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　　骨髓增生异常综合征(MDS)是一种起源于造

血干细胞的克隆性疾病 , 如果不因血细胞减少引起

的合并症而死亡 , 大多数将转变为白血病 , 其发生 、

发展的机制仍不明。我们利用限制性内切酶和聚合

酶链反应(PCR)技术检测 MDS 患者降钙素基因

(CT 基因)甲基化状况 , 以探索 CT 基因甲基化与

M DS 的关系。

1　材料和方法

1.1　研究对象

所有标本取自本院住院患者。MDS 10 例 , 其中

男 8 例 ,女 2 例 ,年龄 31 ～ 70 岁 , 中位年龄 56 岁 , 按

FAB 分型[ 1] , RA 4 例 , RAEB 1 例 , RAEB-t 3 例 ,

CMML 2 例;阴性对照 10 例 , 其中 5 例为非恶性疾

病手术切除的肋骨中挤出的骨髓 , 另 5 例为非恶性

血液病性贫血患者。取骨髓 3 mL , EDTA 抗凝 , 淋

巴细胞分离液分离出单个核细胞。阳性对照为白血

病细胞系 K562 和 HL60。

1.2　DNA 提取 、定量和酶切

用常规的酚/氯仿法抽提上述单个核细胞的大

分子 DNA ,紫外分光光度计测定 DNA 浓度及纯度。

取 DNA 1 μg , 加内切酶 Hpa Ⅱ(Gibco 公司)10 U ,

37 ℃水浴 16 h 过量消化。

1.3　PCR扩增及结果观察

参照文献[ 2] 设计跨越第 4 个 CCGG 这一甲基

化位点(M 4)的一对引物 , 有义链为 5′-CCTCT-

GATCCAAGCCACCTC-3′, 反 义 链 为 5′-CGCCT-

GCTGGCACCTCAGTC-3′。内切酶 Hpa Ⅱ能特异

性地切断 CCGG 位点 , 当 CCGG 位点发生甲基化变

为 CCmGG 时 , Hpa Ⅱ就不能将其切断。将细胞基

因组 DNA 进行酶切 , 如果 M 4 位点已甲基化

(CCmGG), Hpa Ⅱ不能将这一点切断 ,用上述引物

就能扩增出一个 566 bp 的特异性片段;相反 , 如果

M 4位点未甲基化而被 Hpa Ⅱ切断 , 则不能扩增出

这一特异性片段。按文献[ 2] 建立 PCR 反应体系 ,

循环条件为:94 ℃变性 , 55 ℃退火 , 72 ℃延伸各

1 min ,总共 35个循环 , 末次延伸 10 min。将扩增产

物 15 μL 于 2%琼脂糖凝胶中电泳 , EB 染色 , 紫外

线透射 反射 仪下 观察 、 照 相 , 用 λDNA- EcoR

Ⅰ/ Hind Ⅲ作为 Marker。

1.4　PCR产物半定量分析

参考文献[ 2] , 引用竞争性 PCR的概念 , 将所扩

增出的一条 639 bp非特异性带看作内对照 , 对扩增

产物作半定量处理:照相后负片用密度仪扫描 , 分别

测定所扩增出的 566 bp 特异性带和 639 bp 非特异

性带的吸光度A , 计算出这两条带的吸光度比值

(A 566　和 A 639　),将比值大于或等于 1 者定为阳性 ,

即有 CT 基因高度甲基化 , 小于 1 者定为阴性 ,即无

CT 基因高度甲基化。

2　结　果

2.1　CT 基因甲基化检测

所有标本均扩增出 566 bp 和 639 bp2 条带 , 按

上述判定标准 , 10例阴性对照 A 566　/ A 639　全都小于

1 , 均为 CT 基因高度甲基化阴性。多次检测 2 个阳

性对照 ,每次都呈明显的阳性。 10 例 MDS 患者中 6
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例 A 566　/ A 639　大于 1 , 有 CT 基因高度甲基化 ,其余

4 例为阴性。图 1 显示部分实验结果。

2.2　疗效观察

复习病史及追踪观察发现 , 4 例阴性患者除 1

例 RAEB-t者经积极治疗 ,贫血进行性加重 , 血小板

逐渐减少 ,很快死亡外 , 其余 3 例治疗后病情一直稳

定 ,其中 1 例 RA 型病史已达 7 年 ,另 1 例 RA 型观

察 15 个月 ,两者都保持 RA 型不变 , 而且血色素和

血小板均能稳定在接近正常的水平 , 1 例 CMML 患

者化疗 后一直处于缓解状态已达 1 年以上;相反 , 6

例阳性患者疗效差 , 1 例 CMM L 患者治疗 3 个月无

好转而自动出院 , 另 5 例在 3 ～ 6 个月内 ,外周血及

骨髓中幼稚细胞进行性增多 , 由 RA 向 RAEB、

RAEB-t及白血病方向进展 , 其中 3 例转变成白血病

后很快死亡。

图 1　部分 MDS 患者 PCR结果

M 为 Marker:λDNA- EcoR Ⅰ / Hind Ⅲ;1 为阳性对

照 , 9为阴性对照;3 , 4 , 8为阴性;2 , 5 , 6 , 7为阳性

3　讨　论

已经知道 CT 基因的高度甲基化可见于人类小

细胞性肺癌 、结肠癌及白血病等[ 3 ～ 6]多种恶性疾病 ,

被认为是不少恶性细胞克隆的一个共同的分子标

志 ,而且有实验证明 CT 基因高度甲基化出现在细

胞恶性转化之前或开始向恶性转化的早期[ 5 , 7] , 因

此CT 基因高度甲基化与恶性细胞的发生 、发展密

切相关 , 但它们之间真正的机制不清 , 有人认为是

11 号染色体短臂上的 CT 基因甲基化影响到同一区

域上的抑癌基因的表达[ 4] , 从而促进恶性细胞的发

生和发展。

我们的实验发现 , 10 例 MDS 患者 6 例(60%)

出现 CT 基因甲基化这一恶性细胞克隆的分子标

志 ,提示 MDS 为一种恶性克隆性疾病。 4 例阴性的

MDS 患者除 1例治疗反应差并很快死亡 , 其余 3 例

疗效满意 , 病情稳定 , 而 6 例阳性的患者治疗效果

差 ,很快往前发展或死亡。这一现象提示 CT 基因

高度甲基化与 MDS 的恶性转化及预后可能有一定

关系 ,可能是无 CT 基因高度甲基化的 MDS 患者克

隆性增生的细胞尚未真正地恶变 , 或恶变的细胞极

少 ,因此病情稳定 , 当 CT 基因出现高度甲基化 , 则

促进细胞迅速恶变 , 很快发展到白血病。 由于检测

的病例较少 ,观察时间较短 , CT 基因甲基化及其临

床意义有待更进一步的研究。
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