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【摘要】 目的 比较8色组合和二代流式细胞术（NGF）检测多发性骨髓瘤（MM）患者治疗后微小

残留病（MRD）的敏感性。方法 分别建立一组检测胞膜抗原 CD45、CD38、CD138、CD19、CD56、

CD117、CD81和CD27的8C-Mem组，及一组检测胞膜及胞质抗原CD45、CD38、CD138、CD19、CD56、

CD27、cκ和 cλ 的 8C-Cyto组，将 8C-Mem组和 8C-Cyto组合成的 8C-2tubes组，3组采用Diva软件分析

浆细胞胞膜抗原表达与胞质轻链表达，统称8色组合；NGF是采用 Infinicyt软件将8C-2tubes组两管数

据融合，进一步分析浆细胞各抗原的表达。以20名正常对照和76例治疗后达完全缓解的MM患者骨

髓样本进行检测与比较分析。结果 NGF组合识别异常浆细胞（aPC）和克隆性浆细胞（cPC）的阳性率

均为 88.2％（67/76），一致率为 94.7％（72/76），cPC的中位值为 0.3530％，均为胞质轻链限制性表达，

NGF检测的敏感度为0.0003％。8色组合中，8C-Mem组、8C-Cyto组和8C-2tubes组MRD阳性率分别

为84.2％、85.5％和86.8％，均低于NGF的88.2％（P＜0.001）；8C-Cyto组和8C-Mem组MRD阳性率低

于 8C-2tubes组（P＜0.001），8C-Mem组MRD阳性率低于 8C-Cyto组（P＜0.001）。NGF敏感性和特异

性优于8色组合，8色组合中8C-2tubes组敏感性和阴性预测值、特异性和阳性预测值及准确性最高，缺

点是获取数据太大，采用Diva软件分析耗时长，效率低；其次是8C-Cyto组，8C-Mem最低。结论 反

应浆细胞克隆性的胞质轻链较胞膜抗原更特异，胞膜抗原异常表达不能完全代表 cPC，建议胞膜抗原

和胞质轻链同时检测，有条件者优先选择NGF，8色组合中建议选择8C-Cyto组。
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【Abstract】 Objective To compare the sensitivity of 8- color panels and next generation flow
cytometry（NGF）for detecting minimal residual disease of multiple myeloma patients. Methods 8-color-
membrane antigens（8C- Mem）panel was built including CD45, CD38, CD138, CD19, CD56, CD81,
CD27 and CD117 to identify the plasma cells, while 8- color- cytoplasmic antigens（8C-Cyto）panel was
built including CD45, CD38, CD138, CD19, CD56, CD81, cKappa（cK）and cLambda（cλ）, and 8-color-
two-tubes（8C-2tubes）panel were built including 8C- Mem and 8C-Cyto panels, the data of three groups
was analyzed by Diva software. NGF uses Infinicyt software to fuse 8C-2tubes data to further analyze the
expression of plasma antigens. Bone marrow aspiration obtained from 20 controls and 76 multiple
myeloma patients who achieved complete remission were measured and analyzed. Results Positive MRD
samples were discriminated in 88.2％ of the specimen evaluated through either abnormal plasma cells
（aPCs）or clonal plasma cells（cPCs）by NGF antigens panel, Among of them, consistency was 94.7％ .
The median percentage of cPCs was 0.3530％ , The lowest sensitivity of NGF was 0.0003％ . In 8-color
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临床上常通过多参数流式细胞术检测浆细胞

抗原表达谱识别抗原异常表达和确定浆细胞克隆

性，常用于多发性骨髓瘤（MM）微小残留病（MRD）

的检测［1-2］。随着新药的应用，MM患者完全缓解/严

格意义完全缓解（CR/sCR）率增高［3-5］，患者终将复

发，其根源是存在MRD，因此检测MRD对于判断疗

效、指导治疗及预测预后有重要意义［6-7］。目前国内

MM-MRD常用 8色抗体组合行胞膜和胞质抗原检

测，欧洲流式学会建议应用 2管 8色抗体组合的二

代 流 式 细 胞 术（Next generation flow cytometry，

NGF）［8-9］，但在我国还不能普遍应用。如何较好地

应用多参数流式细胞术检测MM患者MRD，为临床

提供准确结果，是流式细胞术检测中关心的问题。

为此我们比较3组8色抗体组合，采用CD38/CD138

设门同时分析胞膜抗原及胞质抗原的敏感性和特

异性，与NGF检测结果进行对比分析，旨在验证不

同检查方法的准确性和敏感性，为临床应用提供

帮助。

对象与方法

1. 研究对象：2016年 5月至 2018年 3月我院收

治的初治 76 例新诊断治疗后达完全缓解（CR）的

MM患者为研究对象，以同期20名正常人作为健康

对照。采集对照组及 MM 患者的 EDTA 抗凝骨髓

5～8 ml，同时进行 8C-Mem组和 8C-Cyto组流式细

胞术检测。研究获得所有MM患者和对照者的知

情同意。

2. 试剂与仪器：根据欧洲流式学会提供的建

议［8］，选 择 CD38、CD138、CD19、CD56、CD27、

CD81、CD117、CD45、cκ、cλ共 10种抗体进行组合，

抗体组合见表1。其中CD38-FITC、CD81-APC-H7、

cλ-APC、CD56-PE 为西班牙 Cytognos 公司产品，

cκ-APC-H7 为丹麦 Dako 公司产品，CD27-BV510、

CD45- Percp- cy5.5 为 美 国 Biolegend 公 司 产 品 ，

CD138-BV421、CD19-PE-cy7、CD117-APC 均购自

美国BD公司。FACS CantoⅡ型流式细胞仪、Diva

分析软件为美国BD公司产品，Infinicyt软件为西班

牙Cytognos公司产品。

3. 实验方法：流式管中按标准量加入表 1中的

胞膜抗体，根据细胞计数取 EDTA 抗凝骨髓（＞1×

107个有核细胞）至50 ml离心管中，加氯化铵溶血素

至 50 ml混匀，避光 10 min，800×g离心 10 min去上

清；加1×PBS 2～3 ml吹打混匀，加1×PBS至50 ml，

800×g离心 5 min洗涤去上清，分别加入流式管中，

室温避光30 min，加红细胞裂解液1 ml，室温570×g

离心 10 min去上清，加 1×PBS离心洗涤弃上清；胞

质管，加破膜剂A液，振荡混匀，室温避光15 min，加

1×PBS 2 ml，570×g离心 5 min洗涤去上清，加破膜

panels, the positive MRD rates of 8C- Mem, 8C- Cyto and 8C- 2tubes panels were 84.2％ , 85.5％ and
86.8％ , respectively, which lower than that of NGF（P＜0.001）. The positive MRD rate of 8C-Mem and
8C-Cyto panels were lower than that of 8C- 2tubes panel（P＜0.001）, and the positive MRD rate of 8C-
Mem panel was lower than that of 8C- Cyto panel（P＜0.001）. Sensitivity and specificity of NGF was
higher than that of 8- color panels. 8C-2tubes panel has the best sensitivity, accuracy, negative predicted
value, positive predicted value and specificity than other 8- color panels. However, huge data and low
efficiency for analysis is the disadvantage. 8C-Cyto panel was the second choice, and 8C- Mem panel was
the last. Conclusions Membrane and cytoplasmic light chain is a better method for multiple myeloma-
MRD detection and NGF panel is an ideal approach. 8C-Cyto panel is recommended in 8-MFC groups.

【Key words】 Multiple myeloma; Next generation flow cytometry; Minimal Residual disease
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表1 流式细胞术检测多发性骨髓瘤患者微小残留病的8色抗体组合

组合

8C-Mem

8C-Cyto

8C-2tubes

抗体

CD138、CD38、CD56、CD19、CD27、CD45、CD81、CD117

CD138、CD38、CD56、CD19、CD27、CD45、cκ、cλ

CD138、CD38、CD56、CD19、CD27、CD45、CD81、CD117

CD138、CD38、CD56、CD19、CD27、CD45、cκ、cλ

设门参数

CD138、CD38

CD138、CD38

CD38、CD138
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剂B液100 μl，加 cκ、cλ，轻混匀避光15 min，离心洗

涤弃上清，加入 l×PBS 300 μl。在荧光校准及荧光

补偿调节后，上流式细胞仪检测，每管获取500万个

有核细胞。

4. 软件分析方法：如表 1中 8C-2tubes 组所示，

两管均有CD138、CD38、CD56、CD19、CD27、CD45

共6个骨架抗体，Infinicyt软件通过骨架抗体将2管

数据融合成一管，可分析细胞总数达1 000万，可同

时分析10个荧光参数［8］，因此数据采用此软件分析

的称为 NGF。8C-Mem 组、8C-Cyto 组和 8C-2tubes

组合应用Diva分析，统称为常规8色组合。

5. 设门分析方法：在FSC-A/FSC-H点图上设P1

门去除黏连细胞，FSC-SSC点图上设P2门去除细胞

碎片及死细胞，CD45-SSC点图上设有核细胞P3门，

在CD38-CD138点图上设门P4，根据CD19和CD56

表达，对 CD19+CD56-正常浆细胞，CD19+CD56+、

CD19-CD56+和CD19-CD56-异常表型浆细胞分别设

门分析各抗原表达情况，进一步分析各群细胞 cκ/cλ

比值，确定浆细胞克隆性（图1）。

6.判断标准：异常浆细胞（Abnormal plasma

cells，aPC）：浆细胞膜抗原出现以下异常表达时则

定义为 aPC，如抗原 CD38 呈阳性或弱阳性表达、

CD138呈强阳或弱阳性表达、CD81和CD27呈弱阳

或阴性表达和CD117呈阳性表达；以20名对照者正

常浆细胞（Normal plasma cells，nPC）CD19-CD56+、

CD19+CD56+和CD19-CD56-抗原表达的平均值作为

临界值，分别为 7.23％、23.00％和 2.61％，超过临界

值则定义为 aPC。克隆性浆细胞（Clone plasma

cells，cPC）：20名对照者 nPC均为轻链非限制性表

达，cκ/cλ的平均比值为1.41±0.30，cκ/cλ比值＞3.0或

＜0.3定义为cPC。MRD判断：出现aPC或cPC均为

MRD阳性（MRD+），同时出现 aPC和 cPC，以 cPC判

断MRD是否阳性。未见 aPC或 cPC仅见 nPC均为

MRD阴性（MRD-）。

7. 统计学处理：应用 SPSS 21.0 和 GraphPad

Prism7.0统计软件进行统计学分析。比较各方法检

测MRD结果的阳性率采用χ2检验，比较各群细胞比

例采用非参数检验中Wilcoxon检验，不同组合对同

一患者检测结果的比较使用配对 t检验，以 P＜0.05

为差异有统计学意义。

结 果

1. 常规 8 色组合检测结果及敏感性：8C-Mem

组检测MRD的阳性率为 84.2％（64/76），aPC比例

均值为 0.5254％（0.0009％～4.2630％）；8C-Cyto组

检测 MRD 阳性率为 85.5％（65/76），cPC 均为胞质

轻链限制性表达，限制性表达 cκ时，cκ/cλ比值为

80.0（22.1～4553.5），限制性表达 cλ时，cκ/cλ比值为

0.01（0.001～0.12），cPC 比 例 均 值 为 0.5528％

（0.0011％～4.9200％）。8C-2tubes 组检测 MRD 阳

性率为 86.8％（66/76）（表 2）。8C-Mem 与 8C-Cyto

组间总浆细胞比例差异无统计学意义（P＞0.05），说

A-D：分别设P1、P2、P3、P4门；E：分析P4门内细胞；F：cκ-cλ散点图

图1 流式细胞术检测多发性骨髓瘤患者微小残留病的分析方法
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明破膜不影响浆细胞的比例。8色组合每管获取5×

106个有核细胞，cPC 或 aPC 最低为 30 个确定为阳

性，8色组合的敏感度能达到6×10-6（30/5×106）。

2. NGF检测结果及敏感度：NGF确定的 cPC均

为胞质轻链限制性表达，NGF检测MRD阳性率为

88.2％（67/76），cPC 比 例 均 值 为 0.3530％

（0.0003％～3.9600％）。NGF 应用 Infinicyt 软件将

8C-2tubes组数据融合成一管，可分析细胞数达 10×

106个，cPC最低数为30个确定为阳性，敏感度为3×

10-6（30/10×106），NGF检测敏感度高于常规 8色组

合（表2）。

3. MRD 阳性率的比较：比较常规 8 色组合与

NGF 检测 MRD 阳性率发现 8C-Mem 组 MRD 阳性

率最低，仅为 84.2％，低于 NGF 的 88.2％（P＜

0.001）；8C-Cyto组MRD阳性率为85.5％，低于NGF

的 88.2％（P＜0.001）；8C-2tubes 组 MRD 阳性率为

86.8％，低于NGF的 88.2％（P＜0.001）（表 2），证实

NGF检测MRD阳性率高于常规8色组合，8色组合

中8C-2tubes 组阳性率最高。

4. 不同判断标准对MRD阳性检出率的影响：

NGF组合中分别以 aPC和 cPC作为判断MRD的标

准，8C-Cyto组和8C-2tubes 组以cPC作为判断MRD

的标准，8C-Mem组以 aPC作为判断MRD的标准。

NGF 两种标准判断 MRD 的阳性率相同，均为

88.2％（67/76），MRD+及 MRD-结果一致的标本 65

例和7例，总一致率为94.7％（72/76），4例结果不一

致，2 例标本可见 aPC，但胞质轻链检测证实为非

cPC，另外 2例标本未见到 aPC，但胞质轻链检测为

cPC。8C-Mem组和8C-Cyto组，MRD+及MRD-结果

一致的标本 62 例和 9 例，总一致率为 93.4％（71/

76），5 例结果不一致，2 例可见 aPC 且异常表达

CD138和CD81，但胞质轻链检测证实为非 cPC，另

外 3 例标本未见到 aPC，但胞质轻链检测为 cPC。

8C-Mem 与 8C-2tubes 组，检测总一致率为 92.1％

（70/76），8C-Cyto 组和 8C-Cyto 组中膜抗原检测总

一致率为 94.7％（72/76）（表 3）。结果显示，各组中

均有胞膜抗原与胞质轻链非限制性表达不一致的

标本，胞质轻链的检测较胞膜抗原更准确，增加检

测特异性。

5. 8 色组合检测的优劣分析：8 色组合与 NGF

相比较，3组8色组合均有MRD检测不一致的标本，

从表 4 可以看出，敏感性和阴性预测值：8C-2tubes

组最高，分别为97.0％和80.0％，其次是8C-Cyto组，

8C-Mem 组最低；特异性和阳性预测值：8C-2tubes

组和 8C-Cyto 组最高，分别为 88.9％和 98.5％，

8C- Mem 组最低；准确性：8C- 2tubes 组最高，为

96.0％，其次是8C-Cyto组，8C-Mem最低。综合比较，

8色组合中，8C-2tubes 组最优，其次是8C-Cyto组。

6. 8C-Cyto组与NGF检测结果比较：两组共检

测76例样本，72例结果一致，4例结果不一致。3例

标本 NGF 组合检测 MRD +，但 8C-Cyto 组检测为

MRD-，3例NGF组检测 cPC的比例均小于0.003％，

其中 1 例伴 CD19 的异常表达，另 2 例伴 CD38、

CD56 或 CD27 的异常表达，3 例 8C-Cyto 组未显示

为 cPC，应为 8C-Cyto组检测假阴性。1例 8C-Cyto

组检测为MRD+，但NGF组合检测MRD-，该例样本

cPC 比例为 0.0630％，伴有 CD19、CD56、CD27 和

CD45的异常表达，NGF组未显示 cPC和 aPC，这一

例为NGF假阴性。

讨 论

多参数流式细胞术检测MM-MRD已在临床得

到广泛应用。主要依据 nPC 与 cPC 抗原表达谱不

同，来判断克隆性浆细胞。我们分析 76 例治疗后

MM-MRD 患者中 67 例存在 cPC，97％（65/67）cPC

存在 CD19、CD56的异常表达，与文献报道一致［10］，

3％（2/67）的克隆性浆细胞CD19、CD56正常表达，

nPC 的表达也存在异质性，小部分出现 CD19、

CD56、CD81 的异常表达［1］，因此通过膜抗原识别

MRD比较困难。对于普遍采用20％作为抗原表达

的临界值用于所有MM-MRD检测，会导致检测结

果不准确［11］。我们分析 8C-Mem 组采用 20％作为

临界值，结果 8C-Mem 组 CD56+、CD19-表达高于

20％的标本为 81.6％（62/76），低于本组的 84.2％

（64/76），结果有差异的 2 例存在 CD56+CD19-的异

常表达，比例分别为 7.45％和 8.42％，其中 1 例

CD117少数表达，比例为 11.0％，经 8C-Cyto组证实

为 cPC，说明 CD56、CD19 和 CD117 以 20％作为临

界值会使 8C-Mem组出现假阴性。胞质轻链 cκ/cλ

比值目前公认的比值为0.3～3.0［11］，我们建立了cκ/cλ

的正常值，均值±3s（0.51～2.31）为界，增加了8C-Cyto

组、8C-2tubes 组及NGF的假阳性结果，因此我们采

用 cκ/cλ比值＞3.0 或＜0.3 判断浆细胞轻链的限制

性表达。

8C-Mem组通过胞膜抗原异常表达判断MRD，

以 aPC 值判断 MRD 的阳性率达 84.2％（64/76），低

于NGF的88.2％（P＜0.001），结果有7例不一致，此

组特异性最低，仅为 77.7％。表明 8C-Cyto组增加



·516· 中华血液学杂志2019年6月第40卷第6期 Chin J Hematol，June 2019，Vol. 40，No. 6

了假阳性，仅用膜抗原判断MRD会造成错误，须检

测胞质轻链或增加胞膜抗原的数量如 CD200 和

CD269。

8C-Cyto 组增加了胞质轻链，少了 CD117 和

CD81 膜抗原，用 CD38/CD138 设门，用 6 个胞膜抗

原初步确定aPC，阳性率达到83.0％（63/76），进一步

分析胞质限制性轻链的表达，阳性率提高到 85.5％

（65/76），结果不一致的2例，MRD均小于0.01％，通

过克隆性浆细胞反圈门，发现存在CD38、CD19或

CD27的弱表达。结果显示当浆细胞比例较低时，

膜抗原的弱表达较难发现，通过膜抗原判断 MRD

会出错，需联合胞质轻链进行判断。有文献报道采

用 8 色荧光抗体组合检测 MM-MRD，每管获取

750 000个有核细胞时，MRD阳性率可达82.0％［11］，

本研究在此基础上将获取细胞数提高到 5×106个，

细胞数是前者的6～7倍，证实通过提高细胞数能提

高8C-Cyto组MRD检测阳性率和敏感性。

8C-2tubes 组合，检测 8 个胞膜抗原与胞质轻

链，MRD 阳性率为 86.8％（66/76），低于 NGF 的

88.2％（P＜0.001），结果不一致的 3 例，2 例 NGF-

MRD+，这 2例 cPC浆细胞比例均小于 0.01％，其中

1例0.0009％、0.0036％，存在CD38、CD27或CD138

的弱表达，而 8C-2tubes 组MRD-，证实为 8C-2tubes

组 假 阴 性 ；1 例 8C- 2tubes 组 MRD + ，比 例 为

0.0630％，而 NGF-MRD-，证实为 NGF 假阴性。结

果证实，获取细胞数仍是影响检测敏感性和特异性

的重要因素，尽管8C-2tubes 组在8色常规组合中敏

感性、特异性和准确性最高，但该组缺点是两管数

据太大，Diva分析软件处理数据耗时长，效率低，而

且Diva软件不能将两管数据进行融合，因此不建议

使用。

NGF最突出的特点是采用 Infinicyt软件把 2管

表2 常规8色组合与二代流式细胞术（NGF）检测76例多发性骨髓瘤患者微小残留病阳性率及浆细胞比例比较

组别

NGF

8C-Mem

8C-Cyto

8C-2tubes

以cPC或aPC为判断标准

MRD+［例（％）］

67（88.2）

64（84.2）

65（85.5）

66（86.8）

χ2值

NA

24.452

39.105

43.998

P值

NA

＜0.001

＜0.001

＜0.001

总浆细胞

比例［％，均值（范围）］

0.2693（0.0200～4.3050）

0.2606（0.0040～3.7680）

0.3174(0.0045～7.3890)

0.3430(0.0067～7.4620)

Z值

NA

2.963

1.106

1.357

P值

NA

0.003

0.269

0.175

注：P值均为与NGF组合相比较；NA：不适用

表3 常规8色组合检测76例多发性骨髓瘤患者微小残留病的结果比较（例）

组别

8C-Mem

8C-Cyto

MRD+

MRD-

MRD+

MRD-

8C-2tubes

MRD+

62

4

65

1

MRD-

2

8

0

10

χ2值

30.362

NA

P值

＜0.001

NA

组别

8C-Mem

8C-Cyto

（膜）

MRD+

MRD-

MRD+

MRD-

8C-Cyto

MRD+

62

3

62

3

MRD-

2

9

1

10

χ2值

36.566

43.509

P值

＜0.001

＜0.001

注：P值为分别与8C-2tubes组和8C-Cyto组检测结果比较；NA：不适用；8C-Cyto（膜）：8C-Cyto组中的膜抗原

表4 常规8色组合与二代流式细胞术（NGF）检测76例多发性骨髓瘤患者微小残留病结果比较（％）

组别

8C-Mem

8C-Cyto

8C-2tubes

MRD+

MRD-

MRD+

MRD-

MRD+

MRD-

NGF（例数）

MRD+

62

5

64

3

65

2

MRD-

2

7

1

8

1

8

敏感性

92.5

95.5

97.0

特异性

77.7

88.9

88.9

准确性

90.7

94.7

96.0

阳性预测值

96.9

98.5

98.5

阴性预测值

58.3

72.7

80.0

注：敏感性、特异性、准确性、阳性预测值、阴性预测值均为与NGF组合检测结果比较
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数据融合成一管，可分析细胞数高达 10×106个，应

用 CD38/CD138 设门，通过 CD19、CD56、CD27、

CD81、CD117、CD45 的表达判断是否为 aPC，精确

锁定异常浆细胞后，分析其胞质轻链的表达。结果

显示，88.2％（67/76）MRD+样本存在cPC，97.0％（65/

67）cPC至少有2种膜抗原异常表达，与文献报道一

致［10］。根据国际多发性骨髓瘤工作组最新共识建

议，MM-MRD检测需报告最低检测极限和最低定

量极限，两值与获取细胞数相关［12］。NGF获取 10×

106个，检测极限为0.0003％，定量极限为0.0005％，

本研究检测到最低比例为 0.0003％，与国际推荐一

致。根据最新MM疗效标准认为流式MRD＜10-5，

定义为MRD阴性［8］，NGF检测能达到 10-6，能满足

临床MM-MRD检测需求。

总之，抗体越多，细胞数获取的越多，对 aPC和

cPC 的判断更准确。本研究应用的抗体组合与欧

洲流式推荐的 2 管 8 色相同，8C-Cyto 组与国内报

道的 8 色单管抗体相同［9］，仅荧光通道不同，结果

验证了 4 种方法检测 MRD 阳性率、敏感性及特异

性等。当获取细胞数≥5×106个时，敏感度均能达

到10-5～10-6。本研究结果显示NGF的敏感性最高，

其次是 8C-2tubes 组、8C-Cyto 组，8C-Mem 最低。

进一步证实反应浆细胞克隆性的胞质轻链较胞膜

抗原更特异，胞膜抗原异常表达并不能完全代表

cPC，建议同时检测胞膜抗原和胞质轻链，有条件者

选用 NGF 方法，常规 8 色组合综合考虑建议采用

8C-Cyto组。
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