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发育相关基因在儿童急性淋巴细胞自血病中的表达及意义 
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【摘 要】目的：探讨发育相关基因在儿童急性淋巴细胞白血病(Acute lymphoblastic leukemia，ALL)患者中的表达及其与临床 

特征的关系。方法：采用实时荧光定量 RT—PCR方法检测 125例初发 ALL患儿 (ALL组 )骨髓样本中Notch1、Wnt3a和 

p-catenin的mRNA表达量，并与临床特征进行相关分析。对照组(Normal control，NC)为20例非恶性血液病且骨髓正常患儿。 

结果：Notch1、Wnt3a和 13一catenin的mRNA在 ALL患儿和对照组患儿骨髓中均有表达。与对照组相比，ALL组中Notchl 

mRNA表达水平均明显降低(P<O．05)，B—catenin mRNA表达水平明显增高(P<O．05)，而 Wnt3a的表达与对照组相比无 

统计学差异(P>O．05)。Notchl的表达在T淋巴细胞白血病组高于对照组 (P<O．05)，而在 B淋巴细胞白血病组则低于对照组 

(P<0．05)；此外，p—catenin的表达与患儿高危年龄(<l岁或 >10岁)及外周血高白细胞数(≥50x 109个，L)等临床特征相关 

(P<0．05)，与性别、FAB(Franeh—American—Britain，FAB)分型、免疫分型及临床危险分级无关(P>0．05)。结论：儿童ALL患者 

中Notch1和 B—catenin的表达异常，提示其可能与儿童ALL的发生发展存在密切的关系；B—catenin基因的高表达可能提示 

预后不良。Notchl和 B—catenin基因检测，有望成为 ALL诊断和治疗的新靶点。 
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【Abstract】Objective：To investigate the expressions of developmental related genes and their relationship with clinical features and 

prognosis in childhood acute lymphoblastic leukemia(ALL)．Methods：The mRNA expressions of Notchl，Wnt3a and B-catenin genes 

were detected by quantitative real-time RT-PCR in bone malTOW mononuclear cells from 125 patients with newly diagn osed childhood 

ALL(ALL group)，and analyzed the correlation to clinical characteristics(age，gender，WBC count，FAB classification，immunophenot)rpe 

and clinical risk stratification)．Twenty sex-and age-matched patients without malignant hematological diseases enrolled in this study as 

the control group．Results：The mRNA expressions of Notch1，Wnt3a and B-catenin were detected in all the bone marrow samples of 

childhood ALLs and control patients． Compared with the control group，mRNA expressions of Notchl gene were remarkably lower(P< 

0．05)，but the expressions of B—catenin gene were much higher(P<0．05)in ALL group．However，expressions of Wnt3a mRNA had no 

significant difference between ALL and control group(P>0．05)．卟 e expressions of Notchl gene were higher in T—ALL than control group 

(P<O．05)，and were lower in B—ALL than control group(P<O．05)．In addition，the high expressions of B—catenin gene were significantly 

associated with age(<1 or>10 years)and higher leukocyte count(≥50 x 109／L)(P<O．05)，and were not associated with either of 

gender，FAB elassification，immunophenotype and clinical risk stratification(P>0．05)．Conclusion：Theabnormal expressions ofNotchl 

and p-catenin in childhood ALL might play an important role in the pathogenesis of childhood ALL．The high expressions of B-catenin 

gene might be associated with poor prognosis in childhood ALL．Exam ination of Notch1 and B-catenin mRNA might be a new target for 

diagn osis and treatment of childhood ALL． 
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白血病是儿童最常见的肿瘤性疾病，其中急性淋巴细胞 

白血病(Acute lymphoblastic leukemia，ALL)占儿童白血病的 

75％以上，严重威胁着儿童的健康_l_。近年来随着对白血病的 

深入研究和化疗方案的改进，儿童ALL 5年无病生存率可达 

70％ 80％，但仍有部分患儿对化疗不敏感。因此更准确地 

早期诊断和评估预后，对制定个体化化疗方案具有重要意义。 

近年来研究表明Notch信号通路在细胞发育、增殖、分 

化、凋亡及肿瘤发生等病理生理过程中起重要作用t2,3】。Notch 

信号通路，尤其Notchl蛋白的表达与白血病、淋巴瘤的发病 

密切相关D,s1。此外，Wnt／13一catenin信号转导途径异常与自血 

病细胞异常增殖有关，13一catenin是其中重要的信号传递因子 

[61
，可能与ALL进展有一定联系。这些发育相关基因在实体瘤 

中的报道较多，而在儿童急性白血病方面，目前国内报道甚 

少。因此，我们采用实时荧光定量PCR方法检测了Notchi、 

Wnt3a和 13一catenin在 125例初诊 ALL患儿的表达，旨在初 

步研究它们在儿童白血病发生发展中的作用。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

病人样本来源于重庆医科大学附属儿童医院血液科 

2008年1月一2010年 1月收治的125例初诊ALL患儿，其中 

男70例，女 55例，年龄 1月～15岁，平均年龄 5．9岁，其年 

龄、性别构成比与实际患病比例一致_l1。所有患者均为首次发 

病未经治疗，并且均经过骨髓细胞形态学、免疫学、遗传学和 

分子生物学等检查确诊，符合MICM(Morphology—immunolo— 

gy—cytogenetics—molecular)诊断标濯7】，且幼稚细胞比例t>90％。 

同时调查临床相关资料。收集骨髓单个核细胞，一80％保存备 

用。以非恶性血液病患儿骨髓20例作为对照(Normal control， 

NC)组，男 12例，女 8例，年龄 1月一11岁，平均年龄5．2岁， 

其中特发性血小板减少性紫癜 12例，缺铁性贫血7例，感染 

性疾病 1例。RNA提取Trizol试剂和SYBR Green荧光定量 

RT—PCR试剂盒均为 Takara公司产品；PCR引物由上海生工 

合成。 

1．2 方法 

l_2．1 骨髓单个核细胞的分离 患者于初诊时无菌操作抽 

取骨髓 2 ml，EDTA—Na2抗凝。抗凝骨髓加入等量的Hank’S 

液，采用淋巴细胞分离液密度梯度离心法分离单个核细胞。 

1．2-2 荧光定量 RT—PCR 实时荧光定量 RT—PCR检测 

Notch1、Wnt3a和B—catenin mRNA表达。以Trizol试剂提取总 

RNA，用核酸分析仪检测含量，0D 棚 比值均在 1．8—2．0。 

各标本 1 g总 RNA分别逆转录合成 cDNA，采用 SYBR 

Green I荧光染料实时定量PCR方法检测 Notchl、Wnt3a和 

13-catenin mRNA的表达，以GAPDH作为内参基因。引物序 

列分别为Notchl：上游引物：5’一AAAcAAGTGAAAGcATAT— 

GGGT一3’，—F游弓l物：5’一CCTGAAACAAAGATYCATGATF一3’； 

Wnt3a：上游引物：5’一CCACGCCATYGCCTCAG一3’，下游引物： 

5’一CACCATCCCACCAAACTCG一3’；B—catenin：上游弓l物：5’一 

cGAGGAcTcAATACCATTcc一3’，—F游弓I物：5’一AGCCGT]T— 

CTYGTAGTCCTG一3’；GAPDH：上游弓I物：5’一CATGAGAAG— 

TATGAC—AACAGCCT一3’，下游弓I物 ：5’一AGTCCTFCCACG— 

ATACCAAAGT一3’。反应在 Gene—Rotor 6000荧光定量 PCR 

仪上进行。PCR反应总体系为25 l，其中包括cDNA 2 Fxl， 

SYBR mix 12．5 l，10 pmol／L的上下游引物各 1 Ixl，去离子水 

补足至 25 LLl。反应条件为：预变性 94％，1 min一变性 94~C， 

10 s；退火56％，20 s；延伸72％，30 s，40个循环，在延伸步骤 

采集荧光。用2I△鲫值表示基因相对表达量[81，其中一△△cT 

= 一 (cT目标基目一cT一 )，柱形统计图结果表示为各组目标基 

因／GAPDH与正常对照组相比的倍数。 

1-3 统计学分析 ‘ 

应用 SPSS 13．0统计软件进行统计学处理，各基因表达 

呈非正态分布，数据采用中位数和四分位数间距表示，两组 

间比较采用Mann—Whitney检验，多组间比较采用 Kruskall— 

Wallis检验，多因素分析采用多元线性回归分析模型。P<O．05 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 骨髓中Notchl、Wnt3a和B—catenin mRNA水平的表达 

ALL组与对照组患儿年龄、性别、红细胞数及血小板数 

组间按 a=0．05水准差异无统计学意义 ，具有可比性。与相应 

对照组相比，ALL组患儿Notch1 mRNA的表达水平降低2．6 

倍(P<0．01)，B—catenin的表达水平增高3．6倍(P<0．05)，而 

Wnt3a在 ALL组和对照中的表达水平的差异无统计学意义 

(P>O．05)。见图 1。 
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所有 ALL患者和对照组患者骨髓 Notch1、Wnt3a和 B—catenin 

mRNA水平的比较；与NC组比较，a：P<0．05，b：P<0．01 

图 1 ALL及对照骨髓细胞中Notch1、Wnt3a和 13一catenin 

mRNA的表达 

2．2 Notchl mRNA的表达与儿童 ALL免疫分型的关系 

Notchl mRNA表达水平在T淋巴细胞型ALL中是明显 

高于对照组(P<0．05)，但在 B淋巴细胞型ALL中则明显低 

于对照组的(P<0．01)(见图 2)。并且在 B细胞型 ALL中， 

普通型 B—ALL、早前 B—ALL及成熟型 B—ALL各免疫亚型 

间，Notch1的表达无统计学差异(P>0．05)。 
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图2 ALL各免疫亚型及对照组中 Notch1 mRNA表达的比 

2_3 13一catenin mRNA的表达与儿童ALL临床特征及分型的 

关 系 

13一catenin mRNA的表达与年龄和外周血白细胞数有关， 

在患儿高危年龄<1岁或 >10岁组[91呈高表达，且高于 1～10 

岁组(P<0．05)，而在外周血高白细胞数(I>50 x 10。个／L)组中 

的表达水平也高于低自细胞组(<50X 109个几)(P<0．05)。但是， 

13-catenin的表达与性别、FAB(Franch—American—Britain)分 

型、免疫分型及临床危险分级无关(见表 1)。 

表 1 B—catenin mRNA的表达与儿童 ALL临床特征的关系 

注：采用 Kruskall—Wallis或 Mann—Whitney法计算 P值；数据采用中 

位数和四分位数间距(P25～P75)表示 

2．4 多因素分析 13-catenin的表达与儿童 ALL临床特征的 

关 系 

以年龄、性别、白细胞数、FAB分型、免疫分型及临床分 

型为自变量，以13-catenin的表达为因变量，采用多元线性 

回归分析(见表 2)，回归模型具有统计学意义 (F=2．362， 

0．034)。结果表明，年龄、外周血白细胞数对 13-catenin表达 

的影响有统计学意义(P<O．05)，而性别、FAB分型、免疫分 

型及临床分型则无统计学意义。 

表 2 多因素分析 B—catenin的表达与儿童 ALL临床特征的关系 

3 讨 论 

白血病发生的生物学本质在于造血细胞增殖、分化和凋 

亡的动态平衡失调，涉及调节细胞周期、增殖、分化和凋亡等 

细胞最根本的生命活动的各种信号通路，并与信号通路中各 

种癌基因和抑癌基因的活化和失活有关，其中可能有众多的 

环节失控，最终导致白血病发生、预后不良和复发。急性淋巴 

细胞白血病是儿童最常见的白血病，其发病与多种因素有 

关，但确切的分子机制目前尚未完全明了。随着分子生物学 

研究的深入 ，应用各种分子生物学技术检测癌基因、抑癌基 

因等分子标志物，能早期诊断及更精确评估肿瘤患者的预 

后 ，已成为肿瘤临床研究的一个热门领域。 

Wnt／13一catenin信号转导途径的异常激活参与了多种实 

体肿瘤的发生，13-eatenin作为该信号通路的细胞内信号传递 

因子，其酪氨酸磷酸化后，即与钙粘蛋白13一catenin复合体分 

离。当细胞质内游离的B—catenin异常积聚并与Tcf-4结合 

形成复合物进入细胞核内激活下游靶基因转录后，就会启动 

肿瘤生长程序 。最近研究发现Wnt／13一catenin信号途径对造 

血干细胞自我更新的异常调节可以导致自血病的发生和进 

展，13一catenin异常高表达与急性髓性白血病的低缓解率及较 

差预后密切相关⋯]。其中，报道较多的是 Wnt3a与造血干细 

胞的自我增殖调节密切相关㈦。本文实验结果发现13一catenin 

mRNA的表达在儿童ALL也是呈异常高表达，而且与高危年 

龄(<1岁或>10岁)及外周血高白细胞数(≥50 x 10。个／L)等 

较差的预后相关 ，提示 B—catenin表达异常是调控儿童 ALL 

发生发展的重要途径之一，也是判断其预后的参考因素之 
一

。由于年龄<1岁组患儿病例数较少(ALL患儿主要集中于 

1—10岁，<1岁的患儿比较少)，对统计结果可能有干扰，尚需 

进一步深入研究，但>10岁组与 1—10岁组比较，B—catenin的 

表达是有差异的。此外，13-catenin信号途径的上游信号分子 

Wnt3a的mRNA表达水平在ALL组和对照组无明显差异，可 

能是因为13一catenin在胞内的异常累积是由于其他上游分子 

如Src、Dishevelled和GSK 313等的突变上调了它的表达，或 
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者是Wnt家族的其他成员如Wnt5a、Wntl1等的异常表达导 

致的。 

近年来，Notch信号通路在肿瘤中的研究也已经成为了 

炙手可热的话题，它不仅对正常细胞的发育、命运起重要作 

用，而且与一些肿瘤的发生、发展相关[13,1 ，其中Notchl是在 

肿瘤细胞中最常被检测到的Notch受体家族成员n51。Notch1 

最早发现与人 T细胞型急性淋巴母细胞性白血病 (T—ALL) 

密切相关，几乎所有的T—ALL都高表达 Notch 1_I61，后续的研 

究又发现 Notch1的表达与其它各种白血病及淋巴瘤的发病 

也密切相关 。因此，我们采用荧光定量 PCR检测 Notch1 

mRNA在儿童 ALL骨髓细胞中的表达 ，结果发现在 ALL组 

的表达是明显低于对照组的，但进一步发现其在免疫分型各 

组之间的表达是完全不同的。Notchl mRNA的表达在 T细胞 

组高于对照组，这与前期的报道相符合；而在 B细胞组低于 

对照组，B细胞型占整个儿童 ALL约 90％，这也可能导致整 

个ALL组的Notchl的表达降低。至于在 B细胞组和T细胞 

组会出现这两种截然不同的结果，之前有研究认为在肿瘤发 

生过程中Notch1既有促癌作用，也有抑癌作用；在不同组 

织、肿瘤发展的不同阶段，Notch1的作用不同M。除了免疫分 

型之外，我们还分析了Notchl mRNA的表达与其他临床特征 

之间的关系(如表1所列)，均无统计学意义。 

综上所述，本研究综合评估了多个发育相关基因在儿童 

ALL中的表达。我们发现，Notch1和 8一catenin在儿童 ALL中 

是异常表达的，它们可能参与了儿童 ALL的发生和发展。进 

一 步研究发现，13-catenin mRNA的高表达与高危年龄、高白 

细胞计数等高危因素有关，提示可能与预后不良有关，因此 

B—catenin mRNA检测对评估儿童 ALL预后、指导临床有一 

定意义。 
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