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探讨节律基因在慢性粒细胞白血病!

YF9

#中的表达情况"及其与
E3>

+

,E=

融合基因的相关性"为临床治疗提

供新的分子靶点%方法
"

收集
!&#

例
YF9

患者慢性期$加速期$急变期的骨髓标本和
(&

例健康体检人员的外周血为对照"采用

B;)XYB

法检测
O
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E3>
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基因表达情况%结果
"O

G>!

$

O

G>'

$

E3>

+

,E=

基因在慢性期$加速期和急变期存在不同水平的变

化"并且
O

G>!

$

O

G>'

表达水平与
E3>

+

,E=

基因存在负相关%结论
"

节律基因作为肿瘤抑制因子在
YF9

中是低表达的"在信号转导

通路中是否与
E3>

+

,E=

基因相互作用还需深入研究%
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慢性粒细胞白血病*

3I>4-135

P

G=41H=GNRG51,

!

YF9

,是一

种起源于造血干细胞的血液系统恶性疾病!其中
E3>

(

,E=

融合

基因的持续表达在该病的形成过程中起重要作用-

!

.

+

VYB

(

7V9

融合蛋白在
YF9

的慢性期和急变期存在不同水平的变

化-

')$

.

+国外的研究表明-

6

.

!节律基因
O

G>'

作为一种肿瘤抑制

基因在
YF9

中存在部分甲基化!而在国内人群中其
5BK7

表达水平是否与
YF9

急变有关尚缺乏研究!其与
E3>

(

,E=

融

合基因的上下游关系还不清楚!本组收取临床的
YF9

患者标

本进行这方面的研究!以期对
YF9

的基因治疗提供依据%

?
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资料与方法

?2?

"

一般资料
"

'&&%

年
!

月至
'&!&

年
*

月来自本院门诊及

住院的
!&#

例
YF9

患者!其中男
#(

例!女
(!

例!根据患者的

临床表现&血象&骨髓象&

XI

染色体&

E3>

(

,E=5BK7

等结果来

确定慢性期
YF96"

例&加速期
'$

例&急变期
$6

例%以
(&

例

健康体检人员作为健康对照组%

?2@

"

试剂
"

总
BK7

提取试剂盒&

F)F9J

逆转录酶&

;,

W

SK7

聚合酶由
?-M1+>4

.

G-

公司提供!

O

G>!

&

O

G>'

&

E3>

(

,E=

&

$

),3)

+1-

引物由上海生工生物公司提供*

K!&&#'%)#66$

,!见表
!

%

?2A

"

方法

?2A2?

"

5BK7

提取
"

将
'59

抗凝骨髓加入等体积
C,-R[0

液稀释!充分混匀+离心管中先加入淋巴细胞分离液
1̀34==

液!

以
%35

离心半径!

'&&&>

(

51-

离心
'&51-

+吸取白细胞层至

离心管中!用
C,-R[0

液洗涤
'

次!每次以
%35

离心半径!

'&&&>

(

51-

离心
(51-

%收集骨髓单个核细胞!经
;>1_4=

试剂

提取总
BK7

!用紫外分光光度法测定
BK7

浓度%

表
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中合成的引物序列及预期产物长度

基因 引物序列*
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逆转录聚合酶链反应*

>GMG>0G+>,-03>1

O

+14-XYB

!

B;)

XYB

,法检测基因表达
"

XYB

反应体系包括
6eHK;X

*

'2(

5F

,

'

#

9

!

!&eEN@@G>6

#

9

!上游引物*

(

#

F

,

'

#

9

!下游引物

*

(

#

F

,

'

#

9

!反转录产物
6

#

9

!

;,

W

SK7

聚合酶*

(L

(

#

9

,

&26

#

9

!加水至
6&

#

9

%

XYB

反应条件为
"6c$51-

+

"6c$(0

!

((c((0

!

*'c!51-

!

$&

个循环+

*'c!&51-

!

6c

保存%取

XYB

产物
(

#

9

上样于
!2#8

的琼脂糖凝胶中!电压
%&J

!电泳

!I

%凝胶分析系统观察&分析%

?2B

"

统计学处理
"

试验结果均用
(b:

表示!

:7:%2'

软件进

行
<

检验!

E

)

&2&(

为差异有统计学意义%

@

"

结
""

果

B;)XYB

结果表明!在
YF9

慢性期*

YX

,&加速期*

7X

,和

急变期*

VX

,!

O

G>!

&

O

G>'

是逐渐下调表达!各组光密度值
O

G>!

(

$

),3+1-

的平均比值分别为'

VX

组
&26b&2&(

!

7X

组
&2*b

&2&%

!

YX

组
!2$b&2!6

!健康对照组
!2'b&2!(

+各组光密度值

O

G>'

(

$

),3+1-

的平均比值分别为'

VX

组
&2(b&2&$

!

7X

组

&2#b&2&6

!

YX

组
!2!b&2!&

!健康对照组
!2$b&2!!

%与健康

对照组和
YX

组相比!

7X

组和
VX

组光密度值具有统计学意义

差异*

E

)

&2&(

,+相反!

E3>

(

,E=

基因的表达逐渐增加*光密度值

VX

组
$2(b&2$!

!

7X

组
$2!b&2'(

!

YX

组
&2*b&2&*

!健康对

照组
&2&

,!与健康对照组和
YX

组相比!

7X

组和
VX

组光密度

值具有统计学意义差异*

E

)

&2&(

,%说明
YF9

急变与
E3>

(

,E=

基因的过度表达有关!见图
!

%
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注'

F

为
S9'&&&F,>RG>

+

!

为
VX

组+

'

为
7X

组+

$

为
YX

组+

6

为

健康对照组+

7

为
O

G>!

基因表达电泳图+

V

为
O

G>'

基因表达电泳图+

Y

为
E3>

(

,E=

基因表达电泳图%

图
!
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B;)XYB

结果图

A

"

讨
""

论

YF9

是一种造血干细胞的恶性克隆性增殖性疾病!其特

征性的
XI

染色体所形成的
E3>

(

,E=

融合基因编码
VYB

(

7V9

融合蛋白!具有异常的酪氨酸激酶活性!与
YF9

的发病有关%

该病病程可以从慢性期向急变期转变%目前!针对酪氨酸激酶

活性的抑制剂
:;?)(*!

在临床得到广泛应用!但随着治疗时间

的延长!其耐药性越来越显著-

(

.

%因此!发现新的针对
E3>

(

,E=

融合基因的小分子抑制剂及相关基因尤其重要-

#

.

%近期研究

发现-

*)%

.

!许多肿瘤组织中都伴有不同程度的节律基因
O

G>'

5BK7

或者蛋白水平的下调!体外实验表明-

")!&

.

!过度表达

O

G>'

和
O

G>!

可以抑制肿瘤细胞的生长%本研究发现节律基因

在
YF9

中存在较低水平的表达!在加速期和急变期尤其显

著!并且与
E3>

(

,E=

融合基因的表达存在负相关%在
YF9

患

者中!

O

G>$

出现部分甲基化-

$

.

!在急变期和慢性期!

O

G>$

的下

调与其甲基化有相关性!而
O

G>!

&

O

G>'

部分甲基化!同时存在

低表达%有研究者报道-

!!

.

!外源性
E3>

(

,E=

融合基因的表达可

以抑制
O

G>!

&

O

G>'

的表达水平!说明
VYB

(

7V9

融合蛋白的高

水平表达抑制了节律基因的功能%这也可以在一定程度上解

释
:;?)(*!

的耐药性%在
E3>

(

,E=

融合基因阳性的
YF9

细胞

中!

O

G>!

&

O

G>'

究竟位于
E3>

(

,E=

融合基因的上游还是下游!还

需进一步的探讨-

!'

.

%当其在慢性期下调时!会导致
VYB

(

7V9

酪氨酸激酶的活化!患者会从慢性期进入急性期%体外诱导节

律基因的表达是否可以缓解
YF9

急变!尚需深入研究%总

之!节律基因家族在抑制小鼠和人类癌症中的重要角色为进一

步的研究提供了新的思路%

对于节律基因与白血病关系的研究一直是空白-

!$

.

%有研

究者通过分子和遗传学证据证实了节律基因在
YF9

中的重

要作用%研究节律基因与
YF9

的关系将为人类治疗癌症提

供新的策略%
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