
第 !! 卷第 " 期
"##$ 年 " 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!! 7+6"

8-96"##$

!收稿日期""##: ;#= ;A##!修回日期""##: ;#> ;"W

!基金项目"国家自然科学基金项目(A#<>!$:")#国家自然科学基金项目(A#>>"A<A)#教育部博士点基金("##>#<AA#W")%

!作者简介"贺钰磊$男$博士研究生% 主攻主向&儿童血液病%

!通讯作者"曹励之$女$教授$中南大学湘雅医院儿科$邮编&W!###:%

'临床研究'

急性淋巴细胞白血病患儿 8$9:! 和 ;##;<=>

的表达及 8$9:! 与氧化应激的关系

贺钰磊!

!曹励之!

!杨静"

!杨明华!

!许望琼!

!谢岷!

!石壮!

"!6中南大学湘雅医院儿科!湖南 长沙%W!###:# "6广州市妇女儿童医疗中心!广东 广州%<!#!:#$

%%!摘%要"%目的%研究儿童急性淋巴细胞白血病(@XX)患者外周血单个核细胞(0NT&C)中 g@J0家族富含

脯氨酸同源蛋白 !(g@4S!)及7@Q0M氧化酶亚基 /""/'+U的表达并探讨g@4S! 表达与白血病病程及氧化应激

的关系% 方法%实时定量0&?法测定 W! 例@XX儿童及 !# 例正常对照儿童0NT&C中g@4S! 和 /""/'+U的表达

水平% 黄嘌呤氧化酶法(羟胺法)和二硫代二硝基苯甲酸法(QK7N法)分别测定外周血血浆总超氧化物歧化酶

(J]Q)活性和谷胱甘肽过氧化物酶 ( ĴMG0U)活性% 结果%

!

儿童 @XX活动期组 (初治 V复发)0NT&C中

g@4S!$/""/'+U的表达水平与正常对照组和完全缓解组相比均显著增高(!\#6#!)# @XX完全缓解组中$

g@4S!$/""/'+U表达高于正常对照组(!\#6#<)#

"

正常对照组*活动期组和缓解组血浆 J]Q活力分别为

!==6A< _">6$A$ ""6=" _>6A$$ !#>6!! _":6<> iY.X# ĴMG0U活力分别为 W$#6$W _A$6A:$$!6>A _":6::$"=>6<= _

:"6=W

*

.+5YX% @XX活动期组外周血血浆总 J]Q$ ĴMG0U活性较完全缓解和正常儿童明显降低(!\#6#!)#

#

随着g@4S! 和 /""/'+U的高表达$血浆中 J]Q$ ĴMG0U活性呈现下降趋势% g@4S! 的表达水平与 /""/'+U表

达水平呈正相关("k#6AW$!\#6#<)$与血浆 J]Q$ ĴMG0U活性呈负相关("分别为;#6AA= 和;#6W#:$!\#6#<)%

结论% 与正常对照组相比$g@4S! 和 /""/'+U在儿童 @XX0NT&C中表达增高$而且其变化与 @XX病程相关%

@XX患儿氧化应激可能参与了g@4S! 表达的调控% !中国当代儿科杂志&#??@&!!$#%'AA B@#"

!关%键%词"%g@4S!#/""/'+U#氧化应激#急性淋巴细胞白血病#儿童

!中图分类号"%?>AA6>!%%!文献标识码"%@%%!文章编号"%!##: ;::A#("##$)#" ;##:: ;#<

:>;C'DDE=F=G8$9:! HFI;##;<=> EFJ<EKIC'FLE(<HJM('KNO;<=JN(EJK'MP'OEH HFI

(<'C'KH(E=FD<E;=G8$9:! LE(<=>EIH(EQ'D(C'DD

#$%&'()*$ +,-(*'./*$ %,012*34$ %,015*34'#&6$ 789634':*;34$ 7<$5*3$ =#<./&634>?)@6"AB)3A;C!)D*6A'

"*EF$ 7*634G6 #;F@*A6H;C+)3A"6H=;&A/ 83*I)"F*AG$ +/634F/6 W!###:$ +/*36 (+6;('.$ $B6*H& E6;H*J/*A!:l/;AB6*H>E;B)

%%$*D(CHJ(& R*S'J(EQ'%K+C,F1I,'--U/3-CC(+) +Pg@4S! 2)1 /""/'+U() /-3(/'-32595++1 .+)+)FB5-23B-55C

(0NT&C) () B'(513-) d(,' 2BF,-5I./'+BI,(B5-FO-.(2(@XX) 2)1 ,'-3-52,(+)C'(/ +Pg@4S! d(,' +U(12,(H-C,3-CC6

3'(<=ID%?-25G,(.-0&?d2CFC-1 P+31-,-B,()Lg@4S! 2)1 /""/'+U-U/3-CC(+) () 0NT&C() W! B'(513-) d(,' @XX2)1

!# )+3.25B+),3+5C6052C.22B,(H(,I+PCF/-3+U(1-1(C.F,2C-(J]Q) d2C.-2CF3-1 9I,'-U2),'()-+U(12C-.-,'+16052C.2

2B,(H(,I+P̂ JMG0Ud2C.-2CF3-1 9I,'-QK7N3-2B,(+) ,-C,6&'DMK(D%K'--U/3-CC(+) +Pg@4S! 2)1 /""/'+Ud2C

C(L)(P(B2),5I'(L'-3() ,'-2B,(H-@XXL3+F/C()-d5I1(2L)+C-1 2)1 3-52/C-@XX) ,'2) ,'2,() ,'-)+3.25B+),3+52)1 ,'-

B+./5-,-3-.(CC(+) (&?) @XXL3+F/C(!\#6#!)6K'-&?@XXL3+F/ C'+d-1 ()B3-2C-1 g@4S! 2)1 /""/'+U-U/3-CC(+)

,'2) ,'+C-() ,'-)+3.25B+),3+5L3+F/ (!\#6#<)6052C.22B,(H(,(-C+PJ]Q(""6=" _>6A$ iY.X) 2)1 ĴMG0U($!6>A _

":6::

*

.+5YX) () ,'-2B,(H-@XXL3+F/ d-3-C(L)(P(B2),5I5+d-3,'2) ,'+C-() ,'-)+3.25B+),3+5(!==6A< _">6$A iY.X

2)1 W$#6$W _A$6A:

*

.+5YX$ 3-C/-B,(H-5I) 2)1 ,'-&?@XXL3+F/C(!#>6!! _":6<> iY.X2)1 "=>6<= _:"6=W

*

.+5YX$

3-C/-B,(H-5I) (!\#6#!)6g@4S! -U/3-CC(+) d2C/+C(,(H-5IB+33-52,-1 d(,' /""/'+U-U/3-CC(+) ("k#6AW$!\#6#<) 9F,

)-L2,(H-5IB+33-52,-1 d(,' /52C.22B,(H(,(-C+PJ]Q2)1 ĴMG0U( "k;#6AA= 2)1 ;#6W#:$ 3-C/-B,(H-5I# !\#6#<)6

T=FJKMDE=FD%g@4S! 2)1 /""/'+U-U/3-CC(+) () 0NT&C()B3-2C-1 2)1 d2C2CC+B(2,-1 d(,' ,'-1(C-2C-B+F3C-() B'(513-)

d(,' @XX6]U(12,(H-C,3-CC.2I9-()H+5H-1 () ,'-3-LF52,(+) +Pg@4S! -U/3-CC(+) () @XXB'(513-)6

!T<EFU T=F('O;/'IEH(C$ #??@$ !! (#)&AA B@#"

%%V'N L=CID&%g@4S!# /""/'+U# ]U(12,(H-C,3-CC# @BF,-5I./'+BI,(B5-FO-.(2# &'(51

'::'



第 !! 卷第 " 期
"##$ 年 " 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!! 7+6"

8-96"##$

%%g@J0家族富含脯氨酸同源蛋白 !(g@J0GP2.G

(5IH-3/3+5() '+.+5+L+FC/3+,-() !$ g@4S!)为近年

来发现的参与细胞信号传递和微丝骨架运动的中介

蛋白$主要功能是参与肌动蛋白聚合$从而参与细胞

骨架重排$影响细胞基本功能!!$""

% 研究发现

g@4S! 可能参与了白血病的发病过程$并且参与了

白血病细胞多药耐药的发生$其机制与调控.13! 及

NB5G" 的表达相关!A$W"

% 但是g@4S! 在白血病中调

控的机制目前尚不清楚$我们前期利用氧化应激诱

导细胞凋亡制备经典的实验室凋亡研究模型$发现

以时间依赖性方式诱导了 e<=" 和 *F3O2,细胞凋亡

发生并伴有 g@4S! 表达的改变$提示氧化应激可

能参与g@4S! 的调控% 本实验利用超氧化物歧化

酶(J]Q)和谷胱甘肽过氧化物酶( ĴMG0U)活性反

应氧化应激状态$同时检测g@4S! 和7@Q0M氧化

酶亚基 /""/'+U的表达$探讨 g@4S! 的表达与氧

化应激水平间的关系%

!"对象和方法

!6!"研究对象

研究对象为 "##> 年 $ 月至 "##: 年 ! 月在中南

大学湘雅医院儿科确诊为急性淋巴细胞性白血病

(@XX)的患者 W! 例% 正常对照组 !# 例$为在生长

发育门诊选取的儿童% 所有标本收取均在家长知情

同意后进行% 共分为 A 组&

!

活动期组(初治组 V

复发组)&初治组包括初治@XX患者 != 例$男 $ 例$

女 > 例$中位年龄 = 岁(A 个月至 !" 岁)#复发组为

经过化疗后曾达到完全缓解$但之后又复发的 @XX

患者 < 例$男 A 例$女 " 例$中位年龄 < 岁(= 个月至

$ 岁)#

"

缓解组(&?)&完全缓解期@XX患者 "# 例$

男 !W 例$女 = 例$中位年龄 < 岁(A 个月至 !" 岁)#

#

正常对照组&为正常健康儿童$共 !# 例$男 < 例$

女 < 例$中位年龄为 = 岁(> 个月E!W 岁)%

!6#"主要试剂

J]Q测试盒及 ĴMG0U测试盒(南京建成生物

研究所)#K3(f+5试剂 (北京鼎国生物有限公司)#人

淋巴细胞分离液 (中国灏洋生物公司)#?-H-3K32

@B-逆 转 录 试 剂 盒* ?-25G,(.-0&? T2C,-3T(U

(K]c]N]东洋纺上海生物科技有限公司)%

!6,"实验方法

!6A6!%外周血单个核细胞"0NT&C$分离%%取静

脉血 < .X$抗凝管保存$标本用低温低速离心机在

Wm下 A <## 3Y.()$离心 !# .()$分离血浆于 ;>#m

冰箱中保存待测% 分离血浆后的剩余部分用生理盐

水 !n! 稀释$然后用淋巴细胞分离液分离单个核细

胞(按淋巴细胞分离液说明书操作)%

!6A6"%?7@提取及BQ7@链合成%%(< E!#) [!#

=

细胞加K3(f+5试剂 ! .X% 采用K3(f+5试剂一步法提

取总?7@$紫外分光光度仪测定吸光度 @"=#Y@":#

比值在 !6: E"6! 之间$计算含量% 按逆转录试剂盒

操作步骤进行$逆转录合成 BQ7@$储存于 ;"#m冰

箱备用%

!6A6A%引物设计及合成%%根据实时定量 0&?引

物设计原则$并利用03(.-3SU/3-CC<6# 设计软件设

计引物% 引物如下& @̂0QM上游 <oĜ@̂ @̂ @&G

&&K&@&K̂&K̂GAo$下游 <oĜ@K̂ K̂@&@K̂@&@@̂ G

K̂̂&GAo$扩增目的片段长度 !AW 9/# g@4S! 上游

<oGKKK&K̂&&KK̂&&@KKK@̂ GAo$下游 <oG@&@̂ K̂G

^̂ K̂@K&̂ K̂KKKGAo$目的片段长度 !W! 9/# /""/'+U

上游 <oG&KKK̂ K̂̂&&K@&K&&@KK̂ K̂GAo$下游 <oG

^̂ K̂ @̂̂ &&&KK&KK&&K&KGAo$目的片段长度 :" 9/%

引物由上海生工合成%

!6A6W%实时定量 0&?检测基因表达%%利用

JcN? 3̂--)

-

染料在 X(L',&IB5-3JIC,-.A6# 荧光

0&?仪上检测基因的表达% 反应在密闭的?+B'-毛

细硅管中进行% 反应体系&上游引物 !

*

X$下游引

物 !

*

X$BQ7@"

*

X$ M

"

]=

*

X$ JcN? 3̂--) ?-25G

,(.-0&?T2C,-3!#

*

X$总反应体系 "#

*

X% 反应条

件& $<m 预变性 A# C后 $<m W C$ <<m !< C$ >"m

"# C$共 <# 个循环后 W#m !# C% 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 !#Z

时间的平均荧光值$以表示上一个循环结束时的

0&?产物的量% 反应完成后$得到所有标本的扩增

曲线% 软件将自动进行数据分析$调整基线$计算出

K'3-C'+51 BIB5-(&,值) % 扩增完成后进行解离曲

线分析% 每一份标本均行一复管检测$取其均值计

算其表达水平% 扩增曲线&所有基因在循环数内达

到平台期$说明扩增良好#融解曲线&单峰说明产物

特异性好% 基因表达分析采用 "

;

..

&,法相对定量法

分别分析患儿和正常儿童表达水平的差异!<"

% 利

用&,值$计算患儿和正常儿童 g@4S! 和 /""/'+U

的相对量% 相对定量利用 "

;

..

&,法% 将正常患儿表

达量定为 !% 计算患儿和正常儿童表达差异时$

.

&,k&,(目的基因) G&,( @̂0QM)#

..

&,k

.

&,(患

儿)G

.

&,(正常对照)% "

;

..

&,即基因相对表达量%

!6A6<%血浆 J]Q! ĴMG0U测定%%按照南京建成

生物研究所试剂盒说明书$采用黄嘌呤氧化酶法

(羟胺法)$二硫代二硝基苯甲酸法(QK7N法)检测

J]Q$ ĴMG0U酶活性%

'$:'
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!6-"统计学处理

采用 J0JJ !W6# 软件包进行统计分析$数据以

均数_标准差(K_F)表示% 多组间的均值比较采用

单因素方差分析 XJQ法% 指标间相关性分析采用

0-23C+)法%

#"结果

#%!"实时定量/T&扩增曲线及溶解曲线

大多数标本在循环数内达到平台期$说明扩增

良好#融解曲线&为单峰说明产物扩增特异性好$没

有非特异扩增%

#%#"8$9:! 和;##;<=>的表达

将正常对照组表达定为 !$则活动期组与缓解

组 g@4S!.?7@的相对表达量分别为 W$6:= _

!6!"和 A6A$ _!6!!#活动期组与缓解组 /""/'+U的

表达量分别为 !<6=> _!6#: 和 "6>A _!6!#% 与正

常对照组比较$活动期组和缓解组 g@4S! 和

/""/'+U.?7@的表达均增高$其中活动期组明显

高于正常对照组 (!\#6#!)$缓解组 g@4S! 和

/""/'+U.?7@的表达高于正常对照组(!\#6#<)#

活动期组g@4S! 和 /""/'+U.?7@的表达高于缓

解组(!\#6#<)$见图 !%

!"

#"

$%

&%

'"

(%

%

!"#$%

&'(%

)*%

)*+,-

.''./01

%%图 !"各组8$9:! 与;##;<=>表达水平

#%,"血浆总5R4和W5)X/>活力测定

正常对照组*活动期组和缓解组 J]Q活力分

别为 !==6A< _">6$A$""6=" _>6A$$!#>6!! _

":6<> iY.X#正常对照组*活动期组和缓解组

ĴMG0U活力分别为 W$#6$W _A$6A:$$!6>A _":6::$

"=>6<= _:"6=W

*

.+5YX(图 ")% @XX活动期组外周

血血浆总 J]Q和 ĴMG0U活性较完全缓解和正常儿

童明显降低(!\#6#!)#完全缓解组总 J]Q和 ĴMG

0U活性低于正常对照组水平(!\#6#!)$但较活动

期组有所恢复% 即与正常儿童相比白血病病程不同

阶段氧化应激水平不同$表现为初治*复发组氧化应

激水平升高$缓解后降低%

!""

#""

$%"

&%%

'""

(%%

%

!"#$%

&'(%

)*%

)*++,-./,

0)1234+5.67-/,

图 #"各组5R4与W5)X/> 活性

#Y-"相关性分析

将各组指标带入统计软件行 0-23C+) 相关性分

析$结果显示&g@4S! 的表达与 7@Q0M氧化酶亚

基 /""/'+U呈正相关$ "k#6AW$!\#6#<(图 A)#与

J]Q* ĴMG0U水平呈负相关$"分别为 ;#6AA= 和

;#6W#:$!\#6#<(图 W$图 <)%

!"#""

$%#""

$"#""

&%#""

&"#""

%#""

"#""

'
(
)
*
&

+$$+,-.

"#"" %#"" &"#"" &%#"" $"#"" $%#""

图 ,"8$9:! 与;##;<=>直线相关散点图

!"#""

$%#""

$"#""

&%#""

&"#""

%#""

"#""

'
(
)
*
&

+,-

"#"" %"#"" &""#"" &%"#"" $""#"" $%"#"" !""#""

图 -"8$9:! 与5R4直线相关散点图

'#$'
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!"#""

$%#""

$"#""

&%#""

&"#""

%#""

"#""

'
(
)
*
&

+,-./0

"#"" $""#"" 1""#"" 2""#""3""#""&"""#""&$""#""

图 . 8$9:! 与W5)X/>直线相关散点图

,"讨论

g@4S! 是一种新发现的肌动蛋白调节蛋白$属

于g@J0家族$广泛参与细胞信号传导*调节肌动

蛋白聚合及细胞骨架重排$在细胞迁移*膜运输*细

胞粘附*轴突延长和棘形成等生命活动中起到重要

作用!="

% g@4S! 主要负责将细胞信号从酪氨酸激

酶受体和?2B传递至细胞骨架$从而发挥其调节肌

动蛋白聚合及细胞骨架重排的作用并最终形成片状

伪足$与肿瘤的侵袭和转移相关!>"

%

@XX发病与多种因素有关$自由基的产生和清

除失衡所致 @XX氧化应激损伤已得到证实 !:$$"

%

7@Q0M氧化酶是细胞膜上一类特殊的电子传递链

复合物$与氧自由基(?]J)的产生密切相关$是参与

?]J产生的主要酶系$由 < 个主要的亚单位组成$包

括催化亚基L/$!/'+U$/""/'+U$/W>/'+U$/=>/'+U和

/W#/'+U$其中 /""/'+U是该氧化酶的重要组成部

分$是7@Q0M氧化酶生成氧自由基的关键部位!!#"

%

/""/'+U在7@Q0M氧化酶参与的一系列生理病理

反应过程中起到重要作用$包括细胞活化与凋

亡!!!$!""

% 目前为止$/""/'+U在白血病细胞中的表

达和诱导凋亡的作用报道尚少% TBe255(/ 等!!A"报

道大麻二酚(B2))29(1(+5$ &NQ)的诱导可增加白血

病细胞7@Q0M氧化酶亚基 /""/'+U的表达$并揭示

7@Q0M氧化酶和?]J的反应产物可能在诱导白血

病细胞凋亡中起到调节作用% 有研究表明$7@Q0M

氧化酶通过与骨架调节蛋白 g@4S! 和 K?@8W 相

互作用$靶向性作用于片状伪足和膜皱褶$是使

?]J 集中性生成的机制之一 !!W"

% 内皮细胞通过

M

"

]

"

过表达?2B! 进而促进了细胞骨架的重塑和细

胞迁移!!<$!="

% 在创伤诱导的细胞迁移中$内源性的

M

"

]

"

在细胞皱褶的聚集促进了 ?2B的活化$进而促

进了细胞迁移!!>"

% ?2B可以促进g@4S! 从细胞浆

向细胞膜移位$而g@4S! 作为?2B的下游分子$正

是介导 ?2B*&1BW" 等信号分子激活 @3/"YA 复活物

促进肌动蛋白聚合$进而促进丝状伪足的形成的关

键分子!!$!:"

% 以上研究均提示 g@4S! 与 7@Q0M

及氧自由基有关$氧自由基可能通过 ?2B激活

g@4S! 进而促进细胞骨架重塑和细胞迁移% 在前

期实验中我们用 M

"

]

"

刺激 e<=" 白血病细胞发现

g@4S! 的表达明显上调$提示氧化应激水平可能影

响了白血病细胞g@4S! 的表达调控% 为了证实这

一假设$我们从临床标本中观察了 g@4S! 的表达

水平与氧化应激的关系%

本实验发现 /""/'+U在 @XX患儿 0NT&C中的

表达与g@4S! 的表达趋势是一致的$@XX活动期

组患儿 /""/'+U表达明显高于完全缓解组和正常对

照组儿童#完全缓解组 /""/'+U表达稍高于正常对

照组$两者间差异有显著性% 同时$抗氧化酶总

J]Q和 ĴMG0U的活性在@XX活动期组中明显低于

完全缓解组和正常儿童水平#完全缓解组总 J]Q和

ĴMG0U的活性较正常儿童低% @XX患儿 0NT&C中

g@4S! 表达与 /""/'+U表达呈正相关#与 J]Q$

ĴMG0U水平呈负相关% 提示 g@4S! 的高表达与

氧化应激损伤程度呈正比$@XX患儿 g@4S! 的表

达与体内氧化应激水平相关% 氧化应激可能参与了

g@4S! 的表达调控% /""/'+U可能通过自身高表达

提高 7@Q0M氧化酶活性$增强氧化应激对细胞凋

亡的影响$进而影响 g@4S! 的表达% 实验中

g@4S! 与 /""/'+U及 J]Q$ ĴMG0U相关系数并不

是特别高$原因考虑以下两方面&一方面说明

/""/'+U对g@4S! 表达的影响可能只是氧化应激

参与g@4S! 表达调控的一部分$另一方面除氧化

应激外可能还存在其他机制参与 g@4S! 的表达调

控%

综上所述$本研究发现 g@4S! 和 /""/'+U在

@XX患儿外周血单个核细胞中高表达$在正常对照

组外周血单个核细胞中低表达或检测不到$且与

@XX病程相关$因此$g@4S! 和 /""/'+U均可能成

为动态监测儿童@XX活动情况的新指标#@XX患儿

g@4S! 表达与 /""/'+U呈正相关$与 J]Q* ĴMG0U

活性呈负相关$表明 g@4S! 表达与 @XX患儿氧化

损伤程度呈相关$氧化应激可能参与了 @XX患儿

g@4S! 表达水平的调控%
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(本文编辑&吉耕中)

'消息'

(中国当代儿科杂志)进入北京大学图书馆中文核心期刊

在新的一年开始之际$.中国当代儿科杂志/成功地进入了北京大学图书馆中文核心期刊% 核心

期刊的入选有着严格的标准$他的评价系统包括了杂志的被索量*被摘量*被引量*他引量*影响因

子*被摘率*获奖*被重要检索数据收录等指标% 核心期刊是评价学术研究成果的工具$核心期刊揭

示了学科文章质量和学术水准的分布规律$核心期刊比一般期刊拥有更多的读者$因而在核心期刊

发表的论文能产生更大的学术影响力$同时对期刊的进一步发展及学术地位的提高有着极大的促进

作用% 我刊能被核心期刊收录是多年来奉行严谨的科学态度*严格的审稿发稿制度的结果$也是我

刊一个极大的荣誉% 值此$对为本刊作出积极贡献的学术委员*编委*广大作者*读者表示衷心的感

谢并致以崇高的敬意0

中国当代儿科杂志编辑部
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