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目的
!

评估形态学(免疫组化和流式细胞检测技术在多发性骨髓瘤"

XX

%检测中的应用价值'方法

收集新乡医学院第一附属医院
#'"$

年
.

月至
#'"&

年
-

月
XX

患者
$'

例!采用免疫组化和流式细胞术分析骨髓瘤

细胞免疫表型!探讨其表达率与骨髓瘤细胞形态特征及相关检测指标的关系'

$

种检测方法组间差异采用配对样

本
E

检验!率的比较用
#

# 检验'结果
!

形态学检测瘤细胞比例在
(%''W

"

.-%''W

!免疫组化检测瘤细胞比例在

.%''W

"

55%''W

!流式细胞检测瘤细胞比例在
&%'?W

"

5?%&#W

'形态学与免疫组化(形态学与流式细胞之间差

异有统计学意义"

!

$

'%'-

%!免疫组化与流式细胞之间差异无统计学意义"

!

&

'%'-

%'结论
!

流式细胞术(免疫组

化与形态学
$

种技术相结合!更有助于
XX

的诊断及预后判断'
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多发性骨髓瘤$

XX

&是以
\

细胞起源#骨髓中恶性浆细胞

$瘤细胞&异常增生和聚集为特征的一种衰竭性,难以治愈的恶

性肿瘤#并伴有单克隆免疫球蛋白或其成分$

X

蛋白&增多+

XX

好发于
&'

岁以上中老年人群#近年来#随着我国人口老龄

化加剧#

XX

发病率逐年上升+由于在疾病早期其临床表现

无特异性#极易出现误诊和漏诊-

"!#

.

+本文通过免疫组化,流式

细胞术对传统骨髓细胞形态学诊断的
$'

例
XX

进行细胞免

疫表型分析#并比较
$

种检测方法之间的差异#以期为
XX

的

早期诊断及疗效判断提供更可靠的检测方法+

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

收集新乡医学院第一附属医院
#'"$

年
.

月

至
#'"&

年
-

月
XX

患者
$'

例#初诊
#(

例#复查
&

例%其中男

"?

例#女
"$

例#男
j

女
Q"%$"j"

%年龄
&$

"

?5

岁#中位年龄

(&

岁+均符合1血液病诊断及疗效标准2的诊断标准-

"

.

+初诊

患者均进行骨髓穿刺,血清免疫固定电泳,流式细胞术及影像

学等相关检查+

$%/

!

仪器与试剂
!

流式细胞仪为
\[+>/0/FC9HJD

#鼠抗人

/[$5

,

/[&-

,

/["$5

,

/[".

,

/[-(

,胞浆
CFMHKF

$

<CFMHKF

&,胞浆

SF

BB

F

$

<SF

BB

F

&#破膜剂,溶血素#以上试剂均购自美国
\[

公

司+免疫组化一抗用鼠抗人
/["$5

,

cF

BB

F

轻链,

CFMHKF

轻链

单克隆抗体#抗体购自河南赛诺特生物公司#二抗用
PF7

B

7C

L

!

P42

鼠"兔通用二抗试剂盒购自上海杰浩生物技术有限公司+

细胞形态学检测用瑞氏染液,免疫组化复染用苏木素染液#均

由本室配制+

$%'

!

方法

$%'%$

!

标本留取
!

按常规方法行骨髓穿刺#取骨髓液
'%#M6

涂片做形态学和免疫组化检测%另抽取
#M6

置于肝素抗凝管

做流式细胞学检测#调整细胞浓度至
"̂ "'

(

"

6

备用#

&5E

内完

成检验+

$%'%/

!

骨髓细胞形态学检查
!

挑选涂片良好的骨髓片行瑞氏

染色#显微镜下观察并分类计数
#''

个有核细胞#以浆细胞大

于或等于
#'W

并伴形态异常为
XX

的诊断标准-

"

.

+

$%'%'

!

免疫组化染色
!

$

"

&染色步骤!取新鲜干燥的骨髓涂

片#血膜周围用免疫组化笔画圈以避免抗体流失#磷酸盐缓冲

液$

2\0

&浸泡
-M9G

#滴加封闭血清置室温孵育
"'M9G

#甩干#

分别滴加适量一抗$

/["$5

,

cF

BB

F

,

CFMHKF

&#

$? `

孵育
"E

%

/

5?#"

/

检验医学与临床
#'"-

年
-

月第
"#

卷第
.

期
!

6FHX@K/C9G

!

XF

L

#'"-

!

Y7C%"#

!

17%'.



2\0

冲洗
$

次#每次
-M9G

%滴加适量二抗#

$?`

孵育
$'M9G

%

2\0

冲洗
$

次#每次
-M9G

%

[>\

显色
$

"

"'M9G

#镜下观察#见

有明显棕色沉淀为宜#自来水冲洗#苏木素复染#中性树胶封

片,镜检+每次试验均进行阴性对照+$

#

&阳性结果判断!在低

倍镜下找寻涂片均匀,薄厚适中,抗原表达明显的部位#高倍镜

下细胞膜,胞浆或胞核显示棕黄色均匀细颗粒为阳性表达#

/["$5

,

CFMHKF

阳性位于胞膜或胞浆#

cF

BB

F

阳性位于胞浆#阴

性为不显色或显色浅淡+油镜下计数
#''

个有核细胞#分别计

算各抗体阳性细胞所占比例#以
"'W

以上者为阳性+

$%'%1

!

流式细胞仪分析
!

按说明书提供的细胞表面抗原和胞

内抗原方法标记#经荧光微球校准仪器及补偿后#用
/@CC

gJ@:;

分析软件获取
#''''

个细胞#对数取样#通过
/[&-

和

/[$5

"

00/

设门设定待检细胞群#分析各群细胞抗原表达情

况+以目的细胞群抗原表达大于
"'W

为阳性+

$%1

!

观察指标
!

所有病例确诊时的年龄,性别,临床表现,血

红蛋白$

PH

&,清蛋白$

>6\

&,肌酐$

/D

&,血尿素氮$

\_1

&,血清

钙浓度$

/F

&,

!

#

微球蛋白$

!

#

!X*

&,红细胞沉降率$

T04

&,血清

及尿液免疫固定电泳,尿本周蛋白$

\Z2

&等各项检查结果逐一

记录并进行回顾性分析+

$%2

!

统计学处理
!

采用
0200#'%'

软件处理#率的比较用
#

#

检验#均数组间差异用配对样本
E

检验#以
!

$

'%'-

为差异有

统计学意义+

/

!

结
!!

果

/%$

!

形态学检查
!

#(

例初诊患者均有不同程度的正色素性

贫血及免疫球蛋白增多#其中
3

8

*

型
".

例#

3

8

>

型
?

例+骨髓

细胞形态学结果主要为异常浆细胞增生#并伴有质的改变+另

外
&

例复查患者形态学检查均未达到完全缓解+

/%/

!

免疫组化结果
!

$'

例
XX

患者
/["$5

阳性表达率达到

"''%'W

#

##

例
cF

BB

F

阳性#

5

例
CFMHKF

阳性$表
"

&+

/%'

!

流式细胞检查结果
!

对目的细胞群抗原
/[$5

,

/["$5

,

/[".

,

/[&-

,

cF

BB

F

,

CFMHKF

进行研究#结果发现#

$'

例
XX

中

/[".

阴性表达率
"''%'W

%

/[&-

表达异常$阴性,部分阳性&%

/[$5

,

/["$5

阳性表达率均达到
"''%'W

$表
"

&+

表
"

!

免疫组化和流式细胞术在
$'

例
XX

异常浆细胞抗原表达形式比较&

.

'

W

()

检测技术 抗原表达形式
/["$5 cF

BB

F CFMHKF /[$5 /[". /[&-

免疫组化 阴性
, , , , , ,

部分阳性
, , , , , ,

阳性
$'

$

"''%'

&

##

$

?$%$

&

5

$

#(%?

&

, , ,

流式细胞术 阴性
, , , , $'

$

"''%'

&

#5

$

.$%$

&

部分阳性
, "

$

$%$

&

, , , #

$

(%?

&

阳性
$'

$

"''%'

&

#"

$

?'%'

&

5

$

#(%?

&

$'

$

"''%'

&

, ,

!!

注!

,

表示无数据+

/%1

!

$

种检测方法比较
!

$'

例
XX

患者形态学检查骨髓瘤

细胞中位数比例为
-5%''W

$

(%''W

"

.-%''W

&#免疫组化检

测比例为
$&%--W

$

.%''W

"

55%''W

&#流式细胞检测比例为

$-%?&W

$

&%'?W

"

5?%&#W

&+对
$

种方法检测到的异常细胞

群所占比例进行分析#形态学与免疫组化和流式细胞分析测定

的异常细胞群比例细胞检查之间差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&#免疫组化与流式细胞检查之间差异无统计学意义$

!

&

'%'-

&+另外形态学与流式细胞术之间有更好的相关性$

DQ

'%.-?

&+

/%2

!

免疫组化与流式细胞检查诊断敏感性比较
!

$'

例
XX

患者免疫组化结果阳性
#5

例#阳性率为
.$%$W

$

#5

"

$'

&#流式

细胞检查结果阳性
#?

例#阳性率为
.'%'W

$

#?

"

$'

&#两种方法

差异无统计学意义$

&

#

Q'%#"-

#

!

&

'%'-

&+

/%)

!

轻链限制性检测
!

$'

例
XX

进行流式检测
cF

BB

F

限制

性表达
##

例#

CFMHKF

限制性表达
5

例+

/%.

!

/["$5

抗原与实验室检测指标的关系
!

$'

例
XX

患者

中
/["$5

的表达与临床实验室检测指标$

/

反应蛋白,

\_1

,

/F

,

>6\

,

!

#

!X*

#

T04

&的改变之间差异无统计学意义$

!

&

'%'-

&+

'

!

讨
!!

论

!!

XX

在我国发病率约为
"

"

"'

万#在血液系统肿瘤发病率

仅次于恶性淋巴瘤-

$

.

+在实验室检测中#骨髓形态学检测是

XX

诊断最基础,最普遍的检测手段#在一定程度上可以反映

治疗效果+但骨髓瘤细胞常呈灶状分布#临床上为了提高诊断

阳性率需要进行多次骨髓穿刺#并且当骨髓稀释时也影响诊断

敏感性-

&

.

%在鉴别诊断时主观性强#灵敏度低+然而在多数医

院对于
XX

诊断仍以形态学为主#使疾病确诊及疗效判断都

受到不同程度的限制+因此#本试验采用免疫组化和流式细胞

检查两种免疫检测方法弥补形态学诊断的不足+

免疫组化根据抗原抗体特异性结合的原理可以提高诊断

的准确性#鉴别良,恶性疾病#以及判断疾病恶性程度#这点优

于传统形态学检测+据报道#

/[".

在所有
\

细胞和大多数正

常浆细胞均有表达#而在
XX

中不表达-

-!(

.

%

/["$5

在骨髓造

血前体细胞和淋巴细胞中无表达#但在
XX

浆细胞中为阳性#

具有相对特异性#便于识别%而
/[$5

在髓系或
\

淋巴系统前

体细胞及成熟淋巴细胞,单核,粒细胞均有不同程度的表达#目

前认为
/["$5

是浆细胞最特异的指标-

?

.

+所以本试验免疫组

化选择
/["$5

联合
cF

BB

F

轻链,

CFMHKF

轻链单克隆抗体作为

识别异常浆细胞的标志物+在
$'

例
XX

患者中#

/["$5

阳性

表达率达
"''%'W

#

cF

BB

F

阳性率为
?$%$W

#

CFMHKF

阳性率为

#(%?W

#与血清免疫固定电泳结果一致+

近年来#流式细胞检测技术日渐成熟#当骨髓稀释时#流式

细胞检查可以等比降低骨髓浆细胞比例#优于形态学检测-

5

.

+

在正常骨髓中#现代多参数流式细胞仪可以足够敏感地检测出

至少
'%'"W

的非典型浆细胞#也能对单个细胞进行多个抗原

检测#同时对细胞表面和胞内抗原进行分析#并且对检测细胞

的表达水平可以定量#因此流式细胞检查可以很好地识别并呈

现异常浆细胞各种特征-

.!"'

.

+通过检测细胞表面抗原表达强

弱,胞内免疫球蛋白是否有轻链限制性及异常抗原的出现#可

以把正常和异常浆细胞区分开来+正常浆细胞强表达
/[$5

,

/

.?#"
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/["$5

#表达
/[&-

#大部分细胞表达
/[".

#不表达
\

淋巴系抗

原
/[#'

,

/[##

#无轻链限制性+典型
XX

细胞的免疫表型特

点为!异常表达
/[-(

#

/[$5

表达强度稍弱#部分表达
/[""?

,

/[$$

,

/[#'

#不表达
/[".

#

/[&-

表达弱阳性或阴性#有轻链

限制 性-

""

.

+本 试 验 中
/["$5

和
/[$5

阳 性 表 达 率 均 为

"''%'W

+

/[".

均为阴性表达#

/[&-

阴性表达率为
.$%$W

#

轻链限制性表达#与上述结论基本一致#但其中有
#

例骨髓涂

片和免疫组化均超过
"'W

+而流式细胞检查未能检出骨髓瘤

细胞#对流式细胞检查标本涂片镜检未见瘤细胞#这可能是由

于瘤细胞灶性分布#流式细胞检查标本不一定采集到骨髓瘤细

胞而漏检%也有可能在采集流式细胞检查标本时由于技术问题

混入较多血液所致+

免疫组化和流式细胞检查联合检测的优势在于通过

CFMHKF

"

cF

BB

F

轻链限制性表达确定浆细胞是否为单克隆性#

从而与反应性浆细胞增多鉴别#这在区分浆细胞良,恶性方面

有重要作用#二者敏感性远远高于形态学检测-

"#

.

+对于
$'

例

XX

患者同时进行形态学,免疫组化和流式细胞检查检测得

到以下结果!骨髓涂片浆细胞比例与免疫组化,流式细胞检查

分析测定的异常细胞群比例差异有统计学意义$

!

$

'%'-

&#且

形态学与流式细胞检查之间有更好的相关性$

DQ'%.-?

&#免疫

组化与流式细胞术差异无统计学意义+另外对免疫组化和流

式细胞检查比较分析#两种方法检测阳性率均较高$分别为

.$%$W

和
.'%'W

&#差异无统计学意义$

!

&

'%'-

&#由此说明免

疫组化与流式细胞检查对
XX

确诊都有检测意义#且均有明

显的
CFMHKF

"

cF

BB

F

轻链限制性表达#阳性表达率一致#有助

于鉴别诊断+

流式细胞检查和免疫组化在诊断
XX

方面就灵敏度而言

高于传统的形态学检测#但不能评判骨髓增生程度及肿瘤浸润

程度#而且国内外少见这两种方法对
XX

的诊断标准#导致各

实验室检测结果存在差异+可根据患者具体情况#采用三者联

合以提高阳性诊断率及疗效监测+期待在不久的将来流式细

胞检查技术和免疫组化可以纳入
XX

常规诊断和评估中+
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