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新基因ＨＡ１１７编码蛋白在儿童急性白血病中的表达及其临床意义
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　　［摘要］　目的　探讨多药耐药新基因ＨＡ１１７编码蛋白在儿童急性白血病（ａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬ）患儿骨髓单个核细胞
（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＮＣ）中的表达及其临床意义。方法　 将６７例ＡＬ患儿分为初诊组、完全缓解组和未
缓解组，１０例ＩＴＰ患儿为对照组。应用免疫组织化学法检测ＢＭＭＮＣ中ＨＡ１１７编码蛋白及Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）表达。结果　
ＨＡ１１７编码蛋白在ＡＬ患儿中阳性表达率从低至高为：完全缓解组、初诊组、未缓解组，对照组呈阴性表达；初诊组中强阳
性（＋＋＋）表达者其首次缓解（ＣＲ１）率（１６．６７％）显著低于阴性表达组（９４．７４％）（Ｐ＜０．０１）及中度表达组（８７．５０％）
（Ｐ＜０．０５）；同一患儿中 ＨＡ１１７编码蛋白表达与 Ｐｇｐ表达无相关性（κ＝０．１９５，Ｐ＞０．０５），两者均表达者 ＣＲ率
（３０００％）显著低于ＨＡ１１７＋／Ｐｇｐ－、ＨＡ１１７－／Ｐｇｐ＋组（８３．３３％）（Ｐ＜０．０５）及ＨＡ１１７－／Ｐｇｐ－组（９４．４４％）（Ｐ＜０．０１）。
结论　 ＨＡ１１７编码蛋白的过表达与临床化疗耐药密切相关，是儿童ＡＬ预后的不利因素，且其耐药机制可能是独立的非
Ｐｇｐ介导的；ＨＡ１１７编码蛋白与Ｐｇｐ两者同时高表达提示预后不良。
　　［关键词］　 ＨＡ１１７编码蛋白；急性白血病；多药耐药；Ｐ糖蛋白
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　　急性白血病是儿童时期最常见的恶性肿瘤，其治
疗是以化疗为主的综合治疗。然而，多药耐药（ｍｕｌｔｉ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）严重制约着儿童急性白血病化
疗疗效，是造成化疗失败的主要原因。除 Ｍｄｒ１编码
的Ｐｇｐ高表达与白血病的多药耐药密切相关外，近年
来还发现多种其他的多药耐药相关基因，其中，新基因
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ＨＡ１１７（基因库登录号ＡＹ２１０３５４）［１］是本课题组在多
药耐药细胞株ＨＬ６０／ＡＴＲＡ中，运用抑制消减杂交及
基因芯片技术发现的一种多药耐药新基因，该基因位

于１４号染色体上，是 １条含有完整编码框长度为
１９９１ｂｐ的基因序列。本课题组通过前期研究发现新
基因ＨＡ１１７可能参与了儿童白血病的多药耐药［２］。

本研究从蛋白水平探讨 ＨＡ１１７编码蛋白在儿童急性
白血病中的表达特点及其临床意义，并同时检测 ＡＬ
患儿骨髓单个核细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，
ＢＭＭＮＣ）中Ｐｇｐ的表达，明确ＨＡ１１７编码蛋白在儿童
急性白血病耐药中的作用及其与Ｐｇｐ表达的关系，以
期为儿童急性白血病的治疗及预后评估提供新的线索。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　２０１１年１－８月在重庆医科大学附属儿童医院血液科住院
及门诊就诊患儿，共６３例，骨髓标本６７份。男性３５例，女性
２８例，中位年龄６岁５个月（１个月２８ｄ至１５岁２个月）。以
上病例均经临床、血象、骨髓象及免疫分型检测确诊。根据

ＭＩＣＭ综合分型（表１），分为急性淋巴细胞白血病标本４８份
（Ｌ１１７例，Ｌ２２８例，Ｌ３３例），急性非淋巴细胞白血病标本１９份
（Ｍ１２例，Ｍ２７例，Ｍ３５例，Ｍ５４例，Ｍ７１例）。
　　根据标本采集时期及 ＡＬ患儿早期治疗反应评判标准，分
为初诊组、完全缓解组和未缓解组，未缓解组指至少常规联合

化疗１个疗程未达到缓解者。初诊组３３例，其中２２例接受治
疗，１０例放弃治疗，死亡１例；完全缓解组３０例，其中３例收到
初诊骨髓标本；未缓解组４例，其中有１例收到初诊骨髓标本。
ＡＬＬ患儿采用 ＶＤＬＤ（长春新碱、柔红霉素、左旋门冬酰胺酶、
地塞米松）方案诱导治疗；ＡＭＬ（除 Ｍ３）患儿采用柔红霉素、阿
糖胞苷、依托泊苷（ＤＡＥ）方案治疗，Ｍ３采用全反式维甲酸
（ＡＴＲＡ）联合柔红霉素（ＤＮＲ）治疗。对照组１０例，均为免疫性
血小板减少症（ｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ，ＩＴＰ）患儿。

表１　６７份标本ＭＩＣＭ分型诊断和分组

骨髓标本 初诊组 完全缓解组 未缓解组 总计

ＡＬＬ ２４ ２２ ２ ４８
ＡＭＬ ９ ８ ２ １９
总计 ３３ ３０ ４ ６７

１．２　方法
１．２．１　主要试剂　　ＨＡ１１７多克隆抗体为本实验室保存；
Ｍｄｒ１单克隆抗体购于美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；即用型免疫组化
ＥｌｉＶｉｓｉｏｎＴＭｓｕｐｅｒ试剂盒购于福州迈新生物技术开发有限公司；
ＤＡＢＫｉｔ浓缩型ＤＡＢ试剂盒购于北京中杉金桥生物技术有限
公司；淋巴细胞分离液：天津灏洋生物制品科技有限公司产品。

１．２．２　标本处理　　取骨髓液２ｍｌ至肝素钠抗凝管中，生理
盐水稀释 ２～３倍。Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液（相对密度：
１．０７７ｇ／ｍｌ）５ｍｌ，２０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ，分离出骨髓单个核
细胞。调整细胞浓度为（１～２）×１０６／ｍｌ制成悬浊液，均匀涂布
于多聚赖氨酸包被的载玻片上，干燥后用４％多聚甲醛固定。

存储于－２０℃冰箱备用。
１．２．３　测定方法　　取出备用玻片，室温下复温 ３０ｍｉｎ。
０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００渗透１５ｍｉｎ，３％双氧水消除细胞内源性过
氧化物酶，正常山羊血清封闭，滴加一抗４℃过夜，室温下复温
３０ｍｉｎ，二抗孵育，ＤＡＢ显色，苏木精染核，中性树胶封片观察。

１．３　结果判定标准
１．３．１　Ｐｇｐ阳性表达判断　　典型的 Ｐｇｐ阳性表达为整个
细胞膜为黄色或棕黄色。双盲法计数２００个细胞，计算阳性细
胞率，阳性细胞率≥１０％作为Ｐｇｐ阳性分界。
１．３．２　ＨＡ１１７编码蛋白阳性表达判断　　ＨＡ１１７编码蛋白表
达呈棕黄色或棕褐色为阳性；根据阳性细胞占全部细胞数的百

分比，对ＨＡ１１７编码蛋白的表达水平进行分级：阳性细胞率＜１０％
为阴性（－），１０％ ～＜２５％为低度表达（＋），２５％ ～７５％为中
度表达（＋＋），＞７５％为高度表达（＋＋＋）；－～＋为阴性表
达，表示肿瘤细胞对该耐药基因介导的药物无耐药性，＋＋～
＋＋＋为阳性表达，表示肿瘤细胞对该耐药基因所介导的药物
具有耐药性。

１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，样本率比较采用χ２检验或Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ
精确概率法；两独立样本的 ｔ检验；Ｋａｐｐａ检验判断两指标的
关系。

２　结果

２．１　ＨＡ１１７编码蛋白及Ｐｇｐ在儿童急性白血病细胞
中的表达

　　ＨＡ１１７编码蛋白阳性产物在ＡＬ患儿ＢＭＭＮＣ中主要定位
在胞质和或胞膜，但在 ４例原始粒细胞白血病部分分化型
（Ｍ２ａ）中ＨＡ１１７编码蛋白主要表达于胞核，见图１、２。图３显
示Ｐｇｐ主要表达定位于胞膜。

２．２　ＡＬ患儿中 ＨＡ１１７编码蛋白表达与化疗效果的
关系

　　新基因 ＨＡ１１７编码蛋白在 ＡＬ患儿中的表达情况见表２，
图４分别显示 ＨＡ１１７蛋白呈中、强度表达。ＨＡ１１７编码蛋白
的表达在完全缓解组、初诊组、未缓解组依次递增，未缓解组阳

性表达率（１００．００％）显著高于初诊组（４２．４２％）及完全缓解组
（１６．６７％）（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），初诊组阳性表达率显著高于
完全缓解组（χ２＝４．９５，Ｐ＜０．０５），对照组中 ＨＡ１１７编码蛋白
呈阴性表达。

　　初诊组中，ＨＡ１１７编码蛋白阳性表达１４例，其中有１１例
接受治疗，首次缓解（ＣＲ１）５例；阴性表达１９例，１１例接受治
疗，ＣＲ１１０例，ＨＡ１１７编码蛋白阳性组ＣＲ１率（４５．４６％）低于阴
性组ＣＲ１率（９０．９１％），但两者比较其差异无统计学意义（Ｐ＝
００６３）。１４例呈阳性表达的患儿中有６例为强阳性（＋＋＋），呈
强阳性表达的患儿其ＣＲ１率（１６．６７％）显著低于阴性（－～＋）
组（９４．７４％）及中度表达（＋＋）组（８７．５０％），差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。
　　在ＡＬＬ患儿中，初诊组与缓解组阳性表达率无显著差别
（χ２＝０．８４，Ｐ＞０．０５），ＡＭＬ患儿初诊组 ＨＡ１１７编码蛋白阳性
表达率显著高于完全缓解组（Ｐ＜０．０５）。
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图１　ＨＡ１１７编码蛋白在ＡＬ患儿ＢＭＭＮＣ中的表达　↑：细胞质和／或细胞膜 　（ＳＰ×４００）
图２　ＨＡ１１７编码蛋白在ＡＭＬＭ２ａ型白血病患儿ＢＭＭＮＣ中的表达　 ↑：细胞核 　（ＳＰ×４００）

图３　Ｐｇｐ在ＡＬ患儿ＢＭＭＮＣ中的表达　 ↑：细胞膜　（ＳＰ×４００）

表２　儿童急性白血病ＢＭＭＮＣ中ＨＡ１１７编码蛋白的表达（例数）

阴性组 阳性组
组别 合计

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋
初诊组 １３ ６ ８ ６ ３３

完全缓解组 １７ ８ ５ ０ ３０
未缓解组 ０ ０ ２ ２ ４

! "

图４　ＨＡ１１７蛋白在ＡＬ患儿ＢＭＭＮＣ中度（Ａ）、强阳性（Ｂ）的

表达　（ＳＰ×２００）

２．３　初诊ＡＬ患儿 ＨＡ１１７编码蛋白表达与临床特征
的关系

　　ＨＡ１１７编码蛋白的表达与性别、年龄、肝脾肿大程度、血清
乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平，染色体是否异常，初诊时外周血白细
胞绝对值计数，骨髓原始幼稚细胞比例，对泼尼松的反应均无

相关性。初诊组中，ＡＭＬ患儿 ＨＡ１１７编码蛋白阳性表达率显
著高于ＡＬＬ患儿（Ｐ＜０．０５）；在 ＡＬＬ中，ＦＡＢ各亚型之间表达
无差别（Ｐ＞０．０５）；因ＡＭＬ样本数量较少，故未进行 ＦＡＢ亚型
间表达差异的统计。

２．４　ＡＬ患儿中 ＨＡ１１７编码蛋白表达与 Ｐｇｐ表达的
关系

　　在６７例ＡＬ患儿中，我们对其中４６例同时进行了 Ｐｇｐ表
达的检测，因样本量不足其余标本未进行检测。结果显示：在

同一患儿中 ＨＡ１１７编码蛋白与 Ｐｇｐ的表达情况如下：
ＨＡ１１７＋／Ｐｇｐ＋１０例、ＨＡ１１７－／Ｐｇｐ＋８例、ＨＡ１１７＋／Ｐｇｐ－１０
例、ＨＡ１１７－／Ｐｇｐ－１８例，结果显示：ＨＡ１１７编码蛋白与Ｐｇｐ在
同一患儿中的表达一致性较差（κ＝０．１９５，Ｐ＞０．０５）。１０例
ＨＡ１１７＋／Ｐｇｐ＋患儿有７例未缓解，其缓解率（３０．００％）显著低
于 ＨＡ１１７＋／Ｐｇｐ－、ＨＡ１１７－／Ｐｇｐ＋组（８３．３３％）及 ＨＡ１１７－／
Ｐｇｐ－ 组（９４．４４％），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

００１）。其中有１例患儿上述２种耐药蛋白均阴性，但是联合
化疗１个疗程后，也未达到缓解。

３　讨论

　　ＭＤＲ是导致白血病化疗失败的主要原因，其产生
是多因素、多机制综合作用的结果。本课题组在前期

研究中对新基因 ＨＡ１１７的耐药功能进行了探索，将
ＨＡ１１７基因转染到白血病细胞株中，检测发现其对化
疗药物的敏感性显著降低［１，３－４］；通过构建重组腺病

毒Ａｄ５ＨＡｉ５沉默ＨＡ１１７基因表达后，检测到多种肿
瘤细胞对化疗药物耐药性明显减弱或消失［５－６］，证实

新基因 ＨＡ１１７的过表达可导致肿瘤细胞产生 ＭＤＲ。
车艳等［２］检测了 ＨＡ１１７基因在儿童急性白血病
ＢＭＭＮＣ中的表达，结果显示 ＨＡ１１７可能参与了白血
病的多药耐药。

　　本研究从蛋白水平探讨了 ＨＡ１１７编码蛋白在儿
童急性白血病中的表达特点及其临床意义。研究结果

显示：在ＡＬ患儿中，ＨＡ１１７编码蛋白阳性表达率从高
到低依次为：未缓解组，初诊组，完全缓解组。在初诊

患儿中，ＨＡ１１７编码蛋白阳性组的 ＣＲ１率低于阴性表
达组，虽无统计学意义（Ｐ＝０．０６３），但趋势较明显，可
能与部分患儿放弃治疗，导致参与治疗的患儿较少有

关；ＨＡ１１７编码蛋白强阳性表达组其 ＣＲ１率显著低于
阴性组及中度表达组。综上所述，可推测新基因

ＨＡ１１７编码蛋白的高表达与临床化疗耐药密切相关，
是影响儿童白血病化疗疗效及临床缓解的因素之一。

此外，我们发现，在初诊ＡＬ患儿中，ＡＭＬ组 ＨＡ１１７编
码蛋白的阳性表达率显著高于 ＡＬＬ组，且 ＡＭＬ患儿
初诊组中该蛋白阳性表达率显著高于完全缓解组，而

在ＡＬＬ患儿中，初诊组与完全缓解组阳性表达率却无
差别，推测新基因ＨＡ１１７可能在儿童急性髓系白血病
细胞耐药的产生中发挥着更显著的作用，这与临床上
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儿童 ＡＭＬ缓解率低，难治复发率高相符，但因本组
ＡＭＬ例数较少，尚需进一步研究证实。
　　Ｐｇｐ是公认的经典的多药耐药蛋白，在儿童急性
白血病中，Ｐｇｐ的表达是独立的与复发及生存预后相
关的不利参数［７］。本研究同时检测了 ＨＡ１１７编码蛋
白与Ｐｇｐ在 ＡＬ患儿 ＢＭＭＮＣ中的表达，在 ＨＡ１１７＋／
Ｐｇｐ＋组化疗疗效显著差于 ＨＡ１１７＋／Ｐｇｐ－、ＨＡ１１７－／
Ｐｇｐ＋组及ＨＡ１１７－／Ｐｇｐ－组患儿，推测２种蛋白同时
高表达预示着预后不良。在初诊组中，７例 ＨＡ１１７＋／
Ｐｇｐ－患儿中有３例未缓解，说明 Ｐｇｐ阴性的患者中
ＨＡ１１７编码蛋白的表达可能是引起 ＭＤＲ产生的又一
因素，且其耐药的产生可能是独立的非 Ｐｇｐ介导的。
此外，其中有１例患儿上述２种耐药蛋白表达均阴性，
但是联合化疗１个疗程后，也未达到缓解，推测可能存
在其他的耐药途径。

　　本课题组前期对新基因 ＨＡ１１７的耐药机制进行
了初步探索，将 ＨＡ１１７基因转染 Ｋ５６２、Ｊｕｒｋａｔ细胞株
使其高表达后，未见有明显的药物外排泵功能［８］。且

在本研究中发现，ＨＡ１１７编码蛋白主要表达在胞质部
位，而Ｐｇｐ是一种膜表面糖蛋白［９－１０］，其耐药机制与

细胞膜的药物转运有关［１０－１２］，因此推测，新基因

ＨＡ１１７的多药耐药功能可能不是遵循 ｍｄｒ１经典的药
物外排泵机制。此外，已证实该基因编码的碱性蛋白

含有４个与蛋白激酶磷酸化相关的功能位点，其功能
结构域与新近发现的参与调控细胞凋亡的重要基序

“ＰＹＲＩＮ”同源［１３－１４］，推测新基因 ＨＡ１１７可能通过抑
制细胞凋亡的途径使瘤细胞产生多药耐药性。我们还

观察到在４例Ｍ２ａ型白血病患儿中，ＨＡ１１７编码蛋白
主要表达于胞核，其中有２例患儿联合化疗１个疗程
后未缓解，因样本例数较少，需增加样本量，进一步研

究蛋白表达部位与预后的关系，并明确在 Ｍ２ａ型白血
病中该蛋白是否存在特殊的耐药机制。

　　肿瘤细胞耐药是多基因参与的、涉及多种基因产
物的复杂调控过程，新基因ＨＡ１１７的发现将会是对耐
药相关基因谱的重要补充。关于 ＨＡ１１７的研究也逐
步深入［１５－１６］，本研究从蛋白水平证实了新基因

ＨＡ１１７参与了儿童急性白血病的多药耐药，是影响儿
童白血病化疗疗效及临床缓解的因素之一，通过检测

其表达可以了解患儿肿瘤细胞耐药情况，为儿童急性

白血病的个体化用药及预后评估提供指导。同时，进

一步研究新基因ＨＡ１１７介导的多药耐药形成机制，寻
求有效的逆转策略，将会对儿童白血病的临床治疗产

生积极影响。
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