白、中性粒细胞绝对值、血

小板复常，原始细胞小于百分之五，外周血中未发

现白血病细胞，红细胞及巨核细胞系正常，患者生

活正常[6]。

1.4 统计学方法

应用 SPSS 22.0 统计软件进行数据分析，计数

资料以[n(%)]表示，及χ2检验。以 P<0.05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 不同预后初发 AML患者WT1表达情况

AML 初发患者 WT1 高表达比例为 77.42%
（48/62）。根据WHO 分型将患者分为低、中、高

危，低危患者WT1高表达比例 45.45%（5/11），中

危患者WT1高表达比例 80.0%（29/35），高危患者

WT1高表达比例 93.75%（15/16），结果见表 1。中、

高危患者的 WT1 高表达水平显著高于低危患者，

其 WT1 高表达水平高于中危患者，三者比较均有

显著差异，有统计学意义（P < 0.05）。结果提示，

初发患者WT1表达水平可以帮助判断患者的预后。

表 1 不同预后初发的 AML患者WT1表达情况[n(%)]
Table 1 Expression of WT1 in primary AML patients with

different prognosis

AML
预后分型

AML
例数

WT1
高表达

WT1
低表达

χ2（WT1
高表达）

P（WT1
高表达）

低危组 11 5（45.45%） 6（54.55%）

9.003 0.011中危组 35 28（80.0%） 7（20.0%）

高危组 16 15（93.75%） 1（6.25%）

2.2 治疗前WT1表达情况与预后的关系

WT1 高表达患者诱导完全缓解率较WT1低表

达诱导缓解率低，两者无统计学差异（P>0.05）。
WT1高表达患者 2年无病生存率及 2年总生存率均

低于WT1低表达患者，差异有统计学意义（35.41%
vs 71.43%，47.92% vs 85.71% P<0.05），结果见表 2。

表 2 WT1表达情况与预后的关系[n(%)]
Table 2 Relationship between WT1 expression and prognosis

项目 例数
诱导缓解率

[n(%)]
2年无病

生存率[n(%)]
2年总生存

率[n(%)]

WT1 高表达 48 40(83.33) 17(35.41) 23(47.92)

WT1 低表达 14 13(92.85) 10(71.43) 12(85.71)

Χ2 0.792 5.718 6.229

P 0.373 0.017 0.012

2.3 诱导缓解的 AML 患者 WT1 定量检测联合

FCM观察患者复发情况

对诱导完全缓解的 53例AML患者治疗后 2年
的 WT1 和 FCM 随访分析显示，WT1 基因定量检

测 AML 复发敏感性为 69.23%，特异性 70.37%，有

效性 69.8%。FCM 检测 MRD 阳性的敏感性为

80.77%，特异性 74.07%，有效性 77.42%。两种检

测方法在 AML患者中无显著差异（P>0.05）。两种

方法联合检测 AML 患者敏感性 96.15%，特异性

92.59%，有效性 94.37%，明显高于单一方法检测，

与WT1 基因定量相比，有显著差异（P<0.05）。
表 3 53例AML患者随访的WT1基因定量与 FCM监测结

果与复发诊断效能（%）
Table 3 Quantitative analysis of WT1 gene and FCM results

in follow-up of 53 patients with AML

项目
病例数 敏感性

（%）

特异性

（%）

有效性

（%）复发组 缓解组

WT1
高表达 18 8

69.23 70.37 69.80
低表达 8 19

FCM
阳性 22 7

84.61 74.07 79.34
阴性 4 20

WT1 联

合 FCM
阳性 25 2

96.15 92.59 94.37
阴性 1 25



井冈山大学学报（自然科学版） 91

3 讨论

目前 AML 患者诱导缓解率高，但仍有相当一

部分患者会出现复发而影响患者的长期生存。动态

检测 MRD对于有效的识别高危患者、预测复发、

早期发现复发并采取有效的措施就十分重要。国内

目前对于MRD的监测仍没有统一标准。MRD监测

可以采用 qRT-PCR、FCM 以及荧光原位杂交等技

术。目前临床上多采用 qRT-PCR以及 FCM方法，

FCM已在临床广泛使用并且成为监测MRD的重要

手段。由于 AML 患者的异质性，缺乏特异性的融

合基因。大量研究[6]显示，WT1 位于位于染色体

11P13位点，因能调控造血细胞增生或分化，在血

液肿瘤中研究较多。核因子κB、GATA结合蛋白 1、
GATA结合蛋白 2、脑酸可溶性蛋白均可控制WT1
的表达，而 WT1 的靶基因为干扰素同源序列结合

蛋白、锌指蛋白 224、血管内皮生长因子、TET2
等，均为肿瘤发生发展密切相关靶基因 [7]。在

70%~90%AML患者中WT1基因显示高表达[8]，可

以作为监测 AML 患者的 MRD 的有效方法。检测

WT1基因定量采用 qRT-PCR方法，敏感度达到 105，
甚至可以达到 106。因此 WT1 基因定量联合 FCM
监测 MRD 可成为 AML 患者预测早期复发的重要

方法。

研究发现初发的 AML 患者（非M3）WT1 高

表达比例高达 77.42%（48/62），比较不同预后分型

的 AML初发患者WT1表达水平，结果显示预后越

差的患者 WT1 高表达的比例越高，在中、高危组

的表达明显高于低危组，具有显著差异（P < 0.05）。
此结果提示对初治的AML患者WT1的表达水平可

以作为临床危险分级的指标。对不同 WT1 表达情

况的患者预后情况进行观察，发现 WT1 高表达患

者完全缓解率、2 年无病生存率、2 年总生存率均

低于WT1低表达患者，提示WT1 可作为近期及远

期预后判断指标，WT1高表达可降低初治 AML患

者诱导化疗缓解率，缩短生存时间。分析其原因为：

①WT1基因能够促进肿瘤细胞的增殖，为“泛白血

病”基因，并抑制白血病癌细胞分化，因此高表达

WT1 基因可能存在癌基因特性，高表达于肿瘤细

胞，能够提高白血病细胞异型性[9-10]；②WT1基因

特异性的表达多存在于未成熟原始幼稚细胞，具有

转录激活与抑制作用，而在成熟细胞表达受到抑

制，表达程度低，因此高表达 WT1 基因往往代表

有更高的肿瘤负荷[11]；③WT1表达增加可能通过聚

集去甲基化 TET2、非洲爪蟾同系物 1/2的相关因子

进而导致白血病细胞异常增殖，提高 AML 的恶性

程度[12-14]。

本研究中，对于诱导完全缓解的 53例 AML 患

者随访了至少 2年，WT1 基因表达与患者缓解状态

呈负相关，对缓解后 FCM持续阴性，而WT1持续

高表达的患者复发可能性极大，需要尽早行造血干

细胞移植。WT1基因定量和 FCM水平都能单独有

效的预测 AML的早期复发，监测MRD的WT1 基

因定量特异性高于敏感性，而 FCM 水平的敏感性

高于特异性，两者有互补作用，两者联合分析的敏

感性（96.15%）、特异性（92.59%）及有效性（94.37%）

都明显高于各自独立的预测。此结果提示在 AML
患者中WT1联合 FCM可更有效地预测患者早期复

发，这与国内郝英婵等[15]的研究是相符的。

综上，WT1在 AML 患者中高表达，且与患者

预后息息相关，联合 FCM 可以监测患者MRD，预

测早期复发，可作为临床治疗及预后判断的靶点，

值得进一步研究。
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