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  摘 要:目的 分析骨髓单个核细胞(BMMNC)的nm23-H1基因及外周血高迁移率族蛋白B1(HMGB1)、

Ⅱ型微管相关蛋白轻链3(LC3Ⅱ)水平在急性淋巴细胞白血病(ALL)早期诊断中的应用价值及对化疗敏感性

的影响。方法 选取2017年1月至2018年10月间青海省中医院收治的120例ALL患者作为研究对象,依照

患者细胞形态学分为L1、L2、L3组,选择本院同期体检健康者40例作为对照组;检测BMMNC中自噬相关蛋

白5(Atg5)、
 

BECLIN基因编码蛋白-1(Beclin-1)、nm23-H1基因编码蛋白-H1(nm23-H1)、转铁蛋白(TfR)、纤

黏蛋白(FN)、LC3Ⅱ及甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)的mRNA转录水平,采用 Wester
 

blot法检测血清中高

迁移率族蛋白B1(HMGB1)、LC3Ⅱ、血小板源生性生长因子(PDGF)、血管内皮生长因子A(VEGF-A)、血管内

皮生长因子受体1(VEGF-R1)、血管内皮生长因子受体2(VEGF-R2)、血管内皮生长因子受体3(VEGF-R3)及

GAPDH蛋白表达量;建立白血病细胞株分为 K562组、HL-60细胞组、非肿瘤细胞对照组,检测 HMGB1及

GAPDH的mRNA及蛋白量表达,通过基因转染使白血病细胞高表达 HMGB1,用阿毒素(ADM)、长春新碱

(VCR)
 

处理细胞并采用四唑盐比色法(MTT)检测细胞存活率。结果 L3期患者BMMNC中Atg5、Beclin-1、

nm23-H1、TfR、FN及LC3Ⅱ水平均显著高于L2组及L1组,差异具有统计学意义(P<0.05);L3期患者血清

中HMGB1、LC3Ⅱ、PDGF、VEGF-A、VEGF-R1、VEGF-R2、VEGF-R3蛋白水平均显著高于L2组及L1组,差

异具有 统 计 学 意 义 (P<0.05);Atg5
 

mRNA、Beclin-1
 

mRNA、TfR
 

mRNA、FN
 

mRNA、LC3Ⅱ
 

mRNA、

HMGB1及LC3Ⅱ水平是影响BMMNC中nm23-H1基因水平的独立性因素(P<0.05);K562组、HL-60细胞

组及非肿瘤细胞组中HMGB1水平存在明显差异,且差异有统计学意义(P<0.05);ADM及VCR干预过表达

HMGB1的K562及 HL-60细胞细胞存活率显著高于野生型,差异具有统计学意义(P<0.05)。结论 
BMMNC的nm23-H1基因及外周血 HMGB1、LC3Ⅱ水平在评估患者病情是重要的生物学指标,且高表达

HMGB1可能降低化疗敏感性。
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  白血病是现阶段临床中较为常见的起源于造血

干细胞的恶性血液系统肿瘤之一[1]。有研究结果指

出,白血病细胞在髓外及骨髓器官及组织中存在明显

的恶性增殖,并可能抑制患者体内正常造血功能,但
其具体的发病病因及机制尚未完全揭示[2]。急性淋

巴细胞白血病(ALL)由髓系细胞分化过程中出现的

不同造血祖细胞恶化,依照组织化学及细胞形态学特

征为主要不同类型,具有不同生物学特征[3]。nm231
基因是人体内重要的一种分化抑制基因,其最早从鼠

K-173黑色素瘤细胞系中分离出来,定位17q21[4]。
有研究结果显示,人类nm23基因家族中主要包括

nm23-H3、nm23-H2、nm23-H1几种成员,其中肿瘤

预后及转移与nm23-H1基因存在显著密切关系[5]。

但骨髓单个核细胞(BMMNC)nm23-H1基因及外周

血高迁移率族蛋白B1(HMGB1)、Ⅱ型微管相关蛋白

轻链3(LC3Ⅱ)的联合应用检查仍鲜有报道[6]。因而

笔者对青海省中医院(下称本院)收治的ALL患者作

为研究对象,分析BMMNC的nm23-H1基因及外周

血HMGB1、LC3Ⅱ水平在ALL早期诊断中的应用价

值及对化疗敏感性的影响。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2018年10月间

本院收治的120例 ALL患者作为研究对象,所有患

者均已签署知情同意书并获本院伦理会审核和批准。
依照患者细胞形态学分为L1组40例、L2组45例和

L3组35例,其中L1组患者以小细胞为主,染色质较
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粗,胞质量少;L2组患者以大细胞为主,且大小不一,
核仁较大,染色质疏松,胞质量中等;L3组以大细胞

为主,大小一致,染色质西点状均匀,空泡易见。选择

本院同期40例体检健康者作为对照组。L1组中男

21例、女19例,平均(43.98±4.29)岁,平均体质量

(63.12±6.02)kg,L2组中男24例、女21例,平均

(44.19±4.64)岁,平均体质量(64.37±5.84)kg,L3
组中男19例、女16例,平均(45.92±6.33)岁,平均

体质量(65.01±6.29)kg,对照组中男20例、女20
例,平均(44.19±5.11)岁,平均体质量(64.01±
5.28)kg,各组患者一般资料比较差异无统计学意义

(P>0.05),具有可比性。

1.2 纳入标准 参与本组研究所有患者均符合如下

标准:(1)患者临床指征均符合《血液病诊断及疗效标

准》[7],患者伴有出血、发热、进行性贫血及骨关节疼

痛等症状,且急性淋巴细胞数≥20%;(2)患者符合细

胞形态学和分子生物学诊断,L1组以小细胞为主,染
色质较粗,胞质量少;L2组以大细胞为主,且大小不

一,核仁较大,染色质疏松,胞质量中等;L3组以大细

胞为主,大小一致,染色质西点状均匀,空泡易见;

BCR和ABL基因在B细胞中异常高表达及SIL和

TAL1基因在T细胞中异常高表达;(3)所有患者均

对本研究知情并签署知情同意书。排除标准
  

若患者

符合如下任一标准则将其排除本研究:(1)合并肺部

等其他脏器感染性疾病如呼吸道病毒感染、急性肠道

感染、动物源性病毒感染等;(2)伴随其他恶性肿瘤;
(3)患者存系统性免疫疾病如过敏性鼻炎、支气管哮

喘、荨麻疹;(4)患者主动申请退出本研究。

1.3 方法

1.3.1 主要试剂 聚合酶链反应(PCR)引物均购自

南京金斯瑞生物科技有限公司;抗体均购买自南京福

麦斯生物科技有限公司;Western
 

Blot检测试剂盒购

买自沈阳万类生物科技有限公司;MTT试剂盒购买

自碧云天生物科技有限公司。

1.3.2 细胞分组及 MTT检测细胞活性 建立白血

病细胞株,分为K562组、HL-60细胞组、非肿瘤细胞

对照组,通过慢病毒转染法构建高表达 HMGB1白细

胞株,在96孔板中使用化疗药物(ADM、VCR)处理

各组细胞后,避光加入MTT染料,后采用全自动酶标

仪检测各孔吸光度,遵照试剂盒说明书进行操作。

1.3.3 RT-PCR检测基因转录水平 (1)采用TR-
Izol法提取总RNA,并检测RNA浓度,后使用1

 

μg
 

RNA样品逆转录制备cDNA,参照试剂盒说明书设

置反应体系。(2)检测骨髓单个核细胞中自噬相关基

因 Atg5、Beclin-1、nm23-H1、TfR、FN、LC3Ⅱ 及

GAPDH的mRNA转录水平。(3)使用琼脂糖凝胶

电泳检测PCR产物,采用凝胶图像分析检测结果。

1.3.4 Western
 

bolt法检测蛋白表达 去外周血细

胞样品并制备蛋白样品,采用SDS-PAGE分离蛋白,
后采 用 Westem

 

blot检 测 其 中 HMGB1、LC3Ⅱ、

PDGF、VEGF-A、VEGF-R1、VEGF-R2、VEGF-R3及

GAPDH蛋白表达量,遵照试剂盒说明书进行操作。

1.4 统计学处理 本组研究中采用SPSS20.0行统

计学分析,满足正态分布的计量资料采用x±s表示。
计数资料用率(%)表示,行χ2 及方差分析。采用Lo-
gistic回归模型分析外周血各指标与骨髓单个核细胞

nm23-H1基因的相关性,以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 细胞中 HMGB1水平检测结果 本组研究结果

显示,K562组、HL-60细 胞 组 及 非 肿 瘤 细 胞 组 中

HMGB1水平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表1。

表1  细胞中 HMGB1水平检测结果(x±s)

组别 HMGB1/GAPDH F P

K562组 1.43±0.21

HL-60细胞组 1.47±0.15 6.942 0.007

非肿瘤细胞组 0.92±0.13

2.2 细胞存活率检测结果 本组研究结果显示,

ADM及VCR干预过表达 HMGB1的 K562及 HL-
60细胞细胞存活率显著高于野生型,差异有统计学意

义(P<0.05)。见表2。

2.3 荧光定量PCR检测结果 本组研究结果显示,

L1、L2 及 L3 组 患 者 BMMNC 中 Atg5、Beclin-1、

nm23-H1、TfR、FN 及 LC3Ⅱ水平均显著高于对照

组,差异具有统计学意义(P<0.05),且L3期患者

BMMNC中 Atg5、Beclin-1、nm23-H1、TfR、FN 及

LC3Ⅱ水平均显著高于L2组及L1组,差异有统计学

意义(P<0.05)。见表3。

表2  细胞存活率检测结果(x±s)

药物
K562

野生型 过表达
t P

HL-60

野生型 过表达
t P

ADM 22.82±2.81 41.73±6.38 4.698 0.018 23.28±7.25 43.93±4.17 14.491 0.000

VCR 29.28±3.74 53.92±7.92 4.873 0.017 20.19±5.31 61.09±5.33 37.394 0.000
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表3  荧光定量PCR检测结果(x±s)

指标 L1组 L2组 L3组 对照组 F P

Atg5/GAPDH 2.68±0.23 3.31±0.19 3.73±0.18 1.02±0.21 5.342 0.012

LC3Ⅱ/GAPDH 0.55±0.07 0.79±0.12 1.02±0.11 0.23±0.04 4.182 0.018

Beclin-1/GAPDH 1.02±0.19 1.45±0.21 1.79±0.22 0.75±0.19 5.832 0.008

nm23-H1/GAPDH 1.23±0.13 1.45±0.11 1.98±0.09 0.94±0.12 6.381 0.003

TfR/GAPDH 0.53±0.05 0.78±0.09 0.98±0.12 0.24±0.04 8.912 0.000

FN/GAPDH 0.62±0.08 0.81±0.13 0.99±0.07 0.22±0.03 7.032 0.000

2.4 蛋白水平检测结果 本组研究结果显示,L1、L2
及L3组患者血清中 HMGB1、LC3Ⅱ、PDGF、VEGF-
A、VEGF-R1、VEGF-R2、VEGF-R3蛋白水平均显著

高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),且L3期

患 者 血 清 中 HMGB1、LC3Ⅱ、PDGF、VEGF-A、
VEGF-R1、VEGF-R2、VEGF-R3蛋白水平均显著高

于L2组及L1组,差异有统计学意义(P<0.05)。见

图1。

图1  蛋白表达检测图

2.5 BMMNC的nm23-H1基因与各指标相关性 
本组研究结果显示,Atg5

 

mRNA、Beclin-1
 

mRNA、
TfR

 

mRNA、FN
 

mRNA、LC3Ⅱ
 

mRNA、HMGB1及

LC3Ⅱ水平是影响BMMNC中nm23-H1基因水平的

独立性因素(P<0.05)。见表4。
表4  BMMNC的nm23-H1基因与各指标相关性

指标 β SE Wald P OR

Atg5
 

mRNA 1.202 0.542 4.412 0.035 3.722

LC3Ⅱ
 

mRNA 0.985 0.201 2.318 0.012 2.120

Beclin-1
 

mRNA 1.981 0.646 8.273 0.004 7.293

TfR
 

mRNA 2.384 0.614 9.318 0.002 7.049

FN
 

mRNA 2.091 0.601 5.943 0.021 4.012

HMGB1 0.766 0.831 1.831 0.022 1.321

LC3Ⅱ 0.372 0.736 1.284 0.011 1.283

PDGF 0.921 0.281 5.213 0.321 1.183

VEGF-A 0.683 0.687 4.692 0.501 3.329

VEGF-R1 1.072 0.816 6.319 0.472 2.411

VEGF-R2 1.093 0.528 2.034 0.698 1.714

VEGF-R3 0.981 0.709 2.693 0.218 1.829

3 讨  论

  急性淋巴细胞白血病作为血液恶性肿瘤之一,发
病率有上升趋势,并且患者十年内总生存率低。急性

淋巴细胞白血病的发生和发展机制尚未探究清楚,生
物行为复杂。因此临床上急需特异的靶基因诊断白

血病,使白血病患者能早诊断早治疗,并为今后白血

病发病机制的研究提供新方向。

nm23-H1基因定位于人17p21-22,是人体内重

要的抑癌基因,与多种癌症的发生发展 和 转 移 与

nm23-H1异常表达密切相关,其中包括血液系统恶性

肿瘤、乳腺癌、鼻咽癌和胰腺癌细胞等[8-10]。在最新的

血液系统恶性肿瘤研究发现,ALL细胞中nm23-H1
中呈明显的高表达状态。在正常成熟的骨髓细胞中,

nm23-H1基因表达的蛋白可有效诱导细胞因子IL-6
和IL-1β释放,IL-6和IL-1β可通过激活 NF-КB及

STAT3等细胞通道,从而增加细胞因子中集落刺激

因子的表达以提高 ALL细胞的成熟及存货[11-12]。

nm23-H1基因不仅是重要的抑癌基因,也是公认的分

化抑制因子,能有效抑制血细胞分化,可作为评估白

血病预后质量的重要指标[13]。
自噬是细胞生理和病理的常见现象,主要参与细

胞凋亡,清除衰老的细胞器以及调控肿瘤的发生[16]。
近来有研究发现自噬也参与了白血病肿瘤细胞的耐

药过程[17],表明自噬可能参与白血病的发生和发展。
而自噬基因 HMGB1对氧化损伤、压力应激、遗传紊

乱等多种因素引起的程序性细胞寻获条件下自噬调

节具有十分重要的意义[18]。研究指出,HMGB1可控

制胞内Beclin1复合物形成,加速出现自噬活性,在细

胞凋亡的调节过程中起到重要的调节作用[19]。有学

者指出,靶向敲除细胞中 HMGB1可有效减少出现饥

饿诱导自噬促进细胞凋亡[14]。在宫颈癌、结肠癌及肺

癌等多种肿瘤细胞的发生及发展过程中,HMGB1均

起到十分重要的作用,并且通过临床生存率分析发现

肿瘤患者生存率与 HMGB1高表达密切相关[15]。然

而nm23-H1抑癌基因与自噬基因 HMGB1在 ALL
发展中的分子作用关系尚未清楚,本研究基于此问题

开展实验与分析。
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本组研究中结果显示,ALL 患者 BMMNC 中

nm23-H1的 mRNA 及蛋白水平显著高于对照组。
且进 一 步 分 析 结 果 发 现,ALL 患 者 BMMNC 中

nm23-H1水平与血中Atg5
 

mRNA、Beclin-1
 

mRNA、

TfR
 

mRNA、FN
 

mRNA、LC3Ⅱ
 

mRNA、HMGB1及

LC3Ⅱ水平呈显著正相关关系。但与PDGF、VEGF-
A、VEGF-R1、VEGF-R2及 VEGF-R3无明显关系。
此结果表明 ALL患者中nm23-H1基因以及自噬相

关基因高表达,提示nm23-H1表达的升高可能与自

噬基因HMGB1的表达相关。在慢病毒转染细胞高

表达HMGB1之后,nm23-H1的表达也随之升高,证
明HMGB1高表达可提高nm23-H1的表达。通过过

表达HMGB1可延长K562及HL-60细胞的活力,对
抗细胞凋亡,降低化疗药物的敏感性。在多种细胞株

中敲除 HMGB1基因有效抑制自噬的发生,且减少

HMGB1移位。据此结果分析,HMGB1基因在自噬

调节过程中起到十分重要的作用,可有效调节细胞及

组织中的自噬作用,并减少急性淋巴癌细胞凋亡。因

此,nm23-H1基因可能与 HMGB1表达密切相关,

nm23-H1可能参与HGMB1的自噬凋亡信号级联通

路,并基于此通路从而促进肿瘤细胞逃避细胞凋亡。
综上所述,BMMNC的nm23-H1基因及外周血

HMGB1、LC3Ⅱ水平在评估患者病情是潜在的重要

生物学指标,且高表达 HMGB1可能降低化疗敏感

性。但本研究并未对患者进行长期随访研究,有待后

续深入研究。
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