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  【摘要】 目的 探讨急性白血病（ａｃｕｔｅ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬ）骨髓单个核细胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＮＣ）中自噬基因 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ 的表达及其临床意义。方法 采用荧光定量逆转录－聚合酶
链反应 （ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ＰＣＲ） 检测 １５０ 例 ＡＬ 患者和 ３０ 例正常人
ＢＭＭＮＣ 中 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 的表达水平，对检测结果进行统计学分析。 结果 与对照组相比，急

性髓系白血病（ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）各危险度组的 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平均明
显降低，且差异均有统计学意义（Ｐ 均＜ ０．０１），从低危组、中危组至高危组，其 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表
达水平逐步降低，组间两两比较，差异均有统计学意义（Ｐ 均＜ ０．０１）；与对照组相比，急性淋巴细胞白血

病（ａｃｕｔｅ ｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）各危险度组 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ的表达水平均明显增高，差异

均有统计学意义（Ｐ 均＜ ０．０１），高危组患者的 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ表达水平明显低于标危组，差异均

有统计学意义（Ｐ 均＜ ０．０１）；对照组和 ＡＬ 患者 ＢＭＭＮＣ 中 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 水平与 ＭＡＰＬＣ３ 均呈显著正相
关（Ｐ 均＜ ０．０１）。 结论 自噬基因 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 在 ＡＬ 中均有表达，且其表达水平呈正相关。

ＡＭＬ 患者的自噬活性明显降低，而 ＡＬＬ 患者的自噬活性明显增高，随着危险度的增高，两种类型白血

病自噬活性均呈明显下降趋势。
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ｒｉｓｋ ｏｆ ｂｏｔｈ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｌｅｕｋｅｍｉａ ａｕｔｏｐｈａｇｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｈｏｗ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｒｅｎｄ．
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  急性白血病（ａｃｕｔｅ ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬ）是一组造血干 细胞异常的克隆性恶性疾病， 是国内常见的高发恶
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组别 例数 Ａｔｇ５ ＭＡＰＬＣ３

对照组 ３０  ０．６６４±０．０５８  ０．１６６±０．０５６

低危组 ３０  ０．５２６±０．０３４＊  ０．１４５±０．０４２＊

中危组 ３０  ０．４２１±０．０４８＊Δ  ０．１２６±０．０３８＊Δ

高危组 ３０  ０．３２５±０．０５１＊Δ▲  ０．１０８±０．０３４＊Δ▲

Ｆ值 － １２．３５８ １６．１２７

Ｐ值 － ＜ ０．０１ ＜ ０．０１

表 １ ＡＭＬ 各组和对照组 Ａｔｇ５、ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ

表达水平的比较（ｘ±ｓ）

性肿瘤之一。其发病机制尚未完全阐明，目前多认为
与病毒、某些化学物质、放射因素和分子遗传学异常
等有关。 自噬是以胞质内形成双层膜结构自噬体为
特征的细胞自我降解的一系列生物学过程。 自噬对
肿瘤细胞具有抑制和促进的双重调节作用， 参与了
肿瘤的发生和发展， 业已成为国际上肿瘤研究的热
点［１］。 因此，深入研究细胞自噬和肿瘤之间的关系有
助于阐明肿瘤的分子病理机制和寻找靶向于自噬分
子机制的抗肿瘤药物， 为分子水平的肿瘤治疗提供
新思路，具有重要的临床价值。本文研究采用荧光定
量逆转录 －聚合酶链反应 （ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ －
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ＰＣＲ） 检测 １５０ 例 ＡＬ
患者和 ３０ 例正常人骨髓单个核细胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ， ＢＭＭＮＣ） 中 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ
的表达水平 ， 旨在进一步探讨自噬基因 Ａｔｇ５ 和
ＭＡＰＬＣ３ 在 ＡＬ 中的表达及相互关系，以期为 ＡＬ 的
诊疗和新药研发提供参考依据。
１ 资料与方法

１．１ 临床资料 收集 ２０１１ 年 １０ 月－２０１３ 年 １０ 月
来我院就诊的 ＡＬ 患者 １５０ 例。 所有入选对象均参
照并结合 ＷＨＯ与 ＦＡＢ 分型标准进行诊断分型。 其
中男 ９０ 例， 女 ６０ 例， 年龄 ２２～６９ 岁， 平均年龄
（３８．６ ±１４．５） 岁 。 其中急性髓系白血病 （ａｃｕｔｅ
ｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓ ｌｅｕｋｅｍｉａ， ＡＭＬ）共 ９０ 例，包括 Ｍ１ 型 ６
例，Ｍ２ 型 ３８ 例，Ｍ４ 型 ２７ 例，Ｍ５ 型 １０ 例，Ｍ６ 型 ９
例 ； 急性淋巴细胞白血病 （ａｃｕｔｅ ｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ
ｌｅｕｋｅｍａ，ＡＬＬ）共 ６０ 例，其中 Ｂ－ＡＬＬ ５４ 例，Ｔ－ＡＬＬ ６
例。收集 ３０例自愿捐献骨髓的正常人骨髓标本作为
对照组。 综合 ２０１１ 年版成人 ＡＭＬ 中国诊疗指南 ［２］

和中国成人 ＡＬＬ 诊断与治疗专家共识 ［３］将 ＡＭＬ 患
者分为低危组 ３０例、 中危组 ３０ 例和高危组 ３０ 例，
而将 ＡＬＬ患者分标危组 ３０ 例和高危组 ３０ 例。
１．２ 方法
１．２．１ 标本制备 采集受试者 ４ ｍｌ 新鲜骨髓加入
肝素抗凝管中 ， 按 １ ∶４ 的比例加入不含血清的
ＲＰＭＩ１６４０ 培养液，混匀。 在离心管中加入适量淋巴
细胞分离液后， 用吸管吸取骨髓稀释液缓慢加于分
层液面上， 注意保持清楚的界面。 以离心半径 １５
ｃｍ，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ。 用毛细血管插到中间
白膜层，吸取单个核细胞放入另一离心管，加入 ５ 倍
以上体积的 ＲＰＭＩ１６４０，以离心半径 １５ ｃｍ，１５００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 洗涤细胞两次。 末次离心后弃上
清，取底层细胞吸入 ＥＰ 管中放入离心机，以离心半
径 １５ ｃｍ，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 再次弃上清，提取

细胞总 ＲＮＡ。
１．２．２ ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ＢＭＭＮＣ 中 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３
ｍＲＮＡ 的表达水平 按照试剂盒操作说明书的说明
合 成 ｃＤＮＡ 备 用 。 Ａｔｇ５： 上 游 引 物 为 ５＇ －
ＧＧＣＣＡＴＣＡＡＴＣＧＧＡＡＡＣＴＣＡＴ－３＇；下游引物为 ５＇－
ＣＡＧＣ－ＣＡＣＡＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＧＣ－３＇； 扩增产物长度
为 １２３ ｂｐ。 ＭＡＰＬＣ３： 上 游 引 物 为 ５＇ －ＧＡＡ －
ＧＡＴＧＴＣＣＧＡＣＴＴＡＴＴＣＧＡＧＡＧ－３＇； 下游引物为 ５＇－
ＡＣＴＣＴＣＡＴＡＣＡＣＣＴＣＴＧＡＧＡＴＴＧＧ－３＇；扩增产物长
度为 ３５２ ｂｐ。 内参照 ＧＡＰＤＨ： 上游引物为 ５＇ －
ＴＣＧＧＡＧＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴ－ＴＴＧＧＴＧＴＡ－３＇； 下游引物
为 ５＇－ＴＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＴＣ－３＇； 扩增
产物长度为 ５２５ ｂｐ。 扩增条件为 ：９４ ℃预变性 ５
ｍｉｎ， 然后 ９４ ℃变性 ４０ ｓ，５５ ℃退火 ４０ ｓ，７２ ℃延伸
４０ ｓ，共计 ２９ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。ＰＣＲ 扩
增产物在 １％琼脂糖凝胶中电泳， 采用凝胶成像仪
观察并照相。 结果以阳性条带与 ＧＡＰＤＨ 光密度比
值作为阳性条带的相对表达值。
１．３ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ １７．０ 统计分析软件进
行数据分析。计量资料以 ｘ±ｓ 表示，多组间计量资料
的比较采用方差分析，ＡＬ 患者 ＢＭＭＮＣ 中 Ａｔｇ５ 与
ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达的相关性分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关分析，以 Ｐ＜ ０．０５ 为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ ＡＭＬ 各组和对照组 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ
表达水平的比较 与对照组相比，ＡＭＬ 各危险度组
的 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平均明显降低，且
差异均有统计学意义（Ｐ 均＜ ０．０１），从低危组、中危
组至高危组，其 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平逐
步降低，组间两两比较差异均有统计学意义（Ｐ 均＜
０．０１），见表 １。

２．２ ＡＬＬ 各组和对照组 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表

 注：＊与对照组比较，Ｐ＜ ０．０１；Δ 与低危组比较，Ｐ＜ ０．０１；▲与中危组

比较，Ｐ＜ ０．０１
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杜海磊， 邱伟华， 杨卫平 ．细胞自噬与肿瘤 ．中国病理生理杂志，

２０１０，２６：４０１－４０４．

１

组别 例数 Ａｔｇ５ ＭＡＰＬＣ３

对照组 ３０  ０．６６４±０．０５８  ０．１６６±０．０５６

标危组 ３０  ４．３１２±０．０７６＊  １．５４５±０．０６４＊

高危组 ３０  ０．７８５±０．０４２＊▲  ０．１９９±０．０４５＊▲

Ｆ值 － ２１．３４５ １８．２２４

Ｐ值 － ＜ ０．０１ ＜ ０．０１

表 ２ ＡＬＬ 各组和对照组 Ａｔｇ５、ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平的

比较（ｘ±ｓ）

 注：＊与对照组比较，Ｐ＜ ０．０１；▲与标危组比较，Ｐ＜ ０．０１。

达水平的比较 与对照组比较，ＡＬＬ 各危险度组的
Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平均明显增高，差异
均有统计学意义（Ｐ均＜ ０．０１），高危组患者的 Ａｔｇ５ 和
ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平明显低于标危组， 差异均
有统计学意义（Ｐ均＜ ０．０１），见表 ２。

２．３ ＡＬ 患者 ＢＭＭＮＣ 中 Ａｔｇ５ 与 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ
表达水平的相关性 对照组 BMMNC 中 Ａｔｇ５ 与
ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平呈显著正相关 （ｒ＝ ０．９２３，
Ｐ ＜ ０．０１），AML 组 BMMNC 中 Ａｔｇ５ 与 ＭＡＰＬＣ３
ｍＲＮＡ 表达水平呈显著正相关 （ｒ＝ ０．８８６，Ｐ＜ ０．０１），
ＡＬＬ 组 BMMNC 中 Ａｔｇ５ 与 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水
平呈显著正相关（ｒ＝ ０．８３５，Ｐ＜ ０．０１）。
３ 讨论

自噬基因 Ａｔｇ５ 是一种参与自噬体形成的特异
性基因， 具有调控自噬体形成和抑制肿瘤生成等多
种生物学作用。 在自噬体形成过程中，Ａｔｇ５ 可与
Ａｔｇ１２ 形成 Ａｔｇ５－Ａｔｇ１２ 泛素样连接系统， 然后与
Ａｔｇ１６ 形成 Ａｔｇ１２－Ａｔｇ５－Ａｔｇ１６ 多聚复合体， 最后与
外膜结合， 促进自噬体膜结构的伸展扩张并最终形
成自噬体。 自噬基因 ＭＡＰＬＣ３ 是一种定位于自噬泡
内膜并与酵母 Ａｔｇ８ 基因同源的自噬体特异性标志
物，可加工修饰自噬相关泛素样蛋白，参与多种信号
传导调节。只有膜结合形式的 ＬＣ３－Ⅱ才能定位于自
噬泡膜上并不脱落， 其水平的高低与自噬泡数量呈
正相关，一定程度上可直接反映细胞自噬的程度。此
外，ＬＣ３－Ⅱ配体 ｐ６２ 也是细胞内信号传导的一个整
合性蛋白， 其是否被降解也可以作为细胞自噬发生
与否的一个良好的标志物 ［４］。 自噬活性的变化可从
肿瘤细胞凋亡、 血管生成及抗肿瘤治疗等多个层面
影响肿瘤进程［５］，参与了肿瘤的发生和发展。 万保罗
等 ［６］研究发现，ＬＣ３ 在喉癌组织中的阳性表达率明
显低于癌旁及声带息肉组织， 并与肿瘤部位和病理
学分级密切相关。李婉丽等［７］研究证实，儿童 ＡＬＬ 外
周血有核细胞中自噬基因 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的表达低于正
常人外周血有核细胞。 胡晓燕等［８］的研究结果显示，

初治 ＡＬ 患者 BMMNC 中自噬相关基因 ＭＡＰＬＣ３
ｍＲＮＡ 的表达均上调，尤其是难治复发者，认为可能
与 ＡＬ 的发生、发展及其耐药相关。 白海等 ［９］采用透
射电镜检测自噬在不同疾病状态 ＡＬ 患者 BMMNC
中的形态学改变，结果显示，初发和复发难治 ＡＬ 患
者骨髓细胞中的自噬泡比例明显增高， 并随着病情
缓解，患者细胞阳性数减少。 本文研究结果显示，与
对照组相比，ＡＭＬ 各危险度组的 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３
ｍＲＮＡ 表达水平均明显降低，表明 AML 患者的自噬
活性明显低于正常人群。本文研究结果还显示，AML
患者的不同危险度分组中，从低危组、中危组至高危
组， 其 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平逐步降低，
表明随着危险度级别的增加，AML 患者的自噬基因
Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平呈明显下降趋势，
提示自噬基因 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ 的表达水平与 AML
患者的危险度密切相关，其表达水平越低，其危险度
越高。 因此，检测 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平
有助于评估 AML 患者的危险度，评估其预后。 本文
研究结果显示， 与对照组相比，ＡＬＬ 各危险度组的
Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平均明显增高，表明
ＡＬＬ 患者的自噬活性呈高表达。 本文研究结果还显
示，ＡＬＬ 高危组患者的 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达
水平明显低于标危组，表明随着危险度级别的增加，
ＡＬＬ 患者的自噬基因 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达
水平呈明显下降趋势 ， 提示自噬基因 Ａｔｇ５ 和
ＭＡＰＬＣ３ 的表达水平一定程度上可反映 ＡＬＬ 的危
险度高低，其表达水平越低，其危险度越高。因此，检
测 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ ｍＲＮＡ 表达水平有助于评估
ＡＬＬ 患者的危险度， 有利于治疗方案的选择和预后
判断。 本文研究结果还显示， 对照组和 ＡＬ 患者
BMMNC 中 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表达水平与 ＭＡＰＬＣ３ 均呈
显著正相关，表明 BMMNC 中 Ａｔｇ５ ｍＲＮＡ 表达水平
与 ＭＡＰＬＣ３ 密切相关，可能共同参与自噬体形成的
调控。

综上所述，AML 患者的自噬活性明显降低，而
ＡＬＬ 患者的自噬活性明显增高，随着危险度的增高，
两种类型白血病自噬活性均呈明显下降趋势。 提示
不同的细胞类型自噬的功能明显不同。 因此通过检
测自噬基因 Ａｔｇ５ 和 ＭＡＰＬＣ３ 的表达水平有助于评
估自噬在不同肿瘤和同一肿瘤的不同发展阶段所起
的作用，继而有利于治疗方案的选择。
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 消 息

 第十三届亚洲运动医学大会会议通知

  亚洲运动医学联合会是国际运动医学联合会下属的洲

际组织，成立于 １９９０ 年，学会旨在推动亚洲各国运动医学的

合作与交流。 亚洲运动医学大会是亚洲知名运动医学品牌学

术大会，也是亚洲运动医学领域最全面的国际学术盛会。 大

会为境内代表授予国家Ⅰ类医学继续教育学分 ８ 分。

第十三届亚洲运动医学大会由亚洲运动医学联合会、中

华医学会、中华医学会运动医疗分会、中国体育科学学会运

动医学分会主办，将于 ２０１４ 年 １０ 月 ２０ 日－２３ 日在北京国家

会议中心召开。 大会期间，还将召开亚洲运动医学联合会执

委会、全体理事代表大会，中华医学会运动医疗分会换届大

会， 中国体育科学学会运动医学分会常委会等重要工作会

议。

本次学术会议将邀请前主席 Ｆｒｅｄｄｉｅ Ｈ Ｆｕ 教授、 国际运

动医学联合会主席 Ｆａｂｉｏ Ｐｉｇｏｚｚｉ 教授、 亚洲运动医学联合会

主席 Ｍｏｈａｍｍａｄ Ｒａｚｉ 教授等国际著名运动医学专家进行大

会主题报告和专题学术讲座。 为了充分展示我国运动医学学

术成果，请您积极报送论文报告。 大会组委会将根据报告内

容统筹安排各类学术交流。

１ 大会学术交流形式

大会主题报告、专题口头报告、墙报交流、Ｗｏｒｋｓｈｏｐ、运

动医学专题讲座与课程、全国队医培训班（通知另发）。

２ 投稿须知

２．１ 投稿专题 运动创伤、关节镜外科、关节置换、运动康

复、运动队医疗与医务监督、运动生理生化、运动营养、运动

与健康促进、中医药在运动医学领域中的应用、国际会场（英

文发言）、亚洲运动医学青年论坛（英文发言）。

２．２ 报送要求 请按要求报送中文或英文摘要。包括研究目

的、对象与方法、结果（须包括主要数据）、结论四个部分。 要

求未曾公开发表，内容具有科学性、先进性；网上投稿为唯一

报送方式。 请登录大会网站 ｗｗｗ．ｃａｓｍ．ｏｒｇ．ｃｎ，按照提示要求

提交论文摘要；截稿日期：２０１４ 年 ６ 月 １５ 日。

３ 会议注册须知

注册费 ：２０１４ 年 ８ 月 １ 日前 ９００ 元 ；８ 月 １ 日后 １１００

元。

会前注册截止时间：２０１４ 年 ９ 月 １５ 日，此后可到会场进

行现场注册。

注册程序：登陆网站 ｗｗｗ．ｃａｓｍ．ｏｒｇ．ｃｎ，在线填写注册信

息；会前注册费仅能通过网上支付，秘书处收到注册表后对

注册情况予以确认。 参会时，请持“注册确认函”到注册处报

道，领取会议资料。

４ 会议时间及地点

会议地点：国家会议中心

地 址：北京市朝阳区天辰东路 ７ 号

会议日期：２０１４ 年 １０ 月 ２１ 日－２３ 日

５ 联系方式

国家体育总局运动医学研究所（北京市体育馆路甲 ２ 号

旁门）

中华医学会学术会务部（北京市东四西大街 ４２ 号）

电话：０１０－６７１９２７５６ ／ ６７１９２７５１ ／ ８５１５８１４６ ／ １３７２０００５１１７

Ｅ－ｍａｉｌ：ＡＦＳＭ２０１４＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

会议网址：ｗｗｗ．ｃａｓｍ．ｏｒｇ．ｃｎ
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