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急性 B 淋巴细胞白血病患儿 IKZF1 编码
蛋白 IKAROS 异常表达研究

黄小航　陈静　李本尚

（上海儿童医学中心血液肿瘤科，上海　200127）

［摘要］　目的　分析急性 B 淋巴细胞白血病（B-ALL）患儿的骨髓标本 IKAROS（IK）亚型，探讨异

常 IK 亚型的发生频率与预后的关系，并初步研究其相关机制。方法　选择初发 B-ALL 患儿 137 例，利用巢式

PCR、Sanger 测序等分子生物学方法对其进行 IK 亚型的表达分析，并采用生存曲线探讨异常 IK 亚型发生频率

与预后的关系。结果　137 例初发 B-ALL 患儿中，仅表达 IK1 和 / 或 IK2（a）正常亚型的患儿 105 例，32 例具

有异常 IK 亚型表达，其中 16 例表达 IK6，14 例表达 IK4，2 例表达 IK7，且表达正常 IK 亚型与表达异常 IK 亚

型组间 2.5 年无事件生存率差异有统计学意义（P=0.01）。生存曲线分析结果显示，将 IK6 亚型剔除出异常 IK

亚型组后，IK4+IK7 组与正常 IK 亚型组间生存率差异无统计学意义（P=0.527），而 IK6 组生存率仍明显低于

正常 IK 亚型组（P=0.001）。本研究亦从 21 例复发患儿中，获取 10 对初 - 复发成对样本进行 IK 亚型分析，发

现其中 8 对存在 IK 亚型表达从初发状态到复发状态不连续情况；且 21 例复发患儿的复发样本中 IK6 亚型检出

率高达 62%，明显高于 137 例初发患儿 IK6 亚型检出率（12%）。结论　IK6 亚型的表达可作为 B-ALL 不良预

后的标志，且其于复发样本中的高发生率表明，IK6 亚型的表达与 B-ALL 复发密切相关。                                      

                                                                                              ［中国当代儿科杂志，2013，15（9）：743-747］
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The abnormal expression of IKZF1 encoded protein-IKAROS in B-ALL children

HUANG Xiao-Hang, CHEN Jing, LI Ben-Shang. Hematology and Oncology, Shanghai Children's Medical Center, 
Shanghai 200127, China (CHEN J, Email: chenjingscmc@hotmail.com) 

Abstract: Objective    To analyze the isoforms of IKAROS in the bone marrow samples from children with acute 
B-lineage lymphoblastic leukemia (B-ALL) and to investigate the relationship between frequency of dominant-negative 
(DN) IKAROS isoforms and prognosis of B-ALL, and to preliminarily study the relevant mechanism. Methods  A total 
of 137 children with newly diagnosed B-ALL, who sequentially entered the Department of Hematology and Oncology, 
Shanghai Children’s Medical Center between January 2005 and September 2010, were included in the study. Nest-PCR, 
Sanger sequencing, and TA cloning were used to analyze the expression of IKAROS isoforms in these children. The 
relationship between frequency of DN IKAROS isoforms and prognosis of B-ALL was investigated. Results   Of the 
137 children with newly diagnosed B-ALL, 16 had expression of IK6, 14 had expression of IK4, and 2 had expression 
of IK7. There was significant difference in 2.5-year event-free survival between the cohorts of DN IKAROS and non-
DN IKAROS (P=0.01). Analysis of the 10 paired of diagnosis/relapse samples from 10 patients with recurrence showed 
that 8 of 10 paired diagnosis and relapse samples had inconsistent expression of IKAROS isoforms. The rate of IK6 
expression in relapse samples from 21 relapse ALL patients was significantly higher than in the 137 children with newly 
diagnosed ALL (62% vs 12%, P<0.01). Conclusions  Expression of DN IKAROS isoforms can be a poor prognostic 
factor in B-ALL and is closely associated with recurrence of B-ALL.   
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人类 IKZF1 基因定位于 7p12[1-2]，DNA 序列全 长 125 kb，共有 8 个外显子，其编码蛋白 IKAROS
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是一种极为重要的造血转录调控因子，属锌指蛋
白家族成员，尤其在淋巴系造血方面发挥着关键
性调控作用 [2-3]。IKAROS 蛋白具有两个功能域，
一为邻近 N 端由 4 个锌指结构域组成的 DNA 结合
区（由 4、5、6 号外显子编码），具有 DNA 结合
能力与转录活性；另一为邻近 C 端由 2 个锌指结
构域组成的二聚体形成区（由 8 号外显子编码），
参与 IKAROS 蛋白二聚体的形成。由于 IKZF1 基
因 外 显 子 的 可 变 剪 接， 目 前 已 发 现 IKZF1 具 有
13 种不同的转录本，其相应的蛋白亚型分别为：
IK1、2、2a、3、3a、4、4a、5、6、7、8、9、
10。各种蛋白亚型之间差异主要在于 N 端 DNA 结
合区中锌指结构不同程度的缺失，从而影响 DNA
结合能力和转录活性。IKAROS 蛋白必须具有 3 个
及以上的 N 端锌指结构才具有正常的 DNA 结合能
力， 如 IK1、2、2a、3、3a， 称 为 长 型 IK， 能 发
挥转录调节作用；而少于 3 个 N 端锌指结构域的
IKAROS 蛋白，如 IK4、4a、5、6、7、8、9、10，
称为短型 IK，其 DNA 结合能力下降或丧失。但无
论是长型 IK 还是短型 IK，相互间仍能通过 C 端二
聚体形成区形成纯（或杂）二聚体。当短型 IK 与
长型 IK 形成二聚体时，该杂合二聚体的 DNA 结
合和转录调节能力较长型纯二聚体能力降低，称
为显性负相型（dominant negative isoform, DN 型）
二聚体，影响淋巴系造血调控。据国外报道，
DN 型 IKAROS 在 急 性 B 淋 巴 细 胞 白 血 病（acute 
B-lineage lymphoblastic leukemia, B-ALL） 患 儿 中
的表达率为 10%~20%，其在具有融合基因 BCR-
ABL+ 的 ALL 中表达率较高，可达 80%[4-7]。且表达
DN 型 IKAROS 的患者通常具有高复发率和低生存
率的特点 [8-10]。本研究通过对 137 例 B-ALL 患儿的
IKAROS 亚型分析，探讨 DN 型 IKAROS 的发生频
率与预后的关系。

1　资料与方法

1.1　研究样本

137 例初发 B-ALL 患儿于 2005 年 1 月至 2010
年 9 月序贯进入上海儿童医学中心接受正规治疗，
最小年龄为7个月，最大为15岁，中位年龄为4.8岁，
其中男 85 例，女 52 例；21 例临床证实复发的 B-ALL
患儿亦于上海儿童医学中心接受治疗，最小年龄为
4 个月，最大为 13 岁，中位年龄为 8.0 岁。以上样
本均经临床症状及实验室检查 MICM 分型确定白血
病亚型。样本收集均获得患儿家属知情同意及医院
伦理委员会的批准。

1.2　样本制备

1.2.1　基因组 DNA 抽提　　取患儿骨髓 1.5 mL，
经枸橼酸钠抗凝，使用 QIAGEN 血液基因组 DNA
试剂盒提取基因组 DNA，操作按试剂盒说明进行，
提取的 DNA 于 -20℃冰箱保存。
1.2.2　总 RNA 抽提及反转录　　采集患儿骨髓
1.5 mL，经 EDTA 抗凝，使用 TRIzol 法提取细胞总
RNA。再用 PCR 仪行 RNA 反转录，条件为 70℃ 
10 min，4℃适当时间，20℃ 10 min，6℃ 60 min，
95℃ 5 min，4℃ ∞。反转录所得 cDNA 于 -20℃
冰箱保存。
1.3　PCR 扩增

对 IKZF1 基因 cDNA 片段采用巢式 PCR 进行
目的片段扩增， PCR 反应按 TaKaRa 公司试剂盒
说明书进行。反应体系 25 μL：10× buffer 2.5 μL；
dNTP（10 mM）2 μL；Extag HS 酶 0.2 μL；cDNA 
1 μL；上下游引物各 1μL；ddH2O 17.3 μL。扩增条件：
95℃预变性 2 min；95℃变性 30 s，退火（外围片
段为 62℃，内围片段为 64℃）30 s，72℃延伸 90 s，
循环 38/28 次（外围片段为 38 个循环，内围片段
为 28 个循环）；72℃充分延伸 5 min。对 IKZF1
基因组 DNA 采用普通 PCR 方式对 3、4、5、6 号
外显子进行扩增，反应体系同巢式 PCR。扩增条
件：95℃预变性 2 min；95℃变性 30 s，58℃退火
30 s，72℃延伸 90 s，循环 30 次；72℃充分延伸
5 min。引物序列见表 1。

表 1　引物序列及片段大小

引物序列（5' → 3'）
产物大小

（bp）
巢式 -PCR

外围
正向 : CATGTCCCAAGTTTCAGGGAA

1222
反向 : GGTCAGGTAGATGAGACCGCT

内围
正向 : TCCAAGAGTGACAGAGTCGT

814
反向 : CGTTGTTGATGGCTTGGTCCAT

PCR

外显子 3
正向 : TATGCATCCCAGCAGAGAAGC

405
反向 : ATCCTGCTGATCTTTGTGCC

外显子 4
正向 : TTGCAATGACACTGAGTGGC

371
反向 : ATGCTTTCCTCCTTCAAACCC

外显子 5
正向 : ATTGACCCAGCCAGTGAAGC

442
反向 : TTAGCCAGCAAGGACACAATCC

外显子 6
正向 : ATTCCCCTTACACAGAAGGC

450
反向 : TATCCTAGGAGTTTCTCCC

1.4　cDNA 序列分析结果

所有 PCR 产物均经割胶回收纯化（AXYGEN
生物公司产品）后使用 ABI3730 测序仪进行测序
分析。
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1.5　融合基因分析

利用多色 RT-PCR 仪对儿童常见融合基因进
行 检 测， 包 括：BCR-ABL、AML1/ETO、CBFB-
MYH11、PML/RARα、MLL-AF4、TEL-AML1 和
E2A-PBX1。
1.6　统计学分析

采用 SPSS17.0 统计学软件对数据进行统计学
分析，非正态分布计量资料以中位数（四分位间
距）[M（QR）] 表示，两组独立样本间比较采用
Wilcoxon 秩和检验；计数资料用百分率（%）表示，
组间比较采用卡方检验；生存曲线采用 Kaplan-
Meier 生存函数绘制，生存率以生存百分率（标准
误）[%（SE）] 表示，组间比较采用 log-rank 差异
比较，P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　IKAROS 亚型在初发患儿中的筛查结果

从初发 B-ALL 的 137 例患儿中随机选取经治
疗后达到完全缓解状态的 30 例患儿的 cDNA 标本
作为阴性对照（图 1），其中有 2 例仅表达 IK1，
其余均共同表达 IK1 和 IK2。对 137 例初发 ALL
患儿进行分析，观察到以下几种 IKAROS 亚型：
IK1、IK2、IK2a、IK4、IK6 和 IK7，以上亚型均经
测序分析鉴定，其中 IK1 在 124 例患儿中有表达，
IK2（a）在 126 例患儿中有表达，IK4 在 14 例患
儿中有表达，IK6 在 16 例患儿中有表达，IK7 在 2
例患儿中有表达，其余亚型未发现，且 IK6 亚型与
BCR-ABL+ 高频伴发（50%）。

表 3　137 例 B-ALL 患儿的临床特征及治疗结果

特征
病例数

(%)

2.5 年 EFS

[% (SE)]
χ2 值 P 值

年龄 ( 岁 )
< 1  4(2.9) 35.0(10.07)
1~ 109(79.5) 68.6(2.834) 8.733 0.013
≥ 10 24(17.5) 36.9(4.060)

性别
女 52(37.9) 45.3(2.218)

0.006 0.939
男 85(62.0) 65.2(3.400)

WBC 计数 (×109/L)
< 50 113(82.4) 66.7(2.883)
50~ 14(10.2) 43.5(4.496) 2.808 0.253
≥ 100 10(7.4) 34.8(6.387)

危险程度分级
低危 + 中危 103(75.1) 68.7(2.782)

6.725 0.010
高危 + 超高危 34(24.8) 38.0(3.379)

融合基因
E2A-PBX1 9(6.6) 100(0)

40.565 0.005
TEL-AML1 25(18.2) 86.0(0.13)
BCR-ABL 7(5.1) 7.0(0.09)
无 96(70.0) 60.0(0.08)

IKAROS 亚型
正常 105(76.6) 67.7(2.916)

10.319 0.010
异常 32(23.4) 40.4(3.170)

治疗结果
存活 112(81.8) －
死亡 15(10.9) － － －
放弃治疗 10(7.3) －
注：EFS 为无事件生存率

2.2　初 - 复发成对样本中 IK 亚型的表达与分布

21 例临床证实复发的患儿中，共收集到 10 例
初 - 复发成对样本进行 IK 亚型分析，其中 9 例具
有异常 IK 亚型表达（均表达 IK6）；且在 10 对成

      图 1　完全缓解 B-ALL 患儿 cDNA 标本 PCR 结果　从 30

例患儿中截取 15 例患儿标本的电泳图，其中有 2 例仅表达 IK1，

其余均共同表达 IK1、IK2。M：marker；1~15：患儿标本。

M    1    2    3    4    5     6    7     8 M   9   10   11  12   13  14   15  bp

表 2　初 - 复发成对样本的 IKAROS 亚型

病例编号
IKAROS 亚型

正常与否
初发 复发

1 IK1、IK2 IK1、IK2、IK6 否
2 IK1、IK2 IK1、IK2、IK6 否
3 IK2 IK1、IK2、IK6 否
4 IK1、IK2 IK1、IK2 是
5 IK1、IK2 IK1、IK2、IK6 否
6 IK2 IK1、IK2、IK6 否
7 IK1、IK2、IK6 IK1、IK2、IK6 否
8 IK1、IK2 IK1、IK2、IK6 否
9 IK1、IK2 IK1、IK2、IK6 否

10 IK1、IK2、IK6 IK1、IK2 否

对样本中发现 8 对存在 IK 亚型表达从初发状态到
复发状态不连续情况。见表 2。

2.3　异常 IK 亚型的初发患儿预后

137 例初发 B-ALL 患儿中，低危 + 中危患儿
2.5 年无事件生存率（EFS）高于高危 + 超高危患
儿（P=0.01）；具有 E2A-PBX1 融合基因的患儿 2.5
年 EFS 高达 100%，明显高于具有其他融合基因或
不具有融合基因的患儿（P=0.005）。见表 3。
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将初发 B-ALL 患儿依据 IK 亚型进行分组，发
现表达异常 IK 亚型组（有表达 IK4、IK6、IK7 亚型）
较正常 IK 亚型组 [ 仅表达 IK1 和 / 或 IK2（a）亚型 ]
具有更低的 2.5 年 EFS（P=0.01）。并对该 137 例初
发 B-ALL 患儿进行生存函数分析发现两组间亦具有
明显差异（P=0.001）。但若将异常 IK 亚型组详分
为 IK4+IK7 组及 IK6 组则发现，IK4 组与正常 IK 亚
型组之间生存率并无太大差别（P=0.527），而 IK6
组与正常 IK 亚型组之间的差距由于 IK4 和 IK7 的剔
除则更加显著（P=0.001），可见在所有异常 IK 亚
型中 IK6 的表达对预后及生存的影响最大。见表 3，
图 2。
2.4　IK6 亚型患儿分析

137例初发B-ALL患儿中，16例具有IK6亚型
的患儿发病年龄[5.8（8.7）岁]和初诊外周血白细
胞计数[19.8（88.2）×109/L]均明显高于不具有

IK6亚型患儿[4.6（4.7）岁；8.2（19.3）×109/L],
差异均有统计学意义（分别Z=2.048、2.906，均
P<0.05）。另选取21例复发患儿的复发样本进行
IKAROS亚型鉴定，结果发现13例（62%）患儿具
有IK6亚型，明显高于137例初发患儿IK6亚型发
生率（12%），差异有统计学意义（χ2=30.652，
P<0.01）。
2.5　IKAROS 亚型表达异常的可能原因

       在对该 137 例 ALL 患儿进行 cDNA 分析的同
时，本研究对其 DNA 水平亦进行探索。发现具有
DN 型 IKAROS（IK4 或 IK6）表达的患儿其 DNA
序列完整准确，并不存在外显子缺失和基因组序
列中异常碱基的插入或缺失。因此异常 IK 亚型的
表达可能是选择性剪接过程异常导致了其 cDNA，
即 mRNA 水平与 DNA 水平不一致的情况。见图 3。

      图 3　同时具有 IK1、IK2 和 IK6 表达的 3 例患儿 IKAROS

的 PCR 结 果　A：cDNA 水 平 PCR 产 物 电 泳 图；B：DNA 水 平

PCR 产物电泳图，所有外显子在 DNA 水平均有表达，提示不存在

DNA 水平的外显子缺失。

3　讨论

白血病是造成我国儿童因病致死不可忽视
的原因。在儿童白血病中，ALL 最为常见，约占
75%~80%。近年来，随着规范化诊疗手段的提高
和支持治疗的加强，儿童 ALL 预后已得到很大改
观，长期 EFS 和总生存率（overall survival, OS）已
达到 70% 与 80% 以上 [11-12]，日趋成为一种可治愈
性疾病。尽管如此，仍有大约 20% 的儿童 ALL 患
者出现治疗失败或复发 [13]，且部分复发患儿初诊
时危险程度往往不高（低危或中危）。因此，寻
找更多临床可用的危险因子能为临床危险程度分
级提供更强有力的指导。
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IKAROS 亚型异常即为一个较为显著的不良预
后因素，DN 型 IKAROS 在复发患者中极为常见，
且存在 DN 型 IKAROS 的非高危患者的复发率较
IK 亚型正常的非高危患者高 12 倍 [8]。在本研究中，
16 例 B-ALL 患儿具有 IK6，该 16 例患儿中有 8 例
为低危或中危，其中 3 例发生复发或死亡。已有
报道发现 DN 型 IKAROS 特别是 IK6 的存在与发病
年龄、性别、外周血白细胞计数及危险程度分级
等临床因素之间无显著联系，仅与 BCR-ABL+ 高度
伴发 [14]。然而本研究显示，IK6 患儿的发病年龄较
IK 正常者大，其初诊时外周血白细胞计数亦较正
常者高，且与 BCR-ABL+ 高度伴发。不仅如此，本
研究亦从生存曲线中分析发现 IK6 组生存率低于
正常 IK 亚型组，而 IK4+IK7 组与正常 IK 亚型组
之间则无太大差异。即 IK4 和 IK7 亚型的存在对
患儿整体生存率可能无太大影响，但也可能与样
本量太少有关。此外，与 Kuiper 等 [8] 的研究不一
致的是，本研究在对 10 例初 - 复发成对样本分析
中发现 IK6 的表达呈初 - 复发不连续状态，提示
IK6 可能是复发根源。

鉴于如今对 IKAROS 亚型的研究大部分均使
用 cDNA 进行 PCR 及测序检测，本研究对具有 DN
型 IKAROS 的患者样本基因组 DNA 亦进行相同分
析却发现其 DNA 水平并不存在外显子缺失情况，
且其 DNA 序列亦未出现 Mullighan 等 [15] 研究中提
出的数个异常碱基的插入。因此，DN 型 IKAROS
的出现可能与异常选择性剪接过程相关，但其具
体机制仍需进一步探讨。
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