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儿童血液系统疾病端粒酶催化亚基基因序列分析
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　　【摘要】　目的　分析人类端粒酶逆转录酶（ｈｔｅｒｔ）基因部分外显子突变序列在不同儿童血液系统疾病的特征与

关系。方法　对７１例血液科住院患儿（含４６例急性白血病和２５例非白血病患儿）的外周血标本，成人急性髓系白

血病（ＡＭＬ）高发突变的ｈｔｅｒｔ基因１５号外显子区域进行测序，分析序列特征、突变与疾病的关系。结果　７１例血

液系统疾病患儿ｈｔｅｒｔ基因１５号外显子序列分析中，４６例急性白血病患儿未发现该区域的突变。２５例非白血病患

儿中，２例再生障碍性贫血患儿发现５号染色体１２５４７１４位置碱基Ｃ杂合突变为Ａ，该位点距离ｈｔｅｒｔ基因１５号外

显子转录起始位点上游９１ｂｐ。结论　成人ＡＭＬ患者ｈｔｅｒｔ基因高突变区在儿童急性白血病中突变率低；ｈｔｅｒｔ基

因杂合突变可能与端粒相关的再生障碍性贫血有关，值得进一步研究。
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　　儿童造血干细胞疾病常见的有急性白血病和再生障碍性

贫血，前者为造血干细胞水平的恶性克隆增殖性疾病，后者为

累及造血干细胞的骨髓造血衰竭［１２］。端粒酶对维持造血干细

胞正常功能有重要作用［３］。端粒相关疾病在造血系统的表现

主要包括再生障碍性贫血和急性白血病，二者均累及造血干细

胞。文献［４］报道成人急性髓系白血病（ＡＭＬ）患者人类端粒

酶逆转录酶（ｈｔｅｒｔ）的１５号外显子是高突变区，但该高突变区

在儿童急性白血病及其他血液系统疾病患儿中的突变情况仍

不清楚。本研究进一步探索了ｈｔｅｒｔ基因１５号外显子区在儿

童血液系统疾病患者中的突变情况，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年１～１２月重庆医科大学附属儿

童医院血液内科住院的血液系统疾病患儿７１例，获得患儿家

长知情同意后，抽取１～２ｍＬ外周血标本，经１０９ｍｍｏｌ／Ｌ的

枸橼酸钠抗凝。

１．２　ｈｔｅｒｔ基因突变检测　（１）外周血基因组ＤＮＡ的提取：按

照ＤＮＡ提取试剂盒（天根生化科技有限公司产品）操作步骤

进行。（２）ＤＮＡ浓度检测及保存：ＤＮＡ在 Ａ２６０处有明显吸收

峰，Ａ２６０／Ａ２８０的比值为１．８，ＤＮＡ于－２０℃保存。（３）引物设

计与合成：据文献［５］经Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件检测，由北京华大基因

公司合成。引物序列正向：ＧＧＡＡＡＴＴＴＣＡＣＣＴＧＧＡＧＡ

ＡＧＣ；反向：ＣＣＡＧＣＧＴＴＴＡＡＴＣＡＣＡＴＡＧＧＧ，ＤＮＡ长度

４８１ｂｐ，５０℃。（４）聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增目的片段：ＰＣＲ

反应体系和５０μＬ反应体系分别为２×ｐｒｕＴａｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ

ｍｉｘ，２５μＬ；上下游引物（２０μｍｏｌ）各１μＬ；模板 ＤＮＡ１μＬ；

ｄｄＨ２Ｏ２２μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０℃

３０ｓ，７２℃４５ｓ，循环３５次；７２℃５ｍｉｎ。ＤＮＡ扩增序列：ｃｈｒ５

为１２５４３１９１２５４７９９５′ＧＧＡＡＡＴＴＴＣＡＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＣ

ＣＧＡＡＧＡＡＡＡＣＡＴＴＴＣＴＧＴＣＧＴＧＡＣＴＣＣＴＧＣＧＧＴ

ＧＣＴＴＧＧＧＴＣＧＧＧＡＣＡＧＣＣＡＧＡＧＡＴＧＧＡＧＣＣＡＣＣ

ＣＣＧＣＡＧＡＣＣＧＴＣＧＧＧＴＧＴＧＧＧＣＡＧＣＴＴＴＣＣＧＧＴ

ＧＴＣＴＣＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＣＴＧＧＧＣＴＧＧＧＣＣＴＧＴＧ
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ＣＴＧＣＣＣＴＣＣＧＡＧＧＣＣＧＴＧＣＡＧＴＧＧＣＴＧＴＧＣＣＡＣ
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ＧＴＣＡＣＣＴＡＣＧＴＧＣＣＡＣＴＣＣＴＧＧＧＧＴＣＡＣＴＣＡＧＧ

ＡＣＡＧＧＣＡＡＧＴＧＴＧＧＧＴＧＧＡＧＧＣＣＡＧＴＧＣＧＧＧＣＣ

ＣＣＡＣＣＴＧＣＣＣＡＧＧＧＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＡＡＣＧＣＣＣＴＧ

ＴＧＴＧＧＧＧＣＧＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡＧＡＴＧＣＴＧＣＴＧＡＡＧＴ

ＧＣＡＧＡＣＧＣＣＣＣＣＧＧＧＣＣＴＧＡＣＣＣＴＧＧＧＧＧＣＣＴＧ

ＧＡＧＣＣＡＣＧＣＴＧＧＣＡＧＣＣＣＴＡＴＧＴＧＡＴＴＡＡＡＣＧＣ

ＴＧＧ３′（下划线部分为１５号外显子序列）。（５）２．０％凝胶电

泳检测目的条带：应用ＧｅｌＤＯＣＸＲ系统在紫外光下成像，检

测ＰＣＲ扩增产物为４８１ｂｐ，且无杂带。（６）基因测序：由北京

华大基因公司测序，测序引物为ＰＣＲ扩增引物，测序方法为

Ｓａｎｇｅｒ测序法，仪器为 ＡＢＩ公司的３７３０ＸＬ测序仪。（７）序列

突变分析：用Ｃｈｒｏｍａｓ软件进行峰图分析，然后通过 ＮＣＢＩ和

ＵＣＳＣＧｅｎｏｍｅＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ数据库进行序列比对。

２　结　　果

２．１　患者临床及实验室特点　７１例血液病患儿中，有４６例

急性白血病患儿，其中ＡＭＬ８例，Ｂ淋巴细胞白血病（ＢＡＬＬ）

３１例，Ｔ系急性淋巴细胞白血病（ＴＡＬＬ）７例；２５例非白血病

患儿中，再生障碍性贫血（ＡＡ）２例，血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）

１１例，缺铁性贫血３例，珠蛋白生成障碍性贫血２例，其他血

液疾病７例。

２．２　ｈｔｅｒｔ基因１５号外显子序列分析结果　（１）非白血病患

儿中，２例ＡＡ患者５号染色体１２５４７１４位置碱基发生相同的

杂合突变，Ｃ杂合突变为Ａ（图１），该位点位于ｈｔｅｒｔ基因１５号

外显子转录起始位点上游９１ｂｐ。２例ＡＡ患儿均为男性重型

ＡＡ患儿；年龄５个月零３ｄ和９岁零９个月；以严重贫血和出

血为主要临床表现。（２）４６例急性白血病患儿中，８例 ＡＭＬ

患儿及３８例ＡＬＬ患儿均未发现ｈｔｅｒｔ基因１５号外显子突变；

未发现文献报道的成人ＡＭＬ热点突变，同时也未发现本研究

中２例ＡＡ患儿１２５４７１４位点的Ｃ＞Ａ突变。

　　注：Ａ和Ｃ为１２５４７１４号位Ｃ＞Ａ杂合突变；Ｂ和Ｄ为对照。

图１　２例ＡＡ患儿５号染色体１２５４７１４位置

碱基发生Ｃ＞Ａ杂合突变

３　讨　　论

端粒是位于线性染色体末端的一种染色体保护结构，由

ＴＴＡＧＧＧ重复序列的 ＤＮＡ和相关蛋白质组成，端粒随着

ＤＮＡ复制逐渐缩短
［６］。端粒酶是一种具有逆转录活性的由

ＲＮＡ和蛋白质组成的核糖核蛋白复合体，以自身 ＲＮＡ为模

板逆转录延长端粒ＤＮＡ
［４］。端粒酶复合体相关基因突变使端

粒缩短，基因组稳定性下降，并导致一系列端粒端粒酶相关疾

病，累及诸多脏器，包括先天性角化不良、骨髓衰竭、ＡＡ、白血

病、肺纤维化等，被称为端粒综合征［７８］。功能正常的端粒酶

端粒对维持造血干细胞存活起重要作用，ｈｔｅｒｔ的突变使端粒

酶活性降低，端粒长度缩短，造血干细胞易发生衰老、凋亡；另

一方面，缩短的端粒抑制ＤＮＡ损伤反应，从而携带ＤＮＡ修复

缺陷及生长优势突变表型的细胞可能被选择，细胞易癌变。

本研究中２例重型 ＡＡ患者均在同一位点（５号染色体

１２５４７１４）检测到相同的基因突变（Ｃ＞Ａ），该突变位点及型别

均未被报道。ＡＡ是端粒相关疾病的重要组成之一，其中１例

患儿年龄仅５个月零３ｄ。故该位点突变的意义需进行进一步

实验研究。

儿童与成人急性白血病存在较大差异，儿童急性白血病以

ＡＬＬ为主，且多数ＡＬＬ对泼尼松敏感，儿童ＡＬＬ的预后较成

人好。对成人ＡＭＬ患者ｈｔｅｒｔ基因序列分析发现，ｈｔｅｒｔ的１５

号外显子区是高突变区，且以１０６２位点的 ＧＡ突变为主；然

而在对儿童急性白血病的研究中，ＡＭＬ和ＡＬＬ患儿均未发现

ｈｔｅｒｔ基因１５号外显子突变。本次研究结果也提示儿童与成

人急性白血病存在遗传异质性。
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