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基因在急性髓细胞白血病中的表达及其临床意义
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南昌大学第二附属医院血液内科!南昌
%%$$$&

%

!!

摘
!

要"目的
!

探讨急性髓细胞白血病"

+X;

%患者骨髓单个核细胞"

ZXX_K

%野生型
_*X!

基因的表达及临床意义&方

法
!

采用半定量逆转录聚合酶链反应"

WB)*KW

%方法检测
9=

例
+X;

患者!分析
_*X!

基因表达水平与患者性别(年龄(外周血

细胞数(骨髓原始幼稚细胞数及临床疗效的关系!并对部分患者
_*X!

表达水平进行动态观察&结果
!

初治
+X;

患者中
_*X!

阳性表达率为
?%#@U

!难治复发组
_*X!

阳性率为
!$$U

!完全缓解组
_*X!

阳性表达率为
&&#?U

!对照组
_*X!

阳性表达率

为
&$U

!但各组之间阳性率差异无统计学意义"

?

$

$#$9

%&分析表达水平显示!难治复发组
_*X!

中位表达水平"

$#?=@@

%高于

初治组"

$#9A!$

%(完全缓解组"

$#A@%&

%及对照组"

$#%?!@

%"

?

%

$#$9

%&

_*X!

高表达组患者有效为
&%#!U

!低于低表达组

"

@@#=U

%和不表达组患者"

!$$U

%"

?

%

$#$9

%&

_*X!

表达强度与外周血白细胞数和骨髓原始细胞数呈正相关"

?

%

$#$9

%&对
!"

例初治时
_*X!

基因高表达患者进了动态观察!

!

个疗程化疗后获完全缓解
9

例!其表达水平达正常中位水平以下!其余
?

例为

未缓解患者!

_*X!

表达水平未见明显变化&结论
!

_*X!

基因在
+X;

中均存在不同程度的过度表达现象!

_*X!

高表达者提

示预后差!完全缓解率低!可作为
+X;

预后不良的指标!

*KW

动态检测
+X;

患者治疗前后
_*X!

表达水平!可作为判断
+X;

预后和监测微小残留病"

XW(

%的一项指标&

关键词"
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$白血病!髓样急性$肿瘤!残余
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近年来发现#大约
A&U

$

&"U

的急性髓细胞白血病$

+X;

&

中存在
_*X!

第
!"

号外显子的突变#其在血液肿瘤发生中具有

始动作用'

!

(

)鉴于突变检测方法复杂#费用高昂#临床应用受到

一定程度限制#因此探寻其基因表达量与
+X;

的关系正成为

研究的热点#本研究从基因转录水平层面出发#探讨野生型

_*X!

表达在
+X;

患者预后判断及微小残留病$

XW(

&监测的

意义#旨在为
+X;

患者提供简便*可靠的分子学依据)

@

!

资料与方法

@#@

!

一般资料
!

收集南昌大学第二附属医院血液科
"$!$

年

%

$

=

月住院的
9=

例
+X;

患者#所有患者诊断均符合张之南

主编的,血液病诊断及疗效标准-$第
%

版&

'

"

(

)其中#男
"@

例#

女
%!

例%中位年龄
A?#9

岁$

!"

$

?$

岁&%初治
%@

例#难治
%

例#

复发
%

例%完全缓解$

KW

&期患者
!9

例按
]+Z

分型为
X!!

例#

X"%!

例#

X%!=

例#

X9&

例#

X&"

例)同期血液科住院

骨髓健康患者
!9

例作为对照组#其中#男
?

例#女
@

例%中位年

龄
A$

岁$

""

$

&!

岁&)对于部分患者连续追踪
%

$

A

个疗程以

进行基因表达的动态监测)

@#A

!

方法

9!$"

重庆医学
"$!"

年
?

月第
A!

卷第
"$

期
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引物

引物 序列 目的片段大小$

4

D

&

_*X! *!

!

9h),,BB,BBKBKB,,+,K+KK,BBK)%h
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!

9h)KKB,,+K++K+BBB+BK+++K+K,,B+)%h !$$A

,+*(L *!

!

9h),K+KK,BK++,,KB,+,++)%h

*"

!

9h)+,,BKK+KK+KB,+K+K,BB,)%h 9?$

@#A#@

!

治疗方案及疗效标准
!

+X;

采用一线化疗方案%急性

早幼粒细胞白血病患者采用维甲酸
"$:

8

"

次"日诱导分化治

疗#疗效判断均按张之南主编的,血液病诊断及疗效标准-$第

%

版&

'

"

(评价)

@#A#A

!

总
W_+

提取
!

无菌采集骨髓
"

$

%:;

#淋巴细胞分离

液分离骨髓单个核细胞#应用
BWPa65

一步法提取细胞总

W_+

#

e@$V

保存备用)

@#A#B

!

引物$北京三博远志生物技术有限责任公司合成&

!

见

表
!

)

@#A#C

!

J(_+

合成
!

取总
W_+"

!

8

#采用
-E0

F

'J27

D

1

BX

BO6)

'1/

D

WB)*KW'H

D

/2X7N

试剂盒进行
J(_+

合成$北京全式金

生物技有限公司#

+-A$!

&)

@#A#D

!

*KW

反应
!

反应体系
"$

!

;

#

J(_+

取
!

!

;

#上下游引

物各取
!

!

;

#

"#9b

"

!

;J%

F

(_+

聚合酶
!"#9

!

;

#焦碳酸二乙

酸$

(-*K

&水
?

!

;

)

*KW

反应条件!

=AV

预变性
A:73

#

=AV

解链
!:73

#

9&V

退火
!:73

#

?"V

延伸
!:73

#

%%

个循环#

?"

V

延伸
&:73

)

@#A#O

!

*KW

产物分析
!

扩增结束后取等量
_*X!

和
,+*(L

产物在
!#9U

琼脂糖凝胶上电泳)

QHE3171

F

Y3/A#A

软件半定

量分析#取
_*X!

"

,+*(L

比值代表
_*X! :W_+

表达

水平)

@#B

!

统计学处理
!

采用
'*''!!#$

进行统计学处理#以

_*X!

基因表达量的中位数作为区分
_*X!

表达水平高低的

临界值)经正态性检验#本研究结果中
_*X!

表达水平为非

正态分布#故计量数据以中位数表示#计数资料的两样本率或

多个样本率的比较采用
(

" 检验#两独立样本比较采用秩和检

验#相关分析采用秩相关法#以
?

%

$#$9

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A#@

!

初治
+X;

组*难治复发组*

KW

组和对照组
_*X!

表达

情况
!

A

组
_*X!

阳性率之间差异无统计学意义$

(

"

!

"#99&

%

<G

!

"

%

?

!

$#"?=

&#详见表
"

)

表
"

!!

不同病期
+X;

患者
_*X!

阳性率比较

组别
& _*X!i

$

&

& 阳性率$

U

&

(

"

"

?

"

初治组
%@ "@ ?%#@ $#=9& $#%"@

难治复发组
& & !$$#$ %#%&$ $#$&?

完全缓解组
!9 !$ &&#? $#!AA $#?$9

对照组
!9 = &$#$ e e

!!

"

!与对照组阳性率比较%

e

!无数据)

A#A

!

不同病期
+X;

患者
_*X!

表达水平比较
!

初治和难治

复发组
_*X!

中位表达水平高于
KW

组及对照组$

?

%

$#$9

&#

难治复发组
_*X!

中位表达水平高于初治组$

?d$#$"?

&#见

表
%

*

A

#图
!

)

A#B

!

初治
+X;

患者
_*X!

表达水平与性别*年龄*外周血白

细胞数*骨髓原始幼稚细胞数等临床因素的关系
!

_*X!

强度

与外周血白细胞数和骨髓幼稚细胞数呈正相关$

?

%

$#$9

&#见

表
9

)

表
%

!!

不同病期
+X;

患者
_*X!

表达水平比较

组别
&

_*X!

"

,+*(L

中位数 范围
?

初治组
%@ $#9A!$

$

$#$$$$

$

!#!A&@

&

$#$!"

"

难治复发组
& $#?=@@

$
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$

!#"9A@

&

$#$$!

"

完全缓解组
!9 $#A@%&

$
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$
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&

$#!A?

"

对照组
!9 $#%?!@

$

$#$$$$

$

$#&!$&

&

e

!!

"

!与对照组比较%

e

!无数据)

表
A

!!

初治
+X;

患者
_*X!

表达水平与临床疗效的关系

组别
& _*X!

中位表达水平 有效率'

U

$

&

"

&

&(

(

"

"

?

"

不表达组
!$ $#$$$$ !$$#$

$

!$

"

!$

&

A#@9& $#$"@

低表达组
= $#A?%9 @@#=

$

@

"

=

&

!#=@! $#$A%

高表达组
!= $#?"&? &%#!

$

!"

"

!=

&

e e

!!

"

!与其他各组比较%

e

!无数据)

表
9

!!

初治
+X;

患者
_*X!

表达水平与临床

!!!!

因素之间的关系

临床因素 中位数
'

D

/E2:E3

相关系数

$#9A!$

$

_*X!

中位表达水平&

?

年龄$岁&

A!#$ e$#!=A $#"AA

白细胞数$

!$

&

"

;

&

!!#" $#A@@ $#$$"

血红蛋白含量$

8

"

;

&

&$#9 $#!?" $#%$!

血小板计数$

!$

&

"

;

&

""#9 e$#%%$ $#$9%

骨髓原始细胞数$个&

&$#9 $#9!= $#$$!

表
&

!!

治疗有效组和无效组之间
_*X!

表达水平比效

组别
& _*X!

中位表达水平
.75J6N63. 0 ?

有效组
%$$#A$$!

$

$#$$$$

$

$#=A"&

&

A!%#$$ e%#%"A$#$$!

无效组
@$#@?$@

$

$#A?%"

$

!#!A&@

&

e e e

!!

e

!无数据)

A#C
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动态监测
_*X!

表达
!

"@

例初治患者#

!

个疗程化疗后

达
KW!=

例#

*W&

例#

_W%

例#治疗后
_*X!

表达水平均不同

程度下降#其中
_*X!

基因高表达患者
!"

例#

A

例达
KW

状

态#表达水平降至中位水平以下#监测
%

个疗程表达水平稳定#

随访骨穿目前仍处于缓解状态#

!

例
X9

患者初始
_*X!

表达

水平为
$#=A!?

#第
!

个疗程达
KW

#监测
A

个疗程
_*X!

表达

水平不降#持续稳定高表达#中位表达水平为
$#@"@!

$

$#?&=!

$

$#=A!?

&#

@

个疗程化疗后一直处于
KW

状态#另外
?

例

_*X!

高表达患者治疗后仍持续高表达
_*X!

基因#为难治

性白血病#其中
!

例一疗程后
_W

#

_*X!

表达不降#后继
%

个

&!$"

重庆医学
"$!"

年
?

月第
A!

卷第
"$

期



疗程达
KW

#

_*X!

略高于中位表达水平#第
9

个疗程临床复

发#再次诱导失败#见表
&

)

!!

!

!对照组%

"

$

=

!初治
+X;

患者)

图
!

!!

初治
+X;

患者
_*X!:W_+

表达水平

B

!

讨
!!

论

人
_*X!

基因定位于
9

c

%9

'

%

(

#编码的蛋白为核仁磷酸化

蛋白)

_*X!

蛋白主要定位在核仁#可通过核定位信号在核

仁*细胞核与细胞质之间往返#参与核质间运输#

_*X!

在调控

周期进程和促进细胞增殖中发挥着重要作用)

通过检测不同来源的白血病细胞中野生型
_*X5

基因表

达水平#有研究显示髓系来源的
f9&"

系细胞和
?9U

白血病骨

髓细胞均高表达
_*X5

基因'

A

(

#国内学者何鹏等'

9

(采用
*KW

方法分别检测了
f9&"

细胞系*

BL*!

细胞系*初治
+X;

患者

骨髓和健康人外周血单个核细胞$

*ZXK

&的野生型
_*X!

基

因表达情况#结果显示两种白血病细胞系和
9

例
+X;

患者骨

髓均表达
_*X!

基因#且强度明显高于
*ZXK

#虽然发现白血

病患者骨髓细胞野生型
_*X!

蛋白含量比健康人高出
"

$

@

倍'

&)?

(

#但野生型
_*X5

基因高表达对白血病细胞的影响研究

甚少#在
+X;

中野生型
_*X!

的表达水平及作用机制以及对

疾病的进展*治疗反应等影响尚无定论#基于以上研究#笔者对

+X;

患者骨髓中野生型
_*X!

基因的表达情况进行了初步

研究)

本研究结果显示#野生型
_*X!

基因不仅在初治及难治

复发患者中表达#在
KW

期和对照组中也存在不同程度的表

达#但各组
_*X!

阳性率之间差异无统计学意义$

?

$

$#$9

&#

这也与
_*X!

基因在健康人群中存在广泛生理性表达相符

合#需要更深入地了解不同病期
+X;

患者和健康人
_*X!

基

因状态之间的差异)

笔者对各组
_*X!

基因表达情况进行了分析#结果显示

难治复发组患者
_*X!

中位表达水平高于初治组*

KW

组及对

照组$

?

%

$#$9

&#且初治组
_*X!

表达水平高于
KW

组和对照

组#这证实了在初治
+X;

患者骨髓中存在
_*X!

的高表达现

象#而且与患者疾病状态存在一定的联系#对不同
_*X!

表达

水平
+X;

患者的疗效观察也显示#

_*X!

高表达组治疗有效

率低于其他各组$

?

%

$#$9

&#提示初发时
_*X!

表达水平高者

对化疗反应差*

KW

率低#在初始治疗时就可以考虑给予较强

的化疗方案或逆转耐药治疗%而初发时
_*X!

水平低者或阴

性患者对化疗反应好*易缓解#可给予常规方案#以减少化疗带

来的不良反应和并发症#

_*X!

基因高表达可以为判断预后的

一个指标)国外学者通过构建实时荧光定量
*KW

方法检测了

=&

例
+X;

患者中野生型和突变型
_*X!

的表达水平'

@

(

#结

果显示突变型表达水平高于野生型表达#但差异无统计学意义

$

?

$

$#$9

&#两组表达水平与对照组有显著性差异#也进一步

证实了
+X;

患者中存在野生型
_*X!

基因的异常表达现象)

野生型
_*X!

基因高表达致白血病的机理仍不清楚#根据现

有研究表明
_*X!

高表达主要直接或间接影响
*9%

和可变读

框基因$

+W]

&通路导致白血病的发生)

ZE2<

等'

=

(通过向淋巴

母细胞$

]+)K

&中转染
_*X!

表达载体提高
_*X!

表达水平

后#可以使
*fW

激酶活性显著降低#使细胞凋亡数目减少

&$U

#这说明
_*X!

表达强度的增加可能是
]+)K

转化成白血

病细胞的机制之一)最近的研究还显示'

!$

(

#将
_*X!

过表达

的
_PL%B%

细胞植入裸鼠体内#这些细胞表现出了很强的生

长能力和肿瘤生成能力#而且这些细胞中干扰素调节因子
)!

$

PW])!

&的靶基因赖氨酸氧化酶基因表达水平下降#提示

_*X!

过表达抑制了
PW])!

的抗肿瘤作用#以上结合本研究结

果提示
_*X!

表达增强参与了
+X;

的发生和发展过程#但另

一方面值得关注的是#个别研究结果也显示'

!!

(当细胞在出现

应激状态或
(_+

损伤时#细胞内
_*X!

表达水平可增加#能

够通过增加
*9%

的稳定性而抑制细胞的增殖并引发细胞凋

亡)因此#

_*X!

基因改变对细胞增殖和凋亡的影响及在

+X;

中的作用还需要进一步深入研究)

本研究也初步探讨了野生型
_*X!

基因在
+X;

中
XW(

检测和应用的可行性)依据本研究的结果表明#

_*X!

表达强

度与外周血白细胞数和骨髓原始幼稚细胞数呈正相关$

?

%

$#$9

&#虽然动态观察结果例数有限#但可以看出#

_*X!

高表

达不降者#除预后差外#而且更易复发#因此#定量分析
_*X!

基因可以作为
XW(

的监测指标#但值得注意的是本研究观察

到
!

例
+X;)X9

患者#初诊时
_*X!

高表达#第
!

个疗程达

KW

#

_*X!

基因表达水平不降#连续追踪
A

个疗程
_*X!

表达

水平始终稳定在高水平#该患者已完成
@

个疗程以上化疗#一

直处于临床缓解状态#该患者是否存在合并
_*X!

基因突变

可能#野生型
_*X!

表达与
_*X!

突变有何种关系尚不清楚#

这些都有待进一步研究#因此
_*X!

高表达作为
XW(

的监测

指标仍应慎重#有待在临床实践中进一步观察和总结)总之#

+X;

患者中存在
_*X!

基因的异常表达现象#

_*X!

异常表

达与
+X;

的发生及发病有关#其定量分析
_*X!

基因表达可

以作为预后危险分层和白血病微小残留病灶监测的指标之一)
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的关键分子并没有检测到表达#表明在结肠癌细胞系中没有

LL

通路普遍激活'

!$

(

)这表明
LL

通路所激活的一些靶基因

可能同样被其他通路所调控)最近的研究表明#

B,])

)

通路可

以调控
,57

的功能'

!!

(

#也就是说存在由
B,])

)

通路调控的

LL

信号传导通路的非经典调控途径)为了证明在白血病中

同样存在由
B,])

)

通路介导的
LL

通路的调控#笔者进行了

目前的研究)

本研究选取的
f,)!

细胞株属于急性髓系白血病细胞#有

研究表明在这种白血病细胞上存在
LL

信号转导通路中
*1JC

和
':6

分子的缺失#而
,57

则有表达'

!"

(

)对于这类细胞传统

的阻断
LL

通路的做法将不起作用#但是因为存在
,57

的表

达#因此#阻断
,57

的表达将可能成为治疗急性白血病的方法

之一)对于阻断
,57

的表达#特异性的
07W_+

可以起作用#但

是对于白血病细胞#

07W_+

干扰往往比较困难)本研究应用

B,])

)

!

成功地减少了
f,)!

细胞
,57!

的表达)本研究结果显

示#

!

$

!$3

8

"

:;B,])

)

!

作用于
f,)!

细胞后的
"AC

内#

,57!

的表达较对照组明显减少#且较少程度随作用时间的延长而显

著#但是
!3

8

"

:;B,])

)

!

组和
!$3

8

"

:;B,])

)

!

组之间没有

明显差异)分析
B,])

)

!

降低
f,)!

细胞的
,57!

表达的机制#

B,])

)

!

下游的信号是
':E<"

和
':E<%

)对于成人#

':E<%

是

B,])

)

!

最主要依赖的下游信号#而
':E<"

则在胚胎发育形成

时发挥关键作用'

!%

(

)因此#本研究应用
'P'%

'

!A

(

#一种特异性

的
':E<%

的阻断剂#来阻断
B,])

)

!

的作用并观察效果#结果

表明
'P'%

可以有效阻断
B,])

)

!

引起的
,57!

的表达降低)因

为
f,)!

细胞不表达
*1JC

和
':6

'

!"

(

#这一点在本研究中已经

验证#所以
B,])

)

!

降低
f,)!

细胞
,57!

的表达#是不依赖于

*1JC

"

':6

这一途径的#而是依赖于
':E<%

途径的)

综上所述#本研究应用
B,])

)

!

可以降低
f,)!

细胞的

,57!

的表达#其作用机制不依赖于
*1JC

"

':6

这一途径的#而

是依赖于
':E<%

途径的%提示可以应用
B,])

)

!

#并通过

':E<%

途径调控
,57!

基因#作用于其下游与细胞增殖分化有

关的基因#进而对白血病起到治疗的作用)
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