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一、 研究背景、国内外研究现状及最新进展、突出临床问题与科学

问题，并附主要参考文献目录

1. 研究背景

20世纪70年代起，DA或IA方案（3+7方案）成为了AML的标准诱导治疗方案，

在年轻成人AML患者中完全缓解率达到60-70%
[1,2]

。近40年研究中发现通过增强化

疗药物剂量、增加化疗药物种类或联合其他靶向药物，可以提高部分携带特定分

子学异常的AML患者的治疗反应率，但成人AML总体预后并无明显改善。且AML多

种化疗药物耐药的机制存在共同性，如蒽环类药物、嘧啶类抗代谢药物阿糖胞苷

等存在共同的耐药机制
[3]
。而且白血病细胞一旦对一种药物产生耐药，往往多种

药物皆存在耐药情况
[4]
。

AML的治疗决策在近几十年主要围绕着化疗方案的强度和不同化疗药物的组

合，缺少突破性进展。虽然国内外不断有治疗AML的新药上市，包括靶向BCL-2（

B-cell lymphoma-2，B淋巴细胞瘤-2）的维奈克拉，靶向FLT3（Fms-like

tyrosine kinase, FMS样的酪氨酸激酶3）的米哚妥林和吉瑞替尼，靶向IDH1（i

socitrate dehydrogenase soluble 1，可溶性异柠檬酸脱氢酶1）、IDH2的艾

伏尼布和恩西地平，针对CD33的GO以及柔红霉素和阿糖胞苷的脂质体复合物CPX-
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[5]
及IDH2抑制剂等。新药在临床取得了一定的效果

[5–9]
，改善了部分携带特定

分子学异常、老年患者及不能耐受强化疗患者的治疗效果，但均替代不了蒽环类

药物的重要地位，且初诊的成人AML患者总体预后并无明显改善，仍有约30%的患

者因诱导失败或疾病复发而成为复发难治急性白血病
[10]
。

因此，克服原发或复发后的耐药，寻找新的治疗方案提高急性髓系白血病患

者诱导化疗的缓解率、提高该类患者治疗疗效、改善患者预后生存有重大的研究

价值。

2. 国内外研究现状

（1）蒽环类药物发挥作用的新机制

既往研究认为，蒽环类药物的主要作用机制是通过抑制拓扑异构酶II导致

DNA双链断裂，使细胞启动损伤修复机制，如果未修复成功，细胞则进入凋亡模

式。而快速增殖的细胞，例如肿瘤细胞，对DNA损伤更为敏感，这也是化疗药物

治疗肿瘤的基本原理之一
[11–13]

。近年来研究证明，蒽环类药物存在表观遗传调控

新机制：

1）既往研究发现以柔红霉素、去甲氧柔红霉素、阿克拉霉素为代表的蒽环

类药物存在新的杀伤白血病细胞的诱导组蛋白释放的表观遗传新机制：

①最近研究证实，柔红霉素、去甲氧柔红霉素、阿克拉霉素为代表的蒽环类

药物插入到DNA中时，其糖基部分可以嵌入到DNA双链的沟槽中，并与组蛋白竞争

空间，导致核小体崩解组蛋白释放（主要涉及到H3和H4），这些释放的组蛋白随

后被其他不同的表观遗传修饰的新生组蛋白所取代
[14–19]

。

②蒽环类药物介导的组蛋白释放影响DNA损伤修复，对于蒽环类药物杀伤白

血病细胞作用至关重要。蒽环类药物（除阿克拉霉素外）可以导致DNA双链断裂，

DNA双链断裂的早期反应是组蛋白H2AX被磷酸化，是DNA损伤传导信号的首要因素。

H2AX的PAGFP修饰（photoactivatable GFP光活化绿色荧光蛋白修饰）并不影响

DNA双链断裂后H2AX的磷酸化。申请人团队应用共聚焦显微镜观察柔红霉素处理

2h后组蛋白的反应，结果发现柔红霉素可以释放PAGFP-H2AX，暴露于柔红霉素处

理后细胞中内源性γ-H2AX的形成明显弱于依托泊苷处理后，用SDS-PAGE（sodiu

m dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳）和蛋白免疫印迹（Western blot）分析，经过柔红霉素处

理的细胞中γ-H2AX的产生明显少于依托泊苷处理后的细胞。说明柔红霉素可以



释放组蛋白H2AX，减弱DNA损伤修复反应信号。总而言之，Topo II抑制剂柔红霉

素和依托泊苷都会导致DNA双链断裂，但DNA损伤修复反应存在差异（见工作基础

部分Figure 6）。证明柔红霉素诱导组蛋白释放，减缓DNA损伤修复信号传导，

从而阻碍正常的DNA损伤修复。

③蒽环类药物诱导的组蛋白释放对不同细胞系独特的表观遗传染色质状态有

选择性，不同蒽环类药物处理后细胞的组蛋白释放情况存在差异，不同的基因组

组蛋白释放特征可能与细胞对蒽环类药物的反应存在联系，蒽环类药物诱导的组

蛋白释放与局部染色质结构的特征密切相关。用柔红霉素、阿克拉霉素、依托泊

苷处理了K562和SU-DHL-4细胞系发现，蒽环类药物在特定染色质特征区域释放组

蛋白：阿霉素在有组蛋白H3的36位赖氨酸位点的三甲基化修饰（H3K36me3）的染

色质区域释放组蛋白
[18,20]

，柔红霉素及去甲氧柔红与阿霉素效果类似。而阿克拉

霉素还会在有组蛋白H3的27位赖氨酸位点的三甲基化修饰（H3K27me3）的染色体

区域释放组蛋白。

④蒽环类药物组蛋白释放特征不依赖于拓扑异构酶II的抑制、DNA双链断裂

或者细胞凋亡。从该角度来说蒽环类药物是一类针对不同表观遗传基因组的选择

性调控表观遗传药物。蒽环类药物诱导组蛋白释放后，该区域的染色质随后被新

的，有表观遗传修饰的组蛋白所替代，改变了特定区域的表观遗传学修饰。

2）申请人既往研究发现阿霉素和柔红霉素（蒽环类药物一种）耐药的急性

髓系白血病细胞中，组蛋白去乙酰化酶HDAC3-AKT-P21-CDK2通路激活，组蛋白

去乙酰化酶抑制剂可以逆转蒽环类药物的耐药，组蛋白修饰状态改变是阿霉素耐

药的重要机制

申请人团队一项研究证明组蛋白的乙酰化修饰与蒽环类药物阿霉素和柔红霉

素的耐药密切相关（见工作基础部分Figure 10，11），对蒽环类耐药白血病细

胞系和蒽环类敏感细胞系转录组测序发现蒽环类耐药白血病细胞系中组蛋白去乙

酰化酶HDAC3显著高表达，组蛋白乙酰化水平降低，HDAC3-AKT-P21-CDK2通路激

活，并通过实时荧光定量聚合酶链式反应（qPCR）和Western blot在mRNA和蛋白

水平得到验证（见工作基础部分Figure 11）。随后通过HDAC1、2、3及10小分子

抑制剂西达本胺（chidamide）抑制HDAC3，发现耐药细胞系增殖能力受到抑制、

凋亡增加、细胞周期明显阻滞，并且HDAC3-AKT-P21-CDK2通路在mRNA和蛋白水平

明显下调。蒽环类药物耐药白血病细胞中特异性敲除HDAC3后得到相同的结果。

西达本胺处理的蒽环类耐药白血病细胞中，上调HDAC3后，可以明显解除西达本

胺对于细胞增殖能力的抑制和诱导细胞凋亡的效果，并且HDAC3-AKT-P21-CDK2通



路表达水平恢复。通过机制研究发现，HDAC3蛋白通过结合蛋白激酶（AKT）蛋白，

引起AKT去乙酰化，促进AKT磷酸化，磷酸化的AKT进一步增强HDAC3表达，同时

HDAC3导致组蛋白乙酰化水平改变，是急性髓系白血病细胞蒽环类药物耐药的重

要机制。上述成果已发表于2020年Journal of Experimental & Clinical

Cancer Research（影响因子11.16）。进一步研究发现，柔红霉素耐药的急性白

血病细胞中，拓扑异构酶II处于低表达状态，但阿克拉霉素仍然可以诱导阿霉素

耐药白血病细胞的增殖与凋亡，使其增殖抑制，凋亡增加（结果已完成）。上述

结果提示，急性髓系白血病中组蛋白去乙酰化酶抑制剂具有克服蒽环类药物耐药

的潜力，组蛋白乙酰化修饰是蒽环类耐药的关键因素，值得在临床上探索。

总的来说，蒽环类药物或许通过改变急性白血病患者的表观遗传学修饰特征

治疗白血病，那么直接应用表观修饰药物是否有可能更大的提高患者疗效呢？因

此我们提出了双表观药物应用于急性髓系白血病患者诱导化疗的新思路。

（2）表观调控治疗与白血病

白血病的发生发展是一个多阶段、多步骤的过程，随着对急性白血病发病机

制研究的不断深入，人们逐渐认识到基因表达改变及调控异常是急性白血病发生

的重要机制及预后因素
[5]
，而除遗传学异常外，表观遗传学异常在白血病的发生

发展中起着重要的促进和协同作用
[21]
，急性白血病相关基因的表观遗传学改变是

当前该领域研究的热点。表观遗传学（Epigenetics）是指在DNA序列不发生改变

的情况下，通过表观遗传学修饰如DNA甲基化，RNA甲基化，非编码RNA，组蛋白

修饰等影响基因转录及转录后活性，从而调控基因的表达
[20,22–26]

。许多重要的抑

癌基因由于其启动子区发生异常DNA甲基化或组蛋白去乙酰化而导致基因表达受

到抑制，从而参与白血病发生发展。表观遗传异常具有广泛的影响，和特定的抑

癌基因突变相比可以同时影响更多的通路。通常来说，表观遗传过程的异常不是

孤立发生的，而是在多个表观遗传调控下进行，最终导致疾病的发生发展。

去甲基化药物目前在急性髓系白血病及骨髓增生异常综合征治疗中应用广泛。

去甲基化药物主要通过与DNA甲基转移酶共价结合，降低该酶转移甲基的生物活

性，从而形成低甲基化的子链，实现去甲基化，达到治疗肿瘤的目的。目前去甲

基化药物主要有地西他滨和阿扎胞苷。但去甲基化药物单药治疗在急性髓系白血

病中疗效并不理想，缓解率仅有15.7-38%
[26,27]

。申请人单位在既往研究中采用地

西他滨与预激方案CAG方案联合组成的DCAG方案，在急性髓系白血病中取得了较

好的疗效
[8,9]

。CAG方案包括重组人粒细胞刺激因子（G-CSF）、阿克拉霉素（A-



cla）、阿糖胞苷（Ara-C），其方案在复发、难治急性髓系白血病及骨髓增生异

常综合症治疗中应用广泛。体外研究显示几乎所有急性髓系白血病细胞上均有巨

噬细胞集落刺激因子受体的表达，G-CSF不仅可以促使G0期白血病细胞进入增殖

周期，使S期细胞数相对增加，有利于Ara-C的杀伤作用，还可以促使肿瘤细胞摄

取更多的Ara-CTP，从而使更多的阿糖胞苷与细胞DNA结合，增加阿糖胞苷和蒽环

类药物对肿瘤细胞的杀伤。联合应用去甲基化药物可增强白血病细胞对阿糖胞苷

的敏感性，激活TRAIL通路，诱导急性髓系白血病细胞凋亡，进一步提高疗效。

组蛋白去乙酰化酶抑制剂( histone deacetylaseinhibitors，HDACI) 作

为新一代靶向抗肿瘤药物，在血液系统肿瘤及其他肿瘤中均显示出了一定疗效
[28]
。

HDACI可抑制肿瘤细胞内高表达的HDAC活性，上调组蛋白的乙酰化水平，调控相

关基因的转录，从而诱导肿瘤细胞分化或凋亡
[29]
。HDACi在临床应用及体外实验

中均显示有抗白血病作用，联合其他化疗药物可提高治疗效果
[30,31]

。基础研究显

示急性髓系白血病细胞存在表观遗传调控异常，HDAC与DNA甲基化相互作用，共

同导致基因沉默，HDACI重新激活被DNA甲基化沉默的基因。临床前研究结果显示

去甲基化药物和HDACI具有协同抗白血病作用。国外有多项去甲基化药物联合

HDACI双表观调控治疗AML的临床研究，现有数据表明两者联合具有良好的疗效及

耐受性。

西达本胺( chidamide)是我国自主研发的新一代酰胺类HDACI，在国内已经

广泛用于治疗外周T细胞淋巴瘤，并显示出良好的疗效
[32]
。西达本胺主要通过抑

制相关HDAC亚型以增加染色质组蛋白的乙酰化水平来引发染色质重塑，并由此改

变多条信号传导通路基因表达，进而抑制肿瘤细胞周期、诱导肿瘤细胞凋亡，同

时对机体细胞免疫具有整体调节活性，诱导和增强自然杀伤细胞（NK）和抗原特

异性细胞毒T细胞（CTL）介导的肿瘤杀伤作用
[33,34]

。另外，西达本胺还可以诱导

肿瘤干细胞分化、逆转肿瘤细胞的上皮间充质表型转化等，进而恢复耐药肿瘤细

胞对药物的敏感性以及抑制肿瘤转移、复发等
[35]
。申请人既往进行的单中心西达

本胺联合DCAG方案治疗复发难治急性髓系白血病的1/2期临床研究，共纳入93例

患者，其中24例患者达到CR，19例患者达到CRi, 总反应率46.2%，这部分患者总

生存时间明显延长
[19]
。

（3）白血病的靶向治疗



B细胞淋巴瘤因子2（B-cell lymphoma-2，BCL-2）家族是细胞内源性凋亡信

号转导通路中的关键凋亡因子，维奈克拉（Venetoclax）是第一个上市的 BCL-2

选择性抑制剂，目前已被批准用于老年或不能耐受强化疗的急性髓系白血病的治

疗。维奈克拉单药治疗复发/难治急性髓系白血病研究中，CR/CRi率仅为19%且中

位PFS很短
[36]
。维奈克拉并不能精确打击肿瘤细胞，而是通过凋亡机制增强抗肿

瘤作用，因此，在急性髓系白血病中，维奈克拉联合其他药物至关重要。目前的

研究证实，维奈克拉联合低剂量阿糖胞苷、阿扎胞苷或地西他滨可明显延长AML

患者总生存时间和无事件生存时间。

从药物的组合来看，CACAG方案，包含了西达本胺、阿克拉霉素及阿扎胞苷，

三者均具有表观遗传调控功能，与维奈克拉联合使用，或许不同于经典DA（柔红

霉素和阿糖胞苷）方案的适用人群，可以改善初治急性髓系白血病患者对经典方

案的耐药。

国内外有多项去甲基化+HDACI双表观调控治疗AML的临床研究，现有数据表

明两者联合具有良好的疗效及耐受性。那么包含双表观调控治疗联合化疗的维奈

克拉联合CACAG方案（阿扎胞苷+西达本胺+CAG）在急性髓系白血病的疗效值得我

们进一步研究。我们拟在成人急性髓系白血病患者中进行维奈克拉联合CACAG方

案和标准“3+7”方案的疗效对比研究，并通过ATAC-seq、ChIP-seq、RNA-seq多

组学联合分析不同方案引起的组蛋白释放差异及其对基因表达的影响，探究AML

细胞组蛋白释放状态与下游基因表达谱的特征，从而探索新的AML诱导化疗方案，

改善患者预后，延长患者生存期。
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二、 研究目的及意义

①研究目的：提升急性髓系白血病患者诱导化疗方案疗效，改善患者预后

急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）是成人最常见的急性白

血病类型，含蒽环类药物（例如柔红霉素和去甲氧柔红霉素）的传统“3+7”方

案是治疗急性髓系白血病最重要最常用的诱导方案之一。该方案可使60%-70%的

初治白血病患者获得血液学缓解，但30%-40%的初治患者对于传统蒽环类方案原

发耐药，治疗效果极差。而且，获得缓解的患者中，30%-40%患者后期也会出现

药物耐药，导致白血病复发。难治或复发耐药急性髓系白血病患者生存率极低，

是白血病治疗中最棘手的问题之一，亟须寻找新的诱导化疗方案改善AML患者预

后。

②研究意义：

传统“3+7”的AML诱导化疗方案为阿糖胞苷联合不同的蒽环类药物如柔红霉

素或去甲氧柔红霉素，是NCCN（National Comprehensive Cancer Network，美

国国立综合癌症网络）等各大指南的一线推荐。蒽环类药物包括阿霉素（adriam

ycin）、柔红霉素（daunorubicin）、去甲氧柔红霉素（idarubicin）和阿克拉

霉素（aclarubicin）等（Figure 1），其分子结构中存在一个相同的苷元环，

机制是通过抑制拓扑异构酶II（topoisomerase II，Topo II），影响DNA拓扑结



构转换，从而阻碍复制、转录和DNA修复，或者嵌入DNA双链碱基之间形成稳定复

合物抑制DNA复制和RNA合成。

Figure 1 临床常用蒽环类药物的化学结构;

20世纪70年代起，DA或IA方案（3+7方案）成为了AML的标准诱导治疗方案，

在年轻成人AML患者中完全缓解率达到60-70%。近40年研究中发现通过增强化疗

药物剂量、增加化疗药物种类或联合其他靶向药物，可以提高部分携带特定分子

学异常的AML患者的治疗反应率，但成人AML总体预后并无明显改善。且AML多种

化疗药物耐药的机制存在共同性，如蒽环类药物、嘧啶类抗代谢药物阿糖胞苷等

存在共同的耐药机制。而且白血病细胞一旦对一种药物产生耐药，往往多种药物

皆存在耐药情况。

AML的治疗决策在近几十年主要围绕着化疗方案的强度和不同化疗药物的组

合，缺少突破性进展。虽然国内外不断有治疗AML的新药上市，包括靶向BCL-2（

B-cell lymphoma-2，B淋巴细胞瘤-2）的维奈克拉，靶向FLT3（Fms-like

tyrosine kinase, FMS样的酪氨酸激酶3）的米哚妥林和吉瑞替尼，靶向IDH1（i

socitrate dehydrogenase soluble 1，可溶性异柠檬酸脱氢酶1）、IDH2的艾

伏尼布和恩西地平，针对CD33的GO以及柔红霉素和阿糖胞苷的脂质体复合物CPX-

351及IDH2抑制剂等。新药在临床取得了一定的效果，改善了部分携带特定分子

学异常、老年患者及不能耐受强化疗患者的治疗效果，但均替代不了蒽环类药物



的重要地位，且初诊的成人AML患者总体预后并无明显改善，仍有约30%的患者因

诱导失败或疾病复发而成为复发难治急性白血病。

因此，克服原发或复发后的耐药，寻找新的治疗方案提高急性髓系白血病患者诱

导化疗的缓解率、提高该类患者治疗疗效、改善患者预后生存有重大的研究价值。

三、 研究内容

（1）开展前瞻性随机对照临床试验

收入初治AML患者160例，前瞻随机入组，应用经典“3+7”的IA方案（去甲

氧柔红霉素+阿糖胞苷）或CACAG+维奈克拉方案（西达本胺+阿扎胞苷+阿克拉霉

素+阿糖胞苷+粒细胞集落刺激因子+维奈克拉），比较两组的疗效和安全性。治

疗方案如下：

患者签署知情同意后进入随机化程序，随机分为试验组和对照组。

对照组:接受经典IA治疗方案，整个试验治疗期共1周，每4周是一个治疗周

期，总共2个疗程。

①去甲氧柔红霉素（Idarubicin）：8-10mg/m2 第1至3天应用；

②阿糖胞苷（Ara-C）：100mg/m2 q12h第1至7天应用。

试验组：接受CACAG+维奈克拉治疗方案，整个试验治疗期共1周，每4周是

一个治疗周期，总共2个疗程。

①西达苯胺（Chidamide）：30 mg，每周两次，总共应用2次；

②阿扎胞苷（Azacitidine）：75 mg/m2 第1至7天应用；

③阿糖胞苷（Ara-C）：75-100 mg/m2 q12h第1至7天应用；

④阿柔比星（Aclarubicin）：20 mg/m2，第1，第3，第5天应用；

⑤重组人粒细胞集落刺激因子（G-CSF）: 300ug/天，直至中性粒细胞

恢复，白细胞≥20000/ul停用。

⑥维奈克拉(Venetoclax)：100mg 第1天，200mg 第2天，400mg 第3-

14天，与唑类药物联用，减量为100mg/天；



本试验的治疗周期是 2 周期（8 周），如第1疗程治疗后评估未达到PR，

则退出实验组，根据指南给予更换其他治疗方案。

前瞻随机对照研究试验流程图如下：

(2)通过多组学分析探索诱导治疗方案的表观遗传学调控新机制

①采用ATAC-seq、ChIP-seq、RNA-seq多组学技术，展示不同药物治疗方案

下AML患者的组蛋白释放谱及修饰谱的用药前后差异。

②通过ATAC-seq、ChIP-seq、RNA-seq多组学联合分析不同药物引起的组蛋

白释放对基因表达的影响，通过信号通路富集分析揭示不同治疗方案引起组蛋

白释放引起的差异信号通路。

③多组学联合分析诱导化疗耐药患者 AML 细胞组蛋白释放状态与下游基因表

达谱的特征。

四、 研究设计



（1）CACAG+维奈克拉方案治疗初诊急性髓系白血病的前瞻性、随机对照临床

研究

① 研究类型及分组：开放性、前瞻性、随机对照研究。

试验组：80例

对照组：80例

② 试验对象：严格按照前述的入组标准和排除标准选择初治AML患者进入临

床试验。

③ 治疗方案：

对照组:接受经典“3+7”IA诱导缓解方案

IA方案整个试验治疗期共1周，每4周是一个治疗周期，总共2个疗程。

去甲氧柔红霉素（Idarubicin）：8-10mg/m2 第1至3天应用；

阿糖胞苷（Ara-C）：100mg/m2 q12h第1至7天应用。

试验组：接受CACAG+维奈克拉诱导缓解方案

CACAG+维奈克拉方案整个试验治疗期共1周，每4周是一个治疗周期，总共1

个疗程。

①西达苯胺（Chidamide）：30 mg，每周两次，总共应用2次；

②阿扎胞苷（Azacitidine）：75 mg/m2 第1至7天应用；

③阿糖胞苷（Ara-C）：75-100 mg/m2 q12h第1至7天应用；

④阿柔比星（Aclarubicin）：20 mg/m2，第1，第3，第5天应用；

⑤重组人粒细胞集落刺激因子（G-CSF）: 300ug/天，直至中性粒细胞恢复，

白细胞≥20000/ul停用；

⑥维奈克拉（Venetoclax）：100mg 第1天，200mg 第2天，400mg 第3-14

天，与唑类药物联用，减量为100mg/天；

本试验的治疗周期是 2 周期（8 周），如第1疗程治疗后评估未达到PR，

则退出实验组，根据指南给予更换其他治疗方案。

（2）药物诱导组蛋白释放后，新填充组蛋白的表观遗传修饰特征研究



①收取初治AML病人用药前后骨髓标本，用聚蔗糖－泛影葡胺（Ficoll-

lsopaque）淋巴细胞分离液梯度离心提取病人单个核细胞，采用磁珠分选CD33+

白血病细胞进行体外培养，用去甲氧柔红霉素、阿克拉霉素、依托泊苷、柔红霉

素处理K562、HL60和提取的原代细胞4h后用DMSO、FBS彻底清洗药物后继续于

RPMI 1640培养基培养，留取用药4h、撤药后0h、4h、8h、24h时间节点样本进

行后续实验，并设置空白对照。

②荧光蛋白标记组蛋白：构建光激活绿色荧光蛋白（photo-activatable

green fluorescent protein）慢病毒载体，药物处理前转染细胞，在N端标记

组蛋白H2A、H2B和H2AX，在C端用PAGFP标记H3和H4，用G418进行富集筛选稳定

表达修饰后组蛋白的细胞株。

③激光扫描共聚焦显微镜（confocal laser scanning microscope，CLSM）

观察组蛋白动向。每个时间节点样本用激光扫描共聚焦显微镜观察60min并记录

0min、15min、30min、60min组蛋白释放情况。

④FAIRE-seq和ATAC-seq检测染色质可及性。用FAIRE-seq和ATAC-seq 检测

不同药物处理和不同时间节点的染色质可及性变化，揭示药物引起的组蛋白释放。

⑤ChIP-seq检测用药前后组蛋白表观遗传特征的变化。采用ChIP-seq方法

检测用药前后各时间点组蛋白修饰特征的变化，通过用药前后ChIP-seq变化找出

用药后组蛋白修饰的变化和撤药后组蛋白修饰的变化，相关检测位点如下表：

Histone H3 Histone H3.3 Histone H2A.Z Histone H3K4me3

Histone H3K4me2 Histone H3K4me1 Histone H3K9me3 Histone H3K9me2

Histone H3K9me1 Histone

H3K27me3

Histone

H3K27me2

Histone H3K27me1

Histone

H3K36me3

Histone

H3K27me2

Histone

H3K27me1

Histone H3K79me2

Histone H3K14ac Histone H3K18ac Histone H3K27ac Histone H3K9ac

Histone H3K36ac Histone H4K12ac Histone H2BK5ac Histone

H2BK120ac



Histone H3K56ac Histone

H2AK119ub1

⑥将ATAC-seq、FAIRE-seq、ChIP-seq和共聚焦激光扫描显微镜联合分析，

观察蒽环类药物引起组蛋白释放及其引起的组蛋白修饰的变化，观察撤药后新填

补组蛋白引起的组蛋白修饰的变化。通过机器学习将表观遗传状态与临床疗效关

联分析。

（3）化疗药物诱导组蛋白释放后，下游基因表达谱的变化特征及与组蛋白表观

遗传修饰特征的融合分析

①RNA-seq检测组蛋白释放后对基因表达的影响。对用药前后K562、HL60、

AML原代细胞进行RNA-seq分析药物引起的基因表达的变化。

②联合ATAC-seq、FAIRE-seq、ChIP-seq和RNA-seq数据，找到药物处理后

差异表达基因所在染色质全长区域的组蛋白释放的变化，筛选出组蛋白释放引起

的差异表达基因，通过ChIP-seq分析差异基因组蛋白释放区域内有哪些组蛋白修

饰在用药前后存在差异，因而找到调控组蛋白释放进而调控基因表达的表观遗传

修饰的特征性修饰。

③对差异基因进行通路富集分析，找到用药后引起的通路表达的变化。这些

差异基因和通路是研究不同治疗方案疗效差别的重要位点，通过联合分析可以将

的研究范围极大地缩小，更进准的找到引起耐药的差异通路和治疗的靶点。

④进行RNA-seq、ATAC-seq分析原代急性髓系白血病细胞组蛋白释放状态与

下游基因表达谱的特征。通过ATAC-seq（scATAC-seq）对不同细胞系和不同时

间节点的标本进行分析，对蒽环类药物引起的组蛋白释放的细胞类型和状态进行

鉴定和聚类，分析出所有差异表达活跃转录的调控序列。发现具有细胞特异性活

性的细胞特异性结合位点和差异表达基因及通路，通过motif富集分析找到特异

性转录调节因子。将表观遗传状态与临床疗效关联分析。

（4）观察指标：

①主要疗效指标：1疗程复合完全缓解率（complete remission，CRc）；

②次要疗效指标： 1疗程完全缓解伴血细胞不完全恢复率（CRi），1疗程部

分缓解率（PR），1疗程总反应率（ORR），1疗程完全缓解率（CR）、2疗程完全

缓解伴血细胞不完全恢复率（CRi），2疗程部分缓解率（PR）、 微小病变残留（



MRD）、2疗程无事件生存期（EFS）、总生存时间（OS）；

③安全性指标：不良事件：类型、发生率、与试验药物的关系、严重程度；

实验室检查异常：临床实验室检查的异常类型、发生率、与试验药物的关系、严

重程度；3～4 级临床不良事件和实验室检查异常的发生率。

④疗效评价间隔：每个疗程治疗结束14-21天进行评价；

⑤疗效评价手段：外周血及骨髓形态学、基因定量检测、白血病免疫分型；

⑥疗效评价标准：

完全缓解（CR) 临床无白血病细胞浸润所致的症状和体征

；血象：Hb≧ 100g/L（男）或≧ 90g/L

（女及儿童），中性粒细胞绝对值≧ 1.5

× 109/L，血小板≧ 100× 109/L。外周

血白细胞分类中无白血病细胞；骨髓象：

原粒细胞 I 型+II 型（原始单核+幼稚单

核细胞）≦ 5%，红细胞及巨核系正常；

CRi 骨髓中原始细胞<5%，不依赖输血，但持

续性血细胞不恢复；

部分缓解（PR） 骨髓中原始细胞减少大于 50%以上，且比

例达到 5%-25%，且外周血细胞计数恢复

正常；

ORR CR+PR

复发 完全缓解（CR）后外周血再次出现白血病

细胞或骨髓中原始细胞5%（除外巩固化疗

后骨髓再生等其他原因）或髓外出现白血

病细胞浸润；

PFS 从试验治疗开始到第一次出现疾病进展的

时间长度；

OS 从试验治疗开始到死亡或随访结束的时间

长度；

安全性分析 详细描述发生血液或非血液毒性反应的病

例情况，计算不同事件的发生率，计算各

事件严重程度的构成比。

（5）随访计划



在最后一例病人入组完成治疗，并随访3个月后作为数据的截尾日。所有病例

将继续随访并观察记录远期疗效。所有患者在试验期需进行的评估内容及时间，

请参见下页的随访时间内容表：

试验流程表

试验阶段 筛选期 治疗周期
7

试验结束访视
8 生存随访

9

治疗疗程 1 2

随访次数 1 2 3 5

周/天 D-7至D0 D1-D28 D29-D58
试验结束后2

周内

每2-3月1次

直至试验结

束

签署知情同意书
1

×

核查入选/排除标

准
×

人口统计学资料 ×

病史/手术史 ×

体格检查 × × × ×

生命体征 × × × ×

ECOG体力状态 × × × ×

输血记录 × 根据病情随时记录

体温记录 × 根据病情随时记录

血常规 ×2 每周至少3次，根据病

情需要增加

×

血生化（肝肾

功、空腹血糖、

电解质）

×2
每周至少3次根据病情

需要增加

血清病原学检

测
×

根据是否输血情况随时

检测

凝血功能
3

× × ×



淋巴细胞亚群

及细胞因子、

GVHD情况

× × ×

12导联心电图 × 必要时

尿常规 × × ×

心脏超声 × 必要时

肿瘤评估 4 × × × × ×

妊娠试验
5

×

基因检测样本
6

×

记录更换治疗方

式
×

发放药物 × ×

回收药物

记录不良事件 ×

记录合并用药 × ×

生存期及后续

疾病治疗情况

×

注：

1. 知情同意书必须在进入筛选期前获得。

2. 筛选期的血常规、血生化检查需在接受试验治疗前 1 周内进行。

3. 每4 周至少检查1 次，可根据病情需要增加频率。

4. 包括骨髓细胞形态学分析、免疫分析等。

5. 适用于育龄期女性。

6. 在初诊时采集 5ml 骨髓样本，提取单个核细胞， -80 摄氏度冰箱保存；

7. 每个访视周期的窗口期为±2天。若患者治疗过程中有暂停用药，新周期开始的定义

是服用新周期的试验药物。 C：周期； W：周； D：天。

8. 结束试验治疗后2周内，需要返院进行结束治疗的访视。

9. 可以通过电话随访完成



总生存期（OS）为次要疗效指标，为获得 OS 数据，还应该对试验结束后的患者进行生

存随访，每2-3 个月电话或当面随访患者的生存情况，并将结果记录在 CRF 的试验完成后随

访页。

（6）统计分析方法

采用电子病例报告表（EDC), 由研究者或者研究者指定人员参照原始资料

如实录入。详细描述发生血液或非血液毒性反应的病例情况，计算不同事件的

发生率，计算各事件严重程度的构成比，进行安全性分析。所有统计分析采用

SAS 9.2 完成，计量数据采用均数、标准差、中位数、最大值、最小值描述，

计数数据采用频数、百分比描述。主要疗效指标一疗程完全缓解（CR）率进行

卡方等检验。次要疗效指标1疗程完全缓解伴血细胞不完全恢复率（CRi）、1

疗程部分缓解率（PR）、1疗程总反应率（ORR）、2疗程完全缓解率（CR）、2

疗程完全缓解伴血细胞不完全恢复率（CRi）、2疗程部分缓解率（PR）、 微

小病变残留（MRD）、2疗程无事件生存期（EFS）、总生存时间（OS）进行卡

方等检验，计算 95%CI。 采用Kaplan-Meier 法估计总生存时间（OS）在各时

间点上的生存率、中位生存时间及其 95%CI，并绘制生存曲线图。

（7）数据采集和管理

研究者必须妥善处理所有临床试验过程中获得的数据，以保证参与临床试

验的患者的权利和隐私。研究者必须同意监查员/稽查员/视察员对所需要的临床

试验资料进行查阅和审核，以便验证原始资料的准确性和了解试验的进展情况。

如果不能对原始记录进行验证，则研究者应同意协助监查员/稽查员/视察员对数

据的质量进行进一步的确认。考虑到门诊治疗随访的患者，除患者入组信息，肿

瘤评估，给药记录，不良事件和实验室检查等信息需在门诊病历记录外， CRF 记

录的部分信息如生命体征将作为原始数据保存。试验资料将按照 GCP 要求妥善保

管在各试验中心，包括能对受试者身份进行确认的文件（如原始的有签名的知情

同意书、原始医疗记录）、试验用药物发放/回收记录等。所有试验文件应保存至

本临床试验结束后 5 年。

五、 试验流程图（技术路线图）



六、 试验对象入选/排除标准、退出/中止标准

1.纳入标准：

①自愿参加临床研究；本人或法定监护人完全了解、知情本研究并签署知情

同意书（ICF）；愿意遵循并能完成所有试验程序；

②筛选时年龄14-75岁，性别不限；

③患者为初治 AML，诊断符合2021年版中华医学会标准；

④无严重过敏体质；

⑤肝功能：ALT和AST≤2.5倍正常值高限，胆红素≤2倍正常值高限；

⑥肾功能：肌酐≤正常值高限；没有难以控制的感染及严重精神心理疾患；

⑦体力评分为0-3（ECOG），预计生存期大于等于 4 个月。

2.排除标准：

①存在对受试药物过敏及禁忌症的患者；

②妊娠期、哺乳女性患者；

③有活动性感染；

④吸烟长期酗酒以致影响试验结果评价的患者；

⑤患者精神疾或其他病情无法获得知情同意，不能配合完成治疗和检查步骤

的要求；

⑥机体重要器官外科手术后未满 6 周者；

⑦肝功能异常，总胆红素>正常上限的 1.5 倍， ALT/AST>正常值上限 2.5

倍或肝受侵患者 ALT/AST>正常值上限 5 倍;肾功能异常，血肌酐>正常值上限

1.5 倍；



⑧研究者认为不适合本次临床试验（如依从性差、药物滥用等）。

七、 常见不良反应/严重不良反应的处理预案

1.常见不良反应处理预案

任何药物均有不良反应。根据前期临床研究资料,本实验药物常见的不良反应

为消化道反应(厌食、恶心、腹泻、呕吐和胃肠胀气等)、骨髓抑制(血小板降低、

白细胞或中性粒细胞降低、血红蛋白降低)、乏力。如受试者出现骨髓抑制，则研

究者应根据血象变化情况，及时给予粒细胞集落刺激因子，刺激中性粒细胞恢复，

必要时输入红细胞悬液或血小板，改善贫血症状，预防出血，同时加强环境保护，

预防各种感染。如受试者出现过敏反应，则受试者根据患者临床表现，首先及时停

药，并给予抗过敏药物，必要时加用糖皮质激素，如出现严重过敏应，及时加用生

命体征监护，积极加强液体支持，并给予改善微循环，维持血压等治疗。如出现肝

肾功能损伤， 予积极保肝、水化、碱化，密切监测肝肾功能变化。如受试者出现

胃肠道反应，则予止吐、抑酸、保护胃黏膜、止泻等对症治疗。

2.严重不良反应处理预案

临床试验过程中发生符合下列情况中的一种或以上事件时，可判定为

① 严重不良事件（Serious Adverse Event, SAE）致死；

② 危及生命；

③ 非社会因素（如保险报销）导致的住院治疗或延长住院时间的医学事件；

④ 导致持续的或严重残疾/功能障碍；

⑤ 受试者的后代出现先天性异常/出生缺陷；

⑥ 重大医学事件；

⑦ 所有妊娠事件均参照严重不良事件报告。

在临床试验过程中如发生严重不良事件，研究者应立即对受试者采取适当的

救治措施并记录于原始资料中，于 24 小时内报告试验中心主要研究者及伦理委

员会和申办者。研究者须认真逐项填写严重不良事件报告表， 并在报告上签名及

注明日期。

八、 数据统计方法

采用电子病例报告表（EDC), 由研究者或者研究者指定人员参照原始资料如实

录入。详细描述发生血液或非血液毒性反应的病例情况，计算不同事件的发生率，



计算各事件严重程度的构成比，进行安全性分析。所有统计分析采用 SAS 9.2 完

成，计量数据采用均数、标准差、中位数、最大值、最小值描述，计数数据采用频

数、百分比描述。主要疗效指标一疗程完全缓解（CR）率进行卡方等检验。次要疗

效指标1疗程完全缓解伴血细胞不完全恢复率（CRi）、1疗程部分缓解率（PR）、

1疗程总反应率（ORR）、2疗程完全缓解率（CR）、2疗程完全缓解伴血细胞不完

全恢复率（CRi）、2疗程部分缓解率（PR）、 微小病变残留（MRD）、2疗程无事

件生存期（EFS）、总生存时间（OS）进行卡方等检验，计算 95%CI。 采用

Kaplan-Meier 法估计总生存时间（OS）在各时间点上的生存率、中位生存时间及

其 95%CI，并绘制生存曲线图。




