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多发性骨髓瘤残留监测的方法学进展
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【摘要】 多发性骨髓瘤是发生于骨髓的多灶性浆细胞肿瘤，它与血清和/或尿M-蛋白有关。大多数病例有广

泛的骨髓累及。临床表现变化大，从无症状到侵袭，其临床表现主要是由于异常的免疫球蛋白链沉积所致。近年

来，多发性骨髓瘤(MM)的治疗方法发生了很大的变化，大大提高了多发性骨髓瘤的缓解率，但是其复发率也很高，

表明现有的检测方法不能检测出一些微量的持续性异常。传统的外周血、骨髓细胞形态学、影像学检查等检测手

段仍很重要，但是，Allele-specific聚合酶链反应、下一代测序和多色流式细胞术使微小残留病(MRD)检测灵敏度

达到10-5~10-6，具有更高敏感性，而新一代的质谱流式细胞术将更有助于评估治疗反应和理解耐药机制。
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【Abstract】 Multiple myeloma (MM) is a multifocal plasma cell tumor, arising from bone marrow, which is asso-

ciated with serum and/or urinary M-protein. And it invades bone marrow extensively in most cases. Clinical manifesta-

tions vary significantly, from symptomless to invasion, and they are mainly due to abnormal immunoglobulin chain depo-

sition. Recently, the treatment of multiple myeloma has undergone great changes, which considerably improved the re-

mission rate of multiple myeloma, but its recurrence rate is also high, indicating that the existing detection methods can

not detect some minor persistent abnormalities. Though traditional monitoring methods such as the morphology of pe-

ripheral blood and bone marrow cells and the imageology are still important, allele-specific polymerase chain reaction,

new-generation sequencing (NGS) and multicolor flow cytometry enable minimal residual disease (MRD) detection

have the higher sensitivity up to 10-5 to 10-6. The flow cytometry with mass spectrometry (MS) will help assess respons-

es to novel therapeutics and increase our understanding of mechanisms of resistance.
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多发性骨髓瘤(MM)是一种恶性疾病，其特征是骨

髓或髓外(很少见)出现克隆增殖的异常浆细胞(PC)，

产生单克隆免疫球蛋白(IgG、IgA、IgD、IgE免疫球蛋

白)和/或单克隆免疫球蛋白轻链(κ/λ)。近年来，多发

性骨髓瘤的治疗方法迅速发展[1-3]。使用某些药物，如

沙利度胺、莱利多胺进行高剂量化疗(HDCT)后，然后

进行自体造血干细胞移植，使多发性骨髓瘤患者能够

实现相当高的总体生存率(OS)。靶向治疗以及自体造

血干细胞移植(AUTO-HSCT)促进了多中心国际临床

研究。新型药物的治疗增加了完全缓解率(CR)，然而

在高危和难治性的多发性骨髓瘤患者中，虽然有超过

30%的MM病例达到CR，但是其中大多数患者都有复

发。CR，甚至是严格意义的完全缓解(sCR)并不足以

识别患者群体对治疗的良好反应和疾病进展的低风

险。因此有必要对使用高敏感度和高特异性的方法

对缓解程度进行更深层次的评价。AS-PCR和多色流

式细胞术(MFC)是能够最大限度的识别出在治疗结束

后仍存在的恶性浆细胞的主要方法。2011年，IMWG

基于用AS-PCR和MFC检测异常残留浆细胞的优势，

增加了免疫表型和分子缓解的条件[4]。本文对检测和

评估多发性骨髓瘤缓解的传统方法以及新近出现的

方法学做一简要的综述。

1 骨髓形态学

骨髓细胞形态学是目前最广泛的评估肿瘤负荷

的方法。CR的标准是骨髓涂片中的浆细胞<5%。但

是形态学研究应与免疫学检查相结合 [5]。CHEE 等 [6]

的一项研究表明，仅单克隆轻链(FLC)检测不足以确

定 CR，10%的 FLC 比率正常的患者在 BM 涂片中存

在>5%的浆细胞。在一组 92 例免疫化学检测结果

阴性的患者中，13 例患者(14%)在骨髓涂片中浆细

胞大于 5%，而这些患者的总生存率低于<5%浆细胞

的患者(分别为 5.7 年和 7.9 年)。通过骨髓细胞形态
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学计数浆细胞的比例，不能很好的评估患者的预后

及复发。

2 血清和尿液的免疫学检测

通过电泳和免疫固定电泳法定量测定血清和尿

液中的M-蛋白和FLC (游离单克隆轻链)，用于诊断和

监测MM的治疗反应。血清游离单克隆轻链(FLC)定

量已成为常规检测。 FLC比率是MM的一个独立的

预后因子，并且能评估疾病的进展[7]。然而，使用FLC

定量评估MRD并不能有效地划分不同的风险群体。

根据MARTINEZ-LOPEZ等[8]的研究，在94例CR患者

中，69例患者(73%)达到了 sCR，但在CR和 sCR组中，

疾病的进展时间(CR和 sCR的平均进展时间分别为53

和 62 个月)没有明显的差异。在由 LOPEZ-ANGLA-

DA 等 [9]进行的 130 例患者的研究中获得了类似的数

据。PAIVA等[10]的研究表明，根据GEM 05>65岁的治

疗方案，在 260 例接受治疗的 MM 患者中，43%达到

CR，30%达到 sCR，30%达到免疫化学特异性缓解

(IR)。然而，在CR和 sCR患者中，生存率没有明显的

差异；与CR和 sCR患者相比，IR患者表现出了较长的

无复发生存期(RFS)。此外，一些CR患者保留了阳性

的免疫固定电泳检测结果，但在这些患者中没有发现

M蛋白。在MRD阳性患者中，其免疫固定电泳检测

结果阴性，达到了 IR，但在这些患者中，随后又检测到

M-蛋白(中位数为3个月)。在 sCR患者中观察到类似

的情况，在诱导治疗后13个月表现出疾病进展[11]。

3 细胞遗传学检测

有研究显示，影响多发性骨髓瘤进展期和 OS 最

重要的独立参数是 FISH检测细胞遗传畸变、IR及年

龄(60岁以下或以上)[11]。发病时检测到的染色体缺陷

决定了MM的风险。用FISH方法预测疾病所需的基

本组套包括染色体易位 t (4; 14)(p16; q32) (出现频率：

13%)、t (14; 16) (q32; q23) (出现频率：3%)和染色体缺

失 del17p13 (出现频率：12%)。除此之外还可包括 t

(11; 14) (q13; 32) (出现频率：15%)、13q 缺失(出现频

率：46%)、1 号染色体的异常，如 1q 重复(出现频率：

38%) [12]。高危的多发性骨髓瘤包括 t (4; 14)、t (14; 16)

或 del (17p) [13]。微小残留病诊断(MRD)基于 FISH 检

测有一定的局限性，一方面由于治疗后残余浆细胞数

量少，另一方面FISH方法的灵敏度不足(10-2~10-3)，只

高于形态学检查(10-1)一个数量级。

4 Allele-specific PCR
该方法是通过检测免疫球蛋白基因可变区域的

特异性重排来确定肿瘤浆细胞的克隆性。B细胞的正

常成熟包括V、D和 J片段的重排，这些片段的组合形

成了复杂的 Ig基因(IGH、IGκ和 IGλ)，其编码多个可变

免疫球蛋白分子结构域。在V(D)J段连接的位点上随

机插入和缺失，引起每一个B细胞(包括癌细胞)独特

的可变区。在每个患者的骨髓瘤细胞中发现的连接

区域被用作特定于肿瘤特异性的靶标，以设计特定于

等位基因(或患者特异性)引物。自上世纪 90 年代以

来，巢式PCR用于检测克隆重组，随之而来的是实时

定量PCR技术。

AS-PCR 的缺点包括技术困难和适用性有限(没

有适当的目的基因可以分析)。PUIG 等 [14]的研究显

示，AS-PCR只能在42%的多发性骨髓瘤病例中使用，

而在 SARASQUETE 等 [15]的研究中适用于 75%的病

例。然而，在SILVENNOINEN等[16]的研究中进行的一

系列修饰之后，AS-PCR 的适用于 100%的病例。此

外，分子方法没有考虑遗传异质性和克隆选择，可能

导致在疾病治疗过程中一些亚克隆检测不到[17-18]。然

而，选择更好的引物和探针 [16]，或选择除 IgH-VDJ 以

外的靶点，如 kappa 缺失区 [19]，可以提高 ASO-PCR 的

特异性、敏感性和适用性。

5 下一代测序

下一代测序(NGS)是基于使用一套引物(而不是

针对每一个患者)，它允许放大和测序给定样本的免

疫球蛋白基因的所有重组片段 (≥105)。这个方法

证明适用于超过 90%的 MM 病例，其敏感性≤10-6。

在MM初诊时，检测到 Ig基因的克隆重组，其用于作

为后面检测 MRD 的靶标 [21]。在 MARTINEZ-LOPEZ

等 [21]的研究中，MRD 患者(n=133)被分成三组：高水

平组 (≥10-3)、中等水平组 (10-3~10-5)和低水平组 (<

10-5)；结果显示各组在进展时间上有很大差异(分别

为27、48和80个月)。NGS定量检测最小残留病灶有

一定的困难，尤其是在 Ig基因的多克隆重组中，检测

到的克隆重排的比例取决于正常B细胞数量多少，其

数量是变化的，并且与治疗方式有关。NGS 采用

MM 患者外周血评估 MRD 显示出其优势，这是一种

无创的检测方法[21-22]。

6 全身磁共振成像(MRI)和正电子发射/计算机

断层摄影(PET /CT)
由于多发性骨髓瘤存在髓外复发的可能，MRI和

PET/CT的使用使得BM中MRD阴性的患者能够全面

的评估缓解状态。GALTSEVA等[23]在2015-2016年进

行的一项研究中发现，113 例患者中，有 4 例 BM 中

MRD 阴性，但在血液中检测到 M 蛋白，MRI 检测确

认存在髓外软组织浆细胞瘤。全身MRI是检测脊椎

骨的病变、提供完整的相关组织损伤程度和性质以

及BM浸润的性质(局限性、弥漫性等)的最敏感的非

侵入性可视化方法。但是值得注意的是，无论患者

对治疗方案有无反应，在治疗后的几个月，都会观察

到局部病变持续存在，这与反应性的水肿或者残留

病变细胞的存在有关，导致血清学反应与 MRI 对缓

解评估不一致。所以建议在治疗后 3 个月进行 MRI
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检查[24]。PET/CT通过FDG的摄取评估髓外和髓内病

变的细胞代谢，从而定位病变，并识别溶骨损伤[25]。事

实证明，HDCT 和/或 AUTO-HSCT 后，存在异常的

FDG摄取细胞，提示预后不良[26]。有研究显示，采用沙

立度胺/地塞米松诱导治疗，然后进行AUTO-HSCT，有

63%的患者PET/CT显示存在病变，这些患者显示不好

的预后；自体造血干细胞移植后3个月无异常FDG摄取

的患者预后较好；CR患者中有23%显示摄取FDG，这

些患者生存期较短[27]。但是，PET/CT在感染或炎症过

程中可产生假阳性和假阴性[280]。对比全身MRI和PET/

CT，表明PET/CT具有与MRI相似的敏感性，但特异性

更强。

7 多色流式细胞

浆细胞是产生抗体终末期B细胞。尽管浆细胞几

乎可以在每个组织中产生，但大多数浆细胞是由抗原

激活的B淋巴细胞通过多步骤转化成熟而来的，从次

级淋巴组织如淋巴结、脾脏和黏膜相关的淋巴组织开

始产生[29]。这些组织中，新近产生的浆细胞通过外周

血迁移，到达骨髓和其他外围组织(如脾脏和胃肠黏

膜)中存活下来，这些地方通常可以检测到长期存活的

浆细胞[30]。因此，早期的浆细胞可以在次级淋巴组织

和外周血中检测到，而终端分化的浆细胞通常出现在

骨髓中[31]。骨髓浆细胞通常缺乏大多数泛B细胞标记

的表达，如CD20、CD22和膜表面免疫球蛋白(SmIg)；

此外，骨髓浆细胞显示出异质性的 CD19 的表达，

CD45low和CD56-/low、CD38和CD138高表达[32]。值

得注意的是，尽管骨髓浆细胞的常见免疫表型如此，但

是骨髓浆细胞是由几个不同表型的细胞亚群组成，其

显示了与成熟相关的特征[33]。例如，大多数正常/反应

的骨髓浆细胞表达CD19，但是其中有约三分之一的正

常浆细胞CD19-；相似的是，尽管大多数CD19+、CD19-

正常/反应性骨髓浆细胞 CD45+CD56-CD81+，但是一

小部分CD45-CD81-CD56 +的是正常/反应性浆细胞，

特别是 CD19-骨髓浆细胞群中 [34-35]。这些少量的小

亚群的骨髓浆细胞的精确生理意义还有待进一步研

究，有可能与不同的成熟度的浆细胞有关，随着细胞

成熟度的增加，细胞数量减少，例如，从主要 CD19+

CD56-细胞群到小的 CD19-CD56-和 CD19-CD56 +细

胞群[36]。

骨髓瘤细胞的表型与正常的浆细胞不同。用于

检测骨髓瘤 MRD 相关的异常抗原表达标记包括

CD19、CD56、CD45、CD38、CD27，以及较少的 CD20、

CD28、CD33、CD117 和 SmIg [37]。联合检测这些标记

(或其中部分标记)和胞质免疫球蛋白(CyIg)κ/λ轻链可

进一步确定可疑的克隆性浆细胞。近年来，新发现了

一些骨髓瘤细胞的抗原标记，其中，CD81、CD200、

CD54和CD307等已成为最为熟知的标记[38-39]。但是，

骨髓瘤细胞出现每个异常标记的频率变化很大[40-41]，

除此之外，标记抗体所用的荧光素、抗体的克隆号及

不同厂家生产的抗体都可能对骨髓瘤细胞表型产生

影响。总而言之，不能采用单一的抗原表达异常来判

断正常浆细胞与肿瘤浆细胞。确定正常与肿瘤浆细

胞，需要采用多种抗体标记共同判定。例如，CD19在

肿瘤性浆细胞上是不表达的，但是MM-MRD 时CD19

可以表达在肿瘤浆细胞上[42]，也有大约30%的病例，反

应性/正常浆细胞不表达CD19 [43]，相似的，CD56被认

为表达在骨髓瘤细胞，但是，有少部分正常/反应性的

浆细胞出现CD56不同强度的表达[44]。CD28、CD45、

CD81、CD27和CD200等异常标记也表达在一些正常

浆细胞。但是，到目前为止，CD117 还未发现表达于

正常浆细胞。因此，不能仅凭一个或者两个细胞标记

判断浆细胞的正常与否，对怀疑的小亚群浆细胞加做

更多的抗原标记，如 cKAPPA或 cLAMBDA，提高检测

的敏感度[45-46]。

8 质谱流式细胞术[47]

目前的流式细胞检测系统采用荧光基团标记抗

体，荧光基团的发射光谱一般比较宽，会发生重叠，这

一方面限制了检测通道的数量，很多通道的信号需要

复杂的补偿计算；而质谱流式细胞仪采用金属同位素

标记，可以同时检测大量的分子标记，实验数据表明，

相邻通道间的干扰很少，无需计算补偿；金属元素在

细胞中的含量极低，且金属同位素与细胞组分的非特

异性结合能力极低，所以信号背景也极低。采用飞行

质谱流式细胞技术，可以同时检测大量的分子标记，

其不仅能检测出极低量的骨髓瘤细胞，还可以分析其

微环境，有助于评估新的治疗方法和对耐药的理解。

质谱流式细胞术是利用质谱原理对单细胞进行多参

数检测的流式技术。它继承了传统流式细胞仪的高

速分析的特点，又具有质谱检测的高分辨能力。针对

细胞表面抗原的靶向治疗的出现，相应的就需要采用

更多的抗体标记来检测残留的异常细胞，质谱流式细

胞术通道间的低补偿，可以同时检测大量的分子标

记，这是未来MRD检测的一个新的技术。

9 小结

靶向治疗以及免疫治疗等新的治疗方法的出现

大大提高了治疗的有效性和缓解率。传统的骨髓细

胞形态学和免疫化学检测方法并不能充分评估患者

的生存率和无进展生存期。MRD阴性的患者逐年增

加，研究也证实了MRD阴性的患者具有更长的PFS和

OS。影像学检查有助于全面评估患者的缓解状态，流

式细胞术和分子检测有具有较高的分析敏感性，但是

每一种方法都有它自己的缺点。这也显示出了平行

分析各种检测结果的重要性，尤其是在不同方法的检

测结果不一致的时候。随着检测技术的发展，识别罕
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见异常浆细胞的灵敏度可以达到 10-6，分子检测

(AS0-PCR和NGS)、细胞检测(MFC)都能有效的监测

多发性骨髓瘤的MRD，这些监测方法也有助于临床调

整治疗方案，而质谱流式细胞术将更有助于检测出微

量残存的异常浆细胞。
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