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阵发性睡眠性血红蛋白尿症异常克隆特征研究
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摘要      阵发性睡眠性血红蛋白尿症(PNH)是一类源于造血干细胞PIGA基因突变的获得性克

隆性疾病, 临床表现主要为溶血、骨髓衰竭等。该文通过流式细胞术和体外集落形成等实验检测

比较经典型PNH(cPNH)患者与健康对照组外周血细胞、骨髓中血细胞及造血干祖细胞(hemopoietic 
stem progenitor cells, HSPCs)的数量和功能, 探究PNH异常克隆特征。结果显示, cPNH患者外周血

细胞中T细胞、B细胞和NK细胞数明显降低, 髓系细胞数无明显改变。骨髓各类血细胞中, cPNH患

者单核细胞比例明显高于对照组, 中性粒细胞、有核红细胞以及淋系细胞比例无明显改变。cPNH
患者骨髓HSPCs均为CD59–的PNH异常克隆; 患者HSPCs出现大量耗竭, 向B-NK祖细胞分化明显受

阻, 该结果与外周血和骨髓中B、NK细胞变化一致, 提示cPNH患者淋系细胞受损最为严重。CFU
实验结果表明, cPNH患者HSPCs形成髓系克隆的能力与健康对照组无差异; 而在红系克隆种类中, 
cPNH患者形成的偏小的红系克隆代偿性增多。综上, 该研究解析了PNH异常克隆的生物学特征, 
为PNH的诊治提供了一定的理论依据。
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The Biological Characteristics of PNH Clones
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Abstract       PNH (paroxysmal nocturnal hemoglobinuria) is an acquired clonal disease caused by the PIGA 
mutation in HSCs (hematopoietic stem cells), characterized mainly by hemolysis and bone marrow failure etc. In 
this study, flow cytometry and colony forming cell assays were performed to analyze the total number of blood cells 
and HSPCs in bone marrow and peripheral blood from cPNH patients compared with health donors. Moreover, the 
characteristics of PNH clones were investigated. The results revealed that the number of T cells, B cells and NK 
cells in peripheral blood from cPNH decreased significantly, while no significant difference was observed in the 
number of myeloid cells compared with health donors. Among many kinds of blood cells in bone marrow, the pro-
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portion of monocytes in cPNH was significantly higher than that in the control group, while there was no significant 
difference in the proportion of neutrophils, nucleated erythrocytes and lymphoid cells between cPNH and control 
group. All the HSPCs from cPNH bone marrow were abnormal PNH clones detected as CD59–. Moreover, there 
was an extensive exhaustion of HSPCs in cPNH, and their lymphoid differentiation potential was obviously inhib-
ited, which was consistent with the change of B cells and NK cells in peripheral blood and bone marrow. These 
data indicated that lymphoid cells were the most severely impaired cells in cPNH. CFU assays manifested that there 
was no difference in myeloid colony forming ability between control and cPNH. As for the erythroid colony, cPNH 
HSPCs formed more small erythroid colonies for compensation. In conclusion, this study showed the biological 
characteristics of PNH clones, which provided theoretical basis for the diagnosis and treatment of PNH.

Keywords        paroxysmal nocturnal hemoglobinuria; PNH clones; characteristics; hemopoietic stem pro-
genitor cells

阵发性睡眠性血红蛋白尿症(paroxysmal noc-
turnal hemoglobinuria, PNH)是源于造血干细胞(he-
matopoietic stem cells, HSCs)的X连锁基因PIGA发生

体细胞突变造成的获得性克隆性疾病[1]。PIGA基因

参与编码糖基磷脂酰肌醇(glycosyl phosphatidyl ino-
sitol, GPI)锚合成所需的糖基转移酶[2], 人类蛋白中

约有150种蛋白通过GPI锚连[2-3]。PNH患者PIGA突
变导致GPI缺失, 锚连蛋白不能通过GPI结合在细胞

表面, 因此突变血细胞表现为CD55、CD59、CD14、
CD16等GPI锚连蛋白部分或完全缺失。而CD55、
CD59作为补体调节蛋白, 保护红细胞免受激活的补

体系统攻击。在PNH中, 由于CD55、CD59的缺失, 
患者表现出补体介导的血管内溶血及溶血带来的相

关症状, 如贫血、骨髓衰竭、血红蛋白尿、肺动脉

高压、肌张力障碍等[4]。PNH属于罕见病, 在美国

的发病率为每年每百万人中5.7例[5], 在英国的发病

率为每年每百万人中3.5例[6]。PNH与获得性再生障

碍性贫血(aplastic anemia, AA)关系密切, 有约70%
的AA患者在确诊时伴有PNH克隆, 约40%的PNH由

AA转化而来[7-8]。2%~6%的PNH患者会在10年内继

发骨髓增生异常综合征或急性髓系细胞白血病[9]。

因此, 深入研究PNH异常克隆生物学特征具有重要

的临床意义。

近年来, 采用流式细胞术检测各类血细胞GPI
锚连蛋白的缺失及PNH克隆大小, 已成为诊断PNH
的“金标准”。早期红细胞PNH克隆主要通过流式

检测CD59, 粒细胞PNH克隆主要通过检测CD55和
CD59来判断[10]。尽管早期的Ham实验、蔗糖溶血

实验等辅助检查手段的敏感性已显著提高, 但在

PNH克隆较低时, 检测结果仍不够精确和敏感[11]。

荧光标记的嗜水气单胞菌溶素变异体(fluorochrome-
conjugated mutant aerolysin toxin, FLAER)的应用

进一步提高了PNH克隆检测的敏感性和特异性。

FLAER是由Alexa 488标记的嗜水气单胞菌溶素前

体的无活性变体, 可以和所有胞膜的GPI锚连蛋白特

异性结合, 且不引起细胞裂解, 因此其能更精确地反

映突变细胞GPI锚连蛋白的缺失情况[12]。基于PNH
克隆大小和其他临床检测, 2005年国际PNH工作组

将该病分为经典型、合并其他骨髓衰竭性疾病和亚

临床型三类[13]。

随着PNH克隆检测方法的逐渐提升, 人们对其

特征认识也不断加深。在PNH患者中, 经典型患者

的PNH克隆平均大小超过70%; 在亚临床和伴骨髓

衰竭的患者中, PNH克隆往往较经典型患者小[14-15]; 
在约1%的健康人群可以检测到0.02%~0.03%的PNH
突变细胞群[16-17], 而这类PNH克隆突变可能来源于

造血祖细胞[18]。PNH克隆是如何维持的呢？特别是

在正常造血细胞同时存在下如何扩增？其机制仍未

明了。可能的原因有以下两方面。一方面是在内源

性因素的作用下突变HSCs中发生的一个或多个额

外的遗传改变赋予该HSCs克隆生存和生长优势, 如
TET2、JAK2、ASXL1、BCOR、SUZ12等一些参与髓

系肿瘤发病或癌症克隆进化的关键驱动因素[9,19-20]。

另一方面是外源性因素介导的克隆选择, 如PNH克

隆存活优势与免疫逃逸密切相关[21]; PNH异常HSCs
不易凋亡, 具有更强的增殖能力等[22-24]。

本研究通过流式细胞术、体外集落形成实验等

方法检测并比较经典型PNH(classic PNH, cPNH)患
者与健康对照组外周血以及骨髓中的血细胞和造血

细胞的数量及功能差异, 研究PNH异常克隆生物学
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特征, 为PNH的临床诊治提供理论基础。

1   材料和方法
1.1   材料

IMDM培养基、胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS)、青霉素 /链霉素 (penicillin/streptomycin, P/S)购
于Gibco公司; H4034半固体培养基购于Stem Cell Tech-
nologies公司; 人细胞因子Flt3-L、IL-6购于Pepro Tech
公司; 流式抗体人Lineage cocktail-APC、CD15-APC、
CD64-APC、CD34-BV510、CD38-FITC、CD45RA-
APC-Cy7、CD90-Percp-Cy5.5、CD45-APC-Cy7、
CD15-BV510、CD19-PE、CD56-Percp-Cy5.5、CD3-
BV605购于BioLegend公司; CD10-BV786、CD135-
PE、CD59-BV605、Brilliant Stain Buffer购于BD公司; 
CD235a-PE、CD41-PE-Cy7购于Beckman Coulter公
司; FLAER-Alexa 488购于Cedarlane公司; DAPI(4’,6-
diamidino-2-phenylindole)购于Sigma公司。

1.2   研究对象

该研究中使用的人细胞样本采自中国医学科

学院血液病医院, 患者均签署知情同意书。该研究

由中国医学科学院血液病医院伦理委员会审批(批
准号: KT2019092-EC-2)。经典型PNH诊断标准参

考文献[13,25], 基于2005年国际PNH工作组的临床分

类[13]和2018年《血液病诊断及疗效标准》(第4版)[25], 
经典型PNH患者有典型的溶血和血栓形成。具体表

现为LDH显著增高伴阵发性的血红蛋白尿; 骨髓增

生活跃伴红系造血旺盛或出现轻微形态异常; 流式

细胞检测显示GPI-中性粒细胞>50%。本研究纳入

的经典型PNH患者其GPI-中性粒细胞在95%以上。

《阵发性睡眠性血红蛋白尿症流式细胞术检测中国

专家共识》(2021年版)[26]和于2018年发表的国际临

床流式协会(ICCS)/欧洲临床细胞分析协会(ESCCA)
国际指南[27]规范了PNH克隆的命名: (1) PNH细胞

>1.0%时, 为PNH克隆; (2) PNH细胞为0.1%~1.0%时, 
为低量PNH克隆; (3) PNH细胞<0.1%时, 为存在少量

GPI缺陷细胞, 或存在少量PNH表型细胞。

1.3   样本处理

提前准备红细胞裂解液(ACK), 将其平衡至室

温, 并将其加至无菌50 mL离心管中, 将新鲜送样的

骨髓或外周血轻柔吹匀, 加入装有ACK的离心管中, 
充分混匀, 冰上裂解10 min。后于4 °C、1 500 r/min
离心5 min, 弃尽上清。以10~20 mL PBE缓冲液充分

混匀, 取20 μL并计数, 其余离心弃尽上清。得到的

细胞可用于流式检测、流式分选或冻存至液氮。

1.4   流式表面标记及分选

在每107个细胞中分别添加每种抗体各2 μL, 当
使用多于2种BV系列抗体时添加10 μL/管Brilliant 
Stain Buffer。抗体选择参考课题组前期工作、国

际指南[11]和中国专家共识[26]。检测人成熟血细胞

的抗体为 : CD45-APC-Cy7、CD15-BV510、CD64-
APC、CD19-PE、CD56-Percp-Cy5.5、CD3-BV605、
CD235a-PE、CD41-PE-Cy7、FLAER-Alexa 488、
Brilliant Stain Buffer。检测人造血干祖细胞的抗体

为: 人Lineage cocktail(CD3、CD19、CD20、CD56)-
APC、CD15-APC、CD64-APC、CD34-BV510、
CD38-FITC、CD45RA-APC-Cy7、CD90-Percp-
cy5.5、CD10-BV786、CD135-PE、CD59-BV605。
FMO(fluorescence minus one)对照添加除FLAER或
CD59外的全部抗体(稀释比例均为1000 1׃); 阴性对

照不添加检测抗体。将抗体加入细胞悬液中, 充分混匀, 
4 °C避光孵育30 min。加入2~3 mL PBE缓冲液洗涤, 离
心后弃上清, 每107细胞用1 mL PBE缓冲液重悬, 并
按1000 1׃的比例加入DAPI上机分析或分选。

1.5   成熟血细胞表面标记及流式分群

根据细胞表面标记, 我们将血细胞分为六

类流式表型细胞。中性粒细胞 (neutrophil, Neu): 
CD45+CD64–CD15+; 单核细胞 (monocyte, Mono): 
CD45+CD15–CD64+; B淋巴细胞:  CD45+CD64–

CD15–CD3–CD19+; T淋巴细胞: CD45+CD64–CD15–

CD56–CD3+; 自然杀伤细胞(natural killer cells, NK): 
CD45+CD64–CD15–CD19–CD3–CD56+; 红细胞(eryth-
rocyte, E): CD45–CD235a+。其中, 中性粒细胞和单

核细胞的和为髓系细胞(myeloid cell, My)。
1.6   骨髓中造血干细胞和各类造血祖细胞表面标记

根据细胞表面标记, 我们将骨髓中的造血干

祖细胞(Lin–CD34+)分为以下八类。(1) 造血干细

胞 (HSCs): Lin–CD34+CD38–CD45RA–CD90+; (2) 多
潜能祖细胞 (multipotent progenitors, MPPs): Lin–

CD34+CD38–CD45RA–CD90–;  (3)  共同髓系祖

细胞 (common myeloid progenitors, CMPs): Lin–

CD34+CD38+CD10–CD45RA–CD135+; (4) 巨核

红系祖细胞 (megakaryocyte-erythroid progenitors, 
MEPs): Lin–CD34+CD38+CD10–CD45RA–CD135–; 
(5 )  粒 –单核系祖细胞(g ranu locy te -monocy te 
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progeni tors ,  GMPs):  Lin–CD34 +CD38 +CD10 –

CD45RA +CD135 +;  (6)  淋系倾向多潜能祖细胞 
(lymphoid-primed multipotent progenitors, LMPPs): 
Lin–CD34+CD38–CD45RA+CD90–CD10–; (7) 淋
系祖细胞 (multilymphoid progenitors,  MLPs): 
L in –CD34 +CD38 –CD45RA +CD90 –CD10 +;  (8 ) 
B-NK祖细胞 (B-NK progenitors, B-NKPs): Lin–

CD34+CD38+CD45RA+CD10+。

1.7   集落形成(Colony forming unit, CFU)实验

在 H4034甲基纤维素培养基中加入 1% P /
S、50 ng/mL人 IL-6、20 ng/mL人Flt3-L, 充分涡

匀, 静置排出气泡, 分装并冻存于–20 °C冰箱。实

验前将其置于4 °C融化。分别分选3例健康供者骨

髓Lin–CD34+CD59+细胞和3例经典型PNH患者骨髓

Lin–CD34+CD59–细胞, 收集于300 μL的IMDM+10% 
FBS+1% P/S中。将细胞加入3 mL半固体培养基

中(600个/管), 充分涡旋混匀后将细胞接种于24孔
板中, 500 μL/孔, 每例样本做5个复孔, 24孔板外周

用PBS液封。将其放入培养箱37 °C、5% CO2培

养12~14天, 在倒置显微镜下对形成的集落进行计

数。集落种类包括: 红系爆式集落形成单位(burst 
forming unit-erythroid, BFU-E), 红系集落形成单位

(colony forming unit-erythroid, CFU-E), 粒、巨噬细

胞集落形成单位(colony forming unit-granulocyte, 
macrophage, CFU-GM), 粒、红、巨噬、巨核细胞

细胞集落形成单位 (CFU-granulocyte, erythrocyte, 
macrophage, megakaryocyte, CFU-GEMM)。其中红

系克隆按大小分为三类: CFU-E、小BFU-E(small 
BFU-E, 直径<500 μm)、大BFU-E(large BFU-E, 直径

>500 μm)。髓系克隆按单个克隆中的细胞数分为三

类: 小CFU-GM(small CFU-GM, 20~50个细胞)、中

等CFU-GM(medium CFU-GM, 50~200个细胞 )、大

CFU-GM(large CFU-GM, >200个细胞)。
1.8   数据分析

采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计学分析

和作图。流式细胞数据分析采用FlowJo v10.0。实

验数据以均值±标准差表示, 两组间数据比较采用t
检验, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   cPNH患者外周血改变

收集 18位健康对照 (Ctrl)和 21位经典型 PNH
患者 (cPNH)的血常规数据 ,  并进行统计。健康

对照组的白细胞数为 (5.90±0.30)×109/L, 患者组为

(4.65±0.47)×109/L, 患者组较对照组明显降低(图1A, 
P<0.05)。健康对照组红细胞数为(5.03±0.10)×1012/L, 
患者组为(2.85±0.19)×1012/L, 患者组较对照组明

显降低(图1B, P<0.000 1), 且其均值低于临床参

考值 (3.5~5.5)×1012/L。健康对照组血红蛋白为

(151.89±2.86) g/L, 患者组为(85.17±4.07) g/L, 患者

组较对照组明显降低(图1C, P<0.000 1), 且其低于临

床参考值110~160 g/L。
将4例健康对照和12例cPNH患者外周血流式

结果纳入统计。流式检测结果显示, 健康对照组

A: 白细胞数目; B: 红细胞数目; C: 血红蛋白数目。*P<0.05, ****P<0.000 1, 经典型PNH(cPNH)与健康对照组(Ctrl)相比。Ctrl: n=18; cPNH: n=21。
A: WBC (white blood cell) count; B: RBC (red blood cell) count; C: Hb (hemoglobin) count. *P<0.05, ****P<0.000 1 cPNH vs Ctrl group. Ctrl: 
n=18; cPNH: n=21.

图1   经典型PNH血常规参数分析

Fig.1   Parametric statistics of complete blood count of cPNH
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中性粒细胞和单核细胞中FLAER+群比例为100%, 
即未检测到PNH克隆(图2A); 患者组中性粒细胞和

单核细胞FLAER–群比例均在97%以上, 即绝大多数

细胞为PNH克隆(图2B)。对血细胞流式分群结果分

析, 相较于健康对照组, cPNH患者外周血细胞中, B
细胞比例明显降低 [图2C, cPNH(1.44%±0.20%) vs 
Ctrl(3.72%±0.68%), P<0.01], T细胞比例两者无明显

差异。cPNH患者髓系细胞比例略有减少, 其中单核

细胞的比例明显升高[图2C, cPNH(9.83%±1.83%) vs 
Ctrl(4.27%±0.61%), P<0.01]; 中性粒细胞比例降低; 
有核红细胞比例无明显差异。相较于健康对照, cPNH
患者T细胞、B细胞和NK细胞数均明显减少[图2D, T细

胞: cPNH(0.79±0.10)×109/L vs Ctrl(1.28±0.10)×109/L, P<0.05; 
B细胞 : cPNH(0.07±0.02)×109/L vs Ctrl(0.21±0.03)× 
109/L, P<0.001; NK细胞 : cPNH(0.09±0.02)×109/L vs Ctrl 
(0.33±0.11)×109/L, P<0.01]。髓系细胞(My)数无明显差异。

2.2   cPNH患者骨髓中血细胞改变

流式分析骨髓中各类血细胞的比例 (图 3A和

图 3B), 结果显示 , 与健康对照组相比 , cPNH患者

髓系细胞中单核细胞比例明显高于对照组 [图 3C, 
cPNH(11.3%±2.1%) vs Ctrl(3.7%±0.7%), P<0.05]。中性

粒细胞、有核红细胞以及淋系细胞比例变化无差异。

2.3   cPNH患者骨髓造血干祖细胞改变

根据细胞表面标记, 我们将骨髓中的造血干

A、B: 健康对照组(Ctrl)和经典型PNH(cPNH)外周血(PB)中血细胞流式代表图; C: 外周血各类成熟细胞比例; D: 每毫升外周血中各类成熟细胞

数。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 经典型PNH与健康对照组相比。Ctrl: n=4; cPNH: n=12。
A,B: representative flow plots for blood cells from PB from a Ctrl and a cPNH case;C: the proportion of blood cells in PB; D: blood cell counts in per 
milliliter of PB. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 cPNH vs Ctrl group. Ctrl: n=4; cPNH: n=12.

图2   外周血中成熟血细胞分类及PNH克隆统计

Fig.2   Statistics of mature cells and PNH clones in PB
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祖细胞 (Lin–CD34+)分为八类 (图4A和图4B)。流式

检测结果显示, 健康对照组骨髓中的八类造血干

祖细胞均为CD59+的细胞, 即不存在PNH克隆; 而
cPNH患者组中八类造血干祖细胞CD59–的细胞

比例为98.5%以上, 即绝大部分均为PNH异常克

隆 (图 4C)。流式分析 cPNH患者骨髓中八类造血

干祖细胞的比例, 结果显示, 与健康对照组相比, 
cPNH患者骨髓中Lin–CD34+CD38–细胞比例下降

[cPNH(0.07%±0.01%) vs Ctrl(0.59%±0.11%), P<0.05]; 
HSCs+MPPs细胞比例显著降低[cPNH(0.03%±0.01%) 
vs Ctrl(0.40%±0.08%),  P<0.05]。骨髓各类祖细胞

中, cPNH患者B-NKPs和MLPs的降低幅度最大, [B-
NKPs: cPNH(0.006%±0.020%) vs Ctrl(0.207%±0.065%), 

P < 0 . 0 5 ;  M L P s :  c P N H ( 0 . 0 0 2 % ± 0 . 0 0 1 % )  v s 
Ctrl(0.047%±0.019%), P<0.05]; LMPPs、CMPs、
GMPs和MEPs均降低(图4D)。以上结果提示, 在
cPNH患者中HSPCs比例明显减少, 以淋系B-NKPs和
MLPs受损最为严重。同时, CMPs、GMPs和MEPs
在CD34+的HSPCs中的比例和对照组无差异, 提示

cPNH患者的HSCs向CMPs、GMPs和MEPs分化无

影响 , 而B-NKPs在CD34+的HSPCs中的比例明显

下降 [cPNH(3.18%±0.85%) vs Ctrl(10.65%±2.14%),  
P<0.05], 说明HSCs向B-NKPs分化受阻(图4E)。
2.4   cPNH患者HSPCs体外集落形成能力

对健康对照组 HSPCs(Lin–CD34+CD59+) 和
cPNH患者的HSPCs(Lin–CD34+CD59–)进行CFU实

A、B: 健康对照组(Ctrl)和经典型PNH(cPNH)骨髓(BM)中分化细胞流式代表图; C: 骨髓各类血细胞比例。*P<0.05, 经典型PNH与健康对照组

相比。Ctrl: n=3; cPNH: n=4。
A,B: representative flow plots for blood cells from BM from a Ctrl and a cPNH case; C: the proportion of blood cells in BM. *P<0.05 cPNH vs Ctrl 
group. Ctrl: n=3; cPNH: n=4.

图3   骨髓中各血细胞分类及PNH克隆统计

Fig.3   Statistics of blood cells and PNH clones in BM
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验检测 (图 5A), 结果显示 , cPNH患者HSPCs体外

集落形成能力明显高于健康对照组[图5B和图5C, 
cPNH(44%±2.54%) vs Ctrl(34.11%±2.59%); P<0.05]。

其中, 两组在CFU-GM和CFU-GEMM数量无明显

差异; 但患者祖细胞形成红系克隆的数量较对照

组明显增多 [图 5C和图 5D, cPNH(17.44%±2.07%) 

A、B: 健康对照组(Ctrl)和经典型PNH(cPNH)骨髓(BM)中HSPCs流式代表图; C: 在健康对照(左)、FMO对照(中)、经典型PNH(右)三组中, 
CD34+ HSPCs细胞PNH克隆的流式代表图, 比例为CD34+细胞中CD59+或CD59–细胞的含量; D: 骨髓各造血干祖细胞亚群占单个核细胞(MNCs)
的比例; E: 骨髓各HSPCs亚群占CD34+HSPCs细胞的比例。*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1, 经典型PNH与健康对照组相比。Ctrl: n=12; 
cPNH: n=13。
A,B: representative flow plots for HSPCs from BM from a Ctrl and a cPNH case; C: representative flow plots for PNH clones in CD34+ HSPCs from a Ctrl 
(left), a FMO-Ctrl (center) and a cPNH (right) case; and the percentage of CD59+ or CD59– population in CD34+ compartment is shown; D: the proportion 
of HSPC subgroups in MNCs from BM; E: the proportion of HSPC subgroups in CD34+ HSPCs from BM. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.000 1 cPNH vs 
Ctrl group. Ctrl: n=12; cPNH: n=13.

图4   骨髓中各干祖细胞亚群及CD34+细胞PNH克隆统计

Fig.4   Statistics of HSPCs and PNH clones in CD34+ HSPCs in BM
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vs Ctrl(10.58%±1.3%); P<0.01]。此外 , 红系克隆

中 , 患者组形成CFU-E和 small BFU-E的数量明显

多于对照组 [图5D, CFU-E: cPNH(4.3%±0.58%) vs 
Ctrl(2.53%±0.57%), P<0.05; small BFU-E: cPNH 
(8.28±1.33%) vs Ctrl (4.27%±0.6%), P<0.01]。而在

粒、巨噬细胞集落形成单位中, 患者组产生了更多

的Large CFU-GM克隆[图5E, cPNH (20.5%±1.2%) vs 
Ctrl (14.91%±0.98%), P<0.01]。

3   讨论
PNH是一种罕见的获得性HSCs克隆性疾病。

致使HSCs发生病变的确切原因尚不清楚。致病因

素可能有化学、放射线或病毒感染等。HSCs致病

染色体发生突变, 产生异常干细胞株, 其增殖、分化

生成的红细胞、粒细胞和淋巴细胞等都有共同缺

陷。以往的研究主要通过检测患者外周血红细胞和

粒细胞的CD59和FLAER的表达情况来判断PNH克

隆的大小, 对患者外周血、骨髓中各类血细胞以及

HSPCs的检测尚未有报道。本研究通过流式细胞术、

体外集落形成实验等方法检测和比较cPNH患者与

健康对照组外周血以及骨髓中的血细胞和造血干祖

细胞的数量及功能差异, 研究PNH异常克隆生物学

特征。

在外周血细胞中cPNH患者T细胞、B细胞和

NK细胞数量明显减少, 髓系细胞数无明显改变。骨

髓各类血细胞中, cPNH患者单核细胞比例明显高于

对照组, 中性粒细胞、有核红细胞以及淋系细胞比

例无明显改变。骨髓HSPCs的流式结果显示, cPNH
患者HSPCs几乎全部为CD59‒的PNH异常克隆, 其异

常克隆的比例与在外周血和骨髓中成熟粒、单核细

胞检测的比例一致。cPNH患者HSPCs细胞比例明

显减少, 提示造血干细胞受损并大量耗竭。而在下

游祖细胞中, 以淋系偏向B-NKPs和MLPs降低最为

明显, 该结果与外周血和骨髓中B、NK细胞数量降

低一致。这提示cPNH患者淋系祖细胞受损最为严

重, 淋系细胞出现大量缺失。CMPs、GMPs和MEPs
在CD34+的HSPCs中的比例与对照组无差异, 提示

cPNH患者的HSCs向CMPs、GMPs和MEPs分化无

影响; 而B-NKPs在CD34+的HSPCs中的比例明显下

降, 说明HSCs向B-NKPs分化受阻。CFU实验结果

A: 实验流程图; B: CFU代表图; C: Ctrl组HSPCs(Lin–CD34+CD59+)和cPNH组HSPCs(Lin–CD34+CD59–)体外集落形成统计; D: E系集落统计; E: 
GM系集落统计。*P<0.05, **P<0.01, 经典型PNH与健康对照组相比。

A: experimental flow diagram; B: representative photos of CFU; C: statistics of colony forming ability of HSPCs (Lin–CD34+CD59–) from the Ctrl 
group and HSPCs (Lin–CD34+CD59–) from the cPNH group; D: statistics of E cololnies; E: statistics of GM colonies. *P<0.05, **P<0.01 cPNH vs Ctrl 
group. 

图5   经典型PNH和对照组CD34+ HSPCs的CFU实验

Fig.5   CFU assays for CD34+ HSPCs from the cPNH and Ctrl group
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提示, cPNH患者HSPCs形成髓系克隆的能力与健康

对照组无差异; 而在红系克隆中, cPNH患者形成的

偏小的红系克隆明显增多, 该结果提示, cPNH患者

HSPCs可以形成髓系和红系克隆, 且出现红系克隆

代偿性增多。

此前在PIGA基因突变的小鼠或恒河猴的动物

模型中发现, GPI-细胞与正常细胞相比, 不具有克隆

扩增的优势[28-30], 且单纯的PIGA基因的突变并不足

以导致小鼠溶血[31]和PNH发病。而近年来的一些研

究发现, 基因突变累积、免疫机制、抗凋亡机制、

基因的异常表达以及微环境改变均可在其中发挥

重要作用[4]。我们的研究结果提示, cPNH患者异常

克隆中HSPCs大量耗竭, 向B-NKPs分化受阻, 骨髓

HSPCs检测对解析PNH克隆特征具有重要意义。
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