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∙论著∙

一个新的MPL基因异常剪接体
MPL L391-V392ins12的鉴定及其
在248例骨髓增殖性肿瘤患者中的筛查结果
田瑞媛 陈秀花 常建梅 张娜 覃艳红 徐智芳

任方刚 赵俊霞 潘杰 郭海秀 王晓娟 王宏伟

【摘要】 目的 鉴定MPL L391-V392ins12异常剪接体，了解其在骨髓增殖性肿瘤（MPN）患者中

突变发生情况。方法 采用逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）联合克隆测序方法对MPL基因异常剪接

体进行鉴定，采用等位基因特异性聚合酶链反应（AS-PCR）在248例MPN患者及200名健康正常人中

筛查其突变情况。结果 发现并确认了MPL基因的一个异常剪接体MPL L391-V392ins12，即MPL基

因的外显子7和外显子8之间保留了36 bp的内含子序列，导致蛋白编码序列的氨基酸位点391与392

之间插入12个氨基酸（谷氨酸、甘氨酸、亮氨酸、赖氨酸、亮氨酸、亮氨酸、脯氨酸、丙氨酸、天冬氨酸、异

亮氨酸、脯氨酸、缬氨酸）。248例MPN患者中19例（7.66%）检出MPL L391-V392ins12突变，真性红细

胞增多症（PV）、原发性血小板增多症（ET）、原发性骨髓纤维化（PMF）患者的检出率分别为 1.92%

（1/52）、9.66%（14/145）、7.84%（4/51）；200 名正常人中未检测到 MPL L391-V392ins12 突变。结论

MPL L391-V392ins12是存在于MPN中的一种病理性剪接体，在PV、ET、PMF中均可发生，但多见于

ET、PMF，可能是MPN发病的潜在原因之一。
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【Abstract】 Objective To identify the MPL L391- V392ins12 spliceosome and analyze its
frequencies in patients with myeloproliferative neoplasms（MPN）. Methods MPL aberrant spliceosome
was identified through reverse transcription polymerase chain reaction（RT-PCR）combined with cloning
sequencing. The mutation of this spliceosome in 248 MPN patients and 200 normal people was determined
by allele-specific polymerase chain reaction（AS-PCR）. Results A novel aberrant spliceosome of MPL
gene（MPL L391-V392ins12）was identified, i.e. 36 bp intron was retained between exon7 and exon8, and
there were 12 amino acids（EGLKLLPADIPV）inserted. MPL L391-V392ins12 mutation was detected in
19（7.66%）of the 248 patients with MPN, including 1（1.92%）of 52 patients with PV, 14（9.66%）of 145
with ET, and 4（7.84%）of 51 with PMF. And the mutation was not detected in the group of 200 normal
people. Conclusion MPL L391-V392ins12 spliceosome is an aberrant spliceosome present in the MPN. It
can be detected in PV, ET and PMF, and more frequently in ET and PMF. This mutation may play an
important role in the process of MPN.
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骨髓增殖性肿瘤（MPN）是一组起源于造血干

细胞，以骨髓一系或多系过度增殖为特征的疾病。

经典的MPN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）。

研究证实，JAK2、MPL及CALR基因的DNA突变均

与MPN的发生密切相关［1-3］，但仍有部分MPN患者

不能检出上述 3种基因突变。选择性剪接（alterna-

tive splicing）是真核细胞中普遍存在的转录后修饰

机制，是导致蛋白组多样性的一个重要途径。异常

剪接是肿瘤细胞的特性之一，肿瘤细胞中许多重要

的癌基因及抑癌基因都可通过异常剪接调控肿瘤

的发生、发展［4］。我们在MPN患者中发现 1个新的

MPL基因剪接体MPL L391-V392ins12，并在248例

MPN患者中进行筛查，报告如下。

对象和方法

1. 病例：收集 2013年 1月至 2014年 9月山西医

科大学第二医院血液科就诊的初发MPN患者 248

例，其中男 125 例、女 123 例，中位年龄 53（21~84）

岁。参照 WHO 2008 标准进行诊断：PV 52 例，ET

145例，PMF 51例。200名健康正常人外周血标本

来自本院体检中心。本研究得到我院伦理委员会

批准，所有患者均知情同意。

2. 总 RNA 的提取：取患者骨髓或外周血标本

300 μl，按试剂盒TRIzol（日本TaKaRa公司产品）说

明书提取白细胞总RNA，用蛋白核酸分析仪分别测

定 260、280 nm 处吸光度值（A260、A280），将 A260/A280≥
1.7的标本保存于-80 ℃备用。

3. 引物设计：从 GeneBank 检索 MPL cDNA 序

列（NM_005373），应用 primer5.0 软件进行引物设

计：①MPL基因 cDNA克隆引物：正向引物 M-F：

5′-ATGCCCTCCTGGGCCCTC-3′；反向引物 M-R：

5′- TCAAGGCTGCTGCCAATAGC- 3′ 。 ② MPL

L391-V392ins12 剪接体引物：正向引物 F1：5′-CA-

CAGTTCTCTCGCTGCCAC- 3′、正向引物 F2：5′-

CTGGATCCACCAGGCTGAAG-3′；反向引物R：5′-

GCGGCTCCAGCACCTTC-3′。③β-actin 引物：正

向引物 β- F：5′- GGACTCGTCATACTCCTGCTTG-

3′；反向引物β-R：5′-GGAAATCGTGCGTGACAT-

TAAG-3′。

4. 逆转录反应：总反应体系 20 µl。取样品总

RNA 1 µg、随机引物 250 ng，加 DEPC 水至 11 µl，

70 ℃ 5 min 后立即冰浴，然后依次加入 5×缓冲液

2.5 µl、脱氧核糖核苷三磷酸（dNTP，10 mmol/L）

2 µl、核糖核酸酶 0.5 μl，加 DEPC 水至 19 µl，25 ℃
5 min后立即冰浴，加M-MULV逆转录酶1 μl，25 ℃
10 min、42 ℃ 60 min、70 ℃ 10 min。

5. PCR：反应体系：10×Taq 缓冲液 2.5 μl、dNTP

（10 mmol/L）0.5 μl、正向引物（20 µmol/L）1 μl、反向

引物（20 µmol/L）1 μl、MgCl2（1.5 mmol/L）1.5 μl、

cDNA 模板 2.0 μl、Taq DNA 聚合酶（1 U/μl）1.5 μl、

双蒸水补充至 25 μl。反应条件：94 ℃ 3 min 预变

性，95 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s（40 个循环），

72 ℃总延伸 10 min。每次扩增均设立阳性、阴性与

空白对照。PCR 产物行聚丙烯酰胺凝胶或琼脂糖

凝胶电泳，用凝胶成像仪对电泳结果进行扫描分

析。

6. 克隆：用高保真酶扩增MPL基因CDS序列，

产物酶切后连接到T载体中，转化DH5α感受态细

胞，涂板，挑取菌落，碱性裂解法提取质粒，送北京

六合华大基因科技公司测序鉴定。

结 果

1. MPL L391-V392ins12剪接体序列的发现：在

对部分 JAK2及MPL基因外显子 10突变双阴性的

MPN 患者进行 MPL 基因 cDNA 全长测序分析中，

我们发现2例患者在外显子8起始处出现套峰。为

进一步明确其突变，我们将 PCR 产物进行克隆测

序，发现野生型克隆和一种新的转录产物：MPL基

因的外显子 7和外显子 8之间保留了 36 bp的内含

子序列（图1），导致蛋白编码序列氨基酸位点391与

392之间插入12个氨基酸（谷、甘、亮、赖、亮、亮、脯、

丙、天冬、异亮、脯、缬），故命名为 MPL L391-

V392ins12。

2. MPLL391-V392ins12 剪接体的鉴定：根据

MPL L391-V392ins12剪接体序列，我们在不同的位

置设计了3条引物（图2）。其中F1/R引物扩增产物

包含MPL基因野生型转录本（282 bp）及变异型转

录本（318 bp），由于二者仅相差36 bp且变异型转录

本丰度低于正常转录本，故采用灵敏度较高的聚丙

烯酰胺凝胶电泳方法分析其扩增产物。结果发现

MPL L391-V392ins12剪接体突变阳性患者有明显

的野生带与突变带，MPL L391-V392ins12剪接体突

变阴性患者与正常对照只有野生带（图3）。引物F2

则针对 MPL L391-V392ins12 转录本跨外显子 7 末

端设计引物上游，故F2/R引物只能特异性扩增变异
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型转录本（211 bp），结果如图4所示。

M：Marker；1、2：MPL L391- V392ins12 剪接体突变阳性患者；

3、4：MPL L391-V392ins12剪接体突变阴性患者；5~7：正常人

图3 MPL L391-V392ins12剪接体F1/R扩增产物

M：Marker；1、2：MPL L391- V392ins12 剪接体突变阳性患者；

3、4：MPL L391-V392ins12剪接体突变阴性患者；5~7：正常人

图4 MPL L391-V392ins12剪接体F2/R扩增产物

3. MPL L391-V392ins12在MPN患者中的发生

情况：248 例 MPN 患者中 19 例（7.66%）检出 MPL

L391- V392ins12 突变：PV 1 例（同时存在 JAK2

V617F突变），突变检出率为 1.92%（1/52）；ET 14例

（6 例同时存在 JAK2 V617F 突变），突变检出率为

9.66%（14/145）；PMF 4 例（1 例同时存在 JAK2

V617F 突变），突变检出率为 7.84%（4/51）。200 名

健康正常人均未检测到MPL L391-V392ins12剪接

体突变。

讨 论

以往MPN的诊断需要排除复杂的继发因素，主

要依赖骨髓病理及细胞形态学方法，早期或临床表

现不典型的患者容易漏诊。2005 年，JAK2 V617F

基因突变的发现使MPN的分子发病机制研究取得

了突破性的进展，大量研究表明，JAK2 V617F突变

存在于 90% ~95%的 PV 及 50%的 ET、PMF 患者

中［5-6］，随后发现在 2%~3%的 JAK2 V617F 阴性 PV

患者中存在外显子12的异常［7］。在 ET与PMF患者

中，MPL（TPO受体）基因外显子 10突变的检出率

为1%~10%，MPL W515K、MPL W515L为主要突变

类型［8-10］。2008年WHO已将 JAK2 V617F突变列为

MPN的诊断标准之一。2013年有研究组先后报道

在 JAK2和MPL基因突变阴性MPN患者中检出钙

网蛋白编码基因 CALR 突变，该基因突变仅见于

ET、PMF患者中，PV未见报道［11-12］。

目前MPN的分子机制研究主要集中在DNA水

平，而mRNA的选择性剪接异常也是肿瘤发生发展

A：MPL基因野生型；B：MPL L391-V392ins12剪接体

图1 MPL L391-V392ins12剪接体测序图

图2 MPL L391-V392ins12剪接体鉴定引物设计示意图



·562· 中华血液学杂志2015年7月第36卷第7期 Chin J Hematol，July 2015，Vol. 36，No. 7

的一个重要因素。研究证实，乳腺癌、甲状腺癌、结

直肠癌、骨髓增生异常综合征以及急性白血病等恶

性疾病都与基因的异常剪接有关［13-16］。按此思路，

我们发现并鉴定了一个新的MPL基因的异常剪接

体 MPL L391-V392ins12。在正常人群中未检测到

MPL L391-V392ins12突变，说明该剪接体为一种病

理性剪接体。在 248 例初发 MPN 患者中进行

MPL L391-V392ins12突变检测，PV、ET、PMF 患者

中 的 突 变 检 出 率 分 别 为 1.92%（1/52）、9.66%

（14/145）、7.84%（4/51），表明该剪接体在MPN中发

生频率不高且主要见于 ET 与 PMF。值得注意的

是，本研究 19 例 MPL L391- V392ins12 突变阳性

MPN患者中有 8例（PV 1例、ET 6例、PMF 1例）同

时 存 在 JAK2 V617F 突 变 ，提 示 MPL L391-

V392ins12在MPN发病过程中可能与 JAK2突变有

协同作用。目前在对MPN发病分子病因的研究中

发现，单独的基因突变并不能完全解释疾病的病因

及病程进展，两项回顾性的大样本研究均表明在

MPN 患者中 JAK2 V617F 与 MPL 突变可同时存

在［2,17］，MPL突变的发生与PV向ET、PMF的转化密

切相关［10,18］。

本研究结果表明，MPN患者存在一个新的病理

性剪接体MPL L391-V392ins12，该剪接体在三种经

典 MPN 中均可检出，且多见于 ET、PMF，可能是

MPN发病的潜在原因之一。
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