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成人急性髓性白血病 SOCS-1 基因及其甲基化的研究

庄 衍 程毅敏 汪 雷 窦红菊 朱 琦 胡钧培△

（上海交通大学医学院附属第九人民医院 血液科 上海 200011）

摘要 目的：通过检测成人急性髓性白血病中 SOCS-1 基因表达水平及其甲基化水平，研究其在白血病发病中的作用。方法：运用

甲基化特异性 PCR（Methylation specific PCR，MSP）方法，对 24 例急性髓性白血病患者和 4 株白血病细胞株（Jurkat、Raji、U 937、
NALM 17），进行 SOCS-1 基因甲基化水平的研究；同时运用 Real-time PCR 法定量分析 SOCS-1 基因表达水平。以 10 例健康人

为正常对照组。结果：24 例成人急性髓性白血病患者中，15 例有 SOCS-1 基因甲基化（62.5%），而正常对照组无 SOCS-1 基因甲基

化（0％），二者有显著差异（P<0.05）；SOCS-1 基因甲基化组与无 SOCS-1 基因甲基化组相比较，其 SOCS-1 基因相对表达量明显减

少（P﹤0.05）；与患者临床病理特征相结合比较，发现 SOCS-1 基因的甲基化与患者年龄、性别和病程阶段无相关。4 株白血病细胞

株中，Jurkat 和 U 937 表现有 SOCS-1 甲基化（50％），Raji 和 NALM 17 无 SOCS-1 甲基化，前者 SOCS-1 基因表达量较后者也明

显降低（P<0.05）。结论：SOCS-1 基因在成人急性髓性白血病中甲基化水平明显增高，且 SOCS-1 基因甲基化后表达水平受到抑

制，提示 SOCS-1 基因及其甲基化在急性髓性白血病的发生发展中可能具有一定作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the role of SOCS-1 (Suppressor of Cytokine Signalling-1) in tumorigenesis of adult acute

myeloid leukemia（AML）by detecting the methylation state and expression of SOCS-1 gene. Methods: A total of 24 patients with AML,
10 healthy volunteers and 4 cell lines (Jurkat, Raji, U 937, NALM 17) were chosen. The methylation state of SOCS-1 in samples and cell
lines were detected by using methylation-specific polymerase chain reation (MSP), and the expression of SOCS-1 was detected by using
Real-time PCR. Results: The aberrant methylation of SOCS-1 was 62.5％（15/24）in primary patients with AML. In contrast, there was no
aberrant methylation of SOCS-1 gene in normal samples (P<0.05). The expression of SOCS-1 in AML patients with aberrant methylation
of SOCS-1 gene was lower than that in AML patients without aberrant methylation of SOCS-1 gene (P<0.05). There was no relation be-
tween the methylation of SOCS-1 gene and the clinicopathological data (such as sex, age and tumor stage). Conclusion: The methylation
of SOCS-1 gene in AML was higher than that in control group significantly (P<0.05), and aberrant methylation strongly correlates with
reduced expression. SOCS-1 gene may play an important role in tumorigenesis of AML.
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前言

细胞因子信号转导抑制因子 -1（SOCS-1）是上世纪 90 年

代发现的能抑制细胞因子信号转导的蛋白，它与多种疾病的发

生发展都有关系。SOCS-1 通过作用于细胞因子信号转导通路

（主要是 JAK/STAT 通路），负反馈调节细胞因子的信号转导[1,2]。
在人类肿瘤的发生发展中，基因的甲基化也是原因之一 [3]。
2001 年，Yoshikawa H 等首先报道在肝细胞性肿瘤(HCC)中发

现 SOCS-1 基因 CpG 岛被高度甲基化而失活，而将未甲基化的

SOCS-1 转染到 HCC 细胞株，可以抑制其生长并促进其凋亡[4]。

白血病作为一类造血干细胞的克隆性恶性疾病，在全国各年龄

组恶性肿瘤的死亡率中分别占第六位（男性）和第八位（女性）；

在儿童和 35 岁以下成人中占第一位。白血病的发病机理和病

因非常复杂，至今仍不完全清楚。
目前，对于 SOCS-1 基因及其甲基化水平的研究报道不

多，本文拟运用甲基化特异性 PCR（MSP）方法，对成人急性髓

性白血病（AML）进行 SOCS-1 基因甲基化水平的研究，并且通

过 Real-time PCR 定量分析法检测 AML 中 SOCS-1 基因表达，

探讨 SOCS-1 基因在 AML 发病中可能存在的作用，对今后的

治疗提供一个新的方向。

1 资料与方法

1.1 病例选择

于 2004 年 7 月～2005 年 12 月间收集 AML24 例，符合

FAB 诊断和分型标准。其中男性 13 例，女性 11 例，年龄 18-76
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岁。AML 包括初发和复发。采集标本（外周血）前二周，患者均

未进行过治疗。对照组为健康成人 10 例。所有病例排除其它肿

瘤性疾病、免疫性疾病、糖尿病和肥胖症。
1.2 细胞株

Raji（B 淋巴细胞系）、Jurkat（T 细胞系）、U937（粒细胞系）、
NALM 17（原始 B 细胞系）血液系统肿瘤细胞株来自于上海血

液学研究所，所有细胞系均在含 10%FBS 及抗生素（100U/ml
青霉素、100μg/ml 庆大霉素） 的 RMPI 1640 培养液中（Hy-
clone），在 5%的 CO2、37℃的孵箱中培养。
1.3 实验方法

1.3.1 DNA 抽提 经过肝素抗凝的外周血，经 Ficoll 液分离出

单个核细胞，采用华舜生物工程公司 DNA 抽提试剂盒，按照试

剂盒操作步骤抽提 DNA，并用分光光度仪测定 DNA 浓度。细

胞株也用上述方法抽提 DNA。
1.3.2 DNA 亚硫酸氢钠修饰 抽提后 DNA 按照 James G 等的

方法[5]，稍加改进进行亚硫酸氢钠修饰。
1.5-2μg DNA，加入 0.2M NaOH 变性处理，37℃水浴 15 分

钟；加入新鲜配制 30μl 10mM 对苯二酚，520ul 3M 亚硫酸氢钠

（PH=5.0）混匀，加入矿物油，50℃水浴 16 小时。修饰后的 DNA
用 Wizard DNA Clean-up System 试剂盒（Promega，USA）提纯，

再加入 0.3M NaOH，37℃水浴 15 分钟；在混合物中加入 1μl
10mg/ml 糖原、17μl 10M 醋酸铵及 3 倍体积无水乙醇 -20℃过

夜；乙醇洗涤后重悬，-20℃储存备用。
1.3.3 甲基化特异性 PCR 反应 （MSP） 亚硫酸氢钠修饰后的

DNA 采用 HotStarTaq誖DNA Polymerase（QIAGEN）进行甲基

化特异性 PCR 反应扩增[4]。
根据参考文献 [4] 设计引物，并由英骏生物技术有限公司

（Invitrogen Biotechnology Co. Ltd）合成。每条引物合成 5 OD。
SOCS-1 甲基化反应引物：

S（sense）：5'-TTCGCGTGTATTTTTAGGTCGGTC-3'
AS(antisense)：5'- CGACACAACTCCTACAACGACCG-3'
SOCS-1 非甲基化反应引物：

S （sense）：5'-TTATGAGTATTTGTGTGTATTTTTAG-
GTTGGTT-3'

AS （antisense），5'-CACTAACAACACAACTCCTACAA-
CAACCA-3'

PCR 反应体系：10×buffer 2.5 μl，5mM dNTP 1 μl，10μM
Primer Mixture 1 μl，4μ/μl HotStar Taq 酶 1 μl，DNA
(100ng±)，加水至总体积 25 μl。

PCR 反应程序：95℃热启动 15 分钟后，进行 40 循环（95℃
30 秒，60℃45 秒，72℃1 分钟），然后 72℃延伸 10 分钟。4℃保

存。
Jurkat、U937、Raji 和 NALM 17 抽提的 DNA 作为甲基化

或非甲基化阳性对照，其中一些细胞系的甲基化状态在其他研

究中已经证实[5]。
1.3.4 琼脂糖电泳 取 10μl PCR 反应产物直接加到 3%的琼脂

糖凝胶进行电泳，用溴乙啶标记，并在紫外仪下显影观测。
1.3.5 RNA 抽提 经过肝素抗凝的外周血，经 Ficoll 液分离出单

个核细胞，采用 QIAGEN RNA 抽提试剂盒 RNeasy Protect Mi-

ni Kit，按照试剂盒操作步骤抽提 RNA，并用分光光度仪测定

RNA 浓度。细胞株也用上述方法抽提 RNA。
1.3.6 cDNA 合成 采用 QIAGEN Sensiscript RT Kit 将 RNA 逆

转录为 cDNA。
引物：Random Primer 5'-NNN NNN-3'
PCR 反应体系：10×buffer 2μl，5mM dNTP 2μl，50ng/μl

Random Primer 1μl，逆转录酶 1ul，10μ/μl RNAse inhibitor 1μl，
RNA (40ng±)，加 RNA-free Water 至 20ul。

PCR 反应程序：37℃ 1 小时，93℃ 5 分钟，4℃保存。
1.3.7 Real-time PCR 采用 ABI PRISM 7900 sequence detection
system（Applied Biosystems，ABI）进行 PCR 反应。

根据参考文献 [6] 设计引物，并由英骏生物技术有限公司

（Invitrogen Biotechnology Co. Ltd）合成。每条引物合成 5 OD。
SOCS-1 基因引物：

S（sense）：5'-AACTGCTTTTTCGCCCTTAGC
AS(antisense)：5'-CAGCTCGAAGAGGCAGTCG
内参照物 GAPDH 引物：

S（sense）：5'-GACCACAGTCCATGCCATCAC
AS(antisense)：5'-GTCCACCACCCTGTTGCTGTA
PCR 反应体系：cDNA 0.5μl，10μM primer 0.15μl，SYBR

Green master mix 5μl（Applied Biosystems，ABI），RNA-Free wa-
ter 4.35μl，总反应体积为 10μl。

PCR 反应条件：首先 50℃ 2 分钟、95℃ 10 分钟热启动；然

后进行 40 个循环（95℃ 15 秒，60℃ 60 秒）。
数据由 ABI PRISM 7900 进行收集及分析。GAPDH 基因

作为内源性的参照，以标准化各个标本中 SOCS-1 基因相对表

达量。所有的数值以相对于 GAPDH 基因升高或减少的倍数

（Fold）表示。各个标本基因复制的数值以 cycle threshold（Ct）表

达。基因表达的数量 （⊿Ct） 以目的基因与内源性参照基因

GAPDH Ct 值的差值表示。而基因的相对表达量（⊿⊿Ct）以检

测标本与参照标本⊿Ct 的差值表示。然后目的基因的相对表达

量以 2-⊿⊿Ct 表示[6]。
1.4 统计方法

采用 t 检验 （统计软件 SPSS v11.5），P<0.05 为有差异，具

有统计学意义。

2 结果

2.1 SOCS-1 基因甲基化水平 MSP 检测结果

4 例血液系统肿瘤细胞株 Raji（B 淋巴细胞系）、Jurkat（T
细胞系）、U937（粒细胞系）、NALM17（原始 B 细胞系）中，Ju-
rkat 和 U937 表 现 为 SOCS-1 基 因 甲 基 化 阳 性 ，Raji 和

NALM17 为甲基化阴性，其甲基化率 50％。
本实验选择 2 株血液系统肿瘤细胞株作为参照物。其中

Jurkat 为阳性参照物，Raji 为阴性参照物，水为双阴性参照物。
M 表示甲基化（Methylaion），U 表示非甲基化（Unmethylation）。
其中 Marker 为 Takara（DL2000），其最前面条带为 100bp，第二

根为 250bp, 后面四条分别为 500bp、750bp、1000bp、2000bp，每

条带的量约为 50ng。根据先前设计的 SOCS-1 基因甲基化引物

进行 PCR 扩增的产物，琼脂糖电泳条带出现于 160bp 位置；而
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根据 SOCS-1 基因非甲基化引物进行 PCR 扩增的产物，琼脂糖

电泳条带出现于 175bp 位置。Jurkat 细胞株于 M 电泳带出现

160bp 位置的条带，而 U 电泳带无条带出现，说明为甲基化阳

性细胞株；Raji 细胞株于 U 电泳带出现 175bp 位置的条带，而

M 电泳带无条带出现，说明为甲基化阴性细胞株；水作为双阴

性对照，M 和 U 电泳带均无条带出现。(见图 1)

在 24 例 AML 患者中，15 例存在 SOCS-1 基因 CpG 岛的

异常甲基化（62.5％），其中 5 例为部分甲基化（20.8％），10 例

完全甲基化（41.7％）。正常对照组均无 SOCS-1 基因的甲基化

表现。二者有明显统计学差异（P<0.05）。部分 AML 患者琼脂糖

电泳结果见图 2。

其中第 1、4、20 例 AML 患者表现为 SOCS-1 基因完全甲

基化，M 电泳带出现 160bp 位置的条带，而 U 电泳带无条带出

现；第 7、15 例 AML 患者为 SOCS-1 基因部分甲基化，M 电泳

带出现 160bp 位置的条带，U 电泳带也出现 175bp 位置的条

带；第 21 例 AML 患者表现为 SOCS-1 基因非甲基化，U 电泳

带出现 175bp 位置的条带，而 M 电泳带无条带出现。
2.2 SOCS-1 基因水平 Real-time PCR 检测结果

24 例 AML 患者组的 SOCS-1 基因表达量明显低于正常

对照组 （P<0.01），有显著差异；4 例血液系统肿瘤细胞株的

SOCS-1 基因表达量也显著低于正常对照组（P<0.01），同样有

显著差异 (见图 3)。AML 组的 SOCS-1 基因表达量 (43.99±
29.50)明显低于正常对照组(203.48±109.68)（P<0.01）；4 例血

液系统肿瘤细胞株的 SOCS-1 基因 Real-time PCR 检测中，显

示 SOCS-1 基因表达量 (4.49±4.60) 也显著低于正常对照组

(203.48±109.68)（P<0.01），均有显著差异。

其中细胞株 Jurkat 和 U937 表现为 SOCS-1 基因甲基化阳

性，Raji 和 NALM 17 表现为 SOCS-1 基因 甲基化阴性，前者

SOCS-1 基因表达水平(2.47±0.90)也低于后者(12.61)(P<0.05)。
24 例 AML 患者中 SOCS-1 基因甲基化组的 SOCS-1 基因表达

水平低于非甲基化组(P<0.01)，有统计学差异（见图 4）。SOCS-1
基因甲基化组的 SOCS-1 基因表达水平(29.42±17.45)低于非

甲基化组(57.19±34.70) (P<0.01)，有统计学差异。

2.3 AML 患者临床特征

在 24 例 AML 患者中，15 例有 SOCS-1 基因甲基化，9 例

无 SOCS-1 基因甲基化。甲基化组男性 9 例，女性 6 例；非甲基

化组男性 5 例，女性 4 例；二组性别比较无统计学差异（P>0.
05）。甲基化组年龄（70.89±7.48），非甲基化组年龄（64.06±
9.18），二组年龄比无统计学差异（P>0.05）。甲基化组初发 11
例，复发 4 例；非甲基化组初发 7 例，复发 2 例；同样无统计学

差异（P>0.05）。

3 讨论

白血病是一类造血干细胞的克隆性恶性疾病，其发病机理

图 1 血液系统肿瘤细胞株(参照物)SOCS-1 基因甲基化电泳结果

Fig.1 The electrophoresis results of methylation of SOCS-1 gene of cell

line in hematology malignance

图 2 部分 AML 患者 SOCS-1 基因甲基化电泳结果

Fig.2 The electrophoresis results of methylation of SOCS-1 Gene in AML

patients

图 3 细胞株、AML 和对照组的 SOCS-1 基因表达量

Fig.3 The express of SOCS-1 gene in cell line, AML and control group

图 4 AML 中甲基化组和非甲基化组 SOCS-1 基因表达量

Fig.4 The express of SOCS-1 gene of methylation group and

non-methylation group in AML patients
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和病因非常复杂，目前尚不完全清楚。未经治疗的急性白血病

患者平均生存期仅 3 个月。目前随着科学技术和医疗水平的不

断发展，成人白血病的完全缓解率、5 年生存率都得到明显提

高，甚至达到痊愈，但是其治愈率仍低于 1/3，同时存在复发和

治疗无明显疗效等情况。大部分患者仍然死于白血病及其引起

的并发症[7]。细胞因子信号转导抑制因子 -1（SOCS-1）是上世纪

90 年代发现的能抑制细胞因子信号转导的蛋白，它与多种疾

病 的 发 生 发 展 都 有 关 系。人 SOCS-1 基 因 位 于 染 色 体 的

16p13.3，表达产物为 221 个氨基酸的蛋白质。SOCS-1 通过作

用于细胞因子信号转导通路（主要是 JAK/STAT 通路），负反馈

调节细胞因子的信号转导[8]。SOCS 基因家族主要通过 3 种机

制发挥作用，一是直接结合活化的 JAK 激酶而抑制其催化活

性；二是直接结合到磷酸化的受体上，与信号分子竞争受体结

合位点；三是通过 SOCS 盒与 Elongin B、C 复合物结合，破坏

SOCS 蛋白，终止其抑制作用。在 SOCS-1 的 N- 末端，有一个作

用类似于假性物质的激酶抑制区（KIR），能抑制 JAK 酪氨酸激

酶的活性。SOCS－1 通过其 SH2 结构域与 JAK 活化环直接结

合，SOCS-1 的 KIR 与 JAK 的催化单位结合，从而抑制其催化

活性[9]。多种细胞因子如 IL-2、IL-4、IL-6、IL-13、IFN、TNF 等均

可诱导 SOCS-1 表达，而 SOCS-1 能抑制多种 JAK 激活的信号

通路，从而负调控细胞因子的表达 [10,11]。如白血病抑制因子

（LIF）、IL-6 激活的 STAT3 通路、干扰素（IFN）和 IL-6 激活的

STAT1 通路、EPO 激活的 STAT5 通路、IL-2 激活的 c-fos 通路

等，都能被 SOCS-1 所抑制[12]。
DNA 甲基化是在甲基转移酶介导下将胞嘧啶（C）加上一

个甲基变为 5- 甲基胞嘧啶(5-mC)的一种反应，这种反应常发

生在抑癌基因的启动子区, 也可以廷伸到基因的外显子区[13]。
许多研究表明基因启动子区 CpG 岛异常甲基化可以抑制相应

基因的表达，而且与肿瘤发生密切相关[14,15]。SOCS-1 甲基化后，

由于 CpG 岛高度甲基化导致其转录功能的失活，基因不能表

达，使 SOCS-1 丧失 JAK/STAT 通路的抑制作用，转导信号的

不断增强，从而支持肿瘤细胞的生存和不断增殖。2001 年，

Yoshikawa H 等 首 先 报 道 在 肝 细 胞 性 肿 瘤 (HCC) 中 发 现

SOCS-1 基因被高度甲基化而失活，而将未甲基化的 SOCS-1
转染到 HCC 细胞株，可以抑制其生长并促进其凋亡[4]。随后，在

胃肠道肿瘤[16]、胰腺肿瘤[17]、多发性骨髓瘤[18]等疾病都相继有

SOCS-1 基因被高度甲基化的研究报道。目前正在进行以全基

因组为范围的发现新致病基因的策略，因此，对白血病发展过

程中的基因改变的研究可能有助于阐明白血病的病因及发病

机理。
本研究结果显示，在 AML 中 SOCS-1 基因存在高度甲基

化（62.5％），明显高于正常对照组（0%）,有统计学差异（P<0.
05）；而与患者的年龄、性别、疾病分期无关（P>0.05）。同时，在

AML 患者中 SOCS-1 基因表达量明显低于正常对照组（P<0.
01）；其中甲基化组的 SOCS-1 基因表达量同样低于非甲基化

组 （P<0.05）。4 株血液系统肿瘤细胞株（Raji、Jurkat、U937、
NALM 17）的实验结果也与急性白血病结果基本一致，SOCS-1
基因表达量明显低于正常对照组 （P<0.01）；其中 Jurkat 和

U937 表现为 SOCS-1 基因甲基化，Raji 和 NALM 17 表现为非

甲基化，前者 SOCS-1 基因表达量明显低于后者。以上结果可

以说明，SOCS-1 基因在 AML 的病因及发病机理中可能具有

一定作用，SOCS-1 基因甲基化后可以引起基因表达减少。因

此，今后对 SOCS-1 基因做进一步研究是有意义的，随着对其

及甲基化研究的深入，可能会找到一个新的治疗白血病甚或肿

瘤的靶点。
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