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［摘要］　目的　探讨儿童朗格汉斯细胞组织细胞增生症（LCH）的 BRAF-V600E 基因突变的意义。

方法　采用实时荧光定量 PCR 技术检测 26 例儿童 LCH 患儿石蜡包埋组织样本中的 BRAF-V600E 基因突变情

况，并回顾性分析 BRAF-V600E 基因突变与临床特征及预后的关系。结果　25 例患儿接受正规化疗，2 年总生

存率（OS）及无事件生存率（EFS）分别为 100%、88%。70%（18/26）的病理标本来自骨组织，BRAF-V600E

基因突变阳性率达 50%（13/26）。BRAF-V600E 基因突变与 LCH 患儿年龄、性别、受累器官、临床分类、早

期治疗效果、复发情况以及 2 年 OS 及 EFS 均无相关性（P>0.05），但与 LCH 的临床分组相关（P<0.05）。

结论　LCH 患儿总体生存率较高，BRAF-V600E 基因突变发生率高，BRAF-V600E 基因突变与 LCH 临床分组相关。                                                                                     
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［关键词］　朗格汉斯细胞组织细胞增生症；BRAF-V600E 基因突变；实时荧光定量 PCR；儿童

BRAF-V600E mutation and its clinical significance in children with Langerhans cell 
histiocytosis

TANG Xue, GUO Xia, SUN Lin-Yong, AI Yuan, YANG Xue, SUN Jing-Jing, WU Jian-Rong, GAO Ju. Department of 
Pediatrics, West China Second University Hospital, Sichuan University/Key Laboratory of Birth Defects and Related 
Diseases of Women and Children (Sichuan University), Ministry of Education, Chengdu 610041, China (Gao J, Email: 
gaoju651220@126.com) 

Abstract: Objective    To investigate the clinical significance of BRAF-V600E mutation in children with 
Langerhans cell histiocytosis (LCH). Methods    Real-time fluorescence quantitative PCR was used to detect BRAF-
V600E mutation in paraffin-embedded tissue samples from 26 children with LCH. A retrospective analysis was performed 
for the association of BRAF-V600E mutation with clinical features and prognosis of children with LCH. Results    Of  
the 26 children, 25 received standard chemotherapy, with a 2-year overall survival (OS) rate of 100% and a 2-year event-
free survival (EFS) rate of 88%. Of the 26 pathological samples, 18 (70%) came from bone tissue, and the positive rate 
of BRAF-V600E mutation reached 50% (13/26). The positive rate of BRAF-V600E gene mutation was not associated 
with age, sex, affected organ, clinical classification, early treatment response, recurrence, and 2-year OS and EFS rates of 
the children with LCH (P>0.05), but it was associated with clinical grouping of LCH (P<0.05). Conclusions    Children 
with LCH tend to have a high OS rate and a high incidence rate of BRAF-V600E mutation. BRAF-V600E mutation is 
associated with clinical grouping of LCH.                                              [Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(4): 290-294]
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朗格汉斯细胞组织细胞增生症（Langerhans 

cell histiocytosis, LCH） 是 病 理 性 朗 格 汉 斯 细 胞

（Langerhans cell, LC）异常克隆增生的一类疾病，

好发于儿童，发病率约 2~5/ 百万 [1]。LCH 临床症

状复杂多样，轻者表现为皮肤、单个或多个骨损

害伴或不伴尿崩症，重者可累及多个危险器官（如

肝、脾、肺及造血系统）。LCH 发病机制目前仍

不清楚，是炎症性病变还是肿瘤性病变尚有争议 [2]。

2010 年 Badalian-Very 等 [3] 研 究 显 示 50% 以 上 的

LCH 存在 BRAF-V600E 基因突变，高度提示 LCH

为克隆性肿瘤性疾病。

BRAF 基因第 15 号外显子 1 799 位碱基点突

变（T 置换为 A）使编码的缬氨酸被谷氨酸替代（即

V600E），为最常见的 BRAF 基因突变类型，见于

80%~90% 的 LCH 病例，该突变导致 BRAF 信号路

径持续活化，使下游 MEK 蛋白激酶和细胞外信号

调节激酶 ERK（又称为 MAPK）磷酸化活化，进

而促进肿瘤发生发展 [4]。尽管大量研究显示 LCH

存在 BRAF-V600E 高频突变，但该突变与 LCH 发

病机制、临床表现及预后等方面的关系仍未完全

明确。本研究采用实时荧光定量 PCR 方法检测 26

例 儿 童 LCH 原 发 病 灶 中 BRAF-V600E 基 因 突 变

情况，回顾性分析 BRAF-V600E 基因突变与 LCH

患儿临床特征、化疗反应及预后的相关性，探讨

BRAF-V600E 基因突变在儿童 LCH 危险度分层和

预后评估方面的临床应用价值。

1　资料与方法

1.1　研究对象

以 2013 年 11 月至 2017 年 7 月四川大学华西

第二医院收治的经病理确诊且进行了 BRAF-V600E

基因突变检测的 26 例初诊 LCH 患儿为研究对象。

其中男性 14 例、女性 12 例，男女之比为 1.17 : 1。

中位发病年龄为 27.5 个月（4~169 个月），其中

<1 岁 4 例，1~5 岁 14 例，>5 岁的 8 例。所有病例

的组织病理标本送检四川大学华西医院病理科，

进行组织病理学检查和相关免疫组织化学染色检

查（包括 Langerin、CD1a 及 S-100 等）。

本研究通过四川大学华西第二医院的医学伦

理委员会批准。

1.2　BRAF-V600E 基因突变检测

使用石蜡包埋组织 DNA 提取试剂盒（QIAGEN

公司产品，Cat NO.56404）提取病理组织的 DNA。

采用 AmoyDx-BRAF 基因突变试剂盒（SFDA）进

行实时荧光定量 PCR 扩增检测 BRAF-V600E 基因

突变，每次 PCR 反应中加入阳性质控品和阴性对

照共同进行分析。

如样本突变信号（FAM 信号）呈典型 S 型扩

增曲线且 Ct 值 <28，判断该样本 BRAF-V600E 基

因突变阳性；如样本 FAM 信号无典型 S 型扩增

或 Ct 值≥ 28，判断 BRAF-V600E 基因突变阴性；

如样本 FAM 信号呈不典型 S 型扩增且 Ct 值接近

28，判断 BRAF-V600E 基因突变可疑阳性。

1.3　LCH的诊断、临床分类及临床分组

根据 2009 年国际组织细胞协会制定的《朗格

汉斯细胞组织细胞增生症评估与治疗指南》[5] 进

行诊断、临床分类及临床分组。所有患儿均符合

LCH 病理学确诊标准，即在光镜检查基础上，以

下 3 项≥ 1 项阳性：① Langerin（CD207）阳性；

② CD1a 抗原（T6）阳性；③电镜检查发现病变细

胞中存在典型 Birbeck 颗粒。按照累及器官系统的

数目对 LCH 进行临床分类，包括单系统 LCH（SS-
LCH）：仅累及一个器官系统（包括单病灶和多病

灶），以及多系统 LCH（MS-LCH）：≥两个器官

系统受累，伴或不伴“危险器官”（血液系统、肝脏、

脾脏、肺）受累。LCH 临床分组依据病变累及器

官的类型及数目，共分 3 组，Group-1：多系统疾病，

并累及一个或多个危险器官；Group-2：多系统疾

病，但未累及危险器官，初始 6 周诱导化疗有效；

Group-3：单系统多灶性骨骼病变（≥ 2 个骨骼病灶）

和局部特殊部位病变（如中枢神经系统病变伴颅

内软组织侵入、椎骨病变伴椎管内软组织侵入等）。

1.4　治疗方案及疾病状态评定标准

患 儿 化 疗 参 照 LCH- Ⅲ 诊 疗 方 案 [6]。 其 中

Group-1 总疗程为 12 个月；Group-2 总疗程为 6~12

个月；Group-3 总疗程为 6 个月，所有患儿诱导化

疗的疗程和后续化疗的调整依据疗效反应评定结

果，评定标准见表 1[5]。
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（event-free survival, EFS）；生存率的组间比较采

用 log-rank 检验。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　治疗结果与随访情况

26 例确诊后 23 例接受正规化疗；2 例术后未

化疗，复发后接受规范化疗；1 例单系统非特殊部

位单病灶患儿仅手术完全切除病灶，目前为非活

动性疾病状态。至随访终点，26 例患儿均存活，

其中 3 例复发（术后未化疗的 2 例复发，1 例于化

疗结束后 2 次复发）；11 例已完成化疗停药，14

例处于维持化疗阶段，1 例术后观察随访。患儿 2

年 OS 为 100%，2 年 EFS 为 88%。

2.2　BRAF-V600E 基因突变情况

患儿的病理标本取自骨组织的 18 例，余 8 例

来自淋巴结（3 例）、皮肤（2 例）、椎管内软组织（1

例）、硬脑膜（1 例）、乳突（1 例），其中 13 例（50%）

存 在 BRAF-V600E 基 因 突 变，11 例 BRAF-V600E

基因突变阴性，2 例 BRAF-V600E 基因突变可疑阳

性。13 例 BRAF-V600E 基因突变阳性病理标本中

8 例来自骨组织，2 例来自皮肤，2 例来自淋巴结，

1 例来自椎管内软组织。

2.3　BRAF-V600E 基因突变与儿童 LCH 临床特

征关系分析

26 例患儿中病变累及骨骼（23 例，88%）、

肺（7 例，27%）、 皮 肤（5 例，19%）、 血 液 系

统（5 例，19%）、肝脏（3 例，12%）、淋巴结（3

例，12%）、脾脏（3 例，12%）、中枢神经系统（2

例，8%）及乳突（1 例，4% ）。26 例患儿中 SS-
LCH 17 例，MS-LCH 9 例；7 例为 Group-1，2 例为

Group-2，17 例为 Group-3。

BRAF-V600E 基因突变阳性与 LCH 临床分组

相 关（P=0.007）， 与 患 儿 年 龄、 性 别、 受 累 器

官、临床分类、早期治疗效果及复发均无相关性

（P>0.05）。见表 3。

表 1　朗格汉斯细胞组织细胞增生症治疗反应评定标准

治疗反应 评定标准

改善

完全消失 无疾病证据 , 所有症状和体征消失

消退 症状和体征消退 , 无新损害出现

中等

混合性 某部位病灶消退 , 另一部位出现新发病灶

稳定 症状和体征持续存在 , 无新损害出现

恶化

进展 症状和体征有进展 , 或有新损害出现

表 2　朗格汉斯细胞组织细胞增生症疾病状态评定标准

疾病状态 评定标准

非活动性疾病 无疾病证据 , 所有症状及体征消失

活动性疾病

疾病消退 症状体征减少 , 无新发病灶

疾病稳定 症状体征持续存在 , 但无新发病灶

疾病进展 症状体征进展 , 和或出现新发病灶

所有患儿均于化疗第 6 周、12 周、25 周、停

药前，以及化疗结束 1 年内的每 6 个月、化疗结

束 1 年后每年进行疾病状态评定。疾病状态评定

参照 2009 版《朗格汉斯细胞组织细胞增生症评估

与治疗指南》，具体见表 2[5]。

1.5　随访

所有患儿随访至 2017 年 12 月 1 日，中位随

访时间 19 个月（5~50 个月）。总生存期为确诊至

随访终点或任何原因所致死亡的时间。无事件生

存时间定义为确诊之日至事件（指复发、死亡及

疾病进展）发生的时间。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 22.0 统计学软件进行数据处理。非

正态分布计量资料以中位数（范围）表示；计数

资料采用率表示，两样本率的比较采用 Fisher 确

切概率法；Kaplan-Meier 方法计算患儿的 2 年总

生存率（overall survival, OS）和 2 年无事件生存率
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2.4　LCH患儿 BRAF-V600E 突变与预后分析

截至随访终点，26 例 LCH 患儿均存活，其

中 BRAF-V600E 阳 性 组 患 儿 复 发 1 例（8%），

BRAF-V600E 突 变 阴 性 组 复 发 2 例（18%）。

BRAF-V600E 突变阳性与阴性组患儿的 2 年 OS 均

为 100%； 而 BRAF-V600E 突 变 阳 性 组 患 儿 2 年

EFS（90%）稍高于 BRAF-V600E 突变阴性组（86%），

但差异无统计学意义（P=0.900）。

3　讨论

LCH 发病机制仍未完全阐明。近年大量研究显

示，约 50% 以上 LCH 病例存在 BRAF-V600E 基因

突变。而 BRAF-V600E 基因突变阴性的 LCH 病例

中，仍有 33%~50% 患者存在 MAP2K1 基因突变 [7-8]。

此外，少部分 LCH 病例中存在 MAPK 信号通路的

其他相关基因突变（如 ARAF 和 ERBB3）[9]。因此

目前认为，LCH 是由于 MAPK 信号通路相关基因

突变所致的髓系克隆增殖性肿瘤。

关于 LCH 患者 BRAF-V600E 阳性率，各研究

中心的结果存在一定差异，这可能与样本选择、样

本量及检测方法不同有关。北京儿童医院张莉等 [10] 

采用二代基因测序方法检测了 80 例儿童 LCH 病

理标本及血浆中 BRAF-V600E 基因突变情况，显

示病理标本 BRAF-V600E 突变阳性率为 68%，血

浆标本 BRAF-V600E 阳性率为 59%。本研究采用

实时荧光定量 PCR 方法检测，LCH 病理组织中

BRAF-V600E 突变阳性率为 50%，略低于文献报

道，而且 2 例为可疑阳性，因而对于 BRAF-V600E

突变可疑阳性病例可采用基因测序明确是否存在

BRAF-V600E 基因突变。

多项前瞻性临床试验表明，累及肝、脾、肺

及造血系统的 LCH 患儿的死亡率显著升高，其

中化疗 12 周后疾病仍进展者预后更差 [6]。目前对

BRAF-V600E 基因突变能否作为儿童 LCH 危险度

和预后预测的指标仍存在争议。国内外大多数研

究未发现 BRAF-V600E 突变与儿童 LCH 临床危险

度及预后相关 [3,10-11]。但 Héritier 等 [12] 对 315 例儿

童 LCH 进行 BRAF-V600E 基因突变检测，发现多

系统高危组患儿 BRAF-V600E 基因突变阳性率显

著高于多系统低危组和单系统组，且 BRAF-V600E

基因突变阳性患儿对长春花碱及糖皮质激素更易

产生耐药并显示更高的再活化率。Berres 等 [13] 也

发现 BRAF-V600E 基因突变阳性的 LCH 患儿更易

表 3　BRAF-V600E 基因突变阳性情况与儿童 LCH临床特征的相关性　[ 例（%）]

组别 例数 阳性 P 值 组别 例数 阳性 P 值

性别 年龄

男 12 6(50) 0.500 ≤ 1 岁 5 3(60) 0.585

女 12 7(58) >1 岁 19 10(53)

骨骼受累 皮肤受累

有 21 11(52) 0.565 有 5 3(60) 0.585

无 3 2(67) 无 19 10(53)

肺部受累 血液系统受累

有 7 3(43) 0.605 有 5 3(60) 0.585

无 17 8(47) 无 19 10(53)

肝脏受累 脾脏受累

有 3 2(67) 0.565 有 3 2(67) 0.565

无 21 11(52) 无 21 11(52)

临床分类 化疗 6 周后评估

SS-LCH 15 7(47) 0.300 非进展 21 12(57) 0.435

MS-LCH 9 6(67) 疾病进展 3 1(33)

临床分组 有无复发

Group-1 7 5(71) 有 3 1(33) 0.435

Group-2 2 1(50) 0.007 无 21 12(57)

Group-3 15 7(47)

注：[LCH] 朗格汉斯细胞组织细胞增生症；[SS-LCH] 单系统 LCH；[MS-LCH] 多系统 LCH。
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出现治疗失败和复发。本研究也发现 BRAF-V600E

基因突变阳性情况与 LCH 临床分组相关；但与生

存率无明显相关，可能与样本量偏小及随访时间

短有关。

综上，本研究中一半的儿童 LCH 存在 BRAF-
V600E 基因突变，提示部分 LCH 患儿的组织细

胞呈克隆性生长，但 BRAF-V600E 基因突变与儿

童 LCH 临床特征和预后关系仍不清楚，需进行更

多前瞻性临床试验以明确。而 BRAF-V600E 基因

突变的检出为靶向药物的临床应用提供了依据，

部分临床试验 [14-15] 已证实 BRAF 抑制剂威罗菲尼

成功挽救部分难治性 LCH 患者。因而深入研究

BRAF-V600E 基因突变将有助于认识儿童 LCH 的

发病机制并改善其预后。
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