
论著!临床研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&%'&%1%

流式细胞术分析骨髓增生异常综合征小巨核细胞的初步研究"

刘
!

帅!曹
!

征!张晓
!

!岳保红$

"郑州大学第一附属医院检验科!郑州
02%%21

#

!!

"摘要#
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目的
!

建立基于巨核细胞糖蛋白
!
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5O0$B

#和碘化丙啶"

_R

#双标记的流式细胞术"

b5N

#分析骨髓小巨核细

胞的方法!并研究其在骨髓增生异常综合征"

NOP

#诊断中的意义$方法
!

采用异硫氰酸荧光素标记的单克隆抗体标记
5O0$B

!

_R

标记巨核细胞
OW8

!用
b5N

分析巨核细胞倍体分布$结果
!
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例
NOP

患者!

b5N

检测小巨核细胞阳性率为
(%&2X

!瑞氏
.

姬

姆萨染色和免疫组织化学方法检测阳性率分别为
20&/X

和
)0&'X

!三者比较差异有统计学意义"

!
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;i%&%%$
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b5N

检测
NOP

低危组和高危组小巨核细胞阳性率分别为
/$&/X

和
$%%X

!差异有统计学意义"

!
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#$结论
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b5N

检测
NOP

小巨核细胞检出率高!且高危患者小巨核细胞检出率更高!有助于
NOP

的早期诊断和预后评估$
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流式细胞术%骨髓增生异常综合征%巨核细胞%
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巨核细胞$
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BLB=
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%是人体骨髓中唯一的多倍体细

胞&

$

'

#担负着生成血小板和参与止血*凝血的重要功能#其分化

发育及倍体分布的情况与血小板生成的质与量紧密相关&

1.'

'

)

正常巨核细胞的体积较其他细胞系更大#通过骨髓涂片很容易

识别#然而骨髓增生异常综合征$
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H

6B+?#D+
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,!="C<

#

NOP

%患者的骨髓中通常会出现一种大小与淋巴细胞相似的

小巨核细胞$

C#D="C<

E

BLB=

A

"D

A

?<

%#该类细胞不能增殖成熟形

成多倍体化#亦不能完成正常巨核细胞的功能&

0

'

)仅通过细胞

形态很难准确识别这种小巨核细胞#且受个人主观因素影响#

很难获得真实的骨髓巨核细胞增生情况和与增殖相关的
OW8

倍体数#因此单纯的形态学检查会影响
NOP

的诊断#建立一

种客观*准确*特异的方法来识别和鉴定小巨核细胞对
NOP

的诊断具有重要价值)本研究利用单克隆抗体与抗原特异性

结合的特性#以及碘化丙啶$

_R

%检测
OW8

倍体的特性#可以

准确地识别巨核细胞并获得巨核细胞的倍体数#进而为临床提

供更为可靠*准确的小巨核细胞数量*倍体和性质的数据)
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资料与方法
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一般资料
!

收集
01

例
NOP

初诊患者#其中男
12

例#女

$-

例#年龄
$(

$

/'

岁#中位年龄
2)

岁)所有病例均符合
NOP

临床诊断标准&

2

'

)按照
e97

标准将其分为低危组$包括

NOP.48

#

45NO

和
2

Z

.

%

11

例和高危组$包括
NOP.483Q.$

和
483Q.1

%

1%

例)所有患者均选取髂后上棘作为骨髓穿刺部

位#取约
2

%

Y

骨髓液推片#另取
$

$

1CY

骨髓液用乙二胺四乙

酸二钾$

3O:8.a

1

%抗凝)

@&A

!

方法

@&A&@

!

主要仪器和试剂
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流式细胞仪$美国
QO

公司%(

YO2.18

型低速离心机$北京雷?尔公司%(异硫氰酸荧

光素标记的巨核细胞糖蛋白
!
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%单克隆抗体

$
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#美国
QO

公司%(
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$美国
P#

E

CB

公司%(

标准微球$

'0%0/)

#

5B6#Q4R:3'

#美国
QO

公司%(

_<=D"66

细胞

分离液$美国
V3

公司%(细胞透膜液$

_34N

#美国
QO

公司%(

4W8

酶$

4WB+<

#美国
P#

E

CB

公司%(巨核细胞免疫组织化学染

$2'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
02

卷第
'

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$1-$($$

%(河南省医学科技攻关项目$

1%$%%1%%)

%)

!

作者简介!刘帅$

$(/%^

%#主管技师#硕

士#主要从事白血病发病机制及实验诊断研究)

!
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通讯作者#
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色试剂盒$

$%'01

#北京赛驰生物科技有限公司%(
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显微

镜等)
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!

试验方法

@&A&A&@

!

瑞氏
.

姬姆萨染色
!

用瑞氏
.

姬姆萨染液对骨髓涂片

进行染色#在光学显微镜下识别有无小巨核细胞)

@&A&A&A

!

免疫组织化学染色
!

按照免疫组织化学染色试剂盒说

明书对骨髓涂片进行染色#在光学显微镜下识别有无小巨核细胞)

@&A&A&B

!

巨核细胞分离富集
!

用等渗的
_<=D"66

细胞分离液

和磷酸盐缓冲液$

_QP

%将骨髓中有核细胞数量调整至
1%]$%

)

个#并将其
_<=D"66

密度调至
$&%1%

E

"

CY

)将配好的
$&%1%

E

"

CY

骨髓液缓缓加在
1CY

密度为
$&%2)

E

"

CY_<=D"66

分离

液上方#然后再加入
1CY_QP

)

0%%

E

离心
1%C#,

#吸取
_<=.

D"66

分离液上面的灰白色细胞层#加入
$&2

倍体积的
_QP

#

'%%

E

离心
$%C#,

#弃上清液)留取细胞沉淀待用)

@&A&A&C

!

巨核细胞的免疫荧光染色
!

将富集好的巨核细胞悬

液用
_QP

调成$

1

$

'

%

]$%

) 个"
CY

)加入透膜液
2%%

%

Y

#混

匀#室温放置
$%C#,

)加入
1CY_QP

#

0%%

E

离心
2C#,

#弃上

清液)加入
5O0$B.bR:5$%

%

Y

#混匀#避光#室温下放置
1%

C#,

)加
1 CY _QP

#

$%%

E

离 心
- C#,

#弃 上 清 液)加 入

4WB+<$%%

%

Y

#放入
'-[

水浴箱孵育
'%C#,

)将细胞悬液调

整至
2%%

%

Y

左右#加入
2C

E

"

CY_R

染色)用
1%%

目尼龙网过

滤后上流式细胞仪检测)

@&A&A&I

!

流式细胞术$

b5N

%检测
!

运用标准微球校准流式

细胞仪光路*电压及补偿)采用双激发光#波长分别为
0//,C

和
)'',C

#进行
0

色荧光分析)共获取
2%%%%%

$

$%%%%%%

个

细胞)以
5O0$B

"

PP5

设门#圈定巨核细胞$

4$

%(在
5O0$B

"

_R

双坐标图中#分析各个巨核细胞
OW8

倍体分布情况)选择未

表达
5O0$B

骨髓细胞$

41

%的
OW8

倍体
1W

峰作为参考标准#

见图
$

)

!!

8

!采用
5O0$B

"

PP5

设门#富集后骨髓巨核细胞的获取散点图(

Q

!采用
5O0$B

"

PP5

设门#富集后骨髓巨核细胞的分析图#其中
4$

门内为巨核

细胞#

41

门内为阴性对照细胞(

5

!采用
5O0$B

"

_R

双坐标图中#富集后骨髓巨核细胞的
5O0$B

表达及在各倍体百分率分析图)图中
4'

*

40

*

42

*

4)

*

4-

分别表示巨核细胞的
1

*

0

*

/

*

$)

*

'1W

(

O

!巨核细胞各倍体分布直方图#

N$

*

N1

*

N'

*

N0

*

N2

分别表示巨核细胞的
1

*

0

*

/

*

$)

*

'1W

(

3

!阴性

对照细胞
OW81W

峰)

图
$
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b5N

分析巨核细胞
OW8

倍体

@&B

!

统计学处理
!

采用
P_PP$-&%

统计软件进行分析#计数

资料用率表示#组间采用
!

1 检验#检验水准
"

i%&%2

#以
;

#

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

b5N

*瑞氏
.

姬姆萨染色及免疫组织化学方法检测小巨核

细胞阳性率的比较
!

01

例
NOP

患者#

'

种检测方法检测小巨

核细胞的阳性率比较差异有统计学意义$

!

1

i$'&)0%

#

;i

%&%%$

%#

b5N

检测阳性率高于其他两种方法#见表
$

)

表
$

!!

'

种方法检测
01

例
NOP

患者骨髓小巨核细胞

!!!!

阳性率比较"

$

%

X

&#

项目
b5N

免疫组织化学 瑞氏
.

姬姆萨染色

阳性
'/

$

(%&2

%

1-

$

)0&'

%

1'

$

20&/

%

阴性
0

$

(&2

%

$2

$

'2&-

%

$(

$

02&1

%

A&A

!

高危组和低危组小巨核细胞阳性率比较
!

b5N

检测小

巨核细胞#高危组阳性率高于低危组#差异有统计学意义$

!

1

i

0&%$(

#

;i%&%02

%#见表
1

)

表
1

!!

b5N

方法检测高危组和低危组
NOP

病例小巨核

!!!

细胞阳性率比较"

$

%

X

&#

组别
$

阳性 阴性

低危组
11 $/

$

/$&/

%

0

$

$/&1

%

高危组
1% 1%

$

$%%

%

%

$

%

%

B

!

讨
!!

论

病态巨核细胞尤其是淋巴样小巨核细胞是
NOP

鉴别于

其他血液疾病的一项重要参考依据#其数量多少可以反映巨核

细胞系病态造血的严重程度&

).(

'

)亦有研究表明#小巨核细胞

对于
NOP

诊断特异性为
$%%X

&

$%

'

)

12'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
02

卷第
'

期



瑞氏
.

姬姆萨化学染色方法*免疫组织化学染色方法*

b5N

分别是
'

种不同水平的细胞检测方法)瑞氏
.

姬姆萨染色方法

经典且实用#但存在病态造血时细胞形态常发生异常改变#加

上主观因素及制片等因素影响#必然遗漏许多病态小巨核细

胞#目前多采用巨核细胞酶标染色$

8_88_

%法检测巨核细胞#

结果明显优于瑞氏
.

姬姆萨染色方法&

$%.$$

'

#但也受到实践经验*

观察细胞数量有限等因素的影响#仍有局限性)而
b5N

则以

计数细胞数量多*易标记细胞*快速分析为其特点#尤其在分析

低比例含量的细胞方面#更能客观反映该细胞在骨髓中的真实

情况)本研究结果显示#

b5N

检测小巨核细胞阳性率明显高

于其他两种方法检测的阳性率#结果精确*可靠#充分体现了

b5N

检测巨核细胞的优势)

NOP

患者通常巨核细胞总数不减少#但血小板数量却明

显减少#说明巨核细胞
OW8

倍体数与血小板的产生直接相

关)本研究建立了
b5N

检测小巨核细胞的方法#利用
5O0$B

特异性单克隆抗体和特定激发光下发射荧光且可以插入到

OW8

双联的
_R

染液#以
5O0$B

"

PP5

设门细胞#既可区分出巨

核细胞#又能确定巨核细胞
OW8

倍体数)因巨核细胞内
OW8

呈指数增加#

_R

染色后
OW8

荧光强度理论上应是连续成倍增

加#本研究结果中巨核细胞
OW8

分布直方图上可以看到各个

OW8

倍体组
_R

染色的平均荧光强度也正是连续成倍增加#说

明这些峰群反映的正是巨核细胞
OW8

的倍性分布#而不是细

胞随机凝集原因所致)另外#在这些峰群间未见到由于细胞随

机凝集所致的其他倍体峰群$

)

*

$%

*

$1W

等%)因此#通过

b5N

检测巨核细胞
OW8

倍体分布从而准确识别出
NOP

患

者骨髓中的低倍体巨核细胞这一方法是可行的#对
NOP

的诊

断有极大的帮助)

王小卫等&

$1

'对
NOP

病态巨核细胞所作的
bRP9

研究发

现#二倍体占据绝对优势#此类二倍体巨核细胞既代表了形态

上的不成熟#也隐含了功能上的缺陷)该研究结果和本课题用

b5N

分析巨核细胞的倍体分布相一致)张海燕等&

$'

'通过

b5N

对特发性血小板减少性紫癜患者巨核细胞
OW8

倍体和

糖蛋白表达水平的变化进行了研究#同样显示出可行性和优

势性)

单因素分析显示有淋巴样小巨核细胞为
NOP

不良预后

因素&

$0

'

)刘娟等&

$2

'对
'/

例初诊的
NOP

患者*

/

例再生障碍

性贫血患者及
$-

例健康对照的骨髓进行免疫表型检测#结果

显示
5O0$

阳性的淋巴样小巨核细胞在
NOP

组中较特异出

现#且以
45NO

组出现率最高)邱燕等&

$)

'研究表明#健康组

和良性血液病组未见淋巴样小巨核细胞#而
NOP

及其他恶性

血液病均可见病态巨核细胞#淋巴样小巨核细胞在
NOP

中最

为明显#提示淋巴样小巨核细胞的存在意味着骨髓恶性增生程

度呈递增趋势)

本试验对
01

例
NOP

患者进行了分组#高危组
1W

巨核细

胞检出率明显高于低危组#提示随病情进展#小巨核细胞检出

率随之增高#该结果与上述观点一致)多篇关于
b5N

识别骨

髓病态造血的试验数据亦显示#准确的巨核细胞倍体数对于

NOP

的诊断和预后评估有极其重要的作用&

$-.$/

'

)
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