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一.中文摘要 

Roundabout 4 (Robo4) 是一種僅被發現存在於造血幹細胞及血管內皮細胞

的膜蛋白。最近的研究發現造血幹細胞 Robo4 的表現與其在骨髓微環境中維持

造血穩態有密切關係。 

骨髓微環境 (bone marrow microenvironment, niche)提供了造血幹細胞

(hematopoietic stem cell, HSC) 進行自我更新 (self-renewal)、冬眠 (quiescence)、

歸巢 (homing) 與植入 (engraftment)、分化 (differentiation) 及增生的特殊環境。

愈來愈多的研究顯示骨髓微環境可能與急性骨髓性白血病  (acute myeloid 

leukemia,  AML) 的致病機轉 (leukemogenesis) 有關。 

至今尚無針對 Robo4 是否表現於急性骨髓性白血病細胞的研究。因此為了

解急性骨髓性白血病細胞 Robo4 表現的高低與急性骨髓性白血病患者臨床表現

及預後、分子生物學特徵如細胞表面標記、染色體及非染色體基因異常等的關聯

性，我們利用即時定量聚合酶連鎖反應合成法 (real-time quantitative polymerase 

chain reaction, RQ-PCR) 分析急性骨髓性白血病患者初診斷時骨髓 (bone 

marrow , BM) 檢體中 Robo4  mRNA 的表現。 

骨髓檢體來自 1995 年至 2006 年間於台大醫院血液科診斷為急性骨髓性白

血病且接受標準化學治療的病患共計 148 位，藉由即時定量聚合酶連鎖反應合成

(RQ-PCR) 的方法分析初診斷時骨髓單核細胞 Robo4 mRNA 的表現。臨床表現分

析包含性別、年齡、FAB 分類、初診斷時的周邊白血球及芽細胞 (blast) 數目、

血色素、血小板數目、LDH 數值、染色體變化及預後影響的評估。分析 Robo4 

mRNA 表現的高低與總體存活期 (overall survival)、無病存活期 (disease-free 

survival)、緩解率 (remission rate) 的相關性來評估其對預後的影響。 

148 位病患中有 78 位是男性、70 位是女性，中位數年齡為 46 歲。研究結

果發現急性骨髓性白血病患者初診斷時骨髓單核細胞 Robo4  mRNA 的表現都

顯著高於正常對照組 (P=0.0016)。以 0.010 (Robo4/RPLP0) 作為閥值 (cut-off 
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value)，患者分成 Robo4 高表現 (n=61) 與低表現 (n=87) 兩組。臨床表現方面，

兩組的性別、年齡、初診斷時周邊白血球及芽細胞數目、血色素、血小板數目、

LDH 數值無顯著差。表面標記特徵方面，Robo4 高表現病患的急性骨髓性白血

病呈 HLA-DR 陽性(85.0% vs. 62.4%, P=0.003) 及 CD56 陽性(30.0% vs. 8.4%, 

P=0.001) 的比例顯著較高。 

142 位 (96 %) 病患具初診段時有效的傳統染色體分析結果，其中 67 位 

(47.2 %) 檢出同源性染色體異常。Robo4 高表現的病患發生 t(8;21) 的頻率(20% 

vs. 2.3%, P=0.0009) 顯著較高，t(15;17) 的頻率則顯著較低(1.6% vs. 14.9%, 

P=0.0081)。在染色體檢查無法驗出異常的基因變異方面，Robo4 高表現的病患

發生 DNMT3A 突變的頻率  (P=0.0543) 顯著較高，CEBPAdouble mutation 的頻率

(P=0.024) 則顯著較低。 

148 位病患中有 107 位 (72.3%) 在接受標準治療後達到完全緩解 (complete 

remission, CR)。在病患的預後方面，Robo4 高表現的病患有治療效果較差的傾向

(CR rate, 63.9% vs.78.2%, P=0.0643)。在中位數為 31 個月的追蹤期內 (範圍介於

1.0 至 160 個月)，Robo4 高表現病患的總體存活期 (中位數, 17.0 個月 vs. 95.0 個

月, P =0.023) 及無病存活期 (中位數, 5.0 個月 vs. 15.0 個月, P=0.024) 均顯著較

差；分析其中 99位中度風險染色體核型 (intermediate-risk cytogenetics) 的病患，

Robo4 高表現病患的總體存活期 (中位數, 13.5 個月 vs. 95.0 個月, P =0.007) 及無

病存活期 (中位數, 4.0 個月 vs. 10.0 個月, P=0.025) 也顯著較差。 

Cox proportional hazards 多變項分析可以發現，年齡大於 50 歲、初診斷時

周邊白血球數目大於 50,000/μL 、 預後不佳之染色體核型  (unfavorable 

cytogenetics) 及Robo4的高表現 (Hazard ratio 1.779, 95% CI 1.005-3.149, P=0.048)

為 總 體 存 活 期 較 差 的 獨 立 預 後 預 測 因 子 ， CEBPAdouble mutation 與

NPM1mutation+/FLT3-ITDmutation- 則為總體存活期較佳的獨立預後預測因子；年齡大

於 50 歲、初診斷周邊白血球數目大於 50,000/μL、預後不佳之染色體核型

(unfavorable cytogenetics) 及 Robo4 的高表現 (Hazard ratio 1.779, 95% CI 
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1.005-3.149, P=0.048) 也是無病存活期較差的獨立預後預測因子，CEBPAdouble 

mutation 與 NPM1mutation+/FLT3-ITDmutation- 則也是無病存活期較佳的獨立預後預測因

子。 

    本次研究的結果顯示急性骨髓性白血病患者初診斷時骨髓單核細胞 Robo4 

mRNA 的高表現為預後不佳的象徵；總體存活期的預後預測在中度風險染色體

核型的病患顯得更有意義。在白血病致病機轉 (leukemogenesis) 中，Robo4 本身

的作用機轉及其與 t(8;21)、DNMT3A 突變的交互作用值得進一步研究。 
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二. 英文摘要 (English Abstract) 

Background and Purpose 

Roundabout 4 (Robo4) is a transmembrane protein expressed specifically in 

endothelial cells and hematopoietic stem cells (HSCs). Recently, Robo4 expression 

was shown to be tightly associated with bone marrow (BM) microenvironment and 

involved in HSC homeostasis. BM microenvironment provides support for 

self-renewal, quiescence, homing, engraftment and proliferative potential for HSCs. 

Emerging evidence suggested that BM microenvironment may play a role in the 

leukemogenesis of acute myeloid leukemia (AML). Till now, there has been no study 

concerning the prognostic implication of Robo4 expression in de novo AML.  

Methods and Materials 

We investigated the RNA expression of genes encoding Robo4by real-time 

quantitative polymerase chain reaction in the BM from a cohort of 148 newly 

diagnosed de novo AML patients who received standard conventional chemotherapy 

and 20 healthy BM donors at the National Taiwan University Hospital. The 

expression of the target gene was normalized to that of the housekeeping gene 

RPLP0.The result was correlated with clinical features, cytogenetics, other genetic 

alterations and treatment outcomes. 

Results 

Among the 148 AML patients recruited, 78 were males and 70 were females with 

a median age of 46 years. Median levels of Robo4 expression were significantly 

higher in AML patients than in normal BM donors (P=0.0016).   The patients were 

then divided into two groups, one with low expression of Robo4 (n=87) and the other 

with high expression (n=61), by using a cut-off point of 0.010 (Robo4/RPLP0). There 

was no difference in age, gender, hemogram and LDH levels between the patients 
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with high and low Robo4 expression. Patients with high Robo4 expression had higher 

incidence of HLA-DR and CD56 expression on the leukemia cells (85.0% vs. 62.4%, 

P=0.003 and 30.0% vs. 8.4%, P=0.001, respectively). However, there was no 

difference in the expression of other antigens between the patients with high and low 

Robo4 expression. 

Chromosome data were available in 142(96%) patients at diagnosis and clonal 

chromosomal abnormalities were detected in 67 patients (47.2%). High Robo4 

expression was closely association withchromosomal abnormalities t(8;21), but 

inversely correlated with t(15;17) (20% vs. 2.3%, P=0.0009 and 1.6% vs. 14.9%, 

P=0.0081, respectively). To investigate the interaction between Robo4expression and 

other genetic alterations in the pathogenesis of AML, a mutational screening of 16 

other genes was also performed. We found that Robo4 expression was significantly 

higher in AML patients with DNMT3A mutation (P=0.0543), but lower in those with 

CEBPA mutation (P=0.0240).  

Among the 148 AML patients, 107 (72.3%) patients achieved a complete 

remission (CR) after standard intensive chemotherapy. High Robo4 expression was 

associated with a trend of inferior response (CR rate, 63.9% vs.78.2%, P=0.0643). 

With a median follow-up of 31 months (ranges, 1.0-160), patients with high Robo4 

expression had significantly poorer overall survival (OS) and disease-free survival 

(DFS) than those with low Robo4 expression (median, 17.0 months vs. 95.0 months, P 

=0.023, and medium, 5.0 months vs. 15.0 months, P=0.024, respectively). In the 

subgroup of 99 patients with intermediate-risk cytogenetics, the differences between 

patients with high and low Robo4 expressionin OS  (median, 13.5 months vs. 95.0 

months, P= 0.007) and DFS (median, 4.0 months vs. 10.0 months, P=0.025) were still 

significant. In multivariate analysis, the independent poor risk factors for OS were 

older age > 50 years, high WBC count >50,000/μL, unfavorable karyotype, and high 
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Robo4 expression (Hazard ratio 1.779, 95% CI 1.005-3.149, P=0.048). On the other 

hand, CEBPAdouble mutation and NPM1mutation+/FLT3-ITDmutation- were independent 

favorable prognostic factors. The independent poor risk factors for DFS included 

older age > 50 years, high WBC count >50,000/μL, unfavorable karyotype, and high 

Robo4 expression (Hazard ratio 1.600, 95% CI 1.026-2.495, P=0.038). CEBPAdouble 

mutation and NPM1mutation+/FLT3-ITDmutation- were also independent favourable factors 

for DFS.  

Conclusion 

Our results demonstrated that high pre-treatment expression of Robo4 in the BM 

indicates an unfavorable prognosis in de novo AML patients and the prognostic 

significance of Robo4 expression for OS in the subgroup of patients with 

intermediate-risk cytogenetics was even more obvious. Further studies are needed to 

explore the mechanisms of this gene expression and its interaction with t(8;21) and 

DNMT3A mutation in the leukemogenesis of AML.  
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三.緒論 (Introduction) 

研究背景與文獻回顧 

Roundabout (Robo) 家族是ㄧ群具高度保留性的(highly conserved) 跨膜蛋白，

為免疫球蛋白超家族 (immunoglobulin superfamily) (1)。Robo1、Robo2 和 Robo3

的構造相似，細胞外的部分包含了 5 個免疫球蛋白區域(immunoglobulin domain)

與 3 個 fibronectins ； 相較之下，Robo4 細胞外的部分僅包含了 3 個免疫球蛋白

區域與 2 個 fibronectins (2)。Slit 為此種跨膜蛋白的配體 (ligand) ，有 Slit1、Slit2

和 Slit3 三種。Slit-Robo 訊息傳導路徑最初是在神經軸突生長錐 (axonal growth 

cones) 的研究中發現的 (3) 。Robo4 另一個與其他 Robo 成員不同之處在於

Robo4 最初被認為是內皮細胞特有的 (4)。 Bedell VM 等人的斑馬魚實驗發現

Robo4 在胚胎的血管增生 (angiogenesis) 作用中是不可缺少的 (5)。 Jones CA 等

人利用小鼠的視網膜疾病動物模型發現 Slit2-Robo4 透過抑制與血管增生有關的

第 2 型血管內皮生長因子受體 (vascular endothelial growth factors receptor 2, 

VEGFR-2) 路徑維持血管網路的完整性 (4) 。Marlow R 等人的小鼠乳腺實驗則

發現Slit2-Robo4藉由下調 (down-regulate) 下游的Src 及 FAK 家族 kinases 抵

銷 (counteract) VEGF-VEGFR 作用(6)。在腦、膀胱和結腸來源的肝轉移等惡性

腫瘤內的血管中，可以明顯地發現 Robo4 的表現 (7)；晚期非小細胞肺癌病患治

療前血漿中 Robo4 濃度的高低可能和預後有關 (8)。 

    Shackney 於 1975 年描述了骨髓內的細胞發展梯度  (gradient of cell 

development)  (9)，他發現位於骨髓膜 (endosteum) 區域的未分化細胞往血管豐

富的骨髓腔移動，與細胞的分化 (differentiation) 與成熟有關。Schofield 則於 1978

年提出骨髓微環境 (marrow microenvironment，又稱 niche) 的概念 (10)，他認

為造血幹細胞存在於一個功能與空間上特異的微環境，避免幹細胞的分化並維持

它們的增殖。陸續發表的研究也支持骨髓內具有調控造血幹細胞靜止狀態 

(quiescence)的骨髓膜微環境 (endosteal niche) (11, 12)及可能與造血幹細胞分化

有關的血管微環境 (vascular niche) (13, 14)。 
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CXCR4 是表現在 CD34 陽性骨髓單核細胞及白血病細胞的一種 chemokine 

受體，stromal cell-derived factor-1 (SDF-1，也就是 CXCL12) 為其配體 (15)，

CXCL12-CXCR4 以細胞自主性的方式 (cell autonomous manner)參與造血幹細胞

於微環境中靜止狀態及造血幹細胞庫 (HSC pool) 的維持 (16, 17)。Avecilla ST

等人發現阻斷 CXCR4 會抑制巨核細胞 (megakaryocyte) 往血管微環境移動並逐

漸分化成血小板的過程 (14)。臨床研究則發現 CD34 陽性急性骨髓性白血病 

(acute myeloid leukemia，AML) 患者治療前 CXCR4 表現較高是一個總體存活期 

(overall survival ，OS) 較差的獨立預後因子(18, 19)。 

骨髓血管增生現象的增加可見於急性骨髓性白血病患者 (20, 21)。Padró T

等人也發現急性骨髓性白血病患者骨髓的 VEGF 及 VEGFR-2 有過度表現的現象

(22)。台大血液病田教授研究團隊藉由骨髓動態核磁共振（dynamic MRI）檢查 

(23) 、骨髓 angiopoietin-2 mRNA 表現 (24) 進一步發現骨髓血管增生現象的增

加為急性骨髓性白血病患者總體存活期較差的獨立預後因子。白血病細胞 (22)

與骨髓微環境 (25) 藉由不同的血管增生因子及調節因子對白血病骨髓的血管

增生現象貢獻相同，其中有愈來愈多的證據顯示 CXCL12-CXCR4 與骨髓血管增

生的調節有關 (26)。 

Colmone A 等人證明了白血病幹細胞 (leukemic stem cell) 將正常的造血骨

髓微環境改造成惡性的微環境，正常的造血幹細胞身處其中會有異常的行為 

(27)。Lane SW 等人也認為白血病幹細胞藉由直接入侵及物質分泌破壞正常造血

幹細胞的微環境、干擾與 CXCL12-CXCR4 有關的歸巢  (homing) 及植入

(engraftment) 作用，劫持並改變了整個微環境，以利維持靜止狀態並增加增殖及

自我更新 (self-renewal) 的能力 (28)。Meads MB 等人進一步提出了與骨髓微環

境有關的抗藥性機轉、癌症細胞歸巢與植入微環境後，藉由特定血清因子 

(soluble factor) 及細胞黏附 (cell adhesion) 兩種機轉產生抗藥性 (29)。 

    1988 年第一個分離出小鼠造血幹細胞的 Irving Weissman 的團隊於 Stanford 

University 陸續成功地找出長期造血幹細胞 (long-term HSCs, LT-HSCs) 、 短期
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造血幹細胞 (short-term HSC, ST-HSCs) 與 multi-potent progenitors (MPPs) 的表

面標記。 Irving Weissman 團隊的研究發現這三種造血幹細胞的分化能力相似，

但以長期造血幹細胞的自我更新與增殖能力最強，Robo4 的表現也最高 (30)。

Shibata F 等人的研究顯示造血幹細胞上的 Robo4 與維持造血幹細胞的穩態 

(homeostasis) 有關 (31) 。 Smith-Berdan S 等人進一步的研究發現 Robo4 的表現

侷限在與微環境關係密切的造血幹細胞，沒有表現 Robo4 的造血幹細胞骨髓植

入能力不佳但分化能力不受影響，CXCR4 會上調以彌補 Robo4 的丟失 (32)。

Irving Weissman 團隊的另一項造血幹細胞基因表現印記的研究則發現了 Robo4

在造血幹細胞與白血病幹細胞差異化的表現 (33)。 

臨床應用上，針對準備接受自體造血幹細胞移植的多發性骨髓瘤 (multiple 

myeloma) (34) 及非何杰金淋巴瘤(non-Hodgkin's lymphoma) (35) 病患，已有第三

期臨床試驗證實 plerixafor (CXCR4 拮抗劑)與 G-CSF 合併使用較單獨使用

G-CSF 更為有效地收集到自體造血幹細胞移植，美國食品藥物管理局(FDA) 也

已於 2008 年 11 月核准 plerixafor 與 G-CSF 合併使用於上述的病患及用途。針

對復發或頑固性急性骨髓性白血病患者，利用 plerixafor 干擾 CXCL12-CXCR4

來增加化學治療敏感度的第一/二期臨床試驗之療效是可以期待的 (36)。 

Robo4 最初被認為是血管內皮細胞特有的細胞膜受體，它藉由抑制不正常的

血管增生來維持血管網路的穩定。陸續發表的研究發現 Robo4 也存在於造血幹

細胞 (30-32)。其中 2011 年的研究也同時發現 Robo4 藉由與 CXCR4 交互作用來

調節造血幹細胞在微環境中的位置與歸巢過程 (32)。 CXCR4 表現的高低與

CD34 陽性急性骨髓性白血病患者的預後有關 (19)，CXCR4 拮抗劑的臨床應用

範圍也愈來愈廣(34-36)。文獻回顧後發現急性骨髓性白血病細胞是否有 Robo4

的表現從未被報告過。本研究的主要目的是研究 Robo4 在初診斷急性骨髓性白

血病細胞的表現，並分析 Robo4 表現的高低對急性骨髓性白血病患者預後的影

響。 
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研究的問題及重要性 

本研究主題主要是探討 Robo4 這個與血管增生，特別是病態性血管增生調

節有關的細胞膜受體是否表現在急性骨髓性白血病細胞。利用定量聚合酶連鎖反

應合成 (real-time quantitative PCR,RQ-PCR)的方法，分析急性骨髓性白血病患者

初診斷時骨髓單核細胞(marrow mononuclear cell) Robo4 mRNA 的表現高低，臨

床的分析指標包含性別、年齡、初診斷時周邊白血球數目與芽細胞量、血色素、

血小板數及 LDH，Robo4 表現的高低與 FAB 分類、染色體變化及 class I/II 基因

突變是否有關也是分析的重點。治療效果的分析則包含 Robo4 表現的高低與完

全緩解率 (complete remission rate)、總體存活期 (overall survival)、無病存活期

(disease-free survival) 的關聯性。 

預後預測因子對急性骨髓性白血病患者達第一次完全緩解率後鞏固治療的

選擇十分重要，特別是異體造血幹細胞移植的進行與否。染色體的變化是目前最

有力的預測因子 (37)，然而近半數的病患被歸類為染色體正常 (38)。一些與細

胞存活、增殖或分化有關的基因突變陸續被發現與急性骨髓性白血病患者的預後

有關 (39) 外，骨髓微環境中的基質細胞 (stromal cell) 具有刺激急性骨髓性白血

病細胞增殖與分化的能力也受到注意 (40)。骨髓基質細胞與造血幹細胞交互作

用所依賴的 CXCR4 與 CD34 陽性急性骨髓性白血病患者的預後有關，在骨髓微

環境中與CXCR4關係密切的Robo4是否可以作為新的急性骨髓性白血病預後的

預測因子，甚至成為治療的標的，改變急性骨髓性白血病患的治療方式，是值得

進一步探討的。 
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研究的假說與目的 

目前 Robo4 這個細胞膜受體，在急性骨髓性白血病方面的研究甚少，臨床

上的應用也不甚清楚。因此本次研究假說為： 

白血病的發生被認為是造血幹細胞累積了多重癌化事件 (transforming 

events) 的結果 (41) ，我們認為造血幹細胞特有的 Robo4 可能存在於急性骨髓

性白血病細胞中並影響患者的預後。 

研究的目的: 

(一) 利用即時定量聚合酶連鎖反應合成法分析初診斷急性骨髓性白血病患者

Robo4 mRNA 的表現高低。 

(二) 分析病患的臨床表現及預後是否和 Robo4 的表現有關。 

(三) Robo4 表現的高低與已知的急性骨髓性白血病主要預後預測因子間的交互

作用是否會影響病患的臨床預後。 
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四. 研究方法及材料 

(一) 研究對象 

連續性地收集了 148 位於 1995 年至 2006 年間在國立台灣大學醫學院附設

醫院被診斷為原發性(de novo AML) 之大於 15 歲的病患。急性骨髓性白血病的

分類是依照 FAB (French-American-British) classification，並參考白血病細胞的細

胞 化 學 染 色  (cytochemical stain) 、 表 面 抗 原 分 析  (surface marker or 

immunophenotype) 及骨髓病理切片報告。這些病患都是接受標準的緩解誘導

(remission induction) 化學治療，也就是三天的 anthracycline (idarubicin or 

daunorubicin) 加上七天的 cytarabine ；達到緩解後再接受高劑量 cytarabine (with 

or without anthracycline) 為主的鞏固性 (consolidation) 化學治療。收案病患的中

位數追蹤時間為 31 個月。這項研究已通過台大醫院倫理委員會 (IRB) 的核准，

同時病患皆簽署同意書。 

這些病患初診斷時骨髓單核細胞 Robo4 的 mRNA 表現高低為本次研究的主

要標的。 

(二) 檢體的收集及處理 

所有急性骨髓性白血病病患及健康者(骨髓捐贈者)之骨髓檢體，皆以 

Heparin 為抗凝血劑之方式收集，將所得的骨髓檢體以 3000 rpm 的方式離心 10

分鐘，取出上清液的血清保存於 -80 ℃中。在 5 ml 的 Ficoll solution 上緩慢加

入 10 ml 的骨髓稀釋液，以 400 g 的轉速離心 30 分鐘，此時位於試管中層的白

色環狀物，即是單核球-淋巴球層，再用吸管將此層細胞吸出後，用適量體積之

PBS 溶液進行清洗，然後進行離心且去除上清液，最後再用適量體積之 PBS 溶

液將沉澱物形成懸浮液，計算細胞數量且分裝，大約 107 個細胞放置入一個 

eppendorf  tube 中，離心後加入 TRIzol 後保存於 -80 ℃中。 

(三) RNA 萃取 

(a) 在 1.5 mL 之微量離心管 (eppendorf tube)中取 107個培養細胞，溶於 1 ml 

TRIzol 分離試劑中，以吸管將溶液均質化。 (此步驟會使細胞溶解，並
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使細胞內 RNA 和蛋白質之結合物解離。)  

(b) 加入 0.2 ml chloroform，並均勻搖盪 15 秒，重新靜置於冰上 5 分鐘。 

(c) 然後於 4 ℃ 14,000 rpm 離心 15 分鐘。  

(d) 離心後，萃取液會分成上面的水層及下面的有機層(在酸性萃取條件下， 

RNA 會在水層，而 DNA 及蛋白質會在有機層或介面層) 。 

(e) 小心吸取上層液至另一微量離心管，加入等體積 isopropanol，混和均勻

後，置於 4 ℃ 15 分鐘。(此步驟會使 RNA 沉澱。)  

(f) 於 4 ℃ 14,000 g 離心 15 分鐘。(使 RNA 沉澱) 

(g) 小心倒掉上清液，留下底部少量 RNA 白色沈澱。  

(h) 以 200 ml 75 % 酒精清洗管壁，輕微搖晃，於 4 ℃ 14,000 g 離心 10 分

鐘。 

(i) 倒掉上清液，將微量離心管倒置，使殘留的酒精揮發 (5-10 分鐘即可)，

勿使 RNA 完全乾燥，否則不易回溶。  

(j) 以 DEPC (diethylpyrocarbonate) 處理過的水，將 RNA 白色沈澱完全回

溶。 

(k) 取少量 RNA 溶液經適當稀釋後，以分光光度計測波長 260 nm與 280 nm

之吸光值，以計算所抽出 RNA 之濃度與純度。  

(四) 反轉錄聚合酶連鎖反應合成 cDNA  

(Reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT-PCR) 

(a) 在一個 0.2 ml 的微量離心管內加入 3 μg 的 total RNA，再以 DEPC 處理

過的水補到總體積為 10 μl。 

(b) 加入 1 μl 的 random hexamer 及 dNTP (10 mM) 1 μl 且混合均勻，將此微

量離心管加熱至 65 ℃ 5 分鐘，然後快速置於冰上。  

(c) 再加入以下物質 (5 X reverse transcriptase buffer 4 μl＋DTT 0.1 M 2 μl

＋ RNaseOut (20 U) 1 μl 混合均勻，將此微量離心管培養於室溫下 2 分

鐘。 
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(d) 加入反轉錄酵素 (SSRT, 200 unit) 1 μl，置於 25 ℃ 10 分鐘，放入 PCR

機器中，進行下列溫度反應：25℃ 10 分鐘 → 42 ℃ 50 分鐘→70 ℃

15 分鐘，保存於 -70 ℃。 

(五) 即時定量聚合酶連鎖反應合成法  

(Real-time quantitative polymerase chain reaction, RQ-PCR) 

(a) 骨髓檢體來自這 148 位病患初診斷時的採檢及 20 位健康對照組。 

(b) 採用即時 Taqman® RQ-PCR (ABI, USA) on ABI Prism 7500 machine。 

(c) 每次操作採用 Taqman® fast universal master mix 均勻混合 1 μL cDNA 

樣本成 10  μL 的反應液。 

(d) 每次操作的反應溫度與條件為 50 ℃ 2 分鐘，95 ℃ 10 分鐘，95 ℃ 

15 秒進行 40 循環，60 ℃ 1 分鐘。 

(e) 利用 U937 cell line 製作質體 (cloning of amplification products into the 

pCRII Vector using the plasmid miniprep purification kit)，同時完成標準

曲線 (housekeeping gene RPLP0)。 

(f) 每個檢體至少獨立操作二次，Robo4 的數值利用 housekeeping gene 

(RPLP0) 矯正。兩次數值的標準差大於 0.5 則重複獨立操作，取標準差

不大於 0.5 的二次數值的平均使用。 

(g) Taqman®  assays for Robo4 (Hs00219408_m1*)。 

(六) 染色體分析方法 (Karyotypic analysis) 

染色體的分析是採用骨髓細胞經非刺激操作之培養法，培養一天至三天 (42) ，

再採用 International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) 命名法

判讀。 

(七) 基因突變分析方法 (Mutation analysis) 

     16 個基因突變分析方法為參考引用文獻所述，class I 如 FLT3-ITD 及

FLT3-TKD (43) 、N-RAS 及 K-RAS (44) 、KIT、WT1 (45) 及 PTPN11(46) ， class 

II 如 MLL-PTD (47) 、CEBPA (48) 、NPM1 (49) 及 AML1 (50) ，class III 如
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DNMT3A (51)、ASXL1 (52)、TET2 (53)、IDH1 (54) 及 IDH2 (55)。 

(八) 統計分析與方法 

(a) 利用Mann-Whitney U test的方法來比較健康對照組骨髓與急性骨髓性白

血病患者初診斷骨髓 Robo4 mRNA 的表現高低。 

(b) 利用 sequential cutting 選取 Robo4 mRNA 表現高低的閥值 (cut-off 

value)，再以 bootstrap resampling 驗證閥值。 

(c) 針對 Robo4 表現高低兩組間 categorized variables 的比較是採用 Fisher’s 

exact test ；continuous variables 的比較是採用 Mann- Whitney U test。 

(d) 總體存活期 (overall survival，OS)是從初診斷時間到因任何原因死亡的

時間；無病存活期 (disease-free survival, DFS) 是從第一次緩解到復發、

死亡或研究時間終止的時間。利用 Kaplan-Meier estimation 繪製存活曲

線，同時以 Log-Rank test 比較存活曲線是否有統計學上的顯著差異。 

(e) 針對總體存活期與無病存活期的多變項獨立因子分析是採用 hazard ratio 

and 95% confidence interval (CI) by Cox proportional hazards regression 

models。 

(f) Two-sided P 值小於 0.05 被視為有統計學上的顯著差異。 

(g) 所有統計的分析是採用 SPSS 16 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 、 SAS 9

及 StatsDirect (United Kingdom)。 

(h) 為了避免造血幹細胞移植治療本身的相關致死率干擾治療預後的評估，

針對接受造血幹細胞移植的病患，存活期分析以病患接受幹細胞回輸當

日為刪節 (censor)。 
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五. 結果 

 (一) 研究者-急性骨髓性白血病病患的特性 

所有 148 位的急性骨髓性白血病病患(詳見表一)皆是接受標準治療 。78 位男

性及70位女性，中位數年齡為46歲 (病患年紀從15歲到82歲)，其中有107位 (72.3 

%) 接受標準化學治療後達到完全緩解 (complete remission，CR)。在平均追蹤 31

個月後，共有 56 位 (37.8 %) 維持在無疾病狀況中 (disease-free status)。追蹤期中仍

存活的病患中，中位數總體存活期為 17.5 個月。此外，在引導治療過程中共造成

11 位病患死亡 (induction death)。 

(二) Robo4 mRNA 的表現在健康對照組 (normal control) 及急性骨髓性白血病患

者的差異 

我們將Robo4 mRNA的表現與 housekeeping gene (RPLP0) 的比率作為基準值，

儘管 Robo4 的數值在不同個體間有相當的差異，利用 Mann-Whitney U test 的分析發

現：急性骨髓性白血病患者 Robo4 表現的 median level 大於健康對照組，達統計學

上的顯著差異 (P=0.0016) (詳見圖一)。 

(三) Robo4 mRNA 的表現與臨床及生物學表徵的關連性 

將病患 Robo4 mRNA 的表現值以 0.010 (Robo4/RPLP0) 作為閥值，患者分成

Robo4 高表現 (n=61) 與低表現 (n=87) 兩組。 

臨床表現方面，兩組的性別、年齡、初診斷時周邊白血球及芽細胞數目、

血色素、血小板數目、LDH 數值無顯著差(詳見表一)。細胞表面標記特徵方面，

Robo4 高表現病患的急性骨髓性白血病細胞呈 HLA-DR 陽性 (85.0% vs. 62.4%, 

P=0.003) 及 CD56 陽性(30.0% vs. 8.4%,P=0.001)的比例顯著較高(詳見表二)。 

142 位 (96 %) 病患具初診斷時有效的傳統染色體分析結果，其中 67 位 

(47.2 %) 檢出同源性染色體異常。Robo4 高表現的病患發生 t(8;21) 的頻率(20%  

vs. 2.3%, P=0.0009) 顯著較高，t(15;17) 的頻率則 (1.6% vs. 14.9%, P=0.0081) 顯

著較低(詳見表三)。在與細胞存活、增殖或分化有關的基因變異方面，Robo4 高

表現的病患發生 DNMT3A 突變的頻率 (21.3% vs. 9.2%, P=0.0543) 顯著較高，呈

正相關(詳見表四)。CEBPAdouble mutation 的頻率 (5.0% vs. 17.2%, P=0.024) 則顯著
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較低，呈負相關 (詳見表四)。 

(七) Robo4 mRNA 的表現與預後的相關分析 

    Robo4 高表現的病患接受標準化學治療後達到完全緩解的比率有較低的傾向

(63.9 ％ vs. 78.2％, P =0.0643)。 

在中位數為 31 個月的追蹤期間 (範圍介於 1.0 至 160 個月)，Robo4 高表現

病患的總體存活期 (中位數, 17.0個月 vs. 95.0個月, P =0.023) 及無病存活期 (中

位數, 5.0 個月 vs. 15.0 個月, P=0.024) 均顯著較差(詳見圖二)；分析其中 99 位中

度風險染色體核型 (intermediate-risk cytogenetics) 的病患，Robo4 高表現病患的

總體存活期 (中位數, 13.5 個月 vs. 95.0 個月, P =0.007) 及無病存活期 (中位數, 

4.0 個月 vs. 10.0 個月, P=0.025) 也顯著較差(詳見圖三)。 

Cox proportional hazards 多變項分析(詳見表五)可以發現，年齡大於50歲、

初診斷周邊白血球數目大於 50,000/μL、預後不佳的染色體核型 (unfavorable 

cytogenetics)及 Robo4 的高表現 (Hazard ratio 1.779, 95% CI 1.005-3.149, P=0.048)

為 總 體 存 活 期 較 差 的 獨 立 預 後 預 測 因 子 ， CEBPAdouble mutation 與

NPM1mutation+/FLT3-ITDmutation- 則為總體存活期較佳的獨立預後預測因子；年齡大

於 50 歲、初診斷周邊白血球數目大於 50,000/μL、預後不佳的染色體核型

(unfavorable cytogenetics) 及 Robo4 的高表現  (Hazard ratio 1.779, 95% CI 

1.005-3.149, P=0.048) 也是無病存活期較差的獨立預後預測因子，CEBPAdouble 

mutation 與 NPM1mutation+/FLT3-ITDmutation- 則也是無病存活期較佳的獨立預後預測因

子。 
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六.討論 

這是第一篇探討 Robo4 在急性骨髓性白血病細胞表現的研究。我們發現與健康

對照組的骨髓相比，Robo4 在新診斷急性骨髓性白血病患者的骨髓單核細胞表現較

高，病患間 Robo4 的表現高低也有差異，研究結果指出 Robo4 表現高的病患經標準

化學治療後達完全緩解的比例有較低的趨勢 (P=0.0643)，意味著 Robo4 表現的高低

可能與抗藥性有關。更重要的是，我們發現 Robo4 表現高的病患總體存活期與無病

存活期均顯著較差。針對病患年齡大於 50 歲、初診斷時周邊白血球數目大於

50,000/μL、預後不佳的染色體核型，CEBPAdouble mutation、NPM1mutation+/FLT3-ITDmutation-

及Robo4表現高低的多變項存活分析也指出Robo4的表現高低為總體存活期與無病

存活期的獨立預後預測因子。我們首度證明了已知與造血幹細胞植入骨髓微環境有

關的 Robo4 (32) 在急性骨髓性白血病細胞上的表現，我們的研究則暗示著骨髓微環

境中的白血病細胞藉由 Robo4 的细胞黏附作用降低外來的壓力並維持穩態。Robo4

在白血病致病機轉中可能扮演著維持正在癌化成白血病細胞的造血幹細胞穩態並降

低外來的壓力。 

我們的研究也指出 Robo4 高表現的病患白血病細胞發生 t(8;21) 的頻率 (20% 

vs. 2.3%, P=0.0009) 顯著較高。t(8;21) 的融合蛋白 (fusion protein) AML1-ETO 藉由

抑制 SCL (or tal-1) 的表現改變造血幹細胞的命運 (56)。SCL 屬轉錄因子 

(transcription factor)，與造血幹細胞分化成紅血球與血小板的過程有關 (56)。與

Robo4 相同的是，SCL 也同時表現於造血及血管系統 (57)。Robo4、AML1-ETO 融

合蛋白與 SCL 三者間可能存在的交互作用如何參與白血病致病機轉，值得進一步研

究。 

白血病細胞表面標記分析發現 Robo4 高表現的病患白血病細胞，其 CD56 呈陽

性(30.0% vs. 8.4%,P=0.001) 的比例顯著較高；13 位 t(8;21) 急性骨髓性白血病患者

中，我們發現 10 位(76.9 %) 的 CD56 呈陽性；Robo4 高表現的 11 位病患中，9 位

(81.8 %) 的 CD56 呈陽性，Robo4 低表現的 2 位病患中，1 位 (50.0 %) 的 CD56 呈
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陽性。Schaich M 等人發現 t(8;21) 的急性骨髓性白血病患帶有 MDR1 表現的頻率顯

著較高(58) ； Yang DH 等人分析了 37 位 t(8;21) 急性骨髓性白血病患者，其中的

25位CD56呈陽性(67.6 %)，這 25位患者的預後顯著較差 (59)。CD56呈陽性的 t(8;21) 

急性骨髓性白血病患者預後較差是否與 Robo4 的表現高低有關，需要更大規模的研

究分析。Robo4 與 MDR1 兩者的表現是否有關，有待進一步研究。 

我們的研究中 Robo4 高表現的病患發生 DNMT3A 突變的頻率 (21.3% vs. 9.2%, 

P=0.0543) 顯著較高。DNMT3A 為 DNA methyltransferases (DNMTs) 的一種， 

Challen GA 等人的研究顯示 DNMT3A 作用於不同的基因會有 hypo-methylation 或 

hyper-methylation 兩種不同的效果 (60)；在缺少 DNMT3A 的造血幹細胞中，與

multi-potency 有關的基因會有上調 (up-regulate) 的現象，與分化有關的基因則有下

調  (down-regulate) 的情形 (51) 。陸續發表的研究指出急性骨髓性白血病患

DNMT3A 突變的發生率為 20 % 上下(51, 61)，在台大血液病田教授研究團隊一項

500 位急性骨髓性白血病患者的研究中，DNMT3A 突變的發生率為 14.0 % ，正常

染色體核型 (normal karyotype) 病患的發生率則為 22.9 % (62) 。DNMT3A 的突變

是急性骨髓性白血病患者一個總體存活期較差的獨立預後因子，特別是中度風險染

色體核型 (51) 及正常染色體核型的病患 (61, 62) 。DNMT3A 突變是否會上調

Robo4 的表現，則須進一步研究。 

愈來愈多的證據也顯示急性骨髓性白血病的惡化(63)和抗藥性的產生(29)，與白

血病細胞和其所身處的骨髓微環境複雜的交互作用有關 。 在複雜的白血病細胞與

骨髓微環境的交互作用中，CXCR4 是目前唯一被發現具有急性骨髓性白血病預後預

測價值(18, 19)且已被開發成治療惡性血液疾病的標靶；我們的研究找到了在骨髓微

環境中與CXCR4關係密切的Robo4(32)為急性骨髓性白血病患者具潛力的預後預測

指標，也再次支持骨髓微環境在急性骨髓性白血病研究的重要性。另一個獨立的急

性骨髓性白血病患族群驗證我們的發現是值得的。我們的研究也暗示著 Robo4 的表

現調控可能與 AML1-ETO 融合蛋白及 DNMT3A 的突變有關，進一步的釐清三者間

的交互作用，應有助於了解骨髓微環境在複雜的白血病致病機轉中扮演的角色。 
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七.展望 

這是第一篇有關急性骨髓性白血病病患初診斷時骨髓 Robo4 的表現與相關臨

床意義的研究。我們的確發現急性骨髓性白血病病患 Robo4 的表現與健康對照組有

顯著差異，暗示著 Robo4 在急性骨髓性白血病的致病機轉 (leukemogenesis) 中可能

扮演重要的角色。 

而針對急性骨髓性白血病患者的預後預測，在中度風險染色體核型的病患，可

以運用的因子較少，多半是一些基因的突變 (genetic alterations or mutations)。我們

的研究藉著多變項存活分析，更明確指出除了染色體變化外，Robo4 的表現也是一

項獨立的預後預測因子。更重要的是，它的預後關聯性在中度風險染色體核型的病

患更顯著。換句話說，Robo4 的表現，在急性骨髓性白血病的預後上可以說是一個

潛在的生物標記 (biomarker)，特別是中度風險染色體核型的病患。 

由於這樣的結果，可能可以應用在病患治療前的評估及治療後的追蹤，至於是

否可以當作 minimal residual disease (MRD)的因子，則需進一步檢測治療後的檢體才

能明瞭。而是不是可以當作治療上的標靶，也需要進一步的實驗與研究才能知悉。 
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表一 Robo4 高表現與低表現的急性骨髓性白血病患者臨床表現的比較 

Clinical manifestations of acute myeloid leukemia (AML) patients with 

high and low Robo4 expression 

 

Variables 
Total 

(n=148) 

Robo4 high 

(n=61, 41.2%) 

Robo4 low 

(n=87, 58.8%) 
P value 

Sex†    0.3189 

Male 78 29 (37.2) 49 (62.8)  

Female 70 32 (45.7) 38 (54.3)  

Age (year)‡ 46.0 (15-82) 46.0 (15-77) 46.0 (15-82) 0.7944 

Lab data‡     

WBC (/μL) 23535(380-423000) 23260 (650-175900) 24520 (380-423000) 0.7568 

Hb (g/dL) 7.9 (3.3-13.1) 7.5 (3.3-12.0) 8.2 (3.5-13.1) 0.3252 

Platelet (×1,000 /μL) 45.0 (3-802) 46 (3-202) 42.0 (3-802) 0.4509 

Blast  (/μL) 12517.1 (0-338400) 11148(0-141878.5) 13439(0-338400) 0.7746 

LDH (U/L) 843.5 (271-13130) 838 (298-5559) 849(271-13130) 0.5482 

FAB†    0.069 

M0 1 0 (0) 1 (100.0) >0.9999 

M1 34 11 (32.4) 23 (67.6) 0.321 

M2 49 24 (49.0) 25 (51.0) 0.215 

M3 14 1 (7.1) 13 (92.9) 0.0081 

M4 39 18 (46.2) 21 (53.8) 0.57 

M5 8 5 (62.5) 3 (37.5) 0.2748 

M6 2 1 (50.0) 1 (50.0) >0.9999 

Undetermined 1 1 (100.0) 0 (0) >0.9999 

Induction response 148 61 87  

CR 107 (72.3) 39 (63.9) 68 (78.2) 0.0643 

PR 4 (2.7) 2 (3.3) 2 (2.3) 0.3035 

Refractory 26 (17.6) 13 (21.3) 13 (14.9)  

Induction death 11 (7.4) 7 (11.5) 4 (4.6) 0.2009 

Relapse 50 (33.8) 20 (32.8) 30 (34.5) 0.5477 

†number of patients (%) 

‡median (range) 

Abbreviations: FAB, French-American-British classification; CR, complete remission; PR, 

partial remission 
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表二 Robo4 高表現與低表現的急性骨髓性白血病患者免疫現型的比較 

Comparison of immunophenotypes of leukemia cells between AML 

patients with high and low Robo4 expression 

 

Antigens Total patients 

examined 

Percentage of patients with  

the antigen expression 

P  

Whole 

cohort 

Robo4 high 

patients 

Robo4 low 

patients 

HLA-DR 145 71.7 85.0 62.4 0.003 

CD13 145 94.5 98.3 91.8 0.088 

CD33 145 90.3 88.3 91.8 0.491 

CD34 144 68.8 76.3 63.5 0.105 

CD56 143 17.5 30.0  8.4 0.001 

CD7 145 17.2 13.3 20.0 0.295 
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表三 Robo4 高表現與低表現的急性骨髓性白血病患者染色體變化的比較 

Association of Robo4 expression level with cytogenetic abnormalities 

 

Variables Total Robo4 high Robo4 low P  
Karyotype† 
(N=142) 

    

Favorable 35 17 (48.6) 18 (51.4) 0.3316 

Intermediate 99 37 (37.4) 62 (62.6) 0.215 

Unfavorable 8 5 (62.5) 3 (37.5) 0.2767 

Cytogenetics     

Normal 75 28 (37.3) 47 (62.7) 0.404 

abnormal 67 31 (46.3) 36 (53.7) 0.3093 

Recurrent chromosomal abnormality 

t(8;21) 14 12(84.6) 2 (15.4) 0.0009 

inv(16) 7 4 (50.0) 3(50.0) 0.4472 

t(15;17) 14 1(14.3) 13(85.7) 0.0081 
†Favorable, t(15;17), t(8;21), inv (16) ; unfavorable, -7, del(7q), -5, del(5q), 3q abnormality, 

complex abnormalities; Intermediate, normal karyotype and other abnormalities. 
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表四 Robo4 高表現與低表現的急性骨髓性白血病患者其他基因突變的比較 

Association of Robo4 expression level with other genetic alterations 

 

Variables 

No. of patients with alteration (%) 

P  Whole cohort 

(n=148) 

Robo4 high 

patients (n=61)

Robo4 low 

patients (n=87) 

CEBPAdouble 18 (10.1) 3 (5.0) 15 (17.2) 0.024 

NPM1+/FLT3-ITD- 15 (10.1) 5 (8.2) 10 (11.5) 0.513 

NPM1 33 (22.3) 15 (24.6) 18 (20.7) 0.575 

IDH2 20 (13.5) 10 (16.4) 10 (11.5) 0.391 

IDH1 11 (7.4) 3 (4.9) 8(9.2) 0.329 

N-RAS 18 (12.1) 9 (14.8) 9 (10.3) 0.419 

K-RAS 4 (2.7) 3 (4.9) 1 (1.1) 0.164 

TET2 17 (11.5) 10 (16.4) 7 (8.0) 0.1262 

AML1 13 (8.8) 7 (11.5) 6 (6.9) 0.333 

WT1    11 (7.4)     5 (8.2) 6 (6.9) 0.767 

MLL 9 (6.1) 4 (6.6) 5 (5.7) 0.839 

ASXL1 9 6 3 0.162 

DNMT3A 21 13 (21.3) 8 (9.2) 0.0543 

KIT 7 5 2 0.1249 

FLT3-TKD 13 3 10 0.2397 

PTPN11 6 1 5 0.4012 
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表五 Robo4 高表現與低表現的急性骨髓性白血病患者其他基因突變的比較 

Association of Robo4 expression level with other genetic alterations 

 

Variables 

Disease-free Survival   Overall Survival 

  95% CI 95% CI   

RR Lower Upper P value RR Lower Upper P value

Age† 1.98 1.286 3.048 0.002 3.497 1.982 6.17 0.001 
WBC§ 1.581 1.011 2.47 0.044 1.862 1.069 3.242 0.028 

KaryotypeΨ 4.175 2.634 6.62 0 3.078 1.726 5.489 0.001 

NPM1/FLT3-ITDζ 0.246 0.11 0.554 0.001 0.398 0.166 0.955 0.039 

CEBPAdouble mutation 0.401 0.187 0.858 0.019 0.166 0.039 0.699 0.014 

Robo4* 1.6 1.026 2.495 0.038 1.779 1.005 3.149 0.048 

Abbreviation: RR, relative risk; CI, confidence interval 
† Age > 50 relative to Age ≤50 (the reference) 
§WBC greater than 50,000/μL versus less than 50,000/μL 
Ψunfavorable cytogenetics versus others 
ζNPM1mut+/FLT3-ITD- versus other subtype 

*Robo4 expression level 
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圖二 Robo4 表現的高低與病患存總體存活期及無病存活期的存活分析 

Kaplan-Meier curves of overall survival and disease-free survival of 

patients with newly diagnosed acute myeloid leukemia stratified by the 

level of Robo4 expression  
 

 

median, 17.0 months vs. 95.0 months, P=0.023 

 

medium, 5.0 months vs. 15.0 months, P=0.024 

 

Low Robo4 group, N=87

High Robo4 group, N=61 

Low Robo4 group, N=87

High Robo4 group, N=61 
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