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%%!摘%要"%目的%探讨QD80反应元件结合蛋白(&C\X)和XQ5V" 在小儿急性白血病骨髓细胞中的表达及临

床意义% 方法%9" 例急性白血病患儿和 #$ 例非恶性血液病患儿(对照组)纳入研究% 采用 CFV0&C和 g-I,-3)

J5+,检测&C\X和XQ5V" 在骨髓单个核细胞内的表达% 结果%&C\X和XQ5V" 在急性白血病患儿骨髓中的表达明显

高于对照组(Ee$6$!)#&C\X和XQ5V" 在急性淋巴细胞白血病(DLL)和急性髓细胞白血病(D8L)患儿骨髓中表达

差异无统计学意义#髓外浸润组患儿骨髓&C\X和XQ5V" 的表达明显高于非髓外浸润组患儿(Ee$6$B)#完全缓解

组&C\X和XQ5V" 的表达显著低于非完全缓解组(Ee$6$!)#急性白血病组患儿骨髓&C\X和XQ5V" .C7D的表达

与外周血白细胞计数呈正相关$相关系数分别为 $6=" 和 $6@! (Ee$6$B)#&C\X和 XQ5V" .C7D和蛋白表达分别

呈正相关$相关系数分别为 $6@B 和 $6=;(Ee$6$B)% 结论% &C\X和XQ5V" 表达可能与小儿白血病发病机制和临

床预后存在相关性$但可能与小儿急性白血病类型无相关性% !中国当代儿科杂志#!"#"##!$$%&#JJ &#N""

!关%键%词"%QD80反应元件结合蛋白#XQ5V"#急性白血病#儿童

!中图分类号"%C@##6@!%%!文献标识码"%D%%!文章编号"%!$$; :;;#$("$!$)$# :$!@@ :$<

Q\*,.22)+/+9DCQUZU:0P! )/=+/.41,,+<4+/+/5:0.1,:.002+9:7)06,./<)-71:5-.

0.58.4)1

G5$;6&/*$ (#2&'R)/*$ G#$G&'J)*+893@/=AB3*A-KE3<)/A=)D?$ 43D-*< 7)/*+C/ .-?@)A/:$ ;3*A=/:4-&A6 "*)L3=?)AC$

;6/*+?6/ <!$$!!$ ;6)*/ (5B/):* ND@<$#!@EA-B8D-B)

%%?=2-,1:-* @=A.:-);.%F+I,H1N,'--S/3-II(+) 2)1 3+5-+PQNQ5(QVD803-I/+)I-J()1()M/3+,-() (&C\X) 2)1 XQ5V"

() Q'(513-) K(,' 2QH,-5-HT-.(26B.-7+62%7()-,NV,K+Q'(513-) K(,' 2QH,-5-HT-.(2(5-HT-.(2M3+H/) 2)1 #$ Q'(513-)

K(,' )+)V'-.2,+5+M(Q.25(M)2)Q(-I(Q+),3+5M3+H/) K-3--)3+55-16F'-.C7D2)1 /3+,-() -S/3-II(+) +P&C\X2)1 XQ5V"

() J+)-.233+K.+)+)HQ5-23Q-55IK-3-.-2IH3-1 JN3-O-3I-,32)IQ3(/,2I-/+5N.-32I-Q'2() 3-2Q,(+) (CFV0&C) 2)1

g-I,-3) J5+,6C.250-2%F'-.C7D2)1 /3+,-() -S/3-II(+) +P&C\X2)1 XQ5V" () ,'-5-HT-.(2M3+H/ K2II(M)(P(Q2),5N

'(M'-3,'2) ,'2,() ,'-Q+),3+5M3+H/ (Ee$6$!)6F'-3-K-3-)+I(M)(P(Q2),1(PP-3-)Q-I() ,'--S/3-II(+) +P&C\X2)1 XQ5V

" J-,K--) 2QH,-5N./'+J52I,(Q5-HT-.(22)1 2QH,-.N-5+(1 5-HT-.(2IHJM3+H/I6D,,'-()(,(251(2M)+I(I$ ,'-.C7D2)1

/3+,-() -S/3-II(+) +P&C\X2)1 XQ5V" () Q'(513-) K(,' -S,32.-1H5523N()P(5,32,(+) K2I'(M'-3,'2) ,'2,() Q'(513-) K(,'+H,

(Ee$6$B)6Y) ,'-5-HT-.(2M3+H/$ ,'-.C7D2)1 /3+,-() -S/3-II(+) +P&C\X2)1 XQ5V" () ,'-Q+./5-,-3-.(II(+)

IHJM3+H/ K2II(M)(P(Q2),5N5+K-3,'2) ,'2,() ,'-)+)VQ+./5-,-3-.(II(+) IHJM3+H/ (Ee$6$!)6_(M' .C7D-S/3-II(+) +P

&C\X2)1 XQ5V" () ,'-5-HT-.(2M3+H/ K2I/+I(,(O-5NQ+33-52,-1 K(,' /-3(/'-325J5++1 5-HQ+QN,-Q+H),I(=Z$6="$ $6@!

3-I/-Q,(O-5N$ Ee$6$B)6F'-3-K2I2/+I(,(O-Q+33-52,(+) J-,K--) .C7D2)1 /3+,-() -S/3-II(+) +P&C\X2)1 XQ5V"

(=Z$6@B$ $6=; 3-I/-Q,(O-5N# Ee$6$B)6D+/:052)+/2%F'--S/3-II(+) +P&C\X2)1 XQ5V" .2NJ-Q+33-52,-1 K(,' ,'-

/2,'+M-)-I(I2)1 Q5()(Q25/3+M)+I(I+PQ'(51'++1 5-HT-.(2$ '+K-O-3$ ,'-(3-S/3-II(+) .2N)+,J-2II+Q(2,-1 K(,' ,'-

Q52II(P(Q2,(+) +P2QH,-5-HT-.(26 !D7)/E D+/-.4*F.6)1-,$ !"#"$ #! ($)*#JJ &#N""

%%G.> <+,62*%&NQ5(QVD803-I/+)I-J()1()M/3+,-()# XQ5V"# DQH,-5-HT-.(2# &'(51

%%急性白血病(2QH,-5-HT-.(2$ DL)是儿童最常

见恶性肿瘤之一$严重威胁儿童的生命$到目前为

止$其发病机制仍不明确% 有研究表明$QD80反应

元件结合蛋白(QNQ5(QVD803-I/+)I-J()1()M/3+,-()$

&C\X)是一种促进细胞存活和增殖$抑制细胞凋亡

的核转录调节因子$在正常造血的维持和白血病发

生中有重要作用#XQ5V" 是一种凋亡抑制基因$与恶

性肿瘤的发生密切相关% 关于 &C\X和 XQ5V" 在儿

&@@!&
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童DL发病机制及临床预后中的作用及二者的相关

性研究甚少$本研究以 DL患儿为对象$探讨 &C\X

和XQ5V" 在小儿DL发病机制及临床预后中的作用$

为儿童DL治疗提供分子生物学证据%

#H资料与方法

#6#H研究对象及分组

随机选择 "$$= 年 ! 月至 "$$; 年 = 月住院的

DL患儿 9" 例$男性 B$ 例$女性 <" 例$年龄!6" W!<

岁$中位年龄 =6B 岁$所有患儿经骨髓细胞形态学'

免疫组化确诊% 根据急性白血病分型标准$急性淋

巴细胞白血病(DLL)B9 例(X细胞性 DLL!9 例$F

细胞性DLL<$ 例)#急性髓细胞白血病(D8L)## 例

(8! = 例$8" !; 例$ 8< B 例$8B # 例$8@ ! 例)%

对照组患儿 #$ 例为非恶性血液病者$年龄 !6B W!"

岁$男性 !9 例$女性 !! 例$其中感染性疾病 !" 例

(败血症 ; 例$传染性单核细胞增多症 < 例)$缺铁

性贫血 !! 例和血小板减少性紫癜 @ 例$#$ 例患儿

均有骨髓穿刺的指征%

将初诊的 9" 例 DL患儿分为 DLL组和 D8L

组$并进一步分为髓外浸润(DLL<B 例$D8L"= 例)

和非髓外浸润(DLL!< 例$D8L@ 例)两亚组% 出现

下例体征之一即为髓外浸润*除外肝病及髓外造血

后$肝或脾明显肿大$化疗后缩小或正常#一组多个

淋巴结或两组以上淋巴结明显肿大$化疗后缩小或

正常#脑脊液发现白血病细胞或双侧睾丸无痛性肿

大$睾丸活组织检查白血病细胞浸润#牙龈明显增生

肿胀$化疗后消失#皮肤浸润斑块或结节$化疗后消

失!!"

%

#6!H治疗方案

DLL采用 4>L0(长春新碱 k柔红霉素 k泼尼

松 k左旋门冬酰胺酶)诱导缓解方案# D8L采用

>D\(柔红霉素 k阿糖胞苷 k40!=) 诱导缓解方

案% 化疗后复查骨髓缓解情况$按国内现行标

准!""

$完全缓解 B" 例(其中 DLL组 #= 例$D8L组

!= 例)$未缓解 #B 例(其中DLL组 "$ 例$D8L组 !B

例)$失访 B 例%

#X$HCVPFDC

所有DL患儿在初诊时采外周血进行白细胞计

数'血红蛋白定量及血小板计数% 患儿初诊未治疗

时抽取骨髓 # .L$肝素抗凝$R(Q+55液(天津浩阳生

物制品有限公司)分离单个核细胞$用 CD7提取试

剂盒(美国 8XY公司)提取 C7D$操作按说明书进

行#CFV0&C试剂盒购自美国 8XY公司#引物序列

(上海生物工程技术服务有限公司)*&C\X*正向引

物 B V̂]D&FFF&F&&]]DD&F&DV# $̂反向引物 B V̂&]V

]FD&&DFF]&FD]&&D]V# $̂扩增片段 #!" J/#XQ5V

"*正向引物 B V̂&]&FFF]&&D&]]F]]F]]D]V# $̂反

向引物 B V̂]FD&DF&D&F]D&DDF]&V# $̂扩增片段

<!B J/#

%

V2Q,()$正向引物 B V̂FFD>&F]F]&F&]&]&V

FD&F&F&F&F&V# $̂ 反 向 引 物 B V̂]F&]]DFF]DFV

]DDD&&&D]D&D&DV# $̂扩增片段 !=; J/% 0&C反

应条件*9<b B .()$9<b ! .()$退火(&C\XBBb'

XQ5V" =$b'

%

V2Q,() B$b)! .()$@"b " .()$@"b B

.()$<$ 个循环% 扩增产物各 !$

!

L$在 "$ M[L琼脂

糖凝胶上进行电泳$a40紫外凝胶分析系统摄像$

凝胶成像分析系统(X(+VCD>公司)测定对应的目

的基因和内参
%

V2Q,() 0&C产物条带的吸光度和面

积之积$并分别计算 &C\X和 XQ5V" 与
%

V2Q,() 的比

值$反映相应目的基因.C7D的含量%

#X'H[.2-.,/=0+-

骨髓标本中分离出单个核细胞$细胞裂解液提

取蛋白$离心收集上清蛋白样本$考马斯亮蓝法测定

蛋白质含量$取等量蛋白行 !$c的 ?>?V0D]\$电泳

后转移至硝酸纤维素膜$$6!c丽春红染液染色$

FX?F洗涤 # 次$Bc脱脂奶粉封闭过夜$分别加入兔

抗人&C\X和XQ5V" 抗体(美国 ?2),2V&3Hd-公司)$

#@b # '$辣根酶标记山羊抗兔 5M](北京中杉金桥

生物制品有限公司)室温 " '$洗膜$>DX(北京中杉

金桥生物制品有限公司)显色$图像分析软件(X(+V

CD>公司)处理%

#6MH统计学处理

数据以均数 f标准差(Ff?)表示$采用 ?0??

!!6$ 统计软件处理$组间比较采用方差分析$

Ee$6$B为差异有统计学意义%

!H结果

!X# H各组骨髓单个核细胞 DCQU和 U:0P! 的

4CY?和蛋白表达比较

DLL组及 D8L组 &C\X和 XQ5V" 的 .C7D和

蛋白表达水平均高于对照组$差异有统计学意义

(Ee$6$!)#但DLL组及 D8L组之间 &C\X.C7D

和 XQ5V" .C7D及蛋白表达量差异无统计学意义

(Eo$6$B)(图 !)%

!X!H细胞浸润对骨髓单个核细胞 DCQU和 U:0P!

的4CY?和蛋白表达的影响

无论是在 DLL或 D8L患儿中$&C\X和 XQ5V"

的.C7D和蛋白表达水平在髓外浸润亚组均显著

&;@!&
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高于 非 髓 外 浸 润 亚 组$ 差 异 有 统 计 学 意 义

(Ee$6$B)(图 ")%
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%%图 #H各组DCQU和U:0P! 表达比较H

2*与对照组比较$

Ee$6$!%

!
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%%图 !H髓外浸润与非浸润组 DCQU和 U:0P! 表达比较

H

2*与 DLLV非浸润组比较$ Ee$6$B# J*与 D8LV非浸润组比较$

Ee$6$B%

!X$H完全缓解组和未缓解组骨髓单个核细胞

DCQU和U:0P! 的4CY?和蛋白表达比较

DL患儿中完全缓解组&C\X和XQ5V" 的.C7D

和蛋白质表达均显著低于未缓解组$差异有统计学

意义(Ee$6$!)(图 #)%

!
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%%图 $H完全缓解和未缓解组 DCQU和 U:0P! 表达比较

H

2* 与DLLV完全缓解组比较$ Ee$6$!#J*与 D8LV完全缓解组比

较$ Ee$6$!%

!X'H相关分析 I*.1,41/秩相关分析

&C\X和 XQ5V" .C7D与外周血白细胞计数呈

正相关$相关系数分别为 $6=" 和 $6@!(Ee$6$B)#

而与血红蛋白含量和血小板计数无相关性#&C\X和

XQ5V"的.C7D和蛋白表达均呈正相关关系$相关系

数分别为 $6@B和 $6=;(Ee$6$B)%

$H讨论

&C\X是 QD80应答元件结合蛋白的简称$是

一种重要的核转录调节因子$对细胞存活'分化'再

生起重要作用% 许多研究发现$&C\X可通过调节

相关基因表达$抑制细胞凋亡$与白血病发病机制密

切相关$其高表达对白血病临床预后有着重要影

响!#VB"

% XQ5V" 蛋白是 XQ5V" 原癌基因的编码产物$

是细胞存活促进因子$通过调节线粒体中的蛋白质

尤其是细胞色素 &的释放抑制细胞凋亡$与肿瘤发

生关系密切!=V@"

% 现代医学认为$白血病发病机制存

在增殖失控'分化障碍及凋亡抑制等生物学特点$造

血细胞恶性增殖$凋亡受抑是白血病发病的主要病

理学机制$并决定着白血病患者的临床预后!;V!$"

$凋

亡相关基因的表达与白血病基础及临床的研究一直

是临床的研究热点% 本研究发现急性白血病患儿无

论DLL还是 D8L$骨髓单个核细胞 &C\X和 XQ5V"

在基因转录和翻译水平的表达均明显高于非恶性血

液系统疾病患儿$且二者在 DLL和 D8L中差异无

统计学意义% &32)IV423M2I等!!!"采用 g-I,-3) J5+,

和免疫组化研究发现$&C\X在DLL和D8L表达显

著高于 DL缓解期患者或非白血病患者$但未见

&C\X表达在白血病类型中的差异性$也许与样本

量少有关#0(M2dd(等!!""研究发现儿童白血病无论

DLL或D8L$与对照组相比均有 &C\X过度表达$

并认为QD80[&C\X[Y&\C信号通路在白血病基因

表达和儿童 DL发病学中起重要作用% 8++) 等!!#"

最近的研究发现$白血病患者 XQ5V" 表达显著增加$

且与不良临床预后呈相关性% 一些研究表明$在促

进细胞增殖与存活$抑制凋亡机制中$XQ5V" 可能是

&C\X的下游信号% h'2)M等!!<"研究发现$X细胞

内&C\X的 ?-3!## 磷酸化激活$可使 XQ5V" 表达量

显著增加#由丙氨酸取代&C\X的 ?-3!##$则X细胞

表达XQ5V" 显著降低$增殖障碍$容易凋亡% 本研究

也发现$&C\X和XQ5V" 的.C7D和蛋白表达均呈正

相关% *++等!!B"也发现$磷酸化激活的 &C\X能诱

导XQ5V" 家族成员 8Q5V! 和 QVP+I基因表达$从而促

进增殖抑制凋亡% 体外实验发现$YM_增强子作用

&9@!&
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下$&C\X能识别XQ5V" 基因启动子上的 &C\位点$

增强该启动子的活性$上调 XQ5V" 表达!!="

% 本研究

结合既往的相关研究提示$造血系统&C\X和XQ5V"

高表达$可能与造血细胞恶性增殖$凋亡受抑$白血

病的发病机制有关$&C\X高表达可能通过上调

XQ5V" 在白血病发病中发挥重要作用#&C\X和XQ5V"

过度表达可能是 DLL和 D8L的共同机制$但与 DL

类型特异性无关$其具体原因有待进一步扩充样本

量进行研究%

本研究进一步发现$&C\X和XQ5V" 表达与外周

血白细胞计数呈正相关$并且在髓外浸润中表达明

显高于非髓外浸润$提示 &C\X和 XQ5V" 高表达可

能与白血病细胞浸润有关% 有研究发现$&C\X能

促进多种肿瘤细胞(包括白血病细胞)成活'生长和

转移$减少&C\X表达量可抑制白血病细胞生长$延

缓病程$改善预后!!@"

% XQ5V" 高表达与白血病患者

骨髓中幼稚细胞比例及RDX分型无关$而与初诊时

外周血gX&计数$髓外浸润密切相关$并直接影响

对化疗的反应!!;"

% &C\X和 XQ5V" 过度表达与白血

病细胞浸润的相关机制$国内外研究甚少$需进一步

基础及临床研究予以探索%

在本研究中$DL(DLL或 D8L)治疗后未缓解

组骨髓单个核细胞 &C\X和 XQ5V" 表达比完全缓解

组显著增加$使 DL细胞有可能长期存活并蓄积增

加$影响临床疗效% 0()+等!!9"研究发现$&C\X高

表达与细胞增殖和存活正相关$抑制&C\X表达$可

阻遏肿瘤细胞恶性增殖$增强化疗药物敏感性% 有

研究发现$XQ5V" 高表达能阻遏化疗药物诱导肿瘤细

胞凋亡$与化疗药物疗效存在相关性!"$"

% 根据研究

结果$检测初诊DL患儿骨髓细胞&C\X和XQ5V" 的

表达水平对临床预后的判断可能有一定参考价值%
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