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［摘要］　目的　研究 Wnt 通路中 Wnt 通路抑制因子 1（Wif-1）和 β 连环蛋白（β-catenin）在儿童急性淋

巴细胞白血病（ALL）的表达及可能的作用。方法　收集初发并且诱导缓解治疗第 33 天完全缓解的 35 例 ALL

患儿的临床资料，以治疗前作为初发组，第33天达完全缓解时作为缓解组，对照组为15例非恶性血液病患儿。

RT-PCR 方法检测 Wif-1 和 β-catenin mRNA 的表达，ELISA 法测 Wif-1 蛋白的表达。结果　初发组 Wif-1 mRNA

及蛋白的表达明显低于对照组和缓解组，β-catenin mRNA 的表达高于对照组和缓解组（P<0.05）。在初发组和

缓解组，高危患儿的 β-catenin mRNA 表达均高于中危和低危患儿，Wif-1 mRNA、蛋白表达低于中危和低危患儿

（P<0.05）。在初发组和缓解组，T-ALL 患儿 β-catenin mRNA 的表达高于 B-ALL 患儿，Wif-1 mRNA、蛋白表达

低于 B-ALL 患儿（P<0.05）。各组 Wif-1 和 β-catenin mRNA 表达呈负相关（P<0.05）。结论　Wif-1 表达下降、

β-catenin 表达增高是儿童急淋发病机制之一，Wif-1 下降和 / 或 β-catenin 增高的程度可能与预后相关。

［中国当代儿科杂志，2016，18（9）：835-839］
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Expression of Wif-1 and β-catenin in the Wnt pathway in childhood acute lympho-
blastic leukemia
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Abstract: Objective    To investigate the expression and possible roles of Wnt inhibitory factor-1 (Wif-1) and 
β-catenin in the Wnt pathway in childhood acute lymphoblastic leukemia (ALL). Methods    The clinical data of 35 
children who had newly-diagnosed ALL and achieved complete remission on day 33 of remission induction therapy were 
retrospectively reviewed. The children before treatment were considered as the incipient group, and those who achieved 
complete remission on day 33 were considered as the remission group. Fifteen children with non-malignant hematologic 
diseases were enrolled as the control group. RT-PCR was used to measure the mRNA expression of Wif-1 and β-catenin. 
ELISA was used to measure the protein expression of Wif-1. Results    Compared with the control and remission groups, 
the incipient group had significantly lower mRNA and protein expression of Wif-1 and significantly higher mRNA 
expression of β-catenin (P<0.05). In the incipient and remission groups, high-risk children showed significantly higher 
mRNA expression of β-catenin and significantly lower mRNA and protein expression of Wif-1 than the medium- and 
low-risk children (P<0.05). In the incipient and remission group, the children with T-cell acute lymphoblastic leukemia 
showed significantly higher mRNA expression of β-catenin and significantly lower mRNA and protein expression of 
Wif-1 compared with those with B-lineage acute lymphoblastic leukemia (P<0.05). In each group, there was a negative 
correlation between the mRNA expression of Wif-1 and β-catenin (P<0.05). Conclusions    Reduced expression of 
Wif-1 and increased expression of β-catenin may be involved in the pathogenesis of childhood ALL, and the degree of 
reduction in Wif-1 and/or increase in β-catenin may be related to prognosis.

[Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(9): 835-839]
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急 性 淋 巴 细 胞 白 血 病（acute lymphocytic 

leukemia, ALL）是儿童时期最常见的恶性肿瘤，占

儿童恶性肿瘤的 35%[1]，近年来呈上升趋势，其发

病机制尚不完全清楚。大量研究表明，Wnt/β- 连

环蛋白（β-catenin）通路的异常激活在多种恶性肿

瘤的发生发展中起重要作用 [2-5]，但在儿童急性淋

巴细胞白血病发病中的作用如何罕有报道。本文

通过对 Wnt 通路抑制因子 1（Wnt inhibitor factor 1, 

Wif-1）及 β-catenin 在儿童急性淋巴细胞白血病中

的表达及相关性研究，探讨 Wnt/β-catenin 通路在

儿童急性淋巴细胞白血病发病中的作用。

1　资料与方法

1.1　研究对象

收集徐州医科大学附属医院儿科血液组和徐

州市儿童医院血液科 2013 年 7 月至 2015 年 9 月

期间初发的急性淋巴细胞白血病住院患儿。入组

条件：经醋酸泼尼松窗口治疗 7 d 后予 VDLP 方案

诱导治疗，诱导治疗第 33 天骨髓达完全缓解者。

符合入组条件的共 35 例，其中男 20 例、女 15 例，

年龄 1~14 岁，平均年龄 5.1±2.8 岁；低危 14 例，

中危 11 例，高危 10 例；T 系急性淋巴细胞白血病

（T-cell acute lymphocytic leukemia, T-ALL）8 例，

B 系急性淋巴细胞白血病（B-cell acute lymphocytic 

leukemia, B-ALL）27 例。以治疗前作为初发组，

诱导治疗第 33 天达完全缓解者作为缓解组。15 例

同期住院无心、肝、肺、肾等重要脏器损害的非

恶性血液系统疾病患儿作为对照组，包括血小板

减少性紫癜 10 例、营养性贫血 5 例，其中男 6 例、

女 9 例，年龄 1~11 岁，平均年龄 4±3 岁。各组

年龄和性别构成比差异无统计学意义（P>0.05）。

本研究获得医院伦理委员批准及研究对象监护人

书面知情同意。

ALL 诊断、分型及疗效判断符合儿童急性淋

巴细胞白血病诊疗建议（第三次修订）标准 [6]，经

骨髓细胞形态学、免疫学分型、细胞遗传学、分

子生物学确诊。

1.2　主要试剂和器材

淋巴细胞分离液购自美国 MP Biomedicals；

Trizol 总 RNA提取试剂、cDNA第一链合成试剂盒、

2×Taq PCR MasterMix 均购自北京天根生化科技有

限公司；相关引物由上海生工合成，HAP 纯化；

人 Wif-1 ELISA 试剂盒购自上海西唐生物科技有限

公司；PCR 扩增仪购自美国 MJ Research；Gel Doc 

XR+ 成像系统购自上海柏辰生物科技有限公司；

酶标仪，型号 DENLEY DRAGON Wellscan MK 3，

购自 Thermo 公司。

1.3　标本制备

分别于初诊行白血病免疫分型同时以及诱导

治疗第 33 天采集骨髓 2~3 mL，肝素抗凝，密度梯

度离心法分离单个核细胞，PBS 液洗涤 2 次，将单

个核细胞和血浆分别移至不同 EP 管，-80℃冰箱

冻存待用。

1.4　RT-PCR 半 定 量 检 测 Wif-1 和 β-catenin 
mRNA表达水平

Trizol 反复吹打单个核细胞，提取总 RNA。

逆 转 录 cDNA：5 μL 总 RNA 加 2 μL oligo（dT）

15 Primer、2 μL Super Pure dNTPs，RNase-Free ddH2O

定容至 14.5 μL，70℃加热 5 min，冰上冷却 2 min，

加 4 μL 5×First-Strand Buffer、0.5 μL RNasin、

1 μL TIANScript M-MLV，混匀，42℃温浴 50 min，

95℃加热 5 min 终止反应。

PCR 扩 增： 取 上 一 步 骤 样 品 3 μL，
上 下 游 引 物 各 1 μL（β-catenin 上 游 引 物：

5'-GCTGATTTGATGGAGTTGGACATGG-3'、下游引

物：5'-GCCAAACGCTGGACATTAGTGG-3'；β-actin
上游引物：5'-GACAACGGCTCCGGCATGTG-3'、下

游引物：5'-TGAGGATGCCTCTCTTGCTC-3'，扩增

产物长度分别为565 bp和 166 bp；Wif-1上游引物：

5'-GGGTGTTTTATTGGGTGTATTGT-3'、下游引物：

5'-AAAAAAACTAACACAAACAAAATACAAAC-3'；
β-actin 上游引物：5'-GGCACCACACCTTCTACAA-
TG-3'、下游引物：5'-GTGGTGGTGAAGCTGTAG-3'，
扩增产物长度分别 154 bp 和 369 bp），2×Taq 

PCR MasterMix 12.5 μL，补RNase-Free ddH2O至 25 μL
体系，94℃预变性 3 min，然后 94℃变性 30 s，

55℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 30 个循环，最

后 72℃延伸 5 min。

取目的产物 5 μL 加内参产物 5 μL，于琼脂糖

凝胶 120 V 电泳 40 min，留取图像样本，Image J

软件进行图像分析，计算 Wif-1 和 β-catenin 与内

参灰度值之比，作为 Wif-1 和 β-catenin mRNA 相

对含量。



 第 18 卷 第 9 期

  2016 年 9 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.18 No.9

Sep. 2016

·837·

1.5　ELISA 法测定血浆Wif-1 蛋白表达

参照人 Wif-1 ELISA 试剂盒说明书，采用双抗

体夹心法检测各血浆样本中 Wif-1 蛋白的表达。

1.6　统计学分析

采用 SPSS16.0 统计软件进行统计处理。计量

资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较

采用单因素方差分析，两独立样本比较采用 t 检验，

相关性分析采用 Spearman 检验。以 P<0.05 为差异

有统计学意义。

2　结果

2.1　各组 β-catenin 和 Wif-1 mRNA 表达结果及

相关性分析

初发组 β-catenin mRNA 相对表达量明显高

于缓解组和对照组，Wif-1 mRNA 相对表达量明

显低于缓解组和对照组，差异均有统计学意义

（P<0.05）；缓解组与对照组之间比较，β-catenin
和 Wif-1 mRNA 表达差异无统计学意义（P>0.05）。

见 图 1、 表 1。 各 组 β-catenin mRNA 和 Wif-1 
mRNA 相对表达量呈负相关。见表 2。

表 3　不同危险度 ALL 患儿的 β-catenin 和Wif-1 mRNA相对表达　（x±s）

指标
初发组 缓解组

高危 (n=10) 中危 (n=11) 低危 (n=14) F 值 P 值 高危 (n=10) 中危 (n=11) 低危 (n=14) F 值 P 值

Wif-1 0.02±0.01 0.05±0.02a 0.05±0.02a 14.02 <0.05 0.14±0.03 0.29±0.14a 0.24±0.07a 6.56 <0.05

β-catenin 2.49±0.63 1.54±0.97a 1.39±0.23a 24.05 <0.05 0.52±0.10 0.31±0.09a 0.30±0.09a 18.32 <0.05

注：a 示与本组高危患儿比较，P<0.05。

表 4　不同免疫分型 ALL 患儿的 β-catenin 和Wif-1 mRNA相对表达　（x±s）

指标
初发组 缓解组

T-ALL(n=8) B-ALL(n=27) t 值 P 值 T-ALL(n=8) B-ALL(n=27) t 值 P 值

Wif-1 0.02±0.01 0.05±0.02 8.71 <0.05 0.15±0.03 0.25±0.11 4.15 <0.05

β-catenin 2.59±0.67 1.50±0.30 4.44 <0.05 0.55±0.10 0.32±0.09 5.82 <0.05

表2　各组 β-catenin mRNA和Wif-1 mRNA的相关性分析

组别 例数 r 值 P 值

对照组 15 -0.628 <0.05

初发组 35 -0.445 <0.05

缓解组 35 -0.908 <0.05

表 1　各组 β-catenin mRNA和Wif-1 mRNA表达水平

（x±s）

组别 例数 β-catenin Wif-1

对照组 15 0.29±0.04 0.27±0.02

初发组 35 1.75±0.62a,b 0.04±0.02a,b

缓解组 35 0.37±0.14 0.23±0.11

F 值 123.290 81.765

P 值 P<0.05 P<0.05

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 缓 解 组 比 较，
P<0.05。

图 1　RT-PCR 检 测 各 组 β-catenin mRNA ( 左 ) 和

Wif-1 mRNA (右) 表达　　1为初发组，2为缓解组，3为对照组，

marker 为标准参照物。

2.2　不同临床分型的 ALL 患儿 β-catenin mRNA
和Wif-1 mRNA表达比较

在初发组和缓解组中，高危患儿的 β-catenin 
mRNA 均高于中危和低危患儿，Wif-1 mRNA 表

达低于中危和低危患儿，差异均有统计学意义

（P<0.05）；β-catenin 和 Wif-1 的 mRNA 表达在中

危 患 儿 和 低 危 患 儿 之 间 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05）； 初 发 组、 缓 解 组 T-ALL 患 儿 的

β-catenin mRNA 表达高于 B-ALL 患儿，Wif-1mRNA

表达低于 B-ALL，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 3~4。
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2.3　Wif-1 蛋白的表达比较

初发组血浆 Wif-1 蛋白表达明显低于缓解组

和对照组，差异有统计学意义（P<0.05）；缓解组

和对照组之间的 Wif-1 蛋白表达差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 5。

在初发组和缓解组中，高危患儿血浆 Wif-1
蛋白表达均明显低于中危及低危患儿，差异有统

计学意义（P<0.05），而中危、低危患儿之间差

异无统计学意义（P>0.05）；T-ALL 患儿 Wif-1 蛋

白表达明显低于 B-ALL 患儿，差异有统计学意义

（P<0.05）。见表 6~7。

表 5　各组血浆Wif-1 蛋白的表达　（x±s，pg/mL）

组别 例数 Wif-1

对照组 15 1651±234

初发组 35 902±293a,b

缓解组 35 1563±226

F 值 74.24

P 值 <0.05

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 缓 解 组 比 较，
P<0.05。

表 6　不同危险度 ALL 患儿的血浆Wif-1 蛋白表达　（x±s，pg/mL）

指标
初发组 缓解组

高危 (n=10) 中危 (n=11) 低危 (n=14) F 值 P 值 高危 (n=10) 中危 (n=11) 低危 (n=14) F 值 P 值

Wif-1 552±190 1 004±186a 1 071±197a 23.67 <0.001 1 334±111 1 630±202a 1 675±191a 12.12 <0.001

注：a 示与本组高危患儿比较，P<0.05。

3　讨论

Wnt 信号转导通路是一条多环节、多作用位

点的开放式途径，研究表明，Wnt 通路有两大类，

经典 Wnt 信号通路即 Wnt/β-catenin 通路，非经典

Wnt 通路，包括 Wnt/Ca2+ 途径、极性通路等 [7]，对

Wnt/β-catenin 通路目前研究较为深入，其具体机制

为： Wnt 蛋白和细胞表面特异性受体卷曲蛋白受

体及辅助受体低密度脂蛋白受体相关蛋白结合后，

受体激活，抑制下游蛋白质复合物，包括轴蛋白

（Axin）、糖原合成酶激酶 3β（glycogen synthesis 

kinase3β, GSK-3β）、大肠腺瘤息肉蛋白（adenomatous 

polyposis coli, APC） 及 酪 蛋 白 激 酶 1α（casein 

kinase 1α, CK-1α），而 Axin/GSK-3β/APC/CK1α 蛋

白复合物可通过磷酸化作用促进细胞内信号分子

β-catenin 的降解 [8]，β-catenin 是 Wnt 信号经典通

路具有调控转录活性的关键成员，其大量累积进

入细胞核后可激活 c-myc、cyclin 等一系列靶基因

的转录，最终导致肿瘤的形成 [7]。Wif-1 为 Wnt 通

路抑制因子之一，在胞质内合成，是一种分泌型

糖蛋白 [9-10]，其在细胞膜表面与 Wnt 配体竞争结合

受体从而阻断 Wnt 信号传导，防止 Wnt 通路异常

激活 [11]，当 Wif-1 表达降低时，Wnt 通路抑制作用

减弱，下游蛋白质复合物对 β-catenin 磷酸化作用

减弱，从而 β-catenin 在胞质中大量累积，有报道，

在肾上腺皮质瘤、结直肠、肺癌等肿瘤中 Wif-1 低

表达，β-catenin 高表达 [3-4,12]，但在儿童 ALL 中少

有报道。

本研究显示，初发 ALL 组 Wif-1 mRNA 和蛋

白表达降低，β-catenin mRNA 表达增高，Wif-1 和

β-catenin mRNA 表达呈负相关。我们认为，在儿

童ALL中，Wif-1基因启动子通过甲基化作用失活，

使 Wif-1 降低 [13]，对 Wnt 通路的抑制作用减弱，

下游蛋白质复合物对 β-catenin 磷酸化降解作用降

低，细胞质中 β-catenin大量累积并进入细胞核中，

促进核内 c-myc、cyclin 等癌基因的转录 [7,14]，从而

导致儿童 ALL 的发生。化疗药物可通过去甲基化

恢复 Wif-1 的表达 [15]，因此，诱导缓解治疗后，

表 7　不同免疫分型 ALL 患儿的血浆Wif-1 蛋白表达 　（x±s，pg/mL）

指标
初发组 缓解组

T-ALL(n=8) B-ALL(n=27) t 值 P 值 T-ALL(n=8) B-ALL(n=27) t 值 P 值

Wif-1 509±188 1 018±202 6.61 <0.05 1 315±115 1 637±197 5.80 <0.05
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缓解组与非肿瘤性血液病患儿的 Wif-1 mRNA 和蛋

白、β-catenin mRNA 的表达差异无统计学意义。

本 研 究 发 现 T-ALL β-catenin 的 表 达 高 于

B-ALL，Wif-1 表达低于 B-ALL，高危患儿 β-catenin
表达高于中危、低危患儿，Wif-1 表达低于中危、

低危患儿，这是由于在 T-ALL 和高危患儿中 Wnt

通路的抑制作用减弱，最终导致 T-ALL 和高危

ALL 患儿细胞核内 c-myc、cyclin 等癌基因转录过

高；T 细胞亚型作为 ALL 高危因素，Wif-1 的低表

达是其原因之一，这也许与 Wif-1 CpG 岛甲基化表

型有关 [16]。

综合本研究结果，我们认为，Wnt 通路中

Wif-1 和 β-catenin 参与了儿童 ALL 的发病，它们

的表达高低可以作为儿童 ALL 预后的重要因素，

Wif-1 和 β-catenin 定量分析对儿童 ALL 治疗和预

后判断有重要的临床意义，寻找新的治疗方法恢

复 Wif-1 的表达，可能成为儿童 ALL 治疗的手段

之一。
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