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摘要：目的 分析巯基嘌呤（6⁃MP）代谢NUDT15基因多态性与云南省彝族儿童急性淋巴细胞白血病（ALL）的相关性，为6⁃MP
的临床治疗做进一步的指导，为ALL更好的个体化治疗提供新的理论依据。方法 按抽签法随机选取云南省2017年1月至

2018年9月期间昆明医科大学附属儿童医院汉族健康儿童、彝族健康儿童和彝族初发的ALL病儿（1~16岁）的外周血样本各

50例为研究对象，提取DNA，经NUDT15基因1⁃3号外显子的基因扩增及测序后，分析表达差异，并临床记录6⁃MP在ALL治疗

中的骨髓毒性反应。结果 入选的150例来自云南省年龄介于1~16岁的儿童NUDT15外显子（Exon）1测序后，发现都有2种

变 异 体 ，分 别 为 rs554405994（c. 36_37insGGAGTC，编 码 p. Val18_Val19insGlyVal）和 rs186364861（c. 416G＞A，编 码 p.
Arg139His），杂合子突变TC基因型比例（18%）高于纯合子突变TT基因型（1.3%），野生型CC基因型所占比例在78%~84%。在

6⁃MP维持治疗过程中，出现发热、白细胞降低、中性粒细胞减少、血小板减少、感染性休克等不良反应。结论 150例儿童的

NUDT15 Exon1中发现的2种变异体（rs186364861，rs554405994），特异性差，不适合云南省彝族作为6⁃MP不良反应的相关检

测基因，然而仍对临床工作实践有一定的指导作用，同时，应继续寻找其他适合云南省彝族儿童ALL的巯嘌呤敏感基因。
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Abstract：Objective To analyze the correlation between the polymorphism of NUDT15 gene for thiopurine（6⁃MP）metabolism and
acute lymphoblastic leukemia（ALL）in children of Yi nationality in Yunnan province，and to provide further guidance for the clini⁃
cal application of 6⁃MP and a new theoretical basis for individualized treatment of acute lymphoblastic leukemia（ALL）.Methods
From January 2017 to September 2018，50 cases of healthy Han children，healthy Yi children and first⁃onset ALL children（aged 1⁃
16）of the Yi nationality in the Children’s Hospital Affiliated to Kunming Medical University were randomly selected as subjects.
DNA was extracted from peripheral blood samples.After gene amplification and sequencing of exon 1 and 3 of NUDT15 gene，ex⁃
pression differences were analyzed，and the myelotoxicity of 6⁃MP in ALL treatment was clinically recorded.Results Two variants，
rs186364861（c.416G＞A，coding p.Arg139His）and rs554405994（c.36，37insGGAGTC，coding p.Val18_Val19insGlyVal），were
found after NUDT15 exon1 sequencing of 150 enrolled children aged between 1 and 16 years old in Yunnan province.The percent⁃
age of heterozygote mutant TC genotype（18%）was much higher than that of homozygote mutant TT genotype（1.3%），and the per⁃
centage of wild type CC genotype was 78%⁃84%.During 6⁃MP maintenance therapy，fever，leukopenia，neutropenia，thrombocytope⁃
nia，septic shock and other adverse reactions occurred.Conclusions The specificity of two variants（rs186364861，rs554405994）
of NUDT15 exon1 which were found in all the children is poor.They are not suitable for the detection of 6⁃MP adverse reactions in
Yi nationality of Yunnan Province，but it is helpful to clinical practice.We should continue to look for other thiopurinine sensitive
genes suitable for ALL of Yi children in Yunnan Province.
Key words：Precursor cell lymphoblastic leukemia ⁃ lymphoma； Polymorphism，genetic； Exons； Thioinosine； Alleles；
Mutation； Child； Yi nationality； NUDT15
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急性淋巴细胞白血病（acute lymphoblastic leu⁃
kemia，ALL）是B系或T系淋巴细胞在骨髓内异常增

生的恶性肿瘤性疾病。在第八版儿科学中指出，

ALL在我国小儿恶性肿瘤中是最常见的，不到10岁

的小儿白血病的发生率为 3/10万~4/10万，发病高

峰期是 2~5岁，且男性发病率高于女性［1］。ALL儿

童在出生时的免疫功能是不同的，对感染的反应也

是异常的［2］。ALL的治愈率越来越高，但是大约有

15%~25%的病人痊愈后会复发［3］，这也是复发儿童

死亡的原因之一。另外，由于化疗或药物耐药性，

部分ALL病人在治疗的过程中出现毒性反应，导致

不良后果［4］。

ALL维持治疗阶段，运用最多的核酸酶类似物

药物为巯基嘌呤（6⁃MP）［5］。6⁃MP已被用于治疗多种

儿童自身免疫性疾病，如炎症性肠病［6］和某些白血

病［7］。中断 6⁃MP的维持治疗会导致复发风险的增

加［8］，适当剂量的6⁃MP可显著提高ALL病人的生存

率，但是剂量大的6⁃MP会引发骨髓抑制现象［9］。因

此，临床上合理的调整6⁃MP用药剂量很重要。有人

提出运用磁性分子印迹纳米颗粒聚合物来提取和测定

人血浆中6⁃MP及其活性代谢产物的浓度，这对6⁃MP
治疗ALL的临床使用剂量有很好的指导作用［10］。

NUDT15等位基因的变异与ALL的发生发展有

密切的关系。NUDT15基因的遗传变异影响药物的

水解作用，因此增加了对药物毒性的敏感性［11］。在

日本7岁以下具有NUDT15等位基因变异的ALL病人

中，6⁃MP的平均给药剂量低于野生型纯合等位基因

的病人。Cheng等［12］提出，低剂量的6⁃MP维持治疗可

引起NUDT15纯合突变体（TT基因型）ALL病人的造

血毒性。NUDT15 rs116855232（c.415C＞T）变异是

白细胞减少症的预测因子，也是中国ALL儿童6⁃MP
耐受的最佳预测因子［9］。但是，NUDT15变异与云南

省彝族ALL儿童是否有关联仍是未知，因此，本研究

的主要目的是确定云南省彝族 ALL 儿童病人中

NUDT15变异的频率，并确认其关联性。此外，确定

NUDT15变异与6⁃MP敏感性和毒性的关联性。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂 TIANquick Midi Purification KiT
（北京 TIANGEN 生产，货号：DP204 ⁃ 02），DNeasy
Blood ＆Tissue KiT（德国QIAGEN生产，货号：69504），
2×Taq PCR MasterMix 2%（北京 TIANGEN 生产，货

号：MT201⁃01），5×TBE Buffer（北京TIANGEN生产，

货号：RT205），电泳相关试剂（北京TIANGEN生产）。

1.1.2 主要实验仪器 主要的实验仪器有 PCR扩

增仪（美国BIO⁃RAD公司，型号：T100），基因测序仪

（美国ABI公司，型号：ABI⁃3130xl），凝胶成像系统

EC3（美国UVP公司，型号：EC3 Imaging System），紫

外分光光度计（美国Beckman公司）。

1.2 样本采集及储存 本研究符合《世界医学协会

赫尔辛基宣言》相关要求。选取标准：（1）参照中华

医学会儿科学分会血液学组制定的儿童ALL诊疗

建议确诊［13］；（2）监护人自愿参与此次研究。健康

儿童以3代以上无血缘关系的在昆明医科大学附属

儿童医院体检健康儿童作为研究对象，ALL病儿来

自昆明医科大学附属儿童医院200例病儿。所有参

与此次研究的健康体检者及 200例病儿均于 2017
年1月至2018年9月期间收录在昆明医科大学附属

儿童医院，并记录了研究对象的性别、年龄，民族、

身份证信息。此次研究从健康体检者组及病儿组

各按抽签法随机选取50例汉族健康儿童、彝族健康

儿童和彝族初发的ALL病儿（1~16岁）的外周静脉

全血样本。每个研究对象抽取3 mL外周血，然后轻

轻摇动真空采血管，使血样本与管内的抗凝剂充分

混匀，编号后置于－80 ℃超低温冰箱里储存备用。

1.3 DNA提取 提取过程按照DNeasy® Blood＆
Tissue KiT使用说明书操作，然后将提取得到的基因

组DNA收集于离心管中，置于－20 ℃冻存备用。

1.4 DNA样本的检测 取出冻存的DNA样本于碎

冰中解冻，然后通过紫外分光光度计检测DNA样本

纯度，DNA纯度＝OD260/OD280（OD为被检测物吸

收掉的光密度，即吸光度；OD260/OD280比值指260
nm和280 nm下吸光度比值），当OD260/OD280结果

显示大于2.0，表示样本中可能有DNA降解为RNA；

当OD260/OD280结果显示小于 1.8时，表示样本中

蛋白质含量较高；当OD260/OD280结果显示介于1.8
～2.0，表示DNA较纯，其纯度合格，可用于测序。

1.5 NUDT15基因 1⁃3号外显子进行 PCR扩增

运用Primer5在线软件设计PCR扩增引物，NUDT15
外显子（Exon）1的引物序列：正向为 5′ ⁃CAAAGCA⁃
CAACTGTAAGCGACT ⁃ 3′ ， 反 向 为 5′ ⁃
GAAAGACCCAGCTAGCAAAGAC⁃3’；Exon3的引物

序列：正向为 5′ ⁃AAGCAAATGCAAAGCATCAC⁃3′，
反 向 为 5′ ⁃ GGCTGAAAGAGTGGGGGATA ⁃ 3′ 。

NUDT15 Exon1 PCR反应体系为 25 μL，包含 2×GC
Buffer 12.5 μL，dNTP Mixture 4 μL，LA Taq 酶 0.25
μL，正向引物（20 μmol / L）0.5 μL，反向引物（20
μmol/L）0.5 μL，DEPC水6.25 μL，DNA模板1 μL（约

100 ng），扩增条件是 94 ℃ 3 min；94 ℃ 30 s，64 ℃
30 s，72 ℃ 1 min，循环36次；再延伸72 ℃ 5 min。扩
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增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后送往上海生工生

物公司进行测序。NUDT15 Exon3 PCR反应体系为

25 μL，包含 10×Buffer 12.5 μL，dNTP Mixture 2 μL，
rTaq酶 0.125 μL，正向引物（20 μmol/L）0.5 μL，反
向引物（20 μmol /L）0.5 μL，DEPC 水 18.375 μL，
DNA 模板 1 μL（约 100 ng），扩增条件是 98 ℃ 1
min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，循环36次；再

延伸72 ℃ 5 min。
1.6 PCR产物提纯 取 5 µL PCR 产物于八连管

中，加入 1 U虾碱酶（SAP）及 6 U核酸外切酶 I（Exo
I），混匀；37 ℃孵化 15 min；80 ℃孵化 15 min；置于

25 ℃（室温）；吸取 10 µL PCR产物，加入 2 µL的溴

酚蓝，彻底混合后添加1.2%的琼脂糖凝胶至加样孔

中，进行电泳，电泳时间为 40~50 min，电压为恒压

100 V，电泳结束后取出胶板，运用凝胶成像系统进

行结果的观察。

1.7 DNA测序 测序引物序列［14］：Exon1的引物序

列为5′⁃CAAAGCACAACTGTAAGCGACT⁃3′，Exon3
的引物序列为5′⁃AAGCAAATGCAAAGCATCAC⁃3′。
混合反应液：2 µL Big Dye3.1混合物，2 µL 0.4 µM的

测序引物，1~2 µL纯化的PCR产物。反应条件：96 ℃
1 min；96 ℃ 10 s，50 ℃ 5 s，循环28次；60 ℃ 4 min。
1.8 临床记录 初发 ALL 病人，采用 CCLG⁃ALL
2008方案（China Children Leukemia Group ALL 2008
方案）或CCCG⁃ALL 2015方案（China Children Can⁃
cer Group ALL 2015方案），在早期强化、巩固、延迟

强化、维持治疗过程中，均需应用 6⁃MP进行治疗。

在治疗的过程中出现的发热、中性粒细胞减少、白

细胞降低、血小板减少、感染性休克等判断骨髓抑

制，记录发生的时间及程度。

1.9 数据整理与分析 记录汉族健康儿童、彝族健

康儿童及彝族ALL病人的基因测序结果，然后在基

因测序仪上对结果进行统计分析，并运用Polyphred
软件进行SNP（单核苷酸的多态性）和突变分析。

2 结果

2.1 150例研究对象的NUDT15基因1⁃3号外显子

基因的Exon2均未检测到 我们对病人计划进行

每天 50 mg/m2的 6⁃MP 治疗：当白细胞 1.5×109/L~
3.0×109/L，中性粒细胞1.0×109/L~1.5×109/L时，按正

常剂量；当白细胞1.0×109/L~1.5×109/L，中性粒细胞

0.5×109/L~1.0×109/L时，6⁃MP的剂量减半；当白细胞

＜1×109/L，中性粒细胞＜0.5×109/L，血小板＜50×
109/L时，停止 6⁃MP的治疗。我们对病人采集的外

周血进行NUDT15基因1⁃3号外显子基因的测序，结

果发现这 150例研究对象的NUDT15基因 1⁃3号外

显子基因的Exon2均未检测到。

2.2 150例儿童的NUDT15 Exon1均有 2种变异

体 入选的150例来自云南省儿童年龄均介于1~16
岁，对NUDT15 Exon1进行测序后发现所有儿童都

有 2种变异体，分别为 rs186364861（c.416G＞A，编

码 p.Arg139His），rs554405994（c. 36_37insGGAGTC
编码 p.Val18_Val19insGlyVal）（见表 1）。其中云南

省彝族的健康儿童：男孩有 32 例，女孩有 18 例，

rs186364861 有 1 例（男孩），占 2%，rs554405994 有

11例（7例男孩，4例女孩），占22%，正常无突变的野

生型有 38例，占 76.0%。云南省汉族的健康儿童：

男孩 33例，女孩 17例，rs186364861有 1例（男孩），

占 2%，rs554405994有 6例（4例男孩，2例女孩），占

12%，正常无突变的野生型有 43例，占 86%。云南

省彝族ALL儿童：rs554405994有8例（3例男孩，5例
女孩），占 16%，rs186364861有 1例（女孩），占 2%，

正常无突变的野生型有41例，占82%。

表1 云南省儿童150例NUDT15 Exon1测序结果/例
类别

彝族健康儿童

汉族健康儿童

彝族ALL儿童

rs186364861
1
1
1

rs554405994
11
6
8

野生型

38
43
41

2.3 NUDT15各基因型所占比例差异性大 入选

的150例儿童的NUDT15 rs116855232等位基因为T/
C，各基因型所占比例CC＞TC＞TT，具体的病人数

见表 2。云南彝族健康儿童的纯合子突变 TT基因

型只有1例男孩，其占2%；杂合子突变TC基因型一

共有 7例，其中女孩是 3例，男孩 4例，占 14%；野生

型CC基因型共有 42例，占 84%。云南汉族健康儿

童的纯合子突变TT基因型共0例，占0%，杂合子突

变TC基因型共11（女孩4例，男孩7例）例，占22%，

野生型CC基因型 39例，占 78%。云南彝族ALL儿

童的纯合子突变TT基因型的是1例女孩，占2%；杂

合子突变TC基因型共有 9例：女孩 3例，男孩 6例，

占18%；野生型CC基因型共有40例，占80%。

表2 云南省儿童150例NUDT15 rs116855232
等位基因突变率/例

类别

彝族健康儿童

汉族健康儿童

彝族ALL儿童

纯合子突变

TT基因型

1
0
1

杂合子突变

TC基因型

7
11
9

野生型

CC基因型

42
39
40

2.4 ALL病人在6⁃MP治疗阶段，出现不同程度的

不良反应 不良反应有发热、白细胞降低、中性粒

细胞减少、血小板减少、感染性休克等骨髓抑制现
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象。结合临床症状，我们发现：ALL病人在接受 6⁃
MP 常规剂量治疗后，存在 NUDT15 基因纯合突变

TT病人的骨髓抑制现象是最严重的，杂合突变CT
病人有中度至重度的骨髓抑制现象，而NUDT15基

因野生型CC病人的骨髓抑制现象是最轻的。

3 讨论

NUDT15编码一种Nudix水解酶超家族的酶，是

硫嘌呤活化和毒性的负调控因子。NUDT15突变会

影响嘌呤类似药物的反应［15］，导致硫嘌呤代谢不

良，并与硫嘌呤诱导的早期白细胞减少有关。6⁃MP
与甲氨蝶呤（MTX）的结合是儿童ALL维持治疗的

重要组成部分［16］。但是，治疗剂量不合适时会引起

不良反应，如骨髓抑制、肝毒性、呕吐和食欲不振，

也会增加患白血病的风险［17］。在本研究中，病人出

现的不良反应，主要有发热、白细胞降低、中性粒细

胞减少、血小板减少、感染性休克等骨髓抑制现象。

为了减少6⁃MP的不良反应，对不同等位基因型的病

儿进行了剂量的调整。

6⁃MP的毒性与NUDT15遗传多态性有关［17］，具

有特定等位基因突变的病人需调整剂量，特别是纯

合突变基因型的病人。在ALL治疗中，NUDT15与

6⁃MP联合使用会避免6⁃MP诱导的白细胞减少有关

的炎症性肠病的发生，这与NUDT15种系变异（如错

义 SNP：rs116855232，诱导R139C）有关。这些变异

表现出种族特异性，例如，rs116855232的变异等位

基因在东亚和西班牙人中较高，但在高加索和非洲

人中较低［18］，因此，可通过整个基因筛选来确定硫

嘌呤的初始剂量。在本研究中，我们观察了6⁃MP的

毒性并评估了云南省彝族儿童 6 ⁃MP 耐受性与

NUDT15 变异之间的依赖关系。研究对象均根据

CCLG⁃ALL 2008方案或 CCCG⁃ALL 2015方案进行

治疗。在维持期间，根据血象调整6⁃MP剂量。维持

治疗阶段，6⁃MP计划每天 50 mg/m2，白细胞为 1.5×
109/L~3.0×109/L，中性粒细胞为 0.5×109/L~1.5×109/
L。服用 6⁃MP 后白细胞减少，6⁃MP 剂量调整：CC
（野生型）下调 65%~95%；TC（杂合型）下调 60%~
80%；TT（纯合型）下调 25%~40%，以维持白细胞数

为1.5×109/L~3.0×109/L，中性粒细胞数为0.5×109/L~
1.5×109/L左右。

NUDT15是亚洲人群中潜在的 6⁃MP敏感性的

主要因素之一，NUDT15 rs116855232纯合突变会增

加早期病人白细胞严重减少的发生率［19⁃20］。本研究

中，我们发现50例ALL病儿中，有1例是纯合的，9例
是 TC杂合子突变。有人提出基因NUDT15突变是

ALL儿童中6⁃MP骨髓毒性的重要影响因素［21］，进行

NUDT15基因检测对ALL个性化治疗具有重要的临

床意义，结合本研究结果，我们发现接受6⁃MP常规

剂量治疗的ALL病人中存在NUDT15基因纯合突变

TT的病人，其骨髓抑制现象是最严重的，杂合突变

CT 病人则出现中度至重度骨髓抑制现象，而

NUDT15基因野生型CC的病人出现的骨髓抑制现象

最轻。但是，在50例云南省彝族儿童ALL病人中，纯

合子突变TT基因型仅1例（女孩），占2%，杂合子突

变TC基因型共9（女孩3例，男孩6例）例，占18.0%，

而在彝族健康儿童中，纯合子突变TT基因型1例（男

孩），占2%，杂合子突变TC基因型共有7例，分别是

女孩3例和男孩4例，占14.0%，二者差异无统计学意

义，因此，在云南省彝族儿童ALL病人中NUDT15基
因突变的敏感性低，NUDT15基因不适合云南省彝族

儿童作为6⁃MP不良反应的相关检测基因。
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不典型症状急性心肌梗死 52例临床特点分析
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摘要：目的 对不典型症状急性心肌梗死和典型胸痛急性心肌梗死病人的临床特征以及治疗和预后进行观察。方法 回顾性

选择2016年6月至2018年5月上海交通大学医学院附属第九人民医院收治的急性心肌梗死病人共202例，其中不典型症状心

肌梗死52例，有典型胸痛心肌梗死150例，对两组病人进行临床特征观察比较。结果 与典型胸痛急性心肌梗死组比较，不典

型症状急性心肌梗死组发病年龄较大［（75.6±13.2）岁比（65.2±12.1）岁，P＜0.05］，女性（28.8%比18.7%，P＜0.05）及伴有糖尿

病（48.1%比 24.7%，P＜0.05）病人比例更高。其中非 ST段抬高型心肌梗死病人比例较典型胸痛组高（46.2%比 20.7%，P＜

0.05）。不典型症状心肌梗死病人组院前延误时间较长［（380±46）min比（240±21）min，P＜0.05］，在到达医院后确诊时间延长

［（125±23）min比（20±5）min，P＜0.05］，接受急诊再灌注治疗者比率低（38.5%比70.6%，P＜0.05）。不典型症状心肌梗死病人

住院期间B型钠尿肽水平更高［（501±102）pg/mL比（305±83）pg/mL，P＜0.05］，心超测得射血分数较低［（43.6±7.2）%比（48.2±
6.8）%，P＜0.05］，发生心力衰竭（30.8%比15.3%，P＜0.05）及心源性休克（9.6%比5.3%，P＜0.05）比例高。同时住院期间死亡

率（15.4%比6.7%，P＜0.05）较典型胸痛组高。结论 不典型症状急性心肌梗死病人较典型胸痛心肌梗死病人年龄大，并发症

多，就诊延迟，预后较差。

关键词：心肌梗死； 胸痛； 心力衰竭； 心钠素； 心电描记术； 不典型症状； 临床特点
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