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【摘要】多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)是一种高度异质性的血液系统肿瘤，患者生存时间存

在较大差异。根据MM的预后因素进行危险度分层，进行个体化治疗，有助于提高疗效、减轻治疗相关毒

性。遗传学异常是MM危险度分层的基础。近年来，虽然遗传学检测对于MM的重要意义在国内已经取

得共识，但存在检测方法不规范、阳性阈值混乱、临床价值不明确等一系列问题，亟需规范。为此有必要制

订MM的遗传学检测专家共识，以规范国内MM的遗传学检测。
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多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)是一种高

度异质性的血液系统肿瘤，患者生存时间存在较大差

异。随着蛋白酶体抑制剂、免疫调节剂和新型单克隆

抗体等新药的临床应用，MM患者的疗效得到了显著

的提高。根据MM的预后因素进行危险度分层，进行

个体化治疗，有助于提高疗效、减轻治疗相关毒性。遗

传学异常是MM危险度分层的基础[1。2]，遗传学异常

的检测技术主要包括染色体核型分析、荧光原位杂交

(fluorescence in situ hybridization，FISH)、基因表达

谱、二代测序和微阵列比较基因组杂交等[3]。基因芯

片检测技术复杂、成本高，尚不适合临床常规开展。美

国国立综合癌症网络(National Comprehensive

Cancer Network，NCCN)指南将染色体核型和FISH

技术作为初诊MM的主要遗传学检测技术。FISH具

有快速灵敏、特异性高、不需要中期分裂相的特点，弥

补了常规染色体核型检测需要中期分裂相、分辨率低

的不足，成为MM遗传学检测的主要方法。近年来，

虽然遗传学检测对于MM的重要意义已经取得共识，

但国内MM遗传学检测存在检测方法不规范、阳性阈

值混乱、临床价值不明确等一系列问题，亟需进一步规

范。为此我们制订了MM的遗传学检测专家共识，以

规范国内MM的遗传学检测。

1 常规染色体核型分析

MM肿瘤细胞为终末分化细胞，增殖率较低，传统

的染色体制备很难获得足够的分裂相，加之送检标本

中肿瘤细胞比例较低，导致核型异常检出率低。我国

来自52家医院672例MM患者标本的多中心研究结

果显示：常规染色体核型分析异常检出率为

22．1％[4]。针对MM细胞增殖活性低的特点，染色体

制备时可以采用细胞因子刺激MM细胞增殖，延长培

养时间以期获得足够的中期分裂相。Lai等[51采用细

胞因子GM—CSF(30 ng／mL)联合IL-6(2000 U／mL)

刺激6 d培养法，对151例MM患者进行染色体核型

分析，129例获得可分析的中期分裂相，其中66例

(51％)发现克隆性染色体异常，提示加人细胞因子和

延长培养时间可能能够克服部分MM常规染色体核

型分析异常检出率低的问题。

MM的核型改变多同时包含数量和结构改变的复

杂核型异常。绝大多数为非整倍体核型，其中超二倍

体(48～74条染色体)(30％～70％)，常伴有3、5、7、9、

11、15、17和19号染色体三体，非超二倍体(<48或>

74条染色体)常伴有13、14、16和22号染色体缺失以

及14q32易位。在常规核型分析中超二倍体患者对化

疗敏感，预后较好；低二倍体是传统化疗和大剂量化疗

联合自体造血干细胞移植的预后不良因素。近来有研

究者认为常规染色体分析发现del(13)而非FISH检

测的del(13)是预后差的指标[6]。

对于常规染色体核型分析，专家共识为：(1)MM

常规染色体核型分析虽然有一定的局限性，’但在MM

预后判断中仍有一定价值，常规染色体核型分析仍是

MM遗传学检测的方法之一；(2)建议采用GM—CSF

联合IL-6刺激6d培养法制备染色体标本，以期获得

更多可供分析的分裂相。
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2 FISH检测

2．1 FISH方法的选择 MM的FISH检测有其特

殊性。与其他恶性血液疾病不同，许多MM患者的肿

瘤细胞在骨髓中比例较低且分布不均匀，加之骨髓抽

吸过程中会发生外周血的稀释，浆细胞比例在遗传学

检测样本中的比例一般仅占有核细胞的1％～20％。

即使骨髓涂片中浆细胞比例较高的患者，遗传学检测

样本中浆细胞比例仍然可能非常低。因此，对于MM

进行FISH检测时，如何准确的识别肿瘤细胞而不被

正常细胞所干扰是首先需要解决的问题。应用FISH

进行MM遗传学检测之前，需要进行浆细胞富集或者

标记，而不能直接采用全骨髓标本进行FISH检测。

如采用未经处理的骨髓标本进行FISH检测，检测结

果易受实验条件、检测人员等干扰，并且容易出现接近

阈值的结果，难以判读。中国医学科学院血液病医院

发现对MM患者骨髓标本经过CDl38磁珠分选后进

行FISH检测，浆细胞分选可以显著提高遗传学异常

检出率[7]；近期研究还发现，具有某种遗传学异常浆细

胞克隆的大小同样具有较高的临床价值[8]。使用未经

处理的骨髓标本进行检测，由于受到骨髓中正常单个

核细胞的影响，难以获取这部分信息。国外一般采取

CDl38免疫磁珠分选、胞浆轻链(cytoplasmic light

chain，cIg)富集或者标记浆细胞。

CDl38免疫磁珠分选结合FISH检测是目前最常

用的检测方法。一般20 mL骨髓可以满足检测需要，

分选阳性率90％左右。CDl38磁珠分选所需设备简

单，富余的浆细胞可以用于建立MM标本库。缺点是

手工操作较多，比较耗费时间，购买免疫磁珠增加检测

成本。条件允许的单位，可以使用autoMACS@Pro进

行磁珠分选，节省时间和人力成本。胞质轻链免疫荧

光结合FISH(cIg-FISH)采用单个核细胞滴片后直接

与探针杂交，洗片后再加入相应的抗轻链的抗体以标

记浆细胞，计数细胞质着色的浆细胞的遗传学改变。

clg-FISH操作前需要明确患者克隆性浆细胞轻链类

型，以便选择正确的轻链抗体。值得注意的是，FISH

检测时常需要对细胞膜进行一定程度的破坏，以利于

探针与细胞核内DNA的结合。应用clg—FISH技术

时，不建议使用低渗法处理骨髓单个核细胞，以免细胞

膜破坏过度，难以对轻链进行标记。此外，如果患者浆

细胞比例较低，进行cIg-FISH检测，可能会难以计数

到100个浆细胞。

对于FISH检测技术的选择，专家共识为：(1)不

能直接采用全骨髓标本进行FISH检测，必须进行浆

细胞的富集或者标记；(2)不能根据骨髓涂片中浆细胞

的比例高低决定是否进行浆细胞的富集或者分选；(3)

CDl38分选纯化富集浆细胞结合FISH技术和cIg-

FISH技术在结果的可靠性和特异性方面有较好的一

致性[9]，建议国内同行尽量根据条件选用这两种技术

之一。应用cIg-FISH技术时，最好选取浆细胞比例较

高的患者。

2．2 FISH标本制备和检测方法的标准化 欧洲骨

髓瘤工作组曾在21个实验室发起MM的FISH检测

质量控制，寄送10例纯化的浆细胞到21个实验室检

测t(4；14)、t(11；14)、t(14；16)、del(13)(q14)和del

(17)(p13)5种遗传学异常，发现约0．94％的假阳性

和1．28％假阴性率，但各实验室阳性细胞率有明显差

异，差异率有的高达60％[1州，因此对MM的FISH检

测应定期进行质量控制。

为了提高FISH检测结果的可靠性，对标本的制

备和FISH的检测过程应进行以下的规范：(1)骨髓标

本应尽可能抽取第一管标本，最好进行多部位穿刺，建

议采用EDTA抗凝剂抗凝；(2)标本应尽早送至实验

室，以便能24 h内及时处理；(3)制片最好采用甩片机

使玻片上的细胞均匀分布；(4)在分选和制片过程中采

用RPMll640(含5％FBS)培养基进行稀释，以保持细

胞形态无变形和破坏；(5)最重要的是，瘤细胞须经过

纯化或用特殊标记定位，分选浆细胞纯度在90％以

上，至少应在70％以上，具体方法由各实验室根据自

身条件确定；(6)探针需确保质量，最好能选用性能稳

定的已商业化的探针；(7)对于扩增和缺失的核型检测

建议同时标记相应的着丝粒探针；(8)临床报告表述清

楚，需明确检测方法、使用的探针、计数的细胞数目以

及阳性细胞率等，lq21扩增需标明扩增拷贝数。

2．3 靶点及探针的选择与组合 在NCCN指南将

FISH检测del(13q14)、del(17p13)、t(4；14)、t(11；

14)、t(14；16)以及lq21扩增作为初诊MM的检测指

标。在美国梅奥医学中心骨髓瘤分层(Mayo

Stratification of Myeloma and Risk—Adapted

Therapy，mSMART)共识和国际骨髓瘤工作组危险分

层中，上述遗传学异常是主要的危险分层指标。伴有

del(17p13)的MM患者预后极差，硼替佐米、来那度

胺等新药以及大剂量化疗均不能克服其预后不良影

响[1卜”3；lq21扩增也是接受蛋白酶体抑制剂治疗的

MM患者的重要预后不良因素；而t(4；14)(p16．3；

q32)、t(14；16)(q32；q23)和t(14；20)(q32；q11)提示

预后差；随着蛋白酶体抑制剂硼替佐米的应用，t(4；

14)(p16．3；q32)已由高风险因素转化成中风险因

素[1明；伴t(11；14)(q13；q32)曾经被认为是预后良好

的标记，但Sasaki等[143分析了993例自体造血干细胞
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移植的MM患者预后，结果显示正常核型、t(11；14)

(q13；q32)和高危遗传学异常患者的3年无事件生存

率分别为47％、27％和13％，3年总生存率分别为

83％、63％和34％，说明t(11；14)(q13；q32)预后介于

正常核型和高危遗传学异常之间。

对于检测靶点，专家共识建议：(1)检测靶点至少

包括del(17p13)、amp(1q21)、t(4；14)、t(14；16)4个

与MM风险分层密切相关的靶点，有条件的单位可增

加del(13q14)和t(11；14)；(2)探针选择建议采用特异

性识别(10cus specific identifier，LSI)lq21检测lq21

扩增、LSI IGH／CCNDl检测t(11；14)、LSI IGH／

FGFR3检测t(4；14)、LSI IGH／MAF检测t(14；16)、

LSI p53检测del(17p13)和LSI D13S319或RBl基因

缺失检测探针检测de l(13q14)。

2．4结果判读与阳性阈值确定 阳性阈值的判定，是

应用FISH进行MM遗传学检测有争议的问题。血

液系统疾病FISH阳性标准来源于对多份染色体核型

正常供者骨髓的单个核细胞进行的相应探针检测，以

阳性细胞数X±3s作为标准。使用这种方法建立阳性

阈值存在两方面的问题：第一，浆细胞在正常骨髓中比

例较低(o．25％左右)，因此该标准是根据骨髓中其他

单个核细胞建立的，而不是基于浆细胞获得的；第二，

由于浆细胞胞质丰富，增加了探针与细胞核DNA结

合的难度，MM的FISH检测往往信号强度不佳。因

此，不能使用骨髓中其他单个核细胞获取的阈值，作为

浆细胞FISH检测的阳性标准。如果采用上述方法建

立的阈值，将导致大量假阳性的发生，尤其是拷贝数缺

失的病例。

MM的FISH阳性标准争议很大，各研究机构尚

不统一。如欧洲骨髓瘤工作组建议采用20％作为数

目异常的核型阳性标准界质，融合基因检测采用10％

的阳性标准界值口⋯。有的工作组根据生存曲线的差

异设定阳性标准，如Avet-Loiseau等[1朝在回顾性分析

IFM的资料时根据生存曲线的意义，将del(13)和

amp(1q21)的阳性标准定为30％，而del(17p)定为

60％。中国医学科学院血液病医院通过研究发现，累

及IGH的遗传学异常属于初始遗传异常，这些遗传学

异常常累及绝大多数分选后的浆细胞，并且检出率不

随疾病进程发展而发生变化。对于这部分遗传学异常

来说，阳性阈值的设定对于结果影响较小[8]。del

(17p)和amp(1q21)属于继发性遗传学异常，累及浆细

胞比例不一，并且随病程进展检出率逐渐升高。阳性

阈值的设定，对于这部分遗传学异常尤为重要[6]。

在对实验方法进行标准化的基础上，应组织多中

心临床研究，设定适合中国MM患者的阳性阈值。对

于阳性阈值，专家共识为：(1)各实验室可分选多份染

色体核型正常供者骨髓的浆细胞进行的相应探针检

测，以阳性细胞数z--+-_3s作为标准，避免使用正常骨髓

单个核细胞建立的阳性阈值；(2)如实验室无法根据正

常浆细胞得出阳性阈值，暂时参考欧洲骨髓瘤工作组

的阳性阈值：基因拷贝数数目异常20％，融合基因为

10％；(3)一般需计数200个细胞，对于高度纯化的标

本或cIg-FISH最少可计数50个细胞数；(4)除了报告

阳性／阴性结果外，还应该报告阳性细胞率；(5)有临床

意义的阳性阈值标准应该根据我国大规模前瞻性研究

结果确定。

3遗传学异常与MM预后分层

目前国际上比较公认的MM危险分层体系为

2015年新修订的国际预后分期(R_ISS分期)，R-ISS

分期是在ISS分期基础上结合LDH和高危核型

[(t(4；14)、t(14；16)和17p13缺失任何一个]进行分

期，该分期能更好地诠释MM患者的预后(表1)。因

此，专家共识建议采用R—ISS分期系统进行MM预后

分层。

表1修订的国际预后分期(R-ISS分期)

共识专家组编写组成员名单：邱林(哈尔滨血液病肿瘤研究所) 靳凤艳(吉林大学第一医院) 方美云(大连大学附属中山医院) 周道斌、李剑、曹

欣欣(中国医学科学院北京协和医院) 陈文明、李新(首都医科大学附属北京朝阳医院) 朱宏丽(解放军总医院附属医院) 邱录贵、汝昆、安刚、徐

燕、李承文(中国医学科学院血液病医院) 王亚非(天津医科大学肿瘤医院) 王鲁群(山东大学齐鲁医院) 张金巧(河北医科大学第三医院) 杨

林花(山西医科大学第二医院) 陈协群(空军军医大学西京医院) 王晓敏(新疆维吾尔自治区人民医院) 李建勇、陈丽娟(南京医科大学第一附属

医院) 翟勇平(南京军区南京总院) 傅净净、潘金兰(苏州大学附属第一医院) 傅卫军、杜鹃(第二军医大学长征医院) 侯健(上海交通大学医学

院附属仁济医院) 刘澎(复旦大学附属中山医院) 阎骅(上海交通大学医学院附属瑞金医院) 施菊妹(同济大学附属上海第十人民医院) 蔡真、
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