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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唱ｋｉｔ 基因 １７ 号外显子
上基因突变。 方法　利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ｖ５畅００、Ｔｍ Ｕｔｉｌｉｔｙ ｖ１畅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唱ＡＭＬ标本中，５例检测为阳性，突变率为４１畅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唱ＡＭＬ患者的个体
化诊断和治疗。

【关键词】　白血病；　原癌基因蛋白质 ｃ唱ｋｉｔ；　突变；　熔解曲线分析

Scanning of c唱kit mutations in acute myeloid leukemia using probe melting curve method　JIANG Guo唱qiang，
ZHAO Xiao唱ming，WANG Hang， LI Qing唱ge， LU Quan唱yi．Union College of FuJian Medical University， Fuzhou
350001，China
Corresponding author：LU Quan唱yi，Email：quanyilu＠hotmail．com

【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃ唱ｋｉｔ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｈｏｔｓｐｏｔ ｅｘｏｎ １７ ｏｆ
ｔｈｅ ｃ唱ｋｉｔ ｇｅｎｅ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｂｅ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ．Methods　Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ｖ５畅００
ａｎｄ Ｔｍ Ｕｔｉｌｉｔｙ ｖ１畅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 Ｄ ８１６ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｓｅｇｍｅｎｔ ｃｏｕｌｄ ｄｅｔｅｃｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｔ Ｎ ８２０ ａｎｄ
Ｎ８２２畅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唱ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｓｍｉｄｓ．Results　Ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗａｓ １０％ ｆｏｒ Ｎ８２０Ｇ ａｎｄ ５％ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．ｃ唱ｋｉｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ５ ｏｆ １２ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＣＢＦ唱ＡＭＬ （４１畅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唱ＡＭＬ ｐａｔｉｅｎｔｓ．
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　　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畅１；ｑ２２）／ｔ
（１６；１６）（ｐ１３畅１；ｑ２２），分别形成 ＡＭＬ１唱ＥＴＯ 及 ＣＢＦＢ唱
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唱ＥＴＯ及 ＣＢＦＢ唱ＭＹＨ１１ 干扰了正常 ＣＢＦ
的功能，所以带有 ＡＭＬ１唱ＥＴＯ 或 ＣＢＦＢ唱ＭＹＨ１１ 的急性
髓系白血病称为 ＣＢＦ唱ＡＭＬ，约占 ＡＭＬ的 １５％［２唱３］ 。

ｃ唱ｋｉｔ受体是一种由 ｃ唱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唱ｋｉｔ基因突变引起 ｃ唱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唱ＡＭＬ发生发展的机制之一，ＣＢＦ唱ＡＭＬ患者中 ｃ唱ｋｉｔ
基因第 ８和 １７号外显子突变的发生率较高，成为 ＣＢＦ唱
ＡＭＬ患者中最常见的一种分子遗传学异常［３唱４］ ，检测
ＣＢＦ唱ＡＭＬ的 ｃ唱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唱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唱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畅００、Ｔｍ Ｕｔｉｌｉｔｙ ｖ１畅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唱ｋｉｔ１７唱Ｆ１  ＡＣＡＧＡＧＡＣＴＴＧＧＣＡＧＣＣＡＧＡＡ
ｄ唱ｋｉｔ１７唱Ｒ ＴＴＧＣＡＧＧＡＣＴＧＴＣＡＡＧＣＡＧＡＧ
Ｄ８１６唱ＲＯＸ ＲＯＸ唱ＴＧＧＴＣＴＡＧＣＣＡＧＡＧａＣＡＴＣＡＡ唱ＢＨＱ
Ｎ８２２唱ＨＥＸ ＨＥＸ唱ＴＧＡＴＴＣＴＡＡＴＴＡＴＧＴＧＧＴＴＡＡＡ唱ＮＨ２ 棗

　　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唱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唱ＨＣｌ， １６畅６ ｍｍｏｌ／Ｌ （ ＮＨ４ ）２ＳＯ４ ，
６畅７ μｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ， ０畅０８５ ｍｇ／ｍｌ ＢＳＡ ］， ４ ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２ ＋，０畅２ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰ，上游引物 １ ｐｍｏｌ，下游引物
１０ ｐｍｏｌ，探针 Ｄ８１６唱ＲＯＸ、Ｎ８２２唱ＨＥＸ 均为 ２ ｐｍｏｌ，Ｔａｑ
ＨＳ １ Ｕ，ｄｄＨ２Ｏ补足至 ２０ μｌ，模板 ５ μｌ。

在 ＢＩＯＥＲ ｇｅｎｅ唱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畅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唱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唱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唱ＡＭＬ标本的熔解曲线分析及测序分析
对于 １２份 ＣＢＦ唱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唱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唱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唱ＡＭＬ标本的熔解曲线分析
为了考察 ｃ唱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唱ＡＭＬ 的标
本，包括： ＡＭＬ ５８ 份 （不带有 ＡＭＬ１唱ＥＴＯ 或 ＣＢＦＢ唱
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唱ｒａｓ和 ＣＥＢＰＡ基因突变检测对白血病的临床价值已
有公认

［５唱６］ ，但 ｃ唱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唱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唱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唱
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唱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唱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唱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唱ｋｉｔ 基因突变，阳性率
５０％，接近于文献报道的 １２畅８％～４６畅８％［９］ 。

此外我们亦研究了 ｃ唱ｋｉｔ 突变在非 ＣＢＦ唱ＡＭＬ 患者
中是否存在，进而考察了 ９５ 份非 ＣＢＦ唱ＡＭＬ 的白血病
标本中 ｃ唱ｋｉｔ基因突变的情况，但均未检出 ｃ唱ｋｉｔ 突变。
这些结果显示，ｃ唱ｋｉｔ 外显子 １７ 突变主要发生在 ＣＢＦ唱
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唱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唱
ＡＭＬ患者的分类与个体化治疗。

参　考　文　献
［１］　Ｂｅｇｈｉｎｉ Ａ，Ｐｅｔｅｒｌｏｎｇｏ Ｐ，Ｒｉｐａｍｏｎｔｉ ＣＢ，ｅｔ ａｌ．Ｃ唱ｋｉｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃｏｒｅ

ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｕｋｅｍｉａｓ．Ｂｌｏｏｄ，２０００，９５：７２６．
［２］　Ｄｏｍｂｒｅｔ Ｈ，Ｐｒｅｕｄｈｏｍｍｅ Ｃ，Ｂｏｉｓｓｅｌ Ｎ．Ｃｏｒｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ａｃｕｔｅ ｍｙｅ唱

ｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ（ＣＢＦ唱ＡＭＬ）：ｉｓ ｈｉｇｈ唱ｄｏｓｅ Ａｒａ唱Ｃ（ＨＤＡＣ） ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎ
ａｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｓ ｙｏｕ ｔｈｉｎｋ？ Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｈｅｍａｔｏｌ，２００９，１６：９２．

·８３８３· 中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ５ 月第 ７ 卷第 ９ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｙ １，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．９



［３］　Ｈｅｉｎｒｉｃｈ ＭＣ，Ｂｌａｎｋｅ ＣＤ，Ｄｒｕｋｅｒ ＢＪ，ｅｔ ａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＫＩＴ ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ：ａ ｎｏｖｅｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ＫＩＴ唱
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍａｌｉｇｎａｎｃｉｅｓ．Ｊ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌ，２００２，２０：１６９２唱１７０３．

［４］ 　 Ｓｃｈｎｉｔｔｇｅｒ Ｓ，Ｋｏｈｌ ＴＭ，Ｈａｆｅｒｌａｃｈ Ｔ， ｅｔ ａｌ．ＫＩＴ唱Ｄ８１６ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ＡＭＬ１唱ＥＴＯ唱ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＡＭＬ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｅｖｅｎｔ唱ｆｒｅｅ ａｎｄ
ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ．Ｂｌｏｏｄ，２００６，１０７：１７９１唱１７９９．

［５］　阮国瑞，江滨，牛继红，等．急性髓性白血病 ＣＥＢＰＡ 基因突变的检
测及临床意义 ［ Ｊ／ＣＤ］．中华临床医师杂志：电子版，２０１０，５：
４９８７唱４９９１．

［６］　张瑶，牛继红，李玲娣．急性髓性白血病 Ｎ唱ｒａｓ 基因突变的检测及
临床意义 ［ Ｊ／ＣＤ ］．中华临床医师 杂 志： 电 子 版， ２０１０， ４：
１７９８唱１８０２．

［７］　Ｃｏｒｌｅｓｓ ＣＬ，Ｈａｒｒｅｌｌ Ｐ，Ｌａｃｏｕｔｕｒｅ Ｍ，ｅｔ ａｌ．Ａｌｌｅｌｅ唱ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｍａｔｉｎｉｂ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＫＩＴ Ｄ８１６Ｖ ａｎｄ Ｄ８１６Ｆ ｍｕｔａ唱
ｔｉｏｎｓ ｉｎ ｍａｓｔｏｃｙｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓ ｌｅｕｋｅｍｉａ．Ｊ Ｍｏｌ Ｄｉａｇｎ，
２００６，８：６０４．

［８］　Ｆｕｓｔｅｒó，Ｂａｒｒａｇáｎ Ｅ，Ｂｏｌｕｆｅｒ Ｐ，ｅｔ ａｌ．Ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＫＩＴ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

ｉｎ ｃｏｒｅ唱ｂｉｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ唱ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｍｅｌｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｊ Ｍｏｌ Ｄｉａｇｎ，２００９，１１：４５８．

［９］　Ｓｏｔｌａｒ Ｋ，Ｅｓｃｒｉｂａｎｏ Ｌ，Ｌａｎｄｔ Ｏ，ｅｔ ａｌ．Ｏｎｅ唱ｓｔｅｐ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃ唱ｋｉｔ ｐｏｉｎｔ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｕｓｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ唱ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃ唱
ｔｉｏｎ ｃｌａｍｐｉｎｇ ａｎｄ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｏｂｅｓ．Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２００３， １６２：
７３７唱７４６．

［１０］　Ｐａｓｃｈｋａ Ｐ，Ｍａｒｃｕｃｃｉ Ｇ，Ｒｕｐｐｅｒｔ ＡＳ，ｅｔ ａｌ．Ａｄｖｅｒｓｅ Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ Ｓｉｇｎｉｆｉ唱
ｃａｎｃｅ ｏｆ ＫＩＴ Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ａｄｕｌｔ Ａｃｕｔｅ Ｍｙｅｌｏｉｄ Ｌｅｕｋｅｍｉａ Ｗｉｔｈ ｉｎｖ
（１６） ａｎｄ ｔ（８；２１）：Ａ Ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ Ｌｅｕｋｅｍｉａ Ｇｒｏｕｐ Ｂ Ｓｔｕｄｙ．Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｏｎｃｏｌ，２００６，２４：３９０４唱３９１１．

［１１］　Ｈｕａｎｇ Ｑ，Ｌｉｕ Ｚ，Ｌｉａｏ Ｙ，ｅｔ ａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｍｅｌｔｉｎｇ Ｃｕｒｖｅ
Ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｄｕａｌ唱Ｌａｂｅｌｅｄ， Ｓｅｌｆ唱Ｑｕｅｎｃｈｅｄ
Ｐｒｏｂｅｓ．ＰｌｏＳ Ｏｎｅ，２０１１，６：ｅ１９２０６．

（收稿日期：２０１３唱０１唱０５）

（本文编辑： 戚红丹）

　　姜国强，赵晓明，王航，等．用探针熔解曲线法检测急性髓细胞白血病 ｃ唱ｋｉｔ 基因突变［ Ｊ／ＣＤ］．中华临床医师杂志：电子版，２０１３，７（９）：３８３６唱３８３９．

·９３８３·中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ５ 月第 ７ 卷第 ９ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｍａｙ １，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．９


