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［摘 要］ 目的：检测共刺激分子B7⁃H3在初诊急性髓系白血病（human acute myeloid leukemia，AML）患者中的表达，探讨其

临床意义。方法：应用流式细胞术（FCM）检测66例初诊AML患者原始幼稚细胞群上B7⁃H3分子膜蛋白的表达，RT⁃PCR技术

检测B7⁃H3 mRNA产物的表达。分析B7⁃H3分子的表达与AML患者发病时年龄、性别、初诊时外周血白细胞计数以及染色体

之间的关系，评估B7⁃H3分子的表达与患者的无进展生存期（progression⁃free survival，PFS）和总体生存期（overall survival，OS）
之间的关系。结果：正常对照组B7⁃H3分子表达阴性。共刺激分子B7⁃H3在 66例初诊AML患者中阳性表达率为 42%（28/
66）。在不同性别、年龄和白细胞分组中，B7⁃H3阳性率表达无统计学差异（P=0.924，0.541，0.310）；预后差染色体变异组的B7⁃
H3分子的阳性表达率明显高于预后好及中等预后组（P＜0.001）。B7⁃H3分子阳性组患者的PFS（7.4个月 vs. 15.2个月）及OS
（9.8个月 vs. 17.8个月）均明显低于阴性组患者（P＜0.05）。此外，在AML⁃M2亚型中，预后差染色体变异组B7⁃H3分子的表达

明显高于预后好及中等预后组（30.05% ± 23.10% vs. 10.08% ± 7.07%，P＜0.001），B7⁃H3与骨髓白血病细胞CD34存在共表达，

并且CD34阳性组的B7⁃H3分子表达明显高于CD34阴性组（20.90% ± 19.70% vs. 9.63% ± 7.21%，P=0.034）。结论：共刺激分子

B7⁃H3的表达对于AML患者的病情进展有一定影响，B7⁃H3分子表达阳性的患者预后更差。B7⁃H3对AML的预后判断和指导

临床治疗具有重要意义。
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［Abstract］ Objective：To analyze the expression of costimulatory molecule B7⁃H3 in patients with acute myeloid leukemia（AML），

and explore the clinical significance of the expression of B7⁃H3. Methods：The expression of B7⁃H3 protein was detected by flow
cytometry（FCM）and the expression of B7⁃H3 mRNA was detected by RT⁃PCR. We analyzed the relationship between the expression
of B7⁃H3 and some clinical factors. We evaluated the progression⁃ free survival（PFS）and overall survival（OS）between the B7⁃H3
positive group and the B7⁃H3 negative group. Results：The results demonstrated that B7⁃H3 was weakly expressed on bone marrow of
AML patients，and RT⁃PCR also detected mRNA of B7⁃H3. No B7⁃H3 positive cells were detected in the normal human bone marrow.
B7⁃H3 was detected in 28 of the 66 cases（42％）. However，among 66 AML cases，no significantly higher frequency of B7⁃H3 positive
cases was found in the male or female group（P=0.924）. Neither was observed between patients who were older than 60 years and those
less than 60 years（P=0.541）. The B7⁃H3 positive expression was of no significant within the higher WBC subset（≥ 30×109/L）（P=
0.310）. There was significant differences between favorable karyotype subset and unfavorable ones（P＜0.001）. There was also
statistical difference in PFS（7.4 mon vs. 15.2 mon）and OS（9.8 mon vs. 17.8 mon）between the B7⁃H3 positive group and B7⁃H3
negative group，respectively（P＜0.05）. Furthermore，in the AML⁃M2 subtype，the expression of B7⁃H3 on the unfavorable karyotype
group（8 cases）was higher than the favorable group（29 cases，30.05% ± 23.10% vs. 10.08% ± 7.07%，P＜0.001）. There was
coexpression between B7⁃H3 and CD34 of blast cells. The expression of B7⁃H3 in the CD34 positive group was higher than that in the
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共刺激信号分子参与了细胞免疫应答的全过

程，决定免疫应答的类型，并对免疫应答过程进行

了精确调控和适时终止免疫反应［1］。B7⁃H3分子是

B7共刺激分子家族的新成员，B7⁃H3 mRNA在人类

组织中广泛表达，B7⁃H3分子能增加CD4+ T细胞及

CD8+ CTL生成并选择性地诱导干扰素（IFN）⁃γ分
泌，也诱导一定数量的肿瘤坏死因子（TNF）⁃α，初步

体现出了一定的抗肿瘤活性［2］。动物实验表明B7⁃
H3分子对某些肿瘤消退有一定作用，但须联合其他

的免疫刺激分子来进行肿瘤免疫治疗，其在肿瘤免

疫中的作用已初露端倪，有待深入研究［3-4］。

急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，AML）
是一类起源于造血干细胞的恶性疾病。由于造血

祖（干）细胞发生了进展性基因受损，这些遗传学的

损害导致了正常造血细胞生长机制的失调控，使白

血病细胞在骨髓和外周血中积聚，最终占据优势，

取代了正常造血［5-6］。白血病细胞表面抗原表达不

同于正常血细胞，常表现为抗原表达的免疫异质

性，其显著特点就是抗原表达异常，而抗原表达的

异常对于白血病的诊断及预后有着重要的影响，并

且特异性的抗原对于白血病的诊断与治疗有着特

殊的意义［7-8］。

我们应用RT⁃PCR及流式细胞术检测了B7⁃H3
分子在 66例初发AML中的表达并分析了B7⁃H3分
子的表达与各临床指标及预后的关系。

1 资料和方法

1.1 资料

2013年 7月—2016年 7月，连续收集了 75例初

诊AML患者的骨髓标本，标本来自于临沂市中心医

院和南京医科大学第一附属医院老年血液科门诊

及住院患者，有完整的病例资料及临床病理资料。

其中急性粒细胞白血病未分化型（M1）6例，急性粒

细胞白血病部分分化型（M2）44例，急性早幼粒细胞

白血病（M3）9 例，急性粒 ⁃单核细胞细胞白血病

（M4）6例，急性单核细胞白血病（M5）7例，红白血病

未分化型（M6）1例，急性微分化髓细胞白血病（M0）
2例；因M3的生物学及治疗特殊性未纳入本次统计

分析，纳入统计分析的AML病例为 66例。其中男

34例，女32例，年龄13~85岁，中位年龄49岁。所有

病例同时做骨髓（M）、白血病免疫分型（I）和染色体

（C）检查；AML按 FAB［9］标准诊断。对照组为 10份

人骨髓标本，均是检查结果正常的受检者。研究经

过临沂市中心医院伦理委员会和南京医科大学第

一附属医院伦理委员会批准，并经患者知情同意。

1.2 方法

1.2.1 骨髓单个核细胞（MNC）分离

取肝素抗凝骨髓 3~5 mL，经PBS稀释后，用Fi⁃
coll淋巴细胞分离液分离MNC，PBS洗涤2次后用于

B7⁃H3检测。

1.2.2 流式细胞术（FCM）检测骨髓标本

取已经分离好的骨髓单个核细胞，或者骨髓标本

经处理后，-80℃深低温保存，速融后做台盼兰实验，

细胞活性大于90%，每份被测标本同时设小鼠 IgG1
同型对照。再行流式检测。其中，细胞表面B7⁃H3表
达大于10%被认定为B7⁃H3阳性病例。

1.2.3 逆转录聚合酶链式反应（RT⁃PCR）法检测患

者骨髓标本的B7⁃H3 mRNA 表达

选择骨髓原、幼细胞大于 90%的标本做分子生

物学检测。用TRIzol抽提白血病标本的总RNA，按

逆转录试剂盒操作流程将mRNA逆转录成 cDNA，

取 1 μL cDNA为模板，PCR上游引物 5′⁃ACAGAC⁃
CACTGTGCAGCCTTATTTC⁃3′，下游引物 5′ ⁃ GGC
AGCAGGCA GGATGACTTA⁃3′。PCR条件为94℃变

性 30 s，62℃退火 35 s，72℃延伸 30 s，35个循环，

72℃延伸10 min。RT⁃PCR产物由1.2%琼脂糖凝胶

电泳分离，EB染色，摄片。

1.3 统计学方法

用SPSS 17.0版软件包进行分析，计量资料用均

数或中位数表示；计数资料用频数和百分率表示，

不同性别、年龄及临床病理指标组间B7⁃H3阳性表

达率的比较采用卡方检验，log⁃rank法评估无进展生

negative group（20.90% ± 19.70% vs. 9.63% ± 7.21%，P=0.034）. Conclusion：The expression of B7⁃H3 in AML has relationship with
the expression of the karyotype. The B7 ⁃ H3 positive patients have the worse prognostic. The research of B7 ⁃ H3 may be a new
prognostic marker and provide insights into the leukemogenesis of acute myeloid leukemia.
［Key words］ costimulatory molecule；B7⁃H3；acute myeloid leukemia；poor prognosis
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存期（progression ⁃ free survival，PFS）和总生存期

（overall survival，OS），并绘制生存曲线。所有统计

学分析在 5%的显著水平进行双侧检验。PFS的计

算是指从达到完全缓解（complete remission CR）或

部分缓解（partial remission PR）的末次化疗第1天到

复发之日。OS的计算是指从诊断之日到死亡之日，

未死亡患者以最后一次随访日作为删失值，末次随

访日在2016年10月30日。

2 结 果

2.1 B7⁃H3分子在AML患者骨髓标本的表达

B7⁃H3分子在不同类型AML患者的骨髓标本

原始幼稚细胞群中均有不同程度的表达（图1）。在

受检的66例AML患者中，28例患者表达阳性，阳性

表达率为42%；10例正常人骨髓标本中单个核细胞

未见B7⁃H3分子阳性表达。

图1 FCM检测AML患者及对照者的B7⁃H3分子阳性表达

Figure 1 B7⁃H3 expression of blasts in AML patients and health donors were analyzed by FCM
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2.2 AML患者骨髓标本B7⁃H3 mRNA的表达

将FCM检测到B7⁃H3分子阳性结果的AML患者

骨髓标本提取RNA，应用RT⁃PCR的方法可以扩增出

129 bp的B7⁃H3 mRNA 特异性条带（图2）。RT⁃PCR
的结果也证实了流式分析的结果：B7⁃H3分子的膜

蛋白在AML患者白血病细胞表面有表达。

2.3 B7⁃H3分子与AML各临床指标的关系

B7⁃H3阳性表达率在不同年龄、性别、外周血白

细胞分组间的差异无统计学意义（P > 0.05）。预后

差染色体变异组B7⁃H3分子的阳性表达率明显高于

预后好及中等预后组（P＜0.001，表1）。
进一步分析AML部分分化型（AML⁃M2）中B7⁃

H3 的表达特点。M2 共有 44 例，占总病例数的

66%，其中 B7⁃H3阳性表达者 19例，占 43.1%。因

AML⁃M2病例数较少，我们只观察了B7⁃H3的表达

与染色体核型及骨髓白血病细胞上免疫分子CD34

表达之间的关系。能检测到染色体的M2共 37例，

其中预后差染色体变异组（8例）的B7⁃H3分子表达

率明显高于预后好及中等预后组（29例）（30.05% ±
23.10% vs. 10.08% ± 7.07%，P＜0.001）。另外，我们

分析了白血病细胞表面上B7⁃H3表达与CD34表达的

关系，发现骨髓白血病细胞表面有CD34与B7⁃H3共
表达现象（图3），CD34阳性组（28例）的B7⁃H3分子表

达率明显高于 CD34 阴性组（16 例）（20.90% ±
19.70% vs. 9.63% ± 7.21%，P=0.034）。
2.4 B7⁃H3分子的表达与患者的生存率

在 66例AML患者中，可随访到 PFS的患者为

43例。B7⁃H3阳性组（27/43例）的 PFS为 7.4个月，

1：M1；2：M2；3：M2；4：M4；5：M5；6：M2；7：M2阴性。

图2 RT⁃PCR检测B7⁃H3分子mRNA
Figure 2 Purified blasts from AML patients were ana⁃

lyzed at the mRNA level by PCR
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表1 B7⁃H3分子的表达与AML患者各个临床指标的关系

Table 1 The relationship of clinical characteristics and B7⁃
H3 expression （n）
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B7⁃H3阴性组（16/43例）的PFS为15.2个月，两组间

有显著差异（χ2=12.453，P < 0.001，图4A）。
在 66例AML患者中，B7⁃H3阳性组（28/66例）

的OS为9.8个月，B7⁃H3分子阴性组（38/66例）的OS
为 17.8个月，两组间有统计学差异（χ2=7.765，P <
0.05，图4B）。

3 讨 论

共刺激分子B7⁃H3 是B7/CD28家族（免疫球蛋

白超家族）的最新成员之一。近两年来，对B7⁃H3分
子在人体肿瘤组织标本中的表达情况有了一些报

道：Crispen 等［10］发现肾细胞癌的透明细胞和脉管系

图3 M2亚型中B7⁃H3分子与骨髓白血病细胞CD34共表达

Figure 3 B7⁃H3 and CD34 coexpression in M2 subtype
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图4 B7⁃H3分子阳性组与阴性组PFS（A）和OS（B）比较

Figure 4 B7⁃H3 expression in relation to progression⁃free survival（A）and overall survival（B）
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统B7⁃H3分子高表达明显增加患者的病死率，同样

在前列腺癌患者B7⁃H3分子高表达者预后也较差。

Lupu等［11］发现：前列腺癌、非小细胞肺癌、卵巢癌、

膀胱上皮细胞癌和成神经细胞瘤的肿瘤细胞上有

B7⁃H3分子的异常表达，并证实B7⁃H3分子的高表

达与肿瘤疾病的进展有关。

我们的研究发现，在AML中，染色体核型预后

差组的B7⁃H3分子阳性表达率明显高于预后好及中

等预后组，这与骨髓染色体异常与急性髓系白血病

预后之间的关系相一致。在急性白血病中染色体

异常导致较差预后。另外，我们比较了B7⁃H3分子

阳性组与B7⁃H3阴性组的 PFS与OS，结果显示B7⁃
H3分子阳性患者的PFS与OS均明显低于B7⁃H3阴
性组，此结论可佐证B7⁃H3分子阳性表达患者的疾

病进展较阴性患者快。B7⁃H3分子阳性表达患者缓

解时间短，生存期短，预后差。这一结论与Crispen
等［10］在人类肾透明细胞癌及Lupu等［11］在结肠癌小鼠

实验等方面的研究结果相一致。我们的病例数较少，

以后将进一步随访并在体内及体外实验中探讨B7⁃
H3及其相关配体的作用机制。

然而，也有学者在人类肿瘤组织与B7⁃H3分子

的研究中得出与上述不同的结果。现有学者认为

B7⁃H3分子是一个正性调控分子，有利于增加细胞

因子的分泌，为细胞免疫应答提供正性信号，起共

刺激作用［12］。Wu等［13］发现胃癌细胞和胃腺瘤细胞

膜和细胞浆中均见B7⁃H3分子阳性表达，B7⁃H3分
子的阳性表达与肿瘤浸润深度、组织类型、胃癌患

者预后相关，生存期大于 5年的胃癌患者B7⁃H3分
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子的表达阳性率（74.5%），显著高于生存期小于2年
的胃癌患者（43.1%）。结果提示B7⁃H3分子在肿瘤

免疫中可能作为一种正性调节因子起作用，B7⁃H3
分子与胃癌的预后具有相关性，由于该研究的样本

量小，B7⁃H3分子是否可作为对胃癌预后的判断和

术后个体化治疗选择的独立指标仍待进一步研究。

最新研究证实B7⁃H3分子在肿瘤的发展及肿瘤

细胞免疫逃逸中发挥一定的作用，并对B7⁃H3分子

在机体免疫调节中的具体作用机制进行了探讨，发

现B7⁃H3在肿瘤中发挥作用可能与机体Treg细胞、

PD⁃1及PD⁃L1等肿瘤抑制因子有一定关系［14］，但其

相关配体及具体作用机制仍不明确。我们前期对

B7⁃H3在部分急性白血病细胞株U937及K562上的

表达及生物学意义进行了研究，发现应用抗体阻断

B7⁃H3后白血病细胞株生长受到抑制［15］，这与本次

研究结果是一致的。本次研究表明，B7⁃H3分子在

部分AML患者白血病细胞上有阳性表达，B7⁃H3分
子阳性患者的PFS及OS明显低于B7⁃H3分子阴性

患者；B7⁃H3分子阳性表达患者疾病进展的危险度

明显大于阴性患者；B7⁃H3分子阳性患者的生存期

短，预后较差。目前尚无B7⁃H3与白血病细胞表面

抗原表达的相关研究。有趣的是我们在M2亚型中

的研究发现：B7⁃H3的表达与CD34表达存在一定相

关性，这为进一步研究B7⁃H3在急性白血病中的作

用机制提供思路，但由于M2亚型病例数较少，我们

将进一步完善相关病例随访及细胞体内外试验，以

求在B7⁃H3作用机制的研究上取得突破。综上，我

们认为共刺激分子B7⁃H3对AML的预后判断和指导

临床治疗具有重要的意义，并且可以预见B7⁃H3可能

成为AML免疫治疗的新靶点，可能为AML免疫治疗

提供更多思路。
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