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108例骨髓增殖性肿瘤患者基因突变
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【摘要】 目的 分析经典型 BCR-ABL 阴性骨髓增殖性肿瘤（MPN）的基因突变及临床特征。

方法 应用二代测序方法检测108例初诊BCR-ABL阴性MPN患者［原发性血小板增多症（ET）55例，

真性红细胞增多症（PV）24例，原发性骨髓纤维化（PMF）29例］与疾病相关的127个基因突变情况，并

分析基因突变与临床特征间的关系。结果 108例MPN患者中，100例（92.59％）检出 32种基因共

211个突变，人均检出（1.96±1.32）个突变。85.19％（92/108）的患者检出驱动基因（JAK2、CALR、MPL）

突变，其中69.56％（64/92）的患者至少检出1种附加基因突变。按突变频率由高到低依次为激活信号

通路基因（42.2％，89/211）、DNA甲基化基因（17.6％，36/211）、染色质修饰基因（16.1％，34/211）。PV、

ET、PMF三组间激活信号通路基因、表观遗传调节基因、剪接体和RNA代谢基因突变个数差异均有

统计学意义，PMF 附加基因平均突变数目高于 ET 及 PV 患者（1.69±1.39、0.67±0.70、0.87±1.22，

χ2＝13.445，P＝0.001）。检出≥3 个突变基因患者 MPN 总症状评估量表（MPN 10 评分）（P＝0.006）、

骨髓纤维化程度（P＝0.015）均较检出＜3 个突变基因患者高，且 HGB 水平更低（P＝0.002）；26 例

（24.1％）患者检出高危基因突变（HMR），HMR突变的患者具有更低的 PLT（P＝0.017）和HGB水平

（P＜0.001），更高的骨髓纤维化程度（P＝0.010）、MPN10评分（P＜0.001）。PMF患者ASXL1突变频率

高于 PV 患者（37.9％对 4.2％，P＝0.005），ASXL1 突变的 PMF 患者具有更低的 PLT 和 HGB 水平

（P＝0.029、0.019）。结论 近七成MPN患者检出至少1种附加基因突变，24.1％检出HMR突变，各亚

组有不同的基因突变模式；PMF患者附加基因平均突变数目更多，ASXL1突变频率更高。ASXL1突

变的PMF患者PLT和HGB水平更低。
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【Abstract】 Objective To analyze the genetic mutations and clinical features of the subtypes of
classical BCR- ABL- negative myeloproliferative neoplasm（MPN）. Methods Mutations of 108 newly
diagnosed BCR-ABL-negative MPN patients［including 55 patients with essential thrombocytopenia（ET）,
24 with polycythemia vera（PV）, and 29 with primary myelofibrosis（PMF）］were identified using next-
generation sequencing with 127- gene panel, and the relationship between gene mutations and clinical
features were analyzed. Results Total 211 mutations in 32 genes were detected in 100 MPN patients
（92.59％）, per capita carried（1.96±1.32）mutations. 85.19％（92/108）patients carried the driver gene
（JAK2, CALR, MPL）mutations, 69.56％（64/92）of these patients carried at least 1 additional gene
mutation. In descending order of mutation frequency, the highest frequency was for activation signaling
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经典的BCR-ABL阴性骨髓增殖性肿瘤（MPN）

是一组起源于多能造血干细胞的恶性骨髓增殖性

肿瘤，主要包括真性红细胞增多症（PV）、原发性血

小板增多症（ET）和原发性骨髓纤维化（PMF）［1］。

JAK2 V617F突变不仅为BCR-ABL阴性MPN的分

子学诊断标志，也是其治疗靶点［2-3］。而后相继发现

MPL和CALR基因突变在 JAK2阴性ET及PMF中

具有重要意义［4-5］，WHO 2016版造血和淋巴组织肿

瘤分类标准将 JAK2、CALR 和 MPL 三个驱动基因

突变作为MPN的主要诊断标准之一［6］。近年来，一

些研究发现MPN中存在其他基因突变，如ASXL1、

EZH2、IDH1、IDH2 和 SRSF2 等 高 危 基 因 突 变

（HMR），并显示与 MPN 预后不良相关［7-8］。此外，

TP53和TET2基因突变均与MPN预后不良和白血

病转化风险增加相关［9］。我们回顾性分析 2017年

12月至 2019年 8月在南方医科大学南方医院就诊

的108例初诊MPN患者临床资料，应用二代测序技

术检测127个血液肿瘤相关基因突变，报道如下。

病例与方法

1. 病例资料：回顾性分析 2017年 12月至 2019

年8月在南方医科大学南方医院就诊的 108例初诊

BCR-ABL阴性MPN患者。所有病例均有明确的骨

髓活检组织病理学诊断依据，且诊断符合 WHO

2016版造血和淋巴组织肿瘤分类标准。全部患者

初诊时均通过MPN-SAF-TSS量表（MPN10评分）评

估临床表现。

2. 二代测序检测：采集108例患者骨髓样本，使

用全自动核酸提取仪（厦门凯硕生物科技有限公司

产 品）提 取 gDNA 并 构 建 Illumina 标 准 文 库 ，

NimbleGen液相杂交捕获芯片（瑞士罗氏公司产品）

进行血液肿瘤相关的127个基因（表 1）目标序列捕

获，在Nextseq 550AR（美国 Illumina公司产品）上进

行PE75测序。分析内容包括确定点突变（SNV）、插

入和缺失（INDEL）、内部串联重复（ITD）和部分串

联重复（PTD）等变异类型。使用MuTect2软件检测

SNV 和 INDEL 变异，ITD 和 PTD 的变异检测通过

Illumina公司自主研发算法完成。变异检测结果采

用Annovar软件进行注释。为保证变异准确率，对

原始变异检测结果进行过滤：每个样本捕获目标区

域平均有效深度≥1 000×，支持突变型的 reads比对

质量和碱基质量值均高于30，并且同时具有正负链

支持。

3. 统计学处理：采用 SPSS 23.0 软件进行统计

分析。计量资料的组间比较，符合正态分布资料采

用单因素方差分析或 t 检验，非正态资料使用

Kruskal-Wallis H 检验或 Mann-Whitney U 检验；计

数资料采用卡方检验或Fisher精确概率法进行差异

性分析，检验水平α＝0.05；若三组间差异有统计学

意义，再进行两两比较，采用 Bonferroni 法进行校

正，校正后检验水平α＝0.05/3≈0.017。Spearman-

Rho分析患者的年龄和突变数量相关性。

pathway genes（42.2％ , 89/211）, methylation genes（17.6％ , 36/211）, and chromatin- modified genes
（16.1％, 34/211）. There was a significant difference in the number of mutations in the activation signaling
pathway genes, epigenetic regulatory genes, spliceosomes, and RNA metabolism genes among the three
MPN subgroups. The average number of additional mutations in PMF patients was higher than that in ET
and PV patients（1.69±1.39, 0.67±0.70, 0.87±1.22, χ2＝13.445, P＝0.001）. MPN-SAF-TSS（MPN 10
score）（P＝0.006）and myelofibrosis level（P＝0.015）in patients with ≥ 3 mutant genes were higher and
the HGB level（P＝0.002）was lower than in those with＜3 mutations. Twenty- six patients（24.1％）
carried high-risk mutation（HMR）, and patients with HMR had lower PLT（P＝0.017）, HGB levels（P＜
0.001）, and higher myelofibrosis level（P＝0.010） and MPN10 score（P＜0.001）. The frequency of
ASXL1 mutations was higher in PMF than in PV patients（34.5％ vs. 4.2％, P＝0.005）. PMF patients with
ASXL1 had lower levels of PLT and HGB（P＝0.029 and 0.019）. Conclusion 69.56％ of MPN patients
carry at least one additional mutation, and 24.1％ patients had HMR. Each subgroup had different mutation
patterns. PMF patients had a higher average number of additional gene mutations, especially a higher
frequency of ASXL1 mutation; PLT and HGB levels were lower in ASXL1 mutation PMF patients.

【Key words】 Myeloproliferative neoplasm; Next-generation sequencing; Driver gene; JAK2;
ASXL1
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结 果

1. 患者临床特征：本研究入组108例患者，男女

均 54例，中位年龄 63.5（23～83）岁，其中ET 55例，

PV 24 例，PMF 29 例，患者一般资料见表 2。全部

MPN 患者的年龄和突变数量无明显相关性（rs＝

0.007，P＝0.940）。PMF患者年龄大于ET患者（P＝

0.010），对比另外两个亚组，PMF患者还具有更高的

MPN10评分（P＜0.001）、更高的外周血原始细胞比

例（P＝0.011）、更严重的骨髓纤维化（P＜0.001）及

更低的 HGB（P＜0.001）；ET 患者具有更高的 PLT

（P＜0.001）；PV患者具有更高的HGB（P＜0.001）。

2. 二代测序检出情况：100例患者检出 32种基

因共 211 个突变（图 1），8 例（5 例 ET、1 例 PV、2 例

PMF）在分析的 127个血液肿瘤相关的基因中未检

出任何突变。75例（69.4％）患者检出 1个（35/108）

或 2 个（40/108）突变，14 例（13.0％）检出 3 个突变

（5例ET、3例PV、6例PMF），6例检出4个突变（3例

ET、3例 PMF），5例突变≥5个（2例ET、3例 PMF），

人均检出（1.96±1.32）个突变。JAK2、CALR和MPL

表1 二代测序检测的127个基因突变功能分类

功能分组

激活信号通路基因

细胞代谢基因

组蛋白甲基化基因

DNA甲基化基因 a

染色质修饰基因 a

肿瘤抑制基因

髓系相关转录因子基因

转录因子基因

剪接体和RNA代谢基因

黏合蛋白复合体基因

细胞黏附基因

其他

基因突变

ABL、AKT2、AKT3、AMER1、ATRX、ATM、BRAF、CBL、CRLF2、CSF1R、CSF3R、EGFR、ETNK1、FLT3、

HRAS、IL7R、JAK1、JAK2、JAK3、KIT、MAP2K4、MAP3K7、MYD88、NF1、NOTCH1、NOTCH2、NRAS、

NTRK1、NTRK2、KRAS、PDGFRA、PIK3CA、PTEN、PTPN11、SH2B3、SMAD4、STAT3、SYK、TRAF3

CYP2C19、CYP3A4、ELA2、GSTM1、GSTP1、MTHFR、NT5C2、NQO1、PIGA

MLL、EZH2、NPM1、SETD2

DNMT3A、TET2、IDH1、IDH2、TPMT

ASXL1、BCOR、BCOR1、BLM、EP300、ID3、KDM6A、KMT2C、PHF6、SETBP1

APC、CBLB、CBLC、CDKN2A、MDM2、MPL、TP53、WT1

CEBPA、AML1(RUNX1)、GATA1、GATA2、GATA3、ETV6

CREBBP、CUX1、ERG、GFI1、IKZF1、MEF2B、RB1、STAT5B、STAT5A、TCF3

DDX41、PRPF8、SF3B1、SRSF2、U2AF1、ZRSR2

RAD21、SMC1A、SMC3、STAG2

FAT1

ABCB1、ABCC3、BCL2、BIRC3、CACNA1E、CALR、CARD11、CCND1、CD79B、CDA、CTLA4、DIS3、DNAH9、

DKC1、ERCC1、FAM46C、FBXW7、HAX1、GNAS、MLH1、NF2、SRP72、TERT、TERC、XRCC1

注：a DNA甲基化基因与染色质修饰基因均为表观遗传调节基因

表2 108例BCR-ABL阴性骨髓增殖性肿瘤患者临床特征

临床特征

性别（例，男/女）

年龄［岁，M（范围）］

WBC［×109/L，M（范围）］

HGB［g/L，M（范围）］

PLT［×109/L，M（范围）］

外周血原始细胞比例［％，M（范围）］

原始细胞比例≥1％［例（％）］

MPN10评分［分，M（范围）］

骨髓纤维化（网染）［M（范围）］

基因突变［例（％）］

JAK2阳性

CALR阳性

MPL阳性

三阴性

ET（55例）

32/23

61（23～83）

9.16（2.30～27.72）

136（71～173）

982（269～1 944）

0（0～4）

4（7.3）

6（0～61）

1+（0～3+）

30（54.5）

15（27.3）

6（11.0）

9（16.4）

PV（24例）

8/16

63（23～79）

10.50（3.10～36.30）

187（112～221）

252.5（129～760）

0（0～1）

3（12.5）

3.5（0～26）

1+（0～3+）

23（95.8）

0（0.0）

0（0.0）

1（4.2）

PMF（29例）

14/15

68（38～78）

12.69（1.23～222.01）

97（57～186）

150（32～974）

0（0～9）

10（34.5）

19（4～38）

3+（1+～ 4+）

18（62.1）

7（24.1）

1（3.4）

6（20.7）

统计量

χ2＝4.174

H＝9.988

H＝1.920

F＝70.419

H＝48.199

H＝13.236

χ2＝10.844

H＝22.974

H＝18.784

χ2＝12.884

χ2＝8.009

χ2＝3.882

χ2＝3.054

P值

0.124

0.007

0.383

＜0.001

＜0.001

0.001

0.040

＜0.001

＜0.001

0.002

0.018

0.144

0.217

注：ET：原发性血小板增多症；PV：真性红细胞增多症；PMF：原发性骨髓纤维化；MPN10评分：骨髓增殖性肿瘤总症状评估量表
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作为MPN的驱动基因，92例（85.19％）患者至少检

出1个驱动基因突变，69.56％（64/92）至少有1个额

外的突变基因，39.14％（36/92）仅检出驱动基因突

变（图2），驱动基因突变个数占全部突变的 47.39％

（100/221）。检出驱动基因的患者其附加基因的突

变频率高于未检出驱动基因的患者（z＝-4.117，

P＜0.001）。

JAK2（71 例）是最常见的基因突变，其次是

TET2（27例）、CALR（22例）、ASXL1（21例）。ET、

PMF 和 PV 患者中 JAK2 突变率分别为 54.5％、

62.1％、95.8％（χ2＝12.884，P＝0.002），两两比较示

PV患者明显高于ET及 PMF患者，PMF和ET患者

比较差异无统计学意义；CALR 突变率分别为

27.3％、24.1％、0，差异无统计学意义（χ2＝-0.097，

P＝0.756）；MPL 突变率分别为 10.9％、3.5％、0，差

异无统计学意义（χ2＝1.384，P＝0.239）。PV患者中

均未检出CALR和MPL突变。

PMF、PV、ET三组患者全部基因平均突变数目

分别为2.59±1.57、1.63±0.77、1.78±1.29，差异有统计

学意义（χ2＝9.479，P＝0.009）。其中，三组患者驱动

基因平均突变数目分别为 0.90±0.56、0.96±0.20、

0.91 ± 0.48，差 异 无 统 计 学 意 义（χ2＝0.377，P＝

0.828）；附加基因平均突变数目分别为 1.69±1.39、

0.67±0.70、0.87±1.22，三组间差异有统计学意义

（χ2＝13.445，P＝0.001），两两比较示PMF明显高于

ET（P＝0.009）及PV（P＝0.006）。

32种基因的 211个突变根据基因的功能分类，

按突变频率由高到低依次为激活信号通路基因

（42.2％，89/211）、DNA 甲基化基因（17.6％，36/

211）、染色质修饰基因（16.1％，34/211）、肿瘤抑制

基因（5.7％，12/211）、剪接体和 RNA 代谢基因

（4.4％，10/211）、转录因子基因（1.9％，4/211）、黏连

蛋白复合体基因（0.95％，2/211）。

激活信号通路相关基因是MPN患者中出手检

出率最高突变，PV、ET、PMF三组间激活信号通路

基因平均突变数目比较有统计学意义（1.13±0.41、

0.65±0.64 对 0.93±0.80，χ2＝9.892，P＝0.007），但两

两比较时未见明显差异（PV 对 PMF，P＝1.000；PV

对ET，P＝0.024；PMF对ET，P＝0.198）。

图2 108例BCR-ABL阴性骨髓增殖性肿瘤患者突变基因和弦图

PV、ET、PMF表观遗传调节基因（即DNA甲基

化基因和染色质修饰基因）平均突变数目分别为

图1 108例BCR-ABL阴性骨髓增殖性肿瘤患者基因突变分布情况
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0.42±0.58、0.60±0.87、0.93±0.92，三组比较差异有统

计学意义（χ2＝6.787，P＝0.034），两两比较时差异均

无统计学意义（PMF 对 PV，P＝0.051；PMF 对 ET，

P＝0.258；PV对ET，P＝0.815）。

ASXL1 占所有突变的染色质修饰基因的

62.7％（21/34），不同患者亚组中ASXL1突变频率差

异有统计学意义（χ2＝10.237，P＝0.006），ASXL1在

PMF患者中的突变频率最高（37.9％，11/29），明显

高于 PV 患者（4.2％，1/24）（P＝0.005），与 ET 患者

（16.4％，9/55）比较无明显差异（P＝0.046）。

PMF、ET、PV 剪接体和 RNA 代谢基因平均突

变数目差异有统计学意义（0.28±0.45、0.02±0.13对

0.04±0.45，χ2＝15.811，P＜0.001），PMF 高于 ET 及

PV 患者（PMF 对 PV，P＝0.007；PMF 对 ET，P＜

0.001；PV对ET，P＝1.000）。

3. 基因突变与临床表现的关系：25 例患者检

出≥3 个突变基因，其 MPN10 评分、骨髓纤维化程

度明显高于检出＜3 个突变基因患者（z＝-2.750，

P＝0.006；z＝- 2.435，P＝0.015），HGB 明显降低

（z＝-3.067，P＝0.002），而两组间 WBC、PLT、年龄

及性别差异无统计学意义（表3）。

108 例患者中 26 例（24.1％）检出 HMR 突变。

HMR 突变患者较无 HMR 突变患者具有更低的

PLT 和 HGB 水平（z＝-2.385，P＝0.017；z＝-5.143，

P＜0.001）以及更高的骨髓纤维化程度及MPN10评

分（z＝-2.593，P＝0.010；z＝-3.525，P＜0.001）（表4）。

ASXL1是PMF患者中突变频率最高的表观遗

传调节基因，且突变频率高于 PV、ET 患者。进一

步分析 ASXL1 突变状态与 PMF 患者临床特征关

系，显示 ASXL1 突变型患者（11 例）具有较低的

PLT和HGB水平（z＝-2.181，P＝0.029；z＝-2.341，

P＝0.019），ASXL1 突变型患者年龄较野生型更低

（z＝-2.143，P＝0.032）（表5）。

讨 论

本研究我们分析了 108 例初诊 MPN 患者（ET

55例、PV 24例、PMF 29例）临床资料，应用二代测

序检测 127 个血液肿瘤相关基因突变情况，92 例

（85.19％）患者 3 个典型突变基因（JAK2、CALR 和

MPL）中至少检出 1个，其中 69.56％（64/92）至少有

1个额外的基因突变。本研究组中驱动基因的检出

率较国内其他研究高［10-11］，可能与检测方式及样本

数有关。与＜3个突变基因患者相比，≥3个突变基

因患者 MPN10 评分、骨髓纤维化程度明显升高，

HGB水平降低。

随着对MPN致病机制研究的深入，目前研究发

表3 BCR-ABL阴性骨髓增殖性肿瘤患者突变个数与临床特征的关系

特征

性别（例，男/女）

年龄［岁，M（范围）］

WBC［×109/L，M（范围）］

HGB［g/L，M（范围）］

PLT［×109/L，M（范围）］

骨髓纤维化（网染）［M（范围）］

MPN10评分［分，M（范围）］

检出＜3个突变（83例）

41/42

63.5（23～83）

8.91（2.30～222.01）

136（57～221）

588（17～1 944）

1+（0～4+）

8（0～38）

检出≥3个突变（25例）

13/12

65（23～78）

10.50（1.23～63.27）

107（57～205）

392.5（63～1 784）

2+（1+～4+）

12（0～61）

统计量

χ2＝0.052

z＝-0.313

z＝-1.009

z＝-3.067

z＝-0.837

z＝-2.435

z＝-2.750

P值

0.820

0.754

0.313

0.002

0.403

0.015

0.006

注：MPN10评分：骨髓增殖性肿瘤总症状评估量表

表4 BCR-ABL阴性骨髓增殖性肿瘤患者有无HMR突变临床特征比较

特征

性别（例，男/女）

年龄［岁，M（范围）］

WBC［×109/L，M（范围）］

HGB［g/L，M（范围）］

PLT［×109/L，M（范围）］

骨髓纤维化（网染）［M（范围）］

MPN10评分［分，M（范围）］

HMR突变（26例）

12/14

62（23～83）

10.18（1.23～222.01）

77（57～151）

333（63～1 784）

3+（0～4+）

12.5（0～61）

无HMR突变（82例）

42/40

65（23～77）

9.09（3.10～74.19）

139（65～221）

650（17～1 944）

1+（0～4+）

7（0～30）

统计量

χ2＝0.203

z＝-0.564

z＝-0.254

z＝-5.143

z＝-2.385

z＝-2.593

z＝-3.525

P值

0.653

0.573

0.799

＜0.001

0.017

0.010

＜0.001

注：HMR：高危基因突变，包括ASXL1、EZH2、IDH1、IDH2和SRSF2等；MPN10评分：骨髓增殖性肿瘤总症状评估量表



中华血液学杂志2020年7月第41卷第7期 Chin J Hematol，July 2020，Vol. 41，No. 7 ·581·

现，除 JAK2、CALR、MPL等驱动基因突变之外的附

加突变在 MPN 的发生起重要作用，其中 ASXL1、

EZH2、SRSF2、IDH1/2这 5种基因被定义为与白血

病转化相关的HMR，而发生附加突变的数目直接与

预后和并发症的发生相关，频繁的基因突变也与

PMF患者持续的体质性症状相关［12-14］。本研究我们

发现检出HMR突变患者较未突变患者具有更低的

PLT 和 HGB 水平，以及更高的骨髓纤维化程度、

MPN10评分。依据MPN的常见症状，2011年美国、

意大利和瑞典国际合作组制定 MPN 症状评估表

（MPN-SAF）［15］，2012 年 Emanuel 等［16］在 MPN-SAF

的基础上制定 MPN- SAF- TSS（MPN10）。MPN-

SAF-TSS评分比MPN-SAF更加简洁直观，尤其适

用于动态随访。既往研究证实MPN-SAF-TSS评估

量表对MPN各种疾病在其病程演进过程中均能通

过症状负荷的高低清楚显示患者的疾病状态［15］。

本研究结果显示，PMF患者的症状负荷和发生率均

高于PV和ET患者，进一步证实症状负荷反映疾病

的严重程度，与Emanuel等［16］的研究结果相似。

2018年，梅奥诊所通过分析803例PMF患者临

床资料，提出包含常规临床危险因素、遗传危险因

素和纤维化前PMF形态特征的MIPSS70预后模型

及包含细胞遗传学风险分层信息的 MIPSS70-plus

预后模型，这两种预后模型均考虑HMR对PMF患

者的不良预后影响［9］。在本次研究中，PMF患者表

观遗传调节基因个数显著高于PV患者，ASXL1在

PMF患者中的突变频率最高。ASXL1基因突变最

先在骨髓增生异常综合征中发现，通过与梳样结构

抑制物复合体2（PRC2）发生反应，影响组蛋白的翻

译、修饰，起到抑癌作用［17-18］。PMF中 11例ASXL1

突变型患者具有更低的PLT和HGB水平，可能是由

于ASXL1突变后，其抑癌基因的作用消失及高骨髓

纤维化倾向有关。多个国际队列研究表明，ASXL1

突变在MDS、急性髓系白血病（AML）、慢性粒-单核

细胞白血病中均与不良预后相关［19-21］，ASXL1突变

也是促进PMF患者发生白血病转化、导致其生存期

缩短的独立危险因素［22］。ASXL1的改变可能发生

在MPN形成的早期，并且获得其他突变会导致临床

表现出疾病表型的发展，其突变顺序与预后密切相

关［23-24］。Gill等［25］发现，由SF3B1、SRSF2、ZRSR2和

U2AF1组成的剪接基因组与较差的无白血病生存

相关。Vainchenker等［26］研究结果显示，与未突变的

患者相比，SRSF2突变患者具有更短的转化为继发

性 AML（sAML）时间及更短的总生存期，推测

SRSF2 会增加转化风险但可能不直接导致白血病

转化，PMF患者剪接体和 RNA代谢基因突变个数

多于ET及PV患者，也可能是导致PMF患者预后不

良的原因之一。

基因突变类型及数目直接或间接参与MPN克

隆演化进程，及时检测MPN基因突变对明确疾病特

征、指导治疗、判断预后具有重要临床意义，因此有

条件的医院应将 ASXL1、EZH2、SRSF2、IDH1/2 等

基因突变列为推荐检测项目［27］。
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