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摘要目的：通过对慢性粒细胞白血病（chronic myeloid leukemia，CML）患者骨髓细胞中错配修复基因（mismatch repair，MMR）
hMSH2的表达水平及其调控机制的分析，探讨 hMSH2与慢性粒细胞白血病疾病进展的联系。方法：用实时定量 PCR方法检测
10例对照，27例 CML患者（包括慢性期 9例，进展期 8例，急变期 10例）骨髓中 4个 MMR基因 (hMSH2、hMSH6、hMLHl、
hPMS2)mRNA的表达；用 MSP方法检测 MMR基因启动子区甲基化水平；用 Western blot方法观察 MMR蛋白水平在各组之间

的差异。结果：与正常对照比较，CML患者的 hMSH2的表达明显降低 (P <0.05)，其表达随疾病恶化而下降，依次为急变期＜加速

期＜慢性期，而 hMLHl、hPMS2、hMSH6的表达却未见异常；27例 CML患者中出现 3例 hMSH2启动子区高甲基化。结论：CML

患者的 hMSH2表达水平比正常人显著降低，且随着疾病恶化其表达水平逐下降，提示 hMSH2可能与 CML疾病进展相关。
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Study on the Relationship of Mismatch Repair Gene hMSH2 and Chronic
Myeloid Leukemia*

To investigate the expression and regulation mechanism of mismatch repair (MMR) gene hMSh2 of bone

marrow in chronic myeloid leukemia (CML), and study the relationship of mismatch repair gene hMSH2 and chronic myeloid leukemia

progression. Expression of MMR genes hMSH2, hMSH6, hMLHl and hPMS2 mRNAs in 27 CML patients (including chronic

phase 9, accelerated phase 8 and blast crisis 10 cases) and the normal control group (10 cases) were detected by quantitative polymerase

chain reaction (Q-PCR); methyl-specific PCR (MSP) was used to analyze methylation status of hMLH1 and hMSH2 promoters in CML;

the expression of hMSH2 protein was detected by Western blot. The expression of hMSH2 was significantly lower in CML than
in normal control (P <0.05), and decreased gradually with the deterioration of disease(blast crisis<accelerated phase<chronic phase), but

there was no statistical significance in the expression of hMSH6, hMLHl and hPMS2 between CML and the control groups. In addition,

hMSH2 promoter hypermethylation existed in 3 of 27 CML patients. Expression of hMSH2 was significantly lower in CML

than in the control group and showed a gradual decline according to CML progress, which indicated that hMSH2 might be correlated

with CML progress.
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前言

慢性粒细胞白血病（chronic myeloid leukemia，CML）急变

期的治疗一直是临床上的一大难点，研究显示，有将近 1/3 的

CML患者由于耐药等原因而导致急性变，并最终治疗失败[1，2]，

其机制迄今未清楚。而当 CML患者从慢性期进展到急变期时，
CML急变期患者细胞中可以观察到明显的微卫星不稳定（mi-

crosatellite instability，MSI）现象，同时伴随更多的染色体畸形
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[3]。此外，CML急性变过程中诸多原癌基因，转录因子以及相关

信号通路分子的基因突变也频繁发生[4-6]。由于微卫星不稳定是

错配修复（mismatch repair, MMR) 功能缺陷的重要信号，而
MMR是维护细胞内基因组稳定性的一种重要机制，其功能缺

陷将导致细胞未能精确修复 DNA复制过程中产生的错配，导

致遗传物质的完整性和稳定性受损，进而引起遗传物质发生突

变。因此，在 CML急性变的过程中，MMR可能扮演一种重要

的角色，然而，其机制尚未完全清楚。

在本研究中，我们将对 CML各期患者骨髓中的 MMR基
因表达水平进行研究，并观察其可能的调控机制，进而探讨

MMR系统与 CML疾病进展的关系。

1 材料与方法

1.1 研究对象
CML患者 27例，男 15例，女 12 例，年龄 16-67 岁，其中

慢性期 9例，加速期 8例，急变期 10例，均经临床、细胞形态学

及细胞遗传学确诊；所有患者的 Ph染色体阳性。正常对照 10

名，男 7名，女 3名，年龄 21-62岁，骨髓象均正常。

1.2 主要试剂
AMV逆转录试剂盒、实时定量 PCR SYBR Green试剂盒

为大连宝生物公司产品；hMSH2 兔抗人抗体由 Santa Cruz 公

司处购得。DNA/RNA/ 蛋白提取试剂盒为 Omega 产品，EZ

DNA methylation-Gold TM kit来自 ZYMO RESEACORP。
1.3 DNA/RNA/蛋白提取

使用 Omega试剂盒同时提取骨髓细胞中总 DNA、RNA与

总蛋白，具体步骤按 Omega操作手册。
1.4 荧光定量 RT-PCR

检测 4个 MMR 基因 (hMSH2、hMSH6 、hMLH1、hPMS2)

mRNA的表达。提取细胞总 RNA后，取 l 滋g RNA用逆转录试

剂盒合成 cDNA，然后进行荧光定量 PCR检测。4个 MMR基

因(hMSH2、hMSH6、hMLH1、hPMS2) 及内参照 茁-actin 引物根

据基因文库公布的序列，利用计算机软件 primier5.0设计 (引
物序列见表 1)。荧光定量 PCR仪为 CFX96TM(Bio-Rad，美国)。
SYBR Green实时定量 PCR实验数据应用 2-△△Ct进行处理，计

算各样本平均 Ct值、△ Ct和△△ Ct值，计算 2-△△Ct，其数值用

于表示实验组相对于对照组的基因表达量。

表 2 MSP引物

Table 2 Primer sequences for MSP

Name Primer sequences Tm(℃ ) Product(bp)

The first of the primers

hMLH1

hMSH2

F:GTATTTTTGTTTTTATTGGTTGGA

R:TTCCTTCAACTATAACTTACRCC

F:GTAGTTTTGGAAGTTGATTGGGT

53

58

252

322

R:CCCCCTAAATCTTAAACACCTC

the second of the primers

hMLH1-um

hMLH1-m

hMSH2-um

hMSH2-m

F:AGAGTGGATAGTGATTTTTAATGT

R:ACTCTATAAATTACTAAATCTCTTCA

F:GATAGCGATTTTTAACGC

R:TCTATAAATTACTAAATCTCTTCG

F:GGTTGTTGTGGTTGGATGTTGTTT

R:CAACTACAACATCTCCTTCAACTACACCA

F:TCGTGGTCGGACGTCGTTC

R:CAACGTCTCCTTCGACTACACCG

60

60

65

65

100

92

137

132

表 1实时定量 PCR引物

Table1 Primer sequences for Q-PCR

Name Primer sequences

hMLH1 Sense:5-TGTTCTCAGGTTATCGGAGC-3

Antisense:5-CATCAATTTCCAAAGAGAAATAGTCT-3

hMSH2 Sense:5-AATGACTTGGAAAAGAAGATGC-3

Antisense:5-TTAAAGAAGTCAATTTGCTGTTG-3

hMSH6 Sense:5-AACAAGGGGCTGGGTTAG-3

Antisense:5-CGTTGCATTGCTCTCAGTATTTC-3

hPMS2 Sense:5-GAGTCAAGCAGATGTTTGCCTC-3

Antisense:5-TGTGTCTCATGGTTGGCCTT-3

β -actin Sense:5-ACACTGTGCCCATCTACGAGG-3

Antisense:5-AGGGGCCGGACTCGTCATACT-3

注：um，m分别代表非甲基化和甲基化。

Note: um and m represent unmethylated and methylated respectively.
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表 3 hMSH2在 CML和对照组中的表达差异

Table 3 Different expression of hMSH2 between CML and control groups

Groups Cases X± S

Control

CML

10

27

1.1310± 0.32614

0.5671± 0.24808*

CP 9 0.6689± 0.15902

AP 8 0.5725± 0.28207

BC 10 0.4711± 0.26982

*注：CP，BP，BC，分别代表慢性期、加速期和急变期。与正常对照组比

较，*P<0.05。

*Note: CP, BP, BC represent the chronic phase, accelerated phase and

blast crisis respectively.*P<0.05, compared with control group.

1.5 Western blot

使用 Omega试剂盒提取各组样本蛋白，进行蛋白定量确

定蛋白浓度并相应调整上样量为 20 滋g。经聚丙烯酰胺凝胶电

泳后转膜至 NC 膜上，5 %脱脂牛奶封闭 2 h，根据预染蛋白
Marker及靶蛋白分子量，剪下相应蛋白条带，分别与兔抗人
hMSH2抗体（1:500稀释）、兔抗人 茁-actin抗体（1:500稀释）于

摇床上 4℃孵育过夜，随后与标记有辣根过氧化物酶的羊抗兔

二抗孵育 2 h，最终 ECL法暗室曝光显带，其中 茁-actin蛋白为

内参。

1.6 甲基化特异性 PCR（MSP）

提取后的样本 DNA 以 DNA EZ DNA methylation-Gold
TM kit按说明书进行基因组亚硫酸盐修饰。修饰后 DNA先经

过巢式 PCR第一对引物扩增靶基因启动子区，然后再通过特

异性 U和 M引物进行 PCR，产物经 2 %琼脂糖电泳分析结果
（MSP引物见表 2）。
1.7 统计学分析

数据以均数± 标准差( X± S)表示，多个实验组与对照组均

数间的两两比较采用方差分析，两组均数之间比较采用 t检

验。检验水准 琢=0.05，P<0.05有统计学意义。应用 SPSS 19.0统
计学软件进行统计分析。

2 结果

2.1 CML患者中 hMSH2 mRNA表达水平下降

我们采用 SYBR Green荧光定量 PCR方法分析了 10例对

照和 27例 CML患者骨髓中 hMSH2表达，以 茁-actin为内参。
27例 CML分别为慢性期 9例，加速期 8例，急变期 10例。
SYBR Green实时定量 PCR实验数据应用 2-△△Ct进行处理，其

数值用于表示实验样本相对于对照样本的基因表达相对量。我

们的结果显示：1）与正常对照比较，CML 患者骨髓 hMSH2

mRNA 表达明显降低 (P< 0.05) ，CML 各期与对照相比，
hMSH2 mRNA表达均明显降低且有显著性差异 (P< 0.05)（见

图 1，表 3）。2）CML各期之间未见显著性表达差异(P＞ 0.05)，
然而随着病情的恶化，而显现出逐渐降低的趋势，从高到底依

次是：对照组＞慢性期＞加速期＞急变期（见图 2）。

图 1 hMSH2在 CML和对照组中的表达差异

Fig.1 Expression of hMSH2 in CML and control groups

注：c为对照，t为 CML。

Note: c:control group; t:CML group.

2.2 部分 CML患者中 hMSH2启动子区显示高甲基化

为了了解上述MMR基因的表达异常是否受 DNA甲基化

水平影响，我们使用 MSP方法进一步分析各 MMR基因启动

子区甲基化状态。由于经亚硫酸盐修饰后 DNA样品甲基化检

出率下降，故此，我们首先应用巢式 PCR扩增靶基因启动子
区，然后再通过特异性 U和M引物进行 MSP。我们分析了 27

例 CML中 hMLH1和 hMSH2 启动子区甲基化状态，结果显

示，27例 CML 患者中 3例出现 hMSH2 启动子区高甲基化，
CP、AP、BC各 1例，图 4显示了其中 2例。而在 27例 CML患

者中并未观测到 hMLH1基因启动子区异常甲基化（结果见图
3，图 4）。
2.3 CML中 hMSH2蛋白表达下降

随后我们应用Western blot检测了相应样品的 hMSH2的

蛋白水平，结果用 Image J 2x软件分析，统计数据以目的蛋白

条带灰度与 茁-actin蛋白条带灰度的比值表示。在 27例 CML

患者中 12例出现 hMSH2蛋白表达下降，与 hMSH2 mRNA结

果相符合，另外 15例未见明显下降（见图 5，6）。

3 讨论

遗传物质持续、稳定的传递依赖于把突变概率维持在低水

图 2 CML中 hMSH2的 mRNA表达水平

Fig.2 Expression of hMSH2 mRNA in CML

注：CP，BP，BC分别代表慢性期、加速期和急变期。与正常对照组比

较，*P<0.05。

Note: CP, BP, BC represent the chronic phase,accelerated phase and blast

crisis respectively. *P<0.05, compared with normal control group．
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平上，机体的多种生物机制共同维护基因组的稳定性。错配修

复是保持遗传物质的完整性和稳定性，避免遗传物质发生突变

的一种重要机制。大量的体内外实验证实：在 CML急性变过程

中，常有微卫星不稳定现象的存在，同时诸多原癌基因，转录因

子以及相关信号通路分子的基因突变也经常发生。这种错综复

杂的突变基因分布进一步加深了 CML研究的复杂性[7]。基因

组不稳定可能是 CML中酪氨酸激酶抑制剂耐药以及恶性进展

的原因之一，广泛的 DNA损伤并伴有低效或容易出错的 DNA

修复机制可能在白血病祖细胞中产生大量基因突变和染色体

畸变，引起耐药最终导致急性变[8]。

本研究中，我们首先利用定量 PCR分析 27例 CML患者
骨髓中 4个错配修复基因 hMSH2、hMSH6、hMLHl、hPMS2 的

表达，其中慢性期 9例，加速期 8例，急变期 10例，以 10例骨

髓象正常人为对照。我们的结果显示，CML 患者骨髓中
hMSH2 表达显著降低，而其他 3 个错配修复基因 hMSH6 、
hMLHl、hPMS2表达未见异常（数据未显示）。有文章报道，
CML患者骨髓 MNC 及 K562细胞的 hMSH2、hMSH3、hMLHl

mRNA 表达明显降低 [9]。我们的结果与之有所差异，除了

hMSH2表达下降与其相符外，其他基因表达正常或轻度增高，

但未见显著差异。我们推测这可能是检测方法不同所造成的，

我们使用的是荧光定量 PCR 方法，以前研究多采用半定量
PCR方法，定量 PCR法灵敏度更高，也是现在分析 mRNA 表

达的常规检测方法。值得注意的是，虽然 hMSH2在 CML中显

著下降，然而慢性期、进展期和急变期之间未见明显差异，但依

然显现出一定的趋势：急变期＜进展期＜慢性期。由于 MMR

的功能多样，其在细胞中的作用也日益复杂。它不但修复 DNA

复制过程中产生的错配，而且也参与细胞的凋亡与耐药[10，11]。通

过 hMSH2直接与信号激酶如 ATR，CHK1 和 CHK2 的结合，

或者 PMS2 与 P73结合组成复合物，MMR 可识别 DNA 损伤

并引发细胞生长停滞和凋亡，而 MSH2-MSH6 依赖性激活的
P53也可以对 MMR依赖性的凋亡途径进行调控[12-14]。很有可

能，在 CML患者细胞中，由于 hMSH2表达下降，从而导致
MMR功能缺陷。这种 MMR缺陷可能使 DNA重组的有效性

和忠实性受到极大影响，或者导致同源重组频率增加，基因交

换的片断更大，同时影响细胞周期和凋亡的调控，增加了疾病

恶化的风险[15，16]。为了进一步确定 hMSH2在 CML中的表达变

化，我们还使用免疫印迹方法分析了相应样品中 hMSH2蛋白
的表达水平。结果显示，27例 CML患者中 12例出现 hMSH2

蛋白表达下降，与 hMSH2 mRNA结果相符合，另外 15例未见

明显下降。表明 hMSH2表达下降可能是 CML发生发展的因

素之一，且随着 CML病情恶化，其表达也逐步降低。

研究证实，异常的 DNA甲基化水平与 CML患者的疾病
进程、耐药现象以及生存时间相关，慢性期患者人均 4.5 个基

因被甲基化，而加速期、急变期人均被甲基化基因分别为 6.2

和 6.6个[17，18]。Mizuno S很早就指出，与 CML慢性期相比，急变

期患者白血病细胞内 DNA甲基转移酶（DNA methyltransferas-
es，dnmts）dnmt1、dnmt3a以及 dnmt3b表达水平分别增长 3.2、
4.5和 3.4倍[19]。MMR基因的表达受多种机制调控，其中启动
子区高甲基化是一种重要调控因素[20]。近来研究者证实，使用

甲基化试剂处理细胞会引起 P53磷酸化并诱导凋亡，这个过程
依赖于 hMutS琢和 hMutL琢的功能性存在 [21]。由于 hMLH1和
hMSH2蛋白分别是 hMutL琢和 hMutS琢的重要的组成部分，因

图 3 hMLH1-MSP电泳图

Fig.3 Electrophoretogram of methylation analysis of hMLH1 promoter

sequences by MSP

注：Bu：非甲基化阴性对照；Bm：甲基化阴性对照；U：未甲基化产物；

m：甲基化产物；c2、c10：对照组；t20：BC组；t17：AP组。

Note: Bu: unmethylated negative control; Bm: methylated negative

control; U: unmethylated product; m: methylated product; c2, c10: control

group; t20: BC group; t17: AP group.

图 4 hMSH2-MSP电泳图

Fig.4 Electrophoretogram of methylation analysis of hMSH2 promoter

sequences by MSP

注：Bu：非甲基化阴性对照；Bm：甲基化阴性对照；U：未甲基化产物；

m：甲基化产物；c2、c10：对照组；t20：BC组；t17：AP组。

Note: Bu: unmethylated negative control; Bm: methylated negative

control; U: unmethylated product; m: methylated product; c2, c10: control

group; t20: BC group; t17: AP group.

图 5 Western blot检测 CML中 hMSH2蛋白表达水平

Fig.5 Protein level of hMSH2 in CML by Western blot

注：c2, c10：对照组；t35：BC组；t17:AP组；t53:CP组。

Note: c2, c10: control group; t35: BC group; t17: AP group; t53: CP group.

图 6 CP、AP、BC和对照组中的 hMSH2蛋白表达水平

Fig.6 Protein level of hMSH2 in CP, AP, BC and control groups

注：与正常对照组比较，*P<0.05。

Note: *P<0.05, compared with normal control group.
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此，我们使用 MSP方法分析了 hMLH1和 hMSH2启动子区甲

基化状态。结果显示，3例 CML样品中出现 hMSH2启动子区
高甲基化，而 hMLH1启动子区未见甲基化模式改变。我们的

结果表明，启动子区高甲基化可能是导致 CML中 hMSH2表
达下降的机制之一，但不排除还存在其他调控手段。

总之，错配修复是维持基因组稳定性的重要机制，其功能

缺陷可能导致细胞突变频率的增加，并进而导致细胞死亡或恶

变。我们的结果表明，hMSH2在 CML患者骨髓中表达显著下

降，且随着疾病的恶化，其表达水平呈现逐渐下降的趋势。我们

的研究还存在一些不足，样本例数较少，尤其是缺乏同一个患

者不同疾病阶段的样本。hMSH2与 CML各期的相关性，还需

要进一步的证实。
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