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流式细胞术在噬血细胞综合征诊断中的应用进展

杨雨宇，杨金荣  综述   曾云，武坤  审校

(昆明医科大学第一附属医院血液科，云南省血液病研究中心, 昆明 650032)

[摘　要]	 噬血细胞性淋巴组织细胞增多症(Hemophagocytic lymphohistiocytosis，HLH)是一种以免疫系统过

度激活，导致炎性细胞因子分泌过多为特征的综合征。患者通常表现为高热、细胞减少、高铁蛋

白血症和肝脾肿大。其疾病过程从轻度到致命的多器官衰竭不等，该病进展迅速，且容易误诊，

病死率高。对该疾病的早期认识和及时诊治有助于预防致命的后果。现行的HLH诊治中国专家共

识中，对于最后2个标准[即sIL -2受体和自然杀伤(natural kil ler，NK)细胞活性]的测定，流式细胞

术发挥着重要作用。近年来，利用流式细胞术检测潜在生物标志物为H LH的诊断开辟了新的途

径。本综述将围绕流式细胞术在其中的应用展开对该疾病的一些思考。
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Abstract Hemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) is a syndrome characterized by excessive secretion of inflammatory 

cytokines due to excessive activation of the immune system. Patients usually present hyperpyrexia, cell loss, 

methemoglobinemia and hepatosplenomegaly. The course of the disease ranges from mild to fatal multiple organ 

failure. With high mortality, the disease progresses rapidly and is easily misdiagnosed. Early recognition and 

timely diagnosis and treatment of the disease are helpful to prevent fatal consequences. In the current consensus of 

Chinese experts on HLH diagnosis and treatment, flow cytometry plays an important role in the determination of 

the last two criteria [sIL-2 receptor and natural killer (NK) cell activity]. In recent years, the detection of potential 

biomarkers by flow cytometry has opened up a new way for the diagnosis of HLH. This review will focus on the 

application of flow cytometry to the disease.
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噬血细胞性淋巴组织细胞增多症是一种危及

生命的疾病，其特征是细胞毒性 T 淋巴细胞、自

然杀伤(natural kil ler，NK)细胞和巨噬细胞的无节

制激活，导致多器官系统的高细胞因子血症和免

疫损伤。它在儿童和成人中都可见，急性起病，

Mehta等 [1]报告了原发性HLH患者中发热(91%)，

肝脏肿大(90~95%)，脾大(84%)；相对少见的皮疹

(43%)、淋巴结病(42%)和神经系统症状(47%)。

诊断标准组织细胞学会(F H L)于1 9 9 1年发表

了 第 一 份 H L H 诊 断 指 南 ， 国 际 组 织 细 胞 学 会 于

2004年更新和扩展了诊断标准，即HLH-2004 [2]，

符合以下两条标准中任何一条时可以诊断H LH。

1)分子诊断符合HLH：在目前已知的HLH相关致

病基因，如P R F l、U N C l 3 D、ST X l l、STX BP2、

Rab27a、LYST、SH2D1A、BIRC4、ITK、AP381、

M A GT l 、 C D 2 7 等发现病理性突变。 2 ) 符合以下 
8条指标中的5条：①发热，体温>38.5 ℃，持续>7 d；

②脾大；③血细胞减少(累及外周血两系或三系)，

血 红 蛋 白 < 9 0  g / L ， 血 小 板 < 1 0 0 × 1 0 9／ L ， 中 性

粒细胞< 1 . 0 × 1 0 9/ L且非骨髓造血功能减低所致； 
④ 高 三 酰 甘 油 血 症 和 / 或 低 纤 维 蛋 白 原 血 症 ， 三

酰甘油>3 mmol/L或高于同年龄的3个标准差，纤

维蛋白原< 1 . 5  g／L或低于同年龄的3个标准差； 
⑤ 在 骨 髓 、 脾 脏 、 肝 脏 或 淋 巴 结 里 找 到 噬 血 细

胞 ； ⑥ 血 清 铁 蛋 白 升 高 ， 铁 蛋 白 I > 5 0 0  μ g / L ；

⑦NK细胞活性降低或缺如；⑧sIL -2R(可溶性白细

胞介素-2受体)升高。

这些诊断标准突出了及早通过流式细胞术完

善 s I L - 2 R 及 N K 细 胞 活 性 的 检 测 ， 有 助 于 临 床 诊

断。此外，积极寻找更多有意义的生物标志物，

以便更快速、准确地进行诊断及判断预后，也在

当前HLH的诊疗中显得尤为重要。

1  关于流式细胞术的概述及其在诊断中的
优势

流式细胞术是一种对溶液中单个细胞进行快

速多参数分析的技术。免疫分型流式细胞术是最

常 用 的 免 疫 分 型 方 法 , 该 技 术 应 用 利 用 流 式 细 胞

术的独特能力，同时分析多种参数的免疫细胞混

合群。

细 胞 因 子 检 测 的 传 统 方 法 是 采 用 酶 联 免 疫

吸附试验(enz y me- l inked immunosor bent  assay，

ELISA)技术，但采用该技术进行临床标本检测，

一般要收集一定量的标本后再统一进行处理，并

不适合于某些临床急症的快速诊断。而依赖于流

式细胞术的流式细胞微球阵列术(C B A )是对血清

等各类体液中可溶性蛋白进行定量的快捷精确方

法，相比 E L I S A 而言，具有快速准确、检测范围

广、所需样本量少等优点，因此CBA技术的开展更

有利于HLH等各类临床急症的快速诊断。

N K细胞活性降低或缺失是H L H- 2 0 0 4诊断标

准之一。 51Cr释放试验 [3-8]自1968年以来一直是评

价NK细胞体外活性的一种方法，也被认为是标准

方法。然而，它存在许多技术缺陷，如靶细胞自

发击穿 5 1C r ，可能影响分析灵敏度和放射性废物

的产生由于放射性污染和高昂的成本，在临床应

用中并不广泛。作为替代方法，虽然乳酸脱氢酶

(lactate dehydrogenase，LDH)释放试验[9-10]和MTT
比色试验 [10]易于处理且无辐射，但其使用受到数

据不准确和不稳定性的限制。而流式细胞术开发

了多种NK细胞毒性检测方法，多个荧光染料或抗

体用于标记效应细胞或靶细胞，以便流式细胞术

量化 [11]。此外，增强型绿色荧光蛋白(EGFP)K562
细胞已经被建立为“现成的”靶细胞[12-13]，这节省

了细胞染色的时间。目前，多个研究正提出改良

的流式细胞术方法，使得在常规实验室条件下可

快速、简便地进行诊断。

2  流式细胞术检测 sIL-2R 对 HLH 的诊疗
价值

可 溶 性 白 细 胞 介 素 - 2 受 体 ( s I L - 2 R ) 是 一 种

40~45 kD的截短蛋白，维持着与IL -2结合的能力，

一旦T细胞被激活，它就从55 kD的IL -2Rα蛋白中

分离出来。因此，它是T细胞激活的替代标志物。

sI L - 2 R被认为是H L H的重要诊断指标和疾病

标志物。sIL -2R水平的显著升高似乎对HLH具有相

对特异性，在非H LH的疾病中很少见到其增高。

HLH-2004标准中截止值为2 400 U/mL，没有关于

如何确定截止值以及与此截止值相关的敏感性和

特异性的文献。成人HLH患者sIL-2受体水平高：临

界值2 400 U/mL的患者占79%，临界值10 000 U/mL
的患者占37%。

s I L - 2 R 是 反 映 H L H 活 动 性 及 其 对 治 疗 是 否

有效的一个敏感指标。在治疗开始前s I L - 2 R的水

平 对 疾 病 的 反 应 更 加 可 靠 ， 同 时 能 反 映 治 疗 的

效果。一个由 9 名儿童 H L H 患者组成的病例系列

描述了治疗前血清s I L - 2 R水平显著升高( 2 3  6 0 0 ~ 
7 5  2 0 0  U / m L ) ， 中 期 治 疗 后 降 低 ， 达 到 临 床 缓

解 的 患 者 几 乎 降 到 正 常 范 围 内 [ 1 4 ] 。 最 近 对 多

个 研 究 的 成 人 H L H 数 据 进 行 了 回 顾 ， 报 告 7 9 % 
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(95/120患者)的sIL-2R≥2 400 U/mL，38%(45/120)
的sIL-2R>10 000 U/mL[15]。

在 最 初 的 H L H - 2 0 0 4 文 章 中 ， s I L - 2 R 截 止 
值 ≥ 2  4 0 0  u / m L 时 的 灵 敏 度 为 9 3 % [ 1 6 ]。 一 项 对 
27名年龄<18岁的患者进行的研究表明，在幼年特

发性关节炎( Juvenile idiopathic arthritis，JIA)的背

景下，sIL -2R≥2 400 U/mL对诊断HLH的敏感性为

89%[17]。对sIL -2R水平的连续监测除了作为治疗反

应的标志外，还可能具有治疗意义。治疗H LH时

sIL -2R升高的特异性值得进一步研究，因为HLH的

许多特征因治疗干预而恶化(如细胞毒性治疗和引

起细胞减少或肝炎的抗菌药物，输血导致血液吞

噬和高铁蛋白血症)，sIL -2R可能对这些影响不太

敏感，在治疗过程中作为疾病活动性的标志物可

能更有价值。

此 外 ， 相 对 较 高 的 s I L - 2 R / 铁 蛋 白 比 值

有 助 于 淋 巴 瘤 相 关 H L H ( l y m p h o i d - a s s o c i a t e d 
h e m o p h a g o c y t i c  s y n d r o m e ， L A H S ) 与 良 性

H L H (H L H的非恶性病因)的鉴别 [ 1 8 ]。在对1 1 0名

日本患者的回顾中，Morrell等[19]比较L AHS(n=57)
和良性疾病相关H L H患者( n = 5 3 )，发现L A H S中

的 s I L - 2 R ( U / m L) / 铁蛋白 (n g / m L) 比值为 8 . 5 6 ，

而良性 H L H 中为 0 . 6 6 。另有 3 1 例 L A H S 患者的血

清 s I L - 2 r ( p g / m L) /铁蛋白(n g / m L)比值明显高于 
39例其他类型HPS患者 [20]。一项研究 [21]表明：铁

蛋白(ng/mL)/sIL -2R(U/mL)比值≥3(即sIL -2R/铁

蛋白≤0 . 3 3 )有助于区分婴儿因CI D / SCI D引起的

HLH与其他形式的HLH。这再次强调了sIL -2R测

定在HLH的诊断和治疗中的许多潜在应用。

3  流式细胞术检测 NK 细胞活性对 HLH 的
诊疗价值

N K 细 胞 是 一 种 细 胞 毒 性 淋 巴 细 胞 ， 在 感 染

或转化的细胞上缺乏一类主要组织相容性复合物

(major histocompatibility complex，MHC)或人类白

细胞抗原(human leukoc y te antigen，HL A)分子的

检测会触发NK细胞的细胞毒性。肿瘤和病毒感染

细胞通常下调这些抗原以逃避T细胞介导的免疫，

从而成为N K细胞的主要靶点 [ 2 1 - 2 3 ]。N K细胞功能

的评估主要分为脱颗粒或细胞毒性试验。然而，

脱颗粒试验，如流式细胞术检测脱颗粒相关标记

CD107a，仅指示NK细胞活化，而不指示其最终功

能，即直接杀死靶细胞 [22]。体外试验表明，细胞

毒功能较严重缺乏的患者往往发病较早，临床病

程较严重 [23]。长期且不可恢复的NK细胞活性低的

HLH患者应高度怀疑为原发性HLH。

N K 细 胞 活 性 低 或 缺 失 是 H L H 诊 断 的 一 个 标

准。NK细胞表面CD107a的脱颗粒与其功能息息相

关，故CD107a的脱颗粒检测可代表其功能，当这

一检测值低于5%时，对H LH的诊断具有96%的敏

感性和88%的特异性[24]。

此外， N K 细胞毒性水平，与N K 细胞百分比

和NK细胞计数相关。有研究报告了使用分离的NK
细胞毒性结果 [25]。然而，使用外周血单个核细胞

(PBMNC)的NK细胞毒性也可以提供自然环境，与

使用分离NK细胞的试验相比，类似于体内环境。

在临床实验室环境下，使用PBMNC比使用NK细胞

更方便，能提供更多的信息 [26]。先前的一项研究

表明，NKA-I FNγ与血液系统恶性肿瘤患者的NK
细胞计数无关[27]。我们可以得出结论：NKA-IFNγ

水平的降低反映了NK细胞自身功能的下降，而不

是NK细胞计数的数值变化。Gao等 [28]发现继发性

HLH患者增加抑制性NKG2A受体的表达和激活性

NKG2D表达的降低。NK细胞受体的变化及其与受

体的相互作用可削弱NK细胞对致病性T细胞的杀

伤能力。因此，过度活化的T细胞继续激活巨噬细

胞并导致细胞因子风暴[28]。

NK细胞毒性和NKA-I FNγ可能都有助于H LH
的诊断。与NK细胞毒性相比，NKA-IFNγ对HLH
的 预 测 能 力 相 似 ， 与 N K 细 胞 毒 性 有 很 高 的 一 致

性，大群体NK细胞功能检测及NKA-IFNγ的预后价

值尚需进一步验证研究。

4  流式细胞术检测HLH相关细胞因子谱对
HLH 的诊疗价值

H L H发病与免疫调节异常有密切关系。T h 1
和Th2细胞具有不同的细胞因子谱。Th1细胞分泌

IL -2、IL -12、IFN-γ和TNF-α，Th2细胞分泌IL -4、

IL -5、IL -6、IL -9、IL -10和IL -13。当Thl细胞过度

活化，Thl与Th2细胞的比例失衡，大量的细胞因

子如CSF、IL -10、IL -6、IFN-γ，它们可以进一步

激活机体的免疫系统，分泌更多的细胞因子，所

以有“细胞因子风暴”之说。

李 彦 格 等 [ 2 9 ]研 究 了 3 2 例 H L H 患 儿 血 清 中 白

介素I L -2、I L -6、I L -8、TNF-a、I FN-γ的水平，

IL -2、IL -8和IFN-γ的水平均明显升高，且IL -6和

T N F - a  的 水 平 均 明 显 升 高 。 徐 晓 军 等 [ 3 0 ]检 测 了 
5 0例H L H患儿血清的Th l / Th 2细胞因子水平，包

括IL -2、IL -4、IL -6、IL -10、TNF和IFN-γ共6种。

并以250例健康儿童作为健康对照及以235例脓毒
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症患儿作为感染对照。5 0例患儿缓解后各细胞因

子的水平较急性期明显下降。其中I F N- γ、 I L - 1 0
和 I L - 6的急性期水平均明显高于缓解期和健康对

照组。而脓毒症组I L - 6水平明显高于H L H组，但

I FN-γ和I L -10却显著低于H LH患儿。据此作者认

为 I F N - γ和 I L - 1 0的明显升高以及 I L - 6的中度升高

是H LH早期有特异性和敏感性的诊断细胞因子指

标。王宇等[31]在其研究的HLH患者中急性期IFN-γ

和IL -10水平均升高。并检测了临床治疗有效的患

者在治疗2周后的上述细胞因子水平，发现IFNγ和

IL -10水平在治疗后明显降低，提示监测这些血清

细胞因子可能有助于判断H LH的疾病活动性。胡

迎等 [32]发现在18例HLH患者的IL -6、TNF和IFN-γ

水平明显升高，得出其有诊断参考意义。

据此可知， I L - 6、 I L - 1 0和 I F N - γ具有较高的

敏感性和特异性。尽管H LH的特点是炎症过度，

但它不同于细菌感染，如败血症。因此， I L - 6、

IL -10和IFN-γ是排除脓毒症的有用指标。高IL -6水

平和低IFN-γ浓度提示细菌感染[33]。

在大量文献中，不难发现H LH患者呈现出一

种特定的细胞因子特征，即IFN-γ和IL -10水平高度

升高，IL -6水平中度升高。我们可利用流式细胞术

描述患者HLH的这种特异性细胞因子谱 ,这将有助

于HLH的早期诊断和与其他疾病的鉴别。

有研究 [3 4 ]报道诊断轻重的关键点是细胞因子

释放量的多少，特别是IL -10、IFNγ等，因此，通

过流式细胞术快速测定I L - 1 0、I F N- γ等细胞因子

含量，能迅速了解体内的CD8+T细胞的活化状态。

HLH的严重程度与细胞因子释放的量呈正相关，其

特异性达100%，可作为确诊HLH的直接指标 [35]。

应该如何选择细胞因子组合对提高HPS诊断的准确

性有一定的帮助，有必要对细胞因子组合进行深

入的研究。

5  流式细胞术检测可能有意义的生物标志物
对 HLH 的诊疗价值

目 前 ， 需 要 更 多 的 临 床 研 究 来 研 究 更 多 的

生 物 标 志 物 来 帮 助 H L H 的 诊 断 和 治 疗 。 可 溶 性

CD163(sCD163)已被证明是HLH及相关疾病的潜在

生物标志物 [35]。sCD163是一种噬菌体特异性清道

夫受体和半胼胝体修饰血红蛋白，在导致巨噬细胞

显著活化的疾病中升高，但也可导致恶性肿瘤、自

身免疫和感染。然而，H LH的水平往往比其他疾

病高得多，该标志物可被分析以帮助诊断 [36]。研

究表明尽管成人H LH的可溶性CD163血清浓度的

增加与高炎症反应有关，但它是一个表达在单核

巨噬细胞表面的横跨膜血红蛋白和珠蛋白的清除

剂 [37]。一些学者认为它是HLH及相关疾病的潜在

生物标志物。只是尚未定义其灵敏度、特异性和

预测值。

此外，Tak ada等 [38]在其研究的HLH患者中急

性期IL -18水平均升高，IL -18可能是一个敏感的指

标。Mazodier等 [39]发现在20例HLH患者的IL -18水

平明显升高，但是IL -18的天然抑制物IL -18结合蛋

白，只是轻微升高，导致活化游离IL -18的大量产

生。在Mazodier等 [38]报道的HLH患者中IL -18均升

高，且与NK细胞毒活性和数量呈负相关，提示其

可能引起NK细胞的凋亡。同时，Yasutomi等 [40]的

研究显示：HLH患儿IL -12水平明显高于单纯肺炎

支原体感染组，肺炎支原体感染所致H LH患儿中

IL -12水平明显高于EBV相关的HLH。

越来越多的证据表明sCD163、IL -18、IL -12等

多种细胞因子作为潜在的生物标志物，对更多细

胞因子的研究可能为H LH的诊断和鉴别诊断开辟

新的途径。

6  流式细胞术和二代测序在 HLH 中的应用
比较及未来发展趋势

根据病因，HLH可分为原发性HLH和继发性

HLH，HLH-2004诊断指南中明确指出基因缺陷是

确诊原发性H LH的金标准。为探讨基因突变在噬

血细胞性淋巴组织细胞增多症(H L H)发病机制和

鉴别诊断中的价值，常采用第二代靶向测序技术

对H LH患者进行了与血液相关基因和免疫缺陷基

因的突变分析。

Mo 等 [ 4 1 ]对 3 3 例 H L H 患儿外周血标本进行检

测，共检测出 3 1 7 个与血液系统疾病相关的基因

和 5 6 2 个与免疫缺陷相关的基因。 3 3 例患者共发

现 1 5 9 个与血液系统疾病和免疫缺陷有关的基因

突变，其中 1 2 例患者有 7 个与 H L H 相关的基因突

变(UNC13D、XIAP、LYST、STX11、ITK、PRF1
和 S R G N ) 。 U N C 1 3 D 出现在 6 例患者中，频率最

高。2例(6.1%，2/33)诊断为原发性噬血细胞性淋

巴组织细胞增多症(pHLH)，6例(18.2%，6/33)诊

断为原发性免疫缺陷病(PID)或遗传性血液病，其

余诊断为继发性噬血细胞性淋巴组织细胞增多症

(sHLH)。有必要检测血液和免疫缺陷基因，以排

除儿童pHLH、PID或与HLH相关的遗传性血液病

的可能性。

目 前 ， 对 于 疑 似 H L H 的 患 者 可 通 过 基 因 测
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序完善目前已知的H LH缺陷基因筛查从而进行鉴

别，而较传统的Sanger测序，二代测序技术对鉴定

和拓展新的致病基因突变凸显绝对优势。但其存

在所需花费时间较长，以及相对昂贵的费用等缺

点，而H LH病情进展迅猛，临床治疗时机不可延

误，因此正确筛选需要进行基因检测的患者对合

理分配医疗资源、在提高诊断水平的同时节省医

疗费用具有重要意义。而流式细胞术的时效性明

显优于基因检测，国际上已将其作为快速筛查原

发性H LH的有效手段。但流式细胞术不能完全替

代二代测序，一旦免疫学指标提示H LH患者存在

遗传基础，分子鉴定需进一步进行。

H L H 病 情 发 展 迅 速 ， 而 流 式 细 胞 术 和 二 代

测 序 的 同 时 应 用 ， 可 提 高 原 发 性 H L H 诊 断 的

时 效 性 及 准 确 性 。 我 们 相 信 在 未 来 的 临 床 实 践

中 ， 两 者 的 结 合 应 用 势 必 成 为 诊 疗 H L H 不 可 或

缺的必要手段。

7  结语

目前的研究表明：流式细胞仪具有简单、无

创且经济的前景，但在H LH诊疗的应用中存在不

广泛性；sIL -2R在诊疗中潜在应用有待挖掘；NK
细胞活性具有诊断指导意义的具体数值量化；目

前能够确诊H LH的标志物很少，且存在特异性不

高的问题，因此寻找新的标志物对于H LH的疾病

监测及提示预后并指导治疗方面具有重大意义。

流式细胞术如何与二代测序密切结合等问题仍需

进一步研究。因此，提高对H LH的认识将有助于

验证和发展新的、更具体的、更迅速获得的诊断

标准，寻找特异性强的诊断方法，以进一步提高

患者的检出率和生存率。
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