
死亡相关蛋白激酶（DAPK）基因是Adikimchi于

1995年在基因组中扫描启动细胞凋亡的基因和抑癌基

因时发现的，是一种钙调蛋白调节的丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶，在凋亡途径中起重要作用［1-2］。研究发现在大部

分恶性肿瘤中，如头颈部肿瘤、乳腺癌、非小细胞肺癌、

胃癌等［3-6］，DAPK基因表达水平低或不表达可能与其启

动子区CpG岛甲基化有关，从而导致肿瘤发生发展。

目前国内外关于急性白血病患者DAPK基因甲基化相

关研究较少，而且研究结果各家报道不一［7-11］，甲基化阳

性率结果相差较大。为研究DAPK基因与急性白血病

的关系，我们采用MSP和RT-PCR方法检测DAPK基因

在急性白血病患者中的甲基化状态及其mRNA的表

达，研究DAPK基因甲基化及基因表达的临床意义，为

白血病基因靶向治疗提供证据。

1 资料和方法

1.1 一般资料

骨髓标本均来广西医科大学第一附属医院血液科

住院收治初诊的患者。诊断均符合急性白血病FAB分

型诊断标准和EGIL免疫分型诊断标准。共115例，男

61例，女54例，急性髓系白血病（AML）60例，急性淋巴

细胞白血病（ALL）55 例。AML 患者中位数年龄 35

（15~68）岁；按FAB分型，AML-M1型5例；AML-M2型

26例，AML-M3型14例，AML-M4型6例，AML-M5型

6例，AML-M6型3例。ALL患者中位数年龄36（15~
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摘要：目的 研究死亡相关蛋白激酶(DAPK)基因启动子甲基化和基因表达在初治急性白血病患者中的临床意义。方法 采用

MSP方法和RT-PCR方法分别检测60例急性髓系白血病患者、55例急性淋巴细胞白血病患者和17例正常人DAPK基因的甲基

化状态及其mRNA的表达，统计学分析各组之间的表达差异。结果 急性淋巴细胞白血病组的DAPK甲基化阳性率（29.1%）高

于急性髓细胞白血病组（5%）和正常组（0%）（P<0.0125），但甲基化与急性淋巴细胞白血病组患者临床特征无关（P>0.05）。

DAPK基因mRNA的表达水平以正常组最高，急性髓细胞白血病组次之，急性淋巴细胞白血病组最低（P=0.000）。急性淋巴细

胞白血病组患者DAPK mRNA表达与其启动子甲基化呈显著负相关（P<0.05）。结论 DAPK基因启动子在初治急性淋巴细胞

白血病患者中甲基化率高于初治急性髓细胞白血病患者和正常人，但与患者临床特征无关。急性淋巴细胞白血病患者DAPK

基因表达水平低或不表达可能与其甲基化有关。

关键词：死亡相关蛋白激酶；甲基化；基因表达；急性白血病

Abastract: Objective To study the clinical implications of death-associated protein kinase (DAPK) promoter methylation and
DAPK gene expression in untreated patients with acute leukemia. Methods Methylation-specific PCR and RT-PCR were
employed to detect the DAPK gene methylation and mRNA expression in the bone marrow of 60 patients with acute myeloid
leukemia (AML), 55 patients with acute lymphocytic leukemia (ALL), and 17 normal subjects. Results The positivity rate of
DAPK methylation was significantly higher in ALL patients (29.1% ) than in AML patients group (5% ) and normal subjects
(0%) (P<0.01). No correlation was found between DAPK gene methylation and the clinical features in ALL patients (P>0.05).
DAPK mRNA expression level differed significantly among the 3 groups (P=0.000), and was the highest in normal subjects and
the lowest in ALL patients. In ALL patients, the expression level of DAPK mRNA showed a significant inverse correlation with
DAPK promoter methylation (P<0.05). Conclusion The methylation rate of DAPK gene is higher in untreated ALL patients
than in AML patients and normal subjects. DAPK gene methylation is not correlated with the clinical features of ALL patients
but is probably related with the low gene expression level of DAPK in these patients.
Keywords: death-associated protein kinase; methylation; gene expression; acute leukemia
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65）岁；按FAB分型，L1型23例，L2型29例，L3型3例；

免疫分型分为B细胞型46例，T细胞型9例。全部患者

在初次治疗前留取骨髓单个核细胞，其中93例随访观

察1年。17例正常人骨髓作为对照。

1.2 仪器与试剂

Ficoll淋巴细胞分离液、TE液（上海生化试剂厂）；

冰乙酸、氯仿、异丙醇、无水乙醇为国产分析纯；DNA碱

基修饰试剂盒（CpGenomeTMDNA Modification Kit，

chemicon, S7820）；总RNA提取试剂TRIzol、逆转录试

剂盒、Ex Taq DNA聚合酶、hot start Taq DNA聚合酶、

DNA Marker 以及溴化乙锭（EB）、6 × loading buffer

（TaKaRa）；PCR所涉及引物均由上海生物工程公司合

成。试验所用仪器有：低温高速离心机（Sigma）、紫外分

光光度仪（日本HITACHI）PCR仪（英国Cambridge）、凝

胶扫描仪（美国Kodak）。

1.3 方法

1.3.1 骨髓单个核细胞的提取 无菌抽取病人的骨髓

4 mL，加入预冷PBS液，充分混匀后加到Ficoll淋巴细

胞分离液上方，离心后吸出单个核细胞层分装。

1.3.2 DNA提取及修饰、DAPK基因的甲基化特异PCR

（MSP）检测 运用酚/氯仿方法常规提取细胞DNA，运

用DNA碱基修饰试剂盒对DNA进行修饰纯化，产物进

行MSP实验。DAPK基因启动子上下游引物按参考文

献［1］设计。甲基化上游引物序列 MSF：5'-GGATA

GTCGGATCGAGTTAACGTC-3'；下 游 引 物 序 列

MSR：5'-CCCTCCCAAACGCCGA-3'，目的片段大小

为98 bp；非甲基化上游引物序列UMF：5'-GGAGGAT

AGTTGGATTGAGTTAATGTT-3'；下 游 引 物 序 列

UMR 5'-CAAATCCCTCCCAAACACCAA-3'，目的片

段大小为106 bp。扩增产物在2%的琼脂糖凝胶上电泳

40 min，凝胶扫描仪成像。结果判定：甲基化特异引物

扩增出目的条带为98 bp，而非甲基化特异引物无条带

扩出，称为完全甲基化；非甲基化特异引物扩增出目的

条带为106 bp，而甲基化特异引物无条带扩出，称为非

甲基化；两对引物均扩增出目的条带，称为部分甲基

化。完全甲基化和部分甲基化均称为甲基化。

1.3.3 RNA提取及DAPK mRNA的RT-PCR检测 细

胞按TRIzoL试剂说明书提取细胞RNA，逆转录参照逆

转录酶说明书。反应引物设计与合成如下，并经

GenBank 验证。DAPK 基因的上游引物序列：5；

ATCCTAGACGTGGTCCGGTAT-3' 下游引物序列：

5'-GTTCTCGCAGCCTGGGTA-3'，目的片段大小是

402 bp；看家基因 GAPDH 上游引物序列 5'-CGGGA

AACTGTGGCGTGAT-3'，下游引物序列 5'-TGGCAA

CTGTGAGGAGGG-3'目的片段大小是 553 bp。PCR

条件：预变性，95 ℃，5 min；变性，94 ℃，40 s；复性62 ℃，

30 s；延伸72 ℃，30 s；循环30次。产物在2%琼脂糖凝

胶电泳上电泳40 min，紫外灯下观察，凝胶扫描仪成像

分析，以DAPK及GAPDH两基因扩增产物的光密度比

值表示DAPK基因mRNA的表达水平，采用quantity-

one软件进行半定量分析。

1.4 统计学方法

采用SPSS17.0统计软件包进行分析，率的比较采

用χ2检验，生存期比较用 log-rank 检验。相关性采用

Spearman等级相关分析。计量资料呈非正态分布，

Kruskal-Wallis H检验统计分析 2组间和 3组间的差

异。P<0.05为差异有统计学意义。多组间χ2检验的两

两比较P<0.0125为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DAPK基因MSP的检测

DAPK基因在17例正常人骨髓细胞中未检测到启

动子甲基化。AML患者骨髓细胞中甲基化阳性率为

5%（3/60），ALL患者骨髓细胞中甲基化阳性率为29.1%

（16/55），3组之间有显著差异（χ2=16.797，P=0.000）。用

χ2分割法进一步两两比较，ALL组的DAPK启动子甲基

化阳性率高于AML组和正常组（χ2=12.075，6.358，P<

0.0125）。在ALL患者中，患者的年龄，性别，外周血白

细胞数，骨髓原始细胞比例，FAB分型，免疫分型与

DAPK基因甲基化均无关（P均>0.05），DAPK启动子甲

基化阳性组和阴性组的生存期经 log-rank检验比较无

差异（χ2=0.501，P=0.479，图1)。

2.2 DAPK基因mRNA的表达

DAPK mRNA 在正常人的表达阳性率是 76.5%

（13/17），AML组阳性率为61.7%（37/60），ALL组阳性

图1 AL患者和正常人DAPK基因的MS-PCR
Fig.1 Methylation-specific PCR of DAPK gene methylation
in acute leukemia patients and normal subjects. MW: DNA
marker; M: Methylated sequence-specific PCR for DAPK;
U: Unmethylated sequence-specific PCR for DAPK; P1:
Methylated positive control (SssI-treated DNA); P2:
Unmethylated positive control (SssI-untreated DNA);
Lanes 1-3: Results in acute leukemia patients; Lane4:
Results of a normal subject.

100 bp

1 2 3 4

MW M U M U M U M U P1 P2
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率为47.3%（26/55），3组之间无统计学差异（χ2=5.435，

P=0.066）。 而 3 组 DAPK mRNA 的 表 达 水 平 经

Kruskal-Wallis H 检 验 有 显 著 差 异（χ2=15.834，P=

0.000），以正常组最高，为 0.3144（0.2768~0.3356），

AML组的表达水平次之，为 0.2047（0.0687~0.3847）。

ALL 组最低，为 0.1345（0.0876~0.3526）。且无论是

AML组还是ALL组，患者的年龄，性别，外周血白细胞

数，骨髓原始细胞比例，FAB分型，免疫分型与DAPK基

因表达均无关（P>0.05，图2）。

2.3 ALL组患者DAPK mRNA表达与其启动子甲基化

的关系

将ALL患者中DAPK mRNA表达水平与正常人

其表达水平的中位数进行比较，界定ALL患者表达水

平减少50%以上视为表达下调，完全不表达为缺失。经

spearman分析ALL患者骨髓细胞DAPK mRNA表达与

其启动子甲基化呈显著负相关（rs=-0.347，P<0.05，表1）。

3 讨论

DNA甲基化修饰异常在急性白血病发生过程中是

一个早期的普遍现象，是其重要发病机制之一。特别是

抑癌基因的CpG岛甲基化问题近年来愈来愈受到重

视。DNA的甲基化是指在DNA甲基转移酶的作用下，

哺乳动物基因组DNA的胞嘧啶脱氧核苷酸（C）5'位发

生甲基化修饰反应。甲基化改变只影响DNA的结构，

而DNA的序列并不发生变化。DAPK基因广泛参与多

种途径介导的细胞凋亡，被认为是肿瘤的抑癌基因［1-2］。

近来研究发现它在多种肿瘤中出现DNA甲基化，最终

导致表达下降甚至沉默，肿瘤细胞无节制的生长。

目前DAPK基因启动子甲基化与ALL的发生发展

是否相关仍存在争议。Roman-Gomez等［9］研究95例

ALL 患者，DAPK 基因启动子甲基化为 13%，这与

Takeuchi等［10］报道相似。本研究运用MSP方法发现，

29.1%（16/55）的ALL患者出现DAPK基因甲基化，且

ALL患者的临床特征及预后与甲基化均无关。而在

图2 AL患者和正常人DAPK mRNA的表达
Fig.2 RT-PCR analysis of DAPK mRNA expression in acute
leukemia patients and normal subjects. M: DNA marker;
Lane 1: An ALL patient with positive expression; Lane 2:
An ALL patient with negative expression; Lane 3: An AML
patient with positive expression; Lane 4:An AML patient
with negative expression; Lane 5: A normal subject with
positive expression; Lane 6: A normal subject with negative
expression; P: Positive control; N: H2O.

600 bp

400 bp

M 1 2 3 4 5 6 P N

表1 ALL患者DAPK mRNA表达与其启动子甲基化的关系
Tab.1 Correlation of DAPK gene methylation with its mRNA expression in ALL patients (n，%)

State n Loss of expression Decreased expression No loss and no decreased expression rs P

No methylation 39 17（43.6%） 11（28.2%） 11（28.2%）

Partly methylation 12 8（66.7%） 4（33.3%） 0（0%） -0.347 0.009

Completely methylation 4 4 (100%） 0 (0%） 0 (0%）

ALL患者中均未检测到DAPK基因启动子甲基化发

生，是否与预后有关还需更多病例证实［7］。

本研究发现在AML患者中DAPK基因甲基化率

为5%（3/60），而国内外关于AML患者DAPK基因甲基

化阳性率各家报道不一：0%（0/60）［8］，0.4%（1/246）［11］。

不同结果的是：22.9%（30/131）［12］、61%（17/28）［13］、17%

（7/45）［7］。运用MSP技术检测白血病患者DAPK基因

甲基化，对区分急性髓系白血病与其他白血病类型，

其敏感性、特异性和准确性分别为 59.1%、100%和

82.7%［14］。我们推论检测DAPK基因甲基化在急性髓

系白血病造成结果相差较大的原因是否与人种、地域及

实验条件差异有关，还需要进一步扩大样本量来证实。

我们的实验结果显示，AML与ALL患者相比，

AML患者DAPK mRNA表达水平增高，但是却低于正

常人。且AL患者的临床特征及预后与DAPK基因表

达无关。应用含有406个基因的cDNA芯片分别研究

了15例AML患者和5例健康供者的骨髓细胞基因表达

谱，结果发现只有在白细胞>100×109/L的患者中DAPK

显著高表达［15］。但我们的实验并未得出类似结果。在

ALL患者中，相关分析显示DAPK mRNA表达与其启

动子甲基化呈显著负相关（rs=-0.347，P<0.05），提示

DAPK基因表达水平低或不表达可能与其启动子区
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CpG岛甲基化有关，这结果这与大部分实体瘤的研究报

道一致。

综上所述，DAPK作为一种抑癌基因，其启动子甲

基化、表达的机制及其如何被调节、它与急性白血病发

生发展间的确切关系等还需要更深入的研究。
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