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摘
!

要"目的
!

探讨流式细胞术"

VR&

#在诊断非霍奇金淋巴瘤"

YQL

#骨髓浸润中的价值$方法
!

采用骨髓涂片和切片联合

VR&

检测
YQL

骨髓侵犯$骨髓涂片经瑞氏
5

吉姆萨液染色!分类计数瘤细胞$骨髓切片采用塑料包埋法制作组织切片!常规苏

木精
5

姬姆萨
5

酸性品红"

QSV

#染色$流式细胞仪每份标本分析
$####

个细胞$检测方案采用
RX"N

)侧向散射角"

__R

#设门!重

点分析幼稚细胞群及成熟淋巴细胞群!经前向散射角"

V_R

#%

__R

%异硫氰酸荧光素"

VM'R

#标记的单克隆抗体"

&=78$5VM'R

#%藻

红蛋白"

\[

#标记的单克隆抗体"

&=78%5\[

#%

RX"N5\9:=

G

五参数分析确定免疫表型$结果
!

$+

例骨髓首诊病例中!骨髓穿刺

"

O&7

#确诊
$%

例"

+#*!,

#!骨髓活检"

O&O

#确诊
$N

例"

66*%,

#!

VR&

确诊
$+

例"

$##,

#!

VR&

确诊率最高!较
O&7

差异有统

计学意义"

;

#

#*#N

#!较
O&O

差异无统计学意义"

;

"

#*#N

#$

O&O

检查发现
YQL

骨髓浸润方式间质型%结节型和弥漫型均易

见!分别占
%1*N,

!

%1*N,

和
N%*-,

$

VR&

检测结果为
O

细胞淋巴瘤
$1

例"

+!*N,

#%

'

细胞淋巴瘤和
Yb

)

'

细胞淋巴瘤
"

例

"

%1*N,

#$结论
!

骨髓涂片和骨髓切片检查是诊断
YQL5O&M

的基本方法!可以做出定性诊断$

VR&

可进一步做出明确的病理

诊断$对于骨髓检查首诊
YQL5O&M

的病例!

1

种技术的联合应用可以提高
YQL5O&M

的诊断正确性和阳性率$

关键词"淋巴瘤!非霍奇金&骨髓检查&流式细胞术&免疫分型

./0

!

$#*1-!-

"

2

*0334*$!+$561"6*%#$$*1#*##N

文献标识码"

7

文章编号"

$!+$561"6

"

%#$$

#

1#51#%+5#%

J,,$/(#*,,-*=/

2

(*4$(%

2

)+"*+$4'%%*=)+&*-&$4$+(*,+*+EK*3

1

5)+i#-

2

4

.

6*4''()+)()'-3)'

1

+*#)#

%

;/#

$

%&"#

$

*&

#

N'#

$

;/&

8

"#

#

+)"#

$

%&

#

@&*='#

$

#

@&*K&)/#

$

#

!"#

$

;&#

$

#

C&"#

$

%&#

$

#

./#

$

%&"'

D

*"#

#

+)"#

$

='#

$8

"#

$

#

>)/#%&#

$

)*"

$

$

./

0

"123/#2'

4

=/3"2'9'

$8

#

%&#

?

&"'='(

0

&2"9

#

B)&1EG&9&2"1

8

G/E&-"9L#&M/1(&2

8

#

>)'#

$?

&#

$

"###1+

#

>)&#"

%

7"#(%'/(

!

!"

8

$/()&$

!

'/:939A:=F>F9;AD?9/<<D/H=

E

>/B9>:

E

$

VR&

%

>/9JAB0498/49BA::/H04;/D;9B94>

$

O&M

%

/<4/45

Q/.

@

C04i3D

E

B

G

F/BA

$

YQL

%

*9$(6*3#

!

R/B8049.9JAB04A>0/4/<O&7

#

O&OA4.VR&HA3?39.>/.9>9=>>F9O&M/<YQL*O/49

BA::/H3B9A:3H9:93>A049.8

E

c:0

@

F>5S09B3AA4.>?B/:=9DD3/<YQLH9:9.0<<9:94>0ADD

E

=/?4>9.?4.9:/

G

>0=ADB0=:/3=/

G

9*O&O

>033?9HA39B89..9.04

G

DA3>0=*_9=>0/43H9:9:/?>049D

E

3>A049.H0>FQSV*$#

#

###=9DD3H9:9>93>9./49A=F3AB

G

D98

E

VR&*X9>9=5

>0/43=F9B904=D?.9..930

@

404

@

RX"N

"

__R.//:3A4.A4AD

E

I04

@

0B

G

/:>A4>D

E

>F9

@

:/?

G

/<0BBA>?:95=9DDA4.BA>?:9D

E

B

G

F/=

E

>9*'F9

<0;95

G

A:AB9>9:A4AD

E

30304=D?.04

@

V_R

(

__R

(

&=78$5VM'R

(

&=78%5\[

(

RX"N5\9:=

G

H9:9?39.>/.9>9:B049>F90BB?4/

G

F94/5

>

EG

9*:$#0-(#

!

$%=A393/<YQL5O&MH9:9.0A

@

4/39.8

E

O&7

$

+#*!,

%#

$N=A3938

E

O&O

$

66*%,

%

A4.$+=A3938

E

VR&

$

$##,

%

04

ADD$+=A393A>040>0AD.0A

@

4/303*'F9:A>9/<.0A

@

4/303/<VR& HA3F0

@

F9:>FA4O&7A4.O&O

#

/8;0/?3D

E

.0<<9:94>H0>FO&7

$

;

#

#*#N

%

A4.4/>.0<<9:94>H0>FO&O

$

;

"

#*#N

%

*&A4

E

04;/D;9B94>>

EG

93/<YQL5O&MH9:9</?4.04O&O

#

HF0=F>F9:A>0//<04>9:5

3>0>0AD>

EG

9HA3%1*N,

#

4/.?DA:>

EG

9HA3%1*N,A4..0<<?39.>

EG

9HA3N%*-,:93

G

9=>0;9D

E

*VR&:93?D>HA3$1=A393/<O5=9DDD

E

B5

G

F/BA

$

+!*N,

%

A4."=A393/<'=9DDD

E

B

G

F/BAA4.Yb=9DDD

E

B

G

F/BA*;*+/-0#)*+

!

7>040>0AD.0A

@

4/303/<YQL

#

9JAB04A>0/4H0>F

O&7A4.O&O03A8A30=B9>F/.A4.9JAB04A>0/4H0>FVR&=A4

G

:/;0.9

G

:9=039;09H3/<>F9

G

A>F/D/

@

0=AD=DA330<0=A>0/4<?:>F9:*

R/B8049.9JAB04A>0/4H0>FO&7

#

O&OA4.VR&.9>9=>04

@

O&M/<YQL=/?D.0B

G

:/;9>F9.0A

@

4/3>0=A==?:A=

E

A4.

G

/30>0;9:A>0/*

<$

2

=*%3#

!

D

E

B

G

F/B

#

4/45F/.

@

C04

&

8/49BA::/H9JAB04A>0/4

&

<D/H=

E

>/B9>:

E

&

0BB?4/

G

F94/>

EG

9

!!

本院血液病实验诊断中心采用骨髓穿刺$

8/49BA::/HA35

G

0:A>9

#

O&7

%涂片和骨髓活检$

8/49BA::/H80/

G

3

E

#

O&O

%联

合流式细胞术$

<D/H=

E

>/B9>:

E

#

VR&

%首诊了
$+

例骨髓淋巴瘤

细胞侵犯 $

YQL5O&M

%或淋巴瘤细胞白血病$

L&RL

%#现报道

如下'

>

!

资料与方法

>*>

!

病例资料
!

$+

例首诊淋巴瘤的患者均为本科室
%#$#

年

$

月至
%#$$

年
"

月收治的住院患者#其中男
$$

例#女
!

例&年

龄
$%

!

++

岁#平均
N$*#

岁&就诊时病程
$

!

!

个月'首发症状

及体征表现为头晕(乏力(心悸(面色苍白
$N

例$

66*%,

%#出血

$四肢(躯干(齿龈(内脏%

N

例$

%-*",

%#贫血
$$

例$

!"*+,

%#

发热
$$

例$

!"*+,

%#肝脾大
6

例$

"+*$,

%#骨痛或胸骨压痛
"

例$

%1*N,

%'

!

例$

1N*1,

%患者浅表淋巴结轻度肿大#所有患

者未能进行淋巴结病理检查'

>*?

!

方法

>*?*>

!

标本制备
!

无菌条件下行
O&7

和
O&O

'

O&O

取材

标本长度为
#*6

!

%*#=B

#标本采集后立即在
%BL

的
O/;049

氏液中固定'

O&7

抽吸
#*1BL

骨髓液#制备
+

张涂片备用'

另制备
%

张外周血涂片同时镜检'再抽吸骨髓细胞液
$

!

%

BL

#肝素抗凝#摇匀后置
"g

保存#

"6F

内进行
VR&

检测'

>*?*?

!

细胞形态学检查
!

细胞涂片经瑞氏
5

姬姆萨混合染液

染色#在油镜$

$###

倍%下分类计数
N##

个细胞'每个病例的

骨髓涂片均做
\7_

和
\W(

染色'骨髓涂片镜检有无淋巴瘤

细胞#并观察细胞的异质性#包括大小(异形变(分化程度及有

无成簇分布现象'

>*?*@

!

骨髓活检
!

标本经乙醇梯度脱水(塑料包埋后制备
1

+%#1

重庆医学
%#$$

年
$#

月第
"#

卷第
1#

期

%

基金项目"国家自然科学基金资助项目$

1#-+$$#-

%&重庆市自然科学基金资助项目$

R_'R%##-O7N#$$

%'

!

$

!

通讯作者#

[5BA0D

!

JF=F94666

#E

AF//*=/B*=4

'



张切片#行
QSV

及
S/B/:0

染色后封片镜检'骨髓切片镜检

有无淋巴瘤细胞侵犯灶#并判断浸润类型'

>*?*A

!

多参数
VR&

检测
!

采用美国
OX

公司
V7R_RAD08?:

型流式细胞仪及
R9DD

]

?93>

软件进行荧光定量分析'每例标本

分析
$####

个细胞#细胞在波长
"664B

处检测藻红蛋白$

\[

%

的红色荧光和异硫氰酸荧光素$

VM'R

%的绿色荧光#分别通过

N+N4B

和
N$14B

滤光片收集#多甲藻叶绿素蛋白$

\9:=

G

%的

荧光通过
!1N4B

滤光片收集'对
RX"N

"侧向散射角$

__R

%进

行设门#重点分析异常细胞群#经
V_R

(

__R

(

&=78$5VM'R

(

&=78%5\[

(

RX"N5\9:=

G

参数分析#确定免疫表型'

荧光标记的单克隆抗体包括
'

(

O

淋巴细胞及髓系细胞系

列#用
%

个系列或阶段特异性单克隆抗体加
RX"N

单克隆抗体

进行三色荧光染色$

&=78$5VM'R

(

&=78%5\[

(

RX"N5\9:=

G

%'

单克隆抗体所针对的抗原包括
RX$#

(

RX$-

(

RX%#

(

RX%%

(

RX%1

(

RX%N

(

RX+-A

(

RX$#1

(

RX$16

&

RX1

(

RXN

(

RX+

(

RX"

(

RX6

&

RX$1

(

RX$"

(

RX11

(

RX"$A

(

RX!$

(

RX+$

(

&\W

&

RX1"

(

RX16

(

RX"N

(人类白细胞抗原$

QL7

%

5XZ

$

F?BA4D9?C/=

E

>9

A4>0

@

94XZ

%(

'.'

(

bA

GG

A

(

LAB8.A

等'以上试剂均购自
OX

公司'按
VR&

常规方法标记表面抗原和胞质抗原'

>*@

!

骨髓浸润判断标准
!

骨髓浸润的判断标准参照勇氏法#

即骨髓涂片中淋巴瘤细胞不少于
N,

者诊断为
O&M

#淋巴瘤细

胞不少于
%#,

者诊断为
L&RL

'

O&O

的
LO&M

浸润类型分为

间质型(结节型(小梁旁型(弥漫型和窦内型'

>*A

!

统计学处理
!

对数据进行方差分析(

2

检验和
$

% 检验数

据统计处理#

;

#

#*#N

为差异有统计学意义'

?

!

结
!!

果

本组
$+

例病例中#

VR&

确诊
YQL5O&M$+

例&

O&O

疑诊

%

例#确诊
$N

例&

O&7

疑诊
N

例#确诊
$%

例#诊断阳性率分别

为
$##,

(

66*%,

(

+#*!,

'

VR&

检测到的瘤细胞群细胞比例

为
!#*61,

#

O&7

计数的瘤细胞比例为
!#*1",

'

VR&

检测

结果为
O

细胞淋巴瘤
$1

例$

+!*N,

%(

'

细胞淋巴瘤和
Yb

"

'

细胞淋巴瘤
"

例$

%1*N,

%'

O&O

检查发现
YQL

骨髓浸润方

式间质型(结节型和弥漫型均易见#分别占
%1*N,

(

%1*N,

和

N%*-,

'

@

!

讨
!!

论

O&7

和
O&O

是诊断
YQL5O&M

的常用方法#两者各有优

劣'

O&7

方法简便快捷#在诊断的敏感性和阳性率方面略低

于
O&O

)

$51

*

'

O&7

和
O&O

可以对
YQL5O&M

做出定性诊断#

VR&

则可以直接对异常的瘤细胞群进行免疫标志的识别#做

出明确的免疫分型诊断'将
1

种技术对
YQL5&OM

诊断的敏

感性比较#目前较为公认
VR&

优于
O&7

#而将
VR&

与
O&O

比较#两者各有优势)

"5N

*

'本组病例中
O&7

的诊断阳性率是

+#*!,

#

O&O

是
66*%,

#

VR&

是
$##,

#统计显示
VR&

较

O&7

差异有统计学意义$

;

#

#*#N

%#

VR&

与
O&O

差异无统

计学意义$

;

"

#*#N

%'

O&7

对
YQL5O&M

的判断是依赖于细胞形态学特征'由

于淋巴细胞的多变性和
YQL

细胞的复杂性#

O&7

查见病理

性淋巴细胞有时也难以做出
YQL5O&M

的判断'本组病例

O&7

所计数的淋巴细胞比例占
!#*1",

#与
VR&

检测到的瘤

细胞群细胞比例
!#*61,

相近#但有
N

例未能做出
YQL5O&M

的诊断#这
N

例标本均是被
VR&

确诊为外周淋巴细胞肿瘤'

外周淋巴细胞肿瘤的瘤细胞是以成熟淋巴型为主#与正常淋巴

细胞相似#在没有瘤细胞数量显著增多的情况下#

O&7

对

YQL5O&M

的判别十分困难#容易出现漏诊和误诊'而采用

VR&

技术#则可以通过对淋巴细胞的免疫标志的检测#发现异

常克隆#进而明确诊断'

O&O

是诊断
YQL5O&M

最有效的检查手段#它通过对瘤

细胞的弥漫性增生或灶性增生来判断
YQL5O&M

)

!

*

'本组
%

例病例
O&O

未能明确诊断#经
VR&

确诊为
$

例
&RL

和
$

例

外周
'

淋巴细胞淋巴瘤'分析原因可能为瘤细胞数量不多#

呈散在或成簇状分布#或伴有明显纤维化#不能排除非克隆性

淋巴细胞增生#故而
O&O

未能做出
YQL5O&M

的诊断'

应用
VR&

来判断
YQL5O&M

目前报道很多)

+5$#

*

'各种单

克隆抗体包括
O

细胞(

'

细胞和
Yb

细胞的广泛应用#使得大

多数骨髓
YQL

的病理诊断得到明确)

$$5$%

*

'在骨髓
VR&

检测

中#不同系别骨髓细胞在
RX"N

及
__R

散点图中有固定区域&

正常淋巴细胞与异常克隆细胞的免疫标志不同#可以呈现不同

细胞群#进而分别设门进行分析'

VR&

的优势在于#在形态学

认为是正常的淋巴细胞#其免疫标志有可能是典型的异常表

达'本组确诊的
%

例
&RL

中#

$

例是在
O&7

和
O&O

不确诊

的情况下#

VR&

根据瘤细胞
RXN

)

RX$#

K

RX%1

K的结果#做出

&RL

的诊断'

$

例是在
O&O

提示
L&RL

#

VR&

结果为
RXN

)

RX$#

K

RX%1

)疑诊
&RL

#

O&7

示瘤细胞以成熟淋巴细胞为

主#但同时伴有胞体大#核畸形变明显的幼稚细胞'综合分析#

临床得出
&RL

诊断'

由于存在一个或多个泛
'

标志丢失的情况#

'

细胞淋巴

瘤和
Yb

细胞淋巴瘤的诊断较为困难)

$1

*

'本组
"

例此类

YQL

有
%

例是经综合分析最后得出的临床诊断'一例的

VR&

仅
=

E

RX1

)

#其他
'

细胞标志如
RXN

(

RX+

(

RX"

(

RX6

(

RXN!

等多个缺失#诊断
YQL

困难#但
O&7

查见大量的淋巴

细胞特征的原始细胞#且有成簇分布现象#

\W(5\7_))

#最

终临床综合判断为
'5YQL

$

'

8

期%'一例的
VR& RX"

)

RXN!

)提示
Yb

"

'

细胞标志#但多个髓系标志
RX$$=

(

RX11

(

RX$$+

阳性使诊断变得棘手'

O&7

原始细胞特征不支持

7&L

#且
\W(5\7_))

#综合判断#临床诊断为
Yb

"

'

细胞白

血病"淋巴瘤'

VR&

技术的应用可以提高
YQL5O&M

诊断率#但部分病

例的最终诊断仍需要结合
YQL

其他相关检查'本组
%

例
1

种技术的检测结果只提示为外周
O

淋巴细胞肿瘤#由于这
%

例

患者血浆蛋白电泳
M

@

&

显著增高#最终临床诊断为浆细胞样

淋巴细胞淋巴瘤'由于
YQL

在细胞形态和免疫表型方面的

多样性和复杂性#很多
LO&M

的诊断仅靠
O&7

(

O&O

和
VR&

还不能做到准确的分型#需要结合淋巴结病理形态和免疫组织

化学(染色体核型分析(突变基因检测以及临床病史和其他相

关检查来进行综合分析判断)

$"5$!

*

'

仔细分析本组病例发现#骨髓瘤细胞为
%!*N,

!

--*#,

#

而未查见淋巴瘤细胞低于
$#,

的病例#这有可能与是否及早

做
VR&

检测有关'部分病例由于骨髓涂片检查未发现明显

异常细胞而未做
VR&

分析#而这部分病例在
O&O

检查中有

异常'因此作者认为诊断或疑诊淋巴瘤患者#骨髓检查均应做

VR&

分析#这有利于进一步提高
YQL5O&M

检出率'
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的预后以及肿瘤细胞的淋巴结转移存在关系'作者在前期的

研究也发现)

N

*

#

\MYRQ5$

蛋白表达于骨髓基质细胞胞质中#且

对于在白血病中
\MYRQ5$

蛋白的表达有明显上调的趋势'特

异性地阻断
\MYRQ5$

的表达#可能会影响白血病骨髓微环境

对白血病细胞的庇护作用#并实现对白血病增殖黏附功能的

影响'

ZY70

技术是一种有效沉默靶向基因实现其功能阻断的

技术#在癌基因以及肿瘤信号转导的研究中#

ZY70

技术可以

有效沉默目的基因实现对肿瘤生物学行为的调控#并有可能成

为肿瘤治疗重要的技术)

6

*

'非病毒载体系统的细胞转染和以

病毒为载体的细胞感染方式是
ZY70

的主要转染方式#目前慢

病毒技术是
ZY70

应用于基础和临床的主要研究方向#其具备

高转染效率(稳定传代以及对宿主细胞的毒性和免疫反应弱的

特点)

$$

*

'本试验中作者成功设计合成了针对
\MYRQ5$

的靶

向
ZY70

引物#并通过酶切(重组构建了包含
\MYRQ5$3FZ5

Y7

序列的慢病毒载体#通过慢病毒包装产毒后#能够有效转

染人骨髓基质细胞#并在初步的验证试验中发现其能有效阻断

\MYRQ5$ZY7

表达'该实验为本院后续研究阻断
\MYRQ5$

后骨髓微环境功能变化及其对白血病细胞的影响奠定了基础'
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