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［摘 要］ 目的：分析急性髓系白血病（AML）患者肾母细胞瘤 1（WT1）基因表达水

平的差异，探讨WT1表达及其在核仁磷酸蛋白1（NPM1）或Fms样酪氨酸激酶3内部

串联重复（FLT3-ITD）不同突变状态下与AML患者疗效和生存的相关性，评估其对

于患者预后的预测价值。方法：以167例初发AML患者（除外M3亚型）为研究对象，

根据初诊时WT1表达水平分为WT1高表达组和WT1低表达组，回顾性分析两组的

临床及实验室检查资料，采用Kaplan-Meier法进行患者生存分析以明确WT1表达水

平在预后评估中的价值，特别是在NPM1或FLT3-ITD不同突变状态AML患者中的

预后评估价值。结果：WT1高表达组126例患者中治疗有效83例（65.9%），低表达组

41例患者中治疗有效39例（95.1%），差异有统计学意义（P＜0.01）。WT1高表达组2
年总存活率低于WT1低表达组（46.1% 和 75.2%，P＜0.05），2年无病存活率也低于

WT1低表达组（43.5% 和 68.5%，P＜0.05）。诱导化疗前后WT1表达量下降≥1 log患
者总反应率和2年总存活率优于下降＜1 log患者（均P＜0.05），但两者2年无病存活

率差异无统计学意义（P＞0.05）。NPM1野生型患者中，WT1高表达组总反应率、2年
总存活率较WT1低表达组低（均P＜0.05）；FLT3-ITD野生型患者中，WT1高表达组

总反应率、2年总存活率和 2年无病存活率均较WT1低表达组低（均 P＜0.05）；而

NPM1或FLT3-ITD突变患者中，不同WT1表达水平组疗效及生存分析结果差异无统

计学意义（均P＞0.05）。结论：初发AML患者中WT1基因过表达提示预后不良；诱

导治疗后WT1表达量下降≥1 log的患者预后优于下降＜1 log的患者；初诊WT1基因

表达水平可以作为NPM1或FLT3-ITD野生型AML患者的预后判断指标。
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［Abstract］ Objective：To investigate the expression of Wilms’tumor 1 (WT1) gene
in patients with acute myeloid leukemia (AML), and to explore its application in
predicting prognosis of AML in patients with wild or mutated nucleophosmin 1(NPM1)
and Fms-like tyrosine kinase 3-internal tandem duplication (FLT3-ITD). Methods：One
hundred and sixty-seven newly diagnosed AML patients（exclued M3 type）were enrolled
in this study. The survival of patients were analyzed with Kaplan-Meier method. The
clinical data, laboratory findings and the survival of patients were analyzed and compared
between patients with high WT1 expression (high-WT1 group) and those with low WT1
expression (low-WT1 group), as well as among the patients with NPM1 or FLT3-ITD wild
type and mutants. Results：The overall response rates (ORR) in high-WT1 and low-WT1
groups were 65. 9% (83/126) and 95. 1% (39/41), respectively (P＜0. 01). Compared with
the low-WT1 group, the high-WT1 group had lower 2-y overall survival (OS) rate (46. 1%

vs. 75. 2%，P＜0. 05) and 2-y disease free survival (DFS) rate (43. 5% vs. 68. 5%，P＜
0. 05). After induction chemotherapy, the patients with decreased WT1 gene
expression ≥1log was associated with higher ORR and 2-y OS rate (all P＜0. 05), but the
advantage of 2-y DFS rate was not shown (P＞0. 05). In patients with NPM1 wild type,
the high -WT1 group had inferior ORR and 2-y OS rate (all P＜0. 05), while in the
patients with FLT3-ITD wild type, the high-WT1 group had inferior ORR, 2-y OS rate
and 2-y DFS rate (all P＜0. 05). In patients with NPM1 or FLT3-ITD mutations, the
WT1 expression had no significantly predicting values in treatment efficacy and survival
(all P＞0. 05). Conclusions：WT1 gene overexpression indicated poor prognosis of AML
patients; the patients with decreased WT1 gene expression ≥1 log after the first induction
therapy show better prognosis than those with＜1 log. The WT1 gene expression level at
diagnosis can be used as an unfavorable prognostic factor for AML patients with NPM1
or FLT3-ITD wild types.
［Key words］ Leukemia, myeloid, acute/pathology; Genes, Wilms tumor; Phosphoproteins/
genetics; Nuclear proteins/genetics; Protein-tyrosine Kinases/genetics; fms-like tyrosine kinase
3/genetics; Mutation; Prognosis

［J Zhejiang Univ (Med Sci)，2019，48（1）:50-57.］

急 性 髓 系 白 血 病（acute myeloid leukemia，
AML）是由各种原因导致的造血干细胞/祖细胞克

隆性增殖失调引起的造血系统恶性肿瘤，具有高度

异质性。随着细胞遗传学和分子生物学检测手段

的发展，发现很多重现性基因突变，如核仁磷酸蛋

白 1（nucleophosmin 1，NPM1）、Fms样酪氨酸激酶

3内部串联重复（Fms-like tyrosine kinase 3-internal
tandem duplication，FLT3-ITD）等，可以用于 AML
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的预后分层诊疗［1］。但是，仍有超过50%的AML患
者不伴有上述明确预后意义的分子生物学指标异

常［2］。对于这类患者，我们需要寻找更多分子生物

学标志物，以便进行AML的危险分层和指导治疗。

肾母细胞瘤 1（Wilms’tumor 1，WT1）基因是

造血系统肿瘤中的一种癌基因，位于人类染色体

11p13，全长约 50 kb，编码一个相对分子质量为

52 000～54 000、具有转录激活和抑制双重功能的

锌指蛋白［3-5］。WT1作为一种“泛白血病”基因标

志，在正常骨髓中呈低表达，而在 85%～90%的初

发AML患者骨髓中异常过表达［6-7］。目前，WT1基
因表达对于AML患者预后的预测意义尚存在争

议。多数研究认为，患者初诊时WT1基因过表达

与AML患者低完全缓解率和较短的总生存时间有

关，是不良预后的预测因素［8-9］。但也有一些研究

提示患者初诊时的WT1表达水平与诱导缓解率和

总生存时间均无相关性［10-11］。分析上述研究结果

存在差异的原因，可能是AML患者存在异质性，因

此需要进一步进行亚组分析，以明确WT1基因表

达水平在不同人群中对于AML预后的预测作用。

研究表明，约 85%的AML患者伴有一个及以

上分子生物学指标异常［12］。NPM1、FLT3-ITD基因

突变是AML患者中较常见的基因突变［13-14］，NPM1
突变在不伴FLT3-ITD突变时患者预后良好［15］，而

伴FLT3-ITD突变则提示预后不良，建议患者缓解

后尽早行造血干细胞移植［16］。目前，WT1基因表达

在 NPM1和 FLT3-ITD不同突变状态下对 AML患

者预后的预测作用是否存在差异的相关研究较少。

本研究以 167例初发AML患者（除外M3亚型）为

研究对象，回顾性分析初诊时WT1表达水平，以及

初次诱导化疗后WT1表达量下降的程度与患者疗

效和生存的相关性，分析WT1表达在AML患者预

后预测中的价值；并结合NPM1和FLT3-ITD不同

的突变状态，进一步分析不同特征的人群中WT1
基因表达水平对预测AML患者预后的价值。

1 对象与方法

1. 1 对 象

选取 2015年 1月至 2017年 8月浙江大学医学

院附属第一医院收治的经WT1基因表达量检测、

至少完成1～2个疗程诱导化疗的167例初发AML
患者（除外M3亚型）。AML-M3亚型患者治疗方法

与AML其他亚型不同，大部分患者在经过维甲酸

或砷剂等治疗后不需要行造血干细胞移植即可获

得长期生存，甚至治愈［17］，因而本研究未纳入M3
亚型患者。入选病例中男性 90例，女性 77例，中

位年龄 48（14～81）岁；按 FAB分型，M0为 11例，

M1为 9例，M2为 83例，M4为 7例，M5为 56例，M6
为 1例。随访截至 2019年 1月 31日，存活患者的

中位随访时间为 29（9～49）个月。患者及其家属

对相关检测知情同意。

1. 2 化疗方案

主要采用去甲氧柔红霉素、米托蒽醌、阿柔比

星等蒽环类药物联合阿糖胞苷的方案；高龄或合

并较多基础疾病的患者采用减低剂量的阿糖胞苷

联合地西他滨方案，或者单用地西他滨；1～2个疗

程后未达缓解者更换二线方案。诱导缓解后采用

中大剂量阿糖胞苷为主的巩固治疗，并予蛛网膜

穿刺及鞘内注射化学治疗（甲氨蝶呤或阿糖胞苷、

地塞米松）预防中枢神经系统白血病。有条件的

患者行异基因造血干细胞移植。

1. 3 实时荧光定量PCR检测WT1基因表达量

分离骨髓单个核细胞，TRIzol试剂提取RNA，
逆转录合成 cDNA，然后进行实时荧光定量PCR检

测。以 ABL基因为内参基因，引物序列见表 1。
WT1基因表达量的计算方法参考文献［18］，即WT1
基因表达量=WT1拷贝数/104 ABL拷贝数，并将

WT1基因表达量大于或等于 250定义为WT1高
表达。

表 1 PCR所用引物序列

Table 1 Primer sequences of PCR
基因或探针名称

WT1

WT1探针

ABL

ABL探针

FLT3-ITD

NPM1

序列（5′-3′）
正向：GATAACCACACAACGCCCATC
反向：CACACGTCGCACATCCTGAAT
FAM-ACACCGTGCGTGTGTATTCTGTATTG
G-TAMRA

正向：TGGAGATAACACTCTAAGCATAACT
AAAGGT

反向：GATGTAGTTGCTTGGGACCCA
GATGTAGTTGCTTGGGACCCA
正向：FAM-AGCAATTTAGGTATGAAAGCC
AGCTA

反向：CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC
正向：GTTTCTTTTTTTTTTTTTCCAGGCTAT
TCAAG

反向：HEX-CACGGTAGGGAAAGTTCTCAC
TCTGC
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1. 4 PAGE法检测NPM1、FLT3-ITD基因突变

常规分离单个核细胞，DNA抽提试剂盒提取

DNA，并进行 PCR扩增，引物序列见表 1。PCR扩

增产物经PAGE、硝酸银染色后紫外灯下观察目的

条带的变化。

1. 5 评估指标

完全缓解、部分缓解、复发和总生存时间的评估

标准参见文献［19］。患者完成1～2个疗程诱导化

疗后，评估治疗总反应率（包括完全缓解和部分缓

解）。统计患者从完全缓解到复发、死亡（包含任何

原因死亡）、失访、随访截止的时间，即无病生存期。

1. 6 统计学方法

应用 SPSS 23. 0软件进行统计学分析。计数

资料以例数和百分率［n（%）］表示，组间比较采用

卡方检验及Fisher精确概率法；符合正态分布的计

量资料以均数±标准差（x̄ ± s）表示，组间比较采用

独立样本 t检验；非正态分布的计量资料以中位数

和上下四分位数［M（Q1，Q3）］表示，组间比较采用

曼-惠特尼秩和检验；生存分析应用Kaplan-Meier
法，组间差异比较采用 log-rank检验。P＜0. 05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2. 1 不同WT1基因表达水平患者临床特征比较

167例患者初诊时 WT1基因中位表达量为

1060（0～8500）。WT1高表达组 126例（75. 4%），

低表达组 41例（24. 6%）。与WT1低表达组比较，

WT1高表达组初诊时血红蛋白量较低（P＜0. 01），

FLT3-ITD基因突变率高（P＜0. 05），而患者的年

龄、性别、白细胞数、血小板数、肌酐浓度、乳酸脱氢

酶、骨髓原始细胞比例、染色体核型、FAB分型等差

异均无统计学意义（均P＞0. 05），见表2。
2. 2 初诊时不同WT1基因表达水平AML患者疗

效和生存曲线比较

167例患者经过 1～2疗程诱导化疗后，共 122
例治疗有效，总反应率为 73. 1%。WT1高表达组

126例患者中治疗有效83例（65. 9%），低表达组41
例患者中治疗有效 39例（95. 1%），差异有统计学

意义（P＜0. 01）。WT1高表达组2年总存活率低于

WT1低表达组（46. 1% 与 75. 2%，P＜0. 05），见图

1A。对139例（高表达组100例，低表达组39例）化

疗后获得完全缓解的患者进行无病生存期分析，

结果显示，WT1高表达组2年无病存活率低于WT1
低表达组（43. 5% 与 68. 5%，P＜0. 05），见图 1B。
结果提示，WT1基因高表达预示着患者化疗疗效

差，总生存期和无病生存期短。

2. 3 诱导化疗后WT1表达量变化与疗效和存活

率的相关性

1个疗程诱导化疗后，167例患者中 73例患者

进一步检测了WT1的表达水平。按诱导化疗前后

WT1下降情况分为下降≥1 log组（44例）和下降＜

1 log组（29例）。下降≥1 log组中 43例治疗有效

（97. 7%），下 降 ＜1 log 组 中 15 例 治 疗 有 效

（51. 7%），两组总反应率差异有统计学意义（P＜

表 2 不同WT1基因表达水平急性髓系白血病患者临床及遗传学特征比较

Table 2 Clinical and genetic characteristics of acute myeloid leukemia patients with different baseline levels of WT1 expression
[n或 x̄ ± s或M(Q1,Q3)]

组 别

WT1高表达组

WT1低表达组

t/χ2/Z值
P值

组 别

WT1高表达组

WT1低表达组

t/χ2/Z值
P值

n

126
41
—

—

n

126
41
—

—

年龄（岁）

48±15
46±15
-0.47

＞0.05
骨髓原始细胞比例(%)

62.0(39.9,80.0)
57.0(39.0,82.5)

-0.12
＞0.05

性别（男/女）

71/55
19/22
1.25

＞0.05

白细胞(×109/L)
14.2(3.8,53.1)
9.3(3.5,31.2)
-0.99

＞0.05
染色体核型异常

33(75.0)
11(25.0)
0.01

＞0.05

血红蛋白(g/L)
84±22
101±23
4.30

＜0.01
NPM1突变*

30(25.6)
5(13.9)
2.16

＞0.05

血小板(×109/L)
45.0(24.0,87.3)
55.0(28.0,95.5)

-0.95
＞0.05

FLT3-ITD突变*

27(23.1)
2(5.6)
5.50

＜0.05

肌酐(μmol/L)
64.0(53.0,75.0)
69.0(57.0,84.0)

-1.79
＞0.05
FBA分型

(M0/M1/M2/M4/M5/M6)
7/8/67/6/38/0/14
4/1/16/1/18/1/3
8.17

＞0.05

乳酸脱氢酶(IU/L)
378(237,768)
358(229,691)

-0.31
＞0.05

既往肿瘤史

14(82.4)
3(17.6)
0.49

＞0.05
—：无相关数据；*共 153例患者进行基因突变检测 . WT1：肾母细胞瘤 1；NPM1：核仁磷蛋白 1；FLT3-ITD：FMS相关酪氨酸激酶 3-内

部串联重复；FBA分型：法、英、美分型系统 .
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0. 01）。下降≥1 log组 2年总存活率高于下降＜

1 log组（70. 7% 与 50. 0%，P＜0. 05），见图 2A。对

其中67例化疗后获得完全缓解的患者进行无病生

存期分析（下降≥1 log组 44例，下降＜1 log组 23
例），结果显示，两组2年无病存活率差异无统计学

意义（57. 8% 与 45. 8%，P＞0. 05），见图 2B。结果

提示，诱导化疗前后WT1基因表达量大幅下降预

示患者治疗反应好，总生存期长，但与无病生存期

无明显相关性。

2. 4 NPM1突变和WT1表达水平对AML患者疗

效和存活率的影响

167例患者中 153例进行了 NPM1基因型检

测，其中NPM1突变型 35例，NPM1野生型 118例。

35例NPM1突变型患者中，WT1高表达30例，其中

24例治疗有效，WT1低表达5例，全部治疗有效，两

组治疗总反应率差异无统计学意义（P＞0. 05）；

WT1高表达组患者 2年总存活率和 2年无病存活

率分别为34. 3%和36. 4%，而WT1低表达组5例患

者至随访截止仍有4例无复发存活，最长随访时间

为38个月。

118例NPM1野生型患者中，WT1高表达87例，

其中53例治疗有效（60. 9%）；WT1低表达31例，29

例治疗有效（93. 5%），差异有统计学意义（P＜
0. 01）。WT1高表达组2年总存活率较WT1低表达

组低（49. 1%与 77. 3%，P＜0. 01），见图 3A。对 97
例化疗后获得完全缓解的NPM1野生型患者进行

无病生存期分析（高表达组 67例，低表达组 30
例），结果显示，WT1高表达组 2年无病存活率与

WT1 低表达组差异无统计学意义（48. 7% 与

66. 3%，P＞0. 05），见图3B。结果提示，对于NPM1
野生型患者，初诊时WT1基因过表达预示着患者

治疗反应较差，总生存期短。

2. 5 FLT3-ITD突变和WT1表达水平对AML患者

疗效和存活率的影响

167例患者中 153例进行了FLT3-ITD基因型

检测，其中FLT3-ITD突变型 29例，FLT3-ITD野生

型124例。29例FLT3-ITD突变型患者中，WT1高表

达27例，其中17例治疗有效（63. 0%），WT1低表达

2例，1例治疗有效，差异无统计学意义（P＞0. 05）；
WT1高表达组2年总存活率为31. 7%，2年无病存活

率为42. 1%，WT1低表达组1例随访至第10个月死

亡，另1例至随访研究截止时间仍无复发存活。

124例FLT3-ITD野生型患者中，WT1高表达90

图 1 WT1基因不同表达水平患者总生存和无病生存曲

线比较

Figure 1 Overall survival and disease-free survival curves
of patients with different WT1 gene expression

图 2 WT1基因表达量不同下降幅度患者总生存和无病

生存曲线比较

Figure 2 Overall survival and disease-free survival curves
of patients with different decrease of WT1 gene
expression
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例，其中60例治疗有效（66. 7%），WT1低表达34例，

其中33例治疗有效（97. 1%），差异有统计学意义（P
＜0. 01）。WT1高表达组2年总存活率较WT1低表

达组低（49. 4% 与 79. 3%，P＜0. 05），见图 4A。对

104例化疗后获得完全缓解的患者进行无病生存期

分析（高表达组 72例，低表达组 32例），结果显示，

WT1高表达组 2年无病存活率低于WT1低表达组

（46. 4%与 71. 6%，P＜0. 05），见图 4B。结果提示，

对于FLT3-ITD野生型患者，初诊时WT1基因过表

达预示化疗反应较差，总生存期和无病生存期短。

3 讨 论

WT1基因在人体的造血发育过程中起重要作

用，正常表达仅限于早期造血祖细胞，在成熟分化

的细胞中不表达［20-21］，而在许多造血系统恶性肿瘤

中过表达，如AML、骨髓增生异常综合征和慢性髓

系白血病等［22-24］。WT1基因过表达可以增强细胞

增殖，阻碍细胞分化，对白血病的发生、发展和预

后至关重要，但目前其调控机制还未明确［25-26］。

本研究显示在非M3亚型AML患者中WT1过
表达患者占 75. 5%，结果与国内外文献报道相

近［27-29］。Nomdedeu等［30］根据诊断时WT1表达水平

将 584例 AML患者分成WT1高表达组和低表达

组，持续跟踪随访后发现高表达组的总生存期、无

病生存期均较低表达组低，而累积复发率高于低表

达组。本研究分析了 167例AML患者初诊时WT1
基因表达水平与疗效和预后的相关性，发现WT1
高表达组的治疗总反应率、2年总存活率和 2年无

病存活率均较低表达组低。因此，初诊时WT1基
因过表达是AML患者疗效和预后的不良因素。

近年来，有部分研究表明在诱导化疗前后

WT1表达的下降幅度是一个重要的预后因素。

Mossallam等［10］发现在诱导缓解后WT1表达的大幅

下降是复发的独立危险因素，而Frairia等［9］却认为

诱导治疗后患者WT1表达较初诊下降幅度未达到

2 log水平，死亡风险增加，而复发风险无差异。在

本研究中，我们对WT1基因表达在初次诱导化疗

前后的变化进行了分析，发现下降幅度≥1 log的
AML患者疗效和总存活率明显优于下降＜1 log患
者，提示诱导化疗前后监测WT1表达量的变化有

助于AML患者疗效和预后的预测。

NPM1突变见于 40%～50%正常核型AML患

图 3 WT1基因不同表达水平的NPM1野生型患者总生存

和无病生存曲线比较

Figure 3 Overall survival and disease-free survival curves
of NPM1 wild type patients with different WT1
gene expression levels

图 4 WT1基因不同表达水平的 FLT3-ITD野生型患者总

生存和无病生存曲线比较

Figure 4 Overall survival and disease-free survival curves
of FLT3 - ITD wild type patients with different
WT1 gene expression levels
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者，与患者高缓解率、低复发率相关［31］，而 FLT3-

ITD突变见于20%～30%的AML患者，与患者低存

活率、高复发风险相关［16］。但是对于不伴有NPM1
突变或FLT3-ITD突变的AML患者需要更多的分

子生物学指标进行危险分层诊疗。本研究发现在

伴 NPM1突变或 FLT3-ITD突变的 AML患者中，

WT1表达水平对预后评估价值不大，但在NPM1或
FLT3-ITD野生型患者中，WT1过表达常预示着治

疗总反应率低、总生存期和无病生存期短。

综上所述，我们的研究表明初发AML患者中

WT1基因过表达提示预后不良，可用于非M3亚型

AML患者疗效和预后判断；诱导缓解后检测WT1
基因表达量的下降幅度有助于临床疗效评估，对

判断预后也有一定的意义；初诊时WT1表达水平

检测可以作为野生型 NPM1或野生型 FLT3-ITD
AML患者的预后判断指标。但是，本研究系回顾

性研究，且病例数量有限，需要进一步扩大样本

量，开展前瞻性研究明确WT1表达水平在AML危
险分层分析中的意义，指导患者个体化治疗。
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·消 息·

浙江大学药学院胡富强教授团队研究成果
荣获国家科学技术进步奖二等奖

在2019年1月8日国家科学技术奖励大会上，浙江大学药学院胡富强教授团队的项目《泮托拉唑钠及制剂关键技术研

究与产业化》荣获2018年度国家科学技术进步奖二等奖。

胡富强团队研发处方协同抗氧与工艺碱性调控制备热稳定载药丸芯、乳化蒸发水分散体包致密性肠溶衣、氧化过程杂质

控制与析晶处置制备单一晶型原料药、处方碱性控制及离子络合与工艺晶粒调控制备注射剂、注射剂已知杂质的全部分离控

制等关键技术，成功在制药企业应用转化，实现了泮托拉唑钠原料药及制剂的稳定化生产，显著提高产品质量，降低生产成本，

攻克了质子泵抑制剂（PPI）类产品稳定化的共性技术难题。相关产品自上市以来，显著降低了患者治疗费用，惠及广大消化系

统疾病患者。项目实施单位仅替代原研进口部分的价格差累计就为政府和患者节约医保支出和医疗费用80余亿元。
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