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急性白血病形态学与免疫分型分析
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　　摘　要：目的　探讨形态学结合免疫分型对急性白血病（ＡＬ）的诊断价值。方法　对７８例 ＡＬ患者骨髓标本进行基于染色

技术的形态学和基于流式细胞术免疫分型检测，比较不同分型结果。结果　形态学与免疫分型符合率为８９．７４％（７０／７８）；分化

程度较低、形态不典型及抗原系列交叉表达的ＡＬ形态学相对不易分型。急性髓细胞系白血病主要表达ｃＭＰＯ（９６．７２％）、ＣＤ１３

（７８．６８％）、ＣＤ１１７（７０．４９％）、ＣＤ３３（６７．２１％）；急性淋巴细胞系白血病主要表达 ＣＤ１９（８２．３５％）、ｃＣＤ７９ａ（７０．５８％）、ＣＤ７

（１７．６４％）、ｃＣＤ３（１７．６４％）。结论　ＡＬ诊断应结合形态学及免疫分型，二者不相符时，应进行染色体和融合基因检测；免疫分型

有助于Ｂ、Ｔ细胞系及形态学难以分型的特殊类型ＡＬ的诊断。
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　　ＦＡＢ分型法是法（Ｆ）、美（Ａ）、英（Ｂ）三国协作组提出的急

性白血病（ＡＬ）形态学分型法，具有分型标准明确、分析直观、

简便易行等优点，是急性白血病分型诊断基础方法，但存在一

定的主观性，受白血病细胞形态多样性、异质性影响也较大，对

ＡＬ的形态学分型诊断准确率仅７０％左右，结合免疫分型则可

提高至９０％以上
［１］。因此，免疫分型是形态学分型的必要补

充。本研究采用流式细胞术（ＦＣＭ）、直接免疫荧光法和ＣＤ４５

与侧向角散射（ＳＳＣ）设门法，对７８例ＡＬ患者免疫表型进行研

究，并与形态学分型对比分析，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院收治的 ＡＬ患者７８例，男４８例、女３０

例，年龄８～８５岁。

１．２　仪器与试剂　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞仪，单克隆抗体

包括Ｔ细胞系ＣＤ２、ｃＣＤ３、ＣＤ５、ＣＤ７，Ｂ细胞系ＣＤ１０、ＣＤ１９、

ＣＤ２０、ｃＣＤ２２、ＣＤ２３、ｃＣＤ７９ａ，髓 系 ｃＭＰＯ、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１３、

ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ３３、ＣＤ６４、ＣＤ１１７；非系列特异性 ＨＬＡＤＲ、

ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ５６、ＴｄＴ，均购自美国ＢＤ公司；细胞化学染色

试剂盒购自上海虹桥乐翔试剂公司。

１．３　方法　采集患者骨髓标本，直接涂片后进行瑞氏染色、过

氧化物酶染色、非特异性酯酶染色及氟化钠抑制试验、糖原染

色等细胞化学染色。另采集肝素抗凝骨髓或外周血标本，调整

细胞数至（１．０～２．０）×１０６／ｍＬ，取１００μＬ加入２０μＬ含３种

或４种抗体混合液的试管中，设置同型对照管。室温避光孵育

３０ｍｉｎ，经红细胞溶解液裂解红细胞、ＰＢＳ洗涤后上流式细胞

仪检测，每管收集１００００个细胞，ＣＤ４５／ＳＳＣ设门分析。结果

判断以ｃＭＰＯ≥５％、ＣＤ３４≥１０％、其他抗原不低于２０％为

阳性。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，计数资料比较

采用χ
２ 检验，显著性检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　形态学分型与免疫分型比较　根据ＦＡＢ分型标准诊断

急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）１７例，其中Ｌ１型４例、Ｌ２型１３

例；急性髓系白血病（ＡＭＬ）６１例，其中 Ｍ０型１例、Ｍ１型３

例、Ｍ２型１４例、Ｍ３型１１例、Ｍ４型１５例、Ｍ５型１７例。形态

学分型和免疫分型相符率为８９．７４％（７０／７８），８例不相符患者

中，３例形态学分型为 ＡＬＬ，免疫分型为１例 Ｍ０，２例 Ｍ１；１

例形态学分型为Ｌ２，免疫分型提示成熟Ｂ细胞淋巴瘤可能，确

诊为ＡＬＬ；１例形态学分型为 Ｍ５和２例形态学无法分型，免

疫分型确诊均为ＬＹ＋ＡＭＬ；１例初诊ＡＬＬ，化疗后发生抗原改

变，后诊断为转换型急性混合细胞白血病（ＭＡＬ）。

２．２　ＡＬ患者免疫表型表达　６１例 ＡＭＬ患者免疫表型检测

结果见表１，１７例ＡＬＬ患者免疫表型检测结果见表２。
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表１　　ＡＭＬ各亚型免疫表型检测结果［狀或狀（％）］

ＦＡＢ 狀 ＣＤ１１ｂ ＣＤ１３ ＣＤ１４ ＣＤ１５ ＣＤ３３ ＣＤ１１７ ｃＭＰＯ ＣＤ３４ ＨＬＡＤＲ ＣＤ６４ ＣＤ３８ ＣＤ５６ ＣＤ７ ＣＤ１９

Ｍ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０

Ｍ１ ３ ０ ２ ０ ２ ２ ２ ２ ３ ３ ０ ２ ０ １ １

Ｍ２ １４ １ １１ １ １３ １０ １１ １４ ７ ７ ０ ２ １ ０ ０

Ｍ３ １１ ０ １０ ０ ９ １０ １１ １１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

Ｍ４ １５ ８ １２ ８ １０ １０ １０ １５ ８ １０ １３ １０ ４ ４ ２

Ｍ５ １７ １０ １２ １４ ６ ９ ９ １７ １６ １５ １７ １３ ６ ５ ２

合计 ６１ １９（３１．１５）４８（７８．６９）２３（３７．７０）４０（６５．５７）４１（６７．２１）４３（７０．４９）５９（９６．７２）３５（５７．３８）３６（５９．０２）３０（４９．１８）２８（４５．９０）１１（１８．０３）１０（１６．３９） ５（８．２０）

表２　　ＡＬＬ各亚型免疫表型检测结果［狀或狀（％）］

亚型 狀 ＣＤ２ ｃＣＤ３ ＣＤ５ ＣＤ７ ＣＤ１０ ＣＤ１９ ＣＤ２０ ｃＣＤ２２ ＣＤ２３ ｃＣＤ７９ａ ＨＬＡＤＲ ＣＤ３４ ＴｄＴ ＣＤ１３ ＣＤ３３

ＢＡＬＬ１４ ０ ０ ０ ０ ９ １４ １２ １４ １３ １２ １０ ７ ３ ２ ２

ＴＡＬＬ３ ３ ３ ２ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ３ ０ ０

合计 １７３（１７．６５）３（１７．６５）２（１１．７６） ３（１７．６５） ９（５２．９４）１４（８２．３５）１２（７０．５９）１４（８２．３５）１３（７６．４７）１２（７０．５９）１１（６４．７１）８（４７．０６）６（３５．２９）２（１１．７６）２（１１．７６）

３　讨　　论

ＡＬ是具有高度异质性的恶性血液病，准确的诊断分型是

选择治疗方案和判断预后的前提。采用流式细胞术检测胞膜、

胞质、胞核的特定抗原，可精确判断其不同谱系和分化阶段等，

极大提高了白血病诊断灵敏度和准确率。

髓系相关抗原主要反映细胞起源，需结合形态学和细胞化

学才能基本判断细胞成熟阶段。ｃＭＰＯ、ＣＤ１１７作为髓系特异

性抗原，在本组 ＡＭＬ患者中的表达率最高，具有高灵敏度。

ＣＤ１３、ＣＤ３３、ＣＤ１５具有髓系相对特异性，在分化程度较高的

Ｍ２、Ｍ３、Ｍ４阳性率较高。ＣＤ３４是干／祖细胞标志，是阶段特

异性而非系列特异性抗原，在 Ｍ１、Ｍ５、Ｍ０表达率较高，与这

些亚型分化程度相对较低有关。ＨＬＡＤＲ是 ＭＨＣⅡ类分子，

作为非系列特异性抗原，在除 Ｍ３以外的 ＡＭＬ中阴性率为

９％～２４％
［２］，与本组病例结果相符，与ＣＤ３４低表达共为 Ｍ３

重要标志，也是 Ｍ３与 Ｍ２的鉴别条件。但少数细颗粒型 Ｍ３

通常表达ＣＤ２，部分 Ｍ３可能表达 ＣＤ５６，这时应进行 ＡＰＬ／

ＲＡＲａ基因检查以排除髓／自然杀伤细胞ＡＬ
［３］。本组病例中，

ＣＤ６４、ＣＤ１４在 Ｍ４和 Ｍ５表达率较高，提示二者是单核吞噬

细胞特异标志，对单核细胞特异性很好，与有关报道一致［４］。

在本组少数 Ｍ２患者中，ＣＤ１４也有弱表达，其高表达提示单核

细胞可能性大，以此可鉴别诊断 Ｍ２与 Ｍ４。本组病例中，Ｍ１

例数相对少，其中有２例形态学误诊为ＡＬＬ，均因形态学表现

不典型，与 ＡＬＬ相似，过氧化物酶染色阳性率很低，复查骨髓

涂片发现部分区域阳性率在５％左右，再结合免疫分型得以确

诊；说明对过氧化物酶阳性率很低的 ＡＬ，应结合糖原染色等

细胞组化检查。１例患者ＦＡＢ分型诊断为Ｌ２型ＡＬＬ，但免疫

表型排除 ＡＬＬ，并提示可能为 Ｍ０。Ｍ０由于白血病细胞分化

程度低，形态上与 ＡＬＬ很难区别，且免疫分型与 Ｍ１相似，

ＣＤ３４和 ＨＬＡＤＲ高表达，至少表达１个髓系抗原，一般无Ｔ、

Ｂ细胞系标志，可能表达系列相关抗原 ＴｄＴ，但 Ｍ０相对 Ｍ１

有更强的ＣＤ３４表达和很低的ｃＭＰＯ表达。因此，对于形似

Ｌ２且过氧化物酶阳性率小于３％的ＡＬ，形态学报告在提示Ｌ２

可能的同时应提示 Ｍ０待排除。２例患者形态学分型难以确

定，但免疫分型确定为 ＡＭＬ伴淋系抗原（主要是ＣＤ７）表达。

有报道ＣＤ７＋ＡＭＬ预后较差
［５］。本组有１例初诊ＡＬＬ患者，

经ＡＬ化疗方案治疗后完全缓解，６个月后复发，组化染色提

示髓系，免疫分型发现抗原发生改变，考虑可能为 ＭＡＬ。

综合分析白血病细胞所表达的淋巴细胞相关种系抗原可

确定其来源和分化程度，对 ＡＬＬ诊断和预后判断更有意义。

Ｂ细胞系 ＡＬＬ 不同程度表达 ＣＤ１９、ＣＤ２０、ｃＣＤ２２、ＣＤ２３、

ＣＤ１０、ｃＣＤ７９ａ、ＨＬＡＤＲ、ＴｄＴ；Ｔ细胞系 ＡＬＬ不同程度表达

ＣＤ７、ＣＤ２、ｃＣＤ３、ＣＤ５、ＴｄＴ。ＣＤ１９、ｃＣＤ２２、ｃＣＤ７９ａ和 ＣＤ７、

ＣＤ２、ｃＣＤ３检测可分别用于区分Ｂ、Ｔ淋巴细胞来源，再结合其

他抗原可大致判断细胞分化程度。ＴｄＴ在 Ｔ、Ｂ细胞系 ＡＬＬ

中都有表达，可以此区别于多数 ＡＭＬ（部分 Ｍ１、Ｍ０除外）。

作为造血干／祖细胞标志，成人急性Ｂ细胞白血病患者较儿童

患者高表达ＣＤ３８与ＣＤ３４，表明前者白血病细胞分化程度低，

预后不良［６］。本研究中部分 ＡＬＬ患者同时表达髓系抗原

ＣＤ１３、ＣＤ３３，但不影响诊断和分型。一般认为，这是白血病细

胞异质性所致，对预后的影响尚存争议。１例形态不典型 ＡＬ

患者形态学结合细胞化学分型为Ｌ２可能，淋巴瘤待排除；免

疫表 型 为 ＣＤ５＋ ＣＤ１９＋ ＣＤ２０＋ ｃＣＤ２２＋ （强 表 达）ＣＤ２３＋

ｃＣＤ７９ａ＋ＣＤ３８＋，提示成熟Ｂ细胞淋巴瘤可能；由于未进行胞

膜免疫球蛋白和ＦＭＣ７检测，根据世界卫生组织分型系统，该

患者Ｂ细胞增殖性肿瘤积分只有２～２．５分
［７］，因此结合临床

表现后最终确诊为ＡＬＬ。对过氧化物酶阳性率低于３％、非典

型形态原始幼稚淋巴细胞ＡＬ的分型尤为慎重，不能肯定原发

于骨髓的ＡＬＬ，形态学报告为淋巴细胞增殖性肿瘤较合适。

因为淋巴瘤细分类型很多，侵入骨髓时形态各异、程度不一，若

发病部位隐匿，更应结合免疫表型以确定来源和分化程度，并

结合临床及病理检查综合判断才能确诊。

综上所述，形态学分型和免疫分型对ＡＬ诊断具有密不可

分的互补关系，免疫表型检测对判断预后的价值更大，并有助

于微小残留病变监测，有利于指导个体化治疗。
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续表２　　５株鲍曼不动杆菌药敏结果

抗菌药物
菌株编号

１ ２ ３ ４ ５

庆大霉素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

替卡西林／克拉维酸 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢吡肟 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢曲松 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢噻肟 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢他啶 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

妥布霉素 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

亚胺培南 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

左氧氟沙星 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

２．２　基因检测结果　ＰＣＲ产物电泳结果显示５株 ＭＤＲＡＢ

均检出２种β内酰胺酶基因（ＡＤＣ、ＯＸＡ２３），均未检出ＴＥＭ、

ＩＭＰ基因。测序结果显示５株 ＭＤＲＡＢ外膜蛋白ＣａｒＯ基因

与抗菌药物敏感鲍曼不动杆菌不一致，均存在突变。

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌是院内感染主要病原菌之一，特别是 ＭＤＲ

ＡＢ及泛耐药鲍曼不动杆菌（ＰＤＲＡＢ），极易在ＩＣＵ患者中导

致暴发流行［３５］。ＩＣＵ患者因病情危重、长期使用抗菌药物、免

疫力低下、接受较多的侵入性操作、长期留置导管及使用呼吸

机等，更易被感染［５］。本研究从５例患者痰标本中分离获得

ＭＤＲＡＢ，通过分析相关患者病历资料，初步判断其中４例患

者可能为 ＭＤＲＡＢ所致院内感染。

鲍曼不动杆菌对氨基青霉素，一、二代头孢菌素和一代喹

诺酮类抗菌药物天然耐药，临床常用头孢哌酮舒巴坦及亚胺

培南治疗鲍曼不动杆菌感染，但鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗

菌药的耐药性呈上升趋势［６７］。本次检出的５株鲍曼不动杆菌

对包括亚胺培南在内的所有β内酰胺类药物均耐药。鲍曼不

动杆菌耐药机制较为复杂，对β内酰胺类耐药机制主要为：（１）

产生一种或多种水解酶（β内酰胺酶），包括 Ａ类（超广谱β内

酰胺酶）、Ｂ类（金属酶）、Ｃ类（头孢菌素酶）、Ｄ类（碳青霉烯

酶）；（２）外膜通道蛋白表达下调或缺失，导致细菌胞膜通透性

改变，使透过细菌外膜的药量减少；（３）青霉素结合位点改变；

（４）细菌主动处排系统过度表达。和碳青霉烯类耐药相关的酶

主要是Ｂ、Ｄ类β内酰胺酶，且常合并外膜蛋白改变
［８１１］。５株

ＭＤＲＡＢ均检出Ｃ、Ｄ类β内酰胺酶基因ＡＤＣ和ＯＸＡ２３，以

及外膜蛋白ＣａｒＯ突变，未检出 Ａ、Ｂ类β内酰胺酶基因ＴＥＭ

和ＩＭＰ，说明该５株 ＭＤＲＡＢ的耐药机制主要是产生ＡＤＣ型

头孢菌素酶、ＯＸＡ２３型碳青霉烯酶，且同时存在外膜蛋白

ＣａｒＯ改变。

为预防鲍曼不动杆菌的院内流行及控制其耐药率上升，应

采取切实可行的措施：高度重视鲍曼不动杆菌院内感染监测和

耐药机制分析，高危病房患者和高危人群怀疑感染时应立即采

集标本送检，及时发现病原菌，合理使用抗菌药物，加强医护人

员无菌意识，严格无菌操作规程，加强病房消毒处理，阻断细菌

传播途径，控制 ＭＤＲＡＢ院内定植和播散。
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