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骨髓增生异常综合征（MDS）是一类以不同程度血细胞

减少、骨髓病态造血及高风险向白血病转化为特征的异质性

髓系肿瘤。基因突变、基因表达失控及表观遗传学改变在

MDS的发生、发展中起关键作用［1］。为了进一步了解MDS

的分子生物学机制，为其精准诊断和白血病转化风险预测提

供线索，本研究我们通过高通量测序联合DNA-PCR技术检

测了73例初发MDS患者51种血液肿瘤相关基因突变情况，

现报道如下。

病例与方法

1. 病例资料：以 2015年 10月至 2017年 7月于苏州大学

附属第一医院门诊及住院治疗的 73例MDS患者为研究对

象，其中男 43 例，女 30 例，中位年龄 43（15～81）岁。采用

MDS诊断与治疗中国专家共识（2014 年版）进行诊断与分

型［2］。其中难治性贫血（RA）4例，难治性贫血伴有环状铁粒

幼红细胞（RARS）7例，难治性血细胞减少伴有多系发育异

常（RCMD）6 例，难治性贫血伴有原始细胞过多（RAEB）-1

型23例，RAEB-2型33例。IPSS分组：低危组4例，中危-1组

25例，中危-2组31例，高危组13例。

2. 基因组DNA的提取：初诊时采集患者骨髓液，EDTA

抗凝，分离骨髓单个核细胞，DNA提取试剂盒（美国Gentra

公司产品）抽取基因组DNA。验证DNA浓度和纯度后将基

因组DNA样品稀释至50 ng/μl。

3. 高通量测序检测：通过高通量测序检测 49种常见血

液肿瘤基因突变情况，平均基因覆盖率大于 99%，平均测序

深度为 2 000×，检测灵敏度 3%～5%。参考文献［3］对所测

基因进行功能分类，包括：①转录调节基因：RUNX1、TP53、

BCOR、PHF6、CEBPA 及 GATA2；②RNA 剪接因子相关基

因：SF3B1、SRSF2、ZRSR2及U2AF1；③RAS 信号转导通路

相关基因：NRAS、KRAS、PTPN11及CBL；④组蛋白修饰基

因：ASXL1及EZH2；⑤参与DNA甲基化的表观遗传学调节

基因：DNMT3A、TET2、IDH1/2；⑥酪氨酸激酶受体基因：

JAK2、FLT3、KIT及PDGFRA/B；⑦其他常见肿瘤基因包括：

BCORL1、ETV6、SH2B3、CALR、MPL、CSF3R、SETBP1、

ASXL2、ETNK1、SETD2、STAG2、PIGA、CSMD1、NOTCH1、

IL7R、JAK1、JAK3、PAX5、BIRC3、FBXW7、PTEN、BRAF、

CDKN2A、WT1、MYD88。取样品基因组 DNA 12 ng，按照

Ion AmpliSeq文库试剂盒标准建库流程构建文库；采用AM-

Pure XP磁珠纯化文库，去除小片段，并通过PCR扩增文库；

在避光条件下用Qubit 2.0检测文库浓度。采用赛默飞世尔

科技（中国）有限公司的S5系统进行高通量DNA测序，IGV

软件分析结果。数据读取时选择外显子上的基因突变，并去

掉同义突变及多态性突变。

4. DNA-PCR检测：鉴于高通量测序技术对于大片段插

入缺失序列结果读取的局限性，我们参照文献［4-5］方法，采

用DNA-PCR联合 Sanger测序法对CALR基因 9号外显子、

NPM1基因 12号外显子、FLT3-ITD及CEBPA的TAD、BZIP

两个功能结构域进行基因突变检测。测序结果与正常序列

比对，检出突变。

5. 染色体核型分析：采用常规 R 显带技术进行核型分

析，细胞核型根据《人类细胞遗传学国际命名体制

（ISCN2009）》进行描述［6］。

6. 统计学处理：采用SPSS 21.0软件进行分析。分类变

量以例数（构成比）表示，采用Fisher确切概率法进行组间比

较；不同年龄组间突变个数比较采用Mann-Whitney U检验，

染色体核型与基因突变间的关系采用列联表Φ相关进行

分析。

结 果

1. 基因突变的检出情况及突变类型：本研究 51种基因

中，共有36种基因发生165个突变。主要基因突变分布见图

1。94.5%（69/73）的患者至少携带 1 个突变基因，其中，

28.7%（21/73）的患者为单基因突变，24.6%（18/73）的患者为

双基因突变，41.1%（30/73）的患者基因突变数≥3个，平均突
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变数为 2.14个。突变检出率最高为ASXL1（21.9%，16个），

其他检出率大于 5%的突变依次为：RUNX1（20.5%，15个），

U2AF1（19.2%，14 个），TP53（12.8%，9 个），TET2（10.9%，

8 个），RAS（10.9%，8 个：包括 3 个 KRAS 及 5 个 NRAS），

PTPN11（9.6%，7 个），DNMT3A（9.6%，7 个），NPM1（8.2%，

6 个），SF3B1（8.2%，6 个），CSMD1（8.2%，6 个），BCOR

（6.8%，5个），SETBP1（5.4%，4个），PHF6（5.4%，4个），WT1

（5.4%，4个），GATA2（5.4%，4个），IDH1/2（8.5%，4个：包括

3 个 IDH1 及 1 个 IDH2）（图 1）。急性髓系白血病（AML）常

见突变 FLT3-ITD 检出率仅为 4.1%（3 个）。其中，93.3%

（14/15）的 RUNX1 基因与其他基因突变如 ASXL1、CBL、

TET2、PTPN11、U2AF1及RAS等共存，但未检测到RUNX1

与NPM1突变共存。

不同功能基因突变检出率依次为：参与转录调节基因占

46.5%（34/73，包括 RUNX1、TP53、BCOR、PHF6、CEBPA 及

GATA2），RNA 剪接因子相关基因占 28.8%（21/73，包括

SF3B1、SRSF2、ZRSR2及U2AF1），RAS 信号转导通路相关

基因占26.02%（19/73，包括NRAS、KRAS、PTPN11及CBL），

组蛋白修饰基因占26.02%（19/73，包括ASXL1及EZH2），参

与DNA甲基化的表观遗传学调节基因占20.5%（15/73，包括

DNMT3A、TET2、IDH1/2），酪氨酸激酶受体基因占 10.9%

（8/73，包括 JAK2、FLT3、KIT及PDGFRA/B）（图2）。

2. 基因突变与年龄及染色体核型的关系分析：本组病例

图1 骨髓增生异常综合征患者常见基因突变分布情况

图2 骨髓增生异常综合征患者常见功能基因突变分布情况

中，50例患者年龄＜60岁，23例患者年龄≥60岁，比较两组

患者基因突变情况：＜60岁组患者中有94.0%携带至少1个

基因突变，≥60岁组患者占 95.6%，两组中位突变数分别为

2.6（0～8）个对2.2（0～7）个，差异无统计学意义（z＝-1.536，

P＝0.647）；ASXL1突变在＜60岁组中的检出率高于≥60岁组

（P＝0.015），TP53突变在≥60岁组患者中的检出率为26.1%，

高于＜60岁组患者的6.0%（P＝0.024）（表1）。

表 1 常见基因在不同年龄组骨髓增生异常综合征患者的

突变情况比较［例（%）］

基因

ASXL1

RUNX1

U2AF1

TP53

TET2

RAS

PTPN11

DNMT3A

NPM1

SF3B1

<60岁（50例）

15（30.0）

12（24.0）

10（20.0）

3（6.0）

5（10.0）

6（12.0）

6（12.0）

5（10.0）

4（8.0）

4（8.0）

≥60岁（23例）

1（4.3）

3（13.0）

4（17.4）

6（26.1）

3（13.0）

2（8.7）

1（4.3）

2（8.7）

2（8.7）

2（8.7）

P值

0.015

0.361

1.000

0.024

0.701

1.000

0.421

1.000

1.000

1.000

功能分类后显示，＜60岁组中组蛋白修饰基因突变检

出率高于≥60岁组，差异有统计学意义（P＝0.024），酪氨酸

激酶受体基因突变检出率低于≥60岁组，在 0.1的水平上有

统计学意义（P＝0.099）（表2）。

表 2 常见功能基因分组在不同年龄组骨髓增生异常综合

征患者的突变情况比较［例（%）］

功能基因分组

转录调节基因

RNA剪接因子相关基因

RAS信号转导通路相关基因

组蛋白修饰基因

参与DNA甲基化的表观遗传学调节基因

酪氨酸激酶受体基因

<60岁

（50例）

22（44.0）

13（26.0）

15（30.0）

17（34.0）

9（18.0）

3（6.0）

≥60岁

（23例）

12（52.2）

8（34.7）

4（17.4）

2（8.7）

6（26.1）

5（21.7）

P值

0.515

0.441

0.390

0.024

0.427

0.099

70例患者有染色体核型分析结果，其中40例（57.1%）检

出异常核型。异常核型主要包括：+8，20q-，7q-，-17，t（3;3）

（q21;q26）及复杂核型等，无单独5q-。异常核型与正常核型

患者 MDS 相关基因突变检出率分别为 97.5%（39/40）对

90.0%（27/30），差异无统计学意义（P＝0.414）。异常核型患

者中常见的基因突变为TP53（9个）、U2AF1（9个）、ASXL1

（9 个）及 RUNX1（7 个）。正常核型患者常见的基因突变

为 ASXL1（8 个）、RUNX1（8 个）、DNMT3A（6 个）、U2AF1

（5个）、RAS（5个）及TET2（4个）。其中，TP53突变与异常核

型呈中度相关（rΦ＝0.332，P＝0.015）；DNMT3A与正常核型

呈弱相关（rΦ＝0.289，P＝0.044）。
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讨 论

MDS是一种异质性很强、具有高风险向白血病转化的

造血干细胞克隆性肿瘤。过去10年里，MDS的分子遗传学

研究得到了长足的发展。随着高通量测序的逐渐开展，

MDS中更多的基因异常被揭示，且部分基因与MDS的临床

表型、染色体核型及疾病进展等相关［3, 7］。国内肖志坚教授

团队对 511例MDS患者进行 112种血液肿瘤基因进行二代

测序发现，86%患者伴有至少 1个基因突变［8］。国外学者对

944例MDS患者进行104种基因突变检测，结果显示，89.5%

的患者至少携带1个基因突变，每例患者平均发生3个基因

突变［7］。本研究我们发现，94.5%的MDS患者至少携带 1个

基因突变，稍高于文献［7-8］的报道。近来，Gill等［3］综述显

示，DNMT3A及TP53在MDS中的突变检出率分别为10%和

9%，本组研究结果与以上报道类似。RUNX1 在总体 MDS

中的突变检出率约为 10%，在MDS-RAEB亚型中突变检出

率达23.6%［3,9］。既往研究显示，PTPN11在MDS中的突变检

出率为 1.0%～5.0%［10］，TET2 及 RAS 突变检出率分别为

20%～25%及16%～26%［3, 11-12］。本研究结果显示，RUNX1及

PTPN11突变检出率稍高于国外报道，而TET2及RAS检出

率则低于国外报道，推测上述差异与检测敏感性及研究对象

中不同MDS亚型构成比不同有关。Harada等［9］采用高通量

测序发现 MDS- RAEB-1/2 患者中 RUNX1 突变检出率为

23.6%，本研究结果与之接近；而另一RAS突变检出率高的

研究中，则纳入了较多的MDS转化AML患者［12］。

国内肖志坚教授团队的研究结果显示，依据其功能进行

分类，突变频率依次为表观遗传相关基因（50%）、剪接子相

关基因（37%）、信号传导相关基因（34%）、转录因子（24%）和

细胞周期与凋亡相关基因（17%）［8］。我们的研究结果显示，

转录调节基因及RNA剪接因子相关基因具有较高的突变检

出率，与肖志坚教授团队的检测结果有一定差异，分析其原

因主要在于本研究纳入了较多的 MDS- RAEB 亚型。

RUNX1 是本研究中最常见的转录调节基因突变，隶属

RUNX家族，可双向调节造血相关基因的表达。国外文献报

道，RUNX1可与ASXL1、RAS、IDH及DNMT3A等多种基因

突变共存，但与TET2及NPM1突变互排［7, 13-14］。Bejar等［13］的

研究显示RUNX1、TP53及 NRAS突变与低的血小板计数、

及高的骨髓原始细胞水平有关，是独立的预后不良因素。

Gill等［3］综述显示剪接体基因SF3B1突变在MDS患者中总

的检出率为6%～18%，其中57%～75%的患者为RARS和难

治性血细胞减少伴多系发育异常和环状铁幼粒红细胞。

Papaemmanuil等［15］研究中RARS患者 SF3B1突变检出率高

达65%，具有该突变的患者较少发生血细胞减少并具有更长

的无事件生存期，SF3B1突变后血小板正常或数量增多。而

SRSF2和ZRSR2突变则可引起中性粒细胞减少，其临床意

义尚不明确［16］。U2AF1突变与染色体+8、20q-有关，携带该

突变者总生存期更短［17-18］。本研究中U2AF1突变检出率高

于国外报道的 8.7%［18］，考虑与本组病例中有较多的病例携

带+8染色体有关。

MDS患者中常见的表观遗传异常使控制细胞增殖、黏

附等功能的基因甲基化，参与DNA甲基化的调节基因主要

有：TET2、DNMT3A 及 IDH1/2 等，其中，TET2 突变在 MDS

中最为常见，占 20.0%～25.0%，高于 DNMT3A 的 10%及

IDH1/2的 2.0%～12.0%［3］。去甲基化药物对MDS患者的疗

效与DNMT3A和TET2突变相关，有TET2突变而无ASXL1

突变的MDS患者对去甲基化药物治疗反应最好［19］。因此，

TET2突变检测在MDS中具有治疗指导意义。组蛋白修饰

基因ASXL1定位于染色体20q11，在造血调控及髓系肿瘤的

发生中扮演重要角色，在MDS中占 11%，具有ASXL1突变

的患者总生存期更短、白血病转化风险更高［20］。本组病例

中，TET2及ASXL1突变检测率与国外报道有一定差异，在

年龄＜60岁患者中检出率高于≥60岁患者，但因病例数少且

随访时间短，其预后价值有待进一步扩大病例后行生存分析

明确。

与在 AML 中的高频突变基因不同，本研究中，FLT3-

ITD 及 NPM1 突变在 MDS 中的检出率低，与国外报道基本

一致［4,7,12］。这一结果说明，尽管MDS被称为“白血病前期”，

但其基因突变谱系不同于原发性 AML，从分子水平而言，

MDS与AML可能是两个不同疾病实体。

染色体核型是 MDS 患者进行 IPSS 分层的参考依据之

一，本研究 57.1%（40/70）的患者均可检测到异常核型。

Gaidzik等［21］发现AML患者中 7号染色体单体及 13号染色

体三体与RUNX1突变相关；在MDS患者中，TP53突变与复

杂核型及甲基化治疗相关［22- 23］。本研究中，RUNX1、

ASXL1、TET2及U2AF1在正常和异常核型中的分布差异无

统计学意义，但TP53突及DNMT3A突变分别与异常核型及

正常核型具有一定相关性，这与既往研究基本一致［23-24］。

总之，MDS患者体内存在多个不同基因突变组合的亚

克隆，未来需进一步研究这些突变的基因功能及如何共同决

定MDS的表型，以上分子发病机制有助于我们更深入认识

MDS的本质，为寻找新的治疗手段，延长患者总体生存期提

供新的治疗策略。
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