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急性髓系白血病患者 ＳＦＲＰ２ 基因甲基化的
检测及临床意义

史晓红　常乃柏　范芸　周昌虎　宁尚勇　孙亮　杨泽

　　【摘要】　目的　检测分泌型卷曲相关蛋白 ２（ＳＦＲＰ２）基因在急性髓系白血病（ＡＭＬ）患者中的
甲基化状态，探讨 ＳＦＲＰ２基因启动子区甲基化状态与 ＡＭＬ发生的关系。 方法　收集了 ９９例 ＡＭＬ患
者的骨髓或外周血样本，匹配以 ７０ 例门诊普通患者的外周血作为对照。 采用甲基化特异性 ＰＣＲ
（ＭＳＰ）方法对所有研究样本进行 ＳＦＲＰ２基因启动子区甲基化状况检测。 结果　９９ 例 ＡＭＬ患者中有
２７例检测到 ＳＦＲＰ２基因的甲基化，甲基化率为 ２７畅３％；而正常对照组中未检出 ＳＦＲＰ２ 基因的甲基
化；两者比较差异有统计学意义（P ＜０畅００１）。 ＳＦＲＰ２ 基因的甲基化状态与 ＡＭＬ 的年龄、性别、临床
分型及样本来源（骨髓／外周血）间均未见显著关系（P ＞０畅０５）。 结论　ＳＦＲＰ２ 基因启动子区的甲基
化与 ＡＭＬ的发生有相关性，可能是引起 ＡＭＬ的分子机制之一。 外周血中的 ＳＦＲＰ２基因的甲基化可
望作为一项新的分子标记物应用于 ＡＭＬ的临床早期检测。
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【Abstract】 　Objective　 Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｉｚｚｌｅｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （ ＳＦＲＰ２） ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ （ＡＭＬ），ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＳＦＲＰ２ ｇｅｎｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ＡＭＬ．Methods　９９ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｏｒ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ
ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ＡＭＬ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ，ａｎｄ ｏｕｔ唱ｍａｔｃｈｅｄ ｗｉｔｈ ７０ ｎｏｒｍａｌ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ
ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ ｏｆ ｇｅｎｅｒａｌ ｏｕｔｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ （ＭＳＰ） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＳＦＲＰ２ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ．Results　Ｔｈｅ ａｂｎｏｒｍａｌ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＦＲＰ２ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ２７ ｓａｍｐｌｅｓ （２７畅３％） ｏｆ ＡＭＬ ｐａｔｉｅｎｔｓ；ｗｈｉｌｅ ｎｏｎｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌｓ （P＜０畅００１）．Ｔｈｅｒｅ
ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＳＦＲＰ ２ ｇｅｎｅ ａｎｄ ａｇｅ，ｇｅｎｄｅｒ，ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｒ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｕｒｃｅ （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ／ｂｌｏｏｄ） ｏｆ ＡＭＬ ｐａｔｉｅｎｔｓ （P ＞０畅０５）．Conclusions　Ｔｈｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＦＲＰ２ ｇｅｎｅ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ ＡＭＬ．Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ＳＦＲＰ２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａｎ ｕｓｅｆｕｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ＡＭＬ ．
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　　急性髓系白血病（ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）是一组常见的恶性血液肿瘤疾病，ＡＭＬ的遗传和临床表
型比较复杂，具有明显的异质性。 ＡＭＬ的发病机制至今不明。 分泌型卷曲相关蛋白 ２ （ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｆｒｉｚｚｌｅｄ唱ｒｅ唱
ｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，ＳＦＲＰ２） 是近来发现的一种新的候选抑癌基因，近来研究显示，在多种人类的恶性肿瘤中，均
存在 ＳＦＲＰ２基因由于高甲基化而表达降低的现象的［１唱８］ 。
本研究采用甲基化特异性 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ唱ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ，ＭＳＰ）技术，检测了 ＡＭＬ 患者和正常对照中

ＳＦＲＰ２基因启动子区的甲基化状态，旨在探讨 ＳＦＲＰ２基因的甲基化与 ＡＭＬ发生的相关性；以及 ＳＦＲＰ２ 基因
的甲基化状况与 ＡＭＬ的临床特征及样本来源（骨髓或外周血）的关系，以期为 ＡＭＬ的早期诊断提供新的分
子标记物。

材料与方法

一、 实验材料
１畅样本来源：ＡＭＬ患者样本采集自卫生部北京医院 ２００７ 年 ９ 月至 ２０１０ 年 １０ 月门诊和住院患者，共 ９９

例，其中男 ６５ 例，女 ３４ 例，年龄 ８ ～８１岁，１７ 例采集了骨髓样本，８２ 例采集了外周血样本。 依据急性白血病
ＦＡＢ分型标准［９］进行 ＡＭＬ的诊断分型。 正常对照样本取自卫生部北京医院内科门诊就诊的普通人群，共
７０例，其中男 ４３例，女 ２７ 例，年龄 ２８ ～８８ 岁，均采集外周血样本。 所有研究对象均对该检测项目知情
同意。

２畅主要试剂：全基因组 ＤＮＡ提取试剂盒购自 Ｂｉｏ Ｃｈａｉｎ公司；引物由上海生工生物技术有限公司合成；
ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ （ｐＵＣ１８ ＤＮＡ／ＭｓｐⅠ）购自天根生化科技（北京）有限公司；ＤＮＡ甲基化试剂盒（ＥＺ ＤＮＡ Ｍｅｔｈｙｌ唱
ａｔｉｏｎ唱Ｇｏｌｄ Ｋｉｔ），热启动的 ＤＮＡ聚合酶（ＺｙｍｏＴａｑＴＭ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ），人类基因组甲基化阳性对照和非甲基
化的阳性对照等购自美国 Ｚｙｍｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司。

３．主要仪器：ＤＮＡ定量分析仪为德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司的 Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 仪；ＰＣＲ扩增仪为美国 ＭＪ公司的
ＰＴＣ唱２２５ 型 ＰＣＲ仪；凝胶成像系统为美国 Ｂｉｏ唱Ｒａｄ 公司的 Ｇｅｌ ＤＯＣ唱２０００ 成像系统。
二、实验方法
１畅样本收集：ＥＤＴＡＮａ２ 抗凝管收集 ＡＭＬ患者的骨髓／外周血 １ ｍｌ以及正常对照的外周血 １ ｍｌ， －２０ ℃

冰箱保存。
２畅基因组 ＤＮＡ的提取：用全基因组 ＤＮＡ提取试剂盒抽提 ＥＤＴＡＮａ２ 抗凝的骨髓或外周血中的基因组

ＤＮＡ。 通过蛋白／核酸比色仪对提取的全基因组 ＤＮＡ进行定量和纯度分析，所有样本的 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０ 的比
值均在 １畅７ ～２畅０ 之间，ＤＮＡ样本置于－２０ ℃保存备用。

３畅亚硫酸盐修饰：采用 ＤＮＡ甲基化试剂盒（ＥＺ ＤＮＡ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ唱Ｇｏｌｄ Ｋｉｔ）对研究样本的基因组 ＤＮＡ进
行亚硫酸盐修饰，同时进行甲基化和非甲基化阳性对照的亚硫酸盐修饰（甲基化的阳性对照选用纯化的人
类 ＨＣＴ １１６ ＤＫＯ甲基化 ＤＮＡ；非甲基化的阳性对照选用纯化的人类 ＨＣＴ １１６ ＤＫＯ非甲基化 ＤＮＡ）。 经测
序验证，修饰后 ＤＮＡ序列中未甲基化的胞嘧啶全部转化为尿嘧啶。

４畅ＭＳＰ检测：用甲基化特异性引物和非甲基化特异性引物进行 ＰＣＲ扩增，引物详情见表 １。 ＰＣＲ 反应
体系２０ μｌ，其中２ ×Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μｌ，ｄＮＴＰ Ｍｉｘ （０畅２５ ｍｍｏｌ／Ｌ ｅａｃｈ） ０畅２ μｌ，１０ μｍｏｌ／Ｌ甲基化或非甲基
化上下游引物各 ０畅４ μｌ，修饰后的 ＤＮＡ 模板 ２０ ｎｇ，ＺｙｍｏＴａｑＴＭ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （５ Ｕ／μｌ） ０畅１６ μｌ，灭菌
ｄｄＨ２Ｏ加至总体积 ２０ μｌ。 ＰＣＲ反应条件为：９５ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎ后进入主循环，９４ ℃ 变性 ３０ ｓ，６２ ℃（甲
基化引物）或 ５１ ℃（非甲基化引物）退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ４０ ｓ，共 ４０ 个循环，完成后 ７２ ℃继续延伸 １０ ｍｉｎ。
每次 ＰＣＲ实验都设置阳性对照，阴性对照用灭菌 ｄｄＨ２Ｏ 取代处理后的 ＤＮＡ模板进行 ＰＣＲ。
三、统计学分析
采用 ＳＰＳＳ １１畅５ 软件进行统计学分析，组间 ＳＦＲＰ２基因启动子区甲基化发生频率比较采用χ２ 检验，以

P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。
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表 1　ＰＣＲ的引物序列、退火温度及其产物长度

引物名称 　　　　　引物序列（５′唱３′） 退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ）
甲基化 ＳＦＲＰ２ l上游　ＧＧＧＴＣＧＧＡＧＴＴＴＴＴＣＧＧＡＧＴＴＧＴＧＴ ６２ 种１３８ 儋

下游　ＣＣＧＣＴＣＴＣＴＴＣＧＣＴＡＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＧ
非甲基化 ＳＦＲＰ２ 晻上游　ＴＴＴＴＧＧＧＴＴＧＧＡＧＴＴＴＴＴＴＧＧＡＧＴＴＧＴＧＴ ５１ 种１４５ 儋

下游　ＡＡＣＣＣＡＣＴＣＴＣＴＴＣＡＣＴＡＡＡＴＡＣＡＡＣＴＣＡ

结　　果

１畅ＡＭＬ患者和正常对照中 ＳＦＲＰ２基因的甲基化情况：所有的研究样本均成功进行了ＭＳＰ检测，ＭＳＰ检
测的产物电泳结果分析见图 １。

　　ＡＭＬ患者样本中共有 ２７ 例样本检测到 ＳＦＲＰ２ 基因启动子区的甲基化（其中 ３ 例为完全甲基化，２４ 例
为不完全甲基化），甲基化率为 ２７畅３％。 ７０例正常对照中均未检测到 ＳＦＲＰ２基因启动子区的甲基化。 经χ２

检验，ＳＦＲＰ２的甲基化频率在 ＡＭＬ患者组与正常对照组之间差异有统计学意义（χ２ ＝２２畅７２１，P ＜０畅００１）。
２畅ＳＦＲＰ２ 基因甲基化与 ＡＭＬ患者临床特征的关系：ＳＦＲＰ２基因甲基化与 ＡＭＬ患者临床特征的比较见

表 ２。 ＳＦＲＰ２基因的甲基化状态与 ＡＭＬ患者的年龄、性别、临床分型及样本来源（骨髓／外周血）间均未发现
显著关系（P ＞０畅０５）。

表 2　ＳＦＲＰ２基因启动子区甲基化与 ＡＭＬ患者临床特征之间的关系［例，（％）］

指标 例数 甲基化 非甲基化 χ２ 值 P值

年龄 ≥ ６０ 岁 ２２  ６（２７ 觋觋畅３） １６（７２ 22畅７） ０ 鞍鞍畅０００ １ WW畅０００

＜６０ 岁 ７７  ２１（２７ 觋觋畅３） ５６（７２ 22畅７）

性别 男 ６５  １７（２６ 觋觋畅２） ４８（７３ 22畅８） ０ 鞍鞍畅１１９ ０ WW畅７３０

女 ３４  １０（２９ 觋觋畅４） ２４（７０ 22畅６）

临床分型 Ｍ１ 槝３  １（３３ 觋觋畅３） ２（６６ 22畅７） ３ 哪哪畅２０ ０ WW畅７８３

Ｍ２ 槝３７  １１（２９ 觋觋畅７） ２６（７０ 22畅３）

Ｍ３ 槝２４  ４（１６ 觋觋畅７） ２０（８３ 22畅３）

Ｍ４ 槝８  １（１２ 觋觋畅５） ７（８７ 22畅５）

Ｍ５ 槝１８  ５（２７ 觋觋畅８） １３（７２ 22畅２）

Ｍ６ 槝２  １（５０ 觋觋畅０） １（５０ 22畅０）

Ｍ７ 槝１  ０（０） １（１００）

唱ａ ６  ４（６６ 觋觋畅７） ２（３３ 22畅３）

组织 骨髓 １７  ７（４１ 觋觋畅２） １０（５８ 22畅８） ２ 鞍鞍畅０００ ０ WW畅１５７

外周血 ８２  ２０（２４ 觋觋畅４） ６２（７５ 22畅６）

　　注：ａ：ＡＭＬ确诊患者，但是临床分型情况缺失，共计 ６ 例

·４６９１· 中华临床医师杂志（电子版）２０１１ 年 ４ 月第 ５ 卷第 ７ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ａｐｒｉｌ １，２０１１，Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．７



讨　　论

ＡＭＬ是一组常见的恶性血液肿瘤疾病，根据白血病细胞分化受阻的阶段不同以及细胞遗传学上的差异
将 ＡＭＬ分为了不同亚型，目前对其发病机制仍不清楚。 近年来研究发现，一些肿瘤抑制基因和肿瘤相关基
因的高甲基化与急性髓系白血病的发生、发展密切相关［８，１０唱１４］ 。

ＳＦＲＰｓ是一组Ｗｎｔ信号通路的拮抗剂。 ＳＦＲＰｓ均包含一个富含半胱氨酸的结构域（ＣＲＤ），该结构域与
Ｗｎｔ信号受体卷曲蛋白有 ３０％ ～５０％的序列相似性。 借助 ＣＲＤ，ＳＦＲＰｓ可以通过与 Ｗｎｔ 配体相互作用，以
拮抗Ｗｎｔ信号［１５］ 。 由于Ｗｎｔ信号通路在细胞的增殖、分化和凋亡中发挥着重要的作用，ＳＦＲＰｓ的表达降低，
可能造成其对Ｗｎｔ 信号通路抑制作用的减弱，引起 Ｗｎｔ 信号通路的异常活化，从而引发恶性肿瘤［１６唱１８］ 。 近
来在多种人类的恶性肿瘤中，均发现了 ＳＦＲＰ家族的部分成员由于高甲基化而表达降低的现象［１唱８］ 。

ＳＦＲＰ２是 ＳＦＲＰ家族的成员之一，ＳＦＲＰ２基因定位于人类染色体 ４ｑ３１畅３［１９］ ，ＳＦＲＰ２ 基因包含 ３ 个外显
子和 ２个内含子，在其第 １个外显子周围有着高密度的 ＣｐＧ岛。 ＳＦＲＰ２作为一种新的候选抑癌基因得到了
广泛的关注。 近来研究发现，ＳＦＲＰ２基因启动子区域的高甲基化导致的基因沉默可能与包括大肠癌［１］ 、结
肠癌

［２］ 、宫颈腺癌［３］ 、胰腺癌［４］ 、口腔癌［５］ 、子宫颈癌［６］ 、间皮瘤［７］ 、白血病等［８］
在内的多种恶性肿瘤的发生

有关。
我们应用 ＭＳＰ技术分别检测了 ＡＭＬ患者（骨髓或外周血）和正常对照（外周血）中 ＳＦＲＰ２ 基因启动子

区的甲基化状态，结果显示，ＡＭＬ患者样本组的甲基化率为 ２７畅３％，正常对照样本组未检测到甲基化。 统计
学分析表明，ＳＦＲＰ２的甲基化频率在 ＡＭＬ患者组与正常对照组之间差异有统计学意义（P ＜０畅００１）。 我们
还进一步分析了 ＳＦＲＰ２ 基因的甲基化状态与 ＡＭＬ患者临床特征的关系，未发现 ＳＦＲＰ２ 基因的甲基化状态
与 ＡＭＬ患者的年龄、性别和临床分型的关系（P ＞０畅０５）。
同时我们还分析了 ＡＭＬ患者 ＳＦＲＰ２基因的甲基化状态与样本来源（骨髓／外周血）的关系，并未发现显

著关系（P ＞０畅０５）。 一般认为，对于 ＡＭＬ的甲基化检测应该取材于骨髓，而取材骨髓的创伤性就决定了其
广泛应用于临床早期检测的不可行性。 本研究结果表明，ＳＦＲＰ２基因的甲基化可以从 ＡＭＬ患者的外周血中
检测到，并且外周血中的 ＳＦＲＰ２基因的甲基化状态可以很好的代表 ＡＭＬ患者骨髓中的 ＳＦＲＰ２ 基因的甲基
化状态。 这使得血液中 ＳＦＲＰ２ 基因的甲基化状态检测有可能成为一项方便、快捷的 ＡＭＬ 临床早期诊断
指标。
综上所述，ＳＦＲＰ２基因的甲基化与 ＡＭＬ的发生显著相关。 外周血中的 ＳＦＲＰ２ 基因的甲基化检测有望

成为一项新的 ＡＭＬ早期发现，早期诊断的分子标记物推广用于临床检测。
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