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ID4、ZO一1基因甲基化定量检测

在急性白血病诊断中的意义
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【摘要】 目的探讨ID4、ZO一1基因甲基化定量检测作为基因标志在急性白血病(acuteleukemia，

AL)中的意义。方法采用硫化测序PCR(bisulfite sequencing PCR，BSP)法及甲基化特异性PCR

(methylightion specific PCR。MSP)法检测AL中NB4细胞和健康供者骨髓(normal bone marrow，NBM)

细胞的ID4、ZO一1基因的甲基化状况并进行分析。结果 BSP法检测ID4基因在AL NB4细胞中甲基化

阳性率为86．0％，显著高于NBM细胞甲基化阳性率(4．8％)，差异有统计学意义(P<0．05)；ZO一1基因在

ALNB4细胞系中甲基化阳性率为88．4％，显著高于NBM细胞甲基化阳性率(1．9％)，差异有统计学意

义(P<O．05)。采用MSP法检测9种AL细胞系，ID4、ZO—l基因甲基化水平在淋系来源的细胞系高于髓

系来源的细胞系。结论ID4、ZO一1基因甲基化水平检测可作为新的AL基因标志物。

【关键词】 甲基化；定量检测；急性白血病；ID4；ZO一1；硫化测序PCR；甲基化特异性PCR
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【Abstract】Objective To analyse the gene marker significance of ID4 and ZO-1 genes quantity

methylation level in acute leukemia(AL)．Methods The methylated situations of ID4 and Z0—1 genes in AL

and normal bone marrow(NBM)cells were detected by bisulfite sequencing PCR(BSP)and methylation spe．

cific PCR(MSP)，and the data were analysed．Results In BSP method，the methylation positive rates of ID4

and ZO—l genes in AL NB4 cell(86．0％and 88．4％)were all higher than in NBM cellsf4．8％and 1．9％)。and

the differences all had statistical significance(Pall<0．05)．In MSP method．acute lymphocytic leukemia cell

lines had higher methylation levels of ID4 and ZO—l genes than acute myeloblastic leukemia cell lines．Con．

clusion ID4 and ZO一1 genes may be a new gene marker to evaluate AL prognosis．

【Key words】 Methylation；Quantification；Acute leukemia；ID4；ZO-1；Bisulfite sequencing PCR；

Methylation specific PCR

急性白血病(acute leukemia，AL)是一种恶性血

液系统疾病。目前认为白血病的发生是复杂的、多步

骤的．涉及与细胞增殖、分化等有关的原癌基因、抑

癌基因和其他重要基因。白血病的发生是抑癌基因

和原癌基因在遗传学和表观遗传学方面共同变异的

结果[1]。以DNA异常甲基化为代表的表观遗传修饰

是研究最为深入的表观遗传学调控机制之一，也是

肿瘤细胞中经常发生的改变。同一基因在不同细胞

类型的白血病中存在不同的甲基化改变口]。之前的

研究∞1证明ID4基因、ZO一1基因在正常骨髓中呈

完全非甲基化，而在许多血液系统恶性疾病中呈异

常高甲基化且表达受抑。提示ID4、ZO一1基因与血

液系统恶性疾病的发生发展密切相关。为进一步探

讨ZO一1、ID4基因启动子区在AL中的甲基化状况，

本文研究采用硫化测序PCR(bisulfite sequencing

PCR．BSP)及甲基化特异性PCR(methvlation specif_

ic PCR，MSP)技术，对AL细胞系、健康供者骨髓

(normal bone marrow，NBM)进行甲基化定量分析。

以明确ZO—l、ID4基因与AL的关系，为寻找AL的

基因标志物提供新的理论依据。
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1资料与方法

1．1研究对象 用于BSP法的AL细胞系NB4为

我室保存的细胞株。NBM来自我院1例健康献血

员。用于MSP法的AL细胞系Jurkat、Rajl、molt4、

KG一1、THP一1、NB4、Kasumi—l、U937和K一562为我

室保存的细胞株。其中Jurkat、Rail和moh4为淋系

来源的细胞株，KG一1、THP一1、NB4、Kasumi一1、U937

和K一562为髓系来源的细胞株。

1．2方法

1．2．1细胞培养 各种细胞系培养于含10％胎牛

血清的RPMll640培养液中，在37℃，5％C02、饱和

湿度条件的CO：培养箱中培养，于细胞对数增殖期

直接收集细胞提取基因组DNA。

1．2．2 人类基因组DNA的提取 采用北京

Promega公司的基因组DNA纯化试剂盒(Promega

Genomic DNA Purification Kit)，按试剂盒说明进行

实验操作，提取骨髓标本中的基因组DNA。全骨髓

细胞400 Ixl中加入细胞裂解液900 txl，混匀，静置

15 min；以离心半径8．4 cm，13 000 rpm离心15 rain．

去上清；加入300 txl到600 txl核裂解液，混匀，静置

10 rain；加入蛋白裂解液200～150 Ixl，混匀：以离心

半径8．4 em，13 000 rpm离心15 min：加入700 Ixl异

丙醇于上清，混匀；以离心半径8．4 cm，13 000 rpm

离心15 rain，弃上清；加入70％乙醇700肛l，以离心

半径8．4 cm，13 000 rpm离心10 min；弃上清，室温

干燥5—10 rain，加入DNA溶解液50。100 Ixl：4 oC保

存。

1．2．3 DNA碱基修饰采用Qiagen公司的表观技

术硫化试剂盒(Qiagen EpiTec bisulfit kit)，实验操作

严格按照试剂盒说明书进行。加30 m1乙醇(96％～

100％)入BW，室温贮存(15～25℃)；加27 rnl乙醇

(96％～100％)入BD，室温贮存；每个aliquot中加入

800 Ixl RNase—free水；振荡5 min；将DNA(1 ng．2

斗g)、RNase—free水20斗l、Mix85 Ixl、DNA protect

buffer 35斗l配成硫化体系，混匀，室温静置。反应条

件：99℃5 min，60℃25 min，99℃5 min，60℃85 min，

99℃5 min，60℃175 min。硫化基因组DNA，一20 cc

保存备用。

1．2．4 BSP引物PCR所用引物均由英国Invitro—

gen生命技术有限公司合成，反应条件：ID4基因：95

℃15 min；94℃50 S，53℃45 S．72 oC 60 S。共35个

循环；72 oC 10 min；ZO一1基因：95℃15 min：94℃

50 s，560C 45 s；72 qC 60 s，共35个循环；72℃7

mlnn

1．2．5 MSP引物PCR所用引物均由英国Invitro—

gen生命技术有限公司合成。反应条件：95℃10

min，94℃15 S，60℃1 min，共48个循环。

1．2．6 MSP法检测结果判定 目的基因与内参均有

扩增峰值，判定为阳性；目的基因无扩增曲线，内参

有扩增峰值，判定为阴性。计算目的基因的相对甲基

化水平。

1．3统计学处理 采用SPSS 13．0软件进行统计学

分析。样本间率的比较采用，检验，以P<0．05为差

异有统计学意义。

2 结果

2．1 BSP法检测测序结果

2．1．1 Z0一l基因

2．1．1．1 NB4细胞系克隆1
OOAA$LTrGT'ITT'FTAAGTlW兀-rOGG'rrATTCC拍．TTTTlurrmcGOGrrrG000TC000

1 2 3 4

加TrcGG蕾CGTl℃GTTTCOTTlTr竹TTTCGTCGCGGTTTCGTTmTTTTcGTmGTlT
5 6 7 8 9 1011 12 13 i4

03TTTOGTrTCGTTrAGTTTCOTI'TTCGT圈GOTCGGGTATGTrTAGTGOGTCOGGTCO
1 5 16 17 18 19 20 21 22 23

GTAGGTTTGCGTGGTCGTTGAGTTGTCGGCGTCGG丌GAG丌AGCGGAC(3TCC℃GTTT

24 25 26 27 28 29 3 0 31 32

"ITrC-GCCH3TCGTCOGTTTTCGGGAAGTTACOTGGCGAAGTCGGTITTCGAGOAOACOT

33 34 35 36 37 38 39 40 41僦GG'I'TACGGGTGT碥rfGA
42 43

NB4细胞系的10个克隆中，克隆1只有第20

位点未发生甲基化，其甲基化阳性率为97．7％(42／

43)；克隆2～10的甲基化阳性率分别为90．7％(39／

43)、88．4％(38／43)，86．0％(37／43)，83．7％(36／43)，

83．7％(36／43)，88．4％(38／43)，88．4％(38／43)，

83．7％(36／43)，93．0％(40／43)。NB4细胞系10个克

隆的甲基化位点总阳性率为88．4％。

2．1．1．2 NBM克隆1

OGAA舡TomzⅡ从01’酗讯o。O啪rrOOTTTlrrⅡTTn_oTamoo∞TTGoG
1 2 3 4

御rfnm订OTTT0玎了TOTrTTTn下丌1bTTGT00T1TT0rrr玎T丌丌0阿GTH
5 6 7 S 9 10II 12 13 14

Tor兀UnTTOTr队oTTTToTT订ToTT000订000T盯GmAOT000rrooOTT0
】5 16 17 18 19 20 21 22 23

O弛0。1广rro丁oT00TTO竹0AO弭gnbOTOTrGGTTOAO弭AO糙0觚’o¨怕110T11
24 25 26 27 28 29 30 3l 32

11TOGlⅪG兀bTTGOTTT订0GOb．A0，日ATo。mGTOA^a兀bg唧ToAGGAO衄饼
33 34 ，5 36 37 )8 39 {O 41

卫00B“粥T聃羽瑚113mTTGA
42 43

NBM的10个克隆中，克隆1的所有位点均未

发生甲基化，其甲基化阳性率为0．0％(0／43)：克隆

2～10的甲基化阳性率分别为0．0％(0／43)、2．3％(1／

43)，9．3％(4／43)，6．97％(3／43)，0．0％(0／43)，0．0％

(0／43)，0．0％(0／43)，0．0％(0／43)，0．0％(0／43)。

NBMl0个克隆的甲基化总阳性率为1．9％。

2．1．2 ID4基因
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2．1．2．1 NB4细胞系克隆1
1—rrG舸6G1_TGGTTAl_mAGATTrrTC6丫H“TrrrT丌A_rrCGGGTAG

i 2

TcGGATTT丌cGTTr丌TAGTATcG丌巨固GAG硎EGTT叫困rrrrrr广rr
3 4 5 6 7 8

TCGCGTTTTCGllCGCGCGTTTAGEGGGl．TTCGTTCGGTTCGCGTTGCGATr

9 10 11 12 13 14 1S 16 i7 18 19 20

CGGlTCGCGEGTTGGTlKGT_TTTC6G6GCGTAC5GTl_n_AE钆^p融TAGTr
21 22 23 24 25 26 27 28

GCGCGGCGGGTCG6GEGAGAGC6TAGTGGAGGAGGCGCGGrrGTGAGTA

】9 30 31 32 33 34 35 36

GIATCGGGAG丁GGGGTGATTrCGGGTTAG6GGAC-&]GCGGCGGTCGCGATCG

37 38 3940 41 42 43 44

GGTTTAGTCGGAGTTlCGAAGGGAGTGATIrAGGATAl_rCGGGTGGG丁TAl—丌

45 46 47

T1一rrfTCGGTG

48

NB4细胞系的lO个克隆中，克隆1只有第6、8

位点未发生甲基化，其甲基化阳性率为93．8％(46／

48)；克隆2～10的甲基化阳性率分别为91。7％(44／

48)，91．7％(44／48)，97．9％(47／48)，97．9％(47／48)，

87．5％(42／48)，93．8％(45／48)，89．6％(43／48)，

37．5％(18／48)，77．1％(37／48)；NB4细胞系10个克

隆的甲基化总阳性率为86．0％。

2．1．2．2 NBM克隆l

TTT6A丌6GTTGGTTATTTTAGATTTTTrGTTurATl盯TTTATTTGGGTAG
1 2

TTGGATrrrTr6T1ur丌_TA6TA GTTrrTGrr几。TTTlrT

7 8

丁TGTGTrn—rGl_『TGTG丁G1_丌A6TGGG下丌1G下r陋G11TGTGTfGTGATT

9 10 11 i213 14 15 16 17 18 19 20

TGGTTlGTGTGTTG6_rrrTGTlTrrGGG6TGTATGGllTTA丌VWATAGTT
2l 22 23 24 25 26 27 28

GT6TGGTG66丁TG66T6A6AGT6TAGTGGA66AGGTGTG6TT6T6A6TA

29 30 31 32 33 34 3S 36

GTATT6G6A6TGGG6_rGATT丌GGG丁L％GGGAGT6TG5T6G1-TGTGATTG

37 38 394n 41 42 t1．3 44

GGrTⅥGTTGGAGTr丌’GAAGGGAGTGA丁TAGGATA丁rr6GGTGGG下矾TTT
4S 46 47

TT丁丌1TGGTG

48

NBM的10个克隆中，克隆1的所有位点均未

发生甲基化，其甲基化阳性率为0．0％(0／48)：克隆

2～10的甲基化阳性率分别为2．1％(1／48)、12．5％

(6／48)，18．8％(9／48)，2．1％(1／48)，0．0％(0／48)，

2．1％(1／48)。4．2％(2／48)，4．2％(2／48)，2．1％(1／

48)；NBMl0个克隆的甲基化总阳性率为4．8％。

2．1．2．3 ID4、ZO一1基因在NB4细胞系和NBM中

的甲基化情况 BSP法检测ID4、Z0一l基因在NB4

细胞系中的甲基化阳性率均明显高于NBM中的甲

基化阳性率(旷=639．120髟=649．846，P均<0．05)。

见表1。

2．2 MSP法检测结果 分别检测AL9个细胞系中

ID4、ZO～1基因及内参基因的相对甲基化水平，结果

显示，ID4基因在AL9个细胞系中均为甲基化阳性，

且甲基化水平都很高。其中淋系来源的细胞系甲基

化水平(Jurkat：218％，Rail：823％，molt4：768％)远

高于髓系来源的细胞系甲基化水平(KG—l：334％、

THP一1：106％、NB4：148％、Kasumi一1：181％、U937：

291％、K一562：193％)。Z0—1基因在Jurkat、Rail、

molt4、KG一1、NB4、Kasumi一1和U937细胞系中为甲

基化阳性．但在THP一1和K一562细胞系中为甲基化

阴性：ZO—l基因甲基化水平在淋系来源的细胞系

(Jurkat：263％，Rajl：893％，moh4：708％)高于髓系

来源的细胞系(KG一1：413％、THP—l：O％、NB4：

134％、Kasumi一1：107％、U937：121％、K一562：0％)。

见表2。

表1 BSP法检测ID4、ZO一1基因在NB4细胞系

及NBM中的甲基化状况(％)

表2 MSP法检测ID4、Z0—1基因在髓系及淋系细胞系中的

甲基化水平(中位数，％)

3讨论

DNA甲基化是表观遗传学中非常重要的机制

之一，由甲基转移酶DNMT将甲基转移到

DNA5C一胞嘧啶上，而基因启动子区往往存在富含

CpG区域的CpG岛，其异常高甲基化导致基因表达

沉默‘．。抑癌基因启动子区异常甲基化发生于肿瘤

早期且持续存在，导致肿瘤发生、发展L83。特别是白

血病中多种与细胞生长、增殖调控密切相关的抑癌

基因启动子区频发高甲基化致基因失表达[9]。

ZO一1基因属于膜结合鸟苷酸家族成员．涉及细

胞黏附、细胞周期、分化、增殖调控，并在乳腺癌、胃

肠癌、胰腺癌、上皮癌、黑色素瘤及血液系统恶性疾

病中起重要作用[10,11]。ID4基因是b-HLH转录因子

家族成员，与细胞分化、增殖调控及肿瘤进程有密切

关系_12-14：。Yu等’15：发现ID4基因是潜在的白血病相

关基因。

甲基化研究中，BSP是由Frommer E16 3提出的研

究DNA甲基化的方法。可以检测给定区域内每个

CpG位点的甲基化状态，是一种最精确的甲基化检
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测方法。MSP法是由Eads等E1％于2000年首先报道． with plasmamembrane partitioningintmncated eonnexin45mutants．J

可得到特定基因甲基化定量水平。 Membr Biol，2006，207：45—53．

本文研究中，首先采用BSP方法检测ZO一1和 5康慧媛，于力，王畅，等．骨髓增生异常综合征患者ZO一1基⋯P基

ID4甲基化状态，结果表明AL细胞系NB4中ID4 化状态检测的临床意义．中国实验血液学杂志，2008，16：70—73．

基因启动子区呈异常高甲基化状态，CpG位点的阳 6王畅，于力，王冠军，等．急性t‘IIIIL病ZO一1基因表达与甲基化调控

性率(86．0％)明显高于NBM(4．8％)；ZO一1基因启动 关系的研充山东医药，2007，47：1-3．

子区也呈异常高甲基化状态，CpG位点的阳性率

(88．4％)明显高于NBM(1．9％)。同时，笔者推测ID4

和ZO一1基因启动子区在AL中异常高甲基化，导致

其表达沉默，可能影响了细胞分化与增殖调控过程．

而成为AL发生发展的一个推进因素。

应用Methylight方法对9个AL细胞系Jurkat、

Rajl、moh4、KG一1、THP一1、NB4、Kasumi一1、U937和

K一562进行ID4、ZO—l基因甲基化水平检测结果发

现．1D4基因在细胞系中均为甲基化阳性．且淋系来

源的细胞系甲基化水平远高于髓系来源的细胞系。

ZO一1基因在9个细胞系中有7个细胞系为甲基化

阳性，且ZO一1基因甲基化水平在淋系来源的细胞

系高于髓系来源的细胞系。ID4、ZO一1基因在AL细

胞系中普遍发生了异常高甲基化，那么ID4、ZO一1

基因甲基化状况可能是白血病基因标志物．若其能

够应用于白血病诊断、预后及微残检测，其覆盖率将

大大高于遗传学标志物。在成人AL中，急性淋巴细

胞白血病相对于急性髓系细胞白血病危险度高，预

后差。而本文研究中淋系来源的细胞系甲基化水平

较髓系来源的细胞系甲基化水平更高，ID4、ZO一1基

因异常甲基化可能预示疾病的的不良预后，其甲基

化水平检测可能在AL预后中起重要作用。

ID4、ZO一1基因异常甲基化与AL的发生密切

相关，由于其泛白血病性及预后相关可能性，使得其

有条件成为AL诊断、靶向治疗及预后的分子标志。

我们将继续从定性、定量两方面在大量AL患者中

研究ID4、ZO一1基因甲基化状况，探讨其在AL中的

意义，并应用于临床。
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