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　　[摘要]　目的:探讨抑癌基因 DAPK启动子区异常甲基化模式作为潜在肿瘤标志物在白血病诊断分型中的

价值。方法:采取亚硫酸氢盐测序法(BSP)对白血病细胞株和正常人外周血白细胞中抑癌基因 DAPK 启动子的

异常甲基化模式进行分析;利用甲基化特异性PCR法(MSP)检验 DAPK 基因异常甲基化模式对于白血病诊断

的效能。结果:Jurkat、U937、HL-603种细胞株的甲基化水平和正常细胞株比较差异有统计学意义(χ2 =
90.736,P<0.05;χ2=67.493,P<0.05;χ2=753.284,P<0.05),提示肿瘤细胞的甲基化水平远高于正常细胞,
且 HL-60细胞株中的 DAPK基因甲基化水平显著高于Jurkat和 U937细胞株。ANLL用 MSP甲基化检测时特

异度、准确度和灵敏度分别为100%(61/61)、82.9%(87/105)和58.7%(27/46),未发现白血病病理分型和 MSP
诊断之间的关系。结论:抑癌基因 DAPK启动子区异常甲基化模式作为一种潜在肿瘤标志物,极大丰富了临床

诊断白血病的方法,对于白血病的诊断分型有重要的临床意义。
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Abstract　Objective:ToinvestigatethevalueofabnormalmethylationpatternofDAPKpromoterregioninthe
promoterregionoftumorsuppressorgeneasapotentialtumormarkerinthediagnosisofleukemia.Method:Take
thesulfurousacidhydrogensaltsequencing(BSP)onleukemiacelllinesandnormalhumanperipheralbloodleuko-
cytesininhibitingcancergeneDAPKpromoterabnormalmethylationpatternswereanalyzed;withamethylation
specificPCR(MSP)inspectionandDAPKgenemethylationmodeforperformancediagnosisofleukemia.Result:

Jurkat,U937,HL-60threecelllinesofmethylationandsignificantdifferencecomparedwiththenormalcelllines
(χ2=90.736,P<0.05;χ2= 67.493,P<0.05;χ2= 753.284,P<0.05),indicatingthelevelofmethylationof
tumorcellsismuchhigherthannormalcells,andHL60celllinesofDAPKgenemethylationlevelwassignificant-
lyhigherthanthatofJurkatandU937celllines.ANLLwithMSPmethylationdetectionspecificdegrees,accuracy
andsensitivitywas100%(61/61),82.9%(87/105)and58.7%(27/46),leukemiaarenotfoundintherelationship
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betweenthepathologicalclassificationandMSPdiagnosis.Conclusion:Asapotentialtumormarker,theabnormal
methylationpatternofDAPKpromoterregionoftumorsuppressorgeneisapotentialtumormarker,whichgreatly
enrichesthemethodsofclinicaldiagnosisofleukemia,andhasaveryimportantclinicalsignificanceforthediagno-
sisofleukemia.

Keywords　leukemia;anti-oncogene;DNAmethylation;methylationpatternofDAPKgene;promoter

　　抑癌基因DAPK是机体内进行调节细胞正性

凋亡的因子之一,有诸多资料显示抑癌基因 DAPK
的启动子区域出现甲基化表达和临床上血液肿瘤

的发生、发展、临床治疗及预后效果存在极为重要

的关系,同时在白血病细胞出现可分辨的病理组织

形态前即可检出启动子区异常甲基化现〔1〕。DNA
甲基化异常是一种白血病发生和发展的重要分子

机制,特别是抑癌基因启动甲基化引起的基因沉

默,已是引起其功能失活的主要影响机制之一〔2〕。
在细胞恶变期间,启动子区甲基化异常可作为频

发、早期的分子事件之一,并且在临床确诊肿瘤前

即可检出特异基因的异常甲基化情况〔3〕。为了对

白血病进行更深入的探索以及尽可能地提高其早

期诊断,我院展开相关研究,探讨抑癌基因 DAPK
启动子区异常甲基化模式作为潜在肿瘤标志物在

白血病诊断分型中的价值。

1　材料与方法

1.1　主要仪器

美国伯乐公司出产的全自动凝胶成像系统;日
本岛津公司生产的型号为 AUW220D 的电子天

平;北京六一出产的 DYCP-31C型水平电泳仪;美
国 ABI公司出产的型号为 ABI9700的PCR仪;上
海出产的 UV-9000型紫外分光光度计;美国赛默

飞世尔公司出产的二氧化碳培养箱和超低温冰箱

以及冷冻离心机;江苏太仓出产的 HZ-25型空气

恒温振 荡 器;上 海 出 产 的 SPX-150 型 微 生 物 培

养箱。
1.2　实验材料

达安基因股份有限公司出产的 DH5a菌株;上
海生工生物工程公司的氨卞青霉素;美国 Gibco公

司的RPMI1640培养液;英国Oxoid公司的LB培

养液;白血病细胞株 U937和 HL-60以及Jurkat
均采购于中国科学院上海细胞所;德国 Qiagen公

司出产的PCR产物回收试剂盒和 DNA 提取试剂

盒。此外,本次研究中所采用的白血病患者外周血

和正常人外周血均采集于我院白血病患者及同期

来我院检查的健康人,经我院医学伦理委员会批准

和被采集者的知情同意后进行本次研究。
1.3　培养细胞株及提取基因组DNA

在湿度饱和含有 5% 二氧化碳以及温度为

37℃的培养箱中,利用含有10%小牛血清的 RPMI
1640培养液对Jurkat、U937和 HL-60细胞株进行

培养,每隔2~3d进行一次换液以完成传代。严

格按照 DNA 提取试剂盒的说明书进行Jurkat、
U937、HL-603种细胞株和白血病患者以及正常

健康人的外周血白细胞的基因提取。
1.4　亚硫酸氢盐修饰DNA

将1μg的DNA 在纯水中进行溶解并且将体

积补足至45μg,将5μg新配制的3mol/L的氢氧

化钠溶液与之进行充分混合,在温度为42℃的条

件下将两者混合物进行 20 min的水浴变性;将

520μl新配制的浓度为4.2mol/L、pH 为5.0的亚

硫酸氢钠溶液和30μl浓度为10mmol/L的氢醌

溶液加入上述变性后的 DNA 溶液中均匀混合,采
取石蜡油对液面进行封盖,在温度为55℃且避光

条件下进行16h的水浴加热,依据 Wizard纯化试

剂盒的说明书对DNA 进行脱盐纯化操作,并且加

入40μl的 TE进行溶解,保存于零下20℃环境中

备用。
1.5　BSP扩增与产物克隆测序

采取巢式PCR方法在50μl的体系之中进行

扩增反应,利用感受态大肠杆菌 DH5a和pMD18-
T载体对扩增产物实施连接和转化完成 TA克隆,
将扩增不特异的PCR产物先行割胶纯化后再实施

克隆,对于扩增特异并且效率较高的产物则直接进

行克隆,摇菌鉴定阳性的克隆每个挑出5~10个菌

液由上海生工生物工程公司进行测序。
1.6　MSP引物设计与扩增

用 Oligo7.0软件对甲基化胞嘧啶‘C’和非甲

基化胞嘧啶‘C’各设计一对甲基化引物(M)和非甲

基化引物(U);在25μl的体系之中进行 MSP的扩

增,并且取10μl的 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳成

像,最后对扩增结果进行相应判断。
1.7　统计学方法

采用SPSS19.0软件进行统计分析,试验所得

数据均以■x±s表示,组间比较采用t检验,计数资

料之间对比采用χ2检验,以P<0.05表示差异有

统计学意义。其中 CpG 位点甲基化率=(修饰后

CpG/原始序列CpG数目)×100%〔4〕。

2　结果

2.1　各细胞基因组中 DAPK 基因的整体甲基化

水平

本次研究中用甲基化的 CpG 位点数在 CpG
总数中所占比值来表示各细胞基因组中 DAPK 基

因的总体甲基化水平,而本次研究结果中Jurkat、
U937、HL-603种细胞株的甲基化水平和正常细
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胞株比较差异有统计学意义 (χ2 =90.736,P<
0.01;χ2 =67.493,P<0.01;χ2 =753.284,P<
0.01),提示肿瘤细胞的甲基化水平远高于正常细

胞,且 HL-60细胞株中的 DAPK 基因甲基化水平

显著高于Jurkat和 U937细胞株,见表1。并且根

据统计分析学显示,DAPK甲基化的频率在各疾病

亚型中无显著相关性,而 DAPK 甲基化在各亚型

中的分布情况则见表2、3。
2.2　MSP引物序列

根据上述结果可以得出 DAPK 基因在Jur-
kat、U937、HL-603种细胞株之间存在特异 CpG
位点,因此,针对该特异位点设计出一套去甲基化

引物(U)和甲基化引物(M),见表4。
2.3　白血病患者外周血的 MSP检测结果

由于临床上白血病的分型复杂多样,因此将检

测标 本 分 为 正 常 对 照 组 和 慢 性 髓 系 白 血 病

(CML)、急性非淋巴细胞白血病(ANLL)以及急性

淋巴细胞白血病(ALL),各组 DAPK 基因的 MSP
检测结果见表5。其中 ANLL用 MSP甲基化检测

时特异度、准确度和灵敏度分别为100%(61/61)、
82.9%(87/105)和58.7%(27/46),未发现白血病

病理分型和 MSP诊断之间的关系。

表1　不同基因组的甲基化水平 株

组别 CpG位点 TpG位点 总数 甲基化水平/%
正常细胞组 13 374 387 3.36
Jurkat 149 407 556 26.80
U937 118 432 550 21.45
HL-60 449 111 560 80.18

　　与正常细胞组比较,1)P<0.05。

表2　AML甲基化与DAPK之间的关系

AML分类 总例数 甲基化例数 百分比/%
M1 4 0 0
M2 30 9 30.0
M3 27 10 37.0
M4 5 1 20.0
M5 33 15 45.5
M6 7 3 42.9

表3　ALL甲基化与DAPK之间的关系

ALL分类 总例数 甲基化例数 百分比/%
L2 18 8 44.4
L3 4 0 0

表4　甲基化特异性PCR法扩增DAPK基因的引物

基因 状态 引物序列(5’-3’) 碎片长度/bp

甲基化
F GAGGGCTGATGCTAGCGT

288
DAPK

R CTCAGCTCTCCACCGCGC

非甲基化
F TGGAGGGTTGATGTTAGTGTG

292R ACTCTCCACCACACCCCC

表5　白血病患者血浆样本中 MSP检测结果

组别 阳性数(+) 阴性数(-) 总数

ANLL组 26 18 44
ALL组 0 35 35
CML组 0 25 25
正常对照组 0 30 30

3　讨论

白血病是临床上较为常见的一种血液系统恶

性肿瘤,通常会有不同程度的贫血和出血现象,以
及肝、脾和淋巴结肿大等,其发病率在我国各种肿

瘤中排第6位。据有关资料显示,在白血病早期甚

至在白血病发生之前即会有 DNA 启动子甲基化

情况出现,而抑癌基因启动子区 CpG 岛的高甲基

化和白血病的发生、发展关系密切,使抑癌基因出

现突变和丢失,进而对白血病患者造成第二次打

击〔5〕。在特定的基因组中特定的基因由多个或单

一CpG位点甲基化状态组成的具有特征性甲基化

标志的情况即为所谓的 DNA 甲基化模式,其作为

诊断标记对比于传统的肿瘤标志物具有检测多点

突变、方便设定内对照、DNA 分子稳定等优势〔6〕。
因此,抑癌基因 DAPK 启动子区甲基化现象可作

为新型的肿瘤标志物之一,有助于对临床白血病的

早期诊断及预后效果评估提供新的依据。
临床上 DAPK基因在肿瘤细胞中之所以表达

低下甚至失表达,其重要原因之一即该基因的启动

子CpG 岛高甲基化〔7〕。作为抑癌基因,DAPK 的

低表达和许多部位的肿瘤均有密切关系,其中包括

泌尿生殖部位、消化道、呼吸道、头颈部以及造血系

统等〔8〕。本研究中通过对 CpG位点的甲基化模式

进行探索发现,DAPK基因在白血病细胞株中的主

要表现为部分甲基化甚至完全甲基化,各个白血病

细胞株中的甲基化模式又各不相同,而正常细胞中

DAPK基因则均以去甲基化为主〔9〕。有研究报道,
大量的 HL-60特异的完全甲基化位点,在把HL-60
和其他细胞区分开后筛选出髓系白血病潜在的特

异甲基化位点,进而通过 MSP方法在细胞株中检

验这些位点的诊断效能。白血病患者病灶组织在
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于骨髓,并且患者的外周血中细胞外游离 DNA 含

量显著升高。白血病细胞株在临床研究中具有经

济、基因组单一以及可重复等优势,但是终究不能

完全用以衡量白血病肿瘤细胞的基因甲基化状态,
本次研究从细胞株入手的主要原因就是考虑到其

细胞具有纯粹性的缘故,避免白血病患者之间的肿

瘤细胞差异以及其他基因组DNA的干扰。
本研究中首先对肿瘤细胞株基因启动子甲基

化模式利用亚硫酸氢盐测序法进行测序,在筛选出

特异CpG位点后采取甲基化特异性 PCR 方法对

临床标本进行检测,从而验证其诊断效能,最终促

进白血病等恶性肿瘤的早期诊断以达到实用于临

床的 目 的。在 本 次 研 究 结 果 中 Jurkat、U937、
HL-603种细胞株的甲基化水平和正常细胞株比

较差异有统计学意义,提示肿瘤细胞的甲基化水平

远高于正常细胞,且 HL-60细胞株中的 DAPK 基

因甲基化水平显著高于Jurkat和 U937细胞株。
而 ANLL用 MSP甲基化检测时特异度、准确度和

灵敏度分别为100%(61/61)、82.9%(87/105)和
58.7%(27/46),未发现白血病病理分型和 MSP诊

断之间的关系。由于本次研究为了早期诊断和取

材方便的目的,所以检测标本并非采用骨髓进行检

测,而是采取正常人和白血病患者的外周血作为标

本进行检测,因此所检测的肿瘤细胞数目相对骨髓

较少;其次有限的克隆测序不能对所有甲基化状态

进行完全分析,其选择的位点也未必全面;患者之

间的肿瘤细胞存在个体差异,因此本次研究所得的

结果还有待进一步的深入研究探讨。
综上所述,抑癌基因 DAPK 启动子区异常甲

基化模式作为一种潜在肿瘤标志物,极大丰富了临

床诊断白血病的方法,对于白血病的诊断分型有极

为重要的临床意义,值得广大科研人员进行更深层

次的研究探讨。
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