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二代测序技术检测结外NK/T细胞淋巴瘤中高频突变基因及其临床意义
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[摘 要] 目的：采用二代测序技术检测结外NK/T细胞淋巴瘤（extranodal natural killer/T-cell lymphoma，ENKTL）目的基因突

变情况，分析其与疾病预后和临床特征的关系，为ENKTL发病机制、临床诊断和靶向治疗提供依据。方法：根据以往文献报道

筛选其突变会影响淋巴瘤发生发展的基因作为本研究的目的基因。选择2010年8月至2018年10月期间在河北医科大学第四医

院初治的ENKTL患者29例，通过二代测序技术检测组织标本中目的基因突变情况。应用SPSS21.0统计软件分析临床特征、疾

病预后和目的基因突变情况三者间的关系。结果：筛选得到9个目的基因，其中AT丰富结合域1A基因（AT-rich interactive-

domain 1A，ARID1A）为突变率最高的基因，占 34.48%（10 例），其次为赖氨酸甲基转移酶 2D（lysine methyltransferase 2D，

KMT2D）（31.03%）、肿瘤蛋白P53（tumor protein P53，TP53）（24.13%）。Kaplan-Meier生存分析显示，KMT2D野生型患者总生存

优于伴有KMT2D基因突变型患者（P=0.006）。KMT2D基因突变情况与ENKTL患者临床资料分析发现，KMT2D基因突变型与

患者临床分期、CRP、白蛋白、淋巴细胞计数、Ki67水平密切相关，具有统计学意义（P<0.05）。通过COX回归多因素分析得出：

KMT2D基因突变型为独立预后不良因素（P<0.05）。结论：KMT2D基因在ENKTL中高频突变，并与其预后相关，提示KMT2D

基因在ENKTL发生发展中起重要作用，可作为ENKTL临床治疗潜在的靶点。
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Detection of high-frequency mutant genes in extranodal NK/T cell lymphoma by
next-generation sequencing technology and its clinical significance

LI Yuan, MA Guangyu, ZHAO Guimin, LIU Haisheng, GAO Yuhuan (Department of Hematology, Lymphoma Clinic, the Fourth Hospital

of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050000, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To analyze the mutation of target genes in extranodal natural killer/T-cell lymphoma (ENKTL) by using next-

generation sequencing, and to explore its relationship with prognosis and clinical characteristics, as to provide evidence for the patho‐

genesis, clinical diagnosis and targeted therapy of ENKTL. Methods: According to previous literature reports, the genes whose muta‐

tions can affect the development of lymphoma were selected as the target genes for this study. 29 patients with ENKTL, who were

newly diagnosed at the Fourth Hospital of Hebei Medical University from August 2010 to October 2018, were selected for this study.

The mutation of 9 target genes in the specimen was detected by the next-generation sequencing technology. The relationships among clini‐

cal features, disease prognosis and mutation of the target genes were analyzed by SPSS21.0 statistical software. Results：：Nine target genes

were were screened. AT-rich interactive-domain 1A (ARID1A) gene showed the highest mutation rate in ENKTL (10 cases, 34.48%)

followed by lysine methyltransferase 2D (KMT2D) gene (31.03%) and tumor protein P53 (TP53) gene (24.13%). Kaplan-Meier survival

analysis showed that the overall survival of ENKTL patients with KMT2D gene wild type was significantly better than patients with

KMT2D gene mutation (P=0.006). The KMT2D gene mutation was found to be significantly related to clinical stage, CRP, albumin, lym‐

phocyte count and Ki67 expression in ENKTL patients (all P<0.05). COX regression analysis showed that KMT2D gene mutation was

an independent adverse prognostic factor (P<0.05). Conclusion: The KMT2D gene has a high mutant frequency in ENKTL and is asso‐

ciated with patients’prognosis, suggesting that KMT2D gene plays an important role in the initiation and development of ENKTL. It

could be used as a clinical therapeutic target for ENKTL.
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鼻型（nasal type）结外NK/T细胞淋巴瘤（extranodal

NK/T cell lymphoma，ENKTL）是非霍奇金淋巴瘤（non-

Hodgkin lymphoma，NHL）的一种特殊类型，约占NHL

的5%~18%，具有明显的种族和地域差异性[1]，好发于中

青年，男性多见，中位发病年龄为45岁。ENKTL肿瘤

细胞来源于自然杀伤细胞和细胞毒性T细胞。ENKTL

病理组织学以“血管中心性”和“血管破坏”为特征表现[2]，

该病以结外侵犯为主，发病部位多为鼻部和鼻咽部，其

次为皮肤和胃肠道，骨髓和中枢少见。目前研究[3]认为

ENKTL的发病机制跟Epstein-Barr病毒（EBV）感染密

切相关，但具体致病机制尚不明确。ENKTL的侵袭性

强、疾病进展迅速、预后差、易复发和耐药[4]。目前对

ENKTL的治疗仍没有统一的标准化方案[5]，需加紧探索

新的治疗策略及预后评估方法。最近，许多研究[6-8]表

明基因突变与淋巴瘤的分类和预后评估有关。例如，

二代测序（next-generation sequencing，NGS）技术检测

到的ARID1A和EP300基因突变提高了该病的国际预

后指数（international prognostic index，IPI）评分准确性，

并改善了滤泡性淋巴瘤的预后[9]。NGS技术以其高灵

敏度和高通量的特性能够同时进行同时进行数十万或

数百万个短DNA分子的序列分析。此外，多中心实验

室评估[10]表明，NGS具有高度一致性和可重复性。目

前，尚未在ENKTL患者中充分评估遗传突变的预后价

值。本研究以NGS技术对初治ENKTL中目的基因的

突变情况进行检测，分析目的基因突变情况和疾病预

后、临床特征之间的关系，寻找新的潜在治疗靶点，为

ENKTL的发病机制及治疗提供一定的实验依据和研究

方向。

1 资料与方法

1.1 研究对象

目的基因的筛选原则：预测的该基因的突变会

影响其正常生理功能；根据以往的文献报道，该基因

与肿瘤的发生、发展相关，尤其是在淋巴瘤中有该基

因突变的报道。

选择 2010年 8月至 2018年 10月期间于河北医

科大学第四医院确诊和初治的ENKTL 29例。病例

入组标准：病理诊断严格按照 2008年世界卫生组织

造血与淋巴组织肿瘤分类方案[11]，所有患者至少在河

北医科大学第四医院血液科经过规范化治疗 4个疗

程以上（门冬酰胺酶或培门冬酰胺酶为基础的化疗±

受累野放疗），临床资料保存完整，病理组织蜡块由

河北医科大学第四医院病理科保存。上述资料及标

本的获取均取得受试者或其家属的知其同意并签署

知情同意书，并得到了医院伦理委员会批准。

临床分期、评分标准及疗效评价：患者临床分期根

据Ann Arbor标准[12]判定；由于目前ENKTL尚无统一的

预后评分标准，参照IPI[13]、外周T细胞淋巴瘤-非特指型

预后指数（prognostic index for peripheral T-cell lym‐

phomas-unspecified，PIT）[14]、韩国预后指数（Korean

prognostic index，KPI）[15]、NK 细胞淋巴瘤预后指数

（prognostic index of natural killer cell lymphoma，PINK）
[16]分别进行评分；疗效评价包括完全缓解（CR）、部分缓

解（PR）、稳定（SD）和进展（PD）。

1.2 检测方法

每例标本切取 50~100 μm厚度，置于EP管中于

4 ℃冰箱保存。

从4 ℃冰箱中取出已备好的石蜡组织标本，按照

QIAgen及Righton相关抽提试剂盒进行操作，得基因

组DNA。抽提完成后的基因组DNA可使用Qubit定

量，样本基因组DNA有效质量浓度须大于10 ng/μl；反

之，则重新取样抽提。将符合质控要求的样本稀释至 10

ng/μl，进行目的片段扩增及纯化。目的基因引物设

计及测序分析由上海源奇生物医药科技有限公司完

成。检测基因包括：AT 丰富结合域 1A 基因（AT-

rich interactive-domain 1A，ARID1A）、赖氨酸甲基转

移酶 2D（lysine methyltransferase 2D，KMT2D，又称

MLL2）、肿瘤蛋白 P53（tumor protein P53，TP53）、

MAX 基因关联蛋白 A（MAX gene associated protein

A，MGA）、信号转 导 和 转 录 激 活 因 子 3（signal

transducer and activator of transcription 3，STAT3）、

E1A 结 合 蛋 白 P300（E1A binding protein P300，

EP300）、ASXL 转录调节子 3（ASXL transcriptional

regulator 3，ASXL3）、DDX3X（DEAD-box helicase 3,

X-linked）、信号转导和转录激活因子5B（signal trans‐

ducer and activator of transcription5B，STAT5B）。

1.3 随 访

所有入组患者均通过电话或门诊随访的方式，

随访终点为2019年1月。总生存时间（OS）为从疾病

诊断明确起到患者死亡（任何原因）或者随访结束所

经历的时间。无进展生成时间（PFS）为从疾病诊断

明确起到首次发现疾病进展、死亡或随访结束所经

历的时间。

1.4 统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件进行数据分析，组间构

成比的比较采用 Fisher 确切概率法，生存分析采用
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Kaplan-Meier方法，组间生存率比较用Log-rank检验，

多因素预后分析采用COX风险回归模型。以P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 全组ENKTL患者的OS及PFS

随访至 2019年 1月，随访结束时有 18例患者仍

存活，11例患者死亡，总生存率为62.1%。全部29例

ENKTL患者1、3和5年的OS分别为65.7%、60.3%和

50.2%，中位生存尚未达到，1、2和 3年的PFS分别为

61.4%、57.0%和41.6%(图1、2)。

图1 全组ENKTL患者的OS

Fig.1 OS of the whole ENKTL group

图2 全组ENKTL患者的PFS

Fig.2 PFS of the whole ENKTL group

2.2 ENKTL患者的临床特征

29例ENKTL患者临床特征见表1。

2.3 ENKTL患者中9个目的基因突变情况

ARID1A突变率为 34.48%（10例），共 13处突变

位点；KMT2D突变率 31.03%（9例），共 17处突变位

点；TP53、MGA和 STAT3均为 24.13%（7例），EP300

和ASXL3均为 17.24%（5例），DDX3X和 STAT5B均

为6.89%（2例），详见表2。

2.4 ENKTL患者目的基因突变与生存时间的关系

KMT2D野生型患者总生存优于伴有 KMT2D

基因突变型患者 ，2 组 3 年 OS 分别为 74.1% 和

25.9%（P=0.006），其余目的基因差异均无统计学意

义（P>0.05，图3）。

2.5 KMT2D基因与各临床特征之间的关系

KMT2D 基因突变型与患者临床分期、治疗前

CRP水平、白蛋白水平、淋巴细胞水平以及Ki67水平

具有相关性（P<0.05，表3）。

表1 患者临床特征

Tab.1 Clinical characteristics of patients

Characteristic

Age (t/a)
<60≥60

Gender
Male
Female

Stage
Ⅰ/Ⅱ
Ⅲ/Ⅳ

B symptom
With
Without

Regional lymph nodes involvement
With
Without

Treatment effect
CR+PR
PD

Treatment
CT+RT
CT

IPI score
0,1,2
3,4,5

PIT score
Group1+2（0,1）
Group3+4（2,3,4）

KPI score
0,1
2,3,4

PINK index
Low
Intermediate
High

Ki67≥70
<70

ALC
Normal
Decrease

ALB
Normal
Decrease

Transaminase upper >2
With
Without

[n (%)]

24 (82.7)
5 (17.3)

24 (82.7)
5 (17.3)

20 (69.0)
9 (31.0)

20 (68.9)
9 (31.1)

16 (55.1)
13 (44.9)

16 (55.1)
13 (44.9)

17 (58.7)
12 (41.3)

22 (75.8)
7 (24.2)

23 (79.3)
6 (20.7)

11 (37.9)
19 (62.1)

11 (37.9)
6 (24.2)
11 (37.9)

13 (44.9)
16 (55.1)

16 (55.1)
13 (44.9)

15 (51.8)
14 (48.2)

12 (41.3)
17 (58.7)

2.6 ENKTL患者预后的影响因素

对可能影响患者预后的单因素进行分析，并

对P<0.05或临床意义大的因素纳入COX回归模型

进行多因素分析，结果（表 4）显示，单因素分析发现

年龄≥60岁（P=0.009）、分期Ⅲ/Ⅳ（P=0.002）、LDH水

平升高（P<0.001）、KMT2D突变型基因（P=0.006），患
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者生存预后较差；多因素分析发现KMT2D突变型基

因为独立预后不良因素（P=0.015）。

表2 ENKLT患者基因突变情况（n）

Tab. 2 Genetic mutations in patients with ENKTL（n）

Gene

ARID1A

KMT2D (MLL2)

TP53

MGA

STAT3

EP300

ASXL3

STAT5B

DDX3X

Mutation

13

17

8

8

9

5

7

2

2

Patient

10

9

7

7

7

5

5

2

2

Mutation (%)

34.48

31.03

24.13

24.13

24.13

17.24

17.24

6.89

6.89

图3 野生型KMT2D与突变型KMT2D Kaplan-Meier生存分析

Fig.3 Kaplan-Meier survival analysis of patients with Wt

KMT2D or Mut KMT2D

3 讨 论

ENKTL是以细胞毒性表型为特征的恶性肿瘤，

与EBV感染相关。该病在西方国家少见，但在亚洲

是成熟T细胞和NK细胞肿瘤中最常见的亚型[17]。目

前研究[3]虽已表明EBV在ENKTL中发挥致病作用，

但其病因和分子发病机制仍不明确。ENKTL的临床

过程通常是高度侵袭性的，近年来通过强化疗法（包

括联合化放疗和自体干细胞移植）治疗，其患者的生

存率有所改善[18]，但复发率仍很高。因此，ENKTL的

发病、预后或耐药性相关的分子机制的研究尤为重

要。遗传和分子研究可通过NGS技术获得更可靠的

结果。与 Sanger测序不同，NGS技术还能够检测新

的遗传改变。本研究通过NGS技术检测 29例ENK‐

TL病理标本中 9个目的基因的突变情况，并进行了

突变基因预后分析，从中发现了KMT2D基因与该疾

病预后密切相关。

表3 KMT2D突变型与临床特征之间的关系（（n））

Tab.3 The relationship between the KMT2D mutation with

clinical characteristics (n)

Characteristic

Stage
Ⅰ/Ⅱ
Ⅲ/Ⅳ

CRP
Normal
Increase

Ki67≥70
<70

ALC
Normal
Decrease

ALB
Normal
Decrease

KMT2D

Mut

3
6

2
7

7
2

2
7

0
9

Wt

17
3

13
7

6
14

14
6

15
5

P

0.010

0.041

0.023

0.023

＜0.001

表4 影响ENKTL患者总生存的单因素及多因素分析

Tab.4 Univariate and multivariate analyses of the factors affecting overall survival of patients with ENKTL

Factor

Age（<60 vs ≥60）

Gender（male vs female）

Stage（Ⅰ/Ⅱ vs Ⅲ/Ⅳ）

Bone marrow involvement

B symptom (with vs without）

Regional lymph node involvement

LDH

KMT2D gene（MUT vs WT）

Univariate analysis

P

0.009

0.649

0.002

0.453

0.661

0.091

<0.001

0.006

Multivariate analysis

HR

6.134

2.744

7.001

6.517

95%CI

1.327-28.351

0.506-14.884

1.165~42.058

1.444~29.420

P

0.020

0.242

0.033

0.015

KMT2D基因原名为粒细胞/淋巴细胞或混合谱

系白血病 2（mixed lineage leukemia 2，MLL2）基因，

其编码一种组蛋白甲基转移酶，以维持H3K4单甲基

化水平，其主要功能区为组蛋白甲基转移酶的 SET

区域，该基因及其酶在调控基因转录及调节细胞发

育、分化、代谢等方面起关键作用，同时还作为肿瘤
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抑制因子发挥作用[19]。KMT2D基因突变在一些恶性

肿瘤中已有报道[20-21]，如乳腺癌、淋巴瘤、髓母细胞瘤

及歌舞伎综合征等。该基因钝化突变已在髓母细胞

瘤中报道[22]，提示KMT2D基因功能缺失导致肿瘤细

胞增殖和迁移能力下降。然而，在小鼠实验中发现，

在B细胞发育早期，KMT2D基因条件性失活导致癌

前体细胞表观修饰发生了改变，促使小鼠B细胞大量

增殖，推测KMT2D突变可能通过扰乱控制B细胞激

活途径的肿瘤抑制基因的表达来促进肿瘤增殖，清

除KMT2D基因缺陷细胞可能成为淋巴瘤合理的治

疗策略[23-24]。以上研究结果表明，KMT2D基因及其

突变型在不同肿瘤细胞、不同阶段其功能存在差异，

而在淋巴瘤中，其功能的缺失促进了淋巴瘤的发生

发展，推测KMT2D基因作为一种肿瘤抑制因子在淋

巴瘤发病机制中充当重要角色。在弥漫性大B细胞

淋巴瘤（diffuse large B-cell Lymphoma，DLBCL）和滤

泡细胞淋巴瘤的研究中发现，89% FL 和 23%~32%

DLBCL发生KMT2D基因突变，且多发生在肿瘤形

成的早期阶段，突变多为无义突变和移码突变，这些

突变易导致该基因的失活[25-28]。在 ENKTL 相关研

究[29]中，来自中国的 105例样本中发现 7例（6.7%）该

基因突变，韩国两个研究团队[30-31]通过全组外显子测

序技术也发现了KMT2D基因突变，分别为 17.6%和

80%（5例样本中4例发生突变），大多为无义突变，并

通过RNA测序同样发现其突变引起基因功能丧失，

推测表观遗传因子突变可能在ENKTL致病机制中

发挥作用。

本研究通过对29例ENKTL组织标本中KMT2D

基因进行全长测序发现，其中9例（31.0%）为突变型，

共有17处突变，其中13处为非同义突变、2处终止获

得突变、2处移码突变，无特定突变位点。由于ENKTL

特有的种族和地域性差异，考虑这是以上数据与文

献报道存在差异的原因之一。在本研究中，分析发

现KMT2D基因突变型和野生型的ENKTL患者总生

存存在显著差异（P=0.006），Cox多因素分析显示，该

基因为独立的预后影响因素（P=0.015）。而且，分析

与临床特征的关系发现，KMT2D基因与患者临床分

期、治疗前CRP水平、白蛋白水平、外周血淋巴细胞

计数水平以及Ki67水平具有相关性（P<0.05）。以上

结果表明，伴有KMT2D突变型的患者生存期缩短、

预后差，并且KMT2D突变基因作为独立的不良预后

因素在 ENKTL 的发病机制中发挥重要作用。

KMT2D基因作为一种表观遗传因子，推测其突变导

致基因转录功能异常，干扰了B细胞信号通路中一些

肿瘤抑制因子活性，可能与一些肿瘤抑制因子或蛋

白形成一定的通路，致使肿瘤细胞异常增殖，影响宿

主组织代谢功能及防御功能，导致机体营养状况及

免疫功能低下，共同参与了ENKTL的发生发展。本

研究结果中，KMT2D基因突变的发现及其临床意义

对ENKTL致病机制的研究及表观遗传修饰抗肿瘤

药物的研发提供新思路，为个体化精准治疗提供新

的潜在靶点。鉴于本研究样本量较少，仍需要后续

扩大样本量以及更严格的细胞学实验研究进行进一

步的探讨。

本研究中其他被检测基因，如 ARID1A[32-33]、

STAT3[34-35]、TP53[36-37]突变率为24%~34%，尽管没有发

现其有明显的统计学差异，但依据既往文献报道及

本研究结果提示，这种基因高频突变也可能在ENK‐

TL发生发展中起重要作用，但与该病发病机制及预

后的确切关系尚需要扩大样本量进一步验证及

研究。

肿瘤的发生是多因素多阶段的复杂的过程，一

些抑癌基因或调控转录因子及信号转导基因的突变

作为扳机点可引起其他致癌因素的激活，从而导致

肿瘤的最终发生。NGS技术在肿瘤中的应用对于疾

病诊断、预后危险因素分层及靶向药物的选择都提

供了有力的支持。尽管目前NGS还不是临床常规检

测手段，但通过NGS进行相关靶基因的检测前景广

阔，可以为患者找到更多治疗的机会，为疾病的研究

和靶向新药的研发提供新思路，个体化精准治疗提

供新靶点。
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