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【摘 要】目的：为了探索慢性粒细胞白血病(Chronic myelogenous leukemia，CML)急变机理，寻求新的治疗靶标，我们对获得的9 

例 CML病人骨髓标本以及 CML急性红系变细胞株中 K562细胞株中elF4E基因和 Trib2基因的表达水平进行初步检测，为进 

一 步的研究奠定基础。方法：分离骨髓单个核细胞，用 Trizol裂解提取 RNA，RT-PCR检测elF4E基因和 trib2基因 mRNA的表 

达水平。结果：初步分析显示部分 CML病人 elF4E基因 mRNA表达水平很高，为 CML疾病进展机制进一步研究奠定了基础。结 

论：部分 CML病人骨髓标本中elF4E和 TRIB2基因 mRNA表达水平较高，elF4E和 trib2有可能成为 CML病人新的治疗靶点。 
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【Abstract]Objective：To explore the mechanism of CML—BC and the corresponding new therapeutic targets by investigating the mRNA 

expression of elF4E and trib2 gene in 9 CML patients and K562 cells．Methods：After isolation of BM mononuclear cells and the following 

RNA extraction，RT-PCR was taken to show the mRNA expression of eIF4E and trib2 gene in 9 CML patients and K562 cells．Resu／ts： 

Electrophoresis analysis showed that both mRNA expression of elF4E and trib2 gene were high in some CML patients especially in 

CML-BC and K562 cells，which laid foundation for further investigation on CML development．Conclusion：Both mRNA expression of 

elF4E and trib2 gene were high in some CML patients and K562 cells，they may he the possible therapeutic targets for CML patients． 
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慢性粒细胞白血病，简称慢粒(Chronic myelogenous leuke 

mia，cML)是一种造血干细胞的恶性克隆性增殖性疾病。在 

我国，慢性白血病以 CML多见，发病率约为 1-2人 ／10万人 ， 

主要表现为乏力 、消瘦、低热、肝脾肿大及骨髓粒细胞恶性增 

殖，以25～50岁间发病率最高。CML起病缓慢，约 75％～85％ 

的CML患者在 1～5年由稳定期转入急变期 ，一旦急变后 ， 

半数以上病例在 3个月内死亡，仅个别病例生存期能超过 1 

年。近年来 ，由于酪氨酸激酶抑制剂格列卫等新药(又称 

STI571)的临床应用，CML病情可以得到一定控制 ，但是由于 

该药十分昂贵，亦存在耐药问题 ，而传统的异基因造血干细 

胞移植、干扰素及联合化疗仍然不能满足 CML治疗现状，CML 

如何预防急变以及急变治疗仍待研究。急变机理目前尚不 

清楚 ，现普遍认为 ，CML急变涉及多基因、多调控的异常。 
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elF4E过表达具有恶性转化能力，Min Zhang等在 2006年的 

Blood年会上报道在 CML晚期的病人，eIF4E表达和磷酸化以 

BCR—ABL依赖方式升高 ，而 Topisirovic研究表明 CML急 

变期而非CML慢l生期 elF4E表达水平升高0】。另外，Karen Kee— 

shan等研究显示，trih2基因在小鼠干细胞中的异常高表达可 

以抑制其向髓系分化，从而导致移植了这些干细胞的小鼠发 

生急性髓细胞白血病，其机制初步证明是与其通过降低C／EBP 

蛋白水平有关[21。为了探索CML急变的机理从而寻求慢粒 

急变后新的分子治疗靶点，我们检测了CML病人骨髓单个核 

细胞和 CML急变细胞株 K562细胞中的这两个基因的转录 

表达水平，为进一步的研究奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 

M—MLV逆 转录酶和 Taq DNA聚合 酶 ，0ligdT，dNTP， 
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RNA提取试剂等购自TaKaRa公司，1640干粉培养基购 自 

GIBCO公司，L一谷氨酰胺购自Sigma公司，胎牛血清购自杭 

州四季青公司。 

1．2 引物设计 

根据人 eIF4E基因 mRNA序列 (NM一001968)和 trib2 

基因 mRNA(NM一021643)设计各 自的引物，序列见表 1，由 

上海生工合成，用无菌 TE融解配成 100 pmol／ l储存液 ， 

一 20℃保存。 

表 1 elF4E和 trib2引物序列及产物 

t．3 方 法 

1．3．1 骨髓单个核细胞的分离 2006～2007年重庆医科大 

学附属第一，第二医院血液科 CML病人骨髓标本共 9例，操 

作方法：在一个离心管 A加入预先室温平衡后的 Ficoll液 4 ml， 

在另一离心管 B中取抗凝骨髓 2 ml，再加入等量的 Hank’s 

液轻轻混匀后将其轻轻沿壁加到已加 Ficoll液的 A离心管 

中，注意要使两者液面边界清晰，于 2 000 r／min水平离心 20 

min，用巴氏吸管轻轻吸取单个核细胞层 ，吸出的单个核细胞 

悬液加入 Hank’s液，2000dmin离心 10min后，重复再洗涤 

细胞 1次，离心去上清后用于提取骨髓 RNA。 

1．3．2 骨髓总 RNA提取 根据 Trizol法提取总 RNA步骤 ， 

提取骨髓总 RNA。 

1．3．3 RT—PCR检测 elF4E和 trib2基因 mRNA表达 CML病 

人骨髓单个核细胞提取总 RNA后，紫外分光光度计测定 RNA 

纯度，并计算其含量。取 1 Ixg总 RNA，按照 TaKaRa M—MLV 

逆转录试剂盒说 明书将其逆转录成 cDNA，cDNA产物放 

一 20℃保存备用。eIF4E和 trib2引物经 Primer Premier 5．0引 

物设计软件自行设计，elF4E基因引物序列 P1：5’一acggaatc— 

taateaggaggt一3’，P2：5’一ttcecacataggctcaata一3’，目的片段的大 

小为 246 bp，trib一2基因引物序列 P1：5’一agactccgaacttgteg— 

cat一3．P2：5’一cgctcaaagaacacataggct～3’，目的片段的大小为 

247 bp，B—actin弓l物序歹U p—aetin弓I物序歹Ⅱ：P1：5’一gtgga— 

catecgcaaagac一3’，P2：5’一aaagggtgtaaegeaactaa一3’，目的片段大 

小为：302 bp，PCR扩增采用 2O l体系，内含 1 l cDNA，10 

pmol引物 ，2 l 10 XPCR缓冲液 ，1．6 Ixl 25 mmo~L MgCI2，2 

l 2．5 ixmol／L dNTP，Taq酶 1 U。扩增条件两者均为：94℃ 

预变性 3 min，再 94oC 20 s、56oC 30 s、72cc 20 s 34个循环 ， 

再 72℃延伸 10 rain，以 13一actin内参基因作为内对照 ，扩增 

产物经 1．5％琼脂糖凝胶电泳 ，在 Bio—Rad凝胶成像仪上观 

察分析。 

2 结 果 

K562细胞和 9例 CML骨髓病人标本中 trib2，B—actin， 

eIF4E 3个基因 RT—PCR电泳结果如图 1所示。实验显示 ，在 

K562细胞中高表达 elF4E mRNA，在第 5、6、8、9这些病人 

中elF4E mRNA呈类似 K562细胞中的高表达，K562细胞 中 

trib2 mRNA表达较高，在第 4、6、8、9例 CML病人 trib2 mR— 

NA表达呈类似 K562细胞的高表达，而 eIF4E和 trib2 mRNA 

在第 2和第 4例病人同时表达较低，而在第 6、8、9例病人中 

则同时呈类似 K562细胞的高表达。已知这些 CML病人中，6 

和 8这两例病人处于急变期 ，9号病人处于加速期，其它病 

人处于慢性期。可见，CML病人之间这两个基因的转录表达 

有一定差异 ，这两个基因可能与 CML发生发展有关。 

l 2 3 4 5 6 7 8 9 K 

： 

M为 DL20OOmarker，K为 k562细胞，l～9为 CML病人骨 

髓标本，A、B、c分别代表 elF4E，B—actin，trib2基因 

图 1 K562细胞和 9例 CML骨髓病人标本中trib2， 

13一actin．eIF4E 3个基因 RT-PCR电泳图 

3 讨 论 

CML作为一特殊的血液系统肿瘤 ，慢性期可以持续若 

干年 ，而最后致死性的急变期仅仅持续几个月，由于 STI571 

耐药的出现，以及急变后病情迅速恶化 ，如何延缓急变，探 

索急变的机理以及寻求新的分子治疗靶点和 CML治疗小分 

子药物的开发是目前研究的热点。 

elF4E是翻译启动因子复合体 elF4F的关键部分，是细 

胞中蛋白质合成的限速步骤。现在发现越来越多的人类肿瘤 

中有 elF4E的过量表达，elF4E在某些肿瘤中已经作为疾病 

诊断和预后的一项指标。elF4E的过表达显著地改变了细胞 

表型，促进肿瘤增殖 ，抑制凋亡，诱导细胞转化 、肿瘤形成和 

转移[31，阻滞分化[41，与疾病进展相关。CML的致病机理是 

BCR／ABL融合蛋白，急变期 hnRNPK表达水平呈 BCR—ABL 

依赖方式升高，在 Hela细胞中 RNA结合蛋白 K(hnRNP K) 

蛋白转录调节 elF4E表达而诱导细胞发生恶性转化 。而CML 

急变时 hnRNP K蛋白促进 MYC蛋白翻译[61，而 MYC蛋白能 

调节 elF4E基因转录 ，已知 CML急变时 P53表达缺失，而 

P53蛋 白通过结合 MYC蛋白而抑制 elF4E基因转录l 8l。在 

K562细胞中，hnRNP K shRNA能降低 elF4E mRNA表达水 

平，具有一定的细胞效应191。双向蛋白电泳发现，elF4E表达 

差异在具有和不具有形成转移癌能力的细胞株之间非常明 

显。2006年 11月份 BLOOD杂志举办的年会上有报道，在 

一 一 二 一 一 
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CML晚期和急变期 eIF4E基因表达和 209位丝氨酸磷酸化 

呈 BCR／ABL依赖方式升高，在部分 CML病人和 CML急变期 

病人骨髓单个核细胞中 eIF4E高表达。elF4F复合物是 CML 

急变一个重要的治疗靶标 ，而 elF4E是该复合物重要的组成 

部分，在帽依赖翻译中起限速作用l】Ol。我们检测 elF4E在 CML 

以及 CML急变前期病人骨髓单个核细胞中表达水平 ，这将 

为我们为进一步探索 CML新的治疗靶标提供实验依据。 

Trib2最初是犬的甲状腺细胞 中的磷蛋 白，为了探索 

Trib2在造血发生中的作用，Karen Keeshan等用逆转录病毒 

在鼠造血祖细胞中表达这个基因来研究其体内外对生长和 

分化的调节作用 ，这导致髓系祖细胞在体外具有持久生长能 

力 ，体内则诱导发生急性粒细胞白血病(Acute myelogencus 

leukamia，AML)，Trib2的～重要转化功能是通过失活C／EBP 

而发生的口。此外，对 285例 AML病人样本微点阵资料分析 

表明在一些亚群中 Trib2表达升高伴发成簇 的 C／EBPd高 

频突变[21，这些数据表明 Trib2是白血病的原癌基因，导致 

C／EBP or．信号通路失调[21。CML急变期区别于慢性期的典型 

特征是粒系分化受阻，出现大量的原始细胞 ，导致病情恶化， 

CML急变后 C／EBPor．蛋白水平基本缺失 ，研究报道诱导表 

达 C／EBP 可以诱导急变细胞向成熟的粒系分化。Danilo 

perrotti发现CML急变时，RNA结合蛋白hnRNP E2在翻译 

水平沉默 C／EBP 0l表达 ，通过干扰 hnRNP E2蛋白表达可以 

诱导 C／EBP or．蛋白表达上调，从而恢复细胞向粒系分化的能 

力【111。hnRNP E2诱骗寡核甘酸作用于 CML红系变细胞株 

K562，发现细胞增殖能力降低 ，细胞有向晚期粒系分化的倾 

向㈣。Trib2高表达抑制脂肪细胞分化与其对 AKT和 C／EBP的 

抑制有关[13】。 

我们检测的骨髓标本多数是血液科住院病人，这些病人 

虽多数以 CML收治住院，或是 CML复发住院，但是有些病 

人在短期内发生急变。本实验结果显示在K562细胞株中高 

表达 elF4E mRNA，在部分病人骨髓细胞(5、6、8、9)elF4E 

mRNA呈类似 CML急变细胞株 K562中的高表达。另外 ， 

K562细胞中trib2 mRNA表达较高，在部分 CML病人骨髓细 

胞中 (4、6、8、9)trib2 mRNA表达呈类似 K562细胞的高表 

达，而 eIF4E和trib2mRNA在第 2和第 4例病人同时表达较 

低，而在第 6、8、9例病人中则同时呈类似 K562细胞的高表 

达。已知 6和 8这两例病人处于急变期 ，9号病人处于加速 

期 ，其它病人处于慢性期，结合实验结果分析初步显示 ，CML 

急变期和加速期病人中，elF4E和 trib2这两个基因转录表达 

均较高，在部分慢性期病人则有高有低 ，而 K562细胞株中 

elF4E和 trib2基因表达均较高 ，这两个基因的表达可能与 

CML病情恶化和疾病进展有关。但由于病例数有限，更多的 

情况需要进一步研究阐明。以上实验结果为我们进一步探索 

CML急变机理和急变分化受阻机制和寻找新的 CML急变治 

疗途径提供新的思路。 
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