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论著·临床研究

锌指蛋白 ＺＦＸ在儿童 Ｂ系急性淋巴细胞性
白血病中的表达及意义

王卓　梁欢欢　李本尚　黄小航　张婧　王翔　丁丽霞　江华

（上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心血液肿瘤科，上海　２００１２７）

　　［摘　要］　目的　研究儿童Ｂ系急性淋巴细胞性白血病（ＢＡＬＬ）患者骨髓单个核细胞中Ｘ染色体耦联锌指
蛋白（ＺＦＸ）的表达及其与白血病预后的关系。方法　通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测白血病细胞株（ＲＥＨ、ＨＬ６０、ＮＢ４、
Ｋ５６２）中ＺＦＸ蛋白的表达；利用 ＰＣＲ方法扩增获得全长 ＺＦＸ，并测序验证；通过实时定量 ＰＣＲ检测 ８２例初发
ＢＡＬＬ儿童骨髓样本，２４例ＢＡＬＬ缓解期样本，以及６４例骨折或先天性心脏病手术患儿样本（对照组）ＺＦＸ的表
达；并根据治疗３年内有无骨髓或中枢神经系统复发分为预后好组和预后差组，比较两组患儿初发时骨髓中 ＺＦＸ
ｍＲＮＡ的表达水平。结果　ＺＦＸ蛋白在白血病细胞株ＲＥＨ、ＨＬ６０、ＮＢ４和Ｋ５６２中均有表达。初发 ＡＬＬ组骨髓中
ＺＦＸｍＲＮＡ表达高于对照组（Ｐ＜０．０１）；ＡＬＬ缓解组ＺＦＸｍＲＮＡ表达明显低于ＡＬＬ初发组（Ｐ＜０．０１）；预后差的ＡＬＬ
患儿初发骨髓中ＺＦＸｍＲＮＡ的表达高于预后好的患儿（Ｐ＜０．０５）。结论　ＺＦＸ在儿童ＢＡＬＬ中高表达，且预后差组
表达相对较高，提示它可能在ＢＡＬＬ预后判断中有重要意义。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（７）：５０９－５１３］
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ｐａｔｉｅｎｔｓ）．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｏｒｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍｒｅｌａｐｓｅｄｕｒｉｎｇａｆｏｌｌｏｗｕｐｏｆ３ｙｅａｒｓ，ｔｈｅ
ｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｈａｖｉｎｇａｇｏｏｄｏｒｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．ＴｈｅｉｒＺＦＸｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎＢＭＭＣｓａｔｄｉａｇｎｏｓｉｓｗｅｒｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＺＦＸｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｈｕｍａｎｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｌｉｎｅｓＲＥＨ，ＨＬ６０，ＮＢ４ａｎｄＫ５６２．ＺＦＸｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｎｅｗｌｙｄｉａｇｎｏｓｅｄＡＬＬｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＺＦＸｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＡＬＬＣＲｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｅｗｌｙｄｉａｇｎｏｓｅｄＡＬＬｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．
ＣｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈａｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒＺＦＸｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓａｔｄｉａｇｎｏｓｉｓｔｈａｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈａｇｏｏｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓ（Ｐ
＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＺＦＸｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈＢＡＬＬａｎｄｉｔｓｌｅｖｅｌｓａｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈａｐｏｏｒ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓｔｈａｎｔｈｏｓｅｗｉｔｈａｇｏｏｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔＺＦＸｉｓｉｍｐｏｒｔａｎｔｉｎｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＢＡＬＬ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（７）：５０９－５１３］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ＺｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎＸｌｉｎｋｅｄ；Ｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ；Ｃｈｉｌｄ

　　急性淋巴细胞性白血病（ＡＬＬ）是儿童时期最常
见的血液系统肿瘤。随着近年来各种治疗手段和检

测技术的应用，其疗效显著提高，但仍有部分患者疗

效差。因此，选择合适的判断预后指标并根据其调

整治疗方案和手段，以期达到提高患者无病生存率，

是目前国内外研究的热点之一［１］。

·９０５·
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ＺＦＸ蛋白是锌指蛋白超家族中的一员。ＺＦＸ基
因定位于哺乳动物的Ｘ染色体上，其表达具有高度保
守性，其结构包含一个酸性转录激活区、一个核定位

序列及一个含有１３个 Ｃ２Ｈ２的锌指结构 ＤＮＡ结合
位点 ［２］。２００７年有报道首次显示 ＺＦＸ具有调控胚
胎干细胞和造血干细胞自我更新作用［３］，此后国际上

对其功能进行了许多研究。目前研究发现ＺＦＸ基因
在多种类型的干细胞和肿瘤细胞中均有高表达，并与

肿瘤恶性程度密切相关［４８］。其在白血病中的研究尚

无报道。因此，本研究拟通过检测ＺＦＸ在儿童 Ｂ系
ＡＬＬ中的表达，探讨其与ＡＬＬ预后的相关性。

１　材料与方法

１．１　研究对象
研究对象为２００５年５月至２００６年１２月在上

海儿童医学中心确诊为 ＢＡＬＬ的初治患者８２例。
随访截止日期为２０１２年５月。根据研究目的将患
儿分为：（１）初治组：男 ４８例，女 ３４例，中位年龄
７岁（７个月至１３岁）；（２）缓解组：８２例患儿均在诱
导治疗后达到完全缓解，从中随机选择２４例，其中男
１３例，女１１例，中位年龄６．２岁（８个月至１２岁）；
（３）预后差组：８２例患儿中治疗３年内出现骨髓或
中枢神经系统复发的患儿初治时骨髓，共２０例，其
中男１３例，女７例，中位年龄４．４岁；（４）预后好组：
自８２例患儿中随机选择２０例在治疗３年内无骨髓
或髓外复发等事件发生的患儿初治时骨髓，其中男

１０例，女１０例，中位年龄４．３岁。对照组６４例，取
自我院骨折或先天性心脏病手术患儿，男３４例，女
３０例，中位年龄为５．２岁（６个月至１４岁）。所有
标本收取均在家长知情同意后进行。

１．２　主要试剂及仪器
Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、人淋巴细胞分离液（中

国灏洋生物公司）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓ
ｔｅｒ（ＴａＫａＲａ）、ＺＦＸ抗体（Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ）；ＲＴＰＣＲ
仪器（ＡＢＩＰＲＩＳＭ７９００）。
１．３　实验方法
１．３．１　骨髓单个核细胞分离　　取骨髓２ｍＬ或静
脉血５ｍＬ抗凝管保存，用生理盐水１∶１．５稀释，然
后按淋巴细胞分离液说明书操作进行单个核细胞的

分离（１５００ｒｐｍ３０ｍｉｎ）。
１．３．２　ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ链合成　　按照 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂盒要求进行总ＲＮＡ的抽提，紫外分光光度仪测
定抽提质量并定量。按逆转录试剂盒操作步骤逆转

录合成ｃＤＮＡ，储存于－２０℃冰箱备用。

１．３．３　引物设计及合成　　引物如下：ＺＦＸＦ：５′
ＧＴＧＡＧＣＣＴＧＡＧＡＡＴＧＡＴＣＡＴＧＧＡＧ３′，ＺＦＸＲ：５′
ＧＴＴＧＣＴＧＡＡＡＴＣＧＣＴＧＡＣＧＡＡＧＴ３′，扩增目的片段
长度：１４５ｂｐ；采用ＧＡＰＤＨ基因作为内参照，其引物
序列为：ＧＡＰＤＨＦ：５′ＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＡＧ
３′，ＧＡＰＤＨＲ：５′ＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＧＡＧ３′，
扩增目的片段长度９９ｂｐ。ＺＦＸ基因全长２４１８ｂｐ，
针对其编码序列设计上下游引物，分别带有 ＥｃｏＲＩ
和ＸｈｏＩ酶切位点。上游引物为：５′ＣＧＴＧＡＡＴＴＣＡＴ
ＧＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＧＧＣＴＴＧ３′；下 游 引 物 为：５′
ＴＣＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＧＧＣＡＧＧＣＣＡＡＣＴＴＣＴ３′。 引 物

由上海生工合成。

１．３．４　实时定量ＰＣＲ分析　　利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ染
料在ＡＢＩＰＲＩＳＭ７９００ＰＣＲ仪上检测基因的表达。反
应体系：上下游引物各 １μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，Ｈ２Ｏ
６μＬ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒ１０μＬ，总反
应体系２０μＬ。反应条件：９５℃预变性３０ｓ，９５℃
１５ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４５ｓ扩增４５个循环。反应完成
后，软件将自动进行数据分析计算出Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ
（Ｃｔ值）。每份标本扩增３复管，取其均值计算其表
达水平并计算患儿和正常儿童表达差异值。ΔＣｔ＝Ｃｔ
（目的基因）－Ｃｔ（ＧＡＰＤＨ）；ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ（患儿）－
ΔＣｔ（对照）。２－ΔΔＣｔ即基因相对表达量［９］。

１．３．５　蛋白提取和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　　用 ２×
ＳＤＳ加样缓冲液裂解细胞，收集蛋白质，采用考马斯
亮兰法进行定量。经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离、转
膜和封闭后，依次加入一抗（４℃过夜）；加入二抗
（室温孵育１ｈ），洗膜后 ＥＣＬ化学发光剂显色，Ｘ
线胶片曝光后显影。以βａｃｔｉｎ作为内参［１０］。

１．３．６　细胞培养　　人胚肾细胞株２９３Ｔ、人白血
病细胞株 ＲＥＨ、ＨＬ６０、ＮＢ４和 Ｋ５６２细胞均购自中
科院上海细胞库。细胞株在含１０％胎牛血清的ＲＰ
ＭＩ１６４０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）培养基３７℃、５％ＣＯ２、饱和
湿度培养箱中培养 ［１１］。

１．４　质粒构建及鉴定
利用ＰＣＲ扩增ＺＦＸ基因。反应条件为：９４℃预

变性５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５８℃ ４５ｓ，７２℃ ３ｍｉｎ，３６个循
环；７２℃终延伸 ５ｍｉｎ。琼脂糖凝胶电泳鉴定。胶回
收试剂盒回收ＰＣＲ产物。ＰＣＲ产物与质粒均用Ｅｃｏ
ＲＩ和ＸｈｏＩ双酶切，琼脂糖凝胶电泳切胶回收目的基
因与质粒，经Ｔ４ＤＮＡ连接酶过夜连接，并转化感受态
细胞。１８ｈ后挑选单克隆细菌进行菌落ＰＣＲ和培养
扩增后进行质粒抽提和ＤＮＡ测序验证。
１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１４．０软件包进行统计学分析，组间
·０１５·
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比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５认为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＺＦＸ基因的克隆

ＺＦＸ基因全长２４１８ｂｐ，设计针对全长序列的上
下游引物进行ＰＣＲ，引物两端分别带上了合适的酶
切位点。在一份ＡＬＬ患儿的骨髓标本（１６６９号）中
获得了ＺＦＸ基因的全长序列（图１Ａ）。ＺＦＸ全长片
段经酶切后与载体连接和转化，次日进行菌落 ＰＣＲ
阳性克隆和测序验证（图１Ｂ～Ｄ）。
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　　图１　ＺＦＸ基因克隆　Ａ：ＺＦＸ基因克隆凝胶电泳图（从１６９９号标本获得ＺＦＸ全长序列）；Ｂ：ＺＦＸ基因的菌落ＰＣＲ凝胶电泳
图：３，５，６泳道可见阳性克隆；Ｃ：ＺＦＸ克隆测序结果Ｎ端插入序列（图中箭头处为ＺＦＸ基因起始密码子 ＡＴＧ，前面为克隆酶切位点

ＧＡＡＴＴＣ）；Ｄ：ＺＦＸ克隆测序结果Ｃ端插入序列（图中箭头处为ＺＦＸ基因终止密码子ＴＡＡ，后面为克隆酶切位点ＣＴＣＧＡＧ）。

２．２　各种白血病细胞株中ＺＦＸ蛋白的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，白血病细胞株 ＲＥＨ、

ＨＬ６０、ＮＢ４和 Ｋ５６２均有 ＺＦＸ蛋白表达（图２），提
示ＺＦＸ基因在多种白血病细胞株中广泛表达。
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图２　各种白血病细胞株中ＺＦＸ蛋白表达

２．３　实时定量ＰＣＲ引物筛选、扩增曲线及溶解曲
线

以克隆ＺＦＸ基因的全长序列为阳性对照，进行
引物和反应条件优化，筛选出 ＺＦＸ基因实时定量
ＰＣＲ引物（图３）。目的产物扩增良好，无引物二聚
体。大多数标本在循环数内达到平台期，溶解曲线为

单峰，说明产物扩增特异性好，没有非特异性扩增。
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　　图３　ＺＦＸ基因实时定量ＰＣＲ引物筛选 　内参照ＧＡＰＤＨ
扩增大小为９９ｂｐ；ＺＦＸ扩增大小为１４５ｂｐ。

２．４　儿童ＡＬＬ中ＺＦＸｍＲＮＡ的表达
实时定量ＰＣＲ检测８２份初发ＡＬＬ患儿的骨髓、

２４份缓解后的骨髓标本、预后好组２０例、预后差组
２０例以及６４份对照儿童骨髓样本中ＺＦＸｍＲＮＡ表

·１１５·
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达水平。结果显示，将对照组表达定为１，则初发ＡＬＬ
患儿骨髓中ＺＦＸｍＲＮＡ相对表达量为２．６８±０．８７，
显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）；骨髓缓解后患儿的ＺＦＸ
ｍＲＮＡ相对表达量为０．０５±０．０２，显著低于初发ＡＬＬ
组（Ｐ＜０．０１）。见图４。
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　　图４　各组ＺＦＸ的表达水平　ａ：与对照组相比，Ｐ＜０．０１；
ｂ：与初发ＡＬＬ组相比，Ｐ＜０．０１。

　　为进一步检测 ＺＦＸ基因是否与儿童 ＡＬＬ的预
后相关，本研究选择了 ２０份预后好的骨髓样本和
２０份预后差（后期复发）的初发时骨髓样本进行了
ＺＦＸ基因的实时定量 ＰＣＲ检测，结果显示，将预后
好组表达定为１，预后差组患儿初发骨髓中 ＺＦＸ基
因的相对表达量为１９．０７±１．１６，显著高于预后组
的患儿（Ｐ＜０．０５），见图５。
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　　图５　ＺＦＸ在预后好与预后差组中的表达　ａ：与预后好
组相比，Ｐ＜０．０５。

３　讨论

ＺＦＸ蛋白是含有短的稳定的能与锌离子结合并
自我折叠形成“手指”结构的一类蛋白质。由于其

结构特点，锌指蛋白可选择性地结合特异的靶结构，

在多种生理过程中发挥重要作用，包括基因的表达

调控、细胞分化、胚胎发育等生理过程 ［１２１３］。ＺＦＸ
是一重要的转录调控因子，其主要参与调控细胞周

期、细胞死亡及肿瘤相关基因的转录 ［１４］。

研究报道ＺＦＸ基因主要参与哺乳动物的性别

决定［１５］。但后来研究发现，ＺＦＸ蛋白是胚胎干细胞
和造血干细胞的共同转录因子，也是维持胚胎干细

胞和成体造血干细胞自我更新的重要基因，还是干

细胞自我更新的共同分子基础［３］。ＺＦＸ在胚胎干
细胞自我更新是通过抗凋亡作用实现，但在造血干

细胞的自我更新中是否也是通过抗凋亡作用还有待

研究［１６］。目前研究发现在胚胎干细胞中，ＺＦＸ通过
直接激活干细胞中共有靶基因和调控干细胞特异性

基因，包括 Ｔｂｘ３和 Ｔｃｌ１，实现胚胎干细胞的调控自
我保持和促进自我更新的作用［１７１８］。

肿瘤细胞同样具有自我更新能力，可以通过增

殖和分化作用重新构成肿瘤细胞，是促进肿瘤发生

发展、增殖和转移的关键［１９２０］。ＺＦＸ在干细胞中发
挥重要作用，提示其在肿瘤细胞中的作用很可能与

其在胚胎干细胞和成体造血干细胞中的作用类似。

目前有研究报道 ＺＦＸ基因在多种类型肿瘤细
胞中表达增高，现已发现 ＺＦＸ在前列腺癌、喉癌、脑
胶质细胞瘤、胃癌、淋巴瘤等常见肿瘤中均表达异

常。在前列腺癌组织中 ＺＦＸ表达显著高于正常毗
邻组织及良性前列腺增生的组织；在前列腺癌细胞

株研究中，ＺＦＸ低表达可抑制细胞增殖和克隆形成，
并最终诱导癌细胞凋亡［４］。喉癌的研究中发现

ＺＦＸ的高表达与喉癌的侵袭性正相关，抑制 ＺＦＸ表
达促进细胞凋亡可阻止肿瘤细胞生长［５］。ＺＦＸ在
脑胶质细胞瘤组织和细胞株中均高表达，抑制 ＺＦＸ
表达后细胞增殖受抑制，凋亡增加，细胞周期停滞在

Ｓ期，提示其在脑胶质细胞瘤的细胞增殖、细胞周期
以及凋亡过程中起到关键作用［６］。在胃癌的研究

中，研究人员发现ＺＦＸ基因表达与肿瘤类型和分期
密切相关［７］。关于淋巴瘤的研究，报道显示与反应

性淋巴结增生相比，滤泡状淋巴瘤中 ＺＦＸ表达上
调；淋巴瘤细胞ＺＦＸ表达较反应性淋巴结增生明显
增高［８］。

本研究首次报道了 ＺＦＸ在儿童 ＢＡＬＬ中的临
床研究。本研究发现多种白血病细胞株 ＺＦＸ蛋白
均有不同程度表达，提示ＺＦＸ在白血病细胞中存在
广泛表达；与对照组相比，初治 ＢＡＬＬ组患儿 ＺＦＸ
表达显著增高，并在治疗缓解后表达显著下降；而在

长期随访病人中，预后差组初诊时骨髓单核细胞中

的ＺＦＸ表达较预后好者显著高表达，提示ＺＦＸ可能
在 ＢＡＬＬ预后判断中具有重要的意义。由于本研
究病例数较少，与预后相关的合适的 ＺＦＸ表达水平
范围还有待于大样本病例的进一步研究。由于白血

病细胞具有不同程度ＣＤ３４阳性这一造血干细胞特
征性标记的表达，因此提示ＺＦＸ在白血病细胞的自
·２１５·



第１５卷第７期
２０１３年７月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１５Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０１３

我更新中可能也起着重要的作用，它能否起到抗凋

亡、恶性增殖作用，以及其在白血病中的调控机制有

待于深入研究。
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