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阵发性睡眠性血红蛋白尿症患儿骨髓 CD34+CD59+

细胞的体外扩增及克隆变化趋势的研究

肖娟 1　武永吉 2　韩冰 2　董红艳 3　陈实平 3

（中国医学科学院北京协和医院 1. 儿科；2. 血液科；3. 基础医学研究所细胞实验室，北京　100730）

［摘要］　目的　研究阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）患儿骨髓 CD34+CD59+ 细胞的分离、纯化及

体外扩增的条件，并对扩增后细胞的长期造血能力进行评估，为探索 PNH 患儿新的治疗途径提供实验依据。

方法　采用磁珠 - 流式细胞仪二步分选法，从 PNH 患儿骨髓中分选出 CD34+CD59+ 细胞，在不同细胞因子组合

条件下进行体外扩增，并培养集落形成细胞（CFCs）及长期培养始动细胞（LTC-IC）。结果　体外扩增最适宜

的细胞因子组合为干细胞因子 + 白细胞介素（IL）-3 +IL-6+FLT3 配基 + 巨核细胞生成素 + 红细胞生成素，最适

宜的扩增时机为第 7 天，此时 CD34+CD59+ 细胞的扩增倍数为 30.4±6.7 倍。CD34+CD59+ 细胞在扩增以后，仍为

CD59+ 细胞，能保持较好的形成 CFCs 的能力，仍能形成 LTC-IC，与扩增前相比差异无统计学意义；但 PNH 患

儿 CD34+CD59+ 细胞的扩增能力低于正常对照的 CD34+ 细胞（P<0.01）。结论　PNH 患儿的 CD34+CD59+ 细胞能

够进行体外扩增，扩增后的细胞仍然具备长期造血重建的能力，并且无向 PNH 克隆转化的趋势，说明对 PNH

患儿进行自体移植在临床上有可行性。

［中国当代儿科杂志，2013，15（8）：627-632］
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Ex vivo expansion and clonal variation of CD34+CD59+ cells from bone marrow in 
children with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
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Abstract: Objective    To investigate the isolation, purification and ex vivo expansion of CD34+CD59+ cells from 
the bone marrow of children with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH), to evaluate the capability of long-term 
hematopoietic reconstruction of the expanded CD34+CD59+ cells, and to provide a laboratory basis for novel treatment of 
PNH. Methods    CD34+CD59+ cells were isolated from the bone marrow mononuclear cells of children with PNH using 
immunomagnetic beads and flow cytometer in sequence. The isolated cells were subjected to ex vivo expansion in the 
presence of different combinations of hematopoietic growth factors for two weeks. The colony-forming cells and long-
term culture-initiating cells (LTC-ICs) were cultured and counted. Results    The optimal combination of hematopoietic 
growth factors for ex vivo expansion was stem cell factor+interleukin (IL)-3+IL-6+FLT3 ligand+thrombopoietin+ery-
thropoietin, and maximum expansion (30.4±6.7 folds) was seen on day 7 of days 4 to 14 of ex vivo expansion. After 
ex vivo expansion, CD34+CD59+ cells remained CD59-positive, retained strong capability of forming colony-forming 
units, and could still form LTC-ICs. There was no significant difference in capability of forming LTC-ICs between 
CD34+CD59+ cells before and after expansion. The expansion capability of CD34+CD59+ cells from children with PNH 
was significantly lower than that of CD34+ cells from normal controls (P<0.01). Conclusions    The CD34+CD59+ cells 
from children with PNH can be expanded in vitro. Post-expansion CD34+CD59+ cells retain capability of long-term 
hematopoietic reconstruction. CD34+CD59+ cells showed no trend towards PNH clone during culture. Ex vivo expansion 
of CD34+CD59+ cells from children with PNH might be practical in performing autologous transplantation clinically for 
these children.                                                                                          [Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(8): 627-632]
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阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）是一种
克隆性造血干细胞疾病，临床上常表现为血管内
溶血、不同程度的全血细胞减少和血栓形成 [1]。已
知 PNH 患者体内由于获得性 X 连锁的 PIG-A 基因
突变导致糖基化磷脂酰肌醇（GPI）锚定蛋白的缺
失，如：CD59、CD55 等，而这些蛋白均属于补体
调节蛋白，PNH 血细胞表面因部分或完全缺乏这
些补体调节蛋白，从而增加了血细胞对补体的敏
感性，临床上出现溶血和血栓。目前，应用流式
细胞仪技术对 PNH 患者血细胞表面 CD55、CD59
抗原的检测已经取代了过去的酸溶血试验、糖水
试验等，成为 PNH 早期诊断的重要手段。PNH 患
者体内正常造血细胞与 PNH 克隆（即血细胞表面
缺乏 CD59、CD55 等）共存 [2]。

儿童 PNH 在临床上是一个少见的疾病，目前
的治疗方法主要包括输血、应用糖皮质激素 / 免疫
抑制剂（如：环孢素等）、同种异体骨髓移植等 [3]。
同种异体骨髓移植是目前唯一的根治方法，但由
于人白细胞抗原相合供体的缺乏，以及异基因骨
髓移植本身具有较大的治疗风险，而无法广泛开
展 [4]。由于 PNH 患者呈异常造血（CD59- 细胞）
与正常造血（CD59+ 细胞）并存的状态，如果能够
利用 PNH 患儿自身的正常造血部分进行自体骨髓
移植（ABMT）或自体外周血干细胞移植（APBSCT），
那么就既能避免异基因骨髓移植中的移植物抗宿
主病，又不存在相合供体缺乏的问题，从而能安
全有效地治疗甚至根治 PNH。根据预实验的结果，

PNH 患儿骨髓中的造血干 / 祖细胞主要为 CD59-

细胞，仅有一小部分为 CD59+ 的正常细胞，欲收
集到足够的正常干 / 祖细胞进行 APBSCT 或 ABMT
是非常困难的。因此，本研究设想在体外将异常
细胞去除，对正常造血干 / 祖细胞进行体外扩增，
以供 PNH 患儿干细胞移植之需。

本 研 究 探 索 在 体 外 将 PNH 患 儿 骨 髓 的
CD34+CD59+ 细 胞 及 CD34+CD59- 细 胞 高 效 分 开
的方法，并分别进行体外扩增，探索其最大可扩
增性，并且评估扩增后的 CD34+CD59+ 细胞是否
仍具有增殖、再扩增及向多系分化的能力，以及
CD34+CD59+ 细胞是否有向 PNH 克隆演化的趋势，
为研究 PNH 患儿新的根治途径提供实验依据。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取于我院门诊就诊并住院的 5 例 PNH 患儿
为研究对象，诊断标准参考文献 [5]，经髂骨穿刺获
取骨髓。正常骨髓取自本院胸科非血液病患儿手
术切除的肋骨，经骨髓涂片检查证实其形态学正
常。PNH 患儿的临床资料见表 1。
1.2　骨髓单个核细胞的分离

正常及 PNH 患儿骨髓均以肝素抗凝，应用
Ficoll 淋 巴 细 胞 分 离 液（d=1.077），400 g 离 心
25 min，吸取单个核细胞（MNC）层。

表 1　PNH 患儿的临床资料

病例号
年龄

（岁）
性别 诊断

病程

（年）

血红蛋白

（g/dL）

 白细胞

（×103/μL）

 血小板

  （×104/μL）
Ham's 试验

外周血

CD59-（%）
1 8 男 PNH 2.5 9.1 3.5 11.4 - 18.3
2 11 男 PNH 3 7.3 4.6 19.0 + 24.5
3 7 女 PNH 1.5 8.5 2.5 4.1 + 40.0
4 12 男 PNH 4 8.8 3.6 9.8 + 37.0
5 13 女 PNH 5 7.2 6.4 37.4 + 44.8

1.3　间接免疫磁珠法分离纯化 CD34+ 细胞

间接免疫磁珠法参照文献 [6]。
1.3.1　CD34 单抗标记与免疫磁珠结合　　先对
MNC 进行有核细胞计数，然后加入抗 QBEND-10
（QBEND-10 为 CD34 抗原的一个抗原决定簇）的 
CD34 单抗（Pharmingen 公司，美国），终浓度为
100 μL /108 细胞。
1.3.2　MiniMACS 分选 CD34+ 细胞　　将 MiniMACS
分离柱（Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 德国）
置于带磁场（磁场强度 0.6 Tesla）的分离器上，将

细胞悬液加于柱顶通过分离柱，将分离柱移出磁
场，加 1 mL 缓冲液于柱顶使 CD34+ 细胞洗脱下来，
收集 CD34+ 细胞并进行计数。
1.4　 流 式 细 胞 仪 分 离 纯 化 CD34+CD59+/ 

CD34+CD59- 细胞

1.4.1　免疫荧光标记　　将正常人及 PNH 患者分
离纯化后的 CD34+ 细胞进行标记。分别加入 PE 标
记的抗 HPCA-2（HPCA-2 为 CD34 抗原的另一抗
原决定簇）的 CD34 单抗（Pharmingen 公司，美国）
以及 FITC 标记的 CD59 单抗（Pharmingen 公司，
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美国），阴性对照则分别加入 PE 标记及 FITC 标
记的无关鼠单抗（Pharmingen 公司，美国）。
1.4.2　流式细胞仪分选　　先将流式细胞仪各
管道做无菌处理，用标准荧光微球调出最适的
delay 值。 然 后 建 立 分 选 程 式（protocol）， 设 立
CD34+CD59+ 细胞的分选窗为 G 窗，CD34+CD59- 细
胞的分选窗为 H 窗，正常人 CD34+ 细胞的分选窗为
G 窗。启动 Autoclone，分选速度为 2000 个 /s，在 96
孔板中各孔打入所需的 CD34+CD59+、CD34+CD59-

或正常人 CD34+ 的细胞数。分选结束时，检测收
集的 CD34+CD59+、CD34+CD59- 细胞的纯度。
1.5　流式细胞仪测定 CD34+CD59+/ CD34+CD59-

细胞的比例

1.5.1　免疫荧光标记　　取扩增培养不同时间的
有核细胞进行标记，方法同 1.4.1。
1.5.2　流式细胞仪测定　　流式细胞仪（EPICS 
Elite-ESP, Coulter, 美国）测定时先以标准荧光微球
校准仪器。资料以 Listmode 方式获取，结果以二
维点图表示，每份样品测定 10000 个细胞。
1.6　CD34+CD59+/CD34+CD59- 细 胞 及 正 常 人

CD34+ 细胞的体外液体培养

1.6.1　CD34+CD59+、CD34+CD59- 及正常人 CD34+

细胞体外液体扩增体系　　分别将正常人 CD34+

细 胞、CD34+CD59+ 细 胞、CD34+CD59- 细 胞 按
1.5×103/200 μL 的密度接种于 96 孔板中，每孔
预先加入含 20% 胎牛血清、1%BSA 及重组造血
生长因子（各种因子浓度见 1.6.2）的 IMDM 培养
基 200 μL，并设复孔。37℃，5% CO2 及饱和湿
度的条件下培养。于第 4 天，将半量培养体系转
移至 24 孔板中，每孔 1 mL，以后分别于第 7、
10、14 天半量换液，补充上述含相同细胞因子的
IMDM 培养基，换液前将细胞充分混匀，取出的
细胞充分混匀并冲洗，然后做有核细胞计数、台
盼蓝染色，行 CD34+、CD59+ 细胞比例的测定（步
骤同 1.5）及各系造血祖细胞检测。
1.6.2　 实 验 分 组　　 所 有 重 组 造 血 生 长 因 子
（rHGFs） 购 自 美 国 R&D 公 司。 根 据 干 细 胞 因
子（SCF，100 ng/mL）、 白 细 胞 介 素 -3（IL-3，
50 ng/mL）、IL-6（20 ng/mL）、粒 - 巨噬细胞集
落刺激因子（GM-CSF，50 ng/mL）、红细胞生成
素（EPO，2 U/mL）、 巨 核 细 胞 生 成 素（TPO，
100 ng/mL）、FLT3 配 基（FL，100 ng/mL） 的
不同组合（参照文献 [7]）分为以下 3 个实验组：
SCF+IL-3+IL-6+FL+TPO（ 实 验 1 组 ）; SCF+IL-
3+IL-6+FL+TPO+EPO（ 实 验 2 组）; SCF+IL-3+IL-
6+FL+TPO+EPO +GM-CSF（实验 3 组）。

1.7　造血祖细胞集落培养

将 CD34+CD59+、CD34+CD59- 细 胞 及 正 常 人
的 CD34+ 细胞（1.5×103/mL）或扩增培养不同时
间的有核细胞 [（3~10）×103/mL] 接种于 24 孔板
中，每孔预先加入含 30% 胎牛血清、1%BSA 、
5×10-5mol/L 的 2- 巯基乙醇、0.9% 甲基纤维素及
4 种细胞生长因子（50 ng/mL SCF、50 ng/mL IL-3、
2 U/mL EPO 及 40 ng/mL GM-CSF） 的 IMDM 培 养
基 500 μL，并设复孔。置 37℃、5% CO2 的饱和
湿度培养箱内培养 14~16 d，在倒置显微镜下计数
细胞数≥ 50 个聚集形成的集落，按文献 [8] 介绍的
方法辨认不同类型的集落，粒单系 - 集落形成单位
（CFU-GM）10~12 d 计数，红系 - 爆式集落形成单
位（BFU-E）及粒、红、巨核混合系 - 集落形成单
位（CFU-Mix） 14~16 d 计数，其总数为造血集落
形成细胞（CFCs）数。部分集落用 10 μL 微量加
样枪吸出涂片作瑞氏染色以明确集落的类型。
1.8　长期培养始动细胞分析

用于长期培养始动细胞（LTC-IC）分析的滋养
基质细胞层为 20 Gy 照射的正常人骨髓基质细胞。
将悬浮于 Dexter's 长期骨髓液体培养基中的待分析
细胞接种于已铺好基质细胞层的 24 孔培养板中。
接种细胞为（2~5）×103/ mL 的纯化 CD34+ 细胞，
2. 0 ×105/ mL 的未扩增的 NC，（5~20）×104/ mL
的扩增后细胞。每周半量换液 1 次，培养 6 周后用
2. 5 g/ L 胰蛋白酶 -EDTA 消化，收集所有细胞洗涤
1 遍后，按上述集落培养方法作祖细胞分析，至第
14 天计数所有集落，即为 LTC-IC[9]。
1.9　统计学分析

运用 SPSS17.0 统计软件对数据进行统计学分
析，计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，
两组间的比较用 t 检验；多组间的比较采用单因素
方差分析或两因素随机区组的方差分析，P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　正常干 / 祖细胞分离纯化和体外扩增

2.1.1　CD34+CD59+ 细 胞 分 选　　5 例 PNH 患 儿
以 Ficoll 液密度梯度离心分离 MNC，流式细胞仪
检 测 其 CD34+ 细 胞 的 比 例 为 0.82%±0.31%。 用
MACS 系统纯化富集后， CD34+ 细胞的比例提高至
98.4%±1.8%，富集倍数为 126±27 倍，完成富集
后再经流式细胞仪分选，CD34+CD59+ 细胞经分选
后纯度为 97.6%±1.5%，CD34+CD59- 细胞经分选
后纯度为 98.2%±1.7%。
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2.1.2　不同细胞因子组合对有核细胞的扩增作用

　　体外液体扩增体系培养第 4 天，实验 1 组有核
细胞数扩增 23±4 倍，实验 2 组扩增 39±7 倍，实
验 3 组扩增 44±9 倍，差异有统计学意义（P<0.05）。
随着培养时间的延长，培养体系中的有核细胞数迅
速倍增。
2.1.3　不同细胞因子组合对集落形成细胞的扩

增 作 用　　 实 验 第 7 天 时 CFCs 的 扩 增 达 到 高
峰，其中实验 1 组扩增 21±5 倍，实验 2 组扩增
39±8 倍，实验 3 组扩增 29±6 倍，差异有统计
学意义（P<0.05）。随着培养时间的延长，CFCs
的扩增倍数逐渐下降。
2.1.4　不同细胞因子组合对 CD34+CD59+ 细胞的

扩增作用　　实验第 7 天时，CD34+CD59+ 细胞扩
增达到高峰，其中实验 1 组扩增 18.7±4.2 倍，实
验 2 组扩增 30.4±6.7 倍，实验 3 组扩增 21.7±4.9 倍，
差异有统计学意义（P<0.05）。以后随着培养时间
的延长，细胞扩增倍数逐渐下降。见表 2。
2.2　扩增后细胞的性能评估及鉴定

      上述实验结果提示实验 2 组在实验第 7 天时
CFCs 及 CD34+CD59+ 细胞的扩增倍数均高于其他
两组（P<0.05），因此以下未经标示均以实验 2 组
的细胞因子组合方式进行实验。
2.2.1　 体 外 扩 增 对 CD34+CD59+ 细 胞 分 化 的 影

响　　 扩 增 前 CD34+CD59+ 细 胞 形 成 CFU-GM、 
BFU-E、 CFU-Mix 比 例 分 别 为 59.8%±4.2%、
35.4%±3.1%、3.6%±1.4%， 经 过 7 d 扩 增，CFU-
GM、BFU-E、CFU-Mix 的比例分别为 79.8%±6.8%、
18.7%±2.9%、1.8%±0.7%，至 14 d 时，CFU-GM、
BFU-E、CFU-Mix 的 比 例 分 别 为 96.3%±3.2%、
2.1%±1.2%、0.8%±0.3%。各系的不同时间段比
较差异均有统计学意义 （P<0.05）。
2.2.2　 扩 增 前、 后 CD34+CD59+ 细 胞 增 殖 及

扩 增 性 能 的 比 较　　 将 扩 增 第 7 天 收 集 到 的

表 2　不同细胞因子组合对 CD34+CD59+ 细胞扩增倍数

           的影响　（x±s）

组别 例数 4 d 7 d 10 d 14 d
实验 1 组 5 7.3±0.9a 18.7±4.2a 9.4±1.0a 6.0±0.7a

实验 2 组 5 17.2±3.3 30.4±6.7 22. 8±8.1 16.2±1.5
实验 3 组 5 9.5±1.7a 21.7±4.9a 11.8±1.5a 8.1±1.4a

F 值 123.37 14.67 15.71 168.69
P 值 <0.01 0.001 <0.01 <0.01

注： 实 验 1 组 为 SCF+IL-3+IL-6+FL+TPO； 实 验 2 组
为 SCF+IL-3+IL-6+FL+TPO+EPO； 实 验 3 组 为 SCF+IL-3+IL-
6+FL+TPO+EPO+GM-CSF；其中 SCF 为干细胞因子，IL 为白细胞
介素，FL 为 FLT3 配基，TPO 为巨核细胞生成素，EPO 为红细胞
生成素，GM-GSF 为粒－巨噬细胞集落刺激因子。a: 与实验 1 组
和实验 2 组比较，P<0.05。

CD34+CD59+ 细胞进行再次分离和纯化，将扩增
后分选到的 CD34+CD59+ 细胞与骨髓来源的初始
CD34+CD59+ 细胞进行体外扩增比较，虽然在扩
增后第 7 天有核细胞数、CD34+CD59+ 细胞数及
CFCs 的扩增倍数较扩增前略低，但差异无统计学
意义（P>0.05），说明扩增前、后细胞在增殖及
扩增性能方面无明显差异。见表 3。
2.2.3　PNH 患 儿 CD34+CD59+ 细 胞 与 正 常 人

CD34+ 细胞的扩增倍数的比较　　扩增第 7 天时，
不同细胞因子组合条件下（实验 1~3 组），正常
人 CD34+ 细胞的扩增倍数均明显高于 PNH 患儿
CD34+CD59+ 细胞的扩增倍数，差异有统计学意义
（分别 t =9.68、8.62、12.87，均 P<0.01）。
2.3　扩增后 CD34+CD59+ 细胞体外重建造血能力

变化

对扩增后分选到的 CD34+CD59+ 细胞与扩增
前骨髓来源的初始 CD34+CD59+ 细胞进行体外长
期培养，均有一定数量 LTC-IC 的形成，虽然扩增
后的 CD34+CD59+ 细胞形成 LTC-IC 倍数的绝对值
较扩增前略低，但差异无统计学意义（P>0.05）。
见表 4。
2.4　PNH 克隆的演变趋势

在体外扩增培养体系中，随着培养时间的延
长，虽然有核细胞数逐渐增加，但 CD34+ 细胞的
比例逐渐下降，由第 4 天的 53.4%±3.7% 下降至
第 14 天的 0.8%±0.4%；CD59 抗原表达在扩增前
达到 95% 以上，在扩增的不同时段仍维持在 90%
以上，没有 CD59 抗原的明显丢失。说明扩增后
CD59+ 细胞并无向 PNH 克隆演变的趋势。

表 3　扩增后 7 d CD34+CD59+ 细胞扩增潜能的变化

（x±s）

组别  例数 有核细胞 CD34+CD59+ 细胞 集落形成细胞
扩增前 5 142±25 30±7 39±8
扩增后 7 d 5 134±25 28±6 36±7

t 值 0.57 0.62 0.74
P 值 0.515 0.426 0.634

注：CD34+CD59+ 细胞的扩增潜能以有核细胞、集落形成细
胞及 CD34+CD59+ 细胞的扩增倍数来表示。

表 4　扩增前、后 CD34+CD59+ 细胞形成 LTC-IC 倍数的

          比较　（x±s）

组别  例数 CD34+CD59+ 细胞 LTC-IC
扩增前 5 30±7 3.6±0.8
扩增后 5 28±6 3.2±0.9

t 值 0.62 0.81
P 值 0.781 0.224
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3　讨论

本研究采用磁珠 - 流式细胞仪二步分选法首
次成功地从 PNH 患儿骨髓单个核细胞中分选出
CD34+CD59+ 细胞，并且 CD34+CD59+ 细胞的纯度
高达 95% 以上，为进一步研究 CD34+CD59+ 细胞
的体外扩增奠定了基础。

PNH 是后天获得性造血干细胞 PIG-A 基因突
变所致溶血病， 异常血细胞膜缺乏包括 CD59 在
内的多种 GPI 连接蛋白，PNH 细胞缺乏 CD59 是
容易遭受补体破坏的关键原因之一。本研究采用
FITC 标 记 的 CD59 单 抗 检 测 正 常 人 骨 髓 MNC，
结果表明几乎所有细胞均表达 CD59，而 PNH 患
儿 骨 髓 MNC 存 在 CD59+ 及 CD59- 两 群 细 胞， 说
明患儿体内正常造血及异常克隆同时存在。对
PNH 患儿骨髓来源的 CD34+ 细胞的组成分析显示 : 
CD34+CD59+ 细胞所占比例明显低于 CD34+CD59-

细胞。Nishimura 等 [10] 对 PNH 患者骨髓的检测显
示 CD34+CD38- 细 胞 中 亦 主 要 为 CD59-。 因 此，
欲从骨髓或外周血收集到足够的正常干 / 祖细胞
（CD34+CD59+ 细胞），以供 ABMT 或 APBSCT 之
需是非常困难的，必须对 PNH 患者的 CD34+CD59+

细胞进行体外扩增。
关于对 PNH 患儿 CD34+CD59+ 细胞的体外扩

增的研究，国内外鲜见文献报告，本研究参考文
献 [7,11-12] 中对脐血及骨髓造血干 / 祖细胞进行体外
扩增的方法，在体外扩增体系中经不同组合细胞
因子作用 4~14 d，结果显示 PNH 患儿 CD34+CD59+

细胞在体外能得到有效的扩增，其中 SCF+IL-3+IL-
6+FL+TPO+EPO 为最适细胞因子组合，在 4~14 d
的扩增期，CD34+CD59+ 细胞于第 7 天扩增达到最
高水平（30.4±6.7 倍），故适宜的扩增时机应在
第 7 天。

CD34+CD59+ 细胞的数量已得到了有效地扩
增，为验证扩增后 CD34+CD59+ 细胞的质量，本研
究对在最适细胞因子组合时不同扩增时间段收集
到的 CD34+CD59+ 细胞的造血性能进行评估和鉴
定，以明确扩增后的 CD34+CD59+ 细胞能否承担
起长期重建造血的重任。将扩增后的 CD34+CD59+

细胞再次进行纯化和扩增，与骨髓来源的初始的
CD34+CD59+ 细胞比较，在扩增后第 7 天，实验 2
组的有核细胞数、CD34+CD59+ 细胞数及 CFCs 的
扩增倍数差异均无统计学意义（P>0.05）， 因此
说明扩增后的 CD34+CD59+ 细胞仍具有形成集落的
能力， 具备一定的重建造血的能力。对扩增前、
后的 CD34+CD59+ 细胞进一步行体外长期培养，计

数 LTC-IC，结果差异无统计学意义（P>0.05），
说明扩增后的 CD34+CD59+ 细胞造血性能没有明显
的变化，仍然具备长期造血重建的能力。由于体
外与体内的条件并不相同，扩增后的 CD34+CD59+

细胞能否在体内长期重建造血，还需要通过动物
模型得到证实。

Brodsky 等 [13] 认 为 PNH 克 隆 在 体 内 有 生 长
优势，能抵抗细胞凋亡，PNH 克隆有逐渐增多的
趋 势。Savage 等 [14] 用 甲 基 纤 维 素 培 养 的 方 法，
检测骨髓来源的 MNC 的 CD59 抗原的变化，发现
CD59+ 细 胞 形 成 BFU-E、CFU-GM 的 子 代 细 胞 为
CD59+ 及 CD59- 两群。本研究中，从 PNH 骨髓中
分离出 CD34+CD59+ 细胞进行体外液体培养，在对
CD34+CD59+ 细胞进行扩增的同时，也伴有部分的
分化，对在不同扩增时间段收集的细胞进行测定，
90% 以上均为 CD59+ 细胞，并没有 CD59 抗原的
明显丢失，说明在 CD34+CD59+ 细胞体外扩增、增
殖、分化过程中，仍保持为 CD59+ 细胞，无 GPI
锚定蛋白的丢失，说明扩增后 CD59+ 细胞可能无
向 PNH 克隆演变的趋势。从这个角度可将扩增后
的细胞视为“正常”细胞回输给 ABMT 或 APBSCT
的 PNH 患儿。

既往的研究已证明 PNH 病变在干细胞水平，
患者体内正常造血细胞与异常克隆并存 [15]。那么，
PNH 患儿体内的 CD59+ 细胞与正常人的细胞是否
完全相同呢？我们用磁珠 - 流式细胞仪法， 分别
将 PNH 患儿 CD34+CD59+ 细胞及正常对照 CD34+

细胞分选出来，使 PNH 患儿的 CD34+CD59+ 细胞
与正常对照 CD34+ 细胞在数量上相等的情况下进
行比较。结果显示：PNH 患儿 CD34+CD59+ 细胞在
扩增能力上明显低于正常对照的 CD34+ 细胞， 说
明 PNH 患儿的 CD34+CD59+ 细胞并非完全正常的
细胞。

总之，PNH 患儿的 CD34+CD59+ 细胞在体外
能够被分离、纯化和分选，并且得到有效地扩增，
扩增后的 CD34+CD59+ 细胞仍然能够保持增殖、
再扩增及长期造血的能力，并无向 PNH 克隆转化
的趋势，说明对 PNH 患儿进行 ABMT 或 APBSCT
在临床上具有一定的可行性。但是，PNH 患儿的
CD34+CD59+ 细胞并非完全正常的造血干 / 祖细胞， 
它们与正常干 / 祖细胞在造血方面的差异及其原因
尚需进一步深入地研究。
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