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∙论著∙
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【摘要】 目的 检测E3泛素连接酶（WWP1）在慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者中的表达，分析

其与经典预后指标TP53、CD38、IGHV突变等的相关性及预后价值。方法 48例初诊CLL患者肿瘤

细胞WWP1的mRNA水平通过实时定量PCR（qPCR）检测，以9名年龄匹配的正常人作为对照组，分析

其临床意义。结果 对照组WWP1 mRNA表达中位数为0.007（95％CI 0.005～0.010），CLL组表达水

平为 0.031（95％CI 0.019～0.044），两者的差异有统计学意义（P＜0.001）。WWP1相对高转录者和低

转录者中位诊断至第一次治疗的时间分别为 24 个月和 35 个月，两者的差异有统计学意义（P＝

0.022）。进一步亚组分析显示WWP1 mRNA表达水平与CD38表达和ZAP-70表达相关：CD38、ZAP-

70 阳性 CLL 患者较 CD38、ZAP-70 阴性患者的 WWP1 mRNA 表达水平显著升高（P 值分别为

0.012 和 0.029）。结论 WWP1在CLL患者中存在异常高表达，而且与CLL临床预后因素ZAP-70和

CD38的表达密切相关。
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【Abstract】 Objective This study aims to investigate the expression of E3 ubiquitin- ligase
（WWP1） in chronic lymphocytic leukemia （CLL） patients and analyze its correlation with clinical
prognostic indicators（TP53, CD38, IGHV mutation）and its prognostic value. Methods A total of 48
CLL patients and 9 age-matched normal subjects were enrolled in the study. The WWP1 expression was
detected by SYBR Green- based real- time PCR, and the clinical relationship was analyzed by GraphPad
Prism software. Results The WWP1 median expression was 0.007（95％ CI 0.005–0.010）in the normal
control group and 0.031（95％ CI 0.019–0.044）in the CLL group（P＜0.001）. A sub- groups analysis
implicated a statistically significant result（P＝0.022）, showing that the median time from a relatively high
and low transcription level of WWP1 to the first treatment was 24 months and 35 months, respectively.
Positive CD38 and ZAP-70 expressions were associated with a higher WWP1 expression（P＝0.012 and
0.029, respectively）. Conclusion An abnormal WWP1 mRNA expression was found in CLL patients
with significant correlation with ZAP- 70 and CD38 expressions, and WWP1 may become a new
supplement of CLL prognostic markers．
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慢性淋巴细胞白血病（CLL）是以CD5阳性、形

态成熟的小淋巴细胞在外周血、骨髓、脾脏和淋巴

结聚集为特征，主要发生在中老年人群中的一种成

熟B淋巴细胞克隆增殖性肿瘤［1］。CLL患者的预后

呈高度异质性，预后因素包括年龄、临床分期、细胞

遗传学及分子遗传学等实验和临床指标［2］。E3 泛

素连接酶（WWP1）是近年来发现的重要致癌基因，

与肿瘤的发生和发展密切相关。Sanarico等［3］发现

WWP1在急性髓系白血病（AML）患者原代细胞和

细胞系中高表达，抑制WWP1表达可以增加底物蛋

白p27 Kip1并激活自噬以抑制肿瘤细胞生长，然而

在 CLL 中 WWP1 的表达及临床意义尚未见报道。

本研究采用定量PCR技术（qPCR）分析了48例CLL

患者外周血肿瘤细胞中WWP1基因mRNA表达及

其与临床预后因素的相关性，为CLL患者的精准和

个体化治疗提供理论依据。

病例与方法

1. 病例：回顾性分析 2011-2018年南京医科大

学第一附属医院（江苏省人民医院）血液科收治的

48例初诊CLL患者的临床资料。所有患者均符合

CLL诊断标准［4］，包括细胞形态学、免疫学（流式细

胞术检测免疫表型）、细胞遗传学（常规染色体核型

分析或 FISH 检测）以及分子生物学在内的综合诊

断。收集本院体检中心年龄匹配的外周血标本9份

作为正常对照。患者的一般临床数据包括性别、年

龄、Rai 分期、血清白蛋白和β2-微球蛋白（β2-MG）水

平，初始淋巴细胞计数、CD38 和 ZAP-70 表达、p53

基因的缺失、p53和免疫球蛋白重链可变区（IGHV）

基因突变等均纳入分析，并将TP53突变及缺失归为

TP53基因异常。随访截至 2019年 12月，中位随访

31（1～91）个月。

2. RNA提取和转录：收集CLL患者外周血标本

3～4 ml，用PBS等体积稀释，然后使用Ficoll人淋巴

细胞分离液（灏洋生物制品科技有限公司产品）分

离单个核细胞。使用 TRIzol 试剂（美国 Invitrogen

公司产品）提取细胞总RNA，NanoDrop 2000超微量

分光光度计（美国赛默飞世尔科技有限公司产品）

定量 RNA 浓度及纯度，吸光度（A）A260/A280为 1.8～

2.0。 cDNA 合 成 ：取 0.5～1 mg 总 RNA，应 用

PrimeScript™ RT Master Mix 逆转录试剂盒（日本

Takara 公司产品）进行逆转录，20 ml 体系如下：5×

PrimeScript T Master Mix 4 ml，RNA 1 mg，RNase

Free dH2O 补至 20 ml。设置逆转录条件为：37 ℃
15 min，85 ℃ 5 s，4 ℃冷却，-20 ℃保存。

3. qPCR 检测 WWP1 mRNA 表达水平：使用

ABI7300 RQ-PCR仪进行检测，并分析WWP1基因

与内参（β-actin）的扩增曲线和分离曲线。根据基因

扩增动力学得到各个标本的Ct值，目的基因mRNA

的相对表达量＝2-ΔCt×100％，ΔCt＝目的基因Ct值-
β-actin Ct值。qPCR使用 SYBR Premix Ex Taq™Ⅱ
试剂盒（日本 TaKaRa 公司产品），上海生工生物有

限公司设计并合成了两对目的基因引物，PCR引物

序 列 分 别 为 ：WWP1 上 游 引 物 ：5′- TGCTTC

ACCAAGGTCTGATACT-3′，下游引物：5′- GCTGT

TCCGAACCAGTTCTTT T-3′；内参β-actin 上游引

物：5′- GTGGCCGAGGACTTTGATTG- 3′，下游引

物：5′-CCTGTAACAACGCATCTCATATT-3′。引物

设计及优化使用 Primer 6.1 软件和 blast 对比，确

保 qPCR 熔解曲线清晰，无其他异常波形出现且

产物单一。反应体系为 20 ml，包括 SYBR Premix

Ex taq™ 10 ml，cDNA 2 ml（相当于 1000 ng RNA），

上下游引物（10 mmol/L）各 0.5 ml，ROX Reference

Dye 0.5 ml，RNase-Free ddH2O 6.5 ml。反应条件：

先 95 ℃预变性 30 s，然后 95 ℃变性 5 s，60 ℃退火

30 s，72 ℃延伸30 s，共 40个循环。每个反应设 2个

复孔，冰上操作。

4. 流式细胞术分析CLL细胞中CD38和ZAP-70

蛋白的表达：CD5 与 CD19 双阳性细胞设门（CLL

细胞）分析 CD38 和 ZAP-70 的表达率，ZAP-70 和

CD38 的 cut-off 值分别为 30％和 20％。具体操作

参照文献［5］。

5. IGHV突变检测：IGHV基因引物和 IGH体细

胞超突变凝胶检测分析试剂盒（InVivoScribe）用于

多个FCR和序列测定，以检测 IGVH基因突变。具

体操作参照文献［6］。Sanger测序检测 p53基因突

变。

6. 细胞培养：细胞系MEC1和 JVM3（南京科佰

生物科技有限责任公司产品）培养于含 10％ FBS、

50 μg/ml链霉素和 50 U/ml青霉素（美国Gibco公司

产品）的 IMDM（Hyclone）培养基中，置于5％ CO2培

养箱内，37 ℃条件下培养。

7. 慢病毒载体转染及CCK-8细胞增殖实验：慢

病毒载体介导的WWP1 shRNA1和空载 shRNA-NC

（汉恒生物科技有限公司产品）分别加入 JVM3 和

MEC1细胞中，在 24孔板中设置实验组和对照组，
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细胞密度为2×105/ml，24 h后细胞换液，转染5～7 d

后，在培养基中加入嘌呤霉素（1 μg/ml）筛选稳定细

胞株。分别收集 JVM3和MEC1实验组和对照组的

细胞，细胞接种于96孔板中（100 μl），密度1×104/孔。

分别于 2、24、48、72 h 向每孔加入 10 μl CCK-8 溶

液，酶标仪检测450 nm处的A值。

8. 流式细胞术检测细胞周期和凋亡：Rnase A∶

PI（江苏凯基生物技术股份有限公司产品）以1∶9体

积配备工作液，PBS 洗涤细胞后，调整细胞密度为

1×106/ml，制成细胞悬液，每管加入 70％冷乙醇

500 μl固定2 h，每管加入配置好的500 μl工作液，室

温避光 45 min，用流式细胞仪检测，记录激发波长

488 nm 处红色荧光：收集实验组和对照组细胞 5×

105/ml（600×g，5 min），用 PBS 洗涤细胞两次，加入

500 μl 结合缓冲液悬浮细胞，加入 5 μl Annexin

V-APC和7-AAD染液，混匀，室温避光15 min，流式

细胞仪检测。实验重复3次。

9. Western blot：用RIPA裂解液（江苏凯基生物

技术股份有限公司产品）提取总蛋白。用BCA试剂

盒（碧云天生物技术股份有限公司）测定蛋白浓

度。等量的蛋白质样品（35 μg每孔）在10％十二烷

基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，后110V电压2 h转

移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜，使用快速封闭液（生物

技术股份有限公司）室温中封闭 1 h，用 1×TBST洗

涤两次，然后将PVDF膜依次放置在一抗、二抗稀释

液中，一抗孵育条件为4 ℃过夜，二抗孵育条件为室

温下结合1 h。一抗和二抗分别以1∶1000和1∶5000

稀释。最后通过 ECL 试剂（美国 Millipore 公司产

品）对膜进行显色。以β-actin作为内参分析目的蛋

白表达。

10. 统计学处理：使用GraphPad Prism 8.0软件

进行统计学分析。使用Mann-Whitney U检验分析

组间非正态分布样本的均值。检测值以样本均数

和95％可信区间表示。计数资料间的比较采用χ2检

验。生存分析使用Kaplan-Meier法。P＜0.05为差

异具有统计学意义。使用X-tile软件判断WWP1表

达量的最佳界值。

结 果

1. 临床特征：共分析 48 例 CLL 初治患者，男

30例，女18例，中位年龄60（46～78）岁。＞60岁患

者 26例（54.2％）。根据Rai临床分期系统，0～1期

21例（43.8％），2～4期27例（56.2％）。26例（54.2％）

患者β2-MG高于正常水平（正常值≤3.0 mg/L），22例

（45.8％）患者初始时白蛋白低于正常水平（正常

值≥40 g/L）。流式细胞术分析外周血淋巴细胞，

CD38 和 ZAP-70 阳性患者分别为 15 例（31.3％）

和25例（52.1％）。6例（12.5％）患者p53基因异常，

27例（56.3％）患者 IGHV基因突变。

2. WWP1 mRNA 在 CLL 中的表达和预后：

qPCR 检测到 48 例 CLL 患者 WWP1 mRNA 的中位

表达水平为0.031（95％CI 0.019～0.044），正常对照

样本 WWP1 mRNA 的中位表达水平为 0.007（95％

CI 0.005～0.010），两者的差异有统计学意义（P＜

0.001）（图 1），提示WWP1在CLL患者中存在异常

高表达。WWP1 mRNA相对高表达患者的中位诊

断至首次治疗的时间（TTFT）较WWP1 mRNA相对

低表达患者缩短（24个月对35个月，P＝0.022）。

图 1 定量PCR法分析 48例初治慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者

（CLL组）和9名健康成人（正常对照组）WWP1 mRNA的表达

水平（aP＜0.001）

3. WWP1 mRNA 的表达水平与临床特征、分

期、预后因素间的关系：分组分析显示，WWP1

mRNA 的表达量与 ZAP-70、CD38 是否表达相关

（P 值分别为 0.029 和 0.012），余预后因素与 WWP1

mRNA的表达水平无明显相关性，具体数据详见

表1。

4. Western blot 法检测 CLL 患者与对照组

WWP1 蛋白表达水平：随机抽取 3 例 CLL 患者，再

抽取 3名正常人作为对照组，Western blot法结果显

示CLL患者的WWP1蛋白表达水平明显高于对照

组（图2）。

5. CCK-8法检测抑制WWP1对MEC1和 JVM3

细胞株增殖活性的影响：结果显示，抑制两株细胞

的WWP1基因表达后均出现增殖活性的降低且敲

低组和对照组在 48 h、72 h的增殖差异均具有统计

学意义（表2、3）。
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表 1 48例慢性淋巴细胞白血病患者WWP1 mRNA表达水

平与临床特征、分期、预后因素间的关系

因素

年龄

≤60岁

＞60岁

性别

男

女

Rai分期

0～1

2～4

白蛋白

正常

下降

β2-MG

正常

异常

CD38

＜30％

≥30％

TP53异常

是

否

IGHV突变

是

否

ZAP-70表达

＜20％

≥20％

初始淋巴细胞计数

＞30×109/L

≤30×109/L

例数

22

26

30

18

21

27

26

22

22

26

33

15

6

42

27

21

23

25

23

25

WWP1 mRNA表达量

［M（95％CI）］

0.040（0.029～0.051）

0.032（0.025～0.040）

0.034（0.025～0.042）

0.039（0.030～0.049）

0.034（0.026～0.043）

0.037（0.027～0.047）

0.032（0.025～0.039）

0.041（0.030～0.052）

0.031（0.023～0.039）

0.040（0.030～0.050）

0.032（0.025～0.038）

0.045（0.032～0.059）

0.046（0.019～0.073）

0.034（0.028～0.041）

0.033（0.026～0.041）

0.039（0.028～0.050）

0.029（0.022～0.036）

0.042（0.032～0.052）

0.039（0.028～0.050）

0.033（0.026～0.040）

P值

0.291

0.110

0.677

0.192

0.179

0.012

0.263

0.294

0.029

0.529

注：WWP1：E3泛素连接酶；β2-MG：β2-微球蛋白；IGHV：免疫球

蛋白重链可变区

6. 流式细胞术检测敲低WWP1后两细胞株的

细胞周期分布情况：MEC1细胞株敲低WWP1后停

止分裂时期（G0期）/ DNA合成前期（G1期）细胞百分

比较空白对照组升高［（63.6 ± 1.4）％对（56.2 ±

1.3）％，P＜0.05］，DNA合成期（S期）细胞百分比较

空白对照组降低［（30.0±0.8）％对（38.4±0.6）％，P＜

0.001］，而两组分裂期（M期）细胞百分比的差异无

统计学意义［（6.4 ± 1.8）％对（5.4 ± 1.6）％，P＝

0.510］。在 JVM3 细胞株中也观察到同样的趋势，

WWP1抑制组的G0期/G1期细胞百分比较空白对照

N1、N2、N3：对照组；CLL1、CLL 2、CLL 3：患者；β-actin：内参

图2 Western blot法检测慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者与正常对

照E3泛素连接酶（WWP1）蛋白表达水平

表 2 CCK-8 法检测下调 E3 泛素连接酶（WWP1）对 MEC1

细胞增殖的影响［细胞活力（A450，x±s）］

组别

SH-NC

SH-WWP1

t值

P值

样本量

3

3

下调WWP1后检测时间

0 h

0.11±0.01

0.12±0.01

1.23

0.300

24 h

0.32±0.02

0.18±0.01

10.84

＜0.001

48 h

0.58±0.04

0.35±0.02

8.91

＜0.001

72 h

0.92±0.07

0.61±0.06

5.82

0.004

注：SH-NC：转染空白质粒载体组；SH-WWP1：转染敲低WWP1

慢病毒组

表 3 CCK-8 法检测下调 E3 泛素连接酶（WWP1）对 JVM3

细胞增殖的影响［细胞活力（A450，x±s）］

组别

SH-NC

SH-WWP1

t值

P值

样本量

3

3

下调WWP1后检测时间

0 h

0.11±0.01

0.11±0.01

0

＞0.900

24 h

0.22±0.02

0.19±0.01

2.32

0.080

48 h

0.44±0.04

0.36±0.02

3.10

0.040

72 h

0.79±0.08

0.53±0.04

5.04

0.007

注：SH-NC：转染空白质粒载体组；SH-WWP1：转染敲低WWP1

慢病毒组

组显著升高［（66.2 ± 1.8）％ 对（55.3 ± 1.3）％，P＝

0.001）］，且S期细胞百分比显著降低［（38.2±0.6）％

对（26.6±2.2）％，P＝0.001］，两组 M 期细胞百分比

的差异无统计学意义［（6.5±1.8）％对（7.2±2.5）％，

P＝0.710］。细胞周期结果表明，在 CLL 细胞株中

敲低WWP1可抑制细胞增殖，使处于G0期/G1期的

细胞数增多，S期的细胞数减少。

8. 流式细胞术检测细胞凋亡水平：在MEC1细

胞株中，抑制 WWP1 组和对照组总凋亡率分别为

（24.0±1.1）％和（11.4±1.8）％，差异有统计学意义

（P＝0.001）。JVM3 细胞株中，抑制 WWP1 组和对

照组总凋亡率分别为（23.6±1.6）％和（11.8±1.4）％，

差异有统计学意义（P＝0.001）。因此抑制 WWP1

基因促进了MEC1和 JVM3细胞凋亡。
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泛素-蛋白酶体系统是蛋白质降解的主要调控

途径，在细胞分裂、基因转录、信号转导等多个生物

学过程中发挥重要作用，其成员在多种癌症中存在

异常表达［7］。WWP1基因位于人类染色体 8q21，是

HECT的一个亚家族，属于Nedd4 E3泛素连接酶家

族。泛素连接酶通过特异性识别蛋白质底物并通

过泛素化降解调节靶蛋白的含量，在蛋白质的翻译

修饰中起关键作用。功能研究发现，WWP1的异常

表达与细胞增殖、凋亡、转录和蛋白质降解等密切

相关［8-9］。越来越多的证据表明，WWP1与肿瘤进展

直接相关，并且已被认为是部分肿瘤的致癌基因，

包括胃癌［10］、肝癌［11］、口腔癌［12］等。Chen等［13］研究

发现WWP1在结直肠癌患者中高表达，且与不良预

后显著相关，进一步研究表明过表达WWP1可以促

进肿瘤细胞增殖，抑制 WWP1 有相反的作用。Li

等［14］研究发现miR-584-5p可以与WWP1直接结合，

抑制胃癌细胞增殖并促进细胞凋亡。它可以作用

于具有抑癌活性的多种底物，包括 Smads、RNF11、

p27、p53等［9］，有助于肿瘤进展。Cheng等［11］发现内

源性WWP1下调显著抑制了肝癌细胞的生长，诱导

细胞凋亡，并促进凋亡相关蛋白（激活的 caspase-3

和p53）的表达。Wang等［15］发现硼替佐米可以通过

降低Smurf1、Smurf2和WWP1的表达抑制前列腺癌

及其骨转移。Lee 等［16］研究发现 WWP1 负调控

PTEN-Akt途径，抑制WWP1可以使PTEN重新激活

进而杀伤肿瘤。因此，抑制WWP1将间接增加肿瘤

抑制因子的表达，对于多种肿瘤可能是一种有前途

的治疗策略。

迄今为止，对血液恶性肿瘤中WWP1异常表达

的研究主要局限于 AML，目前国际上尚无在 CLL

中表达的报道。本文着重探讨CLL细胞中WWP1

的异常表达及其临床意义，并通过qPCR检测发现，

CLL患者中WWP1 mRNA的表达水平明显高于正

常人群（P＜0.001），亚组分析显示WWP1相对高表

达患者TTFT短于WWP1相对低表达的CLL患者，

差异有统计学意义，提示WWP1可能参与CLL的发

生发展。进一步的分析显示，CLL患者中WWP1的

表达与疾病分期、年龄和初始淋巴细胞计数无显著

相关性，而与CD38和ZAP-70的表达相关，CD38和

ZAP-70 阳性 CLL患者 WWP1 的表达显著增高，提

示WWP1可能与CLL预后不良相关。

总之，本研究发现 WWP1 mRNA 在 CLL 细胞

中异常高表达，且与 CLL预后因素CD38和ZAP-70

的表达相关，生存分析提示 WWP1 高表达的患者

TTFT较短，疾病进展较快，提示WWP1可能成为新

的CLL预后因素。Li等［17］的研究表明，WWP1可以

负向调控P53及家族成员P63的功能。在约90％的

CLL初诊病例中，TP53基因在诊断时处于野生型状

态，TP53异常的患者往往预后不佳。而在CLL中，

WWP1 调控 TP53 的机制还需要进一步研究。此

外，抑制WWP1过表达可以诱导肿瘤细胞生长受抑

和凋亡，也可成为CLL的潜在治疗靶点，为CLL的

靶向治疗提供理论途径。
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2020年本刊可直接用英文缩写的常用词汇

血红蛋白 HGB

红细胞计数 RBC

白细胞计数 WBC

血小板计数 PLT

中性粒细胞绝对计数 ANC

丙氨酸转氨酶 ALT

天冬氨酸转氨酶 AST

谷氨酰转移酶 GGT

碱性磷酸酶 ALP

乳酸脱氢酶 LDH

凝血酶原时间 PT

部分激活的凝血活酶时间 APTT

红细胞生成素 EPO

血小板生成素 TPO

乙型肝炎病毒 HBV

丙型肝炎病毒 HCV

人类免疫缺陷病毒 HIV

核因子-κB NF-κB

辅助性T淋巴细胞 Th细胞

调节性T淋巴细胞 Treg细胞

细胞毒性T淋巴细胞 CTL细胞

自然杀伤细胞 NK细胞

白细胞介素 IL

嵌合抗原受体T细胞 CAR-T细胞

肿瘤坏死因子 TNF

干细胞生长因子 SCF

粒细胞集落刺激因子 G-CSF

粒-巨噬细胞集落刺激因子 GM-CSF

巨噬细胞集落刺激因子 M-CSF

粒-巨噬细胞集落形成单位 CFU-GM

弥散性血管内凝血 DIC

实时荧光定量PCR RQ-PCR

磁共振成像 MRI

正电子发射断层扫描 PET

荧光原位杂交 FISH

（1,3）-β-D葡聚糖检测 G试验

半乳甘露聚糖检测 GM试验

酶联免疫吸附实验 ELISA

噻唑蓝实验 MTT实验

磷酸盐缓冲液 PBS

胎牛血清 FBS

乙二胺四乙酸 EDTA

二甲基亚砜 DMSO

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

SDS-PAGE

美国国家综合癌症网络 NCCN

国际预后积分系统 IPSS

国际预后指数 IPI

异基因造血干细胞移植 allo-HSCT

自体造血干细胞移植 auto-HSCT

移植物抗宿主病 GVHD

人类白细胞抗原 HLA

受试者工作特征曲线 ROC曲线

常见不良反应事件评价标准 CTCAE
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