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  摘 要:目的 分析DNA甲基转移酶1(DNMT1)与T淋巴细胞因子在急性髓系白血病(AML)中的表达

水平及相关性。方法 选取昆明医科大学第一附属医院2020年1月至2022年12月收治的初诊AML患者作

为AML组(38例),另选取同期在昆明医科大学第一附属医院进行骨髓穿刺的缺铁性贫血患者作为对照组(21
例)。检测并比较两组骨髓DNMT1的信使RNA(mRNA)表达水平及T淋巴细胞因子[白细胞介素(IL)-2、
IL-4、IL-6、IL-10、干扰素-γ(INF-γ)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、转化生长因子-β(TGF-β)]水平,以及比较不同

临床特征AML患者DNMT1表达水平。采用Pearson相关分析AML患者DNMT1表达水平与T淋巴细胞

因子水平的相关性。绘制受试者工作特征(ROC)曲线分析DNMT1、T淋巴细胞因子单独及联合检测对AML
的诊断效能。结果 AML组DNMT1

 

mRNA表达水平高于对照组(P<0.001)。白细胞计数(WBC)≥5.0×
1010/L、骨髓幼稚细胞比例≥60%、外周血幼稚细胞比例≥60%、乳酸脱氢酶(LDH)≥300

 

U/L、骨髓外浸润、染

色体核型预后不良患者DNMT1表达水平分别高于 WBC<5.0×1010/L、骨髓幼稚细胞比例<60%、外周血幼

稚细胞比例<60%、LDH<300
 

U/L、无骨髓外浸润、染色体核型预后良好患者,差异均有统计学意义(P<
0.05)。AML组血清IL-2、IL-4、IL-10、INF-γ水平高于对照组,TGF-β水平低于对照组,差异均有统计学意义

(P<0.05)。Pearson相关分析结果显示,DNMT1表达水平与IL-2、IL-4、IL-10、INF-γ水平呈正相关(r=
0.574、0.619、0.527、0.483,P<0.05),与TGF-β水平呈负相关(r=-0.475,P<0.05)。ROC曲线分析结果

显示,DNMT1联合IL-2、IL-4、IL-10、INF-γ检测诊断AML的曲线下面积分别为0.918、0.711、0.756、0.726。
结论 AML患者的DNMT1表达水平升高、T淋巴细胞因子表达失衡,二者存在一定相关性,DNMT1与部分

T淋巴细胞因子联合检测对AML具有诊断价值。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

DNA
 

methyltransferase
 

1
 

(DNMT1)
 

and
 

T
 

lym-
phocyte

 

cytokines
 

in
 

acute
 

myeloid
 

leukemia
 

(AML)
 

and
 

their
 

correlation.Methods A
 

total
 

of
 

38
 

patients
 

with
 

newly
 

diagnosed
 

AML
 

admitted
 

to
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Kunming
 

Medical
 

University
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

AML
 

group,and
 

21
 

patients
 

with
 

iron
 

deficiney
 

anemia
 

who
 

underwent
 

bone
 

marrow
 

aspiration
 

in
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Kunming
 

Medical
 

University
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expression
 

level
 

of
 

DNMT1
 

messenger
 

RNA(mRNA)
 

in
 

bone
 

marrow
 

and
 

T
 

lymphocyte
 

cytokines
 

[interleukin
 

(IL)-2,IL-4,IL-6,IL-10,interferon-γ
 

(INF-γ),
tumor

 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),transforming
 

growth
 

factor-β
 

(TGF-β)]
 

levels
 

were
 

detected
 

and
 

compared
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between
 

the
 

two
 

groups.The
 

expression
 

levels
 

of
 

DNMT1
 

in
 

AML
 

patients
 

with
 

different
 

clinical
 

characteris-
tics

 

were
 

compared.Pearson
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

DNMT1
 

expres-
sion

 

level
 

and
 

T
 

lymphocyte
 

cytokines
 

levels
 

in
 

AML
 

patients.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

DNMT1,T
 

lymphocyte
 

cytokines
 

alone
 

and
 

combined
 

de-
tection

 

in
 

AML.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

DNMT1
 

mRNA
 

in
 

AML
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.001).The
 

expression
 

levels
 

of
 

DNMT1
 

in
 

patients
 

with
 

white
 

blood
 

cell
 

count
 

(WBC)
 

≥5.0×1010/L,bone
 

marrow
 

blast
 

cell
 

ratio
 

≥60%,peripheral
 

blood
 

blast
 

cell
 

ratio
 

≥60%,lactate
 

dehydrogenase
 

(LDH)
 

≥300
 

U/L,bone
 

marrow
 

infiltration
 

and
 

chromosome
 

karyotype
 

poor
 

prognosis
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

with
 

WBC<5.0×1010/L,bone
 

marrow
 

blast
 

cell
 

ratio
 

<60%,peripheral
 

blood
 

blast
 

cell
 

ra-
tio

 

<60%,LDH
 

<300
 

U/L,no
 

bone
 

marrow
 

infiltration
 

and
 

chromosome
 

karyotype
 

good
 

prognosis,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

serum
 

IL-2,IL-4,IL-10
 

and
 

INF-γ
 

in
 

AML
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

level
 

of
 

TGF-β
 

in
 

AML
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P <0.05).Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

DNMT1
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

IL-2,IL-4,IL-10
 

and
 

INF-γ
 

(r=0.574,0.619,0.527,0.483,P<0.05)
 

and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

level
 

of
 

TGF-β
 

(r=
-0.475,P<0.05).ROC

 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curves
 

of
 

DNMT1
 

combined
 

with
 

IL-
2,IL-4,IL-10

 

and
 

INF-γ
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

AML
 

were
 

0.918,0.711,0.756
 

and
 

0.726
 

respectively.Conclusion The
 

increased
 

expression
 

level
 

of
 

DNMT1
 

and
 

the
 

imbalance
 

of
 

T
 

cell
 

cytokines
 

in
 

AML
 

patients
 

are
 

correlated.
The

 

combined
 

detection
 

of
 

DNMT1
 

and
 

some
 

T
 

cell
 

cytokines
 

has
 

diagnostic
 

value
 

for
 

AML.
Key

 

words:DNA
 

methyltransferase
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myeloid
 

leukemia; messenger
 

RNA; correlation

  DNA甲基转移酶(DNMT)1是重要的表观遗传

修饰基因,在哺乳动物基因表达过程中发挥重要作

用[1]。越来越多的研究证实,表观遗传学的异常调控

在急性白血病发生、发展过程中扮演关键角色[2-3]。T
淋巴细胞是机体免疫系统中抗肿瘤的重要活性细胞,
然而,免疫微环境的改变抑制了T淋巴细胞对肿瘤的

杀伤作用,导致白血病细胞等恶性肿瘤细胞生存机会

增加。T淋巴细胞相关因子表达失衡改变了机体的

免疫状态,这被认为是急性髓系白血病(AML)发生、
发展的重要因素[4]。DNMT1的表达受细胞因子调

控,高水平细胞因子可增加DNMT1活性并促进其表

达,进而引起基因表达过程中的DNA甲基化异常并

参与炎症、恶性肿瘤等疾病发生、发展过程[5]。近年

来有研究发现,AML患者骨髓中DNMT1呈高水平

表达,T淋巴细胞相关因子亦呈现异常表达[1],目前

少见对二者间相关性的研究报道。本研究分析了

AML患者DNMT1表达水平与T淋巴细胞相关细胞

因子水平的相关性,以期从临床病例入手探讨 AML
可能的发病机制,并为AML患者提供新的治疗方向。
现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取昆明医科大学第一附属医院

2020年1月至2022年12月收治的初诊 AML患者

作为AML组(38例),另选取同期在昆明医科大学第

一附属医院进行骨髓穿刺的缺铁性贫血患者作为对

照组(21例)。AML组男22例,女16例;年龄14~
64岁,中位年龄为47岁;临床分型:M1为8例,M2

 

为17例,M3为
 

5例,M4为
 

3例,M5
 

为5例。对照

组男13例,女8例;年龄
 

16~70岁,中位年龄为50
岁。两组性别、年龄等一般资料比较,差异均无统计

学意义(P>0.05),具有可比性。纳入标准:(1)经细

胞形态学、免疫学或流式细胞术检测,确诊为 AML;
(2)符合文献[6]中AML的分型标准;(3)临床资料完

整。排除标准:(1)合并其他类型血液系统疾病;(2)
继发性骨髓系统转移肿瘤;(3)合并炎症疾病。本研

究通过昆明医科大学第一附属医院医学伦理委员会

审批[(2021)伦审L第10号],所有患者或者家属均

知情同意并签署知情同意书。
1.2 仪器与试剂 实时荧光定量聚合酶链反应(RT-
PCR)仪购自美国应用生物系统公司,FACS

 

CantoⅡ
流式细胞仪购自美国赛默飞世尔科技公司

 

。Ficoll
淋巴细胞分离液购自上海雅吉生物科技有限公司。
反转录试剂盒购自上海博尔森生物科技有限公司,
RT-PCR试剂盒、引物均购自上海生物工程股份有限

公司,白细胞介素(IL)-2、IL-4、IL-6、IL-10、干扰素-γ
(INF-γ)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、转化生长因子-β
(TGF-β)多重微球流式免疫荧光发光法试剂盒均购

自青岛瑞斯凯尔生物科技有限公司。
1.3 方法

1.3.1 骨髓单个核细胞分离 收集新鲜骨髓3~5
 

mL,采用肝素进行抗凝处理,加入等体积Ficoll淋巴

细胞分离液,在低温状态下,以1
 

000
 

r/min的速度离

心30
 

min,取白膜层,采用磷酸盐溶液洗涤2~3次,
置于-80

 

℃环境中保存待测。
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1.3.2 RT-PCR检测DNMT1
 

分离出单个核细胞 
采用Trizol裂解剂提取总RNA,参照反转录试剂盒

说明书反转录RNA,得到互补DNA(cDNA),保存于

-80
 

℃环境中。采用RT-PCR检测DNMT1
 

分离出

的单个核细胞。RT-PCR反应参数:1.0
 

μL
 

cDNA,
14.5

 

μL
 

SYBR
 

Green,1.0
 

μL正向引物,1.0
 

μL反向

引物,添加灭菌无酶水至25.0
 

μL;RT-PCR反应条

件:95
 

℃
 

15
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,进行40个

循环;测定样本及标准品循环阈值(Ct),以2-ΔΔCt 法

表示目的基因相对表达水平。DNMT1正向引物序

列为5'-CGCTTCCTCCTGGAGAAATGTC-3',反向

引物序列为5'-CACTGATAGCCCATGCGGACCA-
3';β-actin 作 为 内 参,其 正 向 引 物 序 列 为 5'-CT-
GCTCGCTTCGCTACTTGCA-3',反向引物序列为

5'-CGGCACCTGTCCTACGAGTTG-3'。
1.3.3 T淋巴细胞因子检测 采集患者空腹静脉

血,经离心后取上层血浆,采用多重微球流式免疫荧

光发光法测定IL-2、IL-4、IL-6、IL-10、INF-γ、TGF-β、
TNF-α水平,按照试剂盒说明书进行操作。
1.3.4 其他实验室相关指标检测 收集AML患者

血清样本,送于检验科测定白细胞计数(WBC)、骨髓

幼稚细胞比例、外周血幼稚细胞比例、乳酸脱氢酶

(LDH)水平。同时检测骨髓外浸润、染色体核型预后

情况,参考检验科成品试剂盒说明书进行检测。参考

相关研究对 AML患者进行实验室相关指标分层分

析[7],将38例AML患者分别按照不同检测结果分为

WBC<5.0×1010
 

/L患者及 WBC≥5.0×1010/L患

者;骨髓幼稚细胞比例<60%患者和骨髓幼稚细胞比

例≥60%患者,外周血幼稚细胞比例<60%患者和外

周血幼稚细胞比例≥60%患者;LDH<300
 

U/L患者

和LDH≥300
 

U/L患者;有骨髓外浸润患者和无骨

髓外浸润患者;染色体核型预后良好患者和染色体核

型预后不良患者。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件分析数

据。符合正态分布的计量资料以x±s表示,两组间

比较采用独立样本t 检验;采用Pearson相关分析

AML患者DNMT1表达水平与T淋巴细胞因子水平

的相关性;绘制受试者工作特征(ROC)曲线分析DN-
MT1、T淋巴细胞因子单独及联合检测对AML的诊

断效能。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组DNMT1信使RNA(mRNA)表达水平比

较 AML组 DNMT1
 

mRNA 表达水平(0.873±
0.247)高于对照组(0.483±0.139),差异有统计学意

义(t=6.659,P<0.001)。
2.2 不同临床特征AML患者DNMT1表达水平比

较 WBC≥5.0×1010/L、骨髓幼稚细胞比例≥60%、
外周血幼稚细胞比例≥60%、LDH≥300

 

U/L、骨髓

外浸润、染色体核型预后不良患者DNMT1表达水平

分别高于 WBC<5.0×1010/L、骨髓幼稚细胞比例<
60%、外周血幼稚细胞比例<60%、LDH<300

 

U/L、
无骨髓外浸润、染色体核型预后良好患者,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表1。
表1  不同临床特征AML患者DNMT1表达

   水平比较(x±s)

临床特征 n DNMT1 t P

WBC 11.253 <0.001

 <5.0×1010/L 18 0.615±0.127

 ≥5.0×1010/L 20 1.105±0.140
骨髓幼稚细胞比例(%) 8.831 <0.001

 <60 11 0.574±0.139

 ≥60 27 0.995±0.131
外周血幼稚细胞比例(%) 5.175 <0.001

 <60 13 0.659±0.098

 ≥60 25 0.984±0.214

LDH(U/L) 8.032 <0.001

 <300 10 0.427±0.106

 ≥300 28 1.032±0.228
骨髓外浸润 10.364 <0.001

 无 21 0.623±0.137

 有 17 1.182±0.195
染色体核型预后情况 4.807 <0.001

 良好 15 0.705±0.163

 不良 23 0.983±0.181

2.3 两组T淋巴细胞因子水平比较 AML组血清

IL-2、IL-4、IL-10、INF-γ水平高于对照组,TGF-β水

平低于对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。两

组IL-6、TNF-α水平比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。见表2。

表2  两组T淋巴细胞因子水平比较(x±s,ng/L)

组别 n IL-2 IL-4 IL-10 INF-γ TGF-β TNF-α IL-6

AML组 38 40.30±6.50 93.90±22.10 18.60±4.80 7.90±2.50 173.70±36.90 3.91±1.24 22.40±5.90
对照组 21 32.40±4.10 66.00±16.80 11.00±3.50 4.90±1.30 271.80±58.60 3.74±1.32 21.90±5.40

t 4.680 4.156 5.896 4.622 -5.278 0.785 0.070

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.422 0.939

2.4 AML患者DNMT1表达水平与T淋巴细胞因

子水平的相关性分析 Pearson相关分析结果显示,
AML患者 DNMT1表达水平与IL-2、IL-4、IL-10、
INF-γ水 平 呈 正 相 关(r=0.574、0.619、0.527、
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0.483,P<0.05),与 TGF-β水 平 呈 负 相 关(r=
-0.475,P<0.05)。
2.5 DNMT1、T淋巴细胞因子单独及联合检测对

AML的诊断效能 ROC曲线分析结果显示,DN-
MT1、IL-2、IL-4、IL-10、INF-γ单独检测对 AML无

诊断价值(P>0.05)。DNMT1联合IL-2、IL-4、IL-
10、INF-γ检测诊断AML的曲线下面积(AUC)分别

为0.918、0.711、0.756、0.726。见图1、表3。

图1  DNMT1、T淋巴细胞因子单独及联合检测诊断

AML的ROC曲线

表3  DNMT1、T淋巴细胞因子单独及联合检测对

   AML的诊断效能

项目 AUC(95%CI)
灵敏度

(%)
特异度

(%)
P

DNMT1 0.605(0.440~0.771) 59.3 61.2 0.184

IL-2 0.574(0.501~0.622) 42.5 55.2 0.204

IL-4 0.653(0.539~0.683) 54.6 47.6 0.139

IL-10 0.427(0.405~0.538) 52.9 39.4 0.226

INF-γ 0.572(0.464~0.619) 58.6 50.8 0.193

DNMT1+IL-2 0.918(0.847~0.989) 89.2 92.4 <0.001

DNMT1+IL-4 0.711(0.625~0.886) 76.1 82.7 0.008

DNMT1+IL-10 0.756(0.568~0.853) 75.8 68.9 0.001

DNMT1+INF-γ 0.726(0.590~0.862) 80.5 72.4 0.004

3 讨  论

AML是造血系统中造血干细胞/祖细胞发生的

恶性增殖性疾病,表观遗传学异常调控与AML的发

生、发展密切相关。其中,DNA甲基化异常调控作为

AML发病机制得到广泛关注和深入研究[2]。DN-
MT1基因是一种常见的哺乳动物DNA表达调控基

因,其编码蛋白参与多种生理功能,如干细胞的分化、
生长及增殖,器官的发育、衰老,组织的癌变等[8]。正

常情况下,DNMT1的主要功能是维护基因组携带的

甲基化标签在复制、转录过程中的完整性,同时防止

不携带甲基化标签的基因组在表达过程中出现甲基

化改变[9]。DNMT1异常表达而引起的异常甲基化修

饰是DNMT1参与恶性肿瘤发生、发展的主要方式。
在正常肺上皮细胞中DNMT1过表达,可促进正常肺

上皮细胞向肿瘤细胞转变,关键基因表达呈现明显甲

基化[10]。
TROWBRIDGE等[11]利用基因编辑技术对DN-

MT1基因进行条件性敲除,发现敲除DNMT1基因

能够减弱白血病干细胞自我更新能力,显著延缓白血

病进展。本课题组前期对DNMT1参与慢性粒细胞

白血病的机制进行初步研究,发现DNMT1可能通过

Wnt抑制因子-1基因启动子高甲基化改变,从而激活

Wnt/β-连环蛋白信号通路,导致慢性粒细胞白血病发

生[12]。本研究结果显示,AML组DNMT1
 

mRNA表

达水平 高 于 对 照 组(P<0.05),提 示 DNMT1在

AML患者骨髓组织中呈高表达。吴圣豪等[7]研究也

表明,AML患者 DNMT1
 

mRNA 表达水平明显升

高,与本研究结果相符,提示DNMT1可能参与AML
发生、发展过程。本研究进一步分析了不同临床特征

AML患者的DNMT1表达水平,结果显示,WBC≥
5.0×1010/L、骨髓幼稚细胞比例≥60%、外周血幼稚

细胞比例≥60%、LDH≥300
 

U/L、骨髓外浸润、染色

体核型预后不良患者 DNMT1表达水平分别高于

WBC<5.0×1010/L、骨髓幼稚细胞比例<60%、外周

血幼稚细胞比例<60%、LDH<300
 

U/L、无骨髓外

浸润、染色体核型预后良好患者,差异均有统计学意

义(P<0.05)。本研究结果提示DNMT1可能促进

AML疾病进展。
白血病的发病通常伴随免疫系统异常。调节免

疫微环境的细胞因子分泌紊乱,会导致机体自身免疫

系统对肿瘤细胞的识别、杀伤能力下降。近年来的研

究表明,AML患者存在明显T淋巴细胞因子分泌紊

乱的情况[13]。本研究结果显示,AML组血清IL-2、
IL-4、IL-10、INF-γ水平高于对照组,TGF-β水平低于

对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)。正常情况

下,机体内CD4+T淋巴细胞分泌辅助性 T(Th)1、
Th2细胞因子,其中 Th1细胞因子主要包括IL-2、
INF-γ等,Th2细胞因子主要包括IL-4、IL-6、IL-10、
TNF-α、TGF-β等,参与细胞免疫、体液免疫及发挥抗

肿瘤功能[14]。本研究结果提示,AML患者无论是

Th1细胞因子还是Th2细胞因子均存在异常表达,证
实AML发病可能与T淋巴细胞因子分泌紊乱相关,
这与马兵等[15]的研究结果相符。然而,并非所有Th2
细胞因子都分泌异常,本研究结果显示,两组IL-6、
TNF-α水平比较,差异均无统计学意义(P>0.05),
其可能原因在于IL-6、TNF-α在树突状细胞刺激下能

促进CD4+T淋巴细胞分化,因此IL-6、TNF-α会受

到其他T淋巴细胞因子负反馈调节。
Pearson相关分析结果显示,DNMT1表达水平

与IL-2、IL-4、IL-10、INF-γ水平呈正相关(r=0.574、
0.619、0.527、0.483,P<0.05),与TGF-β水平呈负

相关(r=-0.475,P<0.05)。进一步提示DNMT1
与T淋巴细胞因子存在相互调控的作用。肿瘤微环

境中的T淋巴细胞因子,如IL-10等可以介导转录信
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号传导与激活核因子-κB信号通路,上调DNMT1表

达水平,进而促进DNA表达过程中的甲基化改变,导
致肿瘤发生。此外,炎症细胞因子还能够增加 DN-
MT1活 性,亦 可 增 强 DNMT1 的 甲 基 化 调 控 能

力[16-18]。另一方面,DNMT1高表达可抑制部分淋巴

细胞因子甲基化水平,促进部分淋巴细胞因子表达,
导致肿瘤微环境异常[19-20]。本研究ROC曲线分析结

果显示,DNMT1、IL-2、IL-4、IL-10、INF-γ单独检测

对AML无诊断价值(P>0.05)。DNMT1联合IL-
2、IL-4、IL-10、INF-γ检测诊断AML的AUC分别为

0.918、0.711、0.756、0.726。这 提 示 AML患 者 的

DNMT1可联合T淋巴细胞因子共同辅助诊断AML。
综上所述,AML患者骨髓DNMT1表达水平上

调,T淋巴细胞因子表达失衡,DNMT1表达水平与部

分T淋巴细胞因子水平相关。DNMT1、T淋巴细胞

因子可能共同参与AML发病过程。本研究也存在一

定局限性:受限于单中心研究,样本量较少;此外,本
研究并未对DNMT1、T淋巴细胞因子参与 AML发

病的机制进行探讨。在后续研究中,本课题组将与相

关研究单位进行合作,多中心收集样本,并通过基础

实验进行机制研究。
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