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%%!摘%要"%目的%研究儿童急性淋巴细胞白血病(=QQ)复发及缓解的分子生物学机制#探讨*89:$!U"9: 基

因的表达水平与儿童=QQ预后的关系% 方法%应用半定量逆转录C聚合酶链反应(;EC0&;)的方法#检测儿童=QQ

初治患者$缓解患者$复发患者及正常对照儿童*89:基因$!U"9: 基因的表达% 结果%儿童=QQ*89:基因表达&

!

*89:基因表达水平在复发患者中最高#不仅高于正常对照组(9c#6#!)和完全缓解组(9c#6#!)#也高于初治

组(9c#6#!)%

"

初治患者中#*89:基因阳性表达者的完全缓解(&;)率与阴性表达者差异无显著性#但未缓解

患者治疗前*89:基因表达水平高于完全缓解患者(9c#6#<)% 儿童 =QQ!U"9: 基因表达&

!

!U"9: 基因在初治

组=QQ中的表达水平与复发组=QQ中的表达水平相比差异无显著性#在缓解组=QQ中表达水平明显高于复发组

及初治组(9c#6#!)及正常对照组,

"

在初治的 =QQ患儿中#!U"9: 基因表达阳性者其治疗后的完全缓解率高于

表达阴性者(9c#6#<)% 完全缓解患者治疗前!U"9: 基因表达水平高于未缓解患者(9c#6#<)% 结论%*89:可

能是儿童=QQ的不利因素#*89:高表达者疗效差#易复发% !U"9: 基因高表达者对化疗药物反应敏感#易于缓解%

!中国当代儿科杂志##EEI#!!$!%&#I H$#"

!关%键%词"%急性淋巴细胞白血病,复发,缓解,儿童

!中图分类号"%;B::6B!%%!文献标识码"%=%%!文章编号"%!##8 988:#("##$)#! 9##"$ 9#>

C20/+,')*7,6:2+922)2<6&2**,')'3!"#$/)8%&'#: (2)2*/)86&'()'*,*'3/-1+2

04567':0/*+,-021;25,/ ,)-7,08&2)

J740*'%3)&N3%# $"6%3,&7(%# 0"0*S3)-# *+/6(2&.,)-L12;3<=>2)=,?92E%3=<%CG# S%<G=:@%)%C3@7,G;%=3@4??%@%3=2E =,

73<R%) 52E%C3@+)%H2<G%=A# 73<R%) !<###!# :D%)3 (#>3%@& DAE@VD^!?:LC,>)

%%?:*+&/-+& @:A2-+,.2%E+L,R1N,'-3-52,(+)L'(/ +U*89:2)1 !U"9: M-)--[/3-LL(+) 2)1 ,'-/3+M)+L(L+U2IR,-

5N./'+K52L,(I5-R_-.(2(=QQ) () I'(513-) () +31-3,+-[/5+3-,'-.+5-IR523K(+5+M(I25.-I'2)(L.L+U3-IR33-)I-2)1

3-.(LL(+) +U=QQ6B2+7'8*%E'(3,NC-(M',)-̀5N1(2M)+L-1 =QQI'(513-) -̀3--)3+55-16FU,'-:8 /2,(-),L# :! 2I'(-J-1

I+./5-,-3-.(LL(+) (&;) 2)1 !" 3-52/L-16A-.(CgR2),(,2,(J-;EC0&; 2̀L-./5+N-1 ,+.-2LR3-K5++1 *89:2)1 !U"9:

M-)--[/3-LL(+)6È-),NK5++1 L2./5-LU3+.)+3.25I'(513-) -̀3-RL-1 2LI+),3+5L6C2*10+*%@5++1 *89:-[/3-LL(+) ()

)-̀5N1(2M)+L-1 =QQI'(513-) 2̀LL(M)(U(I2),5N'(M'-3,'2) ,'2,() ,'-I+),3+5M3+R/ (9c#6#!) 2)1 ,'-&;M3+R/ (9c

#6#!)6E'--[/3-LL(+) +U*89:M-)-() ,'-&;M3+R/ 2̀LL(.(523,+,'2,() ,'-I+),3+5M3+R/6F,'-3,'2) ,'-I+),3+5M3+R/

(9c#6#!) 2)1 ,'-&;M3+R/ (9c#6#!)# ,'-*89:-[/3-LL(+) +U,'-3-52/L-M3+R/ 2̀LL(M)(U(I2),5N'(M'-3,'2) ,'2,()

,'-)-̀5N1(2M)+L-1 M3+R/ (9c#6#!)6E'-&;M3+R/ L'+̀-1 5+̀-3*89:M-)--[/3-LL(+) ,'2) ,'-)+)C3-.(LL(+) M3+R/

K-U+3-,3-2,.-),(9c#6#<)6@5++1 -[/3-LL(+) +U!U"9: M-)-() ,'-)-̀5N1(2M)+L-1 2)1 ,'-3-52/L-M3+R/L 2̀L

L(M)(U(I2),5N5+̀-3,'2) ,'2,() ,'-I+),3+5M3+R/ (9c#6#<)6E'-&;M3+R/ '21 ()I3-2L-1 !U"9: M-)--[/3-LL(+)

I+./23-1 (̀,' ,'-I+),3+5M3+R/ (9c#6#!) 2L̀ -552L,'-)-̀5N1(2M)+L-1 2)1 ,'-3-52/L-M3+R/L(9c#6#!)6FU,'-:8

)-̀5N1(2M)+L-1 =QQI'(513-)# ,'-/2,(-),L̀ (,' /+L(,(J-!U"9: -[/3-LL(+) L'+̀-1 '(M'-33-.(LL(+) 32,-,'2) ,'+L- (̀,'

)-M2,(J-!U"9: (9c#6#<)6E'-!U"9: M-)--[/3-LL(+) K-U+3-,3-2,.-),() /2,(-),L̀ '+2I'(-J-1 &; 2̀L'(M'-3,'2) ,'2,

() )+)C3-.(LL(+) /2,(-),L(9c#6#<)6>')-01*,')*%='(M' *89:M-)--[/3-LL(+) (L2LL+I(2,-1 (̀,' 2) R)U2J+32K5-

+R,I+.-# () I+),32L,# 2'(M' !U"9: M-)--[/3-LL(+) (L2LL+I(2,-1 (̀,' 2U2J+32K5-+R,I+.-() I'(51'++1 =QQ

!>7,)D >')+256%28,/+&# #EEI# !! (!)&#I H$#"

%%J24 9'&8*&%=IR,-5N./'+K52L,(I5-R_-.(2, ;-IR33-)I-, ;-.(LL(+), &'(51

'$"'
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%%目前#对白血病的研究已达基因水平#国内外学

者已证实白血病的发生和多种基因异常有关% 研究

儿童白血病的基因变化#从基因水平阐明其复发与

缓解机制#对于临床工作中白血病的诊断$分型$治

疗及预后都有重要指导价值% 国内外学者研究发现

血型糖蛋白 &(M5NI+/'+3() &#*89:)基因和甲状腺

素受体相互作用蛋白(,'N3+(1 '+3.+)-3-I-/,+3(),-3C

2I,()M/3+-,-() :# !U"9:)基因与儿童急性淋巴细胞

白血病(=QQ)的复发与缓解有关!! m>"

% 本研究采用

半定量逆转录C聚合酶链反应(;EC0&;)观察儿童

=QQ初治$缓解及复发患者 *89:#!U"9: 基因的表

达水平及其与临床的相关性#以探讨二者在预测儿

童=QQ预后方面的价值%

!"材料与方法

!6!"实验对象

所有病例为 "##< 年 !! 月住院的 =QQ患者#细

胞形态学诊断按 S3-)I'C=.-3(I2)C@3(,(L' (S=@)标

准% 初治组 :8 例#男 ": 例#女 !< 例#年龄 !? 个月

至 !> 岁#中位年龄 ? 岁,完全缓解组 :! 例#男 !8

例#女 !: 例#年龄 " m!" 岁#中位年龄 B6< 岁,B 例

未缓解#难治组 " 例#均为男孩#分别为 !! 岁#!>

岁,复发组 !" 例#男 $ 例#女 : 例#年龄 < m!< 岁%

正常对照组 "# 例#为同期门诊体检健康儿童#其中

男 !" 例#女 8 例#年龄 ! m!> 岁#中位年龄 ? 岁% 临

床治疗方案&采用4TQ0(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&依据

.诸福棠实用儿科学/(第 B 版)的=QQ缓解标准,化

疗 ? 周未达到完全缓解定为难治型%

!6#"标本的采集

初治患儿和复发患儿于化疗前采集外周血,完

全缓解患儿于第一次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 " m> .Q#

PTE=抗凝%

!6$"方法

!6:6!%单个核细胞!G7&#的制备及细胞总 ;7=

的提取%%采用S(I+55密度梯度离心法收集单个核

细胞#E3(V+5试剂一步法提取细胞总 ;7=# 98#p保

存% 紫外分光光度计测 ;7=浓度#要求 FT"?#H

FT"8# e!6?%

!6:6"%一步法 ;EC0&;反应%%0&;引物由上海

生物工程公司合成% *89:上游引物为 <YCE&C

&&&\&\\E&E&E\&&&\\C:Y# 下 游 引 物 为 <YC

\E=&E&&EEE&E\&E\&E=E&=&&C:Y#扩增片段长度

为 >!" K/

!:"

%

!U"9: 上游引物为 <YC=\==&=\E\&==&&&EC

\===&E&\C:Y# 下游引物为 <YC=&E\=&&==\EEC

E==&E&&=EC:Y# 扩增片断长度为 ?"B K/%

以
0

C2I,() 作为内对照#其上游引物为 <YC\EC

E&\&&=E\\=E\=&\=E=E&C:Y#下游引物为 <YC

\&&=\=E&EE&E&&=E\E&\EC:Y% 扩增片段长度为

""# K/%

反应条件&将装有反应体系的0&;管放入0&;

仪% *89:基因&>8p >< .() ! 个循环,$>p " .() !

个循环,$>p :# L#?"p ! .()#B"p " .() ># 个循

环#B"p B .() ! 个循环,>p储存% !U"9: 基因&

>8p >< .() ! 个循环,$>p " .() ! 个循环,$>p

:# L#<<p ! .()#B"p " .()#:8 个循环,B"p B .()

! 个循环,>p储存%

!6:6:%0&;产物分析%%取 !#

$

Q扩增产物在

!< MHQ琼脂糖凝胶上进行电泳 (B# 4#># .())#

Z40B<## 凝胶成像系统进行扫描照像#以 @(+C;21

分析系统计算 *89:$!U"9: 和
0

C2I,() 扩增产物的

灰度相对比值来表示*89:$!U"9: 的表达水平%

!6P"统计学分析

所得实验数据经正态性检验表明总体符合正态

分布#计量资料以均数加减标准差表示(VdG)% 采

用方差分析多重比较TR))-,C=检验$A7aCW检验,计

数资料采用非参数检验 S(L'-3精确概率及相关分

析#9c#6#< 为有显著性差异% 数据处理用 A0AA

!>6# 统计软件%

#"结果

#Z!"!"#$#%&'#$ 在不同病期儿童 ?QQ中的

表达

分析不同组别 *89:#!U"9: 基因表达的分布#

结合正常对照组的表达将 *89:H

0

C2I,()$!U"9:H

0

C2I,()比值
!

#6B 定义为 !U"9: 基因表达阳性(表

!#" 及图 !#")%

%%表 !"儿童 ?QQ患者不同病期 %&'#$ 基因表达水平

的比较

分组 阳性例数H例数 !U"9:H

0

C2I,()比值

对照 !?H"# !6#<? d#6!??

初治 !"H:?

#68!# d#6!!>

2

复发 :H!"

#6B:: d#6#<B

K

缓解 "!H"<

!6:!> d#6!$<

2

2&与对照组比较#=h:6#$># ?6#:"# 9c#6#!, K&=h"6$?$# 9c#6#<

'#:'
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%%

表 #"儿童?QQ患者不同病期 !"#$基因表达水平的

比较

分组 阳性例数H例数 !U"9:H

0

C2I,()比值 = 9

对照 ?H"# #6B<" d#6#>"

初治 ">H:? !6:<! d#6?!" 86:#

!

#6#!

复发 !!H!" !6<<? d#6!>< !#6<"

!

#6#!

缓解 !#H"< #68#" d#6!8> #68B<

!

#6#!

!"#$%&

""'$%&

"$((($%&

)$((($%&

#*(+%&

*(($%&

"*($%&

)*($%&

%%

图 !"儿童?QQ%&'#$ 基因的表达

!6G23_-3"###,"6内参照
0

C2I,(),>6正常对照,:#<#? 为同一患

儿初治$缓解及复发时基因表达%

%%图 #"儿童?QQ!"#$基因的表达

!6内参照
0

C2I,(),"#: 为部分阳性患儿%

半定量后采用多重比较 A7aCg 检验进行各组

间两两比较可见!U"9: 基因&初治组与复发组基因

表达水平差异无显著性,缓解组的 !U"9: 基因表达

水平明显高于初治组(Wh!>6>#9c#6#!,)与复发

组(Wh86>"#9c#6#!,)#差异有显著性% *89:基

因&初治组 *89:表达水平明显高于完全缓解组

(Wh$6!B# 9c#6#!)#复发组 *89:表达水平明显

高于完全缓解组(Wh!!6B$# 9c#6#!),也高于初治

组(Wh:6$"# 9c#6#!)# 难治患儿 " 例#*89:表达

水平分别为 !6?B#!6B<#均为高表达%

#Z#"!"#$' %&'#$ 与儿童 ?QQ完全缓解率的

关系

:8 例初治 =QQ#*89:阳性 "> 例#完全缓解 !8

例,*89:阴性 !> 例#完全缓解 !: 例#!U"9: 阳性 ":

例#完全缓解 "! 例,!U"9: 阴性 !< 例#完全缓解 !#

例% 在治疗强度基本相同的情况下#*89:阳性患

者的完全缓解率与 *89:阴性者无明显差异(分别

为B<6#b$$"6$b# 9e#6#<)# !U"9: 阳性患者的

完全缓解率与 !U"9: 阴性者有差异 (分别为

??6Bb$$!6:b#9c#6#<)%

初治=QQ:8 例#:! 例缓解#B 例未缓解#治疗前

*89:表达水平#完全缓解组低于未缓解组(表 :),

治疗前!U"9: 表达水平#完全缓解组高于未缓解组

(表 >)%

#Z$"!"#$与 %&'#$ 的关系

:8 例初治 =QQ#*89:#!U"9: 均为阳性 !< 例,

!U"9: 阳性$*89:阴性 8 例,!U"9: 阴性$*89:阳

性 $ 例,*89:#!U"9: 均为阴性 ? 例% 在测定方法

相同的情况下#患者 *89:表达阳性率与 !U"9: 表

达阳性率性无明显差异(表 <)%

表 $"缓解组与未缓解组治疗前!"#$表达水平

组别 阳性例数H例数 治疗前*89:表达水平

缓解 !8H:! !6:## d#6!<#

未缓解 ?HB

!6>8! d#6!>#

2

%%2&与缓解组比较# =h"6<8# 9c#6#<

表 P"缓解组与未缓解组治疗前%&'#$ 表达水平

组别 阳性例数H例数 治疗前!U"9: 表达水平

缓解 "!H:! #6$8! d#6!":

未缓解 "HB

#6B>" d#6#?!

2

%%2&与缓解组比较# =h>6$?# 9c#6#<

表 G"%&'#$ 与!"#$的关系

分组 *89:阳性 *89:阴性 合计

!U"9: 阳性 !< 8 ":

!U"9: 阴 性 $ ? !<

合计 "> !> :8

$"讨论

*89:基因定位于 " 号染色体长臂上#在红系

及非红系中均可表达% 非红系中#在淋巴细胞$单核

细胞$甚至髓系细胞上均有表达#而且与血型无

关!?#B"

% 国外研究发现一些肿瘤抑制蛋白#如人淋

巴细胞肿瘤抑制蛋白(W15M)$脑肿瘤抑制蛋白#可

通过特定的结合位点与 *89:结合#推测在肿瘤发

生过程中#肿瘤抑制蛋白和 *89:间的相互作用导

致了*89:表达水平的变化#具体的作用机制目前

'!:'
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尚不清楚!8#$"

% 关于 *89:在造血恶性肿瘤方面的

研究国内外开展得不多#相关报道表明&*89:在白

血病细胞中具有高表达#特别是在=QQ细胞系G+5,C

> 和@3R_(,,LT2R1(具有高表达#说明 *89:在复发

的=QQ细胞中具有高表达!!#"

%

我们发现#初治患者 *89:表达水平明显高于

正常对照组 (9c#6#! ) 和完全缓解患者 (9c

#6#!),完全缓解患者*89:表达水平与对照组无明

显差异(9e#6#<)#复发患者 *89:表达水平不仅

高于正常对照组(9c#6#!)和完全缓解患者(9c

#6#!)#也高于初治患者(9c#6#!)#而难治患者

*89:均为高表达#这说明在=QQ的病程中#初次治

疗时*89:的表达水平较高#完全缓解后 *89:表

达水平下降或测不出#复发时 *89:表达水平又上

升#而难治患者 *89:持续高表达#所以监测 *89:

表达水平的变化可以反映儿童 =QQ的病情变化%

本实验中#*89:表达阳性 "> 例患儿中#缓解 !8 例#

完全缓解率为 B<6#b,表达阴性 !> 例#缓解 !: 例#

完全缓解率为 $"6$b#经统计学处理#二者无差异

(9e#6#<)#但从本实验来看#*89:阳性者与*89:

阴性者&;率相差很多(分别为 B<6#b#$"6$b)#

由此推断在总体趋势上#*89:阳性者完全缓解率

要低于*89:阴性者#本实验中无统计学意义#考虑

和样本例数少有关% 进一步研究表明#完全缓解组

治疗前*89:的表达水平低于未缓解组(9c#6#<)#

说明*89:不表达或低表达者疗效好#反之则疗效

差% 总之#*89:高表达可能是儿童 =QQ的一个不

利因素#可以作为监测病情$判定疗效$预测复发$评

估预后的一个有用的指标%

!$$< 年 Q--等!:"用酵母双杂交技术#以大鼠

E;为诱饵#筛选到一组阳性克隆#称为甲状腺激素

相互作用蛋白(E;O0A)#其表达产物可增强(抑制)

核受体转录激活效应% !U"9: 基因是甲状腺激素与

甲状腺激素受体结合的辅助激活因子%

通过我们研究证明#不同病期的 =QQ患儿

!U"9: 基因的表达水平及阳性率有显著差异(9c

#6#!)% 在完全缓解组 !U"9: 基因的表达水平明显

增高#而在复发的=QQ中!U"9: 基因的表达水平明

显低于完全缓解组及对照组#这与国内外研究报道

相一致% 另外我们还发现在初发的 =QQ中 !U"9:

基因的表达水平相对高者其缓解率明显高于不表达

者或表达水平低者(9c#6#!)% 我们推测!U"9: 基

因与白血病缓解有关#其可能的机制为&!U"9: 基因

与甲状腺激素受体结合后可促进甲状腺激素的作

用#且呈剂量依赖性#从而诱导白血病细胞铁蛋白的

表达增加#促使肿瘤细胞凋亡% 但!U"9: 基因与E;

间相互作用的方式还有待于进一步研究%

总之#通过实验我们发现 *89:#!U"9: 的表达

水平随儿童=QQ的病情发展而变化#二者作用机制

不同#无相关性% *89:可能是儿童 =QQ的不利因

素#*89:高表达者疗效差#易复发#可以作为判断

疗效$预测复发$评估预后的一个因素, !U"9: 基因

则与其相反#!U"9:高表达者对化疗药物反应敏感#

易于缓解#!U"9:基因表达水平可以作为评价急性淋

巴细胞白血病患儿化疗效果及估计预后的一个指标%
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