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$基因启动子区甲基化状态!探讨
C̀ 5

基因与白血病的关系%

方法
!

以
#:

例原发急性髓系白血病和
#)

例急性淋巴系白血病患者的骨髓标本为研究对象!以
#!

例健康者骨髓标本作对照!采

用焦磷酸甲基化测序"

85+

$方法检测骨髓中
C̀ 5

基因启动子的甲基化水平!分析健康者与白血病患者之间甲基化状态!以及不

同类型白血病之间
C̀ 5

基因启动子区甲基化状态是否存在差异%结果
!

)!

例白血病患者骨髓标本中共有
)#

例
C̀ 5

基因启动

子区高甲基化!阳性率为
$?=(>

%

#!

例健康者骨髓标本均未检测到
C̀ 5

基因启动子区甲基化%

#)

例急性淋巴系白血病患者骨

髓标本中
C̀ 5

基因启动子区甲基化率为
$:=:>

'

#:

例原发急性髓系白血病患者骨髓标本中
C̀ 5

基因启动子区甲基化率为
$?=

<>

!二者差异无统计学意义"

!

$

(=(!

$%结论
!

C̀ 5

基因启动子区甲基化检测可能成为白血病诊断的生物标志物之一%

关键词"白血病'

!

C̀ 5

基因'

!

甲基化'

!

生物标志

!"#

!

#(=:"<"

"

@

=A990=#<;:B?#:(=)(#;=#"=()?

文献标识码"

1

文章编号"

#<;:B?#:(

"

)(#;

$

#"B);):B(:

/'*+

2

=)*%,&.*)*<.,4FW6

-

'&'

(

5,I,*'55'

-

%,&%&)!

(

)*%'&*.@%*+='<J'I%)

9,12&

#

(124.+&'

#

:,$"L'.+&4

%

$

(7

E

4?>O7.>;

3

90;;GN?4.D

3

&D';.

#

,7?;D

E

4<7=7.>7?%;D

E

'>40

#

97'

M

'.

/

#(((<"

#

=+'.4

%

80.*5)3*

!

"0

9

'3*%:'

!

CD9JRO

G

JKIQIJK

G

FEJAD09JEJR9DLCI9JA0

P

NDJIA0

$

C̀ 5

%

P

NDQDJINNI

&

AD0A0TD0IQENNDSDLFIRUIQAE

P

EB

JAI0J9

#

E0OJDIW

P

FDNIJKINIFEJAD09KA

P

TIJSII0C̀ 5

&

I0IE0OFIRUIQAE=/'*+,1.

!

CKITD0IQENNDS9

P

IMAQI09DL#:

P

EJAI0J9SAJK

P

NAQEN

G

EMRJIQ

G

IFDAOFIRUIQAEE0O#)

P

EJAI0J9SAJKEMRJIQ

G

IFDAOFIRUIQAESINI9JROAIO=8D0IQENNDS9EQ

P

FI9LNDQ#!KIEFJK

G

9RT

@

IMJ9SINIR9IOE9MD0JNDF9

#

JKIQIJK

G

FEJAD0FIVIFDLC̀ 5

&

I0I

P

NDQDJINA0TD0IQENNDSSE9OIJIMJIOT

G

85+

#

JKIQIJK

G

FEJAD0

9JEJR9TIJSII0KIEFJK

G

9RT

@

IMJ9E0OFIRUIQAE

P

EJAI0J9

#

E0OSKIJKINJKINISE9E0

G

OALLINI0MIA0QIJK

G

FEJAD09JEJR9TIJSII0OALLINI0J

J

GP

I9DLFIRUIQAESINIE0EF

G

HIO=;'.<=*.

!

%0)!ME9I9DLFIRUIQAE

#

JKINISINI)#ME9I9DLTD0IQENNDS9EQ

P

FI9

#

E0OJKIK

GP

INQIJKB

G

FEJAD0DLC̀ 5

&

I0I

P

NDQDJINNI

&

AD0SE9

P

D9AJAVI

#

SAJKE

P

D9AJAVINEJIDL$?=(>=CKIQIJK

G

FEJAD0DLJKI

&

I0ISE90DJOIJIMJIOA0

TD0IQENNDS9EQ

P

FI9LNDQ#!KIEFJK

G

9RT

@

IMJ9=CKIQIJK

G

FEJAD0NEJIDLC̀ 5

&

I0IA0TD0IQENNDS9EQ

P

FI9DL#)

P

EJAI0J9SAJKEMRJI

F

G

Q

P

KDTFE9JAMFIRUIQAESE9$:=:>

#

JKIQIJK

G

FEJAD0NEJIDLC̀ 5

&

I0IA0TD0IQENNDS9EQ

P

FI9DL#:

P

EJAI0J9SAJK

P

NAQEN

G

EMRJI

Q

G

IFDAOFIRUIQAESE9$?=<>

#

E0OJKINISE90D9A

&

0ALAME0JOALLINI0MITIJSII0JKIJSD

&

NDR

P

9

$

!

$

(=(!

%

=>,&3=<.%,&

!

'IJK

G

FEJAD0

DLC̀ 5

&

I0IQA

&

KJTID0IDLJKITADQENUIN9A0JKIOAE

&

0D9A9DLFIRUIQAE=

?'

2

@,51.

!

FIRUIQAE

&

!

C̀ 5

&

I0I

&

!

QIJK

G

FEJAD0

&

!

TADQENUIN

!!

白血病是一类造血干细胞恶性克隆性疾病#是我国最常见

的恶性肿瘤之一*各地区白血病的发病率在各肿瘤中占第
<

位#其发病的分子机制非常复杂*从遗传学角度看#有研究发

现#白血病中
26'C:1

基因突变可能与白血病的发生和发展

相关(

#B!

)

*从表观遗传学角度看#与其他一些常见的恶性肿瘤

相似#基因启动子区甲基化异常在白血病中非常普遍*有研究

报道#白血病患者存在
41557%1

'

4e6/:

等基因
261

甲基

化的改变(

<B$

)

*

CI9JA0

蛋白$

C̀ 5

%基因是一种抑癌基因#在不

同种类肿瘤中被发现启动子区甲基化#但其在白血病中的甲基

化状态和关系尚不清楚*本研究用焦磷酸甲基化测序$

85+

%

方法分别对
)!

例白血病患者骨髓标本和
#!

例健康者骨髓标

本的
C̀ 5

基因启动子区甲基化程度进行检测#并且对不同类

型白血病的甲基化状态进行比较#探讨
C̀ 5

基因启动子区甲

基化与白血病发生的关系*

A

!

材料与方法

A=A

!

标本收集
!

收集
)!

例经骨髓细胞学检查确诊的白血病

患者骨髓标本#白血病患者中原发急性髓系白血病
#:

例#急性

淋巴系白血病
#)

例*同时#收集
#!

例因贫血或发热原因待

查#经骨骼穿刺病理细胞学确诊为非白血病健康者作为对照

组*所有白血病患者以及健康者骨髓标本均来自航天中心医

院血液科实验室#肿瘤分级按照,造血与淋巴组织肿瘤
]d.

)((;

年分型标准-划分#均为原发病例#所有病例均未进行放

化疗*标本在获得后用于提取
461

'

261

#并于
[$(f

保存*

A=B

!

仪器与试剂
!

,%1EQ

P

261

试剂盒购自美国
,%1c̀ 6

公司&

2*)(((

'

261'ENUIN

'

'ENUIN

,

'随机引物均购自天根

生化科技有限公司&

O6C+

'

P

NAQIN9JENc*/

均购自
C1b141

生物技术有限公司&甲基化修饰试剂盒购自
gY'. 4̀ B

5̀ 14-d

公司&反转录聚合酶链反应$

4CB+-4

%试剂盒购自

CEbE4E

公司&引物由上海生工公司合成&核酸检测仪为
6E0DB

2ND

P

62B#(((

紫外分光光度仪*

A=C

!

引物设计
!

参考预测的
-

P

c

岛目的区域#根据引物设计

原则设计引物#序列如下#上游引物
'BC̀ 5B7#

!

cc1 c1C

C1ccCC1cccCC1CCc1cCCC

#下游引物
'BC̀ 5B4#

!

-----C 1-- CC- CC- 1-C CC1 CCC

#片 断 大 小 为

:";T

P

*

A=D

!

总
461

提取
!

应用
CNAHDF

试剂从骨髓标本中提取总

+
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461

*每使用
#Q*CNAHDF

加入
(=)Q*

氯仿#剧烈振荡
#!9

#

室温放置
:QA0

*

?f#((((a

&

离心
#!QA0

#把水相转移到

新管中#用异丙醇沉淀水相中的
461

#每使用
#Q*CNAHDF

加

入
(=!Q*

异丙醇#室温放置
#(QA0

*

?f#((((a

&

离心
#(

QA0

#移去上清#

;!>

乙醇洗涤
461

沉淀#每使用
#Q*CNAHDF

至少加
#Q*;!>

乙醇*

?f!(((a

&

离心
!QA0

#弃上清#室

温放置干燥
461

沉淀#所获
461

用于
4CB+-4

检测或

[$(f

保存*骨髓标本总
461

提取使用
,RA

&

I0

公司的

461

抽提试剂盒#提取步骤按照试剂盒说明书进行*

A=R

!

4CB+-4

反应
!

4CB+-4

使用
'B'*3

反转录酶#随机

引物扩增第一条链
M261

*所得
M261

进行下一步
+-4

反

应*

+-4

反应体系均为
)!

'

*

#

!a+85

缓冲液
!

'

*

#

O6C+9)

'

*

#上下游引物各
(=!

'

*

#引物
5C14c*/(=)!

'

*

#

261

模

版
)

'

*

#灭菌双蒸水补足反应体积至
)!

'

*

*扩增条件为!

"!f

预变性
:QA0

&

"$f#(9

#

!"f#!9

#

;)f)=!QA0

#共
:!

个循环&最后
;)f

延伸
;QA0

*浓度不低于
!(0

&

"

'

*

#总量不

低于
#

'

&

*利用
)>

凝胶电泳方法检测
261

质量#条带完整

的进入下一步研究&应用
6E0D2ND

P

62B#(((

紫外分光光度仪

检测
261

浓度与质量#然后将总
261

样品储存于
[$(f

*

A=T

!

基因组
261

的重亚硫酸盐处理和纯化
!

甲基化处理体

系为
261#(((0

&

#

261

保护缓冲液
:!

'

*

#亚硫酸氢钠溶液

$!

'

*

#

46E9I

自由水补足到
#?(

'

*

#条件为!

"! f !QA0

&

<(f#!9

#

"!f!QA0

#

<(f#!QA0

#

:(f#(QA0

*之后进行

纯化#处理后液体直接转入
#=!Q* +̀

管中#加入
:#(

'

*

的

8*

液#再加入
)!(

'

*

的无水乙醇#震荡
#!9

混匀#转入吸附

柱#静置
!QA0

#

#:(((a

&

离心
#QA0

#加入
!((

'

*8]

液#

#:(((a

&

离心
#QA0

#弃废液#加入
!((

'

*82

液#室温静置

#!QA0

#

#:(((a

&

离心
#QA0

#弃废液#加入
!((

'

*8]

液#

#:(((a

&

离心
# QA0

#弃废液*加入
)!(

'

*

无水乙醇#

#:(((a

&

离心
#QA0

#弃废液*换新收集管#

#:(((a

&

离心

)QA0

*将吸附柱放入
#=!Q* +̀

管中#开盖#

<( f

干浴
!

QA0

*在吸附柱膜上悬空滴加
#!

'

* 8̀

#静置
!QA0

#

#:(((a

&

离心
)QA0

收集
261

*处理后
261

于
[)(f

保存*

A=U

!

甲基化检测
!

以区域特异性引物进行
+-4

扩增#电泳后

切胶回收后#将
+-4

纯化产物连接到
P

c'BC

进行
C1

克隆#

鉴定阳性克隆后提取质粒进行质粒测序#测序检测
C̀ 5

基因

启动子区甲基化状态$上海英拜生物科技有限公司%*

A=[

!

统计学处理
!

采用
5+55#<=(

软件进行统计分析#计量

资料比较采用两样本
>

检验#计数资料以率表示#采用
!

) 检验

进行比较#以
!

#

(=(!

为差异有统计学意义*

B

!

结
!!

果

B=A

!

C̀ 5

基因启动子区甲基化状态
!

对
)!

例白血病患者骨

髓标本#以及
#!

例健康者骨髓标本进行
85+

分析*结果显

示#在
#!

例健康者骨髓标本中均未检测到
C̀ 5

基因启动子区

甲基化#见图
#

*

)!

例白血病患者骨髓标本中
C̀ 5

基因启动

子区甲基化位点呈普遍高甲基化#见图
)

*

C̀ 5

启动子区共有

?$

个
-

P

c

位点*对照组和白血病组
C̀ 5

基因启动子区甲基

化状态进行比较#差异有统计学意义$

!

#

(=(!

%*健康者骨髓

标本和白血病患者骨髓标本
C̀ 5

基因启动子区甲基化状态比

较#差异有统计学意义$

!

#

(=(!

%*见图
:

*

B=B

!

原发急性髓系白血病和急性淋巴系白血病
C̀ 5

基因启

动子区甲基化状态
!

对白血病的不同类型之间甲基化状态进

行比较显示#在所有
#)

例急性淋巴系白血病患者骨髓中有
#(

例发现高甲基化#

C̀ 5

基因启动子区甲基化率为
$:=:>

#在所

有
#:

例原发急性髓系白血病患者骨髓中有
#)

例发现高甲基

化#

C̀ 5

基因启动子区甲基化率为
$?=<>

#组间比较差异无统

计学意义$

!

$

(=(!

%*

图
#

!!

健康者
C̀ 5

基因启动子区甲基化状态

图
)

!!

白血病患者
C̀ 5

基因启动子区甲基化状态

图
:

!!

白血病骨髓与健康者骨髓
C̀ 5

基因启动子区

甲基化状态的比较

C

!

讨
!!

论

!!

近年来#白血病的发病率不断上升*以往研究发现#肿瘤

的发病机制有两方面因素#即遗传学和表观遗传学机制#肿瘤

的遗传学路径表现为抑癌基因或癌基因的突变导致基因功能

缺失或增加以及表达异常#如基因点突变#染色体易位#基因扩

增"缺失等&而癌症的表观遗传学路径是由染色体组成成分的

改变决定的#包括
261

甲基化#组蛋白的修饰和变异#核小体

重构以及小的非编码调控
461

干扰等(

)B?

)

*在肿瘤的发生过

程中#基因组
261

甲基化状态的改变会造成机体染色体不稳

定或基因表达异常#最终导致肿瘤发生*

261

甲基化是由

261

甲基化酶在胞嘧啶
!

位碳原子上转移甲基的过程#

261

分子上
-

P

c

双核苷中的胞嘧啶处于甲基化状态*正常组织基

因组
;(> -

P

c

岛被甲基化#是基因组的一种基本修饰(

)

)

*目

前为止#在肿瘤抑制基因启动子区的甲基化#包括其导致的基

因沉默#被认为是肿瘤抑制基因失活的一种机制(

?

)

*在基因上

游调控区的启动子区富含
-

P

c

二核苷酸的
-

P

c

岛#正常细胞

与组织中
-

P

c

岛多处于非甲基化状态#而在肿瘤细胞或组织

中#

-

P

c

岛多处于高甲基化状态(

;

)

*目前#

26'C:1

被发现

在约
)(>

的急性髓系白血病肿瘤发生多位点的突变(

;

)

#在急

性髓系白血病中发现
8-*)*#(

基因启动子区高甲基化导致该

基因失活#凋亡作用消失#在慢性髓系白血病中#

;!>

患者的

P

#!

基因
-

P

c

高甲基化#

!(>

!

$<>

急性髓系白血病中存在

P

#!

基因
-

P

c

高甲基化#和患者预后呈负相关(

$B"

)

*也有报道

发现#白血病中
*4+#!

'

41557%1

'

4e6/:

基因启动子区高甲

基化(

<

#

#(

)

*

C̀ 5

基因位于
;

号染色体长臂
:#=)

区段$

;

P

:#=)

%易碎染

色体
741;c

区域*

C̀ 5

基因是由
-

端的
*%'

结构域和一个

尚不明确功能的
+̀ C

结构域组成的高度保守序列#其中第
:

+

?);)

+
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组
*%'

结构域包含
C̀ 5

蛋白结构域#它具有局部黏附复合

体#并与细胞外基质黏附和细胞间相互作用有关(

##B#)

)

#

C̀ 5

基

因也是一种抑癌基因#有研究发现#

C̀ 5

基因可以促进细胞凋

亡#在多种类型的肿瘤中存在
C̀ 5

表达的沉默#在不同种类肿

瘤中该基因可通过杂合性缺失$

*.d

%以及启动子区甲基化而

被沉默#如头颈部鳞状细胞癌$

d65--

%'脑胶质瘤'卵巢癌'原

发性胃癌'前列腺癌'乳腺癌等(

##B#<

)

*国外有研究报道#在儿

童急性白血病中存在
C̀ 5

基因启动子区甲基化(

#!

#

#;

)

#但国内

尚无白血病中
C̀ 5

基因启动子区甲基化的研究报道*本研究

对白血病患者骨髓标本与健康者骨髓标本进行了
C̀ 5

基因启

动子区甲基化检测#以期找出
C̀ 5

基因启动子区甲基化与白

血病发病的相关性*

随着微芯片技术以及数控方法的发展#人们对肿瘤中由于

高甲基化导致基因沉默#以及对已知的基因进行生物学和临床

等级相关的分类的认识正在逐渐加深*胞嘧啶甲基化模式的

改变是组织和肿瘤特异性的#并且可以通过敏感的
+-4

方法

稳定地检测到#为癌症的检测和诊断以及预后信息提供了可

能(

;

#

#:B#?

)

*

-

P

c

岛甲基化发生在致癌过程的早期#等位基因启

动子区甲基化可以被检测并具有很高的灵敏度#现在对甲基化

的检测被大量用以作为潜在的癌症早期检测系统(

:

)

*甲基化

研究可用于抑癌基因的筛选'微小残留病灶的检测及预后判

断*

261

甲基化异常在白血病的发生发展中也起重要作用#

本研究通过
85+

法对
)!

例白血病患者和
#!

例健康者骨髓中

C̀ 5

基因启动子区甲基化状态的检测#结果发现#在
)!

例白

血病骨髓标本中#有
)#

例存在
C̀ 5

基因启动子区甲基化

$

$?=(>

%*研究还发现#急性淋巴系白血病
C̀ 5

基因启动子

区甲基化率$

$:=:>

%与原发急性髓系白血病$

$?=<>

%

C̀ 5

基

因启动子区甲基化率差异无统计学意义$

!

$

(=(!

%*这些研

究结果表明#白血病患者骨髓中存在
C̀ 5

基因启动子区高甲

基化#急性淋巴系白血病
C̀ 5

基因启动子区甲基化率与原发

急性髓系白血病
C̀ 5

基因启动子区甲基化无差异*由于本研

究标本量有限#有关
C̀ 5

基因启动子
-

P

c

岛甲基化与白血病

类型的关系尚需进一步研究*

C̀ 5

基因作为一种抑癌基因#

高甲基化会导致其抑癌基因活性消失*白血病骨髓标本中

C̀ 5

基因启动子区高甲基化#可能导致白血病细胞凋亡失控#

细胞迁移受限#从而进一步引发白血病的发生*由此推测#白

血病中存在
C̀ 5

基因启动子区高甲基化#对
C̀ 5

基因启动子

区甲基化的检测可能成为白血病的生物标志物之一*
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