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慢性粒细胞白血病ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因Ｔ３１５Ｉ点突变的检测及靶向治疗
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　　慢性粒细胞白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）

占所有白血病的１５％～２０％，９０％以上患者存在特征性的Ｐｈ

染色体（费城染色体）及ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因。Ｐｈ染色体由位于

９ｑ３４的ａｂｌ原癌基因断裂并易位到２２ｑ１１的断裂点集簇区

（ｂｃｒ）形成，并融合形成ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因
［１］。ＣＭＬ治疗重点

在于慢性期获得分子水平的缓解。伊马替尼（ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙ

ｌａｔｅ，ＩＭ）是治疗ＣＭＬ的一线药物。随病程进展，部分患者对

ＩＭ发生耐药，而耐药的发生与ｂｃｒ／ａｂｌ基因突变密切相关，其

中Ｔ３１５Ｉ点突变患者对现有靶向药物几乎均耐药。因此，针对

ｂｃｒ／ａｂｌＴ３１５Ｉ点突变的研究，已成为ＣＭＬ的研究热点。

１　ｂｃｒ／ａｂｌＴ３１５Ｉ点突变与耐药

ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因编码的蛋白质具有较强的酪氨酸蛋白激

酶（ＴＰＫ）活性，通过作用于一系列复杂的细胞信号传导途径，

导致细胞恶性增生、凋亡减少和骨髓基质细胞粘附性下降，使

大量不成熟的髓细胞释放到外周血，产生ＣＭＬ的临床表现。

作为第一代酪氨酸激酶抑制剂，ＩＭ 主要用于ＣＭＬ慢性

期和加速期治疗。ＩＭ竞争性结合ａｂｌ酪氨酸激酶催化部位的

ＡＴＰ与胸苷激酶（ＴＰＫ）受体的结合位点，阻滞ＴＫ磷酸化，从

而抑制信号传导，使酪氨酸激酶不能与ＡＴＰ结合，从而失去催

化活性。随病程进展，ａｂｌ酪氨酸激酶区发生突变，产生对ＩＭ

的耐药［２］。几乎所有的ＣＭＬ急变期和１５％～２０％的ＣＭＬ经

ＩＭ治疗后复发的患者对ＩＭ 发生耐药。增加ＩＭ 的剂量或者

更换第二代信号转导抑制剂如尼洛替尼（Ｎｉｌｏｔｉｎｉｂ）和达沙替

尼（Ｄａｓａｔｉｎｉｂ））等，对大多数突变型ＣＭＬ有效。但具有ｂｃｒ／

ａｂｌＴ３１５Ｉ突变的ＣＭＬ对上述药物均无效，因而患者病情迅速

恶化，最终死亡。

在ＩＭ耐药或复发的ＣＭＬ患者中发现１００多种ｂｃｒ／ａｂｌ

基因的突变，这些突变不仅干扰了激酶抑制剂的亲合力，而且

改变了 ｂｃｒ／ａｂｌ的生物功能
［３４］。其中，Ｔ３１５Ｉ突变率约占

１５％
［５］，该突变所致耐药最难克服。Ｔｈｒ３１５位于ａｂｌ核苷酸结

合部位，是与ＩＭ 结合形成氢键的关键部位，被作为门控分子

的残基［６］。Ｔ３１５Ｉ突变是由位于ａｂｌ基因第６号外显子的第

３１５位苏氨酸（Ｔｈｒ）被异亮氨酸（Ｉｌｅ）替代，碱基由 ＡＣＴ变为

ＡＴＴ。突变发生后Ｉｌｅ３１５不能与ＩＭ 形成氢键，且替代后的

Ｉｌｅ侧链上的额外碳氢键会产生空间上的干扰，不利于ＩＭ 结

合，由此产生耐药。

２　ｂｃｒ／ａｂｌＴ３１５Ｉ点突变的常用检测方法

２．１　直接测序法　作为最常用的直接测序法，双脱氧核糖核

酸链末端终止法（Ｓａｎｇｅｒ法）根据核苷酸在某一固定的点开

始，随机在某一个特定的碱基处终止，并且在每个碱基后面进

行荧光标记，产生以Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ结束的４组不同长度的一系列

核苷酸，然后在尿素变性的聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）上电泳进

行检测，从而获得可见的ＤＮＡ碱基序列。利用一种ＤＮＡ聚

合酶来延伸结合在待定序列模板上的引物，直到掺入一种链终

止核苷酸为止。每一次序列测定由一套４个单独的反应构成，

每个反应含所有４种脱氧核苷酸三磷酸（ｄＮＴＰ），并混入限量

的一种不同的双脱氧核苷酸三磷酸（ｄｄＮＴＰ）。由于ｄｄＮＴＰ

缺乏延伸所需要的３ＯＨ基团，使延长的寡核苷酸选择性地在

Ｇ、Ａ、Ｔ或Ｃ处终止。终止点由反应中相应的双脱氧而定。每

一种ｄＮＴＰｓ和ｄｄＮＴＰｓ的相对浓度可以调整，使反应得到一

组长几百至几千碱基的链终止产物，它们具有共同的起始点，

但终止在不同的核苷酸上，可通过高分辨率变性凝胶电泳分离

大小不同的片段，凝胶处理后可用Ｘ光胶片放射自显影或非

同位素标记进行检测。然而，直接测序法对技术要求比较严

格，而且灵敏度较低，仅能检测浓度大于６．２５％的突变率
［７］，

难以广泛应用于临床。

２．２　高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ

ｐｈｙ，ＨＰＬＣ）　ＨＰＬＣ分析是以经典的液相色谱为基础，采用

高压输液系统，将具有不同极性的单一溶剂或不同比例混合溶

剂、缓冲液等流动相泵入装有固定相的色谱柱，在柱内各成分

被分离后，进入检测器进行检测，检测信号由数据处理设备采

集与处理，并记录色谱图，从而实现对试样的分析。由于该法

对样品要求高、仪器昂贵、且操作繁琐，其所能检测到最低浓度

为１．５％～３．０％
［７］，尚难普及应用。

２．３　扩增阻碍突变系统（ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＲｅｆｒａｃｔｏｒｙＭｕｔａｔｉｏｎ

Ｓｙｓｔｅｍ，ＡＲＭＳ）　ＡＲＭＳ也称等位基因特异性聚合酶链反应（

ＡＳＰＣＲ），是基于ＰＣＲ用于检测ＤＮＡ中各种定点突变的新

方法，其依据的基本原理是：ＴａｑＤＮＡ聚合酶缺少３′到５′外切

酶活性，因此对于３′末端错配的引物，以低于正常末端配对引

物的速度延伸，当错配碱基数目达到一定程度或者条件达到一
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定的严谨程度时，３′末端碱基则因磷酸二酯键形成困难而不能

延伸，反应终止，也就得不到特异长度的扩增条带，从而表明模

板ＤＮＡ没有与引物３′末端相应的突变；如果ＰＣＲ结果能得

到特异长度的扩增条带，表明模板ＤＮＡ上具有与引物３′末端

相应的突变。因此针对不同的已知突变，设计适当的引物，可

通过ＰＣＲ方法和电泳图谱达到区分突变型和野生型的目的。

ＡＲＭＳＰＣＲ点突变的检出率依赖于反应条件的优化和防止引

物与靶ＤＮＡ错配时可能发生的错配延伸，这可通过调整实验

条件如：引物、靶ＤＮＡ、Ｔａｑ酶的浓度和反应温度等来提高特

异性，在反应体系中加入甲酰胺可减少非特异性扩增，还可通

过人为地使引物３′末端的第２个碱基发生错配来阻止错误延

伸。该法操作简单，仅一次ＰＣＲ就可检测出突变，经济便宜，

且灵敏度高。目前，该法检测患者体内的Ｔ３１５Ｉ突变，最低可

检测的突变量是２．５×１０－４
［８］。可见，ＡＳＰＣＲ作为一种基因

诊断方法，有快速、简便、特异、经济的特点，具有广阔的应用

前景。

３　ｂｃｒ／ａｂｌＴ３１５Ｉ点突变的靶向治疗

近年来，以酪氨酸激酶抑制剂为代表的靶向药物治疗

ＣＭＬ 取 得 极 大 进 步。然 而，现 有 靶 向 药 物 对 具 有 ｂｃｒ／

ａｂｌＴ３１５Ｉ突变的 ＣＭＬ 患者均无效。因此，如何克服 ｂｃｒ／

ａｂｌＴ３１５Ｉ突变所致的耐药，成为研究热点。

近年已研发出针对Ｔ３１５Ｉ点突变第３代分子靶向治疗药

物，但这些药物的效果还有待进一步的临床验证。Ｐｏｎａｔｉｎｉｂ

可抑制ａｂｌ基因的催化活性，缓解 Ｔ３１５Ｉ突变患者的症状
［９］。

ＰＨＡ７３９３５８主要通过抑制 Ａｕｒｏｒａ激酶发挥作用，对包括

Ｔ３１５Ｉ点突变者的部分ＩＭ 耐药的患者有作用
［１０］。ＫＷ２４４９

作为多激酶抑制剂，可抑制ＦＬＴ３突变及Ｔ３１５Ｉ突变的白血病

细胞的增殖［１１］。Ｉｔｏｎａｇａ等
［１１］将ＩＭ 与α干扰素联合应用，成

功治愈了一例含Ｔ３１５Ｉ突变的ＣＭＬ患者，且消除了该患者体

内的突变基因。Ｓｈｉ等
［１２］发现雷公藤内酯可部分逆转ｂｃｒ／ａｂｌ

Ｔ３１５Ｉ突变所致的ＩＭ 耐药。然而，至今尚无获批针对 Ｔ３１５Ｉ

突变ＣＭＬ的有效治疗药物。异基因造血干细胞移植仍是惟

一可缓解Ｔ３１５Ｉ突变的有效治疗手段
［１３］。

４　展　　望

ｂｃｒ／ａｂｌ融合基因及突变在ＣＭＬ疾病的发生、发展及预后

起关键作用。其中以Ｔ３１５Ｉ点突变预后最差。由于它对现有

靶向药物均产生耐药，故该突变一旦发生，患者预后极差。因

此，检测Ｔ３１５Ｉ点突变对于ＣＭＬ治疗与预后判断十分重要。

研究发现ＣＭＬ患者经ＩＭ治疗后产生耐药前平均６．３个月可

检测到Ｔ３１５Ｉ点突变
［１４］。可见，早期检测到该突变有助于重

新评价ＣＭＬ患者的病情，适时调整治疗策略（如增加剂量或

者选择其他药物）。有专家提出ｂｃｒ／ａｂｌ激酶域突变筛查的适

应人群应包括：用ＩＭ治疗３个月未达完全血液学缓解、１２个

月未达主要细胞遗传学缓解、１８个月未达主要分子水平缓解

的患者［１５］。ＡＳＰＣＲ具有灵敏度高、操作简单、成本低、检测

时间短等特点，有望成为检测ＣＭＬ患者Ｔ３１５Ｉ点突变的首选

方法。至今为止，唯有异基因造血干细胞移植是能针对Ｔ３１５Ｉ

突变的有效治疗手段。因此，研制出能够有效针对此突变的药

物依然是当务之急。
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交锁髓内钉治疗胫骨骨折的研究进展

李廷栋１综述，蒋赞利２△审校

（东南大学附属中大医院骨科，南京２１０００９）

　　关键词：内固定；交锁髓内钉；胫骨骨折；研究进展

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．３０．０４６ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）３０３７０２０２

　　胫骨骨折（ｔｉｂｉａｌｆｒａｃｔｕｒｅ）是临床常见的长骨骨折，多为高

能量、暴力损伤，多伴有严重的软组织损伤，临床治疗及功能恢

复难度较大。随着内固定技术的进步和微创外科的发展及

ＢＯ治疗理念的推广，交锁髓内钉固定成为治疗胫骨干骨折的

首选方法［１２］。然而，其治疗应用中也存在诸多分歧和不足，文

献报道不一。现将近年来关于交锁髓内钉固定胫骨骨折的治

疗现状做一综述。

１　手术入路及进针点

适当的手术入路及进针点可以使膝关节具有良好的耐受

性，骨折端固定牢固，预防并发症的发生，手术入路和进针点选

择不当容易出现膝前区疼痛等并发症［３４］。有关髓内钉固定后

出现膝前区疼痛的系统评价表明［３］：膝前区疼痛的发生率为

４７．４％（１０％～８６％），患病率３０％。

１．１　手术入路　经髌韧带入路不破坏髌韧带两侧的营养血

管，韧带容易愈合，手术操作方便但术后容易引起膝关节疼痛；

经髌韧带旁入路容易损伤髌韧带侧方的营养血管，术后膝前区

疼痛的发生与髓内钉突出相关［４］。Ｄａｒａｂｏｓ等
［５］研究发现，经

髌韧带旁入路，主钉顶端位置不超过胫骨平台６．０ｍｍ，不超过

胫骨粗隆２．６ｍｍ，不会引起膝前区疼痛。

１．２　进针点　适宜的进钉点取决于胫骨长度、髓内钉的号型、

手术方法［６］。理想的髓内钉插入点应在胫骨结节与膝关节前

缘的中点，由于髌韧带的解剖结构存在个体差异，进针点在胫

骨结节中点外侧（２．５±１．８）ｍｍ进行调整。通常尽量避免内

置物损伤髌韧带增加膝关节疼痛［７］。

２　切开穿钉和闭合穿钉

２．１　切开复位穿钉　传统的切开复位穿钉技术，广泛剥离骨

膜破坏局部血供及损伤皮肤软组织，同时，骨折端暴露于外界

增加切口感染及骨不连风险［８９］。有限切开复位穿钉技术损伤

小、失血量少、减少骨折端骨膜的剥离、骨折愈合快；多段骨折，

粉碎性骨折闭合复位困难，有限切开复位置钉取得良好

效果［１０１１］。

２．２　闭合复位穿钉　闭合复位骨牵引或牵引床牵引复位不暴

露骨折端，骨折断端血供破坏少，但由于肌肉牵拉以及近关节

端缺少骨皮质的支撑，复位困难，容易导致畸形；并且术后容易

进一步丢失手术复位使骨筋膜室压力增高，发生骨筋膜室综合

征的潜在风险增高，骨折愈合时间，住院时间，手术时间，术中，

术后出血量，闭合复位比切开复位更具优势［１２１３］。Ｉｍ等
［１４］通

过前瞻性研究表明：切开复位穿钉技术在恢复力线方面和复位

方面具有显著优势。

３　扩髓与非扩髓

扩髓与否目前仍存在不少争议。扩髓主要是通过有效地

扩大延长髓腔峡部增加工作长度；增加内置物与骨髓腔的接触

面，从而增加固定的强度；扩髓后的骨屑浇灌局部具有植骨作

用。非扩髓则对骨膜系统血供破坏相对较小；手术时间、骨折

移位、感染等并发症的发生率相对较低；但患肢负重时间较晚。

ＧóｍｅｚＢｅｎｉｔｏ等
［１２］对胫骨近段、中段、远段３个不同位置的骨

折进行生物力学方面的研究提示：近端不扩髓临床疗效较好，中

段及远段扩髓则获得良好的效果。扩髓产生高热以及高温退去

的时间间隔与骨坏死的发生相关，扩髓引起的全身反应较小。

４　静力固定与动力固定

４．１　静动力固定　锁钉与主钉之间通过分享式应力承载来稳

定骨折，使骨折处应力减小，同时能防止骨折旋转、短缩重叠及

延长分离，适合于不稳定性骨折的治疗。缺点：由于锁钉与主

钉之间轴向应力集中，容易出现锁钉断裂，延迟愈合等并发症。

动力固定：固定骨折近端或远端，骨折断端紧密接触，增强应力

刺激，将骨折端髓腔的间叶细胞挤出髓腔并扩散至外骨膜区

域，分化产生胶原束连接外、内骨痂，促进矿物质沉积，产生更

坚强的内、外骨痂，促进骨痂塑形［１４］。

４．２　静力固定动力化　动力化固定应最大限度地保持骨折端

稳定性，且不影响关节运动功能；动力化应使骨折部位峡部与

保留锁钉之间以维持固定稳定。动力化时机应综合骨折部位，

髓腔直径及患肢功能等因素。有学者建议［１５］：术后骨痂形成

早期及中期４～１０周，通过骨折端微动刺激促进骨痂形成，同

时消除了应力集中，动力加压过程中锁钉对主钉滑动进行限

制，有效避免髓内钉退出，锁钉疲劳断裂和取出远端锁钉动力

化突破胫骨远端关节穹隆顶而进入踝关节等危险。动力化的

不足：骨折端稳定性变弱，远端锁钉断裂，二次手术存在感染风

险及增加患者经济负担。

５　远端锁定技术与阻挡螺钉

５．１　远端锁定　胫骨中下段骨折远端固定治疗难度较大。有

文献报道：胫骨远端骨折力线不良率约为１４％
［１５］。锁定失败

及畸形愈合的常见原因［１６］：髓内钉的直径选择不当，容易导致

髓内钉插入困难增加锁定难度；进针点与进针方向选择不当，

影响髓内钉与髓腔中轴方向；目前常用带锁髓内钉远端锁钉大
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