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要"目的
!

探讨应用银染原位杂交"

$%$&

#技术结合骨髓病理学方法检测多发性骨髓瘤"

''

#患者骨髓微小残留病灶

"

'()

#的临床意义$方法
!

对
*+

例于该院多次住院化疗的
''

患者!在第
!

疗程和第
,

疗程结束时分别取骨髓活检标本!以骨

髓病理活检
-

免疫组织化学法测
.)/*,

!同时采用
$%$&

法检测
!

%

"

基因扩增情况!以此评估
''

患者的骨髓
'()

$结果
!

*+

例化疗后
''

患者病理活检所见浆细胞比例在第
!

疗程和第
,

疗程结束时分别为
#0102

和
/#1,2

!差异有统计学意义"

!

#

"1"/

#!免疫组织化学法测
.)/*,

-分别为
--

和
-

&

3

!

$%$&

检测
!

%

"

基因扩增率分别为
#,1*2

和
41*2

!差异有统计学意义

"

!

#

"1"/

#!说明该技术监测不同疗程
''

患者的
'()

差异显著$另外!在治疗有效的
##

例患者中!

$%$&

测得
!

%

"

基因扩增水

平为
!1/2

!显著低于进展组
/*102

!差异有统计学意义"

!

#

"1"0

#!并呈现出疗效越差!扩增率越高的变化趋势!与血清游离轻链

测定中
!

&

"

比值变化一致$结论
!

$%$&

技术结合骨髓病理学方法具有观察视野广%浆细胞计数稳定%基因信号准确易测等优点!

对
''

患者的疗效评估和治疗策略选择有临床意义$

关键词"多发性骨髓瘤'
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银染原位杂交'
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骨髓病理学'
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微小残留病灶
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多发性骨髓瘤$

''

%是一种浆细胞恶性克隆的血液系统

肿瘤#其特点是骨髓中大量原始或异常浆细胞浸润#同时分泌

大量单克隆免疫球蛋白或其片段$

'

蛋白%#导致相关器官或

组织损伤'初诊
''

患者在接受多次化疗后需进行疗效评估

以期获得完全缓解$

.(

%#

.(

的一般标准是骨髓浆细胞数小于

02

#血清和尿中
'

蛋白消失'虽然达到
.(

被认为是预后良

好的指标#但大多数患者最终难免复发#其根本原因为
''

患

者体内仍残留的少量骨髓瘤细胞#即微小残留病灶$

'()

%#

'()

的数量不仅是一个预后因素#也是评价治疗效果的指

标(

/

)

'近期本院开展银染原位杂交法$

$%$&

%检测
!

和
"

基因

扩增技术#并结合骨髓病理学以及免疫组织化学测
.)/*,

-细

胞的方法#共同检测不同疗程时期
''

患者的骨髓
'()

#现

总结所得临床经验和意义如下'

$

!

资料与方法

$1$

!

一般资料
!

选取
#"/+

年
/3/#

月在本院血液科多次住

院化疗的
*+

例
''

患者#诊断依据符合*血液病诊断及疗效

标准+'患者中男
#*

例#女
/*

例&年龄
!+

#

4#

岁#平均
+/1,

岁'初治时骨髓形态学检查瘤细胞比例为
/*2

#

!02

#排除

浆细胞白血病'

''

临床分期参考
)HF:=6>ADL9;

分期系统#本

研究中
''

患者
$

期
,

例#

%

期
/#

例#

&

期
/+

例'根据血清

异常免疫球蛋白的不同#可分为以下几种类型!

%

@

T

型
/!

例#

%

@

5

型
+

例#

%

@

'

型
!

例&轻链型
7

例及非分泌型
*

例'

*+

例

患者均于本院住院化疗
,

个疗程以上#化疗方案包括!长春瑞

滨
-

吡柔比星
-

地塞米松$

U5)

%

/#

例#长春瑞滨
-

吡柔比

星
-

环磷酰胺
-

地塞米松$

U5.)

%

/0

例#硼替佐米
-

吡柔比

星
-

地塞米松$

V5)

%

7

例'出院后患者均按疗程服用沙利度

,

*"#/

,

检验医学与临床
#"/4

年
0

月第
/!

卷第
7

期
!

SAJ'=G.D:;

!

'A

I

#"/4

!

U9D1/!

!

W917

"

基金项目!国家自然科学青年基金项目$

,/0""/40

%'

!!

作者简介!金婕#女#主治医师#主要从事血液病学方面的研究'



胺
0"

#

#""L

@

"

G

'所有患者均在在第
!

个疗程和第
,

个疗程

结束时分别抽取骨髓行细胞学涂片和流式法细胞计数#并行骨

髓活检术留取活检标本#用于检测其骨髓中瘤细胞的
'()

水平'

$1/

!

方法

$1/1$

!

骨髓病理切片和免疫组织化学
!

取骨髓病理标本材长

约
/CL

#所有标本均经
/"2

中性甲醛溶液固定#石蜡包埋'切

取
!

'

L

厚连续切片#后行苏木精
6

伊红染色观察骨髓病理形

态#计数浆细胞数量'另外#按照免疫组织化学操作步骤程序

$烤片-脱蜡-热修复-过氧化氢封闭后滴加一抗-

*4X

孵育
#!

L:;

-滴加二抗&

*4X

孵育
#!L:;

&最后双花扁豆凝集素显色#

苏木素复染%#设置阳性及阴性对照组'阳性对照片滴加一抗

.)/*,

抗原&阴性对照组滴加磷酸盐缓冲液#染色程序结束后

脱水封片#光镜视野下棕色显色细胞为
.)/*,

-细胞&计数
#""

个有核细胞#计数棕色浆细胞的比例#定义大于或等于
0"

个为

---

#

#"

#

0"

个为
--

#

#"

个左右为
-

#小于
#"

个为
-

"

3

'

$1/1/

!

$%$&

检测方法
!

采用骨髓病理切片标本#再按
$%$&

操作步骤程序#用银染色标记的探针标记
!

和
"

基因#显色后

苏木素复染#最后自然风干后封片#镜下观察'细胞核内黑色

染色为
!

和
"

基因扩增#计数
/""

个细胞#统计黑色显色的细

胞百分比即为基因扩增率'所采用试剂兔抗人
.)/*,

多克隆

抗体-

!

和
"

探针-银染检测试剂盒-清洗缓冲液等均购自美国

罗氏诊断产品有限公司'显微镜型号
YZ0/

购自日本
[D

I

L6

N

H>

公司'

$1'

!

统计学处理
!

应用
$V$$/*1"

软件#计量资料采用
I\C

表示#组间比较采用
=

检验#以
!

#

"1"0

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/1$

!

骨髓病理
!

结合
$%$&

技术检测骨髓瘤
'()

结果判读

由图
/

可见#骨髓病理切片光镜下视野良好#

&]

染色清晰#骨

髓有核细胞增生正常#均匀分布于骨小梁中及周围网状组织

中'图
/.

和图
/)

分别显示的是经免疫组织化学
.)/*,

染色

后显棕色的浆细胞在
''

患者骨髓中的分布情况#图
/]

和图

/P

分别显示的是不同
''

患者骨髓浆细胞中
!

和
"

基因扩增

情况#图中
$%$&

标染后细胞在光镜下呈黑色显色'

/1/

!

$%$&

技术与骨髓细胞学-流式细胞学计数$

P.'

%检测

'()

比较
!

*+

例
''

患者经化疗后#分别于第
!

个和第
,

个

疗程结束时#抽取骨髓行骨髓细胞学计数和
P.'

#并留取骨髓

活检标本行病理组织化学和
$%$&

检测'分别采用以上不同

方法检测骨髓
'()

的情况'将骨髓病理活检视野所见浆细

胞比例#组织化学染色后
.)/*,

-细胞阳性率和
$%$&

方法检

测
!

和
"

基因阳性率$扩增情况%列出#并与骨髓涂片所见浆细

胞计数#以及
P.'

仪测得骨髓中异常浆细胞水平作比较'结

果显示#在第
,

疗程时#各组测得残留病灶数值均显著低于第

!

疗程组#骨髓病理报告组中可见浆细胞阳性率分别为
/#1,2

和
#0102

#在
$%$&

方法组检测
!

和
"

基因扩增情况分别为

41*2

和
#,1*2

#两者比较差异均有统计学意义$

!

#

"1"/

%&免

疫组织化学测
.)/*,

-分别为
--

和
-

"

3

&骨髓涂片组所测

细胞计数分别为
,102

和
/41*2

#但两组差异无统计学意义

$

!

$

"1"0

%&

P.'

组分别为
#142

和
41!2

#两者差异具有统计

学意义$

!

#

"1"0

%'

/1'

!

$%$&

检测基因扩增水平与疗效分析
!

*+

例骨髓瘤患者

在第
,

疗程结束时#疗效评估及其血清游离轻链$

PS.

%测量定

义参照
''

最新的国际统一疗效标准(

#

)

'按照疗效评估分组

可见#

.(

组有
/"

例#其
!

和
"

基因扩增水平为
#1*2

&

V(

组

/#

例#其
!

和
"

基因扩增水平为
01,2

&无效组
,

例#基因扩增

水平为
/"1!2

&进展组患者
+

例#基因扩增水平为
/*102

#由

此可观察到获得不同疗效的患者#

!

和
"

基因扩增水平变化明

显#即疗效越差#

!

和
"

基因扩增则越增高的趋势'其中
*+

例

患者中总有效$

.(-V(

%例数
##

例#这部分治疗效果理想的

患者基因扩增水平为
!1/2

#显著低于进展组
/*102

#差异有

统计学意义$

!

#

"1"0

%#说明
$%$&

方法测得的
!

和
"

基因扩

增水平与疾病演变和治疗效果密切相关'同时本实验测定了

血清
PS.

中
!

"

"

比值变化情况#其标志着血清中
'

蛋白及其

片段的水平变化#参考范围为
"1#+

#

/1+0

#是
''

患者治疗取

得缓解非常有意义的评估指标(

*

)

'结果显示#

.(

-

V(

-无效和

进展的
!

"

"

值分别为
"1!+

-

"1+4

-

/1##

和
/1,0

'且治疗效果越

差#

!

"

"

比值同样出现升高的变化#这与
!

和
"

基因扩增的变化

趋势是一致的'见表
/

'

!!

注!

5

为治疗后未获得良好缓解的
''

患者#可见其骨髓中散在

分布浆细胞数目较多&

Y

为缓解良好的患者#骨髓中浆细胞形态和数目

正常&

.

为未获得良好缓解的
''

患者骨髓中棕色浆细胞密集分布#

.)/*,

阳性约为
--

&

)

为缓解良好的患者骨髓中棕色浆细胞则少见&

]

为未获得良好缓解的
''

患者骨髓中存在较多显黑色细胞#提示
!

和
"

基因扩增水平较高&

P

为见缓解良好的患者骨髓中黑色细胞明显

减少#则提示
!

和
"

基因扩增显著降低'

图
/

!!

骨髓病理结合
$%$&

检测
''

患者的骨髓情况

表
/

!!

第
,

疗程结束时
$%$&

检测
!

和
"

基因

!!!

扩增率与疗效分析

疗效
0

!

和
"

基因扩增阳性率$

2

%

.( /" #1*

"

V( /# 01,

"

无效
, /"14

进展
+ /*10

总有效
## !1/

"

!!

注!与进展组相比#

"

!

#

"1"0

'

'

!

讨
!!

论

!!

''

特征是浆细胞恶性增殖并分泌过量的单克隆免疫球

蛋白或多肽链亚单位#轻链产生贯穿了浆细胞发育成熟的全过

程'因此#

''

的
'()

是一群既有克隆性又具备分泌活性的

异常浆细胞群'目前临床判断化疗后疾病缓解程度#主要依靠

骨髓细胞形态学和对血"尿中
PS.

水平的动态监测(

!

)

'但由

于
''

细胞具有黏性大-局灶分布等特征#常导致抽吸涂片时

存在肿瘤负荷低估或者波动较大的问题#且部分骨髓瘤细胞和

正常浆细胞之间亦在形态上难以区分#因此涂片中异常浆细胞

比例测量精准性不够'本研究设计方法#以骨髓活检病理切片

,

!"#/

,
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作为实验载体#取材更广泛#所观察到骨髓视野更广阔#肿瘤细

胞的浸润程度和分布形态更直观'同时#本研究还结合免疫组

织化学法将表达的
.)/*,

的浆细胞呈棕色显色来进一步确认

浆细胞数量变化情况'

.)/*,

又名
>

I

;G=CA;6/

#作为浆细胞特

异性标志之一#参与瘤细胞发生-增殖以及调节骨髓瘤细胞与

基质间的黏附作用&而随着
''

细胞的凋亡减灭#膜蛋白

.)/*,

则下调或丢失#因此
.)/*,

可反映
''

患者体内肿瘤

细胞的负荷(

06+

)

'本研究中#

*+

例化疗后
''

患者在第
,

疗程

结束时#骨髓病理切片显示浆细胞和
.)/*,

染色细胞计数均

与第
!

疗程比较降低#差异有统计学意义$

!

#

"1"0

%#说明该

方法对
''

患者不同疗程骨髓
'()

的残留程度有良好的评

估&而骨髓涂片细胞计数可能因取材灶性分布局限及瘤细胞黏

稠性强等原因#导致测量数值波动较大#差异无统计学意义

$

!

#

"1"0

%'

P.'

是诊断血液肿瘤
'()

的常用手段#其灵敏度可达

/"

30

#

/"

3+

'针对
''

患者治疗的多因素分析显示
'()

状

态是无病生存期和总存活率的独立预后因子(

4

)

'然而由于

''

瘤细胞的黏附特性-免疫组合方式和如何设门等不确定

因素#

P.'

检测并没有成为评估
''

患者
'()

的.金标

准/

(

,

)

'再者#有报道提示在
''

患者治疗过程中#

'()

#

"1"""/

转阴率极低&在治疗随访
/,

个月时#

'()

阳性仍有

701+2

#平均治疗
#!

个月以上#才出现完全转阴情况#这使其

疗效评估和指导诊治的意义大大受限(

7

)

'本实验中
*+

例化疗

后
''

患者
P.'

检测
'()

在第
!

疗程和第
,

疗程结束时分

别为
41!2

和
#142

#差异有统计学意义$

!

#

"1"0

%#提示随着

化疗深入#虽然
'()

逐渐下降并与治疗前比较差异有统计学

意义$

!

#

"1"0

%#但距离阴性指标还有不小差距&而两组治疗

组患者
'()

持续阳性#对疾病复发的预测和下一步治疗方案

的制订指导意义有限#因此本课题组考虑是否采取多种手段结

合
P.'

更有效的检测
''

患者的骨髓
'()

'

$%$&

是近年发展起来的一种基因检测新技术#利用先进

的银沉淀方法#通过银染色增强的原位杂交技术准确定位于浆

细胞的核酸上#以黑色显色测试标染目标
)W5

#能够得到非常

精确的色素信号#也是目前唯一的全自动原位杂交分析方法'

与荧光原位杂交$

P%$&

%技术检测基因扩增比较#其符合率达

到
7!2

#

772

(

/"

)

'研究表明#虽然用
P%$&

检测
''

患者

'()

在敏感度上不及
V.(

#但已可明确检测出骨髓浆细胞遗

传学异常的持续存在'在骨髓瘤初发和复发时有大量的染色

体异常#在复发时可观察到相同的染色体异常'用
P%$&

的方

法连续检测
''

不同时期的细胞遗传学改变#在将来有可能

受到广泛的关注(

//

)

'但与
P%$&

比较#

$%$&

更具有在光镜下

更直观的观察细胞组织学形态的优势#而检测耗时只是
P%$&

检测所需时间的一半'因此#

$%$&

完全可以作为常规检测技

术用于肿瘤基因扩增状态检测'本研究中采用
$%$&

检测
!

-

"

基因扩增#在第
!

疗程和第
,

疗程结束时分别为
#,1*2

和

41*2

#差异有统计学意义$

!

#

"1"/

%#说明在浆细胞的核酸层

面监测轻链基因的变化随着治疗深入逐渐减少#并且与血清

PS.

的变化一致#说明是该方法可作为检测
'()

的重要

手段'

本研究中所采用检测
''

患者
'()

方法#是以骨髓活检

病理切片作为实验载体#直观的检测出组织化学染色后

.)/*,

-浆细胞数目#同时结合
$%$&

技术检测
!

和
"

基因扩

增情况的组合技术'该技术兼顾细胞计数和轻链基因状态两

种指标的判读#临床应用中表明对
''

患者
'()

的检测具有

的良好准确度和敏感度'国外报道一例采用细胞质免疫球蛋

白
6P%$&

方法检测浆细胞内
!

和
"

基因扩增技术基因突变
4"

例#提示
)W5

探针原位杂交技术用于浆细胞内轻链蛋白基因

检测敏感性高#临床符合率高#但
$%$&

方法检测骨髓瘤中致

病基因尚未见报道(

/#

)

'因此该技术具有较好的创新性#在临

床应用中与骨髓细胞学和流式细胞学检测相结合#更丰富了

''

患者病程中
'()

的监测和治疗评估体系#具有良好的临

床意义和应用前景'
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