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　　摘　要：目的　探讨ｐ１６基因甲基化及表达水平改变在儿童急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）发病机制中的作用。方法　ＡＬＬ患

儿７６例，其中初发（ｕＡＬＬ）患儿６９例、复发（ｒＡＬＬ）患儿７例，健康儿童２８例纳入对照组。采用荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）检测外周血淋巴细胞ｐ１６基因ｍＲＮＡ表达；采用基于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ的甲基化特异性定量ＰＣＲ（ＭｅｔｈｙＳＹＢＲＰＣＲ）检测ｐ１６

基因启动子甲基化水平。结果　ＡＬＬ患儿淋巴细胞ｐ１６基因启动子甲基化水平高于健康儿童，ｕＡＬＬ患儿ｐ１６基因甲基化水平

低于ｒＡＬＬ患儿（犘＜０．０５）；ＡＬＬ患儿ｐ１６基因ｍＲＮＡ水平低于健康儿童，ｕＡＬＬ患儿ｐ１６基因转录水平高于ｒＡＬＬ患儿（犘＜

０．０５）；ｐ１６基因转录水平与其启动子甲基化水平呈负相关关系（狉＝－０．６３，犘＜０．０５）；首次化疗即获完缓解 ＡＬＬ患儿ｐ１６基因

甲基化水平低于未完全缓解患儿，而ｐ１６ｍＲＮＡ表达水平高于后者（犘＜０．０５）；ｐ１６基因低甲基化或高表达水平 ＡＬＬ患儿巩固

强化治疗平均缓解时间明显低于ｐ１６基因高甲基化或低表达患儿（犘＜０．０５）。结论　ｐ１６基因甲基化及表达低下可能与ＡＬＬ发

病有关，ｐ１６基因甲基化状态及表达水平检测或可用于儿童ＡＬＬ预后评估。

关键词：ｐ１６基因；　白血病，淋巴样；　甲基化；　儿童
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　　急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）是一种恶性增殖的克隆性疾

病，其细胞周期调控的分子机制尚未阐明［１３］。ｐ１６抑癌基因

参与多种肿瘤的发生、发展，其启动子区甲基化是致病的主要

机制，并在部分血液淋巴浆系统恶性疾病中发挥重要作

用［４７］。本研究拟通过荧光定量聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）技

术，建立可同时快速检测 ＡＬＬ患儿淋巴细胞ｐ１６基因启动子

区甲基化状态及表达水平的诊断技术，并探讨ｐ１６基因甲基化

及表达水平在ＡＬＬ发病机制中的作用及临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０年３月至２０１１年１１月于本院血液内科

就诊的ＡＬＬ患儿７６例（ＡＬＬ组），男４１例、女３５例，初治患儿

６９例（ｕＡＬＬ组）、复发患儿７例（ｒＡＬＬ组），年龄３．５～１２．６岁

（中位年龄７．３岁），均经骨髓穿刺涂片、细胞化学染色及免疫

组化染色确诊。于本院体检健康儿童２８例纳入对照组，男１５

例、女１３例，年龄２．７～１３．１（中位年龄６．９）。ＡＬＬ组与对照

组年龄及性别无统计学差异（犘＞０．０５）。

１．２　方法

１．２．１　分离外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）　无菌采集乙二胺四

乙酸二钠（ＥＤＴＡＮａ２）抗凝静脉血５ｍＬ，聚蔗糖（Ｆｉｃｏｌｌ）泛影

葡胺（密度１．０７７）密度梯度离心法分离ＰＢＭＣ，采用锥虫蓝染

色判定细胞活力大于９５％。

１．２．２　基于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ的甲基化特异性定量 ＰＣＲ（Ｍｅ

ｔｈｙＳＹＢＲＰＣＲ）　（１）基因组ＤＮＡ提取：取ＰＢＭＣ标本，按试

剂盒（德国ＱＩＡＧｅｎ）说明书提取基因组ＤＮＡ，紫外分光光度

计测定 ＤＮＡ 含量。（２）亚硫酸氢盐修饰：取１μｇ基因组

ＤＮＡ，按试剂盒（美国Ｚｙｍｏ）说明书分别进行ＣＴ转换，产物

经二次脱盐、纯化后回收、重悬于１０μＬＴＥ溶液、－２０℃保存

备用。（３）引物合成：参照文献［８］，由广州英骏生物技术有限

公司合成甲基化和非甲基化特异性引物，引物序列见表１。

（４）ＭｅｔｈｙＳＹＢＲＰＣＲ扩增：以处理后的基因组ＤＮＡ为模板，
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采用甲基化特异性和非甲基化特异性引物进行ＰＣＲ扩增３５～

４０循环，具体参数见表１。（５）ＭＳＰ产物鉴定：取 ＭＳＰ产物１０

μＬ在２％琼脂糖凝胶中以９０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，确定产物长度；

产物经回收、纯化后，送广州英骏生物技术有限公司测序。测

序结果与目的片段序列完全一致。（６）甲基化定量：参照Ｌｏ

等［９］的报道，以处理后的基因组ＤＮＡ为模板，以甲基化特异

性引物和非甲基化特异性引物同时进行ＲＴＰＣＲ检测。

表１　　ＲＴＰＣＲ及 ＭＳＰ引物序列

引物名称 引物序列 退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ）

ｐ１６ 正向引物：５′ＧＡＡＧＡＡＡＧＡＧＧＡＧＧＧＧＴＴＧＧ３′ ５６ １１１

反向引物：５′ＴＧＡＣＧＣＴＧＡＧＣＧＴＧＡＡＧＡＡＧ３′

βＡｃｔｉｎ 正向引物：５′ＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴＧＡＣＧ３′ ５６～５８ １２０

反向引物：５′ＧＴＡＧＴＴＴＣＧＴＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧ３′

ｐ１６＿Ｕ 正向引物：５′ＴＴＡＴＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴ３′ ５６ １５１

反向引物：５′ＣＡＡＣＣＣＣＡＡＡＣＣＡＣＡＡＣＣＡＴＡＡ３′

ｐ１６＿Ｍ 正向引物：５′ＴＴＡＴＴＡＧＡＧＧＧＴＧＣＧＧＡＴＣＧＣ３′ ５６ １５０

反向引物：５′ＧＡＣＣＣＣＧＡＡＣＣＧＣＧＡＣＣＧＴＡＡ３′

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测　（１）总ＲＮＡ提取与定量：取ＰＢＭＣ标

本，按试剂盒（美国Ｇｅｎｔｒａ）说明书提取总ＲＮＡ，紫外分光光度

计测定ＲＮＡ含量及纯度。（２）ＲＴＰＣＲ扩增：按试剂盒（立陶

宛 ＭＢＩ）说明书逆转录合成ｃＤＮＡ，参照Ｇｅｎｅｂａｎｋ中目的基因

ｍＲＮＡ序列设计引物（序列见表１），由广州英骏生物技术有限

公司合成；取１μＬｃＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增３０～４０循

环。（３）ＲＴＰＣＲ产物鉴定：取ｐ１６及βａｃｔｉｎ扩增产物１０μＬ

在２％琼脂糖凝胶中以９０Ｖ电泳３０ｍｉｎ，回收、纯化后送广州

英骏生物技术有限公司测序。测序结果与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ中目的

基因ｍＲＮＡ序列完全一致。（４）ＲＴＰＣＲ检测：采用ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ试剂盒（德国 ＱＩＡＧｅｎ），使用罗氏ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＲＴＰＣＲ

扩增仪进行检测，应用 ＲｅｌａｔｉｖｅＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＳｏｆｔｗａｒｅＶｅｒ

１．０软件进行结果分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行数据分

析。计量资料狓±狊表示，经方差齐性检验后，采用狋检验比较

两组间差异，相关分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析；显著性检验

水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　ｐ１６基因甲基化检测结果　ＭｅｔｈｙＳＹＢＲＰＣＲ检测显示，

ＡＬＬ患儿ＰＢＭＣｐ１６基因启动子区ＣｐＧ岛呈高甲基化水平，

而健康儿童呈去甲基化状态（犘＜０．０５），且ｕＡＬＬ组ｐ１６基因

甲基化水平明显低于ｒＡＬＬ组（犘＜０．０５）。结果图１见《国际

检验医学杂志》网站“论文附件”。

２．２　ｐ１６基因表达水平　ＡＬＬ患儿ｐ１６基因 ｍＲＮＡ水平明

显降低，且初治患儿 ｍＲＮＡ 水平明显高于复发患儿（犘＜

０．０５）；ｐ１６基因转录水平与其启动子甲基化水平呈负相关关

系（狉＝－０．６３，犘＜０．０５）。结果图２见《国际检验医学杂志》网

站“论文附件”。

２．３　预后分析　 随访观察显示，首次化疗即获完缓解的

ｕＡＬＬ患儿（４７／６９）化疗前ｐ１６基因甲基化水平低于未完全缓

解患儿［（３５．８１±８．３５）％ｖｓ（６５．２９±１７．５２）％，犘＜０．０５］，而

ｐ１６ｍＲＮＡ水平高于未缓解患儿［（５．１１±１．９２）×１０
－１ｖｓ

（２．０５±０．６１）×１０－１，犘＜０．０５］。根据其甲基化或表达水平

中位数进行分组，ｐ１６基因低甲基化或高表达 ＡＬＬ患儿在巩

固强化治疗中的平均缓解时间（ＣＲＤ）分别为１６、１３周，而ｐ１６

基因高甲基化或低表达ＡＬＬ患儿则分别为５２、４６周，ｔ检验显

示具有统计学差异（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

肿瘤是一个多因素、多阶段、多基因变化所致的体细胞获

得性遗传缺陷病，其本质是细胞周期调节失控，细胞呈自主、无

限制性增殖。有核细胞的增殖分化依赖于细胞有序的周期活

动。细胞周期素依赖激酶（ＣＤＫｓ）的时相性激活是细胞周期调

控机制的核心。ｐ１６基因是定位于９ｐ２１的多种肿瘤抑制基因

（ＭＴＳ１），其产物Ｐ１６蛋白则是ＣＤＫｓ抑制剂家族的一员，在

细胞增殖周期调控中发挥重要作用［１０］。ＣｐＧ岛甲基化可使

ｐ１６基因ｍＲＮＡ表达下调或缺失，因而甲基化被认为是导致

ｐ１６基因失活的原因之一
［１１１２］。Ｅｓｔｅｌｌｅｒ等

［１３］研究认为，ｐ１６

基因启动子区ＣｐＧ岛甲基化是前列腺癌、膀胱癌、大肠癌、乳

腺癌、肾细胞癌和胃癌等多种肿瘤ｐ１６基因失活的主要机制。

Ｂａｕｒ等
［１４］对几种淋巴瘤的研究表明，纯合性缺失和突变都不

是淋巴瘤形成过程中基因失活的相关因素，其主要机制是ｐ１６

和ｐ１５基因启动子区甲基化。已有研究证实ＡＬＬ患者ｐ１６基

因表达缺失率明显升高［１５］，推测ＡＬＬ的发生、发展可能与ｐ１６

基因甲基化改变有关。

ＡＬＬ患者ｐ１６基因甲基化率明显升高，但多见于成人

ＡＬＬ患者，儿童ＡＬＬ与ｐ１６基因的相关性研究较为少见
［１６］。

且前述研究多采用甲基化敏感的限制性内切酶及ＰＣＲ技术，

仅为定性分析。本研究首次采用 ＭｅｔｈｙＳＹＢＲＰＣＲ技术，对

ＡＬＬ患儿ｐ１６基因启动子ＣｐＧ岛甲基化水平进行量化评估，

结果显示 ＡＬＬ患儿ｐ１６基因甲基化水平明显升高，而健康儿

童基本处于去甲基化状态。进一步比较ｐ１６基因甲基化水平

在ｕＡＬＬ及ｒＡＬＬ患儿间的差异，发现ｒＡＬＬ患儿ｐ１６基因甲

基化水平明显高于ｕＡＬＬ患儿，间接提示ｐ１６基因甲基化水平

升高可能参与儿童ＡＬＬ的发生机制。为进一步验证ｐ１６基因

ＣｐＧ岛甲基化改变与儿童 ＡＬＬ的关系，本研究采用ＲＴＰＣＲ

技术检测ｐ１６基因表达水平，结果显示 ＡＬＬ患儿ｐ１６基因表

达水平明显降低，且ｒＡＬＬ患儿ｐ１６基因表达水平明显低于

ｕＡＬＬ患儿。相关分析亦表明ＡＬＬ患儿ｐ１６基因表达水平与

其甲基化水平呈负相关关系，进一步说明ｐ１６基因甲基化可能

是导致儿童ＡＬＬ的始发原因之一。

随访观察显示，首次化疗即获完全缓解的患儿ｐ１６基因甲

基化水平明显低于其他患儿，而其ｐ１６基因表达水平则明显升

高，推测ｐ１６基因甲基化水平可能与儿童 ＡＬＬ预后存在一定

关系。为证实上述假设，对所有ｕＡＬＬ患儿进行长期随访，发

现ｐ１６基因低甲基化或高表达水平患儿在巩固强化治疗中的

平均缓解时间明显小于ｐ１６基因高甲基化或低表达患儿，提示

ｐ１６基因甲基化及表达水平或可作为 ＡＬＬ患儿化疗预后的评

估指标之一。

综上所述，ｐ１６基因启动子ＣｐＧ甲基化可使其表达降低

或缺失，可能是儿童 ＡＬＬ发病的主要始发因素之一。同时，

ｐ１６基因甲基化及表达水平在儿童 ＡＬＬ化疗中具有一定的预

后作用。采用ＲＴＰＣＲ技术可在单一条件下同时对ｐ１６基因

·７４·国际检验医学杂志２０１３年１月第３４卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１



甲基化及表达水平进量化评估，具备快速、简便、灵敏度高等优

势，可用于指导ＡＬＬ个体化治疗，在临床上具有较为广泛的应

用前景。
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