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#摘要$

!

目的
!

检测原发性血小板增多症!

JW

#患者钙网蛋白!

58R7

#基因突变情况"评价其与临床疗效

的相关性$方法
!

采用
X57

及其产物直接测序法检测
JW

患者
58R7

基因第
"

号外显子的突变情况"回顾性

分析
#!

例接受常规方案治疗的
JW

患者临床资料$结果
!

58R7

基因第
"

号外显子突变阳性在
_8F3d#!/O

突变阴性的
JW

患者中检出率较高!

'!+2G

#$其中以
!

型!

'3N

:

缺失#最多见"占总突变
1&+&G

-其次为
3

型

!

'N

:

插入#"占总突变
!!+!G

$相较于
_8F3d#!/O

突变阳性及
_8F3d#!/O

'

58R7

突变双阴性的
JW

患者"

58R7

突变阳性的
JW

患者初诊时年龄更小'危险度更低!

$

&

$+$'

#$基于羟基脲及干扰素的常规临床治疗方

案能使较多的
_8F3d#!/O

突变阳性及
58R7

突变阳性患者获得完全或部分血液学缓解"相较于双阴性患者

总缓解率更高$结论
!

58R7

基因
"

号外显子突变是
JW

患者重要分子遗传学标志之一"基于羟基脲及干扰素

的常规临床治疗方案能使具有
58R7

基因突变的患者获得较好的血液学反应$
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原发性血小板增多症!
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"是一类以骨髓巨核细胞系终末分化细胞及

外周血血小板增多为主要表现的造血干细胞恶性克

隆性疾病$临床可无症状或有血管舒缩功能障碍相

关表现#有发生动静脉血栓,出血,进展为骨髓纤维化

或急性白血病的风险$既往的研究表明
'$G

"

#$G

的
JW

患者具有
_8F3d#!/O

突变#近年的研究发现

钙网蛋白!

><=AB;*>@=*.

#

58R7

"基因第
"

号外显子突

变存在于
/$G

"

1$G

的
_8F3d#!/O

突变阴性
JW

患

者中*

!

+

$有研究表明
58R7

基因突变常与更高的血

细胞负荷及血栓事件相关*

3

+

#但目前关于
58R7

基因

突变是否影响
JW

患者临床疗效的相关报导尚少见#

''/&
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故本研究旨在检测
JW

患者
58R7

基因的突变情况#

评价其与
JW

患者临床疗效的相关性$

!

!

资料与方法

!+!

!

一般资料
!

收集
3$!2

年
!3

月至
3$!/

年
#

月就

诊于 本 科 室 确 诊 为
JW

的
#!

例 患 者 !均 已 行

_8F3d#!/O

突变检测"#诊断标准及危险分层参照

]EV3$$1

诊断标准*

&

+

$其中
_8F3d#!/O

突变阳性

!

f

"

3#

例!男
!2

例#女
!3

例)年龄
!1

"

/"

岁"#

_8F3d#!/O

突变阴性!

%

"

&'

例!男
!#

例#女
!"

例)

年龄
3!

"

1&

岁"$收集
&'

例
_8F3d#!/O

!

%

"患者

骨髓或外周血标本#检测其
58R7

基因第
"

号外显子

的突变情况$上述患者接受临床常规方案治疗#回顾

性分析其临床资料#评估疾病缓解情况$本研究通过

本院伦理委员会批准$

!+"

!

方法

!+"+!

!

58R7

基因第
"

号外显子突变检测
!

!

!

"在

患者知情同意情况下#抽取患者骨髓或外周血
JHW8

抗凝标本约
&TR

#提取全基因组
HM8

!

HM8

提取试

剂盒由天根生化科技有限公司生产"#使用无菌去离

子水将其稀释至终浓度
3$$

!

I

(

TR

$!

3

"

X57

反应体

系及循环参数$

58R7

基因
"

号外显子目标片段

X57

引物由上海
4.Q);A)

I

B.

生物技术有限公司合成

!正向引物
'a05WUU58558W5WWWU85885W

W0&a

)反向引物
'a0UU55W5W5W 858 U5W5UW

50&a

"$反应体系
3'

!

R

'其中
W<

?

酶混合液
!3+'

!

R

!

W<C<A<

公司产品",上下游引物各
!+$

!

R

,去离子水

1+'

!

R

,

HM8

模板
3+$

!

R

$

X57

反应参数'预变性

"2h3T*.

)

"2h

变性
!'-

#

'#h

退火
&$-

#

/3h

延

伸
2'-

#

2$

个总循环)

/3h

延伸
!T*.

$!

&

"

X57

产物

检测'使用
3G

琼脂糖凝胶电泳初步检测
X57

产物$

扩增出
X57

产物的样本剩余部分送
4.Q*;A)

I

B.

公司

纯化后#使用
8Z4&/&$HM8

测序仪 !美国应用生物技

术公司"进行双向测序$检测到突变的样本进一步送

作克隆测序$

!+"+"

!

危险分层标准*

&

+

!

!

!

"低危组'年龄小于
#$

岁#无心血管疾病高危因素!如吸烟,肥胖,高血压,糖

尿病,高血脂等"#无血栓或栓塞病史$!

3

"高危组'年

龄大于或等于
#$

岁#且!或"有血栓或栓塞病史$!

&

"

中危组'介于低危与高危组之间$

!+"+#

!

治疗方案
!

所有入组患者'当血小板计数大

于或等于
!$$$j!$

"

(

R

时联合血小板单采#同时辅以

羟基脲口服辅助降细胞以减小栓塞风险!据初治时血

小板具 体 计 数,年 龄 来 确 定 起 始 剂 量
!'

"

3$

T

I

.

C

I

%!

.

(

%!

"$当血小板计数小于
!$$$j!$

"

(

R

时#低危组及中危组患者单用重组人干扰素
&

3N

!

4OM0

&

3N

#北京凯因益生公司"

#$

!

I

(

(

皮下注射!注射前

$+'9

口服奈普生预防流感样不良反应"#血小板降至

正常上限开始减量为每
3

天
!

次#缓解后逐步减量至

!

"

3

次(周维持)高危组患者在使用干扰素!方案同

上"时继续联合羟基脲辅助降细胞至安全范围!血小

板降至
#$$j!$

"

(

R

左右"后单用干扰素#血小板降至

正常上限开始减量为每
3

天
!

次#缓解后逐步减量至

!

"

3

次(周维持$

!+#

!

疗效评价标准
!

完全缓解'临床症状消失#血象

!白细胞,红细胞,血红蛋白,血小板"恢复正常$部分

缓解'血细胞计数较治疗前下降
'$G

#临床表现有所

减轻$治疗无效'达不到部分缓解者*

2

+

$

!+$

!

统计学处理
!

采用
KXKK!/+$

软件进行统计学

分析$

!

3 检验或
O*-9BA

精确检验行计数资料的比

较$计量资料以
Hg>

表示#比较采用
0

检验$以
$

&

$+$'

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"+!

!

X57

产物电泳及测序结果
!

58R7

基因野生型

样本
X57

目标产物长度
&//N

:

#突变型长度则不等

于
&//N

:

$突变型电泳后可见双条带或较厚重模糊

的单条带#提示混合型产物!图
!

所示"$

X57

产物剩

余部分送双向测序$

&'

例
_8F3d#!/O

!

%

"患者中共

检出
!1

例!

'!+2G

"

58R7

基因突变$包含
&

种类

型'

!

型!

'3N

:

缺失"

!'

例!

23+1G

",

3

型!

'N

:

插入"

3

例!

'+/G

",

&N

:

缺失
!

例!

3+"G

"$测序提示存在

突变的样本进一步送克隆测序#

&N

:

缺失型未克隆

成功$

!!

!

,

3

'野生型产物$

&

,

'

,

#

,

/

'野生型及
'3N

:

缺失型混合产物)

2

,

1

'野生型及
'N

:

插入型混合产物)

"

'

HM8

分子标记物

图
!

!!

部分样本
X57

产物凝胶电泳结果

"+"

!

JW

患者临床特征及血液学疗效分 析
!

_8F3d#!/O

!

f

",

58R7

!

f

",

_8F3d#!/O

及
58R7

双阴性患者分别设为
8

,

Z

,

5

组#各组间性别比较差

异无统计学意义!

$

'

$+$'

"$

Z

组
JW

患者#初诊时

年龄常较其余两组年轻化#同时危险度分层相对较低

!

$

&

$+$'

"$经常规临床治疗后#较多的
8

,

Z

组患者

能获得不同程度血液学缓解#两者间差异无统计学意

义!

$

'

$+$'

"#同时两组患者的总缓解率均较
5

组患

者高#差异有统计学意义!

$

&

$+$'

"$见表
!

$
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重庆医学
3$!1

年
!$

月第
2/

卷第
3"

期



表
!

!!

患者临床特征及血液学缓解情况(

#

)

项目
总体

!

#e#!

"

8

组

!

#e3#

"

Z

组

!

#e!1

"

5

组

!

#e!/

"

$

8

组
F>8Z

组
8

组
F>85

组
Z

组
F>85

组

年龄!

Hg>

#岁"

''+&&g!'+1! '1+3&g!'+$& 2#+33g!2+/3 #$+'&g!'+1! $+$2! $+&1# $+$3'

性别
$+2&# $+"#& $+22#

!

男
&! !2 1 1

!

女
&$ !3 !$ "

危险分层
$+$&& $+'23 $+$&1

!

低危组
3& " " '

!

中危组
!# / ' 2

!

高危组
33 !$ 2 1

总缓解
21 33 !' !! $+/&3 $+$&& $+$3'

!

低危组
3! " / '

!

中危组
!' # ' 2

!

高危组
!3 / & 3

完全缓解
!2 / ' 3

!

低危组
# & 3 !

!

中危组
' 3 3 !

!

高危组
& 3 ! $

部分缓解
&2 !' !$ "

!

低危组
!' # ' 2

!

中危组
!$ 2 & &

!

高危组
" ' 3 3

#

!

讨
!!

论

!!

JW

属于
Z5708ZR

阴性骨髓增殖性肿瘤!

>=<--*>

T

D

B=)

:

A)=*LBA<;*QB.B)

:

=<-T

#

[XM

"范畴$导致
[XM

的恶性克隆复杂多样#其中
_8F3

,

58R7

,

[XR

基因

突变被认为是
[XM

发病的使动因素#对
[XM

具有

诊断意义$

58R7

已被证实可对多种细胞功能!如蛋

白质折叠,胞内钙离子浓度调控,细胞增殖,分化,凋

亡等过程"造成影响*

'

+

$

O8R5E4

等*

#

+

,

[JR4FY8M

等*

/

+的研究发现'

JW

患者
58R7

基因突变常与更高

的血小板计数,更低的血栓事件及更好的总生存

相关$

本研究发现
58R7

基因第
"

号外显子突变在

_8F3d#!/O

阴性的
JW

患者中检出率较高!

!1

(

&'

#

'!+2G

"$其中以
!

型!

'3N

:

缺失"最多见#占总突变

1&+&G

)其次为
3

型!

'N

:

插入"占总突变
!!+!G

)与

近期国内外相关研究结果相近*

10"

+

$同时检出
!

例少

见的
&N

:

!

88U

"缺失$相较于
_8F3d#!/O

!

f

"及

双阴性的
JW

患者#

58R7

!

f

"的
JW

患者初诊时年

龄更小,危险度更低#其生存,预后判断受高龄伴随其

他疾病所带来的影响可能相对较小$

联合羟基脲及干扰素的常规临床治疗方案能使

较多的
_8F3d#!/O

!

f

"及
58R7
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f

"患者获得完全

或部分血液学缓解#相较于双阴性患者总缓解率更

高#这得益于具有
_8F3

或
58R7

基因突变的患者相

较于双阴性患者对干扰素应答更佳$有研究表明单

一的
_8F3d#!/O

突变*

!$0!!

+或
58R7

突变*

!3

+的细胞

对干扰素
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&

可保持持久的敏感性$干扰素
&

治疗红

细胞增多症!

Xd

"和
JW

的多年临床实践已证实其可

清除
_8F3d#!/O

突变造血干细胞#使患者获得完全

分子生物学缓解#但部分患者停药后可在分子学水平

复发*

!&

+

$大多数患者仅能通过常规临床治疗获得部

分血液学缓解#如何使更多患者获得完全,持续的血

液学缓解甚至分子生物学缓解成为临床治疗的困难

之处$

通过本次研究分析得出'

58R7

基因
"

号外显子

突变是
JW

患者重要分子遗传学标志之一#此突变影

响患者对临床治疗的应答$检测
JW

患者
58R7

基

因突变有助于提高对该类患者的临床诊断,预后判断

及为设定更加个性化的治疗方案提供依据#为更多患

者带来福音$
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