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骨髓 Pim-1 和 C-myc 表达在初诊多发性骨髓瘤中的临床意义

齐 晶，徐又海，汪兴洪
( 皖南医学院附属弋矶山医院 血液内科，安徽 芜湖 241001)

【摘 要】目的: 探讨莫罗尼鼠白血病病毒前病毒整合基因-1 ( proviral integration of moloney murine leukemia virus，Pim-1) 及 C-
myc 在初诊多发性骨髓瘤( multiple myeloma，MM) 发病机制中的可能作用。方法: 采用 ＲT-PCＲ 检测 22 例 MM 患者骨髓及 10
例非恶性血液病患者骨髓中 Pim-1 mＲNA 及 C-myc mＲNA 的表达水平。结果: 在初诊的多发性骨髓瘤患者中 Pim-1 和 C-myc
基因的表达显著高于对照组，二者比较有差异性 ( P ＜ 0. 05 ) ; Pim-1 和 C-myc 基因的表达成正相关 ( r = 0. 577，P ＜ 0. 01 ) 。
结论: Pim-1 及 C-myc 基因的过度表达，在多发性髓瘤的发生发展中可能具有协同作用。
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Expression of Pim-1 and c-myc in newly diagnosed multiple myeloma

QI Jing，XU Youhai，WANG Xinghong
Department of Hematology，Yijishan Hospital，Wannan Medical College，Wuhu 241001，China

【Abstract】Objective: To explore the mechanisms of proviral integration site for moloney murine leukemia virus 1( Pim-1) and c-myc in the pathogenesis

of multiple myeloma( MM) ． Methods: Ｒeverse transcription polymerase chain reaction( ＲT-PCＲ) was used to detect the Pim-1 mＲNA and c-myc mＲNA

level in the bone marrow specimens from 22 newly diagnosed MM cases and 10 cases of non-hematological malignancies． Ｒesults: The level of Pim-1 mＲNA

and c-myc mＲNA in newly diagnosed MM cases was significantly higher than that of control group( P ＜ 0. 05) ，and the Pim-1 mＲNA expression was posi-

tively correlated with c-myc mＲNA( r = 0. 577，P ＜ 0. 01) ． Conclusion: Over-expression of Pim-1 and c-myc in MM indicates that the two proto-oncogenes

may be synergetic effect in the pathogenesis and progression of this entity．
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多发性骨髓瘤 ( multiple myeloma，MM) 是浆细

胞异常增生导致的一种恶性克隆性疾病。其病因尚

不明确，可能与原癌基因的激活导致的促进增殖、抑
制凋亡以及多种信号通路导致的肿瘤血管新生、细
胞核因子 κB 受体活化因子( receptor activator of nu-
clear factor-kappa B，ＲANK) /ＲANK 配基( ＲANK lig-
and，ＲANKL) /护骨素( Osteoprotegerin，OPG) 改变致

溶骨破坏等相关［1］。莫罗尼鼠白血病病毒前病毒

整合基因( proviral integration of moloney murine leu-
kemia virus，Pim) 和 C-myc 作为原癌基因已发现在

多种肿瘤中不同程度的表达，并和预后相关。本文

采用 ＲT-PCＲ 检测初诊的多发性骨髓瘤患者及正常

对照组的 Pim-1、C-myc 基因的表达情况以及与临床

分期、指标之间的联系，探讨其在多发性骨髓瘤发病

机制中的可能作用。

1 资料与方法

1． 1 研究对象 选择 2012 年 7 月 ～ 2013 年 9 月来

本院就诊的 22 例初诊 MM 患者各 2 mL 骨髓液标本

用做 MM 组，其中男性 12 例、女性 10 例，年龄 44 ～
77 岁，中位年龄 58 岁，IgG 型 13 例、IgA 型 5 例、轻
链型 2 例、不分泌型 2 例; D-S 分期: Ⅰ期 0 例、Ⅱ期

2 例、Ⅲ期 20 例; A 组 18 例、B 组 4 例; 选择 2013 年

1 ～ 9 月我院 10 例非恶性血液病患者，男性 6 例，女

性 4 例，年龄 37 ～ 66 岁，中位年龄 49 岁，排除肿瘤、
感染、免疫系统疾病等影响试验结果疾病的骨髓液

作为正常对照组。
1． 2 实验方法 ①抽取骨髓液 2 mL，EDTA-2K 抗

凝，利用淋巴细胞分离液分离单个核细胞，制成单个

核细胞悬液，保存于 － 80℃冰箱备用。②提取单个

核细胞中的总 ＲNA，用分光光度计 A260 /A280 的比

值来判断 ＲNA 样品纯度，确保比值在 1. 8 ～ 2. 0 之

间，并逆转录成 cDNA。③选择 GAPDH 为内参照基

因，Pim-1 及 C-myc 核酸引物由 DNASTAＲ 软件设

计，由上海生工生物公司合成( 引物序列: Pim-1: F:

5'-GCG CTG CTC AAG GAC ACC GT -3'，Ｒ: 5'-GGC
GAC AGG CTG TGG AGG TG -3'; C-myc: F: 5-'CTA
CCA GCA GCA GCA GCA GAG C-3'，Ｒ: 5-'CGT CCG
GGT CGC AGA TGA A-3'; GAPDH: F: 5'-GTG GTC
TCC TCT GAC TTC AAC A -3'，Ｒ: 5'-CCA CCA CCC
TGT TGC TGT AG -3') ，用于 Pim-1 和 C-myc mＲNA
的 PCＲ 扩增。④反应体系为 50 μL: 包括 2 μL cD-
NA，上、下游引物各 1 μL，25 μL 2 × PCＲ MIX，并加

入去核酸水至 50 μL。⑤反应条件为 Pim-1 mＲNA:

95 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 30 s，循环 30 次; 72 ℃ 再延伸 10 min。
C-myc mＲNA: 95 ℃预变性 15 min，94 ℃变性 60 s，
61 ℃退火 60 s，72 ℃延伸 60 s，循环 26 次; 72 ℃再

延伸 10 min。⑥利用 1. 5% 琼脂糖凝胶电泳和 Bio-
Image Analysis System 分析 Pim-1 和 C-myc mＲNA 的

表达和差异。
1． 3 统计学处理方法 所有数据均用 SPSS 16. 0
软件进行统计分析。数值变量资料以 珋x ± s 表示，两

组之间比较采用 t 检验或秩和检验; 两变量间相关

性研究采用 Pearson 相关分析。以 α = 0. 05 作为检

验水准，P ＜ 0. 05 作为判定有统计学意义的依据。

2 结果

2． 1 Pim-1 和 C-myc mＲNA 的表达 用 Bio-Ｒad 凝

胶成像系统分析 Pim-1 mＲNA 和 C-myc 的相对表达

量，结果 以 相 对 光 密 度 值 ( relative optical density，

ＲOD) 表示，mＲNA 相对光密度值 = 目的基因条带光

密度值 /GAPDH 条带光密度值，电泳结果如下。
图 1 中泳道 2 ～ 6、8 ～ 9、11 ～ 12 为 MM 组患者

Pim-1 mＲNA( 356 bp) 表达情况; 泳道 7、10 为对照

组 Pim-1 mＲNA 表达情况; 泳道 2 ～ 12 条带为 GAP-
DH mＲNA ( 136 bp) ，初诊 MM 组和治疗组患者的

Pim-1 扩增产物条带明显比对照组清晰。MM 组患

者中 Pim-1 mＲNA 表达量为 0. 692 ± 0. 353; 对照组

中 Pim-1 mＲNA 表达量为 0. 361 ± 0. 203; 两组间比

较差异有显著性( P ＜ 0. 05) ，见表 1。

表 1 Pim-1 mＲNA 的表达量

分组 例数 阳性数( % ) Pim-1 mＲNA t 值 P 值

MM 组 22 13( 59. 1) 0. 692 ± 0. 353 2. 750 0. 009

对照组 10 2( 20． 0) 0. 361 ± 0. 203

图 1 Pim-1 mＲNA ＲT-PCＲ 产物的条带
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图 2 中泳道 1、13 为 DNA Marker，泳道 2 ～ 6、8
～ 9、11 ～ 12 条 带 为 MM 患 者 C-myc mＲNA

( 268bp) ; 泳道 7、10 为对照组 C-myc mＲNA; 泳道 2
～12 条带为 GAPDH mＲNA( 136 bp) 。初诊 MM 组

患者的 C-myc 扩增产物条带明显比对照组清晰。
MM 组 患 者 中 C-myc mＲNA 表 达 量 为 0. 605 ±
0. 264; 对 照 组 C-myc mＲNA 表 达 量 为 0. 314 ±
0. 035; 两组间比较差异有显著性 ( P ＜ 0. 01 ) ，见

表 2。

表 2 C-myc mＲNA 的表达量

分组 例数 阳性数( % ) C-myc mＲNA 表达量 t 值 P 值

MM 组 22 14( 63. 6) 0. 605 ± 0. 264 3. 086 0. 004

对照组 10 2( 20． 0) 0. 314 ± 0. 035

图 2 C-myc mＲNA ＲT-PCＲ 产物的条带

经 SPSS 软件分析，多发性骨髓瘤患者 Pim-1
mＲNA 表达及 C-myc ＲNA 表达有显著正相关性，随

着 Pim-1 mＲNA 表达的上调 C-myc mＲNA 的表达增

强( r = 0. 577，P ＜ 0. 01) 。
2． 2 Pim-1、C-myc mＲNA 与 D-S 分期 入选本项

研究的 22 位患者，按照 D-S 分期标准，Pim-1 mＲNA
表达量在Ⅲ期 ( 0. 803 ± 0. 287 ) 明显高于Ⅰ期或Ⅱ
期( 0. 319 ± 0. 319; P ＜ 0. 05 ) ，Pim-1 mＲNA 在 B 组

( 0. 739 ± 0. 392) 和 A 组( 0. 682 ± 0. 356; P ＞ 0. 05 )

的表达的差异无统计学意义。C-myc mＲNA 的表达

在分期Ⅲ期患者中 ( 0. 694 ± 0. 223 ) 明显高于Ⅰ期

或Ⅱ期组 ( 0. 302 ± 0. 136; P ＜ 0. 05 ) ，C-myc mＲNA
在 B 组( 0. 598 ± 0. 292) 和 A 组( 0. 607 ± 0. 267; P ＞
0. 05) 中表达的差异无统计学意义，见表 3、4。
2． 3 Pim-1 mＲNA、C-myc mＲNA 与临床指标的相

关性分析 将 MM 常见指标 Hb、白蛋白、Ca2 +、β2-
MG 分别与 Pim-1 mＲNA 和 C-myc mＲNA 表达进行

分析，分析结果见表 5。经 SPSS 软件分析，Pim-1
mＲNA 与血清 β2MG、Ca2 + 呈正相关，与 Hb 呈负正

相关，与白蛋白无直接相关性，而 C-myc mＲNA 与血

清 β2MG 呈正相关，与血红蛋白呈负相关，与其他各

项指标无明显相关性。

表 3 Pim-1 mＲNA 表达量与患者的 D-S 分期、分组之间的

关系

组别 例数 Pim-1 mＲNA 表达量 t 值 P 值

分期

Ⅰ或Ⅱ期 2 0. 319 ± 0. 319 － 2. 261 0. 035

Ⅲ期 20 0. 803 ± 0. 287

分组

A 组 18 0. 682 ± 0. 356 0. 555 0. 585

B 组 4 0. 739 ± 0. 392

表 4 C-myc mＲNA 表达量与患者的 D-S 分期、分组之间的

关系

组别 例数 C-myc mＲNA 表达量 t 值 P 值

分期

Ⅰ或Ⅱ期 2 0. 302 ± 0. 136 2. 408 0. 026

Ⅲ期 20 0. 694 ± 0. 223

分组

A 组 18 0. 607 ± 0. 267 － 0. 060 0. 953

B 组 4 0. 598 ± 0. 292

表 5 Pim-1 mＲNA 和 C-myc 表达强度与临床指标的相关性

临床指标 Hb β2 -MG Alb Ca2 +

Pim-1 相关系数( Ｒ) － 0． 624 0． 516 － 0． 199 0． 609

P 值 0． 002 0． 014 0． 375 0． 003

C-myc 相关系数( Ｒ) － 0． 589 0． 582 － 0． 180 0． 398

P 值 0． 004 0． 004 0． 422 0． 067

3 讨论

Pim 最早是在研究莫罗尼鼠白血病前病毒诱导

的淋巴瘤插入点时被发现的［2］，Pim-1 是 Pim 家族

的一个成员，它编码的蛋白是丝 /苏氨酸激酶中的一

种，主要涉及细胞周期的调节、蛋白质的转录与翻

译、促凋亡、细胞代谢的调节及介导耐药蛋白的产

生，与肿瘤的发生密切相关。人类的 Pim-1 位于染

色体 6p21. 1 ～ p21. 31，大约有 5 000 个碱基组成，包

括 6 个外显子和 5 个内含子，Pim-1 的启动子富含

GC 区而缺乏 TATA 和 CAAT 盒; 作为一种原癌基

因，它编码的蛋白具有丝 /苏氨酸激酶活性，在多种

血液系统肿瘤如白血病，T、B 细胞淋巴瘤及多发性

骨髓瘤细胞系中可有不同程度的表达［3 － 5］。C-myc
是一种多功能的原癌基因，位于人类染色体 8q24
上，其不仅具备转录因子的功能促进细胞增殖，还可

以抑制细胞的分化、促进细胞周期的进展并抑制细

胞的凋亡。已在小鼠浆细胞瘤和人类多发性骨髓瘤

患者中也均发现 C-myc 的重排和过度表达，为预后

不良的独立因素［6］。
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多种细胞因子如白介素家族、肿瘤坏死家族等

可通过 SATA3、SATA5 等途径上调 Pim-1 和 C-myc
的表达［7］。表达上调的 Pim-1 可以磷酸化促凋亡蛋

白 Bad S112 位使其失活，阻止 Bad 蛋白与 Bcl-2 和

Bcl-xl 结合，间接增加 Bcl-2、Bcl-xl 的抗凋亡蛋白的

活性导致肿瘤的发生［8］; 同时通过 STAT3 介导的旁

路增加 Bcl-2 和癌基因 C-myc 的合成，经 Pim-1 磷酸

化后的 C-myc，具有转录因子的活性从而促进骨髓

瘤细胞增殖［9］。多项研究表明［10 － 11］，Pim-1 及 C-
myc 两种原癌基因在 T、B 淋巴瘤、前列腺癌的发生

过程中具有协同作用，且 C-myc 抑制剂 10058-F4 可

同时降低 C-myc 和 Pim-1 的表达水平。本实验结果

表明，初诊 MM 患者的 Pim-1 mＲNA 和 C-myc mＲNA
在初诊骨髓瘤患者表达强度显著高于对照组，且随

着疾病的进展，在 D-S 分期中Ⅲ期的表达明显高于

Ⅰ期或Ⅱ期，但 A 组和 B 组中的分布无明显差异;

且 Pim-1 mＲNA 和 C-myc mＲNA 的表达强度具有显

著的正相关( r = 0. 577，P ＜ 0. 01) ，与文献报道基本

相符。推测两者在多发性骨髓瘤的发生发展中可能

具有协同作用。此外，本研究还将 Pim-1 及 C-myc
的表达与 MM 患者血红蛋白、Ca2 +、β2-MG、白蛋白

等反应肿瘤负荷及预后的临床指标进行统计学分

析。结果显示: Pim-1 mＲNA 与血清 β2-MG、Ca2 + 呈

正相关，与 Hb 呈负正相关，与白蛋白无直接相关

性，而 C-myc mＲNA 与血清 β2-MG 呈正相关，与血

红蛋白呈负相关，与其他各项指标无明显相关性。
已有学者在套细胞淋巴瘤中发现 Pim-1 的高表达与

患者的预后成负相关［12］，但目前仍不能确定 Pim-1
的表达可以作为 MM 独立的预后因素，这需要对大

样本病例进行多因素回归分析来证实。
ＲANK /ＲANKL / OPG 轴可影响破骨细胞的分

化、发育和调节，在多发性骨髓瘤骨病的发生发展中

具有重要作用。而 Kim 等［12］发现，Pim-1 可通过激

活 NF-κB 和诱导钙调神经磷酸酶依赖的活化 T 细

胞核因子 1 ( nuclear factor of activated T cells，calci-
neurin-dependent 1，NFATc1) 的表达调节 ＲANKL 诱

导的破骨细胞生成。本实验结果初步显示 Pim-1
mＲNA 与血清 Ca2 + 呈正相关，因此我们推测 Pim-1
是否参 与 多 发 性 骨 髓 瘤 骨 病 的 发 生 有 待 进 一 步

研究。
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