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　 　 再生障碍性贫血(ＡＡ)是一种因骨髓造血功能不良而导致

外周血全血细胞减少的骨髓衰竭综合征ꎬ免疫异常为其主要发

病机制ꎮ 最近研究表明ꎬ端粒酶基因突变、端粒缩短也参与了

ＡＡ 的发病[１] ꎮ 端粒是位于染色体末端、保护染色体完整的重

复 ＤＮＡ 序列ꎮ 端粒随细胞分裂逐渐缩短ꎬ当缩短到一定程度

时会导致细胞衰老或凋亡ꎮ 端粒酶可修复磨损的端粒ꎮ 端粒

酶基因突变会使端粒缩短或功能障碍ꎬ导致基因组不稳定ꎮ 目

前 ＡＡ 被认为是一种端粒相关疾病ꎬ在本疾病中ꎬ抗原驱动、自
身免疫失调和 Ｔ 细胞稳态失衡参与造血干细胞损伤ꎬ端粒酶功

能缺陷在某些情况下也发挥作用ꎮ 本研究旨在探讨 ＡＡ 患者外

周血白细胞端粒酶逆转录酶(ＴＥＲＴ)和端粒酶核糖核酸组分

(ＴＥＲＣ)基因突变情况及其临床意义ꎮ
对象与方法

１. 对象:纳入 ２０１７ 年 ３ 月 ~ ２０１８ 年 ３ 月于我科就诊的初诊

获得性 ＡＡ 患者 ３０ 例ꎬ其中男 １４ 例ꎬ女 １６ 例ꎬ年龄 ２４ ~６９ 岁ꎬ平
均年龄(３５. ６６ ±１０. ３０)岁ꎮ 纳入同期于我院健康体检者 １５ 例ꎬ
其中男 ７ 例ꎬ女 ８ 例ꎬ年龄 ２５ ~ ６９ 岁ꎬ平均年龄(３６. ２８ ± ９. ８２)
岁ꎮ 所有 ＡＡ 患者均无血液系统疾病家族史ꎬ均符合«血液病诊

断及疗效标准» (第 ４ 版)推荐的 ＡＡ 诊断标准ꎮ 排除标准:
(１)先天性 ＡＡꎻ(２)年龄 < １４ 岁ꎻ(３)妊娠或哺乳期ꎮ 本研究经

我院伦理委员会审核批准ꎬ所有受试者均签署知情同意书ꎮ
２. 方法

(１)标本采集:抽取受试者外周血 ２ ｍｌꎬ采用乙二胺四乙酸

(ＥＤＴＡ)抗凝ꎬ加入红细胞裂解液ꎬ以 １ ７００ｒ / ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎꎮ 去

除上清红细胞ꎬ留取白细胞ꎮ
(２)检测方法:①设计引物(ＴＥＲＴ 第 １ 外显子 １ 对ꎻＴＥＲＴ

第 ２ 外显子 ４ 对ꎻＴＥＲＣ 外显子 ２ 对):ＴＥＲＴ１￣Ｆ:ＣＣＣＴＣＣＣＣＴ￣
ＴＣＣＴＴＴＣＣＧꎻ ＴＥＲＴ１￣Ｒ: ＣＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＧＣＣＴＣＧꎻ ＴＥＲＴ２￣１Ｆ:
ＣＡＧＴＧＣＣＴＧＧＴＧＴＧＣＧＴＧꎻ ＴＥＲＴ２￣１Ｒ: ＡＧＡＣＴＴＣＧＧＣＴＧＧＣＡＣＴＧꎻ
ＴＥＲＴ２￣２Ｆ: ＡＡＣＣＡＴＡＧＣＧＴＣＡＧＧＧＡＧＧꎻ ＴＥＲＴ２￣２Ｒ: ＣＧＣＣＴ￣
ＧＡＧＧＡＧＴＡＧＡＧＧＡＡＧꎻ ＴＥＲＴ２￣３Ｆ: ＣＡＣＴＣＣＣＡＣＣＣＡＴＣＣＧＴＧꎻ
ＴＥＲＴ２￣３Ｒ: ＧＴＣＴＧＴＧＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧꎻ ＴＥＲＴ２￣４Ｆ: ＴＧＣＴＣＣＴ￣
ＣＡＡＧＡＣＧＣＡＣＴＧꎻ ＴＥＲＴ２￣４Ｒ: ＡＴＴＣＡＧＣＴＣＴＧＧＧＧＣＣＴＧꎮ ＴＥＲＣ￣
１Ｆ:ＣＴＴＴＡＴＡＡＧＣＣＧＡＣＴＣＧＣＣＣꎻ ＴＥＲＣ￣１Ｒ: ＡＣＴＣＧＣＴＣＣＧＴＴＣ￣
ＣＴＣＴＴＣꎻＴＥＲＣ￣２Ｆ:ＧＣＣＴＴＣＣＡＣＣＧＴＴＣＡＴＴＣＴＡꎻＴＥＲＣ￣２Ｒ:ＡＴ￣
ＴＣＡＴＴＴＴＧＧＣＣＧＡＣＴＴＴＧꎮ ②采用台湾芮宝生医股份有限公司

的核酸提取仪(ＭａｇＣｏｒｅ)及核酸提取试剂盒(ＭａｇＣｏｒｅ Ｇｅｎｏｍｉｃ

ＤＮＡ Ｗｈｏｌｅ Ｂｌｏｏｄ Ｋｉｔ)提取所有受试者白细胞基因组 ＤＮＡꎮ
③采用杭州博日 ＬｉｆｅＰｒｏ 基因扩增仪进行聚合酶链反应(ＰＣＲ)反
应ꎮ 反应体系:２ × Ｖａｚｙｍｅ ＬＡｍｐ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(上海信裕生物科技

有限公司)５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ３ μｌꎬ引物 １ μｌꎬＤＮＡ 模板 １ μｌꎮ ④采用北

京鼎国昌盛 ＤＧ￣６００Ｃ 电泳仪和美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ 和

凝胶成像系统进行琼脂糖凝胶电泳分析ꎮ ⑤采用 ＴａＫａＲａ 公司

Ａｌｋａｌｉｎｅ Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ(Ｓｈｒｉｍｐ)酶解试剂进行 ＰＣＲ 产物酶解消化ꎮ
⑥测序反应操作ꎮ ⑦乙醇沉淀纯化ꎮ ⑧采用美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
ＡＢＩ３５００ＸＬ 基因分析仪进行基因测序ꎮ

(３) 结果判断:通过 Ｍｕｔａｔｉｏｎ Ｓｕｒｖｅｙｏｒ 软件对 ＴＥＲＴ 和

ＴＥＲＣ 序列进行对比和分析ꎮ 参考美国国立生物技术信息中心

(ＮＣＢＩ)数据库ꎬ筛选软件指出的测序结果与参考序列不一致之

处ꎬ再结合临床信息得到各外显子的突变信息ꎮ
３. 统计学处理:计数资料以例和百分比表示ꎮ
结　 　 果

所有受试者 ＴＥＲＴ、ＴＥＲＣ 基因突变及单核苷酸多态性

(ＳＮＰ) 结果:３０ 例 ＡＡ 患者中仅有 １ 例 (３. ３％ ) ＴＥＲＣ 突变

(ｎ. ３８９Ｃ→Ｔ)ꎬ测序结果见图 １、２ꎬ未发现 ＴＥＲＴ 第 １、２ 外显子

突变ꎮ １５ 例对照组受试者中未发现 ＴＥＲＣ 及 ＴＥＲＴ 第 １、２ 外显

子突变ꎮ ３０ 例 ＡＡ 患者中有 １１ 例(３６. ７％ )存在 ＴＥＲＴ 第 ２ 外

显子 ＳＮＰ(ｎ. ９１５Ｇ→Ａ)ꎬ１９ 例(６３. ３％ )存在 ＴＥＲＣ 外显子 ＳＮＰ
(ｎ. ５１４Ｇ→Ａ)ꎻ１５ 例对照组中有 ８ 例(５３. ３％ )存在 ＴＥＲＴ 第 ２
外显子 ＳＮＰ( ｎ. ９１５Ｇ→Ａ)ꎬ１１ 例(７３. ３％ )存在 ＴＥＲＣ 外显子

ＳＮＰ(ｎ. ５１４Ｇ→Ａ)ꎮ

图 １　 ＡＡ 患者 ＴＥＲＣ 外显子测序结果(正向测序)

图 ２　 ＡＡ 患者 ＴＥＲＣ 外显子测序结果(反向测序)
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　 　 讨　 　 论

ＡＡ 是以造血干细胞为靶器官的自身免疫性疾病ꎬ免疫抑

制治疗(ＩＳＴ)效果显著ꎬ但仍有 １ / ３ 的患者无效ꎬ其中部分应用

雄激素治疗有效ꎬ这些患者可能存在端粒酶基因突变和端粒缩

短[２] ꎮ 端粒能够保护染色体不受损害ꎬ端粒缩短会导致基因组

不稳定ꎬ引发骨髓衰竭或肿瘤ꎮ 端粒长度的维持主要依靠端粒

酶ꎮ 端粒酶主要由 ＴＥＲＴ、ＴＥＲＣ 及端粒酶相关蛋白组成ꎮ 端粒

酶以 ＴＥＲＣ 为模板、ＴＥＲＴ 为催化亚基逆转录合成端粒 ＤＮＡ 以

弥补端粒损耗ꎮ 端粒酶主要在干细胞和高度增殖的细胞(如淋

巴细胞、癌细胞)中表达ꎬ在大多数成熟细胞中不表达ꎮ 端粒酶

活性主要受 ＴＥＲＴ 基因表达的调控ꎬＴＥＲＴ 启动子含有雌激素受

体ꎬ雌激素和雄激素对端粒酶的表达和活性起重要调节作用ꎮ
正常的端粒酶活性和端粒长度对细胞行使正常功能至关重要ꎬ
端粒缩短会阻碍干细胞的再生潜能ꎮ 端粒缩短在遗传性 ＡＡ
(如先天性角化不良、Ｆａｎｃｏｎｉ 贫血)中普遍存在ꎬ原因是编码

端粒酶的基因 [如 ＴＥＲＴ、 ＴＥＲＣ、 Ｄｙｓｋｅｒｉｎ 假尿苷合成酶 １
(ＤＫＣ１)]发生突变ꎮ 约 １ / ３ 的获得性 ＡＡ 患者存在端粒缩短ꎬ
某些情况下亦与 ＴＥＲＴ 或 ＴＥＲＣ 突变有关ꎮ 尤其是致病性

ＴＥＲＴ 启动子突变对于端粒酶功能障碍性疾病具有特异性[３] ꎮ
这些突变使端粒酶活性降低、端粒缩短加快、造血干细胞增殖

能力下降ꎬ临床上均可导致骨髓衰竭ꎮ
国外报道虽有 １ / ３ ＡＡ 患者有端粒缩短ꎬ但存在端粒酶基

因突变的患者不足 １０％ ꎬ其中 ＴＥＲＴ 和 ＴＥＲＣ 的突变率各占

４％ ꎬ这些患者端粒酶活性减低、端粒缩短ꎬ对 ＩＳＴ 反应差ꎬ与克

隆转化相关[４] ꎮ 本研究 ３０ 例 ＡＡ 患者中仅发现 １ 例 ＴＥＲＣ 突

变(ｎ. ３８９Ｃ→Ｔ)ꎬＴＥＲＣ 突变率为 ３. ３％ ꎬ与国外报道相近ꎬ但此

突变位点在获得性 ＡＡ 中未见报道ꎮ Ｖｕｌｌｉａｍｙ 等[５] 报道获得性

ＡＡ 与 ＴＥＲＣ 突变之间的关联ꎬ他们在 １７ 例获得性 ＡＡ 患者中

发现 ２ 例 ＴＥＲＣ 突变(ｎ. ５８Ｇ→Ａ)ꎬ然而ꎬ在 ４％ ~１０％的健康非

洲受试者中也发现这种突变ꎬ但对端粒酶活性没有影响ꎬ被证

明是非洲人常见的 ＳＮＰ(指基因组 ＤＮＡ 序列中单个核苷酸变异

而引起的物种多态性ꎬ一般不影响基因功能)ꎮ 后续研究表明ꎬ
少数 ＡＡ 患者存在 ＴＥＲＣ 的真正致病性突变ꎬ这些患者缺乏先

天性 ＡＡ 的疾病特征和家族史ꎬ且在大量健康对照组受试者中

未观察到这些突变ꎮ Ｈａｎ 等[６] 在中国北方地区 ６６ 例 ＡＡ 患者

中检测出 ２ 例(３. ０％ )ＴＥＲＣ 杂合突变(ｎ. ３７Ｎ→Ｇ、ｎ. ６６Ｇ→Ｃ)
均无血液系统疾病家族史ꎬ对 ＩＳＴ 也无反应ꎮ 本研究中 ＴＥＲＣ
突变的患者无家族史ꎬ且临床症状较重ꎬ对 ＩＳＴ 无反应ꎮ

ＴＥＲＴ 突变与获得性 ＡＡ 的关系也已被证实ꎬ突变可能发生

在酶的任何区域ꎮ 值得注意的是ꎬ携带 ＴＥＲＴ 或 ＴＥＲＣ 突变的

患者ꎬ其健康亲属也可能存在端粒酶突变、端粒缩短ꎮ 如果选

择了受影响的同胞供者进行造血干细胞移植ꎬ可能会导致移植

失败ꎮ 一项研究在 ９６ 例日本 ＡＡ 患儿中发现了 ２ 例(２. １％ )杂
合 ＴＥＲＴ 突变ꎬ但未发现 ＴＥＲＣ 突变ꎬ其中 １ 例女孩(ＴＥＲＴ 第 ６
外显子:ｎ. ２１７７Ｃ→Ｔ)端粒很短、对 ＩＳＴ 无反应ꎮ 该女孩的父亲

无相关临床症状ꎬ也存在此突变ꎬ但他的端粒却没有缩短[７] ꎮ
该研究在患儿及对照组中均检测到高频率的 ＴＥＲＴ、ＴＥＲＣ 基因

的 ＳＮＰꎬ与本研究结果相符ꎬ但本研究未对 ＴＥＲＣ 突变的 ＡＡ 患

者家属进行端粒酶基因及端粒长度检测ꎮ 王西阁等[８] 在 ６９ 例

ＡＡ 患儿中未检测到 ＴＥＲＴ、ＴＥＲＣ 基因的任何突变ꎮ 本研究也

未发现 ＴＥＲＴ 突变ꎬ可能原因为地域差异或仅检测了突变常发

生的第 １、２ 外显子ꎬ但并不排除 ＴＥＲＴ 突变在 ＡＡ 发病中的可

能作用ꎮ 最近研究发现 ＴＥＲＴ 突变会破坏其与核酸底物结合ꎬ
导致端粒酶全酶无法正确组装核酸底物ꎬ端粒酶活性丧失ꎬ不
能完整延伸端粒ꎬ从而导致端粒缩短[９] ꎮ 虽然亚洲人群 ＡＡ 发

病率高于西方人群ꎬ但亚洲人群 ＴＥＲＴ、ＴＥＲＣ 突变率并不高ꎮ
端粒酶基因突变率远低于端粒缩短率ꎬ说明端粒酶基因突变不

是唯一导致端粒缩短的因素ꎬ还可能存在其他因素ꎬ如氧化应

激、慢性炎症、药物暴露等ꎬ端粒酶基因突变更可能作为遗传高

危因素而不是遗传决定因素ꎮ
雄激素很早即用于治疗 ＡＡꎬ其作用靶点可能是端粒酶ꎬ作

用机制是雄激素在体内转化为雌激素ꎬ与 ＴＥＲＴ 上的雌激素受

体结合ꎬ上调造血细胞 ＴＥＲＴ 基因表达和端粒酶活性ꎬ使端粒延

长、造血功能恢复ꎮ 应用雄激素治疗的 ＡＡ 患者端粒酶活性明

显升高ꎬ同时血液学指标改善[１０] ꎬ而且ꎬ端粒酶激活可能并不会

导致细胞永久增殖而致癌ꎮ Ｍｕñｏｚ￣Ｌｏｒｅｎｔｅ 等[１１] 将携带端粒酶

基因的病毒载体转染至 ＡＡ 小鼠中激活端粒酶ꎬ显示出其疗效

和安全性ꎬ即使 ＴＥＲＴ 过表达也未观察到致癌倾向ꎮ 端粒缩短

的 ＡＡ 患者选择雄激素治疗可能效果更佳ꎬ检测端粒酶基因突

变有助于选择合适的造血干细胞移植家属供者ꎮ
端粒酶基因和功能的研究开启了人们利用端粒酶激活作

为 ＡＡ 等端粒相关疾病治疗靶点的新思路ꎮ 但以端粒酶为靶点

的治疗策略仍存在进步空间和巨大挑战ꎬ随着这一领域的深入

探索ꎬ端粒酶将会在防治 ＡＡ 等端粒相关疾病的临床应用方面

发挥作用ꎮ
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