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69 例急性白血病患儿白血病干细胞
CD96 分子的表达及临床意义

王学梅　严媚　刘玉　海力其古丽·努尔买买提

（新疆医科大学第一附属医院儿科，新疆 乌鲁木齐　830054）

［摘要］　目的　检测急性白血病患儿白血病干细胞（LSC）的表面分子 CD96 的表达，并分析其临床意

义。方法　分离骨髓中单个核细胞，在此基础上采用分选型流式细胞仪分离 CD34+CD38-CD123+ 的 LSC 进行培养，

采用检测型流式细胞仪检测 69 例初治急性白血病患儿 LSC 表面分子 CD96 的表达，利用 R 显带技术检测 69 例

患儿染色体核型，收集患儿血常规，检测免疫相关指标等资料。结果　CD96 主要在急性髓系白血病（AML）

中表达，在急性淋巴细胞白血病（ALL）中也有少量表达，二者之间的表达差异有统计学意义（P<0.05）。维

吾尔族患儿 CD96 的中位表达含量 23.4%，汉族患儿 CD96 的中位表达含量 21.2%，表达量在两民族之间差异无

统计学意义（P>0.05）。CD96+ 患儿多伴有预后不良的染色体核型。CD96+ 患儿初次化疗完全缓解率低于 CD96-

患儿，而化疗后感染率及复发率明显高于 CD96- 患儿，差异有统计学意义（P<0.05）。结论　急性白血病 LSC

表面 CD96 表达阳性的患儿预后欠佳，CD96 分子可能是判断急性白血病预后的一个新型指标。
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CD96 expression on leukemia stem cells in 69 children with acute leukemia
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Abstract: Objective    To detect the expression of surface molecule CD96 on stem cell (LSC) in children with 
acute leukemia, and to explore its clinical significance. Methods    Bone marrow mononuclear cells were isolated in 
69 children with newly diagnosed acute leukemia. CD34+CD38-CD123+ LSCs were separated from these cells by flow 
cytometry (FCM) and then cultured, and CD96 expression on LSCs was detected by FCM. R-banding technique was 
used to analyze the karyotypes of the 69 children, and the data of their routine blood and immunological tests were 
collected. Results    CD96 was mainly expressed in children with acute myelogenous leukemia, and expressed to a 
lesser extent in those with acute lymphoblastic leukemia (P<0.05). The median expression level of CD96 in Uyghur 
children was 23.4%, versus 21.2% in Han children (P>0.05). The majority of children with CD96-positive children 
presented poor-prognosis karyotypes. Compared with CD96-negative children, children with CD96-positive children 
had a significantly lower complete remission rate (P<0.05) and significantly higher infection and relapse rates after 
chemotherapy (P<0.05).  Conclusions   Children with acute leukemia who have CD96-positive LSCs have a poor 
prognosis. CD96 may be a new indicator of prognosis in children with acute leukemia. 

                                                                                                       [Chin J Contemp Pediatr, 2013, 15(8): 633-637]
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白血病是造血过程中某一阶段细胞恶性增
生的单克隆性异质性疾病，在儿童恶性肿瘤中
发病率最高，据统计世界各地儿童年发病率在
2~5 人 /10 万人，我国为 3~4 人 /10 万人。白血病

的预后较差，病死率高，故引起学术界的高度重视。
因此研究白血病靶向治疗的新药是当前研究热点
之一。大量研究表明，白血病患者体内存在极微
量的白血病干细胞（leukemia stem cell, LSC），常
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对化疗药物不敏感，是造成白血病患者耐药和复
发的根源 [1]。近年来，随着对 LSC 生物学特性研
究的深入，许多学者认为只有清除 LSC 才能根治
白血病 [2]。但是，目前能确认 LSC 的特异性表面
标志物较少，其中 CD123 和 CD96 是近年研究较
多的 LSC 表面标志物，如 CD34+CD38-CD123+ 被公
认为是 LSC 表面标志物，同时 Hosen 等 [3] 研究发
现 CD34+CD38-CD96+ 白血病细胞也可以在免疫缺
陷小鼠体内植活，证实 CD96 是 LSC 的表面标志物。
此外，朱海波等 [4] 的研究认为 CD96 的表达与成
人白血病的预后相关。本研究中根据 CD34+CD38- 
CD123+ 的表面标记筛选出 LSC，采用检测型流式
细胞仪检测其表面标志物 CD96，并对其与急性白
血病疗效和预后的关系进行分析，以期为 LSC 表
面分子的靶向治疗提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　研究对象

选取 2010 年 10 月至 2011 年 11 月初次就诊
于我院的汉族白血病患儿 34 例，维吾尔族白血病
患儿 35 例为研究对象。其中急性淋巴细胞白血病
（acute myelogenous leukemia, ALL）34 例（19 例
B-ALL1，15 例 T-ALL）， 包 括 汉 族 患 儿 20 例，
维 吾 尔 族 患 儿 14 例； 急 性 髓 系 白 血 病（acute 
lymphoblastic leukemia, AML）35 例（9 例 M2a，
4 例 M2b，5 例 M3，5 例 M4，3 例 M4Eo，7 例
M5，2 例 M6），包括汉族患儿 14 例，维吾尔族
患儿 21 例。患儿年龄为 1 个月到 14 岁，中位年
龄 8 岁。首先通过体征、症状等临床表现，血常
规及生化等实验室检查确定高度怀疑白血病的患
儿；再根据骨髓细胞形态学、组织化学、流式细
胞术免疫分型和遗传分子生物学（MICM 分型）等
手段综合诊断为急性白血病，并检测白血病患儿
LSC 上 CD96 的表达情况。
1.2　实验材料

分 选 型 流 式 细 胞 分 析 仪（Becman Culter 
Elite，Becman 公司）、CO2 培养箱（3110，Forma
公司）、荧光倒置相差显微镜（TE300，Nikon 公
司）、检测型流式细胞仪（Becman Culter Epics，
Becma 公 司）；CD34、CD38、CD96 和 CD123 等
荧光标记抗体为美国 BD 公司产品；CD96 单抗购
自美国 PharMingen 公司；L-DMEM 培养基和胎牛
血清为 Gibco 公司产品；Ficoll 淋巴细胞分离液为
中国医学科学院生物工程研究所产品；R 显带剂
和 PBS 是 Gibco 公司产品。

1.3　实验方法

1.3.1　骨髓单个核细胞的分离　　初诊时，无菌
性抽取患者骨髓，4 h 内用等量 PBS 稀释，采用
Ficoll 淋巴细胞分离液离心，离心后混悬液分成
3 层，分别是第一层血清层（蛋清样透明）、第二
层单个核细胞层（较薄的云雾状）和第三层其他
血液成分，用移液管慢慢取出单个核细胞层，用
4℃ PBS 洗涤后再次离心。离心后采用含 10% 胎
牛血清的 L-DMEM 培养基重悬，接种于培养瓶中，
置 37℃含 5% CO2 培养箱中培养。
1.3.2　LSC 的分选　　分离的单核细胞用分选型流
式细胞仪分选 LSC，分选的具体操作如下：单个核
细胞调成约 1.5×106/mL，PBS 洗涤后，加入荧光标
记的 CD34、CD38 和 CD123 抗体，4 ℃置 30 min，
PBS 洗涤离心，重悬后上机进行高速分选。
1.3.3　 检 测 LSC CD96 的 表 达 　　 收 集 的
CD34+CD38-CD123+ LSC 约 1×106， 分 为 数 管，
PBS 洗 涤， 其 中 一 管 加 入 FITC-IgG1 和 PE-IgG1
作为阴性对照，其余管加入荧光标记的 CD34 和
CD96 抗 体，4 ℃ 置 30 min，PBS 洗 涤 离 心，PBS
重悬，上机检测 CD96，以≥ 1% 为表达阳性。
1.4　治疗方法、预后判断标准

1.4.1　治疗方法　　两组同种类型疾病化疗方案
相同，治疗方案依据 2004 年全国小儿血液病学术
会议制定的《小儿急性髓细胞白血病诊疗建议（讨
论稿）》[5] 以及 2006 年的《儿童急性淋巴细胞白
血病诊疗建议（修订草案）》[6]。
1.4.2　疗效评定标准　　 完 全 缓 解 判 定 标 准 依
据 2006 年的《儿童急性淋巴细胞白血病诊疗建
议（修订草案）》[6] 和 1978 年全国白血病防治研
究协作会议 [7] 制定的完全缓解标准。完全缓解：
临床症状消失，生活正常或接近正常；外周血象 
Hb ≥ 110 g/L（男）或≥ 100 g/L（女），中性粒
细胞绝对值≥ 1.5×109/L，PLT>100×109/L，外周
血分类无白血病细胞；骨髓象原 + 幼稚淋巴细胞
<5%，红细胞和巨核细胞系列正常。部分缓解：骨
髓象原 + 幼稚淋巴细胞 <5%~20%；或临床症状、
外周血象中有一项未达完全缓解者。未缓解：未
达部分缓解者。
1.5　白血病高危患儿判别标准

具备以下任何 1 项或多项者即为高危 ALL 患
儿 [6]：（1）年龄 <12 个月的婴儿白血病；（2）诊
断时外周血白细胞计数≥ 100×109/L；（3）染色
体核型为 t（9;22），有 BCR-ABL 融合基因，t（4;11），
有 MLL-AF4 融合基因；（4）早期治疗反应不佳者；
（5）初治诱导缓解治疗失败。具备以下任何 1 项
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或多项者即为高危 AML 患儿 [8]：（1）发病时年龄
>10 岁；（2）白细胞数量 >50×109/L；（3）FAB
分型是 M0、M6 和无 t（1;22）的 M7，具有 -5、-
7 del（5q）、3q 异常、复杂核型和 FLT3 等细胞遗
传学特征；（4）初次诱导治疗第 15 天肿瘤细胞
>15% 或第二疗程后未缓解；（5）初次诱导治疗
后 FCM 检测微小残留病变（MRD）>5%；（6）第
二次诱导治疗后 MRD>1%。
1.6　统计学分析

采用 SPSS 17.0 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，
组间均数比较采用 t 检验；计数资料采用百分率表
示，组间比较采用卡方检验，P<0.05 为差异有统
计学意义。

2　结果

2.1　CD96 的表达

69 例 白 血 病 患 儿 中 ALL 患 儿 34 例，CD96+

为 7 例（21%），其中汉族患儿 5 例，维吾尔族患
儿 2 例。35 例 AML 患儿中有 25 例 CD96+（71%），
其中汉族患儿 9 例，维吾尔族患儿 16 例。32 例
CD96+ 患儿 CD96 的中位表达含量为 22.6%。37 例
CD96- 患 儿 CD96 的 中 位 表 达 含 量 为 2.7%。ALL
与 AML 之间 CD96 的表达差异有统计学意义（均
P<0.01，表 1）；但 ALL 及 AML 患儿 CD96 的表
达不存在民族差异（P>0.05）。与此同时，所有
患儿在 ALL 和 AML 的发生率方面亦不存在民族差
异（P>0.05）。32 例 CD96+ 患儿中，维吾尔族患
儿 18 例，汉族患儿 14 例，37 例 CD96- 患儿中维
族患儿 17 例，汉族患儿 20 例，维汉患儿 CD96 的
表达差异无统计学意义（表 1，P>0.05）。维吾尔
族患儿 CD96 的中位表达含量为 23.4%，汉族患儿
CD96 的中位表达含量为 21.2%，两者间差异无统
计学意义（P>0.05）。
2.2　CD96 分子表达与患儿入院时一般情况及实

验室检查结果的关系

CD96+ 患儿入院时高危患儿发生率为 47%，
CD96- 患儿入院时高危患儿发生率为 30%，CD96+

患儿高危发生率高于 CD96- 患儿，但差异无统计
学 意 义（χ2=2.148，P=0.143）。32 例 CD96+ 患
儿中有 7 例患儿因入院时一般情况差和病情危重
无 法 接 受 化 疗 死 亡；37 例 CD96- 患 儿 中 有 9 例
患儿因初诊时自身条件不允许未接受化疗死亡，
两组间初诊后未化疗病死率差异无统计学意义

（P>0.05）。其余 53 名患儿均按标准方案进行诱
导缓解治疗。同时初诊时 CD96+ 与 CD96- 患儿的
白细胞、血红蛋白及血小板含量，以及体液免疫、
细胞免疫和 1,25-（OH）2VitD 含量差异无统计学
意义（均 P>0.05）。
2.3　CD96 分子表达与分子生物学的关系

检测白血病多种融合基因的表达情况发现，
32 例 CD96+ 的急性白血病患儿共 4 例检出融合基
因，其中 2 例伴 AML1/ETO，1 例伴 PML/RARa，
2 例伴 E2A/PBX1 融合基因阳性。而 CD96- 的 37
例急性白血病患儿共 7 例检出融合基因，其中有 
4 例 伴 AML1/ETO，5 例 伴 BCR/ABL 融 合 基 因 阳
性，伴 MLL-AF4、PML/RARa 融合基因阳性的各
1 例。两组间融合基因发生率差异无统计学意义
（χ2=0.528，P=0.468）。
2.4　 CD96 分子表达与细胞遗传学的关系

34 例 ALL 患儿中发现 5 例 t（12;21），7 例
t（9;22），3 例亚二倍体，其余 19 例未发现染色
体核型异常，35 例 AML 患儿中发现 4 例 t（8;21），
2 例亚二倍体及 1 例假二倍体，其余 28 例未发现
染色体核型异常，其中提示预后良好的染色体核
型 有 t（12;21）[9-10]、t（8;21）[11]、 假 二 倍 体 [12]；
提示预后不良的染色体核型有 t（9;22）[13] 和亚二
倍体 [14]。CD96- 患儿中伴有预后良好染色体核型
的有 8 例，其中包括 4 例 t（12;21）、3 例 t（8;21）
及 1 例假二倍体；而伴有预后不良染色体核型的
有 3 例，包括 2 例 t（9;22）和 1 例亚二倍体；伴
有预后良好的染色体核型仅 2 例在 CD96+ 组中可
见， 即 1 例 t（12;21） 和 1 例 t（8;21）， 而 伴 有
预后不良的染色体核型有 9 例在 CD96+ 组。提示
CD96- 患儿多伴有预后良好染色体核型，而 CD96+

患儿多伴有预后不良的染色体核型，CD96+ 患儿预
后可能欠佳。
2.5　 CD96 与化疗后骨髓抑制的关系

25 例 CD96+ 患儿接受了化疗，在化疗过程中
伴有感染的患儿有 16 例，感染率为 64%；28 例
CD96- 患儿接受化疗后因粒细胞缺乏伴有感染的
7 例，感染率为 26%, 两者比较差异有统计学意义
（χ2=7.629，P=0.006）。CD96+ 患儿化疗后骨髓抑
制最明显时白细胞的量为（1.6±1.2）×109/L，中
性粒细胞的量为（0.35±0.12）×109 /L；而 CD96-

患儿骨髓抑制期白细胞的量为（1.0±0.6）×109/L，
中性粒细胞的量为（0.41±0.09）×109/L。CD96+

与 CD96- 患儿在骨髓抑制期白细胞及中性粒细胞
含量相比较差异无统计学意义（P>0.05），但化疗
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后感染率增高，提示 CD96+ 表达可能提示预后不良。
2.6　 CD96 的表达与预后

共 53 例患儿进行化疗治疗。初次化疗结束后，
25 例 CD96+ 患儿（完全或部分）缓解率为 44%；
28 例 CD96- 患儿（完全或部分）缓解率为 82%，
差异有统计学意义（P=0.004）。29 例患儿诱导缓
解期结束后复发，其中 CD96+ 患儿 19 例，CD96-

患儿 10 例，差异有统计学意义（P<0.05）。同时
9 例患儿化疗过程中出现髓外浸润，其中 CD96+

患儿 7 例，CD96- 患儿 2 例，差异有统计学意义
（P<0.05）。CD96+ 白血病患儿复发率明显高于
CD96- 患儿，提示 CD96 表达可能与白血病复发相
关。见表 2。

现 CD96 也表达于自然杀伤细胞上，但一般不表达
于 B 细胞、粒细胞、单核细胞和红细胞 [19]。2007
年，Hosen 等 [3] 为识别特异表达于 AML 中 LSC 的
表型，应用信号序列捕获聚合酶链反应分析纯化
后的 CD34+/CD38- 的 AML 细胞，结果发现 60% 的
患者的 AML 细胞表达 CD96，且其表达水平比正
常骨髓造血干细胞（hematopoietic stem cell, HSC）
高 202~570 倍，同时 AML 患者 CD34+ 的祖细胞群
中高度表达 CD96，而 CD34- 的非祖细胞群中不表
达或低表达 CD96。根据 AML 的分型诊断标准亚
型分组，M2 型白血病 CD96 表达水平明显比 M0/M1
或 M4/M5 的表达水平高。而且 CD96+ 的 AML 细胞
可以在免疫缺陷鼠体内植活，然而 CD96- 的 AML
细胞却不能。

研究发现，CD96 分子在不同类型的急性白血
病中均有不同程度表达，CD96 主要在 AML 中表达，
但在部分 ALL 患儿中也有表达。目前有关儿童白
血病 CD96 表达的研究国内外很少见，关于 CD96
在不同种族、民族之间的表达是否差异尚不明确，

本研究检测了 CD96 在急性白血病患儿 LSC
中的表达，尚未发现维汉患儿 CD96 的表达及表达
量存在差异。但研究过程中发现 CD96+ 患儿初诊
时一般情况较差，治疗过程中死亡率较高、化疗
后缓解率低、但感染率和复发率高，提示 CD96 分
子阳性表达可能与儿童白血病预后有关。故可以
认为 CD96 可能是判断急性白血病预后的相关指
标。

目前已有一部分针对 LSC 的靶向治疗，如
选择 CD123 分子进行相关治疗，CD123 是 CD34+/
CD38-AML-LSCs 的独特标记，仅表达于 LSC，不表
达于正常 HSC。特异性作用于 CD123 的制剂，既
可杀灭 LSC 又不影响 HSC[20]。而针对 LSC 特异性
单克隆抗体 CD33 并在单克隆抗体上结合刺孢霉素
可以有效杀伤 LSC[21]。CD96 属于免疫球蛋白超家
族成员，为单次跨膜的膜蛋白，胞膜外区包含 3 个
免疫球蛋白样结构域。NK 细胞可通过 CD96 识别 
PVR（CD155），促进 NK 细胞对表达 CD155 阳性
靶细胞的黏附介导 NK 细胞对靶细胞表面上 CD155
的内化作用，参与 NK 细胞的杀伤功能 [22]。目前已
研制出多种针对 LSC 膜表面抗原的药物，在人体
外试验中，很多药物显示出对 LSC 的良好疗效，
而对正常细胞的影响较小，使临床应用成为可能，
部分药物已经进入临床试验阶段，显示出良好的疗
效。因此对 CD96 的进一步研究，可能会为将来靶
向治疗药物的研发及治疗白血病同时着力发现新的
靶点为白血病的治疗研究开辟新的道路。

表 1　CD96 在不同类型白血病及不同民族白血病患儿中

          的表达情况　[ 例（%）]

例数 CD96+ CD96- χ2 值 P 值

白血病
ALL 34 7(21) 27(79) 17.925 <0.001

AML 35 25(71) 10(29)
民族

维吾尔族 35 18(51) 17(49) 0.729 0.393

汉族 34 14(41) 20(49)

3　讨论

白血病是造血发育过程中某一阶段细胞恶性
增生的单克隆性异质性疾病。十年前通过异种移
植模型首次在 AML 中发现肿瘤干细胞 [15-16]，从此
肿瘤干细胞在各种实体肿瘤中被发现，但在某些
恶性肿瘤中仍然有争议 [17-18]。大量研究表明，白
血病患者体内存在一群极微量的细胞群，约占所
有白血病细胞 0.1%~1%，这些细胞通常对化疗药
物不敏感，是导致白血病复发的罪魁祸首，无论
在长期的细胞培养中还是动物模型体内它们都能
引起并维持白血病，这群白血病细胞被称为 LSC。
LSC 通常对化疗药物不敏感，是造成白血病患者耐
药和复发的根源 [1]，因此只有清除 LSC 才有可能
根治白血病。

CD96 亦称 Tactile，是 Ig 基因超家族成员，人
们最初发现 CD96 表达于活化的 T 细胞上，随后发

表 2　CD96 与白血病预后的关系　 [ 例（%）]

组别 例数 首次化疗缓解 化疗后复发 髓外侵润
CD96+ 25 11(44) 19(76) 7(25)
CD96- 28 23(82) 10(36) 2(7)
χ2 值 8.355 8.651 4.076
P 值 0.004 0.030 0.044
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