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"摘 要 # 背景与目的 ! 研究表明 QR?5 S T?U 突变的急性髓性白血病 $+/);%
DL%,(#: ,%)V%D#+& WXR%患者预后差&但关于 WXR 患者 QR?5 基因的表达水平在预
后中的作用及其与 QR?5 S T?U 突变关系的研究尚不充分’ 本研究探讨初治 WXR 患
者 QR?5 基因的表达水平与 QR?5 S T?U 突变的关系及其临床意义’ 方法!建立实时
荧光定量 M.Y 检测 QR?5 基因表达水平及 M.Y 检测 QR?5 S T?U 突变的方法& 分析
K2 例初治 WXR 患者 QR?5 基因水平(QR?5 S T?U 突变及与预后的关系’结果!00AKZ
$83 S K2%的 WXR 患者存在 QR?5 S T?U 突变’ 20ABZ$K5 S K2%的患者标本中可检测到
QR?5 基因表达&QR?5 基因表达水平为 1[K501&中位数为 580&正常对照组未检测
到 \R?5 基因的表达’ QR?5 基因高表达及 QR?5 S T?U 突变 WXR 组的白细胞计数及
骨髓白血病细胞均显著高于低表达和无突变 WXR 组 $A]1@17%’ \R?5 基因高表
达的 WXR 组 \R?5 S T?U 突变率$07@4Z%同低表达的 WXR 组$01@1Z%相比 &差异无

急性髓系白血病患者外周血细胞中 <=>?基因
表达与 <=>? @ A>B突变的关系及其意义
徐 兵" 史鹏程" 宋小燕" 唐家宏" 周淑芸
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急性髓细胞白血病 !!"#$% &’%()*+ (%#,%&*!"
-./#具有高度异质性"不同 -.0 患者疗效和预
后存在很大的差别"深入研究 -.0 的生物学特征
和发病机制"更好地区分 -.0 亚群"探索包括靶
向治疗在内的新的治疗措施" 可以使疗效得到进
一步改善$ 目前根据 -.0 患者的遗传学核型确定
的高%中%低危三组危险度分层已被广泛接受"并
对临床治疗起重要的指导作用 $ 但 123左右的
-.0 患者属于正常染色体而被归入中危组" 此组
患者的临床特征和预后也存在异质性$ 近年研究
发现"分子基因改变"如基因突变或表达水平的变
化可以对染色体正常 -.0 患者进行进一步分层$
因此"深入研究与正常核型 -.0 预后相关的基因
具有重要意义 &4’$

5067 基因在骨髓中限制性表达于 897:;细胞"
骨髓基质细胞产生的 5/67 配体与 5/67 相互作
用"在造血干细胞的自我更新%增殖%分化等方面起
重要的作用&<’$ 研究发现约 <23=<13的 >.0 患者
存在 5067 基因近膜区序列内部串连重复!*?$%@?!(A
$!?+%& +#B(*"!$*)?C" D6E("称为 5067 F D6E 突变"进
一步研究证实 5067 F D6E 突变 >.0 患者疗效差"是
一个重要的独立预后因素 &7’$ 为进一步探讨 >.0
患者 5067 表达水平与 5067 F D6E 突变的关系"本
研究采用实时荧光定量 G8H 检测 5067 基因表达
水平"G8H 检测 5067 F D6E 突变" 并对其相互关系
及与预后的关系进行分析$

! 资料与方法

!"! 研究对象
经细胞形态学%组织化学染色及流式细胞术免

疫学分型确诊的初治 >.0 患者 IJ 例" 其中男性
:7 例" 女性 7K 例" 中位年龄 77 岁 )4:=K4 岁($
5>L 分型中急性髓细胞白血病微分化型 !.2(7
例"急性粒细胞白血病未分化型!.4(K 例"急性粒
细胞白血病部分分化型!.<(4J 例"急性早幼粒细
胞白血病 !.7(J 例 " 急性粒M单核细胞白血病
!.:(4< 例"急性单核细胞白血病!.1(<7 例"不能
分类 I 例$ <7 名健康志愿者外周血标本作为正常
对照组$ 阳性对照选用人慢性髓细胞白血病细胞
株 N1K<$
所有患者采用蒽环类药物!包括柔红霉素或去

甲氧柔红霉素%吡柔比星(联合阿糖胞苷!7;I(方案
进行诱导化疗$
!"# 细胞 $%&!’%& 的提取
取患者外周血标本"分离单个核细胞$ EO> 提

取参照文献&:’$HO> 的提取采用 6@*P)( 试剂盒!美
国 D?Q*$@)R%? 公司产品("按说明提取细胞总 HO>"
MS2T保存备用$
!"( 引物及探针的设计
采用 G@*&%@ UVB@%CC <W2 软件设计 5067 基因

引物和探针"序列为*上游引物 1XAYZ6Z8>>>Z86
Z668>6Z6Z>A7X"下游引物 1XA68868Z>Z6Z8666
Z666686>>66A7X"扩增产物为 I2 [B"探针 1XA88>
6ZZ>668ZZZ868>886ZZA7X$ 内对照 !A!"$*? 引
物及探针序列 * 上游引物 1X AZ8Z8ZZ86>8>Z8
668>A7X " 下游引物 1X A6868866>>6Z68>8Z8>
8Z>6A7X"扩增产物为 1J [B"探针 1XA8>88>8ZZ
88Z>Z8ZZZ>A7X$引物和探针在 >L\ 7J22 台式高
通量 EO> 合成仪合成$探针 1X端标记荧光报告基
团 5>."7X端标记淬灭基团 6>.H>$ 5067 F \6E
突变主要发生在 44 号外显子和 4< 号外显子之间"
因此在 44 号外显子近端和 4< 号外显子远端分别
设计保守序列引物 445 和 4<H"引物序列为 445*1X
AY8>>666>YY6>6Y>>>Y88>Y8A7X 和 4<H*1X A
86668>Y8>6666Y>8YY8>>88A7X"由上海基康公
司合成$
!") *+’ 检测 ,-.( / 0.$ 突变
按本室建立的方法&:’进行$

!"1 荧光定量 *+’ 标准模板的构建
从培养的 N1K< 细胞提取 HO>" 用 5067 基因

引物扩增 5067 基因"G8H 扩增产物纯化后按试剂
盒说明与 B.E 4S 载体连接"转化到 !"#$%& ].42J"
培养阳性克隆并提取质粒" 荧光定量 G8H 鉴定纯
化后"M<2T保存备用$

统计学意义 )’^2W21("5067 F \6E 突变>.0 患者 5067 基因
表达中位数与无突变组比较差异也无统计学意义 $ 5067 F
\6E 突变组的完全缓解率)1SWS3(显著低于无 5067 F \6E 突
变组)S<W43()’_2W21(+5067 基因高表达 >.0 组 5067 F \6E
的完全缓解率)KSWK3(同低表达 >.0 组)S:W<3(相比差异

无统计学意义)’ ^2W21("但无 5067 F \6E 突变组中"5067 基
因高表达组完全缓解率)KJW<3(显著低于低表达组)J7W73(

)’_2W21($ 结论"5067 高表达与 5067 F \6E 突变之间无明显
相关性"5067 高表达对于无 5067 F \6E 突变 >.0 患者可能
是一个预后不良的指标$

关键词"白血病"髓细胞"急性+ 5067+ 5067 F \6E 突变+实时
定量 G8H
中图分类号"HI77WI 文献标识码">
文章编号"4222M:KI‘)<22J(2KM2K7<M21

徐 兵!等W 急性髓系白血病患者外周血细胞中 5067 基因表达与 5067 F \6E 突变的关系及其意义 !""
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!"# 逆转录及荧光定量 $%&检测 ’()*基因表达
逆转录反应体系 !" !#!含 $%逆转录缓冲液 &

!#!’" ()*+ ,!# 引物各 "-& !#!!$ ))*+ , # ./012
"-! !#!’" 3 ,!# 逆转录酶 ’ !#!二乙基焦磷酰胺
水"4516# ’" !#!7/8 模板 & !#$ 反应条件为
9:; ’ <!=$; 9 )>?$ 荧光定量 167 反应体系 $"
!#!含 $%定量缓冲液 ’" !#!’" ()*+ ,!# 各引物 ’
!#! 探针 ’ !#!’" ))*+ , # ./012 ’ !#!! 3 ,!#
!"# 酶 ! !#!@4/8 $ !#!双蒸水 != !#$ 反应条件
为%=9; ! )>?!然后 =9; 9" 2!$$; &$ 2!共 &" 循
环$逆转录在 15=:"" 167 仪"美国 15 公司&进行!
荧光定量 167 反应在 15:9"" 全自动荧光定量
167 仪’美国 15 公司&进行$ 反应结束后!由电脑
自动分析并计算结果$
!"+ 统计学处理方法
考虑到各个样本总 7/8 浓度可能存在差异!

以 "AB@C>? 作为内参照$ 如果 "AB@C>? 的表达水平低
于 ’%’"&! 则标本被视为 7/8 质量不合格予以剔
除$ 以同一份标本"D#09 基因拷贝数 , "AB@C>? 基因
拷贝数&%’"& 来计算 D#09 基因表达水平$
本研究中计量资料呈非正态分布! 以 8E# 患

者 D#09 基因表达量的中位数作为区分 D#09 基因
表达水平高低的临界值"@FCA*GG 值&!将患者分为两
组%D#09 基因高表达组和 D#09 基因低表达组$ 样
本均数采用两独立样本 $ 检验!率的比较采用 #!检

验$ 采用 H1HH ’’-" 统计软件进行统计学分析!以
%I"-"$ 为差异有统计学意义$

, 结 果

,"! 实时荧光定量 $%& 方法的可信性及灵敏度
分析

取冻存的阳性标准品重组质粒! 提取 7/8 及
逆转录成 @4/8!浓度为 ’%’"J 拷贝 ,!#!’" 倍稀释
成浓度为 ’%’"!K’%’"J 拷贝 ,!#! 分别进行定量
167 扩增$ 结果显示!本方法灵敏度达 ’%’"!拷贝$
在 $ 个数量级检测范围!其对数与相应的循环阈值
"&C&有良好的线性相关!相关系数 ’L"-==J"图 ’&$
,", 初治 -.( 患者 ’()* / 0)1 突变及 ’()* 基因
表达水平

由于 M04 基因突变是在 D#09 基因近膜区出现
一段串联重复序列!因此!D#09 , M04 突变阳性病例
167 扩增后!可发现 ! 条特异性条带$ 由于不同患
者 D#09 内部串联重复的长度有所不同! 因此不同
患者 M04 特异性条带的位置也略有不同!但均大于

9!= N("图 !&$ := 例 8E# 患者中!’O 例存在 D#09 ,
M04 突变!阳性率为 !!-:P$ := 例初治 8E# 患者经
荧光定量 167 扩增后!:9 例 "=!-&P& 可检测出
D#09 基因表达!D#09 基因表达水平为 "K:9!"!中
位数为 9’!$!9 例健康对照者外周血细胞中未检测
到 D#09 基因的表达$

,"* ’()* 基因表达水平及 ’()* 2 0)1 突变与患
者白血病细胞比例的关系

9=例 D#09 基因高表达组(&" 例 D#09 基因低
表达组和 ’O 例 D#09 , M04 突变组(J’ 例 D#09 , M04
未突变组 8E# 患者发病时白细胞"QR6&计数(血

图 ’ 实时荧光定量 167 检测不同标准品浓度 D#0A9 基因
扩增曲线直线回归图

D>SFTU ’ HCB?.BT. @FTU G*T B)(+>G>@BC>*? *G D#09 SU?U F2>?S
TUB+AC>)U VFB?C>CBC>WU (*+X)UTB2U @<B>? TUB@C>*? B?B+X2>2

图 ! D#09 扩增产物琼脂糖凝胶电泳
D>SFTU ! D#09 , M04 SU?U )FCBC>*? .UCU@CU. NX 167

#B?U E% 4/8 )BTYUT) #B?U2 ’! 9% (BC>U?C2 Z>C<*FC D#09 , M04 SU?U
)FCBC>*?) #B?U !% ?*T)B+ @*?CT*+) #>?U2 &! $% (BC>U?C2 Z>C< D#09 ,
M04 SU?U )FCBC>*?-

徐 兵!等- 急性髓系白血病患者外周血细胞中 D#09 基因表达与 D#09 , M04 突变的关系及其意义!"#
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红蛋白!!""#血小板!#$%"计数及骨髓白血病细胞
比例见表 &$ 统计分析显示%’$%( 基因高表达 )*+
组的 ,-. 计数及骨髓白血病细胞比例显著高于
/+%( 基因低表达 )0+ 组!!12324"%/$%( 5 6%7 突变

组 ,-. 计数及骨髓白血病细胞比例也显著高于未
突变组!!1282&"$ /$%( 基因高表达及 /$%( 9 :%7 突
变组 )0$ 组的 ;" 水平&<$% 计数及同低表达组及
突变阴性组比较%差异均无统计学意义!!=2324"$

表 ! "#$ 患者 %$&’ 基因的表达水平及 %$&( ) *&+ 突变的与血象及骨髓白血病细胞比例
&,-./ 0 1233/.,4526 27 %$&’ 8/6/ /9:3/;;526 ,6< %$&’ = *&+ >?4,4526 42 @A54/ -.22< B/..; !CD1" B2?64# A/>28.2-56

!E-"# :.,4/./4 !F$&" ,6< 3,452 27 -26/ >,332@ -.,;4 B/..; 723 ,B?4/ ./?G/>5, :,45/64; ,4 <5,862;5;

;>?@ /+%( ABCDAEE>FG
+FH /+%( ABCDAEE>FG I
"#$% & ’$(J

")$% & ’$(K

.LEAE
MN
O2
PQ
RP

,-.!S&2N 9 $"

&N3TUPV3P
PP3OU W3N
VM3PUPM3X
N3NU X3V

!"!? 9 $"

QP3MU N3Q
QM3YUPP3N
Q23MU Q3O
QO3ZUP23Y

#+%!SP2N 9 +"

YM3TUMY3V
YN3TUMV3P
ZN3YUVN3O
YT3QUMP3Z

-ILE[ DL[>F!\"

TT8RU N8T
OQ8MUPV8Q
TN8VUP28M
OR8ZUPP8T

!"# $%& 患者 ’&() 基因表达水平与 ’&() * +(,
突变的关系

MN 例 /+%M 基 因 高 表 达 )*+ 组 中 %P2 例
!VZ8R\" 存在 /+%M 5 6%7 突变’O2 例 /+%M 基因低
表达 )*+ 组中 Q 例!V282\"存在 /+%M 5 6%7 突变$
/+%M 基因高表达 )*+ 组 /+%M 5 6%7 突变阳性率同
低表达 )*+ 组相比%差异无统计学意义!!=282Z"$
PQ 例 /+%M 5 6%7 突变 )*+ 患者 /+%M 基因的中位
表达水平为 MMP% 而 RP 例无 /+%M 5 6%7 突变 )*+
患者 /+%M 基因的中位表达水平为 VNT% 两者比较
差异无统计学意义!!=282Z"$
!-. $%& 患者 ’&() 基因表达水平与临床疗效的
关系

TM例 )*+ 患者经 V 个疗程诱导化疗后的完全
缓解!.]"率为 TR8T\!ZR 5 TM"$ 其中 /$%M 5 :%7 突
变组 .] 率为 ZQ8Q\!P2 5 PT"%无 /$%M 5 :%7 突变组
.] 率为 QV8P\ !OR 5 ZR"%/$%M 5 :%7 突变组 .] 率
显著低于无突变组!!1282Z"$ /$%M 基因高表达组
.] 率为 RQ8R\ !VO 5 MZ"%/$%M 基因低表达组.]
率为 QO8V\ !MV 5 MQ"% 尽管 /$%M 基因高表达组
)0$ 的 .] 率低于低表达组%但差异无统计学意
义 !! =282Z"$ ZR 例无 /$%M 5 :%7 突变组中%/$%M
基因高表达组 .] 率为 RN8V\!PQ 5 VR"% 低表达组
.] 率为 NM8M\ !VQ 5 M2"%/$%M 5 :%7 突变阴性组
中%/$%M 基因高表达组 .] 率显著低于低表达组
!!1282Z"$

) 讨 论

/$%M!^_E‘I>aA [bDFE>GA a>GLEA M"基因是近年来
发现的具有酪氨酸激酶活性的生长因子受体基因%

它与 /+%M 配体结合能诱导受体自主磷酸化% 并通
过各种细胞浆相关蛋白的转导激活信号而对造血

发育过程起重要的调节作用$它的异常表达可导致
血细胞对细胞分化和信号分子反应发生改变%从而
导致白血病细胞的增殖及克隆形成$国外及我们以
往研究均发现%/+%M 基因可在绝大部分 )0+&部分
急性淋巴细胞白血病及慢性粒细胞白血病!.0+"
急变期患者中出现异常表达% 而 .0+ 慢性期则很
少表达 (V%Z)%提示 /+%M 基因的异常表达与急性白血
病发生和发展有着密切的关系$本研究建立了实时
荧光定量 <.] 检测 /+%M 基因表达的方法% 发现
NV3O\)0+ 患者可检测出 /+%M 基因的表达 %且
/+%M 基因高表达的 )0+ 患者外周血 ,-. 计数和
骨髓白血病细胞比例显著高于低表达患者% 证实
/+%M 基因在白血病细胞增殖和白血病的发生中起
重要作用$

6%7是体细胞突变的新模式%它能延长原癌基
因的决定性序列并激活其产物 % 目前研究表明
/+%M 9 %67 基因突变与白血病发展!难治或复发"具
有密切关系$ 有国外研究和我们的前期研究证实%
/+%M 9 6%7 突变是 )0+ 一个重要的独立预后不良
指标%/+%M 9 6%7 突变 )0+ 常伴低 .] 率& 高的复
发率及更短的无病生存期和总生存期 (M%O)$ 本研究
结果显示 /+%M 高表达 )0+ 组 /+%M 9 6%7 突变率
同低表达组相比差异无统计学意义% 且 /+%M 9 6%7
突变的 )0+ 患者 /+%M 表达水平也未高于无突变
者% 表明 /+%M 高表达与 /+%M 9 6%7 突变之间无明
显相关性% 提示 /+%M 高表达和 /+%M 9 6%7 突变可
能是通过不同的机制影响 )0+ 的发生和发展$ 有
研 究 表 明 野 生 型 的 /+%M 主 要 通 过 <6Mc
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!!"#$!%&’()*+,-&$,’&./0 1,-2$3"和 45$途径#导致 678
!!9&’3:- 1(-5$3 ;"$<868= 和胞外信号调节酶 > ? @
!A47> ? @"的激活 %而 BC8 ? D8E 突变时在无需生
长因子的情况下# 产生胞内第一酪氨酸结构域自
主磷酸化#进而主要通过 45$ 和 <868= 途径导致
造血细胞活化和自我增殖 &F’#这可能是 GHC 中
BC8I 基因的表达水平与 BC8I ? D8E 突变无相关性
的原因(

6HC 疗效的进一步改善需要进行更细致的分
层和个体化治疗#已证实 BC8I ? D8E 突变是预后差
的重要指标#但该突变仅见于 @JK左右 6HC#对大
部分无 BC8I L D8E 突变 6HC 的进一步分层显得尤
为重要) 本研究结果显示#无 BC80 M N8O 突变组中#
PC8I 基因高表达者 Q4 率显著低于低表达者 )
7RS%3TU5R39 等 &V’研究也发现无 PC8I M D8O 突变的
GHC 中#PC8I 高表达很可能是独立的预后不良指
标 ) 提示 PC8I 高表达可能是无 PC8I M D8O 突变
GHC 新的分层指标#由于本研究的病例数有限#此
结论需进一步扩大病例数及长期随访以获得较可

靠的结论)
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