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摘要　目的　研究骨髓基质细胞（ＢＭＳＣｓ）来源的外泌体中微小核糖核酸（ｍｉＲＮＡ）在急性髓系白血病（ＡＭＬ）患者骨髓上清液
中的异常改变及其对ＡＭＬ患者预后的影响。方法　首先，收集３例ＡＭＬ患者和３例健康供者骨髓上清液，利用试剂盒提取
骨髓上清液中外泌体并鉴定后，进行ｍｉＲＮＡ测序并分析差异表达的ｍｉＲＮＡ。然后，将差异表达的ｍｉＲＮＡ与原代ＡＭＬ细胞体
外培养上清液外泌体ｍｉＲＮＡ表达谱（ＧＳＥ６４０２９）取交集，排除ＡＭＬ细胞来源的外泌体差异表达ｍｉＲＮＡ（ＤＥｍｉＲＮＡ），筛选出
ＢＭＳＣｓ来源外泌体ＤＥｍｉＲＮＡ。接着，基于ＴＣＧＡ数据库运用Ｃｏｘ回归和Ｌａｓｓｏ回归分析筛选出候选ｍｉＲＮＡ，构建ＡＭＬ预后
风险模型并根据中位数区分低风险组和高风险组，验证预后价值及临床相关性。最后，预测候选ｍｉＲＮＡ的靶基因，对靶基因
进行通路富集、关键网络构建以及关键ｍｉＲＮＡ与靶基因表达相关性分析。结果　提取的外泌体外观呈茶托状且结构完整，粒
径为３０～１５０ｎｍ，表达ＣＤ６３、ＡＬＩＸ和ＴＳＧ１０１蛋白。ｍｉＲＮＡ测序结果显示，与健康供者相比，ＡＭＬ患者骨髓上清液外泌体中
存在１０３个ＤＥｍｉＲＮＡ，与ＧＳＥ６４０２９数据集交集后筛选出８３个 ＢＭＳＣｓ来源的 ＤＥｍｉＲＮＡ。从８３个 ＤＥｍｉＲＮＡ中确定了
ｍｉＲ２５３ｐ、ｍｉＲ５３２５ｐ、ｍｉＲ１９４５ｐ、ｍｉＲ１０ａ５ｐ和ｍｉＲ２０ａ５ｐ等５个候选ｍｉＲＮＡ建立预后模型。ＫＭ生存分析显示低风险组
患者的总生存期较高风险组长（Ｐ＜００５），训练／验证集在１、２、３年随访的 ＲＯＣ曲线下面积依次为０８０／０７４、０８０／０７８、
０７９／０６４，与ＡＭＬ患者的预后分层、年龄以及ＦＡＢ分型有关（Ｐ＜００５）。ＫＥＧＧ通路富集结果表明，候选ｍｉＲＮＡ的靶基因与
肝癌、乳腺癌以及非小细胞癌等癌症信号通路密切相关，相关性分析显示候选 ｍｉＲＮＡ与其靶基因 ＨＩＦ１Ａ、ＣＲＥＢ１、ＰＩＫ３ＣＡ、
ＩＧＦ１Ｒ、ＰＩＫ３Ｒ１、ＴＩＡＭ１、ＣＲＫ和ＰＴＥＮ等表达存在不同程度相关性（Ｐ＜００５）。结论　ＡＭＬ患者ＢＭＳＣｓ外泌体中ｍｉＲＮＡ存在
差异表达，其中ｍｉＲ２５３ｐ、ｍｉＲ５３２５ｐ、ｍｉＲ１９４５ｐ、ｍｉＲ１０ａ５ｐ和ｍｉＲ２０ａ５ｐ等５个候选ｍｉＲＮＡ构建的风险预后模型诊断效
能较好，可评估ＡＭＬ患者预后。
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　　急性髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭＬ）是成年人最常见的急性白血病，具有高度异
质性［１］。骨髓微环境在ＡＭＬ发生、发展中发挥重要
作用［２］。骨髓基质细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ）是骨髓微环境的重要成分，可通过分泌外泌
体与ＡＭＬ细胞间传递信号，影响 ＡＭＬ的进展和治
疗结局［３］。

　　外泌体是在细胞间传递微核糖核酸（ｍｉｃｒｏＲ
ＮＡ，ｍｉＲＮＡ）的重要载体［４］，ｍｉＲＮＡ通过与信使核

糖核酸作用以调控靶基因表达。已有多个 ｍｉＲＮＡ
被报道在ＡＭＬ细胞中异常表达，并参与 ＡＭＬ细胞
的增殖、凋亡等过程［５］。但是，目前在 ＡＭＬ有关外
泌体方面的探索大部分聚焦在 ＡＭＬ细胞来源的外
泌体［６－７］，而且，运用外泌体ｍｉＲＮＡ评估 ＡＭＬ患者
预后的相关研究绝大多数来源于外周血液［８－９］，未

见骨髓上清液方面的相关报道。然而，骨髓微环境

更能体现ＡＭＬ细胞的真实生存环境。因此，该文利
用多个数据集探讨 ＡＭＬ患者骨髓上清液中来源
ＢＭＳＣｓ外泌体的差异表达 ｍｉＲＮＡ（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｍｉＲＮＡ，ＤＥｍｉＲＮＡ）的预后价值。

１　材料与方法

１．１　病例资料　骨髓液标本来自福建医科大学附
属协和医院收治的３例初诊 ＡＭＬ患者（表１）和３
例异基因造血干细胞移植的健康供者（男２例，女１
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表１　患者临床信息

Ｔａｂ．１　Ｐａｔｉｅｎｔｓ′ｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

Ｎｏ．
Ｇｅｎｄｅｒ

／Ａｇｅ
ＦＡＢ

ＷＢＣ

（×１０９／Ｌ）
Ｂｌａｓｔ（％）
ＰＢ ＢＭ

　Ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｅ Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｇｅｎｅｔｉｃａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ

１ Ｍ／４５ Ｍ５ ２．８５ ２４．０ ５７．５ Ｎｏｔａｖａｉｌａｂｌｅ ４６，ＸＹ［２０］ ＥＶＩ１ｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎ

２ Ｍ／６３ Ｍ５ ６．１１ ３８．０ ４６．０

ＣＤ３４＋，ＨＬＡＤＲ＋，ＣＤ３８＋，ＣＤ４＋，

ＣＤ１３＋，ＣＤ１５＋，ＣＤ３３＋，ＣＤ１１７＋，

ＣｙＭＰＯ＋，ＣＤ６４＋
Ｎｏｔａｖａｉｌａｂｌｅ Ｎｏｎｅ

３ Ｆ／２６ Ｍ５ ２６．５８ ２８．０ ６８．５

ＣＤ３４＋，ＨＬＡＤＲ＋，ＣＤ３８＋，ＣＤ４＋，

ＣＤ１３＋，ＣＤ１５＋，ＣＤ３３＋，ＣＤ１１７＋，

ＣＤ６４＋，ＣｙＭＰＯ＋

４７，ＸＸ，＋２２［８］

／４６，ＸＸ［１０］

ＫＩＴ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ

ＣＢＦβ：：ＭＹＨ１１ｆｕ

ｓｉｏｎｇｅｎｅ

ＦＡＢ：ＦｒｅｎｃｈＡｍｅｒｉｃａｎＢｒｉｔｉｓｈｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｍ５：ａｃｕｔｅｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ；ＰＢ：ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ；ＢＭ：ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ；ＷＢＣ：ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓ．

例），患者年龄２６～６３（４４６７±１８５３）岁，供者年
龄２８～５９（４１００±１５７２）。两组在年龄（Ｐ＝
０８０９）及性别（Ｐ＝１０００）方面差异均无统计学意
义。ＡＭＬ诊断参照成人ＡＭＬ（非急性早幼粒细胞白
血病）中国诊疗指南（２０２３年版）［１０］，且均在初次治
疗前留取骨髓液。本研究已通过该医院伦理委员会

审批（伦理号：２０１８ＫＹ０６３），且上述标本的获得均取
得患者及家属的知情同意，并签署知情同意书。

１．２　数据库　将从骨髓上清液中提取的外泌体标
本交予北京诺禾致源科技股份有限公司测序，获得

ｍｉＲＮＡ测序数据（即ＳｍａｌｌＲＮＡ测序）。从基因表达
综合数据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）的
ＧＳＥ６４０２９数据集获取２例来自 ＡＭＬ初诊患者（非
急性早幼粒细胞白血病）骨髓中原代 ＡＭＬ细胞体
外单独培养的上清液外泌体 ｍｉＲＮＡ表达谱。从癌
症基因组图谱计划（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）
中获取１４５例 ＡＭＬ患者（非急性早幼粒细胞白血
病）标本的ｍｉＲＮＡ表达谱和临床信息。
１．３　研究方法
１．３．１　骨髓液涂片及细胞化学染色的采集和分析
　患者经骨髓穿刺术后，缓慢抽吸出新鲜骨髓液，立
即推制涂片，然后进行瑞氏染色及多种细胞化学染

色，包括髓过氧化物酶（ＭＰＯ）、醋酸ＡＳＤ萘酚酯酶
（ＡＳＤＣＥ）、过碘酸雪夫反应（ＰＡＳ）、α醋酸萘酚酯
酶（αＮＡＥ）及氟化钠（ＮａＦ）抑制实验。染色后的涂
片在显微镜下观察并采集图像，结合细胞形态学及

化学染色结果，确定患者ＡＭＬ形态学分型。
１．３．２　骨髓上清液外泌体的分离、纯化和鉴定　
ＥＤＴＡ抗凝骨髓液，在４℃条件下３０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，吸取上清液，再用６２００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ去
除细胞碎片，然后将骨髓上清液用０２２μｍ的滤网
过滤，保存于－８０℃。使用外泌体提取纯化试剂盒
（购自上海宇玫博生物科技有限公司，货号：

ＵＲ５２１４１）提取并纯化骨髓上清液外泌体，简要步骤
如下：① 将骨髓上清液取出置于冰上解冻，离心去
除细胞碎片；② 在上清液中加入ＥｘｏｓｏｍｅＣｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎＳｏｌｕｔｉｏｎ，涡旋振荡后４℃过夜；③ 在４℃条件
下（后续离心温度均为４℃），１２４００ｒ／ｍｉｎ离心３０
ｍｉｎ，弃上清液，底部沉淀即外泌体；④ 用无菌 ＰＢＳ
重悬外泌体，１２４００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，得到上清液
即外泌体悬液；⑤ 将外泌体悬液加到 ＥｘｏｓｏｍｅＰｕｒｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎＦｉｌｔｅｒ纯化柱上室，６２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
底部液体即纯化的外泌体悬液可保存于 －８０℃。
取部分外泌体悬液，通过透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓ
ｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）观察分离的外泌体形
态，纳米颗粒跟踪分析技术（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｔｒａｃｋｉｎｇａ
ｎａｌｙｓｉｓ，ＮＴＡ）检测外泌体粒径，并利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测外泌体标志物 ＡＬＩＸ、ＣＤ６３和 ＴＳＧ１０１蛋白
表达。

１．３．３　ＢＭＳＣｓ来源的 ＤＥｍｉＲＮＡ的筛选　首先，
通过采用Ｒ语言ＤＥＳｅｑ２包对骨髓上清液中外泌体
的ＳｍａｌｌＲＮＡ测序进行差异分析，得到 ＤＥｍｉＲＮＡ，
并绘制了火山图和热图。然后，对 ＧＳＥ６４０２９数据
集进行分析，得到ＡＭＬ原代细胞培养上清液外泌体
中未检出表达量的外泌体 ｍｉＲＮＡ。由于 ＳｍａｌｌＲＮＡ
测序中的ＤＥｍｉＲＮＡ包含了ＢＭＳＣｓ和ＡＭＬ细胞来
源，为了进一步筛选出 ＢＭＳＣｓ来源的外泌体 ＤＥ
ｍｉＲＮＡ，通过分析 ＧＳＥ６４０２９数据集中 ＡＭＬ细胞未
分泌的 ｍｉＲＮＡ（即在该数据集中未检测到表达的
ｍｉＲＮＡ）与本研究中鉴定的 ＤＥｍｉＲＮＡ进行交集分
析，筛选出ＢＭＳＣｓ来源的 ｍｉＲＮＡ。ＤＥｍｉＲＮＡ的筛
选标准设置为多重校验后（ＢｅｎｊａｍｉｎｉＨｏｃｈｂｅｒｇ方
法）Ｐａｄｊ＜００５且｜ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜＞１。
１．３．４　预后风险模型构建与验证　为了防止过度
拟合，提供可靠的模型，将 ＴＣＧＡ数据库 ＡＭＬ患者
的ｍｉＲＮＡ表达谱以７∶３的比例随机分为训练集和
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测试集，并对两组临床特征进行组间差异比较。在

训练集中，使用 ｓｕｒｖｉｖａｌ包进行单因素 Ｃｏｘ回归分
析，筛选出与生存时间显著相关的 ＤＥｍｉＲＮＡ（Ｐ＜
００５），并绘制森林图展示。随后，使用 ｇｌｍｎｅｔ包进
行基于最小绝对收缩和选择算法（ｌｅａｓｔａｂｓｏｌｕｔｅ
ｓｈｒｉｎｋａｇｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｏｒ，ＬＡＳＳＯ）和多因素
Ｃｏｘ回归分析来确定候选 ｍｉＲＮＡ并建立预后风险
模型，根据以下公式计算风险得分：风险得分 ＝∑
ｃｏｅｆ（候选ｍｉＲＮＡ）×（候选ｍｉＲＮＡ）表达量。

在训练集中根据风险得分的中位数（１１５４），
将ＴＣＧＡ数据集的 ＡＭＬ患者分为高风险组和低风
险组。根据模型划分，整体数据集最终区分为：高风

险组７５例，低风险组 ７０例。使用 ｓｕｒｖｉｖａｌ包绘制
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ（ＫＭ）生存曲线，分别比较高、低风险组
在训练集、测试集之间的生存差异，采用Ｌｏｇｒａｎｋ法
进行检验。为了评估基于候选 ｍｉＲＮＡ风险模型的
预测能力，使用ｔｉｍｅＲＯＣ包进行１、２、３年的受试者
工作 特 征 曲 线 （ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ
ｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）分析，并绘制ＲＯＣ曲线，并计算曲线下
面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）。然后，比较预后风
险模型与ＡＭＬ临床特征之间的联系。
１．３．５　预测候选ｍｉＲＮＡ的靶基因及其生物信息学
分析 采用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／
ｖｅｒｔ＿７２／）和 ｍｉＲＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｄｂ．ｏｒｇ／ｍｉｒｄｂ／
ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）两个数据库分别预测候选 ｍｉＲＮＡ的靶
基因，并绘制韦恩图以展示预测结果的重叠情况。

利用ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ包对候选 ｍｉＲＮＡ的靶基因进行
了京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
ｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）富集分析，筛选条件设
置为Ｐａｄｊ＜００５，确定在 ＫＥＧＧ中具有显著富集的

通路。然后，在 ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ．ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．
ｏｒｇ／）上分析靶基因的蛋白质互作，利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
软件（ｖ３７１）的ｃｙｔｏＨｕｂｂａ插件对蛋白质互作网络
进行关键靶基因的筛选。为了确保关键靶基因可信

度高，选择了不同的四种算法筛选并取交集，绘制韦

恩图，并依据候选ｍｉＲＮＡ与关键靶基因的相互作用
绘制ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ关键网络图。四种算法分别为
Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ、Ｄｅｇｒｅｅ、Ｒａｄｉａｌｉｔｙ及 ＥｄｇｅＰｅｒｃｏｌａｔｅｄ
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ（ＥＰＣ），每种算法均运行并输出前３０个
关键基因进行交集。最后，使用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性评估
候选ｍｉＲＮＡ与靶基因表达量之间的关系，绘制散点
图。

１．４　统计学处理　所有统计分析和图形均由 Ｒ
（４３０）和ＳＰＳＳ２５０统计软件分析和绘制。采用
χ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法对分类资料进行差异
比较，对符合正态分布的两组数据进行Ｐｅａｒｓｏｎ相关
性分析。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　患者骨髓液涂片细胞形态学及细胞化学染色
　患者骨髓液涂片瑞氏染色后，镜下可见原始单核
细胞体积较大，细胞核通常圆形，染色质细致，可见

１～２个大而明显的核仁，胞质丰富呈灰蓝色，可有
少量嗜天青颗粒；幼稚单核细胞较原单核细胞大，核

形更不规则，明显扭曲折叠，胞质量相对较多（图

１Ａ）。细胞化学染色结果显示，ＭＰＯ弱阳性，颗粒细
小，弥散性分布（图１Ｂ），ＡＳＤＣＥ阴性（图１Ｃ），ＰＡＳ
阳性（图１Ｄ），αＮＡＥ阳性（图１Ｅ），在加入 ＮａＦ后
被明显抑制（图１Ｆ）。细胞形态学、细胞化学染色结
合免疫表型分析（表１）结果确定这３例患者均患急

图１　骨髓涂片及细胞化学染色结果　×１０００
Ｆｉｇ．１　Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｍｅａｒａｎｄｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ　×１０００

Ａ：Ｗｒｉｇｈｔ′ｓｓｔａｉｎ；Ｂ：ＰＯＸｓｔａｉｎ；Ｃ：ＡＳＤＣＥｓｔａｉｎ；Ｄ：ＰＡＳｓｔａｉｎ；Ｅ：αＮＡＥｓｔａｉｎ；Ｆ：αＮＡＥｓｔａｉｎ＋ＮａＦ
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性单核细胞白血病（Ｍ５）。３例患者的白血病细胞
比例均大于９０％，图示展示了最具代表性的患者涂
片结果。

２．２　骨髓上清液中外泌体的鉴定　ＴＥＭ下观察到
骨髓上清液中的外泌体外观呈茶托状结构且形态完

整（图２Ａ）；ＮＴＡ检测到外泌体样品粒径为３０～１５０
ｎｍ（图２Ｂ）；应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，在外泌体中检
出外泌体标志蛋白ＡＬＩＸ、ＣＤ６３和ＴＳＧ１０１（图２Ｃ）。
以上结果表明从骨髓上清液中成功提取了外泌体。

２．３　筛选ＡＭＬ患者骨髓上清液中ＢＭＳＣｓ来源的
ＤＥｍｉＲＮＡ　ＳｍａｌｌＲＮＡ测序中包含了 １２０４个外
泌体ｍｉＲＮＡ表达谱，在 ＡＭＬ患者骨髓上清液的外
泌体中上调的ｍｉＲＮＡ有５９个，下调的ｍｉＲＮＡ有４４
个（图３Ａ、Ｂ）。进一步与 ＧＳＥ６４０２９数据集（原代
ＡＭＬ细胞体外培养上清液外泌体 ｍｉＲＮＡ测序）交
集后得到８３个ＢＭＳＣｓ来源的ＤＥｍｉＲＮＡ（图３Ｃ）。
２．４　基于 ＡＭＬ患者 ＢＭＳＣｓ来源的 ＤＥｍｉＲＮＡ
的预后风险模型的建立并评价　卡方检验分析结果
显示，训练集和测试集中的患者临床特征分布差异

无统计学意义（表２），提示可用于后续预后风险模
型的建立。在训练集中通过单因素Ｃｏｘ回归分析得
到９个与 ＡＭＬ预后相关 ＢＭＳＣｓ来源的 ＤＥｍｉＲＮＡ
（Ｐ＜００５）（图４Ａ）。进行ＬＡＳＳＯ回归分析和多因

表２　训练集和测试集的ＡＭＬ患者的临床特征关系 ［ｎ（％）］

Ｔａｂ．２　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｏｆＡＭＬｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｔｈｅｔｒａｉｎｉｎｇａｎｄｔｅｓｔｓｅｔｓ［ｎ（％）］

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ
Ｔｒａｉｎｉｎｇｓｅｔ

（ｎ＝１０２）

Ｔｅｓｔｓｅｔ

（ｎ＝４３）
Ｐｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ ０．２９５４
　Ｆｅｍａｌｅ ５０（４９．０） １７（３９．５）
　Ｍａｌｅ ５２（５１．０） ２６（６０．５）
Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ０．３７５４
　≥６０ ４４（４３．１） ２２（５１．２）
　＜６０ ５８（５６．９） ２１（４８．８）
Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓｒｉｓｋｃａｔｅｇｏｒｙ ０．７８０８
　Ｆａｖｏｒａｂｌｅ １２（１１．８） ７（１６．３）
　Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ６５（６３．７） ２７（６２．８）
　Ｐｏｏｒ ２３（２２．５） ９（２０．９）
ＦＡＢ ０．６５５０
　Ｍ０ １０（９．８） ３（７．０）
　Ｍ１ ２６（２５．５） ９（２０．９）
　Ｍ２ ２７（２６．５） ９（２０．９）
　Ｍ４ ２６（２５．５） １３（３０．２）
　Ｍ５ １１（１０．８） ６（１４．０）
　Ｍ６ １（１．０） １（２．３）
　Ｍ７ １（１．０） ２（４．７）

　　Ｍ０：ＡＭＬｗｉｔｈｍｉｎｉｍａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｍ１：ＡＭＬｗｉｔｈｏｕｔｍａｔｕｒａ

ｔｉｏｎ；Ｍ２：ＡＭＬｗｉｔｈｍａｔｕｒａｔｉｏｎ；Ｍ４：ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ；

Ｍ５：ａｃｕｔｅｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ；Ｍ６：ｅｒｙｔｈｒｏｌｅｕｋｅｍｉａ；Ｍ７ｉｓａｃｕｔｅ

ｍｅｇａｋａｒｙｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ．

图２　外泌体的鉴定结果

Ｆｉｇ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｘｏｓｏｍｅｓ

　　Ａ：ＴＥＭｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｅｘｏｓｏｍｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（ｂａｒ＝１００ｎｍ）；

Ｂ：ＥｘｏｓｏｍｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｍａｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＮＡＴｍｅｔｈｏｄ；Ｃ：Ｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｔｉｃｍａｐｏｆｅｘｏｓｏｍｅＡＬＩＸ，ＣＤ６３，ａｎｄＴＳＧ１０１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎ．
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图３　ＡＭＬ患者与健康供者骨髓上清液外泌体ｍｉＲＮＡ差异表达情况

Ｆｉｇ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｏｓｏｍａｌｍｉＲＮＡｉｎｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｏｆＡＭＬｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｄｏｎｏｒｓ

　　Ａ：ＶｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｏｆｅｘｏｓｏｍａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲＮＡｓ；Ｂ：ＨｅａｔｍａｐｏｆｅｘｏｓｏｍａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲＮＡｓ；Ｃ：Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍｓｈｏｗｉｎｇ

ｔｈｅｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｎｏｎｓｅｃｒｅｔｅｄｍｉＲＮＡｓｆｒｏｍＡＭＬｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＧＳＥ６４０２９ｄａｔａｓｅｔａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲＮＡｓ（ＤＥｍｉＲＮＡｓ）ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ．

素Ｃｏｘ回归分析，从上述 ９个与预后相关的 ＤＥ
ｍｉＲＮＡ中得到５个候选 ｍｉＲＮＡ并构建生存预后模
型（图４Ｂ、Ｃ）。风险得分的计算公式为：
　　风险得分 ＝０４１７７×（ｍｉＲ５３２５ｐ）表达量 ＋
０３８１４×（ｍｉＲ１９４３ｐ）表达量 ＋０２９９８×（ｍｉＲ
２０ａ５ｐ）表达量＋００７４３×（ｍｉＲ１０ａ５ｐ）表达量 －
０５２９２×（ｍｉＲ２５５ｐ）表达量
　　ＫＭ生存曲线显示高风险组的生存率低于低风
险组（Ｐ＜００５）（图４Ｄ、Ｅ）。ＲＯＣ分析结果显示，
在训练集、测试集中，预后模型预测训练集、测试集

１、２、３年总生存期的 ＡＵＣ分别为０８０、０８０、０７９；
０７４、０７８、０６４（图４Ｆ、Ｇ），表明该模型对 ＡＭＬ患
者全因死亡风险具有较好的评估能力。

２．５　预后风险模型与 ＡＭＬ患者临床特征的相关
性分析　与高风险组相比，低风险组中预后良好者

增多（２５７％ ｖｓ１３％，Ｐ＜００５）、年龄小于６０岁的
患者更多（６７１％ ｖｓ４２７％，Ｐ＜００５）以及在低风
险组中可以识别到更多的 ＡＭＬ伴成熟型患者
（ＦＡＢＭ２，３５７％ ｖｓ１４７％，Ｐ＜００５），高风险组中
急性单核细胞白血病（ＦＡＢＭ５）患者比例明显高于
低风险组（２００％ ｖｓ２９％，Ｐ＜００５）。见表３。
　　上述结果表明，预后风险模型能够有效区分
ＡＭＬ患者临床特征。低风险组患者更倾向于呈现
以下特征：年轻患者比例、ＦＡＢＭ２亚型比例、良好
预后细胞遗传学分级比例更高。相比之下，高风险

组与侵袭性Ｍ５亚型表现出强相关性。这一结果揭
示了 ＢＭＳＣｓ来源外泌体 ｍｉＲＮＡ预后模型与 ＡＭＬ
年龄、细胞遗传学分级以及ＦＡＢ分型之间相关。见
表３。
２．６　候选ｍｉＲＮＡ的靶基因通路富集分析及调控
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图４　预后风险模型的建立和验证

Ｆｉｇ．４　Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｒｉｓｋｍｏｄｅｌｉｎｇａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

　　Ａ：ＦｏｒｅｓｔｐｌｏｔｏｆｏｎｅｆａｃｔｏｒＣＯＸｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｃｒｏｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎｐｌｏｔｏｆ

ＬＡＳＳＯｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ：ＬＡＳＳＯｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｐａｔｈｐｌｏｔｓ；Ｄ－Ｅ：ＫＭｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓ

ｆｏｒｔｈｅＴＣＧＡｔｒａｉｎｉｎｇｓｅｔ（Ｄ），ｔｅｓｔｓｅｔ（Ｅ）；Ｆ－Ｇ：ＴＣＧＡｔｒａｉｎｉｎｇｓｅｔ（Ｆ），ｔｅｓｔｓｅｔ

（Ｇ）ＲＯＣｐｌｏｔｓｆｏｒ１，２，ａｎｄ３ｙｅａｒｓｆｏｒｔｈｉｓｍｏｄｅｌ．

表３　预后风险模型与ＡＭＬ患者临床特征的关系 ［ｎ（％）］
Ｔａｂ．３　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍｏｄｅｌｓ

ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＡＭＬｐａｔｉｅｎｔｓ［ｎ（％）］

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ
ＬｏｗＲｉｓｋ

（ｎ＝７０）

ＨｉｇｈＲｉｓｋ

（ｎ＝７５）
Ｐｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ 　０．５８１１
　Ｆｅｍａｌｅ ３４（４８．６） ３３（４４．０）
　Ｍａｌｅ ３６（５１．４） ４２（５６．０）
Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ０．００３１
　≥６０ ２３（３２．９） ４３（５７．３）
　＜６０ ４７（６７．１） ３２（４２．７）
Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｒｉｓｋ ＜０．０００１
　Ｆａｖｏｒａｂｌｅ １８（２５．７） １（１．３）
　Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ３９（５５．７） ５３（７０．７）
　Ｐｏｏｒ １２（１７．１） ２０（２６．７）
ＦＡＢ ０．０００８
　Ｍ０ ８（１１．４） ５（６．７）
　Ｍ１ １７（２４．３） １８（２４．０）
　Ｍ２ ２５（３５．７） １１（１４．７）
　Ｍ４ １８（２５．７） ２１（２８．０）
　Ｍ５ ２（２．９） １５（２０．０）
　Ｍ６ ０（０） ２（２．７）
　Ｍ７ ０（０） ３（４．０）

　　Ｍ０：ＡＭＬｗｉｔｈｍｉｎｉｍａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｍ１：ＡＭＬｗｉｔｈｏｕｔｍａｔｕｒａ
ｔｉｏｎ；Ｍ２：ＡＭＬｗｉｔｈｍａｔｕｒａｔｉｏｎ；Ｍ４：ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ；
Ｍ５：ａｃｕｔｅｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ；Ｍ６：ｅｒｙｔｈｒｏｌｅｕｋｅｍｉａ；Ｍ７：ａｃｕｔｅ
ｍｅｇａｋａｒｙｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ．

网络分析　在明确预后风险模型的重要性和相关性
后，需要对５个候选 ｍｉＲＮＡ的靶基因进一步分析。
在ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和ＲＤＢ数据库中对候选 ｍｉＲＮＡ共同
预测了６９２个靶基因（图５Ａ）。ＫＥＧＧ结果显示靶
基因显著富集在多种癌症相关的通路，例如肝癌、乳

腺癌以及非小细胞癌等，提示这些把基因可能参与

癌症发生发展密切相关的生物学过程（图５Ｂ）。进
一步在ＳＴＲＩＮＧ数据库获取靶基因蛋白互作关系，
然后利用 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插件进行关键网络模块的筛
选，取４种不同算法获得前 ３０的关键基因并取交
集，获得了１６个关键靶基因（图５Ｃ），将候选 ｍｉＲ
ＮＡ与其对应的关键靶基因关系导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ，绘
制关键的ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络（图５Ｄ）。
　　通过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ构建的ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络
揭示，５个 ＡＭＬ相关的候选 ｍｉＲＮＡ通过靶向调控
关键信号通路中的核心基因，形成了 ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ
调控网络。这一网络为揭示 ＡＭＬ发生发展的分子
机制提供了新的视角，并为开发基于ｍｉＲＮＡ靶点的
精准治疗策略提供了潜在靶点。
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图５　靶基因的通路富集分析及调控网络

Ｆｉｇ．５　Ｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｎｅｔｗｏｒｋｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ

　　Ａ：ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｏｆｆｏｕｒｍｉＲＮＡｓ

ｊｏｉｎｔｌｙｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙＴａｒｇｅｔＳｃａｎａｎｄＲＤＢｄａｔａｂａｓｅ；

Ｂ：ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｂｕｂｂｌｅｄｉａｇｒａｍ．ＬａｒｇｅｒＧｅｎｅＲａ

ｔｉｏｉｎｄｉｃａｔｅｓｈｉｇｈｅｒｃｏｖｅｒａｇｅｏｆｔｈｅｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅ

ｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｌｉｓｔ；Ｃ：Ｖｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｆｏｕｒｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔａｌｇｏｒｉｔｈｍｓｏｆＣｙｔｏｈｕｂｂａｆｏｒｋｅｙｇｅｎｅｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇ；

Ｄ：ＣａｎｄｉｄａｔｅｍｉＲＮＡａｎｄｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｋｅｙｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ

ｎｅｔｗｏｒｋｍａｐ．

２．７　候选 ｍｉＲＮＡ与其靶基因表达量的相关性　
对关键的ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络进行相关性分析，
结果显示，ｍｉＲ２０ａ５ｐ的表达与其靶基因 ＮＰＭ１呈
正相关，与 ＨＩＦ１Ａ、ＴＩＡＭ１及 ＣＲＫ呈负相关（图
６Ａ）；ｍｉＲ５３２５ｐ的表达与其靶基因 ＰＴＥＮ呈负相
关（图６Ｂ）；ｍｉＲ１０ａ５ｐ的表达与其靶基因ＰＩＫ３ＣＡ、
ＰＴＥＮ及 ＣＲＥＢ１呈负相关（图 ６Ｃ）；ｍｉＲ１９４５ｐ的

表达与其靶基因ＣＲＫ呈负相关，与ＩＧＦ１Ｒ呈正相关
（图６Ｄ）；ｍｉＲ２５３ｐ的表达与其靶基因 ＰＩＫ３Ｒ１、
ＰＴＥＮ及ＰＩＫ３ＣＡ呈正相关（图６Ｅ）。
　　这些发现表明，候选 ｍｉＲＮＡ可能通过调控
ＡＭＬ中关键靶基因（如 ＰＴＥＮ、ＨＩＦ１Ａ等）参与细胞
增殖、凋亡及信号转导等生物学过程，它们的表达失

衡可能与ＡＭＬ发生发展密切相关。
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图６　候选ｍｉＲＮＡ与靶基因ｍＲＮＡ表达相关性分析

Ｆｉｇ．６　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｍｉＲＮＡａｎｄｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　Ａ：ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｍｉＲ２０ａ５ｐｗｉｔｈＨＩＦ１Ａ，ＮＰＭ１，ＴＩＡＭ１ａｎｄＣＲＫｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ：ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｍｉＲ５３２５ｐｗｉｔｈＰＴＥＮｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；

Ｃ：ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｍｉＲ１０ａ５ｐｗｉｔｈＰＩＫ３ＣＡ，ＰＴＥＮａｎｄＣＲＥＢ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ：ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｍｉＲ１９４５ｐｗｉｔｈＣＲＫ，ＩＧＦ１Ｒｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｃａｔ

ｔｅｒｐｌｏｔ；Ｅ：ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｍｉＲ２５３ｐｗｉｔｈＰＩＫ３Ｒ１，ＰＴＥＮａｎｄＰＩＫ３ＣＡｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

３　讨论

　　随着检测技术和实验手段的突飞猛进，ＡＭＬ的
分子标志物层出不穷，预后分层体系也愈发精细，但

仍有待完善。由于外周血液采集方便，而且初诊

ＡＭＬ患者外周血液中含有数量不等的肿瘤细胞，目
前在 ＡＭＬ领域研究外泌体所采用的临床标本多为
外周血液。该研究选择骨髓上清液作为研究材料，

有２个优点：其一，骨髓上清液含有丰富的外泌体，
能够更全面地反映骨髓微环境的状态，这对于深入

理解 ＡＭＬ的病理生理过程至关重要；其二，利用骨
髓上清液作为研究材料，避免了额外的骨髓抽取，减

轻了患者的身体负担，同时实现了临床标本的高效

利用。

　　ｍｉＲＮＡ可以稳定存在于外泌体中，不易被降
解，具有成为分子标志物的潜力。尽管外泌体 ｍｉＲ
ＮＡ的研究在ＡＭＬ领域已有诸多报道［６－９］，但本研

究聚焦于ＢＭＳＣｓ这一特定细胞类型的外泌体 ｍｉＲ
ＮＡ。ＢＭＳＣｓ在ＡＭＬ的病理过程中扮演着至关重要
的角色，它们与白血病细胞的相互作用对疾病的进

展和治疗响应具有显著影响［２－３］。本研究通过深入

分析ＢＭＳＣｓ衍生的外泌体ｍｉＲＮＡ，旨在揭示潜在的
治疗新靶点，这一研究方向在现有文献中尚未得到

充分探索。首先提取并成功鉴定了３例 ＡＭＬ患者
和３例健康供者的骨髓上清液外泌体，然后对外泌
体进行ｍｉＲＮＡ高通量测序，通过差异表达分析鉴定
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出外泌体中具有显著差异表达的 １０３个 ｍｉＲＮＡ。
为了探寻ＢＭＳＣｓ来源外泌体的 ＤＥｍｉＲＮＡ，本研究
利用公共数据库，将ＡＭＬ原代细胞体外单独培养上
清液的外泌体中未检出表达量的 ｍｉＲＮＡ与本研究
测序交集，排除了 ＡＭＬ细胞来源外泌体的 ｍｉＲＮＡ，
最终获得８３个ＢＭＳＣｓ来源的ＤＥｍｉＲＮＡ。同时，本
研究发现 ＡＭＬ患者骨髓上清液外泌体中大部分
ＤＥｍｉＲＮＡ来源于ＢＭＳＣｓ（８０５８％），该现象也提示
ＢＭＳＣｓ给ＡＭＬ细胞输出丰富的交流信号。
　　外泌体中富集ｍｉＲＮＡ，且外泌体膜能保护ｍｉＲ
ＮＡ免受降解，并可以通过与细胞膜直接融合的方
式将ｍｉＲＮＡ分泌到 ＡＭＬ细胞内，从而调控细胞基
因表达，参与ＡＭＬ的发生发展［１１］。在本研究中，利

用ＴＣＧＡ数据库验证了 ８３个 ＢＭＳＣｓ来源的 ＤＥ
ｍｉＲＮＡ与 ＡＭＬ患者预后的关联。接着，经单因素
Ｃｏｘ回归分析，得到９个与预后密切相关的ＤＥｍｉＲ
ＮＡ，并进一步确定了５个重要的候选 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ
２５３ｐ、ｍｉＲ５３２５ｐ、ｍｉＲ１９４５ｐ、ｍｉＲ１０ａ５ｐ和 ｍｉＲ
２０ａ５ｐ）。随后，构建了基于这５个候选 ｍｉＲＮＡ的
预后风险模型，生存分析表明预后风险分组的患者

生存情况存在明显差异，ＲＯＣ曲线显示该模型具有
一定预测效能。此外，研究模型与ＡＭＬ患者的临床
特征密切相关，高风险组显著富集了侵袭性强的Ｍ５
患者以及年龄较大的患者，预后较差，为其转化为分

层治疗决策工具提供了理论依据。以上结果均说

明，本研究构建的模型具有一定的临床应用价值，但

仍需要扩大标本量开展验证。

　　在该风险预后模型中，已有部分ｍｉＲＮＡ被报道
与ＡＭＬ患者预后密切相关，如高表达 ｍｉＲ１０ａ５ｐ
的ＡＭＬ患者完全缓解率和生存率均较低，并且容易
复发［１２］；与化疗敏感的 ＡＭＬ患者相比，ｍｉＲ５３２５ｐ
在化疗耐药患者中显著上调，说明 ｍｉＲ５３２５ｐ可能
是ＡＭＬ化疗耐药的重要机制之一［１３］；本研究分析

结果也显示 ｍｉＲ１０ａ５ｐ和 ｍｉＲ５３２５ｐ表达量与
ＡＭＬ患者不良预后相关。本研究还发现 ｍｉＲ２５３ｐ
在单因素回归分析中 ＨＲ小于１，被视为保护因素，
表达高时，ＡＭＬ患者预后良好，与文献报道一
致［１４］。此外，未见 ｍｉＲ１９４５ｐ和 ｍｉＲ２０ａ５ｐ与
ＡＭＬ患者预后的临床报道，但是Ａｖｅｒｓａｎａｅｔａｌ［１５］报
道ｍｉＲ１９４５ｐ高表达可抑制 ＡＭＬ细胞成熟分化，
极有可能是ＡＭＬ的促癌因子；ｍｉＲ２０ａ５ｐ被报道在
多种实体肿瘤中高表达［１６］。本研究表明，ｍｉＲ１９４

５ｐ和 ｍｉＲ２０ａ５ｐ表达量与患者预后负相关，与
ＡＭＬ患者预后之间的关系还需要进一步临床数据
证实。

　　对５个与ＡＭＬ预后高度相关的ｍｉＲＮＡ的靶基
因进行富集，结果发现这些靶基因显著富集在了肝

癌、乳腺癌、非小细胞癌以及慢性髓系白血病癌症发

生发展相关的通路，构建的ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络
揭示了候选 ｍｉＲＮＡ与其靶基因的调控信息。为了
进一步探讨 ｍｉＲＮＡｍＲＮＡ调控网络中关键分子的
调控关系，对ＴＣＧＡ数据库中ｍｉＲＮＡ及其靶基因的
基因表达量分析发现，已有部分关键靶基因在 ＡＭＬ
中的作用逐渐阐明，例如 ＨＩＦ１Ａ可能是 ＡＭＬ的潜
在治疗靶点［１７］、ＰＴＥＮ可抑制 ＡＭＬ的发展［１８］、

ＩＧＦ１Ｒ可激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进 ＡＭＬ细胞生
长［１９］。未来需进一步验证这些调控关系的功能机

制及临床意义。

　　此外，本研究纳入的３例患者均为急性单核细
胞白血病，其骨髓液涂片报告单均依据白血病细胞

形态特征作出诊断。然而，鉴于目前ＡＭＬ诊断分型
主要依据ＭＩＣＭ整合方案，本研究样本的局限性显
而易见。因此，在分析 ＢＭＳＣｓ来源外泌体 ｍｉＲＮＡ
的表达改变及其与ＡＭＬ患者预后关系时，研究对象
的代表性存在不足。未来的研究应纳入更多 ＡＭＬ
亚型的样本，以更全面地探讨 ＢＭＳＣｓ来源外泌体
ｍｉＲＮＡ在不同ＡＭＬ亚型中的表达差异及其预后意
义。同时，本研究的标本筛选标准为白血病细胞比

例大于９０％，确保骨髓液中其他正常造血细胞比例
极少，从而最大程度保证了筛选方法的可信度。本

研究还存在以下局限性：受 ＴＣＧＡ数据库样本量限
制（ｎ＝１４５），可能导致统计学显著性不足，ＡＭＬ具
有高度异质性，存在部分罕见亚型，小样本难以覆盖

足够病例，导致亚组分析的深度不足，未来需要在本

中心或多中心开展前瞻性研究以增加样本量。

　　综上所述，研究通过测序技术挖掘出了５个在
ＡＭＬ骨髓上清液外泌体中 ＢＭＳＣｓ来源的差异表达
ｍｉＲＮＡ，并利用公共数据库进一步验证其在ＡＭＬ患
者预后中的预测作用，为将骨髓上清液中源自 ＢＭ
ＳＣｓ外泌体ｍｉＲＮＡ作为 ＡＭＬ患者预后指标提供了
前期基础。
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ＩＧＦ１／ＩＧＦ１ＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｓｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ：ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｖａｌｕｅｏｆｎｅｕｔｒａｌｉ
ｚｉｎｇａｎｔｉＩＧＦ１Ｒａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ］．Ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａ，２０１０，９５（３）：
４１５－２３．ｄｏｉ：１０．３３２４／ｈａｅｍａｔｏｌ．２００９．０１０７８５．
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ＤａｉＷｅｉ１，ＷａｎｇＸｉａｏｔｉｎｇ１，ＦｕＷｅｎｊｕａｎ２，ＬｉＱｉｕｓｈｕａｎｇ２，ＺｈｏｕＴｉａｎｈｕｉ２，ＬｕＭｅｎｇｙｕａｎ２，ＨｕａｎｇＨｕｉｆａｎｇ１

（１ＣｅｎｔｒａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＦｕｊｉａｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＵｎｉｏｎＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｆｕｚｈｏｕ　３５０００１；２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｅｄｉｃａｌ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＭｅｄｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＦｕｊｉａｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｕｚｈｏｕ　３５０００４）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅａｂｅｒｒａｎｔａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）ｉｎｅｘｏｓｏｍｅｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ
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ＬＩＦ促进脂多糖诱导的牙髓炎性反应的实验研究
刘　昊１，２，朱友明１，２，李　颂１，２

（１安徽医科大学口腔医学院，安徽医科大学附属口腔医院，合肥　２３００３２；
２安徽省口腔疾病研究重点实验室，合肥　２３００３２）

摘要　目的　探究白血病抑制因子（ＬＩＦ）在牙髓炎症中的作用。方法　首先体外培养人牙髓干细胞（ｈＤＰＳＣｓ）作为研究目的
细胞，经脂多糖（ＬＰＳ）诱导细胞炎性反应，高通量测序检测炎性状态下相关的高表达基因。实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测浓
度梯度ＬＰＳ刺激下ＬＩＦ的表达情况。进而检测敲低和过表达ＬＩＦ后炎症因子白介素６（ＩＬ６）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）及肿瘤
坏死因子α（ＴＮＦα）的表达水平。最后收集正常牙髓及炎性牙髓组织，ｑＰＣＲ、免疫荧光（ＩＦ）检测两类组织中ＬＩＦ的表达情况。
结果　ＬＩＦ的表达水平在ＬＰＳ刺激后的人牙髓细胞中升高。在浓度梯度ＬＰＳ诱导的炎性牙髓炎症中，ＬＩＦ表达水平随之升高；
在ＬＰＳ刺激下，敲低ＬＩＦ后ｈＤＰＳＣｓ中ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达下调（Ｐ＜００５），而过表达ＬＩＦ后，ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα水平上调
（Ｐ＜０００１）。ｑＰＣＲ、ＩＦ实验显示在炎性牙髓组织中ＬＩＦ高表达。结论　ＬＩＦ参与牙髓炎症，并促进了牙髓炎的发展。
关键词　白血病抑制因子；牙髓炎；免疫炎症；脂多糖；人牙髓干细胞；牙髓再生
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　　牙髓炎是口腔常见疾病之一。近年来，大量研
究［１－２］表明，即使是成熟恒牙不可复性牙髓炎，只要

在严格无菌和标准化的操作流程下，也可以尝试进

行活髓保存治疗，因其牙髓感染可能并未进展到根

部牙髓，但如何精准判断牙髓感染的进展程度以及

牙髓状态比较困难。因此，需要深入研究牙髓炎的

反应机制，追踪调控炎症反应的靶点物质。

　　白血病抑制因子（ｌｅｕｋｅｍｉａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，
ＬＩＦ）是ＩＬ６家族中具有多效性的成员之一，研究表
明，相比 ＬＩＦ在骨髓白血病细胞系中的作用，其在
肺［３］、神经［４］、癌症［５］等多方面发挥了重要作用，但

在牙髓炎症方面的研究较少，其在牙髓炎症的作用

有待进一步验证。该实验探究ＬＩＦ在牙髓炎症中的
作用，为进一步探究ＬＩＦ发挥作用的机制奠定基础，
以期为牙髓保存再生治疗提供新靶点和思路基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞与样本　人牙髓干细胞（ｈｕｍａｎｄｅｎｔａｌ

ｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈＤＰＳＣｓ）提取自临床收集的３０岁以
下、健康无牙体牙周组织疾病、因阻生或正畸需要拔

除的正畸牙和智齿。正常牙髓样本取自正畸牙和智

齿（同前），炎性牙髓样本来自临床收集３５岁以下、
诊断为牙髓炎的牙髓组织，迅速放入含４％多聚甲
醛的ＥＰ管中，常温保存，数日内石蜡切片用于免疫
荧光染色。

１．１．２　试剂　胎牛血清购自美国 ｃｏｒｎｉｎｇ公司；α
ＭＥＭ培养基购自美国赛默飞公司；青链霉素溶液、
ＰＢＳ、胰酶购自苏州新赛美公司；转染试剂 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；实时荧光定
量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，
ｑＰＣＲ）相关试剂购自日本ＴａｋａＲａ公司；焦碳酸二乙
酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，ＤＥＰＣ）水、ＲＩＰＡ裂解液购
自上海碧云天科技有限公司；４％多聚甲醛通用型组
织固定液购自合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ生物技术有限公司；脂
多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）购自北京索莱宝科技
有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒购自上海奕杉生物科技
有限公司。ｑＰＣＲ所需引物、敲低与过表达质粒购
自上海生工生物工程有限公司。βＡｃｔｉｎ抗体购自
杭州华安生物技术有限公司；ＬＩＦ抗体购自江苏亲
科生物研究中心有限公司公司；ＩＬ１β抗体购自美
国ＣＳＴ生物公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　获取健康牙髓组织后，采用改良
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