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  摘 要:目的 探讨52例多发性骨髓瘤患者细胞免疫表型的特点。方法 采用流式细胞仪,以CD45/SSC
配合CD38+/CD138+ 联 合 设 门,对52例 多 发 性 骨 髓 瘤 患 者 的 骨 髓 细 胞 进 行 CD38、CD138、CD19、CD56、
CD117、CD200标记检测,并进行骨髓细胞形态学检查。结果 流式细胞术检测多发性骨髓瘤患者骨髓细胞中

骨髓瘤细胞比例为0.2%~52.9%,而在细胞形态学检查中,发现骨髓瘤细胞比例为2.0%~85.5%,但两种方

法检测结果之间具有良好的相关性(R2=0.686
 

4,P<0.05)。多发性骨髓瘤细胞各免疫表型阳性率如下:
CD38为100.00%(52/52),CD138为100.00%(52/52),CD19为9.62%(5/52),CD56为80.77%(42/52),
CD117为40.38%(21/52),CD200为26.92%(14/52)。其中CD56在两种轻链型和不同类型免疫球蛋白中的

表达差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 κ链型患者CD56的阳性率比λ链型低,CD56的阳性率在IgM
型中最低。在筛选细胞方面,流式细胞术比细胞形态学更灵敏,但细胞形态学检查的骨髓瘤细胞结果比流式细

胞术结果更准确。
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Abstract:Objective To

 

discuss
 

the
 

characteristics
 

of
 

cellular
 

immunophenotype
 

in
 

52
 

cases
 

of
 

multiple
 

myeloma
 

(MM).Methods The
 

flow
 

cytometer
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

the
 

label
 

detection
 

of
 

CD38,CD138,CD19,CD56,CD117
 

and
 

CD200
 

in
 

bone
 

marrow
 

of
 

52
 

cases
 

of
 

MM
 

with
 

CD45/SSC
 

coordinated
 

with
 

CD38+/CD138+
 

as
 

combined
 

gating.The
 

marrow
 

cell
 

morphology
 

examination
 

was
 

performed.Results The
 

flow
 

cytometry
 

detection
 

showed
 

that
 

the
 

proportion
 

of
 

myeloma
 

cells
 

in
 

MM
 

patients
 

was
 

0.2%-52.9%,while
 

which
 

in
 

cell
 

morphology
 

examination
 

was
 

2.0%-85.5%,however,there
 

was
 

a
 

good
 

correlation
 

between
 

the
 

detection
 

results
 

by
 

these
 

two
 

methods
 

(R2=0.686
 

4,P<0.05).Moreover,the
 

positive
 

rates
 

of
 

various
 

immunophenotype
 

in
 

MM
 

were
 

as
 

follows
 

100.00%(52/52)
 

for
 

CD38,100.00%(52/52)
 

for
 

CD138,9.62%(5/52)
 

for
 

CD19,80.77%(42/52)
 

for
 

CD56,
40.38%

 

(21/52)
 

for
 

CD117
 

and
 

26.92%(14/52)
 

for
 

CD200
 

respectively.Among
 

them,there
 

was
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

CD56
 

between
 

the
 

two
 

light
 

chains
 

and
 

different
 

immunoglobulin
 

types
 

(P<0.05).Conclusion The
 

CD56
 

positive
 

rate
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

kappa
 

light
 

chain
 

types
 

is
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

lambda
 

light
 

chain
 

types.The
 

positive
 

rate
 

of
 

CD56
 

is
 

the
 

lowest
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

IgM
 

type.In
 

screening
 

cells,the
 

flow
 

cytometry
 

is
 

more
 

sensitive
 

than
 

the
 

cell
 

morphology,but
 

the
 

re-
sults

 

of
 

myeloma
 

cells
  

detected
 

by
 

the
 

cell
 

morphology
 

examination
 

is
 

more
 

accurate
 

those
 

than
 

by
 

the
 

flow
 

cytometry.
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  多发性骨髓瘤(MM)是一种好发于中老年人的血

液系统疾病,发病率位于血液系统恶性肿瘤的第二

位[1],是一种起源于B淋巴细胞分化的浆细胞的克隆

性增殖性疾病,主要是以浆细胞的恶性增殖和溶骨损

坏为临床特征。患者多表现为肾功能受影响,分泌 M
蛋白,出现贫血、骨骼破坏、骨痛和免疫系统功能异常

等[2-3],存活率低。大部分 MM 患者经治疗后病情可

缓解,生存期也明显延长,但仍有部分患者病情会进

一步发展,其原因为对患者病情发展阶段评估不准

确,使临床医师难以确定患者在后续治疗过程中的时

间点、治疗方案和药物浓度。因 MM患者病情还受其

分泌的免疫球蛋白和伴随单株免疫球蛋白轻链型的

影响,故 本 研 究 对 MM 患 者 的 浆 细 胞 免 疫 表 型

(CD38、CD138、CD19、CD56、CD117、CD200)及其分

泌的免疫球蛋白、血清游离轻链进行分析,以期为

MM 患者的病情监测、疗效评估及预后判断提供

帮助。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集广东省佛山市中医院2017年1
月1日至2018年12月31日就诊的52例 MM 患者

(均为轻链型),其中男28例、女24例,年龄40~83
岁。所有MM患者的诊断均符合《中国血液病诊断指

南》中相关标准。按照Durie-Salmon临床分期(DS分

期),52例MM患者中Ⅰ期8例,Ⅱ期18例,Ⅲ期26例。
1.2 仪器与试剂 贝克曼库尔特 Navios流式细胞

仪及配套试剂(美国Beckman公司);红细胞裂解液,
磷酸盐缓冲液(PBS),CD138-PE,CD38-FITC,CD19-
PC7,CD56-PEcy5,CD117-PE,CD200-PE单克隆抗体;
Hydras琼脂糖凝胶电泳仪及配套试剂(血清蛋白电

泳稀释液A、B);瑞氏-姬姆萨染液。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 采集52例 MM 患者3
 

mL静脉

血和3
 

mL肝素抗凝骨髓液备用,将患者3
 

mL静脉

血离心,取上层血清待测。
1.3.2 血清免疫固定电泳 取分离好的静脉血清进

行琼脂糖凝胶电泳。先对患者血清标本进行血清蛋

白电泳(在5个泳道上加入10
 

μL稀释后的血清进行

电泳)。之后分别在各泳道加入蛋白固定剂和5种类

型的抗血清观察结果,再进行血清免疫固定电泳结果

判读。
1.3.3 流式细胞仪免疫表型检查 取CD138-PE、
CD38-FITC、CD19-PC7、CD56-PEcy5、CD117-PE、CD200-
PE单克隆抗体各20

 

μL,加入流式细胞仪专用试管中

备用。取2
 

mL采集好的肝素抗凝骨髓液,用PBS将

其调制为(4~10)×106 个/毫升的单细胞悬液,将
100

 

μL单细胞悬液与20
 

μL组合好的抗体混合,室温

避光孵育20
 

min。加入氯化铵溶血剂待液体透亮,
1

 

500
 

r/min
 

离心10
 

min,弃去上清液,加入0.5
 

mL
 

PBS重悬后上机。以CD45/SSC配合CD38+/CD138+

联合设门,设定每管收集50
 

000个细胞,分析患者的

骨髓细胞免疫表型。
1.3.4 骨髓细胞形态学检查 取0.2

 

mL采集好的

肝素抗凝骨髓液,涂片后室温晾干,用瑞氏-姬姆萨染

液染色15
 

min,流水冲洗、晾干后,由有经验的专职骨

髓细胞形态学检验工作人员进行镜检。在染色良好

推片的体尾交界处分类计数200个有核细胞,观察骨

髓瘤细胞形态和比例,以骨髓浆细胞≥10%并伴形态

异常判定为阳性[4]。
1.4 统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行数

据处理。计量资料以x±s表示,多组间比较采用单

因素方差分析;计数资料以率表示,组间比较采用

行×列表的χ2 检验;两个变量之间的相关性采用

Pearson相关进行分析。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 流 式 细 胞 术 结 果 分 析  每 例 骨 髓 标 本 经

CD45/SSC设门后,将骨髓细胞划分为淋巴细胞群、粒
细胞群、单核细胞群、幼稚细胞群和骨髓瘤细胞群,再
经CD38+/CD138+设门准确圈出骨髓瘤细胞。在本

研究中,全部患者的骨髓瘤细胞占有核细胞的0.2%~
52.9%,浆细胞约占有核细胞总数的9.7%,浆细胞免疫

表型为CD38++(++代表强阳性)、CD138+、CD19-、
CD56+、CD117-、CD200+,CD38和CD138都表现为阳性

或强阳性,其余免疫表型的表达为阴性、部分阳性、阳
性。血清免疫固定电泳分析结果显示,在IgG、κ泳道

发现异常单克隆条带,表明单克隆免疫球蛋白类型为

IgG-κ型。见图1~2。
2.2 MM患者细胞免疫表型分析

 

 52例 MM 患者

中,CD38和CD138的阳性率均为100.00%,其他免

疫表 型 阳 性 率 由 高 到 低 分 别 为 CD56(80.77%)、
CD117(40.38%)、CD200(26.92%)、CD19(9.62%)。
2.3 两种轻链型 MM患者细胞免疫表型结果 患者

的血清游离轻链检查结果为κ链型27例,λ链型25
例。在两种轻链型 MM 患者细胞免疫表型结果中,κ
链型患者CD56的阳性率比λ链型患者低,差异有统

计学意义(P<0.05)。其他抗原在两种轻链型患者中

表达差异均无统计学意义(P>0.05)。见表1。
2.4 不同类型免疫球蛋白 MM患者细胞免疫表型结

果 在不同类型免疫球蛋白 MM 患者细胞免疫表型

结果中,CD56的阳性率在3种免疫球蛋白之间表达

差异有统计学意义(P<0.05),其中IgG 型最高

(25/26),其次是IgA型(14/15),IgM 型最低(3/11)。
其他免疫表型在3种免疫球蛋白之间表达差异均无

统计学意义(P>0.05)。见表2。52例 MM 患者中

有12例患者存在骨转移瘤病变或病情进一步发展,
在其 免 疫 表 型 分 析 中 发 现 有8例 患 者 为 CD19-

CD56-,这8例 CD56- 患者中有7例患者为IgM-
κ型。
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  注:A为CD45/CD38设门找浆细胞;B为CD38++/CD19-找异常浆细胞;C为CD38++/CD56-找异常浆细胞;D、E分别为异常浆细胞表型

表达CD117、CD200。

图1  1例 MM患者骨髓流式细胞术分析散点图

2.5 骨髓细胞形态学检查与流式细胞术检测结果的

相关性 应用流式细胞术检测 MM患者骨髓细胞,发
现骨髓瘤细胞比例为0.2%~52.9%,骨髓细胞形态

学检查提示骨髓瘤细胞比例为2.0%~85.5%,可见

骨髓细胞形态学计数检查结果高于流式细胞术检测

结果,但 两 种 方 法 之 间 存 在 一 定 的 相 关 性(R2=
0.686

 

4,P<0.05)。见图3。

表1  两种轻链型 MM患者细胞免疫表型阳性

   结果比较(n)

项目 n CD38 CD138 CD19 CD56 CD117 CD200

κ链型 27 27 27 1 18 13 9

λ链型 25 25 25 4 24 8 5

P >0.05 >0.05 >0.05 <0.05 >0.05 >0.05

表2  不同类型免疫球蛋白 MM患者细胞免疫表型的比较[n(%)]

项目 n CD38 CD138 CD19 CD56 CD117 CD200 

IgG 26 26(100.00) 26(100.00) 2(7.69) 25(96.15) 11(42.31) 8(30.77)

IgM 11 11(100.00) 11(100.00) 1(9.09) 3(27.27) 4(36.36) 3(27.27)

IgA 15 15(100.00) 15(100.00) 2(13.33) 14(93.33) 6(40.00) 3(20.00)

P >0.05 >0.05 >0.05 <0.05 >0.05 >0.05

  注:SP为标准;G为IgG;A为IgA;M 为IgM;κ为κ链型;λ为λ
链型;箭头所指处为异常克隆条带。

图2  1例 MM患者血清免疫固定电泳结果 图3  骨髓细胞形态学检查与流式细胞术结果的回归曲线
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3 讨  论

目前临床多采用DS分期对 MM 患者进行分期,
根据β2-微球蛋白含量可分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期。对 MM患

者进行血清免疫固定电泳,可根据患者所分泌免疫球

蛋白的类型,分为IgA、IgG、IgM、IgD、IgE、多克隆和

不分泌型;还可根据伴随单株免疫球蛋白轻链型分为

λ链型和κ链型[5]。流式细胞术因具有快速、准确、客
观地检测肿瘤浆细胞和正常浆细胞的免疫学特性的优

点,已成为MM诊断和分型的重要工具[3],并可根据免

疫表型(CD38、CD138、CD19、CD56、CD117、CD200)监测

患者病情发展及评估疗效。
CD138是一种属于硫酸肝素类家族的分子,目前

被认为是浆细胞最特异的指标[6],其也是最早用于流

式细胞仪检测骨髓瘤细胞的免疫表型[7]。本研究以

CD45/SSC配合CD38+/CD138+联合设门,分析骨髓

细胞免疫表型的表达情况,结果显示,CD38、CD138
阳性率均为100%,与文献[2,8]报道一致。
CD56是一种在肿瘤细胞之间、肿瘤细胞与成骨

细胞之间调节同型细胞相互作用的黏附分子,是免疫

球蛋白超家族中最先被发现的黏附分子,现已知

CD56具有限制骨髓瘤髓外侵袭的作用,所以其与预

后良好相关[9],在正常浆细胞表面基本不表达,而在

MM细胞表面高表达。CD56阴性的 MM 患者是一

群特殊的疾病群体,患者具有更高的髓外病变发生

率,临床表现为原始浆细胞增多和肾功能损伤,总生

存期明显缩短,疾病更具侵袭性等。GUPTA等[10]指

出,与CD56阳性 MM患者相比,CD56阴性患者更易

出现尿本周氏蛋白阳性和血小板减少、血浆β2-微球

蛋白升高,多伴有肾功能异常、髓外浸润,易发生贫

血,病情进展快。有研究证明,在传统化疗方案治疗

的 MM患者中,CD56阴性患者预后不良,且髓外的

病变发生率较高[11]。苏显都等[6]在对47例 MM 患

者的研究发现,CD56在不同的免疫球蛋白中的表达

差异有统计学意义(P<0.05)。本研究结果显示,
CD56在不同类型免疫球蛋白之间表达差异有统计学

意义(P<0.05),其中IgG型最高,其次是IgA型,
IgM型最低;κ链型CD56阳性率低于λ链型(P<
0.05)。这提示CD56的表达对不同类型免疫球蛋白

的区分和轻链型的 MM 分型有一定的帮助。根据

CD56阴性的患者髓外病变发生率较高这一特点,笔
者推测κ链型比λ链型更容易发生髓外病变,而在克

隆性免疫球蛋白分型中,IgM要比其他两种类型免疫

球蛋白更容易发生髓外病变。这可能也与不同的轻

链型所分泌的免疫球蛋白不同有关。有研究发现,不
同轻链型的 MM患者存在免疫球蛋白定量水平的差

异[12-13]。而免疫表型在肿瘤细胞中的表达除了受其

分泌的免疫球蛋白影响外,还受患者性别、年龄、临床

分期等诸多因素的影响。因此,有关CD56的阴性表

达可诊断 MM和指导临床治疗这一结论还需进一步

较大规模的研究确定。
在本研究中,应用流式细胞术检测 MM患者骨髓

细胞,发现骨髓瘤细胞比例为0.2%~52.9%,说明流

式细胞术能将极微量的骨髓瘤细胞从复杂的细胞群

中检测出来,比细胞形态学计数更灵敏[14]。而每例患

者的细胞形态学检查骨髓瘤细胞结果都比流式细胞

术检测结果高,可能与流式细胞术设门方案和捕获细

胞数有关,也可能与浆细胞在骨髓分布中呈局灶性有

关。同时,流式细胞术检测时可能存在选择性丢失浆

细胞的问题,故骨髓浆细胞计数应以细胞形态学计数

结果为准。由于每一个相关的免疫表型在骨髓瘤细

胞上并非全部表达,可能存在缺失、错译、跨系表达的

特点,这就要求在诊断 MM时需要联合多组抗体检测

来提高诊断的准确性,但目前国内还没有一个统一的

最优的抗体组合方案。因此,骨髓细胞形态学检查依

然是诊断 MM不可替代的重要手段[15]。
4 结  论

κ链型患者CD56的阳性率比λ链型低,CD56的

阳性率在IgM型中最低。在筛选细胞方面,流式细胞

术比细胞形态学更灵敏,但细胞形态学检查的骨髓瘤

细胞结果比流式细胞术结果更准确。
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型临床研究以发现抗PLA2R抗体在IMN诊断、病情

评估中的应用价值,进一步阐明抗PLA2R抗体表达

与IMN发病间的关系。
4 结  论

  综上所述,抗PLA2R抗体在IMN患者体内高表

达,并随患者疾病的不同阶段呈现规律性的变化。抗

PLA2R抗体阳性率和水平与患者24
 

h尿蛋白、Alb、
Scr、治疗缓解率具有相关性。本研究证实,抗PLA2R
抗体检测可用于IMN的鉴别诊断,并可为IMN的病

情评估、疗效判断等提供参考。
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