
·678· 中华血液学杂志2019年8月第40卷第8期 Chin J Hematol，August 2019，Vol. 40，No. 8

∙短篇论著∙
多参数流式细胞术检测的微小残留病与儿童急性
B淋巴细胞白血病预后的相关性研究

冯静 陈晓娟 刘晓明 邹尧 郭晔 杨文钰 陈玉梅 张丽 王书春 阮敏

刘芳 刘天峰 戚本泉 竺晓凡 王慧君

中国医学科学院、北京协和医学院血液病医院（血液学研究所），天津 300020

通信作者：王慧君，Email：wanghuijun@ihcams.ac.cn
DOI：10.3760/cma.j.issn.0253-2727.2019.08.010

A correlation study between the minimal residual disease detection using multiparameter flow

cytometry and prognosis of childhood acute B lymphoblastic leukemia

Feng Jing, Chen Xiaojuan, Liu Xiaoming, Zou Yao, Guo Ye, Yang Wenyu, Chen Yumei, Zhang Li, Wang Shu-

chun, Ruan Min, Liu Fang, Liu Tianfeng, Qi Benquan, Zhu Xiaofan, Wang Huijun

Institute of Hematology and Blood Diseases Hospital, Chinese Academy of Medical Sciences and Peking

Union Medical College, Tianjin 300020, China

Corresponding author: Wang Huijun, Email: wanghuijun@ihcams.ac.cn

白血病复发是由于治疗后骨髓中残留的极少的白血病

细胞所致，采用敏感、精准的方法检测微小残留病（MRD）是

提高治疗疗效的关键［1-2］。流式细胞术检测MRD的临床意

义已被多项研究所证实，并逐渐成为儿童急性淋巴细胞白

血病（ALL）的常规检查［3-4］。本研究回顾性分析多参数流式

细胞术（MFC）检测MRD与儿童B-ALL预后的相关性。

对象与方法

1. 研究对象和治疗：回顾性分析2014年5月至2015年4

月在本中心就诊的 153例B-ALL患儿的临床资料，诊断、危

险度分层、治疗方案符合CCLG-ALL 2008方案［5］，危险度分

层也根据MRD水平再次调整，将患者诱导治疗第33天骨髓

MRD＜1×10-4归为标危组，诱导治疗第33天骨髓MRD＜1×

10-2归为中危组，诱导治疗第33天骨髓MRD≥1×10-2或12周

MRD≥1×10-3归为高危组。患者接受的所有治疗和检查均

得到患儿家长或其他监护人的知情同意并签署同意书。

2. MFC 检测 MRD：在诱导缓解治疗第 15 天（TP1）、第

33 天（TP2）、第 84 天（TP3）三个时间点抽取患儿骨髓标本

3～4 ml（有核细胞总数＞5×106），肝素抗凝。加入CD38-FITC、

CD10-PE、CD20-PE-CY7、CD19-APC、CD34-PerCP-cy5.5、

CD33-BV421、CD45-BD Horizon V500（7色为骨架抗体，部

分患者加做了CD13或CD58）5～20 μl用于标记细胞，随后

加入骨髓细胞（1～2）×106，室温避光孵育15～20 min，溶血、

洗涤、离心后加入100 µl PBS上机检测。Navios流式细胞仪

（美国Beckman Coulter公司产品）获取有核细胞5×105，应用

Kaluza 软件进行数据分析，FSC/SSC 设门去除细胞碎片，

CD19/SSC设门分析CD19+细胞，CD38/CD20双参数散点图

设门分出成熟B细胞群、Hematogone群和浆细胞群，同时分

析 CD10/CD20、CD38/CD34、CD34/CD10、CD10/CD45、

CD38/CD45、CD33/CD10、CD45/SSC 等散点图，依据 DNF

（Different from normal）原理［6］确认异常细胞群，计算残留白

血病细胞占有核细胞的比例，得出MRD值（图1）。

3. 随访：采用查阅病历或电话的方式进行随访，随访截

止时间为2018年7月。

4. 统计学处理：将不同时间点的骨髓MRD检测结果分

别以1×l0-3、1×l0-4为界值进行分组。应用Kaplan-Meier曲线

计算无复发生存（RFS）率，采用 Kaplan-Meier 曲线的 Log-

rank检验进行单因素分析。P＜0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. 患者临床特征及与预后的关系：2014 年 5 月至 2015

年 4 月我院共收治 153 例 B-ALL 患儿，发病时中位年龄 4

（1～13）岁，男 88例，女 65例，男女比例为 1.35∶1。153例患

儿的临床特征及与预后的关系见表1。

随访至 2018年 7月，153例患儿中 28例复发，复发率为

18.3％，中位复发时间 21.5（3～45）个月，其中超早期复发

（诊断至复发时间＜18个月）13例（46.4％），早期复发（诊断

至复发时间18～36个月）11例（39.3％），晚期复发（诊断至复

发时间＞36个月）4例（14.3％）。复发后确认死亡 17例，复

发死亡率为 60.7％。125 例无复发患者中确认死亡 2 例，

无复发死亡率 1.6％。所有患儿中位总生存（OS）时间为

44（2～51）个月，中位RFS时间为38（2～47）个月。

2. MRD与预后的相关性：入组的153例B-ALL患儿中，

TP1、TP2和TP3时间点分别有 147、146、135例接受了骨髓

MRD检测。分别比较MRD以 1×10-3为界值及以 1×10-4为

界值时MRD与预后相关性，结果详见表2、3。结果显示TP1
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表1 153例急性B淋巴细胞白血病患儿临床特征及与预后

的关系（％，x±s）

特征

性别

男

女

年龄（岁）

＜10

≥10

WBC（×109/L）

＜50

≥50

泼尼松反应

好

差

危险度分层

标危

中危

高危

例数

88

65

132

21

127

26

127

26

64

45

44

3年RFS率

83.0±4.0

78.3±5.4

83.9±3.3

89.7±6.9

87.5±3.0

57.4±12.5

83.3±3.3

61.5±9.5

95±3.6

72.3±7.2

61.2±9.2

P值

0.557

0.281

0.026

0.056

0.000

注：RFS：无复发生存

时间点 MRD＜1×10-3 组的 3 年 RFS 率明显高于 MRD≥
1×10- 3 组（P＝0.004）；而 MRD＜1×10- 4 组的 3 年 RFS 率与

MRD≥1×10-4组差异无统计学意义（P＝0.159）。TP2、TP3时

间点MRD＜1×10-3 组的 3年RFS率明显高于MRD≥1×10-3

组，并且MRD＜1×10-4 组亦明显高于MRD≥1×10-4组（P值

均＜0.05）。

TP1时间点MRD＜1×10-3组42例患儿中1例复发，复发

率为2.4％；MRD≥1×10-3组105例患儿中 23例复发，复发率

为 21.9％，差异有统计学意义（P＝0.003）。TP2 时间点

MRD＜1×10-4组 116例患儿中 13例复发，复发率为 11.2％，

表 2 儿童急性B淋巴细胞白血病以 1×10-3为界值时MRD

水平与预后的关系（％，x±s）

组别

第15天

MRD＜10-3

MRD≥10-3

第33天

MRD＜10-3

MRD≥10-3

第84天

MRD＜10-3

MRD≥ 10-3

例数

107

41

129

17

128

7

3年RFS率

97.1±2.8

79.0±4.1

89.3±2.8

33.0±16.4

87.2±3.0

28.6±17.1

χ2值

8.071

21.500

12.690

P值

0.004

0.000

0.000

注：MRD：微小残留病；RFS：无复发生存

表 3 儿童急性B淋巴细胞白血病以 1×l0-4为界值时MRD

水平与预后的关系（％，x±s）

组别

第15天

MRD＜10-4

MRD≥10-4

第33天

MRD＜10-4

MRD≥10-4

第84天

MRD＜10-4

MRD≥ 10-4

例数

128

20

116

30

123

12

3年RFS率

93.8±6.1

84.4±3.3

89.1±3.0

68.5±9.4

87.5±3.0

48.6±14.8

χ2值

1.986

8.210

14.642

P值

0.159

0.004

0.000

注：MRD：微小残留病；RFS：无复发生存

MRD≥1×10-4组 30例患儿中 14例复发，复发率为 46.7％，差

异有统计学意义（P＝0.000）。TP3时间点MRD＜1×10-4组

123 例患儿中 16 例复发，复发率为 13.0％，MRD≥1×10-4组

异常B细胞（I/J门红色细胞群）占有核细胞的0.01％（57events），强表达CD10，表达CD19、CD34，弱表达CD38、CD20、CD45；图中可见正常成

熟B细胞（B门绿色细胞群），HematogoneⅠ阶段细胞（F门CD34+CD10+紫色细胞群），HematogoneⅡ阶段细胞（H门CD34-CD10+棕色细胞群）

及浆细胞群（K门蓝色细胞群）

图1 儿童急性B淋巴细胞白血病治疗后多参数流式细胞术检测的微小残留病阳性病例
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12例患儿中 5例复发，复发率为 41.7％ ，差异有统计学意义

（P＝0.022）。

讨 论

近几十年中，儿童ALL的治愈率大幅度提升，但复发仍

是影响预后的主要因素，复发的患者即使接受造血干细胞移

植，5年无事件生存率（EFS）仍不超过 18％［7］。降低复发率

是进一步提高疗效的关键。近年发现MRD水平是判断预后

的重要因素［2,5］，并已逐渐成为儿童ALL的常规检查［2］。一般

选择在诱导和巩固治疗期间监测骨髓MRD，前者用于指导

早期危险度分层和下一步巩固治疗策略的选择，后者用于指

导维持治疗的强度以及出现MRD水平复发时的挽救治疗策

略，研究显示监测诱导治疗最初 3个月骨髓MRD水平对于

儿童ALL分层指导的意义更大［2］。因此我们选择在诱导治

疗第15、33和84天监测骨髓MRD。有些ALL的相关研究显

示，骨髓MRD＞1×10-3或1×10-4提示预后不良［2］。为了更好

地界定MRD阈值，我们选取 1×10-3、1×10-4作为界值。

MRD 作为一个独立的调整危险度分层因素被普遍采

纳［3,8］。 美国和欧洲的儿童研究曾根据诱导缓解后或巩固治

疗后危险度分层，MRD阳性患者加强治疗，MRD阴性患者

减弱治疗［3］。Berry等［3］曾综合分析39个研究中13 637例患

者MRD与预后的关系，MRD阴性患儿10年EFS率约77％，

而MRD阳性患儿 10年EFS率仅 32％。我国卫生健康委员

会发布的最新儿童ALL诊疗规范（2018年版）［9］中，低危组

MRD的标准为诱导治疗第 15～33天MRD＜1×10-2和巩固

治疗前 MRD＜1×10- 4，中危组 MRD 的标准为诱导治疗第

15～19天MRD≥1×10-3～1×10-1或诱导治疗后第 33～45天

MRD≥1×10-4～＜1×10-2或巩固治疗前MRD＜1×10-4，高危

组MRD的标准为诱导治疗第 15～19天MRD≥1×10-1，或诱

导治疗后第 33～45 天 MRD≥1×10-2，或巩固治疗前 MRD≥
1×10-4。本研究根据患儿骨髓MRD水平再次分组，并根据

再次分组对治疗方案进行调整［6］，与最新发布的诊疗规范相

比本研究得出的MRD精确度更高，但本研究病例数有限，结

果有待大样本量研究证实。

MFC检测MRD覆盖面广、检测速度快，更容易指导临

床医师选择恰当的治疗方案［2］。我们用MFC定期监测 153

例B-ALL患儿诱导治疗期间的骨髓MRD，发现了MRD与

患儿的预后有明显的相关性，同时我们发现MRD阳性的患

儿复发率明显高于MRD阴性的患儿，由于再次复发后生存

率低，须接受异基因造血干细胞移植治疗，以获得长期生存。

相较MFC而言，RT-PCR对儿童ALL的检测范围有局限

性，因为65％左右的ALL患儿缺乏特异性融合基因，而RQ-

PCR的方法检测 IgH重排虽然对于ALL适用性广，但是试验

方法繁琐，费用昂贵，影响了临床检测的普及性［10］，因此目前

国内外广泛应用的MRD检测方式是MFC。本研究采用的

MFC是 8色流式细胞术，相较传统的 3～4色流式细胞术敏

感度明显提高，可达 10-4～10-5［1］。此外，近年来二代测序技

术（NGS）逐渐兴起，其在白血病MRD检测方面更加灵敏且

适用性更广，为我们提供了一个新的MRD监测平台，但同时

其也存在着费时、昂贵、需要已知治疗前信息等问题，限制了

临床的普及［3,10-11］。

综上所述，MFC是目前临床监测MRD的主要方法。儿

童B-ALL诱导治疗第 15、33及 84天的骨髓MRD是提示预

后的关键和敏感指标。MRD的监测对于B-ALL患儿早期调

整治疗方案以及改善预后至关重要。
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