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多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)是以克隆性恶性

浆细胞(骨髓瘤细胞)在骨髓中异常增殖，并伴有单克隆免疫

球蛋白增多为特征的疾病⋯，其发病机制尚不清楚。特点是单

克隆的浆细胞在骨髓中异常增殖(可达骨髓内细胞总数的

90％)，破坏骨髓造血功能并分泌单克隆免疫球蛋白或其多肽

链亚单位(如轻链)，并通过多种机制产生临床症状及体征。

MM多发于中老年人，临床表现多种多样，主要表现为骨髓瘤

细胞增生、浸润和破坏骨组织及髓外其他组织，出现骨痛、病

理性骨折、贫血、出血，以及骨髓瘤细胞产生大量单克隆免疫

球蛋白而出现感染、高钙血症、肾脏病变、高黏滞血症、淀粉

样变等，尤其在疾病早期，表现无特异性，极易漏诊和误诊。

本文通过四色流式细胞术对其进行免疫表型分析，以期望为

MM的诊断提供更可靠的实验室依据和方法。

1资料与方法

1．1 临床资料选择2011年1月至2011年12月我院住院

MM患者45例，其中女性12例，男性33例，平均年龄(60±

12．O)岁；均为初诊患者，骨髓细胞学检查瘤细胞占(15％～

95％)，其中分泌型为37例(IgG型为27例，IgA型为10例)，

轻链型为5例(入链型4例，K链型1例)，不分泌型3例，均

经血清免疫球蛋白和轻链检测确定。

1．2仪器与试剂 FACSCalibur流式细胞仪为美国BD公司

产品。CD38一FITC／CD56一PE／CDl9一Percp、CDl38一PE、CD45一

APC、K—FITC／k—PE／CDl9一Percp、K—FITC／h-PE、IgG2a—

FITC、IgGl一PE、溶血素和破膜剂，均购自美国BD公司。

1．3标本的采集 无菌操作抽取0．2 m1骨髓液涂片，行显微

镜形态学检查。另抽取2 m1骨髓液置于EDTA—K：抗凝血常

规管内作免疫分型．6 h内完成检验。

1．4标本的处理骨髓涂片行瑞一吉染色，显微镜下观察并

分类计数200个有核细胞。抗凝的骨髓液1 ml，加3mlPBS

液，混匀后，在水平离心机上以离心半径20 ClXI，1500 rpm离

心5rain，弃去上清液，加1 mlPBS液，计数骨髓细胞数，调节

至5x106／ml，制成细胞悬液备用。

1．5方法

1．5．1胞膜的标记及胞浆内轻链的标记 (1)胞膜的标记：

每管100 Ixl细胞悬液分别加入(IgG2a—FITC、IgGl—PE、

CD45一APC)、(CD38一FITC／CD56一PE／CDl9一Percp、CD45一

APC)、(CDl38一PE、CD45一APC)各20肛l，混匀避光15 rain，加

配置好的溶血素2 m1，避光10 rain，在水平离心机上以离心

半径20 cm，1500 rpm离心5 min，弃去上清液，加1 ml PBS

液，混匀备用。(2)胞浆内轻链的标记：取两支试管，每管100

肛l细胞悬液分别加入CD45一APC 20斗l，避光15 min，再加入

破膜剂A液100¨l，避光10 rain，加溶血素2 ml，避光10

rain，在水平离心机上以离心半径20 cm．1500 rpm离心5

min，弃去上清液，加入溶血素B液50汕l，分别加入(IgG2a—

FITC、IgGl一PE)、(K—FITC／h—PE)，避光15 rain，加2 ml PBS

洗涤，在水平离心机上以离心半径20 cm。1500 rpm离心5

rain，弃去上清液，加1 mlPBS液，混匀备用。

1．5．2流式细胞仪测定用荧光微球校准仪器及补偿后，用

Cellquset软件收取10 000个细胞．通过CD45／SSC和CD38／

CD56联合设门，确定瘤细胞的位置及抗原表达情况。每个抗

体阳性率>20％为该抗体表达阳性。

2结果

2．1免疫表型的检测结果每例标本先在CD38／CD56图中

确定瘤细胞(CD38十CD56+或CD38+CD56细胞群)，然后在

CD45／SSC图中标记瘤细胞位置．并根据此圈定瘤细胞群及

设门，为以后的各图分析做好准备。CD38／CD56瘤细胞比率

占10．56％～75．45％，平均为35．23％。图1中R1群为CD38+

CD56+细胞群，在图2中表现为R3的位置为CD45一。图3 R1

群为CD38+CD56细胞群．在图4中表现为R3的位置为

CD45一。

2．2 MM细胞免疫表型及胞浆轻链表达情况 37例分泌型

MM中，CD38+CD56+CDl9一CD45_及CDl38+表达率均为100％：

5例轻链型MM中．仅CDl38+表达率为100％：3例不分泌型

MM中，CD38+CD56一CDl9一CD45一及CDl38+表达率均为100％。
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胞浆轻链的表达中，3种类型MM均为c入链表达率较高，分 78％要高，且CD56。的MM患者也占13％(6／45)。因此提示，

别为73％、80％和67％。见表1。 虽然CD56是区分正常与恶性浆细胞的重要标志。CD56+有助

3讨论

临床上诊断MM一般根据骨髓细胞学和免疫学方法分

析检测血和尿的异常M蛋白及轻链。然而。有时形态学偏成

熟的骨髓瘤细胞与正常的浆细胞在形态上难以区分。而采用

免疫分型法对MM进行分析，是行之有效的方法C创。文献【3．·1

报道正常的浆细胞表达为CD38+、CDl9+,CDl38+、CD56一。本

文对45例MM患者的检测结果表明：典型的骨髓瘤细胞免

疫表型为CD45一、CD38+、CD56一、CDl38+、cK“或c入+，一。但

CDl9+未表达。

Cado—Stella等口1报道多数MM患者有CD56+表达。而正

常浆细胞没有CD56的表达。因此，有学者吲认为CD56是区

分正常与恶性浆细胞的重要标志之一。本文研究中，45例

MM患者CD56+占87％(39／45)，比Carlo—Stella等[51报道的
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图1 R1为CD38+CD56+细胞群
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图3 R1为CD38+CD56一细胞群

于MM的诊断，但CD56一不能排除MM的诊断，还应该结合其

他特性进行综合分析，这与黄春妮等C，]的观点一致。

CDl9是包括正常浆细胞在内的B细胞系的一个重要标

志，但本文研究的45例MM标本中，无一例细胞具有CDl9+

表征，一些文献【8-10】研究也表明CDl9在MM中几乎不表达。

因此，应用多参数流式细胞术，根据特定细胞群CD56和

CDl9表型可以明确MM骨髓中瘤细胞的负荷量。本文研究

的6例CD56一MM中，3例为轻链型，3例为不分泌型，并且临

床表现较一致，均是外周血三系减少的病例，那么CD56一是否

与疾病的不良过程有关，因本文的病例较少，还需要长期的

临床观察，进一步研究探讨。

CD38：CD38是NAD糖基水解酶，与细胞增殖和激活有

关。在人的正常骨髓中，无论是髓系或B淋巴系前体细胞以
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图2 R3表示为R1的细胞群为CD45
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图4 R3表示为R1的细胞群为CD45一

表1 MM细胞免疫表型及胞浆轻链的表达(％)
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及成熟的淋巴细胞、单核细胞、粒细胞，CD38均有不同程度 浆内表达，而且只表达一种类型的轻链，称之为轻链不平衡

的表达。但仅在浆细胞表面可被检测到超强表达，被认为是 现象，这对骨髓瘤的诊断和临床跟踪及微小残留病变的检测

特异性的浆细胞表面标志”“。本文研究中所有的瘤细胞均表 有着重要的作用，这也将是我们以后工作的重点。本文研究

达CD38．对确定瘤细胞的位置起到很大作用。CD38在稳定 中虽然所有MM胞浆内均表达CK链和c入链，但后者的表达

期仍高表达，表明稳定期中虽然患者的临床症状有所改善， 率更高(见表1)。另一方面对于临床上某些特殊类型的骨髓

骨髓中浆细胞比例恢复正常，但肿瘤克隆细胞仍没有被完全 瘤的明确诊断是必需的，特别是不分泌型骨髓瘤，此种瘤细

清除[1“。 胞不分泌免疫球蛋白，也不分泌轻链，这就为诊断带来困难，

CD45：即白细胞分化抗原，是单链跨膜糖蛋白，属于蛋白

酪氨酸磷酸酶家族的成员，其广泛地存在于除了成熟红细胞

和血小板之外所有的造血系细胞表面，在淋巴细胞的发育激

活中起重要作用。其广泛表达于浆细胞表面，而在MM细胞

中呈阴性或弱阳性表达。CD45是近期骨髓瘤免疫表型研究

的一个新的热点．CD45设门常被应用到MM的流式免疫分

型中，但近年来有研究[／33发现，有相当比例的MM患者可监

测到CD45高强度表达，而几乎所有的MM患者均含有--d,

群有增殖活性的浆细胞，此类细胞的表型特点为CD45强阳

性。冈此目前多结合CDl38或CD38等其他表型抗原设门来

提高流式免疫分型检测的精确性。本文研究中所有的瘤细胞

CD45均为阴性表达．可能与收集的病例较少有关。

CDl38：Syndecan一1分子属于黏附分子跨膜硫酸乙酰肝

素蛋白聚糖家族成员，其表达具有细胞类型和发育阶段的特

异性，他们可以参与细胞增殖、细胞黏附等多种功能，并与肿

瘤细胞的归巢及转移等过程有关。CDl38特异的表达于浆细

胞，因此被认为是骨髓瘤细胞最特异的免疫标志。张琦”1认

为几乎所有的MM患者均表达CDl38，且不会在骨髓造血前

体细胞和淋巴细胞上表达。丁润生等n5‘曾报道MM的浆细胞

主要表达CDl38．并证明MM细胞CDl38表达水平高于正常

浆细胞，认为CDI 38阳性细胞即为骨髓瘤细胞。研究“l，16泼

现MM患者骨髓瘤细胞CDl38阳性率几乎达到100％。这些

都证实了CDl38为MM细胞最特异的免疫标志。

本文研究的所有MM患者全部表达CDl38，但CD38、

CDl38表达并不特异，正常浆细胞亦有表达，故CD38、CDl38

可以作为浆细胞筛选和纯化的标志。由于CDl38在骨髓瘤细

胞的广泛表达，是抗骨髓瘤靶向治疗的理想的作用位点。可

以认同以往学者的观点，即针对CDl38抗原的单抗是一个有

效的抗骨髓瘤的药物。

检测胞浆轻链判断骨髓瘤细胞的克隆性具有高度的可

靠性，张琦m1认为一个B淋巴细胞克隆在其一生中仅仅产生

两型轻链中的一型．我们称其为轻链的同型排斥，鉴于其克

隆的独特性．轻链的表达可以作为B系肿瘤的克隆增殖标

志．因此如果所有B细胞的损害表现为轻链的单一表达．该

肿瘤就很可能是单克隆的，相反的，如果两种轻链数目接近，

则可能为多克隆的。胞浆内轻链的检测对于MM的诊断有着

重要的意义，一方面骨髓瘤细胞膜表面不表达轻链，只在胞

但我们现在能够检测胞浆内轻链，只要检测到只分泌一种轻

链，就可以明确诊断。本文研究中的3例不分泌型MM，骨髓

细胞学检查找到典型的骨髓瘤细胞，但临床检查中免疫球蛋

白及轻链检测均是阴性，因此进一步行胞浆轻链检测，结果

显示均为阳性，给临床确诊和治疗提供了可靠的实验室依

据。因此胞浆轻链的检测对确诊MM，尤其是不分泌型MM起

到不可忽视的作用。另外，胞浆轻链检测也可用于意义未明

的单株免疫球蛋白血症、反应性浆细胞增多症和重链病等的

鉴别诊断。

总之，利用四色流式细胞术进行CD45／SSC、CD38／CD56

来标记骨髓瘤细胞，并进行CDl9、CDl38、胞浆轻链的检测，

可准确地识别骨髓瘤细胞．有助于MM的诊断及治疗疗效的

监测。
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纂第七届全国临床检验实验室管理学术会议暨
纂
纂中华医-9会第十次全国检验医学学术会议
霎鬻

为提高我国检验领域学术交流的水平和规模，由中华医

学会、中华医学会检验分会和中国医院协会临床检验管理专

业委员会联合主办的中国医院协会临床检验管理专业委员

会第七届全国临床检验实验室管理学术会议暨中华医学会

第十次全国检验医学学术会议(简称2013全国检验医学大

会，2013NCLM)将于2013年5月8—11日在西安举行。这是

中华医学会检验分会和中国医院协会临床检验管理专业委

员会共同举办的大规模检验学界学术会议．也将是2013年

度我国检验医学的一次盛会。本次会议将涵盖临床检验和实

验室管理各领域最新的研究成果和发展趋势，并将对检验医

学所面临的新形势和新挑战进行广泛充分的交流探讨。届时

将邀请国际、国内一流专家与会做专题报告。会议还将举办

继续教育、临床实验室设备新技术交流和展览会。全体参会

者可获国家级医学继续教育学分。欢迎全国检验医学界同仁

踊跃投稿参会。现将有关事宜通知如下。

1会议征文主要范围

生化新技术和新方法；血液体液新技术和新方法：免疫

新技术和新方法；微生物新技术和新方法；实验室管理及其

他检验医学相关内容。

2征文要求

稿件要求提供600字摘要一份。包括目的、方法、结果和

结论，论文要求未在国内公开发行的刊物上发表，文责自负，

概不退稿。

本次大会只通过网上在线投稿，不接受邮寄和E—mail投

稿，网上论文投稿请登录大会网站：www．cslm．org．en／nc—

clm2013／cn。

大会接受中文及英文投稿。但是一篇论文不得同时递交

中文和英文稿件。

投稿截止日期：2013年2月15日

前期注册截止日期：2013年4月10日

注册费：2013年4月10日前800元，4月10日之后及

现场1000元

3会议旦寸闻及地点

会议时间：2013年5月8一11日

会议地点：西安曲江国际会议中心

4联系方式

联系人：贾玲

电 话：+86(10)85158129

传 真：+86(10)85158132

电子邮件：lilyjia@163．con

地 址：北京东四西大街42号

万方数据


