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缺氧对 ＡＭＬ骨髓单个核细胞的增殖及基因组甲基化的影响

周贵珍ꎬ彭浪ꎬ邹立新ꎬ刘小柳

(长沙市第四医院血液肿瘤科ꎬ长沙　 ４１０００６)

摘要　 目的 研究缺氧对急性髓系白血病(ＡＭＬ)患者骨髓单个核细胞的增殖及基因组甲基化的影

响ꎮ 方法 收集初诊 ＡＭＬ患者的骨髓液ꎬ分离单个核细胞ꎬ以不同浓度的氧(氧含量分别为 ２１ 、

３ 和 １ )处理细胞 ２４、４８、７２ ｈꎬ以常氧(氧含量 ２１ )作为对照ꎮ ＣＣＫ－８ 法、乳酸脱氢酶检测及

Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８染色等分析缺氧对骨髓单个核细胞的增殖、代谢及凋亡的影响ꎮ 采用 ５￣羟甲基化胞

嘧啶(５￣ｈｍＣ)和 ５￣甲基化胞嘧啶(５￣ｍＣ)检测试剂盒分析缺氧对基因组甲基化状态的影响ꎮ 结果

随着缺氧程度的增加ꎬＡＭＬ细胞增殖活性增强ꎬ代谢活性增加ꎬ而细胞凋亡减少ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎮ 随着缺氧程度增加ꎬ细胞基因组 ５￣ｈｍＣ 的含量升高ꎬ５￣ｍＣ 的含量降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 浓度

１ 的 Ｏ２培养细胞 ４８ ｈꎬ细胞的增殖和去甲基化最强ꎮ 结论 缺氧促进 ＡＭＬ患者骨髓单个核细胞的

增殖与代谢ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ促进细胞基因组去甲基化ꎮ

关键词:缺氧ꎻ急性髓系白血病ꎻ甲基化ꎻ５￣羟甲基化胞嘧啶ꎻ５￣甲基化胞嘧啶
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ｈｍＣ) ａｎｄ ５￣ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ (５￣ｍＣ) ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ５￣ｈｍＣ ａｎｄ ５￣ｍＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ
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Ｒｅｓｕｌｔｓ Ａｓ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＡＭＬ ｃｅｌｌｓ

ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５). Ａｓ ｔｈｅ

ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ５￣ｈｍＣ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｇｅｎｏｍｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

５￣ｍＣ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ

ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｔ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １ Ｏ２ ｆｏｒ ４８ ｈ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｈｙｐｏｘｉａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ＡＭＬ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ ｃｅｌｌｓꎬ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｇｅｎｏｍｅ

ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｈｙｐｏｘｉａꎻ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａꎻ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎꎻ ５￣ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅꎻ ５￣ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅ

　 　 实体瘤中存在的细胞缺氧现象[１]ꎬ在造血系统

肿瘤中也同样存在[２]ꎮ 哺乳动物骨髓较其他组织相

对处于低氧ꎬ其中造血干细胞处于骨髓最低氧的微

环境中[３]ꎬ与正常造血组织相比ꎬ恶性造血肿瘤的骨

髓更为缺氧[４]ꎮ 机体缺氧后ꎬ细胞可通过缺氧诱导

因子(ｈｙｐｏｘｉａ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ＨＩＦ)ꎬ介导相关基因

的转录调控ꎬ进而参与红细胞生成、血管新生、细胞

代谢等生理过程[５]及癌细胞转移、肿瘤干细胞自我

更新、肿瘤免疫逃逸等病理过程[６]ꎮ 缺氧在急性白

血病中的作用仍需深入研究ꎮ

虽然表观遗传调控不涉及改变 ＤＮＡ 序列ꎬ但可

以对基因表达产生影响[７]ꎬ常见的表观遗传学改变

包括 ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰和 ｍｉｃｒｏ ＲＮＡ 等形

式ꎮ 急性髓系白血病(ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａꎬ ＡＭＬ)

属血液系统恶性肿瘤ꎬ表观遗传异常可导致抑癌基

因的转录沉默、恶性克隆的增殖[８]ꎮ ＴＥＴ 蛋白家族

为重要的去甲基化作用酶ꎬ可使 ５￣甲基化胞嘧啶

(５￣ｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅꎬ５￣ｍＣ)转化为 ５￣羟甲基化胞嘧啶

(５￣ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｙｔｏｓｉｎｅꎬ ５￣ｈｍＣ)ꎮ ５￣ｈｍＣ的存在导

致 ＤＮＡ甲基转移酶 ＤＮＭＴ１ 无法对胞嘧啶进行甲基

化ꎬ进而导致去甲基化改变[９]ꎮ 研究发现ꎬ缺氧参与

表观修饰调节ꎬ甚至认为表观修饰调节在低氧反应

中发挥关键作用[１０]ꎮ 本课题组既往研究发现缺氧

可促进白血病细胞株 ＫＧ－１ 的增殖、代谢及细胞基

因组去甲基化[１１]ꎬ但缺氧在 ＡＭＬ 患者骨髓原代细

胞中的调控情况尚未明确ꎮ 因此ꎬ本研究拟以 ＡＭＬ

患者骨髓单个核原代细胞为研究对象ꎬ观察缺氧对

ＡＭＬ细胞增殖、代谢、凋亡及基因组甲基化的影响ꎬ

以探讨白血病细胞缺氧与表观修饰之间的联系ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 研究对象 　 选择 ２０１９ 年 １ 月至 ２０２０ 年 １２

月在长沙市第四医院血液肿瘤科住院的初诊 ＡＭＬ

患者 １０ 例为研究对象ꎬ其中男 ４ 例ꎬ女 ６ 例ꎬ年龄

２４~７８岁ꎬ中位年龄 ５６岁ꎮ 本研究由长沙市第四医

院医学伦理委员会批准ꎬ参与研究的患者知情ꎬ签署

知情同意书ꎮ

１.１.２　 主要试剂与仪器　 ＩＭＤＭ 细胞培养基购自美

国 Ｇｉｂｃｏ公司ꎻＣｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ－８(ＣＣＫ－８)试剂盒

购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司ꎻ乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)试剂盒购

于南京建成生物工程研究所ꎻＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８ 购自美

国 Ｓｉｇｍａ公司ꎻ甲基化 ＤＮＡ 定量试剂盒和羟甲基化

ＤＮＡ定量试剂盒购自美国 Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ 公司ꎮ 缺氧培

养箱和酶标仪分别从美国的 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

公司和 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ公司购买ꎮ

１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养和缺氧　 取患者骨髓标本 ３ ｍＬꎬ采

用密度梯度离心法(Ｆｉｃｏｌｌ)分离骨髓单个核细胞ꎮ

采用缺氧培养箱培养骨髓单个核细胞ꎬ在 Ｏ２浓度分

别为 ２１ 、３ 和 １ 的环境中培养 ２４、４８、７２ ｈ(培

养箱温度 ３７ ℃ꎬＣＯ２浓度 ５ )ꎬ收集细胞用于后续

相关实验ꎮ
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１.２.２　 细胞增殖测定　 采用 ＣＣＫ￣８法测定细胞增殖活

性ꎮ 按照试剂盒说明ꎬ将细胞接种(５×１０４个细胞 / ｍＬ)

于 ９６ 孔板中ꎬ３７ ℃下孵育 ２４、４８ 和 ７２ ｈꎮ 向细胞

中加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 溶液避光孵育 ２ ｈꎮ 使用酶标

仪检测光密度值(ＯＤ)ꎬ检测波长 ４５０ ｎｍꎮ

１.２.３　 乳酸脱氢酶 (ＬＤＨ) 测定 　 细胞培养后ꎬ在

４ ℃条件下ꎬ１ ２００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ按照 ＬＤＨ 检测

试剂盒说明ꎬ吸取 ２０ μＬ离心后的上清液加入 ９６ 孔

酶联检测板中ꎮ 每孔依次加 ２５ μＬ 基质缓冲液、

５ μＬ辅酶 １. ２５ μＬ 二硝基苯肼ꎬ２５０ μＬ ０. ４ ｍｏｌ / Ｌ

ＮａＯＨ溶液ꎬ室温放置 ５ ｍｉｎꎬ使用酶标仪检测 ＯＤꎬ检

测波长 ４５０ ｎｍꎮ

１.２.４　 细胞凋亡检测　 经过处理后的细胞ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ

离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ余液重新悬浮后涂片ꎬ室温晾

干ꎬ用 ４ 多聚甲醛固定 １ ｍｉｎꎬ细胞涂片用 ＰＢＳ 浸

泡 ３ ｍｉｎꎬ滴加 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染液ꎬ室温避光染色

１０ ｍｉｎꎬＰＢＳ洗涤 ３次、每次 ２ ｍｉｎꎮ 甘油封片ꎬ使用

荧光显微镜ꎬ观察被 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染成紫蓝色的细

胞核并拍照ꎮ 正常细胞核为均匀弥散荧光ꎬ而凋亡

细胞核呈现出浓染致密的颗粒块状荧光ꎮ 观察细

胞ꎬ计数 ２００个细胞ꎬ分析凋亡细胞百分率ꎮ

１.２.５　 ５￣ｈｍＣ 水平测定 　 采用 ＤＮＡ 提取试剂盒提

取基因组 ＤＮＡꎮ 细胞离心后ꎬ加入 ２００ μＬ 缓冲液

ＧＡ、２０ μＬ 蛋白酶 Ｋ、２００ μＬ 缓冲液 ＧＢꎬ７０ ℃放置

１０ ｍｉｎꎬ加入 ２００ μＬ无水乙醇ꎬ振荡混匀 １５ ｓꎬ溶液

多次加入吸附柱中洗涤、离心ꎬ将基因组 ＤＮＡ 置

－２０ ℃冰箱中保存备用ꎮ 使用 ＭｅｔｈｙｌＦｌａｓｈＩＭ 羟甲

基化 ＤＮＡ 定量试剂盒来定量检测基因组 ＤＮＡ 中

５￣ｈｍＣ的水平ꎮ 按照试剂盒说明ꎬ通过抗体的捕获ꎬ对

ＤＮＡ的羟甲基化部分进行比色ꎮ 每个样本重复 ３次ꎮ

１.２.６　 ５￣ｍＣ水平测定　 使用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取

基因组 ＤＮＡꎮ 按照 ＭｅｔｈｙｌＦｌａｓｈＴＭ甲基化 ＤＮＡ定量

试剂盒说明检测基因组 ＤＮＡ中的 ５￣ｍＣ 水平ꎮ 每个

样本重复 ３次ꎮ

１.３　 统计学方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０以及 ＳＰＳＳ ２０.０统计软

件进行数据分析及图表制作ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有

统计学意义ꎮ

２　 结果

２.１　 缺氧对骨髓单个核细胞增殖的影响

浓度 １ 的 Ｏ２培养骨髓单个核细胞ꎬ细胞增殖

活性高于浓度 ３ 和 ２１ 的 Ｏ２培养的细胞ꎬ差异有

统计学意义 (Ｐ < ０. ０５)ꎮ 浓度 １ 的 Ｏ２培养细胞

４８ ｈꎬ细胞增殖的活性最强ꎬ其增殖活性高于其他 Ｏ２
浓度培养 ２４ ｈ或 ７２ ｈ细胞的增殖活性ꎬ差异有统计

学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 １所示ꎮ

注:与浓度 ２１ 的 Ｏ２培养比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与培养２４ ｈ

和 ７２ ｈ的细胞比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ

图 １　 缺氧对骨髓单个核细胞增殖活性的影响分析

２.２　 缺氧对骨髓单个核细胞代谢的影响

浓度 １ 的 Ｏ２培养的骨髓单个核细胞释放的

ＬＤＨ量高于浓度 ３ 和 ２１ 的 Ｏ２培养的细胞ꎬ差异

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 浓度 １ 和 ３ 的 Ｏ２培养

细胞的时间越长ꎬ骨髓单个核细胞释放的 ＬＤＨ 量越

多ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ２所示ꎮ

注:与浓度 ２１ 的 Ｏ２培养比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与培养 ２４ ｈ

的细胞比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ

图 ２　 缺氧对骨髓单个核细胞 ＬＤＨ的影响
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２.３　 缺氧对骨髓单个核细胞凋亡的影响

浓度 １ 的 Ｏ２培养的骨髓单个核细胞ꎬ其细胞

凋亡比率低于浓度 ３ 和 ２１ 的 Ｏ２培养的细胞ꎬ差

异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ３所示ꎮ

Ａ.Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８染色检测细胞凋亡ꎻＢ. 细胞凋亡分析ꎻ与浓度 ２１ 的 Ｏ２培养比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎮ

图 ３　 骨髓单个核细胞凋亡的检测与分析

２.４缺氧对骨髓单个核细胞基因组甲基化的影响

浓度 １ 的 Ｏ２培养的骨髓单个核细胞ꎬ其基因

组去甲基化程度高于浓度 ３ 和 ２１ 的 Ｏ２培养的细

胞ꎻ浓度 １ 的 Ｏ２培养骨髓单个核细胞 ４８ ｈꎬ其基因

组去甲基化程度最强ꎬ强于其他浓度的 Ｏ２培养 ２４ ｈ

或 ７２ ｈ的细胞ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ４

所示ꎮ 浓度 １ 的 Ｏ２培养的骨髓单个核细胞的基因

组甲基化程度低于浓度 ３ 和 ２１ 的 Ｏ２培养的细

胞ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ如图 ５所示ꎮ

注:与浓度 ２１ 的 Ｏ２培养比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎻ与培养 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ

的细胞比较ꎬ＃Ｐ<０.０５ꎮ

图 ４　 缺氧对骨髓单个核细胞基因组 ５￣ｈｍＣ含量的影响

注:与浓度 ２１ 的 Ｏ２培养比较ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎮ

图 ５　 缺氧对骨髓单个核细胞基因组 ５￣ｍＣ含量的影响

３　 讨论

缺氧与白血病相互影响ꎬ白血病细胞的大量增

殖导致骨髓缺氧的程度加重ꎬ而局部缺氧环境也会

影响白血病细胞的增殖[１２]ꎬ同时 ＡＭＬ 患者可能伴

有贫血ꎬ这会进一步加重骨髓缺氧状态ꎬ导致恶性循

环[１３]ꎮ 本实验以 ＡＭＬ 骨髓单个核细胞为研究对

象ꎬ通过 ＣＣＫ￣８法检测细胞活性、生化法测定细胞培

养基中 ＬＤＨ含量、Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８核染色检测细胞凋

亡ꎬ以观察不同缺氧程度对细胞增殖、代谢和凋亡的

影响ꎬ实验结果显示ꎬ随着缺氧程度增加ꎬ细胞增殖

活性增强ꎬ尤其是在浓度 １ 的 Ｏ２培养４８ ｈ 时最为
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明显ꎻ细胞低氧培养后ꎬ培养液中 ＬＤＨ 水平升高ꎬ表

明缺氧会刺激白血病细胞增殖ꎬ细胞代谢增强ꎬ细胞

凋亡受阻ꎮ 缺氧对肿瘤细胞和正常细胞都有一定毒

性ꎬ但肿瘤细胞通过基因调控适应缺氧环境并增殖

转移[１４]ꎮ Ｂｅｎｉｔｏ 等[１５]发现ꎬ在骨髓缺氧微环境中ꎬ

急性淋巴细胞白血病细胞出现增殖ꎬ这与本研究结

果相符合ꎮ 本研究发现 ＡＭＬ 骨髓单个核细胞在缺

氧环境中增殖和代谢活性增强ꎬ凋亡细胞受阻ꎬ这表

明缺氧对 ＡＭＬ发展起促进作用ꎮ

基因突变、染色体异常和表观遗传学改变等因

素导致髓系干细胞失去分化成熟的能力ꎬ进而引发

原始细胞快速增殖ꎬ最终导致白血病的发生ꎬ但表观

调控异常在 ＡＭＬ 中的具体机制尚未完全明确ꎮ

ＤＮＡ甲基化是一种广泛存在的表观遗传学改变ꎮ 在

肿瘤发生发展过程中ꎬ异常甲基化通过失活抑癌基

因或激活癌基因ꎬ导致肿瘤细胞无限增殖[１６]ꎮ ＡＭＬ

中经常出现多个基因的异常甲基化ꎬ比如 Ｐ１５ＩＮＫ４Ｂ、

Ｐ１６等[１７]ꎮ ５￣ｈｍＣ 作为一种新的表观遗传学标志

物ꎬ被科学界誉为“第六种核苷酸” [１８]ꎮ 本研究检测

了 ＡＭＬ原代细胞中 ５￣ｈｍＣ 和 ５￣ｍＣ 的含量ꎬ结果显

示ꎬ缺氧培养的细胞中 ５￣ｈｍＣ 含量较常氧组高ꎬ而

５￣ｍＣ含量则降低ꎬ提示缺氧可能导致 ＡＭＬ骨髓细胞

基因组去甲基化ꎬ减少细胞基因组的甲基化程度ꎮ

研究发现ꎬ缺氧环境会导致结直肠癌细胞的基因组

ＤＮＡ出现去甲基化现象[１９]ꎬ本研究结果与此相符

合ꎮ 研究发现ꎬ肿瘤细胞的 ＤＮＡ 甲基化水平呈现出

整体基因组的低甲基化和特定基因启动子区的高甲

基化状态[２０]ꎮ 多种肿瘤中 ５￣ｈｍＣ 的含量减少与肿

瘤的发展和预后有关ꎮ Ｓｈｅｎ 等[２１]研究发现ꎬ５￣ｈｍＣ

缺失是导致原发性睾丸弥漫性大 Ｂ细胞淋巴瘤预后

不良的一个独立因素ꎮ

近年来ꎬ表观遗传调控剂成为急性白血病新的

治疗选择ꎬ同时许多靶向 ＨＩＦ 的药物临床试验正在

进行中[２３]ꎬ如 ＨＩＦ 脯氨酰羟化酶抑制剂 ｒｏｘａｄｕｓｔａｔ

在改善低危骨髓增生异常综合征难治性贫血中的应

用[２４]ꎬＨＩＦ－２α抑制剂 ｂｅｌｚｕｔｉｆａｎ 在晚期肾细胞癌中

的应用[２５]ꎮ 能否通过抑制 ＨＩＦ￣１α 的表达或降低

５￣ｈｍＣ水平来治疗急性白血病? 缺氧诱导因子抑制

剂与去甲基化药物联合是否可以成为白血病治疗的

新模式? 这些都可能成为未来白血病研究的重点ꎮ

本研究将缺氧代谢与表观遗传调控联系起来ꎬ为

ＡＭＬ发病机制的阐述、及未来多药联合治疗模式的

机制研究提供新的思路ꎮ

４　 结论

缺氧促进 ＡＭＬ 患者骨髓单个核细胞的增殖与

代谢ꎬ抑制 ＡＭＬ 患者骨髓单个核细胞凋亡ꎬ促进其

基因组去甲基化ꎮ
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