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·临床研究·

实时荧光定量 ＰＣＲ检测细胞周期蛋白 Ｃ
在小儿急性淋巴细胞白血病中的表达

张朝霞，曹励之，黄琼，杨明华，王卓，俞燕

（中南大学湘雅医院儿科，湖南 长沙　４１０００８）

　　［摘　要］　目的　应用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＱＰＣＲ）法检测人细胞周期蛋白Ｃ（ＣＣＮＣ）在儿童急性淋巴细胞
白血病（ＡＬＬ）中的表达，以探讨ＣＣＮＣ基因与儿童ＡＬＬ的关系。方法　提取正常儿童、初治儿童 ＡＬＬ骨髓组织及
ＡＬＬ细胞系６ＴＣＥＭ的总ＲＮＡ并逆转录为ｃＤＮＡ，应用ＲＱＰＣＲ法检测ＣＣＮＣ的表达。结果　在正常儿童、初治儿
童ＡＬＬ骨髓及６ＴＣＥＭ细胞系的 ＣＣＮＣ的阳性表达率均为１００％，在正常儿童 ＣＣＮＣ基因平均相对表达强度为
１３．５±０．３０，而在初治儿童ＡＬＬ中为２．３５±０．８３，两者比较有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＣＣＮＣ在初治 ＡＬＬ
患儿中低表达，提示其有可能是一个抑癌基因。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（１）：１４－１６］
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　　白血病的发病分子机制至今仍不清楚，对儿童
ＡＬＬ的杂合性缺失（ＬＯＨ）研究发现，６号染色体长
臂（６ｑ）在ＡＬＬ中是最常出现 ＬＯＨ的区域之一［１］。

进一步研究发现，６ｑ２１为儿童 ＡＬＬ的高频缺失区，
提示在该区域中极有可能存在一个抑癌基因［２］。

人细胞周期蛋白 Ｃ（ＣＣＮＣ）位于６ｑ２１，含量在整个
细胞周期中变化较小，仅在 Ｇ１早期有轻度增高。
一些研究结果认为［３］，ＣＣＮＣ在一些 ＡＬＬ患儿中出
现缺失，提示其有可能在ＡＬＬ患儿的发病中扮演抑
癌基因的角色。

本研究应用实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＱＰＣＲ）的方

法检测ＣＣＮＣ基因在正常儿童及初治 ＡＬＬ患儿骨
髓组织中的表达，以探讨 ＣＣＮＣ基因在儿童 ＡＬＬ中
所起的作用。

１　对象和方法

１．１　对象
２２例儿童ＡＬＬ骨髓标本来自本院，诊断符合国

内白血病诊断标准［４］，男１３例，女９例，中位年龄６
岁，免疫分型Ｂ细胞型７例，Ｔ细胞型１５例，ＡＬＬ细
胞系（６ＴＣＥＭ）购自中科院上海细胞库，１０例非白
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血病，骨髓形态学正常的儿童骨髓液为正常对照。

１．２　试剂和仪器
ＲＰＭＩ１６４０培养基、淋巴细胞分离液、Ｔｒｉｚｏ试

剂、ＭＭＶ逆转录试剂盒购自晶美生物公司、引物由
上海博亚公司合成，采用德国罗氏公司 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
ｓｙｓｔｅｍ荧光 ＰＣＲ，混合荧光染料 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
Ｔａｑ购自宝生物工程（大连）有限公司。
１．３　总ＲＮＡ提取

采集未经治疗的白血病患儿的骨髓约２ｍＬ或
健康儿童外周血约８ｍＬ，抗凝后，用淋巴细胞分离
液分离单核／淋巴细胞层，采用 ＴＲＩＺＯＬ法提取总
ＲＮＡ（具体按试剂说明进行），ＤＥＰＣ水溶解，贮存于
－８０℃备用。
１．４　ｃＤＮＡ制备

每个总 ＲＮＡ样品取 ５μｇ，加无 ＲＮａｓｅ水至
４μＬ，加入 ５０μｍｏｌ／ＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１μＬ，７０℃加热
２ｍｉｎ，室温放置５ｍｉｎ后，依次加入 ＲＮａｓｅ抑制剂
１μＬ，５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，
０．１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ２μＬ，ＳｕｐｐｅｒＳｃｒｉｐｔＲＴａｓｅ１μＬ，无
ＲＮａｓｅ水补足２０μＬ，４２℃反应１ｈ，７０℃加热１０ｍｉｎ
中止反应，－２０℃保存备用。
１．５　ＰＣＲ引物设计

ＣＣＮＣ及ＧＡＰＤＨ基因引物设计均根据标准荧
光定量ＰＣＲ引物设计原则，通过 Ｐｒｉｍｅｒ５．０程序设
计，ＣＣＮＣ引物序列为：上游引物５′ＧＡＴＴＧＣＴＧＣＴ
ＧＣＴＡＣＴＴＣＴＧ３′，下游引物：５′ＣＡＴＧＴＣＣＴＧＣＡ
ＣＡＴＡＣＴＧ３′，ＧＡＰＤＨ引物序列为上游 ５′ＡＡＴＣ
ＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣ３′，下游 ５′ＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡ
ＣＡＧＴＴＴＣＣ３′。
１．６　实时荧光定量ＰＣＲ反应

２２例初治ＡＬＬ患儿及１０名健康儿童骨髓组织
及细胞系６ＴＣＥＭ细胞均以 ＣＣＮＣ和 ＧＡＰＤＨ基因
引物加入ＳＹＢＲｇｒｅｅｎⅠ荧光染料进行定量 ＰＣＲ反
应，反应在密闭的 Ｒｏｃｈｅ毛细硅管中进行。反应体
系：模板１μＬ，上下游引物各１０ｐｍｏＬ，１０μＬＳＹＢＲ
ｇｒｅｅｎⅠ混合染料，补足无ＲＮａｓｅ水至２０μＬ。混合
后注入毛细硅管，高度离心后放入热循环仪中进行

反应，条件设置如下：９５℃ １０ｓ预变性，９５℃ ４ｓ，
５５℃ １５ｓ，７２℃ １５ｓ共４５个循环。设定在每个循
环的变性期结束后，程序自动记录上一个循环最后

１０％时间的平均荧光值，以表示上一个循环结束时
的ＰＣＲ产物的量。反应完成后，得到所有标本的记
录曲线。软件将自动进行数据分析，调整基线，计算

出Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ（Ｃｔ值）。每一次反应均以 ６Ｔ
ＣＥＭ细胞为阳性对照，以无ＲＮａｓｅ水代替模板为阴

性对照。

１．７　相对定量公式及表达量计算
最近Ｌｉｖａｋ等［５］设计了一种比较阈值法来测定

目的基因的相对表达，他们根据数学推导得出目的

基因的量＝２∧∧Ｃｔ，在该公式中，Ｃ代表Ｃｙｃｌｅ，ｔ代表
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ值的含义是：每个反应管内的荧光信号
到达所设定的域值时所经历的循环数，

!!

Ｃｔ＝（Ｃｔ
目的基因－Ｃｔ管家基因）实验组 －（Ｃｔ目的基因 －
Ｃｔ管家基因）对照组，所以，２∧∧Ｃｔ表示的是实验组
目的基因的表达相对于对照组的变化倍数，这一方

法比绝对定量更加简便省时。我们根据目的基因

ＣＣＮＣ和管家基因 ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ值，可以计算出
ＣＣＮＣ基因的表达相对于６ＴＣＥＭ的变化倍数，由
此可以准确的得到ＣＣＮＣ在急性淋巴细胞白血病及
正常小儿中表达的强弱，结果用专用软件 ＲＥＳＴ
ＸＬ２．０得出。
１．８　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行数据分析，所有数据均
采用均数±标准差表示。均数比较采用 ｔ检验。

２　结果

２．１　ＲＮＡ纯度和完整性分析
所提取总ＲＮＡ经１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测

可见３条清晰的ＲＮＡ带：２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ由强变弱，条带
清晰可见，无明显降解（图１）。紫外分光光度计检
测，Ａ２６０／Ａ２８０比值１．８０～２．０，表明ＲＮＡ纯度较高。

图１　总ＲＮＡ鉴定结果　各泳道均为提取的ＲＮＡ样本。

２．２　ＣＣＮＣ基因和 ＧＡＰＤＨ基因在正常儿童及初
治ＡＬＬ患儿的荧光定量检测

正常儿童及ＡＬＬ患儿骨髓的ＧＡＰＤＨ基因的荧
光定量曲线显示，其 Ｃｔ值较集中，说明各检测标本
ｃＤＮＡ差别不大。正常儿童及ＡＬＬ患儿的ＣＣＮＣ基
因的荧光定量曲线图显示，ＡＬＬ患儿的 Ｃｔ值较大，
与正常儿童相比，ＰＣＲ扩增出现较晚，说明其 ＣＣＮＣ
基因的表达量较正常儿童低。
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２．３　ＣＣＮＣ基因表达的强度
儿童ＣＣＮＣ基因平均相对表达强度为１３．５±

０．３０，ＡＬＬ患儿为２．３５±０．８３，两者比较，差异有统
计学意义（ｔ＝２．８５，Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

细胞周期素（ｃｙｃｌｉｎｓ）是一组在结构上同源均含
有一个保守序列周期素盒（ｃｙｃｌｉｎｂｏｘ）的蛋白分
子，它们可能与细胞周期素依赖性激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫ）形成复合体，在不同的细胞周
期中发挥调节作用，使细胞完成各个时期的转换。

ＣＣＮＣ是Ｌｅｗ等［６～８］于１９９１年从人和果蝇的 ｃＤＮＡ
文库中分离出来的。因为当时发现这种物质能够弥

补一种Ｓ．Ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ菌株缺失的Ｇ１期细胞周期素基
因 ＣＬＮ１３的功能，而且它在哺乳动物细胞中于 Ｇ１
期表达增高，所以猜测它可能是一种 Ｇ１期细胞周
期素。近年编码人类细胞周期素Ｃ的ＣＣＮＣ基因已
被克隆并定位于人类染色体的６ｑ２１，有１２个外显
子，长度约 １６Ｋｂ，其 ｃＤＮＡ核苷酸序列长约 ２．２
Ｋｂ，有一个ＯＲＦ，编码３０３个氨基酸的蛋白。

Ｃｙｃｌｉｎｓ与血液肿瘤发生密切相关，多项研究表
明ＣｙｃｌｉｎＡ１、ＣｙｃｌｉｎＢ、ＣｙｃｌｉｎＤ、ＣｙｃｌｉｎＥ、ＣｙｃｌｉｎＧ分别
与数种血液恶性疾病如ＡＬＬ、急性髓系白血病、慢性
粒细胞白血病、霍奇金淋巴瘤、浆细胞瘤等有关。对

于ＣＣＮＣ来讲，同样也与某些血液肿瘤的发生有
关［７］。Ｌｉ等［３］对１６例已知存在有６ｑ２１区域遗传
学改变的 ＡＬＬ患儿，用 ＣｙｃｌｉｎＣＰ１噬菌体克隆通过
荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）方法对 ＣＣＮＣ基因进行检测，
结果发现有１２例缺失，发生率约９２％。有报道［９］

对已知具有 ６ｑ缺失的 ＡＬＬ患儿应用 ＲＴＰＣＲ及
ＦＩＳＨ的方法分析 ６ｑ２１６ｑ１６区段的 １５个基因后，
认为 ＣＣＮＣ、ＧＲＩＫ２及 Ｃ６ｏｒｆ１１１有可能是儿童 ＡＬＬ
的候选抑癌基因。

ＲＱＰＣＲ技术具有特异性更强、有效解决 ＰＣＲ
污染和自动化程度高等特点，同时荧光检测的灵敏

度也更高，可用于检测低于 １００拷贝 ｍＲＮＡ的表
达，目前已得到广泛应用。本实验应用 ＲＱＰＣＲ方
法检测了正常儿童及初治 ＡＬＬ患儿骨髓组织的
ＣＣＮＣ基因的表达，ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳及
测序保证其扩增的特异性。研究结果显示，ＣＣＮＣ
基因在正常儿童及初治ＡＬＬ患儿均有表达，表达阳
性率达到１００％。同时，本研究还对 ＣＣＮＣ基因在
正常儿童及初治 ＡＬＬ患儿中的表达进行了定量分
析，结果发现 ＣＣＮＣ基因在正常儿童中的表达强度
明显高于初治ＡＬＬ患儿，ＣＣＮＣ基因在 ＡＬＬ患儿中
出现表达强度降低，提示 ＣＣＮＣ基因可能在儿童
ＡＬＬ的发病机制中起抑癌基因的作用，但对其具体
的机制尚不清楚，有待于进一步的深入研究。
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