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&&!摘&要"&目的&初步探讨WMD1家族5.404,6)*同源蛋白 !(WM5_!)在急性淋巴细胞白血病(Maa)发病中

可能的作用及意义% 方法&运用逆转录;聚合酶链反应(CIT1'C)半定量法和蛋白质印迹(W.S-.4* \6,--)*F)分别

检测 >" 例Maa初治患儿*!# 例化疗完全缓解半年*> 例复发*!" 例非白血病患儿bAA'S中WM5_! /C8M和蛋白

的表达水平% 以不同浓度阿霉素处理+P4H3-细胞&

!

采用AII法测细胞增殖#

"

采用流式细胞仪检测细胞凋亡率#

#

采用CIT1'C和W.S-.4* \6,--)*F检测WM5_! 表达% 结果&Maa初治和复发患儿bAA'S均有WM5_! /C8M和

蛋白的表达$对照和缓解组bAA'S中/C8M和蛋白低表达或无表达$初治和复发组的WM5_! /C8M和蛋白的表

达表达水平显著高于化疗后缓解组和对照组(!L"7"!)% 阿霉素明显抑制+P4H3-细胞增殖$抑制作用呈剂量时间

依赖效应(!L"7"#)#阿霉素作用 $> (后$细胞凋亡随药物浓度增增高而增加$与对照组相比$差异有显著性(!L

"7"#)#细胞WM5_! /C8M和蛋白表达水平随阿霉素处理浓度的增高而降低$与对照组比较$差异有显著性(!L

"7"#)% 结论& WM5_! 在 Maa患儿 bAA'S中高表达#WM5_! 可能与儿童 Maa病程相关$它可能成为动态检测

儿童Maa病情的一个新指标% !中国当代儿科杂志#!""##$"$%%&P!" 'P!G"

!关&键&词"&急性淋巴细胞白血病#WM5_!#凋亡# 儿童

!中图分类号"&C?==7=!&&!文献标识码"&M&&!文章编号"&!""% ;%%="($""%)"# ;"<$" ;"#

Q[)*-,,0+5+7\(ZQ! 05.904:9++:6.3/-482)9+.8/0.4-3V-206 65:05/9-6)+)/+,0,

+7B3*V6/.-44,05:3.-:<8 6:*0628.05

(<9:$%&/$ 1+T-*2$ 0<34-'$%-$ Q<9:S&-$ $1<3>-*2'"-$ "+".*$ ,+(.*2'=-/*2?@)A.BCD)*C/E!)F-.CB-GH$

,-.*2I. 1/HA-C.J$0)*CB.J;/&C% +*-K)BH-CI$0%.*2H%. >!"""%$ 0%-*. (0./4'$$ 8D.-J& G./J-L%-=!%N%/CD.-J?G/D)

&&(<,/*6./& =<>-./01-&I,)*O.S-)F3-.U(.-(.4WMD1G5.404,6)* (,/,6,F,PS04,-.)* ! (WM5_!) 063RS34,6.)* -(.

03-(,F.*.S)S,Q:()62(,,2 3:P-.6R/0(,\63S-):6.PH./)3(Maa)7?-/9+:,&WM5_! /C8M3*2 04,-.)* .Y04.SS),* )*

\,*./344,U/,*,*P:6.34:.66S(bAA'S) U3S/.3SP4.2 \RCIT1'C3*2 W.S-.4* \6,--)*F4.S0.:-)O.6R)* > :()624.* U)-(

Maa4.630S.$ !# :()624.* U)-( Maa)* :,/06.-.4./)SS),* ('C) 3*2 >" :()624.* U)-( *.U6R2)3F*,S.2 Maa7I.* *,4/36

\,*./344,US3/06.SU.4.PS.2 3S:,*-4,6S7+P4H3-:.66SU.4.-4.3-.2 U)-( 2)QQ.4.*-:,*:.*-43-),*S,Q324)3/R:)* (McA)7

I(.:.6604,6)Q.43-),* U3S2.-.:-.2 U)-( AII7I(.30,0-,S)S43-.U3S/.3SP4.2 \RQ6,U:R-,/.-4R7WM5_! /C8M3*2

04,-.)* .Y04.SS),* ,Q+P4H3-:.66S-4.3-.2 U)-( McAU3S2.-.:-.2 \RCIT1'C3*2 W.S-.4* \6,--)*F4.S0.:-)O.6R7@-,34/,&

WM5_! U3S*,-.Y04.SS.2 ,4U.3H6R.Y04.SS.2 )* bAA'SQ4,/*,4/36:,*-4,6S3*2 03-).*-SU)-( Maa)* 'C7 )̂F(.4

WM5_! /C8M3*2 04,-.)* .Y04.SS),* U3SQ,P*2 )* bAA'SQ4,/03-).*-SU)-( *.U6R2)3F*,S.2 Maa3*2 03-).*-SU)-(

4.630S.MaaU(.* :,/034.2 U)-( -(.:,*-4,6S3*2 -(.03-).*-S)* 'C (!L"7"!)7McA S)F*)Q):3*-6R)*()\)-.2 -(.

04,6)Q.43-),* ,Q-(.+P4H3-:.66S3*2 -(.)*()\)-,4R.QQ.:-U3S2,S.T3*2 -)/.T2.0.*2.*-(!L"7"#)7MQ-.4McA-4.3-/.*-

Q,4$> (4S$ -(.0.4:.*-3F.,Q30,0-,S)S:.66S)*:4.3S.2 S)F*)Q):3*-6R3*2 WM5_! /C8M3*2 04,-.)* .Y04.SS),* ,Q+P4H3-

:.66S2.:4.3S.2 S)F*)Q):3*-6RU(.* :,/034.2 U)-( -(.P*-4.3-.2 :,*-4,6S(!L"7"#)7A+5.43,0+5,&I(.WM5_! .Y04.SS),*

)*:4.3S.2 )* :()624.* U)-( Maa7WM5_! /3R\.4.63-.2 -,-(.2.O.6,0/.*-,QMaa3*2 /3R\.S.O.4.2 3S3/34H.4Q,4-(.

.O36P3-),* ,Q-(.S.O.4)-R,QMaa)* :()624.*7 !A905B A+5/-2)C-:06/*$ !""#$ $" (%)&P!" 'P!G"

&&D-8 ;+*:,&&M:P-.6R/0(,\63S-):6.PH./)3# WM5_!# M0,0-,S)S# '()62

'"$<'
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&&白血病是我国儿童和青少年最常见的恶性疾

病$其中以急性淋巴细胞白血病最多见$占儿童白血

病 ?"K左右% 近年来流行病学研究显示白血病发

病率和死亡率呈上升趋势$其病因仍不清楚!!"

% 有

报道!$"发现 ="K E>"K的中国儿童 Maa病人发

生 < 号染色体杂合性缺失(6,S.,Q(.-.4,jRF,S)-R$

a9̂ )$表现染色体 <f异常$在儿童 Maa发病中起

到重要作用% W)SH,--TM624):( 综合征(WMD)是 J

连锁遗传病$主要特征为免疫缺陷和血小板减

少!="

% WMD1家族 5.404,6)* 同源蛋白 ! (WMD1G

5.404,6)* (,/,6,F,PS04,-.)* !$WM5_! )是 WMD1

家庭新成员$于 !@@% 年被克隆分离!>"

$位于

<f$! ;$$$其主要功能是参与肌动蛋白聚合$从而

参与细胞骨架重排% 细胞骨架不但在控制细胞变

性*细胞运动*细胞迁移等多种生命活动中发挥重

要作用!#"

$而且在细胞凋亡调控中发挥重要作用

和白血病的耐药有关系!<$?"

$WM5_! 是否与白血

病发病有关$尚未见报道% 化疗药物是细胞凋亡

的诱导剂$阿霉素是一种抗肿瘤药物$对多种肿瘤

均有作用% 我们采用 CIT1'C$W.S-.4* \6,--)*F等

技术方法初步探讨 WM5_! 在儿童 Maa中的作用

及意义%

$E材料和方法

$7$E材料与细胞

为 $""< 年 ! E!$ 月在湘雅医院儿科住院和门

诊确诊为Maa的 >" 例患者$男 $< 例$女 !> 例$年龄

最小为 # 个月$最大为 !> 岁$中位年龄为 ?7? 岁$诊

断标准依据BMb标准!%"

$再选取其中患儿化疗骨髓

完全缓解后半年 !# 例$复发(骨髓完全缓解后复

发$原始o幼稚细胞
!

="K)> 例% 另选取非白血病

且骨髓象正常的小儿骨髓 !" 例为对照$其中$男 <

例$女 > 例$年龄最小为 = 岁$最大 != 岁% 以上标本

检测WM5_!/C8M表达水平% 再取相同数量标本

检测WM5_! 蛋白表达水平%

$7!ECIT1'C检测WM5_$ /C8M的表达

用ICZj,6试剂盒(Z*O)-4,F.* 公司)按说明提取

总C8M% 用鸟类成髓细胞瘤病毒反转录酶(I3H343

公司产品)逆转录成 :c8M#用 $

&

a的逆转录产物

作为模板$依据文献及生物信息学知识$利用14)/.4

_Y04.SS=7" 设计软件$设计引物(引物购自上海生物

工程有限公司)$WM5_! 扩增片段为 $"#\0(上游&

#qTI'Ì `̀ 'IM'MI''MM'I''T=q#下游&#qT''ÌIT

I'M'̀ 'Ì'I'II'IT=q)$ M̀1ĉ 扩 增 片 段 为

=>=\0 (上游& #qTMMI'''MI'M''MI'II''T=q# 下

游&#qT'MI'M'̀ ''M'M̀ III''T=q)%

1'C反应条件&@>r变性 ># S$#>7#r退火

># S$?$r延伸 ! /)*$=! 个循环( M̀1ĉ 为 $= 个循

环)% 1'C产物经 !7#K琼脂糖凝胶电泳电泳*_b

染色*拍照*扫描后通过 b3*2 a.32.4软件分析灰

度质%

$HFE\-,/-*5<4+//05L分析

用 $ dDcD加样缓冲液裂解细胞$收集蛋白质$

采用考马斯亮兰法进行蛋白定量% 经 !"" FGaDcDT

1M̀ _电泳分离*转膜和 $" FGa白蛋白 >r封闭过

夜后$依次加入一抗!山羊抗 WM5_! 多克隆抗体

(bcb),S:).*:.S公司)#鼠抗 M̀1ĉ 单克隆抗体

(康成公司)*相应二抗(博士德公司)$室温孵育

$ ($cMb显色*拍照*扫描后采用 .̀6T1C9M*36Fj.4

软件进行蛋白半定量分析%

$7GE细胞培养及处理分组

人I系急性淋巴细胞白血病细胞株+P4H3-细胞

由中南大学湘雅医学院细胞中心提供% 实验分组&

!

未处理对照组&细胞株在含 !"K小牛血清的 C1T

AZ!<>"(Z*O)-4,F.*公司)培养基 =?r*#K '9

$

*饱

和湿度培养箱中培养$= E> 2 换液 ! 次%

"

阿霉素

处理组&不同浓度("7$#$"7#$!$$$>

&

/,6Ga)阿霉

素处理细胞%

$H%E?YY法检测细胞增殖

将对数生长期的 +P4H3-细胞按每孔 ! d!"

>细

胞接种于 @< 孔板$培养 $> (#吸弃培养液$加入含

有阿霉素的培养液$终浓度依次为 "7$#$"7#$!$$$

>

&

/,6Ga$对照组不加阿霉素$空白对照以 !<>" 液

替代细胞悬液#分别在加药培养 $>$>%$?$ ( 后$每

孔加入 # /FG/aAII溶液 $"

&

a继续培养 > ($吸

弃孔内培养上清液$每孔加入 !#"

&

acAD9$振荡

!" /)*$使紫色结晶体完全溶解#在酶标仪上于

>@" */波长处(参考波长为 <=" */)测定各孔的吸

光度值#各时间点实验均重复 = 次$每样本设 # 复

孔$结果取平均值% 计算细胞存活率 V加药组 M

值G对照组M值d!""K%

$7PE流式细胞仪细胞凋亡分析

由北京鼎国生物技术公司协助完成% 参考该

公司流式细胞检测说明收集细胞% 收集细胞于

!" /a离心管中$! """ 4G/)*常温下离心 # /)*$弃

上清$用预冷的磷酸盐缓冲液重悬细胞$同上离心

后弃上清% 用 %"K乙醇重悬并固定细胞$力求单

细胞化%

'!$<'
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$H&E阿霉素对细胞\(ZQ$ 2@R(及蛋白的影响

用CIT1'C和 W.S-.4* \6,--)*F法检测$方法同

前%

$7#E统计学分析

采用 D1DD!$7" 统计软件进行单因素方差分析$

组间比较采用 aDc法% 检验水准为
7

V"7"#$

!L"7"# 认为有统计学意义%

!E结果

!H$E(WW组及对照组O??A,中\(ZQ$ 2@R(

表达结果

WM5_! /C8M平均灰度值分别为& 对照

(=7<#" ]"7<!!)K*初治(??7<= ]!7$"%)K*缓解

(>7=<$ ]"7<@%)K*复发(?$7=# ]!7>"<)K% 在

Maa的bAA'S初治和复发中$WM5_! /C8M表达水

平显著增高$而对照组以及Maa完全缓解组bAA'S

中WM5_!低表达或不表达(!L"7"!)% 见图 !%

!"" #$

%"" #$

&'()*+

&,(-.

/ 0 % 1 ! 2 3 4

EE图 $EO??A,中\(ZQ$ 2@R(的@YMCA@产物电泳

结果( E

A&标准参照物#! E=&初治#>&复发##&缓解#< E?&对照%

!H!E(WW组及对照组O??A,中\(ZQ$ 蛋白表

达结果

WM5_! 蛋白平均灰度值分别为&对照($7># ]

"7$"<)K*初治(%!7$@ ]>7$=#)K*缓解(>7$= ]"7

$@=)K*复发(?@7!% ]>7"!#)K% 在 Maa的 bAT

A'S初治和复发中$WM5_! 蛋白表达水平显著增

高$在正常对照组以及 Maa完全缓解组 bAA'S中

WM5_! 表达低或检测不到(!L"7"!)% 与 /C8M

表达趋势相似% 见图 $%

!" #$

%& #$

'()*+

,(-$.

+ / % " 0 12

EE图 !EO??A,中 \(ZQ$ 蛋白的 \-,/-*5<4+//05L 产

物结果( E

A&标准参照物 ! E$&初治#=&缓解#>&复发## E<&正常

对照%

!HFE细胞增殖能力分析

采用AII检测细胞率% 结果显示$阿霉素作用

$> (后$各浓度阿霉素均能抑制 +P4e3-细胞增殖$<

个浓度之间随剂量增大其抑制增殖作用越显著(!L

"7"#)$具有浓度依赖性% 根据 AII实验结果$在

$> ( 培养最低浓度条件下$观察到阿霉素对+P4e3-细

胞增殖产生影响$所以$选择 $> ( 为以下实验的时间

点(图 =)%

!"#$
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!
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图 FE阿霉素处理 B3*D6/细胞后细胞生长率

!7GE阿霉素处理后细胞凋亡结果

用流式细胞仪检测阿霉素处理 $> ( 细胞的凋

亡百分率$结果表明&随着药物浓度增高$+P4e3-细

胞株的凋亡率有所增高$均高于对照组 (均 !L

"7"#)(图 >)%

!"

!#

$"

$%

&"

&%

"

%

!
"

#
$

%
!

'

"

&'
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& ) +

!,-./0

!

!

!

!

!

EE图 GE阿霉素处理 B3*D6/细胞后凋亡率$! ]"%E

3&!L

"7"#

!H% E @YMCA@检测阿霉素对 B3*V6/细胞中

\(ZQ$ 2@R(表达结果

阿霉素处理 $> ( 后随浓度增高WM5_! /C8M

表达逐渐降低$与对照组比较差异均有显著性(均

!L"7"#)% 见图 #3$\%

!HPE\-,/-*5<4+//05L 法检测阿霉素对 B3*V6/细

胞中\(ZQ$ 蛋白表达结果

阿霉素处理 $> (后随浓度增高WM5_! 蛋白表

达逐渐降低$与对照组比较均有显著性差异(均!L

"7"#)$图 <3$\%

'$$<'
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EE图 %E!G 9各组浓度 B3*D6/细胞 \(ZQ$ 2@R(的

@YMCA@结果E

A&标准参照物#!&正常对照#$ E<&分别为 "7$#$

"7#$!$$$>

&

/,6Ga

!" #$%

&' #$%

%()*$+

%,)-./

0 1 & " 2 34

0 1 & " 2 3

055
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'5

35

25

"5

&5

15

05

5

,
)
-
.
0

!
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EE图 PE\-,/-*5<4+//05L 法检测各组细胞 \(ZQ$ 蛋白

的表达E

A&标准参照物#!&正常对照#$ E<&分别为 "7$#$"7#$!$$$

>

&

/,6Ga

FE讨论

Maa是我国儿童和青少年常见的恶性血液病$

揭示Maa的发病机制$对于防治儿童Maa具有非常

重要的意义% 过去 !" 年国内外主要关注的是识别

白血病细胞中染色体染色体异常$分离染色体异常

累及的基因$阐明他们的致病的分子机制和与临床

的关系% 文献报道而通白血病的相关基因主要有&

CMD
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!!<" 基 因* I_aTMAa! 融 合 基

因!!?"
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!!""融合基因等% 虽然有众多的

研究$但是白血病发生发展的完整的分子机制远未

阐明% 寻找和发现新的白血病致病相关基因成为当

前的研究热点%

WM5_! 蛋白作为一新型肌动蛋白调节蛋白$属

于WMD1家族$广泛参与细胞信号传导*调控肌动

蛋白聚合以及细胞骨架重排!!%$!@"

% 小鼠多组织

8,4-(.4* \6,--)*F分析显示 WM5_! 在脑组织中强表

达$在睾丸中低表达$在卵巢*结肠*肾*胰腺*胸腺*

小肠*外周血中表达极低或不表达!>"

% 然而$到目前

为止$很少有文献报道病理情况下WM5_!的改变%

本实验结果显示 WM5_! 在对照组 bAA'S和

缓解组不表达$而儿童 Maa病人 bAA'S高表达

WM5_!$提示 WM5_! 可能参与了儿童 Maa的发

病$更为重要的是我们发现 WM5_! 与白血病病程

相关$活动期(包括初治和复发患儿)WM5_! 的表

达持续增高$完全缓解期 WM5_! 低表达% 因此$检

测WM5_! 水平可能成为动态监测儿童白血病活动

情况的一个新指标%

在临床标本中观察到$WM5_! 表达增高$可能

与白血病发病相关$进一步在细胞株中观察其对白

血病细胞的影响% 我们阿霉素处理 +P4H3-细胞后$

AII比色实验显示随着阿霉素浓度的增高和处理

时间延长$肿瘤细胞数目逐渐减少% 流式细胞仪检

测细胞凋亡率随浓度逐渐增加$CIT1'C和 W.S-.4*

\6,--)*F法结果表明随着药物浓度的升高$ 其

WM5_! 蛋白/C8M和蛋白的表达降低$说明阿霉

素诱导+P4H3-细胞凋亡$初步推测阿霉素可能通过

下调WM5_! 的表达而诱导细胞凋亡%

综上所述$WM5_! 在白血病细胞系和 Maa患

者bAA'S细胞中表达增高$深入阐明WM5_! 与白

血病致病分子的机制和与临床的关系$可能为改进

白血病的防治提供新的思路与实验线索%
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