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儿童急性淋巴细胞白血病 )."QVD

!

基因表达
及其与免疫分型的关系

宁芳!才绍江!张同娟!刘旭昕!张玉梅

"哈尔滨市儿童医院!黑龙江 哈尔滨%!Y##!##

%%!摘%要"%目的%探讨儿童急性淋巴细胞白血病'CNN( )."QVD

!

基因的表达水平及其与免疫分型的关系)

方法%应用半定量逆转录V聚合酶链反应'9BV0&9(的方法检测儿童CNN初治-缓解-难治-复发患儿及正常对照儿

童 )."QVD

!

基因的表达水平#观察 )."QVD

!

基因与免疫表型的关系) 结果%

#

初治患儿 )."QVD

!

表达水平明显高

于正常对照组':\#6#!(和完全缓解组':\#6#!($完全缓解组 )."QVD

!

表达水平与对照组差异无显著性

': #̂6#Y(#复发组 )."QVD

!

表达水平高于正常对照组':\#6#!(和完全缓解组':\#6#!(#与初治差异无显著性

': #̂6#Y($难治组均为高表达)

$

BVCNN的 )."QVD

!

阳性率高于@VCNN':\#6#Y(#且BVCNN的 )."QVD

!

表达水

平高于@VCNN':\#6#Y() 结论% )."QVD

!

的表达水平随儿童CNN的病情发展而变化#在初治-复发及难治 CNN

具有高表达#)."QVD

!

高表达者预后差#易复发$)."QVD

!

在BVCNN具有高表达#可能是BVCNN的缓解率低-预后差

的原因之一) !中国当代儿科杂志#>??@#AA$AA%&BBA EBBW"

!关%键%词"%)."QVD

!

$ 淋巴细胞白血病$ 免疫分型$ 儿童

!中图分类号"%9XQQ6X!%%!文献标识码"%C%%!文章编号"%!##[ b[[Q#'"##$(!! b#[[! b#R

TY2-%(()#*#K*3>DVQ

A

1%*%)*+,)"$,##$&+0/%"432,#6"&(/)+"%0M%3)& &*$/,%-%"&V

/)#*(,)26%/.%%**3>DVQ

A

%Y2-%(()#*&*$)330*#2,%*#/42%

.-.K;%&D# G(-6/%"IQ8%&D# 9)(.K!"&DIQ#%&# >-+M#IM8&# 9)(.KN#I'28?)%$R8& G/871$2&OE)"E@8A%7# )%$R8&

!Y##!## G/8&% '50%87% &8&DB%&DY!!PD0%87?C"0(

%%56(/-&+/% 768%+/)'%%B+=,>1?,'--U/3-==(+) +I)."QVD

!

A-)-() :'(513-) T(,' 2:>,-5?./'+S52=,(:5->O-.(2

'CNN( 2)1 ,'-3-52,(+)='(/ S-,T--) )."QVD

!

-U/3-==(+) 2)1 (..>)+/'-)+,?/-69%/,#$(%)."QVD

!

-U/3-==(+) T2=

.-2=>3-1 S?=-.(f>2),(,2,(8-9BV0&9() :'(513-) T(,' CNN')-T5?1(2A)+=-1# & hR#$ 3-.(==(+)# & hQ"$ 3-52/=-# & h

!<$ 3-I32:,+3?# & hQ(6BT-),?)+3.25:'(513-) =-38-1 2=,'-:+),3+5A3+>/6B'-3-52,(+)='(/ S-,T--) )."QVD

!

-U/3-==(+)

2)1 (..>)+/'-)+,?/-T2=-825>2,-16:%(0"/(%B'--U/3-==(+) +I)."QVD

!

() ,'-)-T5?1(2A)+=-1 CNNA3+>/ T2=

=(A)(I(:2),5?'(A'-3,'2) ,'2,() ,'-:+),3+5':\#6#!( 2)1 ,'-3-.(==(+) A3+>/=':\#6#!(6B'-3-T2=)+1(II-3-):-()

,'-)."QVD

!

-U/3-==(+) S-,T--) ,'-3-.(==(+) 2)1 ,'-:+),3+5A3+>/=6B'--U/3-==(+) +I)."QVD

!

() ,'-3-52/=-A3+>/ T2=

=(A)(I(:2),5?'(A'-3,'2) ,'2,() ,'-:+),3+5':\#6#!( 2)1 ,'-3-.(==(+) A3+>/=':\#6#!(# 2)1 =(.(523,+,'2,() ,'-

)-T5?1(2A)+=-1 CNNA3+>/6B'-,'3--:'(513-) T(,' 3-I32:,+3?CNN'21 '(A'-3)."QVD

!

-U/3-==(+)6@+,' ,'-/+=(,(8-32,-

2)1 -U/3-==(+) +I)."QVD

!

() :'(513-) T(,' BV5()-2A-CNNT-3-'(A'-3,'2) () :'(513-) T(,' @V5()-2A-CNN':\#6#Y(6

;#*+"0()#*(%B'--U/3-==(+) 5-8-5+I)."QVD

!

823(-=T(,' ,'-=,2A-=+ICNN67-T5?1(2A)+=-1# 3-52/=-1 2)1 3-I32:,+3?

CNN:'(513-) '28-'(A'-3)."QVD

!

-U/3-==(+)6D(A' )."QVD

!

-U/3-==(+) .2?S-2==+:(2,-1 T(,' 2/++3/3+A)+=(=2)1

3-52/=-6C'(A'-3-U/3-==(+) +I)."QVD

!

() :'(513-) T(,' BVCNN.2?S-:+),3(S>,-1 ,+25+T3-.(==(+) 32,-2)1 2/++3

/3+A)+=(=6 !;,)*< ;#*/%32=%$)&/-# >??@# AA 'AA(%BBA EBBW"

%%G%4 .#-$(%%)."QVD

!

$ N?./'+S52=,(:5->O-.(2$ H..>)+/'-)+,?/-$ &'(51

%%近年来国内外研究发现 )."QVD

!

基因能抑制

白血病细胞的分化#与白血病细胞的恶性增殖-白血

病耐药及复发密切相关!!#""

) 但这些研究都是针对

成人白血病进行的#目前国内外对该基因与儿童白

血病的关系进行的临床研究极少) 本研究采用半定

量逆转录V聚合酶链反应'9BV0&9(观察儿童急性淋

巴细胞白血病'CNN(初治-缓解-难治及复发患儿

)."QVD

!

基因的表达水平及其与儿童 CNN免疫分

型的相关性#以探讨其在儿童 CNN的发生-发展-分

型-化疗方案的选择及预后等方面的价值)

&![[&
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AI资料与方法

A6AI实验对象

所有病例为 "##< 年 !# 月至 "##[ 年 Y 月哈尔

滨市儿童医院血液科-哈尔滨医科大学附属第一医

院儿科住院的 CNN患儿#均符合 C̀@标准) 初治

CNNR# 例'初治组(#男 "R 例#女 !< 例#年龄 !< 个

月a!R 岁#中位年龄 < 岁$经治疗完全缓解 Q" 例

'完全缓解组(#男 !$ 例#女 !Q 例#年龄 " a!" 岁#中

位年龄 X6Y 岁$[ 例未缓解#经后续治疗难治 Q 例

'难治组(#均为男孩#分别为 !!-!Q-!R 岁$复发 !<

例'复发组(#男 !# 例#女 < 例#年龄 Y a!Y 岁) 正常

对照组 "# 例#为同期门诊体检健康儿童#其中男 !"

例#女 [ 例#年龄 ! a!R 岁#中位年龄 < 岁) 临床治

疗方案%采用4GN0'长春新碱-柔红霉素-左旋门冬

酰胺酶-泼尼松(方案) 临床缓解标准!Q"

%依据诸福

堂实用儿科学'第 X 版(的.CNN缓解标准/$化疗 <

周未达到完全缓解定为难治型)

A6>I标本的采集

'!(检测 )."QVD

!

基因的标本采集%初治患儿

和复发患儿于化疗前采集外周血$完全缓解患儿于

第 ! 次强化治疗'即早期强化治疗(前采集外周血$

正常对照组采集门诊体检健康儿童外周血#每份

" aR .N#肝素抗凝) '"(免疫分型的标本采集%初

治患儿化疗前采集骨髓或外周血 " aR .N#无菌肝

素抗凝#要求骨髓或外周血原始o幼稚细胞
!

[#])

A6DI主要试剂与仪器

B3(K+5试剂为H)8(,3+A-)公司产品$9BV0&9试剂

盒为03+.-A2公司的 03+.-A2C:-==9BV0&9J?=,-.

C!"Y#$0&9仪为 ;*0BV"## A321(-),ZB'-3.+0m"$

@3(,(=' F40XY## 凝胶成像系统为 F40公司产品$

@(+V921分析系统为美国@(+V921公司产品)

A6WI方法

!6R6!%单个核细胞";7&#的制备及细胞总97C的

提取%%取静脉血 " aR .N#肝素抗凝'!## FZ.N(#

加等量D2)Oc=液混匀#加于 R .N的 (̀:+55淋巴细胞

分离液'相对密度 !6##X(的液面上#以 " ### 3Z.()

离心 !Y .()#取界面层;7&#D2)Oc=液洗涤 " 次#采

用B3(K+5试剂一步法提取细胞总97C# b[#n保存)

紫外分光光度计测97C浓度)

!6R6"%逆转录及0&9扩增%%反应体系 Y#

!

N#内

含 C;4ZBI(Y p反应缓冲液 !#

!

N#17B0混合物

!

!

N#"Y ..+5ZN;AJE

R

R

!

N# C;4反转录酶 !

!

N#

BI(G7C聚合酶 !

!

N#97C样品 Y

!

N#上游引物及

下游引物'浓度 !# /.+5Z

!

N(各 Y

!

N#无核酸水加至

Y#

!

N) 在内对照反应体系中加入 jC0GD上-下游

引物'浓度 !# /.+5Z

!

N(各 Y

!

N#其他组份和反应

条件同 )."QVD

!

体系) 反应条件%将装有反应体系

的0&9管加入 0&9仪) R[n RY .() ! 个循环$

$Rn " .() ! 个循环$$Yn Q# =#YXn Q# =#X"n Q# =

Y# 个循环#X"n " .() ! 个循环$Rn储存)

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成) )."QVD

!

基因上游引物为 YcVCBjj&&CC&BjBV

jCj&jBC&&VQc#下游引物为 YcV&CBjBCBBB&C&V

&Cjj&&jj&VQc#扩增产物长度为 "#R S/

!R#Y"

# jC0V

GD上游引物为 YcVC&CB&j&B&CjC&C&&CBjjVQc

下游引物为 YcVjBCjBBjCjjB&CCBjCCjjjVQc#

扩增产物长度为 !Y# S/)

0&9产物分析%取 !#

!

N扩增产物在 !Y AZN琼

脂糖凝胶上进行电泳'X# 4#R# .()(#F40XY## 凝胶

成像系统进行扫描照像#以 @(+V921 分析系统计算

)."QVD

!

和jC0GD扩增产物的灰度相对比值来表

示 )."QVD

!

的表达水平)

!6R6Q%免疫分型%%所有初治 CNN患儿均进行了

免疫分型) 治疗前取肝素抗凝骨髓 Y .N#常规分离

单个核细胞#采用活细胞间接荧光标记#M/(:=mN型

流式细胞仪检测) 所用单抗包括 @系%&G!#-

&G!$-&G""$ B系% &G"- &GY- &GX$髓系% &G!!-

&G!Q-&GQQ-&G<R$干Z祖系%&GQR-&GQ[-&G!!X-

DNCVG9) 阳性标准%荧光细胞
!

"#]#&GQR !̂#])

!6R6R%统计学分析方法%%计量资料以均数 W标

准差'SWE(表示#其数值为正态分布#多个样本均数

多重比较采用 NJGVA检验及 G>))-,,VA检验$两样本

均数比较采用A检验$计数资料的比较采用
!

" 检验及

精确概率法) 数据处理采用 J0JJ !R6#统计软件)

>I结果

>OAI*3>DVQ

A

在不同病期儿童5ZZ中的表达

各组儿童 )."QVD

!

阳性表达例数及表达水平

见表 !) 初治组 )."QVD

!

表达水平明显高于正常对

照组'AhY6RX# :\#6#!(和完全缓解组'Ah<6QQ#

:\#6#!() 完全缓解组 )."QVD

!

表达水平与正常

对照组相比#差异无显著性 'Ah#6QQ# : #̂6#Y()

复发组 )."QVD

!

表达水平明显高于正常对照组

'Ah<6QY# :\#6#! ( 和完全缓解组 'AhX6#R#

:\#6#!($但与初治组相比差异无显著性'Ah!6<R#

: #̂6#Y() 难治组 Q 例#)."QVD

!

表达水平分别为

!6"X-!6#<-#6$[#均为高表达)

&"[[&
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表 AI各组儿童*3>DVQ

A

的表达
'SWE(

组别 例数
)."QVD

!

阳性例数
)."QVD

!

表达

正常对照组 "# Q #6!# W#6#<

初治组 R# "<

#6$" W#6"Q

2#S

完全缓解组 Q" Y #6!< W#6!!

复发组 !< !Y

!6#Y W#6Q"

2#S

%%2%与正常对照组比较#:\#6#!$ S%与完全缓解组比较#:\#6#!

"6!6"%)."QVD

!

表达水平与免疫分型的关系%%

对 R# 例初治 CNN进行了免疫分型#其中 @系 "Q

例#)."QVD

!

阳性 !! 例$B系 !Y 例#)."QVD

!

阳性

!Q 例$@系加 B系 ! 例#@系加髓系 ! 例#)."QVD

!

均阳性#表达水平分别为 !6!Y-!6#X)

BVCNN组 )."QVD

!

阳性率显著高于 @VCNN组

':\#6#Y()BVCNN组 )."QVD

!

表达水平也高于

@VCNN组'Ah"6<X#:\#6#Y() 见表 ")

%%表 >I*3>DVQ

A

在不同类型5ZZ中的表达

!例']($SWE"

组别 例数 )."QVD

!

阳性 )."QVD

!

表达

@VCNN "Q !!'R[( #6X< W#6!R

BVCNN !Y

!Q'[X(

2

!6#R W#6"!

2

%%2%与@VCNN组比较#:\#6#Y

DI讨论

)."Q 基因是 !$[[ 年由美国国立癌症研究所

J,--A等 !<"采用消减杂交技术从 X 株具有不同转移

潜力的鼠 LV!XQY 黑色素瘤细胞系 :G7C文库中分

离出来#定位于 !X 号染色体长臂'!Xf"!() 人类

)."Q 基因家族主要由 Q 个基因即 )."QVD

!

#)."QV

D

"

和 )."QVD

Q

组成) 其中 )."QVD

!

与肿瘤转移关

系更为密切) 研究表明 )."QVD

!

表达与某些肿瘤

的转移潜力成反比#被称为转移抑制基因#它的表达

减低与乳腺癌-肝癌-卵巢癌-胃癌和黑色素瘤的高

转移性和癌性恶化有关!X"

) )."QVD

!

抑制肿瘤转移

的机制有以下几方面%

#

)."QVD

!

基因编码产生的

蛋白质与二磷酸核苷激酶'7G0L( 氨基酸顺序具有

高度同源性#能把结合于蛋白质上的二磷酸核苷

'7G0(磷酸化成三磷酸核苷'7B0(#调节着细胞内

7B0池的大小和细胞分裂) )."QVD

!

的一个等位基

因失活可能导致7G0L的C-@两亚单位比例失衡#

使 7G0L发生改变#一方面可引起 7B0产生不足#

影响微管聚合#导致染色体畸变和非整倍体形成#

从而驱动肿瘤转移) 另一方面可以驱动细胞骨架

和微管聚合或 j蛋白介导的对细胞素信号反应的

变化#引起细胞运动的改变#促进浸润过程!["

)

$

)."QVD

!

蛋白的氨基酸序列中存在 " aQ 个亮氨

酸拉链结构#可促进蛋白%蛋白二聚体形成#这种二

聚体通过碱性氨基酸的延伸与 G7C结合#因而

)."QVD

!

蛋白也可能以转录激活因子起作用发挥调

节功能!$"

)

%

)."QVD

!

蛋白丝氨酸磷酸化可能直接

或间接抑制细胞信号传递而抑制转移) 近年来研究

发现#)."QVD

!

蛋白又是多种血液肿瘤的分化抑制

因子# )."QVD

!

基因能抑制白血病细胞的分化#与

白血病细胞的恶性增殖相关#故与白血病耐药-复发

及预后密切相关!!#""

) )."QVD

!

基因的低表达伴随

着细胞分化及成熟#而高表达则抑制了白血病细胞

的分化!R"

) 关于 )."Q 基因在造血恶性肿瘤方面的

研究#国内外开展不多#)."QVD

!

基因对白血病细胞

分化抑制的具体机制目前还不清楚)

本研究发现#初治患儿 )."QVD

!

表达水平明显

高于正常对照组和完全缓解患儿$完全缓解患儿

)."QVD

!

表达水平与对照组差异无显著性) 复发及

难治患儿 )."QVD

!

表达水平高于正常对照组和完

全缓解患儿#与初治患儿差异无显著性) 这说明在

CNN的病程中#初次治疗时 )."QVD

!

的表达水平较

高#完全缓解后其表达水平下降或不表达) 复发时

)."QVD

!

表达水平又上升#而难治患者 )."QVD

!

持

续高表达#所以监测 )."QVD

!

表达水平的变化可以

反映儿童CNN的病情变化#高表达者预后差-易复

发) 本研究进一步探讨了 )."QVD

!

表达水平与免

疫分型的关系#发现BVCNN组 )."QVD

!

阳性表达率

及表达水平均高于@VCNN组#这和临床上 BVCNN比

@VCNN疗效差-缓解率低-易复发相一致) 总之#

)."QVD

!

高表达可能是儿童 CNN的一个不利因素#

可以作为监测病情-判定疗效-预测复发-评估预后

的一个临床指标)

!参%考%文%献"

!!"%李海燕#刘洁生#王一飞6)."QD
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床边碘水灌肠 m线照片诊断先天性肠旋转不良 ! 例

郑丽玲!黄仲玲!杨鸿!许丽萍

"福建医科大学附属漳州市医院儿科!福建 漳州%Q<Q####

%%%%!中图分类号"%9X"<6"%%!文献标识码"%M%%!文章编号"%!##[ b[[Q#'"##$(!! b#[[R b#!

%%患儿#男#" '#因生后呻吟-发绀 " ' 入院) 患儿系

第 " 胎第 ! 产#足月#因.宫内窘迫/行剖宫产出生) 出

生时羊水清#出生体重 Q R## A#C/A23评分 !-Y-!# .()

分别为 $ 分-!# 分-!# 分#生后无痰鸣-气促#反应差#哭

声稍弱) 生后半小时出现面色苍白#呻吟-口周发绀) 入

院查体%体重 Q R## A#心率 !<Y 次Z.()#呼吸 X[ 次Z.()#

J2E

"

Y#]#反应差#呻吟#口周及四肢发绀#呼吸急促#三

凹征阳性#双肺呼吸音粗#可闻及较多水泡音#右下腹可

触及一 Y :.p< :.大小肿物#质地稍硬#可活动#表面光

滑#肝脾肋下未触及) 入院诊断为.急性呼吸窘迫综合

征-新生儿肺炎-腹部肿物待查/#予气管插管-呼吸机辅

助呼吸及抗感染等治疗) 患儿于生后第 " 天排胎粪 Q

次后未再出现排大便#且逐渐出现腹胀-胃管内引流出

草绿色胃内容物#量约 "# .NZ日#腹胀逐步加剧#肠鸣音

明显减弱#腹肌稍紧张#肿物未见改变#考虑可能合并外

科疾患#于生后第 R 天行床边腹部立位平片#未见典型

的双泡征及肠梗阻的表现) 由于患儿呼吸情况不稳定#

不宜外出检查#故选择床边碘水灌肠m线检查) 摄片前

于肛门口注入 X<]泛影葡胺 "# .N#加注射用水稀释成

R# .N#缓慢注入 Y .()后#置患儿于抢救台上 Q# 度倾斜

位#行m线检查#显示回盲部位于右上腹) 请外科会诊#

考虑先天性肠旋转不良#即行剖腹探查术#术中见腹腔

黄褐色腹水约 !## .N#回盲部位于右上腹#N2112带压

迫十二指肠降段致十二指肠肠腔狭窄#距离回盲瓣 Y :.

处回肠末段系膜上见一 R :.pR :.大小囊性肿物#包膜

完整#末段回肠与回盲部顺时针 Q<#q扭转#末段回肠坏

死#长约 !# :.#无穿孔) 术后诊断%!-肠旋转不良并十

二指肠降段梗阻$"-回肠末段扭转坏死$Q-腹腔囊性肿

物%肠重复畸形) 经治疗后痊愈出院)

讨论%先天性肠旋转不良是胚胎时期肠发育异常#

肠管以肠系膜为轴的正常回转运动障碍#使肠管位置变

异$肠系膜附着不全和异常腹膜系带导致十二指肠-空

肠受压和肠扭转等的病变#是小儿尤其是新生儿急性肠

梗阻的主要原因之一!!"

) 多数在新生儿期即出现症状#

表现为呕吐#吐出物内都含有胆汁) 若十二指肠梗阻较

轻#则立位腹部平片很少出现典型的双泡征# 腹部平片

缺乏本病的定性诊断依据#价值有限) 大多数文献报告

胃肠钡餐造影检查是确诊先天性肠旋转不良的首选方

法!""

) 但因小儿结肠冗长#走行弯曲#检查时应透视观

察钡剂头部走向#增加放射线对患儿的损伤!Q"

) 同时对

于危重的患儿#造影剂检查容易出现吸入性肺炎#有窒

息死亡的可能) 对于病情危重的患儿不宜到放射科检

查#较难早期获得诊断) 通过此例的诊断#对于基层医

院无胃肠造影机-&B-;9H等检查措施#同时病情较危重

的患儿#选择用 X<]泛影葡胺床边 m线片检查既经济-

方便-简单-快速#又减少患儿放射线的吸入#无疑是一

种较好较简单的检查方法) 但对于回盲部位置正常的

患儿#通过此检查有一定缺陷#这时需要注意观察临床表

现及体征及是否有外科手术指征等进一步明确诊断)
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