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【摘 要1目的：观察 CCLG一08方案中含有巯嘌呤的巩固和维持阶段急性淋巴细胞白血病(Acute ly phoblasti leukemi 
．ALL) 

简称急淋。患儿毒副作用的发生情况，检测急淋患儿巯嘌呤甲基转移酶(Thiopurine S-methyitransferase,TPMT)基因多态性
．研究 

其与巯嘌呤相关药物毒副作用的关系。方法：观察急淋患儿巩固和维持阶段发生的以外周血白细胞显著减少、肝脏损害为主的 

毒副作用；采用等位基因特异性聚合酶链反应、限制性片断长度多态性和时间飞行质谱技术检测 TPMT基因G238C、G460A、 

A719G多态性。结果：急淋患儿巩固化疗阶段外周血白细胞显著减少的血液系统毒副作用发生率是 19．35％(n=24)：维持治疗 1 

个月以上，外周血白细胞显著减少的血液系统毒副作用发生率是 13．82％(n=13)，肝脏损害的发生率是 10。64％(n：10)：维持治 

疗 I和Ⅱ组急淋患儿的血液系统毒副作用和肝损害发生率没有显著的统计学差异。没有发现急淋患儿TPMT基因型与其巯嘌 

呤相关毒副作用间的相关性。结论：研究显示急淋患儿可以良好耐受CCLG一08方案中的巩固和维持治疗：汉族急淋患儿TPMT 

基因 G238C、G460A、A719G位点总突变率为 0．67％；研究没有发现急淋患儿巯嘌呤相关的白细胞减少和肝脏损害与 TPMT基 

因型的相关性；CCLG一08方案维持治疗 I组(连续服用巯嘌呤)较之维持治疗Ⅱ组(连续服用 3周间断 1周)不会导致更多和更 

严重的外周血白细胞减少以及肝损害的发生。 
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MerCaptOpurine related toxicity in the child patients with acute lymphoblastic 

leukemia and its relationship with the thiopuine S-methyltransferase genetic 

polymorpNsms 
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【Abstract]Objective：To observe the mercaptopurine related toxicity in the child patients with acute lymphoblastic leukemia(ALL) 

treated with CCLG一08 protocol，and to investigate the thiopurine S-methyltransferase(TPMT)gene polymorphisms in the patients and 

discuss its relationship with the mercaptopurine related toxicity． Methods：The occurances of leukocytopenia，hepatotoxicity and pan— 

creatitis in the consolidation therapy stage and the maintenane therapy stage were observed．The polymorphisms of TPMT G238C， 

G460A，and A719G were determined by allele-specific PCR(ASPCR)，PCR—restriction fragment length polymorphism(PCR—RFLP)， 

and MALDI—TOF MS technique．Results：19．35％(n=24)of the ALL patients in the consolidation therapy stage and 13．83％(n=13)in 

the maintenane therapy stage experienced serious leukocytopenia．10．64％(n=10)of the patients experienced hepatotoxicity in the 

maintenane therapy stage．No different occurance rate of mercaptopurine related toxicity was found in the two groups of the mainte 

nance therapy．The study didn。t find the relationship between the TPMT polymorphisms and the mercaptopurine related toxicity． 

Conclusion：Although considerable ratio of the mercaptopurine related toxicity occured，the consolidation therapy and the mainte- 

nance therapy of CCLG-08 protocol were safely experienced by the ALL patients in this study．The mutation rate of TPMT gene 
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G238C，G460A，and A719G is 0．67％ in Han ethnic patients 

with ALL in Chongqing area．No relationship between TPMT 

G238C，G460A，and A719G genetic polymorphisms and the 

mercaptopurine related leukocytopenia and hepatotoxicity were 

found in the study．Group I of maintenance therapy ftake me卜 

captopurine 4 weeks continuously)was not lead to more or se— 

vere leukocytopenia and hepatotoxicity compared with groupⅡ 
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of maintenance therapy(take mercaptopurine 3 weeks continuously and withdrawal 1 week)． 

【Key w0rds】mercapt0purine；acute lymphoblastic leukemia；toxicity；thiopurine S-methy1transferase；gene polymorphism 

巯嘌呤作为一种化疗药物，在治疗儿童急性淋巴细胞白 

血病[(Acute lymphob|astic leukemia，ALL)，简称急淋】，和改 

善预后中发挥了重要作用，虽然化疗方案在不断优化发展， 

但是巯嘌呤的作用和地位从未受到质疑和挑战。2008年中 

国儿童白血病协作组暨国家“十一·五”科技支撑计划课题组 

在前期研究的基础上制定了儿童急淋 CCLG一08方案，该方案 

融合了国内外先进的治疗经验和理念，首次在中国进行随机 

对照多中心的临床研究。巯嘌呤在CCLG～08方案的巩固治 

疗阶段配合大剂量的甲氨蝶呤(Methotrexate，MTX)发挥作用， 

在维持治疗阶段是贯穿始终的骨干药物。已有研究显示含巯 

嘌呤的维持治疗是减少复发和提高无病生存率的重要环节， 

但是巯嘌呤的毒副作用不容忽视。据统计，由于各种疾病服 

用巯嘌呤的患者中有 10％～37％的患者因发生骨髓抑制、肝 

脏损害、胃肠紊乱、皮疹、胰腺炎以及流感样症状等毒副作用 

而减少药物剂量甚至暂停治疗l】1。如果ALL患儿终止或者暂 

停治疗 ，将导致化疗疗效下降甚至 AIJJJ复发。 

目前研究表明，巯嘌呤甲基转移酶(Thiopurine S-methyl— 

transferase，TPMT)是巯嘌呤代谢过程的关键酶之一。TPMT 

酶活性缺乏者，巯嘌呤转化率降低，使用标准剂量的巯嘌呤 

治疗可能会导致严重的毒副反应 。TPMT酶活性降低或缺 

乏与其等位基因多态性密切相关．对不同人种进行的研究发 

现，G238C、G460A和 A719G 3个 SNPs最为常见 。因而，研 

究 ALL患儿 TPMT G238C、G460A、A719G SNPs和巯嘌呤所 

致毒副作用的关系，有助于实现巯嘌呤用药的个体化．减少 

和避免严重毒副作用。 

1 研究对象、材料和方法 

1．1 研究对象和治疗方案 

2009年 5月至 2010年 11月我院血液科住院的重庆籍 

汉族 ALL患儿共 149例，男95例，女 54例。入组患儿的诊 

治严格按照 CCLG一08方案的标准进行。患儿经过前期治疗 

都已达到完全缓解 ，即患儿需序贯性地完成诱导缓解 、早期 

强化 、巩固治疗 、延迟强化(中危患儿需完成两次延迟强化及 

中间维持治疗)后进入维持治疗。治疗所用巯嘌呤片为浙江 

浙北药业有限公司生产的乐疾宁。开始巩固治疗要求：无发 

热和严重感染，肌酐清除率值正常，肝功能谷丙转氨酶／谷草 

氨酸酶≤10倍正常值上限，胆红素≤3倍正常值上限，血象 

呈上升趋势．白细胞≥1．5x10 个几、粒细胞／>0，5x10 个几、血 

小板~50X 109个／L。开始维持治疗要求：无发热和严重感染， 

血象呈上升趋势 ，白细胞≥1xl09个，L、粒细胞 ≥0．2x10 个／ 

L、血小板≥50x109个，L。记录患儿巩固治疗和维持治疗 1个 

月以上期间服用巯嘌呤的剂量 、疗程 、合并用药情况、血常 

规、肝功能等检查结果。患儿巩固治疗和维持治疗期间用药 

情况见表 1 

1．2 TPMT基因型的检钡4 

1．2．1 主要仪器与试剂 Bio—Rad PCR仪，Bio—Rad核酸电 

泳系统，DNA提取试剂盒为天根生化科技有限公司提供，限 

制性内切酶ACC I和MWO I购至 NEB公司，琼脂糖购至西 

班牙 Pharmeriseo公司，引物由英潍捷基上海贸易有限公司 

合成。 

1．2．2 DNA的提取 在家长知情同意的情况下．采取患儿外 

周血 1 ml，提取血液基因组总 DNA。 

1．2．3 TPMT基因型的检测和分析 采用 ASPCR方法检测 

G238C位点，引物设计及实验方法参照 Yates等I暇 表的文章。 

采用 PCR—RFLP方法检测 G460A和 A719G位点．G460A引 

物设计及实验方法参照 Zhang等[91发表的文章。A719G引物 

设计及实验方法参照 Ashavaid等【- 发表的文章。将所有DNA 

送上海邃志生物技术有限公司采用时间飞行质谱(MALDI— 

TOF MS)技术对 G238C、G460A、A719G分型结果进行验证。 

1．3 统计学分析 

采用直接计数法计算 TPMT SNPs频率。采用 SPSS17．0 

表 1 ALL患儿巩固治疗方案和维持治疗期间用药情况 

方案 药物及其剂量 

巩固治疗方案 

巯嘌呤 

MTX 

维持治疗方案(8周为 1循环，标危 10循环，中危男 11 

循环，女 8循环 ) 

巯嘌呤 

MTX 

地塞米松 

长春新碱 

鞘注MTX 

25mg／(m ‘d)．口服 8周 

标危每次2 g／m (中危每次5 g／m )，第8、22、36、50天静脉点滴 1次 

50mg~(m2·d)，治疗组 I每 13睡前口服，治疗组 Ⅱ用 3周停 1周 

20mg／(mz·d)，治疗组 I每周 1次，第 1、8、15、22、29、36、43、50天口服 

治疗组Ⅱ每周 1次，用 3周停 1周，第 8、15、22、29、36、43、5O天口服 

6mg／(m2·d)X 5 d，每4周 1次 

1．5mg／(mz·d)(最大2mg)，每 4周 1次 

每 8周 1次，共计 17次，T细胞 一AlJI．23次 
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肝脏损害的发生率分别为 16．67％和4．35％。经卡方检验证实， 

2组间毒副作用发生率无统计学差异( 2=2．566，P>0．05)，维持 

治疗方案肝脏毒副作用的总发生率为 10．64％。 

2．2 TPMT基 因G238C、G460A、A719G位点多态性情况 

检测 149例重庆籍汉族急淋患儿 TPMT 3个 SNPs位点 

基因型 ，未发现 G238C突变型(图 1A)和 G460A突变型(图 

1B)，发现 1例 AT19G突变杂合型(图 IC)。TPMT等位基因 

总突变率为0．67％。结果与MALDI—TOF MS符合率为100％ 

(图2)。上述位点的基因型分布均符合 H—w平衡定律。ALL 

患儿G238C、G460A、A719G位点多态性情况详见表2。 

2．3 TPMT基 因多态性与 ALL患儿巯嘌呤所致毒副作用的 

关系 

含巯嘌呤的巩固治疗方案和维持治疗方案治疗 ALL患 

儿期间，发生白细胞严重减少毒副作用的 ALL患儿 37例 ，其 

TPMT~因 3个位点的突变率均为0；仅在未发生 白细胞减少 

的毒副作用的患儿中发现 1例A719G位点杂合突变型。维持 

治疗方案中，发生严重肝脏损害的ALL患儿 10例，其TPMT 

基因3个位点的突变率也均为 0。上述结果证实，TPMT基因 

G238C、G460A、A719G多态性与巯嘌呤所致白细胞减少的血 

液系统和肝脏损害毒副作用均无相关性。 

3 讨 论 

巯嘌呤属于抑制嘌呤合成途径的细胞周期特异性药物． 

能竞争性抑制次黄嘌呤转变，阻碍 DNA合成，抑制淋巴细胞 

增殖_l】J’是治疗儿童 ALL的重要化疗药物，尤其是维持治疗 

的主干药物。骨髓和肝脏是巯嘌呤代谢的主要场所．其主要 

毒副作用包括：骨髓抑制、肝脏损害、胃肠功能紊乱、皮疹、胰 

腺炎以及流感样症状等。ALL患儿在使用巯嘌呤期间容易出 

现骨髓抑制和肝功能损害，国外研究[12,13】显示 3．9％～13．8％的 

ALL患者服用标准剂量的药物后出现血液毒性，6％～42％患 

者出现不同程度的黄疸。 

研究特别观察了 ALL患儿 2个涉及巯嘌呤化疗阶段的 

毒副作用表现，结果显示以外周血白细胞显著减少为主的血 

液学毒副作用发生率在巩固治疗阶段和维持治疗阶段分别 

为 19．35％和 13．83％，2阶段的发生率无统计学差异。在巩固 

治疗阶段，巯嘌呤的剂量仅为维持治疗阶段标准剂量的 1／2． 

但仍然有 19．35％的患儿因外周血白细胞显著减少需要减少 

巯嘌呤的剂量甚至停药。课题组前期就白血病04方案中静 

脉大剂量 MTX的疗效和安全性进行过研究1 ，O4方案中MTX 

剂量为3～5 g／m ，同步13服 1周剂量为50 rag／(m~·d)的巯嘌 

呤，连用 3个疗程；结果显示WBC<I．9x10，个／IJ的发生率为 

15．8％，与 CCLG一08方案相比也没有明显统计学差异 = 

0．135。P>0．05)。分析推测巩固治疗阶段外周血白细胞显著减 

少与巯嘌呤关系密切，但是也不能排除大剂量 MTX的协同 

作用。维持治疗阶段，巯嘌呤的标准起始剂量是50 mg／(m · 

d)．服用 1月以上的患儿有 13．5％发生显著的外周血 白细胞 

减少 ，需要减量或者暂时停药：维持治疗 I组和 Ⅱ组间外周 

血白细胞显著减少的发生率无差别 ，说明连续服用巯嘌呤与 

连续服用 3周间断 1周不会导致更多和更严重的外周血白 

细胞减少的发生。 

研究观察了2个治疗阶段急淋患儿肝功能受到的影响， 

结果巩固治疗阶段未发现有明显的可以检测到的肝脏功能 

损害：而维持治疗阶段有 10．64％的急淋患儿出现了较严重肝 

脏功能损害，和国外报道的数据近似 。分析推测巩固治疗阶 

段小剂量巯嘌呤联合大剂量 MTX并未导致明显的肝脏功能 

损害，而较巩固治疗高 1倍巯嘌呤剂量 50 mg／(m ·d)的维持 

治疗是肝脏功能损害的主要原因。连续口服巯嘌呤的维持治 

疗 I组较间断 1周口服巯嘌呤的维持治疗Ⅱ组发生了更多 

的肝脏功能损害(8例相比2例)，虽然无统计学意义的差异， 

但是需要引起临床重视和关注，并进一步扩大样本数据研究 

分析。 

研究发现对巯嘌呤敏感性高的患儿容易发生毒副作用． 

而敏感性低的患儿使用标准剂量药物产生的抑制作用不够， 

容易复发，其中药物代谢酶基因的差异是药物效应差异的主 

要原因 1。TPMT是巯嘌呤药物代谢过程中的关键酶 ．TPMT 

基因的遗传多态性与治疗白血病的个体化剂量及其与白血 

病的发生关系一直受到高度关注。不同种族和地区的人群 

TPMT类型和突变频率不一样 。检测结果显示，重庆地区汉 

族急淋患儿 TPMT总突变率为 0．67％，低于国内关于急性白 

血病患儿 TPMT突变频率的报道(3．6％旧和 2．99％t-81)，也低 

于国外关于欧美白种人和美国黑种人 TPMT突变频率的报 

道l191。研究所显示的TPMT等位基因的变异类型与国内研究 

报道一致f2o[，仅发现 1例 A719G杂合突变型．结果没有发现 

或提示 ALL患儿 TPMT基因多态性与 ALL发生的易感相关 

性 ，初步推测 A719G可能是重庆地区汉族 ALL患儿最主要甚 

至是唯一的 TPMT基 因突变类型。为了提高 TPMT基因多 

态性检测的可靠性，实验采用了国外先进的技术，针对 1个 

SNPs位点应用了2种检测方法．即在 ASPCR和PCR—RFLP 

的基础上采用了 MALDI—TOF MS法 ，较 DNA测序法更价廉 

高效、灵敏度相当、准确率达 99％ 

国外TPMT的研究结果发现．有18种基因突变导致 TPMT 

活性减低甚至缺乏，TPMT活性缺乏的患者服用标准剂量巯 

嘌呤后药物在体内代谢障碍．将会导致较严重的巯嘌呤相关 

表2 ALL患儿 TPMT G238C、G460A、A71 9G SNPs位点分型结果 
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毒副作用，因此建议筛查使用者TPMT基因类型以指导临床 

巯嘌呤药物剂量的调整12 22]。纳入研究的149例急淋患JLTPMT 

基因检测仅发现 l例TPMT A719G杂合突变，该患儿经历巩 

固治疗和维持治疗，没有发生白细胞减少和肝功能损害，而 

临床观察到有外周血白细胞严重减少和肝功能损害的ALL 

患儿却都未显示出与其他患儿TPMT基因类型的不同。结果 

没有发现 ALL患儿使用巯嘌呤化疗过程 中其毒副作用的发 

生与 TPMT基因型的相关性，与国内马晓莉等旧以及国外的 

研究结果瞄 尽相同，究其原因可能与重庆地区汉族ALL患 

儿TPMT突变频率较低有关。研究结果一方面提示汉族人群 

TPMT的基因多态性与国外不同人种存在差异 ，所仅有的基 

因变异类型与巯嘌呤毒副作用发生的关系不大，另一方面推 

测，仅检测 TPMT基因上述 3个位点多态性 ，尚无法预测巯 

嘌呤毒副作用的发生。149例ALL患儿在经历含巯嘌呤的巩 

固治疗和维持治疗中共有 37例患儿出现以外周血白细胞减 

少为主的血液系统毒副作用，10例患儿出现药物性肝损害， 

虽然没有发现相关TPMT的异常，但是不排除存在其他巯嘌 

呤代谢关键酶的异常，如三磷酸肌苷焦磷酸酶的多态性等， 

有待于进一步的研究探索。 
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