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中最常见的并发症主要包括骨髓纤维化'血栓形成和

高出血风险#约
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的
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3̀b,W';%8

突变在
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近基因测序发现#
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和
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发病
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资料与方法
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例#排除合并白细胞'红细胞

和血红蛋白升高或降低#近期手术'出血'输血史#妊

娠史#恶性肿瘤患者&明确的血液系统疾病#如白血

病'骨髓增生性疾病患者&严重肝'肾功能障碍#合并

神经'精神系统疾病患者&依从性差'不能完成各种检

查操作患者#如骨髓活检和基因检测&数据资料不完

善等患者(所有患者完成血常规'骨髓活检和基因检

测#本研究经本院伦理委员会审核通过#所有患者均

知情同意(

!!

根据
,&&-

年世界卫生组织关于
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%骨髓病理中以成熟体积增大的巨核
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胞增多&$
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%可排除其他骨髓增殖性疾病#如真性红细
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%获得性
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确诊
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患者共
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例$
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例(其中
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和
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的点

突变(主要步骤!$
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合成(取外周静脉血
5&&
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管中#加入
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红细胞裂解液

震荡
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#

;&&&&>
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"A1

离心
;"A1

&弃上清液#管底残

留白色块状物加入
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蛋白酶震荡
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&于
'5U

水

浴器中孵育
;&"A1
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&将上清液$含
R23

%

转移到另一个
,"+ZO

管中&加入
5&&

%

+<U

冷藏

乙醇#震荡使
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%基因测序(阳性标本用外侧引

物重新
OP)

扩增后回收和纯化#上海生物工程有限

公司进行测序(采用直接测序法检测
P3+)

基因突

变#
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公司%

:

号外显子

扩增引物$

X1MAD>0

K

?1

公司#

54&

=

"0@

"

%

+

%引物序列#

8

!

5k9P67 76PP67 76PP67 367 69(k

&

)

!

5k9

6P6P3P37373P366366677P

(反应体系

终体积
(&

%

+

#反应条件!

:-U("A1

#

:-U;&/

'

'(

U(&/

'

%,U(&/

#共
,&

个循环#

%,U5"A1

结束(

基因测序同上(

$4'

!

观察指标
!

比较两组
3̀b,W';%8

'
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和
P3+)

基因阳性突变率和相对表达水平(
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统计学处理
!

应用
!O!!;:4&

统计软件进行统

计分析(计量资料采用
BS<

表示#组间比较采用
4

检

验&计数资料以率表示#组间比较采用
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, 检验&诊断

的敏感度'特异度和准确度采用受试者工作特征

$
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%曲线分析(
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为差异有统计学意义(
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结
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果
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种基因突变测序结果
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种基因的突变型有
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号外显子#第一个碱基
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W
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&点突变仅累及
W';%
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改变 读 码 框(

.O+d5;5+
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5,I
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缺失和
5I
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突变位点均可引起读码框改变#

P3+)

蛋白
P

端氨基

酸序列改变(
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%

3̀b,W';%8
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<455T
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突变#
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%

P3+)

突变&
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和
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%#同时阴性
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阳性且
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P3+)

阳性患者的平均表达水平为
&4&-S&4&,

和

&4,,S&4&(

(

!!

以单独
3̀b,W';%8

突变诊断
O6

#曲线下面积

$

3]P

%为
&4%,;

#

:5T :*

为
&4(5'

&

&4:,5

#敏感度

%,4<T

#特异度
%:45T

#

GHD0FF

值为
&4,5

&单独

P3+)

突变的
3]P

为
&4''<

#

:5T:*

为
&4,:;

&

&4-<-

#敏感度为
'-4<T

#特异度为
-,4<T

#

GHD0FF

值

为
&4&:

&

3̀b,W';%8

联合
P3+)

突变的
3]P

为

&4-',

#

:5T:*

为
&4<'%

&

&4:'(

#敏感度为
-54:T

#特

异度为
-%4-T

#

GHD0FF

值为
&4,;

和
&4&%

(见图
;

(

图
;

!!

)YP

曲线分析

'

!

讨
!!

论

!!

3̀b

是一类非受体型酪氨酸蛋白激酶#编码

3̀b,

的基因在
:

号染色体$

:

=

,<

%上#

3̀b,

几乎在

所有组织中表达(

3̀b

的典型结构为
P

端有两个催

化区段#

2

端有
(

个保守结构区段#中部有两个区段(

3̀b

的下游信号是信号转导子和转录激活子蛋白家

族$

!636

%#通过与细胞因子受体保守区
[Yf;

和

[Yf,

结合#识别受体近膜区域基因序列#进而发生一

系列磷酸化#并选择性激活下游底物
!636

#并转位

到核内与特异性
R23

调控元件结合而指导转录#即

3̀b9!636

途径)

'

*

(

3̀b,W';%8

的发现为探索
O6

的发病机制提供了重要线索(

.O+

为促血小板生成素受体#多肽序列全长有

'((

个氨基酸(

.O+d5;5+

"

b

两种体细胞突变被证

实存在于
5T

和
;T

的
3̀b,W';%8

阴性骨髓纤维化

患者中)

%

*

(

.O+d5;5

位于
.O+

内唯一的兼性区

域#主要功能是抑制
.O+

基因的自发性激活(

.O+d5;5+

突变位于
.O+

基因细胞质与跨膜区接

合处的抑制序列
bdg8O

内#突变可使序列抑制功能

受损#从而组成性激活
3̀b9!636

信号传导通路)

-

*

(

P3+)

为
P#

,j结合蛋白复合体#主要定位于内质网腔

内#其介导的
P#

,j稳态可调节巨核细胞分化成熟和血

小板形成'整合素介导的信号转导'免疫应答'细胞凋

亡'伤口愈合和纤维化等多种细胞功能)

:

*

(

b+3.O9

8+

等)

;&

*和
23273+X3

等)

;;

*采用外显子测序法在

3̀b,

和
.O+

表达阴性的标本中检测到
P3+)

第
:

个外显子突变#而在健康人群'淋巴系统肿瘤'急性白

血病和实体肿瘤中均未发现
P3+)

基因突变(

本研究发现#

3̀b,W';%8

和
.O+d5;5

"

b

突变

不引起读码框改变#而
P3+)

突变可导致读码框改

变(

O6

组的
3̀b,W';%8

和
P3+)

基因突变率显著

高于继发组#而
.O+d5;5

"

b

突变率仅为
<455T

(

.O+d5;5

"

b

较低的突变率可能与种族'样本量有

关(本研究的创新点是在既往研究提示上述
(

种基

因在
.O2

中有一定的突变率基础上#对门诊以单纯

血小板持续升高就诊患者进行基因分析#提示

3̀b,W';%8

和
P3+)

突变可作为筛选
O6

的特异性

指标(本研究的不足是未涉及其他类型
.O2

#无法

对
3̀b,W';%8

和
P3+)

突变在不同类型
.O2

中进

行比较(此外#本研究通过定量分析
3̀b,W';%8

和

P3+)

相对表达水平#分别以单独
3̀b,W';%8

'

P3+)

突变和联合两种指标突变诊断
O6

#发现联合

两种指标诊断的敏感度'特异度和准确度明显提高#

可为临床早期识别
O6

提供重要参考依据(

综上所述#

O6

中以
3̀b,W';%8

和
P3+)

突变

率较高#联合二者检测可明显提高诊断
O6

的敏感度'

特异度和准确度(
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体#其有两种特异性抗原结合位点#在肿瘤细胞的不

同靶点之间同时发挥效应功能#产生协同抑制的效

果#更好地发挥靶向抑制的功能&并且其相对于全长

抗体的优势在于#其相对分子质量较小和生产成本较

低#拥有更好的体内外渗透性#故在抗肿瘤领域拥有

较好的应用价值)

;&

#

;(

#

;%

*

(

本研究以双靶向
*Z),

和
Z78)

的双特异性单

链抗体为研究对象#考察其在体内外抑制乳腺癌

[6<%<

细胞的活性#获得增强的抗肿瘤功能#可以为

双靶向抑制
*Z),

和
Z78)

通路的乳腺癌治疗策

略#以及新型抗乳腺癌药物的开发提供一定的经验和

理论基础(首先设计并表达双特异性单链抗体#流式

细胞术结合实验验证了改造的双特异性单链抗体保

留了其原有的乳腺癌细胞靶向性(

..6

法验证了双

特异性单链抗体较其他抗体更为有效的体外抗肿瘤

活性(最后#利用
[6<%<

细胞裸鼠移植瘤模型对双特

异性单链抗体体内的抗肿瘤活性进行研究#实验表明

相比于其他抗体#双特异性单链抗体可以显著抑制小

鼠体内移植瘤的生长#抑制
Z78)

的磷酸化和肿瘤细

胞的增殖(

综上所述#双特异性单链抗体双靶向
*Z),

和

Z78)

信号通路#对乳腺癌
[6<%<

细胞的体内外抗肿

瘤作用效果优于单靶向的抗体#可以为
*Z),

和
Z79

8)

信号通路联合治疗提供一种新的临床治疗思路和

经验(

参考文献

)

;

* 朱琳莲
4

对乳腺癌患者进行分子靶向治疗的效果研究

)

`

*

4

当代医药论丛#

,&;%

#

;5

$

5

%!

',9'(4

)

,

* 刘现义#李中#王晓春#等
4

早期乳腺癌保乳手术治疗的有

效性及安全性)

`

*

4

中国肿瘤临床与康复#

,&;'

#

,(

$

'

%!

':59':%4

)

(

* 关润芝
4

乳腺癌术后化疗后放疗与内分泌治疗同期或序

贯治疗的比较)

`

*

4

西南国防医药#

,&;'

#

,'

$

;&

%!

;;:,9

;;:<4

)

<

* 李鹏兴
4

分子靶向治疗在
*Z),

阳性乳腺癌中的临床应

用策略)

`

*

4

中国实用医药#

,&;'

#

;;

$

,:

%!

,%'9,%%4

)

5

* 周子平#陆剑豪
4

靶向药物联合阿霉素靶向制剂治疗
*?>9

,

阳性乳腺癌的效果及安全性研究)

`

*

4

海南医学院学报#

,&;%

#

,(

$

:

%!

;,'59;,'-4

)

'

* 廖云梅#罗阔#卢家希
4

免疫治疗在三阴型乳腺癌中的研

究进展)

`

*

4

免疫学杂志#

,&;'

#

(,

$

,

%!

;%%9;-&4

)

%

* 陈唯#夏苏建#李鹤#等
4

曲妥珠单抗辅助治疗人表皮生长

因子受体
9,

阳性早期乳腺癌患者的成本效果分析)

`

*

4

中

国药学杂志#

,&;%

#

5,

$

-

%!

':'9%&;4

)

-

* 桂安萍#姚和瑞#凌飞海
4

三阴性乳腺癌细胞中上皮间质

转化与
Z78)

单抗治疗效果的相关性)

`

*

4

肿瘤防治研

究#

,&;'

#

<(

$

<

%!

,<:9,5,4

)

:

* 何丹丹#王玉德#唐海康#等
4

具有
Z78)

"

*Z),

双重抑

制作用的小分子抑制剂的研究进展)

`

*

4

中南药学#

,&;'

#

;<

$

:

%!

:;(9:,(4

)

;&

*陈治国#邢黎军#徐孟怀#等
4

一种全人源
X

K

7

样抗
Z79

8)

"抗
bR)

双特异性抗体的构建与表达)

`

*

4

药物生物

技术#

,&;5

#

,,

$

(

%!

;:(9;:%4

)

;;

*吕海燕#刘传杰#黄建华#等
4

抗
PR;((

"

PR(

双特异性抗

体介导的细胞因子诱导杀伤细胞体外杀伤
PR;((

阳性

肿瘤细胞研究)

`

*

4

解放军医学院学报#

,&;5

#

('

$

;,

%!

;,,%9;,(;4

)

;,

*

O)3!3R!

#

73ZRXPbZ!

#

.3P*ZX2.

#

?D#@4ZFF?GDAM??9

>#$AG#DA010F

K

@A0I@#/D0"#/D?"G?@@/I

B

@0G#@#

==

@AG#DA010F#1

3P;((

"

PR;((9!

=

?GAFAG69G?@@9?1

K

#

K

A1

K

#1DAI0$

B

#1$PR-6

G?@@/

)

`

*

4P#1G?>)?/

#

,&;5

#

%5

$

;;

%!

,;''9,;%'4

)

;(

*

RXZ).ZXZ)9R3]P*Z)!

#

[)ZX2R+!

#

[]P**Y+e

!

#

?D#@4.0$H@#>#1DA9Z78)#1$#1DA9*?>,D#>

K

?DA1

K

0F

!b9[)9(#1$[6<%<I>?#/DG#1G?>G?@@@A1?/A1DE?

=

>?/9

?1G?0FZ>I[>?G?

=

D0>9/

=

?GAFAG

K

>0JDEF#GD0>/

)

`

*

4P

B

D0"9

?D>

B

3

#

,&;;

#

%:

$

:

%!

'-<9':(4

)

;<

*刘倩#刘琼#李文波#等
4

;(;

X

标记的甲状腺未分化癌人源

单链抗体在荷瘤裸鼠模型的放射免疫显像)

`

*

4

中国医学

影像学杂志#

,&;%

#

,5

$

5

%!

(,;9(,<4

)

;5

*

[Q)2Z *

#

PY2)YQO`

#

d*X!!6YPb`P

#

?D#@43

D#@?0FDJ0/

=

?GAFAGADA?/

!

IA/

=

?GAFAG#1DAI0$A?/F0>DE?>#

=

?H9

DAG#1$$A#

K

10/DAG#

==

@AG#DA01/

)

`

*

46>?1$/[A0D?GE10@

#

,&;(

#

(;

$

;;

%!

',;9'(,4

)

;'

*王婷#雷佳文#李培武#等
4

抗黄曲霉毒素单链抗体在毕赤

酵母
f9((

中的表达)

`

*

4

中国油料作物学报#

,&;%

#

(:

$

;

%!

;;(9;;'4

)

;%

*姜文国#张树平#刘荣#等
4

靶向
<9;[[+

和
PR(

双信号的

协同抗肿瘤作用机制研究)

`

*

4

中国肿瘤临床#

,&;&

#

(%

$

,;

%!

;,&;9;,&<4

$收稿日期!

,&;-9&;9&,

!!

修回日期!

,&;-9&59;5

%

$上接第
,--'

页%

)

-

*

.X+Y!ZWXP8`

#

2XW3)6*X*

#

7X!!+X27Z)*

#

?D#@4

dE0@?9?C0"?/?

N

H?1GA1

K

A$?1DAFA?/10M?@.O+#1$ 3̀b,

"HD#DA01/A1D>A

=

@?91?

K

#DAM?"

B

?@0

=

>0@AF?>#DAM?1?0

=

@#/"/

)

`

*

4[@00$

#

,&;'

#

;,%

$

(

%!

(,59((,4

)

:

*

WZ)7Z)Z

#

P3!!X236[

#

P*3]WZ3]3

#

?D#@4P@A1A9

G#@#1$"0@?GH@#>>?/

=

01/?D0A1D?>F?>019

+

DE?>#

=B

A1?/9

/?1DA#@DE>0"I0G

B

DE?"A#

=

#DA?1D/ JADE P3+) "HD#DA01/

)

`

*

4[@00$

#

,&;5

#

;,'

$

,<

%!

,5-59,5:;4

)

;&

*

b+3.O8+6

#

7X!!+X27Z) *

#

*3)]6Q]2Q32 3

!

#

?D#@4!0"#DAG"HD#DA01/0FG#@>?DAGH@A1A1"

B

?@0

=

>0@AF9

?>#DAM?1?0

=

@#/"/

)

`

*

42 Z1

K

@` .?$

#

,&;(

#

(':

$

,5

%!

,(%:9,(:&4

)

;;

*

23273+X3`

#

.3!!XZPZ

#

[3f6Z)Z`

#

?D#@4!0"#D9

AGP3+)"HD#DA01/A1"

B

?@0

=

>0@AF?>#DAM?1?0

=

@#/"/JADE

101"HD#D?$ 3̀b,

)

`

*

42 Z1

K

@` .?$

#

,&;(

#

(':

$

,5

%!

,(:;9,<&54

$收稿日期!

,&;-9&;9&'

!!

修回日期!

,&;-9&59;:

%

+

;:-,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!

+#I.?$P@A1

!

YGD0I?>,&;-

!

W0@4;5

!

204;:


