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儿童重型 / 超重型再生障碍性贫血免疫抑制治疗后
克隆演变的临床特征分析

章婧嫽　刘天峰　常丽贤　陈霞　任媛媛　孙聪聪　刘超　安文彬　万扬
陈晓娟　杨文钰　王书春　郭晔　邹尧　陈玉梅　竺晓凡 *

（中国医学科学院北京协和医学院血液病医院 / 血液学研究所 / 儿童血液病诊疗中心，天津　300020）

［摘要］　目的　探讨儿童重型 / 超重型再生障碍性贫血（SAA/VSAA）免疫抑制治疗（IST）后发生克隆

演变患儿的临床特征及克隆演变发生的危险因素。方法　回顾性分析 231 例初诊并接受 IST 的 SAA/VSAA 患儿

临床资料，统计 IST 后克隆演变的发生率，并分析克隆演变的危险因素。结果　231 例患儿的 5 年总体生存率为

82.7%，其中 18 例早期死亡，213 例进行疗效评价。231 例患儿初诊时 14 例（7.4%）检测到至少 2 个中期分裂

象的染色体异常，95 例患者外周血粒细胞或红细胞可检测到 PNH 克隆。213 例进行疗效评价的患者中 15 例发

生 IST 后克隆演变，其中包括 MDS/AML 和 7 号染色体缺失在内的不良克隆演变 10 例，以及 PNH 及 +8 染色体

异常的良性克隆演变 5 例；IST 后良性克隆演变与不良克隆演变的 5 年累积发生率为（2.2±2.2）% 与 （4.8±3.3）%；

至末次随访，良性与不良克隆演变患儿分别 100%（5/5）与 50%（5/10）存活。初诊 WBC>3.5×109/L、CD3+T

细胞 / 淋巴细胞比值 >80%、抗胸腺细胞球蛋白每日剂量 >3.0 mg/kg 及 IST 后 6 个月的治疗反应与不良克隆演变

发生相关，其中 CD3+T 细胞 / 淋巴细胞 >80% 和 IST 后 6 个月的治疗无反应为独立影响因素。结论　SAA/VSAA

患儿初诊淋巴细胞亚群 CD3+T 细胞 / 淋巴细胞比值显著增高或 IST 早期反应不良与 IST 远期发生不良克隆演变

相关，尽早识别发生不良克隆演变的高危患儿对于制定合理的诊疗决策至关重要。      

                                                                                             ［中国当代儿科杂志，2017，19（1）：27-33］
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Abstract: Objective    To evaluate the clinical characteristics and risk factors of clonal evolution after 
immunosuppressive therapy (IST) in children with severe/very severe aplastic anemia (SAA/VSAA). Methods    
The clinical data of 231 children with newly-diagnosed SAA/VSAA who received IST were retrospectively 
studied. The incidence and risk factors of clonal evolution after IST were analyzed. Results    The 5-year overall 
survival rate of the 231 patients was 82.7%. Except for 18 cases of early deaths, 213 patients were evaluated 
for IST efficacy. Among the 231 patients, cytogenetic abnormalities for at least two chromosome metaphase 
were detectable in 14 (7.4%) patients, and PNH clones were detectable in either peripheral red blood cells or 
neutrophils for 95 patients. Among the 213 patients evaluated for IST efficacy, 15 patients experienced clonal 
evolution after IST. Five patients had PNH and trisomy 8 which were defined as favorable progressions, and 
ten patients experienced monosomy 7 and MDS/AML as unfavorable progressions. The 5-year accumulative 
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抗胸腺细胞球蛋白（antithymocyte globulin，

ATG）联合环孢素 A（CsA）为主的免疫抑制治疗

（immunosuppressive therapy, IST） 为 目 前 儿 童 无

同胞白细胞抗原（HLA）相合供者来源的重型 / 超

重 型 再 生 障 碍 性 贫 血（severe/very severe aplastic 

anemia, SAA/VSAA）患者的一线治疗方案 [1]。随

着 IST 疗效的不断提高，包括阵发性睡眠性血红

蛋 白 尿 症（paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, 

PNH）、骨髓增生异常综合征 / 急性髓系白血病

（myelodysplastic syndrome/acute myeloid leukemia, 

MDS/AML）以及细胞遗传学改变在内的克隆演

变 等 远 期 并 发 症 逐 渐 被 重 视 [2-3]。 研 究 表 明，

SAA/VSAA 患儿接受 IST 后恶性克隆演变的发生

率远高于接受异基因造血干细胞移植（allogeneic 

hematopoietic stem cell transplantation，allo-HSCT）

治疗者 [4]。发生包括 MDS/AML 及克隆性细胞遗传

学异常等恶性克隆演变的 AA 患儿预后不良 [5-7]。

初诊时疾病的严重程度、接受重组人粒细胞集落

刺激因子（G-CSF）等治疗以及 ATG 被认为是导

致 SAA/VSAA 患者远期克隆演变的危险因素 [4, 8]。

现对我中心 231 例接受 IST 治疗的 SAA/VSAA 患

儿的临床特征及治疗转归进行回顾性分析，进一

步探索 SAA/VSAA 患儿 IST 远期克隆演变的发生

率以及相关危险因素。

1　资料与方法

1.1　研究对象

本研究纳入 2000 年 2 月至 2014 年 5 月中国

医学科学院血液病医院儿童血液病诊疗中心接受

IST 治疗（ATG+CsA 方案）的 231 例、初诊年龄

小于 18 岁的 SAA/VSAA 患者，其中男性 109 例，

女性 122 例，中位年龄 6 岁（9 个月至 18 岁），

所有患儿均因无同胞 HLA 全相合供者而未能接受

一线 allo-HSCT。

AA 诊断参考国际再生障碍性贫血协作组诊疗

意见 [9]；疾病的严重程度参考 Camitta 标准 [10]。结

合疾病病程及血液病诊断及疗效标准 [11]，我中心

定义缓慢进展为 SAA/VSAA（病程至少 6 个月）的

患儿为 SAA-II 型，其余诊断为 SAA-I 型。所有患

者常规行彗星及丝裂霉素实验以排除先天性骨髓

衰竭，骨髓细胞形态学检查及细胞遗传学检查排

除 MDS，流式细胞术检测 CD55/CD59 表达及酸溶

血试验以进行 PNH 鉴别。

1.2　治疗方案

IST 方案：（1）所有患者均接受兔源抗胸腺

细胞球蛋白（rATG，Genzyme）静脉滴注，每日

2.5~5.4 mg/kg，第 1~5 天。同时进行血清病反应

预防：泼尼松每日 1 mg/kg 口服，第 1~15 天（第

1~5 天静脉输注等效剂量的地塞米松或氢化可的

松），如无严重血清病反应，第 16 天开始逐渐减

量，至第 30 天停用。（2）CsA 每日 3~5 mg/kg 口

服，并根据血药浓度、血清肌酐及胆红素水平调

整剂量，至少 6 个月；对于获得治疗反应的患者

根据血象每 3 个月进行 CsA 逐渐减量。（3）自

第 8 天 起 皮 下 注 射 G-CSF， 每 次 5 μg/kg， 每 周

3 次，至中性粒细胞绝对计数（absolute neutrophil 

count，ANC）维持在 0.5×109/L 以上，至少 3 个月。

（4）149 例患者接受雄激素口服治疗，其中 6 例

患者口服达那唑，每日 10 mg/kg；118 例患者口

服司坦唑醇，每日 0.2 mg/kg；25 例口服十一酸睾

酮，每日 4.0 mg/kg。根据血象调整用药。（5）支

持治疗：输注红细胞及血小板以维持 Hb ≥ 60 g/L

及 PLT ≥ 10×109/L。对于 ANC ≤ 0.5×109/L 的患

者予磺胺甲恶唑口服，对于有感染证据的粒细胞

缺乏患儿根据病原学证据给予针对性抗感染治疗。

所有患儿在粒细胞缺乏期间均于千级层流病房内

接受治疗。

incidence of favorable and unfavorable progression were (2.2±2.2)% and (4.8±3.3)%, respectively. Until the 
last follow-up, 100% (5/5) of patients with favorable progressions and 50% (5/10) of patients with unfavorable 
progressions survived. WBC>3.5×109/L, CD3+T cell percentage>80%, dosage of antithymocyte globulin
>3.0 mg/(kg·d) and no response to IST were related to unfavorable progressions by univariate analysis. Cox multivariate 
analysis revealed that an increased CD3+T cell percentage (>80%) and no response to IST were independent risk  
factors for unfavorable progressions. Conclusions    The children with SAA/VSAA who have an increased CD3+T cell 
percentage at diagnosis or have no response to IST are in high risks of unfavorable progressions.

[Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(1): 27-33]
Key words: Severe/very severe aplastic anemia; Immunosuppressive therapy; Clonal evolution; CD3+T cell; Child
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1.3　疗效标准

参考文献标准 [11-12] 评价疗效，定义完全缓解

（CR）和部分缓解（PR）为获得治疗反应，未缓

解（NR）为未获得治疗反应。IST 后 6 个月内死亡

的患者被定义为早期死亡。各时间点总体治疗反应

率为每个随访时间点获得治疗反应的病例数占总

体随访到可参与疗效评患儿例数的百分比。

1.4　随访

231 例初诊 SAA/VSAA 患者，随访截至 2016

年 4 月 1 日或患者死亡，中位随访时间为 69（1~192）

个月，14 例患者（6.1%）失访。217 例患者有完

整的随访资料，包括血常规、骨髓细胞形态学及

相关检查、肝肾功能、溶血相关检查、流式细胞

术糖基化磷脂酰肌醇锚连接蛋白 (GPI-AP) 缺失

比例测定、感染及血制品输注情况。总体生存期

（overall survival，OS）定义为初诊至随访截止日期；

无治疗失败生存期（failure-free survival，FFS）定

义为初诊至发生以下任意一件被认为治疗失败事

件的时间：克隆演变，失去已获得的治疗反应，

以及其他原因导致的死亡。

克隆演变的判断参考 2008 年 WHO 诊断分型

标准 [13]，包括治疗、随访过程中发生的染色体异

常（至少 2 个中期分裂象）、PNH（流式 GPI-AP 缺

失比例 20% 以上，伴血管内溶血的临床或实验室证

据）以及 MDS/AML 转化。克隆演变的累积发生率曲

线为与非进展相关死亡率竞争性分析的结果。

1.5　统计学分析

采用 SPSS 23.0 软件及 R 软件 3.2.1 进行统计

学处理。非正态分布的计量资料采用中位数（范围）

表示，计数资料采用百分率表示。率的组间比较

采用卡方检验，生存分析采用 Kaplan-Meier 法及

Log-rank 检验，并将单因素分析结果中 P<0.1 的变

量纳入多因素分析，多因素分析采用 Cox 回归模型。

P ≤ 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　临床特征

231 例患儿的中位 ANC 为 0.26（0.00~0.78）

×109/L， 中 位 网 织 红 细 胞 绝 对 计 数（absolute 

reticulocyte count，ARC）9.40（0.0~70.1）×109/L，

中 位 PLT 9（0~56）×109/L；231 例 中 SAA 135

例、VSAA 96 例，其中 19 例为 SAA-II 型。初诊时

14 例（7.4%）患者检测到至少 2 个中期分裂象的

染色体异常，95 例患者外周血粒细胞或红细胞可

检测到 PNH 克隆，外周血淋巴细胞亚群检测提示

49 例（24.6%） 患 儿 CD3+T 细 胞 / 淋 巴 细 胞 比 值

>80%。除 SAA- Ⅱ型患者以外，其他患儿在接受

IST 前均未接受过治疗；所有患者发病至开始 IST

的中位时间为 47（10~375）d，接受 rATG 的中位

剂量为每日 3.4（2.4~5.4）mg/kg。

2.2　血液学缓解与总体生存情况

231 例初诊年龄小于 18 岁的 SAA/VSAA 患者，

截至末次随访，死亡 42 例（其中 18 例为早期死亡）。

早期死亡患儿不参与治疗 6 个月后的疗效评定，

治疗后 3、6、9、12 个月总体治疗反应率分别为

18.6%（43/231）、34.3%（79/231）、51.6% （110/213）、

60.6%（129/213）。Kaplan-Meier 分析提示患儿 5

年 OS 率 为 82.7%（95% CI: 77.6 %~ 87.8%），5

年 FFS 率为 59.5%（95% CI: 53.0% ~ 66.0%）。在

213 例可评价疗效的患儿中，155 例（72.8%）患

儿获得 IST 治疗反应，153 例至末次随访存活；58

例（27.2%）患儿未获得治疗反应。58 例 IST 无效

患儿中 27 例（27/58）接受了 allo-HSCT，其中 25

例（25/27，92.6%）成功植活并长期生存；余 31

例（31/58）未获得治疗反应的患儿接受包括口服

CsA、雄激素及血制品输注等姑息性治疗，仅 11

例（11/31，35.5%）患儿至末次随访存活。

2.3　IST 后克隆演变

至末次随访，155 例 IST 有效患儿中 8 例（5.2%）

发生克隆演变，58 例 IST 无效患儿中 7 例（12.1%）

发生克隆演变，总体克隆演变累积发生率为 6.5%

（15/231），发生克隆演变的中位时间为 IST 后 33

（6~74）个月。

15 例发生克隆演变的患儿中 AML 克隆演变 5

例，其中 1 例接受 allo-HSCT 治疗，至末次随访无

病生存；2 例接受化疗，未缓解；2 例放弃治疗后

死亡。发生 MDS 克隆演变的 3 例，其中 1 例诊断

为难治性血细胞减少（MDS-RCC），未予任何治疗，

末次随访时中度贫血伴血小板少；另 2 例进展为

难治性血细胞减少伴原始细胞增多（MDS-RAEB），

均接受 allo-HSCT，至末次随访无病生存。2 例发

生 7 号染色体缺失，其中 1 例进展为 AML，化疗

无缓解、死亡；另 1 例无症状存活。1 例发生 +8
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染色体核型异常，至末次随访无症状存活。4 例发

生 PNH 克隆演变的患儿中，2 例在初诊时可检测

到少量 PNH 克隆（3.72% 和 4.65%）；截至末次随访，

3 例存活，但依赖输注红细胞及口服 CsA、糖皮质

激素等治疗；1 例患儿表现为中度贫血，未予特殊

处理，存活。

2.4　影响克隆演变的危险因素分析

根 据 以 往 研 究 报 道 [5]， 将 PNH 及 8 号 染 色

体三体核型异常（+8）定义为良性克隆演变，

将 MDS/AML 及 7 号染色体异常缺失细胞遗传学

改 变（-7/7q-） 定 义 为 不 良 克 隆 演 变。IST 后 良

性克隆演变与不良克隆演变的 5 年累积发生率为

（2.2±2.2）% 与（4.8±3.3）%，见图 1。
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图 1　231 例患儿 IST 后克隆演变的累积发生率

表 1　IST 后 SAA/VSAA 患儿发生不良克隆演变危险

因素的单因素分析　　[ 例（％）]

因素 例数 不良克隆演变 P 值

性别 　

　男 109 5（4.6） 1.000

　女 122 5（4.1）

疾病严重程度

　SAA 135 3（2.2） 0.100

　VSAA 96 7（7.3）

疾病病程

　SAA-I 212 9（4.2） 0.584

　SAA-II 19 1（5.3）

初诊细胞遗传学异常

　有 17 1（5.9） 0.542

　无 214 9（4.2）

初诊 WBC（×109/L）

 　> 3.5 71 5（7.0） 0.097

　≤ 3.5 160 5（3.1）

初诊 ARC（×109/L）

　>1.5 65 1（1.5） 0.282

　≤ 1.5 148 9（6.0）

CD3+T 细胞 / 淋巴细胞

　> 80.0% 49 5（10.2） 0.069

　≤ 80.0% 150 5（3.3）

rATG 每日剂量 （mg/kg)

　> 3.0 143 9（6.3） 0.094

　≤ 3.0 88 1（1.1）

雄激素

　使用 149 8（5.4） 0.501

　未使用 82 2（2.4）

6 个月治疗反应

　有效 79 1（1.3） 0.095

　无效 134 9（6.7）

表 2　IST 后 SAA/VSAA 患儿发生不良克隆演变

危险因素的 Cox 多因素分析

因素 HR（95% CI） P 值

初诊 WBC>3.5×109/L 3.315（0.899~12.200） 0.072

CD3+T 细胞 / 淋巴细胞 >80.0% 5.820（1.396~4.252） 0.016

rATG 每日剂量 >3.0 mg/kg  7.459（0.916~60.727） 0.060

6 个月治疗无效 8.934（1.112~71.783） 0.039

为进一步探索儿童 SAA/VSAA IST 后不良克隆演

变的危险因素，对患儿初诊临床资料及 rATG 剂量、

6 个月治疗反应与不良克隆演变发生率进行相关性

分析。将初诊 WBC>3.5×109/L、每日 rATG 剂量

>3.0 mg/kg、初诊 CD3+T 细胞比例 >80% 以及与 IST

后 6 个月的治疗反应 4 个因素（表 1）纳入 Cox 多

因素回归分析，提示初诊 CD3+T 细胞比例 >80%、

IST 后 6 个月治疗无反应为 IST 后不良克隆演变的不

利因素（表 2）。初诊 CD3+T 细胞比例 >80% 的患

儿不良克隆演变的累积发生率高于 CD3+T 细胞比例

≤ 80% 者，差异无统计学意义（P=0.069），两者

OS 率的差异无统计学意义（P=0.794），见图 2A、

2B。IST 6 个月无效组的不良克隆演变累积发生率高

于治疗有效组，但差异无统计学意义（P=0.095）；

其 5 年 OS 率 [(82.9±7.1)%] 低 于 治 疗 有 效 组

[ (100±0)%]（P<0.01），见图 2C、2D。
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3　讨论

AA 是一类自身免疫介导的以骨髓造血功能衰

竭、全血细胞减少为主要特征的获得性骨髓衰竭

性疾病 [14]。IST 的疗效不断进步使越来越多 SAA/

VSAA 患儿获得较长生存时间。但 IST 后 AA 患者

的克隆演变成为临床医生逐渐认识并关注的重要

并发症之一 [2]。本研究 6.5% 的患儿发生 IST 后克

隆演变，较既往研究发生率更低 [15-17]。有研究认

为 GPI-AP 缺失的细胞在体内并无生长优势，PNH

克隆动态变化与 AA 患者的治疗反应及长期生存

无关，也没有发现是否发生 +8 染色体核型异常的

AA 患者长期生存间的差异 [5]。因此，我们将 IST

后 PNH 克隆演变及染色体 +8 定义为良性克隆演变。

随着近年来二代测序技术的不断发展，AA 克

隆性造血的研究不断深入，认为存在某些与髓系

肿瘤相关体细胞基因突变的 AA 患者 IST 疗效较

低 [18-19]，IST 后治疗反应不佳的 SAA/VSAA 患者远

期总体生存率也显著降低 [20]。本研究显示，IST 无

反应的患者不良克隆演变发生率较高、OS 率较低，

IST 后 6 个月无效为不良克隆演变的影响因素，与

文献相符。由于本研究为回顾性研究，无法确认

早期存在的克隆性体细胞突变是否与不良克隆演

变相关，而克隆性造血的存在与 IST 后发生克隆演

变的相关性仍不清楚，需要大规模临床实验进一

步验证。

AA 的发病机制主要与 T 淋巴细胞功能亢进介

导的骨髓造血干 / 祖细胞的免疫损伤有关，因此导

图 2　CD3+T 细胞比例与 IST 后 6 个月治疗反应对不良克隆演变及总体生存的影响
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致造血细胞过度凋亡 [21-22]；而去除免疫抑制仍不

能恢复骨髓造血集落的形成能力 [23]，提示免疫损

伤后造血恢复功能可能受损。关于 AA 具体的免疫

机制仍不十分清楚。有研究认为 AA 患者 CD8+ 杀

伤 T 细胞（CTL）水平在一定程度上反映了 Fas 抗

原在 AA 中的表达情况及造血细胞凋亡情况 [24]，

而 CD4+Th1/Th2 淋巴细胞比例的改变以及 CTL 异

常激活可造成 AA 患者骨髓细胞过度凋亡 [25]。本

研究纳入的 SAA/VSAA 患儿中，初诊 CD3+T 细胞

超过 80% 的患儿发生包括 -7 染色体异常、MDS/

AML 不良克隆演变的比例较高，提示异常的 T 淋

巴细胞激活可能与抗原刺激后的基因突变及克隆

性造血相关，然而造血干 / 祖细胞经历免疫损伤后

是否发生克隆演变以及具体的病理生理机制仍然

有待于进一步的实验室研究。

关于 AA 患者的 G-CSF 使用与 IST 后克隆演

变发生的相关性还存在争议。Li 等 [8] 报道 AA 患

者的 G-CSF 使用与恶性克隆演变相关；日本的研

究也认为 IST 后发生 MDS/AML 克隆演变与 G-CSF

的使用有关 [3]；另有报道称 G-CSF 的使用与儿童

AA 远期发生染色体 -7 相关 [7]。而 Gurion 等 [26] 通

过对 6 项前瞻性研究进行 Meta 分析，证实 G-CSF

的使用与远期发生克隆演变无关。本研究仅 2 例

患者发生 IST 后染色体 -7 的克隆演变，其中 1 例

接受了 G-CSF 治疗。本研究结果还显示，G-CSF

使用与否与 AA 的 IST 后克隆演变并无显著关联。

但儿童克隆性造血的发生率低于成人患者 [27-28]，

且本研究中患儿接受 G-CSF 的使用时间明显短于

既往报道，故无法得出儿童 AA 患者 G-CSF 使用

与远期克隆演变关系的结论。

一项来自欧洲骨髓移植协作组的回顾性研究

报道，儿童 SAA 患者接受免疫抑制治疗后恶性克

隆的发生率要显著高于接受亲缘供者来源的异基

因造血干细胞移植 SAA 患儿 [4]。表明长时间接受

免疫抑制治疗本身可能是促使造血干细胞发生克

隆性改变的原因。本研究虽然只纳入了接受了 IST

的患者，无法进行 AA 的两种一线治疗方案发生克

隆演变的对照研究，但提示 ATG 每日剂量 >3.0 mg/kg

的患儿不良克隆演变的比例较高，尽管多因素分析

无统计学意义，因而需要更大规模的前瞻性临床

研究予以证实。

SAA/VSAA 患儿 IST 后发生克隆演变作为被广

泛认识到的远期并发症预后较差，尽早识别出发

生克隆演变的高危患儿对于临床医生制定合理的

诊疗决策至关重要。本研究中患儿初诊高比例的

CD3+T 细胞水平及免疫抑制治疗早期无效与 IST 治

疗后远期发生恶性克隆演变显著相关，警惕以上

危险因素并尽早选择二线治疗方案，有助于节约

治疗花费并提高患儿的远期生存。
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