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ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达及其启动子甲基化在骨髓增生异常综合征中的临床意义
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　　［摘要］　目的　探讨骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＤＳ）患者骨髓细胞中
ＢＣＬ２Ｌ１０的表达及其启动子甲基化状态的临床意义。方法　采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法对５６例ＭＤＳ患者
（ＭＤＳ组）以及３０例非白血病患者（非白血病对照组）骨髓标本的 ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平进行定量检
测，ＭＤＳ患者按修正的国际预后积分系统（ＩＰＳＳＲ评分）分为低／中危 ＭＤＳ组（ＩＰＳＳＲ评分≤４．５，
３３例）和高危ＭＤＳ组（ＩＰＳＳＲ评分＞４．５，２３例）。采用甲基化特性ＰＣＲ分析ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲
基化状态，同时在临床ＭＤＳ样本和 ＧＥＰＩＡ数据库中对比分析 ＢＣＬ２Ｌ１０表达水平与疾病预后的关系。
结果　ＭＤＳ组患者ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平较非白血病对照组显著降低（Ｐ＜０．０５），高危ＭＤＳ组患者骨
髓标本中ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平显著低于非白血病对照组和低／中危 ＭＤＳ组（Ｐ＜０．０５）。ＢＣＬ２Ｌ１０基
因表达水平受甲基化调控，高危ＭＤＳ组患者ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化阳性率（５６．５２％）明显高于
非白血病对照组（３６．６７％，Ｐ＜０．０５）及低／中危 ＭＤＳ组（３０．３０％，Ｐ＜０．０５）；且 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区
甲基化状态与ＭＤＳ患者的危险度分层密切相关（χ２＝５．７９，Ｐ＜０．０５），而与年龄、性别无统计学差异（Ｐ＞
０．０５）。在２４例未予以甲基化药物治疗的患者中，ＢＣＬ２Ｌ１０高表达组患者３年生存率低于ＢＣＬ２Ｌ１０低
表达组（８３．３％ｖｓ５０．０％），采用ＧＥＰＩＡ数据库对ＢＣＬ２Ｌ１０在急性髓系白血病中进行预后比较，同样发
现低表达组的预后较高表达组差，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平及其
甲基化状态可作为判断ＭＤＳ预后的指标之一。
　　［关键词］　 ＢＣＬ２Ｌ１０基因；甲基化；骨髓增生异常综合征；预后
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　　骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＭＤＳ）是一组起源于造血干细胞的髓系克隆性疾病，具
有较大的异质性，其临床表现及疾病预后存在明显差

异。ＢＣＬ２Ｌ１０（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２ｌｉｋｅ１０）基因属于
Ｂｃｌ２家族成员，通过与 Ａｐａｆ１结合阻断其与 ＢｃｌＸＬ
形成复合物，从而引起细胞凋亡［１－２］。但也有研究认

为ＢＣＬ２Ｌ１０为抗凋亡蛋白，可以阻断由减少 ＩＬ３或
Ｂａｘ诱导的细胞凋亡。研究发现，ＢＣＬ２Ｌ１０表达受甲
基化调控，其异常表达与血液系统恶性肿瘤、肝癌、胃

癌、乳腺癌等多种肿瘤的发生、转移、耐药及预后密切

相关［３－６］。ＶＩＤＡＬ等［７］研究发现，在 ＭＤＳ和急性非淋
巴细胞白血病中，ＢＣＬ２Ｌ１０表达升高与去甲基化药物
抵抗相关。ＢＣＬ２Ｌ１０基因过表达可抑制急性髓系白
血病细胞株ＨＬ６０增殖并促进细胞凋亡［８］。ＢＣＬ２Ｌ１０
表达水平与ＭＤＳ患者预后分层是否具有相关性尚不
明确。本研究旨在探讨不同危险度分层的 ＭＤＳ患者
骨髓细胞中 ＢＣＬ２Ｌ１０表达水平及其启动子甲基化状
态与疾病预后的关系。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集２０１１年２月至 ２０１７年 １０月空军军医大学
唐都医院收治的原发未治ＭＤＳ患者５６例（ＭＤＳ组），
均符合维也纳诊断标准［９－１０］，其中男性 ３１例，女性
２５例，年龄２０～８９岁，中位年龄６９岁，检测标本为科
室液氮冻存的骨髓标本。患者进行 ＭＩＣＭ分类诊断，
并按照 ２０１６年 ＷＨＯ修订的分型标准进行分型。另
收集同期非白血病标本 ３０例（非白血病对照组），其

中初诊未治缺铁性贫血１８例（男性６例，女性１２例，
中位年龄５４岁），营养性贫血 １２例（男性 ７例，女性
５例，中位年龄６６岁），检测标本为新鲜采集的骨髓标
本。入组患者均按照 ＭＤＳ修正的国际预后积分系统
（ＩＰＳＳＲ评分系统）［１１－１２］对５６例ＭＤＳ患者进行评分，
ＩＰＳＳＲ评分≤４．５定义为低／中危ＭＤＳ组（ｌｏｗ／ｍｅｄｉａｎ
ｒｉｓｋＭＤＳ，Ｌ／ＭＲＭＤＳ），ＩＰＳＳＲ评分＞４．５定义为高危
ＭＤＳ组（ｈｉｇｈｒｉｓｋＭＤＳ，ＨＲＭＤＳ）。
１．２　骨髓标本中ＢＣＬ２Ｌ１０表达量检测
　　ＲＮＡ提取采用Ｑｉａｇｅｎ总ＲＮＡ提取试剂盒说明进
行。应用 ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒说明扩增 ｃＤＮＡ，取
１μＬｃＤＮＡ作为模板，于 ＡＢＩ７５００荧光定量 ＰＣＲ仪
上采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（ＴａＫａＲａ公司）法检测 ＢＣＬ２Ｌ１０
表达量，以βａｃｔｉｎ作为内参。记录各个反应管 Ｃｔ值，
使用２－△△Ｃｔ对结果进行相对定量分析。
１．３　甲基化特异性 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，

ＭＳＰ）检测
　　基因组 ＤＮＡ提取参照 Ｑｉａｇｅｎ公司 ＤＮＡ提取试
剂说明书进行。利用ＵＣＳＣ基因组浏览器（ｈｔｔｐ：／／ｇｅ
ｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）查询并分析 ＢＣＬ２Ｌ１０基因序列，参
考文献［１３］，分别设计并合成ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区
ＣｐＧ岛甲基化和非甲基化引物（表１）。
　　基因组 ＤＮＡ亚硫酸氢化处理：采用 ＣｐＧｅｎｏｍｅＴＭ

ＤＮＡ修饰试剂盒（ＣｈｅｍｉｃｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＩｎｃ．），获得
修饰后的ＤＮＡ片段进一步采用Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ＤＮＡ纯
化试剂盒纯化。ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化 ＰＣＲ：
反应在９７００ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上进行，总反
应体系２５μＬ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，０．１ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，

８８６１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



０．４μｍｏｌ／Ｌ上下游引物，ＧｏｌｄＴＭ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）１Ｕ，模板ＤＮＡ２μＬ。反应条件：９５℃
变性５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，６２℃（甲基化）／５９℃（非甲基
化）３０ｓ，７２℃６０ｓ，循环４０次，７２℃延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物经 ３％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染色，紫外灯下观察
条带位置并照相。

表１　ＢＣＬ２Ｌ１０启动子区甲基化和非甲基化引物

基因 基因组位置 引物序列（５′→３′）
产物长度

／ｂｐ

ＢＣＬ２Ｌ１０Ｍ（正向） ７０ ＡＡＴＡＴＡＴＣＧＧＧＧＧＴＣＧＧＧＧＧＴＣ １８０
ＢＣＬ２Ｌ１０Ｍ（反向） ＋１１０ ＡＡＣＴＣＧＡＴＡＣＧＣＴＣＣＣＧＣＡＡＣＧ
ＢＣＬ２Ｌ１０Ｕ（正向） ７０ ＡＡＴＡＴＡＴＴＧＧＧＧＧＴＴＧＧＧＧＧＴＴ １８６
ＢＣＬ２Ｌ１０Ｕ（反向） ＋１１６ ＡＡＣＡＡＣＡＡＣＴＣＡＡＴＡＣＡＣＴＣＣＣＡ

１．４　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件，ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水
平差异比较采用 ｚ检验和 ｔ检验，两组间阳性率的比
较采用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　两组患者骨髓组织中ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达差异
　　采用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法对比分析了非白血病对
照组患者与ＭＤＳ患者骨髓组织中 ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达
水平，发现与３０例非白血病对照组患者相比，ＭＤＳ患
者ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平降低（Ｐ＜０．０５，图１）。

!""

#"

$"

%"

&"

"

非白血病对照组
'()

组

组别

*
+
,
&
,
!
"
-
.
/
0

表
达

1

ａ：Ｐ＜０．０５，与非白血病对照组比较

图１　非白血病对照组与ＭＤＳ患者骨髓组织中ＢＣＬ２Ｌ１０
基因表达水平

２．２　ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平与ＭＤＳ患者危险度的关系
　　５６例ＭＤＳ患者按照ＭＤＳ修正的国际预后积分系
统（ＩＰＳＳＲ评分系统）分为低／中危 ＭＤＳ组（ＩＰＳＳＲ
评分≤４．５）３３例，高危 ＭＤＳ组（ＩＰＳＳＲ评分＞４．５）
２３例。与非白血病对照组相比，低／中危 ＭＤＳ组患者
骨髓标本 ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平无明显差异（Ｐ＞
０．０５），而高危ＭＤＳ组患者骨髓标本中ＢＣＬ２Ｌ１０基因
表达显著低于非白血病对照组和低／中危组ＭＤＳ患者
（Ｐ＜０．０５，图２）。

!""

#"

$"

%"

&"

"

非白血病对照组 低
'

中危
()*

组 高危
()*

组

组别

+
,
-
&
-
!
"
.
/
0
1

表
达

2

ａ：Ｐ＜０．０５，与非白血病对照组和低／中危ＭＤＳ组比较

图２　不同危险度分层ＭＤＳ患者骨髓组织中ＢＣＬ２Ｌ１０

基因表达

２．３　采用甲基化特异性ＰＣＲ检测ＭＤＳ患者ＢＣＬ２Ｌ１０
基因启动子区甲基化状态

　　３０例非白血病对照组患者骨髓标本中，１１例
（３６．６７％）检测到 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化（图
３Ａ）；５６例 ＭＤＳ患者骨髓标本中，２３例（４１．０７％）检
测到 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化，３３例低／中危
ＭＤＳ组有１０例（３０．３０％）检测到 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动
子区甲基化（图 ３Ｂ）；而 ２３例高危 ＭＤＳ组有 １３例
（５６．５２％）检测到 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化（图
３Ｃ）。高危ＭＤＳ组患者 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基
化阳性率显著高于非白血病对照组和低／中危ＭＤＳ组
（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：非白血病对照组；Ｂ：低／中危ＭＤＳ组；Ｃ：高危ＭＤＳ组；ＵＭＳＰ：非甲基化；ＭＳＰ：甲基化

图３　非白血病对照组患者与ＭＤＳ患者ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化状态检测

２．４　ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化状态与ＭＤＳ患者
临床特征之间的关系

　　如表２所示，ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化状态
与ＭＤＳ患者的年龄、性别均无统计学差异（Ｐ＞０．０５），
与ＭＤＳ患者骨髓原始细胞比例具有明显的相关性
（Ｐ＜０．０５），２４例原始细胞比例≤５％的 ＭＤＳ标本中，
５例检测到 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化（阳性率
２０．８３％），在３２例原始细胞比例＞５％的ＭＤＳ标本中，
１８例检测到 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化（阳性率
５６．２５％），提示ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化状态与
骨髓组织中原始细胞比例密切相关（Ｐ＜０．０５，表 ２）。
ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化状态与 ＭＤＳ患者的危
险度分层密切相关，高危组 ＭＤＳ患者 ＢＣＬ２Ｌ１０基因
启动子区甲基化阳性率显著高于低／中危组ＭＤＳ患者

（χ２＝３．８５，Ｐ＜０．０５）及非白血病对照组患者（χ２＝
４．９１，Ｐ＜０．０５），而低／中危组 ＭＤＳ患者骨髓中
ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区甲基化阳性率与非白血病对
照组患者无统计学差异（χ２＝０．０７，Ｐ＞０．０５）。
２．５　ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平与生存期的关系
　　５６例ＭＤＳ患者中，２４例未给予去甲基化药物治
疗。将２４例患者ＢＣＬ２Ｌ１０表达量的中位值作为阈值
分为高表达组和低表达组，对两组患者３年总生存率
（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）进行统计分析发现，ＢＣＬ２Ｌ１０高
表达组３年生存率为 ８３．３％，低表达组仅为 ５０．０％，
两组比较差异无统计学意义（Ｐ＝０．０７２，图４Ａ）。同时
采用ＧＥＰＩＡ数据库对 ＢＣＬ２Ｌ１０在急性髓系白血病中
进行预后比较，同样发现低表达组的预后较高表达组

差，但差异无统计学意义（Ｐ＝０．０８４，图４Ｂ）。

表２　ＭＤＳ患者临床特征与ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子甲基化状态的关系

临床特征　　　 例数 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子甲基化＋ ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子甲基化－ χ２值 Ｐ值

年龄／岁

　＜６０ １９ ７ １２ ０．２１ ＞０．０５

　≥６０ ３７ １６ ２１

性别

　男 ３１ １１ ２０ ０．９０ ＞０．０５

　女 ２５ １２ １３

原始细胞比例

　≤５％ ２４ ５ １９ ７．１１ ＜０．０５

　＞５％ ３２ １８ １４

危险度分层

　低／中危ＭＤＳ组 ３３ １０ ２３ ３．８５ ＜０．０５

　高危ＭＤＳ组 ２３ １３ １０
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Ａ：ＭＤＳ患者３年生存曲线；Ｂ：ＧＥＰＩＡ数据库中ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平对患者生存的影响

图４　ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平与ＭＤＳ患者总生存率的关系

３　讨论

　　ＢＣＬ２Ｌ１０，也称为 Ｄｉｖａ、Ｂｃｌｂ或 Ｂｏｏ，是 Ｂｃｌ２蛋
白质家族的成员，广泛参与调节细胞凋亡和自噬的信

号通路［１，１４］，但ＢＣＬ２Ｌ１０基因在恶性肿瘤中的功能尚
不完全一致，ＮＡＵＭＡＮＮ等［１５］发现，ＢＣＬ２Ｌ１０与 Ｂｃｌ２
家族蛋白功能类似，通过与ＡＰＡＦ１结合，抑制人神经
胶质瘤细胞凋亡。与之相反，在胃癌、ＡＭＬ中，
ＢＣＬ２Ｌ１０基因作为促凋亡基因，抑制肿瘤的进展［１６］。

本研究检测５６例 ＭＤＳ患者及 ３０例非白血病对照组
患者骨髓细胞中 ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达及其启动子甲基
化情况。发现ＭＤＳ患者 ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平较非
白血病对照组患者降低，在４１．０％的ＭＤＳ患者骨髓细
胞中检测到ＢＣＬ２Ｌ１０启动子甲基化，并与其低表达相
关，表明启动子甲基化导致的ＢＣＬ２Ｌ１０沉默可能参与
了ＭＤＳ发生发展的关键步骤。
　　ＶＯＳＯ等［１７］研究发现，ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子高甲
基化的ＭＤＳ患者其 ＩＰＳＳ评分多为高危组，且表现为
预后差、易转向ＡＭＬ转化、总生存期短等特征。因此，
本研究按照 ＩＰＳＳＲ评分系统将５６例 ＭＤＳ患者进行
分组，并分别对比分析了不同危险度分层的ＭＤＳ患者
ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达差异及其启动子甲基化状态，发现
高危组ＭＤＳ患者骨髓标本中 ＢＣＬ２Ｌ１０基因表达水平
显著低于非白血病对照组患者和低／中危组 ＭＤＳ患
者，而高危组 ＭＤＳ患者 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子甲基化
阳性率较非白血病对照组和低／中危组明显升高，提示
该基因表达水平及其启动子甲基化状态可作为 ＭＤＳ
诊断的分子标记、预后判断及治疗靶点。

　　２０１８年美国 ＮＣＣＮ关于 ＭＤＳ诊疗指南中，明确

将地西他滨、阿扎胞苷等去甲基化药物作为高危组

ＭＤＳ患者治疗的首选药物［１８］。ＭＩＫＡＴＡ等［１６］研究发

现，使用１μｍｏｌ／Ｌ地西他滨处理胃癌细胞２４ｈ，可引
起 ＢＣＬ２Ｌ１０基因启动子区 ＣｐＧ岛发生去甲基化，
ＢＣＬ２Ｌ１０蛋白表达升高，从而引起胃癌细胞发生凋
亡，因此ＢＣＬ２Ｌ１０基因是地西他滨作用靶标之一。地
西他滨能够逆转对阿霉素耐药的 ＨＬ６０／ＡＤＲ的耐药
性，并提高Ｋａｓｕｍｉ１对化疗药物的敏感性，并且对于
复发／难治的急性非淋巴细胞白血病患者，将地西他滨
作为化疗前预处理药物，可以增强患者对化疗药物的

敏感性，提高总生存，改善患者预后［１９］。本研究也证

实采用地西他滨治疗的ＭＤＳ患者中，ＢＣＬ２Ｌ１０高表达
组患者３年 ＯＳ高于 ＢＣＬ２Ｌ１０高表达组患者，尽管没
有统计学意义，可能与纳入的患者数较少有关。

ＢＣＬ２Ｌ１０基因作为地西他滨作用的重要靶基因之一，
其甲基化水平决定了去甲基化药物的治疗效果和临床

反应，本研究为 ＭＤＳ临床治疗提供了重要的理论
依据。
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