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CD13表达及其与FLT3-ITD、NPM1突变 

在急性髓系自血病中的研究 
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【摘 要】目的：探讨72例急性髓系白血病(acute myelogenous leukemia，AML)患者 CD13表达及其与FLT3一ITD、NPM1突变同 

步检测的临床意义，并分析FLT3一ITD、NPM1突变的关系及其与 CD13表达水平的相关性。方法：收集72例 AML患者病例资 

料．采用流式细胞仪检测72例AML患者 CD13表达。PCR及Sanger测序法检测FLT3一ITD、NPM1突变。结果：72例AML患者 

中68例CD13表达阳性(68／72，94．44％)，经诱导化疗，44例获得完全缓解(44／68，64．71％)。CD13 与CD13一患者相比， 2==2．118， 

P=0．148，完全缓解率差异无统计学意义(P>O．05)。68例 CD13+的AML患者中，FLT3一ITD PM1+双突变患者白细胞计数明显高 

于其余3组，差异均有统计学意义(P=-0．000、P=-O．010、P=0．000)，而完全缓解率明显低于FLT3一ITD-／NPM1 与FLT3一ITD-／NPM1一 

组，差异有统计学意义( =8．400，P=0．000； =8．880，P=O．000)。FLT3一ITD+／NPM1一患者中位生存期仅为24个月，较 FLT3一ITD-／ 

NPM1+与 FLT3一ITD-／NPM1一患者，生存期更短。FLT3一ITD-／NPM1+患者的平均年龄、白细胞计数及血红蛋白均高于FLT3一ITD+／ 

NPM1一患者(P=O．030；P=O．000；P=0．040)，白细胞计数及血红蛋白均高于FLT3一ITD-／NPM1一患者(P=O．020；P=0．00)，完全缓解为 

85．71％，明显高于 FLT3一ITD+／NPM1+和FLT3一ITD+／NPM1一患者( =8．40，P=O．000； =13．45，P=O．000)，中位生存期为 41个月 

(95％CI=34．4～47．6个月)，较FLT3一ITD~／NPM1+和FLT3一ITD+／NPM1一患者生存期长，提示 NPM1突变患者预后良好。结论：68例 

CD13+患者中，FLT3一ITD+／NPM1+双突变患者具有高白细胞数和低 CR率；FLT3一ITD+／NPM1一患者生存期短；FLT3一ITD-／NPM1 患 

者诱导缓解率高，FLT3一ITD PMl_较低。对于AML患者，提示可以同时分析CD13表达及 FLT3一ITD和NPM1突变的情况，为 

AML的相关治疗提供一个更好的思路。 
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【Abstrat]Objective：To explore the clinical implications of CD13 expression level and the mutation of FLT3一ITD and NPM1 gene in 

72 acute myeloid leukemia(AML)patients．Methods：Clinical features(blood routine and CR rate)of 72 AML patients were collected． 

The CD13 expression level was analyzed by flow cytometry and the mutations of FLT3-ITD and NPM1 were detected by polymerase 

chain reaction(PCR)as well as Sanger sequencing．Results：Totally 68(94．44％)out of 72 AML cases had CD13 expression in 

leukemia cells；44(64．71％)out of 72 AML cases had complete remission after induction chemotherapy．No statistical difference was 

found between CD13 and CD13一patients(P>O．05)．Among 68 CD13 AML patients，WBC count was higher in patients with FLT3一 
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ITD PM1 mutations than in other groups．with statistical 

differences(P=0．000：P_=o．OIO；P=O．000)and CR rate was lower 

in patients with FLT3一ITD州 PM1 mutations than in patients 

with FLT3一ITD-／NPM1 and FLT3一ITD—，NPM1一 =8．400，P= 

0．000； 8．88，P=O．ooo)．The median overal1 survival of FLT3一 

ITD+／NPM1一patients was 24 months，shorter than that of FLT3一 
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ITD-／NPM1+and FLT3一ITD-／NPM1一patients．FI —ITD-／NPMl patients was older than FLT3一ITDqNPMl—patients and had higher 

WBC and hemog]lobin count(P=0．030；P：0．000；P=0．040)．FLT3一ITD-／NPMl patients had higher WBC and hemoglobin count 

than FLT3一ITD-／NPMl—patients(P=0．020；P 0．00o)．，I1le CR rate was 85．7l％，apparently higher than those of FLT3一ITD~／NPM1 

and F【IT3一ITD+／NPM1一patients =8．400，P=0．000； =13．450，P=0．000)． I’Ile median overall survival was 41 months，longer than 

those of FLIT3一ITD ，NPMl and FL1 3一ITD+／NPMl-patients．A11 of these presented a favorable prognosis in FLT3一ITD PMl Da_ 

tients．Conclusion：In 68 CD13+patients，F̈ 【13一ITD+／NPM1 patients have higher W BC count and lower CR rate．FLT3一ITDYNPMr 

patients have shorter surviva1．FLT3一ITD-／NPM1 patients have higher remission rate than Fm —ITD ／NPM1一patients．Combining 

detection of CD13 expression and the FIJT—ITD／NPM1 mutations can make strong sense for AML cases． 

【Key words]CD13；FLT3-ITD mutation；NPM1 mutation；acute myelogenous leukemia；prognosis 

急性髓系白血病(acute myelogenous leukemia， 

AML)是造血系统的一种异质性疾病。通过流式细 

胞术(flow cytometry。FCM)对AML的免疫分型，不 

仅可以了解其所属细胞系列及其分化程度，并且可 

以发现某些特殊的抗原表达及亚型，有助于AML治 

疗方案的选择及预后判断。CD13是一种细胞膜糖 

蛋白，又名氨基肽酶 N(Aminopeptidase N)，CD13是 

在不同发育阶段的所有粒细胞上均可表达的分子， 

多见于单核细胞、前体细胞、嗜酸性粒细胞及中性 

粒细胞等。已有文献报道CD13是AML的特异性标 

志【11。在 90％AML的原始细胞表面表达，对 AML的 

诊断具有重要意义。近年来，分子诊断水平的发展 

使我们从基因水平上重新评价AML患者对治疗的 

反应和预后存在的差异性，一些基因突变被证实具 

有重要的预后意义。FLT3样酪氨酸激酶 3(FMS— 

like tyrosine kinase 3．FLT3)近膜结构域内部串联 

复制(internal tandem duplication，ITD)，是酪氨酸激 

酶(RTK)家族的成员。大量的研究成果表明，FLT3 

基因发生突变与急性白血病的发生有密切关系l21， 

突变类型主要包括近膜区 ITD和酪氨酸激酶结构 

域(tyrosin kinase domain，TKD)的突变。FLT3一ITD+ 

的AML通常病情凶险，化疗反应差，缓解率低，早 

期死亡率高[31，是 AML患者中较常见的突变类型。 

FLT3一TKD突变为酪氨酸激酶结构域的激活环(Ac— 

tivation loop)中个别氨基酸的缺失或插入 ，发生于 

约7％的AML患者中。核仁磷酸蛋白(nucleophos— 

min，NPM1)基因突变造成所编码的穿梭蛋白定位 

信号异常，使该蛋白在胞质中异常聚集。引起的下 

游通路改变可能参与白血病形成[41。现对 72例AML 

患者CD13表达及FLT3一ITD、NPM1突变进行同步 

分析，并探讨其临床意义。 

1 资料与方法 

1．1 一般资料 

收集我院血液科 2009年 5月至 2013年 3月期间收治 

的72例AML患者。所有患者均经过骨髓检查、免疫分型、细 

胞遗传学和分子生物学检测确诊，诊断标准参照张之南主编 

《血液病诊断及诊疗标准 。其中男39例，女33例，年龄5～ 

76岁 ，中位年龄 43岁。按 FAB分型，M1 7例，M2 25例，M3 

24例，M4 6例，M5 6例，M6 3例。 

1．2 实验 方法 

1．2．1 FCM分析 取患者肝素抗凝骨髓液约 3—5 rnl。先在 

测试管内加入单克隆抗体组合，再加入 100 wl单细胞悬液， 

充分混匀。室温下避光孵育 20 min，加入 2 ml红细胞裂解液， 

室温下避光 10 min，离心后去上清，PBS液洗涤2次，将标记 

好的细胞溶于 0．5 ml多聚甲醛磷酸盐缓冲液，4℃保存备 

用。采用FACS Calibur流式细胞仪，应用Cell Quest软件，分 

析计算 CD13的阳性率。CD13表达>20％为 CD13 。 

1．2．2 染色体核型分析 所有病例组均在获得知情同意后 

抽取骨髓液5 m1．按常规染色体制备技术及改良的热处理吉 

姆萨R显带技术分析20个以上分裂象细胞核型。核型按“人 

类染色体国际命名体制(ISCN2005)”进行描述。 

1．2．3 DNA制备 取采集的化疗后病例组骨髓液标本 3 

ml，用淋巴细胞分离液分离单个核细胞。采用 QIAamp~DNA 

Blood mini kit试剂盒提取基因组 DNA，一80℃保存备用。 

1．2．4 PCR扩增及结果判定 分别于FLT3基因 14号外显 

子区、NPM1基因 12号外显子区设计引物 ，引物序列见表 1， 

合成及纯化由上海英潍捷基贸易有限公司合成。反应体系： 

DNA模 板 5 Ixl，10×PCR Buffer 2．5 l，25 mmol／L MgC12 

1．5 l，10 mmol／L dNTP 2．5 l，TaqDNA酶 15~l(Takara公司)、 

20 I~mol／L上游与下游引物各 1 Ixl，去离子水补足25 wl。FLT3 

基因反应条件：95℃5 min，95 oC 30 s，56℃30 s，72℃40 S， 

35个循环；72伸7 min。NPM1基因反应条件：95℃5 min． 

95℃30 s，58℃30 S，72 oC 45 s，35个循环；72℃延伸7 min。 

分别取 PCR扩增产物 5 l经 3％琼脂糖凝胶电泳后置于 
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图4 CD13表达阳性AML患者 FLT3一lTD／NPM1突变的临床特征(i"4-S) 

Fig．4 Clinicalfeatures of FL_T3一ITD，NPM1 mutationsinCD13 positiveAML patients(i"4-S) 

2．4 预后分析 

68例 CD13+的 AML患者中各组生存时间比较见图5。7 

例 FLT3一ITD~／NPM1 ，随访期间 1例死亡，明显低于 FLT3一 

ITD-／NPM1 与 FLT3一ITD-／NPMI一组 ，差异有统计学意义( = 

8．400，P=0．000； =8．88，P=0．000)；l8例 FLT3一ITD~／NPMl一， 

随访期间 2例死亡 ，明显低于FLT3一ITD一／NPMI+与FLT3一 

ITD-／NPM1一组，差异有统计学意义 (x~=13．450，P=0．000； = 

14．160，P=0．000)；FLT3一ITD~／NPM1 与 FLT3一ITD~／NPM1一比 

较，差异无统计学意义( =0．000，P=0．970)；21例FLT3一]TD-／ 

NPM1 ，随访期间2例死亡；22例 FLT3一ITD-／NPMl一，随访期 

间 3例死亡。FLT3一ITD PM1与 FLT3一ITD-／NPM1一比较，差 

异无统计学意义( =0．000，P=0．950)。FLT3一ITD ／NPM1 双 

突变患者中位总生存期为23个月(95％CI=12．2 33．8个月)； 

FLT3一ITD~fNPM1一患者中位总生存期为24个月(95％CI=16．3～ 

31．7个月)；FLT3一ITD-／NPMI 患者中位总生存期为 41个月 

(95％CI=34．4～47．6个月)；FLT3一ITD-／NPMl一患者中位总生 

存期为 37个月(95％CI=27．8～46．2个月)。 
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图5 CD1 3表达阳性 FLT3一ITD／NPM1突变 

对患者生存时间的影响 

Fig．5 Effects of CD1 3 FLT3-1TD／NPM1 mutations 

on survival time 

3 讨 论 

AML治疗方案的选择及预后判断与免疫分型 

关系密切。CD13基因有近端和远端两个启动子，定 

位于第 15号染色体长臂25—26区，全长 35 kb。在 

血细胞 ，CD13表达在髓细胞分化发育的各阶段、成 

熟的单核细胞、巨噬细胞、树突状细胞以及急性髓 

细胞白血病细胞、慢性髓细胞白血病急变危象期细 

胞以及少数淋巴细胞白血病细胞。CD13作为最早 

被发现的髓细胞表面标志物，CD13多年来被用于 

白血病或淋巴瘤细胞的定性和分型。提示对髓细胞 

的分化发育有重要的作用。本实验中72例AML患 

者中CD13阳性表达率94．44％，与国内外研究结果 

基本一致【 】。本研究结果 CD13 与 CD13一患者相比 

( 2．118，P=0．148)，完全缓解率差异无统计学意义。 

cDl3 且白细胞计数较CD13-~，差异有统计学意义 

(Z=--2．040，P=0．041)。 

FLT3(Fms—like tyrosine kinase。FMS样的酪氨 

酸激酶 3)属于Ⅲ型酪氨酸激酶受体家族，是存在于 

细胞膜上的原癌基因。FLT3一ITD是 FLT3近膜区的 

突变形式。本实验结果显示，CD13~AML患者FLT3一 

ITD突变率为 36．76％．较国内外报道 FLT3一ITD 突 

变率(19．7％、18．5％)高[8-9]，可能与本研究选取的样 

本量较少有关。FLT3一ITD突变患者诱导缓解率低， 

本实验 68例 CD13+患者检测 出 25例 FLT3一ITD 

突变中，经诱导化疗仅有 7例获得完全缓解，缓解 

率 28．O％，与 FLT3一ITD一的完全缓解率(86．05％)比 

较，差异有统计学意义。FLT3一ITD阳性突变患者与 

突变阴性患者比较，年龄较小，白细胞较高，差异有 

统计学意义。 
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核仁磷酸蛋白(Nucleophosmin，NPM1)，又称 

B23，mumatrin或N038。人 NPM1基因定位于第5 

号染色体长臂，含 12个外显子，全长23 kb。NPM1 

基因突变与原发的AML密切相关 ，大量研究表明 

NPM1突变是 AML预后相对较好的判断指标。本研 

究68例CD13 患者中28例NPM1+，经诱导化疗后 

有20例获得完全缓解，占71．43％，与NPM1一患者相 

比，差异无统计学意义。 

将分选出的68例CD13 的患者进行突变分析， 

发现 FLT3一ITD ／NPM1+双突变有 7例虽例数偏 

少，但本研究发现 FLT3一ITD ／NPM1+患者白细胞 

计数明显高于其余 3组。而完全缓解率明显低于 

FLT3一ITD-／NPM1 与 FLT3一ITD-／NPM1一组。FLT3一 

ITD+／NPM1一患者平均年龄、白细胞计数及血红蛋白 

明显低于FLT3一ITD-／NPM1+患者，完全缓解率明显 

低 于 FLT3一ITD-／NPM1 与 FLT3一ITD-／NPM1一组 。 

FLT3一ITDqNPM1一患者中位总生存期仅为 24个月． 

较 FLT3一ITD-／NPM1 与 FLT3一ITD-／NPM1一患者。生 

存期更短，与文献报道的，FLT3一ITD突变阳性患者 

的临床疗效差，诱导缓解率低、无事件生存率和总 

生存率低 一致。FLT3一ITD-／NPM1+患者的平均年 

龄、白细胞计数及血红蛋白均高于 FLT3一ITD+／NPM1一 

患者 ，白细胞计数及血红蛋 白均高于FLT3一ITD-／ 

NPM1一患者，完全缓解为 85．71％，明显高于FLT3一 

ITD~／NPM1 和FLT3一ITD~／NPM1一患者，中位总生存 

期为 41个月(95％CI=34．4 47．6个月)，较 FLT3一 

ITD+／NPM1 和FLT3一ITD+／NPM1一患者生存期长，提 

示NPM1突变患者预后良好，与报道一致[11】。未检测 

出 FLT3一ITD和 NPM1突变的患者较 FLT3一ITD+／ 

NPM1一患者 ，平均年龄偏高，白细胞较 FLT3一ITD+／ 

NPM1 和FLT3一ITD-／NPM1 患者偏低，血红蛋白较 

FLT3一ITD-／NPM1 患者偏低 ，完全缓解率明显高于 

FLT3一ITD~／NPM1 和 FLT3一ITD ／NPM1一患者 ．中位 

总生存期为 37个月(95％CI=27．8 46．2个月)，较 

FLT3一ITD~／NPM1 和FLT3一ITD~／NPM1一患者生存期 

长 

在今后的研究中有必要进一步开展大样本、高 

质量的研究，为明确 CD13表达及其与FLT3一ITD、 

NPM1突变对AML预后的影响提供可靠证据。 
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