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［摘要 ］　目的　探讨初发及格列卫治疗的慢性粒细胞白血病（CML）病人骨髓中转录因子 Foxo3a 和 bcr-abl
融合基因的表达及其临床意义。方法　采用 SYBR GreenⅠ建立的实时荧光 RT-PCR 的方法�检测18例初发及10
例格列卫治疗的 CML 病人骨髓样本中 Foxo3a和 bcr-abl 融合基因的表达�以 GAPDH 为内参基因�以行骨髓穿刺
排除诊断的非血液病病人的骨髓为对照组；各实验组基因表达水平的差异采用ΔΔCT 相对定量法计算。结果
初发 CML 病人骨髓 bcr-abl 融合基因的表达水平与格列卫治疗组比较差异有显著性（χ2＝4．25�P＜0．05）；3组骨
髓样本中 Foxo3a的表达水平比较差异均有显著性（χ2＝5．73～13．73�P＜0．01）；且初发 CML 病人的 bcr-abl 融合
基因的高表达与转录因子 Foxo3a的低表达呈明显负相关（ r＝－0．674�P＜0．01）。结论　格列卫降低 CML 病人
bcr-abl 融合基因表达的同时可以增加 Foxo3a的表达；转录因子 Foxo3a 的低表达与 bcr-abl 融合基因的高表达密
切相关�二者可能共同参与 CML 的发生。
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［ABSTRACT ］　Objective　To investigate the expressions and their clinical significance of t ranscription factors Foxo3a and
bcr-abl fusion gene in patient s with initial chronic myelocytic leukemia （CML） and t reated with Glivec．　Methods　Using rea-l
time RT-PCR method created by SYBR GreenⅠ�18initial CML patient s and10CML patient s t reated with Glivec were detected
for the expressions of fusion gene of Foxo3a and bcr-abl；taking GAPDH as internal reference gene�those were excluded f rom the
diagnosis of hematopathy�through bone marrow aspiration�were served as cont rols．The difference of gene expressions among the
groups was analyzed by ΔΔCT relative quantity means．　Results　T he difference of expression of bcr-abl mRNA was significant in
initial CML patient s versus those in Glivec-treated group （χ2＝4．25�P＜0．05）．The difference of expressions of Foxo3a mRNA in
bone marrow samples of the three groups was significant （χ2＝5．73－13．73�P＜0．01）；In initial CML�over expression of bcr-abl
fusion gene was negatively correlated with low expression of Foxo3a （ r＝－0．674�P＜0．01）．　Conclusion　Glivec decreases the
expression of bcr-abl mRNA in CML�and�simultaneously�increases the expression of Foxo3a；the low expression of Foxo3a is
closely associated with the over expression of bcr-abl�both of them are likely to be involved in the genesis of this condition．

［KEY WORDS ］　Glive；leukemia�myeloid�chronic；Foxo3a；bcr-abl；fusion gene；reverse t ranscriptase polymerase chain
reaction

　　慢性粒细胞白血病（CML）是一种起源于多能
造血干细胞的恶性增殖性疾病。其特征性分子标志
bcr-abl融合基因编码具有异常酪氨酸激酶活性的
bcr-abl融合蛋白�导致 CML 的发生；Foxo3a 是转
录因子 FOX 蛋白家族的成员�作为酪氨酸激酶信
号传导通路上的重要效应器�参与细胞凋亡和细胞
周期进程的调节；格列卫是一种高度特异酪氨酸激
酶抑制剂�能有效地选择性抑制 bcr-abl 融合蛋白
的酪氨酸激酶活性�从而治疗 CML。本研究采用实
时荧光 RT-PCR 方法检测了 CML 病人转录因子

Foxo3a和 bcr-abl融合基因的表达水平�并探讨格
列卫对 CML 病人转录因子 Foxo3a 和 bcr-abl 融合
基因表达的影响。
1　资料与方法

1．1　一般资料
选择18例 ph 染色体阳性的初诊 CML 病人作

为初发组（男11例�女7例）�10例格列卫治疗2～
36个月后 ph 染色体转阴的 CML 病人作为格列卫
治疗组；28例病人年龄24～56岁�平均43．7岁；全
部为来自青岛大学医学院附属医院就诊的病人�诊
断及疗效标准见文献 ［1］。对照组为骨髓穿刺排除
诊断的非血液病病人。
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1．2　试剂与仪器
T rizol试剂（美国 Invit rogen 公司产品）�First

St rand cDNA Synthesis Kit （美国 Fermentas 公司
产品）�SYBR Green Realtime PCR Master Mix（日
本 TOYOBO 公司）。Lightcycler480Ⅱ PCR 仪（瑞
士 Roche 公司）�Eppendof Biophotometer 核酸检
测仪（德国 Eppendof 公司）。
1．3　RNA 提取

无菌操作条件下取肝素抗凝的骨髓液2mL�用
淋巴细胞分离液分离出单个核细胞�加入 T rizol 试
剂1mL 混匀�然后按 Invit rogen 公司试剂盒说明
书进行细胞总 RNA 提取；Eppendof Biophotome-
ter 核酸检测仪测定 RNA 纯度（A260／280＞1．60）
和 RNA 浓度。
1．4　实时 RT-PCR检测
1．4．1　引物设计　bcr-abl 融合基因的引物根据
GenBank 提供的 mRNA 序列（bcr：NM＿004327．3；
abl：NM＿005157．3）设计：上游引物为5′-CTCCA-
GACTGTCCACAGCATTCCG-3′�下游引物为5′-
AAGGTGGAGGAGTGGGTGTCG-3′�其扩增产
物长度为165／90bp。Foxo3a 和 GAPDH 引物由
上海生工生物工程公司设计：Foxo3a 上游引物为
5′-GCACCAATTCT AACGCCAGCAC-3′�下游引
物为5′-ATCCAGCAGGTCGTCCATGAGG-3′�其
扩增产物的长度为242bp；GAPDH 上游引物为5′-
ATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3′�下游引物
为5′-AAGGTGGAGGAGTGGGTGTCG-3′�扩增
产物长度为113bp。3对引物均经 BLAST 比对证
实其特异性�并由上海生工生物工程公司合成。
1．4．2　cDNA 合成　按 First St rand cDNA Syn-
thesis Kit 的说明书操作：取5μg 的 RNA�OLigo
（dT）18primer1μL�用 DEPC 处理水补至12μL�
70℃孵育5min。冰上骤冷后�加5×buffer4μL�
20×106 U／L RNAsin 1μL、10 mmol／L dNTP
2μL�轻轻混匀、离心�37℃孵育5min；再加入
200×106 U／L 的 M-MuLV1μL�总体积为20μL�
然后42℃反应60min�70℃反应10min。
1．4．3　实时荧光 RT-PCR　实时 RT-PCR 体系为
20μL�其中双蒸水6．4μL�SYBR Green Realtime
PCR Master Mix 10μL�上下游引物（10μmol／L）
各0．8μL�逆转录产物2μL。内参与目的基因分开
扩增�反应条件均为95℃预变性30s�95℃ 变性
5s�58℃退火10s�72℃延伸15s�40个循环�72℃
时采集荧光信号；然后进行熔解曲线分析�由60℃

以0．22℃／s上升至95℃；最后冷却至37℃。
1．4．4　标准曲线的制作　将逆转录 CML 和对照
组病人的 cDNA 先用 TE 稀释成10mg／L 作为标
准品�然后以 TE做10倍系列稀释�分别进行 GAP-
DH、Foxo3a及 bcr-abl 实时扩增�制作各自的标准
曲线。
1．4．5　PCR 产物分析　取 PCR 产物8μL�在
15g／L 的琼脂糖凝胶中电泳（80V 电泳25min）
后�在113、165／90和242bp处各有一条亮带�分别
为 GAPDH、bcr-abl 和 Foxo3a（图1）。实时荧光
PCR显示�bcr-abl、Foxo3a 及 GAPDH 的扩增曲线
形态良好�阴性对照（以双蒸水代替模板）均无引物
二聚体扩增产物。熔解曲线分析显示各基因均有单
一熔解峰�阴性对照无非特异性峰。
1．4．6　染色体核型分析　取骨髓采用24h 短期培
养法�R显带技术进行核型分析。
1．4．7　统计学方法　各组标本基因表达差异采用
ΔΔCT 相对定量法［2］�差异水平用2－ΔΔCT表示�以计
算初发组和格列卫治疗组样本 bcr-abl 基因表达差
异为例�分别获得初发组和格列卫治疗组样本 bcr-
abl基因和参照基因 GAPDH 的 CT 值�用格列卫治
疗组样本 bcr-abl 基因 CT 均值减去格列卫治疗组
参照基因 CT 均值�得到ΔCT （1）�同样�用初发组
样本 bcr-abl 基因 CT 均值减去初发组参照基因
GAPDH 的 CT 均值�得到ΔCT （2）�然后用ΔCT
（1）减去ΔCT（2）�得到ΔΔCT�格列卫治疗组样本
bcr-abl基因相对于初发组样本 bcr-abl 基因的量通
过公式2－ΔΔCT计算得到；最后通过2－CT将每一个标
本的 CT 值进行转化后�采用 SPSS11．0统计软件
分析处理数据。

M：Marker；G1、B1、F1分别为1例对照组标本的 GAPDH、bcr-
abl、Foxo3a；G2、B2、F2分别为1例初发组病人表达的 GAPDH、bcr-
abl、Foxo3a；G3、B3、F3分别为1例格列卫治疗组病人表达的 GAP-
DH、bcr-abl、Foxo3a。

图1　GAPDH、bcr-abl、Foxo3a在 CML中的表达

2　结　　果

2．1　Foxo3a 和 bcr-abl 在初发组与格列卫治疗组
CML 病人中的表达
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　　初发 CML 病人骨髓 bcr-abl 融合基因的表达
水平与格列卫治疗组比较差异有显著性（χ2＝4．25�
P＜0．05）。见表1。对照组、初发组和格列卫治疗
组骨髓样本中 Foxo3a 的表达水平比较�差异均有
显著性（χ2＝5．73～13．73�P＜0．01）。见表2。
2．2　Foxo3a与 bcr-abl表达的相关性

Spearman相关分析结果显示�初发组 CML 病
人 Foxo3a与 bcr-abl 表达水平之间呈明显负相关
（ r＝－0．674�P＜0．01）。

表1　CML初发组与格列卫治疗组病人标本 GAPDH
与 bcr-abl 均值 CT比较

组　别 n GAPDH CT bcr-abl CT ΔCT（1） ΔCT（2） ΔΔCT 2－ΔΔCT

初 发 组 18 19．05 25．28 6．23 － － 7．46
格列卫治疗组 10 21．98 31．11 － 9．13 2．90 －

表2　各组病人标本 GAPDH与 Foxo3a均值 CT比较

组　别 n GAPDH CT Foxo3a CT ΔCT（1） ΔCT（2） ΔΔCT 2－ΔΔCT

对 照 组 10 23．28 27．69 4．41 － － －
初 发 组 18 19．05 28．17 － 9．12 4．71 26．17
格列卫治疗组 10 21．98 29．31 － 7．33 2．92 7．57

3　讨　　论

9号染色体上 c-abl原癌基因和位于22号染色
体上 bcr 基因重排形成的 bcr-abl 融合基因是导致
CML 发生的主要因素�其编码具有异常酪氨酸激酶
活性的 bcr-abl 融合蛋白�可通过激活 PI-3K／Akt、
Ras-MAPK、PI3K-Akt、JAK2-STAT5和 NF-κB 等
信号途径使 CML 白血病细胞不断增殖及凋亡减
少［3］。有研究显示�Foxo3a 是叉头（forkhead） 转录
因子家族一员�最初发现它是在线虫中起调节长寿、
代谢和生殖作用的 DAF-16的同源基因。在 bcr-
abl＋细胞中转录因子 Foxo3a 是 PI-3K／Akt 信号途
径下游的效应器。bcr-abl 融合蛋白通过激活 PI-
3K／Akt 信号途径使 Foxo3a 磷酸化�抑制 Foxo3a
的表达。受到抑制的 Foxo3a�下调 Bim、TRAIL 和
FasL 等凋亡基因和非特异性周期依赖性激酶抑制
因子 p27kip1基因及 Cyclin D2等细胞周期调节蛋
白基因的表达�从而使 bcr-abl＋细胞凋亡减少或阻
滞于细胞周期 G0／G1 期［4-5］。本实验结果显示�18
例初发 CML 病人均不同程度地表达 bcr-abl 融合
基因和转录因子 Foxo3a�但后者的表达水平与对照
组相比明显降低�仅为对照组的3．82％。且Foxo3a
的低表达与 bcr-abl 融合基因的高表达呈负相关性
（P＜0．01）�表明 Foxo3a 可能通过 bcr-abl 融合蛋

白-PI-3K／Akt 信号途径参与 CML 的发生［6］。
格列卫是一种能特异抑制 c-abl、bcr-abl的酪氨

酸激酶抑制剂�可使 CML 病人获得完全或部分血
液学和细胞遗传学缓解。本实验结果显示�服用格
列卫治疗后�ph 染色体虽已经转阴的10例 CML 病
人�但通过实时荧光 RT-PCR 仍能检测到 bcr-abl
mRNA�表明 RT-PCR技术可更有效地监测 bcr-abl
mRNA 的水平及病情变化［7］。ESSAFI 等［5］研究显
示�格列卫可以使磷酸化的 Foxo3a 去磷酸化而恢
复活性�从而上调 Foxo3a在 bcr-abl＋细胞中的表达
水平。本实验中�格列卫治疗组病人的骨髓 Foxo3a
mRNA 的水平较初发组升高3．46倍�与文献报道
的结果相符［8］。CML 病人中转录因子 Foxo3a 的低
表达与 bcr-abl融合基因的高表达呈负相关关系�说
明 Foxo3a 的活化可能抑制 CML 的发生和发展。
KIKUCHI 等［8］研究显示�Foxo3a 的活性被重新激
活后�可以使耐格列卫的 bcr-abl＋细胞发生凋亡�因
此研究 Foxo3a活性的重新激活可能为 CML 治疗
提供一条新途径。
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能。XIAP 是 IAP 家族最有效、最有潜力的 caspase
抑制物�可通过 N-端的3个 BIR结构域直接结合并
抑制 caspase-3、caspase-7和 caspase-9活性［1］�同
时 XIAP 还可通过激活 NF-κB、参与受体介导的信
号转导途径、细胞周期的调节以及铜代谢的调节等
发挥抗细胞凋亡的作用。

近年来研究显示�XIAP 存在于许多物种中�广
泛表达于除外周血淋巴细胞外的所有成人、婴幼儿
和胚胎组织中�在人类多种恶性肿瘤�如白血病、子
宫颈癌以及肾癌等肿瘤组织中表达水平均高于正常

组织［7］�其表达水平与肿瘤的分化程度及预后有关。
TAMM 等［8］对包括中枢神经、肝、肺、肾、血液等60
种人类恶性肿瘤细胞系的研究表明�XIAP 在多种
肿瘤细胞系中均高表达。SHRIKHANDE 等［9］研
究显示�XIAP 在一些肿瘤耐药细胞系的表达水平
高于亲代细胞�提示 XIAP 过度表达在肿瘤的发生
与耐药中具有重要作用。CARTER 等［10］通过免疫
印迹分析白血病细胞株发现�多种白血病细胞系均
表达不同水平的 XIAP�还发现抗癌药阿霉素、泰素
和长春新碱能降低髓系白血病 XIAP 的蛋白水平并
降低细胞成活率。美国国家癌症研究中心对78例
AML 进行研究�结果显示 XIAP 表达水平与病人生
存期呈负相关�XIAP 低表达者完全缓解率与生存
期明显高于高表达者［9］。

本研究结果显示�所有的 AL 病人均表达不同
水平的 XIAP�而且其表达水平明显高于对照组。
AL 病人各阶段 XIAP 平均表达水平明显不同�其
中缓解组明显低于初治组和复发组�而复发组表达
水平最高�说明 XIAP 在白血病细胞增殖分化中发
挥重要作用�XIAP 可以作为白血病早期诊断、复发
及预后评估的客观指标之一。XIAP 的表达水平在
AL 缓解期也高于对照组�可能与微小残留白血病
有关。复发组病人 XIAP 平均表达水平明显高于初
治组�提示 XIAP 的高表达有利于细胞逃离生长监
控�促进细胞异常增殖�促进 AL 病情的进展�因此
XIAP 表达水平的动态监测可以作为 AL 病人缓解
期随访的观察指标�以便早期发现复发病例�早期治
疗。但复发组的病人例数较少�还有待于进一步扩

大病例数继续研究。实验中 ALL 与 AML 比较�
XIAP 表达水平差异无显著性�提示 XIAP 与 AL 的
临床分型可能无关�这也有待于进一步扩大病例数
继续研究。同时我们观察到�AL 病人白血病细胞
中 XIAP 表达水平高者�接受1个疗程化疗后�骨髓
缓解率明显低于表达水平低者。由此�我们初步认
为 XIAP 过度表达可能是导致白血病细胞对化疗药
物不敏感的原因之一�XIAP 可作为白血病基因治
疗的一个新靶点。
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