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严重不耐受巯嘌呤的急性淋巴细胞白血病

患儿 TPMT基因序列分析
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摘要 本研究分析严重不耐受巯嘌呤( 6-MP) 的急性淋巴细胞白血病( ALL) 患儿巯嘌呤甲基转移酶( TPMT) 基
因序列，以探讨 ALL儿童 6-MP耐受性差异的原因，为更安全合理地应用 6-MP提供依据。对 2004-10-1 － 2007-9-30
在我院规范应用 BCH-2003-ALL化疗方案的 ALL儿童，按 NCI-CTC V2． 0 评价药物不良反应。分析处于 6-MP维持
化疗期，出现 3 － 4 度不良反应( 即严重不耐受) ALL患儿的 TPMT基因序列。为保证测序的准确性，将 TPMT基因
( NM_000367) 编码区的 738 bp片段分 3 段分别进行双向测序。结果表明:在调查的 133 例 ALL患儿中，61 例为严
重不耐受 6-MP，剔除其中 2 例无标本患儿，对 59 例进行了 TPMT基因测序。其中单纯骨髓不良反应 37 例，肝脏和
骨髓不良反应 9 例，单纯肝脏不良反应 12 例，皮肤不良反应 1 例。59 例中男 39 例，女 20 例，中位年龄 67 个月( 17
－ 183 个月) 。在 59 例患儿中，57 例发现 C474T变异，变异率为 96． 6%，其中杂合突变 21 例，纯合突变 36 例。又
对 10 例 6-MP耐受性好的 ALL患儿进行 TPMT基因测序。结果显示，8 例也出现 C474T变异，均为纯合突变，变异
率为 80%，说明 TPMT基因 C474T变异与 6-MP严重不耐受无关。结论: TPMT基因( NM_000367) 编码区的 738 bp
片段中 C474T变异率极高，但与 6-MP耐受性无关，提示 ALL患儿 6-MP的严重不耐受可能与 TPMT编码区基因的
变异无关。
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Abstract This study was aimed to analyze the thiopurine S-methyltransferase ( TPMT) gene sequence in acute
lymphoblastic leukemia ( ALL) children severely intolerant to 6-mercaptopurine ( 6-MP) and to investigate the causes
resulting in tolerance difference to 6-MP in ALL children so as to provide evidence for safe and rational use of 6-MP．
The adverse reactions of drug was evaluated in ALL children treated with BCH-2003-ALL chemotherapeutic protocol
during 2004-10-1 to 2007-9-30 according to NCI-CTC V2． 0． The TPMT gene sequences of ALL children with 3 － 4
grade of severe toxicity during the maintenance therapy were analyzed by PCR and direct DNA sequencing． To assure the
accuracy of sequencing，the 738 bp fragment of coding region in TPMT gene ( NM _000367 ) was divided into 3
subfragments and bidirectionaly sequenced． The results indicated that among 133 ALL children，61 were severely
intolerant to 6-MP． The direct DNA sequencing showed that among 59 patients ( excluding 2 cases without RNA
samples) ，the simple myelotoxicity was found in 37 cases，hepato-myelotoxicity was observed in 9 cases，hepatotoxicity
along appeared in 12 cases，1 case showed skin rash． Out of 59 ALL children，the C474T mutation was found in 57
cases，with mutation rate 96． 6%，including 21 cases with heterozygous mutation and 36 cases with homozygosis
mutation． The TPMT gene sequencing of 10 cases tolerant to 6-MP indicated that C474T mutation was detected in 8 cases
which was homozygous mutation． It is concluded that the C474T mutation in 738 bp fragment of coding region in TPMT
gene is very frequant，but it is not related with tolerance to 6-MP，suggesting that severe intolerance to 6-MP in ALL
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children may be not related with the mutation of coding region in TPMT gene．
Kew words ALL; children; 6-MP; TPMT gene
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巯嘌呤 ( 6-mercatopurine，6-MP) 是治疗儿童急
性淋巴细胞白血病 ( acute lymphoblastic leukemia，
ALL) 的骨架药物，贯穿整个疗程的始终。我们前期
的临床研究表明，ALL 患儿个体间 6-MP 的耐受性
差异很大，很多患儿对 6-MP 的标准治疗剂量表现
为骨髓抑制和肝功能异常等不良反应，且明显高于

西方人，但耐受性差异的原因未明确。本研究调查
同一化疗方案治疗的 ALL 患儿 6-MP 的耐受性，重
点分析严重不耐受 6-MP 患儿巯嘌呤甲基转移酶
( thiopurine methytransferase，TPMT) 基因序列，为进
一步研究个体间 6-MP 的耐受性差异的原因和遗传
学基础提供临床依据。

材料和方法

对象

2004 年 10 月 1 日 － 2007 年 9 月 30 日连续 3 年中
在我院血液肿瘤病房诊治的所有 ALL 患儿; ALL 患
儿的诊断标准，化疗方案为 BCH-ALL-2003 标准［1］。
化疗前签署诊治协议书和化疗协议书。所有患儿均
进入 6-MP + MTX维持化疗阶段。维持化疗方案为
6-MP 50 mg / ( m2·d) + MTX 20 mg / ( m2·周) 。患
儿姓名、住址、疾病等均属个人隐私，不得向外界泄
露。留取所有患儿的骨髓 2 ml 以备提取 DNA 标
本。

治疗及不良反应评价

患儿符合以上标准，且均处于维持化疗阶段，规范应

用维持化疗方案。患儿按照治疗要求，坚持在门诊
随诊，定期返院复诊。按 NCI-CTC V2． 0 标准评价
6-MP不良反应［2］，以 3 － 4 度不良为 6-MP的严重不
耐受。应用 SPSS 13． 0 进行统计分析。

基因序列分析

对 6-MP维持化疗期出现 3 － 4 度不良反应( 即严重

不耐受) ALL患儿的 TPMT 基因序列进行分析。取
肝素抗凝的骨髓 2 ml，提取单个核细胞，置 － 70℃保
存。为保证测序的准确性，将 TPMT 基因 ( NM_
000367) 编码区的 738 bp 片段，分 3 段分别进行双
向测序，TPMT 基因引物的设计如表 1。提取总
RNA后对 TPMT PCR产物的测序。50 μl PCR扩增
体系中包括 ABI缓冲液Ⅱ，MgCl2 1． 5 mmol /L，dNTP
0． 2 mmol /L，引物 10 pmol，cDNA 0． 2 μg，Taq DNA
多聚酶 1 U，条件为 94℃ 10 min，95℃ 15 s，60℃ 1
min，68℃ 3 min，共 35 个循环。

结 果

一般资料

在调查的 133 例 ALL 患儿中，61 例 ALL 患儿于服
用标准剂量 6-MP 2 － 4 周出现对 6-MP严重不耐受。
61 例中有 2 例无骨髓单个核细胞标本，无法进行
TPMT基因研究，故剔除。59 例中男 39 例，女 20
例，中位年龄 68 个月( 18 － 188 个月) 。骨髓免疫学
分型 T细胞来源 9 例，T-B混合型 2 例，其余为 B 细
胞来源。SR 20 例，MR2 13 例，HR 2 例( 1 例为 T-
ALL) 。MR1 22 例( 其中 T-ALL 11 例) 。59 例患儿
中骨髓不良反应 46 例，其中单纯骨髓不良反应 37
例，同时伴有肝脏不良反应 9 例，单纯肝脏不良反应
12 例，皮肤不良反应 1 例。

TPMT基因序列
不耐受 59 人中 C474T-异亮( I) 158 异亮( I) 变异 57
人，变异率为 96． 6% ( 57 /59 ) ，包括杂合变异 21 人
( 附图 B) ，纯合变异 36 人( 附图 C) 。为了研究结果
的可靠性，又选择了对 6-MP 耐受性较好的 10 例患
儿进行 TPMT基因测序。结果显示，C474T-异亮( I)
158 异亮( I ) 变异 8 人，均为纯合变异，变异率为
80% ( 表 2，附图) 。

Table 1． Thiopurine S-methytransferase( TPMT) primer

Coding region sequence Forward primer( 5' － 3') Reverse primer ( 5' － 3') Molecular weight( bp)

First fragment GTAAGCGAGGCACGGAAGAC CCCAAGTTCACTGATTTCCA 341

Second fragment GCGGTTGAGATGAAATGGTT AAACTTCTTTCCCAGGAGGG 318

Third fragment AGTTGCCATCAATCCAGGTG CCTCAAAAACATGTCAGTGTGA 319
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Figure． TPMT sequencing of ALL patients intolerant to 6-MP． There were 57 patients with C474T mutation in sequence，the
mutation rate was 96． 6% ( 57 /59) ，including heterozygous mutation ( B) ，homozygous mutation ( C) and wild type ( A) ．

Table 2． Results of TPMT Gene Sequencing

Group Patient
( n)

Homozygous mutation
( n)

Heterozygous mutation
( n)

No mutation
( n)

Mutation rate
( % )

Intolerant to 6-MP 59 36 21 2 96． 6

Tolerant to 6-MP 10 8 0 2 80

讨 论

我们前期的临床研究表明，ALL 患儿个体间 6-MP
的耐受性差异很大。61 /133 例( 46% ) 患儿对 6-MP
治疗敏感，即对 6-MP 的耐受性差，短期内出现严重
的血液和肝不良反应，必须中断治疗或需要多次调

整 6-MP剂量以避免较大不良反应的发生。由于 6-
MP耐受性差异的原因未明确，可供临床医生进行
ALL患儿 6-MP 剂量调整的方法仅仅是血细胞数，
很难掌握准确的剂量强度。而且，6-MP不良反应类
型不同，产生机制也是完全不同的。
美国 St． Jude儿童研究院研究发现［3 － 6］: TPMT

基因的遗传学变异可能影响 6-MP 的耐受性，从而
影响 ALL疗效。TPMT绝大多数等位基因的变异归
因于序列上的单核苷酸多态性 ( single nucleotide
polymorphisms，SNP) 的不同。西方人 TPMT 基因的
多态性热点集中于 TPMT 第 5，7，10 外显子的 3 个
位点，80% － 95% 变异的等位基因是 TPMT * 2
( G238C) 、TPMT* 3A( G238C、A719G) 和 TPMT* 3C
( A719G) 。我们在前期进行了以上几个位点的研
究，结果显示中国人群 TPMT 这几个多态性位点的
发生率并不高，远低于西方人［7］。前期研究还提
示，一些野生型 TPMT基因患儿对 6-MP的耐受性很

差，推测中国人群可能也存在特征性的基因变异。
根据前期的 TPMT研究结果，结合 61 例严重不耐受
6-MP患儿资料，本研究进一步研究了其中 59 例患
儿的 TPMT基因序列。结果表明，C474T 变异率非
常高，达 96. 6%，未发现其他位点的变异。为进一
步研究 TPMT 基因 C474T 与 6-MP 耐受性的关系，
又对 10 例 6-MP耐受性好的 ALL患儿进行了 TPMT
基因测序。结果显示，C474T 变异率 80%，均为纯
合突变，提示 TPMT 基因 ( NM_000367 ) 编码区的
738 bp 片段中没有与 6-MP 严重不耐受相关的变
异，那么是否存在 TPMT 基因非编码区的变异或 6-
MP其他关键代谢酶的基因变异，从而影响了 6-MP
的体内代谢，导致严重不耐受反应?

基于前期研究基础，结合我院在急性白血病方

面所具有的资料和标本积累，我们下一步拟以 6-MP
代谢关键酶 TPMT 和三磷酸肌苷焦磷酸酶 ( ITPA)
为靶点

［8 － 11］，进一步研究 TPMT 和 ITPA 的药理遗
传学。分析中国人群 TPMT 和 ITPA 基因多态性位
点存在部位和发生频率，对 TPMT和 ITPA的基因多
态性进行关联分析，寻找其组合规律，并结合 ALL
患儿临床资料，分析 TPMT 和 ITPA 基因多态性、活
性改变与 6-MP不良反应的关系。从而解释 ALL患
儿个体间治疗效应差异的分子遗传机理，为更合理
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地个体化治疗 ALL提供依据。
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