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多参数流式细胞术在多发性骨髓瘤及其微小残留疾病的免疫表型分析

许艳丽，王顺清，毛　平，杜庆华

（广州市第一人民医院血液科，广东广州５１０１８０）

　　摘　要：目的　探讨多参数流式细胞术（ＭＦＣ）在多发性骨髓瘤患者初诊和微小残留疾病的检测意义。方法　采用多参数流

式细胞技术，通过ＣＤ１３８或ＣＤ３８抗原标记识别７４例多发性骨髓瘤患者的浆细胞，联合ＣＤ４５、ＣＤ５６、ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ１１７表面抗

原标记及胞浆Ｋａｐｐａ和Ｌａｍｂｄａ轻链鉴别异常骨髓瘤细胞。结果　４４例初诊病例中，ＣＤ１３８在可检测的病例中均呈阳性表达，

同时ＣＤ１９阴性，４２例病例（９５％）ＣＤ４５阴性或弱阳性，其他表面抗原标记ＣＤ３８、ＣＤ５６、ＣＤ２０、ＣＤ１１７的检测率分别为９８％、

９３％、４５％、４１％，胞浆Ｋａｐｐａ和Ｌａｍｂｄａ轻链均呈限制性克隆型表达。１４例病例用于评估初诊及治疗过程中免疫表型的变化，

其中１１例病例（７９％）出现至少１个及以上异常表型的变化，４例（２９％）病例化疗后抗原标记荧光强度显著增加，７例（５０％）病例

荧光强度显著降低。ＣＤ４５、ＣＤ１９、胞浆免疫球蛋白轻链为最稳定的标记，未见显著抗原标记的变化，２例ＣＤ３８（１４％）、７例ＣＤ５６

（５０％）、４例ＣＤ２０（２９％）及２例ＣＤ１１７（１４％）病例呈现显著的抗原密度的变化。３０例已治疗病例用于评估 ＭＲＤ的免疫表型，

其中２５例检测出异常的瘤细胞，５例病例未见显著的限制性轻链克隆型表达，Ｋａｐｐａ与Ｌａｍｂｄａ比值在０．５～２，认定 ＭＲＤ阴性。

结论　流式细胞术用于多发性骨髓瘤的诊断疗效及预后的判断具有重要意义，采用胞浆免疫球蛋轻链的检测可提升微小残留检

测的正确性。
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　　采用流式细胞术可特异性的鉴定浆细胞群体。传统的鉴

别标记是ＣＤ３８与ＣＤ４５或ＣＤ５６的组合，根据浆细胞ＣＤ３８强

阳性，骨髓瘤细胞ＣＤ４５阴性或弱阳性、ＣＤ５６阳性的特点，将

瘤细胞群体从浆细胞群体中鉴别出来。但ＣＤ３８是非特异性

标记，在造血祖细胞群、Ｔ、Ｂ细胞等均有表达，部分瘤细胞标记

ＣＤ３８可能有较低抗原密度表达，增加了鉴定浆细胞的难度，

因此近年来流式更加倾向用ＣＤ１３８检测浆细胞群。ＣＤ１３８是

浆细胞的特异标记，在造血干祖细胞、Ｔ、Ｂ细胞均不表达，采用

ＣＤ１３８设门的方式，检出浆细胞群，并联合其他抗原标记，多参

数分析浆细胞免疫表型，即可鉴定浆细胞的恶性与否。本文除

采用ＣＤ４５、ＣＤ５６、ＣＤ１９等常用检测骨髓瘤细胞的标记外，也

增加了胞浆免疫球蛋白轻链的检测，胞浆Ｋａｐｐａ链和Ｌａｍｂｄａ

链在良性浆细胞中以接近１∶１的比例存在，但在骨髓瘤细胞

中通常呈克隆型的轻链限制性表达。本文采用上述的抗原标

记，回顾性分析了初诊与治疗过程中的骨髓瘤患者的免疫表

型，并对比分析治疗前后抗原表型的变化，为流式在骨髓瘤的
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诊断、ＭＲＤ的检测及合理的设计抗体组合提供一些参考价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　７４例样本来源于２０１０年１月至２０１２年６月

在广州市第一人民医院流式细胞仪室进行检测的骨髓标本。

男４３例，女３１例，平均６０周岁，中位年龄６０周岁。

１．２　仪器与试剂　ＦＡＣＳＣａｎｔｏ流式细胞仪（美国ＢＤ公司），

配置４８８ｎｍ及６３３ｎｍ激光器。采用六色荧光标记技术，用异

硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）、藻红蛋白（ＰＥ）、草履虫叶绿素蛋白花

青甙５．５（ＰｅｒＣＰＣｙ５．５）、ＰＥＣｙ７、别藻蓝蛋白（ＡＰＣ）及 ＡＰＣ

Ｃｙ７荧光染料分别标记 ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ３８、ＣＤ４５、ＣＤ５６、

ＣＤ１１７等抗体。以上试剂及溶血素、穿透液分别购自美国ＢＤ

公司、法国Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公司。ｋａｐｐａＦＩＴＣ／ＬａｍｂｄａＰＥ购自

丹麦ＤＡＫＯ公司，ＣＤ１３８ＡＰＣ购自德国 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司。

１．３　方法

１．３．１　样品制备　每样品管加肝素抗凝的骨髓１００μＬ（相当

于５×１０５ 个细胞）及２０μＬ荧光标记抗体，室温避光孵育２０

ｍｉｎ；表面抗原染色：溶血素２ｍＬ，室温避光孵育１０ｍｉｎ，离心

３００×ｇ５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗涤３００×ｇ５ｍｉｎ，弃上清，５００μＬ

ＰＢＳ悬浮沉淀，４℃待检；胞浆抗原染色：固定液１００μＬ，室温

避光孵育１５ｍｉｎ，离心３００×ｇ５ｍｉｎ，弃上清，穿透液１００μＬ，

室温避光孵育５ｍｉｎ，加 Ｋａｐｐａ／Ｌａｍｂｄａ抗体，室温避光孵育

１５ｍｉｎ，离心３００×ｇ５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗涤３００×ｇ５ｍｉｎ，弃

上清，５００μＬＰＢＳ悬浮沉淀，４℃待检。

１．３．２　流式细胞术分析　ＦＡＣＳＣａｎｔｏ流式细胞仪，配置氩离

子激光器及氦氖激光器，激发波长分别为４８８ｎｍ和６３３ｎｍ。

采用ＣＤ３８／ＳＳＣ及ＳＳＣ／ＣＤ１３８设门方法，Ｄｉｖａ软件分析鉴定

浆细胞，收集测定细胞３００００个。骨髓瘤细胞表型认定基于

异于良性浆细胞的表达模式，主要包括抗原的缺失表达，不存

在于良性细胞的异常抗原表达，髓系标记的跨系表达等。考虑

到随着时间的推移，仪器状态或试剂批号的改变会干扰抗原荧

光强度变化的鉴别，以良性粒细胞群体的ＣＤ４５荧光强度作为

内参，以高于或低于初诊骨髓瘤细胞荧光强度ｌｏｇ对数值的一

半认定荧光强度的升高或降低。

２　结　　果

　　４４例初诊病例中，瘤细胞约占有核细胞群体３％～６０％

（中位值：１４％，平均值：２１％）。ＣＤ１３８在可检测的病例中均呈

阳性表达，ＣＤ１９阴性，４２例病例（９５％）ＣＤ４５阴性或弱阳性，

其他表面抗原标记ＣＤ３８、ＣＤ５６、ＣＤ２０、ＣＤ１１７的检测率分别

为９８％、９３％、４５％、４１％，胞浆Ｋａｐｐａ和Ｌａｍｂｄａ轻链均呈限

制性克隆型表达，６４％病例胞浆 Ｋａｐｐａ阳性 Ｌａｍｂｄａ阴性，

３６％病例胞浆Ｋａｐｐａ阴性Ｌａｍｂｄａ阳性。每１病例至少出现２

个以上异常的抗原表达模式，以ＣＤ５６阳性ＣＤ１９阴性较为常

见，克隆型轻链限制性表达常见。

１４例病例用于评估初诊及治疗过程中免疫表型的变化，

如表１所示，其中１１例病例（７９％）出现至少１个及以上异常

表型的变化，４例化疗后抗原标记荧光强度显著增加，７例荧光

强度显著降低。ＣＤ２０标记在１例化疗后获得，１例化疗后丢

失；ＣＤ４５、ＣＤ１９及胞浆免疫球蛋白轻链为最稳定的标记，未见

显著抗原标记的变化；ＣＤ３８、ＣＤ５６分别在２例、３例病例中表

现抗原密度下调；４例病例ＣＤ５６表达密度上调。４例ＣＤ２０及

２例ＣＤ１１７呈现显著的抗原密度的变化。

３０例已治疗病例用于评估 ＭＲＤ的免疫表型，其中２５例

检测出异常的瘤细胞，以ＣＤ５６阳性ＣＤ１９阴性常见，均出现克

隆型免疫球蛋白轻链限制性表达。其余５例病例，ＣＤ１９部分

阳性，ＣＤ５６阴性，Ｋａｐｐａ与Ｌａｍｂｄａ比值在０．５～２，认定 ＭＲＤ

阴性。初诊及治疗组免疫表型如表２所示，良恶性浆细胞胞浆

免疫球蛋白轻链流式图谱如图１（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”）所示。

表１　　１４例多发性骨髓瘤患者治疗期间的抗原

　　　表达变化（％）

抗原标记
未有

变化

抗原

获得

阳性细胞群

荧光强度增强

阳性细胞群

荧光强度减弱

抗原

丢失

ＣＤ３８ ８６ ０ ０ １４ ０

ＣＤ５６ ５０ ０ ２１ ２９ ０

ＣＤ２０ ７２ ７ ７ ７ ７

ＣＤ１１７ ８６ ０ ７ ７ ０

合计 ７３ ２ ９ １４ ２

表２　　多发性骨髓瘤患者浆细胞抗原表达率

抗原标记
异常表达病例数［狀（％）］

初诊 治疗期

ＣＤ１３８ ２８（１００） １９（１００）

ＣＤ３８ ４３（９８） ２９（９７）

ＣＤ５６ ４１（９３） ２４（８０）

ＣＤ４５ ４２（９５） ２５（８３）

ＣＤ２０ ２０（４５） １３（４３）

ＣＤ１１７ １８（４１） １２（４０）

ＣＤ１９ ４４（１００） ２５（８３）

胞浆 Ｋａｐｐａ １８（６４） １３９（６８）

胞浆Ｌａｍｂｄａ １０（３６） １１（５８）

３　讨　　论

　　流式细胞术应用于多发性骨髓瘤细胞的研究，更侧重于浆

细胞良恶性的鉴定，而非瘤细胞定量分析。由于样本的采集及

样本制备过程对瘤细胞的影响，需排除骨髓稀释对检测的干

扰，在 ＭＲＤ阴性的病例中样本应存在良性浆细胞
［１２］。本文

所有病例均以鉴别出的浆细胞群为基础进行免疫表型分析。

流式鉴别骨髓瘤细胞的传统抗原组合是ＣＤ３８（强阳性）／

ＣＤ４５（阴性或弱阳性）。但ＣＤ３８不是在所有骨髓瘤疾病中呈

强阳性表达，部分抗原密度下调，易与造血祖细胞、Ｔ、Ｂ细胞的

ＣＤ３８阳性群体混淆，ＣＤ４５在瘤细胞群体也有阳性病例的报

道［２］，因此采用ＣＤ３８／ＣＤ４５设门方法可能会遗漏鉴定瘤细胞

群。ＣＤ１３８几乎表达于所有浆细胞，是浆细胞的特异标记，采

用ＣＤ１３８设门的方法评估浆细胞是最为可信赖的方法，尤其

在瘤细胞低侵润的病例中［３］。本文采用ＣＤ１３８／ＳＳＣ设门，联

合ＣＤ３８、ＣＤ５６、ＣＤ１９等免疫标记，可明显鉴定浆细胞群体。

浆细胞良恶性的鉴别主要基于不同于良性浆细胞的免疫

表型，如ＣＤ１９阴性，ＣＤ５６阳性，ＣＤ２０、ＣＤ１１７的异常表达等。

文献［４５］研究指出，这些异常的浆细胞表型也可能在健康人

群存在，如ＣＤ５６在良性浆细胞表达水平介于０％～４７％。骨

髓瘤患者中也有５％的病例表达ＣＤ１９，仅７０％～８０％患者表

达ＣＤ５６，Ｄｅｓｈｍｕｋｈ等
［３］报道在３３％～９２％病例有ＣＤ５６表

达。因此仅采用有限的ＣＤ１９／ＣＤ５６的抗体组合有可能造成

瘤细胞的漏检。本文除采用以上抗原标记外，亦增加了胞浆轻

链的检测，以提高瘤细胞的检出率。

骨髓瘤患者在治疗过程中，瘤细胞异常免疫表型不是固定

不变的，文献［６７］分别报道有３１％、４１％患者免疫表型发生了

变化。本文研究有７９％病例表型变化，与 Ｇｕｐｔａ等
［８］研究

（７８％）基本一致。研究者定义的表型变化除抗原的获得或缺

失外，也增加了抗原密度的变化，即以高于或低于初诊骨髓瘤
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细胞荧光强度ｌｏｇ对数值的一半认定荧光强度的升高或降低，

抗原表达在治疗前后仍为阳性；另一方面各研究人员所选择的

监测瘤细胞的抗体也并不完全相同。但免疫表型的不稳定性

确实存在的。免疫表型不稳定的认知对骨髓瘤患者后续残留

疾病的检测提出了挑战。采用有限的抗体组合会干扰临床诊

断的正确性。

浆细胞克隆性评估是判断浆细胞良恶性的另外一种有效

方法，由于是胞浆抗原的检测，在样本制备方面不同于常规的

表面抗原染色，但对瘤细胞的监测尤其在 ＭＲＤ检测中的作用

愈来愈引起人们的重视。健康人群中浆细胞胞浆免疫球蛋白

轻链Ｋａｐｐａ与Ｌａｍｂｄａ轻链的比值大概在０．５～２，而骨髓瘤

患者经常出现比值高于２以上或低于０．５的Ｋａｐｐａ单克隆阳

性群或Ｌａｍｂｄａ阳性群。应用胞浆 Ｋａｐｐａ和Ｌａｍｂｄａ，比值低

于０．２或大于１６与高水平的浆细胞相关且预后不良
［３］。值得

注意的是如果浆细胞克隆性评估用于 ＭＲＤ的监测，应采用多

克隆优于单克隆的胞浆免疫球蛋白轻链进行检测［９］。本文研

究也证实胞浆免疫球蛋白轻链是最稳定的标记之一，治疗前后

未有显著变化，其检测可作为评估浆细胞良恶性的一种稳定可

靠的方法。

Ｓｐｅａｒｓ等
［６］指出，采用胞浆轻链分析而不是表面标记的免

疫表型进行 ＭＲＤ的评估可提升残留瘤性细胞的检测能力，更

为重要的是对那些已转化良性的免疫表型但仍保留轻链抑制

的残留瘤细胞的鉴别。由于免疫表型的变化，部分病例化疗后

获得了ＣＤ１９的表达，与良性浆细胞非常相似，这些病例如果

不采用轻链检测，鉴别瘤细胞是不可能的。

在后期的样本中增加了胞浆免疫球蛋白的检测，收集至少

３万以上的细胞，确实更加容易监测瘤细胞。３例 ＭＲＤ阴性

的患者其浆细胞呈Ｋａｐｐａ、Ｌａｍｂｄａ的多克隆表达，认定为良性

浆细胞。

目前，研究人员分析浆细胞除常规的ＣＤ１９、ＣＤ５６外，也

渐渐补充ＣＤ２７、ＣＤ２８等标记的检测
［１０１１］，无疑提升临床诊断

的正确性及残留疾病的监测能力，但免疫表型结合克隆分析是

流式定义浆细胞性质的最好方法，尤其在治疗后检测异常细胞

时，克隆评估是唯一可能提供的信息，是临床疗效强有力的预

测指标。广泛的抗体组合、多参数的流式细胞术对多发性骨髓

瘤的诊断疗效及预后的判断具有重要意义。
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