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新免疫标志组合在多参数流式细胞术检测
多发性骨髓瘤微小残留病中的应用
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【摘要】 目的　 多参数流式细胞术（ｍｕｌｔｉｐａｒａｍｅｔｅｒ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ＭＦＣ）检测多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ，
ＭＭ）微小残留病（ｍｉｎｉｍａｌ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ＭＲＤ）细胞和非 ＭＭ 浆细胞两者免疫标志表达的区别。 方法　 ２０１２ 年

４ 月至 ２０２０ 年 ４ 月淮安市第一人民医院和上海健康医学院附属周浦医院收治的 ４４ 例具有 ＭＲＤ 的 ＭＭ 患者和 ４３
例非 ＭＭ 患者分别为研究组和对照组，应用 １０ 色流式细胞仪检测浆细胞 ＣＤ４５、ＣＤ１９、ＣＤ５６、ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０
以及 ＣＤ４４、ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４ 表达情况。 结果　 与非 ＭＭ 浆细胞高表达不同，ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞中 ＣＤ４４ 为低表

达，两类细胞的表达差异有统计学意义（Ｐ＝ ０􀆰 ００７），ＣＤ４４ 可能是 ＭＭ 检测 ＭＲＤ 免疫标志之一；ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４
广泛存在于 ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞和非 ＭＭ 浆细胞中，但缺乏特异性，不能作为 ＭＭ 特异性免疫标志；利用 ＣＤ４５、
ＣＤ１９、ＣＤ５６、ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０ 和 ＣＤ４４ 的界值判断免疫标志的异常个数，ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞中位异常免疫标志

数为 ４（２～ ６）个，而非 ＭＭ 浆细胞为 ０（０ ～ ２）个。 结论　 通过 ＭＦＣ 检测新的免疫标志组合 ＣＤ４５、ＣＤ１９、ＣＤ５６、
ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０ 和 ＣＤ４４ 可以有效的鉴别出 ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞。
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ＭＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ０（ ｒａｎｇｅ， ０ ２） ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｎｅｗ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｍａｒｋｅｒｓ（ＣＤ４５，
ＣＤ１９， ＣＤ５６， ＣＤ２８， ＣＤ１１７， ＣＤ２０ ａｎｄ ＣＤ４４） ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉ⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ ｍａｙ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ＭＲＤ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＭＭ ｐａｔｉｅｎｔｓ．
【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 ｐｌａｓｍａ ｃｅｌｌｓ； ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ； ｍｕｌｔｉ⁃ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ； ｍｉｎｉｍａｌ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｄｉｓｅａｓｅ

　 　 近年来，越来越多的证据表明多发性骨髓瘤

（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ， ＭＭ）的缓解深度与患者的无进

展生存 （ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ， ＰＦＳ） 及总生存

（ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ， ＯＳ）有着密切关系［１⁃３］。 微小残留

病（ｍｉｎｉｍａｌ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ＭＲＤ）作为判断 ＭＭ
缓解深度的重要标志也受到更多的关注［４⁃９］。 多参

数流 式 细 胞 术 （ ｍｕｌｔｉｐａｒａｍｅｔｅｒ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，
ＭＦＣ）具有检测敏感性高、方便快捷、费用适中等优势，
现已成为 ＭＭ 临床应用最广泛的 ＭＲＤ 检测手

段［５，８，１０］。 本课题组先前的研究表明［１１］，经 ＣＤ３８、
ＣＤ１３８ 和 ＣＤ４５ 设门，对 ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２８、ＣＤ４５、
ＣＤ５６ 和 ＣＤ１１７ 的进行检测可有效判别 ＭＭ 的 ＭＲＤ。
后续的研究进一步发现［１２］，ＣＤ４４、ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４ 在

ＭＭ 细胞中高表达，流式细胞仪检测的敏感性高，但
它们是否具有 ＭＭ 特异性免疫标志的特征以及是否

可进一步帮助判别 ＭＭ 的 ＭＲＤ 目前还不清楚。 本

研究利用 ＭＦＣ 检测以上免疫标志组合，以了解这些

新的免疫标志组合在 ＭＭ 的 ＭＲＤ 检测中的意义。

１　 资料与方法

１．１　 一般资料

以 ２０１２ 年 ４ 月—２０２０ 年 ４ 月江苏省淮安市第

一人民医院和上海健康医学院附属周浦医院收治的

４４ 例治疗后的 ＭＭ 患者为研究组，经过化疗、蛋白

酶体抑制剂、免疫调节剂、单克隆抗体或自体造血干

细胞移植至少一种治疗，存在 ＭＲＤ 且有足够的浆

细胞可用于流式细胞仪分析。 每例患者均进行骨髓

涂片检查，经形态学确定其浆细胞小于 ５％。 所有

患者都通过免疫固定电泳检测单克隆免疫球蛋白

（Ｍ 蛋白）和轻链，其中 ３３ 例为阳性。 以 ４３ 例江苏

省淮安市第一人民医院和上海健康医学院附属周浦

医院收治的非浆细胞肿瘤的造血系统恶性肿瘤为对

照组，进一步分为两个亚组，对照 Ａ 组为 １２ 例未经

治疗的非浆细胞肿瘤患者，包括 ２ 例新诊断的霍奇

金淋巴瘤和 １０ 例非霍奇金淋巴瘤。 对照 Ｂ 组 ３１ 例

为经化疗、靶向治疗或去甲基化治疗等各种抗肿瘤

治疗达完全缓解的非浆细胞肿瘤患者，其中非霍奇

金淋巴瘤 ８ 例、骨髓增生异常综合症 ８ 例、急性髓系

白血病 ７ 例、急性淋巴细胞白血病 ３ 例、慢性粒细胞

白血病 ３ 例、Ｐｈ 染色体阴性的骨髓增殖性肿瘤 １ 例

和霍奇金淋巴瘤 １ 例。 患者相关信息以及骨髓涂片

中浆细胞计数数据见表 １。 研究获得所有 ＭＭ 患者

和对照者的知情同意。
１．２　 试剂与仪器

Ｎａｖｉｏｓ 流式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ
公司； 主要试剂： ＣＤ１９⁃ＰＣ５、 ＣＤ１９⁃ＦＩＴＣ、 ＣＤ２０⁃
ＰＣ５、 ＣＤ４５⁃ＫＯ、 ＣＤ５６⁃Ａ７００、 ＣＤ１１７⁃Ａ７５０、 ＣＤ３８⁃
ＰＣ７、ＣＤ１３８⁃ＰＢ、 κ 轻链⁃ＦＩＴＣ 和 λ 轻链⁃ＰＥ 购自

Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司； ＣＤ２８⁃ＡＰＣ、 ＣＤ４４⁃ＡＰＣ 和

ＣＤ４９ｄ⁃ＡＰＣ 购自美国 ＢＤ 公司；ＣＤ１８４⁃ＰＣ７ 购自美

国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司。
１．３　 方法

研究组和对照组患者的骨髓标本予 ＥＤＴＡ 抗

凝，２４ ｈ 内用 １０ 色流式细胞仪检测。 标本在 ４ ℃与

单克隆抗体孵育 １５ ｍｉｎ，在室温下按标准程序裂解

成熟红细胞后流式细胞仪检测。 在检测胞质抗原

时，按程序予破膜处理。 每份标本分 ２ 管检测，使用

的抗体组合如下。 第 １ 管： ｃｙｔｏＫａｐｐａ⁃ＦＩＴＣ、ｃｙｔｏ⁃
Ｌａｍｂｄａ⁃ＰＥ、 ＣＤ３８⁃ＡＣ７、 ＣＤ１３８⁃ＰＢ、 ＣＤ１９⁃ＰＣ５、
ＣＤ５６⁃Ａ７００、ＣＤ２８⁃ＥＣＤ、ＣＤ４４⁃ＡＰＣ、ＣＤ４５⁃ＫＯ；第 ２
管： ＣＤ３８⁃ＡＣ７、ＣＤ１３８⁃ＰＢ、ＣＤ１９⁃ＦＩＴＣ、ＣＤ２０⁃ＰＣ５、
ＣＤ１８４⁃ＰＣ７、 ＣＤ１１７⁃Ａ７５０、 ＣＤ４９ｄ⁃ＡＰＣ、 ＣＤ５６⁃
Ａ７００、ＣＤ４５⁃ＫＯ。 每份标本至少分析 ５０ 万个细胞，
一些标本浆细胞较少，分析的细胞数达 １００ 万个，并
且至少获得 １００ 个以上浆细胞用于分析。 获得数据

应用 Ｋａｌｕｚａ２􀆰 ０ 软件进行分析： 通过 ＦＳＣ ／ ＳＳＣ 点

图，设定有核细胞 Ｒ１（图 １Ａ），浆细胞 Ｒ２ 通过 ＣＤ３８ ／
ＣＤ１３８ 高表达进行识别（图 １Ｂ），通过 ＦＳ⁃ＩＮＴ ／ ＳＳ⁃
ＩＮＴ 设门以排除非特异性结合，进一步纯化浆细胞

Ｒ３（图 １Ｃ），进而分析 Ｒ３ 门内细胞。 幼红细胞可以

通过 ＣＤ４５ ／ ＳＳＣ 识别，并且不表达 ＣＤ３８ ／ ＣＤ１３８，据
此可作为阴性内参照。 通过胞质轻链 κ ／ λ 的限制性

的方法保证了浆细胞的克隆性，可以更准确的限定

ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞。 对 κ ／ λ 轻链表达的分析在分析

全部浆细胞和ＣＤ４５ｄｉｍ／ －浆细胞基础上进行，同时分析

ＣＤ２０ 阳性、ＣＤ４５ 强阳性的淋巴细胞以确定成熟 Ｂ
淋巴细胞的克隆性，将 Ｂ 细胞淋巴瘤或白血病标本中

伴有单克隆浆细胞的标本予以去除，见图 １。
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图 １　 流式细胞术的免疫标志分析
Ｆｉｇ．１　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ～Ｃ： 确定 Ｒ１、Ｒ２ 和 Ｒ３ 细胞；Ｄ～Ｆ： 分析 Ｒ３ 门内细胞；Ｇ～ Ｉ： １ 例 ＭＭ 患者的 ＣＤ１９ ／ ＣＤ４４、ＣＤ５６ ／ ＣＤ２０、ＣＤ１９ ／ ＣＤ１１７ 散
点图；Ｊ～Ｌ： ＣＤ１９ ／ ＣＤ１８４、ＣＤ２８ ／ ＣＤ５６ 和 ＣＤ４９ｄ ／ ＣＤ４５ 散点图

１．４　 统计学处理

应用 Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ Ｅｘａｃｔ Ｔｅｓｔ 分析分类变量的比较；
组间比较应用 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 　 果

２．１　 ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞与非 ＭＭ 浆细胞的比较

ＭＦＣ 检测显示，研究组 ＣＤ４５、ＣＤ２８、ＣＤ１１７、
ＣＤ２０、ＣＤ４４ 和 ＣＤ１８４ 表 达 具 有 较 大 异 质 性，
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ＣＤ１９、ＣＤ５６ 和 ＣＤ４９ｄ 表达均一性较好，其中 ＣＤ１９
低表达，而 ＣＤ５６ 和 ＣＤ４９ｄ 高表达；对照组 ＣＤ４５、
ＣＤ１９、ＣＤ４４ 和 ＣＤ１８４ 表 达 具 有 较 大 异 质 性，
ＣＤ５６、ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０ 和 ＣＤ４９ｄ 表达均一性较

好，其中 ＣＤ５６、ＣＤ２８、ＣＤ１１７ 和 ＣＤ２０ 低表达，而
ＣＤ４９ｄ 高表达，见图 ２。 与对照组相比，研究组

ＣＤ４５、ＣＤ１９、ＣＤ５６、ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０ 和 ＣＤ４４
表达差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 虽然 ＣＤ４９ｄ 在

研究组中高表达，但在对照组中也高表达，而且在研

究组和对照组中表达的均一性良好，差异无统计学

意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ７１０）。 同样，ＣＤ１８４ 也有较高的表达，
虽然与 ＣＤ４９ｄ 相比，ＣＤ１８４ 在研究组和对照组中的

表达有一定异质性，但研究组和对照组在统计学上

差异无统计学意义（Ｐ＝ ０􀆰 ２８７），见表 １。
２．２　 非 ＭＭ 浆细胞之间的比较

两组的浆细胞大多都表达 ＣＤ４５、ＣＤ１９、ＣＤ４４、
ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４，除了 ＣＤ４９ｄ 均一性高以外，其他

的免疫标志表达均具有一定异质性。 与此相反，
ＣＤ５６、ＣＤ２８、ＣＤ１１７ 和 ＣＤ２０ 在多数浆细胞中不表

达，而且均一性较高。 总体来说，在非 ＭＭ 浆细胞

中，未经治疗与经抗肿瘤治疗后浆细胞以上免疫标

志比较差异无统计学意义。 多数浆细胞中不表达

ＣＤ２８，但经抗肿瘤治疗后，ＣＤ２８ 表达有升高（０ ～
２７％，中位数 ５％），且对照 Ａ 组与对照 Ｂ 组比较差

异有统计学意义（Ｐ＝ ０􀆰 ０４１），见表 １。
２．３　 设定界值后 ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞与非 ＭＭ 浆细

胞比较

　 　 为了获得更好 ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞与非 ＭＭ 浆

细胞比较的敏感性和特异性，本研究通过 ＲＯＣ 曲线

设置了每种免疫标志的界值。 ＣＤ４５、ＣＤ１９、ＣＤ５６、
ＣＤ４４ 和 ＣＤ２８ 的最佳界值分别为 ４２％、４８％、２６％、
５６％和 ４２％，为了便于临床应用，分别被调整为≤
４０％、≤５０％、≥２５％、≤５５％ 和≥４０％。 ＣＤ２０ 和

ＣＤ１１７ 的最佳界值分别是 ８％和 ４％，在这种情况下

为了避免高估阳性率，本研究采用了传统的 ２０％作

为界值。 研究组与对照组的 ＣＤ４９ｄ 与 ＣＤ１８４ 表达

差异无统计学意义，对于鉴别 ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞与

非 ＭＭ 浆细胞无特殊价值，故未设置界值和进一步

分析。 本研究将超过界值定义为阳性，研究组的浆

细胞在 ＣＤ４５、ＣＤ１９、ＣＤ５６、ＣＤ４４、ＣＤ２８、ＣＤ２０ 和

ＣＤ１１７ 中均与对照组的浆细胞差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞中位异常免疫标志

数为 ４（２～６）个，而非 ＭＭ 浆细胞为 ０（０ ～ ２）个，见
表 １。

表 １　 多发性骨髓瘤微小残留病细胞与非多发性骨髓瘤浆细胞的比较
Ｔａｂ．１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＲＤ ｏｆ ＭＭ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ＭＭ ｐａｔｉｅｎｔｓ

项目
研究组
（ｎ＝ ４４）

对照组 Ａ
（ｎ＝ １２）

对照组 Ｂ
（ｎ＝ ３１） Ｐ

年龄 ／ 岁 ５８（４６～８４） ４９（２８～７０） ５２（３２～８０） Ｐ１ ＝０􀆰 ０４６ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ０２０

男 ／ 女 ２６ ／ １８ ５ ／ ７ ２１ ／ １０

浆细胞计数 ２％（０％～４％） １％（０％～２％） １％（０％～２％） Ｐ１ ＝０􀆰 ００１ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ３１５

流式检测浆细胞 ０􀆰 ３７％（０􀆰 ２０％～１１􀆰 ０５％） ０􀆰 ０７（０􀆰 ０１％～０􀆰 ５４％） ０􀆰 ０５（０􀆰 ０１％～０􀆰 ６８％） Ｐ１ ＝０􀆰 ００１ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ２２３

浆细胞免疫标志

　 ＣＤ４５ ５２％（０％～１００％） ７３％（３４％～９９％） ６６％（３０％～９３％） Ｐ１ ＝０􀆰 ００１ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 １７６

　 　 ≤４０％ １９（４３％） ２（１７％） ８（２６％） Ｐ３ ＝０􀆰 ００６

　 ＣＤ１９ ０％（０％～１００％） ７２％（４６％～９０％） ７６％（４３％～９９％） Ｐ１ ＝０􀆰 ０００ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ３６５

　 　 ≤５０％ ４２（９５％） ３（２５％） ４（１３％） Ｐ３ ＝０􀆰 ００３

　 ＣＤ５６ １００％（０％～１００％） ２％（０％～２１％） ２％（０％～１３％） Ｐ１ ＝０􀆰 ０００ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ２１１

　 　 ≥２５％ ３９（８９％） ０（０％） ０（０％） Ｐ３ ＝０􀆰 ０００

　 ＣＤ２８ ２７％（０％～１００％） ０％（０％～８％） ５％（０％～２７％） Ｐ１ ＝０􀆰 ０３２ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ０４１

　 　 ≥４０％ ２０（４５％） ０（０％） ０（０％） Ｐ３ ＝０􀆰 ０００

　 ＣＤ１１７ １０％（０％～１００％） ０％（０％～３％） ０％（０％～１７％） Ｐ１ ＝０􀆰 ０１０ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 １４５

　 　 ≥２０％ ２０（４５％） ０（０％） ０（０％） Ｐ３ ＝０􀆰 ０００

　 ＣＤ２０ １３％（０％～７８％） １％（０％～１１％） ０（０～２４） Ｐ１ ＝０􀆰 ０２０ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ３０１

　 　 ≥２０％ １７（３９％） ０（０％） ２（６％） Ｐ３ ＝０􀆰 ００１

　 ＣＤ４４ ２０％（０％～１００％） ８３％（５０％～１００％） ８８％（４３％～１００％） Ｐ１ ＝０􀆰 ００７ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ６３０

　 　 ≤５５％ ２８（６４％） １（８％） １（３％） Ｐ３ ＝０􀆰 ００１

　 ＣＤ４９ｄ １００％（９０％～１００％） １００％（８９％～１００％） １００％（９０％～１００％） Ｐ１ ＝０􀆰 ７１０ ／ Ｐ２ ＝０􀆰 ８７０
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续表

项目
研究组
（ｎ＝ ４４）

对照组 Ａ
（ｎ＝ １２）

对照组 Ｂ
（ｎ＝ ３１） Ｐ

　 ＣＤ１８４ ６６％（３０％ ～８８％） ５７％（３８％ ～８９％） ６１％（１５％ ～８７％） Ｐ１ ＝ ０􀆰 ２８７ ／ Ｐ２ ＝ ０􀆰 ３６５

异常免疫标志总数 ４（２～６） ０（０～２） ０（０～２） Ｐ１ ＝ ０􀆰 ０００ ／ Ｐ２ ＝ ０􀆰 ６６７

　 ０ ０ ７ １９

　 １ ０ ４ ９

　 ２ ３ １ ３

　 ３ ９ ０ ０

　 ４ １５ ０ ０

　 ５ １０ ０ ０

　 ６ ７ ０ ０

　 　 Ｐ１： 研究组与对照组比较，Ｔ 检验；Ｐ２： 对照组 Ａ 与对照组 Ｂ 比较，Ｔ 检验；Ｐ３： 利用 ＲＯＣ 曲线确定界值后分类变量的比较，研究组异常病
例与对照组异常病例数据比较，Ｆｉｓｈｅｒ􀆳ｓ ｅｘａｃｔ ｔｅｓｔ

图 ２　 多发性骨髓瘤微小残留病细胞与非多发性
骨髓瘤浆细胞免疫标志表达情况的比较

Ｆｉｇ．２　 Ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＲＤ ｏｆ
ＭＭ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ＭＭ ｐａｔｉｅｎｔｓ

３　 讨　 　 论

ＭＭ 治疗后 ＭＲＤ 的检测有赖于在非 ＭＭ 浆细

胞背景下对 ＭＭ 浆细胞的鉴别，而此时患者骨髓标

本中，非 ＭＭ 浆细胞可能占了浆细胞总数的 ９９％［１３］。
因此，ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞与非 ＭＭ 浆细胞的鉴别需要

高敏感性和特异性的检测方法。 当前，ＭＦＣ 是临床

上公认的应用最广泛的定量检测 ＭＭ 的 ＭＲＤ 的方

法。 但在实际应用过程中，也发现了一些问题，如由

于非 ＭＭ 浆细胞与 ＭＭ 细胞的异质性，导致两者的

免疫标志有部分重叠，影响检测的特异性［１４⁃１５］；免
疫标志物的选择未能完全统一［８，１６］；其标准化问题

也较为突出等［６，９］。 还有研究表明，ＭＭ 治疗后患者

免疫标志的表达发生变化，而且这些变化使得流式细

胞仪检测 ＭＲＤ 更趋复杂化［１７⁃２０］。 因此，寻找新的

ＭＭ 免疫标志组合仍是检测 ＭＲＤ 的重要挑战。

本研究使用 １０ 色流式细胞仪，相对于传统的 ４
色、６ 色的流式细胞仪，能更方便地在同一群浆细胞

中分析更多的免疫标志。 例如，当确认有一部分患

者的非 ＭＭ 浆细胞亚群表达 ＣＤ５６ 时，就发现了

ＣＤ１９＋ＣＤ５６＋亚群和 ＣＤ１９－ＣＤ５６＋亚群浆细胞；通过

在全部浆细胞和 ＣＤ４５ｄｉｍ ／ － 浆细胞基础上设门的方

法检测多发性骨髓瘤患者 κ ／ λ 的克隆性表达。 １０
色流式细胞仪技术可以允许同时检测细胞膜表面免

疫标志和细胞浆轻链，这种方法增加了克隆性分析

的敏感性和微小残留病检测的可信度。
本研究发现，在 ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞中 ＣＤ４４ 的

表达具有显著的异质性，多数细胞为低表达（０ ～
１００％，中位数 ２０％），而对照组的 ＣＤ４４ 为高表达

（４３％ ～ １００％，中位数 ８８％），两类细胞的表达差异

有统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ００７），尤其是经过 ＲＯＣ 曲线

确定界值后，定义≤５５％为异常，可以将 ＭＭ 的

ＭＲＤ 细胞与非 ＭＭ 浆细胞有效区分（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１）。
以上的检测和分析提示 ＣＤ４４ 可作为多发性骨髓瘤

特异性免疫标志之一。
研究［１２］发现，ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４ 在 ＭＭ 细胞中

高表达，而且表达的均一性好于 ＣＤ４４，同时在理论

上推测有可能成为 ＭＭ 细胞新的特异性免疫标志

物。 本研究显示，虽然在研究组中 ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４
仍然高表达，ＣＤ４９ｄ 均一性良好，ＣＤ１８４ 显示一定

的异质性，但在对照组中 ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４ 也同样

高表达， 且差异无统计学意义， 提示 ＣＤ４９ｄ 和

ＣＤ１８４ 并不能用于鉴别 ＭＭ 细胞和非 ＭＭ 浆细胞。
以上结果说明，ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４ 广泛存在于浆细胞

中，在 ＭＭ 细胞的检测中，虽然有良好的敏感性，但
缺乏特异性，不能作为合适的免疫标志物。
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本研究证实了 ＣＤ４４ 可作为鉴别 ＭＭ 的 ＭＲＤ
细胞与非 ＭＭ 浆细胞的新的免疫标志，因此，将
ＣＤ４４ 与先前已确定的 ＣＤ２０、ＣＤ２８、ＣＤ５６、ＣＤ１１７、
ＣＤ１９ 和 ＣＤ４５ 组合在一起，应用 ＲＯＣ 曲线确定各

自的界值后，确定每例 ＭＭ 患者肿瘤性浆细胞异常

表达的免疫标志的个数。 研究组有 ４ 个异常表达

（范围 ２～ ６），而对照组为 ０ 个异常表达（范围 ０ ～
２），差异有统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ０００）。 为了比较先前

６ 个免疫标志物组合与本研究确定的 ７ 个免疫标志

物组合的检测效率，研究组为 １００％具有 ＭＭ 微小

残留病，对照组为 １００％没有 ＭＭ 微小残留病，以 ２
个标记物异常定义为判断微小残留病的标准，比较

两组免疫标志物组合检测 ＭＲＤ 的敏感性和特异

性。 结果显示： 原免疫标志组合灵敏度为 ９３􀆰 ２２％，
特异度为 ９２％，新免疫标志组合灵敏度为 １００％，特异

度为 ９０􀆰 ６９％。 本研究不但再次证实了课题组先前的

工作［１１］，即 ＣＤ２０、ＣＤ２８、ＣＤ５６、ＣＤ１１７、ＣＤ１９ 和

ＣＤ４５ 等 ６ 个免疫标志可有效检测 ＭＭ 的 ＭＲＤ，而
且发现包括 ＣＤ４４ 的新的免疫标志组合进一步提高

了 ＭＭ 的 ＭＲＤ 的检测效率。 另外，本研究还发现，
先前的工作应用 ＲＯＣ 曲线确定的界值［１１］与本研究

应用 ＲＯＣ 曲线确定的界值基本在相近的范围，而经

过适当调整后基本吻合。 因此，在今后的工作中可

以将 ＣＤ４５、 ＣＤ１９、 ＣＤ５６、 ＣＤ２８、 ＣＤ１１７、 ＣＤ２０ 和

ＣＤ４４ 的最佳界值定义为≤４０％、≤５０％、≥２５％、≥
４０％、≥２０％、≥２０％和≤５５％，超过界值可判定为

异常。
本研究还发现与先前研究不完全一致的两种情

况。 （１） ＣＤ４４ 在 ２ 次研究中的表达不一致。 本研

究中，以 ５５％为界值，ＭＭ 的 ＭＲＤ 细胞 ＣＤ４４ 的表

达多数低于此界值，非 ＭＭ 浆细胞绝大多数病例高

于此界值；而在先前的研究中［１２］，ＣＤ４４ 在 ＭＭ 的

细胞中多数为高表达，中位数 ７６􀆰 ９％，如果同样以

５５％为界值，多数病例高于此界值。 对于 ２ 次研究

的不同结果，可能是前后 ２ 次研究中 ＭＭ 患者的疾

病状态的差异造成的。 有研究［１２，２１］ 认为，ＭＭ 疾病

进展和耐药时 ＣＤ４４ 高表达。 先前工作［１２］ 认为，
ＭＭ 患者疾病状态是多样的，包括初诊、维持和难治

复发的患者，这部分患者中有疾病进展或耐药的患

者，因此总体 ＣＤ４４ 表达的升高，而本研究中研究组

的患者几乎没有疾病进展和耐药患者，所以 ＣＤ４４
总体表达比较低。 （２） ＣＤ２８ 在 ２ 次研究中的表达

不完全一致。 本研究中，研究组与对照组 ＣＤ２８ 的

表达差异有统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ０３２），而且对照 Ａ 组

与对照 Ｂ 组相比差异也有统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ０４１）；
先前的研究［１１］ 显示，对照 Ａ 组与对照 Ｂ 组的比较

差异有统计学意义（Ｐ＝ ０􀆰 ０１），提示 ＣＤ２８ 在经过抗

肿瘤治疗后，表达可能上调，但研究组与对照组的比

较差异无统计学意义（Ｐ ＝ ０􀆰 ３９６）。 可能的原因是

本次研究病例数相对较少，增加病例数有可能得到

一致的统计结果。
综上，本研究的结果表明： （１） ＭＭ 的 ＭＲＤ 细

胞中 ＣＤ４４ 为低表达，而非 ＭＭ 浆细胞高表达，两类

细胞的表达有显著性差异，ＣＤ４４ 可作为多发性骨

髓瘤特异性免疫标志之一；（２） ＣＤ４９ｄ 和 ＣＤ１８４ 广

泛存在于浆细胞中，但缺乏特异性，不能作为多发性

骨髓瘤特异性免疫标志； （ ３） 利用 ＣＤ４５、ＣＤ１９、
ＣＤ５６、ＣＤ２８、ＣＤ１１７、ＣＤ２０ 和 ＣＤ４４ 新的免疫标志

组合将提高 ＭＭ 的 ＭＲＤ 的检测效率。 虽然仍然可

能存在一定的免疫标志的重叠现象，但是应用以上

新的免疫标志组合，ＭＦＣ 能有效地检测出 ＭＭ 的

ＭＲＤ 细胞。
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