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目的
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探讨亚甲基四氢叶酸还原酶"

U3Y\E

$及巯嘌呤甲基转移酶"

3ZU3

$单核苷酸基因多态

性"

V6Z

$对急性淋巴细胞白血病"

;77

$儿童化疗后不良反应的影响%方法
!

选择
1%$0

年
$

月至
1%$)

年
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月

对该院儿内血液科收治的
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例
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患儿!采用梯度
Z2E

及
X6;

测序技术!检测
U3Y\E2)--3

&

;$1(/2

及
3ZU3;-$(]

&
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的基因型!比较不同
V6Z

与化疗后不良反应的关系%结果
!

;77

患儿
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2)--3

和
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的突变率分别为
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和
00&(%D

!

3ZU3;-$(]

&

]0)%;

的突变率分别为
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及

(&$/D
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U3Y\E;$1(/;2

发生血小板降低的比例"

1/&$'D

$高于
;$1(/;;

基因型"
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$与
;$1(/22

基

因型"

/&''D

$!比较差异有统计学意义"
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$

%&%:
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U3Y\E;$1(/;;

发生黏膜损伤的比例"

(&1)D

$低于

;$1(/;2

基因型"
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$与
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基因型"

:%&%%D

$!比较差异有统计学意义"
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U3Y\E
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等基因型与化疗后不良反应比较差异均无统计学意义"
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急性淋巴细胞白血病$
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&是儿童期常见的恶

性肿瘤#发病数占儿童恶性肿瘤的
1:D

"

':D
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(

)绝

大多数
;77

患儿单纯依靠化疗就能获得长期的无病

生存状态'

1.'

(

)甲氨蝶呤$

U3e

&*

).

巯基嘌呤$

).UZ

&

是治疗儿童
;77

的重要化疗药物#但其不良反应会

影响患儿化疗的顺利进行)亚甲基四氢叶酸还原酶

$

U3Y\E

&是叶酸代谢中的限速酶#巯嘌呤甲基转移

酶$

3ZU3

&是
).UZ

代谢分解的重要酶之一)二者单

核苷酸基因多态性$

VXZ

&对于
U3e

及
).UZ

化疗的

不良反应有一定相关性'

0.:

(

)对
U3Y\E

及
3ZU3

'0'$

重庆医学
1%$/

年
0

月第
0-

卷第
$%

期



单核苷酸基因多态性$

VXZ

&的研究#可以为
;77

患

儿个体化治疗提供依据)

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

选择
1%$0

年
$

月至
1%$)

年
$%

月在

本院儿内血液科确诊并住院治疗的汉族
;77

患儿
(/

例为研 究 对 象)其 中#男
)0

例#女
'0

例#年 龄

$

:&')h1&$0

&岁)所有
;77

患儿的诊断均符合全国

儿童
;77

诊疗建议'

)

(

)根据临床危险度对患儿分

组'

-

(

!高危组
$)

例#男
$$

例#女
:

例#年龄$

)&%'h

1&1)

&岁%中危组
'(

例#男
1-

例#女
$1

例#年龄

$

:&(0h1&)0

&岁%标危组
0'

例#男
1)

例#女
$-

例#年

龄$

:&-)h1&'/

&岁)患儿经前期强化及巩固治疗都

已达完全缓解后进入维持治疗)本研究获医院伦理

评审委员会批准#所有患儿家长均知情同意)

B&C
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方法

B&C&B

!

治疗方案
!

根据儿童
227].;771%%/

方案#

全部患儿均行大剂量$
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&

.U3ei

醛氢叶酸$
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&
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).UZ

方案化疗#

U3e

行
10H

静脉滴注#先以
$%D

突

击剂量在
%&:H

内快速静滴#其余
(%D

在
1'&:H

内均

匀滴入)中危与高危组
U3e

剂量为
:

L

"
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1

#标危组

为
'
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"

O

1

)突击量
U3e

滴后
1H

内#中危与高危组

以
U3e

*地塞米松及阿糖胞苷等三联药物进行
$

次

鞘内注射#标危组以
U3e

进行
$

次鞘内注射)

U3e

开始
01H

后以剂量为
$:O

L

"

O

1 的
2\

解救#给药间

隔为
)H

#给药频次为
)

"

/

次)

YX.U3e

前
:!

以大

剂量水化碱化$液体总量如下!中高危
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"
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,
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#标危
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,
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#

总碱量
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,

O
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,

!

S$

&)与此同时#每天临睡前

顿服
).UZ1:O

L

"

O

1

)治疗期间监测
10H

水量出

入#并使尿
C

Y

值维持在
-&%

"

/&%

)化疗时常规保护

重要脏器*胃肠道与口腔黏膜)
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基因分型检测

B&C&C&B

!

主要试剂与仪器
!

b8;9O

C

E6;T?""!

U#,# #̀F

试剂盒购自天根生化科技有限公司#

EIQIM+I

3M9,+<M#

C

F9+Ie7

逆转录试剂盒购自大连
39A9M9

公

司#琼脂糖购自西班牙
ZH9MOIM#+<"

公司#所有引物均

由华大基因科技公司合成)主要仪器为梯度
Z2E

检

测仪$德国
T#"OIFM9

公司&*核酸电泳系统$美国
T#".

E9!

公司&)

B&C&C&C

!
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提取及
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制备
!

抽取患儿外周血

1O7

#

5X3;
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保存)使用
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C
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EIQIM+I3M9,+<M#

C

F9+I

e7

逆转录试剂盒制备
<X6;

#均按试剂盒说明书操作)
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引物设计
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获取
U3Y\E

及
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的 核 苷 酸 序 列#

U3Y\E 2)--3

*

U3Y\E

;$1(/2

的引物设计依据伍艳鹏等'

/

(文献#
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;-$(]

*

3ZU3 ]0)%;

的 引 物 设 计 分 别 参 照

;VY;B;8X

等'

(

(与
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等'
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(的文献)
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U3Y\E2)--3

与
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%
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变性
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#
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#
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g

延伸
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#共进行
')

个循环%之后
-1 g
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:

O#,

)

3ZU3;-$(]

*

3ZU3 ]0)%;
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为
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!去离子水
':&-:

%

7

*正向与反向引物$
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#
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#
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)反应条件均为
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#
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共
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个循环%之后
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Z2E

产物电泳及测序
!

取待测
Z2E

产物
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%

7

及
U9MAIM-&:

%

7

#加入
'D

琼脂糖凝胶孔内#

电泳
)%O#,

#电压为
)%OB

#凝胶成像系统拍照)有

异常条带的样本原液送华大基因科技公司纯化后直

接测序)

B&C&D

!

不良反应评价
!

参照美国国立癌症研究所常

规毒性判定标准$

628.232

&

'

$$

(记录研究对象化疗过

程中发生的不良反应#观察指标为!黏膜损伤表现为

口腔炎%胃肠道反应以腹泻*呕吐为主%肝脏毒性主要

表现为丙氨酸氨基转移酶及天门冬氨酸基转移酶升

高%骨髓抑制主要以血小板及血红蛋白下降#外周血

中性粒细胞降低)分级大于
,

级为化疗不良反应)
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统计学处理
!

采用
VZVV11&%

统计软件进行分

析#计量资料用
KhG

表示#组间比较采用
?

检验%计数

资料用率表示#组间比较采用
!

1 检验#检验水准
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为差异有统计学意义)

C

!

结
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果
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基因型分布
!

(/

例
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及
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各位点基因型在不同临床分组中

比较差异均无统计学意义$

H

%

%&%:

&#见表
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患儿
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和
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的突变率分别为
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各位点基因型在不同临床分组中比较差异均

无统计学意义$
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$
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$
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$

$
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$
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高危组
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$
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&

1

$

$1&:%

&

$

$
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&

$0

$

/-&:%

&

$

$

)&1:

&

$

$

)&1:

&

!

1

$&%1 $&0-

H %&($ %&/'

C&D

!

U3Y\E

基因型与化疗不良反应的关系
!

(/

例

;77

患儿中#出现血小板减少*血红蛋白降低和中性

粒细 胞 减 少 的 分 别 有
$0

例 $

$0&1(D

&#

:$

例

$

:1&%0D

&和
-/

例$

-(&:(D

&#发生黏膜损伤
1:

例

$

1:&:$D

&#肝脏毒性
1$

例$

1$&0'D

&及胃肠道反应

')

例$

')&-'D

&)

2)--3

各
V6Z

相关化疗后不良反

应比较差异均无统计学意义$

H

%

%&%:

&%

;$1(/;2

出

现血小板减少的比例$

1/&$'D

&高于
;$1(/;;

基因

型$

-&0$D

&与
;$1(/22

基因型$

/&''D

&#

;$1(/;;

发生黏膜损伤的比例$

(&1)D

&低于
;$1(/;2

基因型

$

0'&-:D

&与
;$1(/22

基因型$

:%&%%D

&#比较差异

均有统计学意义 $

H

$

%&%:

&#其余不良反应与

;$1(/2

各
V6Z

比较差异均无统计学意义$

H

%

%&%:

&#见表
'

)

C&E

!

3ZU3

基因型与化疗不良反应的关系
!

;-$(]

各
V6Z

相关化疗后不良反应比较差异均无统计学意

义$

H

%

%&%:

&#

]0)%;

各
V6Z

各相关不良反应比较

差异均无统计学意义$

H

%

%&%:

&#见表
0

)

表
'

!!

U3Y\E2)--3

(

;$1(/2

基因多态性与化疗后不良反应的关系&

(

'

项目
(

2)--3

22 23 33

!

1

H

;$1(/2

;; ;2 22

!

1

H

血小板减少
$0 ) : ' %&// %&)0 0 ( $ -&00 %&%1

血红蛋白降低
:$ $) 11 $' 1&$0 %&'0 '$ $) 0 1&') %&'$

中性粒细胞减少
-/ 1) '( $' 1&10 %&'' 00 1- - '&($ %&$0

黏膜损伤
1: / $$ ) %&0) %&/% : $0 ) $)&/( %&%$

肝脏毒性
1$ $% - 0 1&)% %&1- $1 - 1 %&$( %&($

胃肠道反应
') $' $: / %&)- %&-$ $) $- ' :&:/ %&%)

表
0

!!

3ZU3;-$(]

(

]0)%;

基因多态性与化疗后不良反应的关系&

(

'

项目
(

;-$(]

;; ;] ]]

!

1

H

]0)%;

]] ]; ;;

!

1

H

血小板减少
$0 $1 1 % 1&%$ %&'- $' $ % %&/$ %&)-

血红蛋白降低
:$ 0/ 1 $ 0&%( %&$' 0( 1 % 0&() %&%/

中性粒细胞减少
-/ -$ 0 ' '&/1 %&$: -1 ' ' $&'' %&:1

黏膜损伤
1: 1' $ $ %&)0 %&-' 10 $ % $&:: %&0)

肝脏毒性
1$ 1% $ % $&-: %&01 $( $ $ %&%0 %&(/

胃肠道反应
') '0 $ $ 1&0$ %&'$ '1 1 1 %&): %&-'

D

!

讨
!!

论

!!

随着众多基因的
V6Z

位点的发现#

;77

患儿的

用药个体化与基因多态性的关系正日益得到关注#影

响
;77

患儿化疗药物代谢的基因多态性已被作为

;77

化疗不良反应与预后的预测因素)抗叶酸剂

U3e

是治疗
;77

的重要药物#

U3e

经膜叶酸受体

及还原叶酸载体进入细胞内#再经合成酶催化多聚谷

氨酸化形成
U3eZ]+

#从而发挥竞争性抑制二氢叶酸

还原酶$

XY\E

&的作用#使
X6;

复制所必需的
!3.

UZ

合成受抑制而发挥抗肿瘤作用)

U3Y\E

是叶酸

代谢相关酶#能催化亚甲基四氢叶酸转变为甲基四氢

叶酸#其催化的代谢途径能被
U3e

抑制#因而
U3e

的不良反应及药理作用与
U3Y\E

的多态性关系密

切'

$1

(

)

).UZ

是治疗儿童
;77

的抗嘌呤代谢药物#

通过抑制嘌呤合成途径#竞争性抑制次黄嘌呤的转

变#并阻碍
X6;

合成#使淋巴细胞增殖受到抑制#是

维持治疗的重要药物#但
).UZ

必须经过代谢生成硫

鸟嘌呤核苷酸$

3]6+

&后才能发挥抗肿瘤活性)

:0'$

重庆医学
1%$/

年
0

月第
0-

卷第
$%

期



3ZU3

能将
).UZ

催化转变为无活性的甲基化代谢

物#从而降低稳态
3]6+

水平)研究显示对
).UZ

敏

感性低的
;77

患儿在使用标准剂量药物后因抑制作

用不充分而易复发#而敏感性高的患儿则易出现不良

反应#导致药物效应差异的主要原因是药物代谢酶基

因的差异'

:

(

)

3ZU3

是
).UZ

代谢过程的关键酶#其

基因多态性与
;77

患儿的个性化剂量及不良反应也

受到高度关注)

研究显示#不同地区和种族的人群
U3Y\E

*

3ZU3

各
V6Z

的突变情况及频率有所不同)本研究

结果表明#本地区
;77

患儿
U3Y\E 2)--3

和

;$1(/2

的突变率分别达
))&''D

和
00&(%D

#与郑苗

苗等'

$'

(

*伍 艳 鹏 等'

/

(研 究 相 似)本 研 究
3ZU3

;-$(]

*

]0)%;

的突变率分别为
$1&10D

及
(&$/D

#

高于谢茜等'

:

(及陈小文等'

$0

(研究#提示中国不同地区

人群可能具有特征性的基因变异)由于
U3Y\E

在

U3e

与 叶酸的代谢中 起重 要 的 作 用#

U3Y\E

2)--3

和
;$1(/21

个基因位点的变异可改变酶的活

性#从而影响
U3e

的化疗效应'

$:

(

)目前对于
U3Y.

\E2)--3

和
;$1(/2

与
U3e

化疗不良反应的关系

具有不同的观点#

78_

等'

$)

(研究显示
)--23

"

33

基

因型会使
;77

患儿出现血小板降低的风险增加#而

)--33

基因型相对于
)--22

野生型#导致黏膜损害

及肝脏毒性的风险也出现升高'

$-

(

)本研究显示

2)--3

各基因型出现
U3e

化疗不良反应的差异无

统计学意义#与郑苗苗等'

$'

(

*廖清船等'

$/

(研究一致)

本研究发现
;$1(/;2

出现血小板减少的风险增加

$

H

$

%&%:

&#

;̀63;E

等'

$(

(研究显示
$1(/;2

"

22

基因型使肝毒性及骨髓抑制的风险上升)推测

U3Y\E;$1(/2

多态性代谢过程中亚甲基四氢叶酸

分流至
X6;

合成补救途径较低#使
X6;

合成受到

抑制#并在细胞内与
U3e

共同抑制二氢叶酸转化为

四氢叶酸#阻断胸腺嘧啶核苷酸和嘌呤核苷酸合成#

从而导致较为严重的不良反应)但也有研究报道

;$1(/2V6Z

与
U3e

不良反应无显著相关'

1%

(

)本

研究显示
;$1(/;;

出现黏膜损伤的风险下降$

H

$

%&%:

&#与伍艳鹏等'

/

(研究一致)

U3Y\E;$1(/;;

基因突变时可能将谷氨酸错译为丙氨酸#并增加产生

胸腺核苷酸酶作用物#可合成更多的
X6;

从而降低

不良作用)本研究显示#

3ZU3 ;-$(]

*

]0)%;

各

V6Z

与化疗后不良反应的出现均无明显关联#与谢茜

等'

:

(研究结果一致)提示不同地区的
3ZU3

的基因

多态性可能存在差异)此外#只对
1

个
3ZU3

的位

点多态性进行检测可能无法评价其与
).UZ

的不良反

应的关系)

综上所述#

U3Y\E;$1(/2

的基因多态性可能

影响
;77

患儿化疗出现的不良反应#临床治疗时可

依据对
U3Y\E;$1(/2V6Z

的检测预测患儿
U3e

化疗后不良反应)同时#可考虑对
3ZU3

其他基因

多态性进一步检测#明确
3ZU3

与
).UZ

化疗不良反

应的关系#以指导
;77

患儿的个体化治疗)考虑到

基因多态性对
;77

化疗可能具有的综合影响#还需

进一步扩大样本量#进行更加深入地研究)
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