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%表达与急性白血病"
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%患者临床特征之间的关系&方法
!

应用半定量逆

转录
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聚合酶链反应"
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%法检测
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例
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患者"
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细胞或外周血中的相对表达量&结果
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组
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%&急性淋巴细胞白血病"
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表达"
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表达改变与患者
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计数'纤维蛋白原呈

正相关"
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%#与患者的性别'年龄'
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亚型'初诊
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第一次诱导缓解治疗疗效等结果均无相关性"

!

%

505#

%&

结论
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表达在白血病细胞中显著降低&
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近年研究表明#急性白血病!

MD

"发生是遗传和表观遗传

改变及环境因素相互作用的结果#特别是启动子区甲基化#导

致肿瘤抑制基因及肿瘤相关基因表达沉默#在其发生+发展中

发挥了重要作用$死亡相关蛋白激酶!

VMG]

"是一种与肿瘤

凋亡+转移等密切相关的丝氨酸'苏氨酸激酶#可激活经典的

N

#6&

半胱氨酸蛋白酶!
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"途径及不依赖于
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凋亡途

径的多条肿瘤细胞凋亡通路#同时
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可被
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干扰素
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@BA&
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"+肿瘤坏死因子
$
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>BA&
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1

等因子激活#很可能

是多种信号诱导肿瘤细胞凋亡的汇合点)
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$本研究采用半定

量逆转录
&

聚合酶链反应!

I>&GHI

"法#对
MD

患者细胞中

VMG]'IBM

的表达水平进行了检测#观察其与
MD

各临床

指标及该病发生+发展的关系$
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资料与方法
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!

一般资料
!

收集
<5!#

年
<

/

!5

月安徽医科大学第一附

属医院血液科的
#;

例
MD

患者骨髓或外周血标本$其中初治

MD6:

例#复发
7

例#慢性粒细胞白血病急变
6

例#骨髓增生异

常综合征急变
<

例#第一次诱导未缓解
#

例$初诊
MD6:

例#

第一次诱导缓解时#放弃治疗
"

例#未缓解
"

例#缓解
!:

例#死

亡
<

例!

!

例死于重症感染#

!

例死于脑出血"$所有病例均经

临床+形态学+免疫学及组化染色确诊$对照组取自
!:

例骨髓

移植供者和健康体检者的骨髓或外周血单个核细胞$
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试剂与仪器
!

淋巴细胞分离液#
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公司"#

>(-.-

凝胶成像系统!上海
>(-.-

公

司"#分光光度仪#低温冷冻离心机$

>(Y(O(H.42B.0II5##M

GO)'2J1O)

N

/

>=

-̂2J/2

N

I>&GHI])/_2O0<

购自日本
>(](I(

公司$

=0?

!

方法

=0?0=

!

引物选择
!

GHI

引物序列参照文献)

<

*$

VMG]

上游
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上游引物%

MKHKMKHM>HHHHHMMMK>>

#下
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无
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核细胞#取界面层单个核细胞
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管内#
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保护液中充分混匀$按
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法提取
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#所提取总
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用
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处理#双蒸水溶解后用紫外分

光光度计测定纯度!
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"直接用每个样本总
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进行
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<

"不加引物

进行反应(!
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"不加
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进行
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反应$
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产物电泳结果判定
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取扩增产物
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加
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#
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无#分别记为阳性和阴性$以目的基因
VBM

扩增带密度与
$

&

(1/)-

扩增片段密度比值为其
'IBM

表达水平的定量指标$
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统计学处理
!

采用
JGJJ!705

统计软件包进行统计分

析#数据以
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表示#组间进行
7

检验#以
!

$

505#

为差异有

统计学意义$
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结
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果
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的表达
!

VMG]'IBM

在部分
MD

患者

骨髓单个核细胞中的表达电泳图见图
!

$
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组
VMG] 'I&
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表达 水 平 明 显 低 于 对 照 组 !
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图
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VMG]'IBM

的表达电泳图

表
!

!!

初诊
MD

患者骨髓单个核细胞中
VMG]'IBM

!!

表达与临床特征
UWH

相关性(

Li=

)

临床特征
% VMG]'IBM

表达量
!

初诊
MDUWH

计数

!)

<5̀ !5

"

'

D !9 50!67#i505"69

$

505#

!$

<5̀ !5

"
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MDDUWH

计数
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"
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D ; 505755i5059!!

%
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<5̀ !5

"

'
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初诊
M=DUWH

计数
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"

'

D !6 50!755i505::"

$
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!$

<5̀ !5

"

'

D !< 505775i5057#:
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VMG]'IBM

表达与
MD

临床表现的关系
!

初诊
MD

患

者中#

UWH

)

<5`!5

"

'

D

组
VMG] 'IBM

表达高于
UWH

$

<5̀ !5

"

'

D

组!

!h505!7

"(初诊急性髓系白血病!

M=D

"患者#

UWH

)

<5̀ !5

"

'

D

组
VMG] 'IBM

表达高于
UWH

$

<5̀

!5

"

'

D

组!

!

$

505!

"(初诊急性淋巴细胞白血病!

MDD

"患者#

UWH

)

<5̀ !5

"

'

D

组与
UWH

$

<5`!5

"

'

D

组比较#差异无统

计学意义!

!

%

505#

"#见表
!

$

M=D

患者
VMG]'IBM

表达

高于
MDD

患者!

!h50569

"#纤维蛋白原!

A)T

"大于或等于

;

C

'

D

组高于小于
;

C

'

D

组!

!h5056!

"#初诊
MD

患者中

UWH

)

!55̀ !5

"

'

D

组高于
UWH

$

!55̀ !5

"

D

组!

!h505!"

"(

与患者的性别+年龄+初诊诱导治疗疗效均无相关性!

!

%

505#

"#见表
<

$对初诊
M=D<#

例患者进行白血病分型#其中

=!6

例#

=<!6

例#

=;!

例#

=#:

例#

VMG] 'IBM

表达与

M=D

亚型无相关性!

!

%

505#

"#因
=!

+

=;

例数过少未进行比

较分析#见表
6

$

表
<

!!

MD

患者骨髓单个核细胞中
VMG]'IBM

表达与

!!!

临床特征的相关性(

Li=

)

临床特征
% VMG]'IBM

表达量
!

年龄!岁"

!)

75 !# 50!5595i505:#"5 50:;6

!$

75 6" 50!57;5i505":!6

性别

!

男
;5 50!5;95i50"5:"5 50""6

!

女
!; 50!5#55i50!57;7

初诊
MDUWH

计数

!)

!55̀ !5

"

'

D # 50!::55i50!6;:5 505!"

!$

!55̀ !5

"

'

D 66 505:!#5i505:665

分型

!

MDD !6 505#995i505""#! 50569

!

M=D ;! 50!!":5i505::;<

A)T

!

C

'

D

"

!)

; <9 50!6<<5i505";!! 5056!

!$

; <9 50599;5i505:9;<

初诊
MD

第一次诱导治疗

!

缓解
!: 505"7!5i50!!!;5 50""5

!

未缓解
" 505"795i505:!55

表
6

!!

初诊
M=D

患者
VMG]'IBM

表达与其亚型的

!!!!

相关性(

Li=

)

类型
% VMG]'IBM

表达量
!

=<

组
!6 505"55i507<55 50!#5

非
=<

组
!< 50!;<#i50!!5!

=#

组
: 50!!6:i509"5" 50"#:

非
=#

组
!9 50!!#"i50"99"

=<

组
!6 505"55i507<55 50;#<

=#

组
: 50!!6:i509"5"

?

!

讨
!!

论

!!

凋亡受阻是人类肿瘤的重要特征之一#白血病是起源于造

血干细胞的恶性克隆性疾病#其发生+发展与白血病细胞增殖

失控+分化障碍+凋亡受阻密切相关$

VMG]

是一种重要的凋

亡前基因#定位于人类染色体
"

S

6;0!

#全长
;<"6T

N

#是一种钙

离子调节的丝氨酸'苏氨酸蛋白激酶#通过去磷酸化激活来调

控细胞凋亡(其家族至少有
#

个成员#在各种组织中广泛表达#

参与外源性和内源性凋亡通路#启动诱导凋亡途径#是凋亡的

正性调节因子之一)

6

*

$
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的结构包括一个核心的激酶区+
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钙离子'钙调蛋白结合区+锚蛋白重复序列区+

G&

环+细胞骨架

结合区+死亡区和富含丝氨酸的尾部
9

个部分$核心激酶区位

于钙离子'钙调蛋白结合区与
B&

端之间#由
!!

个丝'苏氨酸结

构组成#还含有一个保守的赖氨酸残基#该残基与腺嘌呤核苷

三磷酸!

M>G

"的结合有关#若发生突变!

];<U

或
];<M

"会引

起凋亡作用的消失)

;&7

*

$

研究结果表明#

VMG]

基因在正常组织中均有表达#而在

一些人类肿瘤细胞株和原发性恶性肿瘤如
W

细胞+

>

细胞来源

的恶性肿瘤+鼻咽癌+卵巢癌'子宫癌+鳞状细胞癌+肺癌+结直

肠癌等组织中
VMG]

的表达异常低下或缺失)

7&!6

*

#而且其表达

缺失也与其
H

N

K

岛的甲基化改变密切相关#提示与癌症的发

生+发展有着密切的联系$本研究显示#

VMG]

基因在白血病

细胞中的表达明显低于健康人单个核细胞#差异有统计学意义

!

!

$

505!

"#与上述结论一致#进一步证实
VMG]

基因是潜在

的白血病抑制基因$

通过分析
VMG]

表达与
MD

临床特征之间的关系发现#

MDD

组
VMG]'IBM

表达量低于
M=D

组#差异有统计学意

义!

!

$

505#

"#提示
VMG]

表达缺失在
MDD

中可能较
M=D

有更高潜在促进白血病细胞发生+发展的风险#其具体作用机

制尚有待进一步研究$相关分析显示#

VMG]

表达与初诊
MD

UWH

计数呈正相关#但均明显低于对照组$

MD

的发生与白

血病细胞增殖失控+分化障碍+凋亡受阻密切相关#可能在

UWH

)

<5̀ !5

"

'

D

患者发病过程中白血病细胞增殖失控起主

要作用$进一步研究发现#初诊
MDD

中
VMG]

表达与
UWH

计数无相关性#而初诊
M=D

中
VMG]

表达与
UWH

计数依然

呈正相关性#有研究报道
VMG]

主要表达在较成熟细胞)

!;

*

#可

能髓系
UWH

)

<5̀ !5

"

'

D

患者较髓系
UWH

$

<5̀ !5

"

'

D

患者

白血病细胞发育成熟些#细胞越原始#

VMG]

相对表达越低$

VMG]

导致
M=D

发生是否存在其他机制#尚需大量研究证

实$因时间原因仅对初诊
MD

患者第一次诱导治疗疗效进行

分析#未进行长期动态随访#生存率与
VMG]'IBM

表达是否

相关#尚需大量研究证实$肿瘤的转移过程与黏附紧密相关$

血浆
A)T

是一种糖蛋白#由肝细胞合成和分泌#其主要生理功

能是作为凝血因子
&

直接参与体内凝血过程#同时其与细胞黏

附+伸展移动+增殖和分化密切相关$有研究显示)

!#

*

#

A)T

及其

降解产物在患癌时增高#可增强血小板对癌细胞的黏附#从而

利于癌细胞的转移#故
A)T

水平升高往往预示着肿瘤有转移的

倾向$本研究发现#

VMG] 'IBM

表达改变与患者
A)T

呈正

相关#在白血病患者中高水平表达
VMG]'IBM

可能预示有

高度侵袭和转移倾向$血液的高凝状态与恶性肿瘤的发生+发

展及复发转移有着密切的关系#恶性肿瘤患者的血液多存在明

显的高凝状态)

!7

*

$提示在白血病患者中
VMG] 'IBM

表达

较高者血液多存在明显的高凝状态$本研究发现
MD

细胞中

VMG]'IBM

表达量明显低于对照组#表明
VMG]

表达缺失

可能是
MD

发生+发展重要机制之一#而在高水平表达
VMG]

'IBMMD

患者中#

A)T

明显增高#可能在该类患者发病机制中

A)T

高表达占有重要作用$本研究因患者就诊时间干扰#实验

样本量不足#受时间实验条件等客观因素限制#未能进行大样

本实验#其结果有待于进一步验证$

肿瘤细胞中的一些抑癌基因高度甲基化可导致基因转录

失活)

!9

*

#牛一蒙等)

!:

*通过
I>&GHI

检测到
MD

患者中
VMG]

启动子区甲基化与其
'IBM

的异常表达有关#目前广泛认为

VMG]

在肿瘤组织中降低是由于其启动子区
H

N

K

岛区发生异

常甲基化$本研究结果也证实了
VMG]

在
MD

细胞尤其
MDD

中异常低表达$研究
VMG]

分子作用机制及其参与肿瘤发

生+发展的信号传导过程#探求阻断其信号传导或抑制其作用

的方法#可能为未来肿瘤的治疗提供新的视野$
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的活性#减少其在腺肌症中的表达#进而减少新生血管#减少其

转移和侵袭作为治疗的切入点#已经成为目前探索腺肌症分子

治疗的热点$

f,.-

C

等)

!<

*报道强氧化剂不利于
E@A&!

#

在低

氧细胞的表达及其
VBM

结合活性$本研究中发现#通过高浓

度氧改变腺肌症细胞的乏氧状态#细胞中
E@A&!

#

蛋白的表达

明显下降#且随着时间的延长#

E@A&!

#

持续下降趋势#与前述

研究结果相符$

E@A&!

#

是氧感受家族中的管家转录因子#在

常氧下极不稳定#可经泛素蛋白酶解通路迅速被降解#而缺氧

则抑制其降解#使
E@A&!

#

表达增强#并通过激活一系列靶基

因的转录#使细胞获得对组织低氧和营养物质供应减少的适应

能力#维持细胞的生存与增殖)

!6

*

$本研究将腺肌症细胞持续

高浓度氧刺激#一方面利用氧自由基对细胞本身的损害减少

E@A&!

#

的表达#另一方面使持续高浓度氧状态降低
E@A&!

#

的

稳定性#使其降解$而高浓度氧降低
E@A&!

#

表达最主要的机

制#是利用持续高浓度氧提高腺肌症细胞生长环境的氧分压#

使乏氧细胞转变为富氧细胞#减少低浓度氧环境对细胞的刺

激#降低
E@A&!

#

的表达#相应降低
E@A&!

#

转录的一系列因

子#减少腺肌症细胞的生长)

!;

*

$

综上所述#高浓度氧可损伤腺肌症细胞#并抑制其生长#通

过减少细胞中
E@A&!

#

的表达#可能对病灶中新生血管的生成

产生抑制$通过高浓度氧来抑制腺肌症病灶的生长和侵袭#在

国内外的研究中尚处于新兴阶段#但已经有一些基础实验证明

了这条途径的可能性$本研究从细胞水平进一步证明了高浓

度氧对腺肌症病灶的抑制#为临床研究中#探索腺肌症非手术

治疗提供新的思路$尤其针对育龄期腺肌症患者保留生育力

的治疗研究提供了理论基础$
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