
作者简介：李业华，男，检验主管技师，主要从事临床检验分子诊断学研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：１３５７０４７４９０４＠１６３．ｃｏｍ。

·基础实验研究论著·

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变的定量测定及在慢性骨髓增殖性疾病中的应用
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　　摘　要：目的　探讨荧光定量ＰＣＲ的方法检测ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变并分析其在慢性骨髓增殖性疾病（ＣＭＰＤ）中的诊断价

值。方法　采用荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测６８例确诊ＣＭＰＤ患者骨髓标本中ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变的阳性率和相对定

量，分析其在ＣＭＰＤ中的诊断价值以及和临床资料之间的联系。结果　６８例确诊患者的骨髓标本均成功扩增ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ野生

型和突变型。ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变的总阳性率为６６．２％（４５／６８），其中真性红细胞增多症（ＰＶ）患者阳性率７５．０％（２１／２８），原

发性血小板增多症（ＥＴ）阳性率６０．６％（２０／３３），特发性骨髓纤维化（ＩＭＦ）阳性率５７．１％（４／７）。ＰＶ患者ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变阳性

率明显高于ＥＴ和ＩＭＦ患者。ＰＶ患者ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的相对定量和血红蛋白数和白细胞数呈正相关。ＥＴ患者中ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的

相对定量和患者的血小板计数呈正相关。结论　荧光定量ＰＣＲ的方法能够快速准确的检测ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变及其突变比

例，为临床诊断ＣＭＰＤ提供有效的实验室指标，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的相对定量和患者的临床血液学指标存在一定关系。
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　　慢性骨髓增殖性疾病（ＣＭＰＤ）是一类克隆性血液系统恶

性疾病，以红细胞、血小板过度增殖多伴脾大、血栓形成、出血

并有骨髓纤维化和白血病转化倾向为特征。经典的ＣＭＰＤ包

括真性红细胞增多症（ＰＶ）、原发性血小板增多症（ＥＴ）、慢性

特发性骨髓纤维化（ＩＭＦ）等。ＣＭＰＤ发病机制尚不完全清楚，

目前认为其可能与多潜能造血干细胞损伤致克隆性血细胞生

成有关。由于过去缺乏特异性的分子诊断标志，故诊断该类疾

病仅依靠临床表现、细胞形态学等手段以及排除继发性

ＣＭＰＤ等方法。近年国外学者相继报道了在ＣＭＰＤ中发现新

的共同的ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变，并研究证实该突变发生于干

细胞水平，是ＣＭＰＤ的主要分子致病机制及诊断标志
［１３］。然

而，常见的检测ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ方法荧光定量ＰＣＲ和 ＡＳＰＣＲ，

由于不 同 实 验 室 ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ 的 检 测 方 法 不 同，报 道 的

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变对ＣＭＰＤ的诊断效能也存在较大差异
［４５］。

荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）是目前分子诊断实验室最常用

的实验方法。采用荧光定量ＰＣＲ的方法可以快速，敏感的测

定患者标本中的ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变率。因此，研究者采用荧光

定量ＰＣＲ的方法，对６８例确诊ＣＭＰＤ患者进行ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ

检测，通过ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变阳性率及相对定量，探讨其

在ＣＭＰＤ诊断中的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１１年１１月至２０１３年１０月间中山大学附

属第一医院确诊ＣＭＰＤ的门诊和住院患者６８例，其中男４６

例，女２１例，年龄为１７～８７岁，中位年龄４６岁。所有患者均

经骨髓细胞形态学、组织化学、骨髓病理、ＢＣＲ／ＡＢＬ等检查，

ＣＭＰＤ的诊断采用世界卫生组织（ＷＨＯ）２０１０年修订的
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ＣＭＰＤ诊断标准
［６］。

１．２　仪器与试剂　ＤＮＡ提取试剂盒（ＱｕｉｃｋＧｅｎｅＳＰ公司），

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变定量检测试剂盒（上海申友生物技术有限责

任公司公司），ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ扩增仪（美国 ＡＢＩ公

司），紫外光凝胶成像仪（法国ＶｉｂｅｒＦｕｓｉｏｎ系统）。

１．３　标本采集　患者初诊时使用ＥＤＴＡ抗凝管留取骨髓２～

３ｍＬ，使用柱式离心法 ＤＮＡ提取试剂盒抽提基因组 ＤＮＡ。

紫外分光光度仪上进行 ＤＮＡ产物浓度及纯度检测。Ａ２６０／

Ａ２８０比率在１．８～２．０，可以认为ＤＮＡ产物纯度良好。读取吸

光度２６０ｎｍ所测的ＯＤ值，按每ＯＤ值相当于５０ｎｇ／μＬ，调整

ＤＮＡ终浓度为１００ｍｇ／ｍＬ。同时留取外周血２ｍＬ，用于血常

规分析。

１．４　检测方法

１．４．１　ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变的检测　在ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ

仪上参照厂家试剂盒提供的反应引物和条件：４２℃，５ｍｉｎ１

个循环；９４℃，５ｍｉｎ１个循环；９４℃，１０ｓ，６５℃，４０ｓ４０个循

环；３７℃６０ｓ保温，设定在ＰＣＲ循环中６５℃时收集荧光信

号，荧光为ＦＡＭ进行ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变定量检测，基线设

定如下：分析前先选定检测荧光ＦＡＭ，若没有Ｃｔ＜１６的强阳

性样品，就选５～１３个循环的平均荧光信号为基线再分析Ｃｔ，

若有Ｃｔ＜１６的样品，就将此样品定为强阳性，并将此样品从数

据库中剔除，再以５～１３个循环的平均荧光信号为基线再分

析。分别测定野生型和突变型的拷贝数，最终结果以两者的比

例表示。每次基线设置在５～１３个循环，标准曲线的线性回归

系数大于或等于０．９５，每次扩增均设阴阳性对照。阴性对照

无Ｃｔ值，临界阳性对照，阳性对照用野生型反应液和突变型反

应液同时检测，均应显示正常ＰＣＲ反应，且临界阳性对照的

Ｃｔ＜３２，阳性对照的Ｃｔ＜２２。

１．４．２　ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变的结果分析判断　根据基线设定及

标本的扩增曲线得出标本 Ｃｔ值，若ＪＡＫ２突变型 Ｃｔ值与

ＪＡＫ２野生型 Ｃｔ值之差大于或等于８，则为完全野生型或

ＪＡＫ２突变型低于检测限；若ＪＡＫ２野生型Ｃｔ值与ＪＡＫ２突变

型Ｃｔ值之差大于或等于８，则为完全突变型或ＪＡＫ２野生型低

于检测限；若处于两者之间，则直接报告ＪＡＫ２突变型拷贝数／

ＪＡＫ２野生型拷贝数的比值，该值为ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的相对定量。

１．４．３　产物电泳及测序　取１０μＬ扩增ＰＣＲ产物与２μＬ缓

冲液混匀，经２％琼脂糖凝胶（含１μｇ／ｍＬ溴化乙啶）１１０Ｖ电

泳３０ｍｉｎ后，用紫外光凝胶成像仪分析图像并照相留存，通过

电泳条带的位置和数量判定ＪＡＫ２突变型阳性。所有产物均

经测序验证突变位点的情况（送生工生物工程股份有限公司

测序）。

１．５　统计学处理　所有统计资料均采用ＳＰＳＳ１３．０软件包进

行统计学处理，其中计量资料采用方差分析，计数资料采用卡

方检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的检测和验证　６８例确诊骨髓增殖性疾病

患者中有４５例检测出ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ 基因突变，阳性率为

６６．２％。所有产物均经琼脂糖凝胶电泳，证实产物为单一的

ＤＮＡ片段，不存在非特异性扩增见图１Ａ（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。产物经测序验证突变的位点为

Ｖ６１７Ｆ的Ｔ突变为Ｇ，和野生型图。见图１Ｂ（见《国际检验医

学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　临床资料　６８例确诊骨髓增殖性疾病ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变

患者，通过骨髓细胞形态学、组织化学、骨髓病理、ＢＣＲ／ＡＢＬ等

检查及 ＷＨＯ２０１０年修订的ＣＭＰＤ诊断。６８例患者的临床资

料和检测结果如表１所示。其中ＰＶ患者为２８例，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ

阳性率７５．０％（２１／２８）；ＥＴ患者为３３例，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ阳性率

６０．６％（２０／３３）；ＩＭＦ患者７例，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ阳性率５７．１％（４／

７）。ＰＶ患者中，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变阳性率明显高于ＥＴ和ＩＭＦ

患者（犘＜０．０５）。在本研究中，对ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ进行相对定量

测定，发现在同为ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ阳性的患者中ＰＶ患者的突变

负荷也明显高于其他两组患者（犘＜０．０５）。见图２Ａ（见《国际

检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

表１　　慢性骨髓增殖性疾病患者ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变

　　　年龄和性别阳性率

疾病 狀
中位年龄

（岁）

性别（狀）

男性 女性

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变［狀（％）］

阳性率 阴性率

ＰＶ ２８ ４８ ２０ ８ ２１（７５．０） ７（２５．０）

ＥＴ ３３ ４８ １７ １６ ２０（６０．６） １３（３９．４）

ＩＭＦ ７ ６１ ５ ２ ４（５７．１） ３（４２．９）

　　：犘＜０．０５，与ＥＴ和ＩＭＦ阳性率比较。

表２　　ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变和患者临床特征的关系

项目
ＰＶ

阳性 阴性 犘

ＥＴ

阳性 阴性 犘

白细胞计数（×１０９／Ｌ） １６．６１±１１．５６ ９．２０±３．７４ ０．０３ １５．３９±１６．５７ １２．７９±５．７２ ０．１８

红细胞计数（×１０１２／Ｌ） ６．９４±０．８９ ５．９９±０．６８ ０．１４ ４．９８±０．８３ ４．３２±０．６０ ０．５９

血红蛋白（ｇ／Ｌ） １９６．００±１７．７９ １８８．００±２３．４１ ０．０１ １３６．８５±２１．９１ １２５．８２±２２．２ ０．４６

血小板计数（×１０１２／Ｌ） ４０１．５７±２５０．１２ ２３７．８５±１２１．１１ ０．１６ ８４７．３５±２２５．７ ８０８．６９±３１４．１６ ０．０４

年龄（岁） ５５．１０±１４．７０ ３６．７０±１６．７０ ０．２１ ４９．００±１５．６６ ４６．６９±２１．８９ ０．３２

２．３　ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变及与临床资料的关系　由于本次

研究所取得的ＩＭＦ患者样本量较小，未纳入统计。如表２所

示，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ阳性的ＰＶ患者，白细胞数和血红蛋白浓度明

显 高 于 ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ 阴 性 的 患 者。在 ＥＴ 患 者 组 中，

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ阳性的患者血小板数也明显高于阴性的患者见表

２。研究者进而分析了ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ相对定量和这几个指标的

关系，证实在ＰＶ患者中，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ相对定量和白细胞计数

和血红蛋白浓度呈正比，见图２Ｂ、Ｃ（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”），而在ＥＴ患者中，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ相对定量

和ＰＬＴ数量呈正比，见图２Ｄ（见《国际检验医学杂志》网站主

·３３１２·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６



页“论文附件”）。

３　讨　　论

相关研究表明ＪＡＫ２作为具有酪氨酸激酶活性的激酶系

统，在骨髓增殖性疾病的发病中具有十分重要的作用。当

ＪＡＫ２发生 Ｖ６１７Ｆ突变时，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ作为一种组成性酪氨

酸激酶，可以持续激活ＪＡＫＳＴＡＴ信号传导系统，导致骨髓细

胞产生异常增殖。特别是当ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ与促红细胞生成素

受体（ＥＰＯＲ）、血小板生成素受体（ＴＰＯＲ）共表达时，这种激活

作用更强［３，７８］。因此ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的检测在骨髓增殖性疾病

的诊断和治疗上具有重要的价值。

本研究运用荧光定量 ＰＣＲ 方法检测 ＣＭＰＤ 患者的

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变的拷贝数来分析其在ＣＭＰＤ中的诊断价值。

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变的检测目前没有公认的金标准，不同的检测

方法在敏感性、特异性上的差别也较大。荧光定量ＰＣＲ是分

子诊断常用的实验方法，其敏感性和可操作性均高于普通的

ＰＣＲ。本实验共成功扩增６８份标本，经电泳凝胶分析，均为单

一的ＰＣＲ产物，阳性的标本也经测序后证实为 Ｖ６１７Ｆ突变。

然而由于凝胶电泳的敏感性低于荧光定量的方法，在研究过程

中，仍然要注意非特异性扩增的现象。如果野生型和突变型的

Ｃｔ值相差较大，在判断结果上应当慎重，一般认为野生型和突

变型 的 ＣＴ 值 相 差 应 控 制 在 ８ 以 内。国 外 文 献 报 道

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变阳性率在ＰＶ中为６５％～９７％、在ＥＴ中为

２３％～５７％、在ＩＭＦ中为３５％～５７％
［１，９１１］，本研究检测到

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变率在ＰＶ患者中的发生率为７５％，与既往报

道基本一致，而在ＥＴ为６０．６％、ＩＭＦ为５７．１％略高于国外文

献［１］报道，考虑原因主要是实验方法的差异，荧光定量ＰＣＲ

方法在敏感性上高于普通ＰＣＲ以及测序等方法
［１２］。

ＣＭＰＤ患者中，ＰＶ患者ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突变阳性率明显高

于ＥＴ和ＩＭＦ患者（犘＜０．０５）有统计意义，而对ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ

进行相对定量测定，发现在同为ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ阳性的患者中

ＰＶ患者的突变负荷也明显高于其他两组患者（犘＜０．０５），这

与国内外文献［１３１５］报道相符 。

ＣＭＰＤ患者的临床特征及实验室参数与ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基

因突变负荷率存在一定的关联性。本研究实验观察了ＰＶ和

ＥＴ患者外周血细胞数，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变阳性的ＰＶ患者

的白细胞计数及血红蛋白较突变阴性患者高，差异具有统计学

意义（犘＜０．０５），并且ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因突变负荷率和血红蛋

白浓度和白细胞计数呈正相关。在ＥＴ患者中ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ突

变阳性患者的血小板计数较突变阴性患者的高，差异具有统计

学意义（犘＜０．０５），并且也与ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的突变负荷呈正相

关。这提示了在ＣＭＰＤ患者中，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的突变负荷有助

于提示疾病的严重程度，对该类患者的治疗监测也具有一定的

意义。

综上，荧 光 定 量 ＰＣＲ 的 方 法 可 以 快 捷 准 确 地 对

ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ进行定量测定。不同ＣＭＰＤ类型的ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ

的发生率不同，ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ的突变比例与疾病的血液学特征

密切相关。因此，对ＣＭＰＤ患者进行ＪＡＫ２Ｖ６１７Ｆ基因检测不

仅有助于临床诊断，同时对突变负荷数的分析还能有助于判断

疾病的程度及监测微小残留病变。
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