
!!作者单位(#&##&%!太原!山西大医院血液科

通讯作者(马梁明!电子信箱(5NGENR65ERg5AO5NEG.MB5.MR

Y=DM_+)* 基因突变阳性骨髓增殖性

肿瘤患者 VR) 基因的表达情况
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摘!要!目的!探讨 @+̀ %U-"* 基因突变阳性的真性红细胞增多症" WBG[M[PFA5ENHAKN! VU#和原发性血小板增多症"AIIAR\

PENGPFKB5SBM[PFA5EN! Y>#患者骨髓标本中 f>" 基因的表达情况$ 方法!采用核酸扩增荧光法检测 "- 例 VU患者和 "$ 例 Y>患

者骨髓中 @+̀ %U-"* 基因型$ 采用荧光定量 (>;V](方法检测突变阳性的 VU和 Y>患者骨髓 f>" 基因的表达情况$ 结果!

"/ 例 VU和 "" 例 Y>患者 @+̀ %U-"* 基因突变阳性$ 在这 %) 例骨髓增殖性肿瘤"5[AGBWKBGEJAKNPEHARABWGNI5I! TV?#患者中!""

例患者 f>" 基因表达高于正常对照组$ 结论!部分 @+̀ %U-"* 基因突变阳性的 TV?患者体内 f>" 基因呈高度表达!f>" 基因

高表达可能与 @+̀ %U-"*^基因突变有一定的相关性$

关键词!@+̀ %U-"* 突变!f>"!真性红细胞增多症!原发性血小板增多症

#中图分类号$! (*&&!!!!#文献标识码$! +

62&;177'/(/9VR) H1(1'(Y=DM_+)*IAC4$4'/(Q/7'4'81A31%/&;/%'91;$4'81F1/&%$7-7<"

8$(81! 5$ '($)*<()*! '3 03@()!"#$%&D"E

F$G#<")#1-+"<$#1%1*9! =/$)H(D$9(+12F(#$%!=/$)H(BPBBBA!:/()$

=>74;$#4!?>@1#4'81!>BAGLMEONPAPFAAZWKAIIEBR BJf>" 6ARAER SBRA5NKKBQIN5WGAIER WNPEARPIBJWBG[M[PFA5ENHAKN"VU# NRO

AIIARPENGPFKB5SBM[PFA5EN"Y># QEPF @+̀ %U-"*^5LPNPEBR.A140/.7!>FA@+̀ %U-"*^5LPNPEBR KNPEBIER "- VUIN5WGAINRO "$ Y>

IN5WGAIQAKAOAPAMPAO S[ k̂;V](.=IER6 k̂;(>;V](! QA5ANILKAO PFAAZWKAIIEBR BJf>" 6ARAER @+̀ %U-"*^5LPNPEBR WBIEPEHA

VUNRO Y>.B17C%47!"/ ER "- WNPEARPIQEPF VUNRO "" ER "$ WNPEARPIQEPF Y>FNO @+̀ %U-"*^5LPNPEBR.>FAAZWKAIIEBR BJf>" 6ARA

ERMKANIAO ER "" BJ%) WNPEARPIQEPF 5[AGBWKBGEJAKNPEHARABWGNI5I"TV?#.,/(#%C7'/(!>FAAZWKAIIEBR BJf>" 6ARAQNIFE6FAKER WNKPIBJ

@+̀ %U-"*^5LPNPEBR WBIEPEHATV?.>FAFE6FAKf>" AZWKAIIEBR 5N[NIIBMENPAQEPF PFA@+̀ %U-"*^5LPNPEBR ER TV?.

D13 E/;.7!@+̀ %U-"*^5LPNPEBR-f>"-VBG[M[PFA5ENHAKN-YIIARPENGPFKB5SBM[PFA5EN

!!X](;+XD融合基因阴性骨髓增殖性肿瘤"5[\

AGBWKBGEJAKNPEHARABWGNI5I! TV?#是起源于骨髓造血干

细胞的恶性克隆性疾病!主要包括真性红细胞增多症

"WBG[M[PFA5ENHAKN! VU#'原发性血小板增多症 "AI\

IARPENGPFKB5SBM[PFA5EN! Y>#'原发性骨髓纤维化

"WKE5NK[5[AGBJESKBIEI#

)"*

$ f>" 基因是细胞生长'发

育过程中的重要调控因子!在正常造血系统以及某些

恶性血液病如白血病的发生'发展过程中起重要作

用
)%!&*

$ 本研究拟探讨 @+̀ %U-"* 基因突变阳性的

TV?患者体内 f>" 基因的表达情况$

材料与方法

".研究对象(所有患者来自 %#"& 年 " 月 0%#"& 年 "% 月

山西大医院血液科$ &/ 例患者均为初诊患者$ 其中!VU患者

"- 例!Y>患者 "$ 例!男性 ", 例!女性 ") 例-患者年龄 %) 0$"

岁!中位年龄 )) 岁!所有患者均经临床'血象'骨髓象等检查!

诊断标准符合 f:2的诊断标准$ ) 例正常对照骨髓标本来

自本科室骨髓移植的供者$

%.骨髓基因组 3?+的提取(骨髓细胞基因组 3?+的提

取使用北京天根生化科技有限公司的血液基因组 3?+提取

试剂盒"目录号(3V&",#$ 3?+提取后! ;%#m保存$

&.骨髓 (?+的提取(将新鲜骨髓样品加入到 Y3>+抗凝

管中混匀!用 (?+EIBVGLI">ǸN(N#提取总 (?+!紫外分光光

度计定量! ;$#m冻存$

/.核酸扩增荧光法检测 @+̀ %U-"*^基因突变(CPAW2RA

荧光定量 V](仪 "+WWGEAO XEBI[IPA5I公司!美国 #用于检测

@+̀ %U-"*^基因突变$ 试剂选用北京思尔成生物技术有限公

司 @+̀ %U-"*^突变检测试剂盒!使用探针法检测标本中

@+̀ % 野生型基因和 @+̀ %U-"*^突变基因$ 反应体系中包括

V](反应液 "$

.

G"含引物'探针'V](缓冲液'T6]D

%

'=O?>V'

混合酶 #!标本 3?+%

.

G$ V](反应条件( )#m %5ER-,)m

"#5ER-,)m ")I!-#m "5ER!/# 个循环$ 通道选择(@+̀ % 野生

型基因设定荧光为 +̂T;T9X!@+̀ %U-"*^突变基因设定荧

光为 Ue];T9X!并在 V](循环第 % 步 -#m时收集荧光信号!

其他为默认值$

).荧光定量 V](检测 f>" 基因表达(CPAW2RA荧光定量

.-,.
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V](仪用于检测 f>" 基因表达$ 试剂选用上海申友生物技

术有限公司 f>" 基因检测试剂盒$ 试剂准备(f>" V](反应

液的配制(按每个反应取 f>" V](反应液 "&

.

G!混合酶 %

.

G

计算!加于一总的无菌离心管中!混匀后短暂离心$ 同样制备

+XDV](反应液$ 在每一个 V](反应管内分别加入各自

")

.

G上述混匀后的反应液$ 在 V](反应管中加入抽提后的

(?+标本'阴性对照'质粒标准品各 "#

.

G$ V](反应条件(

/%m &*5ER-,/m )5ER-,/m ")I!-#m "5ER!/# 个循环$ 设定

荧光为 +̂T!并在 V](循环第 % 步 -#m时收集荧光信号!其

他为默认值$ f>" 基因复制数与 +XD内参基因复制数之比

作为 f>" 基因的相对表达量$

-.统计学方法(用 CVCC "&.# 统计分析软件!实验结果以

均数 <标准差"H<2#表示!两组样本均数间比较用独立样本 #

检验!!4#.#) 为差异有统计学意义$

结!!果

".@+̀ %U-"*^基因突变率() 例正常人对照标本

中未检测到 @+̀ %U-"* 基因突变$ &/ 例 TV?患者的

@+̀ %U-"*^基因突变总体阳性率为 *&.)'"%)7&/#!

其中!VU患者 @+̀ %U-"*^基因突变阳性率为 $*.)'

""/7"- #!Y>患者 @+̀ %U-"*^基因突变阳性率为

-"."'"""7"$#"图 "#$

图 )"Y=DM_+)* 基因检测图

!

!!%.@+̀ %U-"* 基因突变阳性的 TV?患者体内

f>" 基因表达情况(%) 例 @+̀ %U-"* 基因突变阳性

的 TV?患者中! "" 例 f>" 基因表达 " #l"#% <

#l#-$#明显升高!高于正常对照组"#l##" <#l##"#!

两者比较差异有统计学意义"!4#.#)#$ f>" 基因

在 @+̀ %U-"* 基因突变阳性的 TV?患者中检测阳性

率为 //'"图 %#$

图 M"Y=DM_+)* 突变阳性 AQF患者中

VR) 基因表达情况

!

讨!!论

TV?是指分化相对成熟的一系或多系骨髓细胞

不断地克隆性增殖所致的一组肿瘤性疾病$ %##) 年

几个研究小组先后报道了 VU'Y>患者体内存在

@+̀ %U-"*^基因突变! %##$ 年世界卫生组织将

@+̀ %U-"*^基因突变纳入了 X](;+XD阴性 TV?

的诊 断 标 准
) / 0-*

$ 本 研 究 结 果 显 示! VU 患 者

@+̀ %U-"*^基因突变阳性率为 $*.)'! Y>患者

@+̀ %U-"*^基因突变阳性率为 -"."'!与国内外研

究报道一致
)*!$*

$

@+̀ % 是 @NRLI蛋白酪氨酸激酶家族成员之一!

@+̀ I家族通过介导包括促红细胞生成素'血小板生

成素'粒细胞 ;巨噬细胞集落刺激因子'eD;&'eD;

"#'eD;"% 等多种细胞因子的信号转导!调节细胞的

分化'增殖'生存'细胞迁移等!在造血系统和免疫系

统发挥重要作用
),*

$ @+̀ I突变可以引发严重的血液

系统和免疫系统疾病
)"#!""*

$ @+̀ % 基因羧基末端为

具有催化活性的蛋白质酪氨酸激酶结构域"@:"#和

假激酶结构域"@:%#$ @:% 假激酶结构域调控 @:G的

催化活性!@:% 假激酶结构域具有残存的激酶活性和

.*,.
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磷酸化抑制作用
)"%*

$ 有研究表明!@+̀ %U-"*^突变

发生在 @:% 假激酶结构域!@+̀ %U-"*^突变解除了

正常情况下抑制 @:" 活性的作用!从而使 @:" 在没

有信号刺激的情况下持续激活!进而导致了 @+̀ % ;

C>+>'T+V̀ 'Ve

&

`7+8P信号途径的持续激活
)"& 0")*

$

C>+>) 对于 @+̀ %U-"*^调控的细胞增殖起非常关键

的作用$ 通过信号转导途径!调控抗凋亡基因 XMG;

ZD'细胞周期调控蛋白 ][MGER 3"']OM%)+等!对于受

影响的细胞而言!表现为增生优势$

f>" 基因有可能是 @+̀ % 信号途径的下游基因

之一$ f>" 蛋白梭基末端为锌指蛋白结构域!具有

较强的转录调控作用!可以增强或抑制特异靶基因的

表达!其靶基因主要与细胞生长'代谢'分化及凋亡等

有关$ 在血液系统肿瘤尤其是急性白血病中!f>"

基因呈高度表达!f>" 基因表达水平的高低与白血

病的预后呈负相关!可能主要发挥癌基因的作用$ 国

外研究表明! @+̀ %U-"*^纯合突变的细胞株 :YD和

=̀ Y;"!f>" 呈阳性表达$ 在 :YD和 =̀ Y;" 细胞

株培养过程中加入 @+̀ % 抑制剂后!f>" 表达水平明

显下降
)"*

$ 表明 f>" 表达水平的高低与 @+̀ % 的活

性相关$ 那么在 @+̀ %U-"*^突变阳性的 TV?中!是

否存在 f>" 基因表达水平的增高!是笔者要探讨的

问题$

正常骨髓表达少量的 f>" 基因!正常外周血

f>" 基因表达极低!常检测不到!且f>" 主要表达于

]3&/

i

细胞群$ 因此!笔者选用骨髓标本作为研究对

象$ 本研究结果显示!部分 @+̀ %U-"* 基因突变阳性

TV?患者 f>" 基因表达升高!另外 , 例 @+̀ %U-"*

基因突变阴性的 TV?患者 f>" 基因表达与正常对

照组比较无明显差异$ @+̀ %U-"*^基因突变与 f>"

基因表达可能存在一定的相关性$ TV?持续进展可

以引起骨髓衰竭或转化为急性白血病$ 急性髓系白

血病患者 f>" 基因呈高度表达!部分也可以检测到

@+̀ %U-"* 基因突变$ 高表达 f>" 基因且 @+̀ %U-"*

基因突变阳性的 TV?患者是否更容易转化为急性白

血病!以及 f>" 基因表达水平与 TV?的预后'进展

之间的关系尚需延长观察时间!增加观察样本数进一

步深入探讨$
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