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要!目的
!

了解急性白血病瘤细胞抗原表达特点#为急性白血病免疫分型诊断提供科学依据+方法
!

利用四色流式细胞

学检验技术#以
2Y.<

"

JJ2

双参数散点图设门法#测定
%/'

例急性白血病患者瘤细胞的抗原表达+结果
!
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例急性白血病中#

8R1P

在
0RG

高表达#在
0GG

无表达+

82Y,'C

和
82Y//

在
X-0GG

高表达#在
0RG

和
H-0GG

无表达+

82Y"

和
8H23

$

%

在
H-

0GG

高表达#在
0RG

和
X-0GG

无表达+

2Y".

是急性白血病瘤细胞低分化阶段的判断指标+

2Y!.

和
2Y%.

是单核细胞系诊断

的重要指标#在
R

.

和
R

<

高表达+

2Y.%

和
2Y!%

在
R

,

高表达+流式免疫分型和形态学检查诊断急性白血病的总符合率
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+结论
!

急性白血病瘤细胞免疫表型具有规律性#异常的抗原表达是瘤细胞诊断的依据#残存的正常抗原表达是急性白血

病分类诊断的依据+瘤细胞绝对数量上的多寡不影响疾病的诊断#却是疾病疗效和复发的判断指标+流式白血病免疫分型在形

态不典型白血病%跨系表达白血病及混合型白血病的诊断中具有独到优点+
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世界卫生组织白血病诊断标准要求白血病的诊断方法是

细胞形态学)免疫学和细胞遗传学的实验室诊断)临床症状)体

征的联合诊断法*

%

+

"其中!白血病免疫学诊断是指通过一系列

荧光标记的单克隆抗体对患者来源的骨髓或外周血细胞标本

进行荧光染色!进而采用流式细胞仪对标本细胞荧光染色信号

进行测定!达到对细胞表面及细胞质内一系列抗原标志表达的

测定!最终通过细胞呈现出来的抗原表型特点对标本中是否存

在白血病细胞)白血病细胞属于何种血液细胞系列及其亚类作

出判断的一种白血病实验诊断方法!也称白血病免疫分型或白

血病免疫分型诊断*

/

+

"本文采用四色流式细胞学检验技术!以

2Y.<

$

JJ2

设门!对急性白血病瘤细胞相关抗原表达进行测

定!总结急性白血病瘤细胞相关抗原表达变化特点!获得急性

白血病免疫表型特征的相关信息!为进一步提高急性白血病免

疫分型诊断的准确性提供参考"

?

!

资料与方法

?&?

!

一般资料
!

%/'

例骨髓标本来自
/##$

年
%

月至
/#%%

年

/

月西南地区三所大型综合性三甲医院血液科住院患者!男
!/

例!女
!,

例!年龄
"

!

,'

岁!其中急性髓系白血病%

0RG

&

'#

例!急性
X

淋巴细胞性白血病%

X-0GG

&

",

例!急性
H

淋巴细胞

性白血病%

H-0GG

&

/

例"所有标本都同时进行了细胞形态学

检查)细胞化学染色分析!符合世界卫生组织
V0X

诊断

标准*

%

+

"

?&@

!

标本及处理
!

全部患者于化疗前!严格按照无菌操作规

程!取患者髂后上棘骨髓
/

!

"?G

!

ZYH0-TC

/

抗凝管盛放!混

匀后送检验科"检验科收到标本后!先对标本有核细胞总数和

活细胞率进行测定!然后向剩余标本中加入
1XJ%#?G

混匀!

%###E

$

?)+

离心
<?)+

去上清!继续同法洗涤细胞
/

次!最后

用
1XJ

调细胞浓度至
<̂ %#

'

$

G

"

?&A

!

方法

?&A&?

!

标本有核细胞总数测定
!

采用全自动血细胞计数仪分

析法!使用日本
J

B

*?;AhH-$##)

及其配套试剂计数标本的有

核细胞总数"

?&A&@

!

标本细胞存活率测定
!

采用
1M

染色
-

流式细胞仪分析

法!使用美国
X;89?C+-2>K@5;EhG.

流式细胞仪及其配套基础

'
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试剂进行测定"

1M

染色液配制见参考文献*

"

+"具体检测方

法#取干净流式试管
%

支!加入骨髓标本
<#

"

G

!

1M

染色液
%

?G

!轻轻混匀"置于冰箱冷藏室%

.\

&静置染色
"#?)+

!取出

混匀后上机测定"用于流式分析的骨髓标本是对活细胞进行

的分析!要求死亡细胞尽量少!一般不超过
/]

!

"]

"

?&A&A

!

流式细胞免疫表型测定
!

采用四色
-

流式细胞学检验

分析法"全部荧光标记单克隆抗体%见表
%

&)破膜剂)溶血剂

均购自美国
X;89?C+-2>K@5;E

公司"膜抗原测定时!取流式专

用试管若干支!编号后先加入单抗各
%#

"

G

!再加入细胞标本

<#

"

G

!轻轻混匀后室温避光静置染色
"#?)+

或加盖后
.\

冰

箱冷藏室过夜染色"染色反应完成后!加入溶血剂
0

液
!/<

"

G

!漩涡器振荡混匀
%#*

(加入
X

液
/!<

"

G

!漩涡器振荡混匀

%#*

(加入
2

液
%##

"

G

!漩涡器振荡混匀
%#*

"此时立即上机

测定或在
/:

内完成测定!未及时测定时!冰箱
.\

冷藏保存"

细胞内抗原如
8R1P

)

82Y,'C

等测定时!取流式专用管若干编

号!加入
2Y.<

抗体各
%#

"

G

!再加入细胞标本
<#

"

G

!室温!避

光!静置染色
/#?)+

(加入破膜剂
3;C

=

;+5

&

%##

"

G

混匀!室

温静置
%#?)+

!加入
%#?G

的
1XJ

!

%###E

$

?)+

离心
<?)+

!弃

上清"向细胞沉淀中加入破膜剂
3;C

=

;+5

'

%##

"

G

重悬细

胞!混匀后将细胞小心转入事先加好荧光标记抗体各
%#

"

G

的

流式专用管中!室温静置
"#?)+

!加入
%#?G

的
1XJ

!

%###E

$

?)+

离心
<?)+

!弃上清(加入溶血剂
2

液
$##

"

G

重悬细胞"

此时立即上机测定或在
/:

内完成测定!不能及时测定应同样

将试管放入冰箱
.\

冷藏保存"

表
%

!!

白血病流式免疫分型的抗体组合设计

管号
VG%

#

VMH2 VG/

#

1Z VG"

#

Z2Y VG.

#

12<

意义

% 8M

=

[% 8M

=

[% 2Y.< 8M

=

[%

胞内抗原测定的阴性对照

/ 8R1P 82Y,'C 2Y.< 82Y"

胞内抗原测定!系列区分

" 82Y// 8H23

$

%

2Y.< d H

$

X

细胞

. M

=

[% M

=

[% 2Y.< M

=

[%

膜抗原测定的阴性对照

< FG0-Y3 2Y". 2Y.< 2Y%%,

干$幼稚细胞区分

! 2Y"" 2Y%. 2Y.< 2Y!.

粒系和单核区分

, 2Y, 2Y%# 2Y.< 2Y%' H

$

X

区分及成熟度了解

$ 2Y%" 2Y%%8 2Y.< 2Y%!

髓系成熟度了解

' 2Y. 2Y$ 2Y.< 2Y" H

细胞亚群

%# 2Y/ 2Y<! 2Y.< 2Y%! Te

和
G[G

%% 2Y!< 2Y%< 2Y.< d

髓系细胞

%/ 2Y/# 2Y< 2Y.< d X

$

H

细胞

%" 2Y.% 2Y!% 2Y.< d

巨核细胞$血小板

!!

2Y.<-Z2Y

为细胞分群标志!用于与
JJ2

一起对细胞群作散点图"

d

#无数据"

?&C

!

统计学处理
!

相关数据用
R)8E>*>L5PLL)8;ZA8;@/##"

软件进行统计学处理"

@

!

结
!!

果

@&?

!

%/'

例急性白血病流式免疫分型
!

%/'

例急性白血病中!

0RG'#

例%

!'&$]

&!

X-0GG",

例%

/$&,]

&!

H-0GG/

例

%

%&!]

&!流式免疫分型结果见表
/

"胞浆髓过氧化物酶%

8R-

1P

&在急性髓系白血病
R

#

!

R

.

的瘤细胞内均有高表达!在

R

<

的瘤细胞中只有部分表达!

R

!

和
R

,

因病例数量不足尚不

能下结论!在
X-0GG

和
H-0GG

瘤细胞内无表达"

82Y,'C

在

X-0GG

瘤细胞内高表达!在
0RG

和
H-0GG

瘤细胞中无表达"

82Y//

在
X-0GG

瘤细胞内微弱表达!在
0RG

和
H-0GG

瘤细

胞中无表达"

8H23

$

%

在
H-0GG

瘤细胞中高表达!在
0RG

和

X-0GG

瘤细胞中无表达"

82Y"

在
H-0GG

瘤细胞中高表达!

在
0RG

瘤细胞中几乎无表达!在
X-0GG

瘤细胞中无表达"

2Y".

在
R

#

!

R

/

均有高表达!伴随
0RG

瘤细胞处于发育分

化的相对成熟阶段
2Y".

表达强度逐步降低"在
X-0GG

和
H-

0GG

中!瘤细胞
2Y".

高表达"

2Y%"

在
0RG

瘤细胞中较高

表达!在
0GG

中无表达"

2Y""

在
0RG

瘤细胞中高表达!在

X-0GG

瘤细胞中有相当一部分存在微弱表达"

2Y!.

和
2Y%.

在
R

.

和
R

<

瘤细胞有较高水平表达"

2Y.%

和
2Y!%

在
R

,

瘤细胞有高水平表达!在
R

#

!

R

!

以及
H-0GG

无表达"

表
/

!!
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例急性白血病流式免疫表型分析的抗原表达率#
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分组
0RG

R

#

%

'U/

&

R

%

%

'U%"

&

R

/

%

'U"'

&

R

"

%

'U%.

&

R

.

%

'U'

&

R

<

%

'U%%

&

R

!

%

'U%

&

R

,

%

'U%

&

X-0GG

%

'U",

&

H-0GG

%

'U/

&

8R1P %##&# %##&# %##&# %##&# %##&# .<&< #&# #&# #&# #&#

2Y". %##&# %##&# '.&' ,%&. ..&. /,&" #&# #&# $'&/ %##&#

FG0-Y3 %##&# ,!&' !'&/ <#&# <<&! <.&< %##&# %##&# '.&! <#&#

2Y%" %##&# ,!&' !.&% $<&, $$&' $%&$ #&# %##&# #&# #&#

2Y"" %##&# '/&" $'&, '/&' %##&# '#&' %##&# %##&# %"&< #&#

'

""%
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续表
/
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例急性白血病流式免疫表型分析的抗原表达率#

]

$

分组
0RG

R

#

%

'U/

&

R

%

%

'U%"

&

R

/

%

'U"'

&

R

"

%

'U%.

&

R

.

%

'U'

&

R

<

%

'U%%

&

R

!

%

'U%

&

R

,

%

'U%

&

X-0GG

%

'U",

&

H-0GG

%

'U/

&

2Y%%, <#&# ,!&' $/&% <#&# $$&' <.&< %##&# #&# <&. #&#

2Y!< <#&# ,!&' ,'&< !.&" ,,&$ $%&$ %##&# #&# #&# #&#
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例急性白血病流式免疫分型与
V0X

分型的比较
!

V0X

分型确定的
%/'

例急性白血病中!流式共计有
<

例与
V0X

分型不符合或不完全符合"

V0X

分型确定的
%

例
X-0GG

!流式

分析后被确定为
0RG-R

.

(

V0X

分型确定的
%

例
0RG-R

"

!流

式分型被确定为
0RG-R

.

(

V0X

确定的
/

例
X-0GG

!流式
%

例

确定为
X-0GG

伴
0RG-R

.

!

%

例确定为髓系和
X

系急性白血病

伴
H

系异常(另有
%

例
V0X

分型确定的
0RG-R

<

!流式分型为

0RG-R

<

伴
X-0GG

"

V0X

分型和流式分型的总符合率为

'!&%]

"

A

!

讨
!!

论

流式白血病免疫分型是流式细胞学检验技术临床应用的

主要领域之一!是
fFP

有关血液系统恶性疾病诊断标准的主

要内容!在欧美发达国家已经成为临床血液系统肿瘤诊断与疗

效监测不可缺少的依据*

/

!

.

+

"流式白血病免疫分型诊断的意

义在于*

%

+

#通过对标本细胞表面及其细胞内部某些蛋白质表达

的测定!鉴别标本中是否存在表达明显异常的细胞!即标本中

有无异常细胞%多指瘤细胞&(鉴定所分析异常细胞的谱系来

源(判断异常细胞所处于的分化%成熟&阶段(详细记录异常细

胞群反映蛋白质表达量多与少的对应荧光信号强度和异常细

胞占总分析细胞的百分比(评价所记录信息对疾病诊断的有效

性"若流式检测结果尚不能明确诊断!应提供临床进一步明确

诊断的方法和建议!如荧光原位杂交%

VMJF

&及分子诊断等(提

供一些可能对临床治疗方案确立)调整及预后判断有效的免疫

表型信息"流式白血病免疫分型关于异常细胞的判断是指瘤

细胞的蛋白质表达与正常系列相应细胞比较出现了紊乱!可以

是局限在某一细胞系列蛋白质表达的紊乱%,小乱-&!也可以是

多细胞系列蛋白质表达的紊乱%,中乱-&!甚至是已经无法区分

出细胞系列的蛋白质表达紊乱%,大乱-&"瘤细胞蛋白质表达

紊乱具体表现为该有的蛋白质表达减少了或缺失了)该弱表达

的蛋白质高表达了以及不该有的蛋白质表达了等多种情况"

流式免疫分型在使用的具体分型策略上!根据不同流式细

胞仪自身能够检测的荧光通道数量!使用多色抗体组合对标本

细胞进行染色!抗体与标本直接混合后孵育
/#

!

"#?)+

即可

上机测定"可见!流式免疫分型效率高!

%

次实验可以对瘤细

胞上的多种)甚至
%#

种以上抗原标志进行检测!操作简便)快

捷"流式免疫表型测定全程仪器自动分析!排除了人为因素对

结果产生影响!且
%

份标本分析细胞数量在数万)甚至数十万

以上!方法准确)可靠!结果重复性好"细胞免疫组化与流式免

疫分型完全不同!虽然都是基于抗原抗体结合反应对抗原表达

的测定!但是细胞免疫组化需要制备细胞薄片!然后再进行免

疫染色和显色反应!最终依靠人工显微镜镜检读片来判断有无

靶蛋白的表达"细胞免疫组化每做
%

次实验!使用
%

种抗体!

检测效率极低!且方法学假阳性多!人工镜检判断结果受主观

因素影响!结果可比性和重复性较差!准确性相对低*

<

+

"因此!

流式免疫分型开展后已经逐渐取代了免疫组化方法"

VMJF

是另外
%

种白血病分型技术!它采用荧光标记的单链
YT0

探

'

."%

'
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针与涂片上标本细胞中的互补
YT0

进行杂交结合!然后在荧

光显微镜下观察标本涂片上发出的荧光信号!对瘤细胞染色体

数目及其结构异常进行诊断!即对核型进行诊断"

VMJF

不能

取代
RM2

!但能够使
RM2

分型更为准确和深入!尤其是近年多

色
VMJF

%

R-VMJF

!也称
?K@5)

6

@;AVMJF

&的应用!极大提高了

VMJF

检测白血病核型的效率!并在疑有未被发现的微小染色

体易位和具有复杂异常核型的染色体异位%普通方法很难获得

完全的染色体核型&白血病诊断中显示出独到的优点!是白血

病
RM2

诊断的有益补充*

!

+

"

流式白血病免疫分型不仅用于临床白血病及其亚类的诊

断!还可以借助免疫分型的结果作为患者疗效监测时残留白血

病瘤细胞判断的参考指标!在白血病微小残留%

R3Y

&监测中

具有重要意义*

,

+

"

本文调查结果显示!

8R1P

)

82Y,'C

)

82Y"

%或
8H23

$

%

&是

瘤细胞大类鉴别的重要依据!这些抗原具有表达量高)细胞类

别代表特异的特点!是急性白血病免疫分型中首先需要考虑的

抗体组合"

2Y".

是判断白血病瘤细胞是否处于分化的最低

幼稚阶段和临床判断预后的指标!

2Y".

表达越高!说明瘤细

胞分化程度越低!换句话说就是越幼稚!患者预后就越差"对

于
0RG

!利用
2Y".

)

2Y%%,

)

2Y%%D

)

2Y%!

)

2Y"<

和
2Y%#

基

本上可以锁定瘤细胞所处的分化阶段(

2Y%"

)

2Y""

)

2Y%<

)

2Y!<

)

2Y!.

都是判断
0RG

的重要指标(

2Y%.

和
2Y!.

在诊

断
R

.

和
R

<

中的价值最大!其中
2Y%.

诊断单核细胞的特异

性强于
2Y!.

!后者不仅表达于单核细胞!也偶表达于某些中性

粒细胞(

2Y.%

和
2Y!%

主要用于
R

,

的诊断"对于
X-0GG

!

82Y,'C

)

82Y//

和
2Y%'

是瘤细胞
X

细胞来源最具代表性的指

标!利用
2Y".

)

2Y%#

)

2Y"$

)

M

=

Y

和
M

=

R

即可锁定瘤细胞所处

的分化阶段"

H-0GG

在中国较为少见!

2Y"

)

H23

$

%

)

2Y/

)

2Y<

)

2Y,

都是很好的类别鉴别指标!利用
2Y".

)

H:H

)

2Y<

)

2Y.

或
2Y$

)

2Y"

或
H23

即可锁定瘤细胞所处分化阶段"但

是!

0RG

时有
2Y/

)

2Y<

)

2Y,

等
H

细胞抗原标志的表达"上

述
0GG

瘤细胞特点与文献报道基本一致*

/

!

.

!

,-$

+

"

流式白血病免疫分型在技术上应当注意!分析对象是活细

胞!标本应新鲜!尽量减少死细胞的荧光抗体非特异性吸附对

检测结果造成的干扰(标本应尽量使用
ZYH0

抗凝%紫头管&!

细胞形态保存最好!膜抗原稳定利于检测(标本量适当!切莫贪

多超过紫头真空采血管抗凝的有效范围!同时注意及时颠倒试

管数次!使标本与抗凝剂充分混匀!有凝块的标本不能用于检

验!必须退回(如果是骨髓标本也可以用肝素抗凝!其优点是抗

凝能力强!但对细胞形态有一定影响"荧光染色反应完成后!

建议尽量使用本文采取的全血细胞裂解液法%试剂配制见文献

*

"

+&!该法分三个步骤!操作环节较氯化铵溶血法繁琐!但是由

于
2

液中含有低浓度多聚甲醛!其固定作用使溶血体系内细

胞稳定!细胞形态学保持较好!如果将测定管
.\

避光保存%如

放于冰箱冷藏室&!可以在
":

内随时复测使用!结果稳定"在

上机测定过程中!建议在
2Y.<

$

JJ2

散点图上对不同群细胞都

要设门并用不同的颜色将它们区别开来!随后编辑的一系列抗

原表达测定散点图均不与
2Y.<

$

JJ2

散点图上的任何细胞群

设门进行关联!这样就可以通过细胞群颜色的不同纵观全部细

胞群各靶抗原的表达特点!理论上避免漏诊那些只有少数瘤细

胞混杂在大量正常细胞中的病例"报告时!应尽量全面报告各

细胞系表达是否有明显异常(对于异常表达细胞群!无论该异

常细胞群在全部有核细胞中所占比例的多或者少!都应报道全

部靶抗原的表达情况!包括表达某靶抗原的百分数和表达强度

%平均荧光强度!

R+h

值&"表达强度可以用强表达%

c

&)弱表

达%

_

&和无表达%

d

&的描述方式加以报告!这对于瘤细胞成熟

阶段的判断十分重要!也利于某些瘤细胞系列类型的判断"另

外!利用
2Y.<

$

JJ2

散点图可以记录各群细胞的比例!各群细

胞在全部有核细胞中所占比例也是报告应该体现的内容"

最后!白血病免疫分型只是白血病实验室诊断的方法之

一!其优点是通过对细胞表面及其内部的一系列抗原成分的鉴

别!能够较形态学肉眼观察法更加客观)准确地描述瘤细胞的

特点!但是缺乏形态学检查的直观性"因此!送验白血病免疫

分型标本时!应将形态学检查结果及临床表现与体征信息同时

在申请单上提供实验室!使实验室有个初步印象!但是并不等

于可以根据形态学检查结果随意删减抗体组合!因为形态学对

于跨系表达的白血病瘤细胞是无法诊断的"同时!使用完整的

抗体组合测定!也能保证对那些以某个系列细胞异常为主伴少

许其他系列异常的白血病!那些同时存在
/

个或
/

个以上系列

细胞异常的混合型白血病!以及形态学不典型白血病的诊断!

这些少见或疑难白血病的诊断恰恰是形态学诊断的不能解

决的"

值得注意的是!白血病瘤细胞的形态学和免疫学标志是千

变万化)因个体而异的!临床时常遇到形态学和免疫学分型都

难下诊断的病例!此时需要增加
VMJF

对瘤细胞核型进行检测

和增加
123

对瘤细胞白血病基因进行检测!再结合临床综合

诊断"极少数时候!一些形态学和免疫学分型都典型的病例!

其细胞遗传学诊断却与形态学和免疫学分型结果不一致!这是

临床遇到某个白血病患者经过一段时期治疗后发现其白血病

类型与既往诊断不一致的原因"

总之!急性白血病瘤细胞免疫表型是有规律性的!异常的

抗原表达是瘤细胞诊断的依据!残存的正常抗原表达是急性白

血病分类诊断的依据"瘤细胞绝对数量上的多寡不影响疾病

的诊断!却是疾病疗效和复发的判断指标"
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