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Ｗｎｔ通路中卷曲蛋白４和分泌型卷曲相关蛋白１
在儿童急性淋巴细胞白血病中的表达

周　碧　王文鹏　周　敏　李　宣　高吉照

摘　要　目的　研究 Ｗｎｔ通路中卷曲蛋白 ４（Ｆｚ４）和分泌型卷曲相关蛋白 １（ｓＦＲＰ１）在急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）患儿的

表达及作用。方法　随机选取 ５０例初发且经诱导治疗第 ３３天骨髓达完全缓解的 ＡＬＬ患儿，分别留取化学药物治疗（简称化

疗）治疗前骨髓和治疗第 ３３天完全缓解骨髓，作为初发组和缓解组，收集 ２０例免疫性血小板减少症患儿骨髓作为对照组，依照

危险度分层将初发组 ５０例 ＡＬＬ患儿划分高危组（ｎ＝１２）、中危组（ｎ＝１１）和低危组（ｎ＝２７）。Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ法检测骨髓单个

核细胞中 Ｆｚ４ｍＲＮＡ和 ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测骨髓单个核细胞中 Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１蛋白表达。结果　初发组 Ｆｚ４

ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量明显高于缓解组和对照组（Ｐ＜０．０５）、ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量明显低于缓解组和对照组（Ｐ＜

００５）。初发组中 Ｆｚ４与 ｓＦＲＰ１的 ｍＲＮＡ表达、蛋白表达均呈负相关（Ｐ＜０．０５）。高、中危组 Ｆｚ４ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量均高

于低危组（Ｐ＜０．０５），高、中危组 ｓＦＲＰ１表达均低于低危组（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｆｚ４表达升高和（或）ｓＦＲＰ１表达降低可能参与儿

童 ＡＬＬ的发病，其表达异常程度可能与预后相关。
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　　急性淋巴细胞白血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｐｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅ
ｍｉａ，ＡＬＬ）是儿童时期最常见肿瘤性疾病，占 １５岁以
下肿瘤患者总数的 ２５％，近 ２０年来发生率不断增
加，其发病可能与免疫、感染、辐射和遗传等因素相

关，具体机制尚不明确
［１，２］
。目前临床以长程化学药

物治疗为主，病程中不可避免合并脏器损伤、血流感

染等，且部分患儿化疗后不缓解、缓解后或骨髓移植

后或嵌合抗原受体 Ｔ细胞免疫治疗后复发，问题的解
决需要新型治疗方案。Ｗｎｔ通路尤其是 Ｗｎｔ／β－
ｃａｔｅｎｉｎ信号通路与多种肿瘤的发生、进展关系密
切

［３］
。笔者前期已对通路因子 β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｗｉｆ－１和

ＤＶＬ的表达进行研究，证明 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ通路参
与了儿童 ＡＬＬ的发生［４～６］

。本研究通过分析骨髓单
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核细胞中Ｆｚ４和ｓＦＲＰ１的表达，进一步探索Ｗｎｔ通路
与儿童 ＡＬＬ的关系，寻求新的治疗靶点。

资料与方法

１．研究资料：留取徐州医科大学附属医院儿科血
液与肿瘤病区与徐州医科大学附属儿童医院血液与

肿瘤科就诊的免疫性血小板减少（ｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｃｙ
ｔｏｐｅｎｉａ，ＩＴＰ）患儿和 ＡＬＬ患儿骨髓，ＩＴＰ诊断依据《儿
童原发性免疫性血小板减少症诊疗建议》

［７］
，ＡＬＬ患

儿入组条件：①骨髓细胞形态学初诊 ＡＬＬ；②依据
《儿童急性淋巴细胞白血病诊疗建议（第四次修

订）》
［８］
评估及治疗且第３３天骨髓达完全缓解；③确

诊前未使用激素及其他免疫抑制剂；④排除其他恶性
疾病。实验设计及操作流程获徐州医科大学附属医

院医学伦理学委员会批准及患儿监护人书面知情

同意。

２．实验分组：随机选取符合条件 ＡＬＬ患儿 ５０
例，分别留取治疗前及治疗后第 ３３天患儿骨髓作为
初发组和缓解组，收集 ２０例 ＩＴＰ患儿骨髓作为对照
组。将初发组 ５０例 ＡＬＬ患儿按危险度分为高危
（ｈｉｇｈｒｉｓｋ，ＨＲ）组、中危（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｒｉｓｋ，ＩＲ）组和低
危（ｌｏｗｒｉｓｋ，ＬＲ）组。

３．主要试剂与设备：ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司），
ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ－ＧＡＰＤＨ（中国江苏凯基生物技术股份有
限公司），羊抗兔 ＩｇＧ－ＨＲＰ，兔抗 －ＳＦＲＰ１（英国 Ａｂ
ｃａｍ公司），兔抗 －Ｆｒｉｚｚｌｅｄ４（中国博奥森生物科技有
限公司），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测试剂盒（ＫＧＰ１２０１，中国
凯基生物技术股份有限公司），ＯｎｅＳｔｅｐＴＢＧｒｅｅｎＴＭ

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲＫｉｔⅡ （ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ，日
本 ＴａＫａＲａ公司），荧光定量 ＰＣＲ循环仪（美国 ＡＢＩ
公司），Ｔｒａｎｓ－ＢｌｏｔＴｕｒｂｏ全能型蛋白转印系统（美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），凝胶成像系统（Ｇ：ＢＯＸＣｈｅｍｉＸＲ５，
英国 Ｓｙｎｇｅｎｉ公司）。

４．留取患儿骨髓 ２．５ｍｌ，肝素抗凝，密度梯度离
心法分离单个核细胞，－８０℃冰箱冻存待用。

５．Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ法检测骨髓单个核细胞中 Ｆｚ４
和 ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ的表达：参照 ＴＲＩｚｏｌ说明书提取总
ＲＮＡ，取已提取 ＲＮＡ样本至 ４９５μｌ，１×ＴＥＢｕｆｆｅｒ中，
测定２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处吸光度（Ａ）值；Ａ２６０／Ａ２８０结
果在１．８～２．１，抽提的 ＲＮＡ纯度符合实验要求。依
据ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒说明书行反转录合成 ｃＤ
ＮＡ。Ｆｚ４上游引物 ５′－ＣＧＴＧＡＣＣＡＡＧＡＴＧＣＣＣＡＡＣ
ＣＴ－３′，下游引物 ５′－ＣＧＴＡＣＴＧＧＡＴＧＡＧＣＧＧＴＧＴ

ＧＡＡ－３′，８９ｂｐ；ｓＦＲＰ１上游引物 ５′－ＡＧＣＴＴＧＴＧＣＴ
ＧＴＡＣＣＴＧＡＡＧＡＡＴＧＧ－３′，下游引物 ５′－ＣＡＴＧＡＴ
ＧＡＧＧＡＡＧＴＧＧＴＧＧＣＴＧＡＧ－３′，８０ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引
物５′－ＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣＴＣＣＴ－３′，下游引物５′－
ＴＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡＡ－３′，９０ｂｐ。ＰＣＲ扩增
反应体系：２×ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ，模板
（ｃＤＮＡ稀释 １０倍）１μｌ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
１μｌ，０．１％ ＤＥＰＣ水 ７μｌ。反应条件：９５℃ 预变性
５ｍｉｎ；９５℃变性 １５ｓ，６０℃退火 ２０ｓ，７２℃延伸 ４０ｓ，共
４０个循环；９５℃变性 １５ｓ，骤冷至 ６０℃，制作熔解曲
线。使用 ＡＢＩ７５００ＳｙｓｔｅｍＳＤＳＳｏｆｔｗａｒｅ软件，比较 Ｃｔ
值分析相对定量结果，ｍＲＮＡ相对表达量采用 ２－△△Ｃｔ

表示。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测骨髓单个核细胞中 Ｆｚ４和
ｓＦＲＰ１蛋白的表达：取分离所得骨髓血单个核细胞约
１×１０７ 个，加入约 １００μｌＲＩＰＡ裂解液冰上裂解
３０ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，收集上清液，采用
ＢＣＡ法测定各样品中蛋白的浓度。取等量（２００μｇ）
各样品行１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，电泳结束后将目的
条带半干转至 ＮＣ膜上，转膜结束后，取出 ＮＣ膜并作
好标记，用 ＴＢＳＴ洗膜 １０ｍｉｎ×３次。将膜放入含一
抗（用 Ｗｅｓｔｅｒｎ一抗稀释液稀释）的平皿中，４℃摇床
振荡孵育过夜；第２天取出，室温振荡 ３０ｍｉｎ，吸弃一
抗，ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ×３次；用 ５％脱脂奶粉封闭液稀
释二抗，室温摇床振荡反应 １～２ｈ；二抗反应结束后，
回收二抗。用 ＴＢＳＴ洗膜５～１０ｍｉｎ×３显色，使用 Ｇ：
ＢＯＸｃｈｅｍｉＸＲ５成像，使用 Ｇｅｌ－Ｐｒｏ３２软件对结果进
行灰度分析。

７．统计学方法：使用 ＳＰＳＳ２３．０统计学软件对数
据进行统计分析。计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，Ｋ－Ｓ检验数据正态性；Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１在初发组
和缓解组表达的比较均采用配对样本 ｔ检验，初发
组、缓解组与对照组比较均采用独立样本 ｔ检验；皮
尔逊（Ｐｅａｒｓｏｎ）积差相关分析初发组 Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１表
达的相关性；不同危险组比较采用单因素方差

（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）分析，其中方差齐时使用 ＬＳＤ检
验，方差不齐时使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｓＴ３检验，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果
１．基本资料：５０例 ＡＬＬ患儿，年龄 ６个月 ～１３

岁，患儿中位年龄 ４岁，其中男性 ２６例、女性 ２４例；
２０例 ＩＴＰ患儿，年龄 ５个月 ～１４岁，患儿中位年龄 ３
岁，其中男性９例、女性１１例。各组年龄和性别构成

·２４１·
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比比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。初发组包
括 ＨＲ患儿１２例、ＩＲ患儿１１例和 ＬＲ患儿２７例。

２．初发组、缓解组和对照组中 Ｆｚ４、ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ
和蛋白的表达结果：初发组 Ｆｚ４ｍＲＮＡ和蛋白相对表
达量均明显高于缓解组和对照组（Ｐ＜０．０５），ｓＦＲＰ１

ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量均明显低于缓解组和对照
组（Ｐ＜０．０５）；缓解组、对照组中 Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１ｍＲ
ＮＡ、蛋白表达比较，差异均无统计学意义 （Ｐ＞
００５），详见表１、图１。

表 １　各组 Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ和蛋白的相对表达量（ｘ±ｓ）

组别 ｎ
Ｆｚ４表达 ｓＦＲＰ１表达

ｍＲＮＡ 蛋白 ｍＲＮＡ 蛋白

初发组 ５０ ３．２１８±０．５６３ ０．４８９±０．１０２ ０．３４３±０．１３４ ０．１４５±０．０５８
缓解组 ５０ ０．４２６±０．０８７ ０．１０７±０．０２５ ２．６２４±０．８０１ ０．２６３±０．０８４

对照组 ２０ ０．３９５±０．０８０ ０．０９７±０．０１８ ２．４０２±０．３３８ ０．２９０±０．０５０

　　与初发组比较，Ｐ＜０．０５

图 １　各组两因子蛋白表达
　

　　３．初发组 Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的相
关性分析：初发组中，Ｆｚ４、ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ和蛋白相对
表达量呈负相关（Ｐ＜０．０５），详见表２。

表 ２　Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１表达的相关性分析

初发组 ｒ Ｐ

ｍＲＮＡ －０．６０９ ＜０．０５

蛋白 －０．４７４ ＜０．０５

　　４．不同危险度分组中 Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１的表达水平：
初发组中，高、中危组 Ｆｚ４ｍＲＮＡ和蛋白相对表达量
均高于低危组（Ｐ＜０．０５），高、中危组 ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ
和蛋白相对表达量均低于低危组（Ｐ＜０．０５），详见表
３，图２。

表 ３　各危险度分组中 Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ和

蛋白的表达（ｘ±ｓ）

组别
Ｆｚ４ ｓＦＲＰ１

ｍＲＮＡ 蛋白 ｍＲＮＡ 蛋白

高危组 ３．７７１±０．４１２ ０．５７５±０．１０２ ０．２２１±０．０５５ ０．０９３±０．０２９
中危组 ３．５０９±０．５３６ ０．５３２±０．１０６ ０．２３７±０．０６９ ０．１０６±０．０２９
低危组 ２．８５４±０．３１８ ０．４３２±０．０５６ ０．４４４±０．０８８ ０．１８８±０．０３８

Ｆ ２６．０１１ １４．７５０ ４９．９９１ ４４．９５４
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　与高危组比较，Ｐ＜０．０５；与中危组比较，＃Ｐ＜０．０５

讨　　论
Ｗｎｔ通路是重要细胞信号转导通路之一，在多细

图 ２　不同危险度分组两因子蛋白表达
　

胞真核生物中广泛存在，Ｗｎｔ信号传递涉及多因子、
多环节、多种调控，目前已知Ｗｎｔ通路有４条，分别是
经典 Ｗｎｔ通路（ｃａｎｏｎｉｃａｌＷｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙ）、
平面细胞极性通路、Ｗｎｔ／Ｃａ２＋通路、调节纺锤体的方
向和非对称细胞分裂的胞内通路

［９］
。Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅ

ｎｉｎ通路的研究较为广泛，其异常激活与多种肿瘤的
发生、发展、转移和预后有关

［３］
。

Ｗｎｔ通路成分复杂，进化保守，信号级联传递，Ｆｚ
是 Ｗｎｔ配体的核心受体，在胞膜水平，Ｗｎｔ配体与 Ｆｚ
的半胱氨酸富集区（ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈｄｏｍａｉｎ，ＣＲＤ）特异
性结合并激活通路，发挥“开关”的作用

［１０，１１］
。ｓＦＲＰ

位于胞外，其３０％ ～５０％的 ＣＲＤ与 Ｆｚ同源，但较 Ｆｚ
缺少跨膜域和胞质域，故 ｓＦＲＰ可竞争性结合 Ｗｎｔ配
体或与 Ｆｚ结合形成 ＣＲＤ二聚体，阻止 Ｗｎｔ信号进一
步转导，是通路的天然抑制剂

［１２］
。

本研究发现，初发患儿中 ｓＦＲＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表
达均低于缓解和 ＩＴＰ患儿，Ｆｚ４ｍＲＮＡ和蛋白均高于
缓解和 ＩＴＰ患儿，两因子在 ＡＬＬ缓解和 ＩＴＰ患儿表达
差异无统计学意义；初发组患儿 Ｆｚ４和 ｓＦＲＰ１ｍＲ
ＮＡ、蛋白表达均呈负相关。研究表明，正常人骨髓单
个核细胞不能扩增出 ｓＦＲＰ１的甲基化特异性引物，
而 ＡＬＬ细胞株 Ｍｏｌｔ－４和 Ｊｕｒｋａｔ中 ｓＦＲＰ１呈完全甲
基化状态，且去甲基化药物能够恢复 ｓＦＲＰ１表达，并
逆转疾病进展

［１３］
。本研究发现，ＡＬＬ儿童中 ｓＦＲＰ１
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因启动子异常甲基化而失活，ｓＦＲＰ１表达降低，不能
与 Ｆｚ４结合形成 ＣＲＤ二聚体或竞争性结合 Ｗｎｔ配
体，Ｆｚ４表达增加，Ｗｎｔ信号活性增强，进一步激活下
游肿瘤靶基因如 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃ－Ｍｙｃ、Ａｘｉｎ２、Ｍｓｌ１的转
录，最终导致儿童 ＡＬＬ的发生［１４～１６］

；诱导化疗通过

去甲基化恢复了 ｓＦＲＰ１的表达，故完全缓解 ＡＬＬ患
儿和 ＩＴＰ患儿，ｓＦＲＰ１和 Ｆｚ４的表达差异无统计学
意义。

危险度分层是儿童 ＡＬＬ预后独立危险因素，不
同危险度分层患儿接受化学药物治疗的强度亦不

同
［１７］
。本研究发现初发高危、中危 ＡＬＬ患儿 ｓＦＲＰ１

ｍＲＮＡ和蛋白表达均低于低危患儿，初发高危、中危
ＡＬＬ患儿 Ｆｚ４ｍＲＮＡ和蛋白表达均高于低危患儿，初
发高危、中危 ＡＬＬ患儿两因子表达差异无统计学意
义，可能因为不同危险程度 ＡＬＬ患儿 ｓＦＲＰ１基因
ＣｐＧ岛甲基化倾向性不同，低危组患儿 ｓＦＲＰ１基因
具有更高的表达活性，具体机制尚需进一步研究

［１８］
。

综上所述，研究认为，Ｗｎｔ通路中 Ｆｚ４表达升高、
ｓＦＲＰ１表达降低参与了儿童 ＡＬＬ的发病，两因子的
表达定量对疾病的评估和治疗有重要临床指导意义。
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