
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２００３３３５

新型ＣＤ４５阴性细胞分选技术在多发性骨髓瘤细胞遗传学检测中的临床应用
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　　［摘要］　目的　探讨新型ＣＤ４５阴性细胞分选技术在多发性骨髓瘤中筛选和富集肿瘤浆细胞的临
床价值。方法　纳入２０１８年７月至２０１９年１２月重庆市３家医院６０例初诊骨髓瘤患者，每例患者抽
取骨髓液３～４ｍＬ，均分为两份，一份直接行流式细胞仪和 ＦＩＳＨ检测（直接检测组），另一份先行新型
ＣＤ４５阴性细胞分选，之后行流式细胞仪和 ＦＩＳＨ检测（ＣＤ４５分选组）。比较每位患者分选前后骨髓液
中浆细胞的比例、细胞遗传学异常检出率和危险度分层的情况。结果 　骨髓液直接检测组浆细胞的比
例为（１４．５±１３．８）％，采用新型ＣＤ４５阴性细胞分选技术处理后浆细胞比例明显增高为（５１．５±３０．３）％
（Ｐ＜０．００１），分选组浆细胞比例平均为直接检测组（分选前）的７．６９倍。骨髓液直接检测组１７例患者
检出细胞遗传学异常，而新型ＣＤ４５阴性细胞分选后有３９例患者检出细胞遗传学异常，检出率显著增
高（Ｐ＜０．００１），ＩｇＨ重排、１３ｑ１４缺失、１ｑ２１扩增和１７ｐ缺失的检测阳性率在分选后均显著增高。根据
ｍＳＭＲＡＴ３．０标准，直接检测组高危患者仅占２８．３％，而新型 ＣＤ４５阴性细胞分选后高危患者的比例明
显增高（Ｐ＝０．００２），占５３．３％。结论　新型ＣＤ４５阴性细胞分选技术简单易行，提高骨髓瘤细胞遗传学
异常检出率，准确进行危险度分层以指导治疗，可以推广至基层医院。

　　［关键词］　 ＣＤ４５阴性细胞分选；多发性骨髓瘤；细胞遗传学异常
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　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是一种单
克隆浆细胞来源的恶性肿瘤，准确的危险度分层对指

导个体化治疗至关重要［１］。细胞遗传学异常被认为

是其最重要的预后因素，荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）在ＭＭ的细胞遗传学检测中
广泛应用，但骨髓瘤患者的肿瘤浆细胞在骨髓中呈灶

性分布，直接进行 ＦＩＳＨ检测假阴性率高。未经分选
直接进行 ＦＩＳＨ检测，其阳性率与抽取骨髓液中的浆
细胞比例呈显著正相关［２］。ＣＤ１３８磁珠分选（ｍａｇｎｅｔ
ｉｃａｃｔｉｖａｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｉｎｇ，ＭＡＣＳ）可以有效地筛选和富集
浆细胞［３］，但需要磁珠分选仪（分选架及配套分选柱

或全自动磁珠分选仪）和相应的 ＭＡＣＳ磁珠（ＣＤ１３８
Ｂｅａｄｓ），且该方法对人员的技术要求相对较高，在国内
大部分医院难以开展。浆细胞作为 Ｂ淋巴效应细胞，
从记忆Ｂ→活化Ｂ→浆母细胞→成熟浆细胞４个分化
发育阶段中，ＣＤ１９、ＣＤ２０、ＣＤ２７、ＣＤ４５、ＣＤ３８、ＣＤ１３８、
ＣＤ２６９、ＭＨＣⅡ、ＣＸＣＲ４均发生不同的变化。浆母细
胞和成熟浆细胞之间存在一些差异，浆母细胞表型为

ＣＤ４５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１９＋ＣＤ２０－ＣＤ３８ｈｉｇｈＣＤ２７ｈｉｇｈＣＤ２６９＋ＣＤ１３８－

ＭＨＣⅡ＋
，而成熟浆细胞表型为ＣＤ４５ｉｎｔ／ｈｉｇｈＣＤ１９ｌｏｗＣＤ２０－

ＣＤ３８ｈｉｇｈＣＤ２７＋ＣＤ２６９＋ＣＤ１３８＋ＭＨＣⅡ－ＣＸＣＲ４＋。针对
ＣＤ１３８这一成熟浆细胞的标志进行磁珠分选能够富集
所有的成熟浆细胞，但是对于 ＣＤ１３８阴性或弱表达的
浆母细胞富集效果欠佳。

　　ＣＤ４５是白细胞共同抗原，在造血系统所有白细胞
表面均有不同程度表达，ＣＤ４５阴性细胞主要包括非造
血系统来源的细胞，如实体瘤细胞和造血系统中的幼

稚红细胞等。在实体瘤循环肿瘤细胞的研究中 ＣＤ４５
阴性细胞分选的方法被广泛应用［４－６］，主要原理是通

过去除外周血中 ＣＤ４５阳性的白细胞，反向富集获得
ＣＤ４５阴性的肿瘤细胞群。骨髓液中正常成熟浆细胞
的ＣＤ４５呈中等强度表达，然而多发性骨髓瘤是一种

恶性克隆性浆细胞疾病，骨髓瘤细胞为肿瘤浆细胞并

非正常分化发育的浆细胞，起源于较早期的 Ｂ细胞，
病变发生在Ｂ细胞到成熟浆细胞各个发育阶段，故可
表达高度异质性的 Ｂ细胞系抗原和浆细胞抗原。肿
瘤浆细胞表型与正常浆细胞是有差异的，如约８０％多
发性骨髓瘤患者的肿瘤浆细胞 ＣＤ４５表达为阴性，
６０％～７０％的肿瘤浆细胞 ＣＤ５６表达为阳性。那么我
们是否可以利用这一表型特点进行浆细胞的筛选和富

集呢？因此，本研究探讨新型 ＣＤ４５阴性细胞分选技
术在筛选和富集浆细胞中的作用。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　纳入２０１８年７月至 ２０１９年 １２月陆军军医大学
第二附属医院、重庆大学附属肿瘤医院、重庆市綦江区

人民医院初诊骨髓瘤患者共６０例。每个患者抽取骨
髓液３～４ｍＬ，平均分为２份，一份直接进行流式细胞
仪浆细胞含量鉴定和细胞遗传学 ＦＩＳＨ检测（直接检
测组），另一份先进行新型 ＣＤ４５阴性细胞分选，之后
进行流式细胞仪和 ＦＩＳＨ检测（ＣＤ４５分选组）。本研
究经中国注册临床试验伦理审查委员会审查通过

（ＣｈｉＥＣＲＣＴ２０１６００４６）。
１．２　试剂
　　ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐ人 ＣＤ４５四聚抗体购自美国 Ｓｔｅｍｃｅｌｌ
公司，ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅＰｌｕｓ购自美国 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司，
抗人ＣＤ３８ＡＰＣ、ＣＤ１３８ＰＥ荧光抗体购自美国 ＢＤ公
司，ＩｇＨ重排、１３ｑ１４缺失、１ｑ２１扩增和 １７ｐ缺失等
ＦＩＳＨ探针购自北京金菩嘉医疗科技有限公司。
１．３　方法
１．３．１　新型 ＣＤ４５阴性细胞分选　　取 ＥＤＴＡ抗凝
的患者骨髓液 １ｍＬ，估算有核细胞浓度，每 １０７个有
核细胞加入ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐＣＤ４５抗体５００μＬ，充分混匀后
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室温孵育３０ｍｉｎ，加入等体积ＰＢＳ稀释，后将标本小心
沿离心管壁加入等体积Ｆｉｃｏｌｌ液上。４℃，１２００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ。将血浆与 Ｆｉｃｏｌｌ之间的白膜层吸出，放
入一试管中，另将红细胞层吸出放入另一试管。两份

样本分别加入 ＰＢＳ，然后低速低温离心，弃去上清液。
分别加入荧光抗体ＣＤ３８和 ＣＤ１３８各１５０μＬ，混匀后
室温避光孵育１５ｍｉｎ。
１．３．２　流式细胞仪检测　　取白膜层细胞和红细胞
层细胞各 ５０μＬ，分别加入荧光抗体 ＣＤ３８和 ＣＤ１３８
各２０μＬ，混匀后室温避光孵育 １５ｍｉｎ。ＢＤＦＡＣＳ
ＣＡＮＴＯＩＩ上机检测，获取有核细胞至少１０５个，ＣＤ４５／
ＣＤ３８／ＣＤ１３８鉴定浆细胞群。
１．３．３　ＦＩＳＨ检测　　按照常规方法制片、配制探针、
变性杂交过夜后，检测ＩｇＨ重排、１３ｑ１４缺失、１ｑ２１扩增
和１７ｐ缺失的表达，若 ＩｇＨ重排阳性，则进一步完善
ｔ（６；１４）、ｔ（１１；１４）、ｔ（４；１４）、ｔ（１４；１６）、ｔ（１４；２０）的检测。
１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析。骨髓液中浆
细胞比例通过单样本 ＫＳ检验分析符合正态分布，采
用配对样本 ｔ检验；ＦＩＳＨ检测结果采用配对样本卡方
检验。检测水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　患者基本情况
　　６０例初诊的骨髓瘤患者中，男性较多，占７１．７％，
年龄３５～８１岁，中位年龄６１岁，ＩｇＧ型最多占５３．３％，
其次为轻链型和 ＩｇＡ型分别占２１．７％和１６．７％；初诊
时Ⅱ～Ⅲ期患者占８０％（表１）。
２．２　流式细胞仪检测浆细胞比例
　　流式细胞仪直接检测（分选前）骨髓液中浆细胞
的比例为０．２％～６０．２％（１４．５％±１３．８％），而采用新
型ＣＤ４５细胞阴性分选技术处理后（分选后）浆细胞比

例明显增高，为０．５％～９７．８％（５１．５％±３０．３％），差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１、２），其中４９例患者分选
后浆细胞比例大于２０％，仅有７例患者分选后浆细胞
比例小于 １０％。分选后浆细胞比例平均为分选前的
７．６９倍，最高达６８．４倍；但其中有４例患者分选后浆
细胞比例较前下降，为分选前的 ３０％～９０％。从临床
特征分析，这４例患者均为男性、ＩｇＧ型，其中 ３例为
ＩＳＳ分期Ⅲ期，１例为 ＩＳＳ分期Ⅰ期，均有不同程度的
骨质破坏。显微镜观察４例患者的骨髓涂片形态，发
现浆细胞为胞体小、染色质粗的成熟浆细胞，而瘤样变

原幼浆细胞少见；流式细胞仪检测显示上述患者的肿

瘤浆细胞ＣＤ４５表达阳性或弱阳性。同时，对分选后
红细胞中的浆细胞也采用流式细胞仪检测，结果显示

浆细胞比例平均为４．６３％（０．０％～４０．４％），其中接近
８０％的患者在分选后红细胞层中的浆细胞小于５％，仅
有３例患者红细胞层中的浆细胞比例高于白膜层中的
骨髓瘤细胞比例，其中２例大于２０％，这３例均为分选
后浆细胞比例下降的患者。

表１　患者基本情况（ｎ＝６０）

基本情况 例（％）
性别

　男 ４３（７１．７）
　女 １７（２８．３）
疾病分型

　ＩｇＧ型 ３２（５３．３）
　ＩｇＡ型 １０（１６．７）
　ＩｇＤ型 ３（５．０）
　轻链型 １３（２１．７）
　不分泌型 ２（３．３）
ＩＳＳ分期
　Ⅰ期 １２（２０．０）
　Ⅱ期 ２１（３５．０）
　Ⅲ期 ２７（４５．０）
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图１　两种方式检测患者浆细胞比例
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图２　流式细胞仪检测６０例患者分选前后浆细胞比例

２．３　ＦＩＳＨ的检测结果
　　直接检测组（分选前）６０例患者有１７例（２８．３％）
检测出细胞遗传学异常，其中ＩｇＨ重排１２例、１３ｑ１４缺
失１２例、１ｑ２１扩增１５例和１７ｐ缺失５例；ＣＤ４５分选组
（分选后）６０例患者共３９例检测出细胞遗传学异常，检出
率为６５．０％，较直接检测组显著增高（Ｐ＜０．００１），其中
ＩｇＨ重排２７例、１３ｑ１４缺失２５例、１ｑ２１扩增２７例和１７ｐ
缺失１４例，其阳性率均明显高于直接检测组（Ｐ＜０．０５，
表２）。但分选后浆细胞比例下降的患者中有３例因骨
髓液中细胞较少无法进行ＦＩＳＨ检测。

表２　两组患者遗传学异常检出率的比较［ｎ＝６０，例（％）］

组别 ＩｇＨ重排 １３ｑ１４缺失 １ｑ２１扩增 １７ｐ缺失

直接检测组 １２（２０．０） １２（２０．０） １５（２５．０） 　５（８．３）

ＣＤ４５分选组 ２７（４５．０） ２５（４１．７） ２７（４５．０） １４（２３．３）

Ｐ值 ０．００６ ０．０１７ ０．０３５ ０．０４３

２．４　危险度分层结果
　　根据ｍＳＭＲＡＴ３．０骨髓瘤危险度分层标准（ｗｗｗ．
ｍｓｍａｒｔ．ｏｒｇ），直接检测组标危患者占大多数，为４３例
（７１．７％），高危患者１７例（２８．３％）；而 ＣＤ４５分选组，
标危患者减少为 ２５例（４１．７％），高危患者增加至
３２例（５３．３％），两组患者的危险度分层差异有统计学
意义（Ｐ＝０．００２，表３），但 ＣＤ４５分选组有３例患者细
胞较少不能进行ＦＩＳＨ检测，故无法进行危险度分层。

表３　两组患者危险度分层结果比较［ｎ＝６０，例（％）］

组别 标危 高危 无法分类

直接检测组 ４３（７１．７） １７（２８．３） ０（０．０）

ＣＤ４５分选组 ２５（４１．７） ３２（５３．３） ３（５．０）

Ｐ值 ０．００２

３　讨论

　　多发性骨髓瘤（ＭＭ）来源于单克隆浆细胞，目前
仍是一种不可治愈的恶性肿瘤，危险度分层的差异导

致了预后显著不同，故准确的危险度分层对治疗方案

的选择至关重要［７－９］。细胞遗传学异常目前仍是 ＭＭ
最重要的预后因素，ＦＩＳＨ被广泛用于骨髓瘤患者细胞
遗传学的检测，但由于肿瘤浆细胞为灶性分布，骨髓液

直接检测阳性率低，因此需要先对浆细胞进行富集分

选。目前经典的方法是ＣＤ１３８磁珠分选，但国内大部
分医院不具备磁珠分选的仪器设备，检测时间较长、成

本也较高，因此需要探索适合我国医疗条件的新的浆

细胞分选技术方法。

　　细胞分选的方法包括阳性细胞分选和阴性细胞分
选，近年来实体肿瘤外周血中循环肿瘤细胞的分选采

用的是 ＣＤ４５阴性细胞分选，主要利用 ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐＴＭ

ＨｕｍａｎＣＤ４５这种新型的双特异性抗体四聚体复合物
（ｔｅｔｒａｍｅｒｉｃａｎｔｉｂｏｄｙｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，ＴＡＣ），一端结合白细胞
表面的ＣＤ４５，另一端结合成熟红细胞表面的血型糖蛋
白Ａ（ＣＤ２３５ａ）并相互交联使红细胞在白细胞周围形
成花环样结构，其密度较大，而不表达 ＣＤ４５的循环肿
瘤细胞不与红细胞交联故而密度较小，因此经过密度

梯度离心后循环肿瘤细胞得以和其他细胞分离。

　　在正常骨髓中只有幼稚红细胞 ＣＤ４５表达阴性，
包括正常成熟浆细胞在内的所有白细胞 ＣＤ４５表达均
为阳性。但骨髓瘤患者的肿瘤浆细胞常出现抗原漂

移，比如ＣＤ４５、ＣＤ１９的丢失，ＣＤ３８、ＣＤ２８的异常减弱
等，绝大部分多发性骨髓瘤患者的肿瘤浆细胞 ＣＤ４５
为阴性表达。基于此，本研究利用ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐＴＭＨｕｍａｎ
ＣＤ４５抗体去除ＣＤ４５阳性细胞，从而富集和分选获得
ＣＤ４５阴性的肿瘤浆细胞，建立一种新型的 ＣＤ４５阴性
细胞分选技术。

　　本结果显示，骨髓液经新型 ＣＤ４５阴性细胞分选
技术处理后，流式细胞仪检测浆细胞的比例明显增高，

从直接检测组的１４．５％增加到５１．５％，分选后浆细胞
比例平均为直接检测组的７．６９倍，提示新型 ＣＤ４５阴
性细胞分选技术能够分选和富集浆细胞；而且８０％的
患者红细胞层中的浆细胞比例小于 ５％，显示新型
ＣＤ４５阴性细胞分选技术处理后残留在红细胞层中的
浆细胞是极少的。但有４例患者分选后浆细胞比例较
前下降，其中３例患者红细胞层中浆细胞比例高于分
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选后白膜层中浆细胞的比例。进一步研究结果显示采

用新型ＣＤ４５阴性细胞分选技术后，患者细胞遗传学
异常的检出率明显提高，ＩｇＨ重排、１３ｑ１４缺失、１ｑ２１
扩增和１７ｐ缺失的阳性率均明显高于直接检测组，因
此也改变了患者的危险度分层。但３例分选后浆细胞
比例下降的患者因骨髓中浆细胞过少无法进行 ＦＩＳＨ
检测。这４例患者分选结果不理想的原因主要和其肿
瘤浆细胞ＣＤ４５弱阳性或阳性表达相关，虽然典型的
肿瘤浆细胞ＣＤ４５表达为阴性，但有１０％～２０％的骨髓
瘤患者肿瘤浆细胞 ＣＤ４５的表达为弱阳性或阳性［１０］。

因此，采用ＣＤ４５阴性细胞分选技术处理后ＣＤ４５阳性
的肿瘤浆细胞被红细胞交联、沉积，导致极少部分患者

红细胞层中富集较多的浆细胞，分选后的浆细胞比例

反而低于直接检测组从而影响分选的效果。另外，我

们从形态上发现这 ４例患者骨髓中主要为成熟浆细
胞，瘤样变原幼浆细胞少见，提示 ＣＤ４５阴性细胞分选
可能对肿瘤样原幼浆细胞的富集更有优势，但仍需要

进一步累积病例以明确二者相关性。

　　ＣＤ１３８免疫磁珠阳性分选后浆细胞比例理论上可
达９０％以上，虽然新型 ＣＤ４５阴性细胞分选技术达不
到该效果，但有研究表明当骨髓标本中浆细胞比例超

过１０％～２０％时，直接ＦＩＳＨ检测和ＣＤ１３８免疫磁珠分
选后检测的结果无统计学差异［２］，有研究认为２０％可
能是ＦＩＳＨ出现假阴性结果的分界点［１１－１２］。本研究中

超过８０％的患者分选后骨髓标本中浆细胞比例大于
２０％，很大程度降低了假阴性结果的出现。本研究分
选后 ＦＩＳＨ总检出率达到 ６５．０％，接近研究报道的
ＣＤ１３８免疫磁珠分选后 ＦＩＳＨ异常检出率８０．０％左右
的水平［１１－１３］。虽然新型ＣＤ４５阴性细胞分选技术不可
避免地去除了 ＣＤ４５阳性的异常浆细胞，但这部分细
胞在患者中的比例较低，有研究显示 ＣＤ４５阴性异常
浆细胞在骨髓瘤晚期患者中比例更高，与骨病和高密

度血管新生相关，而且 ＣＤ４５阴性异常浆细胞占主导
的患者总体生存率低于 ＣＤ４５阳性异常浆细胞为主的
患者［４，１４］。因此，新型 ＣＤ４５阴性细胞分选技术可能
对高危的多发性骨髓瘤患者的识别有一定的意义，而

本研究也显示分选后高危患者的比例从 ２８．３％增加
到５３．３％，对于危险度分层改变的患者根据指南可给
予更积极的治疗方案，有利于改善患者的预后。

　　免疫磁珠分选的方法分离细胞纯度高，但对样本
量要求较高至少４ｍＬ以上，需要专门的设备、耗材，分

选时间约数小时，成本较高；而新型 ＣＤ４５阴性细胞分
选技术虽然分离细胞纯度中等，但样本量仅需 １～
２ｍＬ，分选时间仅３０ｍｉｎ且成本较低，操作简单，适合
在我国基层医院推广。

　　综上，新型ＣＤ４５阴性细胞分选技术简单易行，提
高骨髓瘤细胞遗传学异常检出率，准确进行危险度分

层以指导治疗，可以推广至基层医院。但因为骨髓中

幼稚红细胞 ＣＤ４５的表达也为阴性，所以未来该技术
还可以考虑通过加入其他 ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐＴＭ抗体等方法进
一步优化。
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