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摘要 目的 观察急性髓系白血病( AML) 患者化学治疗前

后活性氧( ＲOS) 、异柠檬酸脱氢酶 2 ( IDH2) 、去乙酰化酶 3
( SIＲT3) 动 态 变 化 情 况，探 讨 不 同 AML 患 者 ＲOS、IDH2、
SIＲT3 水平的差异及其在临床诊断和疗效评价中的应用价

值。方法 取 20 例新诊断的且尚未行化学治疗的 AML( 非

APL) 患者骨髓及外周血标本( 新诊断组) ; 取 40 例已行化学

治疗的 AML( 非 APL) 患者骨髓及外周血标本( 经治组) ; 取

20 例正常人骨髓及外周血标本作为对照( 对照组) 。荧光显

微镜下观察各组骨髓单个核细胞及骨髓单个核细胞线粒体

中 ＲOS 的表达，ELISA 测定各组外周血中 IDH2、SIＲT3 的表

达。对患者 AML1-ETO 融合基因表达与否进行归纳总结，比

较不同组中 SIＲT3 的表达。比较经治患者中不同治疗疗效、

治疗疗程中 SIＲT3 的表达。结果 三组中骨髓单个核细胞

内及细胞中线粒体 ＲOS 的表达，新诊断组高于对照组( P ＜
0. 05) ，经治组低于新诊断组 ( P ＜ 0. 05 ) 。三组的外周血

IDH2 的表达，新诊断组高于对照组( P ＜ 0. 000 1) ; 经治组低

于新诊断组( P ＜ 0. 05 ) 。外周血标本稀释 5 倍后，SIＲT3 的

表达新诊断组低于对照组( P ＜ 0. 000 1) ; 经治组高于新诊断

组( P ＜ 0. 01) 。经治患者中融合基因阳性者 SIＲT3 表达高

于融合基因阴性者; 部分缓解者 SIＲT3 表达高于完全缓解

者; 经治患者中完全缓解亚组，治疗疗程长者 SIＲT3 表达高

于治疗疗程短者。结论 SIＲT3 是作为重要蛋白质在细胞

线粒体中调节代谢功能，其在急性髓系白血病患者中表达下

调，IDH2 及 ＲOS 表达随之升高。在 AML 中，SIＲT3 的异常

表达会加速肿瘤的发生发展及降低治疗疗效。
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急性髓系白血病( acute myeloid leukemia，AML)

是一种以造血干细胞异常生长和分化为特征的恶性

疾病，具有增殖、存活和分化异常的特点［1］，据最新

统计，其死亡病例数占所有恶性肿瘤死亡病例的

3. 1%［2］。白血病 常 见 的 治 疗 方 法 主 要 有 化 学 治

疗、分子靶向治疗及造血干细胞移植等治疗手段。
其死亡的主要原因仍然是化疗耐药导致的难治性或

复发 性 疾 病［3］。活 性 氧 ( reactive oxygen species，
ＲOS) 是有氧呼吸的代谢副产物，维持细胞内氧化还

原动态平衡。增高癌细胞 ＲOS 水平，会使其比正常

细胞更易受到氧化应激诱导的细胞死亡［4］。去乙

酰化酶 3( sirtuin 3，Sirt3) 是主要位于线粒体中的去

乙酰化酶，能够调节异柠檬酸脱氢酶 2( isocitrate de-
hydrogenase 2，IDH2 ) 、ＲOS 的 表 达，可 作 为 提 高

AML 标准化疗药物疗效的潜在治疗靶点［5］。基于

此，该研究探讨 AML 患者 SIＲT3、IDH2 与 ＲOS 的表

达及其在临床诊断和疗效评价中的应用价值，以期

为临床治疗提供参考。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 收集 2020 年 10 月—2021 年 12 月

安徽医科大学第一附属医院收治的新诊断的 AML
( 非 APL) 患者 20 例作为新诊断组，其中男 9 例，女

11 例; 18. 00 ～ 86. 00 岁，中位年龄 57. 00 岁。2 例

未进行融合基因 AML1-ETO 检测，16 例检测阴性; 2
例患者融合基因 AML1-ETO 阳性。治疗后 AML( 非

APL) 患者 40 例作为经治组，其中男 22 例，女 18
例; 18. 00 ～ 65. 00 岁，中位年龄 51. 50 岁。7 例未进

行融合基因 AML1-ETO 检测，25 例检测阴性; 8 例

患者融合基因 AML1-ETO 阳性。其中完全缓解者

20 例，部分缓解者 20 例。完全缓解者 20 例中，根

据不同患者治疗疗程，以中位数 6 个疗程为界，其中

少于等于 6 个治疗疗程 11 例，高于 6 个治疗疗程 9
例。均经骨髓细胞形态学、免疫学、细胞遗传学等检

测后确诊为急性髓系白血病。20 例正常人作为对

照组。本研究经安徽医科大学第一附属医院医学伦

理委员会审核通过( 批号: PJ2021-16-14 ) ，以及取得

患者知情同意。
1． 1． 1 对照组纳入标准 ① 血常规、肝肾功能无

异常，既往无肿瘤史、自身免疫性疾病病史; ② 排除

合并其他肿瘤性、血液性、传染性、免疫性疾病。
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1． 2 主要实验材料及试剂 IDH2 ELISA 试剂盒购

自南京建成生物工程研究所; SIＲT3 ELISA 试剂盒

购自武汉基因美公司; 酶标仪购自美国伯腾仪器有

限公司; 倒置荧光显微镜购自德国蔡司公司。FBS
胎牛 血 清、ＲPMI-1640 培 养 基、无 水 二 甲 基 亚 砜

( dimethyl sulfoxide，DMSO ) 、Hank' s 平 衡 盐 溶 液

( Hank's balanced salt Solution，HBSS) 、杜氏磷酸缓

冲液( Dulbecco' s phosphate-buffered saline，D-PBS) 、
2'，7'-二氯二氢荧光素二乙酯( DCFH-DA) 、线粒体

绿色荧光探针( MITO-Tracker Green) 均购自上海碧

云天生物技术有限公司; 人淋巴细胞分离液购自北

京索莱宝科技有限公司。
1． 3 分离骨髓单个核细胞 常规骨髓穿刺，抽取新

诊断组、经治组患者及对照组骨髓液 3 ml，加等量无

菌 PBS 液用吸管反复吹打、充分混匀。加入等体积

的分离液于无菌管中，将稀释后的骨髓液缓慢平铺

到分离液上方，按照说明离心后小心吸取中间的白

膜层，加入 PBS 液，用吸管反复吹打、混匀、离心，去

上清液后将细胞收集。
1． 4 测量骨髓单个核细胞内 ＲOS 的表达 以 1 ∶
2 000的比例用无血清培养液稀释 DCFH-DA，至终

浓度为 5 μmol /L。收集细胞，重悬于稀释的 DCFH-
DA 中，吹打均匀后置入细胞培养箱中避光孵育 20
min，用无血清培养基重悬细胞进行洗涤，以去除未

进入细胞内的检测试剂。收集各组细胞于倒置荧光

显微镜下观察，实时监测各组平均荧光强度。并用

Image J 软件分析。
1． 5 测量骨髓单个核细胞线粒体内 ＲOS 表达

Mito-Tracker Green 用无水 DMSO 配制至终浓度为 1
mmol /L，作为储存液与 HBSS 按照比例配制成工作

液。将各组已提取的骨髓单个核细胞加入适量 Mi-
to-Tracker Green 工作液，吹打均匀后 37 ℃避光孵育

30 min，离心取上清液，无血清培养基重悬，全程避

光，倒置荧光显微镜下观察，监测各组平均荧光浓

度，并用 Image J 软件分析。
1． 6 ELISA 方 法 检 测 外 周 血 血 浆 标 本 IDH2、
SIＲT3 的表达 抽取新诊断组、经治组患者及对照

组外周血 3 ml 置于含柠檬酸钠管中，常温下 1 500
r /min 离心 10 min，收集上清液; 按试剂盒说明测定

外周血血浆 IDH2、SIＲT3 的表达情况，并在平板阅

读器上于 450 nm 处立即测量吸光度。用二次多项

式拟合曲线计算 IDH2、SIＲT3 浓度。
1． 7 观察指标及评价标准 分析比较 AML ( 非

APL) 各亚组患者实验室检查、治疗疗效及不同治疗

疗程中 SIＲT3 的表达。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 24. 0 对所有实验数

据进行统计学分析，数据结果以 �x ± s 表示，多组组

间差异运用单因素方差分析( One-way ANOVA) 进

行组间的比较，组间样本均数的两两比较用 LSD-t、
Tamhane T2 检验。两组组间差异运用 t 检验进行比

较。以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。最后采用

GraphPad Prism 8. 0 制图。

2 结果

2． 1 ＲOS 在骨髓单个核细胞中的表达 相比较对

照组，新诊断组中 ＲOS 表达明显上调，差异有统计

学意义( P ＜ 0. 05 ) 。相较于新诊断组，经治组 ＲOS
表达明显下调，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。见

图 1。
2． 2 ＲOS 在骨髓单个核细胞线粒体中的表达 相

比较对照组，新诊断组 ＲOS 表达上调差异具有统计

学意义( P ＜ 0. 05 ) 。相较于新诊断组，经治组 ＲOS
表达表达明显下调，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
见图 2。
2． 3 各组间 SIＲT3、IDH2 水平变化 相较于对照

组，新诊断组中 IDH2 的表达上调，差异具有统计学

意义( P ＜ 0. 000 1 ) ; 相 较 于 新 诊 断 组，经 治 组 中

IDH2 的表达下降，差异具有统计学意义( P ＜0. 05) ;

图 1 三组骨髓单个核细胞 ＲOS 表达 × 200

A: 新诊断组; B: 经治组; C: 对照组; D: 三组骨髓单个核细胞平均荧光强度; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与新诊断组比较: #P ＜ 0. 05
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图 2 骨髓单个核细胞线粒体 ＲOS 的表达 × 200

A: 新诊断组; B: 经治组; C: 对照组; D: 三组骨髓单个核细胞线粒体平均荧光强度; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与新诊断组比较: #P ＜ 0. 05

组间 F = 13. 048，P ＜ 0. 05。外周血标本稀释 5 倍

后，相较于对照组，新诊断组中 SIＲT3 的表达下降，

差异具有统计学意义( P ＜ 0. 000 1) ; 相较于新诊断

组，经治组中 SIＲT3 的表达上调，差异具有统计学意

义( P ＜ 0. 01) ; 组间 F = 17. 740，P ＜ 0. 05。见图 3。

图 3 各组间人血浆 IDH2、SIＲT3 表达

与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1; 与新

诊断组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

2． 4 SIＲT3 表达水平与融合基因 AML1-ETO 的

关系

2． 4． 1 新诊断 AML 患者 SIＲT3 表达水平与融合基

因 AML1-ETO 的关系 20 例新诊断 AML 患者中，2

例未进行融合基因检测，16 例检测阴性; 2 例患者融

合基因阳性。融合基因检测阳性组 SIＲT3 表达为

( 626. 73 ± 11. 89 ) ng /L，融 合 基 因 检 测 阴 性 组

SIＲT3 表达为( 591. 54 ± 127. 29) ng /L，比较融合基

因阳性组和阴性组 AML 患者 SIＲT3 表达水平，结果

显示，两组间 SIＲT3 表达水平差异无统计学意义( F
= 3. 267，P ＞ 0. 05) 。
2． 4． 2 经治 AML 患者 SIＲT3 表达水平与融合基因

AML1-ETO 的关系 40 例经治 AML 患者中，7 例未

进行融合基因检测，25 例检测阴性; 8 例患者融合基

因阳 性。融 合 基 因 检 测 阳 性 组 SIＲT3 表 达 为

( 759. 96 ± 114. 81 ) ng /L，融 合 基 因 检 测 阴 性 组

SIＲT3 表达为( 751. 66 ± 241. 87) ng /L，比较融合基

因阳性组和阴性组 AML 患者 SIＲT3 表达水平，结果

显示，两组间 SIＲT3 表达水平差异无统计学意义( F
= 0. 951，P ＞ 0. 05) 。
2． 5 经治患者 SIＲT3 表达水平与治疗疗效之间的

关系 40 例经治 AML 患者中，其中完全缓解( CＲ)

者 20 例，部分缓解( PＲ) 者 20 例。完全缓解者，其

SIＲT3 表达 为 ( 722. 95 ± 172. 33 ) ng /L; 部 分 缓 解

者，其 SIＲT3 表达为( 794. 57 ± 259. 61 ) ng /L，完全

缓解者与部分缓解者间 SIＲT3 表达水平差异无统计

学意义( F = 0. 156，P ＞ 0. 05) 。
2． 6 经治 CＲ 患者 SIＲT3 表达水平与治疗疗程之

间的关系 40 例经治 AML 患者中，其中完全缓解

者 20 例，根据不同患者治疗疗程，以中位数 6 个疗

程为 界，其 中 少 于 等 于 6 个 治 疗 疗 程 11 例，其

SIＲT3 表达为( 712. 79 ± 183. 43) ng /L; 高于 6 个治

疗疗程 9 例，其 SIＲT3 表达为 ( 735. 36 ± 167. 82 )

ng /L，两组间 SIＲT3 表达水平差异无统计学意义( F
= 0. 190，P ＞ 0. 05) 。

3 讨论

SIＲT3 主要分布于线粒体，不仅具有去乙酰酶
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活性，并且能够靶向多条代谢途径，调节细胞的正常

代谢和功能［6］。文献报道，SIＲT3 的丢失，与高氧化

应激和 ＲOS 的产生以及代谢重编程有关，且后者有

助于癌症的发生［7］。有研究［8］表明，外周血血清与

肿瘤细胞中 SIＲT3 的表达有一定的相关性，且其可

能成为肿瘤无创性检测的潜在生物标志物。本研究

中，白血病患者外周血 SIＲT3 含量均低于对照组，表

明在急性髓系白血病的发生发展中，SIＲT3 可能参

与调节细胞的氧化损伤，调控肿瘤的发生发展。而

已确诊为 AML 的患者中，其中新诊断组低于经治

组，在经治组中，PＲ 亚组 SIＲT3 水平高于 CＲ 亚组，

而在经治组中经治疗获得 CＲ 的患者中，治疗疗程

较短的亚组，其 SIＲT3 水平低于治疗疗程长的亚组，

与文献报道一致，提示 SIＲT3 高表达可能参与原发

耐药。在后续实验中可进一步扩大实验样本量以明

确。IDH2 是三羧酸循环中一种关键酶，SIＲT3 可通

过去乙酰化 IDH2，以提高细胞抗氧化能力。研究［9］

证明，将稳定表达 SIＲT3 的细胞中的 IDH2 基因敲

除，会导致氧化应激保护完全或几乎完全丧失。本

研究结果提示，急性髓系白血病患者 IDH2 表达均

大于对照组，新诊断组表达大于经治组，借此推断白

血病细胞氧化还原的动态平衡被打破，而不排除系

SIＲT3 参与的协调作用。融合基因在疾病的诊断、
预后及治疗疗效评估中起着重要的作用。本研究

中，在新诊断及经治患者中，SIＲT3 的表达与融合基

因 AML1-ETO 阳性与否无明显关联。但是本研究

中新诊断患者只有 2 例 AML1-ETO 基因阳性，病例

数较少，无法得出统计学意义，不能明确说明 SIＲT3
的表达并不受其影响，需后期增大样本量进一步探

究。
氧化应激通常被定义为 ＲOS 生成和抗氧化防

御系统受损之间的失衡。且已有研究［10］证明它与

癌症的病理生理学有关。本研究结果提示，60 例已

确诊为 急 性 髓 系 白 血 病 患 者 细 胞 内 及 线 粒 体 内

ＲOS 水平均明显高于对照组，与相关文献［11］报道相

似，表明白血病细胞氧化还原平衡被打破，产生大量

ＲOS。有研究显示，血红素加氧酶-1 ( haem oxygen-
ase-1，HO-1) 可以调节细胞血红素水平，增加抗氧化

剂的生成。相较于健康对照组，AML 患者的 HO-1
的表达下调，但针对 AML 的两种常用化疗药物阿糖

胞苷和柔红霉素在诱导细胞凋亡过程中，可以增加

HO-1 的表达，与治疗前对比有所恢复［12 － 13］。上述

研究说明，化疗后的白血病细胞抗氧化能力较前提

高。本研究中，经治组患者白血病细胞 ＲOS 表达低

于新诊断组，表明治疗后患者细胞具有较前增高的

抗氧化能力。低表达 ＲOS 的肿瘤细胞通常会表现

出更高的耐药性，在本研究中，新诊断组 ＲOS 表达

高于经治组，表明在经多次化学治疗后，治疗疗效较

前欠佳。骨髓单个核细胞中线粒体 ＲOS 表达也出

现同骨髓单个核细胞一样的表现，表明结果稳定可

靠。ＲOS 既能诱导肿瘤的发生，又具有抗肿瘤性及

参与 细 胞 耐 药，ＲOS 在 细 胞 内 的 水 平 可 以 通 过

SIＲT3 靶向多种底物以调节线粒体的代谢而调节，

那么可以通过调节 SIＲT3 的水平而降低肿瘤细胞的

耐药性，使之可能成为潜在的治疗靶点，改善疾病的

预后及治疗疗效。
复发、耐药是 AML 患者治疗效果差的主要原

因［14］。本研究显示在不同疾病状态的 AML 患者

中，SIＲT3、IDH2 及 ＲOS 表达水平相应改变，解释了

AML 患 者 耐 药 的 可 能 机 制，但 尚 未 明 确 SIＲT3、
IDH2 及 ＲOS 之间的因果关系，后续可通过建立模

型及进一步扩大样本量验证探明。
综上所述，SIＲT3 在成人急性髓系白血病患者

中表达下降，可通过调节氧化应激以增加细胞 ＲOS
的产生。SIＲT3 的异常表达可参与白血病细胞耐药

机制。研究 SIＲT3 在急性髓系白血病细胞生长发育

中的功能，可作为评估患者诱导治疗及治疗疗效评

估的指标。有助于研究出更多具有针对性、特异性

的治疗药物，改善预后，降低复发率。
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Expression of SIＲT3 in acute myeloid leukemia
Zhang Yan，Yang Mingzhen

( Dept of Hematology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To observe the dynamic changes of reactive oxygen species ( ＲOS) ，isocitrate dehydrogen-
ase 2 ( IDH2) and sirtuin 3 ( SIＲT3) in patients with acute myeloid leukemia ( AML) before and after chemothera-
py，and to explore the differences of ＲOS，IDH2 and SIＲT3 levels in different AML patients and their application
value in clinical diagnosis and efficacy evaluation． Methods Bone marrow and peripheral blood samples were
taken from 20 newly diagnosed AML ( non-APL ) patients who had not received chemotherapy ( new diagnosis
group) ; bone marrow and peripheral blood samples were taken from 40 AML ( non-APL) patients who had received
chemotherapy ( by Treatment group) ; 20 normal human bone marrow and peripheral blood samples were taken as
control ( control group) ． The expression of ＲOS in bone marrow mononuclear cells and mitochondria of bone mar-
row mononuclear cells in each group was observed under a fluorescence microscope，and the expressions of IDH2
and SIＲT3 in peripheral blood of each group were determined by ELISA． The expression of AML1-ETO fusion gene
in patients was summarized，and the expression of SIＲT3 in different groups was compared． The expression of
SIＲT3 in different treatment effects and treatment courses in the treated patients were compared． Ｒesults The ex-
pression of mitochondrial ＲOS in bone marrow mononuclear cells and cells in the three groups was higher in the
newly diagnosed group than that in the control group ( P ＜ 0. 05) ，and lower in the treated group than that in the
newly diagnosed group ( P ＜ 0. 05) ． The expression of IDH2 in peripheral blood of the three groups was higher in
the newly diagnosed group than that in the control group ( P ＜ 0. 000 1) ，and lower in the treated group than that in
the newly diagnosed group ( P ＜ 0. 05 ) ． After peripheral blood samples were diluted 5 times，the expression of
SIＲT3 in the newly diagnosed group was lower than that in the control group ( P ＜ 0. 000 1 ) ; the expression of
SIＲT3 in the treated group was higher than that in the newly diagnosed group ( P ＜ 0. 01) ． The SIＲT3 expression of
fusion gene-positive patients was higher than that of fusion gene-negative patients; the SIＲT3 expression of partial
remission patients was higher than that of complete remission patients; the SIＲT3 expression of patients with com-
plete remission in the subgroup of previously treated patients was higher than that of patients with a longer treatment
course than those with a short treatment course． Conclusion SIＲT3 is an important protein that regulates metabol-
ic function in the mitochondria of cells． Its expression is down-regulated in patients with acute myeloid leukemia，

and the expressions of IDH2 and ＲOS increased accordingly． In AML，the abnormal expression of SIＲT3 can accel-
erate the occurrence and development of tumor and reduce the therapeutic effect．
Key words sirtuin 3; acute myeloid leukemia; reactive oxygen species; isocitrate dehydrogenase 2; mitochondria
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