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　　摘　要：目的　探讨糖原合酶激酶３β（ＧＳＫ３β）、与张力蛋白同源的位于第１０号染色体磷酸酶基因（ＰＴＥＮ）、Ｐｏｌｏ样激酶１

（ＰＬＫ１）在儿童急性髓系白血病（ＡＭＬ）中的表达及意义。方法　ＲＴＰＣＲ方法检测实验组（３３例初诊ＡＭＬ患儿的骨髓）和对照

组（１０例正常骨髓）骨髓单个核细胞（ＢＭＭＮＣ）中ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＰＴＥＮｍＲＮＡ、ＰＬＫ１ｍＲＮＡ的表达，ＥＬＩＳＡ方法检测ＧＳＫ３β
蛋白及ＰＧＳＫ３β的表达。结果　实验组中 ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＧＳＫ３β蛋白、ＰＬＫ１ｍＲＮＡ的表达量高于对照组（犘＝０．０１２；犘＝

０．０１４；犘＝０．０４０）；ＰＴＥＮｍＲＮＡ、ＰＧＳＫ３β的表达量低于对照组（犘＝０．０１２；犘＝０．００２）。ＧＳＫ３β蛋白与ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达

呈负相关（狉＝－０．４１５，犘＝０．０１６）；ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＧＳＫ３β蛋白与ＰＬＫ１ｍＲＮＡ的表达成呈正相关（狉＝０．３８８，犘＝０．０２６；狉＝

０．４２７，犘＝０．０１３）。外周血白细胞计数增高者ＧＳＫ３β蛋白表达增高；临床危险度高者ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＧＳＫ３β蛋白的表达增

高，ＰＧＳＫ３β的表达降低。结论　在儿童ＡＭＬ中，ＧＳＫ３β和ＰＬＫ１可能起癌基因的作用，ＰＴＥＮ可能起抑癌基因的作用。

关键词：ＧＳＫ３β；ＰＴＥＮ；ＰＬＫ１；前体细胞淋巴母细胞白血病淋巴瘤

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．２８．００５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）２８３３４７０３

犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犮犾犻狀犻犮犪犾狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀犮犲狅犳犌犛犓３β，犘犜犈犖，犘犔犓１犻狀狆犲犱犻犪狋狉犻犮犪犮狌狋犲犿狔犲犾狅犻犱犾犲狌犽犲犿犻犪

犠犪狀犵犢犪狀，犡狌犢狅狌犺狌犪△，犎狌犢犪狀狀犻，犛狌狀犢犪狀犺狌犻，犑犻狀犡犻狀，犢犪狀犵犌狌犻犮狌狀

（犆犺犻犾犱狉犲狀′狊犎狅狊狆犻狋犪犾犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱狋狅犆犺狅狀犵狇犻狀犵犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔／犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犈犱狌犮犪狋犻狅狀犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犆犺犻犾犱

犇犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪狀犱犇犻狊狅狉犱犲狉狊／犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犘犲犱犻犪狋狉犻犮狊犻狀犆犺狅狀犵狇犻狀犵／犆犺狅狀犵狇犻狀犵犐狀狋犲狉狀犪狋犻狅狀犪犾犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱

犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔犆狅狅狆犲狉犪狋犻狅狀犆犲狀狋犲狉犳狅狉犆犺犻犾犱犇犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪狀犱犇犻狊狅狉犱犲狉狊，犆犺狅狀犵狇犻狀犵４０００１４，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＧＳＫ３β，ＰＴＥＮａｎｄＰＬＫ１ｉｎｐｅｄｉａｔｒｉｃＡＭＬ．

犕犲狋犺狅犱狊　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｏｆ３３ｃａｓｅｓｉｎｃｉｐｉｅｎｔｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＡＭＬ．Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓ１０ｃａｓｅｓｎｏｒｍａｌｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｓ．ＧＳＫ３β，ＰＴＥＮａｎｄＰＬＫ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎＢＭＭＮＣｏｆｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｕｓｉｎｇｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．ＧＳＫ３βｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＰＧＳＫ３βｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．犚犲

狊狌犾狋狊ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＫ３βｍＲＮＡ，ＧＳＫ３βｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＬＫ１ｍＲＮＡｉｎＢＭＭＮＣｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＡＭＬｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＝０．０１２；犘＝０．０１４；犘＝０．０４０）；ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮｍＲＮＡ，ＰＧＳＫ３βｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（犘＝０．０１２；犘＝０．００２）；ＧＳＫ３βｐｒｏｔｅｉｎｈａｄａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＰＴＥＮｍＲＮＡ（狉＝－０．４１５，犘＝０．０１６）；ＧＳＫ３βｍＲＮＡ，
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　　急性白血病是儿童最常见的恶性肿瘤，传统的化疗和干细

胞移植使儿童急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）的５年生存率达到

８０％，而急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）患儿

的５年生存率只接近６０％
［１］。新型分子靶向化疗药物具有更

强的抗肿瘤活性，且对正常细胞不良反应小。因此，寻找儿童

ＡＭＬ的有效分子作用靶点至关重要。

糖原合酶激酶３β（ＧＳＫ３β）是一种多功能的胞浆丝氨酸／

苏氨酸蛋白激酶，研究证实它是治疗２型糖尿病
［２］、阿尔茨海

默病［３］的有效药物靶点，并且与癌症的发生、发展密切相关［４］，

但其在白血病中起激活作用还是抑制作用尚不明确。ＰＴＥＮ

是第１个呈双专一性磷酸酶活性的抑癌基因，它作为 ＧＳＫ３β

的上游基因，可调控 ＧＳＫ３β的表达
［５］。在成人急性白血病中

存在与张力蛋白同源的位于第１０号染色体磷酸酶基因

（ＰＴＥＮ）基因的表达缺失
［６］，但儿童 ＡＬＬ患者骨髓标本中

ＰＴＥＮ蛋白的表达高于非恶性疾病儿童
［７］。Ｐｏｌｏ样激酶１

（ＰＬＫ１）是一种高度保守的丝氨酸／苏氨酸激酶，可促进有丝分

裂的进程，其抑制剂ＢＩ２５３６已经进入 ＡＭＬ的Ⅰ期临床实验

阶段［８］。有研究认为ＧＳＫ３β可能是ＰＬＫ１的负调控因子，在

维系ＰＬＫ１的功能方面发挥作用
［９］。本课题组研究 ＧＳＫ３β、

ＰＴＥＮ、ＰＬＫ１在儿童ＡＭＬ的表达和临床的关系，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　实验组为２０１２年３～９月重庆医科大学附属

儿童医院血液科收治的３３例初诊 ＡＭＬ患儿骨髓（Ｍ１２例，

Ｍ２１５例，Ｍ３６例，Ｍ４１例，Ｍ５６例，Ｍ６２例，Ｍ７１例 ；中位

年龄６岁２个月）。按形态学、免疫学、染色体、基因（ＭＩＣＭ）

分型标准诊断。根据患儿的临床以及实验室指标按危险度分

型将实验组分为高危组、中危组、低危组，每组１１例。对照组

为１０例骨科手术切除骨中抽吸的正常骨髓。

１．２　方法

１．２．１　标本处理　无菌操作取骨髓液２～３ｍＬ，肝素抗凝，聚
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表１　　ＧＳＫ３β、ＰＴＥＮ、ＰＬＫ１、βａｃｔｉｎ的引物及目的片段大小

项目 上游引物 下游引物 大小（ｂｐ）

ＧＳＫ３β ５′ＧＧＣＴＡＣＣＡＴＣＣＴＴＡＴ ＴＣＣＴＣＣＴ３′ ５′ＧＴＣＣＡＣＧＧＴＣＴＣＣＡＧＴＡＴ ＴＡＧＣ３′ １０１

ＰＴＥＮ ５′ＴＴＧＡＡＧＡＣＣＡＴＡ ＡＣＣＣＡＣＣＡＣＡＧ３′ ５′ＣＡＴＴＡＣＡＣＣＡＧＴＴＣＧＴＣＣＣＴＴＴＣ３′ １３４

ＰＬＫ１ ５′ＣＣＣＣＴＣＡＣＡＧＴＣＣＴＣＡＡＴＡＡＧ３′ ５′ＡＡＴＡＧＴＣＣＡＣＣＣＡＣＴＴＧＣＴＧＡ３′ ２３８

βａｃｔｉｎ ５′ＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣ３′ ５′ＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＣＧＣＡＧＧＡＴ３′ １９６

蔗糖（ＦｉｃｏＬＬ）液（相对密度１．０７７ｇ／ｍＬ）分离骨髓单个核细

胞（ＢＭＭＮＣ），取约５×１０６ 个细胞，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤

１次，混匀后－８０℃保存。

１．２．２　裂解骨髓单个核细胞　离心沉淀细胞，加１ｍＬ裂解

液ＲＬ充分裂解细胞。分别收集水相中的总ＲＮＡ及有机相中

的总蛋白。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检验　按北京百泰克生物技术有限公司高纯

总ＲＮＡ快速提取试剂盒说明书提取ＲＮＡ。按大连宝生物技

术有限公司逆转录试剂盒ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
? ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＰｅｒ

ｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ说明书进行反转录。ＧＳＫ３β、ＰＴＥＮ、ＰＬＫ１、β

ａｃｔｉｎ的引物及目的片段大小见表１，ＰＣＲ条件：９５℃预变性５

ｍｉｎ；然后９５℃变性３０ｓ；ＧＳＫ３β、ＰＬＫ１、βａｃｔｉｎ均为５５℃退

火３０ｓ，ＰＴＥＮ６０℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２

℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．４　ＰＣＲ产物分析　取ＰＣＲ产物８μＬ在２５～３０ｇ／Ｌ琼

脂糖凝胶中电泳，１００Ｖ电泳４５ｍｉｎ。用紫外投射仪观察并用

粘胶成像仪照相，照片经 ＭｅｔａｍｏｒｐｈｏｓｅＩｍａｇｉｎｇＳｉｇｈｔ软件进

行分析并读取吸光度值，分别取ＧＳＫ３β、ＰＴＥＮ、ＰＬＫ１与ａｃ

ｔｉｎ吸光度比值（ＧＳＫ３β／ａｃｔｉｎ、ＰＴＥＮ／ａｃｔｉｎ、ＰＬＫ１／ａｃｔｉｎ）进行

半定量分析。

１．２．５　酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）　采用ＥＬＩＳＡ双抗体夹

心法对有机相中的 ＧＳＫ３β、ＰＧＳＫ３β水平进行定量分析。操

作步骤严格按上海沪尚生物有限公司 ＧＳＫ３β及ＰＧＳＫ３β

ＥＬＩＳＡ试剂盒使用说明书进行。选择４５０ｎｍ波长，在酶标仪

上测定Ａ值，以标准品Ａ值绘制标准曲线。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，两组间的比较采用狋检验；组间两两比较

采用犉检验；两组间的相关性研究采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关检验，检

验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ、ＰＬＫ１ｍＲＮＡ 在两组

ＢＭＭＮＣ的表达　实验组ＧＳＫ３βｍＲＮＡ和ＰＬＫ１ｍＲＮＡ的

平均表达量较对照组的平均表达量高（犘＜０．０５）；实验组

ＰＴＥＮｍＲＮＡ的平均表达量较对照组的平均表达量低（犘＜

０．０５）。见表２、图１。

表２　　两组ＧＳＫ３β、ＰＴＥＮ、ＰＬＫ１的ＰＣＲ检测结果（狓±狊）

组别 狀 ＧＳＫ３βｍＲＮＡ ＰＴＥＮｍＲＮＡ ＰＬＫ１ｍＲＮＡ

实验组 ３３ ０．５５±０．１６ ０．５０±０．１６ ０．７１±０．１８

对照组 １０ ０．４１±０．０９ ０．６３±０．２５ ０．５７±０．１８

犘 ０．０１２ ０．０１２ ０．０４０

２．２　ＧＳＫ３β蛋白及ＰＧＳＫ３β蛋白在两组ＢＭＭＮＣ的表达

情况　实验组ＧＳＫ３β蛋白的平均浓度较对照组的平均浓度

高（犘＜０．０５）；实验组ＰＧＳＫ３β蛋白的平均浓度较对照组的

平均浓度低（犘＜０．０１）。见表３。

　　Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ５００；１：实验组ＧＳＫ３βＰＣＲ产物；２：对照组ＧＳＫ３β

ＰＣＲ产物；３：实验组ＰＴＥＮＰＣＲ产物；４：对照组ＰＴＥＮＰＣＲ产物；５：

实验组ＰＬＫ１ＰＣＲ产物；６：对照组ＰＬＫ１ＰＣＲ产物；７：实验组βａｃｔｉｎ

ＰＣＲ产物；８：对照组βａｃｔｉｎＰＣＲ产物。

图１　　两组ＧＳＫ３β、ＰＴＥＮ、ＰＬＫ１的ＰＣＲ检测结果

表３　　两组ＧＳＫ３β、ＰＧＳＫ３β的ＥＬＩＳＡ

　　　检测结果（ｐｇ／ｍＬ，狓±狊）

组别 狀 ＧＳＫ３β ＰＧＳＫ３β

实验组 ３３ ２５５３．４０±３５８．５９ ２９４．１７±４０．５３

对照组 １０ ２２０４．０２±２８３．５２ ３５０．５３±５３．３２

犘 ０．０１４ ０．００２

２．３　ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ、ＰＬＫ１ｍＲＮＡ、ＧＳＫ３β
蛋白及ＰＧＳＫ３β与临床指标的相关性　实验组ＧＳＫ３βｍＲ

ＮＡ、ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ、ＰＬＫ１ｍＲＮＡ、ＧＳＫ３β蛋白及 ＰＧＳＫ３β
的表达与性别、肝脾是否肿大均无明显相关性，仅 ＧＳＫ３β蛋

白的表达与外周血白细胞计数增高呈正相关（犘＝０．０１１）。临

床危险度高则 ＧＳＫ３βｍＲＮＡ［高危组高于中危组（犘＝

０．０１２），高危组高于低危组（犘＝０．０００）］、ＧＳＫ３β蛋白［高危

组高于中危组（犘＝０．０１２），高危组高于低危组（犘＝０．００３）］、

ＰＬＫ１ｍＲＮＡ［高危组高于低危组（犘＝０．００９）］表达相应增高。

临床危险度高则ＰＧＳＫ３β表达减低［高危组低于中危组（犘＝

０．０４７），高危组低于中危组（犘＝０．０３６）］。ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表

达与临床危险度分型无明显相关性。

２．４　ＧＳＫ３β与ＰＴＥＮｍＲＮＡ、ＰＬＫ１ｍＲＮＡ表达的相关性

　本研究中 ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＰＧＳＫ３β与ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表

达无明显相关性（狉＝－０．２６５，犘＝０．１３６；狉＝０．０２３，犘＝

０．８９９），ＧＳＫ３β 蛋 白 与 ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ 的 表 达 呈 负 相 关

（狉＝－０．４１５，犘＝０．０１６）。ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＧＳＫ３β蛋白与

ＰＬＫ１ｍＲＮＡ 的表达呈正相关（狉＝０．３８８，犘＝０．０２６；狉＝

０．４２７，犘＝０．０１３），ＰＧＳＫ３β与ＰＬＫ１ｍＲＮＡ的表达无明显相

关性（狉＝－０．３１９，犘＝０．０７０）。

３　讨　　论

分子靶向药物在白血病治疗中发挥越来越重要的作用。

近来研究表明ＧＳＫ３β为癌基因，使用ＧＳＫ３β的抑制剂ＢＩＯ

后ＴＦ１、Ｕ９３７、Ｋ５６２和ＨＬ６０细胞大量凋亡，但不影响正常造

血干细胞的活性［１０］。另有研究表明 ＧＳＫ３β为抑癌基因，在

ＡＰＬ中，ＡＴＯ激活ＧＳＫ３β诱导 Ｍｃｌ１降解进而诱导 ＮＢ４细
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胞分化［１１］。本课题组前期研究表明儿童ＡＬＬ中ＧＳＫ３β起癌

基因的作用［１２］。本实验结果显示儿童 ＡＭＬ中 ＧＳＫ３β在基

因及蛋白水平均高表达，且表达水平与临床分型呈正相关，

ＧＳＫ３β蛋白与外周血白细胞计数呈正相关；ＰＧＳＫ３β低表

达，与临床分型呈负相关。因此，ＧＳＫ３β在儿童ＡＭＬ中可能

同样起癌基因的作用。

本研究中儿童ＡＭＬ骨髓标本中ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达量

明显低于对照组，其在儿童 ＡＭＬ中可能起抑癌作用，但其表

达量与临床指标无相关性。

ＰＬＫ１目前被认为是肿瘤治疗过程中有价值的作用靶点，

在ＡＭＬ动物模型中，ＰＬＫ１的特异性的抑制剂 ＮＭＳＰ９３７联

合阿糖胞苷口服后，可使其较好地长期存活［１３］；在成人 ＡＭＬ

中ＰＬＫ１高表达，与不良预后呈明显正相关
［１４］。本研究中儿

童ＡＭＬ骨髓标本中ＰＬＫ１ｍＲＮＡ的表达量同样明显高于对

照组，且其表达量与临床分型呈一定正相关，表明ＰＬＫ１在儿

童ＡＭＬ中可能同样起癌基因的作用。

肿瘤中抑癌基因 ＰＴＥＮ 主要通过两种作用途径调控

ＧＳＫ３β的表达：一种为通过降低对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的抑

制，增强ＡＫＴ对ＧＳＫ３β的抑制性磷酸化，ＧＳＫ３β的表达减

少［５］；一种为通过增强对ｃｄｃ４２活性的抑制，降低ｃｄｃ４２信号

通过对ＧＳＫ３β的抑制作用，ＧＳＫ３β的表达增加
［１５］。本研究

初步显示儿童ＡＭＬ中，ＧＳＫ３β蛋白与ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达

呈现一定负相关。因此，儿童 ＡＭＬ中，ＰＴＥＮ可能主要通过

ｃｄｃ４２信号通路调控ＧＳＫ３β的转录后水平的表达。

在肺癌中，ＧＳＫ３β的抑制剂ＬｉＣｌ能增强ＰＬＫ１的启动子

活性，促进ＰＬＫ１的表达，提示 ＧＳＫ３β可能是ＰＬＫ１的负调

控因子［９］。而本研究结果显示 ＧＳＫ３βｍＲＮＡ、ＧＳＫ３β蛋白

与ＰＬＫ１ｍＲＮＡ的表达呈正相关。本课题组前期研究表明儿

童ＡＬＬ中 ＧＳＫ３β高表达，且其正向调控 ＮＦκＢ 信号通

路［１２］。Ｌｉｎ等
［１６］研究表明 ＮＦκＢ的亚基 ＲｅｌＡ 通过直接与

ＰＬＫ１的启动子结合，增强ＰＬＫ１的转录。因此，在儿童 ＡＭＬ

中，ＧＳＫ３β可能通过正向调控 ＮＦκＢ信号通路从而增强

ＰＬＫ１的转录。

综上所述，儿童ＡＭＬ中，ＧＳＫ３β和ＰＬＫ１可能起癌基因

的作用，而ＰＴＥＮ起抑癌基因的作用，三者在白血病中的作用

机制有待进一步探讨，可能成为儿童 ＡＭＬ危险度分型的指标

及靶向治疗的有效作用靶点。
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