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摘要 目的 探讨在急性髓系白血病( AML) 患者中长链非
编码 ＲNA X染色体失活特异性转录因子( LncＲNA XIST) 的
表达情况及其临床意义。方法 收集 105 例 AML 初治组
( AML) 、20 例 AML化疗后完全缓解组( AML-CＲ) 和 20 例缺
铁性贫血( IDA) 对照组( CON) 的骨髓标本，实时荧光定量
PCＲ( qＲT-PCＲ) 检测 LncＲNA XIST的表达量，分析 3 组之间
的表达差异，探讨其表达水平与患者的临床特征及预后的相
关性。结果 与对照组比较，LncＲNA XIST 在初治 AML 组
中低表达( P ＜ 0. 001 ) 。与初治的 AML 组比较，其在 AML-
CＲ组中表达明显上调( P ＜ 0. 001) ，而 AML-CＲ 组与对照组
中 LncＲNA XIST表达水平的差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。
AML初治组中，LncＲNA XIST 的表达水平与 AML 分型急性
髓细胞白血病部分成熟型 －急性早幼粒细胞白血病 /急性粒
单核细胞白血病 －急性单核细胞白血病( M2-M3 /M4-M5 ) 、

有无髓外浸润、白细胞数及乳酸脱氢酶水平存在相关性。
LncＲNA XIST低表达组患者的生存率明显低于高表达组患
者( P = 0. 018) 。通过 COX 回归分析显示，LncＲNA XIST 和
白球比可以作为 AML独立预后因素。结论 LncＲNA XIST

在初治 AML患者中低表达，化疗完全缓解中表达上调，且与
预后相关，提示其有作为 AML 患者的预后标志物及治疗靶
点的可能。
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急性髓系白血病( acute myeloid leukemia，AML)

是一类髓系造血干祖细胞的恶性克隆性疾病，是成
人白血病中最常见的一种类型［1］。尽管大多数的
AML患者在接受化疗后能够达到完全缓解，但 AML
患者的总体 5 年生存率仍然很差，约为 30% ～
40%［2］。因此，仍需对 AML 发生发展的机制及预
后因素进行深入研究。

长链非编码 ＲNA ( long non-coding ＲNA，Ln-
cＲNA) 是一类长度大于 200 bp、不具有或者很少具有
编码蛋白质功能的 ＲNA［3］，其不仅参与了机体细胞
正常的生理过程，还参与了肿瘤发生发展的病理过
程［4］。近年来，越来越多的功能性 LncＲNAs 逐渐被
发现且已成为研究的热点。研究［5 － 6］表明 X 染色体
失活特异性转录因子( X inactive specific transcript，
XIST) LncＲNA在多种肿瘤，比如胃癌、结肠癌及食
管癌等可以促进肿瘤的发生发展。在血液肿瘤中，
XIST的研究极少，有研究［7］表明 XIST 在小鼠血液
肿瘤中起到抑癌作用。然而，其在人类 AML中的作
用尚不明确。该研究旨在探讨 LncＲNA XIST 在人
类 AML患者骨髓标本中的表达水平及其临床意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2016 年 5 月 ～ 2018 年 11 月
在安徽医科大学第二附属医院血液科及儿科血液病
区经国际上通用的是细胞形态学( morphology) 、免
疫学( immunology) 、细胞遗传学( cytogenetics) 和分
子生物学( molecular biology) 分型，即常说的 MICM
分型确诊 105 例初诊的 AML患者为研究对象( AML
组) ，其中男 57 例，女 48 例，年龄 0 ～ 84 岁，中位年
龄 49 岁，其中儿童 18 例，成人 87 例; 经法国
( Franch) 、美国( American) 和英国( Britain) 等 3 国
血细胞形态学专家讨论和制订了关于急性白血病的
分型诊断标准，即为 FAB分型。据此标准将急性非
淋巴细胞白血病 ( acute non-lymphocytic leukemia，
ANLL) 分成 M0-M7 共 8 个亚型，其中急性髓细胞白
血病微分化型( M0) 2 例、急性原始粒细胞白血病未
成熟型( M1) 5 例、急性原始粒细胞白血病部分成熟
型( M2) 41 例、急性早幼粒细胞白血病( M3 ) 21 例、
急性粒 －单核细胞型白血病( M4 ) 17 例、急性单核
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细胞白血病 ( M5 ) 17 例和急性巨核细胞白血病
( M7) 2 例。收集 2016 年 5 月 ～ 2018 年 11 月在安
徽医科大学第二附属医院血液科及儿科血液病区经
MICM分型确诊 20 例且化疗达到完全缓解 ( com-
plete remission，CＲ) AML 患者( AML-CＲ 组) ，其中
男 8 例，女 12 例，年龄 11 ～ 80 岁，中位年龄 41 岁。
同期选择性别与年龄相符，且符合缺铁性贫血( iron-
deficiency anemia，IDA) 国际标准的 IDA 患者 20 例
作为对照组( control，CON) 。所有入组者所留取的
标本均为骨髓。所有入选者均签署知情同意书; 本
研究经我院伦理委员会审核批准。
1． 2 主要试剂和设备 ＲNA 提取试剂盒购自上海
生工生物工程股份有限公司;总 ＲNA逆转录试剂盒
购自美国 Thermofisher 公司; Ｒeal-Time PCＲ ( SYB-
Green) 试剂盒购自日本 Takara 公司;甘油醛-3-磷酸
脱氢酶( GAPDH) 和 LncＲNA XIST 上下游引物购自
上海生工生物工程股份有限公司; 天隆 TL988 荧光
定量 PCＲ仪购自西安天隆科技有限公司。
1． 3 样本收集、ＲNA 提取及逆转录 应用 EDTA
抗凝管收集对照组( CON) 、初治 AML 组( AML) 和
化疗后达完全缓解组( AML-CＲ) 患者骨髓液 2 ml，
用红细胞裂解液裂解红细胞后1 500 r /min 离心 5
min，弃上清液后加入 1 ml TＲIzol 充分吹打细胞沉
淀，移至 1. 5 ml EP管中，标记保存于 － 80 ℃，通过
经典吸附柱法，按照说明书所述，抽提留存的骨髓标
本中的总 ＲNA，紫外分光光度计检测 ＲNA 浓度及
纯度，逆转录待用。采用美国 Thermofisher 公司的
ＲT试剂盒按其说明书步骤配置反应体系，在普通
PCＲ 仪提前设置好的反应条件下将 ＲNA 逆转录
cDNA，－ 20 ℃保存。
1． 4 引物设计与合成 在美国国立生物技术信息
中心 ( National Center for Biotechnology Information，
NCBI) ( https: / /www． ncbi． nlm． nih． gov ) 查找 Ln-
cＲNA XIST 基因序列，由上海生工生物工程公司设
计并合成正反向引物，引物序列见表 1。GAPDH 基
因序列参照文献［8］由上海生工生物工程公司合成。
1． 5 qＲT-PCＲ 按照 Ｒeal-Time PCＲ( SYBGreen)
试剂盒 SYBＲ  Premix Ex TaqTMⅡ ( 购自日本
Takara公司) 说明书操作，以 cDNA 为模板，反应体
系为 20 μl，加入反应试剂进行 qPCＲ反应。反应体
系包括:模板 cDNA 2 μl、SYBＲ 10 μl、GAPDH或者
LncＲNA XIST 的正反向引物各 0. 8 μl、加无菌蒸馏
水至总反应体积 20 μl。qPCＲ 反应条件: 95 ℃、30
s预变性;之后 95 ℃变性 5 s、60 ℃延伸 30 s，共计

完成 45 个循环。每个样品均设 2 个复孔，PCＲ扩增
结束后可获取扩增循环数 ( cycle threshold，CT) 值，
以 GAPDH为内参基因，采用 2 － ΔΔCt法计算 LncＲNA
XIST的相对表达量。

表 1 LncＲNA XIST 和 GAPDH的引物序列

引物名称 引物序列
XIST-F CGGGTCTCTTCAAGGACATTTAGCC
XIST-Ｒ GCACCAATACAGAGGAATGGAGGG
GAPDH-F GTGAAGGTCGGTGTGAACGG
GAPDH-Ｒ GATGCAGGGATGATGTTCTG

1． 6 统计学处理 采用 GraphPad Prism 6. 01 和
SPSS 19. 0 进行统计分析。采用配对 t 检验分析配
对组间 LncＲNA XIST 表达量的差异。采用四格表
χ2 检验判断 LncＲNA XIST 表达量与临床特征的相
关性。采用 Kaplan-Meier 方法和 Log-rank检验分析
LncＲNA XIST表达量与 AML 患者总生存期之间的
关系，进一步通过 COX比例风险模型分析不同临床
特征和 LncＲNA XIST表达量对 AML 患者预后影响
因素分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 LncＲNA XIST在 AML患者骨髓标本中的表
达情况 qＲT-PCＲ 法检测 LncＲNA XIST 在 105 例
初治 AML 患者( AML) 和 20 例 AML-CＲ 及 20 例
IDA 患者 ( CON ) 中的表达。结果显示，LncＲNA
XIST在 AML 患者中的表达量较 AML-CＲ 及 IDA
( CON) 患者明显降低，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 001) ，而 LncＲNA XIST 在 20 例 AML-CＲ 组患者
与 20 例对照组患者中的表达量差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05 ) 。见图 1A。另外，LncＲNA XIST 在 20
例 AML初治( AML) 患者中的表达量与这 20 例患者
化疗达到完全缓解后相比较明显减低( AML-CＲ) ( n
= 20) ，差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) 。见图 1B。
2． 2 LncＲNA XIST的表达水平与 AML患者临床
特征的相关性 初治 AML 组中，以 LncＲNA XIST
相对表达量 2 － ΔΔCt值的中位数为界将 AML 患者分
为高表达组、低表达组，其中高表达组 55 例、低表达
组 50 例; 根据性别、患者年龄中位数、AML 分型
( M2-M3 /M4-M5) 、美国国家综合癌症网络( national
comprehensive cancer network，NCCN) 分级、有无髓
外浸润、骨髓原始细胞比例、白细胞水平及乳酸脱氢
酶中位数等将患者分为两组。分别列出四格表，进
行 χ2检验。结果显示LncＲNA XIST表达水平和患
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图 1 AML中 LncＲNA XIST的表达水平
A: CON组、AML组和 AML-CＲ 组骨髓标本中 LncＲNA XIST 相

对表达量的比较; 与对照组( CON) 比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001;与 AML完

全缓解组( AML-CＲ) 比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; B: AML 组和 AML-CＲ 组

骨髓标本中 LncＲNA XIST相对表达量比较; 与 AML 初治组( AML)

比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

者性别、年龄、NCCN分级、化疗 2 周期达完全缓解、
骨髓原始细胞比例、血红蛋白和血小板水平及白球
比无关，但与 AML分型( M2-M3 /M4-M5) 、有无髓外
浸润、白细胞数及乳酸脱氢酶水平有相关性( P ＜
0. 05 ) 。见表 2。
2． 3 LncＲNA XIST的表达水平与 AML患者总生
存时间关系及其预后影响因素分析 对纳入研究的
所有 105 例初治 AML组的患者进行了常规随访，随
访期内死亡 35 例 ( 33． 3% ) 。初治 AML 组中，以
LncＲNA XIST相对表达量将 AML 患者分为高表达
组和低表达组，采用 Kaplan-Meier 法和 Log-rank 检
验比较两组 AML 患者的生存率，生存曲线见图 2。
结果显示低表达组的生存时间( 0. 03 ～ 30. 9 ) 个月，
中位时间 8. 6 个月，低表达组随访期生存率
( 35. 5% ) 明显低于高表达组( 70. 8% ) ( P ＜ 0. 05 ) 。
进一步采用 COX 多因素回归分析进行独立预后影
响因素价值的判断，结果显示白球比和 LncＲNA
XIST的表达是影响 AML 患者独立的预后因素( HＲ
= 0. 029，95% CI: 0. 002 ～ 0. 415，P = 0. 009; HＲ =
0. 052，95% CI: 0. 003 ～ 0. 915，P = 0. 043) 。见表 3。

表 2 LncＲNA XIST的表达水平与 AML患者临床特征的相关性

项目 n
LncＲNA XIST 表达水平
低表达 高表达

χ2 值 P值

性别
男 57 30 27 1． 256 0． 262
女 48 20 28

年龄( 岁)
＜49 51 25 26 0． 078 0． 780
≥49 54 25 29

分型
M2-M3 62 21 41 10． 090 0． 010
M4-M5 34 23 11

NCCN分级
低中危组 42 16 26 3． 729 0． 053
高危组 46 27 19

髓外浸润
有 14 11 3 4． 855 0． 028
无 91 39 52

化疗 2 周期后完全缓解
是 32 12 20 0． 873 0． 350
否 50 24 26

骨髓原始细胞比例( % )
＜50 44 24 20 1． 457 0． 227
≥50 61 26 35

白细胞( ×109 /L)
＜10 56 21 35 4． 926 0． 026
≥10 49 29 20

血红蛋白( g /L)
＜60 24 12 12 0． 071 0． 790
≥60 81 38 43

血小板( ×109 /L)
＜100 85 41 44 0． 068 0． 794
≥100 20 9 11

白球比
＜1 19 11 8 0． 982 0． 322
≥1 86 39 47

乳酸脱氢酶( U /L)
＜368 52 13 39 22． 187 0． 000
≥368 52 37 15

图 2 LncＲNA XIST的表达水平与
AML患者总生存时间的关系
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表 3 多因素 COX回归分析 AML患者的独立预后因素

项目 HＲ值 95% CI P值
性别( 男 vs女) 0． 563 0． 082 ～ 3． 851 0． 558
年龄( ＜49 岁 vs≥49 岁) 4． 890 0． 830 ～ 28． 817 0． 079
分型( M2-M3 vs M4-M5) 0． 178 0． 009 ～ 3． 527 0． 257
NCCN分级( 低中危组 vs高危组) 13． 443 0． 340 ～ 531． 012 0． 166
髓外浸润( 有 vs无) 0． 173 0． 013 ～ 2． 248 0． 180
化疗 2 周期后完全缓解( 是 vs否) 2． 726 0． 800 ～ 93． 023 0． 578
原始细胞比例( ＜50% vs≥50% ) 1． 724 0． 102 ～ 29． 251 0． 706

白细胞( ＜10 × 109 /L vs≥10 × 109 /L) 3． 684 0． 118 ～ 115． 460 0． 458
血红蛋白( ＜60 g /L vs≥60 g /L) 3． 598 0． 181 ～ 71． 569 0． 401

血小板( ＜100 × 109 /L vs≥100 × 109 /L) 4． 230 0． 569 ～ 31． 464 0． 159
白球比( ＜1 vs≥1) 0． 029 0． 002 ～ 0． 415 0． 009
乳酸脱氢酶( ＜368 U /L vs≥368 U /L) 0． 429 0． 500 ～ 3． 644 0． 438
LncＲNA XIST( 低表达组 vs高表达组) 0． 052 0． 003 ～ 0． 915 0． 043

3 讨论

AML是一种髓系造血干 /祖细胞异常克隆的高
度异质性造血系统恶性肿瘤，其病因和发病机制极
其复杂［9］。现在普遍认为该病主要是遗传因素、化
学因素、电离辐射、环境因素等多种致病因素协同作
用的结果［10］。

近年来，随着对 LncＲNA 功能和机制的不断研
究发现，LncＲNA 在多种疾病的发生发展过程中均
起到了重要的调控作用。研究［11］显示，LncＲNA 通
过参与肿瘤的细胞增殖、凋亡、细胞周期、侵袭以及
迁移等多种生物学进程，从而在肿瘤的发生和发展
过程中发挥促癌或抑癌作用。例如，LncＲNA 结肠
癌相关转录物作为一种竞争性内源性 ＲNA 调节急
性髓系白血病细胞的生长和分化［12］。过表达细胞
周期素依赖性激酶抑制因子 1A 启动子反义 DNA
损伤激活 ＲNA 可预测 AML 的不良预后［13］。本研
究中的 LncＲNA XIST最初发现于 1991 年人类细胞
中，位于 X染色体 X 灭活中心，通过参与介导 X 染
色体沉默来发挥功能。后续大量研究［5 － 6］表明，
XIST在多种实体肿瘤中表达是明显上调的，且与肿
瘤的大小、有无远期转移、肿瘤的分期及预后都具有
相关性，可作为肿瘤标志物用于肿瘤的诊断及影响
肿瘤的预后。同样 XIST 在卵巢癌中也发挥了促癌
基因的作用参与肿瘤的发生发展，而在乳腺癌中
XIST既有高表达也有低表达的研究报道，这可能与
乳腺癌及卵巢癌的抑癌基因乳腺癌 1 号基因有很大
关联［14］。本研究首次利用 qＲT-PCＲ 检测 LncＲNA
XIST在 AML患者中的表达水平，结果显示 LncＲNA
XIST在初治的 AML患者的骨髓标本中的表达明显
下调，化疗完全缓解后明显上调并与 IDA 对照组相
比差异无统计学意义。本研究结果与 XIST 在多种

实体肿瘤中高表达是有所不同的，但与 XIST在乳腺
癌中低表达的报道较一致，由此提示 XIST的表达与
肿瘤的类型及形态的差异可能是有关的，但还需扩
大实验进一步验证。

目前有关 LncＲNA XIST 的研究大多报道于实
体肿瘤中，而在血液肿瘤中的研究罕见报道。有研
究［7］表明在小鼠动物模型中敲除 XIST 导致小鼠患
骨髓增殖性肿瘤。在人类血液肿瘤中，仅有报道利
用生物信息学分析预测 XIST 可能在急性 B 细胞型
淋巴细胞性白血病的发展中发挥重要作用，可作为
潜在的治疗靶点［15］，而在 AML中的研究未见报道。
因此，本研究具有原始创新性。本研究也表明，Ln-
cＲNA XIST表达水平的不同与 AML分型、有无发生
髓外浸润、白细胞数以及乳酸脱氢酶水平等临床参
数具有相关性。进一步分析显示低表达组的 Ln-
cＲNA XIST的生存率明显低于高表达组。同时，本
研究还采用了 COX多因素回归分析影响 AML预后
的独立因素，研究发现白蛋白与球蛋白比值和 Ln-
cＲNA XIST 可能是其独立的预后因素，其他临床参
数包括乳酸脱氢酶水平、AML 分型和有无髓外浸润
等无统计学意义，其原因可能是各个临床参数之间
的相关性或者临床参数与 LncＲNA XIST 表达水平
的高低只是间接影响因素导致的，下一步可扩大病
例数验证上述结果，同时在白血病细胞株中深入研
究 LncＲNA XIST在白血病中的作用及可能的机制。
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Expression and clinical significance of
long non-coding ＲNA XIST in acute myeloid leukemia

Liu Jun1，Zheng Huimin1，Ding Yangyang2，et al
( 1Dept of Hematology，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601; 2Dept of Emergency，

The First Affiliated Hospital of University of Science and Technology of China，Anhui Provincial Hospital，Hefei 230001)

Abstract Objective To investigate the expression and clinical significance of long non-coding ＲNA X chromo-
some inactive specific transcript( LncＲNA XIST) in patients with acute myeloid leukemia( AML) ．Methods Bone
marrow samples from 105 cases of AML initial treatment group( AML) ，20 cases of complete remission group after
AML chemotherapy( AML-CＲ) and 20 cases of iron deficiency anemia( IDA) control group( CON) were collected．
real-time quantitative PCＲ( qＲT-PCＲ) was used to detect the expression level of LncＲNA XIST． Statistical analysis
was per-formed to analyze the difference in expression level of LncＲNA XIST between the three groups and to ex-
plore the correlation between the expression level of LncＲNA XIST with the clinical features and prognosis of pa-
tients． Ｒesults LncＲNA XIST was down-regulated in the AML initial treatment group compared with the control
group( P ＜ 0. 001) ． Compared with the AML initial treatment group，it was significantly up-regulated in the com-
plete remission group after AML chemotherapy( AML-CＲ) ( P ＜ 0. 001) ． There was no statistical significance in the
expression level difference of LncＲNA XIST between the complete remission group after AML chemotherapy( AML-
CＲ) and the control group( P ＞ 0. 05) ． In the AML initial treatment group，the expression level of LncＲNA XIST
was correlated with AML typing( M2-M3 /M4-M5) ，presence or absence of extramedullary infiltration，white blood
cell count and lactate dehydrogenase level． The survival rate of patients with low expression group of LncＲNA XIST
was significantly lower than that of patients with high expression group ( P = 0. 018 ) ． COX regression analysis
showed that LncＲNA XIST and ratio of albumin to globulin could be used as independent prognostic factors in
AML． Conclusion LncＲNA XIST is down-regulated expression in initially treated AML patients，and up-regulated
in chemotherapy to complete remission，and is associated with prognosis，suggesting that it may be a prognostic
marker and therapeutic target for AML patients．
Key words long non-coding ＲNA; LncＲNA XIST; acute myeloid leukemia; prognostics
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