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·检验技术与方法·

流式细胞术对非霍奇金氏淋巴瘤的诊断价值

陈家逸，陈　峻

（武汉市第一医院检验科，湖北武汉４３００２２）

　　摘　要：目的　评价流式细胞术（ＦＣＭ）对非霍奇金淋巴瘤（ＮＨＬ）诊断的临床效能。方法　采用病理形态学检查、免疫组织

化学染色及ＦＣＭ检测３２例 ＮＨＬ及３０例非 ＮＨＬ患者。结果　３２例 ＮＨＬ患者中，病理形态学检查、免疫组织化学染色及

ＦＣＭ诊断的敏感性分别为７８．１％、４６．９％及８４．４％。３０例非ＮＨＬ患者中，病理形态学检查、免疫组织化学染色及ＦＣＭ诊断的

特异性分别为１００．０％、８０．０％及８３．３％。结论　ＦＣＭ提高了淋巴结活检样本的淋巴瘤诊断准确率。
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　　据世界卫生组织统计，目前全球每年约有３千万新发非霍

奇金淋巴瘤（ｎｏｎｈｏｄｇｋｉｎ′ｓｌｙｍｐｈｏｍａ，ＮＨＬ），该疾病病死人

数超过２０万。中国ＮＨＬ的发病率为０．０２％，每年新增患者

约２．５万，病死人数约２万。目前对于淋巴瘤的诊断方法主要

有病理形态学、免疫组织化学染色、细胞遗传学和基因诊断。

本研究通过流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）与病理诊断和

免疫组织化学染色诊断的比较分析，探讨ＦＣＭ 对淋巴瘤诊断

的应用价值。

１　材料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年３月至２０１２年９月于本院诊治

６２例患者，其中，男３５例，女２７例；年龄１５～７３岁，平均４３．５２

岁；ＮＨＬ３２例，非ＮＨＬ３０例。

１．２　主要试剂与仪器　荧光素标记单克隆抗体包括：ＩｇＧ１、

ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ１０、ＣＤ２２、ＣＤ２３、ＣＤ２４、ＣＤ４５、

ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ５６、ｓｍＩｇ、Ｋａｐｐａ（κ）、Ｌａｍｂｄａ（λ）及末端脱氧核苷

酸转移酶（ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＴＤＴ）。所有

抗体、溶血剂及破膜剂均为美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司产品。

主要仪器为 ＥＰＩＣＳＸＬ分析型流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ

Ｃｏｕｌｔｅｒ公司）。

１．３　检测方法　（１）病理形态学检查：取手术切除的淋巴结进

行病理组织学检查；血液和骨髓标本涂片染色，行形态学检查。

参照２０００年恶性淋巴瘤 ＷＨＯ分类法进行初步诊断
［１２］。（２）

免疫组织化学染色：对于需要进一步证据证实的标本，再行免

疫组织化学染色，选择的单抗包括 ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ１２、

ＣＤ２０、ＣＤ２１、ＣＤ３４、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ７９ａ及ＴＤＴ等。（３）ＦＣＭ：对

于淋巴结样本，需用盐水保存，采用机械法破碎组织，制取细胞

悬液并稀释至２０×１０９／Ｌ，取１００μＬ细胞悬液样本加入相应

抗体孵育２０ｍｉｎ后，加溶血剂２ｍＬ，待红细胞破裂溶血后（膜

内抗体需加破膜剂于２～１０℃孵育２０ｍｉｎ，再用破膜洗液洗涤

离心，加相应抗体再行孵育２０ｍｉｎ后用破膜洗液洗涤），离心，

倾去上清液，用磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，

ＰＢＳ）２ｍＬ洗涤，离心倾去上清液，加ＰＢＳ３００～４００ｍＬ，重

悬，混匀，上机。标本以ＣＤ４５和侧向角设门，选择可疑细胞群

进行多参数ＦＣＭ分析，再经４个参数［异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）、藻红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）、

别藻蓝蛋白（ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）、多甲藻黄素叶绿素蛋白

质复合物（ｐｅｒｉｄｉｎｉｎｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘ，ＰｅｒＣＰ）］分

析，确定免疫表型。全部数据用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件获取和分析，

以百分率表示抗原阳性的细胞。阳性细胞率小于２０％，判定

为该抗原表达阴性；阳性细胞率大于５０％，判定该抗原表达阳

性；介于２０％和５０％之间，则判定为弱阳性。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

数资料用率表示，率的比较采用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，

以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

３种诊断方法对于３２例 ＮＨＬ确诊患者和３０例排除

ＮＨＬ干扰患者的检测诊断结果见表１。３２例 ＮＨＬ患者中，

病理诊断与ＦＣＭ诊断一致，且与临床诊断符合的有２５例，敏

感性为７８．１％，有２例病理诊断不明确，ＦＣＭ 诊断正确，ＦＣＭ

对ＮＨＬ诊断的敏感性为８４．４％，两者差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。而免疫组织化学染色确诊的有１５例，敏感性为

４６．９％，与ＦＣＭ诊断比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。３０

例非ＮＨＬ病例，病理诊断、免疫组织化学染色诊断和ＦＣＭ诊

断的特异性分别为１００．０％、８０．０％及８３．３％，见表１、２。由于

·８１３１· 国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０



本研究样本量不够，不足以得出可靠的各种分期、分型的疾病

表型。本研究有１例为ＣＤ２３阴性，１例为ＣＤ４＋／ＣＤ８＋阳性。

表１　　病理形态学、免疫组织化学染色及ＦＣＭ

　　　　诊断结果的比较（狀）

组别 狀

病理形态学诊断

ＮＨＬ 非ＮＨＬ

免疫组织化学

染色诊断

ＮＨＬ 非ＮＨＬ

ＦＣＭ诊断

ＮＨＬ 非ＮＨＬ

确诊ＮＨＬ组 ３２ ２５ ７ １５ １７ ２７ ５

排除ＮＨＬ组 ３０ ０ ３０ ６ ２４ ５ ２５

表２　　３种检测方法诊断ＮＨＬ的敏感性、特异性及

　　　　符合率比较（％）

检测方法 敏感性 特异性 符合率

病理形态学检查 ７８．１△ １００．０△ ８８．７△

免疫组织化学染色 ４６．９ ８０．０△ ６４．５

ＦＣＭ ８４．４ ８３．３ ８３．９

　　：犘＜０．０５；△：犘＞０．０５，与ＦＣＭ比较。

３　讨　　论

淋巴瘤可分为霍奇金病和 ＮＨＬ两大类，而且以 ＮＨＬ为

主。ＮＨＬ的诊断主要依据组织病理学，而病理检查手段并不

包括对ＮＨＬ的临床分型、肿瘤负荷情况、浸润程度以及对治

疗的反应等。因此，淋巴瘤的诊断除了综合临床发现和影像学

检查外，实验室检测发挥了越来越重要的作用。此外，实验室

检测损伤小，敏感性高，可协助早期淋巴瘤筛查。淋巴瘤是病

理学诊断中难度最大的一种疾病，这是由于：（１）淋巴结切片中

反应性增生与淋巴瘤的形态学诊断非常困难；（２）淋巴结从取

材，要经过固定、包埋、切片、标记和显色等多道工序，才能检测

淋巴细胞的免疫表型，在此过程中可能造成细胞的损伤，使淋

巴细胞表面标记的检出存在困难，极大地影响了淋巴瘤的病理

诊断；（３）在光学显微镜下，由病理科医师判断单色的免疫表型

结果，对单克隆性的判断存在着正确性和客观性方面的不完

善；（４）用分子生物学方法扩增相关的基因也存在技术上和诊

断上的假象。ＦＣＭ技术则在一定程度上满足了上述的不足。

在确诊ＮＨＬ组中，有２例病理检测未能诊断，ＦＣＭ 则能

检测出，并予以分型。但是有１例，ＦＣＭ 虽然能检测，却将Ｂ

系ＮＨＬ误诊为Ｔ系ＮＨＬ。而在排除ＮＨＬ干扰组中，病理诊

断均阴性，ＦＣＭ则有一定的假阳性结果。因此，虽然ＦＣＭ 对

于淋巴瘤的检测敏感性较病理诊断高，但是特异性不如前者，

所以ＦＣＭ并不能取代病理诊断，应作为其辅助手段，提高其

诊断效用。

目前，已有关于ＦＣＭ 在淋巴瘤快速诊断方面的研究报

道，国内也有 ＦＣＭ 分析技术在淋巴瘤免疫学中应用的报

道［３４］。本研究用ＦＣＭ检测淋巴结活检标本进行淋巴瘤诊断

的敏感性为８４．４％，与病理诊断的７８．１％相比，差异无统计学

意义（犘＞０．０５），而相对于免疫组织化学染色的４６．９％，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。ＦＣＭ、病理诊断和免疫组织化学染

色的诊断特异性分别为８３．３％、１００．０％及８０．０％，三者之间

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＦＣＭ、病理诊断的符合率分别

为８３．９％、８８．７％，均明显高于免疫组织化学染色诊断的

６４．５％。本研究结果与文献［５７］一致，因此，在淋巴瘤诊断

上，ＦＣＭ具有较高的诊断价值，且在标本取得当天即可获得

报告。

研究认为ＦＣＭ分析对于淋巴瘤诊断具有表型特异性，较

适用于鉴别淋巴组织反应性增生与小细胞类的淋巴瘤，区分弥

漫性大Ｂ细胞淋巴瘤和Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤与非淋巴瘤的疾病，将

形态学上相似的淋巴瘤进一步分型［４，８１０］。本研究中，ＦＣＭ 将

１例弥漫性大Ｂ细胞淋巴瘤病理诊断为Ｔ系淋巴瘤，且有１例

干扰病例错误地诊断为 Ｔ系淋巴瘤，可见，ＦＣＭ 分析对于诊

断Ｂ细胞系的恶性肿瘤可靠性较 Ｔ细胞系大，且更为成熟，

ＦＣＭ对于Ｂ系淋巴瘤诊断的特异性高于Ｔ系。

ＦＣＭ 在 细 针 穿 刺 活 检 （ｆｉｎｅｎｅｅｄｌｅａｓｐｉｒａｔｉｏｎｂｉｏｐｓｙ，

ＦＮＡＢ）以及体液、血液和骨髓检查中可以发挥最大优势，

ＦＮＡＢ联合 ＦＣＭ 对于淋巴瘤的诊断有效率可达到７５％～

９０％
［１１］。当然，ＦＣＭ并不能完全取代现有的病理检查而独立

地进行淋巴瘤的诊断，因为它对霍奇金淋巴瘤的诊断意义很

小，对Ｔ细胞淋巴瘤的诊断相对薄弱，富含Ｔ细胞的Ｂ细胞淋

巴瘤也需联合形态学和免疫组织化学法进行诊断，自然杀伤细

胞淋巴瘤、白血病的诊断必须建立在对形态学、免疫表型分析

和临床表现综合分析的基础上，而不能仅靠ＦＣＭ 就对其克隆

性作出判断。对于阴性样本，ＦＣＭ 也出现了一定的假阳性。

因此，对于淋巴瘤的诊断，应结合病理、ＦＣＭ等的诊断，综合分

析，同时，ＦＣＭ要求新鲜组织，形态学不能兼顾，被检细胞数量

很少时异常表现不能被检出，这些都使ＦＣＭ 的应用受到一定

的限制。总之，流式细胞仪的使用提高了淋巴瘤，尤其是早期

淋巴瘤的诊断准确率。
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