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·临床研究·

两种方法检测多发性骨髓瘤及微残留病变

胡淑芬，潘婉华，罗　韬，谭冬梅（广东省广州市番禺中心医院检验科　５１１４００）

　　【摘要】　目的　探讨流式细胞术与毛细管电泳免疫分型在多发性骨髓瘤初诊及微残留病变监测中的意义。

方法　采用流式细胞术和毛细管电泳免疫分型方法，对多发性骨髓瘤初诊及微残留病变进行检测，并对检测结果进

行分析。结果　３３例多发性骨髓瘤初诊病例流式结果阳性３０例，阳性率为９０．９％；免疫分型阳性３１例，阳性率为

９３．９％，采用可靠性（信度）分析，两种方法差异无统计学意义。１０例追踪病例监测３０次微残留病，流式阳性１０次，

阳性率为３３．３％；免疫分型阳性５次，阳性率为１６．７％，采用可靠性（信度）分析，两种方法差异有统计学意义。

结论　流式细胞术与免疫分型都能比较好地检测出初诊患者，两种方法结合能减少患者漏诊，对多发性骨髓瘤的诊

断具有重要临床意义。
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　　多发性骨髓瘤（ＭＭ）是Ｂ淋巴细胞起源的浆细胞克隆性

恶性肿瘤，多发于中老年人。经典的化疗方案缓解率低，随着

新药问世、联合化疗和骨髓造血干细胞移植等新技术的应用，

ＭＭ患者的缓解率不断提高，但迄今为止 ＭＭ最终仍会复发，

主要原因在于经过常规治疗即使完全缓解（ＣＲ）的患者，体内

仍然存在微残留病（ＭＲＤ），ＭＲＤ被认为是复发的根源。ＭＲＤ

能够指导治疗及判断预后，因此需要对 ＭＲＤ进行监测。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１０年１月至２０１２年１２月本院 ＭＭ

患者３３例，诊断标准参照《血液病诊断及疗效标准》，其中

ＩｇＧκ型１２例，ＩｇＧλ５例，ＩｇＡκ型８例，ＩｇＡλ型３例，ＩｇＭκ型１

例，ＩｇＤλ型１例，λ轻链型１例，不分泌型２例。化疗方案：主

要采用联合化疗，包括 Ｍ２（长春新碱、卡氮芥、马法兰、环磷酰

胺、泼尼松）、ＭＰ（马法兰、泼尼松）、ＶＭＣＰ（长春新碱、马法兰、

环磷酰胺、泼尼松）。患者化疗缓解后，每３个月复查１次监测

ＭＲＤ。ＭＲＤ监测患者１０例共３０次，其中ＩｇＧκ型３例８次，

ＩｇＧλ型１例３次，ＩｇＡκ型３例８次，ＩｇＡλ型１例４次，λ轻链

型１例５次，不分泌型１例２次。

１．２　标本采集　采集 ＭＭ 患者骨髓２～３ｍＬ，肝素钠抗凝。

用磷酸盐缓冲液制成白细胞浓度为（１～１０）×１０９／Ｌ的细胞悬

液用于流式细胞仪检测；同时抽取不抗凝外周血２ｍＬ，分离血

清备用。

１．３　仪器与试剂

１．３．１　仪器　ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）、

Ｃａｐｉｌｌａｒｙｓ２全自动毛细管电泳分析仪（法国Ｓｅｂｉａ公司）。

１．３．２　试剂　单克隆抗体：鼠抗人ＩｇＧｌ（ＦＩＴＣ、ＰＥ、ＡＰＣ）、

ＣＤ１３８ＦＩＴＣ、ＣＤ３８ＰＥ、ＣＤ１９ＡＰＣ、ＣＤ５６ＦＩＴＣ、ＣＤ３４ＦＩＴＣ、

ＣＤ２０ＡＰＣ、ＣＤ４５ＰｅｒＣＰ等荧光直标抗体均购自美国ＢＤ公

司。免疫分型试剂购自法国Ｓｅｂｉａ公司。

１．４　实验方法

１．４．１　流式细胞仪检测　所有标本均行多参数流式细胞术检

测免疫表型。经四色直接免疫荧光标记法对下列抗体组合进

行 标 记：（１）ＣＤ１３８／ＣＤ３８／ＣＤ４５／ＣＤ１９（ＦＩＴＣ／ＰＥ／ＰｅｒＣＰ／

ＡＰＣ）；（２）ＣＤ５６／ＣＤ３８／ＣＤ４５／ＣＤ１９（ＦＩＴＣ／ＰＥ／ＰｅｒＣＰ／ＡＰＣ）；

（３）ＣＤ３４／ＣＤ３８／ＣＤ４５／ＣＤ２０（ＦＩＴＣ／ＰＥ／ＰｅｒＣＰ／ＡＰＣ）。参照

仪器及试剂说明书进行异常浆细胞检测，ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析

荧光阳性细胞的百分率，确定目的细胞群膜抗原表达超过

２０％为阳性。ＭＲＤ阳性结果判断：ＭＲＤ＞０．１％，同时至少有

１５个成群分布的目的细胞为阳性，ＭＲＤ＞５．０％为复发。

１．４．２　免疫分型　按照Ｃａｐｉｌｌａｒｙｓ２全自动毛细管蛋白电泳

分析仪操作规程操作。ＭＲＤ阳性结果判断：电泳可见单克隆

峰，与初诊单克隆免疫球蛋白类型一致。

１．５　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０软件可靠性（信度）分析统

计，校正检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３３例初诊 ＭＭ患者流式结果与免疫分型结果比较　３３

例初诊 ＭＭ患者中，流式细胞术有３例未能检出：１例ＩｇＧλ

型；１例ＩｇＡκ型，骨髓涂片中瘤细胞均超过１５％，但流式标本

未能检出异常浆细胞；１例ＩｇＤλ型，其骨髓涂片中瘤细胞超过

３０％，流式标本涂片镜检也可见１８％的瘤细胞，但缺乏典型异

常浆细胞的ＣＤ１３８＋、ＣＤ３８＋、ＣＤ５６＋、ＣＤ１９－、ＣＤ４５ｄｉｍ免疫表

达，其中ＣＤ１３８＋、ＣＤ３８＋细胞占１．２％。３３例初诊 ＭＭ 患者

中，免疫分型有２例不分泌型未能检出；１例ＩｇＤλ型只能见到

与抗λ轻链抗体作用后的血清中特征性 Ｍ 蛋白峰消失，后经

免疫固定电泳确定为ＩｇＤλ型。３３例初诊 ＭＭ 病例流式结果

阳性３０例，阳性率为９０．９％，免疫分型结果阳性３１例，阳性率

为９３．９％，差异无统计学意义（犘＞０．０５），由此说明流式细胞

术与毛细管电泳免疫分型对同一患者标本检测结果很相似。
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２．２　１０例３０次 ＭＭ追踪病例 ＭＲＤ流式结果与免疫分型结

果比较　流式细胞术阳性１０次，免疫分型阳性５次，（１）λ轻

链型１例监测５次：第３次、第４次监测时流式细胞术和免疫

分型同时阳性，第４次监测时出现形态学复发，第５次监测时

流式细胞术 ＭＲＤ阳性而免疫分型阴性；（２）ＩｇＡλ型１例监测

４次，流式细胞术４次阳性，免疫分型第３次出现阳性但只能

见到与抗λ轻链抗体作用后的血清中特征性 Ｍ 蛋白峰消失，

第４次监测流式细胞术和免疫分型同时阳性伴形态学复发；

（３）３例ＩｇＡκ型中１例监测２次，第２次监测流式细胞术和免

疫分型同时阳性，目前仍在监测中；另１例监测４次，第１次流

式细胞术 ＭＲＤ阳性但免疫分型阴性，后３次二者均阴性，患

者脑出血死亡；还有１例监测２次，流式细胞术和免疫分型均

未见阳性，目前仍在监测中。（４）不分泌型１例监测２次，第２

次监测时流式细胞术出现阳性，免疫分型２次阴性，目前仍在

监测中。（５）ＩｇＧκ型３例８次，ＩｇＧλ型１例３次监测，流式细

胞术和免疫分型均未见 ＭＲＤ阳性，目前仍在监测中。

３０例 ＭＭ 患者 ＭＲＤ 流式结果阳性１０例，阳性率为

３３．３％，免疫分型结果阳性５例，阳性率为１６．７％，差异有统

计学意义（犘＜０．０５），由此说明流式细胞术与毛细管电泳免疫

分型测定同一患者标本检测结果有差别。

３　讨　　论

３．１　近年来 ＭＭ患者有逐渐增加的趋势，临床症状繁多，常

见贫血、骨病、低热、感染、肾功能不全等症状，但由于其受累的

靶器官有先后顺序，轻重程度及伴随症状不同，临床表现也复

杂多样，极易造成漏诊［１２］。许多 ＭＭ 初诊患者来自内科、骨

科、感染科、肾病风湿科等，给此类患者的及时治疗及预后造成

很大影响。

３．２　虽然骨髓瘤细胞来源于Ｂ细胞，但几乎不表达正常Ｂ细

胞抗原，正常浆细胞几乎全部为ＣＤ１９＋、ＣＤ５６－，而骨髓瘤细

胞（异常的浆细胞）为ＣＤ１９－、ＣＤ５６＋，因此，ＣＤ５６是区分良、

恶性浆细胞的重要标志。大部分 ＭＭ 患者的免疫表型为：

ＣＤ３８、ＣＤ１３８和ＣＤ５６阳性，ＣＤ４５阴性／弱阳性，ＣＤ１９阴性。

近年来研究表明，多参数流式细胞术有助于 ＭＭ的诊断，应用

于缓解后患者 ＭＲＤ分析是判断疗效和预后的重要指标
［３４］。

欧洲骨髓瘤协作组推荐 ＭＭ 检测至少要用 ＣＤ３８、ＣＤ１３８、

ＣＤ４５中的一种抗体识别浆细胞，初诊设浆细胞门要基于

ＣＤ３８／ＣＤ１３８的共表达
［３］。本实验室使用了 ＣＤ３８／ＳＳＣ 和

ＣＤ４５／ＳＳＣ双设门来识别浆细胞，与文献［５］报道相似，但考虑

到骨髓瘤细胞ＣＤ４５表达的特点，使用了双设门。

３．３　骨髓瘤的免疫分型对指导治疗及判断预后有很重要的意

义［６］。免疫固定电泳结合区带电泳的分离作用和单克隆抗体

的特异性及高敏感性来检测血清中的单克隆免疫球蛋白，是一

种灵敏度很高的分离和鉴定蛋白质的方法，广泛用于 Ｍ 蛋白

的分离和鉴定，缺点是操作比较复杂。近年来，毛细管电泳免

疫分型因其自动化程度高、操作简单、检测快速获得了很大发

展［７］。Ｃａｐｉｌｌａｒｙｓ２全自动毛细管电泳分析仪的免疫分型原

理：标本分别与缓冲液、抗ＩｇＧ、抗ＩｇＡ、抗ＩｇＭ 重链抗体及抗

κ、抗λ轻链抗体６种试剂混合，标本中相应抗原与试剂中的抗

体结合后沉淀，经过免疫沉淀的标本分别通过６根毛细管进行

蛋白电泳，得到６个电泳图谱，其中经过沉淀的蛋白在电泳图

谱中将被消除，通过比较抗体沉淀后的蛋白电泳图谱与未经沉

淀的普通蛋白电泳图谱，即可得出其免疫分型结果。

３．４　流式细胞术分析异常浆细胞（骨髓瘤细胞）的免疫表型、

毛细管电泳免疫分型用于 Ｍ蛋白的鉴定，二者是 ＭＭ 实验室

诊断的重要指标。对初诊 ＭＭ患者同时进行流式细胞术和毛

细管电泳免疫分型得到下面结果：３３例初诊 ＭＭ患者中，流式

细胞术与免疫分型的检测阳性率都很高（分别为９０．９％和

９３．９％），两种方法差异无统计学意义，由此说明流式细胞术与

免疫分型对初诊骨髓瘤患者都有检测意义。流式细胞术有３

例未能检出：１例ＩｇＧλ型；１例ＩｇＡκ型，骨髓涂片中瘤细胞均

超过１５％，但流式标本未能检出异常浆细胞，对流式标本涂片

镜检亦未见瘤细胞；１例ＩｇＤλ型，其骨髓涂片中瘤细胞超过

３０％，流式标本涂片镜检也可见１８％的瘤细胞，但缺乏典型异

常浆细胞的 ＣＤ１３８＋ＣＤ３８＋ＣＤ５６＋ＣＤ１９－ＣＤ４５ｄｉｍ免疫表达，

其中ＣＤ１３８＋ＣＤ３８＋细胞占１．２％。这是由于骨髓瘤细胞呈灶

性分布，流式标本不一定能采集到瘤细胞而漏检；还有的病例

按诊断标准明确诊断为骨髓瘤，但瘤细胞不一定有典型的异常

浆细胞表达。毛细管电泳免疫分型有２例不分泌型未能检出。

由于Ｓｅｂｉａ公司的毛细管电泳免疫分型只能检测ＩｇＧ、ＩｇＡ、

ＩｇＭ重链及κ、λ轻链，不分泌型 ＭＭ及少见类型（如ＩｇＤ、ＩｇＥ、

重链型等），因血液中缺乏可检测的单克隆免疫球蛋白而导致

漏检。骨髓瘤是极易误诊的恶性疾病，单一方法检测各有优缺

点，使用流式细胞术检测瘤细胞，使用免疫分型对瘤细胞产生

的单克隆免疫球蛋白进行分析，诊断和治疗都多一份保障。

３．５　由于骨髓瘤细胞与正常浆细胞比较存在比较明显的免疫

表型差异，流式细胞术 ＭＲＤ检测几乎适合所有患者，陈葆国

等［８］认为，ＭＲＤ阴性患者中位无病生存时间长于 ＭＲＤ阳性

患者。本文在用流式细胞术监测 ＭＲＤ的同时，使用了免疫分

型监测 Ｍ蛋白的产生。从１０例 ＭＲＤ患者的监测结果看出，

流式细胞术阳性率为３３．３％，明显高于免疫分型的１６．７％，二

者差异有统计学意义，流式细胞术是一种更敏感的检测方法。

研究中１０例病例中有２例在首次监测时流式细胞术出现

ＭＲＤ阳性，明显低于陈葆国等
［８］的研究（１８／３２），阳性病例都

为ＩｇＡ病例（２／１０），而他们以ＩｇＧ病例为主（１６／２６），ＩｇＡ病例

阳性率为３３．３％（２／６）。２例复发病例在形态学复发前数月已

出现流式细胞术 ＭＲＤ阳性，继而出现免疫分型阳性，由此说

明流式细胞术和免疫分型对复发有预示作用。因为本次病例

较少，追踪时间较短，尚待进一步研究。免疫分型对于特征性

的、大量的单克隆免疫球蛋白的检测是可靠的，但对于单克隆

免疫球蛋白浓度过低的标本，仍会出现假阴性结果。当然，流

式细胞术监测阴性也不代表无残留。文献［５］报道，治疗后免

疫表型会出现改变，治疗未缓解及复发者ＣＤ５６、ＣＤ１１７、ＣＤ５２

会发生高频率改变，所以初诊时应全面分析 ＭＭ 患者的免疫

表型，发现尽可能多的异常抗原，对每一例患者设计多组 ＭＲＤ

方案进行分析，并结合形态学检查以避免出现假阴性。

本文通过比较两种方法检测多 ＭＭ 初诊及微残留病变发

现，流式细胞术与毛细管电泳免疫分型都能比较好地检测出初

诊患者，两种方法结合能减少患者漏诊，对 ＭＭ 的诊断具有重

要临床意义。对于追踪病例 ＭＲＤ监测，流式细胞术灵敏度较

高，免疫分型对复发同样有预示作用。
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·临床研究·

临床凝血检验项目测量不确定度的评定

严欣亮（江苏省江阴市第三人民医院　２１４４００）

　　【摘要】　目的　评定凝血检验凝血原时间（ＰＴ）、活化部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）、纤维蛋白原（ＦＩＢ）、凝血酶

时间（ＴＴ）４项指标测量不确定度。方法　采用ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００全自动凝血分析仪及Ｓｉｅｍｅｎｓ配套试剂分析ＰＴ、

ＡＰＴＴ、ＦＩＢ、ＴＴ，计算偏倚，根据自由度，查表观察其是否具有统计学意义，并通过相关公式估算偏倚带来的不确定

度在合成不确定度中权重，同时将患者个体生物学变异考虑在内，分析检测中测量不确定度分量，计算扩展测量不

确定度。结果　ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＦＩＢ、ＴＴ靶值分别为１２．１ｓ、２６．４ｓ、２．４ｇ／Ｌ、１６．２ｓ水平时，扩展测定不确定度分别为

１．４５ｓ、１．６７ｓ、０．２１ｇ／Ｌ、０．７８ｓ。结论　凝血检验项目不确定度表示测量值的分散区间，临床进行凝血检验时，应

将患者生物学变异引入测量不确定度的评估中，对临床有更大参考价值。

【关键词】　凝血检验；　不确定度；　生物学变异

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１３．２３．０６０ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１３）２３３１９９０２

　　不确定度大小对测定结果的实用性起到了决定性的作用，

不确定越小，说明质量越高，从而具有更高的使用价值［１３］。凝

血检验是临床上常见的一种检验方法，其干扰因素较多，而且

不易控制，主要表现在２个方面，首先是抗凝剂与血浆的比例，

其次为患者个体生化变异。目前，国内关于血栓与止血检验领

域方面的定量检验项目的不确定度评价相关报道较少，本文旨

在对凝血检验中４项检验指标进行不确定度分析，现报道

如下。

１　材料与方法

１．１　一般资料　对１２个月内室内质控数据进行计算，采用均

数和标准差形式，得出批间不精密度［４］。日内连续检测１０次

质控品，并取其平均值为均数，计算偏倚。

１．２　仪器与试剂　Ｓｙｓｍｅｘ公司生产的ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００全自

动凝血分析仪，Ｓｉｅｍｅｎｓ公司生产的质控血浆及ＴｈｒｏｍｂｏｒｅＳ

凝血酶原时间测定试剂盒（批号为５４５４１４），质控品为ＤａｄｅＣｉ

Ｔｒｏｌ水平１，批号为５４８１９２，项目包括凝血原时间（ＰＴ）、活化

部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）、纤维蛋白原（ＦＩＢ）、凝血酶时间

（ＴＴ）。

１．３　检测方法　检测前先对ＳｙｓｍｅｘＣＡ７０００全自动凝血分

析仪进行校正，确定性能良好，调整工作环境，室内质控稳定且

在控［５］。采用血浆凝固法测定凝血检验４项指标。

１．４　数据分析　偏倚是否具有统计学意义，参照文献［６］，根

据自由度，查表得出相应的概率值。参考 ｗｗｗ．ｗｅｓｔｇａｒｄ．ｏｒｇ

通过相关公式估算偏倚带来的不确定度在合成不确定度中

权重。

２　结　　果

测得及估算结果显示，ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＦＩＢ、ＴＴ在靶值分别为

１２．１ｓ、２６．４ｓ、２．４ｇ／Ｌ、１６．２ｓ水平时，扩展测定不确定度分

别为１．４５ｓ、１．６７ｓ、０．２１ｇ／Ｌ、０．７８ｓ，理论上报告结果为测定

值与扩展不确定度之和或差，是否将偏倚纳入测定不确定度，

应先对偏倚进行检验，然后再考虑是否估算偏倚在不确定度中

的权重。另外，还应将患者个体生物学变异考虑在内，有关参

数均参考ｗｗｗ．ｗｅｓｔｇａｒｄ．ｏｒｇ。本组实验测量不确定度评估结

果详见表１。

表１　凝血检验４项测定不确定度评估（狀＝１０）

项目 狓±狊 靶值 ＳＤＲｅｐ 标准误 偏倚（Ｂｉａｓ） 偏倚狋 犘ｂｉａｓ μＢｉａｓ μＢｉｏ（犆犞ｗ） μＣＲＭ μＰｒｏｃ 扩展μＰｒｏｃ（Ｕ）

ＰＴ（ｓ） １１．６７±０．５６ １２．３４ ０．６５ ０．２０ ０．０５ ０．３４ ＞０．０５ ０．２０ ０．４９０ － ０．７６ １．５３

ＡＰＴＴ（ｓ） ２４．５６±０．５６ ２６．３４ ０．１６ ０．０６ ０．９７ １９．２０ ＜０．０５ ０．０５ ０．７２３ － ０．８６ １．７１

ＦＩＢ（ｇ／Ｌ） ２．４６±０．２０ ２．２６ ０．０４ ０．０２ ０．０６ ６．２１ ＜０．０５ ０．０１ ０．２３ － ０．１３ ０．２３

ＴＴ（ｓ） １５．５６±０．５６ １６．３１ ０．６８ ０．２３ ０．９８ ４．４０ ＜０．０５ ０．２３ － － ０４３ ０．２５

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

过去对各种临床测量结果正确度的表示常采用误差描述，

误差理论认为，误差是测得值与真值的差值，只能表示数轴上

的一点，反映的是测得值与真值的偏离，但由于真值往往是不

可知的，因此，误差的利用存在明显缺陷［７］。临床上还经常使

用准确度来反映测得结果是否准确，但是准确度仅反映了测得

结果与真值的一致程度，如同采用误差描述一样，真值也是无

法知道的，而且不同批次测定结果还会受仪器精密度等客观因
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