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"摘要#

!

目的
!

探讨慢性髓系白血病"

OSN

$患者中
9<=.-8.'

启动子的甲基化态势及其临床意义%方法
!

建立实时定量甲基

化特异性
Ò5

"

5a.SJ̀

$分别检测
12

例对照者及
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例
OSN

患者骨髓单个核细胞中
9<=.-8.'

启动子未甲基化水平%结果
!
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例
OSN

患者未甲基化
9<=.-8.'

启动子"

2(&)3

$为阳性!而对照组仅
$

例"

03

$阳性!两组比较差异有统计学意义"

!

$

%&%$

$%

5PO

曲线分析表明!

9<=.-8.'

启动子未甲基化作为辅助诊断
OSN

有较好的特异性%未甲基化
9<=.-8.'

启动子水平与
4O5

#

64N

融合基因转录水平呈显著正相关"

8b%&)0$

!

!b%&%%$

$!但与患者的白细胞&血小板计数及血红蛋白水平无明显相关性"

!

%

%&%2

$%在慢性期和加速期
9<=.-8.'

未甲基化水平显著高于急变期%结论
!

9<=.-8.'

基因低甲基化水平随疾病进展而降低%
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慢性髓系白血病$

?>@",#?A

:

<9"#!9<CE<A#8

#

OSN

%是一种

发生在多能造血干细胞的慢性骨髓增殖性肿瘤#以外周血中大

量不成熟粒细胞及脾肿大为主要临床特征)在受累的细胞系

中#可发现
>̀

染色体和$或%

4O5

"

64N

融合基因)按病情进

展分为慢性期$

Ò

%*加速期$

6̀

%和急变期$

4̀

"

4O

%)

>̀

染色

体和$或%

4O5.64N

融合基因是诊断
OSN

的必要条件)然而

OSN

的发生*发展也受其他多种因素的调节#如表观遗传学修

饰等)先前有研究表明死亡相关蛋白激酶$

L6̀ Z

%

&

$

'

*降钙素

$

O7

%

&

1.'

'等抑癌基因的高甲基化#本课题组曾报道过螺旋酶抗

原$

e6TW

%低甲基化可能和
OSN

的发生*发展有关&

0

'

)微小

5\6

$

A#?@"5\6

#

A#5\6

%在
OSN

的发病过程中与
4O5

"

64N

融合基因一起也发挥着重要作用&

2.-

'

)

大多数学者认为#

9<=.-

对人类的肿瘤发挥抑癌基因效应#

其表达增加能够抑制肿瘤的发生和发展)但是大部分研究没

有将其成员区分开来)

9<=.-8.'

作为一种非编码
A#5\6

近年

来备受关注#它是
9<=.-

家族中的一员#对正常细胞的增殖*分

化和凋亡发挥重要作用#而这种生物学效应#也与肿瘤的发生*

发展有关)作为表观遗传学调控基因表达的一种重要机

制+++甲基化修饰#也调控着
9<=.-8.'

的表达)有研究证实#

9<=.-8.'

在大部分人类正常组织中高度甲基化#而在肺腺癌中

低甲基化&

/

'

)对于
9<=.-8.'

在
OSN

中的甲基化态势及临床意

义目前尚不清楚)因此本研究旨在了解
9<=.-8.'

在
OSN

中的

甲基化状况#并探讨其临床意义)

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!
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例
OSN

患者均来自江苏大学附属人民医

院#其诊断和分期均参照,血液病诊断及疗效标准-

&

(

'

#且每例

患者都检测到
>̀

染色体和$或%

4O5

"

64N

融合基因)其中男

1(

例#女
1'

例(年龄
$2

!

/'

岁#平均 $

0)&'f$-&'

%岁)包括

%1%1

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$2

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$1-%)'%

*

/$$-12(1

*

Je1%$'%01

%(镇江市社会发展项目$

Je1%$%%$2

*

Je1%$$%2)

%(江苏省.

'''

工程/科研

项目资助计划$

4561%$$%/2

*

4561%$'$')

%(江苏省科技厅临床医学科技专项资金项目$

4N1%$1%2)

%(镇江市科技基础设施建设项目$

JJ1%$1%%'

%)

!

作者

简介!吴得红$

$(/1V

%#硕士#主治医师#主要从事恶性血液病的临床及基础研究)

!

#

!

通讯作者#

W.A8#9

!

c

#8,

*

C,%%%-

"

+#,8&?"A

)



表
$

!!

9<=.-8.'5a.SJ̀

引物序列

引物名称 引物序列 产物长度$

K

D

%

9<=.-8.'.S

上游引物
2M.T6OTT76OT77OT7T66T7OT.'M $0/

9<=.-8.'.S

下游引物
2M.O676OT6676OOO6OOO76O7OT.'M

9<=.-8.'.g

上游引物
2M.T7T676T7T77T766667T77.'M $0/

9<=.-8.'.g

下游引物
2M.O76666O6OO6666OOO766.'M

6Ng

上游引物
2M.776TT7676T7TT777676777T76677776T76.'M $$%

6Ng

下游引物
2M.67766O7666O7667O77666O7OO766OO7O6.'M

0%

例初诊慢性期*

2

例加速期*

-

例急变期患者)

12

例对照组

均为健康供髓者)本研究得到每位患者的知情同意#并获得江

苏大学附属人民医院伦理委员会批准)

B&C

!

方法

B&C&B

!

骨髓单个核细胞$

4S\O

%分离和基因组
L\6

制备
!

抽取患者及对照组骨髓液
$%AN

#经过肝素抗凝#通过
Q#?"99

液$上海试剂二厂%离心分离
4S\O

#根据基因组
L\6

试剂盒

$美国
T<,=@8

公司产品%操作说明#提取基因组
L\6

#经紫外

分光光度仪测定光密度值确定
L\6

水平和纯度#置于
V1%Y

保存备用)

B&C&C

!

亚硫酸氢钠修饰基因组
L\6

!

对每例研究对象取
$

#

G

L\6

样本#采用亚硫酸氢钠修饰试剂盒$加拿大
O><A#?",

公司%#严格按照操作说明进行基因组
L\6

修饰#修饰后的样

本
L\6

于
V/%Y

保存#用于甲基化特异性
Ò5

)

B&C&D

!

实时定量甲基化特异性
Ò5

$

Ò5

#

5a.SJ̀

%

!

应用

S<=>

:

9̀ @#A<@WX

D

@<++F$&%

软件$美国
64R

公司%设计甲基化

$

S

%和未甲基化$

g

%

5a.SJ̀

引物#选择
6Ng

基因作为检测

9<=.-8.'

未甲基化的内参基因#见表
$

)

$/

#

N5a.SJ̀

反应体

系包含
$h Ò5

缓冲液*

S

G

O9

1

0&%AA"9

"

N

*引物
%&0

#

A"9

"

N

*

$&%g

热启动
78

c

L\6

聚合酶$日本
78Z858

公司%以及

1%,

G

修饰过的样本
L\6

)反应条件!

(2Y2A#,

预变性#然

后
(0Y

变性
'%+

*

2)Y

$

6Ng

为
)%Y

%退火
'%+

*

-1Y

延伸

'%+

#

2%

个循环扩增后再
-1Y

延伸
'%+

#

Ò5

荧光收集设为

-'Y'%+

)熔解曲线程序为
(2 Y $2+

#

)% Y )%+

#

(2Y

$2+

#

)%Y$2+

)实验中设立经测序证实序列正确的
S

"

g

和

6Ng

重组质粒作为阳性对照#无模板
L\6

的去离子水作为

空白对照)用
'%

G

"

N

琼脂糖凝胶
/%i

电泳扩增产物#

$>

后

在
T<,<T<,#C+

凝胶成像仪上显像并拍照)

B&C&E

!

Ò5

产物克隆测序
!

将
9<=.-8.'

启动子
S

*

g

以及

6Ng

阳性的扩增产物经生工生物$上海%有限公司克隆测序#

验证所得序列)

B&C&F

!

细胞遗传学检查
!

将采集的骨髓细胞采用
10>

短期

培养法制备染色体标本#然后进行
5

显带处理)按,人类细胞

遗传学国际命名体制$

RJO\

%-进行核型分析)

B&C&G

!

分析方法
!

计算未甲基化的
9<=.-8.'

启动子标准化比

率#依据公式!

\

C,A<=>

:

98=#",.9<=.-8.'

b

$

W

C,A<=>

:

98=#",.9<=.-8.'

%

$

O7C,A<=>

:

98=#",.9<=.-8.'

$

?",=@"9.+8A

D

9<

%

j

$

W6Ng

%

$

O76Ng

$

?",=@"9.+8A

D

9<

%

$

$

%

Wb$%

$

V$

"

+9"

D

<

%

$

1

%

B&D

!

统计学处理
!

应用
J̀ JJ$-&%

软件进行统计学分析)用

S8,,.d>#=,<

:

g

检验分析对照组和
OSN

组之间
9<=.-8.'

启

动子未甲基化水平的差异#分析
9<=.-8.'

未甲基化水平在不同

性别*

OSN

不同分期*不同核型之间的差异(用
<̀8@+",+

卡方

检验或者
Q#+><@+

确切概率法分析不同组间
9<=.-8.'

未甲基化

阳性"阴性概率差异(采用
J

D

<8@A8,

秩相关进行相关性分析)

通过
5PO

曲线和曲线下面积$

6gO

%分析
9<=.-8.'

未甲基化水

平对
OSN

的诊断价值)所有分析设定
!

值为双侧分布#以

!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

OSN

患者中
9<=.-8.'

未甲基化态势
!

21

例
OSN

患者中

9<=.-8.'

未甲基化水平为
%

!

'2&2'13

$中位为
'&-'03

#

)&01-3f/&$/%3

%#显著高于对照组$

%

!

'&1))3

#中位为

%&2-)3

#

%&/0-3f%&(%'3

%)所有标本的
9<=.-8.'

未甲基化

水平均参照公式$

$

%和公式$

1

%计算#以
\C,A<=>

:

98=#",.9<=.-8.

'

&

1&)-3

$对照组
K_1<

%作为确定
9<=.-8.'

未甲基化阳性的

标准)得出
2(&)3

$

'$

"

21

%的
OSN

患者
9<=.-8.'

未甲基化阳

性#对照组仅
0&%3

$

$

"

12

%呈
9<=.-8.'

未甲基化阳性#两组相比

9<=.-8.'

未甲基化率差异有统计性意义$

!

$

%&%$

%)

9<=.-8.'

SJ̀

电泳结果#见图
$

)典型
OSN

未甲基化阳性患者
Ò5

产

物测序图见图
1

)

C&C

!

9<=.-8.'

未甲基化对
OSN

的诊断价值
!

为了进一步验证

9<=.-8.'

未甲基化水平能否作为
OSN

诊断的一个指标#本研究

进行了
5PO

曲线分析$图
'

%#结果显示#

OSN

患者的
6gO

为

%&-0(

$

(23HN

!

%&)00

!

%&/22

%#以未甲基化水平为
1&)/3

#诊

断
OSN

的灵敏度和特异性分别为
2/&23

和
()&%3

#虽灵敏度

不好#但特异性较强)

!!

6

!未甲基化(

4

!甲基化(

O

!

6Ng

)

$

!

$%%K

D

L\6N8!!<@

(

1

!

$

例

对照组标本(

'

!

$$

!

OSN

标本(

$1

!阳性对照(

$'

!空白对照)

图
$

!!

9<=.-8.'

的
SJ̀

产物电泳结果

!!

6

!

9<=.-8.'

启动子甲基化产物测序图#

O

D

T

中的
OT

未被硫化改

变#仍为
OT

(

4

!

9<=.-8.'

未甲基化产物测序图#

OT

中的
O

均被硫化改

变为
7

#即为
7T

)

图
1

!!

9<=.-8.'

基因
SJ̀

产物测序图

C&D

!

OSN

患者
9<=.-8.'

未甲基化与分期的关系
!

9<=.-8.'

未
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年
2

月第
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卷第
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期



甲基化频率在不同性别*异常核型之间无明显差异#但在
OSN

不同分期之间存在组间差异$

!b%&%00

%#见表
1

)进一步分析

发现#慢性期和加速期患者未甲基化水平分别明显高于急变期

$

!b%&%$1

*

%&%0$

%#而急变期与对照组比较差异无统计学意

义$

!

%

%&%2

%#见图
0

)

图
'

!!

OSN

患者
5PO

曲线

!!

8

!

!

$

%&%2

#与急变期比较(

K

!

!

%

%&%2

#与对照组比较)

图
0

!!

对照组与
OSN

患者
9<=.-8.'

未甲基化水平比较

C&E

!

9<=.-8.'

未甲基化与
OSN

临床参数的相关性
!

9<=.-8.'

未甲基化水平与患者的年龄*

4O5

"

64N

融合基因转录水平之

间相关系数$

8

%分别为
%&1''

$

!b%&%21

%*

%&)0$

$

!b%&%%$

%#

揭示主要在慢性期
9<=.-8.'

未甲基化水平与
4O5

"

64N

融合基

因转录水平呈显著正相关)低甲基化阳性组中
4O5

"

64N

融

合基因转录水平明显高于阴性组$

!b%&%%-

%#见表
1

)

9<=.-8.

'

未甲基化水平与患者的白细胞*血小板计数以及血红蛋白水

平无明显相关性$

!

%

%&%2

%)

表
1

!!

OSN

患者
9<=.-8.'

未甲基化与临床参数的关系

项目

9<=.-8.'

低甲基化

阳性

$

,b'$

%

阴性

$

,b1$

%

总病例

$

,b21

%

!

年龄$岁%

"

0/&'

$

$2

!

/'

%

0'&'

$

$2

!

2%

%

0)&'

$

$2

!

/'

%

%&1/'

性别$男"女%

$(

"

$1 $%

"

$$ 1(

"

1' %&''%

白细胞$

h$%

(

"

N

%

"

(%&'-

$

1&%

!

$//&/

%

(0&(2

$

0&%

!

1$(&)

%

($&/)

$

1&%

!

1$(&)

%

%&-/0

血红蛋白$

G

"

N

%

"

$%(&$2

$

2-

!

$/%

%

(-&'/

$

-'

!

$'0

%

$%2&''

$

2-

!

$/%

%

%&1%0

血小板$

h$%

(

"

N

%

"

')/

$

'%

!

()'

%

')0

$

(1

!

/-%

%

'))-

$

'%

!

()'

%

%&/-(

4O5

"

64N

"

$%1%(&$

$

)$&0

!

/--(0&'

%

1)/&-

$

%

!

$%((&-/

%

0100&/

$

%

!

/--(0&'

%

%&%%-

续表
1

!!

OSN

患者
9<=.-8.'

未甲基化与临床参数的关系

项目

9<=.-8.'

低甲基化

阳性

$

,b'$

%

阴性

$

,b1$

%

总病例

$

,b21

%

!

染色体&

,

$

3

%'

%&)2%

!

单纯
=

$

(

(

11

%

1%

$

2-&$

%

$2

$

01&(

%

'2

!

=

$

(

(

11

%合并其他异常
/

$

/%&%

%

1

$

1%&%

%

$%

!

核型检测阴性
$

$

2%&%

%

$

$

2%&%

%

1

!

无数据
1

$

0%&%

%

'

$

)%&%

%

2

分期&

,

$

3

%'

%&%00

!

慢性期
10

$

)%&%

%

$)

$

0%&%

%

0%

!

加速期
2

$

$%%&%

%

%

$

%&%

%

2

!

急变期
1

$

1/&)

%

2

$

-$&0

%

-

!!

"

!中位数$范围%)

D

!

讨
!!

论

A#5\6

是一种仅包含
$(

!

12

个核苷酸序列的非编码蛋

白质
5\6

#其作用是在转录后水平调节靶基因的表达&

$%

'

)已

知一种
A#5\6

最多能调控大约
1%%

种靶基因的功能)对正

常细胞的增殖*分化及凋亡#

A#5\6

发挥至关重要的作用)因

此#如果
A#5\6

的表达失调#将可能导致包括肿瘤在内许多

疾病的发生&

$$.$1

'

)

A#5\69<=.-8.'

属于
9<=.-

家族成员之一#目前对其在肿

瘤形成中的作用还存在着争议)多数研究认为
9<=.-

通过抑制

癌基因的表达而发挥抑癌作用#例如对
56J

信号通路的调

节&

$'

'

#以及下调
?.SUO

蛋白表达等&

$0

'

)然而
4@C<?E,<@

等&

/

'

发现在健康人类胎盘*大脑*骨髓*结肠*皮肤以及肺组织中

9<=.-8.'

呈高度甲基化状态#而肺腺癌细胞中
9<=.-8.'

呈低甲基

化改变#肺腺癌细胞系经去甲基化药物处理后
9<=.-8.'

发生去

甲基化而表达上调#且
9<=.-8.'

过表达可促进肿瘤细胞集落形

成)

NC

等&

$2

'发现#在卵巢上皮细胞癌中#

9<=.-8.'

低甲基化患

者预后较高甲基化患者差#从而揭示
9<=.-8.'

可能有促进肿瘤

进展的功能#并且这种功能部分是通过调节胰岛素样生长因子

$

RTQ

%系统实现的)因此从另一方面揭示了
9<=.-8.'

的致癌特

性)对于
9<=.-8.'

在髓系白血病中的作用#本实验组曾经报道

过#获得缓解的
6SN

患者中#高表达的
9<=.-8.'

患者总体生存

率$

PJ

%以及无复发生存率$

5QJ

%明显低于低表达的
9<=.-8.'

患者&

$)

'

)

本实验研究结果发现在
OSN

患者
4S\O

中#

9<=.-8.'

启

动子也处于显著低甲基化状态#这与
4@C<?E,<@

等&

/

'在肺腺癌

中的研究结果相一致#而且
9<=.-8.'

低甲基化水平与
4O5

"

64N

转录水平呈显著正相关)因此在
OSN

中
9<=.-8.'

低甲基

化水平是伴随
4O5

"

64N

融合基因转录水平增加的分子事件)

众所周知#

4O5

"

64N

融合基因是诊断
OSN

的重要依据#其扩

增及转录水平有助于监测病情以及判断预后&

$-.$/

'

)本研究通

过
5PO

曲线分析发现#

9<=.-8.'

低甲基化改变对
OSN

诊断的

灵敏度和特异性分别为
2/&23

和
()&%3

#提示具有辅助诊断

价值)但随着
OSN

疾病进展
9<=.-8.'

低甲基化水平进行性下

降#与
4O5

"

64N

转录本水平随疾病进展而增高相反#提示
9<=.

-8.'

低甲基化改变是
4O5

"

64N

融合基因致
OSN

发病过程中

的一个早期事件#可能并不参与
OSN

的疾病进展过程#而
9<=.

-8.'

过甲基化的白血病细胞经过药物选择得以生存*克隆性扩

11%1

重庆医学
1%$2

年
2

月第
00

卷第
$2

期



增并发生急性变)正如
LC

等&

$(

'发现在胃肠肿瘤形成的早期

过程中
JP]$-

基因发生表达上调以保护性抑制肿瘤细胞的恶

性转化#但在肿瘤形成的晚期阶段则发生表达下调而促进肿瘤

进展)当然#这还有待于将来的进一步研究加以证实)

总之#本研究发现
9<=.-8.'

低甲基化改变是
OSN

慢性期

的一个常见分子事件#可用于
OSN

的分子辅助诊断#并且随

OSN

疾病进展
9<=.-8.'

低甲基化水平进行性下降)
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