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慢性粒细胞白血病患者骨髓中白血病相关巨噬细胞的表达及意义
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　　摘　要：目的　探讨慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）患者骨髓中巨噬细胞的表达及在ＣＭＬ发病中的作用，明确其临床意义。

方法　采用免疫组织化学染色法检测ＣＭＬ慢性期（ＣＭＬＣＰ组）３０例、加速期（ＣＭＬＡＰ组）２１例、急变期（ＣＭＬＢＰ组）１５例、经

治疗后缓解患者４４例、未缓解患者７例及３０例非血液系统恶性疾病患者骨髓组织中ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６的表达变化，比较骨

髓巨噬细胞在ＣＭＬ患者不同时期骨髓组织中的表达差异。结果　ＣＭＬ各组患者骨髓组织中ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６的表达明显

高于对照组及缓解组，ＣＭＬＢＰ组患者高于ＣＭＬＡＰ组，ＣＭＬＡＰ组高于ＣＭＬＣＰ组，且差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；缓解

组ＣＤ６８虽高于对照组但差异无统计学意义（犘＞０．０５），而ＣＤ１６３、ＣＤ２０６仍高于对照组，且差异均具有统计学意义（犘＜０．０１），

未缓解组与ＣＭＬＢＰ组相比有增高趋势，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）；在对照组中ＣＤ１６３和ＣＤ２０６表达明显低于ＣＤ６８的

表达，且差异具有统计学意义（犘＜０．０１），同时，ＣＭＬＣＰ组、ＣＭＬＡＰ组、ＣＭＬＢＰ组、缓解组、未缓解组中ＣＤ１６３与ＣＤ６８阳性

细胞数密切相关（犘＜０．０１），ＣＤ６８的阳性细胞数略高于ＣＤ１６３，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而在ＣＭＬ疾病的同一时期

ＣＤ１６３、ＣＤ２０６的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　巨噬细胞在ＣＭＬ患者骨髓中具有较高的浸润密度，并随着病情的

进展逐渐向 Ｍ２型极化，且在ＣＭＬ不同时期浸润密度不同，与ＣＭＬ的发生、发展密切相关，同时也可能是ＣＭＬ患者复发的原因

之一。而在骨髓组织中ＣＤ１６３、ＣＤ２０６均可作为识别 Ｍ２型巨噬细胞的标志物。
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　　巨噬细胞是一类广泛分布于体内，动态的、非均质的、具有

迁移性的免疫细胞，是机体免疫系统的重要组成部分；在不同

微环境作用下，巨噬细胞可极化为具有不同分子特征和功能特

征的亚群，即 Ｍ１或 Ｍ２型，两种亚群对肿瘤发生、发展起着截

然相反的作用［１］。Ｍ１型巨噬细胞具有抗原提呈和吞噬肿瘤

细胞等细胞毒性效应，而 Ｍ２型巨噬细胞参与肿瘤细胞的恶性
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增殖、抵抗凋亡，侵袭和转移，故又被称为肿瘤相关巨噬细胞

（ＴＡＭｓ）。已有研究表明，ＣＤ６８是人源巨噬细胞的泛标志物

（Ｍ１型＋Ｍ２型），ＣＤ１６３是识别 Ｍ２型的标志物
［１２］；此外，

Ｍ２型巨噬细胞高表达甘露糖受体（ＭＭＲ）（又名ＣＤ２０６），亦

为 Ｍ２型巨噬细胞的特异性标志分子
［３］。既往对巨噬细胞与

恶性肿瘤发生、发展及预后关系的研究主要集中于实体瘤、淋

巴瘤等方面［３５］，而在慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）患者中的研究

鲜见报道。本文采用免疫组织化学的方法检测ＣＭＬ患者骨

髓组织中巨噬细胞表面分子标志ＣＤ６８、ＣＤ１６３和ＣＤ２０６，以

明确其在ＣＭＬ发生、发展中的变化及ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６的

表达差异；探讨巨噬细胞在ＣＭＬ发病中的作用，为阐明ＣＭＬ

发病机制提供科学依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　６６例患者均来自本院血液科门诊及住院患

者，经骨髓细胞形态、细胞遗传学及分子生物学检查，符合

ＣＭＬ各期的诊断标准
［６］。其中，慢性髓性白血病慢性期

（ＣＭＬＣＰ）３０例，慢性髓性白血病加速期（ＣＭＬＡＰ）２１例，慢

性髓性白血病急变期（ＣＭＬＢＰ）１５例（其中６例为急淋变，９

例为急粒变），男４２例，女２４例，年龄１８～７８岁，中位年龄

５６．０岁；经治疗后缓解４４例，未缓解７例。其中ＣＭＬＣＰ组

除８例失访外，其余全部缓解；２１例ＣＭＬＡＰ组患者中，缓解

１４例，未缓解３例，４例转外院治疗而失访；ＣＭＬＢＰ组缓解８

例，未缓解４例，治疗中１例死亡，２例转外院失访。３０例缺铁

性贫血患者作为对照组，其中，男１８例，女１２例；年龄１８～７６

岁，中位年龄５４．５岁。本研究获本院伦理委员会批准，并征得

所有受试者知情同意。

１．２　试剂　鼠抗人ＣＤ６８（ａｂ９５５）、ＣＤ１６３（ａｂ８７０９９）、ＣＤ２０６

（ａｂ６４６９３）抗体，ＳＰ免疫组化试剂盒（ＨｉｓｔｏｓｔａｉｎＰｌｕｓＭｏｕｓｅ

Ｐｒｉｍａｒｙ）购自美国Ａｂｃａｍ公司。

１．３　方法　常规骨髓穿刺取骨髓组织，置于福尔马林固定液

中进行脱水、石蜡包埋处理。

１．４　免疫组化检测ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６在骨髓组织中的表

达　取骨髓活检组织的石蜡块，切３～４μｍ厚的切片；采用Ｓ

Ｐ免疫组化染色检测ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６的表达。对照组用

ＰＢＳ替代一抗。

１．５　免疫组化染色结果判定　免疫组化染色结果由２位病理

医师各自独立判断，结果相同者为最终检验结果，若有异议，由

上级医师进行最终判断。在细胞膜或细胞浆有黄褐色或棕黄

染色沉着物为阳性。巨噬细胞体积较大，形态多样，呈类圆形

或不规则形，偶见有多核细胞。先在低倍镜（１００倍）下选取５

个染色较好的视野，后在高倍镜下（４００倍）计数阳性细胞
［７］，

取其平均值作统计学分析。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析。计量

数据以狓±狊表示，各组中ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６阳性表达率的

比较用狋检验。应用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析ＣＤ６８与ＣＤ１６３的相关

性，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６免疫组化染色结果判定　本组所

有病例的骨髓组织中均可见巨噬细胞浸润，在骨髓组织中均可

见胞浆着色为棕色的ＣＤ６８巨噬细胞及细胞膜和（或）细胞浆

着色的ＣＤ１６３及ＣＤ２０６的巨噬细胞浸润。对照组骨髓中可见

巨噬细胞稀疏散在浸润，数量少。见图１。

　　注：Ａ、Ａ１、Ａ２分别为ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６在正常骨髓组织中表达；Ｂ、Ｂ１、Ｂ２分别为ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６在ＣＭＬ骨髓组织中表达。

图１　　ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６免疫组化染色结果判定（×４００）

２．２　ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６在各组中的表达　ＣＤ６８、ＣＤ１６３、

ＣＤ２０６在对照组、ＣＭＬＣＰ组、ＣＭＬＡＰ组、ＣＭＬＢＰ组、缓解

组、未缓解组中均有不同程度的浸润。经统计学分析，ＣＤ６８、

ＣＤ１６３、ＣＤ２０６在ＣＭＬ各期中的表达明显高于在对照组的表

达，且差异均具有统计学意义（犘＜０．０５）；而 ＣＭＬＢＰ患者

ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６表达高于ＣＭＬＡＰ组，ＣＭＬＡＰ组高于

ＣＭＬＣＰ组，且差异有统计学意义（犘＜０．０５），ＣＤ６８缓解组虽

高于对照组，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＣＤ１６３、ＣＤ２０６

缓解组明显高于对照组，且差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；

ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６在未缓解组与ＣＭＬＢＰ组相比有增高趋

势，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．３　ＣＤ６８、ＣＤ１６３和ＣＤ２０６在各组中表达比较　在对照组
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中，ＣＤ１６３和ＣＤ２０６表达明显低于ＣＤ６８，且差异具有统计学

意义（狋＝２６．５８、２４．３６，犘＜０．０５），在 ＣＭＬＣＰ组、ＣＭＬＡＰ

组、ＣＭＬＢＰ组、缓解组、未缓解组中ＣＤ１６３与ＣＤ６８阳性细胞

数均呈明显正相关（狉＝０．６４０、０．８６７、０．９３３、０．５７６、０．５６９，犘＜

０．０１）；ＣＤ１６３和ＣＤ２０６在各组中的表达差异无统计学意义

（狋＝１．１７、０．５８、１．７６、２．３４、１．７４、１．３６，犘＞０．０５）。见表１。

表１　　ＣＤ６８、ＣＤ１６３、ＣＤ２０６在各组ＣＭＬ骨髓

　　　组织中的表达（个／ＨＰ，狓±狊）

组别 狀 ＣＤ６８ ＣＤ１６３ ＣＤ２０６

对照组 ３０ １２．３９±２．１７ ２．７１±０．８２ ２．９４±０．７９

ＣＭＬＣＰ组 ３０ ２７．０３±３．９０ １９．９１±３．３３ ２０．７１±３．４７

ＣＭＬＡＰ组 ２１ ４４．６４±４．８４ ３７．２６±４．７０ ３８．５７±５．１２

ＣＭＬＢＰ组 １５ ６６．９８±６．２８△５９．９７±６．７９△ ６１．５１±６．４８△

缓解组 ４４ １９．７３±３．４３ ８．７３±２．００ ９．０３±２．０１

未缓解组 ７ ６９．９１±９．９６＃ ６０．１１±８．９９＃ ５９．６４±８．９２＃

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５；与 ＣＭＬＡＰ组、ＣＤＬＣＰ组比

较，△犘＜０．０５；与ＣＭＬＢＰ组比较，＃犘＞０．０５。

３　讨　　论

骨髓微环境是由基质细胞、辅助细胞（Ｔ淋巴细胞和单核／

巨噬细胞）、细胞外基质和细胞因子组成的一个有序的复杂结

构。其不仅提供造血细胞赖以生存、发育及分化的场所，同时

骨髓微环境的改变也为血液系统恶性肿瘤提供了一个合适的

生存空间。巨噬细胞作为骨髓微环境的一个重要组成部分，在

炎症组织中主要参与组织重建、炎症和免疫，保护机体对抗感

染及损伤；而在某些特定的细胞因子作用下可活化为 Ｍ２型巨

噬细胞即肿瘤相关巨噬细胞（ＴＡＭｓ），参与肿瘤的生存、增殖、

浸润、转移并与预后不良相关［１５］。目前已知活化的巨噬细胞

主要包括两种类型：即在 Ｔｈ１细胞因子如肿瘤坏死因子γ

（ＩＮＦγ）或细菌产物刺激下，经典活化的 Ｍ１型巨噬细胞和在

Ｔｈ２细胞因子如白细胞介素４（ＩＬ４）、白细胞介素１３（ＩＬ１３）

等刺激经替代性活化的 Ｍ２巨噬细胞
［６８］。Ｍ１型巨噬细胞高

表达白细胞介素１２（ＩＬ１２）、白细胞介素２３（ＩＬ２３）、特异性组

织抗原（ＭＨＣⅡ）和Ｂ７分子，低表达白细胞介素１０（ＩＬ１０）；

分泌较多肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＩＬ１２、ＮＯ、活性氧（ＲＯＳ）

以及多种炎症因子，而参与Ｔｈ１型免疫应答，作为诱导细胞和

杀伤细胞参与杀伤病原体和肿瘤细胞［９］。Ｍ２型巨噬细胞高

表达ＩＬ１０、转化生长因子β（ＴＧＦβ）、甘露糖受体（ＭＭＲ）（又

名ＣＤ２０６）和清道夫受体（ＳＲＡ），低表达ＩＬ１２、ＴＮＦα，抗原

提呈能力较差，主要参与Ｔｈ２免疫调控，通过抑制Ｔ细胞的增

殖活性而抑制适应性免疫反应，对肿瘤细胞的生存和生长起促

进作用［１０］。有研究认为ＴＡＭｓ主要为 Ｍ２型巨噬细胞
［１１］。

鉴定 ＴＡＭｓ的活化表型目前多应用ＣＤ６８联用ＣＤ１６３、

ＣＤ２０６或ＣＤ２０４进行鉴定。文献［１１］研究认为，ＣＤ６８是全巨

噬细胞标志物（Ｍ１型＋Ｍ２型），ＣＤ１６３是识别 Ｍ２型的标志

物［１５，１２］；鉴于 ＣＤ２０６在 Ｍ２上高表达，本研究应用 ＣＤ６８、

ＣＤ１６３和ＣＤ２０６对ＣＭＬ不同时期骨髓组织及对照组中巨噬

细胞进行标记发现，在ＣＭＬ各期中ＣＤ６８与ＣＤ１６３阳性细胞

数均呈明显正相关，ＣＤ６８在ＣＭＬ各期及对照组中的阳性细

胞数均多于 ＣＤ１６３，但差异无统计学意义（犘＞０．０５），而

ＣＤ１６３和ＣＤ２０６在各组中的表达差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）。说明ＣＭＬ患者骨髓微环境中存在着２群不同的巨噬

细胞，以 ＣＤ１６３或 ＣＤ２０６表达为主的 Ｍ２型巨噬细胞即

ＴＡＭｓ和以ＣＤ６８表达而ＣＤ１６３或ＣＤ２０６不表达的 Ｍ１型巨

噬细胞。因此结合文献的研究结果，ＣＤ１６３和ＣＤ２０６均可作

为骨髓微环境中识别 Ｍ２型巨噬细胞的标志物。在此，本研究

将与白血病相关的 Ｍ２型巨噬细胞称为白血病相关巨噬细胞

（ＬＡＭｓ）。

本研究结果显示，在 ＣＭＬＣＰ组患者骨髓组织中，表达

ＣＤ６８、ＣＤ１６３和 ＣＤ２０６的巨噬细胞数明显高于对照组，而

ＣＭＬＡＰ组表达明显高于ＣＭＬＣＰ组，ＣＭＬＢＰ组又明显高

于ＣＭＬＡＰ组；以此推测，在ＣＭＬ患者骨髓微环境中存在１

个巨噬细胞的扩增环，在白血病细胞来源的趋化因子如趋化因

子（ＣＣＬ２）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等细胞因子的作用下，

将外周血单核细胞大量招募进入骨髓微环境而分化为巨噬细

胞而极化为 Ｍ２型巨噬细胞，即ＬＡＭｓ。而ＬＡＭｓ本身也能分

泌大量的ＣＣＬ２、ＩＬ１０和ＶＥＧＦ，进一步促进巨噬细胞的招募

与极化。ＬＡＭｓ巨噬细胞通过与白血病细胞的接触与非接触

机制，可能促进白血病细胞的生存、遗传的不稳定性及白血病

细胞的克隆演变，从而促进白血病细胞的增殖而导致疾病发

生、发展。但鉴于ＣＭＬ发病的特殊性和巨噬细胞调节机制的

复杂性，ＣＭＬ骨髓微环境中的巨噬细胞来是源于外周血还是

其他组织或是骨髓源性的还有待进一步研究。由于骨髓微环

境中的巨噬细胞被大量极化为 Ｍ２型，使骨髓微环境发生变

化，一方面导致大量的细胞因子如ＩＬ１０、ＶＥＧＦ等的生成，使

抗原呈递能力降低，限制了ＬＡＭｓ向Ｔ细胞呈递肿瘤相关抗

原的能力，同时由于ＩＬ１２分泌减少，使Ｔ细胞和 ＮＫ细胞的

抗肿瘤活性降低；另一方面由于 ＮＯ、ＲＯＳ等杀伤分子分泌减

少，对白血病干细胞（ＬＳＣ）的杀伤能力下降。结果还显示，缓

解组患者骨髓组织中的 Ｍ２型巨噬细胞还明显高于对照组，说

明ＣＭＬ患者骨髓虽然达到形态学和基因水平上的暂时缓解，

但是促进白血病细胞生存、分化、增殖的因素还没完全消除，这

也可能是ＣＭＬ最终复发的原因之一。有研究认为，Ｍ１和 Ｍ２

型巨噬细胞在肿瘤微环境中共存，两者之间可发生相互转

化［１３］，因此恢复造血细胞与骨髓微环境之间的关系是今后值

得研究的方向。

总之，ＣＭＬ患者骨髓巨噬细胞的大量募集并逐渐向 Ｍ２

型极化，改变了骨髓微环境，使其更适合培育细胞恶性生物学

行为，有利于白血病细胞的生存和增殖分化，从而介导ＣＭＬ

的发生、发展。
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性地详细检查，有效缩短疟疾诊断实验室标本周转时间，达到

快速诊断的目的。

从 ＲＯＣ 曲线下面积来看，平行诊断试验线下面积为

０．９３０，超过了厚血涂片法线下面积０．８１４和ＲＤＴ法的０．８４７。

说明平行诊断试验的使用较两个组分方法的单独使用，可提高

准确度。不可否认这一平行诊断试验的应用并不能达到对疟

疾患者或疟原虫感染者进行分型的要求。

总之，厚血涂片和ＲＤＴ组成的平行试验可以有效提高对

疟疾流行区归国人员疟原虫感染者监测敏感度和准确度，值得

推广应用。
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