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双链ＤＮＡ测序检测白血病Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１基因突变检测的研究
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　　摘　要：目的　使用双链ＤＮＡ测序方法检测不同年龄白血病患者和不同类型白血病患者Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１基因突变特点。

方法　通过设计特异性引物，扩增出Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１高突变位点，并通过Ｓａｎｇｅｒ的酶降解测序法对扩增出片段进行测序，并与

天然序列进行比对，总结白血病Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１基因突变特点，并计算不同位点突变频率。结果　０～＜１８岁患者中Ｆｌｔ３和

ＰＴＰＮ１１突变频率明显高于１８岁以上的患者（犘＜０．０５）。急、慢性淋巴细胞性白血病Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１基因突变频率明显高于

急性和慢性粒细胞性白血病（犘＜０．０５）。结论　Ｆｌｔ３（１４号外显子、１４号内含子和１５号外显子）和ＰＴＰＮ１１（３、８和１３号外显

子）突变可能与０１８岁白血病患者和淋巴性白血病发生和进展相关。
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　　白血病与基因突变相关
［１］。有研究发现，Ｆｌｔ３主要在１４

号外显子、１４号内含子和１５号外显子等位点，ＰＴＰＮ１１主要

在３、８和１３号外显子。本文主要是通过双链ＤＮＡ测序用于

分析不同类型白血病人群和不同年龄段患者中Ｆｌｔ３和ＰＴ

ＰＮ１１以上位点突变频率，从而加深对白血病Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１

突变特点的认识。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１０年８月至２０１２年７月在本院诊断

为白血病的志愿者３４２例。０～＜６岁白血病儿童１２５例；

６～＜１８岁白血病患者８０例；１８～＜４０岁以上白血病患者９８

例；４０岁以上白血病患者３９例。急性粒细胞性白血病８２例；

急性淋巴细胞性白血病１３２例；慢性粒细胞性白血病４６例；慢

性淋巴细胞性白血病８２例。

１．２　标本采集和ＤＮＡ提取　取所有空腹状态下的患者肘关

节静脉血，收集１ｍＬ于抗凝采血管中。并用５０００ｒ／ｍｉｎ离

心２０ｍｉｎ，去除上清，收集沉淀细胞。按照说明书方法抽提血

细胞总的ＤＮＡ。

１．３　扩增和片段回收　ＰＣＲ反应体系为：１μＬ 模板，５μＬ

ＫＯＤＢｕｆｆｅｒ，８μＬｄＮＴＰ（８０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬＦ引物，１μＬＲ引

物，１μＬＫＯＤ酶，３３μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ反应参数为：９５℃预变

性５ｍｉｎ，（９５℃变性１ｍｉｎ，３４℃退火，６８℃延长２ｍｉｎ）循环

３０次，充分延长７ｍｉｎ，最后１０℃冷却。胶回收并亚克隆测

序。６个菌中有２个或以上菌种测序结果发生了突变，则认为

此白血病患者相应基因突变，若１个或无菌种测序结果发生突

变，则认为此患者相应基因未突变。按照突变频率＝基因突变

例数／调查人群总数×１００％ 。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０进行统计学分析，犘＜０．０５

表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增目标序列结果　见图１。

图１　　ＰＣＲ扩增结果
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２．２　不同年龄患者Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１基因突变情况比较　见

表１。

２．３　不同疾病类型患者Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１基因突变情况比较

　见表２。

表１　　不同年龄患者Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１基因突变情况比较（％）

年龄
Ｆｌｔ３基因突变

１４号外显子突变 １４号内含子突变 １５号外显子突变

ＰＴＰＮ１１基因突变

３号外显子突变 ８号外显子突变 １３号外显子突变

０～＜６岁 １８．４０ ８．８０ １０．４０ ７．２０ １２．００ １１．２０

６～＜１８岁 １８．７５ ８．７５ ７．５０ １３．７５ １５．００ ８．７５

１８～＜４０岁 ３．０６ ５．１０ ６．１２ ３．０６ ２．０４ ５．１０

４０岁以上 ５．１３ ７．６９ ５．１３ ２．５６ ５．１３ ５．１３

表２　　不同疾病类型组Ｆｌｔ３和ＰＲＰＮ１１基因突变情况比较（％）

疾病类型
Ｆｌｔ３基因突变

１４号外显子突变 １４号内含子突变 １５号外显子突变

ＰＴＰＮ１１

３号外显子突变 ８号外显子突变 １３号外显子突变

急性粒细胞性白血病 １０．４０ ４．８０ ４．００ ５．６０ ４．８０ ４．００

急性淋巴细胞性白血病 １５．００ １３．７５ １７．５０ １５．００ １３．７５ １６．２５

慢性粒细胞性白血病 １２．２４ ５．１０ ４．０８ ４．０８ ４．０８ ６．１２

慢性淋巴细胞性白血病 １７．９５ ７．６９ １０．２６ １５．３８ １０．２６ １２．８２

３　讨　　论

本研究０～＜１８岁患者中Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１突变频率明

显高于１８岁以上的患者，犘＜０．０５。急性和慢性淋巴细胞性

白血病Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１基因突变频率明显高于急性和慢性

粒细胞性白血病，犘＜０．０５。从而初步可判定，Ｆｌｔ３和 ＰＴ

ＰＮ１１突变可能与０～＜１８岁白血病患者和淋巴性白血病发生

和进展相关。

Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１为本文的研究重点
［２５］。有关白血病

Ｆｌｔ３突变已经在小样本中进行了调查，且均表明 Ｆｌｔ３和

ＰＴＰ１１与白血病相关且Ｆｌｔ３成为白血病治疗研究的重要靶

点［６７］，对Ｆｌｔ３的检测成为了白血病诊断和预后的重要指标。

ＰＴＰ１１是可编码一种蛋白酪氨酸磷酸酶Ｓｈｐ２
［８］，Ｆｌｔ３突变主

要在１４号外显子、１４号内含子和１５号外显子等位点，ＰＴ

ＰＮ１１突变主要在３、８和１３号外显子
［１］。但对不同年龄和类

型Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１突变位点特点目前还未研究。

双链ＤＮＡ测序技术是发展较成熟的测序方法
［９］。本研

究提高对基因突变判定的准确性。除此之外，研究者确保

ＤＮＡ的纯度。此文中建立的方法值得推广应用。本研究发现

不同年龄和不同类型白血病患者Ｆｌｔ３和ＰＴＰＮ１１突变位点

特征不同，笔者在目前的研究基础上较难解释上述特点。虽然

如此，但与上述问题相关的机制值得深入研究［１０１２］。
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