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T．ALL／淋巴瘤中j5i伽J曰基因转录本的分析
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[摘要】 目的：分析BAw淋巴瘤中曰cuj曰基因转录本的特点。方法：利用逆转录聚合酶链式反应(m’．
PCR)和实时定量聚合酶链式反应(RQ-PCR)方法分析12例T-Au／淋巴瘤外周血单个核细胞(PBMc)中曰cLJJB

基因的表达情况；限制性内切酶消化确定PCR产物的特异性。结果：3例T—ALL／淋巴瘤患者中出现2种曰cuJB转

录本：野生型和第3外显子缺失型，其余9例均表达第3外显子缺失型的转录本。两组病人PBMC中BCL，J日表达

水平无显著差别(P=0．301)。结论：3例T-Au／淋巴瘤病人中存在2种曰CuJB基因转录本，但在表达水平上元明

显差别。

[关键词】 曰叫J曰基因；T·Au／淋巴瘤；聚合酶链式反应；实时定量聚合酶链式反应
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Analysis of the transcripts of曰(ZJ J曰gene in T-acute

l卿hobl嬲tic leukeIIIia／lylIlphoma patients
HUANG Xinl， U Y趴g-qiul．_， CHEN Sil， CHEN Shao—hual， YANG Li-jianl，1月Yu—hon91

(1．I船titute 0f H锄咖logy，Medical Couege；2．Key岫omtory for Regene觚ve
Medici舱of MirIistry of Educ“∞，Jin跚Unive璐畸，Gu蚰曲叫510632，China)

[Abst豫ct]Aim：To aIlalyze t11e mmscripts of Bc己JJB gene in T—acute lymphobl鹊tic leukemia／lym—

phoma patients． Metllods：RT—PCR蛐d Real—time PCR were pe舶册ed to detect山e expression 0f

日CUJB gene in peripheml b100d mononuclear ceUs f如m 12 T—acute lymphobl酗tic leukemia／lymphoma

patients．Restriction enz)rme digestion w鹊pe而咖ed to detemine山e specificity of PCR p玎Dducts．Re-

sults：Three T—ALL／lymphoma patients showed“ro旺aIlscript vadallts of同巴UJB gene：tlle wildtype

舳d tlle ab∞nce 0f exon 3咖scripts，明d tIle ot}Ier 9 case8 aU mVealed tIle absence of exon 3缸．an—
scripts．The旺pres8ion leVel of曰CUJ曰in山e 2铲oups had no signi6cant di任毛rence(P=O．301)．Con_

clusion：A quarter of T—ALL／lymphoma patients display附o transcript vari蚰ts of t}Ie曰CUJB gene，

which might not innuence tlle expression leVel of日CuJB gene．
1

[K田帅rds] BCujB gene； T—acute lymph()blastic leukemia／扣pho眦； polymemse chain reac—
tion； real-time quantitative polymemse chain reaction

B细胞淋巴瘤／白血病1lB(B—cell lymphoma／

leukeIIIia 11B)基因是近年新发现的B细胞淋巴瘤／

白血病(B-ceU lymphoma／leukemia)家族基因。

召C肌朋}基因表达异常、基因突变及断裂和发生重
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排与急性淋巴细胞白血病T细胞型(T—acute lym-

phobl鼬tic leukemia)发生有一定关系¨。21，其表达

水平在白血病细胞中也有所变化uj。T淋巴细胞白

血病／淋巴瘤细胞的生存也与B现JJB密切相关H J。

本研究利用普通和实时定量PcR对B伽J曰基因
在T—Au／淋巴瘤中的表达特点进行定性和定量

分析。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1样本收集T．ALL／淋巴瘤共12例；其中急

性淋巴细胞白血病T细胞型6例，T细胞淋巴瘤白

血病5例，T淋巴母细胞淋巴瘤l例。Jurkat细胞株

和MoIt4细胞株作为阳性对照。

1．1．2主要试剂 RNAzol试剂盒，随机引物和反

转录酶试剂盒均购自Gibco公司；PCR2．1TOPO TA

载体购自Invi咖gen公司；标准品由德国Greif如ald

大学血液肿瘤专科Schmidt教授惠赠；HiIlf I限制性

内切酶为大连TaK丑Ra公司产品；AmpliTaq G0ld试

剂盒购自R0che公司。

1．1．3主要仪器PCR扩增仪(Biome仃a，德国)；

荧光实时定量PCR仪(BIO—RAD，美国)。

1．2方法

1．2．1 RNA提取和cDNA合成 应用RNAzol试

剂盒提取RNA并应用随机引物和反转录酶试剂盒

反转录合成cDNA第一链，均按常规方法进行。

1．2．2设计和B血JJB锄肘标准品的构建用于
本实验引物和探针见表l，利用两对引物分别扩增

所需的BCuJ曰和JB：M的基因片段，首先将卢：M的

基因片段克隆到PcR2．1TOPO TA载体上的T—A位

点上，然后将BcuJB基因产物克隆到踟RV酶切
位点上，根据紫外分光光度计和凝胶电泳检测计算

DNA水平，将标准品DNA水平分别调整为每2皿
DNA中含107、106、105、1Q4、103、102和lo拷贝等7组。
1．2。3 RT二PCR引物同上设计，由德国柏林1rIB

MOLBIOL公司合成。总反应体系25斗L，含1斗L模

板产物cDNA、1．25 uTaq聚合酶、0．1 mmoL／L

dNTP、2．5斗L10×PcR缓冲液、1．5 rrⅡnoL／L MgCl2、

O．5“moL／L的上下游引物和超纯水。反应在PCR

扩增仪中进行。反应分别设阳性对照、阴性对照及

样品组。反应条件：94℃l min(首次5 min)，60℃

l min，72℃1 min(末次6 min)，共40个循环，最后

保存于4℃中。PCR产物于体积分数2．5％琼脂糖

凝胶中进行电泳和分析结果。

1．2．4 RT—PCR产物特异性分析

(1)限制性内切酶消化Hinf I限制性内切酶

浓度为4—12 u／灿L。酶切反应体系：PCR产物20

斗L，超纯水14斗L，10×酶切缓冲液4斗L，HinfI酶2

斗L，总体积40¨L，37℃温育3 h。酶切完毕后于体

积分数2．5％琼脂糖凝胶中电泳观察结果。

(2)PcR产物直接序列分析20灿PCR产物

置人体积分数2．5％琼脂糖凝胶中电泳，分离得到

只表达第3外显子缺失的转录本条带，置入干净的

离心管中，并加入20“L超纯水浸泡，4℃冰箱过

夜，次日取1止进行2次PCR，反应体系及条件均

同前，产物送上海英骏生物技术公司测序。

1．2．5定量PcR按方法¨t4 o进行，每一标本分别

进行岛M和BcuJB检测。总反应体积为25汕，
应用AmpliTaq G0ld试剂盒，包括dA佃、dClP和
dGl’P各O．1 mmoL／L，duTP 0．2 mmoL／L，O．75 u

AmpliTaq Gold聚合酶，O．25 u尿嘧啶糖基酶

(uNG)，1×PcR缓冲液，4．5 mm(肜L MgCl2，以及

O．5斗moL／L上游和下游引物，0．1肛moL／L的6FAM．

TAMRA探针和2斗L cDNA或标准品。在50℃、2

min，95℃、5 min变性后，共进行45循环扩增，每一

循环包括95℃、15 s和64℃、l min。反应在荧光实

时定量PcR仪中进行。反应分别设标准组2组、阳

性对照、阴性对照及样品组。

表1应用于实时定量PCR的引物和探针序列
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1．2．6 统计学处理各组样本中B乳，，B含量以

(互±s)表示，统计学检验用两两独立样本￡检验。

2 结果

本实验所设计的B眦，』日基因上游引物位于基

因的624 bp处(位于第2外显子)，而下游引物位于

BCLJ佃}基因序列的1 029 bp处(位于第4外显

子)，根据B仳J』占的cDNA序列，做扩增的片段应
为406 bp，但是所扩增PcR产物经琼脂糖凝胶电泳

分析发现全部12例样本均存在1条200 bp左右电

泳带，经序列分析发现为缺失第3外显子的B观，，B

基因转录本，PCR产物为193 bp(图1—3)。而仅有

3例病人样本的PcR产物可发现除了193 bp电泳

带之外，还出现406 bp的与预期结果一致的PCR产

物，由于受小片段193 bp PCR产物的竞争性扩增影

响，该产物扩增效应较差，同时在406 bp附近还存

在一380 bp大小的产物(未明确)(图4)。经过限

制性内切酶Hinf I酶(酶切位点为：G“ANTC，位于第

3外显子，基因的852 bp处)消化后，406 bp产物可

被切为229 bp和177 bp两个片段(图5)，而193 bp

和380 bp大小的产物无明显变化。

Jurkat细胞株和Molt-4细胞株PCR产物经琼脂

糖凝胶电泳分析均同时出现193 bp和406 bp电泳

带，并且在406 bp附近也存在一380 bp大小的产物，

未明确。

A：野生型转录本；B：第3外显子缺失转录本。前头为所设计引

物所在位置，上游引物位于第2外显子，下游引物位于第4外显子，

所扩增的PcR产物在野生型转录本为406 bp，在第3外显子缺失转

录本为193 bp

图1 BCL，，B基因两种转录本示意图

全部产物均为193 bp，M：DNA分子质量标准，1—9：T—ALL／淋

巴瘤样本(第3外显子缺少转录本)

图2 PcR产物琼脂糖凝胶电泳分析结果

图3第3外显子缺失转录本序列分析图(部分)
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肘：DNA分子质量标准，3例T-ALL／淋巴瘤样本存在193 bp和

406 bp产物(1～3：PlO～P12)

图4两种转录本PcR产物琼脂糖凝胶电泳分析结果

1：酶切前PCR产物；2：酶切产物；肘：DNA分子质量标准

图5 PcR产物限制性内切酶消化电泳图

根据所检测样本中的伤M拷贝数，计算100 000

个皮M拷贝中所含B乳JJB拷贝数。计算公式为：
儿=100 000×曰观J佃佃2M【5 J。12例T．ALL／淋巴瘤

患者日血JJB基因的表达水平为(140．28±205．29)

拷贝／105』8：肘拷贝，其中3例出现两种B但JJB转

录本的样本(347．47±347．08拷贝／105届：M拷贝)

和其余9例仅含一种第3外显子缺失转录本的样本

(71．2l±79．78拷贝／105皮M拷贝)，经比较无统计

学差异(P=0．301)每

3 讨论

日伽JB基因定位于14号染色体长臂14q32．31
位点，全长7 816 bp，含4个外显子。其编码一种锌

指蛋白，表达于T细胞、胸腺细胞和脑组织中。

BCuJ曰缺失动物胸腺中C町cDf双阴性细胞发育

受阻，不能发生TcR Vp2Dp基因重排，细胞表面也

缺乏pre—TcR复合物¨’5]。故曰现JJB是胸腺细胞
发育和T细胞分化和存活所必需的基因之一，同

时，在保持T细胞动态平衡中也非常重要∞J。不同

时期的T细胞中B现JJB的表达水平有所不同，T

细胞活化时其表达水平发生变化，在一些T细胞肿

瘤中呈超表达状态【『7|。本实验室前期研究也提示

BCUJ曰基因与T—ALL有一定的关系，曰乳JJB基因

缺失可影响T细胞分化和存活，而B∞7J，B过度表

达可能与T细胞异常增殖有关∞J。

本研究利用普通和实时定量PCR对B现JJB

基因在T—ALL／淋巴瘤中的表达特点进行定性和

定量分析。经RT—PCR产物特异性分析，发现3例

T—ALL／淋巴瘤患者同时出现两种日现JJ曰转录本

(野生型和第3外显子缺失)，其余9例均只表达第

3外显子缺失的转录本，但目前未发现只表达含第3

外显子的转录本。因此，从以上12例T—ALL／淋巴

瘤患者均表达第3外显子缺失的转录本，提示

B阻JJB基因中出现了第3外显子选择的mRNA变

位剪接。研究发现有70％～80％的选择性剪接改

变了蛋白的功能喁q]，而且不同的剪接体常参与多

种信号传导、转录因子的表达、个体分化发育和细胞

凋亡、兴奋、收缩等关键的生理过程，因此选择性剪

接与胚胎发育、人类许多系统的疾病、肿瘤等密切相

关。目前，B观J『JB基因被认为是一种肿瘤抑制基

因，其基因片段缺失可使该基因失活、转录异常，使

基因的正常生物学功能丧失从而导致肿瘤发生。如

有研究显示l例inv(14)(q11．2 q32．31)的T—

ALL，B伽JB基因在第3外显子中的断裂引起了
B现JJ日与TcR8基因的D3区发生融合，产生了融

合基因产物，而失去了野生型BC￡，7曰的表达⋯。

而第3外显子缺失的选择性剪接是否改变了蛋白的

功能，是否使曰观JJB基因的正常生物学功能丧失

从而导致肿瘤发生尚需进一步深入研究。

虽然3例样本同时表达两种转录本，但在表达

量上与仅表达一种转录本的样本无明显统计学差

别。可能两种转录本中起主要作用的是所有样本中

均有表达的第三外显子缺失的转录本。本研究中还

发现在406 bp残基PcR产物电泳带附近还存在一

380 bp大小的产物，经提高退火温度(64℃，68℃)

再次PcR或HinfI酶酶切均未能使其消失，当提高

退火温度至70℃时，406 bp和380 bp残基PCR产

物同时消失。目前认为380 bp与406 bp残基PCR

产物具有相关性，但380 bp残基PCR产物未能被
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Hinf I酶切消化，其序列中可能存在HinfI酶切位点

的缺失或突变，是否为非特异性产物尚待进一步研

究证实。

本研究初步分析了BCUJB基因在T—Au／淋

巴瘤中有两种转录本的表达特点，同时用实时定量

PCR检测方法对表达B倪j朋}基因不同转录本的样

本进行定量分析，结果表明两种转录本同时出现可

能不会对其表达量有显著的影响。
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