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血清ｕＰＡ蛋白水平与急性髓系白血病的预后有关
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　　［摘要］　目的　探索尿激酶纤溶酶原激活物（ｕｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｕＰＡ）在急性髓
系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）患者血清中的表达及与预后的关系。方法　采用酶联免疫吸附
的方法检测４５例初始治疗前ＡＭＬ患者及１０例健康体检者血清ｕＰＡ蛋白表达水平，分别对其中２５例
预后不良组、１０例预后良好组、１０例预后中等组患者及１０例正常对照组血清 ｕＰＡ蛋白表达水平进行
统计学分析比较。结果　初始治疗前 ＡＭＬ患者血清 ｕＰＡ蛋白表达水平明显高于正常对照组，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；预后不良组ＡＭＬ患者血清ｕＰＡ蛋白表达水平明显高于预后良好组及预后中
等组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｕＰＡ蛋白的表达与 ＡＭＬ患者危险分层密切相关，监测
ＡＭＬ患者血清ｕＰＡ蛋白表达水平有助于早期判断ＡＭＬ患者的预后。
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　　急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）是
一类造血干／祖细胞的恶性克隆性疾病，是成人急性白
血病中最常见的类型。随着新的治疗手段的发展，约

有８０％的ＡＭＬ患者能获得初治血液学完全缓解，余
下的２０％仍然是临床治疗的难题，其治疗反应与患者
年龄、体能状态、染色体核型、白细胞计数、细胞遗传学

异常等密切相关。有报道指出尿激酶纤溶酶原激活物

（ｕｒｏｋｉｎａｓｅｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｕＰＡ）蛋白在多
种肿瘤患者血清中高表达，参与肿瘤的发生、发展、浸

润转移、血管生成及化疗耐药等，导致肿瘤患者的不良
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预后［１－２］。在ＡＭＬ患者血清中，ｕＰＡ蛋白的表达水平
也较正常对照组明显升高，该蛋白不仅参与了白血病

细胞的髓外浸润转移，还与ＡＭＬ患者出血并发症的发
生密切相关［３］。然而，ｕＰＡ蛋白与ＡＭＬ预后之间的关
系至今仍不明确。本研究采用双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ方
法检测初治ＡＭＬ患者血清ｕＰＡ蛋白表达量，探讨ｕＰＡ
蛋白与预后不良 ＡＭＬ的关系，希望为 ＡＭＬ患者带来
新的预后判断标志。

１　材料与方法

１．１　研究对象及分组
　　收集第三军医大学新桥医院全军血液病中心
２０１４年１０月至２０１５年８月住院的初诊ＡＭＬ（非急性
早幼粒细胞白血病）患者４５例，年龄１４～６６（３９．６８±
２．６０）岁，包括男性２１例、女性２４例。其中２５例为预
后不良组（含 Ｍ１、Ｍ６各 ３例，Ｍ２、Ｍ４各 ７例，Ｍ５
５例），１０例为预后中等组（含 Ｍ２５例，Ｍ４、Ｍ５各
２例，Ｍ６１例），１０例为预后良好组（含 Ｍ２６例，Ｍ４、
Ｍ５各２例）。记录其临床资料并收集其初始治疗前
血清，另外从到本院体检的健康人群中（指血常规、肝

肾功、电解质、血糖、血脂等均正常）选取 １０名志愿
者，年龄２３～４８（３６．２±８．６）岁，男性６名、女性４名。
所有研究对象均知情同意。对以上４５例初诊的 ＡＭＬ
患者采用ＭＡ、ＴＡ、ＴＡＥ（Ｍ：米托蒽醌，Ａ：阿糖胞苷，
Ｔ：吡柔比星，Ｅ：依托泊苷）为主的方案化疗。初始化
疗未缓解的患者，根据骨髓原始细胞下降比例（ｍａｒｒｏｗ
ｂｌａｓｔｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｄｅｘ，ＭＢＤＩ）继续选择原方案或者调整
其它方案化疗，包括ＦＬＡＧ方案［ＦＩ：氟达拉滨，Ａ：阿糖
胞苷，Ｇ：粒细胞集落刺激因子（ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｃｏｌｏｎｙｓｔｉｍ
ｕｌａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＧＣＳＦ）］，ＣＥＡＧ方案（Ｃ：阿克拉霉素，
Ｅ：依托泊苷，Ａ：阿糖胞苷，Ｇ：ＧＣＳＦ）。所有患者诊断
及预后分层参照成人急性髓系白血病（非急性早幼粒

细胞白血病）中国诊疗指南（２０１１年版）［４］和张之南
主编的《血液病诊断及疗效标准》［５］。

１．２　主要试剂和仪器
　　ＨｕｍａｎｕＰＡＥＬＩＳＡＫｉｔ购自美国ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司，
酶标仪为美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司生产的 ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ酶
标仪。

１．３　标本采集与保存
　　采用非抗凝管抽取初治ＡＭＬ患者和健康志愿者外
周静脉血３ｍＬ，室温放置３０～６０ｍｉｎ后，３０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，然后将血清分装入０．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，
－８０℃低温冷冻备用。
１．４　检测方法
　　按照试剂盒说明书进行。分别设空白孔，标准品

孔和样品孔。在 ｕＰＡ抗体包被板上合适的孔内加入
稀释好的标准品及样品１００μＬ，轻轻晃动混匀后４℃
过夜。弃去液体，甩干后加入洗涤液，振荡３０ｓ，甩去
液体，重复４次。每孔加入酶标试剂１００μＬ，轻晃混
匀，３７℃温育３０ｍｉｎ。弃去液体，甩干后加入洗涤
液，振荡 ３０ｓ，甩去液体，重复 ５次。每孔依次加
１００μＬ生物素化的抗体室温孵育１ｈ。弃去液体，重
复洗涤（同前）。每孔依次加 １００ｍＬ链霉亲和素溶
液，轻轻摇晃室温孵育４５ｍｉｎ。重复洗涤。加入底物
试剂１００μＬ轻晃混匀，室温避光３０ｍｉｎ，取出酶标板，
每孔加入终止液５０μＬ，终止反应。上机检测，以空白
孔调零，在４５０ｎｍ波长下测量各孔Ｄ（４５０）值。根据标
准孔浓度和对应的Ｄ（４５０）值计算标准回归方程，再根
据样品的Ｄ（４５０）值在回归方程上算出对应样品浓度。
１．５　统计学分析
　　统计学处理应用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件，数据以
珋ｘ±ｓ表示，两两组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异
具有统计学意义。

２　结果

２．１　初始治疗前 ＡＭＬ患者与健康对照组血清 ｕＰＡ
蛋白表达

　　初始治疗前ＡＭＬ患者外周血血清 ｕＰＡ蛋白表达
水平为（７０２．３０±５２．００）ｐｇ／ｍＬ，健康对照组外周血血
清ｕＰＡ蛋白表达水平为（２２８．３０±２８．０３）ｐｇ／ｍＬ，二者
比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．２　不同预后组 ＡＭＬ患者初始治疗前血清 ｕＰＡ蛋

白表达

　　预后不良组、预后中等组、预后良好组 ＡＭＬ患者
初始治疗前血清 ｕＰＡ蛋白水平分别为（９３８．８０±
５２５９）、（４６８．６０±６４．４５）、（３４４．８０±３３．０４）ｐｇ／ｍＬ；
预后不良组ＡＭＬ患者血清 ｕＰＡ蛋白表达水平明显高
于预后良好组及预后中等组，差异具有统计学意义

（Ｐ＜００５）；预后中等组与预后良好组 ＡＭＬ患者血清
ｕＰＡ蛋白水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

　　随着细胞毒药物、靶向治疗及造血干细胞移植术
的发展，ＡＭＬ临床疗效及总体生存率得到了明显提
高，但难治性 ＡＭＬ因其自身特点化疗耐药、完全缓解
率低、并发症多、生存期短，仍然是临床治疗的难题，其

中位生存期短于１年［６］。

　　ｕＰＡ是由成纤维细胞、单核细胞、中性粒细胞、肿
瘤细胞等合成和分泌的一种丝氨酸蛋白水解酶，通过

与其特异性受体 ｕＰＡＲ结合而活化，参与许多病理生
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理调节过程，包括创伤后组织修复、组织再生、血管生

成、炎症及肿瘤的发生发展等。大量证据表明：ｕＰＡ在
许多恶性肿瘤中高表达，其表达的上调与肿瘤细胞的

增殖、粘附、迁移、侵袭、转移、肿瘤血管生成及化疗耐

药等密切相关［２］。正因为其在实体肿瘤中广泛而肯

定的作用，靶向ｕＰＡ的治疗［７］，包括ｕＰＡ抗体、ｕＰＡ抑
制剂及一些中药抗ｕＰＡ［８］的研究等也成为了当前研究
的热点。近年来，ｕＰＡ蛋白的表达与血液系统疾病之
间的关系也逐渐被认识。在复发及发生了远处转移的

ＡＭＬ患者血清中，ｕＰＡ蛋白表达明显上调。ｕＰＡ蛋白
在ＡＭＬ患者血清中的表达还与 ＦＡＢ分型有关，在单
核细胞亚型（Ｍ４、Ｍ５）中表达最高［９］，这一结论在本研

究中得到了进一步证实。文献［１０］报道，ｕＰＡ基因包
含了一段与转录因子 ＲＵＮＸ／ＡＭＬ家族相同的染色体
１３ｂｐ回文结构，提示 ｕＰＡ可能与 ＡＭＬ的发病有关。
作为纤溶系统主要成分之一，ｕＰＡ蛋白一方面通过调
节基底膜、细胞外基质降解，促进肿瘤细胞的黏附、髓

外侵袭及转移，导致患者皮肤黏膜的浸润、肝脾淋巴结

肿大、中枢神经系统受累等。另一方面，ｕＰＡ蛋白通过
激活纤溶系统导致纤溶亢进，促进ＡＭＬ患者出血并发
症的发生［４］。然而，ｕＰＡ蛋白与ＡＭＬ患者预后之间的
关系至今仍不明确。

　　本课题组前期应用蛋白芯片技术对 ＡＭＬ患者血
清５０７种蛋白表达进行检测时发现，ｕＰＡ蛋白是预后
良好组与预后不良组的差异表达分子［１１］。为了进一

步验证我们前期蛋白芯片结果及探索 ｕＰＡ蛋白表达
与ＡＭＬ预后之间的关系，在本研究中，我们首先用
ＥＬＩＳＡ法检测了收集的初治 ＡＭＬ患者及健康体检者
外周血血清 ｕＰＡ蛋白表达量，再对其中预后不良组、
预后中等组、预后良好组 ＡＭＬ患者血清 ｕＰＡ蛋白水
平与正常对照组进行统计学分析，分组标准参照《成

人急性髓系白血病（非急性早幼粒细胞白血病）中国

诊疗指南（２０１１年版）》，结果提示 ｕＰＡ蛋白在 ＡＭＬ
患者血清中的表达明显高于正常对照组；ｕＰＡ蛋白在
预后不良组ＡＭＬ患者血清中的表达明显高于预后良
好组及预后中等组。本课题组提出了 ｕＰＡ蛋白表达
与ＡＭＬ不良预后有关，为 ＡＭＬ患者提供了新的预后
判断标志，为个体化治疗选择提供可靠的方法和依据。

但是，由于样本含量较少，失访率高，本研究尚有许多

不足之处，我们只是初步验证了前期蛋白芯片结果，主

要着眼于对现象的观察，而未对 ｕＰＡ蛋白导致 ＡＭＬ
患者不良预后的具体作用机制进行深入探讨。ｕＰＡ蛋
白是否参与了 ＡＭＬ患者的染色体突变、化疗耐药、疾
病复发？

　　总之，在接下来的研究中，我们将扩大样本含量，

延长随访时间，进一步验证 ｕＰＡ蛋白与 ＡＭＬ预后之
间的关系；我们将在细胞实验中深入探索 ｕＰＡ蛋白在
难治性ＡＭＬ中的具体作用机制，为 ＡＭＬ患者的诊疗
提供新的思路。
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