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摘要院目的 观察白血病原代细胞中干细胞因子渊SCF冤 mRNA的表达情况并探讨其与预后的关系遥 方法 以巢式逆转
录多聚酶链反应检测了 49例渊两种类型冤白血病患者骨髓原代白血病细胞中 SCFmRNA的表达情况遥结果 在 19例急

性淋巴细胞白血病渊ALL冤中袁SCFmRNA5例阳性尧14例阴性曰30例急性髓性白血病渊AML冤中袁24例M1~M4亚型者表

达 SCFmRNA袁4例M5及 2例M6为阴性遥两组间有显著差异渊孕<0.05冤遥在 29例SCF阳性者中袁8例渊27.6%冤属难治性
白血病曰在 20例 SCF阴性者中袁12例渊60.0%冤为难治性白血病渊孕<0.05冤遥 结论 ANLL组的 SCF表达率显著高于ALL曰
SCF阴性提示患者预后较差袁其确切机制有待进一步研究遥
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粤遭泽贼则葬糟贼押 韵遭躁藻糟贼蚤增藻Toobservetheexpressionofstemcellfactor (SCF) mRNA inprimaryhumanleukemiacellsand

investigateits significance indecidingthe prognosisofleukemia patients. 酝藻贼澡燥凿泽Primary leukemia cells were isolated
formthe bone marrow of 49 patients with leukemia, and the expression of SCF mRNA determined by nested reverse

transcriptase polymerasechain reaction (RT-PCR). 砸藻泽怎造贼泽Amongthe19patientswithacute lymphaticleukemia(ALL), 5
were positive and 14 negative for SCF mRNA.Incasesof acute myeloid leukemia (AML, 灶=30), 24 of M1 t o M4 subtypes

were found positivefor SCF mRNAbut4of M5 subtypeand 2 o f M6 subtype were negative. Therewasasignificant difference
between ALL and AML groups(孕<0.05). Eight(27.6%)cases were refractory leukemia inthetotalof29 patients whowere

positive for SCF, while12 (60.0%) were refractoryamongthe20 patientsnegativefor SCF (孕<0.05). 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶泽The
expression rateof SCFwas significantlyhigherinAMLthanin ALLcases, andthe negative expressionof SCF mRNAmight

be indicative of unfavorable prognosis,buttheexactmechanismneedsfutherinvestigation.
运藻赠憎燥则凿泽押stemcellfactor;leukemiacells;nested reversetranscriptase-polymerasechainreaction

干细胞因子渊Stem cellfactor袁SCF冤是参与正常
造血调控的重要细胞因子之一袁可在体内外协同其他
造血生长因子刺激粒细胞系尧红细胞系尧淋巴细胞系
和巨核细胞系增殖分化咱1尧2暂遥 人类骨髓的纤维细胞和
血管内皮细胞尧皮肤尧胎盘组织及部分起源于造血组
织的肿瘤细胞系均可见 SCF的表达咱3暂遥 但 SCF在原

代白血细胞是否表达及其与急性白血病预后的关系袁
目前尚不清楚遥我们应用巢式逆转录聚合酶链反应检
测了 49例不同类型的白血病患者骨髓原代白血病细

胞内 SCF mRNA的表达情况袁旨在探讨 SCF 与急性

白血病预后的关系遥

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 病例选择 1998年 5 月 ~2001年 5月我院收

治的白血病患者 49例袁男 37例尧女性 12例遥 其中急
性淋巴细胞白血病渊ALL冤19例袁急性非淋巴细胞白
血病渊ANLL冤M1~M6型 30例袁所有患者均经 FAB分

型确诊遥
1.1.2 细胞株 K562 和 HL-60 细胞为阳性对照袁
NIH3T3 细胞为阴性对照袁上述细胞株均为我科实验
室保存遥
1.1.3 主要试剂及仪器 M-MLV 逆转录酶 尧Taq

DNA多聚酶尧2mmol/LdNTP等均为美国Promega 公

司产品袁PE480DNA热循环仪为美国 PE产品遥 根据
文献我们设计合成了下述两对巢式引物咱4尧5暂遥
引物 A院5'-AATGCGTGGACTATCTGCCG-3'曰引
物 B院5'-CCTGGGTTCTGGGCTCTTGA-3' 引物 C院
5'-ATCTGCAGGAATCGTGTGACT-3'曰 引物 D院5'-C

TCGCTTATCCAACAATGACT-3'其中引物 A尧B 为
外侧引物袁引物 C尧D为内侧引物遥
寡核苷酸探针院根据文献咱4暂中报道的 SCF 部分

cDNA序列袁 合成一段与此 cDNA序列互补的 DNA
片段作为寡核苷酸探针袁其碱基序列为院5'-GGCAAAA-
CATCCATCCCGG-3'遥 上述引物及探针由上海生工
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图 1 PCR产物的斑点杂交分析结果
云蚤早援员杂燥怎贼澡藻则灶遭造燥贼葬灶葬造赠泽蚤泽燥枣贼澡藻砸栽-孕悦砸

责则燥凿怎糟贼泽
1.SouthernblotwiththefirstRT-PCRproducts;2.Southern

blotwiththenextRT-PCRproducts

表 1 不同类型白血病的SCF表达情况

栽葬遭援员耘曾责则藻泽泽蚤燥灶燥枣杂悦云蚤灶责葬贼蚤藻灶贼泽憎蚤贼澡凿蚤枣枣藻则藻灶贼
泽怎遭贼赠责藻泽燥枣造藻怎噪藻皂蚤葬

Positive Negative

ALL 19 5 14 26.3*

ANLL 30 24 6 80.0*

Group 灶
SCFexpression

Positivityrate(%)

*载2=13.88,孕<0.001

生物工程公司合成遥
1.2 方法

1.2.1 逆转录反应渊RT冤 取肝素抗凝的骨髓 4~5ml袁
密度梯度法分离单个核细胞 渊MNC冤袁TRIzolRNA抽

提试剂盒提取细胞株及 MNC的总 RNA并进行定

量遥20ml总反应液中袁含总 RNA2~3mg尧RNAsin40

U尧0.1 mol/L DTT 2 滋l尧M-MLV 逆转录酶 200 U尧2
mmol/L dNTP 2 ml尧20 pmol/ml外侧下游引物 B 1

ml袁37益孵育 90min尧95 益 5min后进行 PCR反应遥
1.2.2 PCR反应 第一步 PCR反应在 50ml 总反应

液中进行袁含 RT反应液 5ml袁TaqDNA多聚酶 2 U袁
20 pmol/ml外侧引物 A尧B 各 2 ml袁10伊PCR 反应缓

冲液 5 ml袁2mmol/LdNTP5ml袁 少许矿物油覆盖遥
PCR循环 35个周期袁每一周期为 94益变性6 5 s袁57益
退火 7 0 s袁72益延伸 1 0 0 s袁 先 95 益预变性 5min袁反
应终止时 72益 10 min遥 第二步 PCR反应院 取 1ml

第一次 PCR产物加入第二步 PCR反应液中袁并加入
内侧巢式引物 C尧D各 2 ml渊20 pmol/ml冤袁其他试剂
及 PCR循环条件同第一步 PCR反应遥
1.2.3 PCR产物的检测及斑点杂交 取 7 ml 二次

PCR 反应产物袁2 mlDNA标准相对分子质量袁2.5%

琼脂糖凝胶电泳袁溴化乙锭染色袁紫外荧光显影并照
相遥寡核苷酸的地高辛加尾标记及斑点杂交根据说明
书进行遥
1.3 统计学分析

采用 SPSS软件对数据进行载2检验遥

2 结果

2.1 原代白血病细胞 SCF的表达渊表 1冤
24例阳性为M1~M4袁6例阴性中 4例M5尧2例M6遥

2.2 PCR产物的斑点杂交

为了证实 PCR产物确系人 SCF的靶序列袁我们
进行了斑点杂交袁结果见图 1遥 K562细胞尧HL-60细

胞尧5例 ALL尧24例 M1~M4的第一次 PCR 产物和第

二次 PCR产物的斑点杂交均为阳性袁 但第一次 PCR

产物呈弱阳性袁其余的原代白血病细胞和 NIH3T3细

胞两次 PCR产物的斑点杂交均为阴性遥
2.3 SCF与临床疗效的关系 渊表 2冤

在 29例 SCF阳性和 20例 SCF 阴性患者中袁分
别有 8例和 12例为难治性急性白血病遥 难治性急性
白血病的诊断采用以下回顾性诊断标准院①经标准诱
导化疗两个疗程未获得完全缓解曰②第 1次完全缓解

后 6个月内复发者渊早期复发冤曰③第 1次完全缓解后

6个月以上复发袁再用原诱导方案治疗不能获得完全
缓解者曰④两次以上复发者遥

3 讨论

SCF 是一种作用于造血早期阶段多系细胞刺激

因子袁又称肥大细胞生长因子渊MGF冤尧糟-噪蚤贼癌基因的
配体渊KL冤咱1尧5尧6暂遥天然 SCF有两种形式袁即可溶型和膜
结合型袁 它们为同一编码mRNA在不同位点剪切所

致袁 两种形式的 SCF都有生物学活性遥 SCF分布较

广袁但表达量很低袁曾有人报道 咱7暂人骨髓基质细胞
SCFmRNA拷贝仅为渊9依3冤个袁估计其他细胞的表达
量会更低遥
我们采用敏感的巢式逆转录聚合酶链反应

渊RT-PCR冤 技术对 49例急性白血病患者的原代白血

病细胞进行了检测遥结果发现在 19例ALL中 5例阳

性袁14例阴性曰24例M1~M4型ANLL均阳性曰4例M5

及 2例 M6阴性袁 ALL与 AMLSCF表达存在显著差

异渊孕<0.005冤遥 本实验阳性对照为人的白血病细胞株
K562和 HL-60袁国外已有报道咱8暂二者均表达 SCF遥 阴
性对照用来自小鼠成纤维细胞的 NIH3T3细胞系袁虽
然小鼠与人的 SCF有 83%的同源性袁 但是我们合成
的一对外侧引物中有 6个碱基与小鼠 SCF的 cDNA

序列不同遥因此袁从理论上讲不可能出现阳性 PCR产

Group Total Refractory Common Refractoryrate(%)

SCF(-) 20 12 8 60.0*

SCF(+) 29 8 21 27.6*

*载2=5.148,孕<0.023

表 2 SCF表达与临床疗效的关系

栽葬遭援圆砸藻造葬贼蚤燥灶泽澡蚤责遭藻贼憎藻藻灶杂悦云藻曾责则藻泽泽蚤燥灶葬灶凿贼澡藻
藻枣枣藻糟贼蚤增藻灶藻泽泽燥枣糟造蚤灶蚤糟葬造蚤灶贼藻则增藻灶贼蚤燥灶燥枣造藻怎噪藻皂蚤糟
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物袁事实正是如此遥另外袁我们合成了一段与人干细胞
因子 cDNA特异性互补的寡核苷酸探针袁 经地高辛
加尾标记后袁对 RT-PCR产物进行斑点杂交袁证实了
PCR 产物确系人干细胞因子 cDNA的扩增片段 遥
Ferrari 等 咱3暂曾报道袁B 细胞型 ALL表达 SCF袁T 细胞
型不表达 , 但在M1~M4型 ANLL均有 SCF表达袁M5

则无表达袁与我们试验结果相符遥我们还发现 2例M6

阴性袁国内外未见报道遥
一般认为袁细胞因子要发挥生物学活性可能与以
下方面有关院 ①结构正常且具有活性的细胞因子曰②
相应的受体数量尧结构及活性曰③相应的信号传递途
径曰④调节其他相应的细胞因子及受体的表达曰⑤调
节相应的基因表达水平如某些原癌基因等遥有关 SCF

的作用机制袁 多数认为 SCF的造血调控作用是通过

与糟-噪蚤贼受体结合来实现的咱5~7暂袁是否存在其他机制目
前还不完全清楚遥
本实验发现 SCF 与临床疗效有明显相关性

渊孕<0.05冤遥 我们发现 SCF阴性患者临床化疗效果较

差袁国外有研究报道 SCF受体糟-噪蚤贼在 T细胞白血病

细胞尧M5尧M6等均有过量表达袁 而且此类患者的化疗
疗效和预后较差袁其机制是糟-噪蚤贼诱导 P 蛋白的表达袁
P 蛋白可将细胞毒性药物泵出细胞外而产生多药耐

药咱8~10暂遥 由于我们没有检测糟-噪蚤贼的表达袁 SCF阴性患

者疗效较差是否与此机制有关有待进一步研究遥
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