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  摘 要:血液肿瘤,如淋巴瘤、骨髓瘤和髓系肿瘤,可发生在髓外组织中。传统的组织病理形态学和免疫组

化染色检查存在标本处理耗时久、结果报告周期长等局限性,且在样本细胞数量较少的情况下,其检测灵敏度

相对较低。流式细胞术在检测组织样本时具有检测过程快、结果报告周期短,检测结果准确性和灵敏度高等优

点,可作为病理形态学和免疫组化染色检查方法的有效补充。然而,目前流式细胞术在组织样本检测的应用

中,如何对组织样本进行采集与保存、如何对组织样本进行单细胞悬液制备、在样本量少的情况下如何设计抗

体组合方案、如何进行检测结果分析及结果报告等方面缺乏统一的认识和规范。为推动流式细胞术在检测组

织样本中血液肿瘤细胞的规范化应用,中国生物工程学会细胞分析专业委员会组织专家制定了《流式细胞术检

测组织样本中血液肿瘤细胞的中国专家共识》(以下简称《共识》)。该《共识》详细阐述了流式细胞术检测组织

样本的技术要点,内容涵盖样本处理、抗体组合方案设计、检测结果分析、报告内容及质量管理等环节,并重点

推荐了组织样本细胞数量较少时流式细胞术检测的抗体组合方案和检测的结果分析方法。该文将针对《共识》
中的重点内容进行解读,以推动其在临床实践中更好的应用。
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Abstract:Hematologic

 

malignancies,such
 

as
 

lymphoma,myeloma,and
 

myeloid
 

neoplasms,can
 

occur
 

in
 

extramedullary
 

tissues.Traditional
 

histopathological
 

morphology
 

and
 

immunohistochemical
 

staining
 

have
 

lim-
itations,including

 

time-consuming
 

specimen
 

processing,prolonged
 

reporting
 

cycles,and
 

relatively
 

low
 

sensi-
tivity

 

in
 

cases
 

of
 

limited
 

cell
 

numbers.Flow
 

cytometry
 

offers
 

significant
 

advantages
 

in
 

detecting
 

tissue
 

sam-
ples,such

 

as
 

rapid
 

processing,shorter
 

reporting
 

cycles,and
 

high
 

accuracy
 

and
 

sensitivity,making
 

it
 

an
 

effective
 

complement
 

to
 

histopathological
 

and
 

immunohistochemical
 

methods.However,the
 

application
 

of
 

flow
 

cytome-
try

 

in
 

tissue
 

sample
 

detection
 

currently
 

lacks
 

standardized
 

protocols
 

for
 

sample
 

collection
 

and
 

preservation,
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single-cell
 

suspension
 

preparation,antibody
 

panel
 

design
 

for
 

limited
 

samples,data
 

analysis,and
 

result
 

repor-
ting.To

 

promote
 

the
 

standardized
 

application
 

of
 

flow
 

cytometry
 

in
 

detecting
 

hematologic
 

tumor
 

cells
 

in
 

tissue
 

samples,the
 

Cell
 

Analysis
 

Professional
 

Committee
 

of
 

the
 

Chinese
 

Society
 

of
 

Biotechnology
 

organized
 

experts
 

to
 

develop
 

the
 

Chinese
 

Expert
 

Consensus
 

on
 

Flow
 

Cytometry
 

for
 

Detecting
 

Hematologic
 

Tumor
 

Cells
 

in
 

Tis-
sue

 

Samples
 

(hereinafter
 

referred
 

to
 

as
 

the
 

Consensus).This
 

Consensus
 

elaborates
 

on
 

the
 

technical
 

aspects
 

of
 

flow
 

cytometry
 

for
 

tissue
 

sample
 

detection,covering
 

sample
 

processing,antibody
 

panel
 

design,data
 

analysis,
reporting

 

content,and
 

quality
 

management.It
 

particularly
 

emphasizes
 

recommended
 

antibody
 

panels
 

and
 

data
 

analysis
 

methods
 

for
 

flow
 

cytometry
 

when
 

tissue
 

sample
 

cell
 

counts
 

are
 

low.This
 

article
 

aims
 

to
 

interpret
 

the
 

key
 

points
 

of
 

the
 

Consensus
 

to
 

facilitate
 

its
 

better
 

application
 

in
 

clinical
 

practice.
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  流式细胞术(FCM)作为血液肿瘤诊断、分型、疗
效及预后评估的重要手段,在临床应用中展现了其独

特优势[1]。淋巴瘤、浆细胞肿瘤及髓系肿瘤等血液肿

瘤可发生于髓外组织。传统的组织病理形态学及免

疫组化染色检查存在标本处理耗时久、结果报告周期

长、样本细胞数量较少时检测结果灵敏度较低等局限

性。FCM在检测组织样本时具有检测过程快、结果

报告周期短、检测结果准确性和灵敏度高等优点,能
够成为病理形态学和免疫组化染色检查方法的有效

补充[2]。FCM通过检测组织样本中不同细胞的抗原

表达特征,能够快速区分细胞的系别、分化阶段及克

隆性,可用于血液肿瘤的诊断、分型、鉴别诊断及微小

残留病灶(MRD)监测,同时还可为患者的预后评估、
靶向治疗选择提供重要依据[3]。

然而,利用FCM检测组织样本时,在如何对组织

样本进行采集与保存、如何对组织样本进行单细胞悬

液制备、如何在样本细胞数量少的情况下设计抗体组

合方案、如何对检测数据进行分析及结果报告等方面

缺乏统一的认识和规范。为了促进FCM检测组织样

本中血液肿瘤细胞的规范应用,中国生物工程学会细

胞分析专业委员会组织了来自临床医学、检验医学和

病理学领域的多位专家,结合国内外最新研究和临床

实践,制定了《流式细胞术检测组织样本中血液肿瘤

细胞的中国专家共识》[4](以下简称《共识》)。该《共
识》内容涵盖了FCM检测的样本采集与处理、单细胞

悬液的制备与评估、流式抗体选择与抗体组合设计、
荧光染色与上机检测、结果报告内容、检测的局限性

及结果分析时的注意事项、质量管理7个方面,重点

针对组织样本细胞量较少时FCM检测的抗体组合方

案及检测结果的分析方法进行了详细的推荐。该《共
识》共形成10条相关建议,具体内容如下。

建议1:应根据不同的病变部位选择合适的样本

取材方法。用于FCM 检测的组织样本应具有代表

性,并有足够数量的细胞。送检样本不能使用固定剂

固定,并按要求及时送检。
建议2:应根据组织样本来源部位的不同,选择合

适的单细胞悬液制备方法。在FCM检测前应制备组

织标本的印片或细胞悬液涂片用于形态学观察,并在

FCM抗体组合方案中加入细胞活性染料[如7-氨基

放线菌素D(7-AAD)]进行细胞活性评估。
建议3:应根据样本细胞数量的多少,合理设计

FCM检测的抗体组合方案。在细胞数量少的情况

下,建议使用《共识》推荐的分步检测的抗体组合方

案,以确保肿瘤细胞检测的准确性。当细胞数量极少

仅能够完成一管的FCM 检测时,建议优先选择《共
识》推荐的“泛筛”管的抗体组合方案。实际检测过程

中,可根据取材部位肿瘤的发生率,调整抗体组合

方案。
建议4:建议参照《共识》推荐的“泛筛”管逻辑设

门分析方法对组织样本中肿瘤细胞的系别进行筛查。
细胞数量足够时,应根据筛查结果选择《共识》推荐的

后续抗体组合方案(“分型”管)进行分层检测,并进行

更为全面的诊断分析。
建议5:样本的细胞数量较少,选择“泛筛”管方案

检测时,建议再保留一管单细胞悬液备用。样本的细

胞数量充足,进行FCM检测时,在每支检测试管中应

加入大约5×105 个细胞。组织样本制备成单细胞悬

液后,应尽快完成FCM检测。
建议6:流式细胞仪应定期校准以保持仪器的精

确度。上机检测前应先使用校准微球调整仪器设置

和光路补偿。上机检测时,应避免检测管之间的交叉

污染。对于细胞数量较少的样本,应从上样检测开始

时立即记录数据,直至获取检测管中的全部细胞。
建议7:FCM 检测结果报告单应包含患者信息、

样本类型和检测内容等基本信息,以及仪器型号、样
本制备方法、所使用的抗体信息等检测信息。应对所

检测标本中的细胞分类及结果分析进行描述,应给出

相应的诊断结论、诊断提示或进一步检测的建议,并
附上典型改变的流式分析图。

建议8:报告解读时需充分了解FCM检测组织样

本的局限性。当FCM 检测结果和病理诊断(主要指

病理形态学和免疫组化染色检查)结果不一致时,须
分析检测结果差异产生的原因,并做好和临床、病理

科室的沟通。
建议9:开展FCM检测组织样本中血液肿瘤细胞

项目的实验室,应对该项目开展实验室间比对,以确
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保检测结果的质量。
建议10:结果分析时,须注意因送检样本接触到

固定剂导致部分荧光素抗体染色失败的可能性。来

自淋巴结生发中心或胸腺的样本可能包含具有特殊

表型的正常细胞群,需要与肿瘤细胞相鉴别。免疫靶

向治疗的应用可能导致肿瘤细胞某些标志物丢失,设
门时需采取多个抗体标志联合设门。此外,须注意对

复合淋巴瘤、不同部位存在不同组织学亚型的淋巴

瘤、肿瘤细胞在不同部位的分化发育可能不同步或免

疫表型不一致的病例的结果进行分析。
本文将对该《共识》中推荐的组织样本细胞量较

少情况下的FCM“泛筛”管与“分型”管如何应用等重

点内容进行解读,以推动其在临床实践中的应用。
1 检验前注意事项

  组织样本与血液、骨髓液、胸腔积液、腹水、脑脊

液等液体样本不同,组织样本的取材部位、组织结构、
细胞脆性及细胞凋亡敏感性等因素均可能影响FCM
检测结果的准确性[5]。《共识》对组织样本的送检要

求做出了推荐,包括:(1)送检FCM检测的组织样本,
应取自与组织病理形态学和免疫组化染色检查样本

相邻的部位;(2)内镜下活检取材的组织样本至少送

检2块,且每块长度应>0.5
 

cm;手术切除取材的组

织样本至少提供1块,且长度应>1
 

cm;对于纵隔或

腹膜后等深部病变部位,样本取材首选粗针穿刺,建
议送检组织样本2条以上;若为细针穿刺,推荐送检

组织样本3~4条;(3)组织样本需置于等渗缓冲液中

低温运输保存,严禁使用含甲醛等固定剂的溶液[6],
并于取材后立即送检;(4)组织样本需制备成单细胞

悬液后进行FCM检测。《共识》对单细胞悬液的制备

方案及质控也做了推荐,包括:(1)手工研磨法是常用

的单细胞悬液制备技术,有条件的机构也可使用全自

动组织处理仪;(2)实体器官(胃肠道、肺脏、肝脏、皮
肤)来源的组织样本在制备单细胞悬液时,建议根据

不同组织样本来源的特性,选择适当的消化酶处理样

本,以确保细胞活性和抗原表位的完整性;文献[7-8]
推荐的酶包括Dispase(可分解细胞外基质,特别是胶

原Ⅳ和纤连蛋白)、Collagenase(可分解胶原蛋白,释
放细胞)、Hyaluronidase(可降解透明质酸)、DNase-Ⅰ
(可防止细胞聚集)、Accutase(可提高细胞产量和抗原

保存)和TrypLE(可模拟胰蛋白酶活性,改善细胞存

活率)等;(3)完成单细胞悬液制备后,推荐使用台盼

蓝或7-AAD染色进行细胞活性评估;(4)建议对制备

组织样本的印片或细胞悬液涂片进行形态学观察,为
FCM检测结果提供一定参考。
2 检验中注意事项

2.1 抗体组合方案设计 FCM 检测组织样本时的

抗体组合方案的设计与待检测样本细胞数量的多少

有关。对于细胞数量少的样本,检测时应侧重选择用

于判定肿瘤细胞系别、发育阶段及克隆性的抗体组合

方案;而对于细胞数量充足的样本,抗体组合方案设

计应尽可能全面,在判定肿瘤细胞系别、发育阶段及

克隆性的抗体组合的基础上,进一步加入可区分肿瘤

亚型的抗体。此外,抗体组合方案的设计还应考虑患

者的病史、临床表现及病变部位等信息,例如:(1)对
于初诊患者,抗体组合方案应能识别肿瘤细胞来源的

系别、鉴定肿瘤类型及区分肿瘤亚型;(2)对于已有诊

断倾向的患者,应以病史和初诊时肿瘤细胞的免疫表

型作为选择抗体组合方案设计的依据;(3)对于复诊

患者,抗体组合方案应能准确识别 MRD[9]。此外,
《四色流式细胞术用于急性白血病免疫分型的中国专

家共识(2015年版)》[10]、《急性白血病系别判断的流

式细胞免疫分型专家共识》[11]及《流式细胞学在非霍

奇金淋巴瘤诊断中的应用专家共识(2016年版)》[12]

等也可以为FCM检测组织样本抗体组合方案的设计

提供参考。
根据待检测样本细胞数量的不同,该《共识》提出

了逐步分层检测的抗体组合方案,分为“泛筛”管和

“分型”管。对于细胞数量较少的样本,推荐优先使用

“泛筛”管抗体组合方案进行初步检测,全面筛查异常

细胞并分析其系别来源。若剩余样本量可以支持进

一步检测,则可根据“泛筛”管的系别分析结果,再选

择与之对应系别的“分型”管抗体组合方案进行下一

步检测,“分型”管推荐的抗体组合方案可以用于B细

胞系、T细胞系、自然杀伤(NK)细胞系、浆细胞系、幼
稚细胞系及非造血细胞系来源的异常细胞的全面免

疫表型分析。具体“泛筛”管和“分型”管的抗体组合

方案见表1。

表1  《共识》推荐的抗体组合方案

分类 名称 FITC PE
PerCP-
Cy5.5

PE-Cy7 APC APC-Cy7 BV421 V500
BV605/

ECD
APC-R700

“泛筛”管 LL1 CD4+κ CD56+λ 7-AAD CD7
CD3+
CD138

CD20+
CD8

CD19 CD45 CD5 CD38

“分型”管

 B细胞系 B2 nTdT Bcl-2 CD79b* CD10 Ki-67 CD200 CD23 CD45 CD34 CD19

B3 FMC-7 CD22 - - CD43 - CD81 CD45 - CD19
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续表1  《共识》推荐的抗体组合方案

分类 名称 FITC PE
PerCP-
Cy5.5

PE-Cy7 APC APC-Cy7 BV421 V500
BV605/

ECD
APC-R700

 T细胞系 T2 TRBC1 TCRγδ CD279* CD10
CD26/

CD30△
CD4 CD7 CD45 CD3 CD8

T3# CD99 CD30 CD8 CD45RA CD2 CD45RO CD3 CD45 CD34 CD4

T4 CD57 TCRγδ CD3 TCRVδ1 - - TCRVδ2 CD45 - -

T5▲ nTdT CD1a CD117 CD33 cMPO CD34 cCD3 CD45 CD13 HLA-DR

 NK细胞系 NK2 Ki-67 cPerforin cCD3 CD94 CD30 CD16 CD57 CD45 CD3 CD56

NK3 CD159a CD159c CD3
CD158
(a/g/h)

CD158b CD56/CD16 CD158e CD45 CD94 -

 浆细胞系 PC2 cκ cλ CD28 CD117 CD138 CD56 CD19 CD45 CD27 CD38

 幼稚细胞系 M2 CD14 CD64 CD34 CD123 CD117 HLA-DR CD13 CD45 CD33 CD15

M3 cMPO cCD79a CD34 CD117 cCD3 CD16 CD13 CD45 CD11b -

 非造血细胞系 S2 CD326 GD2 - CD9 CK - - CD45 - -

  注:+表示同时加2个抗体;/表示根据前一管结果选做其一;-表示预留通道;*表示荧光素为PE-Cy5.5;△表示若样本只够做一管T2管,优
先选做CD30,若样本够T2和T3管,T2管可做CD26;#表示儿童优先选择T3管;▲表示可疑T淋巴母细胞淋巴瘤/急性淋巴细胞白血病(T-
LBL/ALL)时做T5管。

2.2 “泛筛”管及“分型”管的应用

2.2.1 B细胞肿瘤 在“泛筛”管中的有核细胞通过

CD38/CD3+CD138设门,圈出非浆细胞群,再通过

CD19/CD20+CD8设门,观察B细胞群的FSC、SSC
变化及CD19、CD20、CD45、CD5和细胞膜轻链(κ、λ)
表达情况,具体圈门逻辑见图1。若出现轻链表达异

常[包括限制性表达(即κ/λ比值>3∶1或<1∶3)、κ
和λ均不表达]的B细胞,或出现前向散射光(FSC)、
侧向散射光(SSC)变大或出现 CD19、CD20、CD45、

CD5表达异常的B细胞,均应怀疑为异常B细胞,可
视样本细胞数量的剩余情况,根据“泛筛”管分析结果

出具报告,或者选择对应的B细胞系“分型”管进行免

疫表型分析。当样本细胞数量足够,应加做“分型”管
中B2管及B3管(逐管分层检测,即做完B2管,仍有

剩余待检细胞再做B3管),结合异常细胞的免疫表型

和体积大小进一步明确肿瘤亚型。需注意的是组织

样本在制备过程中可能因研磨操作导致细胞的FSC
发生变化,组织印片及单细胞悬液涂片中异常细胞的

形态学大小也可为细胞体积大小的评估提供参考。
《共识》推荐的组织样本中常见B细胞肿瘤检测及诊

断提示流程,尤其适用于样本细胞数量较少的情况下

的FCM逐步分层检测,可实现慢性淋巴细胞白血病/
小细胞淋巴瘤(CLL/SLL)、套细胞淋巴瘤(MCL)、滤
泡性淋巴瘤(FL)、伯基特淋巴瘤(BL)、弥漫大B细胞

淋巴瘤(DLBCL)、B淋巴母细胞淋巴瘤/急性淋巴细

胞白血病(B-LBL/ALL)及CD5-CD10-B-非霍奇金淋

巴瘤(B-NHL)等B细胞肿瘤亚型分类,见图2。
若“泛筛”管出现CD19+CD20+CD5+CD45bri+和

κ/λ轻链限制性表达的B细胞(少部分患者轻链可能

不表达),在样本细胞数量少仅仅能完成“泛筛”管的

情况下,依据此表型特征结合FSC大小,结果可提示

为CD5+的小B细胞肿瘤或CD5+的大B细胞肿瘤的

报告建议。在加做“分型”管的情况下:(1)若B2管检

测异常B细胞免疫表型为CD10-CD20dim+CD200+

CD23+CD79b-,可进一步加做B3管,若B3管检测异

常 B 细 胞 免 疫 表 型 为 CD43+ CD81- CD22dim/-

FMC7-,且“泛筛”管轻链(κ或λ)呈现弱表达水平或

阴性,FSC较小(与正常淋巴细胞相似),则结果可提

示为典型CLL/SLL;若异常B细胞免疫表型符合典

型CLL/SLL,但FSC中等大小或偏大,则结果可提示

为CLL
 

Richter转化。(2)若B2管检测异常B细胞免

疫表型为CD10-CD20bri+CD200-CD23-/dimCD79bbri+,
可进一步加做B3管,若B3管检测异常B细胞免疫表

型为CD22bri+FMC7bri+,且“泛筛”管轻链(κ或λ)呈中

或强表达水平,FSC较小,CyclinD1免疫组化染色或者

IGH/CCND1融合基因相关检测阳性,则结果可提示

为典型 MCL;若 异 常 B 细 胞 免 疫 表 型 符 合 典 型

MCL,但FSC中等大小或偏大,CyclinD1免疫组化染

色或者IGH/CCND1融合基因相关检测阳性,则结果

可提示为侵袭性 MCL可能。(3)若B2管检测异常B
细胞免疫表型为CD10-CD20+CD200-/+CD23-/dim+

CD79b+,且结合异常B细胞FSC及细胞形态学体积

中等大小或偏大,当 CyclinD1免疫组化染色或者

IGH/CCND1融合基因阴性时,结果可提示为 DL-
BCL或CyclinD1阴性的 MCL可能;因为DLBCL的

免疫表型具有高度异质性,明确诊断需进一步结合病

理形态学检查及免疫组化染色等结果综合分析;Cy-
clinD1阴性的 MCL还需结合SOX11免疫组化染色、
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CCND2或CCND3基因重排结果来进行综合判断。
若“泛筛”管出现CD19+CD20+CD5-CD45bri+和

κ/λ轻链限制性表达的B细胞(少部分患者轻链可能

不表达),在样本细胞数量少仅仅能完成“泛筛”管的

情况下,依据此表型特征结合FSC大小,结果可提示

为CD5-的小B细胞肿瘤或CD5-的大B细胞肿瘤的

报告建议。在加做“分型”管的情况下,(1)若B2管检

测异常B细胞免疫表型为CD10+Bcl-2bri+CD34-nT-
dT-CD45bri+,可进一步加做B3管,若B3管检测异常

B细胞免疫表型为CD43-CD81+CD22+FMC7+/-,
且FSC较小,则结果可提示为FL(1~2级);若满足

以上表型,但FSC为中等大小/偏大,则结果可提示为

FL(3级)。(2)若B2管检测异常B细胞免疫表型为

CD10-nTdT-CD34-CD45+,可进一步加做B3管,
若B3管检测异常B细胞免疫表型为CD43-CD81+

CD22+FMC7+/-,且FSC较小,报告结果可提示为

CD5-CD10-
 

B-NHL,必要时可结合临床特征及病史

资料在抗体组合预留通道位置增加相应抗体组合进

一步检测,具体亚型诊断可结合病理形态学、免疫组

化染色、分子生物学等检查结果综合分析。(3)若B2
管检测异常B细胞免疫表型为CD10+Bcl-2-CD34-

nTdT-CD45+,且FSC中等大小/偏大,则结果可提

示为BL或DLBCL可能,可结合组织印片及单细胞

悬液涂片中异常细胞的形态学特征,必要时结合病理

学相关检查进行综合判断。需注意的是,生发中心来

源的正常B细胞也可能出现κ/λ升高,此时需与Bur-
kitt淋巴瘤进行鉴别;(4)若B2管检测异常B细胞免

疫表型为 CD10-Bcl-2+/-CD34-nTdT-CD45+,且
FSC大,则结果可提示DLBCL可能。

若“泛筛”管出现CD19+CD20-/+CD5-CD45-/+

和κ/λ轻链不表达的B细胞,在样本细胞数量少仅仅

能完成“泛筛”管的情况下,依据此表型特征,结果可

提示可疑为幼稚B细胞肿瘤的报告建议。在加做“分
型”管的情况下,若B2管检测异常B细胞免疫表型为

CD10+/-nTdT+/-CD34+/-CD45+/- (当 nTdT- 或

CD34-,结合CD19+CD20-/dim 表型),则需考虑为B-
LBL/ALL或急性白血病发生于髓外;为进一步明确

诊断,可根据组织样本中细胞数量的多少,决定是否

增加 B 系 (cCD79a、cCD22、cIgM)、T 系 (cCD3、

CD7)、髓系(MPO、CD117、CD13、CD33)等抗体,以协

助鉴别急性白血病亚型或是否存在混合表型白血病。

2.2.2 T细胞肿瘤 在“泛筛”管中的非浆细胞群通

过CD45/SSC设门,圈出淋巴细胞,再通过 CD19/

CD3+CD138设门,圈出 CD3+T 细胞,观察 CD3、

CD4、CD8、CD5、CD7、CD45表达情况,具体圈门逻辑

见图1。若CD3+T淋巴细胞出现CD4或CD8的表

达比例异常(如 CD4/CD8明显增高或减低、CD4+

CD8+细胞比例增高、CD4-CD8- 细胞比例增高)或
CD4、CD8、CD5、CD7表达异常(包括增强、减弱、缺
失)时,均应考虑为异常 T 细胞;淋巴细胞再通过

CD19/CD3+CD138设门,圈出CD3-CD19-细胞,观
察CD5、CD7、CD56表达情况,若出现 CD3-CD7+

CD56-CD5-/+的情况,应考虑为异常T细胞或异常

自然杀伤(NK)细胞。可视标本细胞数量的剩余情

况,根据“泛筛”管分析结果出具报告,或者选择对应

的T细胞系“分型”管进行免疫表型分析。《共识》推
荐的组织样本中常见T细胞肿瘤检测及诊断提示流

程,同样适用于样本细胞数量较少的情况下的FCM
逐步分层检测,可以初步实现血管免疫母细胞性T细

胞淋巴瘤(AITL)、Sezary综合征/蕈样霉菌病(SS/

MF)、间变性大细胞淋巴瘤(ALCL)、γδ
 

T-非霍奇金

淋巴瘤(γδ
 

T-NHL)、T淋巴母细胞淋巴瘤/急性淋巴

细胞白血病(T-LBL/ALL)、早期T前体急性淋巴细胞

白血病(ETP-ALL)等T细胞肿瘤亚型分类,见图2。
若“泛筛”管出现CD3+CD4+CD8-的异常表型T

细胞,在样本细胞数量少仅仅能完成“泛筛”管的情况

下,依据此表型特征,结果可提示为查见CD3+CD4+

CD8-异常表型(含CD5、CD7表达情况)T细胞的报

告建议。若样本细胞数量足够,应加做“分型”管中的

T2管或T3管(逐管分层检测,即做完T2管,仍有剩

余再做T3管)。(1)若T2管检测异常T细胞免疫表

型为CD10+/p+CD279bri+CD7+/-CD5+,且伴TRBC1
的克隆性异常(T细胞表达 TRBC1的界值>85%
或<15%提示具有克隆性),可进一步加做T3管,若
T3管 检 测 异 常 T 细 胞 免 疫 表 型 为 CD45RO+

CD45RA-CD34-CD30-,且胞膜 CD3弱表达或阴

性,结果可提示为AITL;(2)若T2管检测异常T细

胞免疫表型为 CD26-CD279+/-CD7-CD5+,且 伴

TRBC1的克隆性异常,可进一步加做T3管,若T3管

检测异常 T 细胞免疫表型为 CD45RO+CD45RA-

CD34-CD30-,结合患者典型皮肤病变的临床表征,
结果可提示为SS/MF;(3)若T2管检测异常T细胞

免疫表型CD30bri+CD3+/-CD7-/+CD5-/+,且伴TR-
BC1的克隆性异常,可进一步加做T3管,若T3管异

常T细胞免疫表型为CD45RO+CD45RA-CD34-,
且FSC较大或大小不等,结果可提示为ALCL。

若“泛筛”管出现CD3+CD8-/+CD4-的异常表型

T细胞,在样本细胞数量少仅仅能完成“泛筛”管的情

况下,依据此表型特征,结果可提示为查见 CD3+

CD8-/+CD4-异常表型(含CD5、CD7表达情况)T细

胞的报告建议。若样本细胞数量足够,应加做“分型”
管中的T2管。若T2管检测异常T细胞免疫表型为

TCRγδ+CD30-/+CD10-CD7-/+CD5+/-,可进一步

加做T4管以确定TCRγδ细胞的克隆性[13];若T4管
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异常T细胞免疫表型为TCRvδ1+TCRvδ2-,结果可

提示γδ
 

T-NHL;若“泛筛”管出现CD3+CD8+CD4-

的异常表型 T细胞,在样本细胞数量少仅仅能完成

“泛筛”管的情况下,依据此表型特征,结果可提示为

查见CD3+CD8+CD4- 异常表型(含CD5、CD7表达

情况)T细胞的报告建议。若样本细胞数量足够,应
加做“分型”管中的T2管。若T2管检测异常T细胞

免 疫 表 型 为 TCRγδ- CD30-/+ CD10- CD7-/+

CD5+/-,且伴TRBC1的克隆性异常,结果可提示为

T-非霍奇金淋巴瘤(T-NHL),必要时可结合临床特

征及病史资料在抗体组合方案的预留通道位置增加

相应抗体组合进一步检测,具体亚型诊断可结合病理

形态学、免疫组化染色、分子生物学等检查结果综合

分析。
若“泛筛”管出现CD3不表达,但同时表达CD4、

CD8、CD5、CD7任一标记的异常表型细胞(需除外正

常NK细胞、CD4弱阳性的单核细胞),在样本细胞数

量少仅仅能完成“泛筛”管的情况下,依据此表型特

征,结果可提示为查见CD3-异常表型(含CD4、CD8、

CD5、CD7、CD45、CD56表达情况)T细胞的报告建

议,或结合CD45-/dim 异常表型,提示可疑为幼稚T细

胞的报告建议。若样本细胞数量足够,应加做“分型”管
中的T3管和T5管,若样本细胞数量少,应优先加做

T5管。儿童患者根据初筛结果优先做T3和T5管。
(1)若“泛 筛”管 免 疫 表 型 为 CD3-CD7+/-CD5+/-

CD4-/+CD8-/+,加做 T5管检测异常 T细胞免疫表

型为cCD3+CD1a-CD34-nTdT-CD117-,结果可提

示为 T-NHL。(2)若“泛筛”管免疫表型为 CD3-

CD7+/bri+CD5+/-CD4-/+CD8-/+,加做T5管检测异

常 T 细 胞 免 疫 表 型 为 cCD3+ CD34+/-nTdT+/-

CD1a+/-CD117-/+,结果可提示为 T-LBL/ALL,必
要时可结合病理形态学、骨髓细胞形态学、分子生物

学等检查结果综合分析;(3)若“泛筛”管免疫表型为

CD3-CD7+/bri+CD5+/-CD4-/+CD8-/+,可进一步加

做T5管,若T5管免疫表型为cCD3+CD5dim+CD1a-

CD8-cMPO-CD34+,且至少表达一个髓系细胞标

记,例如CD117、CD13或CD33,结果可提示为ETP-
ALL,必要时可结合病理形态学、骨髓细胞形态学、分
子生物学等检查结果综合分析。

《共识》推荐了4个T细胞系“分型”管的抗体组

合(T2、T3、T4、T5),并对每管的应用进行了说明,例
如:(1)当“泛筛”管出现异常时,需要做T2、T3管;若
样本量只够做一管时,优先选择T2管,在TRBC1可

以判定T细胞克隆性的情况下[14],T2管中 APC荧

光通道须优先选择CD30;(2)儿童患者优先选择T3
管,原始/幼稚标记(CD99、CD34)及细胞分化标记

(CD45RA、CD45RO)可以辅助急性T淋巴细胞白血

病 (T-ALL)的 诊 断[15],CD30 还 可 辅 助 诊 断

ALCL[16],但值得注意的是,儿童型 ALCL多以小细

胞型ALCL为主,且CD30常呈阴性或者弱阳性表

达[17];(3)当怀疑为T-LBL/ALL时,需要加做T3管

和T5管,若细胞量少,应优先选择T5管,完善原始

及系别的特异性标记。

2.2.3 NK细胞肿瘤 “泛筛”管中的淋巴细胞通过

CD19/CD3+CD138设门,圈出CD3-CD19-细胞,观
察CD7、CD56、CD5、CD8、CD45的表达情况及SSC
等特征。若出现CD7+CD56dim/briCD5+、CD8全表达

或不表达,CD45表达增强等异常表型及SSC明显增

大,均应考虑可能存在异常表型的 NK细胞,可视标

本细胞数量的剩余情况,根据“泛筛”管分析结果出具

报告,或者选择对应的NK细胞系“分型”管进行免疫

表型分析。
《共识》推荐了2个 NK细胞系“分型”管抗体组

合(NK2、NK3):包含 NK 细胞特异性标记(CD56、

CD16)、NK细胞毒性标记(cPerforin)、NK细胞克隆

性 标 记 (CD94、CD159a、CD159c、CD158a/g/h、

CD158b、CD158e)、疾病鉴别标记(CD30、CD57)、疾病

侵袭性标记(Ki67),可辅助诊断NK细胞肿瘤。
虽然 NK 细 胞 慢 性 淋 巴 增 殖 性 疾 病(CLPD-

NK)、结外 NK/T 细胞淋巴瘤(ENTCL)及侵袭性

NK细胞白血病(ANKL)等 NK细胞肿瘤亚型三者

KIR家族系列抗原均呈现克隆性增殖(某种抗原单一

表达或者全阴性),但临床表现不同,有助于三者的鉴

别。CLPD-NK常表现为原因不明的外周血NK淋巴

细胞持续性增多,呈惰性临床过程,多数患者无肝、
脾、淋巴结肿大,外周血的FCM 检测有重要价值,免
疫表型通常为 CD3-CD56dimCD16+CD8+/-CD5+/-

cPerforin+CD2dim/-CD7dim/-CD57dim/-。ENTCL 鼻

型主要累及上呼吸道,包括鼻腔、鼻及鼻旁窦等,其中

以鼻腔累及最多见,当样本取材来源于这些部位时,

FCM检测的抗体组合方案应酌情考虑增加NK细胞

系列标记。ANKL呈爆发性临床经过,肿瘤可累及全

身器官,但以外周血、骨髓、肝、脾累及常见。虽然

ANKL和ENTCL均表现为CD56bri+,但 ANKL常

为CD16+,而ENTCL则常为CD16- [18]。

2.2.4 浆细胞肿瘤 “泛筛”管中的有核细胞通过

CD38/CD3+CD138设门,圈出浆细胞群,观察细胞膜

κ、λ、CD19、CD56、CD45表达情况,若出现κ、λ均不表

达(极少部分患者浆细胞可出现膜轻链限制性表达),

CD19-/CD56+CD45dim/- 的情况,均应考虑存在异常

表型的浆细胞,视标本细胞数量的剩余情况,根据“泛
筛”管分析结果出具报告,或者选择对应的浆细胞系

“分型”管进行免疫表型分析。浆细胞系“分型”管可

以实现浆细胞肿瘤的分类。
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《共识》推荐了1个浆细胞系“分型”管抗体组合

(PC2):包含浆细胞特异性标记(CD38、CD138),克隆

性判断 的 标 记(cκ、cλ),预 后 标 记(CD56、CD117、

CD28、CD27)。当浆细胞相关标记(CD38、CD138)阳
性伴轻链限制性表达(cκ/cλ比值>3∶1或<1∶3)
时,且CD56+/-CD19-CD28+/-CD27+/-CD117+/-,
考虑为浆细胞肿瘤。相关研究发现,CD27不表达或

低表 达、CD28 表 达 可 能 与 较 差 的 预 后 相 关,而

CD117、CD56表达则患者可能有较好的预后[19-21]。

2.2.5 髓系肿瘤 “泛筛”管中的非浆细胞群通过

CD45/SSC 圈 出 CD45dim 幼 稚 细 胞 群,根 据 CD3、

CD7、CD5、CD19、CD10、CD56及CD38表达情况,可
初步判断出幼稚细胞的系别。若幼稚细胞群出现表

达CD38,CD7dim+ 或 部 分 表 达,不 表 达 B 系 标 记

CD19、CD20的情况,则可疑为异常髓系细胞(包括髓

系原始幼稚细胞、嗜碱性粒细胞或树突细胞)。可视

标本细胞数量的剩余情况,根据“泛筛”管分析结果出

具报告,或者选择对应的髓系“分型”管进行免疫表型

分析。
《共识》推荐了2个髓系“分型”管抗体组合(M2、

M3):注意此处的 M2、M3为髓系“分型”管的编号而

非AML的亚型。涵盖了髓系、淋系等系别特异性标

记和分化发育阶段标记等,结合第5版 WHO造血与

淋巴组织肿瘤分类中急性白血病积分系统[22],可对髓

系原始细胞的具体免疫表型的鉴定、是否为混合表型

以及有无幼稚单核细胞进行分析。

  注:Plasma
 

cells为浆细胞;Blasts为原始细胞;B
 

cells为B细胞;T
 

cells为T细胞。

图1  共识推荐的“泛筛”管筛查肿瘤细胞的流式圈门策略(以正常淋巴结样本为例)

2.2.6 非造血细胞肿瘤 在“泛筛”管中有核细胞门

内和非浆细胞门内,对CD45-的细胞进行分析,若出

现CD45-CD56+的细胞群,且不表达初筛管中的造血

细胞系别标记,则倾向为非造血细胞。视标本细胞数

量的剩余情况,根据“泛筛”管分析结果出具报告,或
者选择对应的非造血细胞“分型”管进行免疫表型

分析。
《共识》推荐了1个非造血细胞“分型”管抗体组
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合(S2):包括了CK、CD326、CD9和GD2常见的非造

血细胞标记,其中CK和CD326主要表达于上皮细

胞,而CD9和GD2主要表达于神经系统来源的细胞,
可以用来鉴别异常细胞是上皮来源还是神经母细胞

来源。但由于应用于FCM检测的非造血细胞系的抗

体较少,导致FCM 对非造血细胞肿瘤的诊断能力相

对有限[23]。此外,必要时可结合临床特征及病史资料

在抗体组合方案的预留通道位置增加其他非造血细

胞标志物进一步检测,如CD81、CD90、CD99、CD141、

CD15、CD11b、CD166和CD171等[24-27]。

  注:Tabe
 

B2、Tube
 

B3、Tube
 

T2、Tube
 

T3、Tube
 

T4、Tube
 

T5分别为B2管、B3管、T2管、T3管、T4管、T5管。

图2  共识推荐的常见B细胞及T细胞肿瘤检测及诊断流程

3 检验后

  该《共识》明确提出了相关人员在对组织样本的

FCM检测结果进行报告解读和临床沟通时需了解的

注意事项:(1)组织样本的FCM检测在大多数B细胞

肿瘤、部分T细胞肿瘤、浆细胞肿瘤及幼稚细胞肿瘤

诊断中具有重要价值,但对霍奇金淋巴瘤、非造血细

胞来源的肿瘤诊断价值有限[13,23];(2)FCM 判断是否

为淋巴瘤细胞最主要依据是淋巴细胞的克隆性异常,
但淋巴细胞克隆性异常并不等同于肿瘤细胞,还需结

合其免疫表型和患者临床表现做出综合判断;(3)在
样本制备过程中,组织研磨可能会导致细胞的FSC发

生变化,使FCM和病理检查对细胞大小的评估产生

差异;(4)与病理免疫组化染色相比,FCM 对细胞质

和细胞核标志物(如Bcl-2和Ki-67)的检测结果稳定

性较差,可能导致同一标志物在两种方法中的表达水

平存在差异;(5)当FCM检测结果与病理检测结果不

一致时,相关技术人员需与临床医生及病理科进行沟

通,分析差异原因并给出合理解释。

4 小  结

  
 

《共识》中还详细描述了FCM 检测组织样本中

血液肿瘤细胞时的质量控制,展示了利用一管“泛筛”
抗体组合方案筛查组织样本中常见血液肿瘤细胞的

图例,本文不再赘述。FCM 在检测组织样本时具有

以下优势:结果报告周期短,适用于危重患者、紧急情

况下的快速诊断和初筛;能严格区分造血细胞的系别

和阶段,克隆性判断准确;同一样本多群肿瘤细胞并

存时,能独立分析;肿瘤细胞数量少时同样能实现高

灵敏度检测。但其临床应用的局限性同样不可忽视,
不能完全取代传统的病理形态学和免疫组化染色检

查方法,可作为病理形态学和免疫组化染色检查方法

的有效补充。尤其是该《共识》中推荐的在样本细胞

数量少的情况下,FCM 检测抗体组合方案和结果分

析策略,可显著提高组织样本FCM 检测结果的准确

性和可靠性。本文围绕《流式细胞术检测组织样本中

血液肿瘤细胞的中国专家共识》中的组织样本FCM
检测“泛筛”管与“分型”管的应用等重点内容进行了

解读,希望能为从事FCM相关工作的广大同行、临床

及病理医生提供一些帮助,推动组织样本FCM 检测

血液肿瘤细胞在临床实践中的应用。
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