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论著·临床研究

同源盒基因 ＨＯＸＡ９在儿童急性白血病中的
表达及其临床意义

贾秀红　朱立平　李建厂　王翠翠

（滨州医学院附属医院儿科，山东 滨州　２５６６０３）

　　［摘　要］　目的　研究同源盒基因ＨＯＸＡ９在儿童急性白血病（ＡＬ）患儿骨髓单个核细胞中的表达，并探讨其
临床意义。方法　采用ＲＴＰＣＲ方法检测４６例不同时期ＡＬ患儿ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ的表达水平，以１５例特发性血小
板减少性紫癜（ＩＴＰ）患儿作为对照。结果　４６例ＡＬ患儿（５２份骨髓标本）ＨＯＸＡ９基因阳性表达率为６３％，其中
急性髓细胞白血病（ＡＭＬ）组阳性表达率（８６％）明显高于急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）组（３５％）及对照组（１３％）
（Ｐ＜０．０５）；ＡＭＬ组ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ表达水平明显高于ＡＬＬ组及对照组（Ｐ＜０．０５）。ＨＯＸＡ９在各型儿童 ＡＭＬ中
表达不同，ｍＲＮＡ相对表达水平依次为：Ｍ５型 ＞Ｍ４型 ＞Ｍ１和（或）Ｍ２型，而在 Ｍ３型中未检测到表达。ＨＯＸＡ９
在ＡＭＬ患儿高危组中的阳性表达水平较高。ＡＭＬ患儿初治组ＨＯＸＡ９基因阳性表达率及ｍＲＮＡ水平明显高于缓
解组和对照组（Ｐ＜０．０５），而缓解组与对照组比较差异无统计学意义；未缓解组ＨＯＸＡ９基因表达显著高于缓解组
和对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＯＸＡ９基因高表达与 ＡＬ的发生相关；ＡＭＬ患儿 ＨＯＸＡ９基因表达水平明显高于
ＡＬＬ患儿。ＨＯＸＡ９基因高表达者与白血病危险程度有关，且提示预后不良。因此，ＨＯＸＡ９基因有望成为儿童 ＡＬ
诊断、治疗及判断预后的一个靶点。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（４）：２６８－２７２］

［关　键　词］　ＨＯＸＡ９基因；急性白血病；儿童
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　　同源盒基因（ＨｏｍｅｏｂｏｘＧｅｎｅ，ＨＯＸ基因）是一
类控制胚胎发育和细胞分化的调节基因。ＨＯＸＡ９
基因属于Ａ簇同源盒基因，位于人类７号染色体短
臂（７ｐ１５ｐ１４），是一种重要的转录调节因子，与白血
病的发生密切相关［１］。ＨＯＸＡ９在早期形成造血祖
细胞及促进造血干细胞分化中高表达，是导致白血

病最常见的变异基因之一［２］。国内对 ＨＯＸＡ９表达
与儿童急性白血病（ａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬ）关系及相关
研究的报道鲜见。本研究采用逆转录多聚酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）对ＡＬ患儿骨髓单个核细胞ＨＯＸＡ９基因
的表达进行检测，探讨儿童ＡＬ中ＨＯＸＡ９基因表达
规律与临床 ＡＬ治疗及预后的相关性，以望为临床
靶向基因治疗儿童白血病、改善预后提供新的线索。

１　资料与方法

１．１　临床材料
收集２００９年９月至２０１１年１２月间确诊为ＡＬ患

儿４６例，骨髓标本５２份，其中男性２５例，女性２１例，
年龄１０个月至１３岁６个月，中位年龄５岁１０个月。
根据白血病ＭＩＣＭ（形态学、免疫学、细胞遗传学和分
子生物学）分型，骨髓标本分为急性髓系白血病

（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）２９份（Ｍ１３例，Ｍ２
６例，Ｍ３４例，Ｍ４７例，Ｍ５９例），急性淋巴细胞性白血
病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）２３份。另选取对
照组１５例，其中男９例，女６例，年龄１１个月至１０岁
６个月，中位年龄４岁９个月，均为免疫性血小板减少
症（ＩＴＰ）患儿。样本的采集均征得患儿家长同意。

根据标本采集时期和 ＡＬ早期治疗反应评判标
准，分为初治组、缓解组和未缓解组，具体见表 １。
初治组指确诊为 ＡＬ但未经治疗的患儿；缓解组指
常规联合化疗１个疗程达缓解者；未缓解组指至少
常规联合化疗 １个疗程未达到缓解者。初治组
３７例患儿（３７份骨髓标本），ＡＭＬ采用 ＤＡＥ（柔红
霉素、阿糖胞苷、依托泊苷）治疗方案化疗，其中 Ｍ３
型采用全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）联合柔红霉素（ＤＮＲ）
治疗；ＡＬＬ采用ＶＤＬＤ（长春新碱、柔红霉素、左旋门
冬酰胺酶、地塞米松）治疗方案化疗。缓解组７例
患儿共收集到１２份骨髓标本，未缓解组２例患儿共
收集到３份骨髓标本。
１．２　主要试剂

人淋巴细胞分离液（天津ＴＢＤ公司）；人急性单
核细胞白血病细胞株 Ｕ９３７（上海中国科学院细胞
库）；ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；
ＲＮＡ提取试剂盒（北京百泰克生物技术有限公司）；

ＲＴＰＣＲ试剂盒及ＨＯＸＡ９、βａｃｔｉｎ引物（日本ＴａＫａ
Ｒａ公司）。

表１　５２份骨髓标本ＭＩＣＭ分型诊断和分组　（份）

骨髓标本 初治组 缓解组 未缓解组 总计

ＡＭＬ ２０ ７ ２ ２９
ＡＬＬ １７ ５ １ ２３
合计 ３７ １２ ３ ５２

１．３　实验方法
１．３．１　Ｕ９３７细胞培养　　用１０％胎牛血清，终浓
度为１０万 Ｕ／Ｌ青霉素及链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养
液，于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度细胞培养箱中培养
Ｕ９３７细胞。细胞呈悬浮状态，生长良好，２～３ｄ换
液并传代１次，选取处于对数生长期的细胞，计数在
１×１０６，提取总 ＲＮＡ进行 ＲＴＰＣＲ，作为检测标本的
阳性对照。

１．３．２　标本制备　　常规骨髓穿刺抽吸２ｍＬ骨髓
标本，注入含ＥＤＴＡ抗凝的２０ｍＬ试管内，采用人淋
巴细胞分离液分离各份骨髓单个核细胞。室温下加

入２ｍＬ生理盐水稀释标本，向离心管内加入２ｍＬ
人淋巴细胞分离液，然后将离心管倾斜４５°，沿管壁
缓慢加入稀释的骨髓液，保持两界面清晰，水平离心

机２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ后可见分层，无菌吸取中
间的白膜层于另一离心管内，加入５倍体积的生理
盐水充分混匀，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，连续洗涤细
胞两次。常规冻存备用。

１．３．３　ＲＮＡ提取与鉴定　　按试剂盒说明书冰上
提取细胞总 ＲＮＡ，离心吸附柱纯化 ＲＮＡ，溶于
ＲＮａｓｅＦｒｅｅ水，紫外分光光度计测定样品吸光度
Ａ２６０／Ａ２８０比值，介于 １．８～２．２，测定样本中总
ＲＮＡ浓度。
１．３．４　逆转录及 ＰＣＲ反应　　按 ＲＴＰＣＲ试剂盒
说明书操作。单链 ｃＤＮＡ合成反应条件为：３７℃
１５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，共１个循环。由 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ软
件设计并合成 ＨＯＸＡ９引物序列：正义链５′ＴＧＴＣ
ＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＴＧＣＴＴＧ３′，反义链 ５′ＴＧＣＴＣＧ
ＧＴＣＴＴＴＧＴＴＧＡＴＴＴＴ３′，片段长度３５３ｂｐ：内参照β
ａｃｔｉｎ正义链 ５′ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ３′，反
义链 ５′ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ３′，片段长度
２６８ｂｐ。反应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，共进行３０个循
环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．３．５　半定量ＰＣＲ产物　　ＰＣＲ产物经含核酸染
料的１．５％琼脂糖凝胶上电泳，１００Ｖ电压下电泳
·９６２·
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４０ｍｉｎ，采集图像，阳性结果示２６８ｂｐ及３５３ｂｐ处
各有一亮带，分别为 βａｃｔｉｎ及 ＨＯＸＡ９。经 ＧｅｌＰｒｏ
ａｎａｌｙｚｅｒ软件分析图像，计算目的基因ｍＲＮＡ的相对
表达水平。ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ相对表达水平（ＯＤＲ）＝
ＨＯＸＡ９灰度值／βａｃｔｉｎ灰度值×１００％。
１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理数据，样本率比较
采用χ２检验；计量资料结果以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，多组间比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＯＸＡ９基因在ＡＬ患儿及对照组中的表达情况
４６例ＡＬ患儿中白血病细胞ＨＯＸＡ９阳性表达率

为６３％（３３／５２），其中ＡＭＬ患儿ＨＯＸＡ９阳性表达率最
高（８６％），明显高于 ＡＬＬ组（３５％）及对照组（１３％）
（分别χ２＝１４．６３、２２．１５，均Ｐ＜０．０５），而ＡＬＬ组与对照
组比较差异无统计学意义（χ２＝２．１５，Ｐ＞０．０５）。

ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ在对照组及 ＡＬ患儿骨髓中表
达水平不同，ＡＭＬ组 ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ表达水平明显
高于对照组及ＡＬＬ组（分别 ｑ＝５．０９８、７．４２４，均 Ｐ
＜０．０１），而 ＡＬＬ组与对照组相比差异无统计学意
义（ｑ＝０．９２４，Ｐ ＞０．０５）。Ｕ９３７细胞高表达
ＨＯＸＡ９，在３５３ｂｐ处明显可见一亮带。各组βａｃｔｉｎ
的表达水平基本相同。见表２和图１。
２．２　ＨＯＸＡ９表达水平与ＡＭＬ亚型的关系

将ＡＭＬ患儿按照 ＦＡＢ分型分各种亚型，研究
ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ表达水平在ＡＭＬ各亚型之间的分布
规律。结果显示：ＡＭＬ患者 ＨＯＸＡ９各型表达水平

存在差异（Ｆ＝５３．７４，Ｐ＜０．０５），其中 Ｍ５型 ＨＯＸＡ９
ｍＲＮＡ的表达水平最高，Ｍ４型次之，而 Ｍ３型未检
测到ＨＯＸＡ９表达，Ｍ１型与Ｍ２型ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ表
达水平较低且差异无统计学意义。见表３和图１。

表２　各组骨髓ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ的表达情况

组别 ｎ
ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ阳性率

［例（％）］
ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ
（ｘ±ｓ）

对照组 １５ ２（１３） ０．０８５±０．０１６
ＡＭＬ组 ２９ ２５（８６）ａ ０．４６２±０．１６１ａ

ＡＬＬ组 ２３ ８（３５）ｂ ０．１５９±０．０６２ｂ

Ｆ／（χ２）值 （２４．９４） １８．０６
Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与ＡＭＬ组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＡＭＬ患儿ＨＯＸＡ９基因表达水平与化疗效果
的关系

初治组与对照组及缓解组患儿 ＨＯＸＡ９阳性率
比较差异有统计学意义（分别 χ２＝２３．８１９、５．８８８，
均Ｐ＜０．０５），而缓解组与对照组比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。见表４。

表３　ＡＭＬ各亚型ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ的表达水平　（ｘ±ｓ）

ＦＡＢ分型 ｎ ＨＯＸＡ９表达水平

Ｍ１ ３ ０．２４４±０．０２９
Ｍ２ ６ ０．２９３±０．０４１
Ｍ４ ７ ０．４９８±０．０７０ａ

Ｍ５ ９ ０．６２１±０．０６３ａ，ｂ

Ｆ值 ５３．７４
Ｐ值 ＜０．０５

　　ａ：与Ｍ１和Ｍ２型比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与Ｍ４型比较，Ｐ＜０．０５

! " # $ % & ' ( ) * +,

%,, -.

$,, -.

/012* $&$ -.

!

3

45678 #') -.

　　图１　ＲＴＰＣＲ法检测ＨＯＸＡ９基因在各组的表达情况　注：Ｍ：５００ｂｐＭａｒｋｅｒ；１～２：对照组；３：Ｕ９３７细胞；４～８：ＡＭＬ
组，分别为Ｍ５、Ｍ４、Ｍ３、Ｍ２、Ｍ１；９～１０：ＡＬＬ组。

　　化疗效果因 ＨＯＸＡ９在各组表达水平不同而存
在差异，初治组ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ相对表达水平较高，经
化疗缓解后ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ平均表达水平降低，而未
缓解组 ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ表达水平仍较高（０．６３８±
０．０２４）。初治组ＨＯＸＡ９相对表达水平高于对照组与

缓解组（分别ｑ＝６．１７４、５．０４６，均Ｐ＜０．０５），与未缓
解组比较差异无统计学意义（ｑ＝２．２５８，Ｐ＞０．０５）。
未缓解组表达水平高于对照组和缓解组（分别 ｑ＝
６．２６８、５．１４３，均Ｐ＜０．０５），缓解组与对照组比较差异
无统计学意义（ｑ＝２．０９５，Ｐ＞０．０５）。见表４和图２。

·０７２·
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表４　ＨＯＸＡ９阳性表达与化疗效果的关系

组别 例数
ＨＯＸＡ９阳性率
［例（％）］

ＨＯＸＡ９
（ｘ±ｓ）

对照组 １５ ２（１３） ０．０８５±０．０１６
初治组 ２０ １９（９５）ａ，ｂ ０．４９０±０．１４０ａ，ｂ

缓解组 ７ ４（５７） ０．２４５±０．０２３
未缓解组 ２ ２（１００）ａ，ｂ ０．６３８±０．０２４ａ，ｂ

Ｆ／（χ２）值 ２４．８７ 　　１１．３３
Ｐ值 ＜０．０５ 　　＜０．０５

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与缓解组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　ＡＭＬ患儿ＨＯＸＡ９阳性表达率与危险分组的
关系

根据儿童 ＡＭＬ诊疗建议［３］（低危组：Ｍ３、Ｍ２ｂ
及伴ｉｎｖ１６染色体改变，高危组：存在预后相关的危
险因素中任何一项，中危组：非低危及无相关危险因

素），ＡＭＬ分为低危组１１份骨髓标本，中危组１０份
骨髓标本，高危组８份骨髓标本。结果显示高危组、
中危组、低危组ＡＭＬ患儿 ＨＯＸＡ９表达阳性率分别
为１００％、９０％、７３％，对应ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ相对表达
水平分别为０．６０±０．１０、０．４７±０．１３、０．３２±０．１２，
高危组ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ相对表达水平高于低危组及
中危组（Ｐ＜０．０５），见表５。

表５　ＨＯＸＡ９阳性表达与儿童ＡＭＬ危险分组的关系

组别 例数
ＨＯＸＡ９阳性率
［例（％）］

ＨＯＸＡ９
（ｘ±ｓ）

低危组 １１ ８（７３） ０．３２±０．１２
中危组 １０ ９（９０） ０．４７±０．１３
高危组 ８ ８（１００） ０．６０±０．１０ａ，ｂ

Ｆ／（χ２）值 （２．９８） １１．５２
Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０５

　　ａ：与低危组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与中危组比较；Ｐ＜０．０５
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　　图２　ＲＴＰＣＲ法检测ＨＯＸＡ９基因在各组的表达情况　注：Ｍ：５００ｂｐＭａｒｋｅｒ；１：对照组；２～３：初治组；４～５：缓解组；
６～７：未缓解组。

３　讨论

ＡＭＬ的发病率占 ＡＬ的四分之一，死亡率超过
ＡＬ的二分之一［４］。随着研究的进展，越来越多的指

标可以预测其治疗效果及预后。目前研究 ＡＭＬ患
者中基因改变特点成为研究热点。ＨＯＸ基因转录
因子在调节造血系统中起重要的作用，其表达异常

可导致白血病的发生。本研究从阳性率及 ｍＲＭＡ
水平上检测 ＨＯＸＡ９在各组的表达情况。结果显
示，ＨＯＸＡ９基因在儿童 ＡＬ中呈高表达，总表达率
为６３％，其中在ＡＭＬ组患儿中 ＨＯＸＡ９阳性率及表
达水平均明显高于ＡＬＬ组及对照组，而ＡＬＬ组与对
照组比较差异无统计学意义。Ｎｉｉｎｉ等［５］在儿童的

ＡＬＬ患者的过表达基因中未检测到 ＨＯＸＡ９基因，
本研究结果与之相似，提示 ＨＯＸＡ９异常高表达与
儿童ＡＬ的发病有密切关系，在 ＡＭＬ中表达水平明
显高于ＡＬＬ。

进一步研究ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ表达水平在ＡＭＬ各
亚型之间的分布规律表明：ＨＯＸＡ９在儿童各型

ＡＭＬ中表达水平存在差异，其ｍＲＮＡ相对表达水平
依次为：Ｍ５型 ＞Ｍ４型 ＞Ｍ１和（或）Ｍ２型，其中在
Ｍ３型中未检测到表达。Ｍ５型、Ｍ４型、Ｍ１和（或）
Ｍ２型之间相比较差异均有统计学意义，而Ｍ１型与
Ｍ２型ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ表达水平相比差异无统计学
意义。Ｃａｓａｓ等［６］通过ＲＴＰＣＲ方法分析了４１例成
人ＡＭＬ患者中 ＨＯＸＡ９、ＤＥＫ、ＣＢＬ及 ＣＳＦ１Ｒ基因
的表达，显示ＨＯＸＡ９在ＡＭＬ中表达在７８％情况下
表现为过表达，１５％机率沉默；同时骨髓检测发现在
Ｍ２型中 ＨＯＸＡ９表达较低。本研究 ＡＭＬ患儿
ＨＯＸＡ９表达除了 Ｍ３型，均表现为表达增高，分析
其差异是否与样本数量有限及分布有关，或由于儿

童造血系统发育程度与成人不同，有待进一步的研

究。有研究报道在Ｍ３型中ＰＭＬ与ＲＡＲａ基因融合
成分化阻滞的ＰＭＬＲＡＲａ融合基因，而维甲酸可诱
导 ＰＭＬＲＡＲａ分化，下调 ＨＯＸＡ９基因表达，提示
ＨＯＸＡ９在Ｍ３型中表达下降可能与 ＰＭＬＲＡＲａ融
合基因有关［７］；在一定程度上解释了本研究中的

４例Ｍ３型均不表达 ＨＯＸＡ９。此外，ＨＯＸＡ９基因的
表达情况与儿童ＡＭＬ的危险程度存在一定关系，其
·１７２·
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ＡＭＬ危险性越高，ＨＯＸＡ９表达水平越高，提示
ＨＯＸＡ９表达水平可作为 ＡＭＬ危险程度的依据
之一。

目前化疗仍是治疗ＡＭＬ主要方法，而白血病细
胞对化疗药物产生多药耐药是导致化疗失败的主要

原因［８］。其产生耐药的机制之一是白血病细胞抗

凋亡能力增加，对药物的敏感性下降而降低化疗效

果而影响预后。本课题组前期在Ｕ９３７（人白血病急
性单核细胞株）细胞中利用 ｓｉＲＮＡ干扰 ＨＯＸＡ９基
因对其耐药性进行了研究，提示沉默 ＨＯＸＡ９基因
可逆转肿瘤细胞对化疗药物的耐药，提高对药物的

敏感性，从而促进细胞凋亡［９］。本研究发现：化疗

前后患儿中白血病细胞表达 ＨＯＸＡ９阳性率有差
异，初治组、缓解组、未缓解组患儿中表达 ＨＯＸＡ９
阳性率分别为 ９５％、５７％和 １００％；半定量结果显
示：３组ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ相对表达水平由高到低依次
为未缓解组、初治组和缓解组；说明在 ＡＬ患儿中无
论从阳性率还是从 ＨＯＸＡ９ｍＲＮＡ相对表达水平，
初治组和未缓解组均明显高于缓解组和对照组，而

缓解组和对照组比较差异无统计学意义；提示高表

达ＨＯＸＡ９基因的 ＡＭＬ患儿预后不良，与 Ｓｔａｒｋｏｖａ
等［１０］的研究一致。分析其原因可能由于在初治组

和未缓解组 ＨＯＸＡ９表达水平高，抑制白血病细胞
凋亡，增加细胞耐药，但其作用机制仍需进一步研

究。有研究 ＨＯＸ基因处于低水平对 ＡＭＬ治疗有
益，其中ＨＯＸＡ９基因低表达是患者临床缓解和治
疗敏感最佳的检测指标［１１］。ＨＯＸＡ９基因可能与化
疗耐药有关，表达水平与生存和治疗效果呈负相关，

在一定程度上可作为判断化疗效果的“预后因子”。
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