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目的
!

研究
40UU&"

基因启动子区异常甲基化与急性髓系白血病"

&TV

#发生的相关性%方法
!

选

取
":#

例
&TV

患者骨髓标本及
!-

例健康供者骨髓标本!通过甲基化特异性
+43

方法"

T1;+43

#进行
40UU&"

基因启动子区异常甲基化阳性率进行检测!提取基因组
SU&

!设计硫化测序
+43

"

[1;+43

#引物及甲基化特异性

+43

"

T1;+43

#引物!进行
+43

扩增及测序分析%结果
!

8

例健康者标本及
8

例
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患者标本
SU&

经硫化且

[1;+43

测序分析!其健康者标本甲基化率分别为
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$
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$
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!而
&TV

患者
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甲基

化率分别为
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862#9
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!远远高于健康供者%

T1;+43

分析结果显示!

40UU&"

基因

在
!-

例健康人中呈完全非甲基化状态!在
":#

例
&TV

患者中其甲基化阳性率为
7.2!9

"

E
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#2#8

#%结论
!
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UU&"

基因启动子区异常甲基化可能参与
&TV

的发生!为疾病的早期监测提供分子理论依据%
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近几年研究表明#

SU&

甲基化异常与肿瘤的发生关系密

切#其主要的致癌机制为抑癌基因启动子区被异常甲基化导致

基因表达沉默进而导致肿瘤的发生+

";!

,

(

SU&

异常甲基化在急

性髓系白血病$

&TV

%中也普遍存在#目前研究发现
+"8

.

TS3"

.

Z3

.

'54"

等基因启动子区存在异常甲基化#参与

&TV

的发生#并逐步作为分子标志为微小残留疾病$

T3S

%的

及时监测提供理论依据#同时为预后评估提供一定的理论指导

意义+

7

,

-

40UU&"

基因编码
?@

K

,?;)?B=FDF

蛋白#初步证据表

明该基因是一个潜在的白血病干细胞肿瘤抑制基因#

40;

UU&"

基因异常甲基化存在与部分
TS1

及
&TV

患者中+

-

,

#

但是其异常甲基化的临床特点及细胞遗传学"分子生物学特

点#包括预后意义目前研究不明-本研究采用硫化测序
+43

方法$

[1;+43

%及甲基化特异性
+43

方法$

T1;+43

%#对健康

者以及
&TV

患者的骨髓标本进行对比分析-

$

!

资料与方法

$2$

!

一般资料
!

选择中国人民解放军第一六一医院门诊或住

院患者
":#

例
&TV

骨髓标本以及
!-

例健康供者骨髓标本-

$2/

!

仪器与试剂
!

运用
l5%ZU

公司
SU&

提取试剂盒从骨

髓标本中提取基因组
SU&

#紫外分光光度仪测
H6

值以确定

其浓度与纯度-

$2'

!

方法
!

采用
SU&

硫化修饰试剂盒$

l5%ZU

%对
"

%

E

SU&

进行硫化修饰-

[1;+43

及
T1;+43

引物设计均采用

T=B,

IK

LDJ=L

$美国生物应用公司%软件#
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基因
[1;

+43

引物$

*
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8d;0&%0%000%%00&0000%%&%%;7d

#

3

!

8d;&4404400&00404440&4&& &;7d

%#以及
T1;

+43

引物$甲基化引物
*

!

8d;&4%4%00%4%&%0000&0

&4;7d

#甲基化引物
3
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(非甲基化引物
*

!
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#非甲基化引物
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预
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.!h"JDF

#

78

个循环(
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h

延伸
:JDF

完成扩增-

$21

!

统计学处理
!

采用
1+11".2#

软件进行统计学分析#以

E

$

#2#8

为差异有统计学意义-
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结
!!

果

/2$

!

8

例健康者及
8

例初治
&UVV

患者骨髓标本#硫化测序

后其
40UU&"

基因启动子区
]!#

!

]:##(

K

甲基化水平的

差异结果显示#

8

例健康者的甲基化率分别为
"289

.

"2#9

.

"2#9

.

"289

.

"2#9

#而在
8

例初治
&UVV

患者中
40UU&"

基因启动子区甲基化率分别为
$!2#9

.

.:289

.

:62#9

.

862#9

.

$#2#9

#远远高于健康者-

/2/

!

通过
T1;+43

方法进行
!-

例健康者
40UU&"

基因启

动子区甲基化状态检测#结果显示
!-

例健康者中
40UU&"

基

因启动子区未检测到异常甲基化-

/2'

!

":#

例初治
&UVV

患者通过
T1;+43

方法对
40UU&"

基因启动子区甲基化状态进行检测#结果显示
":#

例
&UVV

患者中
6.

例患者
40UU&"

基因启动子区出现异常甲基化#其

甲基化率为
7.2!9

-

'

!

讨
!!

论

近年来多数研究学者将目光投向甲基化谱的研究中#不同

的甲基化谱有不同的临床诊断意义-体外试验及基因敲除大

鼠或转基因大鼠实验亦进一步证实特征性基因异常甲基化与

造血肿瘤的发生存在一定的相关性+

"

,

-如
+"8

基因异常甲基

化#在
7#9

!

-#9

的
TS1

患者#以及
-#9

!

-89

的
&UVV

中

出现(

S&+Y

基因异常甲基化在
!89

!

7#9

的
TS1

及近乎

"##9

的
TT

中出现+

!

,

-因此检测特征性基因甲基化水平#为

临床靶向治疗提供理论依据-目前临床试验中#应用甲基化转

移酶抑制剂治疗一些
TS1

患者#

B;&TV

患者及一些
4TV

急

变期患者#均取得了一定的效果-因此进一步印证了靶向治疗

的重要性+

7

,

-诊断肿瘤中被逐一发现#且某些基因异常甲基化

存在一定的预后意义-而本文对健康者及
&TV

患者骨髓标

本进行
40UU&"

基因启动子区甲基化水平分析#发现部分

&TV

患者
40UU&"

基因启动子区出现异常甲基化#而健康

者骨髓中未发现
40UU&"

基因异常甲基化现象-因此提示

40UU&"

基因启动子区异常甲基化或许可以作为血液病的一

项诊断与鉴别的分子标志-

目前研究发现#

40UU&"

基因在正常干细胞及其他血细

胞中表达#但是在部分
TS1

患者及
&UVV

患者中不表达或表

达下调#同时研究表明
40UU&"

基因在部分
TS1

患者中出

现异常甲基化#且与
8

号染色体异常有很大的相关性+

-;8

,

(同时

研究发现
40UU&"

基因启动子区异常甲基化#通过影响造血

细胞的时空性发育与分化从而参与血液病$包括
&TV

%的发

生+

6;$

,

-但目前未系统性研究
40UU&"

基因在造血系统恶性

肿瘤包括
&TV

中的甲基化状态及表达水平-本研究选用硫

化测序的方式对
40UU&"

基因启动子区域进行甲基化水平

检测#发现在
8

例初治
&UVV

患者中#其甲基化率远远高于健

康者-

本研究进一步证实
40UU&"

启动子区出现异常甲基化#

从而影响
40UU&"

的表达#进而影响造血分化-在今后的工

作中将继续扩大临床标本进行
40UU&"

基因启动子区甲基

化状态检测#并结合
40UU&"

基因表达水平#通过分析异常

甲基化患者的临床特点.基因分型及其染色体核型等#从而判

断
40UU&"

基因异常甲基化的临床诊断和预后意义-

目前对于造血系统恶性肿瘤的个体化治疗及靶向治疗提

升到了一个新的高度#对于
&UVV

的诊断#也已经从早期的

*&[

分型#到后来的
T54T

分型#以及对于分子生物学的更进

一步细化研究#进而作为分子诊断的理论基础及分子靶向治疗

和个体化治疗的理论依据+

"#;"!

,

-对于包括
40UU&"

基因在

内的诸多基因启动子区甲基化状态进行检测#可以从表观遗传

学角度利用分子生物学手段为个体化治疗和靶向治疗提供理

论基础-
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À?F'

#

f,<A_

#

S=F

E

T

#

=B?@21AJ<

I

@?BD<F<H44&&0

"

=F,?F)=L;(DFCDF

EK

L<B=DF

4K

L<J<B=GB,=(D?G=C

K

LDJDBD>=

,=J?B<

K

<D=GDG<HP=(L?HDG,

+

_

,

2[@<<C

#

!#""

#

"".

$

!6

%!

.#"-;.#!#2

+

.

,

W?F

K

<A)N=%

#

U<@@=B*

#

0=

jK

?L1

#

=B?@20,=,AJ?F?@

K

,?;

Z)?B=FDF

E

=F=40UU&"

!

JAB?BD<F?@?F?@

I

GDG?FCL?L=<);

)ALL=F)=<H?BLAF)?B=CG

K

@D)=>?LD?FB2[D<),DJ

+

_

,

2[D<;

K

,

I

G&)B?

#

!##!

#

"!

#

"8.-

$

7

%!

!6!;!6:2

+

:

,

W?GD<AN,DFW

#

[?A=L4

#

S=

E

=FGB=DFV2'

IK

=L

K

L<@DH=L?BD<F

?FCC=H=)BGDF=

K

DB,=@D?@

K

<@?LDB

I

A

K

<F)<FCDBD<F?@?(@?BD<F

<H?@

K

,?;)?B=FDFDFGNDF

+

_

,

24=@@

#

!##"

#

!7

#

"#-

$

-

%!

6#8;

6".2

+

$

,

*?DLJ?F_

#

4,AJ?N<>5

#

4,DF?A@B&42+,

I

GD)?@J?

KK

DF

E

<H

B,=JDFDJ?@L=

E

D<F<H@<GGDF8

e

;),L<J<G<J=2+L<)

+

_

,

2

+L<)U?B@&)?C1)DQ1&

#

"$$8

#

$!

$

"6

%!

.-#6;.-"#2

+

"#

,

5GG?_+

#

%?L)D?;T?F=L<%

#

%D@=G*_

#

=B?@2+,?G="GBAC

I

<H

@<O;C<G=

K

L<@<F

E

=C=M

K

<GAL=G),=CA@=G<HB,=,

IK

<J=B,;

I

@?BDF

E

?

E

=FB8;?P?;!;C=<M

I

)

I

BDCDF=

$

C=)DB?(DF=

%

DF,=J?;

B<

K

<D=BD)J?@D

E

F?F)D=G

+

_

,

2[@<<C

#

!##-

#

"#7

$

8

%!

"678;

"6-#2

+

""

,

TAFC4

#

'?)N?FG<F[

#

1BL=G=J?FF4

#

=B?@24,?L?)B=LDP?;

BD<F<HSU&C=J=B,

I

@?BD<F=HH=)BGDFCA)=C(

I

8;&P?;!;C=;

<M

I

)

I

BDCDF=DF

K

?BD=FBG ODB, J

I

=@<C

I

G

K

@?GBD)G

I

FCL<J=

+

_

,

24?F)=L3=G

#

!##8

#

68

$

"6

%!

.#:6;.#$#2

+

"!

,

UDDBGAU

#

'?

I

?G,D`

#

1A

E

DB?Y

#

=B?@21=FGDBDP?BD<F(

I

8;

?P?;!;C=<M

I

)

I

BDCDF=<H@=AN?=JD?)=@@GODB,TVV?(F<L;

J?@DBD=GB<DFCA)BD<F<HCDHH=L=FBD?BD<F(

I

?@@;BL?FGL=BDF<D)

?)DC?FC"?

#

!8;CD,

I

CL<M

I

>DB?JDFS7

+

_

,

2[L_'?=J?B<@

#

!##"

#

""!

$

!

%!

7"8;7!62

$收稿日期!

!#"8;#$;!8

!!

修回日期!

!#"8;"";"8

%

/

:#$

/

检验医学与临床
!#"6

年
-

月第
"7

卷第
.

期
!

V?(T=C4@DF

!

&

K

LD@!#"6

!

W<@2"7

!

U<2.


