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目的
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研究不同分型的急性髓系白血病"

+8Z

#患者骨髓中单个核细胞
*<?(6!

基因
BM*+

的表达$

方法
!

收集初诊的
!%3

例
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患者"
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例!
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型
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例!
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型
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例!
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型
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型
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例#和
$"

例对

照者"非白血病和健康人!其中非白血病患者和健康人
*<?(6!

基因
BM*+

表达无差异#骨髓!采用实时荧光定量聚

合酶链反应检测
*<?(6!

基因
BM*+

表达情况$结果
!

!%3

例
+8Z

患者骨髓中
*<?(6!

基因
BM*+

表达量相对

于对照组升高了
"::,:

倍!差异有统计学意义"
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#$不同分型
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患者骨髓中!

8

!

(
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(
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(

8

&

型
+8Z

之间
*<?(6!

基因
BM*+

表达量无差异!但均低于
8
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型!与
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差异有统计学意义"

?i",5:
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#$结论
!

不同分型的
+8Z

患者骨髓
*<?(6!

基因表达均存在异常!并且发现
8

$

型与其他类型

+8Z

表达有差异!该机制可能表明
*<?(6!

基因在不同亚型
+8Z

发生和发展中所起作用不同$

"关键词#

!
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急性髓系白血病$

+8Z

%全世界的发病率为
3,3&

"

!%

万

人#我国发病率为
&,95

"

!%

万人#是成年人最常见的急性白血

病)

!

*

+目前
+8Z

的治疗仍以化疗为主#但化疗药物的耐受及

化疗缓解后复发仍然是治疗的主要障碍#因此迫切需要寻求新

的治疗方法+

*<?(6

基因是一个由细胞外亚基
*.Q

$

*.Q

%和

跨膜亚基
*;8

$

XQ*

%组成的二聚体跨膜受体#哺乳动物体内

表达
"

种
*<?(6

受体#

&

种
*<?(6

配体)

3

*

+配体结合到受体#

引起
$

分泌酶切割掉细胞外亚基
*.Q

#并释放出细胞内亚基

XQ*

)

$

*

+释放出的
XQ*

转移到细胞核内#诱导相关致癌基因的

表达)

3

*

+近年来#关于
*<?(6

信号通路在恶性白血病中的报道

充满争议#

Z<R@

G

等)

"

*和
2F==F=

等)

&

*研究表明#

*<?(6

信号通

路的活化能抑制
+8Z

患者细胞的生长+但
2<KC

等)

9

*认为#

成骨细胞中活化的
#

链蛋白激活刺激
fF

SS

CK!

的表达#随后激

活
*<?(6

基因在造血干细胞中表达#最终导致
+8Z

发生+上

述研究表明#

*<?(6

基因可能具有致癌与抑癌的双重作用#这

可能是由于组织来源不同,肿瘤发展阶段差异及疾病属于不同

亚型等导致)

:

*

+因此#本研究收集患者骨髓细胞#采用实时荧

光定量聚合酶链反应$

PQM

%技术检测不同分型
+8Z

患者骨

髓单个核细胞中
*<?(6!

基因
BM*+

的表达量#探讨
*<?(6!

基因与
+8Z

不同分型之间的关系#为不同分型
+8Z

白血病

的诊断及预后评估提供理论依据#现报道如下+
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资料与方法
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年
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月至
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年
&

月以形态学,

免疫学,遗传学和分子生物学诊断标准确诊为
+8Z

的
!%3

例

初诊患者骨髓标本作为
+8Z

组#其中男
&3

例#女
&%

例+根

据
_+Y

分型标准将
+8Z

分为
8

!

型
!5

例#

8

3

型
"!

例#
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检验医学与临床
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型
!9

例#

8

"

型
!"

例#

8

&

型
!$

例+以
$"

例非
+8Z

白血病

患者和健康人骨髓作为对照组+

$,/

!

试剂与仪器
!

;@HT<L

和
\]YMP@CBHI.I;F

U

XX

由

;F2FMF

公司提供#反转录试剂盒由
;6C@B<\QX.*;X_XQ

公

司提供+

PQM

分析仪由
+

''

LHCKYH<>

G

>?CBX=(

公司生产#

X̀X:

荧光定量
PQM

分析仪由
+YX

公司生产+

$,'

!

研究方法

$,',$

!

引物设计
!

利用美国国立生物技术信息中心网站中提

供的
*<?(6!BM*+

序列和
YZ+\;

进行引物设计#见表
!

+

所有引物均由上海维基生物科技有限公司合成+

表
!

!

基因
*<?(6!

'

#

#F(?H=

的上'下游引物

目的基因 上游引物$

&D
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$D

% 下游引物$
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% 引物长度$
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BM*+

提取和反转录
!

采集研究对象骨髓
3BZ

于

.);+

抗凝试管中#按照淋巴细胞分裂液说明书$天津美德太

平洋科技有限公司%提取单个核细胞+

;@HT<L

法提取总
BM*+

并将其进行纯度分析#当
0

39%=B

"

0

35%=B

为
!,5

时方可用于下一

步研究+取
!!

*

ZM*+

模板进行反转录#加入
!

*

Z<LH

S

<

引

物混匀并瞬时离心#

9& a &BH=

#反应体系!

"

*

ZMCF(?H<=

YAOOC@

#

3

*

Z8HI

#

!

*

ZMX

#

!

*

ZM;

+反应条件!

"3a9%BH=

#

:3a!%BH=

#

"a

保存+得到的
()*+

产物置于
d3%a

保存

备用+

$,','

!

荧光定量
PQM

检测
!

反应体系为
()*+!

*

Z

#上,下

游引物各
!

*

Z

#

\]YMP@CBHI.I;F

U+

!%

*

Z

#

M/[

+

%,"

*

Z

#

KK0

3

/:,9

*

Z

#总体积
3%

*

Z

+

3

个基因$

*<?(6!

,

#

#F(?H=

%

的扩增反应条件均为
4"a$%>

预变性#

4"a3%>

#

9%a3%>

#

:3a$&>

#

&%

个循环+溶解曲线条件!

4&a!&>

#

9%a!BH=

#

4&a!&>

+对
+8Z

各组及
+8Z

组和对照组基因
BM*+

的

表达采用目标扩增产物达到设定阈值所经历的循环次数$

Q?

%

值进行比较+扩增效率验证!本研究分别对
*<?(6!

和
#

#F(?H=

基因进行
!%

倍稀释#稀释
&

种梯度#目的基因和内参基因扩增

效率相差小于
&b

#且在
45b

"

!%3b

#可以认为扩增效率近似

相等+

$,1

!

统计学处理
!

实时定量
PQM

结果由荧光定量分析仪自

动采集并给出目的基因和内参基因的
Q?

值#基因表达量采用

+8Z

组及对照组用
3

#

00

Q?

)

5

*表示#式中
00

Q?i

0

Q?

+8Z

组
d

0

Q?

对照组
)

5

*

#

+8Z

组及对照组
0

Q?iQ?

目的
dQ?

内参
)

5

*

+采用

\P\\!4,%

软件进行统计分析+

*<?(6!

和
#

#F(?H=

基因
BM*+

表达量以
MgF

表示#多组均数间比较采用方差分析+以
H

$

%,%&

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/,$

!

实时荧光定量
PQM

分析
*<?(6!

表达
!

以
()*+

作为模

板#进行实时
PQM

扩增#制作标准曲线和溶解曲线+结果表

明#

*<?(6!

及
#

#F(?H=

溶解曲线只有单一峰+琼脂糖凝胶电泳

图可以看出目的条带单一#见图
!

#而且目的基因片段的长度

与预期设计的长度符合#说明引物特异性较好+

*<?(6!

及
#

#

F(?H=

的标准曲线及二者的扩增效率分别为
45b

,

!%3b

#可以

认为二者扩增效率近似相等+

/,/

!

+8Z

组与对照组
*<?(6!

基因
BM*+

表达情况
!

对实

验组和对照组
*<?(6!

基因
BM*+

的表达进行检测发现#

+8Z

患者组
*<?(6!BM*+

表达高于对照组#差异有统计学

意义$

H

$

%,%&

%#且
8

$

与
8

!

,

8

3

,

8

"

型,

8

&

型之间
*<?(6!

BM*+

表达水平差异有统计学意义$

H

$

%,%&

%#见表
!

,

3

+

图
!

!

琼脂糖凝胶电泳图

表
!

!

不同分型
+8Z

组和对照组之间
*<?(6!BM*+

0

Q?

值

组别
8CF=g\

00

Q? 3

#

$

00
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%

H
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$

*<?(6!
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!

Q<=?@<L !9,"g%,5 d d d

!!

注!

00

Q?i

0

Q?

+8Z

组
#

0

Q?

对照组+

表
3

!

不同分型患者组之间
*<?(6!BM*+

0

Q?

值两两比较

组别
&00

Q?

&

3

&00
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&
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0

Q?

$
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3
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续表
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不同分型患者组之间
*<?(6!BM*+

0

Q?

值两两比较

组别
&00

Q?

&

3

&00

Q?

&

? H

!

8

3

8

&

%,": !,$4 !,55 %,%&

!

8

$

8

"

%,4" !,43 $,39 %,%&

!

8

$

8

&

!,94 $,3$ &,:& %,%&

!

8

"

8

&

%,:& !,95 3,": %,%&

!!

注!

00

Q?i

0

Q?8

*

#

0

Q?8

8

$

*

%

8

%+

'

!

讨
!!

论

*<?(6

基因在细胞生长发育过程中起关键作用#参与多系

统干细胞自我更新和分化#而且
*<?(6

信号传导失调在血液恶

性肿瘤和其他各种实体肿瘤中都有报道)

4#!%

*

+

*<?(6

基因广

泛参与肿瘤细胞的信号调节#在
;

细胞淋巴瘤,宫颈癌中#活

化的
*<?(6

基因起致癌作用)

!!#!3

*

+而在神经胶质瘤中它又是

一种肿瘤抑制剂)

!$

*

+研究发现#白血病的发生与
*<?(6

基因

及其介导的信号传导通路密切相关#

*<?(6

信号参与调节淋巴

细胞成熟的多个阶段#在
;

急性淋巴细胞白血病中
*<?(6!

信

号通路的分子机制不明#突变的
*<?(6!

基因可能与其他多种

致癌因子共同作用)

!"

*

+

_+Y

分型是根据骨髓细胞形态学和细胞化学特征#尤其

是原始细胞的数量和形态来分型#一共分为
8

%

"

8

:

5

型#其

中
8

$

型白血病又叫急性早幼粒性白血病#具有特殊的临床表

现,形态特征#以及区别于其他亚型的基因特征+近来
7@HC#

>CL6ARC@

等)

!&

*报道#初期的急性早幼粒细胞白血病$

+PZ

%骨髓

标本与其他
+8Z

亚型相比较
fF

SS

CK!

表达量较高#在细胞系

水平诱导
P8Z#M+M+

的表达提高了
fF

SS

CK!

蛋白表达水平#

从而加强了
$

分泌酶切割细胞外亚基
*.Q

#

*<?(6

抑制剂能减

少
+PZ

细胞的生长#这表明活化的
*<?(6

基因可能在
+PZ

中

扮演着致癌角色+

$

分泌酶抑制剂$

7\X

%可通过抑制
*<?(6

基

因受体或配体抑制
*<?(6

基因活性)

$

*

+因此#

*<?(6

基因抑制

剂是一种非常有前途的抑癌剂#用来治疗某些癌症#如
+PZ

和

急性淋巴细胞性白血病等)

$

*

+

本研究发现#

*<?(6!

基因不仅在健康人与
+8Z

患者单核

细胞内表达显著不同#升高了
"::,:

倍$

?i&!,%

#

H

$

%,%&

%#而

且在不同
_+Y

分型的
+8Z

中表达也有差异+其中
8

$

型比

8

!

,

8

3

,

8

"

及
8

&

型表达量高#差异有统计学意义$

H

$

%,%&

%#这可为临床诊断及治疗
8

$

型
+8Z

提供辅助依据+

目前
*<?(6

基因抑制剂作为一种前瞻性治疗药物#已经有

了较为深入的研究#以上研究为利用
7\X

治疗不同分型
+8Z

提供了一定的指导作用+
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