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ｍｉＲ１９ｂ在儿童急性淋巴细胞白血病中的表达及临床意义
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　　摘　要：目的　研究ｍｉＲ１９ｂ在儿童急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）中的表达及其与 ＡＬＬ临床特征和ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达的相

关性。方法　采用实时定量ＰＣＲ的方法检测６７例儿童ＡＬＬ（初诊组３８例、完全缓解组２０例、难治复发组９例）骨髓单个核细胞

（ＢＭＭＮＣ）中ｍｉＲ１９ｂ的表达，分析其表达与临床特征及ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达水平的关系。以１５例原发性免疫性血小板减少症

（ＩＴＰ）患儿作为对照组。结果　ｍｉＲ１９ｂ在初诊组和难治复发组的表达量显著高于完全缓解组和对照组（犘＜０．０１）。动态观察６

例ＡＬＬ患儿发现完全缓解后ｍｉＲ１９ｂ表达量较初诊时显著降低（犘＜０．０５）。ｍｉＲ１９ｂ高表达与外周血高 ＷＢＣ计数（≥５０×

１０９／Ｌ）、危险度分型（中、高危）、脾肿大、ＢＣＲＡＢＬ融合基因阳性有相关性（犘＜０．０５），与发病年龄、性别、免疫分型、形态学分型、

ＭＬＬＡＦ４融合基因、肝及淋巴结肿大、早期泼尼松反应等因素无相关性（犘＞０．０５）。ｍｉＲ１９ｂ与ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达量无相关性

（狉＝０．１０７，犘＞０．０５）。结论　ｍｉＲ１９ｂ可能在儿童 ＡＬＬ发生、发展及不良预后中发挥一定作用，未发现 ｍｉＲ１９ｂ表达量同

ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达量存在相关性。
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　　儿童急性淋巴细胞白血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，

ＡＬＬ）占儿童白血病的８０％，若放弃治疗患儿常于６个月内死

亡，目前已发现一些和儿童ＡＬＬ相关的分子遗传学异常，如原

癌基因ｃＭｙｃ高表达，ＢＣＲＡＢＬ、ＭＬＬＡＦ４融合基因阳性等，

但是并未能完全阐明儿童ＡＬＬ发生机制和部分标中危患儿也

存在复发难治的原因，深入探究儿童 ＡＬＬ发生机制和预后不

好的相关危险因素显得极为重要。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）通过

调控靶基因的表达，影响细胞增殖、分化、衰老和凋亡，扮演着

癌基因与抑癌基因的角色，在肿瘤的发生、发展中发挥重要作

用［１２］。基础实验验证了在小鼠胚胎成纤维细胞（３Ｔ３细胞）、

小鼠前Ｂ淋巴细胞（ＦＬ５．１２细胞）及非洲蟾蜍的胚胎中 ｍｉＲ

１９ｂ通过抑制肿瘤抑制因子 ＰＴＥＮ 的表达发挥其致癌作

用［３４］，但ｍｉＲ１９ｂ是否参与了儿童 ＡＬＬ的发生、发展及其在

儿童ＡＬＬ骨髓中对ＰＴＥＮｍＲＮＡ的作用少见报道。本研究

通过实时定量ＰＣＲ方法对儿童 ＡＬＬ骨髓中 ｍｉＲ１９ｂ的表达

进行检测，分析其与儿童ＡＬＬ临床特征及ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达

量的关系，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　骨髓标本来源于２００９年９月至２０１１年１０月

重庆医科大学附属儿童医院血液科收治的６７例ＡＬＬ患儿。其

中包括初诊３８例，完全缓解２０例（其中６例收到初诊标本），难

治复发９例；初诊 ＡＬＬ患儿中男２２例，女１６例，中位年龄４

１０５３重庆医学２０１２年１１月第４１卷第３３期
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（１～１４）岁，所有病例均经临床、形态学、免疫学、细胞遗传学及

分子生物学确诊。入组 ＡＬＬ患儿的诊治严格按照 ＣＣＬＧ

ＡＬＬ２００８方案的标准进行。１５例原发性免疫性血小板减少症

（ＩＴＰ）患儿作为对照组，其中男８例，女７例，中位年龄４．５（２～

１２）岁。研究已取得本院伦理委员会的批准及家长的知情同意。

１．２　方法

１．２．１　标本采集及骨髓单个核细胞（ＢＭＭＮＣ）分离　取患儿

骨髓１～２ｍＬ，存于ＥＤＴＡ抗凝管中，人淋巴细胞分离液分离

ＢＭＭＮＣ，ＰＢＳ洗涤２次。

１．２．２　总ＲＮＡ的提取及鉴定　按ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（Ｃａｔ１５５９６

０２６，ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）说明书提取ＢＭＭＮＣ总ＲＮＡ，甲醛变性

胶电泳检测 ＲＮＡ质量，分光光度计检测 ＲＮＡ浓度及纯度，

Ａ２６０／Ａ２８０＝１．８～２．２可认为合格。

１．２．３　ｃＤＮＡ的合成　ｍｉＲＮＡ的逆转录采用ＰｏｌｙＡ加尾法，

按照ｍｉＲｃｕｔｅｍｉＲＮＡｃＤＮＡ第一链合成试剂盒（天根公司）说

明书合成 ｍｉＲＮＡｃＤＮＡ。ＰＴＥＮ基因的逆转录按照Ｐｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ
? ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（宝生物工程有限公

司）进行。

１．２．４　实时定量ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ及下游靶基因的表达　采

用ｈｓｎＲＵ６作为ｍｉＲＮＡ内参，ｍｉＲ１９ｂ（Ｃａｔ＃ＨｍｉＲＱＰ０２９５）及

ｈｓｎＲＵ６（Ｃａｔ＃ＨｍｉＲＱＰ９００１）上游引物购于ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ有限

公司，下游通用引物及荧光定量检测试剂采用 ｍｉＲｃｕｔｅｍｉＲ

ＮＡ荧光定量检测试剂盒（ＳＹＢＲ）（天根公司）；２０μＬＰＣＲ反

应体系，ＰＣＲ扩增反应条件为：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性

２０ｓ，６０℃退火、延伸３４ｓ，循环４０次。采用ｐｒｉｍｅｒ５．０设计普

通基因引物，ＰＴＥＮ上游引物序列：５′ＴＴＧＡＡＧＡＣＣＡＴＡ

ＡＣＣＣＡＣＣＡＣＡＧ３′，下游引物序列：５′ＣＡＴＴＡＣＡＣＣ

ＡＧＴＴＣＧＴＣＣＣＴＴＴＣ３′，扩增片段长度１３４ｂｐ；内参对照

βａｃｔｉｎ上游序列：５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧＧＡＧＡＴＣＡＣＴＧ

３′，下游序列：５′ＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡＣＴＴＧ３′，扩增

片段长度９０ｂｐ。荧光定量检测采用ＳＹＢＲ? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

ＴＭＩＩ（宝生物工程有限公司）。２５μＬＰＣＲ反应体系，ＰＣＲ扩

增反应条件为：９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变性５ｓ，６０℃退火、

延伸３４ｓ，循环４０次。在ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６仪器上进行反应，首

先绘制标准曲线，采用２△△ＣＴ方法将与对照组对应的每一个

基因进行分析，实验重复３次，包括无模板的空白对照（ＮＴＣ）。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据整理及

分析。因数据非正态分布，进行平方根转换变为正态分布后采

用独立样本狋检验及单因素方差分析，数据结果经平方转换回

后以狓±狊表示。ｍｉＲ１９ｂ表达量与ＰＴＥＮ基因表达量的关系

采用ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲ１９ｂ在各组患儿骨髓中的表达　ｍｉＲ１９ｂ在 ＡＬＬ

初诊组和难治复发组的表达量显著高于完全缓解组和对照组，

差异有统计学意义（犘＜０．０１），ＡＬＬ初诊组与对照组相比上调

大于６倍（犘＜０．０１），与完全缓解组相比上调大于４倍（犘＜

０．０１）。难治复发组与初诊组相比上调接近２倍（犘＜０．０５），

与对照组相比上调超过１２倍（犘＜０．０１）。而完全缓解组与对

照组相比差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

２．２　ｍｉＲ１９ｂ表达的动态变化　２０例完全缓解患儿中，本研

究收到了其中６例患儿的初诊标本。动态观察这６例ＡＬＬ患

儿初诊及化疗获得完全缓解后ＢＭＭＮＣ中 ｍｉＲ１９ｂ的表达变

化。ｍｉＲ１９ｂ初诊时表达量为２．２４±０．２１，完全缓解后表达量

降低为０．７７±０．０６，初诊时 ｍｉＲ１９ｂ表达量显著高于完全缓

解组，差异有统计学意义（犘＝０．０２１）。

２．３　ｍｉＲ１９ｂ与 ＡＬＬ患儿临床指标间的相关性　ｍｉＲ１９ｂ

高表达与外周血高 ＷＢＣ计数（≥５０×１０９／Ｌ）、危险度分型

（中、高危）、脾肿大有相关性（犘＜０．０５），与发病性别、年龄、形

态学分型、免疫学分型、肝及淋巴结肿大及早期泼尼松反应无

相关性（犘＞０．０５）。见表２。

表１　　ｍｉＲ１９ｂ在各组中的表达情况

组别 狀 ｍｉＲ１９ｂ表达量（狓±狊）

初诊组 ３８ ３．２９±０．５１ａ

完全缓解组 ２０ ０．８１±０．１４ｃ

难治复发组 ９ ６．２４±０．７９ｂｄ

对照组 １５ ０．４９±０．０７

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与初诊组比

较；ｄ：犘＜０．０１，与完全缓解组比较。

表２　　３８例ＡＬＬ初诊患儿临床资料及ｍｉＲ１９ｂ表达

　　　量与临床特征的关系

项目 狀 表达量（狓±狊） 犘

性别

　男 ２１ ２．９２±０．５７

　女 １７ ３．７８±０．４４ ０．３２３

年龄（岁）

　１～１０ ３２ ３．１４±０．４６

　≥１０ ６ ４．１７±０．８４ ０．４０３

外周血 ＷＢＣ计数

　≥５０×１０９／Ｌ １５ ４．８１±０．６９

　＜５０×１０９／Ｌ ２３ ２．４６±０．２５ ０．００７

ＦＡＢ分型

　Ｌ１ ２０ ２．７６±０．４１

　Ｌ２ １８ ３．９４±０．５９ ０．１６６

免疫分型

　Ｔ细胞型 ７ ４．９２±０．７２

　前Ｂ细胞型 ３１ ２．９７±０．４４ ０．０９９

危险度分型

　标危 １３ ２．０２±０．３０

　中危 １０ ４．３３±０．４１ ０．０１５

　高危 １５ ３．９１±０．６０ ０．０４１

肝肿大情况

　肝肿大 ３４ ３．３４±０．５６

　肝不肿大 ４ ２．９１±０．１４ ０．７５０

脾肿大情况

　脾肿大 ２６ ４．３４±０．３８

　脾不肿大 １２ １．５１±０．１３ ０．０００

淋巴结肿大情况

　淋巴结肿大 ３３ ３．２２±０．５７

　淋巴结不肿大 ５ ３．７７±０．１５ ０．６７５

泼尼松诱导反应

　不敏感 ６ ３．６６±１．１５

　敏感 ３２ ３．２２±０．４２ ０．７１４

２．４　ｍｉＲ１９ｂ与儿童 ＡＬＬ分子遗传学特征的关系　３８例

ＡＬＬ初诊患儿中４例ＢＣＲＡＢＬ融合基因阳性患儿 ｍｉＲ１９ｂ

表达量（５．８５±０．３８）与剩余３４例融合基因阴性者（２．７８±

０．４４）相比显著上调，差异有统计学意义（犘＜０．０５），但并没有

在２例 ＭＬＬＡＦ４融合基因阳性的 ＡＬＬ患儿中发现 ｍｉＲ１９ｂ

（４．９１±０．０５）明显上调（犘＞０．０５）。

２．５　ｍｉＲ１９ｂ与ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达量的相关性分析　ＰＴＥＮ

ｍＲＮＡ在ＡＬＬ初诊组的表达量为２．１９±１．５６，在ＩＴＰ对照组

的表达量为１．１３±０．３４，ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达量在ＡＬＬ初诊组

显著高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。采用

ｓｐｅａｒｍａｎ相关检验检测 ｍｉＲ１９ｂ表达量与ＰＴＥＮｍＲＮＡ表
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达量的相关性，发现二者无相关性（狉＝０．１０７，犘＞０．０５）。

３　讨　　论

ｍｉＲ１９ｂ来源于 ｍｉＲ１７９２基因簇，研究发现 ｍｉＲ１７９２

基因簇在伯基特淋巴瘤、弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤、套细胞淋巴

瘤、肺癌、膀胱癌等多种实体肿瘤中存在基因的扩增和高表

达［３，５６］。Ｖｅｎｔｕｒａ等
［７］研究发现ｍｉＲ１７９２基因簇具有调节Ｂ

细胞发育的作用，敲除小鼠 ｍｉＲ１７９２后ｐｒｏＢ到ｐｒｅＢ细胞

的转变受到明显抑制。Ｏ′Ｄｏｎｎｅｕ等
［８］使用逆转录病毒介导

ｍｉＲ１７９２基因簇过表达，促进了原癌基因ｃＭｙｃ诱导的淋巴

瘤发生，而 ｍｉＲ１９是 ｍｉＲ１９９２基因簇中最关键的致癌因

子［３］。２０１０年 Ｍａｖｒａｋｉｓ等
［４］研究发现同来源于扁桃体的淋

巴细胞相比ｍｉＲ１９在Ｔ系ＡＬＬ中的表达有着５～１７倍的升

高，在Ｂ系 ＡＬＬ和侵袭性淋巴瘤中也有高表达，同时证实

ｍｉＲ１９可以促进Ｎｏｔｃｈ１导致的Ｔ系 ＡＬＬ的发生，而且可以

促进ｃＭｙｃ导致的Ｂ系淋巴瘤的发生。儿童 ＡＬＬ发生、发展

同这些致癌因子在Ｔ细胞和Ｂ细胞在分化发育中的协同作用

密不可分，已有研究表明，ｍｉＲＮＡ特异性表达在儿童白血病发

生发展中的重要作用，但是ｍｉＲ１９在儿童ＡＬＬ中的表达情况

及作用目前很少有报道。

本研究发现，ｍｉＲ１９ｂ在初诊组中表达量显著高于完全缓

解组和对照组，较对照组表达量上调大于６倍，这与 Ｍａｖｒａｋｉｓ

等［４］的研究结果一致。动态观察６例ＡＬＬ患儿初诊及完全缓

解后ｍｉＲ１９ｂ表达量的变化，发现完全缓解后ｍｉＲ１９ｂ表达量

较初诊时显著降低。ｍｉＲ１９ｂ在难治复发组表达量大于初诊

组，显著大于完全缓解组和对照组。由此推测ｍｉＲ１９ｂ主要是

表达于骨髓的原始幼稚细胞中，可能参与了白血病细胞的恶性

增殖过程，随着完全缓解后原始幼稚细胞数的降低，ｍｉＲ１９ｂ

表达量呈现出下降的趋势，而在难治复发组中仍然呈现出高表

达的状态，因此，ｍｉＲ１９ｂ很可能参与了儿童 ＡＬＬ的发生、发

展。本研究发现脾肿大ＡＬＬ患儿骨髓中存在ｍｉＲ１９ｂ表达量

的显著上调，同时发现ｍｉＲ１９ｂ表达量在外周血高 ＷＢＣ计数

（≥５０×１０９／Ｌ）者及危险度分型———中、高危者显著升高，提示

ｍｉＲ１９ｂ表达量与部分提示儿童ＡＬＬ预后不良的危险因素具

有相关性，这使其可能成为 ＡＬＬ预后危险因素的又一参考指

标。ｍｉＲ１９ｂ表达量在其他提示预后不良的年龄大于或等于

１０岁、Ｔ系ＡＬＬ、早期泼尼松诱导不敏感者表达量较高，虽然

差异无统计学意义，但是需要引起重视，待进一步扩大样本例

数研究分析。

Ｖｅｎｔｕｒｉｎｉ等
［９］研究发现，ＢＣＲＡＢＬ融合基因可以促进慢

性粒细胞白血病（ＣＭＬ）细胞中ｍｉＲ１７９２基因簇表达上调，并

通过ＢＣＲＡＢＬｃＭｙｃｍｉＲ１７９２通路促进瘤细胞的增殖。Ｍｉ

等［１０］研究发现，在 ＭＬＬ基因重排的急性非淋巴细胞白血病和

ＡＬＬ患者白血病细胞中也存在 ｍｉＲ１７９２基因的扩增和高表

达，主要通过 ＭＬＬ融合基因直接作用于 ｍｉＲ１７９２基因簇的

启动子区促使其表达上调，二者协同作用促进瘤细胞增殖，而

抑制瘤细胞的分化和凋亡。本研究发现，ｍｉＲ１９ｂ表达量在４

例ＢＣＲＡＢＬ阳性的ＡＬＬ患儿中明显上调；在２例 ＭＬＬＡＦ４

阳性的患儿中表达量也有上调，但差异无统计学意义。ＢＣＲ

ＡＢＬ、ＭＬＬＡＦ４可能分别与 ｍｉＲ１９ｂ协同作用，促进 ＡＬＬ发

生并导致ＡＬＬ预后不良，但本研究中ＢＣＲＡＢＬ、ＭＬＬ融合基

因阳性的ＡＬＬ临床发病率较低，标本收集例数较少，有待于扩

大临床样本量进行更深入研究。

ＰＴＥＮ是磷酸酶家族中发现的首个抑癌基因，通过阻断促

肿瘤因子介导的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制肿瘤细胞生长、侵袭

和转移，促进肿瘤细胞凋亡［１１］。有研究表明，ＰＴＥＮ基因的缺

失、低表达等与白血病的发生、发展密切相关［１２］。本研究没有

发现ＰＴＥＮ基因在 ＡＬＬ初诊组中低表达，也没有发现 ｍｉＲ

１９ｂ与ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达水平在儿童 ＡＬＬＢＭＭＮＣ中存

在负性相关关系，由此说明 ｍｉＲ１９ｂ对ＰＴＥＮ的作用可能是

转录后水平或是翻译水平的调控，且 ｍｉＲＮＡ的表达具有组织

特异性，其调控网络比较复杂，一个 ｍｉＲＮＡ调控数百个下游

靶基因，一个靶基因同时可能受多个 ｍｉＲＮＡ 调控，在儿童

ＡＬＬ骨髓细胞中ｍｉＲ１９ｂ是否通过作用于其他下游基因导致

白血病的发生和发展还需要进一步探索。
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［８］ Ｏ′ＤｏｎｎｅｕＫＡ，ＷｅｎｔｚｅｌＥＡ，ＺｅｌｌｅｒＫＩ，ｅｔａｌ．ｃＭｙｃｒｅｇｕ

ｌａｔｅｄｍｉｃｒｏＲＮＡｓｍｏｄｕｌａｔｅＥ２Ｆ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，

２００５，４３５（７０４３）：８３９８４３．

［９］ ＶｅｎｔｕｒｉｎｉＬ，ＢａｔｔｍｅｒＫ，ＣａｓｔｏｌｄｉＭ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｔｈｅ ｍｉＲ１７９２ｐｏｌｙｃｉｓｔｒｏｎｉｎｃｈｒｏｎｉｃ ｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ

（ＣＭＬ）ＣＤ３４＋ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００７，１０９（１０）：４３９９

４４０５．

［１０］ＭｉＳ，ＬｉＺ，ＣｈｅｎＰ，ｅｔａｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉＲ１７９２ｃｌｕｓｔｅｒｉｎＭＬＬｒｅａｒｒａｎｇｅｄａ

ｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１０，１０７

（８）：３７１０３７１５．

［１１］ＵｄｄｉｎＳ，ＨｕｓｓａｉｎＡ，ＡｌＨｕｓｓｅｉｎＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ

ｐｈｏｓｐｈａｔｉｅａｌｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３′ｋｉｎａｓｅｉｎｄｕｃｅｓｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｋｉｌｌｉｎｇｏｆＰＴＥＮｎｕｌｌＴｌｅｎｋｅｍｉａｓｔｈｒｏｕｇｈＡＫＴｐａｔｈｗａｙ

［Ｊ］．ＢｉｏｅｈｅｍＢｉｏｐｈｓｙｓＲｅｓＣｏｍｍｏｎ，２００４，３２０（３）：９３２

９３８．

［１２］ＲｏｍｎＧｏｍｅｚＪ，ＪｉｍｅｎｅｚＶｅｌａｓｃｏＡ，ＣａｓｔｉｌｌｅｊｏＪＡ，ｅｔａｌ．

Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｈｙｐｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ：ａ

ｓｔｒｏｎｇｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｉｎａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏ

ｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００４，１０４（８）：２４９２２４９８．

（收稿日期：２０１２０４０７　修回日期：２０１２０７１５）
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