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　　摘　要：目的　检测急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）患者ＢＲＤ２基因的表达情况和预后的关系。方法　采用半定量ＲＴＰＣＲ

技术检测了７８例ＡＬＬ患者及３５名健康对照ＢＲＤ２基因的表达。结果　ＡＬＬ患者ＢＲＤ２ｍＲＮＡ表达阳性率为７５．３１％，明显

高于健康对照组（３７．１４％，犘＜０．０５）。半定量分析结果示，ＡＬＬ患者ＢＲＤ２ｍＲＮＡ表达水平为０．９１２±０．１３７，也高于健康对照

组（０．４６６±０．２０９，犘＜０．０５）。结论　ＢＲＤ２基因异常表达在ＡＬＬ的发生、发展中可能起重要作用，检测该基因可作为临床诊断

及预后评估指标。
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　　 急性淋巴细胞白血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，

ＡＬＬ）是一种多基因异常所致的血液系统恶性疾病，包括了复

杂的基因突变、缺失、扩增、癌基因激活、抑癌基因失活以及融

合基因转录等多种分子生物学水平的异常。基因治疗为其提

供了一种高度特异性的治疗手段，应用标记基因能够更准确地

掌握患者接受免疫治疗后以及肿瘤特异性杀伤细胞在体内存

在、分布及活性等方面的信息［１］。迄今为止，ＡＬＬ的发病和或

复发机制并未完全清楚，故寻找新的白血病相关基因一直是这

一领域的研究热点。筛选出表达异常和功能异常的白血病相

关基因不仅有助于阐明白血病发生、发展的机制，而且为找到

新的治疗靶位点提供可能［２］。ＢＲＤ２是一种与细胞的增殖和

凋亡相关的基因，但其与 ＡＬＬ的相关性研究报道很少。本研

究对７８例ＡＬＬ患者ＢＲＤ２ｍＲＮＡ表达水平进行了检测，探

讨其在ＡＬＬ患者中的表达情况及其与预后的关系。

１　临床资料

１．１　一般资料　２００４年１月至２００８年１２月郑州大学附属第

五医院和河南省肿瘤医院收治的ＡＬＬ患者７８例，男３８例，女

４０例，中位年龄２３岁（１４～６８岁）。健康对照外周血３５份，取

自异基因干细胞移植患者的健康供者及健康体检者，其中男

２０例，女１５例，平均年龄２６岁（１６～４８岁）。

１．２　半定量ＲＴＰＣＲ　取外周血５ｍＬ或骨髓２ｍＬ，用Ｆｉｃｏｌｌ

方法收集１×１０７ 个细胞，细胞总ＲＮＡ用ＴＲＩｚｏｌ抽提试剂盒

提取，－８０℃保存。引物均由上海生工生物工程公司合成。

ＢＲＤ２上游引物：５′ＣＴＧＣＣＴＡＴＧＣＴＧＧＣＣＺＴＴＣ３′；下

游引物：５′ＴＣＣＴＣＣＴＣＧＴＣＣＴＣＣＴＣＡＴＣ３′；扩增长度

４５５ｂｐ。βａｃｔｉｎ作为内参，上游引物：５′ＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴ

ＧＣＧＴＧＴＧＧＣ３′；下游引物：５′ＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＣＧＣＡＧ

ＧＡＴＧＧＣ３′，扩增长度２７１ｂｐ。逆转录反应：使用Ｐｒｏｍｅｇａ

公司ＩｍＰｒｏｍＩＩＴＭ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒，步

骤为：７０℃５ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，２５℃５ｍｉｎ。ｃＤＮＡ 作为

ＰＣＲ反应的模板，－２０℃保存备用。ＰＣＲ 扩增：βａｃｔｉｎ作为

内参照与 ＢＲＤ２基因的引物一起扩增。ＰＣＲ 反应体系２５

μＬ，包括ｃＤＮＡ１．６μＬ，１０×Ｍｇｆｒｅｅｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／

ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．５μＬ，ＢＲＤ２上下游引

物终浓度为０．４ｕｍｏｌ／Ｌ，βａｃｔｉｎ上下游引物终浓度为０．２

μｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ聚合酶１．５ｕ，用去离子水补足至２５μＬ。扩增的

循环参数：９４℃变性５ｍｉｎ，再９４℃３０ｓ，６２℃３０ｓ，７２℃４０

ｓ，共２８个循环，循环结束后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ 产物经

２％琼脂糖凝胶电泳后使用ＢＩＯＲＡＤ凝胶扫描系统进行分

析，用目的基因与βａｃｔｉｎ电泳条带荧光强度的比值来检测目
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的基因转录水平。

１．３　治疗方法　７８例 ＡＬＬ患者均采用 ＶＤＰ方案（长春新

碱、柔红霉素、泼尼松）、ＣＯＤＰ方案（环磷酰胺、长春新碱、柔红

霉素、泼尼松）［３］诱导化疗２个疗程，其中４０例青少年患者在

不同阶段接受不同形式的造血干细胞移植。移植前状态包括：

第１个疗程达到完全缓解（ＣＲ１）者２０例、第２个疗程达到完

全缓解（ＣＲ２）者１０例、部分缓解（ＰＲ）２例、复发状态８例。移

植方式包括：骨髓移植２０例、外周血干细胞移植１５例、脐血移

植５例。其中非血缘关系（包括骨髓或脐血）移植１５例、亲属

间（包括骨髓或外周血干细胞）移植１１例、自体外周血干细胞

移植１４例。其余３８例患者在ＶＤＰ、ＣＯＤＰ方案基础上加用中

剂量甲氨蝶呤（ＭＴＸ）、中剂量阿糖胞苷（ＡｒａＣ）、鬼臼乙叉甙

（Ｖｐ１６）等巩固强化治疗；ＣＲ半年以上者接受巯嘌呤（６ＭＰ）、

ＭＴＸ维持治疗；定期应用 ＭＴＸ、ＡｒａＣ、地塞米松（Ｄｅｘ）二或

三联鞘内注射预防中枢神经系统白血病。

１．４　疗效判断　参照《血液病诊断及疗效标准》第２版。

１．５　统计学处理　 采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计学分析，计

数资料采用χ
２ 检验，计量资料采用方差分析，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＲＤ２ｍＲＮＡ阳性率７８例ＡＬＬ患者ＢＲＤ２ｍＲＮＡ阳

性率为７５．３１％，明显高于健康对照组（３７．１４％，犘＜０．０５）。

ＡＬＬ患者ＢＲＤ２ｍＲＮＡ的表达水平（０．９１２±０．１３７）高于健

康对照组（０．４６６±０．２０９，犘＜０．０１）。见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：健康人；２、３：初治；４、５：复发。

图１　　ＢＲＤ２ｍＲＮＡ表达情况

２．２　３年无病生存（ＤＦＳ）率 ＢＲＤ２ｍＲＮＡ阴性 ＡＬＬ患者３

年 ＤＦＳ 率为 ４７．４３％，优于 ＢＲＤ２ｍＲＮＡ 阳性表达患者

（３２．５５％），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。４０例肝细胞移植

患者中，ＣＲ１期移植组的３年ＤＦＳ率优于ＣＲ２、ＰＲ、复发状态

移植者，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＢＲＤ２基因是从Ｔ细胞文库中克隆出来的，包括一个开

放阅读框，编码的蛋白质含７５４个氨基酸
［３］，是促细胞活化的

丝／苏氨酸激酶，该酶定位于细胞核。ＢｅｌＡｉｂａ等
［４］研究表明该

酶专一性地存在于胞核内，细胞增生时活性增高，并且发现在

ＡＬＬ、慢性淋巴细胞白血病（ＣＬＬ）患者该酶的活性也显著升

高。提示这种胞核激酶是信号传导通路上的组分之一，在细胞

周期应答中发挥作用，这种功能的发挥与Ｅ２Ｆ转录因子家族

相关［５］。Ｅ２Ｆ既可控制细胞的增殖，又能诱导细胞凋亡，既能

促进肿瘤的发生，又能抑制肿瘤的发生，既有转录激活作用，又

有转录抑制作用，原因在于Ｅ２Ｆ的双重调节功能是相互独立

的，其调节作用的发挥与其量的水平有很大关系。Ｇｕｏ等
［６］发

现ＢＲＤ２是一种新的与人类白细胞增多症有关的蛋白激酶，

包括两个高度保守的溴结合区。ＢＲＤ２可促进Ｅ２Ｆ调控细胞

周期的进展，该机制的异常可能是白细胞增多的遗传因素。

Ｍｕｎｇａｌｌ等
［７］的报道再次证实ＢＲＤ２在白血病患者的白细胞

中活性很高，提示这种酶可能参与了白血病和其他增生性疾病

的发病机制。

本研究结论表明，ＢＲＤ２基因在 ＡＬＬ患病组表达水平高

于健康对照组，差别有统计学意义，提示该基因可能与ＡＬＬ的

发病有某种相关性，但其确切机制及调控方式仍有待于进一步

研究。

大部分学者认为，ＡＬＬ单纯化疗的长期生存率低，只要有

人类白细胞抗原（ＨＬＡ）相合的同胞供者都应在ＣＲ１期进行异

基因移植［８］。本组发现ＢＲＤ２ｍＲＮＡ阳性表达患者的３年

ＤＦＳ率明显低于ＢＲＤ２ｍＲＮＡ阴性表达的患者，而且４０例患

者接受移植，其中异基因移植２６例，自体移植１４例，结果显

示，异基因移植的长期生存率优于化疗，但由于样本数量有限，

随访时间较短，还有待大规模随机对照试验确定 ＡＬＬ的移植

适应证和移植时机。

综上所述，ＢＲＤ２基因异常表达在ＡＬＬ的发生、发展中可

能起重要作用，检测该基因可作为临床诊断及预后评估指标。

但是ＢＲＤ２基因是否是一个新的白血病相关基因，其在白血

病的发生、发展及复发中究竟起什么作用，这些问题的解决有

待于更深入的实验研究。
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ｂｉｏｌｏｇｙｏｆａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＯｎｃｏｌ，１９９７，

２４（１）：３２．

［３］ＰａｌＤＫ，ＥｖｇｒａｆｏｖＯＶ，ＴａｂａｒｅｓＰ，ｅｔａｌ．ＢＲＤ２（ＲＩＮＧ３）ｉｓ

ａｐｒｏｂａｂｌｅｍａｊｏｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｇｅｎｅｆｏｒｃｏｍｍｏｎｊｕｖｅｎｉｌｅ

ｍｙｏｃｌｏｎｉｃｅｐｉｌｅｐｓｙ［Ｊ］．ＡｍＪＨｕｍＧｅｎｅｔ，２００３，７３（２）：

２６１．

［４］ＢｅｌＡｉｂａＲＳ，ＢａｒｉｌＰ，ＣｈｅｂｌｏｕｎｅＹ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｌｏｎｉｎｇｏｆａｎ８５ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｔｏＲＩＮＧ３ｔｈａｔ

ｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪ

Ｂｉｏｃｈｅｍ，２００１，２６８（１６）：４３９８．

［５］ＤｅｎｉｓＧＶ，ＶａｚｉｒｉＣ，ＧｕｏＮ，ｅｔａｌ．ＲＩＮＧ３ｋｉｎａｓｅｔｒａｎｓａｃ

ｔｉｖａｔｅｓｐｒｏｍｏｔｅｒｓｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｅｎｅｓｔｈｒｏｕｇｈ

Ｅ２Ｆ［Ｊ］．ＣｅｌｌＧｒｏｗｔｈＤｉｆｆｅｒ，２０００，１１（８）：４１７．

［６］ ＧｕｏＮ，ＦａｌｌｅｒＤＶ，ＤｅｎｉｓＧＶ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｎｕｃｌｅａｒ

ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＲＩＮＧ３［Ｊ］．ＣｅｌｌＳｃｉ，２０００，１１３（１７）：３０８５．

［７］ ＭｕｎｇａｌｌＡＪ，ＰａｌｍｅｒＳＡ，ＳｉｍｓＳＫ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＤＮＡｓｅ

ｑｕｅｎｃｅａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ６［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，

２００３，２５（６９６０）：８０５．

［８］ＺｈｏｕＭ，ＰｅｎｇＣ，ＮｉｅＸＭ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＲＤ７ｉｎ

ｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＲＤ２ａｎｄＢＲＤ３，ｉｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＡｉＺｈｅｎｇ，２００３，２（２）：１２３．

（收稿日期：２０１００１１８　修回日期：２０１００３０９）
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