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#基因表达变化及临床意义%方法
!

A

例慢性期
'89

患者为实验组!

A

例健康人为对照组!取骨

髓单个核细胞行
>88&'<

体外培养!

B!$C'B

法测定两组
>88&'<

的
&'#

$

!"#$

!

%

基因表达量!并分析其相关

性%结果
!

慢性期
'89

患者
>88&'<

中
&'#

基因表达水平较对照组明显升高"

!
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#!而
!"#$
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%

表达水平

较对照组明显降低"
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#%实验组内
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与
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表达量呈负相关"

"E)DFGH
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#!对照组两指标间

无相关性%结论
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患者
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的
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高表达和
!"#$

!

%

低表达有相互影响并对白血病细胞的增殖与凋亡

发生影响!对
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发病有促进作用%
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慢性粒细胞白血病&
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#

'89

'是临

床常见获得性骨髓增殖性疾病之一#是以中)晚幼粒细胞恶性

增生为主要特征#骨髓造血微环境对该类细胞的增殖有无影响

目前研究不多*对骨髓造血微环境为主的骨髓间质干细胞
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'表达变化进行研究#现报道如下*
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资料与方法

DDD

!

一般资料
!

选择
())M

年
%(

月至
())O

年
H

月本院门诊

及住院患者#经
8K'8

分型确诊
'89

慢性期患者为实验组#

共
A

例&男
L

例#女
(

例'#中位年龄
ALDM

岁(

A

例缺铁性贫血恢

复者为健康对照组&男
L

例#女
(

例'#中位年龄
GADO

岁*

DDE

!

标本处理
!

无菌抽取骨髓
G09

#肝素抗凝#

%U(

稀释后

缓慢转入
%D)OO

@

"

09#/*-33

细胞分离液上层进行密度梯度离

心#取中间有核细胞层*洗涤后按每个平方厘米
AV%)

A 单个

核细胞接种于
(A*0

( 培养瓶中#每瓶含
A09

完全
I8W8

培

养液&完全
I8W8

培养液中含青)链霉素
%))X
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#

%))09

"

9

胎牛血清)

A)09

"

9

马血清#

)D(A
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09

两性霉素'*置

AY'J

(

)饱和湿度)

LOZ

培养箱培养*

L4

后换液#去非贴壁

细胞#以后每
L

天换液
%

次*培养
%)4

左右#贴壁细胞形成融

合层#用
)D(AY

胰蛋白酶+用
%00-3

"

9

乙二胺四乙酸二钠

&

WI!P$T7

(

'配制,消化#按
%U(

的比例接种传代*取第
L

代

>88&'<

为实验用*

DDF

!

检测指标与方法

DDFDD

!

总
BTP

的提取)

*ITP

的合成
!

当第
G

代细胞铺满整

个培养瓶时+&细胞数大约为&

A

#

ODA

'

V%)

A

',后#加
!,/[-3

&

K.Q/=,-

@

2.

'裂解细胞#经氯仿)异丙醇提取总
0BTP

并根据

逆转录试剂盒操作说明按
()

"

9

体系合成
*ITP

*

BTP

提取

试剂盒为
K.Q/=,-

@

2.

产品)逆转录试剂盒为
!J\J>J

产品*

DDFDE

!

标准品制作
!

!

$7*=/.

)

&'#

及
!"#$

!

%

扩增片段经切胶

回收纯化后#分别与
S

I8%H$!

质粒载体连接#转化
I]A

$

感受

态大肠杆菌#筛选阳性克隆#扩菌#菌液经聚合酶链反应&

C'B

'

鉴定阳性质粒#纯化提取质粒制成标准品*测定质粒浓度后#

-

%MA(

-

检验医学与临床
()%)

年
%(

月第
O

卷第
(L

期
!

97:824'3/.
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基金项目!镇江市社会发展基金&
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按照公式 JV%)
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'计算质粒

数&

8

为基因片段长度#

`

为质粒长度'#按
%)

H

#

%)

( 梯度稀

释质粒#定量
C'B

仪测定并绘制标准曲线*重复
L

次检测该

标准品的线性范围和重复性*

DDFDF

!

引物设计及合成
!

应用
CBK8WBAD)

软件辅助设计

引物#并由上海生工生物工程技术服务有限公司合成*引物的

序列见表
%

*

表
%

!
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$
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$
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基因
C'B

引物系列

基因 引物序列 &

Aa$La

' 产物长度
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!
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!
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!
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P.=/$<2.<2
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L((:

S
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基因定量测定
!

反应体系为
()
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#其中!
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*ITP

模板
%D)
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)引物各
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0-3
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'#用
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(
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补足至
()

"
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FGZ

预变性
L)<

(

FGZG

<

)

AMZA<

)

O(Z%A<

&共
G)

循环'(

O)Z%)0/.

(融解曲线分

析*为了避免引物二聚体的干扰#使用
G

步法#

!

$7*=/.

在
HHZ

读取荧光#

&'#

)

!"#$

!

%

在
H(Z

读取荧光*

B273$=/02C'B

试剂

盒为
!J\J>J

产品&

B-=-,$
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2.2L))),273$=/02*
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*32,

#

'-,:2==B2$

<27,*+

'*根据标准曲线计算
&'#

)

!"#$

!

%

基因表达量*

DDG

!

统计学方法
!

用
&C&&%LD)

统计软件行实验结果分析#

&'#

)

!"#$

!

%

基因表达相对量以
KbF

表示#均数间比较采用

两独立样本
B

检验#

!

$

)D)A

为差异有统计学意义*

&'#

)

!"#$

!

%

相关性通过线性相关分析检验*

E

!

结
!!

果

EDD

!

!

$7*=/.

)

&'#

及
!"#$

!

%

标准曲线构建
!

扩菌后取菌液通

过
C'B

鉴定阳性质粒#产物电泳显示清晰的阳性条带&见图

%

'#成功构建标准品*

!

$7*=/.

)

&'#

及
!"#$

!

%

基因的标准曲线

由荧光定量
C'B

附带软件&

B-=-,$"2.2Q2QGD)M

'绘制#标准曲

线相关性较好#相关系数
"

分别为
)DFFF

)

)DFFF

)

)DFH(

*同时

溶解曲线分析示
C'B

产物单一#反应特异性较好*

!!

注!

8

表示
87,62,

#

%

表示
!

$7*=/.

(

(

表示
&'#

(

L

表示
!"#$

!

%

*

图
%

!

质粒内
&'#

$

!"#$

!

%

基因表达

EDE

!

!

$7*=/.

)

&'#

及
!"#$

!

%

基因表达定量检测
!

两组标本经

定量
C'B

扩增
L

个基因后以
%DAY

琼脂糖凝胶电泳比较#电泳

结果显示实验组及对照组各标本均表达
!

$7*=/.

)

&'#

)

!"#$

!

%

基因#电泳条带清晰#未见明显杂带&见图
(

'*根据标准曲线

获得#实验组和对照组
&'#

拷贝数分别为!&

AD()Hb%DOML

'

V

%)

M

#&

(D%F(b(D%(O

'

V%)

A

#

!"#$

!

%

基因拷贝数分别为!

&

ADFLGb)DF%A

'

V%)

M

#&

LDMOHb(DMGM

'

V%)

O

#二者比较差异

有统计学意义&

B

值分别为
(DGG%

)

LDFOO

(

!

分别小于
)D)A

)

)D)%

'*

!!

注!

%

#

A

实验组(

M

#

%)

对照组(

8

表示
87,62,

*

图
(

!

实验组$对照组
>88&'<

中
&'#

$

!"#$

!

%

基因表达

EDF

!

&'#

与
!"#$

!

%

表达量相关分析
!

结果显示!实验组内

&'#

与
!"#$

!

%

表达量呈负相关&

"E)DFGH

#

!

$

)D)A

'#对照组

两指标间无相关*
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'89

是造血系统恶性疾病#以中晚幼粒细胞大量增殖为

特征*其白血病干细胞具有质的异常#多数具有
C+%

_染色体

及
>*,

"

P:3

融合基因*而造血微环境中
>88&'<

是造血调控

的主要组分之一#通过与造血细胞直接接触和表达多种细胞因

子#实现对造血细胞增殖和分化的调节作用*

在
>88&'<

表达的多种细胞因子中#

&'#

可促进造血干

细胞的增殖)分化以及存活+

%

,

#是造血正调控因子*有研究还

发现#

'89

祖细胞对
&'#

介导的细胞增殖作用具有较正常造

血细胞更高的敏感性#且
&'#

还可以协助
'ILG

_细胞逃避化

疗药物引起的损害+

(

,

*对血管平滑肌细胞进行研究发现#

&'#

在抗内皮细胞凋亡中起重要作用并提示
&'#

主要通过抑制

*7<

S

7<2$L

表达#通过
P6=$>*3$(

途径使
>*3$(

表达增高而发挥

抗凋亡作用+

L

,

*由此推论#

'89

患者
>88&'<

异常升高
&'#

必然会促进白血病细胞扩增)聚集#同时
&'#

的抗细胞凋亡作

用使白血病细胞凋亡减少*本实验发现
'89

患者
>88&'<

的
&'#

异常高表达可能导致
'89

白血病细胞过度增殖参与

'89

发病*

在骨髓造血微环境骨内#细胞因子间常具有多方面作用或

其自身受多方面调节#

!"#$

!

%

能够明显的下调小鼠
K9$%

)

K9$

L

)

"$'&#

)

"8$'&#

)

'$c/=

)

#3=L$9

以及
!CJ

等细胞因子受体

表达而实现造血负调控作用*有资料显示#内源性
!"#$

!

%

表

达或激活方面的缺陷以及
!"#$

!

%

受体或受体后水平缺陷都

可使生长抑制作用消失而导致血细胞的恶性增殖+

G

,

(有实验证

实+

A

,

#

'89

患者来源的
>88&'<

在加入有丝分裂原刺激后的

!

细胞可明显抑制
!

细胞的增殖与分化#这种抑制作用完全

依赖于
!"#$

!

%

和
]"#

&

+2

S

7=-*

1

=2

@

,-;=+?7*=-,

'的作用*

对长期化疗的急性淋巴细胞白血病患儿骨髓细胞长期培养

&

9!>8'

'研究也发现#与正常骨髓相比#混合培养上清液内

!"#$

!

%

水平明显升高#说明化疗可通过
!"#$

!

%

水平的升高

而下调骨髓基质细胞的功能+

M

,

(以上均说明
!"#$

!

%

与白血病

的发病密切相关*本结果示
'89

患者
>88&'<

体外
!"#$

!

%

低表达会导致其造血负调控作用减弱#从而加速了
'89

白

血病细胞的大量增殖*

>88&'<

是造血微环境实现造血调控的主要细胞#常通
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