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%%!摘%要"%目的%探讨中国儿童神经母细胞瘤'7\(中间变性淋巴瘤激酶'@Z](基因的突变情况% 方法%从

$$例石蜡包埋的7\肿瘤组织中提取基因组W7@$通过0&>RW7@直接测序技术分析儿童7\肿瘤组织中@Z]突变

热点区域第 $# g$=号外显子的突变情况% 结果%$$ 例儿童7\中$有 !# 例'"=[(在@Z]第 $! 号外显子上存在已

知同义突变&<<B;@'a5J!!$;a5J($等位基因频率为 $B[#! 例';[(在@Z]第 $< 号外显子上发现一个新的同义突

变&<;A=D'Z-H!!?=Z-H(% @Z]突变&<<B;@的发生频率在 7\患儿的年龄&性别&肿瘤分化程度和是否转移方面

差异无统计学意义'8l#6#;(% 在其他 ; 个 @Z]外显子中未发现突变% 结论%采用 0&>RW7@测序技术发现了

@Z]一个新的同义突变&<;A=D$并证实了儿童@Z]存在已知突变 &<<B;@$其发生率不受 7\患儿临床特征的影

响% !中国当代儿科杂志#!"#!##$$#"%&%C& '%CC"

!关%键%词"%神经母细胞瘤#间变性淋巴瘤激酶#基因突变#儿童

!中图分类号"%>B<#6$="%%!文献标识码"%@%%!文章编号"%!##A :AA<#'$#!$(!# :#B=< :#"

:P?N3.37H*1*)+.4).,-)2/-++/.3H0+;214*+71

'$+,CDL)*-()$ '=E-.*J.1$ JM$+,I.()*8.)/$ GE+%1.*T.L$ H#E+,&.(6*&.(60M);4.4L4167819.(43.:F1;1(3:D$

!D1)OD1) CD.@931)N;#6;2.4(@67CD6)/V.)/ &19.:(@=).>13;.4?$ !D1)OD1)$ ,L()/96)/ ;!A#$=$ CD.)( ''L1-*J$ E5(.@) @.*

B.1?L1C?(D660:65(

%%:;4*01,*) E;J3,*)K3%D+()F-E,(L2,-.H,2,(+)E+I2)2/52E,(95J./'+.2N()2E-'@Z]( () &'()-E-9'(513-) G(,'

)-H3+P52E,+.2'7\(6(3*-+/4%a-)+.(9W7@G2E-K,329,-1 I3+.$$ 92E-E+I/232II()R-.P-11()L7\,H.+3,(EEH-E6a-)-

.H,2,(+)E() ,'--K+)E$#R$= G'(9' G-3-.H,2,(+)25'+,E/+,E+I@Z]G-3-2)25JQ-1 PJ0&>RW7@1(3-9,E-TH-)9()L6

L34H2*4%@)+F-5EJ)+)J.+HE.H,2,(+) &<;A=D'Z-H!!?=Z-H( 2)1 2N)+G) EJ)+)J.+HE.H,2,(+) &<<B;@'a5J!!$;a5J(

G-3-I+H)1 2)1 5+92,-1 2,-K+) $< 2)1 -K+) $! +I@Z]3-E/-9,(F-5J6D'-3-G-3-!# 92E-E'"=[( +IN)+G) EJ)+)J.+HE

.H,2,(+) &<<B;@() $$ 92E-E+I7\6D'-&<<B;@255-5(9I3-TH-)9JG2E$B[67+E,2,(E,(9255JE(L)(I(92),9+33-52,(+) G2E

I+H)1 P-,G--) .H,2,(+) &<<B;@2)1 95()(925/232.-,-3E+I7\EH9' 2E2L-$ E-K$ .-,2E,2E(E2)1 ,H.+31(II-3-),(2,(+)6

MH,2,(+) G2E)+,I+H)1 () ,'-+,'-3; -K+)E6<+.,2H4)+.4%@)+F-5@Z]L-)-EJ)+)J.+HE.H,2,(+) &<;A=DG2E(1-),(I(-1

HE()L0&>RW7@E-TH-)9()L6@N)+G) .H,2,(+) &<<B;@() @Z]G2EEH99-EEIH55J(1-),(I(-1 () 9'(513-)$ 2)1 (,E()9(1-)9-

(E)+,()I5H-)9-1 PJ,'-95()(925I-2,H3-E+I9'(51'++1 7\6 !<-).= <+.*375>3/)1*0$ !"#!$ #$'#"()%C& '%CC"

%%?36 @+0/4)%7-H3+P52E,+.2# @)2/52E,(95J./'+.2N()2E-# a-)-.H,2,(+)# &'(51

%%间变性淋巴瘤激酶 '2)2/52E,(95J./'+.2N(R

)2E-$ @Z](是一种受体型酪氨酸激酶$其基因异常

存在于多种肿瘤中$并与肿瘤的发生发展密切相

关!!"

% 神经母细胞瘤')-H3+P52E,+.2$ 7\(是儿童最

常见的实体瘤之一$其恶性程度高$治疗难度大$复

发率高$长期生存率低!$"

$因此迫切需要新的治疗

手段% 近几年$国外研究发现大约 A[的7\中存在

活性@Z]基因点突变!<"

$部分突变可能与 7\的发

生或侵袭性相关$并与 7\细胞株对 @Z]抑制剂作

用敏感性相关!"R="

% 目前关于 7\中 @Z]基因突变

国外已有较多报道$而国内尚未见到相关文献报道%

因此$本研究采用基因扩增和直接测序技术检测了

$$ 例儿童 7\术后肿瘤组织 @Z]基因突变热点区

域第 $# g$= 号外显子的突变情况$分析 @Z]基因

突变规律$以求探讨其与 7\临床特征的关系$为

@Z]抑制剂可能在7\靶向治疗中的应用提供可能

的遗传学依据%

*<=B*



第 !" 卷第 !# 期
$#!$ 年 !# 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6!#

89,6$#!$

#A资料与方法

#6#A研究对象

选取深圳市儿童医院$##= g$#!!年间存档的经福

尔马林固定&石蜡包埋的7\标本 $$ 例$标本均为诊

断时取材$其中男 !; 例$女 B 例#诊断时中位年龄

$$6; 个月'= 1 gB$ 个月($其中
!

!$ 个月者 ? 例$

l!$个月者 !< 例% 采用 7\病理分型'U'(.212修

正案(诊断标准!B"

$7\未分化型 < 例$7\分化差型

= 例$7\分化型 < 例$未记载 $ 例$节细胞 7\

'a7\(A 例% 石蜡标本经重新切片染色$由两位主

治以上病理医师再次诊断确认% 本研究已经获得深

圳市儿童医院伦理委员会审核通过%

#6!A方法

!6$6!%基因组W7@提取%%采用VO@2./

+

W7@

YY0SD(EEH-试剂盒'VO@aS7$德国($按操作说明

书提取 7\肿瘤组织的基因组 W7@$紫外分光光度

计测定W7@纯度和浓度$要求 @$A# @̂$=# l!6A#$

分装后放置于:$#k冰箱内储存备用%

!6$6$%0&>扩增%%采用 0&>扩增 @Z]外显子

$# g$=% 参照 @Z]碱基序列'基因库登录号)7&r

#####$6!!(并参考文献!""

$应用 03(.-303-.(-3;6#

软件设计 0&>引物$引物序列由 O)F(,3+L-) 公司合

成'表 !(% 0&>反应体系共 $;

&

Z$包含 !

&

Z模板

基因组W7@$$6; ..+5̂Z17D0E$

&

Z$!#

&

.+5̂Z上

下游引物各 !

&

Z$ ;ĉ

&

ZS̀ D2T W7@聚合酶

'D2]2>2公司(#6!$;

&

Z$!# n0&>\HII-3$6;

&

Z$

11X

$

8补足至 $;

&

Z% 0&>反应条件)?"k 预变性

< .()#?"k 变性 <# E$退火温度参照表 !$时间 <# E$

B$k 延伸$时间参照表 !$循环 "# 次#B$k 延伸

; .()% 在 D/3+I-EE(+)25U,1 a321(-),?= 热循环仪

'\(+.-,32$德国(上进行0&>扩增%

表 #A:P?基因 !" _!C 号外显子><L扩增引物序列和条件

外显子
引物序列';j

$

<j(

正向引物 反向引物

退火温

度'k(

产物长

度'P/(

@Z]-K+)$# Y! >̂! &@aaaa@aa@D@Daa@a@D &&DDDDaDaa&D@a@aa@aD ;A <A=

Y$ >̂$ @aa@@aDaa&&DaDaD@aDa @D@@&@DD&@a&&&&D@&@& =# <!B

@Z]-K$!R$$ Y! >̂! aD&&@&D@@@DaDa@&a&& @Da&D@aaa@&@@&@&a@D ;A "=?

Y$ >̂$ Da@&D&DaD&D&&D&DDaD& DD@a@@@&&D&D&&@aaDD& =# <=A

@Z]-K+)$< Y! >̂! &&@aD&&@&a&@&&@aD@D &D&@a&&@D&@D&D@&&D&D@ ;A =""

Y$ >̂$ @@a@DDDa&&&@a@&D&@a& DaD&&DDaa&@&@@&@@&Da =# $<!

@Z]-K+)$" Y! >̂! @&aaD&Da&&D&&DDaDa@ a&@@aDa@@D&&&Da@D@a@@ ;A ;<!

Y$ >̂$ @a@DDD&&&D&&D&D&@&Da @DaDa@a&&&DDa@a@D&Da =# $<B

@Z]-K+)$; Y! >̂! D&&DD@Daa&&&D@DaDD@ a@a&a@@@&D&&aD&D&@@ ;A BB<

Y$ >̂$ D@aDa@Daa&&aDDaD@&@& &&@aa@a@Da@DaD@@aaa@ =# $;B

@Z]-K+)$= Y! >̂! a&&@&DDD&D&@@&DDD&& &@&DaDDaD&aaaDaD@DD ;A <$"

Y$ >̂$ aa&@a@Da&DD@@Da&&@D& &D&&&aa&DD@a@aD@D@a@ =# $";

!6$6<%琼脂糖凝胶电泳及W7@测序%%将各待测

0&>产物 ;

&

Z分别与 !

&

Z= nZ+21()L\HII-3

'D2]2>2公司(混合$在 A# 4̂9.电压下行 $[琼脂

糖凝胶电泳 $# .()$经 a+51 4(-G染色'$[琼脂糖

溶液 !## .Z中加 =

&

Za+51 4(-G($在aWUA## 凝胶

成像分析系统'c40公司$美国(中拍照$分析 0&>

产物是否为所要检测的 W7@扩增片段长度% 0&>

产物经纯化后直接测序$由O)F(,3+L-)公司完成% 用

9'3+.2E软件分析测序图谱$寻找突变$并参照 a-)R

\2)N中@Z]基因序列判断每一个变异%

#6&A统计学分析

采用 U0UU !<6# 统计软件进行统计学分析% 用

基因计数法统计 7\病例基因型和等位基因频率%

@Z]突变与7\患者年龄&性别&肿瘤分化程度及是

否转移之间的关系用 Y(E'-3精确概率法检验$8

i#6#;为差异有统计学意义%

!A结果

!D#A><L扩增和测序结果

@Z]基因扩增片段行 $[琼脂糖凝胶电泳$在

aWUA## 凝胶成像分析系统的紫外光下观察均显示

清晰的单一性扩增条带% 经测序分析$所有外显子

均扩增成功% 重新 0&>扩增并经直接正反向测序

验证后$ $$ 例患儿中$有 !例';[(在@Z]的第 $<号

外显子上发现新的同义突变&<;A=D'Z-H!!?=Z-H('图

!(#有 !#例'"=[(在@Z]第 $!号外显子上发现已知

同义突变&<<B;@'a5J!!$;a5J('图 $($等位基因频率

*"=B*
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为 $B[$其中 $ 例为纯合突变$A 例为杂合突变% 在

@Z]其他 ;个外显子中未发现突变$且未检测到@Z]

第 $<&$;号外显子上分别对应Y!!B"和>!$B;这两个

氨基酸位点的热点突变%

!"

#"#"

AA图 #A:P?I<&BGCY$P3H##^CP3H%位点测序图A

@为野生型'&&(正向测序#\为变异型'&D(正向测序#&为变异型

'a@(反向测序% 箭头代表变异的碱基%

!" #!" $%&$%&

AA图 !A:P?I<&&%B:$ 2̀6##!B 2̀6%位点测序图A

@为野生型'aa(反向测序#\为杂合变异型'aD(反向测序#&为纯合

变异型'DD(反向测序% 箭头代表变异的碱基%

!D!A:P?I<&&%B:突变与儿童 ZT临床特点的

关系

@Z]R&<<B;@突变在
!

!$ 个月的 7\患儿中的

发生频率为 <<['< ?̂($ l!$ 个月 7\患儿的发生

频率 ' B !̂<$ ;"[($ 但差异无统计学意义 ' 8

l#6#;(% 另外$此突变发生率在患儿性别&7\肿

瘤是否转移及肿瘤分化程度方面差异均无统计学意

义'8l#6#;(% 见表 $%

AA表 !A:P?基因 <&&%B:突变与 ZT临床特征的关系

A

!例'[("

临床特征 病例数 突变频率 8值

性别

%男 !; B'"B(

!6###

%女 B <'"<(

年龄

%

!

!$ 月 ? <'<<(

#6"!;

% l!$ 月 !< B';"(

转移

%有 != ?';=(

#6!=$

%无 = !'!B(

分化程度

%分化差及未分化型 ? "'""(

%分化型 < $'=B( #6;";

%节细胞7\ A <'<B(

&A讨论

人类@Z]位于 $ 号染色体短臂上'$/$<($有

$? 个外显子$@Z].>7@全长约 =$$= P/$编码含

!=$# 个氨基酸序列的跨膜蛋白$此蛋白为胰岛素受

体超家族成员% @Z]不同形式的融合基因与肿瘤$

如炎症性纤维母细胞瘤&间变性大细胞淋巴瘤等之

间的因果关系已得到充分证实!A"

% @Z]融合蛋白

SMZ"R@Z]亦被证实存在于 $6"[ g!<[的非小细

胞肺癌'7U&Z&(中$SMZ"R@Z]阳性与7U&Z&的发

生相关$@Z]抑制剂克唑替尼'&3(Q+,()(P(对其治疗

有效!?"

% &3(Q+,()(P 已于 $#!! 年 A 月作为第一个

@Z]抑制剂上市用于治疗 @Z]阳性的晚期

7U&Z&% 除了基因融合外$点突变也是蛋白酪氨酸

激酶致癌的一种常见的基因异常形式!="

$而 7\中

只存在功能获得性 @Z]点突变% 目前国外文献报

道的所有7\中 @Z]错义突变均位于外显子 $# g

$;

!<R;"

% 最常见的两个突变热点为Y!!B" 和>!$B;$

它们分别位于 $< 和 $; 号外显子上$占所有突变的

B#[以上$功能研究表明它们可使 @Z]酶活性增

高$从而通过一系列途径引起7\细胞增殖增加&凋

*;=B*
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亡减少$与7\肿瘤发生或侵袭性相关!"R="

%

本研究检测了 $$ 例中国儿童 7\肿瘤组织

@Z]突变热点区域第 $# g$= 号外显子的突变情

况$结果未检测到国外文献报道的 @Z]错义突变$

包括可能与 7\发生或侵袭性相关的 Y!!B" 和

>!$B; 对应的基因位点变异% 国外的 ; 个研究组于

$##A 年分别报道了散发性和家族性7\患者中存在

的@Z]错义突变$其在散发性 7\病例中的突变率

约为 =6#[ g!!6#[

!"R=$!#R!!"

$这些研究是在日本和

欧美国家中进行的$其中频率最低的为日本

'=6![($最高的为瑞典'!!6![(% 最近韩国的一

个研究组亦在 ;" 例 7\患者中发现了 $ 例 @Z]错

义突变'<6B[(

!!$"

$此频率与土耳其的研究结果

<6<[相近!!<"

% 可见不同国家和民族7\中@Z]的

突变频率不同% 本研究未能发现国外文献报道的

@Z]突变$考虑与样本例数偏少或种族差异性有

关$故尚需进一步扩大样本量行多中心协同研究%

虽然本研究未发现国外文献报道的@Z]错义突

变$但本研究在 $$ 例儿童7\中检测到 !# 例'"=[(

存在@Z]已知同义突变&<<B;@'a!!$;a($其在此

次研究病例中的等位基因频率'<<B;@(为 $B[$并

分析得出其在7\患儿年龄&性别&肿瘤分化程度和

是否转移方面差异无统计学意义% 此外$在 @Z]第

$< 号外显子上发现 ! 例新的同义突变 &<;A=D

'Z!!?=Z(% 近年来研究发现基因编码区内出现的

同义突变可能因同一氨基酸对不同简并密码子的翻

译效率不同或转录水平差异而导致蛋白表达量改

变$量的改变达到一定程度时即可能发生疾病% 另

外有研究认为野生型 @Z]蛋白表达量增加到特定

阈值时可能使7\细胞达到致癌性激活!!""

% 因此$

同义突变对疾病的研究也存在重要的意义%

国内对7\中 @Z]突变的研究尚未见相关文

献报道% 本研究对 $$ 例 7\的 @Z]突变进行了分

析$可能由于样本例数偏少或种族差异性的关系未

检测到国外文献报道的@Z]错义突变$但本研究证

实了国际基因文库中报到的 @Z]已知同义突变

&<<B;@$其在本研究病例中的突变率为 "=[$

<<B;@等位基因频率为 $B[$同时发现了一新的

@Z]同义突变 &<;A=D% @Z]突变位点&频率及其

功能改变对中国 7\的影响还有待于大样本&多中

心&多民族广泛的协同研究$为 @Z]可能成为 7\

治疗的新靶点提供可靠的遗传学依据%

!参%考%文%献"
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