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检测多发性骨髓瘤"

,,

#患者和良性单克隆丙种球蛋白血症"
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Y调节性
?
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?C&

B

#细胞表达水平!初探
,,

中调节性
?

细胞免疫功能状态以及与疾病发生%发展的关联性$方法
"

采用

流式细胞术分别检测
++

例
,,

患者%

>>

例
,]Q#

患者和
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例健康者外周血以及
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例
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患者骨髓
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Y调

节性
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细胞水平$分别采用溴甲酚绿法%免疫散射比浊法检测
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患者血清清蛋白"
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#%

(

"
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(
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#水平$结果
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$T>
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$T"4
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Y细胞表达高于
,]Q#

组及健康对照组!差异有统计学意义"

C

#

*8*4

#&

,,

中稳定期患

者组外周血细胞水平较初诊患者组和复发%难治患者组升高!差异有统计学意义"

C

#

*8*4

#&但不同
5##

分期的
,,

患者外周血

细胞表达差异无统计学意义"

C

$

*8*4

#&而进展期
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患者中!
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$T"4

c

$T)"(
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?

细胞表达在
!

期高于
%

期
c

&

期!差异

有统计学意义"
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#&进一步研究发现!同一初诊
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患者骨髓
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?

细胞水平低于其外周血
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细胞水
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细胞表达异常可辅助鉴别良%恶性单克隆丙种球蛋白

血症&监测
,,

的进展以及疾病的活跃程度!并为进展期
,,

患者及时进行临床干预提供实验依据$

关键词"多发性骨髓瘤&

"

调节性
?

细胞&

"

流式细胞术

!"#

!

)*8+7!7

"

;

8<33=8)!(+1>)+*8"*)"8*(8*)"

文献标识码"

.

文章编号"

)!(+1>)+*

"

"*)"

#

*(1*(7!1*>

%+11'5/,4+*:',@''*/:*+1&/5'G

.

1'334+*+6%!>

c

%!"4

c

%!)"(

5+@

"

8

1'

)

25/,+1

-

S('553/*0&25,4

.

5'&

-

'5+&/

!"#

$

C'#

$

#

/'0'

#

!"#

$

!&'O&'

#

<&'S':'

#

H;"#

$

%'

#

+;&#%'9.#

$

$

0&

)

"123&#2.

4

B:'#'6":%"E.12.1

-

#

/'#;(",.9

)

'2":

#

+;"#

$

;"'I'".2.#

$

>#'?&19'2

-

+6;..:.

4

7&='6'#&

#

+;"#

$

;"'"***7"

#

B;'#"

%

9:3,1/(,

!

":

;

'(,4<'

"

?@<=A&32<

B

62&2H&'@CC&E62<@=D&2L&&=$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

1

C&

B

KE62@C

I

?'&EE36=F2H&@''KCC&='&6=F

F&A&E@

G

%&=2@J%KE2<

G

E&%

I

&E@%6

$

,,

%

8=',7+03

"

++'63&3@J

G

62<&=23L<2H ,,

#

>>'63&3L<2H?H&C62<@@J$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

1

?C&

B

'&EE3<=

G

&C<

G

H&C6EDE@@FJC@%++

G

62<&=23L<2H,,

#

>>

G

62<&=23L<2H%@=@'E@=6E

B

6%%@

G

62H

I

@JK=F&2&C%<=&F3<

B

1

=<J<'6='&

$

,]Q#

%

6=F+*'63&3@J6

B

&1%62'H&FH&6E2H

I

3KD

;

&'23

$

'@=2C@E

B

C@K

G

%

L&C&&=C@EE&F6=FF&2&'2&FJ@C$T>

c

#

$T"4

c

6=F

$T)"(

E@L

"

1

?C&

B

'&EE3D

I

JE@L'

I

2@%&2C

I

%&2H@F6=FF&2&'2&FJ@C3&CK%E&A&E@J6EDK%<=

$

.ED

%

6=F

(

"

1%<'C@

B

E@DKE<=

$

(

"

1,]

%

D

I

K1

3<=

B

DC@%@'C&3@E

B

C&&=%&2H@F6=F2C6=3%<33<@=2KCD<F<%&2C

I

C&3

G

&'2<A&E

I

8>'325,3

"

\C&

W

K&='

I

@J$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

1

?C&

B

'&EE3

L&C&H<

B

H&C<=,]Q#

B

C@K

G

6=F'@=2C@E

B

C@K

G

2H6='@=2C@E

B

C@K

G

$

C

#

*8*4

%

8?H&

G

C@

G

@C2<@=@J$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

1

?C&

B

'&EE3

L633<

B

=<J<'6=2E

I

H<

B

H&C<=326DE&,,2H6=<=C&E6

G

3&F@CC&JC6'2@C

I

,,6=F=&LE

I

F<6

B

=@3&F,,

$

C

#

*8*4

%

8?H&&P

G

C&33<@=@J

$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

1

?C&

B

'&EE3L63=@23262<32<'6EF<JJ&C&=2D&2L&&=

G

62<&=23L<2H,,62F<JJ&C&=25=2&C=62<@=6E#26

B

<=

B

#

I

32&%

$

5##

%

326

B

&3

$

C

$

*8*4

%#

LH<E&<=

G

62<&=23L<2H6'2<A&,,

#

2H&C&L6362C&=F@J<='C&63<=

B

@J?C&

B

'&EE=K%D&C3<=2H&5##326

B

&

%

6=F326

B

&

&

A&C3K3326

B

&

!

$

C

#

*8*4

%

8\KC2H&C%@C&

#

<=

G

62<&=23L<2H=&LE

I

F<6

B

=@3&F,,

#

2H&=K%D&C3@J?C&

B

'&EE3<=D@=&

%6CC@LL63E@L&C2H6=<=2H&<C

G

&C<

G

H&C6EDE@@F

$

C

#

*8*4

%

8%+*(5234+*

"

T&2&'2<@=@J$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

1

?C&

B

'&EE3<=

G

&C<

G

H&C1

6EDE@@F'@KEFD&K3&JKEJ@C<F&=2<J

I

<=

B

2H&D&=<

B

=@C%6E<

B

=6=2%@=@'E@=6E

B

6%%@

G

62H

I

#

%@=<2@C<=

B

2H&

G

C@

B

C&33<@=6=F6'2<A<2

I

@J

,,6=F@JJ&C<=

B

&P

G

&C<%&=26EF6262@'E<=<'6E<=2&CA&=2<@=3J@C

G

62<&=23L<2H6'2<A&,,8

?'

-

@+103

!

%KE2<

G

E&%

I

&E@%6

&

"

C&

B

KE62@C

I

?'&EE

&

"

JE@L'

I

2@%&2C

I

""

多发性骨髓瘤$

,,

%是一种起源于
R

细胞系并能够产生

大量单克隆免疫球蛋白的恶性增生性疾病#良性单克隆丙种球

蛋白血症$

,]Q#

%构成了恶性的前期阶段#当浆细胞克隆逃逸

了限制肿瘤生长的调节机制则发生恶变)据文献报道在血液

系统恶性疾病患者中#外周血调节性
?

$

?C&

B

%细胞的水平呈升

高趋 势)本 研 究 以 目 前 认 为 最 有 特 异 性
$T>

c

$T"4

c

$T)"(
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"

Y定义外周血和骨髓
?

细胞#旨在用细胞分子学手段

分析和研究
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$T"4

c

$T)"(
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"

Y

?

细胞在外周血及骨髓微

环境中的表达#分析
?

细胞在
,,

不同型别*不同分期以及与

,]Q#

中表达的差异#探讨该免疫细胞亚群在
,,

中的免疫

功能状态及临床意义)

A

"

资料与方法

A8A

"

一般资料
"

收集
"*))

年
)

#

+

月新华医院血液内科门诊

及住院患者)其中多发性骨髓瘤$

,,

%患者
++

例#男
)(

例#

女
)!

例#年龄
4*

#

7)

岁#平均年龄
("

岁)良性单克隆丙种球

蛋白血症$

,]Q#

%患者
>>

例#男
+"

例#女
)"

例#年龄
4+

#

97

+

!7(

+

国际检验医学杂志
"*)"

年
>

月第
++

卷第
(

期
"
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!
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!
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岁#平均年龄
()

岁)诊断均符合国内诊断标准'

)

(

)所有患者

均排除中枢性神经系统疾病*感染性疾病*自身免疫性疾病及

糖尿病等疾病)

,,

患者
,

蛋白免疫分型!

5

B

]

型
)7

例*

5

B

.

型
)*

例*

5

B

,

型
"

例*

,

轻链型
)

例*未分泌型
)

例)

,,

组中进展期患者共
)4

例$初诊患者
)*

例#复发及难

治患者
4

例%#稳定期患者
)9

例#病情分期参照国际骨髓瘤工

作组
"**!

年制定的统一疗效标准'

"

(

)

,,

临床分期按
5##

分期对确诊患者评估#

%

期!

(

"

1,]

#

+84%

B

"

N

#

.ED

$

+84

B

"

N

&

&

期!介于
%

期和
!

期之间&

!

期!

(

"

1,]

$

484%

B

"

N

)其中
%

期
7

例*

&

期
(

例*

!

期
)(

例)

另先取该院体检中心健康体检者年龄匹配的健康对照
+*

例#男
)!

例#女
)>

例#平均年龄
!(

岁)

A8B

"

实验方法

A8B8A

"

样本的采集
"

$

)

%外周血!无菌抽取静脉血
>%N

)其

中
"%N

置于非抗凝管中#用于分离血清&另
"%E

置于
0T?.1

[

"

抗凝管中#于
"H

内送至实验室)$

"

%骨髓细胞!无菌抽取

骨髓
"%N

#置于肝素抗凝管中#于
"H

内送至实验室)

A8B8B

"

样本的制备和保存
"

$

)

%血清制备!静脉血
"%N

#

+***C

"

%<=

离心
4%<=

#保存血清于
Y9*X

冰箱#待测生化指

标)$

"

%单个核细胞$

/R,$

%制备!

"%N

静脉血"骨髓组织中

加入等量
/R#

对倍稀释#轻轻混匀#缓缓加入
\<'@EE

上#

"***

C

"

%<=

离心
"*%<=

获得
/R,$

#

/R#

洗涤两次$

)4**C

"

%<=

离

心
4%<=

%#混匀#计数备用)

A8B8C

"

细胞染色
"

$

)

%在
)*

! 个细胞的外周血"骨髓
/R,$

中

依次加入抗
$T+10$T

*抗
$T>1\5?$

*抗
$T"41/$4

和抗
$T)"(1

/0

各
4

$

N

#混匀#室温避光孵育
"*%<=

)$

"

%加入适量
/R#

制

备重悬液待测)

A8B8D

"

\$,

分析
"

先以前向散射角$

\#$

%及侧向散射角

$

##$

%确定淋巴细胞群#再以
$T>

c

?

细胞设门#分析
$T>

c

?

细胞 上
$T"4

c 和
$T)"(

E@L

"

Y 的 表 达#计 算
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞的百分比)

A8B8E

"

溴甲酚绿法检测
,,

患者血清
.ED

浓度
"

采用全自

动生化分析仪$

<̀26'H<(!**1)"*

#日本%运用溴甲酚绿法检测

,,

患者血清
.ED

浓度#以
B

"

N

表示)

A8B8N

"

免疫散射比浊法检测
,,

患者血清
(

"

1,]

浓度
"

采

用特定蛋白仪$

RU/C@#

G

&'

#德国%运用免疫散射比浊法检测

,,

患者血清
(

"

1,]

浓度#以
%

B

"

N

表示)

A8C

"

统计学处理
"

由
#/##)(8*

统计软件完成统计分析#所

有数据以$

A_9

%表示#两组间比较采用
2

检验#多组间比较采

用方差分析#两两比较采用
G

检验#相关性分析采用
/&6C3@=

直线相关分析)

C

#

*8*4

为差异有统计学意义)

B

"

结
""

果

B8A

"

外周血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞在
,,

和
,]Q#

患者及健康对照者的比较
"

结果显示#外周血
$T>

c

*

$T"4

c

和
$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞数量
,,

组$

>8>_"8"

%

:

*

,]Q#

组

$

+8>_)8!

%

:

较健康对照组$

"8(_*87

%

:

均有所升高)

,,

组与健康对照组比较差异有统计学意义$

C

#

*8*4

%&

,,

组与

,]Q#

组比较差异也有统计学意义$

C

#

*8*4

%&而健康对照组

与
,]Q#

组比较差异无统计学意义$

C

$

*8*4

%)见表
)

)

B8B

"

外周血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?C&

B

细胞在不同病情分

期
,,

患者的比较
"

,,

患者按不同病期分成
+

组#其中初

诊患者组
)*

例*稳定期患者组
)9

例*复发及难治患者组
4

例)

稳定期
,,

患者的外周血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?C&

B

细胞

数量$

489_)87

%

:

显著高于
,,

初诊患者组$

+8)_)8"

%

:

和

复发及难治
,,

患者组$

"8)_*8!

%

:

#差异均有统计学意义

$

C

#

*8*4

%&而
,,

初诊患者组和复发及难治
,,

患者组之

间比较#差异无统计学意义$

C

$

*8*4

%)见图
)

)

表
)
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,,

和
,]Q#

组与健康对照组外周血

?

细胞检测结果比较#

A_9

%

项目
,,

组
,]Q#

组 健康对照组

例数$

#

%

++ >> +*

?C&

B

细胞$

:

%

>8>_"8"

!-

+8>_)8!

-

"8(_*87

!

""

-

!

C

#

*8*4

#与
,]Q#

组比较&

!

!

C

#

*8*4

#与健康对照组比较)

B8C

"

外周血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?C&

B

细胞在不同
5##

分

期
,,

患者的比较
"

不同
5##

分期的
,,

患者外周血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?C&

B

细胞水平'

%

期$

>84_"8*

%

:

#

&

期$

+8

!_"8>

%

:

#

!

期$

>8"_"8)

%

:

(差异无统计学意义$各组间
C

$

*8*4

%)本组进一步将
,,

患者按病情分为稳定期和进展

期#同时考虑到病例数#分别统计稳定期"进展期中
%

期
c

&

期

与
!

期
,,

患者外周血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?C&

B

细胞水

平#结果显示进展期
,,

中#

!

期
,,

患者$

+8*_)8)

%

:

外周

血
?

细胞水平高于
%

期
c

&

期
,,

患者$

"8*_*84

%

:

#差异

有统计学意义$

C

#

*8*4

%&而在稳定期
,,

患者中#

%

期
c

&

期与
!

期
,,

患者外周血
?C&

B

细胞水平差异无统计学意义

$

C

$

*8*4

%)见图
"

)

""

注!

U&L

为初诊患者组&

NT

为稳定期组&

--

为复发难治组)

图
)

""

,,

患者不同病期各组外周血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

$

Y

?C&

B

细胞占
$T>

c

?

细胞百分率

B8D

"

外周血与骨髓
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞在
,,

初

诊患者的比较
"

为明确
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞在不同

组织中的表达分布#本组检测了
9

例
,,

初诊患者外周血及

骨髓 中 的
?

细 胞 水 平#结 果 显 示 外 周 血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞表达$

+8+_*87

%

:

高于其骨髓
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞表达$

)87_*8(

%

:

#差异有统计学意义$

C

#

*8*4

%)

B8E

"

,,

初诊患者外周血
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞的

表达与
.ED

*

(

"

1,]

的相关性
"

本组测定了初诊
,,

患者血

清
.ED

*

(

"

1,]

浓度#结果显示初诊
,,

患者外周血
$T>

c

+

(7(

+
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$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞水平与
.ED

*

(

"

1,]

浓度均无相关性

$均
C

$

*8*4

%)

图
"

""

,,

进展期患者中
%

c

&

期患者与
!

期患者外周血

$T>

c

&

$T"4

c和
$T)"(

E@L

$

Y

?

细胞占
$T>

c

?

细胞百分率

C

"

讨
""

论

健康者外周血和脾脏中的
$T>

c

?

细胞约有
4:

#

)*:

的

细胞持续高表达
5N1"

受体
W

链$

$T"4

%)而被称为
$T>

c

$T"4

c

?

细胞亚群)在多种实体瘤患者外周血中#均有
$T>

c

$T"4

c

?

细胞比例特异性增高的报道'

+1>

(

)目前已知识别调节

性
?

淋巴细胞最敏感的指标是
\@P

G

+

#可作为其特异性标志

物'

4

(

)近期有研究结果表明#调节性
?

淋巴细胞下调表达

$T)"(

分子'

!1(

(

)本研究采用
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞

定义
,,

中的调节性
?

细胞#呈现了
$T>

c

$T"4

c

?

细胞的

典型特征#充分发挥其膜表面标志的特征及特异性#通过

$T)"(

的表达来有效地区分效应
?

细胞和调节性
?

细胞)

?

细胞在肿瘤组织局部的聚集可诱导对肿瘤抗原的特异

性'

9

(

)有数据显示
,,

患者的树突状细胞$

T$

%功能异常#提

示多种因子$如
M0]\

*

5N1!

*

5N1)*

%和肿瘤细胞分泌的
?]\1

(

#

或者其他存在于肿瘤微环境的细胞与此有关'

7

(

)在肿瘤免疫

逃逸过程中#

?

细胞不仅能通过细胞间的直接接触抑制效应性

?

细胞的功能#还能通过分泌细胞因子等多种方式发挥抑制作

用'

)*

(

)细胞因子依赖性抑制主要通过分泌白细胞介素$

5N

%

1

)*

和转化生长因子
1

(

$

?]\1

(

%等细胞因子抑制效应
?

细胞*

T$

及巨噬细胞等增殖和活化'

))

(

)

5N1)*

大量存在于肿瘤局

部#能抑制
T$

成熟和炎性细胞因子释放#诱导
$T>

c细胞进入

免疫失能状态&

?]\1

(

的抑制作用主要通过诱导
?]\1

(

受体

&

在膜上的表达#抑制肿瘤抗原相关
$T9

c细胞增殖和因子分

泌'

)"

(

)而异常增高的
?

细胞在肿瘤微环境中发挥其免疫无能

性和免疫抑制性'

)+

(

)

/C6DH6E6

等'

)>

(认为
,,

患者外周血中
$T>

c

\@P

G

+

c

?

细

胞降低#而
R&

I

&C

等'

)4

(则认为
,,

患者外周血中
$T>

c

$T"4

c

\@P

G

+

c

?

细胞水平高于健康对照组#从而与大部分其

他癌 症 患 者 的 检 验 结 果 相 一 致)本 组 以
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y界定
?

细胞#发现
,,

组外周血
?

细胞水平较

,]Q#

组和健康对照组明显升高#提示
?

细胞在
,,

*

,]Q#

的鉴别诊断中具有辅助作用)且本组结果与其他证实癌症患

者
?

细胞水平升高的结果相一致'

)!

(

)其次#

,,

的评估标准

以及所选择研究对象的不同造成同类研究的差异'

)(

(

)另外#

对于
?

细胞膜表面标志物的选择不同#以及不同调节性
?

细

胞亚群的划分对于实验结果也有极大影响)

近年来大量文献报道调节性
?

细胞在各种实体瘤与恶性

血液病中#调节性
?

细胞增多已被普遍接受'

)91""

(

)但关于其

预后的相关性#报道的结果却大不一样)

$KC<&E

等'

"+

(发现#卵

巢癌患者
?

细胞数量的增长与生存率降低有关)在血液疾病

中#大量浸润性
\@P

G

+

c

?

细胞与滤泡性淋巴瘤*霍奇金淋巴瘤

以及皮肤
?

细胞淋巴瘤的生存率提高有相关性'

">1"!

(

)本组发

现#稳定期
,,

患者体内
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞表达

显著高于进展期
,,

患者#而初诊患者$未治疗%的
?

细胞水

平明显降低#提示
?

细胞水平的增高与疾病的恶化程度呈负

相关#对于检测疾病进程具有一定临床价值)另外#在
,,

进

展期中#

%

期
c

&

期患者外周血
?

细胞水平低于
!

期患者
?

细胞水平'

"

(

)已知
5##

分期是一种有效的*与预后相关的
,,

分期系统#

!

期患者的中位生存期$月%显著小于
%

期患者)本

组认为#

,,

进展期患者外周血
?

细胞数量的增多可能与其

预后不良相关)进而提示了
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞可

反映
,,

的活跃程度#并可作为检测
,,

进程及判断预后的

新指标)然而#

,,

的临床表现复杂#影响预后的因素很多#包

括患者年龄*血红蛋白*钙离子水平*

,

蛋白水平*

NT̀

*

(

"

1

,]

*

5N1!

*

$-/

*浆细胞指数以及临床症状的缓解程度等#因

此#还需要补充相关实验室参数才能作出进一步确证)

肿瘤微环境分泌的趋化因子可直接招募
?

细胞至肿瘤位

点#导致
?

细胞的局部升高#而
,,

作为血液系统恶性疾病往

往与实体瘤的发生*发展存在一定差异)本组运用流式细胞术

检测了
,,

患者
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞在外周血与

骨髓中的表达分布#结果显示骨髓
?

细胞水平显著低于外周

血
?

细胞#与
#

I

EA<6

等'

"9

(的研究结果一致)骨髓瘤细胞在骨

髓腔内大量增生的同时#由基质细胞衍变而来的成骨细胞过度

表达
5N1!

#激活破骨细胞导致骨质疏松甚至溶骨性破坏而引起

骨痛)

5N1!

的升高抑制了
?]\1

(

介导的
?

细胞分化通路#反

而促进了
5N1)(

产生的效应性
?

细胞的转化#消除了
?

细胞

的增殖'

"7

(

)同时#根据
U@@6=

等'

+*

(的结论#

5N1!

增高导致
?H1

)(

细胞水平升高和
?

细胞水平相对降低)

,,

的细胞因子较

?

细胞将更有助于
?H1)(

细胞的聚集)其他相关细胞因子$如

5N1)*

%相对于外周血#在骨髓中有显著升高#提示其局部微环

境效应大于系统性的环境效应'

"9

(

)然而本组受限于病例数#

结果有待扩大样本后作出进一步阐明)

综上所述#本研究初步分析了
,,

*

,]Q#

患者外周血

$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞水平#发现
?

细胞表达异常可

辅助鉴别良*恶性单克隆丙种球蛋白血症#同时可监测
,,

的

进展以及疾病的活跃程度#并为进展期
,,

患者及时进行临

床干预提供实验依据)进一步的实验结果发现#

,,

患者外周

血与骨髓中
$T>

c

$T"4

c

$T)"(

E@L

"

Y

?

细胞的表达差异#证实

了
,,

肿瘤细胞利用了其骨髓微环境效应#逃避了免疫监视#

提出了
,,

肿瘤微环境可能不完全遵循实体肿瘤微环境对
?

细胞的招募机制这一结论)本组仅通过
?

细胞水平进行分

析#从一个侧面初探了
?

细胞水平与
,,

的关联性#为进一步

开展
?

细胞的功能性实验*相关信号通路研究以及阐明
?

细

胞在恶性血液病中的免疫机制奠定基础#从而为靶向治疗提供

依据)

+
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