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［摘要］　目的　探讨流式细胞术检测多发性骨髓瘤（ＭＭ）的免疫表型特征及其临床意义。方法　应用多
参数流式细胞术（ＭＰＦＣＭ），采用ＣＤ１３８／ＣＤ４５／ＳＳＣ设门，检测４０例 ＭＭ患者和２０例正常献髓者骨髓细胞免
疫表型。结果　ＭＭ患者抗原异常表达率由高到低分别为ＣＤ４５ｄｉｍ＋／（９５％）、ＣＤ８１ｄｉｍ＋／（８０％）、ＣＤ５６＋（７０％）、
ＣＤ２７ｄｉｍ＋／（５０％）、ＣＤ２００＋＋（４８％）、ＣＤ３３＋（４０％）、ＣＤ２８＋＋（３５％）、ＣＤ１１７＋（１８％）、ＣＤ１９＋（５％）和 ＣＤ２０＋

（３％）。ＣＤ５６＋、ＣＤ２００ｄｉｍ＋、ＣＤ２８ｄｉｍ＋在正常浆细胞的表达率分别为１０％、１０％和５％。结论　应用ＭＰＦＣＭ检
测ＭＭ细胞免疫表型，可准确地鉴别良恶性浆细胞，有助于ＭＭ的诊断、预后判断及靶向治疗。

［关键词］　多发性骨髓瘤；免疫表型分型；浆细胞；流式细胞术
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　　多发性骨髓瘤（ＭＭ）是骨髓内单一浆细胞株异
常增生，并伴单克隆免疫球蛋白增多和溶骨性病变

为特征的一种恶性肿瘤。多发于中老年人，临床表

现多样。由于骨髓病变呈灶性分布，浆细胞达不到

诊断标准，或为不分泌型，且部分骨髓瘤细胞和反

应性增多的浆细胞与正常浆细胞在形态上难以区

别，因此诊断较为困难。近年来，多参数流式细胞

术（ＭＰＦＣＭ）在 ＭＭ诊断、治疗和疗效观察等方面
的价值日益突出。国内一般通过四色免疫荧光

ＭＰＦＣＭ测定ＭＭ患者骨髓细胞的免疫表型，本实
验室采用八色流式细胞术分析其免疫表型特点，为

临床明确诊断和预后判断提供重要的实验依据。

１　材料和方法
１．１　病例资料　收集安徽省立医院２０１３２０１５年
住院的４０例初诊 ＭＭ患者，均符合《血液病诊断及
疗效标准》第２版诊断标准［１］。其中男２７例，女１３
例；年龄３２～７７岁，中位年龄６０．５岁；免疫球蛋白
类型ＩｇＧ型２２例，ＩｇＡ型１１例，ＩｇＤ型２例，轻链型
５例；按照ＤｕｒｉｅＳａｌｍｏｎ分期诊断标准 Ｉ期１例，Ⅱ
期１０例，Ⅲ期２９例。２０例健康对照组均为志愿献
髓者，男１２例，女 ８例，年龄 ２１～４８岁，中位年龄
３４岁。
１．２　主要仪器和主要试剂　流式细胞仪为美国
ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司的 ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ型。荧光标
记鼠抗人单克隆抗体包括 ＣＤ１３８、ＣＤ３８、ＣＤ１９、
ＣＤ５６、ＣＤ８１、ＣＤ２２、ＣＤ２０、ＣＤ２７、ＣＤ１１７、ＣＤ２８、
ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ２００、ＣＤ４５，以及各自对应的同型阴
性对照试剂，红细胞裂解液，破膜剂均购自美国
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ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司，抗ＫａｐｐａＦＩＴＣ／Ｌａｍｂｄａ
!

ＰＥ
组合抗体（克隆号ＦＲ４８１）购自丹麦ＤＡＫＯ公司。
１．３　检测方法　ＥＤＴＡ抗凝的新鲜骨髓液送检后
于４ｈ内按八色免疫荧光直接标记方法，分别进行
细胞膜表面和胞浆内染色。染色前用 ＰＢＳ洗２次，
去除亲细胞抗体。处理后的标本在 ２ｈ内上机检
测，用 ＢＤＦＡＣＳＤｉｖａ软件获取５０００００个细胞，对
数取样。正确的设门策略是分析浆细胞表型的关

键。本实验采用 ＣＤ１３８／ＣＤ４５／ＳＳＣ联合设门，圈出
ＣＤ４５＋或 ＣＤ４５ｄｉｍ＋／ＣＤ１３８＋细胞群（Ｐ２），分析该群
细胞（Ｐ２）的抗原表达情况，见图１。流式细胞术检
测结果以荧光强度 ＜１０２为阴性（－），１０２～１０３范
围内为弱阳性（ｄｉｍ＋），１０３～１０４范围内为阳性
（＋），大于１０４为强阳性（＋＋）。抗原表达 ＞２０％
确定为抗原阳性。

２　结果
２．１　骨髓中浆细胞比例　ＭＭ患者骨髓标本采用
ＣＤ１３８／ＣＤ４５／ＳＳＣ设门后，可见 ＣＤ４５ｄｉｍ＋／ＣＤ１３８＋

区域有一群异常细胞，该群细胞占全部有核细胞的

比例在３．５％～８８．９％（中位值为１７．５５％）。同时
送检的骨髓涂片中原幼稚浆细胞的比例在１．５％ ～
７７．５％（中位值为１６．５％）。２０例正常对照骨髓，
ＣＤ４５＋／ＣＤ１３８＋区域有微量细胞群，该细胞占全部
有核细胞的比例在 ０．０１％ ～０．４２％（中位值为
０．１８％）。
２．２　ＭＭ患者异常浆细胞免疫表型　利用 ＭＰ
ＦＣＭ同时检测胞膜抗原ＣＤ３８、ＣＤ１３８、ＣＤ４５、ＣＤ１９、
ＣＤ５６、ＣＤ８１、ＣＤ２００、ＣＤ２７、ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０、
ＣＤ３３，以及胞膜和胞浆免疫球蛋白轻链（ｋａｐｐａ／
Ｌａｍｂｄａ）的表达情况，可见多项抗原表达异常。ＭＭ
中抗原异常表达率由高到低分别为 ＣＤ４５ｄｉｍ＋／

（９５％）、ＣＤ８１ｄｉｍ＋／ （８０％）、ＣＤ５６＋ （７０％）、
ＣＤ２７ｄｉｍ＋／ （５０％）、ＣＤ２００＋＋ （４８％）、ＣＤ３３＋

（４０％）、ＣＤ２８＋＋（３５％）、ＣＤ１１７＋（１８％）、ＣＤ１９＋

（５％）和 ＣＤ２０＋（３％）；限制性表达胞浆轻链，其中
Ｋａｐｐａ轻链型占５５％，Ｌａｍｂｄａ轻链型占４５％。所有
异常浆细胞均高表达ＣＤ１３８＋＋和ＣＤ３８＋，均不表达
胞膜Ｋａｐｐａ和胞膜Ｌａｍｂｄａ。见表１。
２．３　健康对照组浆细胞免疫表型　健康对照组浆
细胞均表达 ＣＤ３８＋＋、ＣＤ１３８＋、ＣＤ１９＋、ＣＤ８１＋、
ＣＤ２７＋＋和 ＣＤ４５＋，不表达 ＣＤ１１７、ＣＤ３３、ＣＤ２０、胞
膜Ｋａｐｐａ和胞膜 Ｌａｍｂｄａ；多克隆性表达胞浆轻链

Ｋａｐｐａ和Ｌａｍｂｄａ。２０例正常骨髓中有２例（１０％）
表达 ＣＤ５６＋，２例（１０％）弱表达 ＣＤ２００ｄｉｍ＋，１例
（５％）弱表达ＣＤ２８ｄｉｍ＋。见表１。

表１　正常浆细胞和异常浆细胞免疫表型特点

抗原
正常表
达模式

正常浆细胞
表达率 （％）异常表达模式

异常表
达率（％）

ＣＤ３８ 强阳性 １００ 　　 强阳性 １００
ＣＤ１３８ 　阳性 １００ 　　　 阳性 １００
ＣＤ４５ 　阳性 １００ 弱阳性／阴性 ９５
ＣＤ１９ 　阳性 １００ 　　　 阴性 ９５
ＣＤ５６ 　阴性 ９５ 　　　 阳性 ７０
ＣＤ８１ 　阳性 １００ 弱阳性／阴性 ８０
ＣＤ２００ 弱阳性 １０ 　　 强阳性 ４８
ＣＤ２７ 强阳性 １００ 弱阳性／阴性 ５０

ＣＤ２８ 弱阳性／
阴性

５ 　　 强阳性 ３５

ＣＤ１１７ 　阴性 １００ 　　　 阳性 １８
ＣＤ２０ 　阴性 １００ 　　　 阳性 ３
ＣＤ３３ 　阴性 １００ 　　　 阳性 ４０
ｋａｐｐａ 　阴性 １００ 　　　 阳性 ０
ｌａｍｂｄａ 　阴性 １００ 　　　 阳性 ０
ｃｙｋａｐｐａ 　阳性 １００ 　　　 阴性 ４５
ｃｙｌａｍｂｄａ 　阳性 １００ 　　　 阴性 ５５

３　讨论
近年来，随着对ＭＭ认识的深入，多参数流式细

胞术检测骨髓瘤细胞免疫表型特征成为ＭＭ诊断和
预后判断的重要依据［２］。流式细胞术分析骨髓瘤

细胞免疫表型时，合理的设门策略是提高敏感性和

可重复性的关键。根据２００８年欧洲骨髓瘤工作组
（ＥＭＮ）［３］的推荐，为了准确定量和富集骨髓瘤细
胞，至少要有一个管抗体组合，将 ＣＤ３８、ＣＤ１３８、
ＣＤ４５包括在内；初始设门应该包括 ＣＤ３８＋＋和
ＣＤ１３８＋共表达。本研究采用 ＣＤ１３８／ＣＤ４５／ＳＳＣ联
合设门，每管均包括ＣＤ１３８和ＣＤ４５两种抗体，其中
有一管包括 ＣＤ３８、ＣＤ１３８和 ＣＤ４５三种抗体，与
ＥＭＮ的要求一致，分析时首先使用 ＣＤ３８／ＣＤ１３８表
达而不是ＣＤ１３８／ＣＤ４５设门，可确保不遗漏 ＣＤ４５＋

浆细胞；同时选择多项细胞膜表面和胞浆抗原来区

别正常与异常浆细胞。与国内相关研究比较，本研

究具有设门方案更精确，检测抗原谱更广，参数更多

的特点。

本研究对 ＭＭ患者和正常骨髓进行了胞浆
Ｋａｐｐａ及Ｌａｍｂｄａ的检测，采用 ＥＭＮ推荐的检测组
合 （ｃｙｋａｐｐａ／Ｌａｍｂｄａ／ＣＤ１９／ＣＤ３８／ＣＤ１３８／ＣＤ４５），
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可以同时分析 ＣＤ３８＋＋ＣＤ１３８＋ＣＤ１９和 ＣＤ３８＋＋

ＣＤ１３８＋ＣＤ１９＋两类细胞的轻链克隆性，提高了检测
的灵敏度。结果显示，ＭＭ患者异常浆细胞的胞浆
免疫球蛋白轻链均存在单克隆限制性表达，而正常

浆细胞均呈多克隆表达。异常浆细胞典型的免疫表

型为 ＣＤ３８＋＋、ＣＤ１３８＋、ＣＤ１９、ＣＤ５６＋、ＣＤ１１７＋、
ＣＤ４５ｄｉｍ＋／、ＣＤ２０＋［３］。虽然绝大部分正常浆细胞表
型是ＣＤ１９＋ＣＤ５６ＣＤ４５＋，然而可以检测到少量正
常浆细胞免疫表型与异常浆细胞相似。国外学

者［４６］报道正常骨髓中有２０％ ～４０％的正常浆细胞
不表达ＣＤ１９，１０％～４７％的正常浆细胞表达ＣＤ５６。
在正常献髓者骨髓中可以检测到浆细胞 ＣＤ４５弱表
达（ｄｉｍ）［５］，ＣＤ４５的表达随着浆细胞分化过程逐渐
下降［７８］。少量正常浆细胞ＣＤ１９ＣＤ５６＋ＣＤ４５ｄｉｍ＋的
表达可能导致异常浆细胞百分比的错误计算［６］。

Ｔｅｍｂｈａｒｅ等［９］报道 ＣＤ１９、ＣＤ５６和 ＣＤ４５抗原鉴别
正常浆细胞和异常浆细胞特异性低，特异性分别为

５０％、７４％、５９％；ＣＤ２０虽然有高的特异性（９１％），
但是敏感度只有３４％；ＣＤ８１联合以上抗原检测特
异性和敏感度均可以达到１００％。

本研究结果表明，４０例 ＭＭ患者全部表达
ＣＤ３８＋＋、ＣＤ１３８＋，有３８例（９５％）ＣＤ４５弱阳性表
达或阴性，有 ２８例（７０％）ＣＤ５６阳性表达，２例
（５％）ＣＤ１９阳性表达；２０例正常组骨髓全部表达
ＣＤ１９＋和 ＣＤ４５＋，有 ２例 （１０％）表达 ＣＤ５６＋。
ＣＤ８１在正常浆细胞上全部表达，但是在异常浆细胞
上弱表达或阴性，是区别正常浆细胞和异常浆细胞

的有效诊断指标［１０］。本研究显示４０例 ＭＭ病例有
１６例ＣＤ８１弱阳性表达或阴性，较Ｔｅｍｂｈａｒｅ等［９］报

道的比值偏低，而健康对照组无一例 ＣＤ８１弱阳性
表达或阴性。ＣＤ８１是鉴别良恶性浆细胞的重要标
志之一，并且可能与ＭＭ发病机制密切相关，可以作
为骨髓瘤的一种新的恶性预后指标［１１］。ＣＤ２００也
是鉴别良恶性浆细胞的有效诊断指标之一，在正常

浆细胞上弱表达，而在异常浆细胞上强表达。本研

究显示 ＭＭ组有１９例（４８％）强表达 ＣＤ２００＋＋，比
Ａｒｅｆ等［１２］报道的比例低，而健康对照组有 ２例
（１０％）弱表达ＣＤ２００ｄｉｍ＋。ＣＤ２００异常表达与疾病
进展密切相关，是预后不好的因素［１３１４］。目前国内

尚无关于ＣＤ８１和ＣＤ２００在ＭＭ患者中检测和应用
的报道。本研究将ＣＤ８１和ＣＤ２００作为ＭＭ病例常
规检查指标，提高了诊断率和准确度。多项研

究［１５２１］表明，基本的检测组合包括ＣＤ１９和ＣＤ５６可

以覆盖至少 ９０％的 ＭＭ患者，联合 ＣＤ２０、ＣＤ１１７、
ＣＤ２８和 ＣＤ２７抗原可以增加到 ９５％以上的患者。
本组４０例ＭＭ患者骨髓中恶性浆细胞诊断效率达
到１００％。

多项 研 究 表 明，ＣＤ１９＋、ＣＤ５６＋、ＣＤ１１７＋、
ＣＤ２０＋、ＣＤ２７ｄｉｍ＋／、ＣＤ２８＋＋、ＣＤ３３＋等抗原表达异
常与ＭＭ患者的预后密切相关，是预后不好的因
素［３，２２２４］。有研究报道ＣＤ１１７抗原表达与酪氨酸激
酶的活化有相关性，如果患者 ＣＤ１１７抗原表达阳性
率高，可以提示临床采用酪氨酸激酶抑制剂治

疗［２５］。ＣＤ２０阳性 ＭＭ患者是否对利妥昔单抗有
效，目前报道不一致。有研究［２６］报道，疗效与患者

ＣＤ２０阳性细胞的比例有关。
总之，利用 ＭＰＦＣＭ 同时检测胞膜 ＣＤ３８、

ＣＤ１３８、ＣＤ４５、ＣＤ１９、ＣＤ５６、ＣＤ８１、ＣＤ２００、ＣＤ２７、
ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０和ＣＤ３３多项抗原，及胞膜和胞
浆免疫球蛋白轻链（ｋａｐｐａ／Ｌａｍｂｄａ）的表达情况，可
以区分良恶性浆细胞，在ＭＭ的诊断与鉴别诊断，预
后判断，靶向治疗等方面有着重要的价值。

（本文图１见封三）
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