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靶向干预 SETDB1 对急性髓系白血病的治疗作用 
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摘要：目的  探究组蛋白甲基转移酶 SETDB1 在急性髓系白血病(acute myeloid leukemia，AML)恶性进展中的作用及干扰

SETDB1 对 AML 的治疗效果。方法  基于 TCGA、GTEx、TARGET 数据库，分析 SETDB1 在不同肿瘤的表达情况，并

对比分析在 AML 骨髓细胞和正常骨髓细胞中的表达情况，进一步分析 SETDB1 的表达与 AML 患者不同风险分层、不同

FAB(French-American-British)分型及微小残留病灶(minimal residual disease，MRD)的相关性；对 SETDB1 高/低表达患者

进行基因富集分析。通过 RT-qPCR 考察 shRNA 序列对 SETDB1 的沉默效率；通过台盼蓝染色法考察沉默 SETDB1 对 AML
细胞的增殖及活力的影响；通过检测细胞表面抗原 CD11b、CD14 的比例、细胞核形态和氯化硝基四氮唑蓝(NBT)还原能

力考察沉默 SETDB1 对 AML 细胞的分化治疗作用。结果  与其他肿瘤相比，SETDB1 在 AML 中显著高表达，且在 AML
中的表达水平显著高于正常骨髓细胞。SETDB1 在 AML 高风险患者中、MRD 残留患者中也显著高表达。沉默 SETDB1
可显著抑制 AML 细胞的增殖能力，并对其细胞活力没有显著影响。此外，SETDB1 高表达的 AML 患者存在造血干细胞

相关基因和分化阻碍相关基因的显著富集，以及 SETDB1 在未分化或者部分分化的 M0~M2 亚型中相对高表达。更为重

要的是，沉默 SETDB1 可显著诱导 AML 细胞分化，表现为增加细胞表面分化标志物 CD11b、CD14 的表达、细胞核形态

从圆形或椭圆形向马蹄形的分化状态转变以及细胞 NBT 还原能力显著增加。结论  AML 中特异性高表达的 SETDB1 与

AML 恶性进展密切相关，靶向 SETDB1 有望成为 AML 分化治疗的潜在策略。 
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Therapeutic Effects of Targeted Intervention of SETDB1 in Acute Myeloid Leukemia 
 
XU Aixiao, ZHANG Jianhua, DU Wenxin, HE Qiaojun, YING Meidan*, SHAO Xuejing*(College of Pharmaceutical 
Sciences, Zhejiang University, Zhejiang Province Key Laboratory of Anti-cancer Drug Research, Hangzhou 310058, China) 
 

ABSTRACT: OBJECTIVE  Acute myeloid leukemia(AML) is an aggressive hematological malignancy. Despite remarkable 
insights into the molecular pathogenesis and albeit modest advances in treatment, the 5-year survival rate of AML patients is only 
25%–30%. A characteristic feature of AML is failure to terminally differentiate into functional mature myeloid cells. A notable 
exception in AML therapy has been use of all-trans retinoic acid(ATRA) in individuals with acute promyelocytic leukemia (APL). 
ATRA can induce APL cell differentiation, highlighting that differentiation-based therapy holds great promise for AML treatment. 
Unfortunately, ATRA only reverses the survival curve of patients with APL, which only accounts for 10% of the total AML. 
Therefore, there is an unmet need to reveal new druggable targets for broad differentiation-based therapies. SET domain, 
bifurcated 1(SETDB1) is a histone 3 lysine 9(H3K9)-specific methyltransferase and is essential for the gene expression via 
regulating histone methylation. Aberrant expression of epigenetic regulators often leads to myeloid malignancies, such as histone 
demethylase LSD1, METTL3, indicated targeting epigenetic regulators in AML leukemia treatment holds great promise. 
SETDB1 is involved in regulating cancer development, such as abnormally high expression in hepatocellular carcinoma(HCC) 
and knocking down SETDB1 expression inhibits the motility and metastatic ability of HCC. However, it is still unclear about the 
role of SETDB1 in AML leukemogenesis and malignant progression, and whether targeted intervention of SETDB1 can be used 
for leukemia differentiation therapy. Therefore, this study is aim to explore the role of histone methyltransferase SETDB1 in the 
malignant progression of AML and the therapeutic effect of SETDB1 suppression in AML. METHODS  Based on TCGA(The 
Cancer Genome Atlas) and GTEx(Genotype-Tissue Expression) databases, an analysis of the expression of SETDB1 in different 
cancer species and a comparison of the expression of SETDB1 in bone marrow cells of AML patients and normal bone marrow 
cells was conducted. Additionally, the correlation between the expression of SETDB1 and different risk stratification, micro 
residual disease(MRD) as well as different FAB(French-American-British) subtypes in AML patients were analyzed based on 
information obtained from the TCGA and TARGET databases. GSEA(Gene set enrichment analysis) for patients with high and 
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low SETDB1 expression were performed to analysis the relationship between SETDB1 expression and differentiation. During the 
research, the silencing efficiency of SETDB1 was examined by RT-qRCR in AML cells. Furthermore, the effect of SETDB1 
knockdown on the proliferation and viability of AML cells was evaluated using Trypan blue staining assay. CD11b, CD14 
expression level alongside cell nuclear morphologic changes and nitrotetrazolium blue chloride(NBT) reduction ability were used 
to determine the therapeutic effect of shSETDB1 in AML cell differentiation. RESULTS  SETDB1 was significantly highly 
expressed in AML patients compared to other cancer types, and was also significantly higher expressed than that in normal bone 
marrow cells. SETDB1 was obviously highly expressed in high-risk AML patients as well as patients with residual MRD. 
SETDB1 silencing significantly inhibited AML cell proliferation without any obvious cell death. Besides, genes typically 
upregulated in hematopoietic stem cells(HSCs) and downregulated in myeloid cell development were highly enriched in patients 
with high SETDB1 expression and SETDB1 was also found to be relatively highly expressed in undifferentiated or partially 
differentiated M0–M2 FAB subtypes. More importantly, flow cytometry analysis showed that shSETDB1 significantly increased 
the expression of CD11b and CD14 in AML cells and the upregulation ratio of CD11b and CD14 corresponded to the silencing 
effect of SETDB1. Moreover, SETDB1-declined cells had a more mature nuclear morphology and enhanced NBT-reducing 
ability in AML cells, suggesting the depletion of SETDB1 may drive myeloid differentiation and maturation in AML cells. 
CONCLUSION  Histone methyltransferase SETDB1 is specifically highly expressed in AML and closely associates with the 
malignant progression of leukemia. Targeting SETDB1 is expected to be a promising strategy for differentiation therapy in AML, 
which provides new opportunities for AML treatment. 
KEYWORDS: SETDB1; acute myeloid leukemia; malignant progression; differentiation therapy 

 
急 性 髓 系 白血 病 (acute myeloid leukemia，

AML)是一种骨髓与外周血中原始和幼稚髓系细

胞异常增生的恶性疾病[1]。目前该疾病的标准疗法

是以蒽环类抗菌药物联合标准剂量阿糖胞苷方案

(3+7)进行诱导治疗[2]，随后配合化疗或干细胞移

植进行巩固治疗。虽然白血病细胞在化疗后已从

骨髓中暂时清除，但是很多患者仍存在预后较差

的问题， 终会形成复发或难治性白血病，成年

AML 患者的 5 年生存率仅为 30%。分化障碍是

AML 的一个标志特征，即造血干/祖细胞阻滞在分

化 成 熟 的 早 期 阶 段 。 全 反 式 维 甲 酸 (all-trans 
retinoic acid，ATRA)在诱导急性早幼粒细胞白血病

(acute promyelocytic leukemia，APL)分化治疗中取

得了巨大的成功[3]，但目前分化疗法仍存在临床可

用药物少和适用范围窄等缺点。因此寻找 AML 分

化调控的新分子靶点，有助于推动诱导分化治疗

的发展。 
SETDB1(SET domain bifurcated 1)属于组蛋白

3 赖氨酸 9(histone 3 lysine 9，H3K9)甲基化转移酶

家族，位于 1q21 染色体上。SETDB1 可通过调节

组蛋白甲基化发挥表观遗传调控功能，进而影响

基因表达，导致基因沉默和转录抑制。研究显示，

表观遗传调控因子的异常表达会导致骨髓恶性肿

瘤的发生[4-6]，如组蛋白去甲基化酶 LSD1/KDM1A
是促进白血病细胞恶性增殖及分化阻滞的关键蛋

白[7]；m6A 甲基化转移酶 METTL3 耗竭会诱导

AML 细胞分化和凋亡[8]，因此靶向表观遗传调控

因子在 AML 的治疗中具有非常大的前景[5-6,9]。目

前已有多篇研究报道 SETDB1 参与调控肿瘤的发

生发展进程，如在肝细胞癌、结直肠癌等肿瘤中

异常高表达[10-11]，敲低 SETDB1 表达可抑制肝细

胞癌的运动和转移能力[11]。虽然 新研究利用斑

马鱼模型揭示 SETDB1 在正常造血干祖细胞分化

过程中扮演着重要角色[12]，但是关于 SETDB1 在

AML 发生及恶性进展中的作用，以及靶向干预

SETDB1 是否可用于白血病分化治疗尚不清楚。进

一步研究 SETDB1 在 AML 中的功能，对于寻找新

的 AML 临床治疗策略具有积极意义。 
1  材料与方法 
1.1  细胞株 

AML 细胞株 HL60 购自中科院上海细胞库；

NB4 细胞由 Lingtao Wu 教授馈赠。HL60 细胞用含

有 20%胎牛血清的 IMDM 培养液进行培养，NB4
细胞用含有 10%胎牛血清的 1640 培养液进行培养。

2 株细胞均于 37 ℃、5%CO2 的细胞培养箱中培养。 
1.2  仪器与试剂 

HERACELL 150I 细 胞 培 养 箱 (Thermo) ；

D-35578 倒置显微镜(Leica)；FACSCalibur 流式细

胞仪(美国 BD 公司)；QuantStudio 3 实时荧光定量

PCR(Applied Biosystems)；Centrifuge 5418R 离心

机(Eppendorf)。 
氯 化 硝 基 四 氮 唑 蓝 (nitrotetrazolium blue 

chloride，NBT)粉末(阿拉丁生化科技股份有限公

司，货号：N104910)；佛波酯(TPA，Sigma，货号：

P8139)；瑞氏 -吉姆萨染色液 (BioChip，货号：

380055-W2)；台盼蓝粉末(武汉华美生物工程有限

公司，货号：BS1121)；PE-human CD11b 流式抗

体(Biolegend，货号：301306)；FITC-human CD14
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流式抗体(Biolegend，货号：325604)。 
1.3  生物信息学分析 

基于 TCGA 数据库分析 SETDB1 在不同肿瘤

中的表达情况[13]；基于 TCGA 和 GTEx 数据库分

析 SETDB1 在 AML 骨髓组织和正常骨髓组织中的

表达情况；基于 TARGET 数据库分析不同风险分

层及微小残留病灶(minimal residual disease，MRD)
存在与否的 AML 患者中 SETDB1 的表达情况[14]；

基于 TCGA 分析 SETDB1 在 AML 患者不同 FAB 
(French-American-British) 中 的 表 达 情 况 ； 基 于

TARGET 数据库对 SETDB1 高/低表达患者进行基因

富集分析(gene set enrichment analysis，GSEA)[15]。 
1.4  细胞分化检测 

细胞分化检测指标包括细胞表面抗原 CD11b、

CD14，细胞核形态和 NBT 还原能力检测。 
1.4.1  CD11b、CD14 细胞表面分化标记物比例测

定   收集 shSETDB1 作用后的细胞样本 (1×106

个)，加入 100 μL 含有 1% BSA 的 PBS 缓冲液混

匀，再分别加入 2 μL CD11b 或者 2 μL CD14 抗体，

在 4 ℃摇床避光孵育 1 h，随后加 1 mL PBS 缓冲

液终止孵育，用流式细胞仪检测 CD11b、CD14 阳

性细胞的分化比例(每个样本计数 10 000 个细胞)。 
1.4.2  瑞氏-吉姆萨染色试验  收集 shSETDB1 作

用后的细胞样本(3×104 个)，用 100 μL PBS 缓冲液

重悬，用 Cytospin 细胞涂片机将细胞悬液直接甩

至载玻片上，再用甲醇固定。待晾干后，采用瑞

氏吉姆萨染色液染色，于显微镜下拍照，观察细

胞的核形态变化以及核质比。 
1.4.3  NBT 还原能力测定  收集 shSETDB1 作用

后的细胞样本(1×106 个)，采用 PBS 缓冲液漂洗 1
次后用 200 μL PBS 缓冲液重悬，而后加入 200 μL 
NBT 反应液(1 mL PBS 中含有 2 mg NBT 与 2 μg 
TPA)，充分混匀后避光 37 ℃反应 40 min。之后加

入 1 mL PBS 缓冲液终止，离心后吸干上清，采用

20 μL 甲醇固定后均匀涂于 24 孔板中，晾干后于

显微镜下观察拍照，对每个视野的含有蓝色甲臜

的阳性细胞和细胞总数进行计数，计算 NBT 阳性

比例。 
1.5  台盼蓝染色法检测细胞增殖及活力 

细胞在进行病毒感染处理后，在相应的时间

点对细胞进行计数以此考察细胞的增殖及存活情

况。具体操作：收取适量的细胞进行离心，用 PBS
缓冲液重悬至适量的密度，随后吸取 10 μL 于 96

孔板中，再加入 10 μL 台盼蓝染色液充分混合，吸

取 10 μL 混合液体至细胞计数板于显微镜下计数。

显微镜下 4×4 小方格中晶莹透亮的细胞视为活细

胞，而被台盼蓝染成蓝色的细胞视为死细胞。随

后根据计数结果绘制增殖曲线及细胞活力曲线。 
1.6  实时荧光定量 PCR(RT-qPCR) 

收集 shSETDB1 作用后的细胞(1×106 个)，

Trizol 裂解并提取总 RNA，采用逆转录试剂盒

(TransGenBiotech) 合 成 cDNA 。 按 照 试 剂 盒

(QuantiTectTMSYBR Green PCR kits)进行目的片

段的扩增。所采用的引物序列为 GAPDH：正向

5’-GTCATCCATGACAACTTTGG-3’ ， 反 向 5’- 
GAGCTTGACAAAGTGGTCGT-3’；SETDB1：正

向 5’-GGTGGAAGTCCCGAGTTGAG-3’，反向 5’- 
TTTGGACGTGTCCTGAGCTG-3’。  
1.7  数据分析 

统计数据均表示为 x s± ，2 组数据间的差异

采用 Student t 检验(双侧)，多组数据间差异采用单

因素 ANOVA 检验。P<0.05 说明差异具有统计学

意义。 
2  结果 
2.1  SETDB1 在 AML 中特异性高表达 

TCGA 数据库是由美国国家癌症研究所(NCI)
和国家人类基因组研究所(NHGRI)合作建立的癌

症研究项目[13]，包括癌症相关的各种组学数据，

是一个大型的癌症研究参考数据库。笔者利用

TCGA 数据库考察 SETDB1 在所有癌种中的表达

情况，分别为 AML(急性髓系白血病)、TGCT(睾
丸 癌 ) 、 UCS( 子 宫 癌 肉 瘤 ) 、 CHOL( 胆 管 癌 ) 、

BRCA(乳腺浸润癌)、OV(卵巢癌)、UCEC(子宫内

膜 样 癌 ) 、 ESCA( 食 管 癌 ) 、 THYM( 胸 腺 瘤 ) 、

LUAD(肺腺癌)、LGG(脑低级别胶质瘤)、SKCM(皮
肤 黑 色 素 瘤 ) 、 GBM( 多 形 成 性 胶 质 细 胞 瘤 ) 、

LUSC(肺鳞状细胞癌)、CESC(宫颈鳞癌和腺癌)、
KIRC(肾透明细胞癌)、BLCA(膀胱尿路上皮癌)、
DLBC(弥漫性大 B 细胞淋巴瘤)、STAD(胃癌)、
SARC(肉瘤)、READ(直肠癌)、THCA(甲状腺癌)、
COAD(结肠癌)、PAAD(胰腺癌)、KIRP(肾乳头状

细胞癌 )、PRAD(前列腺癌 )、HNSC(头颈癌 )、

LIHC(肝癌)、PCPG(嗜铬细胞瘤和副神经节瘤)、
ACC(肾上腺皮质癌)和 KICH(肾嫌色细胞癌)。结

果显示，在 31 个癌种中，SETDB1 在 AML 中表

达 高，见图 1。随后，基于 GEPIA2[16]在线网站
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分析 SETDB1 在 AML 患者骨髓细胞和正常骨髓细

胞的表达情况。结果显示，与正常骨髓细胞相比，

SETDB1 在 AML 骨髓细胞中表达呈显著性增加，

约为正常骨髓细胞的 2.1 倍(P<0.05)，见图 2。上述

结果显示 SETDB1 在 AML 中特异性高表达，提示

SETDB1 可能是促进 AML 发生发展的重要基因。

此外，相较于正常骨髓细胞的相对高表达，提示靶

向该分子可能对正常骨髓细胞的毒性较低。 
 

 
 

图 1  SETDB1 在 31 个癌种中的表达情况 
Fig. 1  Expression of SETDB1 in 31 cancer types 
 

 
 

图 2  SETDB1 在 AML 及正常骨髓细胞中的表达情况 
与正常骨髓细胞相比，1)P<0.05。 
Fig. 2  Expression of SETDB1 in AML and normal bone 
marrow cells  
Compared with normal bone marrow cells, 1)P<0.05.  
 

2.2  SETDB1 在高风险和存在 MRD 的 AML 患者

中高表达 
由于 TCGA 数据库中 AML 临床信息未包括患

者疾病风险和 MRD 的信息，本研究使用 TARGET
数 据 库 进 行 分 析 。 TARGET 数 据 库 (https://ocg. 
cancer.gov/)是 常用的儿童肿瘤数据库之一，包含

儿童 AML、急性淋系白血病、肾癌、神经母细胞

瘤、骨肉瘤等肿瘤的基因测序数据、临床数据等

信息。 

本研究首先使用 TARGET 数据库中 AML 患 
者的临床数据信息表，分析 SETDB1 在 AML 不同

风险分层患者中的表达情况，其中低风险组有 72
例，标准风险组有 92 例，高风险组有 12 例，未

知风险组有 11 例。结果显示，SETDB1 在 AML
高 风 险 组人群中的表达明显高于低风险人群组

(P<0.01)和标准风险人群组(P<0.05)，见图 3A。MRD
是 AML 患者 常用的临床监测指标之一[17]，MRD
指的是经过治疗后患者体内残留的非常少的肿瘤

细胞或者微小病灶，而且通常存在这种残留的肿瘤

细胞都会继续增殖，导致 AML 患者耐药或复发，

因此 MRD 阳性多与患者的不良预后相关。本研究

基于 TARGET 数据库分析 SETDB1 在 MRD 存在与

否的 AML 患者中的表达情况，其中 MRD 存在组

有 34 例，MRD 不存在组有 105 例，MRD 信息未

知组有 48 例。结果显示，相比于不存在 MRD 的患

者，存在 MRD 的患者中 SETDB1 呈显著高表达

(P<0.05)，见图 3B。以上结果提示 SETDB1 可能是

AML 患者不良预后的潜在驱动基因。 
 

 
 

图 3  分析 SETDB1 在 AML 不同风险分层(A)及 MRD 存

在与否(B)患者中表达差异 
与标准风险人群相比，1)P<0.05；与低风险人群相比，2)P<0.01；与存

在 MRD 人群相比，3)P<0.05。 
Fig. 3  Analysis of SETDB1 expression differences in 
patients with different risk stratification of AML(A) and 
MRD residual or not(B) 
Compared with standard-risk patients, 1)P<0.05; compared with low-risk 
patients, 2)P<0.01; compared with patients with MRD, 3)P<0.05. 
 
2.3  靶向 SETDB1 的 shRNA 构建 

为了进一步明确 SETDB1 是否可成为治疗

AML 的新靶点，本研究从 Sigma 网站(https://www. 
sigmaaldrich.cn/) 设 计 了 2 条 靶 向 SETDB1 的

shRNA，具体靶向序列见图 4A。随后笔者用包装

shSETDB1 的 慢 病 毒 感 染 HL60 细 胞 ， 采 用

RT-qPCR 技术确证了 shSETDB1 各个序列的沉默

效果。结果显示，相比于 shCtrl 组，shSETDB1 #1、
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shSETDB1 #2 均表现出明显的沉默效果(P<0.001)，
并且 shSETDB1 #1 的沉默效果优于 shSETDB1 
#2，见图 4B。因此本研究采用这 2 条 shRNA 进行

后续实验。 
 

 
 

图 4  靶向序列(A)在 AML 细胞中沉默 SETDB1 后 SETDB1 
mRNA 水平(B) 
与 shCtrl 组相比，1)P<0.001。 
Fig. 4  Targeted sequence(A) and SETDB1 mRNA levels 
after SETDB1 silencing in AML cells(B) 
Compared with shCtrl group, 1)P<0.001. 
 

2.4  沉默 SETDB1 显著抑制 AML 细胞增殖 
为了评价靶向 SETDB1 的治疗效果，本研究

通过台盼蓝染色法考察了沉默 SETDB1 对 AML 细

胞增殖和活力的影响。在病毒感染后的指定时间

点(第 3 天、第 5 天和第 7 天)对细胞进行计数。实

验结果显示，在 HL60 细胞中，shSETDB1 #1 或#2
均 可 明 显 地 抑 制 细 胞 的 增 殖 能 力 (P<0.001 或

P<0.05)，且增殖抑制能力与 SETDB1 的沉默效果

相对应，见图 5A。同时，沉默 SETDB1 后对 AML
细胞的活力影响较小，见图 5B。以上结果表明沉

默 SETDB1 可显著抑制 AML 细胞增殖，提示靶向

SETDB1 可能可作为 AML 临床治疗的新策略。 
 

 
 

图 5  沉默 SETDB1对 AML细胞增殖(A)及活力(B)的影响 
与 shCtrl 组相比，1)P<0.05，2)P<0.001。 
Fig. 5  Effect of silencing SETDB1 on the proliferation(A) 
and viability(B) of AML cells 
Compared with shCtrl group, 1)P<0.05, 2)P<0.001.  
 

2.5  SETDB1 高表达可能与 AML 分化障碍相关 
沉默 SETDB1 可抑制 AML 细胞增殖，但对细

胞活力的影响较小，因此，本研究进一步探索沉

默 SETDB1 对 AML 细胞其他功能的影响。 
造血干细胞位于骨髓中，可以通过自我更新、

多系分化成有功能的成熟血细胞，维持个体整个

生命周期的血液系统功能。而其分化受阻则会导

致功能失调的白血病祖细胞在骨髓或其他造血器

官中的异常积累，与白血病的恶性进展有关。已有

文献显示 SETDB1 在正常造血干祖细胞分化过程

中扮演着重要角色[12]，因此，本研究进一步探究在

AML 中过度表达的 SETDB1 与白血病细胞分化障

碍的关系。 
首先，本研究基于 TARGET 数据库对 SETDB1

高/低表达的 AML 患者进行 GSEA 分析。结果显

示，高表达 SETDB1 的 AML 患者存在造血干细胞

相关基因和分化阻碍相关基因的显著富集，分别

表 现 为 造 血 干 细 胞 中 上 调 的 基 因 (Jaatinen_ 
Hematopoietic_Stem_Cell_Up，校正后的富集分数

NES=1.76，P=0.012)；以及骨髓细胞发育过程下调

的基因(Brown_Myeloid_Cell_ Development_Dn，校

正后的富集分数 NES=1.69，P=0.014)的显著富集，

见图 6。以上结果表明，SETDB1 的高表达可能与

白血病细胞分化障碍密切相关。 
 

 
 

图 6  SETDB1 高/低表达患者 GSEA 分析 
Fig. 6  GSEA between AML patients with high and low 
expression of SETDB1 
 

此外，AML 是由于正常髓系细胞分化发育过

程中不同阶段的造血祖细胞恶性转化造成的，因

此 FAB 是其中一种 AML 分型方法。根据其恶性

克隆的成熟阶段及其形态学上的不同，将 AML 分

为包括 M0~M7 的 8 个亚型，分别为 M0(AML 微

分化亚型)、M1(急性粒细胞白血病未分化型)、

M2(急性粒细胞白血病部分分化亚型)、M3(急性单

核细胞白血病)、M4(急性粒细胞-单核细胞白血

病)、M5(急性单核细胞白血病)、M6(红白血病)和
M7(急性巨核细胞白血病)。从分类结果可以看出，

M0~M2 亚型的细胞属于早期的未分化或者部分分

化的细胞，而 M3~M7 则是偏成熟的细胞。随后，

笔者基于 TCGA 数据库分析 SETDB1 在不同 FAB
亚型 AML 中的表达情况，其中 M0 亚型有 16 例，
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M1 亚型有 42 例，M2 亚型有 39 例，M3 亚型有

16 例，M4 亚型有 35 例，M5 亚型有 18 例，M6
亚型有 2 例，M7 亚型有 3 例。结果显示，相较于

M3~M7 亚型，SETDB1 在 M0~M2 亚型中相对高

表达，见图 7。以上结果进一步提示 SETDB1 的高

表达可能与 AML 分化阻滞程度有关。 
 

 
 

图 7  基于 TCGA 数据库分析 SETDB1 在不同 AML FAB
分型中的表达情况 
Fig. 7  Analysis of SETDB1 expression in different AML 
FAB typing based on TCGA database 
 

2.6  沉默 SETDB1 对 AML 细胞分化的诱导作用 
AML 具有分化障碍的特征，而本研究分析结

果提示，SETDB1 的高表达可能与 AML 细胞的分

化障碍有关，因此进一步考察沉默 SETDB1 对

AML 细胞分化的影响。本研究采用了包括细胞表

面 CD11b、CD14 表达，细胞核形态变化以及对

NBT 的还原能力在内的 3 个经典细胞分化指标来

进行后续试验。 
细胞表面分化标记物 CD11b、CD14 通常可作

为分化检测指标。CD11b 也被称作整合素(alphaM)，
是一种跨膜蛋白，在骨髓系细胞中表达，通常是

中性粒细胞、单核/巨噬细胞和自然杀伤细胞等分

化成熟细胞表面的标记物[18]，参与单核细胞、巨

噬细胞和粒细胞的各种黏附相互作用，调节中性

粒细胞迁移、激活与凋亡等。CD14 是一种锚定蛋

白，是存在于单核细胞、巨噬细胞和中性粒细胞

等分化成熟细胞表面的标记物，其配体包括脂多

糖、肽多糖等微生物信号[19]。 
本研究采用流式细胞术检测在沉默 SETDB1

后，HL60 及 NB4 细胞表面 CD11b、CD14 表达比

例的变化。CD11b 比例变化结果显示，与 shCtrl
组相比，沉默 SETDB1 后，第 3 天、第 5 天和第 7
天 HL60 细胞表面的 CD11b 表达比例显著增加，第

7 天沉默 SETDB1 组 CD11b 阳性细胞比例可达

(67.76±6.83)%(shSETDB1 #1，P<0.001)和 (50.18± 
6.51)%(shSETDB1 #2，P<0.001)。与 shCtrl 组相比，

在 NB4 细胞中沉默 SETDB1 第 5 天同样可显著诱

导 CD11b 表达比例的增加，分别可达到(43.38± 
9.84)%(shSETDB1 #1 ， P<0.01) 和 (21.50±3.13)% 
(shSETDB1 #2，P<0.01)。结果见图 8A~B。 

CD14 比例变化结果显示，沉默 SETDB1 均可

显著诱导 AML 细胞 CD14 表达比例的上调。在

HL60 细胞中 CD14 阳性比例随着病毒感染时间的

延长而增加，到病毒感染第 7 天，与 shCtrl 组相比，

沉 默 SETDB1 后 CD14 阳 性 细 胞 比 例 可 达

(67.84±4.69)%(shSETDB1 #1，P<0.001)和 (43.28± 
1.55)%(shSETDB1 #2，P<0.001)。类似的，与 shCtrl
组相比，在 NB4 细胞中沉默 SETDB1 第 5 天 CD14
阳性细胞比例可达(42.49±6.65)% (shSETDB1 #1，

P<0.01)和(26.88±4.88)%(shSETDB1 #2，P<0.05)。
此外，shSETDB1 后的 CD11b 和 CD14 阳性细胞上

调比例与 SETDB1 的沉默效率相对应，#1 的上调

效果优于#2。以上数据表明，沉默 SETDB1 可显著

诱导 AML 细胞表面的 CD11b、CD14 比例的上调，

促进 AML 细胞分化。结果见图 8C~D。 
由于未分化的 AML 细胞核形态通常呈圆形、

且核大质少，而分化后的 AML 细胞核形态会发生

变化，细胞核质比变小，且细胞核形态呈现马蹄

形或分叶型。笔者将 SETDB1 沉默之后的 AML 细

胞离心至载玻片上，再用瑞氏吉姆萨染液对细胞

核进行染色。结果显示，与 shCtrl 组相比，在 HL60
及 NB4 细胞上沉默 SETDB1 后，细胞核形态从圆

形或椭圆形向马蹄形分化状态转变，并且细胞核

质比例变小，进一步提示沉默 SETDB1 后 AML 细

胞具有明显的分化现象。结果见图 9。 
后，由于分化的白血病细胞可发生氧化还

原反应将淡黄色的 NBT 还原成蓝色的甲臜，以折

光性强的点状或斑状颗粒沉积于细胞内，因此本

研究考察了 AML 细胞在沉默 SETDB1 后对 NBT
还原能力的变化来指征细胞分化情况。将 SETDB1
沉默的细胞样本用 NBT 反应液染色，于显微镜下

拍照。结果显示，与 shCtrl 组相比，在 HL60 和 NB4
细胞上沉默 SETDB1 后，NBT 阳性细胞的比例均

呈显著性增加，并且 NBT 阳性上调比例与 SETDB1
的沉默效率相对应，见图 10A。NBT 具体统计结果

显示，与 shCtrl 组相比，在 HL60 细胞中沉默

SETDB1 后 NBT 阳性细胞比例可达(56.95±5.10)% 
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图 8  AML 细胞在沉默 SETDB1后表面抗原 CD11b、CD14
表达变化 
A−沉默 SETDB1 后 HL60 细胞中 CD11b 比例变化；B−沉默 SETDB1
后 NB4 细胞中 CD11b 比例变化；C−沉默 SETDB1 后 HL60 细胞中

CD14 比例变化；D−沉默 SETDB1 后 NB4 细胞中 CD14 比例变化。与

shCtrl 组相比，1)P<0.05，2)P<0.01，3)P<0.001。 
Fig. 8  Changes of CD11b and CD14 expression in AML 
cells after silencing SETDB1 
A−Changes in the proportion of CD11b in HL60 cells after silencing 
SETDB1; B−changes in the proportion of CD11b in NB4 cells after 
silencing SETDB1; C−changes in the proportion of CD14 in HL60 cells 
after silencing SETDB1; D−changes in the proportion of CD14 in NB4 
cells after silencing SETDB1. Compared with shCtrl group, 1)P<0.05, 
2)P<0.01, 3)P<0.001. 

 

 
 

图 9  AML 细胞中沉默 SETDB1 后的核形态变化(200×) 
Fig. 9  Morphologic changes of AML cells after silencing 
SETDB1(200×) 
 
(shSETDB1 #1 ， P<0.001) 和 (33.70±1.84)% 
(shSETDB1 #2，P<0.001)，在 NB4 细胞中沉默

SETDB1 后 NBT 阳性细胞比例可达(43.21±1.76)% 
(shSETDB1 #1 ， P<0.001) 和 (29.62±2.10)% 
(shSETDB1 #2，P<0.001)，见图 10B。这些结果进

一步提示沉默 SETDB1 具有显著的诱导 AML 细胞

分化作用。 
以上结果从细胞表面 CD11b、CD14 表达比

例，细胞核形态以及 NBT 还原能力 3 个方面证实，

沉默 SETDB1 具有诱导 AML 细胞分化的作用。不

仅揭示了 SETDB1 在 AML 细胞分化障碍中的重要

作用，而且提示靶向 SETDB1 有望成为 AML 分化

治疗的潜在策略。 
 

 
 

图 10  AML 细胞在沉默 SETDB1 后 NBT 的还原能力变化 
A−AML 细胞中沉默 SETDB1 后 NBT 还原能力变化；B−MBT 阳性细

胞统计结果。与 shCtrl 组相比，1)P<0.001。 
Fig. 10  Changes in NBT reduction ability of AML cells 
after silencing SETDB1 
A−Changes in NBT reduction ability of AML cells after silencing 
SETDB1; B−statistical results of NBT positive cells. Compared with 
shCtrl group, 1)P<0.001. 
 

3  讨论 
分化障碍是 AML 的一个标志性特征，自

ATRA 首次应用于临床诱导分化治疗 APL，并取

得巨大成功后，分化疗法被认为是一项治疗 AML
非常有前景和突破性的策略。但目前分化疗法仍

存在临床可用药物少和适用范围窄等缺点。因此，

寻找 AML 分化治疗的新型潜在靶标和干预手段

具有重要的临床需求。 
表观遗传修饰包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰、

RNA 修饰和染色质重塑等，是一种动态可逆的生

物学过程[20]。研究表明表观遗传修饰异常可能与

恶性肿瘤的发生发展关系密切[21]。近年来随着测

序技术的发展，越来越多的研究发现表观遗传修

饰相关的基因在 AML 中发生突变[22]，可能在 AML
的发病机制上发挥作用。有研究表明高甲基化与

白血病的发生密切相关[23]，SETDB1 是 H3K9 组
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蛋白甲基转移酶，本研究发现 SETDB1 在 AML 癌

种中特异性高表达，提示 SETDB1 的高表达可能

通过促进蛋白质甲基化进而介导白血病的发生发

展。本研究利用 TARGET 数据库分析得出 SETDB1
在高风险人群和存在 MRD 的人群中显著高表达，

提示 SETDB1 可能是指征 AML 患者对化疗敏感性

的新的预后标志物。并进一步通过实验发现沉默

SETDB1 后可显著抑制 AML 细胞的增殖，提示其

可作为 AML 治疗的新靶点。 
另一方面，本研究通过 GSEA 分析发现高表

达 SETDB1 的 AML 患者存在造血干细胞相关基因

和分化阻碍相关基因的显著富集，且 SETDB1 在

未分化或者部分分化的 M0~M2 亚型中相对高表

达，提示 SETDB1 高表达与 AML 分化阻滞有关。

本研究发现沉默 SETDB1 可明显诱导 AML 细胞发

生分化，分别表现为增加细胞表面分化标志物

CD11b、CD14 的表达、细胞核形态从圆形或椭圆

形向马蹄形的分化状态转变和细胞 NBT 还原能力

显著增加。因此，SETDB1 不仅在正常造血细胞分

化过程中有重要作用[12]，而且过度表达的 SETDB1
会导致血细胞分化障碍进而促进白血病发生发展，

因此靶向 SETDB1 可能为 AML 分化治疗提供新的

治疗方案。此外，与正常骨髓细胞相比，SETDB1
在 AML 骨髓细胞中表达显著增加，提示靶向该分

子可能可有效降低对正常骨髓细胞的毒性。 
综上所述，本研究发现 SETDB1 在 AML 的恶

性进展中扮演着重要角色，沉默 SETDB1 可诱导

AML 细胞退出分化阻滞，提示 SETDB1 可能可作

为 AML 临床治疗的潜在新靶点，具有重要的理论

意义和临床价值。 
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