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【摘要】 目的 用改良的杂交探针结合溶解曲线新方法检测急性髓性白血病 c-kit 基因 17 号外显子

上基因突变。方法 利用 Primer Premier v5. 00、Tm Utility v1. 3 等软件设计引物探针，两个阶段探针分别针对

D816、N820 和 N822 等突变热点。取患者 DNA 样品 5 μl 进行 PCR 扩增及熔解曲线分析，PCR 扩增产物进行

测序分析并与熔解曲线分析方法进行比较。结果 阳性质粒灵敏度试验的结果显示，N820G 的灵敏度为

10%，其余突变灵敏度均能达到 5%。12 例 CBF-AML 标本中，5 例检测为阳性，突变率为 41. 7%，测序结果与

测序检测结果相符。结论 新方法具有方便快速、灵敏度高、特异性好等特点，可用于 CBF-AML 患者的个体

化诊断和治疗。
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【Abstract】 Objective To detect c-kit gene mutations of acute myeloid leukemia in the hotspot exon 17 of

the c-kit gene using a modified hybridization probe combining with melting curve．Methods Primer Premier v5. 00
and Tm Utility v1. 3 software were used to design the primers and probe，the probe contained two parts，the first
segment of the probe could detect mutations around D816 and the second segment could detect mutations at N820 and
N822. 5 μl DNA samples from patients were used for PCR amplification and melting curve analysis． PCR products
were sent to be sequenced，these results were compared with those of the mutation-positive plasmids． Results The
detection sensitivity on positive control plasmids was 10% for N820G and 5% for the other mutations． c-kit mutations
were identified in 5 of 12 patients with CBF-AML ( 41. 7% ) ，the result was confirmed by sequencing analysis．
Conclusion The new method is simple，rapid，and specific with high sensitivity and could be used in individual
diagnosis and treatment of CBF-AML patients．
【Key words】 Leukemia; Proto-oncogene proteins c-kit; Mutation; Melting curve analysis

在急性髓系白血病( acute myeloid leukemia，AML)

中约 50%的患者伴有特征性的染色体易位，其中比较

常见的 t( 8; 21 ) ( q22; q22 ) 及 inv ( 16 ) ( p13. 1; q22 ) / t
( 16; 16) ( p13. 1; q22 ) ，分别形成 AML1-ETO 及 CBFB-
MYH11 两种融合基因［1］。因为 AML1 编码核心结合因

子( core binding factor，CBF) 基因 α 亚基，CBFB 编码 β
亚基，而 AML1-ETO 及 CBFB-MYH11 干扰了正常 CBF
的功能，所以带有 AML1-ETO 或 CBFB-MYH11 的急性

髓系白血病称为 CBF-AML，约占 AML 的 15%［2-3］。

c-kit 受体是一种由 c-kit 原癌基因编码的Ⅲ型跨

膜受体酪氨酸激酶，其配体为干细胞因子 ( stem cell
factor，SCF) ，c-kit 基因突变引起 c-kit 受体的持续活化，

从而赋予了造血前体细胞增殖或生存优势，是导致

CBF-AML 发生发展的机制之一，CBF-AML 患者中 c-kit
基因第 8 和 17 号外显子突变的发生率较高，成为 CBF-
AML 患者中最常见的一种分子遗传学异常［3-4］，检测

CBF-AML 的 c-kit 基因突变对于评价患者预后，制定个

体化治疗方案有重要意义。我们建立了一种新的探针

结合溶解曲线法检测 c-kit 基因突变，并对本方法进行

验证。

资料与方法

一、临床标本

2008 年 7 月至 2010 年 1 月，在厦门大学附属中山
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医院共收集 107 份白血病患者的骨髓( 2 ml) 标本。全

部病例经骨髓形态学及免疫分型分析，符合白血病的

诊断标准。其中有 12 份 CBF-AML 标本。
二、DNA 提取

采血 24 h 内，利用血液基因组 DNA 提取盒( 天根

生化科技有限公司，北京) 对血液基因组 DNA 进行提

取，根据吸光度( A) 260 值确定所抽提 DNA 浓度，并将

基因组 DNA 样品稀释至 10 ng /μl。
三、引物探针设计

利用 Primer Premier v5. 00、Tm Utility v1. 3 等软件

设计引物探针，所有引物及探针均委托上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。两个阶段探针分别针对

D816 和 N820，N822 等突变热点进行检测( 表 1) 。

表 1 引物和探针序列

引物探针名称 序列( 5'→ 3')

d-kit17-F1 ACAGAGACTTGGCAGCCAGAA

d-kit17-R TTGCAGGACTGTCAAGCAGAG

D816-ROX ROX-TGGTCTAGCCAGAGaCATCAA-BHQ

N822-HEX HEX-TGATTCTAATTATGTGGTTAAA-NH2

四、阳性质粒构建

以野生型 293T 细胞的基因组 DNA 为模板，参考

文献方法［5-6］ 构建阳性突变质粒。所构建质粒包括:

D816WT，D816V，D816Y，D816H，D816F，N822K ( A ) ，

N822K ( G ) ，N820G。其 中 D816WT 含 野 生 型 序 列，

D816V 指编码 816 号氨基酸的 GAC 碱基突变为 GTC，

致使 D( Asp，天冬氨酸) 转变为 V( Val，缬氨酸) 。
五、PCR 反应体系及扩增、检测程序

PCR 反 应 为 25 μl 体 系，包 括 1 × SSP buffer
［67 mmol /L Tris-HCl，16. 6 mmol /L ( NH4 ) 2SO4，

6. 7 μmol /L EDTA，0. 085 mg /ml BSA ］，4 mmol /L
Mg2 + ，0. 2 mmol /L dNTP，上游引物 1 pmol，下游引物

10 pmol，探针 D816-ROX、N822-HEX 均为 2 pmol，Taq
HS 1 U，ddH2O 补足至 20 μl，模板 5 μl。

在 BIOER gene-pro 基因扩增仪器上按以下扩增程

序进行扩增: 95 ℃ 20 s，52 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 50 个

循环。扩增完成后在 Biorad CFX96 实时荧光 PCR 仪

上进行熔解曲线分析: 从 35 ℃ 上升到 80 ℃，每上升

0. 5 ℃采光一次( HEX 与 ROX 通道) 。
六、标本检测及测序

取患者 DNA 样品 5 μl 进行 PCR 扩增及熔解曲线

分析。将 12 份 CBF-AML 患者标本 PCR 扩增产物送至

上海美吉生物医药科技有限公司完成测序，结果与熔

解曲线分析方法进行比较。

结 果

一、质粒灵敏度试验

为了对所建检测体系的灵敏度进行考察，我们将

含 c-kit 基因序列的野生质粒与 7 个突变质粒进行掺

杂，作为模拟的阳性标本。突变质粒包括: D816 位点

的 4 个热点突变，D816V、D816Y、D816H、D816F; N822
位点的 2 个热点突变，N822K( A) 、N822K( G) ; N820 位

点的 1 个热点突变 N820G。
混合质粒的检测显示，N822K ( A) 、N822K ( G) 的

检测灵敏度约为 5%，而 N820G 突变的检测灵敏度约

为 10%。
二、CBF-AML 标本的熔解曲线分析及测序分析

对于 12 份 CBF-AML 标本进行溶解曲线分析，发

现 5 例溶解曲线异常，提示存在 C-kit 基因突变。检测

结果见图 1。熔解图分为两个部分，ROX 信号与 HEX
信号。ROX 信号的熔解图显示 4 份患者样本的熔解曲

线与野生型不同，证明有 D816 位点突变的存在。1 份

患者样本存在 HEX 信号的熔解峰异常，显示存在 N820
或 N822 位点的突变。不同标本的熔解曲线峰高有所

差异，这可能是由于 DNA 标本放置时间不同、降解程

度不同所致。
我们将此 12 份患者标本进行测序验证，发现 5 份

c-kit 突变阳性标本中涉及 3 种突变，包括 D816H 突变

( 1 份) ，D816V 突变( 3 份) ，N822K( A) 突变( 1 份) ，而

其余 7 份标本均无突变。这进一步验证了本方法的准

确性。
三、非 CBF-AML 标本的熔解曲线分析

为了考察 c-kit 基因在其他类型的白血病标本中的

突变情况，我们进一步考察了 95 份非 CBF-AML 的标

本，包 括: AML 58 份 ( 不 带 有 AML1-ETO 或 CBFB-
MYH11) ，急性淋巴细胞白血病( ALL) 25 份，慢性粒细

胞白血病( CML) 10 份，慢性嗜酸粒细胞白血病( CEL)

2 份。

讨 论

检测急性白血病的基因突变对白血病的诊断、预

后分析和制定化疗策略具有重要价值，对 NPM1 基因、
N-ras 和 CEBPA 基因突变检测对白血病的临床价值已

有公认［5-6］，但 c-kit 基因突变的意义和检测方法研究较

少。目前多使用以下四种方法检测 c-kit 基因突变:

( 1) 扩增耐突变系统( Amplification Refractory Mutation
System，ARMS) ［7］，选择性高，但 ARMS 对引物要求高，

检测的突变位点少，检测方法十分繁琐。( 2) 高分辨溶

解法( High-Resolution Melting) 方法［8］利用 DNA 分子本
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身的熔解特性对 DNA 的突变情况进行扫描，材料简

单，但 HRM 体系较为敏感，如标本中盐离子浓度不同

就会影响结果的判断。( 3 ) 杂交探针法( Hybridization
Probe) ［9］可以对热点 D816 附近位点进行检测，但对于

其他热点突变无能力。( 4 ) 变性高效液相色谱 ( DH-
PLC) 结合直接测序的方法［10］为目前常用方法，该方法

需要对 PCR 产物进行后处理容易产生污染，操作较繁

琐，不适合临床检测应用。需要探索一种简便，准确，

高效的 c-kit 基因突变检测方法。本文对探针熔解曲

线［11］方法进行改良，利用一种新的探针排布策略，建立

了新的溶解曲线检测法，本文结果显示，该方法可以检

测几乎所有的外显子 17 热点突变，具有方便快速、灵

敏度高、特异性好的特点。
本研究采用一个淬灭基团同时对两个荧光报告基

团进行淬灭，探针前半部分亦为独立的自淬灭探针，5'
端标记荧光基团，3'端标记 BHQ 荧光淬灭基团，同时 5'
端的前三个碱基硫代磷酸化修饰以防止 DNA 聚合酶

的 5'外切酶活性对探针的剪切作用。在退火阶段探针

与扩增产物结合，进行熔解曲线分析显示出产物独特

的序列信息; 探针后半部分是一个 5'标记荧光基团的

寡核苷酸序列，这样该寡核苷酸序列与前半部分共形

成一个杂交探针，退火阶段与扩增产物结合，经熔解曲

线分析可对该探针覆盖区域的序列情况进行分析。这

种改良探针的优点在于能够同时对两段探针覆盖序列

进行分析，可以检出该区域所有的突变位点。
肿瘤标本既有野生型细胞，也有突变型细胞。野

生型模板的存在可能会干扰突变模板的检测，因此灵

敏度是一个很关键的评价标准。作为 c-kit 突变检测的

金标准，测序的灵敏性一般能够达到 20% 左右［9］。相

比之下，本方法具有更高的灵敏度。除了 N820G 的灵

敏度 为 10%，其 余 突 变［N822K ( A ) 、N822K ( G ) 、
D816V、D816Y、D816H、D816F］的 灵 敏 度 均 能 达

到 5%。
应用本文的方法对 12 例 AML-ETO 阳性白血病样

本进行分析，2 份检测失败，可能与标本量较少有关，其

余 10 份标本中共检出 5 份 c-kit 基因突变，阳 性 率

50%，接近于文献报道的 12. 8% ～46. 8%［9］。
此外我们亦研究了 c-kit 突变在非 CBF-AML 患者

中是否存在，进而考察了 95 份非 CBF-AML 的白血病

标本中 c-kit 基因突变的情况，但均未检出 c-kit 突变。
这些结果显示，c-kit 外显子 17 突变主要发生在 CBF-
AML 中，在其他类型的白血病( 包括髓系白血病、淋巴

细胞白血病) 中极为少见。
总的来说，本研究建立了一种新型的 c-kit 突变检

测方法，可用于外显子 17 热点突变的筛选，具有方便

快速、灵敏度高、特异性好的优点，将有助于对 CBF-
AML 患者的分类与个体化治疗。
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