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实时定量ＰＣＲ检测慢性粒细胞白血病患者Ｓｈｈ、Ｓｍｏ基因的表达水平
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　　［摘要］　目的　建立Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路功能性基因Ｓｈｈ和功能性受体蛋白 Ｓｍｏ基因的定量检测方法，并分析其在
慢性粒细胞白血病（ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）患者中的表达水平。方法　 利用实时定量 ＰＣＲ检测２０例 ＣＭＬ患者
和作为正常对照（８例）的健康人外周血细胞中 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ基因的表达水平，以 β２微球蛋白（β２Ｍ）基因作为内对照。
结果　ＣＭＬ组Ｓｈｈ、Ｓｍｏ表达水平均明显高于正常对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　 成功建立 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ基因的定量检测方法；
Ｓｈｈ、Ｓｍｏ基因在ＣＭＬ中高表达。
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　　Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路是人类胚胎发育过程中调控
细胞增殖和组织分化的重要信号通路。文献［１］报道
该信号通路在人类多种肿瘤中异常激活，并对这些肿

瘤的生长起着促进作用。Ｈｈ蛋白是一个关键成形素
（ｍｏｐｈｏｒｇｅｎ）和分泌性的信号蛋白，通过自我剪接过
程，可以将一个４５０００的前体转变为１９０００功能性蛋
白。在脊椎动物中，编码 Ｈｈ蛋白的 Ｈｈ基因至少有
３个同源基因：ＳｏｎｉｃＨｏｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）、ＩｎｄｉａｎＨｏｄｇｅｈｏｇ
（Ｉｈｈ）和 ＤｅｓｅｒｔＨｏｄｇｅｈｏｇ（Ｄｈｈ）。其中最重要也是研
究最深的是Ｓｈｈ，它被认为可能与脑、脊髓中轴骨骼及

淋巴发育有关。对于人类来说，Ｓｈｈ定位在７号染色
体长臂远端，含３个外显子，ｃＤＮＡ长度１５７６ｂｐ，编码
４６２个氨基酸的多肽，此分泌性多肽经剪切掉信号肽
后，在胆固醇介导下自身催化裂解为 Ｃ末端结构域
（ＳｈｈＣ）和Ｎ末端结构域（ＳｈｈＮ）［２］。
　　Ｓｍｏ基因（Ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ）是该信号通路中的关键基
因，控制着Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号向细胞膜内的传递。Ｓｍｏ是
Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号传递所必需的受体，在无Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号
的情况下，激活 Ｓｍｏ可导致 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ靶基因的活化；
基因Ｓｍｏ突变时，可出现与Ｈｅｄｇｅｈｏｇ基因突变相同的
表征［３］。慢 性 粒 细 胞 白 血 病 （ｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄ
ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＣＭＬ）是来源于造血干细胞的克隆性恶性增
生性疾病。有报道 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的异常活化与
血液肿瘤的发生相关并与造血干细胞损伤有关［４］。
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本研究利用实时定量 ＰＣＲ分析 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ在慢性粒细
胞白血病患者中的表达水平，旨在为以后以 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ
基因为靶基因治疗ＣＭＬ提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　样本
　　经细胞形态学、细胞化学和细胞免疫学确诊的 ＣＭＬ患者
２０例（初诊），８例健康人外周血样本作为正常对照组（来源于
广州华侨医院）。收集肝素抗凝外周血标本，采用 Ｆｉｃｏｌｌ梯度
分离法分离外周血单个核细胞。

１．２　主要试剂及引物
　　实时定量ＰＣＲ试剂盒购自ＢｉｏＲａｄ公司，实时定量ＰＣＲ反
应管和反应仪器为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品，ＲＮＡ提取应用ＴＲＩｚｏｌ
试剂盒及反转录酶试剂盒（ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司，引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。
１．３　实验方法
１．３．１　ＲＮＡ提取和 ｃＤＮＡ合成　　ＲＮＡ提取应用 ＴＲＩｚｏｌ试
剂盒，并用分光光度计测 ＲＮＡ纯度和浓度，用电泳检测 ＲＮＡ
的完整性。应用随机引物和反转录酶试剂盒反转录合成ｃＤＮＡ
第１链，按常规方法进行。并经 β２微球蛋白（β２Ｍ）基因的实
时定量ＰＣＲ确定所合成ｃＤＮＡ的质量。
１．３．２　扩增效率一致性检测　　利用相对定量法检测 ＣＭＬ
患者与正常人Ｓｈｈ、Ｓｍｏ表达情况之前，首先必须保证 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ
和看家基因 β２Ｍ的扩增效率一致。故将 ｃＤＮＡ１０倍倍比稀
释，以 １、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４ｃＤＮＡ作为模板，进行 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ实时定量ＰＣＲ来检测其扩增效率是否一致［５］。

１．３．３　ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时定量ＰＣＲ　　按文献［６］合成 Ｓｈｈ、
Ｓｍｏ和β２Ｍ的引物。Ｓｈｈ扩增的目的片段长度为 ９１ｂｐ，Ｓｍｏ
扩增的目的片段长度为１０１ｂｐ，β２Ｍ扩增的目的片段长度为
１４５ｂｐ。参考本实验室以前的工作方法［７］，利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ
染料检测ＣＭＬ患者与正常人 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ表达情况，并将 β２Ｍ作
为内参照。每一标本分别进行Ｓｈｈ、Ｓｍｏ和β２Ｍ检测。总反应
体积为２０μＬ，应用 ＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒，包括 ２．５倍 Ｒｅａｌ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ９、０．５μＬ上、下游引物以及１μＬｃＤＮＡ。反应条件：
９５℃ １５ｍｉｎ变性后，共进行 ４０个循环扩增，每一循环包括
９５℃ １５ｓ、６０℃３０ｓ和８０℃５ｓ，并在８０℃读板１次。随后，
以０．１７℃／ｓ变化速度，从６５～９５℃每隔２ｓ记录１次荧光值，
获得融解曲线。反应分别设空白组、阴性对照组、阳性对照组

及样品组。将所扩增的 ＰＣＲ产物融解曲线进行分析，同时随
机进行体积分数为２％琼脂糖凝胶电泳，以确定产物是否为所
扩增的目的片段。反应在 Ｃ１０００ＴＭ荧光定量 ＰＣＲ仪中进行。
样本均重复检测２次。Ｓｈｈ上游引物：５′ＣＧＧＣＴＴＣＧＡＣＴＧＧＧＴ
ＧＴＡＣＴ３′，下游引物：５′ＧＣＡＧＣＣＴＣＣＣＧＡＴＴＴＧＧ３′；Ｓｍｏ上游
引物：５′ＣＡＧＣＴＴＣＣＧＧＧＡＣＴＡＴＧＴＧＣＴＡＴＧ３′，下游引物：５′
ＧＡＡＧＧＣＴＣＧＧＧＣＧＡＴＴＣＴＴＧ３′；β２Ｍ上游引物：５′ＴＡＣＡＣＴ
ＧＡＡＴＴＣＡＣＣＣＣＣＡＣ３′，下游引物：５′ＣＡＴＣＣＡＡＴＣＣＡＡＡＴＧＣＧ
ＧＣＡ３′。
１．３．４　Ｓｈｈ、Ｓｍｏ的相对定量分析　　按文献［８］采用相对定
量法分析ＣＭＬ和正常人的外周血单个核细胞 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ表达水
平的比较。以β２Ｍ为内参照，利用 Ｃｔ值即每个反应管内的荧
光信号到达设定的阈值时所经历的循环数，计算 ＣＭＬ和正常
人Ｓｈｈ、Ｓｍｏ基因ｍＲＮＡ的相对表达量。相对定量公式：２－ΔＣｔ×

１００％，其中，ΔＣｔ＝Ｃｔ待测基因 －Ｃｔβ２Ｍ。
１．４　统计学分析
　　利用ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件，不同样本中Ｓｈｈ、Ｓｍｏ基因
ｍＲＮＡ水平的比较行独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　扩增效率一致性分析结果
　　以ｃＤＮＡ的ｌｏｇ值作为横坐标，ΔＣｔ（Ｃｔ待测基因 －Ｃｔβ２Ｍ）作为
纵坐标，得出直线的斜率为０．０６０，接近于０，说明待测基因和
β２Ｍ的扩增效率一致，可以利用公式２－ΔＣｔ×１００％进行本实验
的结果分析。

２．２　实时定量ＰＣＲ及琼脂糖凝胶电泳检测结果
　　无论是ＣＭＬ患者还是正常人，β２Ｍ产物的融解曲线峰值
均在８８℃，Ｓｈｈ产物的融解曲线峰值在８３℃，Ｓｍｏ产物的融解
曲线峰值在８２℃（图１、２）。并取随机样品的Ｓｈｈ、Ｓｍｏ和β２Ｍ
产物，经体积分数为 ２％琼脂糖凝胶电泳分析，参照 １００ｂｐ
ＤＮＡ标准显示 ＰＣＲ产物片段大小正确，分别为９１、１０１ｂｐ和
１４５ｂｐ。见图３。
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图１　部分ＣＭＬ患者和正常人Ｓｈｈ和β２Ｍ融解曲线
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图２　部分ＣＭＬ患者和正常人Ｓｍｏ和β２Ｍ融解曲线
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Ｍ：标准；１：Ｓｈｈ；２：Ｓｍｏ；３：β２Ｍ
图３　ＰＣＲ产物电泳结果

２．３　Ｓｈｈ、Ｓｍｏ在ＣＭＬ中的表达情况
　　ＣＭＬ组Ｓｈｈ［（３７．４±４．３）％］、Ｓｍｏ［（３８．６±４．０）％］表达
水平均明显高于正常对照［分别为（１．３±０．２）％、（１．１±
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０２）％，Ｐ＜００５］。

３　讨论

　　在人类 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路主要是分支 Ｓｏｎｉｃ
ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）。Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路主要由分泌
型信号糖蛋白Ｓｈｈ配体、跨膜蛋白受体 Ｐｔｃ和另一跨
膜蛋白Ｓｍｏ组成的复合物，以及下游转录因子 Ｇｌｉ、蛋
白（Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２、Ｇｌｉ３）组成［９］。皮肤、神经、肠道等多系

统不同胚层发生来源等肿瘤的发生与 Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ
信号通路的异常激活有关［１０－１２］，同时 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号
通路的异常活化还可能与血液肿瘤的发生和造血干细

胞损伤有关。

　　Ｓｈｈ信号由于调节组织的形态演变和干细胞的生
成，所以它的表达异常与许多肿瘤生成有关。还有，通

过调节下游信号分子，Ｓｈｈ信号可以扮演着干细胞调
节者的角色。Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ、Ｗｎｔ、Ｈｏｘ和 Ｎｏｔｃｈ信号
通路之间有紧密联系。所以我们猜测Ｓｈｈ在造血干细
胞发育早期有重要的调节作用，其异常表达与ＣＭＬ的
发生、发展有相关性。目前有一些研究涉及这一内容，

但总体的研究报道不多。有报道在 ＣＤ３４＋ＣＭＬ细胞
中，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路负调节因子Ｐｔｃ１表达水平明显
增高［１３］。

　　本研究结果显示，无论是患者还是正常人，Ｓｈｈ、
Ｓｍｏ基因的融解峰是单峰，Ｓｈｈ融解温度是８３℃，Ｓｍｏ
融解温度是８２℃；β２Ｍ的融解峰是单峰，融解温度是
８８℃；在所检测的样本中未发现融解曲线的改变和基
因突变的情况。Ｓｍｏ基因和 β２Ｍ扩增效率一致。利
用实时定量ＰＣＲ分析ＣＭＬ患者和作为正常对照的健
康人外周血单个核细胞中 Ｓｍｏ基因的表达水平，以
β２Ｍ基因作为内参照。ＣＭＬ组Ｓｍｏ表达水平均明显
高于正常对照组（Ｐ＝０．０２３）。这表明 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号
通路主要功能基因的表达在ＣＭＬ中是上调的，与在其
他肿瘤中相类似。

　　在Ｓｏｎｉｃｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路中Ｓｍｏ蛋白起信息转
换作用，细胞外的Ｓｈｈ信号通过 Ｓｍｏ蛋白转换成细胞
内的Ｇｌｉ信号，细胞核内基因的转录才能开启，对Ｓｏｎｉｃ
ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路具有激活作用。目前推测 Ｓｍｏ促
进ＣＭＬ生成的可能机制与细胞质内转录因子 Ｇｌｉ有
关［１４］。细胞质内Ｇｌｉ的降解需要泛素化，而泛素化需
要事先由ＰＫＡ、ＧＳＫ３β介导的磷酸化。泛素化之后，
Ｇｌｉ１完全降解，而Ｇｌｉ２、Ｇｌｉ３逐渐退化为低分子量的抑
制形式Ｇｌｉ２Ｒ、Ｇｌｉ３Ｒ，它们移行到核内，抑制转录。在
正常细胞，因为缺乏 Ｓｈｈ信号或信号过低，细胞质内
Ｇｌｉ被降解，信号难以下传；而在肿瘤细胞，由于 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ及ＭＡＰＫ被激活，抑制了ＰＫＡ、ＧＳＫ３β介导的磷
酸化，导致 Ｇｌｉ难以被降解，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号得以下传，
促进核内转录，从而促进肿瘤发生［１５］。

　　目前有关检测 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的关键基因
Ｓｈｈ、Ｓｍｏ在ＣＭＬ患者中表达的研究尚少见报道。本
研究利用实时定量 ＰＣＲ成功建立 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ基因的定
量检测方法，方法简单、易操作，重复性强，但限于标本

采集原因，本研究未检测治疗前后 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ基因的表
达变化，标本数目也不够多，有待进一步探讨。
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