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　　摘　要：目的　探讨骨髓细胞形态学和免疫表型在诊断非霍奇金淋巴瘤骨髓浸润中的价值。方法　采用骨髓涂片和流式细

胞术联合检测非霍奇金淋巴瘤（ＮＨＬ）骨髓侵犯（ＢＭＩ）。骨髓涂片经瑞氏吉姆萨液染色，分类计数４种类型ＮＨＬ细胞：小细胞成

熟细胞型、大细胞幼稚型、大细胞原始型、组织细胞型。采用流式细胞术经ＦＳＣ、ＳＳＣ、ＭｃＡｂ１ＦＩＴＣ、ＭｃＡｂ２ＰＥ、ＣＤ４５Ｐｅｒｃｐ五参

数分析，确定免疫表型。结果　３８例ＮＨＬ分别被诊断为Ｂ细胞淋巴瘤２８例、Ｔ细胞淋巴瘤７例、ＮＫ细胞淋巴瘤２例，间变性大

细胞淋巴瘤１例。３８例ＮＨＬ细胞骨髓侵犯的骨髓细胞形态学分型结果为小细胞成熟型２５例（６５．８％）、大细胞幼稚型３例（７．

９％）、大细胞原始型６例（１５．８％）、组织细胞型４例（１０．５％）。结论　应用骨髓细胞形态学和流式细胞术联合检测ＮＨＬＢＭＩ，可

以提高诊断的准确性并提供相应的病理分型意见。
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　　非霍奇金淋巴瘤（ＮＨＬ）是恶性淋巴细胞增殖性肿瘤，容

易发生骨髓浸犯（ＢＭＩ），后期发展为淋巴瘤细胞白血病

（ＬＭＣＬ）。骨髓细胞形态学检查是诊断非霍奇金淋巴瘤ＢＭＩ

的重要手段［１］。ＮＨＬ细胞在骨髓中的形态有高度异质性，但

由于其不同病理类型的细胞特征各不相同，要切实地把握并作

出正确的诊断十分困难。本研究采用骨髓细胞形态学和流式

细胞术（ＦＣＭ）联合检测ＮＨＬ细胞骨髓侵犯，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　武警重庆总队医院检验科于２０１０年１月至

２０１１年２月诊断淋巴细胞肿瘤１２４例，结合骨髓涂片、骨髓活

检、流式细胞术及ＦＩＳＨ 技术检测，确诊为急性淋巴细胞白血

病（ＡＬＬ）５６例、慢性淋巴细胞白血病（ＣＬＬ）３０例和 ＮＨＬ骨

髓侵犯３８例。３８例ＮＨＬ骨髓侵犯均为武警重庆总队医院血

液科门诊或住院患者，其中男２５例，女１３例，年龄５～８０岁，

平均５１．８岁。

１．２　方法

１．２．１　标本制备　无菌条件下行骨髓穿刺，抽吸０．３ｍＬ骨

髓液，涂７张片备用。再抽吸骨髓细胞液１～２ｍＬ，肝素抗凝

摇匀，置４℃冰箱保存，４８ｈ内做ＦＣＭ检测。

１．２．２　细胞形态学检查　细胞涂片经瑞氏姬姆萨混合染液

染色，在油镜（１０００倍）下分类计数５００个细胞。每个病例的

骨髓涂片均加做ＰＡＳ和ＰＯＸ染色。骨髓涂片重点查找有无

淋巴瘤细胞，观察细胞的异质性，包括大小、异形变、分化程度

及有无成簇分布现象。判断标准按国内勇氏诊断标准：骨髓中

瘤细胞数大于或等于０．０５时，诊断为ＢＭＩ；瘤细胞数大于或等

于０．２０时，诊断为ＬＭＣＬ。

１．２．３　多参数ＦＣＭ 检测　流式细胞仪采用美国ＢＤ公司４

色双激光管ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ机型，Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件荧光定量分

析。每份标本分析１００００个细胞，细胞在波长４８８ｎｍ处检测

ＰＥ的红荧光和ＦＩＴＣ的绿荧光，分别通过５７５ｎｍ和５１３ｎｍ
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滤光片收集，Ｐｅｒｃｐ的荧光通过６３５ｎｍ 滤光片收集。采集

ＣＤ４５／ＳＳＣ设门，重点分析幼稚细胞群及成熟淋巴细胞群，经

ＦＳＣ、ＳＳＣ、ＭｃＡｂ１ＦＩＴＣ、ＭｃＡｂ２ＰＥ、ＣＤ４５Ｐｅｒｃｐ五参数分

析，确定免疫表型。单克隆抗体来源荧光标记的单克隆抗体包

括Ｔ、Ｂ、髓系细胞系列，用两个系列或阶段特异性单抗加ＣＤ４５

进行三色荧光染色：ＭｃＡｂ１ＦＩＴＣ、ＭｃＡｂ２ＰＥ、ＣＤ４５Ｐｅｒｃｐ。

单克隆抗体有ＣＤ１０、ＣＤ７９ａ、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５、

ＣＤ１０３；ＣＤ３、ＣＤ５、ＣＤ７、ＣＤ４、ＣＤ８；ＣＤ１３、ＣＤ１４、ＣＤ３３、ＭＰＯ、

ＣＤ４１ａ、ＣＤ６１、ＣＤ７１；ＣＤ３４、ＣＤ３８、ＣＤ４５、ＨＬＡＤＲ、ＴｄＴ、Ｋａｐ

ｐａ、Ｌａｍｂｄａ等均从ＢＤ公司购买。按ＦＣＭ常规方法标记表面

抗原和胞内抗原。

１．２．４　ＦＣＭ判断 ＮＨＬ细胞骨髓侵犯的原则和方法　首先

在ＣＤ４５／ＳＳＣ散点图上，查找幼稚细胞群和成熟淋巴细胞群，

进行设门。采用多组单克隆抗体标记细胞，分析不同系别、不

同阶段的免疫标志表达情况。以ＣＤ２０和ＣＤ３的表达情况，来

区分瘤细胞源于 Ｂ细胞系或 Ｔ 细胞系。Ｂ淋巴细胞含有

ＣＤ１０、ＣＤ３４考虑为前体Ｂ淋巴细胞；不表达ＣＤ１０、ＣＤ３４而表

达ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２５者，考虑为外周Ｂ淋巴细胞。Ｔ淋巴细

胞表达ＣＤ７、ＴｄＴ及ＣＤ３４者考虑为前体Ｔ淋巴细胞；不表达

ＴｄＴ及ＣＤ３４而表达ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ５者考虑为外周Ｔ淋巴细

胞。外周Ｂ淋巴细胞肿瘤中，ＣＤ５＋ＣＤ１０－ＣＤ２３＋ 者，考虑为

ＣＬＬ／ＳＬＬ；ＣＤ５＋ ＣＤ１０－ ＣＤ２３－
／＋ 者，考 虑 为 套 式 淋 巴 瘤；

ＣＤ５－ＣＤ１０＋ＣＤ２３－或ＣＤ５＋ＣＤ１０－ＣＤ２３－ 者，考虑为滤泡型

淋巴瘤；ＣＤ５－ＣＤ１０＋或ＣＤ５＋ＣＤ１０－，都伴ＣＤ４３＋者，考虑为

伯基特淋巴瘤；ＣＤ５－ＣＤ１０－伴ＣＤ２５＋ＣＤ１０３＋，考虑为毛细胞

白血病；ＣＤ２０＋ＣＤ３８＋ＣＤ１３８＋者，考虑为浆细胞白血病（ＰＣＬ）

或多发性骨髓瘤（ＭＭ）。外周Ｔ淋巴细胞肿瘤中，ＣＤ４＋ＣＤ８－

ＣＤ２５＋者，考虑为成人 Ｔ 淋巴细胞白血病／淋巴瘤；ＣＤ４＋

ＣＤ８－ＣＤ５６＋ＣＤ３－者，考虑为 ＮＫ细胞淋巴瘤或Ｔ细胞淋巴

瘤；ＣＤ４＋ＣＤ８－ＣＤ３０＋ＣＤ５６＋ＣＤ３－ 者，考虑间变大细胞淋巴

瘤。

２　结　　果

２．１　淋巴瘤细胞骨髓侵犯的形态表现　不同病理类型的

ＮＨＬ细胞形态、大小和染色质分化程度各不相同。参考ＦＡＢ

关于ＡＬＬ分型方法，将瘤细胞的大小与 ＡＬＬＬ１型和 ＡＬＬ

Ｌ２型划分原则等同，即Ｌ１型大小的瘤细胞为小细胞（细胞直

径约６～１２μｍ），Ｌ２型大小的瘤细胞为大细胞（细胞直径约

１２～２５μｍ）。将瘤细胞的大小和染色质分化程度综合判断，

骨髓ＮＨＬ细胞分为４种类型：小细胞成熟细胞型、大细胞幼

稚型、大细胞原始型、组织细胞型。小细胞成熟型淋巴瘤细胞

特征为：以小细胞为主，胞质少，易见伪足，胞质灰蓝色；核圆形

或畸形，染色质粗块状；核仁消失或留有核仁残迹。大细胞幼

稚型瘤细胞特征为：以大细胞为主，外形不规则，可见伪足，胞

质丰富，灰蓝色；核圆形或类圆形，染色质粗颗粒或小块状，副

染色质区不显著；核仁不清晰或留有核仁残迹。大细胞原始型

瘤细胞特征为：以大细胞为主，胞质丰富，灰蓝色；核圆形或类

圆形，染色质粗颗粒状；核仁大而清晰，呈暗蓝色。组织细胞型

瘤细胞特征为：胞体大小不等，差异悬殊，小者如淋巴样组织细

胞，大者可为多核巨大瘤细胞。外形极不规则，易见伪足和瘤

状突起，胞质多少不一，灰蓝色，Ａ颗粒多少不定；核畸形变显

著，呈凹陷、裂痕，折叠，易见双核、多核现象；染色质粗细不定；

核仁大，深蓝，一到数个不等。本组病例按上述分型方法，３８

例病例分别分型为小细胞成熟细胞型２５例、大细胞幼稚型３

例、大细胞原始型６例和组织细胞型４例。

２．２　骨髓ＮＨＬ细胞免疫表型结果分析　经ＦＣＭ检测，根据

骨髓瘤细胞特异性抗原的表达情况，３８例ＮＨＬ分别被诊断Ｂ

细胞淋巴瘤２８例、Ｔ细胞淋巴瘤７例、ＮＫ细胞淋巴瘤２例，间

变性大细胞淋巴瘤１例。在２８例Ｂ细胞淋巴瘤中，ＳＬＬ／ＣＬＬ

１２例、套细胞淋巴瘤（ＭＣＬ）２例、滤泡淋巴瘤（ＦＬ）１例、边缘

带淋巴瘤（ＭＺＬ）２例、不能定型的外周Ｂ淋巴细胞肿瘤８例，

弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤２例（ＤＬＢＣＬ），前体Ｂ细胞淋巴瘤１例。

在７例Ｔ细胞淋巴瘤中，前体Ｔ细胞瘤３例、外周Ｔ淋巴细胞

瘤２例（ＰＴＬ），不能定型的外周Ｔ淋巴细胞肿瘤２例。

２．３　骨髓 ＮＨＬ细胞形态学分型与免疫表型的关系　３８例

ＮＨＬ细胞骨髓侵犯的骨髓细胞形态学分型结果为小细胞成熟

型２５例（６５．８％）、大细胞幼稚型３例（７．９％）、大细胞原始型６

例（１５．８％）、组织细胞型４例（１０．５％），与免疫分型的关系见

表１。

表１　　骨髓ＮＨＬ细胞形态学分型与免疫表型的关系（狀）

免疫表型
小细胞成熟

细胞型

大细胞

幼稚型

大细胞

原始型

组织

细胞型

ＳＬＬ／ＣＬＬ １２ ０ ０ ０

套细胞淋巴瘤（ＭＣＬ） ２ ０ ０ ０

滤泡淋巴瘤（ＦＬ） １ ０ ０ ０

边缘带淋巴瘤（ＭＺＬ） ２ ０ ０ ０

Ｂ外周淋巴细胞瘤未能分型（ＢＬＬ） ６ １ ０ １

弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤（ＤＬＢＣＬ） ０ １ １ ０

前Ｂ细胞淋巴瘤（ＢＬＢＬ） ０ ０ １ ０

前体Ｔ细胞瘤（ＴＬＢＬ） ０ ０ ２ ０

外周Ｔ细胞瘤（ＰＴＣＬ） ２ ０ ０ １

Ｔ淋巴细胞瘤未能分型（ＴＬＬ） ０ １ ０ １

ＮＫ细胞淋巴瘤 ０ ０ ２ ０

间变性大细胞淋巴瘤（ＡＬＣＬ） ０ ０ ０ １

３　讨　　论

骨髓细胞形态学检查是诊断ＬＢＭＩ和ＬＭＣＬ最常用的手

段之一，在诊断的灵敏度和阳性率方面略低于骨髓活检［２］。骨

髓ＮＨＬ细胞的形态是多种多样的，有报道将其分为３种类

型［３４］，但由于没有细胞分化程度的条件，不利于临床进行准确

的病理分型。本研究将ＮＨＬ瘤细胞分为４种类型，从分化程

度和细胞大小对瘤细胞进行归类分析，意在能给临床诊断工作

提供一个较为有效的诊断意见。单一靠骨髓涂片检查可以检

出瘤细胞，在瘤细胞数量较多的情况下，可以作出 ＬＢＭＩ或

ＬＭＣＬ的鉴别诊断，但无法提供准确的病理分型。采用ＦＣＭ

技术检测出的ＮＨＬ细胞的免疫表达结果，可以印证骨髓涂片

的结论，同时，２种综合分析可以作出较为准确的病理分型
［５］。

从本组病例看，ＮＨＬ骨髓侵犯最常见的病理类型是Ｂ淋

巴细胞瘤（７３．７％），Ｔ细胞淋巴瘤次之（１８．４％）、ＮＫ细胞淋

巴瘤少见（５．３％），间变性大细胞淋巴瘤更少见（２．６％）。骨髓

细胞形态学显示，骨髓ＮＨＬ细胞以小细胞成熟细胞型为主。

骨髓小细胞成熟细胞型ＮＨＬ免疫表型提示仅见于外周Ｂ

淋巴细胞肿瘤和外周Ｔ淋巴细胞肿瘤，而以外周Ｂ淋巴细胞

肿瘤最为常见，占９２％；外周Ｔ淋巴细胞肿瘤仅占８％。在２３
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例小细胞的Ｂ细胞肿瘤中，以ＳＬＬ为主，占５２．２％。从形态学

来讲，外周Ｂ淋巴细胞瘤中除典型的ＣＬＬ、ＨＣＬ、浆细胞样淋

巴细胞淋巴瘤和边缘绒毛状细胞淋巴瘤可以作出初步诊断外，

其他如 ＭＣＬ、ＦＬ和 ＭＺＬ等都很难作出准确的判断。在各个

类型之间，细胞特征仍有细微的差异。本组病例经形态学和

ＦＣＭ结果相互印证发现，ＭＣＬ在骨髓像里，通常表现出２类

细胞：一是形态特征与正常小淋巴细胞极为相似，仅易见伪足

和核畸形变；二是部分细胞胞体偏大且大小不一，外形不规则，

易见伪足和瘤状突起，胞质量较多，细胞核大，伴畸形；染色质

偏细，部分有核仁。在化疗后，骨髓像发现通常第一类细胞减

少不显著，第二类细胞减少明显。这种骨髓瘤细胞在经受细胞

毒性药物杀伤后出现分化程度低的细胞减少，分化程度高的细

胞不减的现象，可能就是 ＭＣＬ具备类似弥漫性大淋巴细胞淋

巴瘤的侵袭性和低恶性度淋巴瘤的不可治愈性的细胞学表

现［６］。ＦＬ细胞在骨髓表现为偏成熟的淋巴细胞，胞体略大于

小淋巴细胞，染色质粗，但不呈块状或龟背状改变。ＭＺＬ形态

与ＣＬＬ接近，但通常细胞膜外缘易见绒毛状突起。

大细胞幼稚型的 ＮＨＬ细胞可见于ＢＬＬ、ＴＬＬ，形态学特

征对病理分型帮助意义不明。大细胞原始型的 ＮＨＬ细胞可

见于ＤＬＣＢＬ、ＢＬＢＬ、ＴＬＢＬ和ＮＫ细胞淋巴瘤。从本组病例

看Ｔ细胞和ＮＫ细胞淋巴瘤所占比例较高，共６６．７％。Ｔ细

胞淋巴瘤在ＦＣＭ检测中胞浆ＣＤ３阳性对诊断价值较高，但由

于ＮＫ或ＮＫ／Ｔ淋巴瘤可能丢失多个Ｔ细胞抗原标志，因此，

ＮＫ／Ｔ细胞淋巴瘤在骨髓中的诊断应综合分析。组织细胞型

的ＮＨＬ细胞多见于Ｔ细胞淋巴瘤和间变大细胞淋巴瘤，Ｂ细

胞淋巴瘤少见。其细胞特点在于细胞大小悬殊，外形极不规

则，呈多种细胞形态改变，容易伴随浆细胞、组织细胞、吞噬细

胞等反应性细胞增多，须与感染相关的噬血细胞综合征相

鉴别［７］。

应用骨髓细胞形态学和流式细胞术联合检测 ＮＨＬ细胞

ＢＭＩ，可以提高诊断的准确性并对大部分ＮＨＬＢＭＩ进行病理

分型［８９］。骨髓细胞形态学在对外周淋巴细胞肿瘤的诊断上，

由于瘤细胞与正常淋巴细胞难以鉴别，容易漏诊，此时应用

ＦＣＭ技术联合检测可以帮助确定淋巴细胞是否是克隆性改

变。在Ｔ细胞及ＮＫ细胞淋巴瘤的诊断上，由于伴发的髓系

标志较多以及大量的Ｔ细胞标志丢失，ＦＣＭ 诊断结果有不确

定性，结合骨髓细胞形态学及细胞化学染色，可以最终明确

诊断。

由于ＮＨＬ在细胞形态和免疫表型的多样性和复杂性，很

多ＬＢＭＩ的诊断仅靠骨髓细胞形态学和ＦＣＭ 还不能做到准

确分型，需要结合淋巴结病理形态和免疫组织化学、染色体核

型分析以及突变基因检测的结果进行综合分析判断［１０］。
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［１１］ＳｕｎＸ，ＶａｌｅＭ，ＬｅｕｎｇＥ，ｅｔａｌ．ＭｏｕｓｅＢ７Ｈ３ｉｎｄｕｃｅｓａｎｔｉｔｕｍｏｒ

ｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＧｅｎｅＴｈｅｒ，２００３，１０（２０）：１７２８１７３４．

［１２］ＬｕｏＬ，ＱｉａｏＨ，ＭｅｎｇＦ，ｅｔａｌ．Ａｒｓｅｎｉｃｔｒｉｏｘｉｄｅｓｙｎｅｒｇｉｚｅｓｗｉｔｈ

Ｂ７Ｈ３ｍｅｄｉａｔｅｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙｔｏｅｒａｄｉｃａｔｅｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ

ｎｏｍａｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００６，１１８（７）：１８２３１８３０．

［１３］ＷｕＣＰ，ＪｉａｎｇＪＴ，ＴａｎＭ，ｅｔａｌ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｏｓｔｉｍｕｌａ

ｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅＢ７Ｈ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｈｉｓｔｏｌｏｇｙ

ａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００６，１２（３）：４５７４５９．

（收稿日期：２０１３０５１０）

·０９９２· 国际检验医学杂志２０１３年１１月第３４卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２２


