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１１６例多发性骨髓瘤免疫特征表型分析

刘　莉（武汉大学中南医院血液内科　４３００７１）

　　【摘要】　目的　了解多发性骨髓瘤（ＭＭ）的免疫表型特征，以及ＣＤ４５、ＣＤ１９与临床特征的相关性。方法　采

用三色流式细胞术对１１６例初诊 ＭＭ 病例进行免疫表型分析，并收集患者的实验室和临床指标。结果　１１６例

ＭＭ均表达ＣＤ３８，其他抗原 ＣＤ１９、ＣＤ１３８、ＣＤ５６、ＣＤ２０、ＣＤ３３、ＣＤ１１７、ＣＤ４５的阳性率分别为１０．３％、９６．６％、

６０．７％、３．４％、７０．０％、２５．６％、１７．２％，无１例表达ＣＤ７、ＣＤ３４。在１１６例 ＭＭ中，胞浆κ轻链阳性率为３４．５％，λ

轻链阳性率为４８．３％。ＣＤ４５阳性患者分期较好，其表达缺失患者易出现骨破坏，微球蛋白、Ｃ反应蛋白水平较高；

ＣＤ１９表达与高分期有关，易出现贫血，微球蛋白、Ｃ反应蛋白水平较高。结论　了解 ＭＭ 的免疫表型特点对此类

疾病的诊断具有重要意义，其中ＣＤ４５、ＣＤ１９与分期等临床生物学特征有关，有助于判断预后。
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　　多发性骨髓瘤（ＭＭ）是一种起源于Ｂ细胞的恶性克隆性

浆细胞疾病，以骨髓中积聚大量恶性浆细胞并分泌单克隆免疫

球蛋白和溶骨性病变为特征，但在临床中许多患者不完全具备

这些典型特征。随着对 ＭＭ 认识的深入，骨髓瘤细胞的免疫

表型特征及其对疾病的诊断、治疗和预后等方面的影响越来越

引起人们的重视。本实验采用三色流式细胞术分析 ＭＭ 患者

骨髓中骨髓瘤细胞的免疫表型特征，并分析其中 ＣＤ４５和

ＣＤ１９与临床生物学特征的关系，为临床明确诊断以及预后提

供重要依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集武汉大学中南医院近４年收治的 ＭＭ

患者１１６例，ＭＭ的诊断符合《血液病诊断及疗效标准》的诊

断标准。所有患者均进行了Ｘ线片、β２ 微球蛋白（β２ＭＧ）、Ｃ

反应蛋白（ＣＲＰ）、血肌酐、血常规检查。

１．２　试剂与仪器　所用单克隆抗体、溶血素、破膜剂均购自美

国ＢＤ 公司，包括 ＣＤ３８、ＣＤ１９、ＣＤ５６、ＣＤ１３８、ＣＤ２０、ＣＤ３４、

ＣＤ７、ＣＤ３３、ＣＤ１１７、ｋａｐｐａ、ｌａｍｂｄａ，流式细胞仪为 Ｂｅｃｋｍａｎ

ＦＣ５００。

１．３　流式细胞术检测

１．３．１　膜抗原检测　取新鲜肝素抗凝骨髓液，调整细胞数至

（４～１０）×１０９／Ｌ，取１００μＬ骨髓液加入单克隆抗体２０μＬ，室

温避光孵育１５ｍｉｎ，加入溶血素溶解红细胞，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗涤２遍后上机，分析５００００个骨髓瘤细胞表面抗原的

表达情况。

１．３．２　胞浆抗原检测　将调整浓度后的１００μＬ骨髓液加入

单克隆膜抗体２０μＬ，室温避光孵育１５ｍｉｎ，加入溶血素溶解

红细胞，ＰＢＳ洗涤后加入 ｋａｐｐａ、ｃｌａｍｂｄａ抗体避光孵育１５

ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２遍后上机。ＣＤ４５／ＳＳＣ设门，以 ｍｏｕｓｅＩｇＧ１

ＦＩＴＣ／ＩｇＧ１ＰＥ／ＩｇＧ１ＰｅｒＣＰ作为同型对照，软件分析骨髓瘤

细胞各种抗原的表达率。

１．４　判断标准　结果判断以细胞表面或细胞内抗原表达大于

２０％为阳性。

１．５　统计学方法　统计分析采用ＳＰＳＳ１８．０软件，数据分析

采用四格表检验，犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＭ 患者性别及年龄分布　１１６例 ＭＭ 患者中，男５２

例，女６４例；男性患者平均５８．７岁，女性患者平均６０．１岁，差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＭＭ 的平均诊断年龄为５９．４

岁，其中２０例（１７．２％）发病在７０岁以上，２７例（２３．３％）发病

在６０～７０岁，６９例（５９．５％）发病在６０岁以下，６０岁以下包括

了２０例５０岁以下患者。

２．２　ＭＭ 的免疫表型分析　１１６例 ＭＭ 中，ＣＤ３８阳性率为

１００．０％，ＣＤ１３８阳性率也较高，达９６．６％，其次阳性率由高到

低分别为 ＣＤ３３（７０．０％）、ＣＤ５６（６０．７％），ＣＤ１１７（２５．６％），
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ＣＤ１９和ＣＤ２０的阳性率较低，均低于２０．０％，ＣＤ７和ＣＤ３４均

为阴性表达，κ轻链型占３４．５％，λ轻链型占４８．３％。与典型

的 ＭＭ免疫表型不同，有１７．２％的病例ＣＤ４５阳性，但荧光强

度较正常浆细胞有所减弱。１２例患者ＣＤ１９阳性或弱阳性，需

要同正常浆细胞鉴别。ＣＤ４５与临床分期有关，阳性时分期较

好。ＣＤ４５与贫血、肾损害无关；与ＣＤ４５阴性组相比，ＣＤ４５阳

性组骨破坏发生率较低，β２ＭＧ、ＣＲＰ水平较低。ＣＤ１９与临床

分期有关，阳性时分期较差。ＣＤ１９阳性组更易发生贫血，微球

蛋白、Ｃ反应蛋白水平较高，骨破坏、肾损害的发生率与ＣＤ１９

阴性组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　ＣＤ４５、ＣＤ１９与临床相关表现的关系

临床表现

ＣＤ４５

阳性

（狀＝２０）

阴性

（狀＝９６）

ＣＤ１９

阳性

（狀＝１２）

阴性

（狀＝１０４）

临床分期　Ⅱ期 １４ ３４ １ ４７

　　　　　Ⅲ期 ６ ６２ １１ ５７

有骨破坏 ７ ８０ １０ ７７

Ｈｂ＜１００ｇ／Ｌ １２ ６８ １２ ６８

Ｃｃｒ＞０．２ｍｇ／Ｌ １５ ７５ ９ ８１

β２ＭＧ＞０．５５ｍｇ／Ｌ ５ ８２ １２ ７５

ＣＲＰ＞０．６ｍｇ／Ｌ ６ ８０ １２ ７４

　　注：与阴性组相比，犘＜０．０５，犘＜０．０１；Ｃｃｒ为肌酐清除率，

Ｈｂ为血红蛋白。

３　讨　　论

本研究结果显示，１１６例 ＭＭ 患者中，男性占４４．２％，女

性占５５．８％，女性略高于男性，男女发病年龄未见明显差异，

其中２０例发病于５０岁以下，平均诊断年龄为５９．４岁，高于文

献报道的平均发病年龄６５岁，提示 ＭＭ 发病有逐渐年轻化的

趋势。

多参数流式细胞术能对单个细胞进行多个抗原检测，可同

时对细胞表面和细胞内抗原进行分析，并且其表达水平可以定

量，因此流式细胞术能很好地识别并呈现骨髓瘤细胞的各种特

征。通过检测细胞表面抗原表达的强弱、异常抗原的出现及细

胞内免疫球蛋白的轻链限制性有无，可以把骨髓瘤细胞和正常

浆细胞区别开来。正常浆细胞强表达 ＣＤ３８和 ＣＤ２７，表达

ＣＤ１３８，无轻链限制性，ＣＤ４５和ＣＤ１９与正常成熟Ｂ细胞相比

表达较弱，不表达 ＣＤ５６、ＣＤ１１７、ＣＤ２８，不表达 Ｂ 系抗原

ＣＤ２０、ＣＤ２２。典型的 ＭＭ 细胞免疫分型特点为：异常表达

ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０、ＣＤ５６、ＣＤ１３、ＣＤ３３；ＣＤ２７和 ＣＤ３８表达

减弱，ＣＤ１９和ＣＤ４５不表达，有轻链限制性。本研究与上述结

论一致，但其中有１０．４％的患者表达ＣＤ１９，１７．２％的患者表

达ＣＤ４５，与秦燕等
［１］的结果较为一致，国外有报道骨髓瘤细胞

ＣＤ４５阳性率达到了３１．０％
［２］，可能与人种差异有关。这些结

果显示少部分 ＭＭ 患者的免疫表型不典型，需结合 ＣＤ３８、

ＣＤ５６、ｋａｐｐａ、ｌａｍｂｄａ等抗原的表达情况与正常浆细胞鉴别。

这些免疫表型异质性的发现提示，骨髓瘤细胞的克隆可能经历

一定程度的分化与成熟，上述标志物在早期或浆母细胞中可能

会出现阳性［３］。

ＣＤ４５和ＣＤ１９对于 ＭＭ患者是否有预后意义，近年来国

外学者有过一些探索。Ｍｏｒｅａｕ等
［２］对９５例 ＭＭ 患者进行研

究发现，浆细胞上缺失了ＣＤ４５的患者生存期更短。Ａｓｏｓｉｎｇｈ

等［４］发现ＣＤ４５阴性瘤细胞的小鼠骨髓中都出现了弥漫性瘤

细胞浸润，其血管内皮细胞生长因子 ｍＲＮＡ水平是ＣＤ４５阳

性瘤细胞的４倍多，提示病情进展。ＭＭ 患者中，ＣＤ４５或

ＣＤ１９阳性的比例较低，且因为样本数少的限制，目前国内还没

有它们与临床分期及临床生物学指标关系的报道。本研究结

果发现，骨髓瘤中浆细胞上的 ＣＤ４５表达与临床分期有关，

ＣＤ４５阳性组分期较好，与ＣＤ４５阴性组相比，骨破坏发生率更

低，β２ＭＧ、ＣＲＰ水平较低，贫血、肾损害的发生率则无明显差

异。ＣＤ４５阳性组１４ｑ３２染色体易位发生率较低，如ｔ（４；１４），ｔ

（１４；１６）等
［２］，该染色体异常是多 ＭＭ 复发和预后的重要因

素［５］。Ａｋｔ／ＰＩ３Ｋ通路参与了骨髓瘤细胞的增殖，当ＣＤ４５阳

性时，Ａｋｔ不能活化，影响了骨髓瘤细胞的增殖，这些可能是

ＣＤ４５阳性者预后较好的内在机制
［６］。

ＣＤ１９是相对分子质量为９５×１０３ 的糖蛋白，与Ｂ细胞的

活化调节和发育调节相关，是在Ｂ细胞分化早期阶段后天获

得的一个标记物，在Ｂ细胞成熟期间出现，在正常骨髓浆细胞

大多数中仍然表达。ＣＤ１９阳性患者数量较少，但是与ＣＤ１９

阴性患者相比，ＣＤ１９阳性患者预后较差，无进展生存期和整体

存活期，大约分别短１年和２年。Ｒａｗｓｔｒｏｎ等
［７］分析了５８７

例经统一方案化疗后接受移植的 ＭＭ 患者，结果显示缺乏

ＣＤ５６表达，过表达ＣＤ１９、ＣＤ２８提示预后不良。本研究结果

显示，ＣＤ１９与临床分期有关，阳性时分期较差。ＣＤ１９阳性

时，β２ＭＧ、ＣＲＰ水平较高，更易发生贫血，与骨破坏、肾损害无

关。β２ＭＧ、ＣＲＰ、分期等临床指标都是 ＭＭ 的预后因素，因

此，ＣＤ４５和ＣＤ１９的表达情况与预后有一定的相关性，其发生

机制还需要进一步的探索。

免疫表型检测是鉴别 ＭＭ和其他浆细胞良性增生的重要

手段，可以弥补形态学的不足。本研究通过对１１６例 ＭＭ 患

者的免疫表型特征进行分析，了解 ＭＭ 的表型特点并分析了

ＣＤ４５、ＣＤ１９和临床分期及临床生物学指标的关系，为此类疾

病的诊断、治疗、预后评价等提供新的依据，并研究ＣＤ４５和

ＣＤ１９的表达与骨破坏、肾损害、β２ＭＧ、ＣＲＰ、贫血等之间可能

存在的关系和临床治疗方案，减少患者痛苦及经济负担提供了

一条新的线索。
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ＣＯ、血气氧分压（ＰａＯ２），二氧化碳分压（ＰａＣＯ２）差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。本组患儿均未发生头痛、皮疹、食欲减退、腹

泻、低血压、心动过速等不良反应。

表１　治疗前后非侵入性血流动力学参数的变化（狓±狊）

组别 心率（次／分） ｓＰＡＰ（ｍｍＨｇ） ＣＯ（ｍＬ） ＢＮＰ（ｐｇ／ｍＬ） ＰａＯ２（ｍｍＨｇ） ＰａＣＯ２（ｍｍＨｇ）

治疗前 １４０．４±５．０ ６９．９±１８．３ ３６．２±１６．７ ７７９９．２±６４５１．６ ７１．５±１６．３ ３０．１±８．７

治疗后 １２２．５±９．０ ３５．８±１３．０ ３７．７±１８．４ １８８７．７±１２６３．７ ８７．９±１１．５ ３０．９±８．５

　　注：与治疗前相比，犘＜０．０５。

３　讨　　论

ＨＰＡＨ是由于空气稀薄，血液氧饱和度和氧分压均明显

低于平原，慢性缺氧引起小肺动脉的血管增生和重构为主要特

征，其发病机制复杂，主要包括肺血管壁持续收缩，内膜向心性

或偏心性增殖和纤维化，中膜平滑肌过度增殖，外膜增厚，炎症

细胞在血管周围聚集，原位血栓形成，造成肺血管阻力增加，最

终引起心力衰竭和死亡的一种疾病［５］。目前，儿童 ＨＰＡＨ 的

治疗策略仍然以吸氧、利尿、强心等支持治疗为基础，根据急性

血管扩张试验结果选择钙通道阻滞剂、前列环素类药物、内皮

素受体拮抗剂或磷酸二酯酶５抑制剂等治疗手段，必要时可

行房间隔切开术和心肺移植术等外科治疗。

前列地尔是一种具有多种药理活性的扩张剂，可靶向聚集

病变部位，资料表明其具有较强的扩张肺部血管、降低肺动脉

压力的作用［６７］。前列地尔为一种脂微球载体制剂，它是将前

列腺素 Ｅ１包裹在０．２μｍ的脂微球内的新型靶向制剂，不仅

较好地解决了前列腺素Ｅ１自身的缺陷，而且还衍生出新制

剂。由于前列地尔采用了脂微球，故大大减少了肺灭活，并且

前列地尔可以在病变处聚集；前列地尔在病变处的药物浓度可

以达到普通制剂的１０～２０倍，且缓慢释放药物，从而可以维持

２４ｈ发挥药效
［８］。

本研究中 ＨＰＡＨ 患儿均来自四川西北高原地区（海拔

３０００ｍ以上），并在高原现场静脉注射前列地尔注射液，用量

为５～７ｎｇ／（ｋｇ·ｈ），１２ｈ持续静脉注射，１次／天，共７～１０ｄ。

结果表明，注入后短期可明显降低重度 ＨＰＡＨ患者ｓＰＡＰ，改

善心功能，且无严重不良反应发生。此外，本研究还观察到静

脉注射前列地尔可降低ｓＰＡＰ，改善心功能同时，还可使重度

ＨＰＡＨ患儿心率下降，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＣＯ有

增加的趋势，同时血浆 ＢＮＰ水平下降，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。

静脉注射前列地尔靶向治疗重度 ＨＰＡＨ安全有效，短期

可改善心功能和非侵入性血流动力学参数，不良反应发生率

低。但由于本研究样本量小，且观察时间短，因此有待于进一

步扩大样本数以及长期随访证实其对长期预后的影响。本研

究中未发现使用前列地尔治疗比常规治疗有更多的不良反应，

其安全性与张建等［９］研究相一致。
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