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CD58 在儿童急性 B 淋巴细胞白血病中的表达及
其用于微小残留病检测的可行性研究

李亚飞　赵晓明　盛光耀　岳保红　罗源

（郑州大学第一附属医院儿科，河南 郑州　450052）

［摘要］　目的　检测淋巴细胞功能相关抗原 -3（CD58）在儿童急性 B 淋巴细胞白血病（B-ALL）中的

表达情况，并探讨其用于儿童 B-ALL 微小残留病（MRD）检测的可行性。方法　选取 2014 年 1~9 月确诊为

B-ALL 的 87 例患儿为研究对象，同期选取 20 例非肿瘤、非血液病且骨髓涂片细胞形态正常的住院患儿作为对

照组。应用四色流式细胞术（FCM）检测对照组及 B-ALL 患儿初诊时、诱导化疗 15 d 时骨髓标本的 CD58 表达

水平。在诱导化疗 33 d 时，采用实时荧光定量聚合酶链反应（RT-PCR）和 FCM 对 B-ALL 患儿进行 MRD 检测。

结果　87 例 B-ALL 患儿骨髓 CD58 平均荧光强度（MFI）（91±33）高于对照组（14±6）（P<0.01）；其中 44 例 B-ALL

患儿 CD58 强表达。在诱导化疗过程中，诱导化疗 15 d 时 B-ALL 患儿骨髓 CD58 的表达量（105±22）与初诊时

（107±26）比较差异无统计学意义（P>0.05）。对 44 例 CD58 强表达 B-ALL 患儿进行 MRD 检测，FCM 检测

MRD 阳性患儿 9 例，阴性患儿 35 例；RT-PCR 检测 MRD 阳性患儿 11 例，阴性患儿 33 例，42 例（95%）检测

结果一致，两种检测方法检测 MRD 差异无统计学意义（P>0.05）。结论　CD58 在 B-ALL 患儿中高表达且表达

稳定，可以作为 B-ALL 患儿 MRD 检测的指标。                    ［中国当代儿科杂志，2015，17（8）：825-829］
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Expression of CD58 in childhood B-lineage acute lymphoblastic leukemia and its 
feasibility in minimal residual disease detection
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Abstract: Objective    To measure the expression of lymphocyte function-associated antigen-3 (CD58) in 
childhood B-lineage acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) and to explore the feasibility of CD58 as an indicator for 
minimal residual disease (MRD) detection in childhood B-ALL. Methods    Eighty-seven children diagnosed with B-ALL 
between January 2014 and September 2014 were enrolled, and 20 hospitalized children who had no tumor or blood 
disease and had normal bone marrow cell morphology served as the control group. The expression features of CD58 in 
bone marrow samples from the two groups (at diagnosis, on day 15 of induction chemotherapy) were analyzed by four-
color flow cytometry (FCM). Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and FCM were used to detect 
MRD in B-ALL patients on day 33 of induction chemotherapy. Results    The mean fluorescence intensity of CD58 
expression in the 87 B-ALL cases (91±33) was significantly higher than that in the 20 controls (14±6) (P<0.01); CD58 
was over-expressed in 44 of the B-ALL cases. In the B-ALL children, the expression of CD58 on day 15 of induction 
chemotherapy (105±22) was not significantly different from that at diagnosis (107±26) (P>0.05). In the 44 B-ALL 
patients with CD58 over-expression, FCM showed 9 MRD(+) cases and 35 MRD(-) cases, while qRT-PCR showed 
11 MRD(+) cases and 33 MRD(-) cases; 42 cases (95%) showed consistent results of the two tests, so there was no 
significant difference between the two methods in detecting MRD (P>0.05). Conclusions    CD58 is over-expressed and 
stable in children with B-ALL, and it can be considered as an indicator for MRD detection in childhood B-ALL.

[Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(8): 825-829]
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急性 B 淋巴细胞白血病（acute B-lymphocytic 

leukemia, B-ALL）发病率约占急性淋巴细胞白血病

的 85%，是儿童最常见的恶性血液病 [1]。白血病

复发是白血病治疗失败的主要原因，复发的根源

在于体内残存的白血病细胞。因此，在化疗过程

中准确检测患儿体内微小残留病（minimal residual 

disease, MRD）显得越来越重要。目前，普遍应

用基于白血病细胞免疫表型的多参数流式细胞术

（flow cytometry, FCM）检测 MRD，作为儿童 ALL

预后的独立指标 [2]。FCM 检测 MRD 的关键是找到

一种免疫表型能够高度灵敏特异地鉴别正常 B 系

前体细胞和白血病细胞 [3]。近来，Lee 等 [4] 研究表

明 CD58 在 B-ALL 白血病细胞上的表达量高于正

常的 B 系前体细胞。本研究通过检测分析 CD58 在

白血病细胞表面的表达特点，评估其用于 B-ALL

患儿骨髓标本的 MRD 检测的可行性。

1　资料与方法

1.1　一般资料

选取 2014 年 1~9 月于郑州大学第一附属医院

住院的 B-ALL 患儿 87 例为研究对象，所有患者都

经过 FAB 分型法和 FCM 免疫分型法明确诊断，其

中男 64 例，女 23 例，年龄 8 个月 ~13 岁。所有

患儿均采用 VDLP（长春新碱 + 柔红霉素 + 左旋门

冬酰胺酶 + 泼尼松）方案进行诱导缓解治疗。在

第 1 疗程结束、达到临床缓解后以及在以后的持

续治疗过程中共有 44 例患儿进行了 MRD 的监测。

同期选取 20 例非肿瘤、非血液病且骨髓涂片细胞

形态正常的住院患儿作为对照组，其中男 15 例，

女 5 例，年龄 1~13 岁。本研究获得郑州大学医学

伦理委员会研究批准，且所有入组患儿家属均签

署知情同意书。

1.2　FCM 检测各组 CD58 表达

将 B-ALL 患儿各阶段的骨髓标本用 Ficoll 液

分 离 单 个 核 细 胞，PBSA 洗 涤 两 次， 用 PBSA 悬

浮，调节有核细胞数至每管 106 个左右。用 CD58-
FITC、CD10-PE、CD19-APC、CD45-ECD 单 克 隆

抗体（均购自美国 BD 公司）进行膜表面抗体标记，

室温暗置 15 min。加入 1 mL 溶血剂（0.83% 的氯

化铵溶液）暗置 10 min，用 PBSA 洗两遍加入低聚

甲醛待检。采用 FACSCalibur 型（美国 BD 公司）

流式细胞仪进行检测，荧光激发波长为 488 nm，

测定前用标准荧光微球校准仪器。用 CellQuest 软

件（version 3.3）对数据进行采集，CD58 的结果以

平均荧光强度（MFI）表示。

根据 FCM 检测 CD58 表达量的结果，将 B-ALL

患儿分为 CD58 低表达组和 CD58 强表达组。分

组原则为：患儿 CD58 过强表达，导致 B-ALL 细

胞在流式 CD58 和 CD10 双参数点图上与正常骨

髓 CD19+CD10+ 的细胞无重叠，明显区分开时，

确认为 CD58 强表达组；而其余患儿的 B-ALL 细

胞在流式 CD58 和 CD10 双参数点图上与正常骨髓

CD19+CD10+ 的细胞有重叠而无法区分时，确认为

CD58 低表达组。

1.3　实时荧光定量聚合酶链反应检测 MRD 水平

用 Ficoll 液分离骨髓单个核细胞，按照 Qiagen 

DNA 提取试剂盒的说明书提取 DNA。采用多重聚

合酶链反应（多重 PCR）筛查 IgH 和 TCR 基因重排。

所用引物及反应体系见文献 [5-6]。多重 PCR 反应

条件为：95℃预变性 7 min；95℃变性 45 s，60℃

退火 45 s，72℃延伸 1.5 min，共 35 个循环。多重

PCR 产物经电泳后，选择克隆重排的样本，纯化

后送上海生工生物工程技术公司进行测序。将测

序所得的 DNA 序列输入 BLAST 和 IMGT 数据库与

保守的 VDJ 序列进行比对，未比对上的序列为患

者白血病细胞特异性连接区序列。

以患儿特异性 IgH 和 TCR 基因为靶基因设计

特异性引物。用正常人的 DNA 将初诊时的骨髓

细胞 DNA 稀释至 1.0×10-6~1.0×10-1 浓度以建立

IgH/TCR 基因重排的标准曲线；以去离子水将正

常人 DNA 梯度序列稀释以建立内参基因 albumin

的标准曲线。在实时荧光定量聚合酶链反应（RT 

PCR）仪（美国 ABI PRISM 7500）上对患儿化疗

第 33 天的骨髓细胞 DNA 进行检测，以 IgH/TCR

基因重排的相对表达量反映 MRD 水平。根据诱导

治疗结束时骨髓 MRD 水平进行判断，MRD ≥ 10-4

为阳性，MRD<10-4 为阴性 [7]。

1.4　统计学分析

采用 SPSS 17.0 统计软件对数据进行统计学分

析，正态分布计量资料以均数 ± 标准差（x±s）

表示，两独立样本均数的比较采用 t 检验，配对设

计计量资料比较采用配对 t 检验，P<0.05 为差异

有统计学意义。
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图 1　对照组正常早期 B 细胞及初诊和化疗 15 d 时 B-ALL 患儿 B 系白血病细胞的 CD58 表达情况　　图中

细胞均以 CD19 阳性设门。对照组正常的早期 B 细胞 CD58 MFI 显著低于 B-ALL 患儿初诊时白血病细胞 CD58 MFI；经化疗 15 d 后，

B-ALL 患儿白血病细胞数量减少，但 CD58 MFI 与初诊时比较差异无统计学意义。

2　结果

2.1　CD58 在正常分化 B 系前体细胞和 B-ALL 白

血病细胞中的表达情况

B-ALL 患儿初诊时骨髓 CD58 的 MFI（91±33）

显著高于对照组（14±6）（t=10.33，P<0.001）（图

1）。CD58 的阳性率为 99%（86/87），44 例（51%，

44/87）B-ALL 患儿的白血病细胞在流式 CD58 和

CD10 双参数点图上与正常骨髓 CD19+CD10+ 的细

胞无重叠，确认为 CD58 强表达。

2.2　CD58 在诱导化疗过程中的表达稳定性

为检测 CD58 在诱导治疗过程中表达的稳定

性，从 44 例 CD58 强表达患儿中随机选取 38 例，

在诱导化疗后第 15 天检测骨髓细胞 CD58 的表

达强度，结果显示，化疗第 15 天时，38 例 CD58

强 表 达 患 儿 的 CD58 MFI（105±22） 与 初 诊 时

（107±26） 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义（t=0.801，

P=0.428），见图 1。

表 1　FCM 和 RT-PCR 监测 B-ALL 患儿化疗 33 d 时骨髓

MRD 结果比较　（例）

分组 PCR(+) PCR(-) 合计

FCM(+) 9 0 9

FCM(-) 2 33 35

合计 11 33 44

2.3　CD58 用于 MRD 检测的准确性

在 B-ALL 患儿诱导化疗第 33 天，且已达临

床完全缓解状态时，为评价 CD58 能否作为检测

MRD 的一个指标，采用 FCM 和 RT-PCR 两种方法

对 44 例 CD58 强表达的 B-ALL 患儿进行 MRD 监

测。结果显示：FCM 检测 MRD 阳性患儿 9 例，阴

性患儿 35 例，白血病细胞比例为 0.01%~0.29%；

RT-PCR 检测 MRD 阳性患儿 11 例，阴性患儿 33 例，

白血病细胞比例为 0.01%~0.47%（表 1）。采用

FCM 检 测 为 阳 性 的 9 例 患 儿 用 RT-PCR 检 测 结

果均为阳性；另 2 例 RT-PCR 检测结果为阳性而

FCM 检测结果为阴性的患儿，白血病细胞比例范

围为 0.001%~0.01%。两种方法的检测结果差异无

统计学意义（χ2=0.50，P=0.500）。

3　讨论

近年来发现白血病细胞可表达一些在正常前

体细胞上不表达的特异性免疫标记物，称为异型

表型 [8-9]。基于这种考虑，目前研究的重点放在发

现能够准确甄别正常 B 系前体细胞和白血病细胞

的特异性免疫标记物上，并且要求该免疫标记物

具有高度的敏感性和特异性，且能够在治疗前后

表达稳定 [10-11]。

CD58 又称为淋巴细胞功能相关抗原 -3，属于

免疫球蛋白超家族，配体为 CD2（LFA-2），参与

杀伤性 T 淋巴细胞与靶细胞、抗原提呈细胞与 T 淋

巴细胞、胸腺细胞与胸腺上皮细胞间的黏附反应，

提供共刺激信号，已被证实在多种细胞上均有表

达，但表达强度各有不同，并且 CD58 在 ALL 中的

表达强度高于正常的 B 系前体细胞，可能作为儿

童 ALL MRD 检测的一种新的免疫标记物 [12-13]。本

研究对 87 例 B-ALL 患儿的初诊骨髓标本和 20 例

因其他原因住院的患儿的正常骨髓标本检测后表

明，B-ALL 患儿 CD58 的表达强度显著高于对照组

对照组 B-ALL 患儿初诊时 B-ALL 患儿化疗 15 d 时
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患儿。研究结果还显示白血病细胞 CD58 的阳性率

为 99%，44 例（51%）B-ALL 患儿 CD58 分子强表

达，白血病细胞 CD58 MFI 和正常骨髓细胞 MFI 无

重叠。因此，CD58/CD10/CD19/CD45 抗体组合可

以用于儿童 B-ALL MRD 检测。

FCM 检测白血病 MRD 出现假阴性结果的一个

重要因素是在化疗过程中或诱导缓解后白血病细胞

表面的单克隆标记表达强度发生改变，可能潜在

影响 MRD 检测的准确性 [14-15]。在儿童 ALL 治疗过

程中也会出现表型的改变，尤其是在使用类固醇

激素的过程中 [16]。为评估 CD58 在儿童 B-ALL 诱

导化疗过程中表达是否稳定，本研究检测了 38 例

CD58 强表达 B-ALL 患儿化疗第 15 天时骨髓细胞

CD58 的表达情况，与初诊时比较差异无统计学意

义。所以，CD58 在细胞膜上是一种表达稳定的表

型，可用于 B-ALL MRD 检测。

CD58 在 B-ALL 中表达率在 90% 以上，并且

相对于正常儿童骨髓中的 B 系前体细胞和成熟淋

巴细胞 CD58 的表达量呈现过度表达的特点，而

且 CD58 在白血病细胞上的表达量在化疗过程中

的稳定性较好，因此提示 CD58 可作为儿童 B-ALL 

MRD 监 测 的 较 好 指 标。 为 分 析 CD58 用 于 MRD

检测结果的准确性，本研究对 44 例 CD58 强表达

B-ALL 患儿化疗第 33 天的骨髓（涂片骨髓形态学

检查均为临床完全缓解状态）分别采用四色 FCM

和 RT-PCR 两种方法进行 MRD 检测，比较两者准

确性，结果差异无统计学意义。但是，有 2 例患

儿 RT-PCR 检测结果为 MRD 阳性，而 FCM 检测

为阴性。这种差异可能是由于采用标本中淋巴细

胞数量的差异造成的，因为 RT-PCR 检测的标本

是经过 Ficoll 淋巴细胞分离液分离出来的单个核细

胞，而 FCM 检测的标本是骨髓中的所有细胞 [17]。

由于 ALL 中部分白血病细胞和正常的 B 系前体

细胞在免疫表型上有相似之处，都表达 CD10 和

CD45[18]，而一些白血病细胞的 CD58 表达量较低，

在 B 系前体细胞群也可能残留有白血病细胞，从

而造成 MRD 假阴性，因此需要增加抗体鉴别白血

病细胞。但是 CD58/CD10/CD19/CD45 抗体组合的

检测结果说明 CD58 可用于 B-ALL MRD 的检测，

并且具有较好的准确性。

到目前为止，国内外均无监测 MRD 的经典

组合，因为白血病细胞是病理性细胞，分子表达

存在许多不确定性和偶然性，需要靠多个组合

来把握和筛选可能的 MRD 细胞。本实验室常用

TDT/CD10/CD34/CD19，CD38/CD10/CD34/CD19，

CD45/CD10/CD34/CD19 抗体组合，其敏感性分别

为 58.7%、42.5%、47.4%。 从 本 研 究 可 见 CD58/

CD10/CD19/CD45 抗体组合用于儿童 B-ALL MRD

检 测 的 敏 感 性 为 51%， 仅 次 与 TDT/CD10/CD34/

CD19 组合。另外，CD58 只是作为 MRD 检测的其

中一个指标，它和别的组合一并使用，可使 MRD

检测的覆盖面增加。由于 MRD 检测的临床意义也

有一定的时间性，根据我们的临床实践和临床检

测，确实发现不少完全缓解的病例在检测到 CD58+

的早期 B 淋巴细胞（如 CD10+，CD34+，CD38+）

出现后如果不加干预，就出现异常细胞（白血病

细胞）逐渐增多。由于没有长时间的随访研究，

在与时间的特异性上还不能下结论。

综上所述，CD58 在大部分 B-ALL 患儿中呈现

高表达，表达状态稳定；CD58 作为 MRD 检测抗

体组合其中的一个指标，具有较高的敏感性。因此，

CD58 可以作为 FCM 监测 B-ALL MRD 的一个指标。
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