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急性白血病相关巨噬细胞的性质及rhIFN-γ对其影响的研究*
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  [摘要] 目的 探讨急性白血病(AL)患者骨髓中巨噬细胞的性质及重组人γ-干扰素(rhIFN-γ)对AL荷

瘤情况下巨噬细胞的干预作用。方法 采用免疫组织化学法检测97例初诊 AL患者,包括急性髓系白血病

(AML组)71例和急性 淋 巴 细 胞 白 血 病(ALL组)26例,以 及30例 健 康 者(对 照 组)骨 髓 组 织 中 CD68+、

CD163+表达情况。97例AL患者中追踪观察53例,其中经治疗后完全缓解(CR)37例、未缓解(NR)或部分缓

解(PR)16例,而CR后复发8例。应用不同浓度rhIFN-γ对培养后的AML组单个核细胞进行干预,用流式细

胞仪检测CD68+、CD163+的变化及白细胞介素-10(IL-10)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平。结果 AML组和

ALL组骨髓组织中CD68+、CD163+水平高于对照组(P<0.05),而AML组和ALL组组间比较差异无统计学

意义(P>0.05)。CR患者CD68+、CD163+水平低于AL患者但高于对照组(P<0.05),但NR/PR及复发患

者CD68+、CD163+ 水 平 与 AL患 者 分 别 比 较,差 异 无 统 计 学 意 义(P>0.05)。治 疗 前 CR患 者 CD68+、

CD163+水平低于治疗前NR/PR患者(P<0.05)。AML组骨髓单个核细胞经不同浓度rhIFN-γ干预7
 

d后,

CD68+水平随着干预浓度的增高而逐渐升高,但在各干预浓度间比较,差异无统计学意义(P>0.05);CD163+

水平随着干预浓度的增高而逐渐降低,当干预浓度大于或等于2×105
 

U/L时,其与对照组比较,差异有统计学

意义(P<0.05);而当干预浓度为1×106
 

U/L时,CD163+与CD68+水平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。

IL-10水平随着干预浓度的增高而降低,TNF-α水平则随着干预浓度的增高而升高。当干预浓度为1×106
 

U/
L时,IL-10和TNF-α水平与对照组分别比较,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 AL患者骨髓中 M2型巨

噬细胞的异常表达,可能与AL的发生、疗效、预后相关;在AL荷瘤情况下,一定浓度的rhIFN-γ具有将 M2型

向 M1型巨噬细胞“逆转”的功能。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

properties
 

of
 

macrophages
 

in
 

the
 

bone
 

marrow
 

of
 

patients
 

with
 

acute
 

leukemia
 

(AL)
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

recombinant
 

human
 

γ-interferon
 

(rhIFN-γ)
 

on
 

macrophages
 

in
 

tumor-
bearing

 

leukemia
 

patients.Method Immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

CD68+
 

and
 

CD163+
 

in
 

bone
 

marrow
 

of
 

97
 

newly
 

diagnosed
 

AL
 

patients,including
 

71
 

patients
 

with
 

acute
 

myeloid
 

leukemia
 

(the
 

AML
 

group)
 

and
 

26
 

patients
 

with
 

acute
 

lymphoblastic
 

leukemia
 

(the
 

ALL
 

group),and
 

30
 

normal
 

people
 

(the
 

con-
trol

 

group).A
 

total
 

of
 

53
 

cases
 

were
 

followed
 

up
 

among
 

the
 

97
 

AL
 

patients,including
 

37
 

cases
 

with
 

complete
 

remission
 

(CR)
 

after
 

treatment,16
 

cases
 

with
 

non-remission
 

(NR)
 

or
 

partial
 

remission
 

(PR),while
 

8
 

cases
 

with
 

recurrence
 

after
 

CR.The
 

cultured
 

mononuclear
 

cells
 

in
 

the
 

AML
 

group
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

con-
centrations

 

of
 

rhIFN-γ,the
 

changes
 

of
 

CD68+
 

and
 

CD163+,the
 

levels
 

of
 

interleukin-10
 

(IL-10)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.Results The
 

levels
 

of
 

CD68+
 

and
 

CD163+
 

in
 

the
 

AML
 

group
 

and
 

the
 

ALL
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

sig-
nificant

 

difference
 

between
 

the
 

AML
 

group
 

and
 

the
 

ALL
 

group
 

(P>0.05).The
 

levels
 

of
 

CD68+
 

and
 

CD163+
 

in
 

CR
 

patients
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

AL
 

patients
 

(P<0.05),while
 

there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
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among
 

NR/PR,recurrence
 

patients
 

and
 

AL
 

patients
 

(P>0.05).The
 

levels
 

of
 

CD68+
 

and
 

CD163+
 

in
 

CR
 

pa-
tients

 

before
 

treatment
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

NR/PR
 

patients
 

before
 

treatment
 

(P<0.05).After
 

7
 

days
 

of
 

intervention
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

rhIFN-γ
 

in
 

the
 

AML
 

group,the
 

level
 

of
 

CD68+
 

increased
 

gradual-
ly

 

with
 

the
 

intervention
 

concentration
 

increasing,but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

among
 

the
 

different
 

intervention
 

concentrations
 

(P>0.05).The
 

level
 

of
 

CD163+
 

decreased
 

gradually
 

with
 

the
 

intervention
 

concentration
 

in-
creasing.Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,when
 

the
 

intervention
 

concentration
 

was
 

more
 

than
 

or
 

equal
 

to
 

2×
105

 

U/L,the
 

difference
 

in
 

the
 

level
 

of
 

CD163+
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).When
 

the
 

concentration
 

was
 

1×106
 

U/L,the
 

difference
 

between
 

CD163+
 

and
 

CD68+
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

level
 

of
 

IL-10
 

decreased
 

with
 

the
 

intervention
 

concentration
 

increasing,while
 

the
 

level
 

of
 

TNF-α
 

increased.Com-
pared

 

with
 

the
 

control
 

group,when
 

the
 

intervention
 

concentration
 

was
 

1×106
 

U/L,there
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

levels
 

of
 

IL-10
 

and
 

TNF-α
 

(P<0.05).Conclusion Abnormal
 

expression
 

of
 

M2
 

macrophages
 

in
 

the
 

bone
 

marrow
 

of
 

AL
 

patients
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

occurrence,efficacy
 

and
 

prognosis
 

of
 

AL.A
 

certain
 

concentration
 

of
 

rhIFN-γ
 

has
 

the
 

effect
 

of
 

reversing
 

M2
 

to
 

M1
 

macrophages.
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words] acute
 

leukemia;macrophages;CD68;CD163

  巨噬细胞是一类具有迁移性、异质性的免疫细

胞;在不同微环境中,其可被招募并极化为具有不同

分子特征和功能的亚群,即 M1型或 M2型,M1型与

M2型巨噬细胞通过分泌白细胞介素(IL)-12和IL-
10、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等细胞因子,参与促肿瘤

或抗肿瘤作用[1-3]。前期本课题组应用巨噬细胞的泛

标志物CD68(M1型+M2型)、CD163(M2型),研究

了慢性粒细胞白血病(CML)和骨髓增生异常综合征

(MDS)骨髓微环境中巨噬细胞的变化发现,巨噬细胞

被大量募集进入CML及MDS患者骨髓微环境,并逐

渐向 M2型极化,与疾病的发生、发展及预后有密切

关系[4-6]。那么,在急性白血病(AL)患者骨髓微环境

中,是否存在巨噬细胞的过度浸润,是以 M1型为主

或 M2型为主或二者兼有,是否与AL的发生、发展及

预后有关;重组人干扰素-γ(rhIFN-γ)对其在荷瘤情

况下的干预是有利于溶癌,还是有利于肿瘤逃逸,这
些都是有意义、值得明确的科学问题,本课题组将对

其进行研究,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2015年2月至2017年5月初

诊AL患者97例,其中男58例,女39例,男女比例为

1.49∶1.00;年龄8个 月 至82岁,平 均(40.90±
14.54)岁。97例AL患者中,急性髓系白血病(AML
组)71例,其中M0

 

5例,M1
 

8例,M2
 

5例,M3
 

12例,

M4
 

23例,M5
 

18例,年龄7~82岁,平均(45.26±
13.31)岁;急性淋巴细胞白血病(ALL组)26例,其中

B细胞型(B)-ALL
 

19例,T细胞型(T)-ALL
 

7例,年
龄8个月至72岁,平均(43.62±16.18)岁。在97例

AL患者中,追踪观察53例经标准化疗1~2个疗程

患者,共有37例达到形态学完全缓解(CR),其中

AML
 

24 例、ALL
 

13 例,年 龄 4~69 岁,平 均

(44.59±11.82)岁;16例未缓解(NR)或部分缓解

(PR),其中AML
 

8例、ALL
 

8例,年龄11~76岁,平
均(46.47±16.58)岁。追踪观察37例CR患者,有8
例复发,其中AML

 

2例、ALL
 

6例,年龄14~69岁,
平均(42.35±12.74)岁。诊断、缓解及复发标准符合

AL标准[7]。选取同期体检的30例健康者为对照组,
排除血液系统恶性疾病、免疫相关及感染相关疾病,
其中男18例,女12例,男女比例为1.50∶1.00,年龄

11~76岁,平均(47.50±10.24)岁。本研究获医院伦

理委员会批准,并征得所有受试者知情同意。

1.2 方法

1.2.1 主要试剂与仪器 鼠抗人CD68、CD163抗

体,SP免疫组织化学试剂盒购自美国 Abcam 公司;

IL-10、TNF-α试剂盒购自美国BD公司;淋巴细胞分

离液购自中国天津昊阳生物公司;rhIFN-γ购自上海

凯茂生物医药有限公司;RPMI-1640培养基购自美国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司;胎牛血清购自美国

Hyclone公司;胰蛋白酶、青霉素/链霉素双抗购自美

国Gibco公司;FC500流式细胞仪购自美国Beckman
 

Coulter公司;细胞培养24孔板购自美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司。

1.2.2 免疫组织化学检测CD68、CD163 常规骨髓

穿刺取骨髓组织,置于10%福尔马林液固定,经脱水、
石蜡包埋、3~4

 

μm厚切片;采用SP免疫组织化学染

色检测CD68、CD163的表达。巨噬细胞体积较大,形
态多样,呈类圆形或不规则形,偶见多核细胞;CD68
阳性表达于巨噬细胞的细胞质,细胞质含清晰的黄褐

色至棕黄色颗粒状者为阳性细胞;CD163阳性表达于

巨噬细胞的细胞膜和(或)细胞质,细胞膜和(或)细胞

质出现清晰的黄褐色至棕黄色颗粒状者为阳性细胞,
见图1。免疫组织化学染色结果由两位病理医师各自
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独立判断,结果相同为最终检验结果,若有异议,由上

级医师进行最终判断。首先在低倍镜(×40)下选取5
个染色较好的视野,后在高倍镜(HP,×400)下计数

阳性细胞个数,取其平均值作统计学分析。

1.2.3 AL患者骨髓单个核细胞培养及rhIFN-γ的

干预作用 取AML患者骨髓液2.0~3.0
 

mL,乙二

胺四乙酸(EDTA)抗凝,用淋巴细胞分离液常规分离

获取单个核细胞,9.0
 

g/L生理盐水洗涤单个核细胞

2次;用含100
 

mL/L胎牛血清的RPMI-1640培养液

调整单个核细胞浓度为1×105/mL,以每孔1.0
 

mL
接种于24孔培养板中,每组设5个平行孔,每孔分别

加入终浓度为0、4×104、2×105、1×106
 

U/L 的

rhIFN-γ,CO2 培养箱培养7
 

d,经EDTA消化、磷酸

盐缓冲液(PBS)洗涤后,用流式细胞仪检测
 

CD68+、

CD163+细胞;收集培养上清液,用于IL-10、TNF-α
检测。

1.2.4 CD68+、CD163+细胞检测 于2支流式专用

试管中加入细胞溶液100
 

μL,对照管中加入IgG1-藻
红蛋白(PE)、IgG1-异硫氰酸荧光素(FITC)抗体各20

 

μL;测定管加入 CD68-PE、CD163-FITC抗体各20
 

μL,混匀后室温下避光孵育30
 

min;用PBS洗涤,弃
上清液,加入500

 

μL
 

PBS混匀,上机测定。

1.2.5 细胞因子检测 IL-10、TNF-α水平测定按照

试剂盒说明书进行操作。

1.3 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行数据分

析,计量数据以x±s表示,组间比较采用独立样本t
检验,多组数据采用单因素方差分析,多组间比较用

SNK法进行q 检验,以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 3组治疗前骨髓中CD68+、CD163+细胞的表达

情况 AML组和 ALL组患者CD68+ 和CD163+ 细

胞的浸润密度均高于对照组(P<0.05),差异有统计

学意义(P<0.05);而 AML组与 ALL组比较,差异

无统计学意义(P>0.05),见表1、图1。
表1  3组治疗前CD68+、CD163+细胞水平

   比较(x±s,个/HP)

组别 n CD68+ CD163+

对照组 30 12.39±2.17 2.71±0.82

AML组 71 69.83±7.21a 59.11±6.57a

ALL组 26 70.83±6.80a 59.91±7.14a

F 468.394 507.836

P 0.000 0.000

  a:P<0.05,对照组比较

图1  不同状态AL患者骨髓中CD68+、CD163+细胞的表达情况(免疫组织化学染色,×400)

表2  不同状态AL患者骨髓中CD68+、CD163+

   细胞水平比较(x±s,个/HP)

组别 n CD68+ CD163+

对照组 30 12.39±2.17 2.71±0.82
AL患者 97 70.10±7.08 59.33±6.70
CR患者 37 18.65±2.99ab 8.57±1.79ab

NR/PR患者 16 70.49±8.55bc 58.10±7.71bc

复发患者 8 70.81±6.01bc 59.45±6.37bc

F 628.472 596.345

P 0.000 0.000

  a:P<0.05,与 AL患者比较;b:P<0.05,与对照组比较;c:P<

0.05,与CR患者比较

表3  CR与NR/PR患者治疗前CD68+、CD163+

   细胞水平比较(x±s,个/HP)
 

组别 n CD68+ CD163+

CR组 37 61.96±6.29 51.90±7.13

NR/PR组 16 78.99±5.82 71.39±4.38

t 16.467 13.294

P 0.000
 

0.000

2.2 不同状态AL患者骨髓中CD68+、CD163+细胞

表达情况 CR患者CD68+、CD163+水平低于AL患

者,而高于对照组(P<0.05);NR/PR患者与复发患
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者和初诊 AL患者比较,差异无统计学意义(P>
0.05),见表2、图1。

2.3 CR患者与 NR/PR患者CD68+、CD163+ 细胞

表达情况 CR患者CD68+、CD163+ 水平低于 NR/

PR患者,差异有统计学意义(P<0.05),见表3、图1。

2.4 不同浓度rhIFN-γ对AML骨髓单个核细胞干

预后CD68+、CD163+ 变化情况
     

AML组骨髓单个核

细胞经不同浓度rhIFN-γ干预7
 

d后,CD68+水平随

着干预浓度的增高而逐渐升高,但在各干预浓度间比

较,差异无统计学意义(P>0.05);CD163+ 水平随着

干预浓度的增高而逐渐降低,当干预浓度大于或等于

2×105
 

U/L时,与对照组比较,差异有统计学意义

(P<0.05);而 当 干 预 浓 度 为 1×106
 

U/L 时,

CD163+与CD68+水平比较,差异有统计学意义(P<

0.05),见表4、图2。
表4  不同浓度rhIFN-γ对AML组骨髓单个核细胞

  干预后CD68+、CD163+的变化情况(x±s,%)

rhIFN-γ浓度(U/L) CD68+ CD163+

0 4.85±0.18 4.20±0.11

4×104 5.08±0.16 4.08±0.08

2×105 5.03±0.11 3.70±0.08a

1×106 5.30±0.17 2.19±0.13ab

F 4.830 255.260

P 0.140 0.000

  a:P<0.05,与0
 

U/L比较;b:P<0.05,与CD68+细胞比较

2.5 不同浓度rhIFN-γ对AML骨髓单个核细胞干

预后IL-10、TNF-α变化情况
    

IL-10水平随着干预浓

图2  流式细胞仪检测不同浓度rhIFN-γ对AML组骨髓单个核细胞干预后CD68+、CD163+变化情况
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度的增高而降低,TNF-α水平则随着干预浓度的增高

而升高,当干预浓度为1×106
 

U/L时,IL-10和TNF-
α水平与0

 

U/L分别比较,差异有统计学意义(P<
0.05),见表5。
表5  不同浓度rhIFN-γ对AML组骨髓单个核细胞干预后

IL-10、TNF-α变化情况(x±s,pg/mL)

rhIFN-γ浓度(U/L) IL-10 TNF-α

0 105.92±1.77 18.76±0.41

4×104 95.05±0.65 22.18±0.72

2×105 84.96±1.68 25.86±0.11

1×106 75.19±0.96a 27.99±0.15a

F 250.180 227.360

P 0.000 0.000

  a:P<0.05,与0
 

U/L比较

3 讨  论

  AL是因造血干/祖细胞于分化过程中在较早阶

段发生分化阻滞、凋亡障碍和恶性增殖而引起的一组

异质性造血系统恶性肿瘤。目前,随着对AL治疗技

术的不断进步,尤其是骨髓移植和造血干细胞移植的

发展应用,AL治愈率得到明显提高,但对微小残留的

清除仍是棘手的问题,这也是CR后复发的原因之一。
有研究显示,在多发性骨髓瘤患者骨髓中存在 M2型

巨噬细胞的异常浸润,且与疾病的发生、发展及预后

有关[8],但在AL患者骨髓微环境中巨噬细胞的浸润

及极化表型还鲜见报道。

rhIFN-γ是由活化T细胞、自然杀伤细胞产生分

泌的细胞因子之一,有着“双刃剑”作用,在肿瘤组织

中有正向抗肿瘤作用,还有诱导肿瘤细胞免疫逃逸的

负向作用[9],其除发挥直接作用外,还间接调节其他

免疫细胞,如巨噬细胞[10]。有文献报道,rhIFN-γ可

将 M2型巨噬细胞极化为 M1型巨噬细胞,参与辅助

性T细胞(Th)1型免疫应答[11]。
通过对AL患者骨髓巨噬细胞的研究发现,在初

诊AL患者中,无论AML还是ALL患者骨髓中均有

CD68+、CD163+巨噬细胞的异常浸润,且浸润的巨噬

细胞以 M2型(即CD163+)为主,提示 AL患者骨髓

微环境中 M2型巨噬细胞可能通过自分泌和(或)旁
分泌途径参与白血病细胞的恶性增殖、抵抗凋亡及侵

袭[12-13],导致AL的发生、发展。追踪观察53例初治

AL患者的CD68+、CD163+ 还发现,治疗1~2个疗

程达CR的患者,CD163+ 的浸润密度明显低于 NR/

PR患者,提示骨髓中 M2型巨噬细胞浸润数量与AL
患者的疗效、预后有直接关系,即治疗前 M2型巨噬

细胞浸润密度高的患者对治疗反应差。在追踪CR后

又复发8例患者,M2型巨噬细胞与初诊患者骨髓中

M2型巨噬细胞比较,差异无统计学意义(P>0.05),
提示 M2型巨噬细胞具有促进白血病干细胞(LSCs)
的生存、遗传的不稳定性及克隆演变,这可能为探讨

针对巨噬细胞的靶向治疗 AL,清除白血病微小残留

提供理论依据。
本研究还显示,CR患者骨髓组织中的 M2型巨

噬细胞有所降低,但仍明显高于对照组,说明 AL患

者骨髓虽然达到形态学和(或)基因水平上的暂时缓

解,但促进LSCs生存、分化、增殖的因素还未完全消

除,这也可能是AL最终复发的原因之一。
对rhIFN-γ干预的研究结果显示,CD68+占所有

单个核细胞的百分率随着干预浓度的增加略有升高,

CD163+略低于 CD68+,但与rhIFN-γ为0
 

U/L比

较,差异无统计学意义(P>0.05),提示在初诊AL患

者骨髓中,主要是 M2型巨噬细胞占优势;而随着干

预浓度的逐渐增高,M2型巨噬细胞也逐渐降低,说明

在rhIFN-γ干预后,已有部分 M2型巨噬细胞向 M1
型巨噬细胞极化,提示rhIFN-γ在AL荷瘤情况下具

有将 M2型巨噬细胞向 M1型“逆转”的作用,这也间

接证实了IL-10随着rhIFN-γ干预浓度的增加应逐渐

降低,而TNF-α随着干预浓度的增加应逐渐增高。
综上所述,AL患者骨髓微环境中巨噬细胞被大

量招募并被极化为 M2型巨噬细胞,使骨髓微环境发

生变化,可能与 AL的发生、疗效、预后相关。在 AL
荷瘤情况下,一定浓度的rhIFN-γ具有将 M2型向

M1型巨噬细胞“逆转”的功能。
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