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论著·临床研究

儿童急性髓系白血病 ＦＬＴ３突变临床分析：
单中心研究

阮敏　王雅琴　张丽　刘天峰　刘芳　刘晓明　张家源　邹尧　陈玉梅　竺晓凡

（中国医学科学院血液学研究所血液病医院，天津　３０００２０）

　　［摘　要］　目的　探讨ＦＭＳ样酪氨酸激酶３（ＦＬＴ３）基因的内部串联复制（ＩＴＤ）及激酶结构域（ＴＫＤ）点突变
在儿童急性髓系白血病（ＡＭＬ）中的临床意义。方法　通过实时定量 ＰＣＲ法对 １１６名初诊 ＡＭＬ儿童进行骨髓
ＦＬＴ３／ＩＴＤ及ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变检测，分析ＦＬＴ３／ＩＴＤ及ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变与ＡＭＬ临床特征、疗效之间的关系。结
果　１１６名患儿中，伴有 ＦＬＴ３／ＩＴＤ及 ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变分别为 ９例（７．８％）、１３例 （１１．２％）。３例 ＡＭＬＭ３
（３／９，３３．３％）及３例 ＡＭＬＭ５（３／９，３３．３％）患儿出现 ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变；ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变以 ＡＭＬＭ３最多见
（１０／１３，７６．９％）。伴 ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变患儿较不伴该突变的患儿初诊时具有更高的白细胞及骨髓幼稚细胞比
例（Ｐ＜０．０１）。伴 ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变患儿 ３年总生存率明显低于不伴该突变患儿（３８．９％ ｖｓ６４．３％，
Ｐ＜０．０５）。结论　ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变多见于儿童ＡＭＬＭ３患者；伴ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变患儿初诊时具有更高的白细胞及
骨髓幼稚细胞比例，且预后更差。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（１１）：８６３－８６６］
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　　急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）
是一组起源于造血干细胞的恶性克隆性疾病，具有

高度异质性。由基因突变导致的细胞增殖、分化及

凋亡途径改变是 ＡＭＬ的发病基础［１］。ＦＭＳ样酪氨

酸激酶３（ＦＬＴ３）是Ⅲ型受体酪氨酸激酶（ＲＴＫ）家
族成员，在骨髓中仅表达于造血干／祖细胞。ＦＬＴ３
与其配体（ＦＬ）在造血干／祖细胞的增殖和分化中起
重要的调节作用［２］。ＦＬＴ３基因突变存在于部分
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ＡＭＬ中（成人约２０％ ～３０％），已经被公认是 ＡＭＬ
中发生率最高的一种基因改变［３］。目前我国尚无

儿童ＡＭＬ与ＦＬＴ３基因突变的系列研究，本研究对
我中心ＡＭＬ患儿 ＦＬＴ３基因内部串联复制（ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｔａｎｄｅｍｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ，ＩＴＤ）及激酶结构域（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉ
ｎａｓｅｄｏｍａｉｎ，ＴＫＤ）基因突变与临床特征、治疗效果
及预后进行了初步研究。

１　资料与方法

１．１　研究对象
自２００７年６月至２０１０年１０月我科初诊 ＡＭＬ

儿童１１６例。男７１例，女４５例，年龄１～１５岁（中
位年龄７岁）。所有患儿均经骨髓形态学、细胞组
织化学染色、细胞免疫分型、细胞遗传学及融合基因

确诊［４］。根据急性白血病的分型标准（ＦＡＢ分型）：
Ｍ０１例，Ｍ２３７例，Ｍ３２６例，Ｍ４１２例，Ｍ５３２例，
Ｍ６１例，Ｍ７７例。
１．２　方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ制备　　治疗前取患儿骨髓
３～５ｍＬ，用淋巴细胞分离液分离单个核细胞。采
用天根 ＤＡＮ提取试剂盒提取基因组 ＤＮＡ，测定吸
光度Ａ２６０／Ａ２８０，确定ＤＮＡ浓度，并将ＤＮＡ样本浓
度调整至５０ｎｇ／μＬ。
１．２．２　ＰＣＲ扩增　　反应体系：１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，
ｄＮＴＰｓ５μＬ，上下游引物各 ２０ｐｍｏｌ（ＦＬＴ３／ＩＴＤ：上
游引物 ＧＣＡＡＴＴＴＡＧＧＴＡＴＧＡＡＡＧＣＣＡＧＣ，下游引物
ＣＴＴＴＣＡＧＣＡＴＴＴＴＧＡＣＧＧＣＡＡＣＣ；ＦＬＴ３／ＴＫＤ：上游引
物ＣＣＡＧＧＡＡＣＧＴＧＣＴＴＧＴＣＡ，下游引物ＴＣＡＡＡＡＡＴ
ＧＣＡＣＣＡＣＡＧＴＧＡＧ），基因组 ＤＮＡ２μＬ，ｒＴａｑ酶
０．５μＬ，加水至终体积５０μＬ。反应条件：（１）ＦＬＴ３／
ＩＴＤ：９５℃ 预变性５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃
３０ｓ，循环３５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ；（２）ＦＬＴ３／ＴＫＤ：
９４℃ 预变性 ４ｍｉｎ；９４℃ ６０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，
循环３５次；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．２．３　ＰＣＲ产物的检测　　（１）ＦＬＴ３／ＩＴＤ：取６μＬ
ＰＣＲ产物在１×ＴＡＥ液中行１．５％琼脂糖凝胶电泳，
溴化乙锭染色１０ｍｉｎ，紫外灯下观察结果，出现额外
大于原型 ＦＬＴ３的条带即为 ＦＬＴ３／ＩＴＤ阳性产物。
（２）ＦＬＴ３／ＴＫＤ：该突变多数为Ｄ８３５错义突变，少数
为Ｉ８３６错义突变，由于Ｄ８３５和Ｉ８３６组成了ＥｃｏＲＶ
的酶切识别序列ＧＡＴＡＴＣ，因此野生型第２０外显子
和内含子扩增产物１９４ｂｐ经ＥｃｏＲ酶切产生１２９ｂｐ
和６５ｂｐ两个片段。而Ｄ８３５和Ｉ８３６任一突变即破
坏此识别序列，导致扩增产物不能被 ＥｃｏＲＶ酶切，

因此可利用 ＥｃｏＲＶ酶切方法区分野生型 ＦＬＴ３和
累及 Ｄ８３５／Ｉ８３６的 ＦＬＴ３突变型。反应体系：１０×
Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＥｃｏＲＶ内切酶（１０Ｕ／μＬ）０．５μＬ，ＰＣＲ
产物 １０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．５μＬ；反应条件：３７℃水浴３ｈ
以上。基因扩增图见图１。
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　　图１　ＦＬＴ３基因扩增电泳图　Ｍ：ＤＮＡ分子质量标准；１～３：
ＦＬＴ３／ＩＴＤ基因突变患儿；４：正常对照；５～７：ＦＬＴ３／ＴＫＤ基因突变患儿。

ＦＬＴ３／ＩＴＤ基因扩增电泳图中，１～３可见阳性条带，４～７无阳性
条带；ＦＬＴ３／ＴＫＤ基因扩增电泳图中，１～４无阳性条带，５～７可见阳
性条带。

１．３　治疗方案
１．３．１　ＡＭＬＭ３患儿治疗方案　　诱导治疗应用
全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）／三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３）或二者
联合应用，达完全缓解（ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｍｉｓｓｉｏｎ，ＣＲ）后，
给予至少２疗程强化治疗，化疗方案为 ＤＡ（柔红霉
素＋阿糖胞苷）／ＭＡ（米托蒽醌 ＋阿糖胞苷）／ＨＡ
（高三尖杉酯碱 ＋阿糖胞苷），维持治疗采用ＡＴＲＡ
联合６巯基嘌呤（６ＭＰ）和甲氨蝶呤（ＭＴＸ），缓解
期行腰穿加三联鞘注［５］。

１．３．２　非ＡＭＬＭ３患儿治疗方案　　诱导治疗应
用ＤＡ／ＨＡ／ＨＡＤ（高三尖杉酯碱 ＋阿糖胞苷 ＋柔红
霉素）方案诱导治疗。获得 ＣＲ后进一步巩固强化
治疗，巩固强化治疗方案为 ＭＡ方案、ＨＡ方案、ＤＡ
方案及ＡＡ（安吖啶＋阿糖胞苷）方案交替治疗；中、
高危患儿接受造血干细胞移植或者包括大剂量阿糖

胞苷为主的联合化疗，每３个月１次，共３次［４］。

１．４　疗效判断标准
疗效判断按照《血液病诊断和疗效标准》第三

版［６］。无事件生存（ｅｖｅｎｔｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＥＦＳ）期定义
为自诊断到第１次事故（包括复发、在ＣＲ期间的死
亡，未达ＣＲ者ＥＦＳ为０）或末次随访日期。无病生
存（ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＤＦＳ）期指 ＣＲ至白血病复
发或至在ＣＲ期间死亡的时间。总生存（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒ
ｖｉｖａｌ，ＯＳ）期指自诊断到死亡或末次随访日期。随
访时间截至２０１０年１２月３１日，失访者截至失访日
期，中位随访时间１３个月（１～４２个月），其中治疗
满３年及以上的病例为１２例。
１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行统计学处理。
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计量资料采用 ｔ检验；计数资料采用卡方检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　一般情况
本研究中初诊 ＡＭＬ患儿１１６例，ＦＡＢ分型以

ＡＭＬＭ２最多见，ＡＭＬＭ５次之，ＡＭＬＭ３居第３位。
１０５例进行了染色体核型检测（另外１１例因细胞数
少或未见分裂相检测失败），其中 ３３例为正常核
型；７２例异常核型中分别为 ｔ（８；２１）２５例（其中６
例为复杂核型），ｔ（１５；１７）２２例（其中５例为复杂核
型），ｉｎｖ（１６）４例，超二倍体９例（其中３例伴＋８），
亚二倍体７例（其中３例伴 ７，１例伴 Ｙ），ｔ（９；２２）
（ｑ２４；ｑ１１）１例，伴１１ｑ３例，伴１０ｑ１例。１３例患
儿在确诊后因经济原因放弃治疗，均为不伴 ＦＬＴ３
基因突变ＡＭＬ患儿。３例患儿在诱导化疗期间死
亡（２例严重感染，１例颅内出血）。７８例患儿在第１
疗程诱导化疗后达 ＣＲ，第１疗程 ＣＲ率为７５．７％；
７例患儿在第２疗程化疗后达 ＣＲ。本研究中３年
ＤＦＳ率为（７２．９±６．３）％，３年 ＥＦＳ率为（７３．０±
６．３）％，３年ＯＳ率为（６２．０±６．５）％。
２．２　ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变与ＡＭＬ

１１６例 ＡＭＬ中检出 ＦＬＴ３／ＩＴＤ阳性 ９例
（７．８％）。根据电泳结果发现，在不同 ＡＭＬ患儿之
间，ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变存在着异质性，ＩＴＤ长度大小不
一。９例ＦＬＴ３／ＩＴＤ阳性ＡＭＬ患儿中正常核型６例
（６７．７％）；伴ｔ（１５；１７）异常３例，其中复杂核型异
常１例。正常核型ＡＭＬ中ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变的检出率
为１８．２％（６／３３），也明显高于异常核型组（４．２％，
３／７２）。ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变也可以发生在 ＦＡＢ的多个
亚型，其中Ｍ２１例，Ｍ３３例，Ｍ４１例，Ｍ５３例，Ｍ７１
例。与ＦＬＴ３／ＩＴＤ阴性ＡＭＬ患儿相比，ＦＬＴ３／ＩＴＤ阳
性ＡＭＬ患儿临床表现为初诊时ＷＢＣ及骨髓幼稚细
胞比例增高（均Ｐ＜０．０５），但在性别、年龄等方面两
组之间差异无统计学意义。ＦＬＴ３／ＩＴＤ阳性 ＡＭＬ患
儿第１疗程ＣＲ率偏低，但与ＦＬＴ３／ＩＴＤ阴性患儿比
较差异无统计学意义。见表１。

ＦＬＴ３／ＩＴＤ阳性患儿与 ＦＬＴ３／ＩＴＤ阴性患儿３年
ＥＦＳ率分别为８０．０％（ｎ＝５，９５％ＣＩ６２．１％～９７．９％）、

７２．２％（ｎ＝８０，９５％ＣＩ６５．５～７８．９％），差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；３年 ＤＦＳ率分别为８０．０％（ｎ＝５，
９５％ＣＩ６２．１～９７．９％）、７２．２％（ｎ＝８０，９５％ＣＩ６５．５
～７８．９％），差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。而
ＦＬＴ３／ＩＴＤ阳性 ＡＭＬ患儿 ３年 ＯＳ率明显低于
ＦＬＴ３／ＩＴＤ阴性ＡＭＬ患儿（Ｐ＜０．０５），见图２。
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图２　ＦＬＴ３／ＩＴＤ＋组与ＦＬＴ３／ＩＴＤ－组患儿３年ＯＳ的比较

２．３　ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变与ＡＭＬ
１１６例 ＡＭＬ中检出 ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变者 １３例

（１１．２％），伴ｔ（１５；１７）异常１０例，其中复杂核型异常
３例；伴ｔ（８；２１）异常２例，其中１例伴Ｙ；正常核型１
例。正常核型ＡＭＬ中ＦＬＴ３／ＴＫＤ的检出率为４．２％，
低于异常核型组，但差异无统计学意义，（１６．７％，
χ２＝２．７２４，Ｐ＝０．０９９）。ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变多发生在
ＡＭＬＭ３亚型（１０例），此外还有Ｍ２型２例，Ｍ５型１
例。与 ＦＬＴ３／ＴＫＤ阴性 ＡＭＬ患儿相比，ＦＬＴ３／ＴＫＤ
阳性ＡＭＬ患儿初诊时骨髓幼稚细胞比例偏高，但差
异无统计学意义；两组性别比、年龄、白细胞计数以及

第１疗程ＣＲ率比较差异无统计学意义。见表２。
ＦＬＴ３／ＴＫＤ阳性患儿与 ＦＬＴ３／ＴＫＤ阴性患儿３

年ＥＦＳ率分别为６６．７％（ｎ＝１１，９５％ＣＩ３９．５％ ～
９３．９％）、７２．４％（ｎ＝７４，９５％ＣＩ６６．０％～７８．８％），
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；３年 ＤＦＳ率分别为
６６．７％（ｎ＝１１，９５％ＣＩ３９．５～９３．９％）、７２．３％（ｎ＝
７４，９５％ＣＩ６６．２～７８．４％），差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）；３年 ＯＳ率分别为 ９０．０％（ｎ＝１３，９５％ＣＩ
８０．５％～９９．５％）、５８．１％（ｎ＝９０，９５％ＣＩ５０．９％ ～
６５．３％），差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　ＦＬＴ３／ＩＴＤ＋组与ＦＬＴ３／ＩＴＤ－组患儿初诊时临床特征及缓解率的比较

例数 性别（男／女） 中位年龄（岁） 白细胞计数（×１０９／Ｌ）（ｘ±ｓ） 骨髓幼稚细胞比例（％）（ｘ±ｓ） ＣＲ（％）
ＦＬＴ３／ＩＴＤ－ １０７ ６５／４２ ７ ３９±５７ ６８±２２ ７７．７
ＦＬＴ３／ＩＴＤ＋ ９ ６／３ ７ ９９±７７ ９４±８ ５５．６
ｔ值／χ２值 ０．０ －０．３１０ ２．９２５ ３．５４６ １．１４６
Ｐ值 １．０ ０．７６４ ０．００４ ０．００１ ０．２８４
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表２　ＦＬＴ３／ＴＫＤ＋组与ＦＬＴ３／ＴＫＤ－组患儿初诊时临床特征及缓解率的比较

例数 性别（男／女） 中位年龄（岁）
白细胞计数（×１０９／Ｌ）

（ｘ±ｓ）
骨髓幼稚细胞比例（％）

（ｘ±ｓ）
ＣＲ（％）

ＦＬＴ３／ＴＫＤ－ １０３ ６０／４３ ７ ４５±６１ ６８±２３ ７５．６
ＦＬＴ３／ＴＫＤ＋ １３ １１／２ ７ ３７±５９ ８０±２０ ７６．９
ｔ值／χ２值 ２．３６ ０．２７ －０．４１７ １．７３６ ０．００
Ｐ值 ０．１２５ ０．７８８ ０．６８２ ０．０７ １．００

３　讨论

ＦＬＴ３基因突变已被公认是ＡＭＬ中发生率最高
的一种基因改变，最常见的突变有ＩＴＤ和ＴＫＤ两种
形式。

ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变率随年龄增长而增高［７］，本研究

中儿童 ＡＭＬ的突变率为 ７．８％，低于国内成人
ＡＭＬ［８］，与国外的报道一致［９］。在疾病特征方面，

伴ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变儿童 ＡＭＬ初诊时白细胞计数及
骨髓幼稚细胞比例更高，染色体核型正常患儿发生

该突变的几率较伴异常核型者更高，与国外的报道

也是一致的［１０］。在预后方面，国内外多项研究已证

实ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变是 ＡＭＬ一个重要的独立预后不
良指标［８９，１１１２］，本研究结果显示伴 ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变
儿童ＡＭＬＣＲ率略低，但两组之间差异无统计学意
义，可能与样本数少有关，也可能是由于 ＦＬＴ３／ＩＴＤ
突变型与ＦＬＴ３／ＩＴＤ野生型比例大小和（或）ＩＴＤ的
长度影响了ＡＭＬ的预后，伴ＦＬＴ３／ＩＴＤ突变ＡＭＬ儿
童３年ＯＳ率明显低于不伴该突变组，支持其为独
立的预后不良因子。

ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变率在成人原发ＡＭＬ为４．８％～
７．７％［１３１４］，本组病例 ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变率相对较高，
为１１．２％，且在 Ｍ３患儿中突变率更高，为３８．５％
（１０／２６）。疾病特征方面，伴 ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变患儿
并不表现出更高的白细胞计数及骨髓幼稚细胞比

例，这与国外学者报道不一致［９］，可能与本研究的

样本量少有关。伴有异常核型患者突变率更高，考

虑与本研究中儿童 Ｍ３突变率较高有关。预后方
面，伴ＦＬＴ３／ＴＫＤ突变患者的ＣＲ率以及３年ＯＳ率
与不伴该突变患者之间差异无统计学意义，这与国

外的报道基本一致［９］。因此，ＦＬＴ３／ＴＫＤ在儿童
ＡＭＬ是否可以作为独立的预后因子有待于进一步
的大样本前瞻性研究。
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