
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.8 MAR.2014

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2014.08.021

作者简介：周向成（1989-），男，硕士研究生，从事病理生理学方向

研究，E-mail:zhouxiangcheng1989@163.com

△通讯作者：李佐青（1976-），男，博士，讲师，主从事分子生物学、

病理生理学方面的研究

（收稿日期：2013-09-17 接受日期：2013-10-10）

白血病患者骨髓中 RASSF1A基因启动子甲基化状态及其临床意义
周向成 1 李佐青 1△ 苏 丹 2 王 波 1 王 佳 1

（1上海交通大学医学院病理生理学教研室 上海 200025；2上海儿童医学中心儿童血液肿瘤科上海 200025）

摘要 目的：通过检测各类型白血病骨髓中 RASSF1A基因启动子区甲基化水平，探讨其对白血病分型的临床检测意义。方法：抽

选 93例不同类型白血病患者（观察组）予以甲基化特异性 PCP(MSP）方法进行骨髓 RASSF1A基因甲基化状态检测，研究不同类

型白血病甲基化状态差异，同期抽选 93例非白血病者为对照研究（对照组）。结果：观察组中有 13例（13.98%）检测到 RASSF1A

基因甲基化，而对照组中 RASSF1A基因甲基化率为 0%，比较差异显著（P<0.05）。不同类型白血病 RASSF1A甲基化率比较：淋巴

系显著高于髓系（P<0.05），急性与慢性白血病比较差异无显著性（P>0.05）。结论：白血病骨髓中MSP法检测存在 RASSF1A甲基

化；而 RASSF1A基因在淋巴系白血病中的甲基化概率明显增高，因此，对 RASSF1A进行甲基化检测有可能作为白血病临床诊

断分型的生物学指标之一。
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The Status of RASSF1A Gene Promoter Methylation in Bone Marrow of
Patients with Leukemia and the Clinical Significance

To investigate status of RASSF1A gene promoter methylation in bone marrow of patients with leukemia

and the clinical significance. The selected 93 patients with different types of leukemia patients (observation group) by

methylation specific PCP (MSP) method was taking for detection of methylation status of RASSF1A gene in bone marrow, Differences

between patients with different types of leukemia state methyl, Over the same period 93 patients with non leukemia were selected as

control study (the control group). The observation group had 13 cases (13.98%) for detecting the methylation of RASSF1A gene,
while in the control group, RASSF1A gene methylation rate was 0%, there was significant difference(P<0.05).Different types of leukemia

RASSF1A methylation rate was significantly higher than that of comparison: lymphoid myeloid(P<0.05), acute and chronic leukemia had

no significant difference (P>0.05). Detection of MSP by leukemic bone marrow in RASSF1A methylation; methylation

probability RASSF1A gene in lymphocytic leukemia is obviously increased, therefore, the detection of RASSF1A methylation may be

one of the biological index for clinical diagnosis of leukemia subtypes.
Methylation; RASSF1A; Diagnosis; Leukemia

前言

白血病是具有克隆性质的一类恶性造血干细胞疾病，其发

病机制及病因均极为复杂，到目前为止，临床研究尚未完全明

确 [1，2]。据报道统计未经治疗的急性白血病生存期不超过 3个
月，随着近年来医疗技术的发展，成人白血病患者临床治疗完

全缓解率以及 5年远期生存率均有明显提高，甚至可以恢复痊

愈，但其治愈率仅及 1/3，仍存在治疗效果不显著及复发危险等

情况，大部分病人仍死于白血病及其并发症中[3，4]。RASSF1A基

因是在 2000年发现的一种新型抑癌基因，其甲基化状态和多

种肿瘤疾病相关，但其与白血病的关系及其在白血病病理机制

中的作用还不清楚[5，6]。本研究抽选 93例不同类型白血病患者
为观察研究，通过检测各类型白血病骨髓中 RASSF1A基因启

动子区甲基化水平，探讨其在白血病发病中起到的可能机制，

为今后临床治疗提供一个考虑新方向，现报道如下。

1 资料和方法

1.1 临床资料
抽选我院 2012 年 3月 -2013年 7 月 93 例白血病患者骨

髓，均经病理细胞学检测确诊，其中男 46 例，女 47 例，年龄
23-82岁，急、慢性髓系白血病(AML、CML)各 26 例，急、慢性

淋巴系白血病(ALL、CLL）分别为 21、20例。同期抽选 93例非
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白血病者骨髓为对照研究（对照组），均为因贫血、发热等原因

待查，予以骨骼穿刺病理学检测排除白血病诊断，其中男 45

例，女 48例，年龄 23-81岁。
1.2 主要试剂

QIAamp DNA kit提取试剂盒是从美国 QIAGEN采购；EZ
DNA甲基化修饰试剂盒是从美国 ZYMO RESEARCH公司选

购；引物由上海博尚公司合成；荧光定量 PCR 仪是由美国
BIO-RAD 公司生产，型号为 CFX96；购自美国贝克曼 DU730

核酸检测仪。

1.3 检测方法
1.3.1 骨髓单个核 cell分离 从每例患者中骨髓穿刺抽取 10
mL骨髓血，予以 3.8%的柠檬酸钠抗凝，再予以 Ficoll液进行

单个核 cell分选(MNCs)。
1.3.2 DNA 提取 采用 QIAamp DNA kit提取试剂盒抽提总
RNA，采用贝克曼 DU730测定己提取核酸的纯度，在 -80℃温

度下储存备用。

1.3.3 MS-PCR方法检测骨髓 RASSF1A基因甲基化 严格按

照 EZ DNA试剂盒上面的说明书进行 DNA 修饰，修饰后的
DNA予以 PCR扩增。PCR反应体系为 25 滋L，95℃预变性 10

分钟，94℃变性 30秒，65℃退火 1分钟，72℃延伸 45秒，重复

循环 40次，最后一次循环 72℃延伸至 10分钟。引物序列：甲

基化引物:反义为 5’-GCTAACAAACGCGAACCG-3’以及反义
5’-GGGTTTTGCGAGAGCGCG-3’；非甲基化引物:反义为 5’
-CACTAACAAACACAAACCAAAC-3’ 以 及 正 义 为 5’
-GGTTTTGTGAGAGTGTGTTTAG-3’。扩增产物经 2%的琼脂

糖凝胶进行 40分钟的电泳成像后进行结果观察。以多次检验

均非甲基化的 RPMI8226以及多次检验均甲基化的 U266细胞

株为阴性和阳性对照。

1.4 统计学方法
采用 SPSS13.0软件进行统计分析，计量资料以 n%表示，

采用 x2检验，P<0.05，差异有统计学意义。

2 结果

2.1 白血病组和非白血病组 RASSFIA甲基化检测结果

观察组中有 13例（13.98%）检测到 RASSF1A基因甲基

化，而对照组中 RASSF1A基因甲基化率为 0%，比较差异显著
（P<0.05），详见表 1。
2.2 不同类型白血病 RASSF1A甲基化率比较

淋巴系白血病 RASSF1A甲基化率显著高于髓系（P<0.05），

急性与慢性白血病比较差异无显著性（P>0.05），详见表 2。

表 1 两组 RASSFIA甲基化检测结果[n(%)]

Table 1 Detection results of RASSFIA methylation between two groups [n(%)]

项目

Projects

例数

Cases

甲基化

Methylation

非甲基化

NO methylation
X2 P

观察组

Observation group

对照组

Control group

93

93

13 (13.98)

0 (0)

80(86.02)

93 (100)

11.9093 0.0006

表 2 不同类型白血病 RASSF1A甲基化率比较[n(%)]

Table 2 Comparison of RASSF1A methylation rate in different types of leukemia[n(%)]

项目

Projects

例数

Cases

甲基化

Methylation

非甲基化

NO methylation
X2 P

髓系白血病 Myeloid leukemia

AML

CML

淋巴系白血病 Lymphoid leukemia

ALL

CLL

52

26

26

41

21

20

2（3.85）

1

1

11（26.83）

6

5

50（96.15）

25

25

30（73.17）

15

15

8.2449 0.0041

急性白血病 Acute leukemia

慢性白血病 Chronic leukemia

47

46

7（14.89）

6（13.04）

40（85.11）

40（86.96）
0.0017 0.9667

3 讨论

目前研究发现在结直肠癌、肝癌、胃癌等多种实体肿瘤中

存在 DNA基因启动子区 CpG岛甲基化。DNA甲基化是一种

可逆性病理改变，逆转 CpG岛异常甲基化可重新表达沉默基
因[7-9]。近年来越来越多恶性血液性疾病经研究证实存在 DNA

甲基化状态，抑癌基因高甲基化表达检测对恶性血液性疾病的

临床诊断以及评估治疗预后具有重要意义，已经成为血液性疾

病领域的研究新热点[10，11]。

科学家在 2000 年对分子量为 39kDa 的 RASSFIA———属

于新型抑癌基因进行了报道，其可对 340个氨基酸残基予以编

码，是从单独 CpG岛启动子区转录，包含 8个外显子，可以产

生 7个转录物[12，13]。大量研究发现，在 RASSFI区域上发生的基
因缺失是频繁出现的“二次打击”，而发生于该区的基因突变则

是一种偶然事件[14，15]。调查研究发现 RASSFI A本质是一种多

功能蛋白，能够调控凋亡过程中以及有丝分裂时的微管动力
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学。RASSFIA重新表达对肺癌、前列腺癌、乳腺癌、鼻咽癌以及

神经胶质瘤等癌症细胞生长具有抑制作用，无论是体外实验还

是活体系统中均起效。RASSFIA异常表达阻断细胞周期从而

显著改变基因表达，包括 cyclinD等 cell周期调控基因以及具
有转录功能、血管生成、细胞粘附迁移凋亡以及信号传递等功

能的多种基因。RASSFIA调控细胞凋亡至少有两种路径，首先

它对MST1具有抑制作用。因此 RASSFIA与 MST1复合物可

以用于充当“感觉模块”，对经 Ras通路所产生的预凋亡信号进

行检测。RASSFIA和其他直接结合 Ras的蛋白有所不同，其是

间接和 K-RAS相联合的。RASSFIA与MST1复合物也可间接

与 Ras结合。另外，RASSFIA 还通过与 MOAP-1 结合控制凋

亡。 RASSF IA 还能够和 Ras-GTP 结合从而介导产生
MEK-ERK信号通路，阴气多种生物学效应，比如对细胞生长、

分化以及凋亡的调控等[16，17]。

RASSFIA基因甲基化作为一种和肿瘤疾病发生发展相关

的热点基因，与血液性疾病的关系近年来亦逐渐受到临床研究

的关注和重视。Valencia等[18]发现大约有 15%的急性白血病病

人中存在 RASSFIA甲基化；Johan 等 [19] 研究发现在 MDS和
AML中存在较低的 RASSFIA基因甲基化率。Avramouli等[20]

虽然在 CML中未检测出 RASSFIA甲基化，但在 K562细胞株

中检测到有 RASSFIA甲基化的存在。本研究结果显示，观察组

中有 13 例（13.98%）检测到 RASSF1A 基因甲基化，而对照组

中 RASSF1A基因甲基化率为 0%，比较差异显著（P<0.05）。由

此可推测白血病骨髓中 MSP法检测存在 RASSF1A 甲基化。

并且本研究还发现不同类型白血病 RASSF1A甲基化率比较：

淋巴系显著高于髓系（P<0.05），而在急性与慢性白血病比较差

异无显著性（P>0.05）。综上所述说明，对 RASSF1A进行甲基化

检测有可能作为白血病临床诊断分型的生物学指标之一。
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