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　　[摘要]　目的:分析常见髓系肿瘤基因突变在再生障碍性贫血(AA)中的发生率和特点,与 AA患者的临床

特征和免疫抑制治疗(IST)结果的相关性。方法:收集213例 AA患者初诊及IST后第6、12、24个月的外周血标

本,使用二代基因测序法对34种常见髓系肿瘤基因进行检测,分析基因突变特点与 AA患者的临床特征、IST疗

效及疾病转化之间的相关性。结果:初诊时32例患者检测到基因突变,突变频率为15.02%,18个基因发生总计

34次突变。突变次数最多的前3位基因分别为PIGA35.29%(12/34)、TET214.71%(5/34)、ASXL111.76%
(4/34);儿童组(0~18岁)、青中年组(18~59岁)及老年组(≥60岁)突变率分别为12.50%(4/32)、13.99%(20/

143)和21.05%(8/38);重型 AA患者突变发生率显著高于非重型 AA患者(20.20% vs10.53%,P=0.0487)。
环孢菌素治疗组突变发生率低于抗人胸腺细胞免疫球蛋白联合环孢菌素治疗组(0vs6.9%,P=0.018)。治疗

新出现预后不良基因突变2例,均无效。结论:AA患者的髓系肿瘤基因突变发生与疾病严重程度和治疗措施可

能有关,新出现髓系肿瘤相关基因突变可能与疗效不良有关。
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Abstract　Objective:Toanalyzetheincidenceofcommonmyeloidtumorgenemutationanditscorrelation
withtheclinicalcharacteristicsaswellasimmunosuppressivetherapy(IST)resultsinpatientswithaplasticanemia
(AA).Methods:Peripheralbloodsamplesfrom213AApatientswerecollectedatinitialdiagnosis,and6,12,24
monthsafterIST.Atotalof34commonmyeloidtumorgenesinbloodsamplesweredectedbythenext-generation
genesequencing(NGS).TheassociationbetweentheresultsofNGSandtheclinicalfeatures,efficacyofISTas
wellasdiseasetransformationofAApatientswaselevated.Results:Genemutationsweredetectedin32patients
atthetimeofinitialdiagnosis,andthemutationfrequencywas15.02%.Itwasfoundthat18genemutatedwith
atotalof34times.ThetopthreemutationswerePIGA(35.29%),TET2(14.71%)andASXL1(11.76%),re-
spectively.Themutationratesofchildrengroup(0-18yearsold),youngandmiddle-agedgroup(18-59yearsold)

andelderlygroup(≥60yearsold)were12.50%(4/32),13.99%(20/143)and21.05%(8/38),respectively.
ThemutationrateofSAApatientswassignificantlyhigherthanthatofnonSAApatients(20.20%[20/99]vs
10.53%[12/114],P=0.0487).Themutationrateofcyclosporintreatmentgroupwaslowerthanthatofanti-
thymocytoglobulinandcyclosporintreatmentgroup(0vs6.9%;P=0.018).Conclusion:Theoccurrenceofmye-
loidtumorgenemutationsinAApatientsmayberelatedtotheseverityofthediseaseandtreatmentmeasures,

andthenewmyeloidtumorrelatedgenemutationsmayberelatedtopoortherapeuticefficacy.
Keywords　aplasticanemia;immunosuppressivetherapy;cyclosporine;anti-thymocytoglobulin;myeloid

tumorgene;secondgenerationgenesequencing
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　　再生障碍性贫血(aplasticanemia,AA)是一种

获得性骨髓造血功能衰竭症,主要表现为骨髓造血

功能低下,全血细胞减少[1]。抗人胸腺细胞免疫球

蛋白(anti-thymocytoglobulin,ATG)联合环孢菌

素(cyclosporine,CsA)强化免疫抑制治疗(immune
suppressivetherapy,IST)对60%~70%的 AA 有

效,但有部分 AA 在IST后出现克隆性疾病转化,
如阵发性睡眠性血红蛋白尿症(paroxysmalnoc-
turnalhemoglobinuria,PNH)、骨髓增生异常综合

征(myelodyplasticsyndromes,MDS)和急性髓系

白血病(acutemyeloidleukemia,AML),这些疾病

与 AA 存在一定关联[2]。近年来二代基因测序

(next-generationgenesequencing,NGS)为 AA 这

类细胞少取材差不易研究疾病提供了新方法,提示

AA存在克隆性造血,并可能与IST 疗效,克隆性

疾病转化有关。但东亚人群中非严重型 AA(non-
severeAA,NSAA)和CsA治疗患者中NGS结果、
临床特征与严重型 AA(severeAA,SAA)之间异

同尚无报道。我们对此进行了初步总结分析,现报

告如下。
1　资料与方法

1.1　资料

选取2015年8月—2018年8月就诊于南京医

科大学附属江宁医院及江苏省人民医院血液科的

AA患者共213例,男106例,女107例,中位年龄

39.5(4~85)岁。
1.2　诊断

按照2016年英国再生障碍性贫血诊断治疗指

南[3],AA程度分级:(1)重型诊断标准(Camitta标

准):①骨髓细胞增生程度<正常的25%;如≥正

常的25%但<50%,则残存的造血细胞应<30%。
②血常规:需具备下列3项中的2项:ANC<0.5×
109/L;校正的网织红细胞<1%或绝对值<20×
109/L;BPC<20×109/L。③若 ANC<0.2×109/
L为极重型AA。(2)非重型AA诊断标准:未达到

重型标准的 AA。
1.3　靶向基因二代测序

1.3.1　目标基因筛选和多重 PCR引物设计　利

用IonAmpliSeqDesigner引物设计工具,目标基因

(ASXL1、BOCR、BOCR1、CALR、CSF3R、
EZH2、PIGA、GATA2、MLL、ETV6、RUNX1、
TP53、CBL、CEBPB、DNMT3A、IDH1、IDH2、
JAK2、KIT、MPL、NPM1、NRAS、PHF6、
SETBP1、SF3B1、SRSF2、SH2B3、TET2、
U2AF1、ZRSR2、PHF6、PDGFRA、AML1、WT
和FLT3)进行多重PCR引物设计,扩增产物长度

在350~375bp。
1.3.2　样本制备　抽取患者新鲜血液标本,使用

血液 DNA 提取试剂盒提取 DNA。使用 Qubitds-

DNA测定浓度和纯度。
1.3.3　NGS 测 序 　 ① 构 建 文 库:经 扩 增 目 标

DNA、加barcode接头、纯化扩增文库后,采用 Qu-
bitdsDNA试剂盒对文库定量。②乳液 PCR 和阳

性模板富集:采用IonPGMTMTemplateOT2200
进行乳液 PCR,PCR 产物用 Dynabeads-MyOne-
StreptavidinC1Beads进行阳性模板富集。③Ion
TorrentPGM 测序:用Ion316TMChipKit,在PGM
上测序,测序结果用相关生物信息学软件进行分

析,得到整体数据量、变异信息、平均测序深度和参

考序列匹配程度等数据。原始结果经过二次过滤

条件,得到最终结果。
依据 文 献 相 关 报 道,将 突 变 组 DNMT3A、

ASXL1、TP53、RUNX1、CSMD1、JAK2、JAK3、
AML1 分为预后不良组,突变组BCOR、BCOR1、
PIGA 分为预后良好组,TET2、RIT1、SETBP1、
GNAS、PRC2、LAMB4、WT1、DH2、CUX1、
RBBP4、CBL、PRPF8、BRCC3、PEG3、ATRX、
PHF6、ATM、KRAS、MPL、NF1、POT1、
RAP1A、STAT3、DIS3、SH2B3、TERT 为预后

中等组[3]。
1.4　统计学处理

统计分析采用SPSS20.0软件。率的比较均采

用χ2 检验,样本用精确法计算,数量差别采用独立

样本的t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　基因分布的特点

32例(15.02%)发生突变,共检测到18种基

因发生34次突变,2种基因突变2例,单基因突变

30例。突变次数最多的前3位基因分别是PIGA
(12/34,35.29%)、TET2(5/34,14.71%)、ASXL1
(4/34,11.76%),其 余 TP53、SH2B3、SF3B1、
BCOR、DNMT3A 各有2次(2/34,各占5.88%),
CEBPA、KRAS、CSF3R 各1次(1/34,各占2.94%)。

表观遗传学(ASXL1,DNMT3A,TET2):共
11/34次突变,突变率32.35%;转录因子和激酶系

统等(KRAS,BCOR,CEBPA):共4/34次突变,
突 变 率 11.76%;TP53 突 变:2/34 次,突 变 率

5.88%;剪接子复合物(SF3B1,SH2B3,CSF3R)
突变:5/34次,突变率14.71%;PIGA 突变:12/34
次,突变率35.29%。

男 女 突 变 率 相 当:13.21% (14/106)vs
16.82%(18/107),P=0.301。突变组与无突变组

在平均年龄上差异无统计学意义(34.5岁vs38.5
岁,P=0.529)。

儿童组(0~18岁)、青中年组(18~59岁)及老

年组(≥60岁)AA 患者的突变率分别为12.50%
(4/32),13.99%(20/143),21.05%(8/38),3组间

突变率差异无统计学意义(P=0.181)。
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32例突变患者中有8例进行第2次检测,6例

患者 的 SF3B1、ASXL1、PIGA、TET2、TP53、
DNMT3A 突 变 基 因 消 失,另 外 2 例 患 者 的

PIGA、ASXL1 基因突变持续存在。ATG 治疗后

新出现突变6例(均是第1次检测无突变患者),其
中2例BCOR 突变,均有效;2例PIGA 突变,1例

有效;另外RUNX1 突变1例,AML1 及ASXL1
同时突变1例,对IST无效。
2.2　基因突变与疾病严重程度

SAA组及 NSAA 组突变率分别为 20.20%
(20/99)和10.53%(12/114),差异有统计学意义

(P=0.0487);SAA组中基因突变预后良好、预后

中等、预后不良构成分别为 5/99(5.05%)、9/99
(9.09%)、5/99(5.05%)(其中1例合并 ASXL1
及BCOR 突变),NSAA 组中基因突变预后良好、
预后中等、预后不良构成分别为1/114(0.87%)、
3/114(2.63%)、7/114(6.14%)(其 中 1 例 合 并

ASXL1 及PIGA 突变),预后组构成差异无统计

学意义(P=0.188)。
SAA、NSAA 中 PIGA 突变比例4.04%(4/

99)vs7.02%(8/114)(P=0.347),表观遗传学突

变比例35.00%vs25.00%(P=0.412)及转录因

子和激酶系统20% vs0(P=0.485),均差异无统

计学意义。
2.3　基因突变与疾病疗效的关系

2.3.1　IST 与突变基因分布　各有87例和108
例患者使用 ATG 或 CsA 治疗,另有18例患者使

用其他治疗方法,未纳入分析。结果发现 ATG 治

疗有效率为66.67%(58/87),其中20例突变,16
例治疗有效,有效率为80.00%(16/20);67例无突

变,有效率为62.69%(42/67),疗效差异无统计学

意义(P=0.14)。108例CsA 治疗患者,治疗有效

率为68.52%(74/108),其中11例突变,治疗有效

率为54.55%(6/11),死亡1例;97例无突变,治疗

有效率为70.10%(68/97),疗效差异亦无统计学

意义(P=0.47)。ATG组预后良好、预后中等、预
后不良各有5例(5.75%)、76例(87.36%)、5例

(5.75%)(其中1例合并ASXL1 及BCOR 突变),
疗效差异无统计学意义:80.00%(4/5)、67.11%
(51/76)、60.00%(3/5)(P=0.88);CsA 组预后良

好、预后中等、预后不良各有6例(5.56%)、101例

(93.52%)和0例(1例合并ASXL1及BCOR 突

变),疗效也差异无统计学意义:66.67%(4/6)、
68.32%(69/101)(P=1.00)。ATG 联合 CsA 治

疗后6例(6/87,6.9%)出现突变,但 CsA 后未有

新出现突变(P=0.018)。
2.3.2　克隆转化及死亡　9例患者死亡(4.23%,
9/213),其中突变组死亡2例(6.25%,2/32),无突

变组死亡7例(3.87%,7/181)(P=0.89)。无突

变组转化 MDS4例(2.21%,4/181),转化 AML

2例(1.10%,2/181),转 化 为 滤 泡 淋 巴 瘤 1 例

(0.55%,1/181),而突变组未见克隆转化。
3　讨论

Kulasekararaj等[4]对57例 AA 患者进行835
个与造血功能衰竭或髓系肿瘤相关的体细胞突变

基因进行筛查(该研究鉴于 PNH 与 AA 密切关

联,排除了PIGA 基因),并在93例患者中验证。
此外,对150例 AA 患者进行体细胞突变基因筛

查,结果发现29例(19%,29/150)有基因突变,主
要累及ASXL1(12例)、DNMT3A(8例)、BCOR
(6例)。Yoshizato等[5]在156例(36%)患者中发

现了249个基因突变,最常见的突变基因是BCOR
和BCORL1(9.3%),PIGA (7.5%),DNMT3A
(8.4%)和ASXL1(6.2%)。我们的结果与既往研

究类似,PIGA 和BCOR 两个预后良好的基因突变

最常见,其余常见的是表观遗传学相关基因突变:
ASXL1 和DNMT3A。DNMT3A 和ASXL1 突

变在 MDS、AML 中 常 见,但 AA 最 常 见 的 是

BCOR/BCORL1 和PIGA 突变,另一些突变基因,
如剪接子复合物基因、JAK2、RUNX1、和 TP53
等与 MDS、AML关联性更强的基因在 AA中突变

率低,提示 AA 与 MDS、AML在克隆选择上存在

不同的离散机制。
与文献报道不同的是,本文发现TET2 突变

比率高于ASXL1 和DNMT3A。目前已经发现

TET2 突变与炎症相关,并可能抑制造血。艾曲波

帕[6]可能改善TET2 突变诱发的造血抑制,临床上

是否对此类AA有更好的疗效,值得进一步观察。
有报道显示,随着年龄增加外周血液样本中表

观遗传学相关基因,如ASXL1 和DNMT3A 基因

突变会增高[7-8]。Yoshizato等[5]发现不良预后的

体细胞突变与大龄、男性有关。但本文未发现髓系

基因突变在性别、年龄中存在关联,可能与涉及基

因较多,样本量相对不足有关。与文献报道结果类

似[4-5],在采用 ATG 联合 CsA 或 CsA 单药治疗

SAA 或 NSAA 的 疗 效 未 见 差 异;与 Yoshizato
等[5]报道相同,经连续测序克隆分析,本研究中

2例IST后出现RUNX1、AML1 及ASXL1 基因

突变的克隆者对IST反应差。
本文 还 发 现 SAA 组 患 者 的 突 变 率 高 于

NSAA,可能是由于SAA的造血干/祖细胞有着更

重的免疫/炎症损伤和更大的选择压力,导致 NGS
发现异常比例较高;而且 ATG联合CsA后出现基

因突变的概率高于CsA单药治疗者。
总之,我们的结果初步显示 AA患者存在克隆

造血,最常见的是PIGA 和BCOR 两个预后良好

的基因突变和表观遗传学相关基因突变,但治疗后

出现的预后不良基因者IST疗效差;AA 的克隆造

血与疾病严重、治疗措施可能相关,值得进一步积

累数据分析。
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11例白血病异基因造血干细胞移植后复发行
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　　[摘要]　目的:研究第二次异基因造血干细胞移植(allo-HSCT)治疗白血病的疗效,探讨如何提高二次移植

的成功率。方法:总结本院2012—2019年11例因allo-HSCT后复发行第二次allo-HSCT(更换供者)的急性白血

病患者的临床资料,回顾性分析其治疗过程及转归,并分析二次移植前患者的缓解状态、供者选择、预处理方案等

对总生存、无病生存、复发死亡率、移植相关死亡率等移植疗效的影响。结果:11例患者在二次移植后均获得早

期缓解,随访至今,2例患者无病存活,存活时间分别为9个月、18.4个月,2例患者因移植后合并症(血栓性微血

管病/肺部移植物抗宿主病)死亡,7例患者因复发死亡。其中早期死亡(移植后3个月内)2例,二次移植至死亡

中位时间为9个月(2~48个月)。11例患者二次移植后中位总生存期11个月(2~18.4个月),中位无病生存期

6个月(1~18.4个月),复发死亡率63.6%,移植相关死亡率18.2%。结论:二次移植是治疗allo-HSCT后复发

的一种有效手段,部分患者可获得长久无病生存,但二次移植合并症多、复发率高,需要慎重考虑,强化预处理、更
换供者、缓解期行二次移植被认为是提高二次移植疗效的可能手段。
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Abstract　Objective:Tostudytheefficacyofthesecondallogeneichematopoieticstemcelltransplantation(al-
lo-HSCT)inthetreatmentofrecurrentleukemiaafterthefirstallo-HSCT,andtoexplorehowtoimprovethe
successrateofthesecondtransplantation.Methods:Theclinicaldataof11patientswithacuteleukemiawhore-
ceivedthesecondallo-HSCT(donorchange)inourhospitalfrom2012to2019duetotherecurrenceafterthefirst
allo-HSCTweresummarized.Thetreatmentprocessandoutcomewereretrospectivelyanalyzed.Theeffectsof
remissionstatus,donorselectionandpreconditioningregimenofthepatientsbeforethesecondtransplantationon
thetransplantationefficacy,suchasoverallsurvival,progression-freesurvival,recurrenceanddeath,andtrans-
plant-relatedmortalitywerealsoanalyzed.Results:The11patientsobtainedearlyremissionafterthesecond
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