
第２７卷第４期
２００７年８月

国际病理科学与临床杂志
ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙａｎｄＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ

　　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．２７　Ｎｏ．４
Ａｕｇ．　２００７

①

ＳＨＰ１和 ＪＡＫ１基因在初治急性白血病患者中的表达

李英华１，罗建民２，张晓燕１，王冬梅１

（１．哈励逊国际和平医院血液科，河北 衡水０５３０００；２．河北医科大学第二医院血液科，石家庄 ０５００００）

［摘要］　 目的：探讨ＳＨＰ１和ＪＡＫ１基因在初治急性白血病（ＡＬ）细胞的转录表达及其与初治ＡＬ患者化疗效
果的关系。方法：采用半定量逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测６０例初治 ＡＬ患者骨髓单个核细胞及２０
例健康人外周血单个核细胞中ＳＨＰ１和ＪＡＫ１ｍＲＮＡ的表达。结果：６０例初治ＡＬ患者ＳＨＰ１和ＪＡＫ１的ｍＲＮＡ表
达阳性率分别为３０％，１００％；初治ＡＬ患者ＳＨＰ１ｍＲＮＡ表达水平明显低于正常对照组（Ｐ＜０．００１），ＪＡＫ１ｍＲＮＡ
表达水平较正常对照组略增高，但差异无统计学意义（Ｐ＝０．１８０），初治 ＡＬ患者 ＳＨＰ１ｍＲＮＡ阳性组的诱导化疗
完全缓解（ＣＲ）率为８８．９％，阴性患者组ＣＲ率为５４．８％，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００５）。ＳＨＰ１与 ＪＡＫ１ｍＲＮＡ
表达呈负相关（Ｐ＝０．０４６）。结论：ＳＨＰ１可能是白血病潜在的抑制基因，可望作为判断初治急性白血病患者疗效
和预后的指标。
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　　细胞信号转导通路的异常激活是白血病重要的
发病机制。ＪＡＫ／ＳＴＡＴ是造血生长因子广泛应用的
信号通路，ＪＡＫ１与 ＩＬ１１等多种造血生长因子的信
号转导有关［１］。造血细胞磷酸酶（ＳＨ２ｄｏｍａｉｎｃｏｎ
ｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１，ＳＨＰ１）是主要
表达于造血细胞的胞浆酪氨酸磷酸酶，通过对与造

血生长因子受体偶联的 ＪＡＫｓ激酶的脱磷酸化负调
控ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路，抑制造血细胞的有丝分裂、
增殖、分化和生物活性。ＳＨＰ１蛋白无功能突变的
血细胞ＳＨＰ１与ＪＡＫｓ偶联障碍，对造血生长因子刺
激呈超敏反性［２］。某些人 Ｔ淋巴细胞白血病病毒
（ＨＴＬＶ）转化的 Ｔ细胞系中，ＳＨＰ１表达缺失与
ＪＡＫ／ＳＴＡＴ的激活及细胞转化相关，而转染 ＳＨＰ１
基因的肿瘤细胞的增殖活性明显受到抑制［３］。为了

探讨ＳＨＰ１和ＪＡＫ１基因在初治急性白血病（ＡＬ）发
生及预后中的作用，我们以半定量 ＲＴＰＣＲ的方法
检测了６０例初治ＡＬ患者骨髓和２０名健康人外周
血单个核细胞（ＭＮＣｓ）中 ＳＨＰ１和 ＪＡＫ１ｍＲＮＡ的
表达情况。

１　资料与方法

１．１　一般资料　　６０例初治 ＡＬ患者均为我院
２００３年６月至２００５年５月住院治疗患者。其中男
３６例，女２４例，１８～６８（中位年龄３８）岁，急性髓细
胞白血病（ＡＭＬ）４４例，ＦＡＢ分型：Ｍ１，２例；Ｍ２，２０
例；Ｍ３，１４例；Ｍ４，４例；Ｍ５，４例。急性淋巴细胞白
血病（ＡＬＬ）１６例，ＦＡＢ分型：Ｌ１，１例；Ｌ２，１４例；Ｌ３，
１例。诊断标准参照张之南的《血液病诊断及疗效
标准》［４］。正常对照（ＮＣ）２０例为健康志愿者，男１２
例，女８例，２３～３５（中位年龄３０）岁。
１．２　方法
１．２．１　单个核细胞的提取　　ＭＮＣｓ取自６０例ＡＬ
患者骨髓和２０名健康志愿者的外周血，标本用 Ｆｉ
ｃｏｌｌＨｙｐａｑｕｅ密度梯度离心分离提取，冻存备用。
１．２．２　细胞总ＲＮＡ的提取和鉴定　　按产品说明
用ＴＲＩＺＯＬ（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）提取细胞总 ＲＮＡ，
１％琼脂糖电泳检测 ＲＮＡ的完整性，用紫外分光光
度仪进行ＲＮＡ定量和纯度鉴定。
１．２．３　ｃＤＮＡ合成　　随机六聚引物（Ｐｒｏｍｅｇａ公
司）合成第１条链 ｃＤＮＡ。逆转录反应体系２０μＬ，
细胞总ＲＮＡ２μｇ，５０Ｕ／μＬＲｎａｓｉｎ０．５μＬ，５００ｍｇ／Ｌ
随机引物１μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，５×逆转录反
应缓冲液４μＬ，２００Ｕ／μＬＡＭＶ逆转录酶２００Ｕ，余

用焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水补足。在 ３７℃中反应
６０ｍｉｎ，９５℃反应 ５ｍｉｎ后终止反应。ｃＤＮＡ在
－８０℃保存或进行ＰＣＲ扩增。
１．２．４　引物设计　　目的基因 ＳＨＰ１和管家基因
磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物序列参照文献［５］，

ＳＨＰ１上游引物：５′ＧＧＧＣＡＧＧＣＡＧＡＧＡＣＧＣＴ３′；
下游引物；５′ＣＴＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＣＴＣＣＡＣＣＡ３′。ＧＡＰ
ＤＨ上游引物：５′ＣＧＧＧＡＡＧＣＴＴＧＴＣＡＴＣＡＡＴＧＧ３′；
下游引物：５′ＧＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧ３′。登
陆Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库，ＪＡＫ１序列号为 ＮＭ００２２２７，用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计 ＪＡＫ１引物，ＪＡＫ１上游
引物：５′ＴＧＧＡＧＧＴＡＡＣＣＡＣＡＴＡＧＣ３′；下游引物：
５′ＣＣＧＡＧＡＡＣＣＣＡＡＡＴＡＧＴＣ３′。引物由北京赛百
盛基因技术有限公司合成。ＳＨＰ１，ＪＡＫ１，ＧＡＰＤＨ
的ＲＴＰＣＲ产物长度分别为２３７ｂｐ，２５０ｂｐ，３５８ｂｐ。
１．２．５　ＰＣＲ反应　　ＰＣＲ反应体系２５μＬ，ｃＤＮＡ２
μＬ，ＭｇＣｌ２（１．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，ｄＮＴＰｓ（０．２ｍｍｏｌ／
Ｌ）２μＬ，引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，Ｔａｑ酶１．５Ｕ，余用
双蒸水补足。扩增条件，ＳＨＰ１：９４℃预变性５ｍｉｎ，
９４℃变性４５ｓ，５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３５个
循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＪＡＫ１：９４℃预变性５
ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，
３５个循环。最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＧＡＰＤＨ的扩增
条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性６０ｓ，５８℃退火
６０ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ，２２个循环。最后 ７２℃延伸
１０ｍｉｎ。
１．２．６　ＰＣＲ产物分析　　取 １０μＬ扩增产物，
２．５％琼脂糖凝胶电泳（９０Ｖ，５０ｍｉｎ），溴化乙锭
（ＥＢ）染色，并在读胶仪 ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ１２００上扫描分
析ＳＨＰ１，ＪＡＫ１与 ＧＡＰＤＨ的灰度比值进行半定量
分析。ＲＴＰＣＲ结果ＳＨＰ１，ＪＡＫ１和ＧＡＰＤＨ均有表
达者定义为 ＳＨＰ１，ＪＡＫ１ｍＲＮＡ阳性表达，只有
ＧＡＰＤＨ阳性者定义为 ＳＨＰ１或 ＪＡＫ１ｍＲＮＡ阴性
表达。

１．２．７　治疗　　诱导缓解方案：初治ＡＭＬ选用ＤＡ
（柔红霉素、阿糖胞苷）或ＭＡ方案（米托蒽醌、阿糖
胞苷），ＡＰＬ用全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）或三氧化二砷
（Ａｓ２Ｏ３），如白细胞增高加小剂量 ＨＡ（高三尖杉酯
碱、阿糖胞苷）或标准剂量 ＤＡ。初治 ＡＬＬ选用 ＶＤ
ＣＰ（长春新碱、柔红霉素、环磷酰胺、泼尼松）或
ＶＤＬＰ（长春新碱、柔红霉素、左旋门冬氨酸酶、泼尼
松）。疗效判定根据《血液病诊断及疗效标准》［４］。

１．３　统计学处理　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理
５８２
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实验数据。ＳＨＰ１，ＪＡＫ１ｍＲＮＡ在初治 ＡＬ患者与
ＮＣ表达采用两个独立样本非参数秩和 Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ
ｓｍｉｒｏｖＺ检验；ＳＨＰ１ｍＲＮＡ阳性组和阴性组诱导化
疗ＣＲ率采用 χ２检验；初治 ＡＬ患者 ＳＨＰ１与 ＪＡＫ１
ｍＲＮＡ是否具有相关性采用两个独立样本非参数
Ｗｉｌｃｏｘｏｎ相关检验。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结　　果

２．１　初治ＡＬ患者ＳＨＰ１和ＪＡＫ１基因的表达　　
ＳＨＰ１及ＪＡＫ１基因的 ＲＴＰＣＲ扩增产物电泳图分
别见图１，２。初治 ＡＬ患者 ＳＨＰ１ｍＲＮＡ的阳性率
为３０．０％，ＡＬ患者ＳＨＰ１ｍＲＮＡ水平与ＮＣ组比较

差异有统计学意义（Ｚ＝２．７７，Ｐ＜０．００１）。初治 ＡＬ
及ＮＣ中ＪＡＫ１ｍＲＮＡ均表达，ＡＬ患者 ＪＡＫ１ｍＲＮＡ
相对水平与 ＮＣ组比较，差异无统计学意义（Ｚ＝
１．０９７，Ｐ＝０．１８）（表１）。
２．２　初治ＡＬ患者ＳＨＰ１ｍＲＮＡ表达与化疗疗效的
关系　　初治 ＡＬ患者中 ＳＨＰ１ｍＲＮＡ阳性组诱导
化疗ＣＲ率为８８．９％（１６／１８），阴性组诱导化疗 ＣＲ
率为５４．８％（２３／４２），两组比较差异有统计学意义
（χ２＝８．０２８，Ｐ＝０．００５）。
２．３　初治ＡＬ患者ＳＨＰ１与ＪＡＫ１ｍＲＮＡ的关系　
　６０例初治 ＡＬ患者 ＳＨＰ１与 ＪＡＫ１ｍＲＮＡ水平的
相关性分析显示两种基因ｍＲＮＡ水平呈轻度负相关
（Ｚ＝－１．９８２，Ｐ＝０．０４６）。

表１　初治ＡＬ与ＮＣ组ＳＨＰ１，ＪＡＫ１ｍＲＮＡ的表达
Ｔａｂｌｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＨＰ１，ＪＡＫ１ｍＲＮＡｉｎｄｅｎｏｖｏａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ

组别 ｎ
ＳＨＰ１ｍＲＮＡ相对水平

Ｍ（ＱＬＱＵ） 阳性例数（％）

ＪＡＫ１ｍＲＮＡ相对水平

Ｍ（ＱＬＱＵ）

初治ＡＬ ６０ ０．０００（０．０００～０．０４３） １８（３０．０） ０．５０２（０．１０６～０．８２６）

ＮＣ ２０ １．７６８（１．１３２～２．２５８） ２０（１００．０） ０．４４８（０．１９５～０．５２８）

　　与ＮＣ比较， Ｐ＜０．００１

图１　初治 ＡＬ及 ＮＣ组 ＳＨＰ１ｍＲＮＡ的表达　１：ＤＮＡ分子
量标准；２５，７：初治ＡＬ；６：ＮＣ

Ｆｉｇ．１ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＨＰ１ｍＲＮＡｉｎｄｅｎｏｃｏａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａｐａ
ｔｉｅｎｔｓａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ　Ｌａｎｅ１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２
５，７：ＤｅｎｏｖｏＡＬ；Ｌａｎｅ６：ＮＣ

图２　初治ＡＬ及ＮＣ组ＪＡＫ１ｍＲＮＡ的表达　１：ＤＮＡ分子量
标准；２６：初治ＡＬ；７：ＮＣ

Ｆｉｇ．２ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＪＡＫ１ｍＲＮＡｉｎｄｅｎｏｃｏａｃｕｔｅｌｅｕｋｅｍｉａｐａ
ｔｉｅｎｔｓａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓ　Ｌａｎｅ１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ２
５，７：ＤｅｎｏｖｏＡＬ；Ｌａｎｅ６：ＮＣ

３　讨　　论

ＳＨＰ１蛋白为一种经典非受体磷酸酶，负调控
造血细胞发生、发展、增殖和分化［６］。对ＳＨＰ１失活
突变 ｍｅ／ｍｅ和 ｍｅｖ／ｍｅｖ小鼠的研究发现［７］，ＳＨＰ１
功能缺失引起髓／单核细胞系的过度增殖，其骨髓细

胞对造血生长因子高度敏感。ＳＨＰ１活性缺失或降
低是淋巴瘤／白血病细胞系的特征，转染ＳＨＰ１可明
显抑制白血病细胞系的增殖［６］，提示 ＳＨＰ１可能为
白血病的抑制基因。笔者应用半定量 ＲＴＰＣＲ方法
检测６０例初治 ＡＬ患者 ＳＨＰ１ｍＲＮＡ的表达，发现
在初治 ＡＬ中 ＳＨＰ１表达阳性率及表达水平明显低

６８２
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于正常对照组，说明原代初治急性白血病细胞中

ＳＨＰ１表达降低或缺如。研究显示 ＳＨＰ１启动子的
甲基化，可能是白血病细胞系及原代白血病细胞中

ＳＨＰ１基因沉默的重要机制［８］。国内有研究发现［５］

白血病中 ＳＨＰ１的基因突变罕见，ＳＨＰ１的失活突
变可能与白血病发病无关或仅在小部分白血病中起

作用。本研究结果也说明白血病形成中ＳＨＰ１活性
降低主要与其表达缺如或降低有关。

白血病形成中普遍存在 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路的异
常，尤其是 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路的持续激活［９１０］，

ＳＨＰ１通过对ＪＡＫｓ及下游蛋白分子的脱磷酸化负
调控 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ通路。我们检测初治 ＡＬ患者中
ＳＨＰ１ｍＲＮＡ降低或缺如，提示原代白血病细胞中
ＪＡＫ／ＳＴＡＴ异常激活可能与 ＳＨＰ１的表达降低或缺
如有关；还发现原代白血病细胞中ＪＡＫ１ｍＲＮＡ表达
较正常人外周血单个核细胞略增高，并且６０例初治
ＡＬ患者中 ＳＨＰ１，ＪＡＫ１ｍＲＮＡ水平呈低度负相关，
提示ＳＨＰ１表达的降低可能激活了 ＪＡＫ１基因的表
达，也可能是激活的 ＪＡＫ１信号通路抑制了 ＳＨＰ１
基因的表达。恶性Ｔ淋巴细胞中信号转导子及转录
激活子 ３（ＳＴＡＴ３）与 ＤＮＡ甲基化转移酶 １基因
（ＤＮＭＴ１）与组蛋白去乙酰化酶１（ＨＤＡＣ１）形成复
合物，并与ＳＨＰ１的启动子结合，引起ＳＨＰ１基因启
动子甲基化，抑制 ＳＨＰ１基因的转录［１１］，但 ＳＨＰ１
与ＪＡＫｓ表达的关系及详细机制还有待进一步研究，
扩大样本并选择正常人骨髓ＭＮＣｓ做对照或许更能
准确反应两者之间的关系。Ｈａｎ等［１２］发现 ＳＨＰ１
表达缺失减少蛋白酶体对 ＪＡＫ３，ＮＰＭＡＬＫ的降解
致间变淋巴瘤激酶（ＡＬＫ）阳性的间变大细胞淋巴瘤
形成，提示恶性血细胞中 ＳＨＰ１基因蛋白表达降低
削弱了蛋白酶体对ＪＡＫｓ蛋白的降解而致ＪＡＫｓ蛋白
表达增高。ＳＨＰ１ｍＲＮＡ阳性 ＡＬ患者初次诱导化
疗ＣＲ率较阴性者高，与韩颖等［１３］报道相似，说明

ＳＨＰ１表达降低在ＡＬ发病中起重要作用，并与诱导
治疗疗效相关，检测 ＳＨＰ１ｍＲＮＡ的表达，对指导
ＡＬ治疗转归及预后的判断有一定意义。但两项指
标在急性白血病发病中的作用及临床实用价值尚有

待进一步探讨。
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