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　　摘　要：目的　探讨流式细胞术（ＦＣＭ）在非霍奇金淋巴瘤诊断中的价值。方法　收集３４例淋巴增殖性疾病的患者淋巴结

穿刺液及淋巴结组织，对穿刺液进行多参数流式细胞免疫表型分析，对淋巴结组织进行病理学常规和免疫组化检查。结果　３４

例患者中，成熟Ｂ细胞淋巴瘤２３例，１９例慢性淋巴细胞白血病／小淋巴细胞淋巴瘤ＣＤ１９和ＣＤ５共同表达率为１００．０％。２种方

法诊断非霍奇金淋巴瘤的符合率为８０．６％，通过ＦＣＭ免疫表型分析和病理检查，诊断恶性淋巴瘤准确率可达９６．８％。结论　流

式细胞术对淋巴肿瘤细胞的免疫表型分析具有较高准确率，能为临床诊断非霍奇金淋巴瘤提供客观依据，具有较高的应用价值。
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　　恶性淋巴瘤是常见的血液系统肿瘤，其中主要为非霍奇金

淋巴瘤，由于其病理学诊断较为困难，以往主要通过免疫组化

方法对恶性淋巴瘤进行分型诊断。免疫组化操作复杂，耗时

长，难以多重标记等特点使该项技术在非霍奇金淋巴瘤的诊断

分型中具有一定的局限性［１］。目前，流式细胞术（ＦＣＭ）已成

为诊断血液系统恶性疾病的重要工具［２］。本研究探讨了ＦＣＭ

在非霍奇金淋巴瘤中的诊断价值，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１０年６月至２０１２年８月在兰州大学第一

医院就诊的３４例淋巴增殖性疾病患者，其中男性２３例，女性

１１例，年龄８～６９岁，中位年龄２４．５岁。

１．２　仪器与试剂　流式细胞仪为美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司

产品，型号为ＥｐｉｃｓＸＬ。所有抗体均为美国ＣＡＬＴＡＧ公司产

品。细胞周期主要试剂ＰＩ购自ＳＩＧＭＡ公司。

１．３　方法　对３４例患者进行淋巴结穿刺并且对肿大淋巴结

进行活检。

１．３．１　穿刺标本的制备　应用１０ｍＬ注射器，２２Ｇ或２３Ｇ

针头穿刺浅表肿大淋巴结２～３次，每次均从３～４个方向进行

穿刺以获取足够数量的细胞，将获得的细胞注入１．５～２ｍＬ

的ＰＢＳ缓冲液中，计数细胞，调整细胞悬液的浓度至（１～

１０）×１０６／ｍＬ准备进行流式细胞检测。同时进行细胞涂片，自

然风干后瑞氏染色，观察细胞大小及形态。

１．３．２　活检标本的制备　未经固定的新鲜标本用眼科剪剪

碎，至肉眼见成浑浊的溶液状，加１～２ｍＬＰＢＳ液，用３００目

滤网过滤，调整细胞悬液的浓度至（１～１０）×１０６／ｍＬ标记后进

行流式细胞检测。同时做细胞印片或涂片，瑞氏染色后观察细

胞大小及形态。若标本当天不处理，可置４℃冰箱保存，最长

不超过４８ｈ。

１．３．３　流式细胞仪检查　荧光素标记单克隆抗体包括：ＩｇＧ１、

ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ５、ＣＤ７、ＣＤ１０、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、

ＣＤ２３、ＣＤ３４、ＣＤ１６、ＣＤ５６、Ｋａｐｐａ（κ）、Ｌａｍｂｄａ（λ）、ＣＤ４５。采用

ＦＳ／ＳＳ设门和ＣＤ４５／ＳＳ设门来寻找目标细胞（异常的淋巴细

胞），每个样品至少检测５０００个目标细胞。经５个参数［ＦＳＣ、

ＳＳＣ、ＦＩＴＣ、ＰＥ和ＰＥＣＹ５］分析，确定免疫表型。全部数据用

ＥＸＰＯ３２ＡＤＣ软件获取和分析，以百分率表示抗原阳性的细

胞。阳性细胞比率大于２０％，判定为该抗原表达阳性。表型

分析参照世界卫生组织（ＷＨＯ）２０００年恶性淋巴瘤的分类

法［３］。

２　结　　果

按照２００８年 ＷＨＯ对淋巴瘤分类：成熟Ｂ细胞淋巴瘤２３
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例，其中慢性淋巴细胞白血病／小淋巴细胞淋巴瘤１９例

（８３．３％），主要表达为ＣＤ５、ＣＤ１９，且两者同时表达；弥漫性大

Ｂ细胞淋巴瘤２例（８．８％），表达为ＣＤ２０、ＣＤ１０；滤泡性淋巴

瘤１例（４．３％），表达为ＣＤ１０、ＣＤ２３；Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤１例（４．

３％），表达为 ＣＤ１９、ＣＤ１０、ＣＤ２０；成熟 Ｔ 细胞和自然杀伤

（ＮＫ）细胞淋巴瘤４例，其中，结外 ＮＫ／Ｔ细胞淋巴瘤２例，Ｔ

细胞前幼淋巴细胞白血病１例，外周 Ｔ细胞淋巴瘤１例。３４

例患者中，１例为霍奇金淋巴瘤，２例为反应性增生。２５例淋

巴结穿刺液ＦＣＭ 检查与淋巴结病理活检、免疫组化结果相

符，符合率为８０．６％（２５／３１）。在６例结果不符病例中，ＦＣＭ

免疫表型分析有５例可确诊，结果对比见表１。

表１　　２种方法对淋巴瘤分类结果

病例编号 免疫组化检测结果 ＦＣＭ检测结果

１ 小淋巴细胞淋巴瘤 Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤

２ 小淋巴细胞淋巴瘤 套细胞淋巴瘤

３ Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤 小淋巴细胞淋巴瘤

４ 反应性增生 Ｂ淋巴母细胞淋巴瘤

５ 分类不明 Ｔ淋巴母细胞瘤

６ 分类不明 分类不明

３　讨　　论

恶性淋巴瘤由淋巴细胞或其前体发生瘤性恶变引起。可

分为霍奇金淋巴瘤和非霍奇金淋巴瘤（ＮＨＬ），后者更常见。

ＷＨＯ将细胞形态和免疫表型作为依据，分为前驱淋巴瘤、成

熟Ｂ细胞淋巴瘤和成熟Ｔ细胞淋巴瘤三大类。ＮＨＬ分型与

诊断、治疗及预后关系极其密切。以往淋巴结活检是诊断

ＮＨＬ的首选方法，但形态学检查只能描述恶性增生的细胞在

淋巴结中的位置和特殊形态学表现，常常无法判断单克隆性和

准确提示分化阶段，而免疫组化操作技术复杂，耗时长，使得淋

巴瘤诊断成为病理学诊断难度最大的疾病之一。目前，ＦＣＭ

能够用于区分细胞分化程度，明确细胞群克隆性、异质性和抗

原表达，已逐步成为诊断ＮＨＬ的重要的手段。

ＦＣＭ在诊断ＢＮＨＬ方面具有明显的优势。健康人Ｂ淋

巴细胞κ轻链与λ轻链之间比例通常为３∶２，显示其Ｂ淋巴

细胞为多克隆的特性；肿瘤性Ｂ细胞除了免疫表型与正常Ｂ

细胞有一定差异外，其主要特征有Ｉｇ轻链限制性，即全部肿瘤

Ｂ细胞仅表达κ轻链或仅表达λ轻链，Ｂ细胞表面Ｉｇ轻链表达

的比例大大偏离正常值是支持成熟Ｂ细胞克隆性增生的有力

证据［４］。此外，通过测定Ｂ细胞所表达的免疫表型帮助分型，

进一步达到鉴别诊断的目的。

在本次研究中，２例反应性增生患者淋巴穿刺液ＦＣＭ 检

测κ轻链与λ轻链比值正常，而其他Ｂ淋巴细胞增殖性疾病患

者该比值偏离正常比值。说明该值测定在鉴别反应性Ｂ淋巴

细胞增生和Ｂ淋巴细胞肿瘤方面具有较高的准确性。有研究

发现［５］，１７例Ｂ慢性淋巴细胞白血病／小淋巴细胞淋巴瘤（Ｂ

ＣＬＬ／ＳＬＬ），ＣＤ１９、ＣＤ５、ＣＤ２０、ＨＬＡＤＲ阳性率都达１００．０％，

ＣＤ１０全部阴性，ＣＤ５、ＣＤ１９共同表达率达１００．０％。在本次

研究中，最后确诊的２０例小淋巴细胞淋巴瘤其ＣＤ５与ＣＤ１９

同时表达阳性率也为１００．０％，证实了ＣＤ５与ＣＤ１９同时阳性

是ＢＣＬＬ／ＳＬＬ的特征性表达。

在本次研究中，通过淋巴结活检，有６例出现误诊或诊断

不明，诊断ＮＨＬ的准确率为８０．６％（２５／３１）；结合流式细胞免

疫表型分析，上述６例中有５例得到明确诊断，诊断准确率提

高到９６．８％（３０／３１）。

流式细胞术在淋巴系统疾病的诊断、分期、预后都有较高

应用价值。此外，在淋巴系统疾病治疗过程中，流式细胞术在

检测残余恶性淋巴细胞及评估治疗效果方面也具有不可取代

的作用。有研究文献表明［６］，在治疗慢性淋巴细胞白血病的过

程中，残余恶性淋巴细胞是评估患者无病生存率和整体生存率

的一个独立因素。而使用单管联合单克隆抗体可检测出外周

血及骨髓中的残余恶性淋巴细胞。研究证明［７］，ＦＣＭ 与国际

标准化的方法相比可获得相同的准确率，但却采用较少的标本

及试剂，操作方法也更简便可行。这种方法提高了慢性淋巴细

胞治疗过程中残余恶性淋巴细胞的检测准确率，也可对患者化

疗的疗效进行评估。

多参数流式细胞术可替代免疫组化法对套细胞淋巴瘤和

小淋巴细胞淋巴瘤进行诊断，诊断准确率可分别达到６４％和

６９％
［８］。此外，多参数流式细胞术在ＮＨＬ诊断中也具有较高

价值，结合病例形态学检查，能够有效提高诊断的准确性。此

外，在判断淋巴瘤分期、预后及对治疗反应方面具有不可取代

的作用。随着流式细胞分析技术和分子生物学的进一步发展，

流式细胞分析在临床上会得到更广泛的应用。
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