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探讨初发多发性骨髓瘤"
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#患者淋巴细胞亚群表达水平的变化!分析其免疫功能状态及临床意义%

方法
!

收集南京大学医学院附属鼓楼医院初诊为
%%

的患者
."

例"患者组#!健康体检者
.7

例"健康对照组#%利用流式细胞仪

分别检测
.

组研究对象的外周血淋巴细胞的
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[
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细胞$辅助性
&

淋

巴细胞"

&C

#

!

$

&C.
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&A>

M
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比例降低&
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4

*Z$

4

&

细胞$

&C!

(

&C.
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&A>

M

所占比例比健康对照组明显升高!差异均有统计学意义"

$
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患者免疫功能发生紊乱!

&

细胞亚群

的表达异常可能与疾病的发生$发展及预后相关%
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多发性骨髓瘤$

%%

%是一种以骨髓浆细胞恶性增生为主

要特征的血液恶性肿瘤'约
,"6

的
%%

患者会出现骨痛#

+"6

#

$"6

出现贫血#还有一些患者表现为出血*感染*器官病

变等症状#复杂且无典型症状#易错*漏诊(

!

)

'若不及时治疗#

%%

患者只有半年的生存期#而只接受传统化疗#生存期也很

少超过
2

年#目前还无治愈
%%

的方法(

.

)

'近年来#有研究证

实
%%

存在免疫功能紊乱#淋巴细胞是机体免疫系统的重要

组成部分#特别是
&

淋巴细胞尤为重要#主导细胞免疫#辅助

体液免疫'但具体的
&

细胞亚群如辅助性
&

淋巴细胞$

&C

%

!

*

&C.

*调节性
&

细胞$

&A>

M

%在
%%

的表达及临床意义还有待

进一步研究'现分析淋巴细胞亚群*

&C

中的
&C!

*

&C.

细胞#

以及
&A>

M

等各项免疫系统指标#探讨
%%

的细胞免疫功能状

态#为临床的诊断*治疗及疗效判断提供依据'

$

!

资料与方法

$5$

!

一般资料
!

选取
."!7

年
$

月至
."!+

年
$

月南京大学医

学院附属鼓楼医院血液科初诊为
%%

的患者
."

例$患者组%#

中位年龄
+2

岁#男
!.

例#女
$

例#诊断均符合国内有关诊断标

准(

2

)

'同时选取该院健康体检者
.7

例作为健康对照组#平均

年龄
7.

岁#男
!2

例#女
!.

例#都为非血液系统恶性疾病及免

疫系统疾病患者'

.

组研究对象的性别*年龄等一般资料比

较#差异无统计学意义$

$

%

"5"7

%#具有可比性'

$5/

!

仪器与试剂
!

仪器采用
(-*P*D;EHLA

流式细胞仪$

[Z

公司生产%#

*U

.

培养箱#离心机#振荡器等'试剂由美国
[>0=

B:FZE0NEFG:F

公司$

[Z

公司%提供的鼠抗人单克隆抗体
-FBE=

'L9DF*Z2=3>A*3

*

-FBE='L9DF*Z$=-3*

*

-FBE='L9DFO<=

#=3Y

*

-FBE='L9DFO(X=

.

(O&*

*

[Z %L;BEB>GB

&%

O%\\EB

试剂

盒*

<>LN:0

1

B>-0BEQDBE:F*:0NBDE;

#

IEBC[Z :̂;

M

E3;L

M

&%

$刺激

剂主要成分为
3%-

*

;:F:9

1

0EF

和
[A>J>;KEF

%#及
'L9DF)>

M

L=

;DB:A

1

&*>;;GBDEFEF

M

NEB

试剂盒$

>[E:G0E>F0>

公司购置%'

$5'

!

方法

$5'5$

!

淋巴细胞亚群检测
!

加入
7"

!

<

混匀后
YZ&-

抗凝

全血及
."

!

<[Z %L;BEB>GB*Z2

"

*Z$

"

*Z#7

"

*Z#

试剂于流式

管
-

中#

7"

!

<

混匀后
YZ&-

抗凝全血及
."

!

<[Z %L;BEB=

>GB*Z!+47+

"

*Z#7

"

*Z!/

试剂于流式管
[

中$避免粘到管

壁%#混匀后室温$

.7]

%避光孵育
!79EF

#加入
!h[Z %L;BEB=

>GB

溶血素
#7"

!

<

振荡混匀后离心$

!.""A

"

9EF

#

79EF

%#弃上

清液#加入
.9<

生理盐水振荡混匀后再次离心$

!.""A

"

9EF

#

79EF

%#弃上清液后加入
2+"

!

<

鞘液上机检测'

$5'5/

!

&C!

"

&C.

的检测
!

取新鲜的
7"

!

<

混匀的肝素抗凝

全血于流式管中#加入
!

!

<

刺激剂振荡混匀#放入
2,] *U

.

+

"$$!

+

检验医学与临床
."!,

年
,

月第
!#

卷第
!2

期
!

<DH%>K*;EF

!

VL;

1

."!,

!

W:;5!#

!

X:5!2



孵箱孵育
#

#

+C

$每小时振荡混匀
!

次%#在流式管中分别加入

."

!

<*Z2

*

*Z$

抗体#混匀后室温$

.7]

%避光孵育
!79EF

#加

入
7"

!

<

固定剂继续孵育
!79EF

后加入
.9<

生理盐水洗涤

离心$

!.""A

"

9EF

#

79EF

%#弃上清液#同时加入
7"

!

<

破膜剂*

."

!

<

白细胞介素
=#

$

O<=#

%和
."

!

<

.

=

干扰素$

OX(=

.

%#室温避

光孵育
2"9EF

#再次加入
!9<

生理盐水洗涤离心$

!.""A

"

9EF

#

79EF

%后#弃上清液后加入
2+"

!

<

鞘液上机检测'

$5'5'

!

&A>

M

的检测
!

取新鲜的
7"

!

<

混匀的
YZ&-

抗凝全

血于流式管中#分别加入
."

!

<*Z#

和
*Z.7

振荡混匀#室温

$

.7]

%避光孵育
2"9EF

#加入
!9<

悬浮液洗涤离心$

!.""A

"

9EF

#

79EF

%#弃上清液后加入新配制的固定剂
7"9<

振荡混

匀#室温孵育
2"9EF

后加入
$""9<

破膜剂离心$

!.""A

"

9EF

#

79EF

%#弃上清液后分别加入
7"

!

<

破膜剂和
."

!

<(:?32

#室

温避光继续孵育
2"9EF

后加入
!9<

生理盐水洗涤离心$

!

.""A

"

9EF

#

79EF

%#弃上清液#加入
2+"

!

<

鞘液上机检测'

$51

!

统计学处理
!

应用
P3PP!/5"

统计软件进行数据分析#

计量资料以
E8"

和
ÂD

@

C3DK3AEG97

软件作图表示#采用

PBLK>FBiG:

检验对患者组和健康对照组的差异进行分析'

$

$

"5"7

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/5$

!

.

组研究对象淋巴细胞亚群结果比较
!

与健康对照组比

较#患者组
*Z2

4

&

细胞*

*Z2

4

*Z#

4

&

细胞*自然杀伤细胞

$

X\

%比例差异无统计学意义$

$

%

"5"7

%&患者组
*Z2

4

*Z$

4

&

细胞比例升高#

*Z#

4

"

*Z$

4比值降低#

[

细胞比例降低#差

异均有统计学意义$

$

$

"5"7

%'见表
!

'

表
!

!!

.

组研究对象淋巴细胞亚群结果比较$

E8"

%

组别 例数$

0

%

*Z2

4

&

细胞
*Z2

4

*Z#

4

&

细胞
*Z2

4

*Z$

4

&

细胞
*Z#

4

"

*Z$

4

[

细胞
X\

细胞

健康对照组
.7 ,"5#+875$" #.5!78,57# .#5/$87522 !5$"8"5+7 !.57!825/+ !257"8757#

患者组
." ,.52.8!.5!" 2+5$$8!"5!# 2.5#/8!#5", !52$8"5+7 +52,8#52! ."5",8!.5""

: "5$$. !5/7/ .52!, .52+# #5,"$ !5,7,

$ "52$/ "5"+7 "5"2. "5"./

$

"5""! "5"/7

/5/

!

.

组研究对象
&C!

*

&C.

表达水平结果比较
!

设门方法

如图
!-

所示#先以侧向散射角$

PP*

%与
*Z2

确定有核细胞中

*Z2

4细胞群及
&

细胞群#用
*Z$

剔除
&

细胞中
*Z$

4细胞

群#最后在
*Z2

4

*Z$

d细胞群中通过检测
O<=#

和
O(X=

.

的比

例来确定
&C!

*

&C.

在淋巴细胞中所占比率'患者组
&C!

与

健康对照组比较#

&C!

与
&C.

所占的比例降低#差异有统计学

意义$

$

$

"5"7

%#见图
![

'患者组
&C!

"

&C.

比健康对照组明

显升高$

$

$

"5"7

%#

&C!

*

&C.

平衡出现紊乱#呈
&C!

偏移状态#

见图
!*

*图
!Z

'

图
!

!!

&C!

)

&C.

表达水平圈门策略及结果

图
.

!!

&A>

M

表达水平圈门策略及结果

/5'

!

.

组研究对象
&A>

M

检测结果比较
!

&A>

M

在调控免疫反

应*维持免疫系统的稳定性发挥着重要作用#是
*Z#

4

&

细胞

的一种#是一种
*Z#

4

*Z.7

4的
&

细胞#

(:?32

4是其激活的特

异性指标#通过标记
*Z#

4

*Z.7

4

(:?32

4的细胞数量的变化

判断
&A>

M

细胞的变化#见图
.-

'

.

组之间
&A>

M

结果比较#差

异有统计学意义$

$

$

"5"!

%#见图
.[

'

'

!

讨
!!

论

!!

%%

是一种浆细胞恶性增殖的血液恶性肿瘤疾病#免疫

功能的异常也是其特点之一'淋巴细胞是机体免疫系统的重

要组成部分#它包含不同功能的亚群#可大致分为
&

细胞*

[

细

胞*

X\

细胞等'本研究发现
%%

患者
[

细胞明显降低#这可

能是由于异常浆细胞的增生抑制了
[

细胞的分化所致'

&

细

胞可以介导细胞免疫#辅助机体的体液免疫#它可分为
*Z#

4

&

细胞$主要为辅助性淋巴细胞#

&C

细胞%和
*Z$

4

&

细胞$主要

为细胞毒性淋巴细胞%'有研究表明在某些恶性肿瘤性疾病

中#机体的免疫平衡发生紊乱#

*Z#

4

&

细胞与
*Z$

4

&

细胞比

例发生变化(

#=7

)

'本研究患者组
*Z$

4

&

细胞较健康对照组明

显增高#

*Z#

4

"

*Z$

4的比例降低#与有关研究相符'

*Z$

4

&

与
*Z#

4

&

细胞构成一种免疫平衡#

%%

患者
*Z#

4

"

*Z$

4平

衡被打乱#异常增高的
*Z$

4细胞很有可能失去其原有的抗肿

瘤功能#并抑制机体对控制
%%

免疫调节的功能#使病情加

重'对
%%

患者进行
*Z$

4细胞的治疗可能会帮助机体重新

建立免疫平衡'

有研究表明#

*Z#

4

&

细胞是临床评价
&

细胞功能的主要

指标(

+

)

'

&C

细胞是
*Z#

4的
&

细胞重要组成部分#在免疫反

应中发挥重要作用#能够分泌多种细胞因子介导机体的免疫应

答'

&C

主要分为
&C!

和
&C..

类#

&C!

主要分泌
O<=.

*

OX(=

.

*肿瘤坏死因子
=

-

'它可以辅助细胞毒性
&

细胞的分化#加强

巨噬细胞在体内的杀伤和吞噬能力#在机体中产生细胞毒性和

炎性作用'

&C.

主要分泌
O<=#

*

O<=7

*

O<=+

*

O<=!"

等细胞因子#

刺激
[

细胞的增殖*分化并产生免疫球蛋白#与肥大细胞*嗜

酸性粒细胞等一起发挥机体体液免疫作用'有研究表明#多种

血液系统疾病都存在
&C!

*

&C.

细胞亚型的缺陷(

,

)

'本研究结

果显示#

%%

患者
&C!

和
&C.

所占比例均比健康对照组下降#

说明
%%

患者的细胞免疫和体液免疫都受到不同程度的损

+

!$$!

+
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伤#免疫系统无法正常清除病变细胞#使病情无法有效控制'

在正常情况下#

&C!

"

&C.

处于一种动态平衡#是机体维持正常

免疫功能的重要因素'当平衡发生紊乱且向
&C!

或
&C.

转化

时#就称之为
&C!

或
&C.

漂移'本研究
%%

患者
&C!

"

&C.

的

比值比健康对照组升高#处于一种
&C!

漂移的免疫失衡状态#

与吴弘英等(

$

)研究相符'

&C!

可以主要生产
O<=.

#刺激
X\

细

胞增殖#与本研究
%%

患者
X\

细胞相对增高$

$

$

"5"7

%相

同'颜斌等(

/

)却认为因为
&C!

受到骨髓瘤分泌的肿瘤生长因

子
=

-

抑制#使
%%

患者处于
&C.

漂移状态'结合本研究可以

发现#可能由于
&C!

*

&C.

都有所降低#在
%%

的不同阶段#

&C!

与
&C.

降低的程度不同#导致结果不同#但都可说明

&C!

"

&C.

平衡紊乱与
%%

的预后密切相关#通过调节
%%

患

者
&C!

*

&C.

平衡的治疗方法可能是不同于传统治疗方法的一

种新思路'

&A>

M

是一种控制自身免疫的
&

细胞亚群#具有免疫负向

调控功能#与
&C!

*

&C.

一起维持机体的免疫系统稳定'其与

机体的免疫耐受#肿瘤逃避机制有一定的关系#一方面可以控

制人体对自身成分的免疫#另一方面又可能使自体同源的肿瘤

细胞逃避免疫机制'有研究报道#在一些肿瘤疾病中
&A>

M

明

显增高#抑制机体的肿瘤免疫(

!"

)

'本研究结果表明#

%%

患者

&A>

M

比健康对照组明显增高#高比例的
&A>

M

一方面抑制了机

体对病变细胞的清除#另一方面还阻碍免疫系统对肿瘤细胞的

识别#可能是
%%

的病情不断加重的原因之一'对
%%

患者

体内
&A>

M

进行清除而重新建立肿瘤免疫在未来可能是治疗

%%

的重要手段'

综上所述#患者组与健康对照组比较#

[

细胞*

&C!

*

&C.

比

例及
*Z#

4

"

*Z$

4

&

细 胞 的 比 值 降 低#

*Z$

4

&

细 胞*

&C!

"

&C.

*

&A>

M

细胞所占比例比健康对照组明显升高#提示

%%

患者体内免疫功能受损#

*Z#

4

"

*Z$

4

*

&C!

"

&C.

等免疫

平衡发生紊乱#高数量的
&A>

M

带来的肿瘤免疫逃逸对患者的

诊断*预后及治疗产生了一定的影响'本研究结果说明#

&

细

胞亚群的表达异常在
%%

发病过程中发挥了重要作用#但具

体的机制仍有待进一步研究'
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