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论著·临床研究

Ｔ系和 Ｂ系急性淋巴细胞白血病
ＩＤ４甲基化状态分析

胡洪玻　胡群

（华中科技大学同济医学院附属同济医院儿科，湖北 武汉　４３００３０）

　　［摘　要］　目的　探讨ＤＮＡ结合抑制因子４（ＩＤ４）基因甲基化与 Ｔ系、Ｂ系及 Ｔ／Ｂ双表达儿童急性淋巴细
胞白血病（ＡＬＬ）的关系。方法　采用甲基化特异性聚合酶链式反应（ＭＳＰＣＲ）对１８例初发 ＡＬＬ患儿进行 ＩＤ４基
因启动子区甲基化状况分析。１８例 ＡＬＬ患儿中 Ｔ系（ＴＡＬＬ）２例，Ｂ系（ＢＡＬＬ）１３例，Ｔ／Ｂ双表达（Ｔ／ＢＡＬＬ）
３例。以３４例同期住院的非肿瘤性疾病患儿为对照组。结果　ＩＤ４基因启动子区在初发ＡＬＬ患儿中的完全甲基
化率（１５／１８，８３％）显著高于部分甲基化率（３／１８，１７％），Ｐ＜０．０５。ＴＡＬＬ、ＢＡＬＬ和 Ｔ／ＢＡＬＬ患儿的完全甲基化
率分别为 ５０％，８５％，１００％，显著高于对照组（１８％；Ｐ＜０．０５），部分甲基化率和非甲基化率低于对照组
（Ｐ＜０．０５）。ＴＡＬＬ、ＢＡＬＬ及Ｔ／ＢＡＬＬ患儿之间ＩＤ４启动子区甲基化状态差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　
ＩＤ４基因的甲基化可能与儿童ＡＬＬ发病有关，ＴＡＬＬ、ＢＡＬＬ及Ｔ／ＢＡＬＬ之间的ＩＤ４甲基化状态一致。
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（１５／１８，８３％）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｐａｒｔｉａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｒａｔｅ（３／１８，１７％）ｉｎｔｈｅ１８ＡＬＬｃｈｉｌｄｒｅｎ
（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＩＤ４ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＴＡＬＬ，ＢＡＬＬａｎｄＴ／ＢＡＬＬ
（５０％，８５％ ａｎｄ１００％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１８％；Ｐ＜０．０５）．Ｉｎ
ｃｏｎｔｒａｓｔ，ｔｈｅｐａｒｔｉａｌｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｎｏｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｒａｔｅｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅＡＬＬｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓａｍｏｎｇｔｈｅ
ＢＡＬＬ，ＴＡＬＬａｎｄＴ／ＢＡＬＬｃａｓｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＩＤ４ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｃｈｉｌｄｈｏｏｄＡＬＬ．ＴｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＩＤ４ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎａｒｅｉｄｅｎｔｉｃａｌｉｎＢＡＬＬ，ＴＡＬＬａｎｄ
Ｔ／ＢＡＬＬ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１２（１２）：９４０－９４２］
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　　近年来人们逐渐认识到抑癌基因的甲基化和致
癌基因的去甲基化与肿瘤的发生、发展密切相关。

在许多肿瘤中，肿瘤抑制基因启动子区的甲基化是

导致基因沉默的因素［１２］。甲基化是指在 ＣｐＧ二核
苷酸中胞嘧啶的５位碳原子上加上一个甲基基团，
形成 ５甲基胞嘧啶（５ｍＣ）。甲基化 ＤＮＡ结合抑制

因子４（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ４，ＩＤ４）属于显性负
相螺旋 －环 －螺旋（ｄｏｍｉｎａｎｔｎｅｇａｔｉｖｅｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅ
ｌｉｘｐｒｏｔｅｉｎ，ｄｎＨＬＨ）转录因子亚家族，又称为分化抑
制因子４，是碱性 ＨＬＨ（ｂＨＬＨ）转录因子的负性调
控因子。研究发现 ＩＤ４基因甲基化与白血病的发
生有关［２］，为此本研究探讨不同类型急性淋巴细胞
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白血病（ＡＬＬ）患儿的 ＩＤ４基因启动子区甲基化，进
一步了解 ＩＤ４基因甲基化与不同类型 ＡＬＬ的关系。

１　对象与方法

１．１　研究对象
病例组为华中科技大学同济医学院附属同济医

院儿科 ２００７年６月至２００８年６月初诊未治的 ＡＬＬ
患儿１８例，男１０例，女８例；年龄２岁６个月至１４
岁（中位年龄５．７岁）。其中 Ｔ系 ＡＬＬ（ＴＡＬＬ）２
例，Ｂ系（ＢＡＬＬ）１３例，Ｔ／Ｂ双表达（Ｔ／ＢＡＬＬ）３
例。所有病例均符合中华医学会儿科分会血液学组

２００６年制定的诊断标准［３］。对照组为同期住院的

非肿瘤性疾病 ３４例，包括营养性贫血 １０例、特发
性血小板减少性紫癜１０例，感染性疾病１４例；其中
男性 ２７例，女性 ７例；年龄６个月至１３岁，中位年
龄３．０岁。
１．２　方法
１．２．１　骨髓及外周血单个核细胞提取　　取 ＡＬＬ
患儿抗凝骨髓液或对照组外周血２ｍＬ，与 Ｈａｎｋ′ｓ
液１∶１混匀后，加于１ｍＬ细胞分离液（天津市灏洋
生物制品科技有限责任公司）之液面上，以 １５００
转／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。收集离心后的第二层细胞，并
反复洗２次即得所需细胞。计数后取约１０６～７细胞，
加２００μＬ缓冲液 ＧＡ，振荡至彻底悬浮。
１．２．２　甲基化特异性聚合酶链式反应（ＭＳＰＣＲ）
　　采用ＤＮＡ提取试剂盒（天根公司）提取单个核
细胞的ＤＮＡ，分光光度计鉴定ＤＮＡ纯度及浓度。

ＤＮＡ重亚硫酸化修饰：取 ＤＮＡ标本 ３～４μｇ
（溶于 ５０μＬ双蒸水中），经注射器反复抽吸，
－２０℃冻存等步骤物理剪切后，在ＤＮＡ溶液中加入
２５０μＬ变性溶液，在５５℃温浴中２０ｍｉｎ之后加入
新鲜配置的重亚硫酸盐溶液（含亚硫酸氢钠，对苯

二酚及氢氧化钠），５５℃ 孵育１６ｈ，去硫酸化后纯化
并收获ＤＮＡ，溶于双蒸水中，－２０℃ 保存备用。

上游引物包含 ３个 ＣｐＧ位点，覆盖 ＴＡＴＡｂｏｘ
和Ｅｂｏｘ，下游引物包含 ２个 ＣｐＧ位点。ＰＣＲ产物
覆盖 ＩＤ４核心启动子区（－４８～＋３２）［４］。ＩＤ４甲基
化特异性引物上游为 ＩＤ４ＭＦ，下游为 ＩＤ４ＭＲ，扩增
片段为 １５５ｂｐ；非甲基化特异性引物上游为 ＩＤ４
ＵＭＦ，下游为 ＩＤ４ＵＭＲ，扩增片段为 ｌ５５ｂｐ。引物序
列：ＩＤ４ＭＦ：５ＴＴＴＴＡＴＡＡＡＴＡＴＡＧＴＴＧＣＧＣＧＧＣ３，
ＩＤ４ＭＲ：５ＧＡＡＴＡＴＣＣＴＡＡＴＣＡＣＴＣＣＣＴＴＣＧＡ３；
ＩＤ４ＵＭＦ：５ＴＴＴＴＡＴＡＡＡＴＡＴＡＧＴＴＧＴＧＴＧＧＴＧＧ３，
ＩＤ４ＵＭＲ：５ＡＡＡＴＡＴＣＣＴＡＡＴＣＡＣＴＣＣＣＴＴＣＡＡＡ３。

ＭＳＰＣＲ反应体系 ２５μＬ，包括 ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１２．５μＬ（天根公司），引物（上下游各１０ｐｍｏｌ）２μＬ，
模板２μＬ，补充水至２５μＬ。９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ
完成产物扩增反应。每次实验以去离子水作为阴性

对照。ＰＣＲ产物用１．５％的琼脂糖凝胶电泳，紫外透
射分析仪观察结果，ＧＤＳ８０００凝胶成像系统摄取
图像。

结果判定：仅１５５ｂｐ甲基化引物扩增产物条带
的标本定为ｌＤ４基因完全甲基化；仅１５５ｂｐ非甲基
化引物扩增产物定为 ＩＤ４基因完全非甲基化；表达
以上２种扩增产物的定为 ＩＤ４基因部分甲基化。
１．３　统计学分析

采用 ＳＡＳ软件，进行 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

ＩＤ４基因启动子区在１８例初发 ＡＬＬ患儿的完
全甲基化例数为１５例（８３％），部分甲基化例数为
３例（１７％），完全甲基化率显著高于部分甲基化率
（Ｐ＜０．０５）。ＴＡＬＬ、ＢＡＬＬ和 Ｔ／ＢＡＬＬ的完全甲
基化率显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），部分甲基化率
和非甲基化率低于对照组（Ｐ＜０．０５）。ＴＡＬＬ、
ＢＡＬＬ及Ｔ／ＢＡＬＬ之间ＩＤ４启动子区甲基化状态一
致（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　各类型 ＡＬＬＩＤ４甲基化状态　［例（％）］

组别 例数 完全甲基化 部分甲基化 非甲基化

对照组 ３４ ６（１８） ２４（７１） ４（１２）
ＴＡＬＬ组 ２ １（５０）ａ １（５０）ａ ０（０）ａ

ＢＡＬＬ组 １３ １１（８５）ａ ２（１５）ａ ０（０）ａ

Ｔ／ＢＡＬＬ组 ３ ３（１００）ａ ０（０）ａ ０（０）ａ

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

哺乳动物基因中的启动子约含有４０％ 的 ＣｐＧ
岛（人类约 ７０％）。一般 ＣｐＧ岛的长度约 ３００～
３０００个碱基对（ｂｐ）。ＣｐＧ岛是指一个至少含有
２００ｂｐ的区域，其中ＧＣ所占比例超过５０％，且ＣｐＧ
的观察值／预测值比例必须高于０．６。ＩＤ４启动子区
富含ＣｐＧ岛，其核心启动子区位于 －４２至 ＋３２，此
部位包含了 Ｅ盒，Ｓｐ１和 Ｓｐ３基序［１］。ＩＤ４基因甲
基化与肿瘤发生、发展的关系近年来引起了人们的
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关注。ＩＤ４基因核心启动子区的完全甲基化可使基
因表达沉默，ＩＤ４蛋白表达缺失［２］，多数学者认为

ＩＤ４基因属于抑癌基因，也有学者持相反意见。在
胆管癌、结肠癌、食管鳞状细胞癌、乳腺癌［５９］的研究

中均支持ＩＤ４作为抑癌基因而发生作用，在前列腺
癌的研究中则两种结果均有［１０１２］。Ｙｕ等［１３］提出

ＩＤ４在白血病中是一种抑癌基因。Ｈａｇｉｗａｒａ等［１４］通

过基因测序发现ＩＤ４基因在恶性淋巴瘤中频繁甲基
化，并没有检测到突变，提示ＩＤ４基因甲基化导致基
因功能丧失，ＩＤ４在淋巴瘤中可能是一个抑癌基因。
赵瑜等［１５］发现成人白血病的 ＩＤ４呈 ８０％ 的甲基
化，而在急性淋巴及非淋巴细胞白血病的甲基化状

态一致，但急性白血病的甲基化率高于慢性白血

病［１６］。本研究中儿童 ＡＬＬ甲基化率为８３％，与成
人白血病 ＩＤ４甲基化状态基本一致。对照组中部
分甲基化及未甲基化率明显高于各类型 ＡＬＬ患儿，
甲基化率则明显低于 ＡＬＬ患儿，提示儿童 ＡＬＬＩＤ４
基因启动子区甲基化率较高，可能与白血病的发生

有关。另外本研究还发现 ＴＡＬＬ、ＢＡＬＬ及 Ｔ／Ｂ
ＡＬＬ甲基化状态一致，但因儿童 ＴＡＬＬ发病率相对
较低，本研究中 ＴＡＬＬ病例较少，还需进一步扩大
样本方有说服力。
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