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微小残留病（MRD）在急性髓系白血病（AML）疗效评

估、预后分析和危险分层指导的治疗中发挥着重要作用［1-2］，

MRD是白血病复发的根源。定量检测MRD常用的方法有

多参数流式细胞术（MPFC）检测白血病相关免疫表型

（LAIP）和实时荧光定量 PCR（RQ-PCR）检测特异性融合基

因或泛白血病基因的表达［3］。本研究回顾性分析131例我中

心收治的预后中等、年龄≤60 岁的成人 AML 患者，探讨

MRD对AML诱导缓解后接受化疗（PR-CT）或异基因造血

干细胞移植（allo-HSCT）患者预后的影响。

病例与方法

一、病例

2010年 1月至 2017年 12月，我中心收治的年龄≤60岁

的初治成人AML（非急性早幼粒细胞白血病）共400例，其中

按照2017年ELN危险度分层［4］纳入预后中等组共279例，经

过诱导化疗1～2个疗程后获形态学无白血病状态（morpho-

logic leukemia-free state, MLFS）的AML患者 131例，分析诊

断时特征、缓解后巩固治疗方案、巩固治疗PRT前MRD水平

与预后的关系。

二、白血病相关检查方法

所有初诊患者均采用细胞形态学、免疫学、细胞遗传学

和分子生物学（MICM）诊断模式，危险度预后分组采用ENL

标准。

1. 免疫学分析：采用FACS Aria Ⅱ型流式细胞仪（美国

BD公司产品），利用 14色免疫标记法MPFC检测骨髓细胞

免疫表型［5］。结合抗体采用 CD34-FITC/CD13-PE/CDl17-

PerCP/CD33- APC/HLA- DR- APC- CY7/CD45- V500，CD38/

CD7/CD56抗体用于初步诊断为AML的患者。

2. 细胞遗传学分析：骨髓标本经G显带法分析染色体核

型，根据《人类细胞遗传学国际命名体制（ISCN，1995）》进行

核型分析［6］。

3. 分子生物学检测：

（1）白血病相关融合基因检测：取初诊患者骨髓液3～4

ml，提取总RNA，合成 cDNA，采用Prism 7500实时荧光定量

PCR仪对43种AML常见融合基因进行检测，覆盖95％以上

的白血病融合基因类型。扩增条件为：预变性 42 ℃ 5 min，

1个循环，95 ℃ 10 min，1个循环；PCR循环：94 ℃ 15 s，60 ℃
60 s，40 个循环，内参基因选用 ABL，融合基因表达水平

（％）＝目标融合基因拷贝数/ABL基因拷贝数×100％。

（2）二代测序检测（NGS）基因突变：取初诊患者骨髓液

3～4 ml，提取细胞内 DNA 制备全基因组文库，采用 Ion

Torrent测序平台对血液恶性疾病相关的基因突变进行目标

区域PCR富集和高通量平行测序，平均测序深度2 000×，灵

敏度 1％。检测 AML/MDS/MPN 34 个相关基因突变。将

FLT3-ITD 突变率＜0.5 定义为 FLT3-ITD 低频突变（FLT3-

ITDlow），FLT3-ITD 突变率≥0.5 定义为 FLT3-ITD 高频突变

（FLT3- ITDhigh）［7］。将正常核型且不伴“NPM1 突变”、

“CEBPA双突变”及“FLT3-ITD突变”（NPM1mut-negCEBPAdm-neg

FLT3-ITDneg）定义为“三阴性”。正常核型AML，除外“三阴

性”，其余归类为“非三阴性”［8］。
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三、治疗方案

1. 诱导治疗：方案包括 IA［去甲氧柔红霉素（IDA）10

mg·m-2·d-1第1～3天，阿糖胞苷（Ara-C）100～200 mg·m-2·d-1

第1～7天］、DA［柔红霉素（DNR）60 mg·m-2·d-1第1～3天，

Ara-C 100～200 mg ·m-2·d-1第 1～7 天］、地西他滨联合

CAG（地西他滨 15 mg·m-2·d-1第1～5天，阿克拉霉素10 mg/d

第 3～6 天，Ara-C 20 mg/d 每 12 h 1 次第 3～9 天，G-CSF

5 μg·kg-1·d-1，第0～14天）及其他方案。获得部分缓解（PR）

患者采用原方案再诱导，未缓解（NR）者换用其他方案。诱

导化疗 1个疗程获得MLFS定义为早期缓解，诱导化疗 2个

疗程获得MLFS定义为晚期缓解。

2. 巩固治疗：采用中等剂量Ara-C（2 g/m2，每 12 h 1次，

第1、3、5天）进行巩固化疗，PR-CT组患者巩固治疗≥4个疗

程。在第 1次获得MLFS期，部分患者根据个人意愿以及供

者、经济和身体状况等因素，在巩固化疗 4 个疗程内进行

allo-HSCT，移植方案参见文献［9-10］。

四、MRD检测

采用 MPFC 检测 LAIP 作为 MRD 的监测指标，设定

LAIP 细胞≥0.1％为 MRD 阳性。在巩固治疗中的固定监

测点（每个月监测 1 次）监测 MRD，本研究分析患者首次

缓解后巩固化疗或造血干细胞移植前 MRD 水平对预后的

影响。

五、随访

主要采用门诊随访及电话随访方式，随访截止日期为

2017年12月31日。

六、评估指标

疗效评估标准参见文献［11］。MLFS：白血病的症状和

体征消失，白细胞分类中无白血病细胞，骨髓中原始粒细胞

＜0.05，无髓外白血病。复发：获得 MLFS 患者外周血重新

出现白血病细胞或骨髓中原始细胞≥0.050 或髓外出现白

血病浸润的患者。无复发生存（RFS）时间：获得MLFS患

者，从MLFS之日至复发或MLFS状态下死亡或随访截止的

时间。总生存（OS）时间：患者从诊断至死亡或随访截止的

时间。

七、统计学处理

连续变量通过中位值方法确定影响复发和生存的界

值。影响RFS、OS和CIR的因素采用Kaplan-Meier生存分析

法并进行Log-rank检验，P＜0.2的因素进入Cox回归模型进

行多因素分析。P＜0.05为差异有统计学意义。累积复发率

（CIR）采用竞争风险模型 R 软件分析。其余分析采用

SPSS17.0软件进行统计。

结 果

1. 患者特征：经 1～2 个疗程诱导化疗获得 MLFS 后接

受巩固治疗，具有完整MRD数据的中危组AML患者共131

例，67例（51.1％）患者接受PR-CT，其余 64例（48.9％）接受

allo-HSCT。患者临床特征及PR-CR组和 allo-HSCT组临床

特征的比较详见表1。allo-HSCT患者年龄显著比PR-CT患

者年轻（P＜0.001）（表1）。

121 例（92.3％）患者进行了 NGS 检测，“三阴性”87 例

（71.9％），“非三阴性”31例（25.6％）。化疗组预后突变基因

“三阴性”47例（74.6％），“非三阴性”14例（22.2％），移植组

“三阴性”40例（69.0％），“非三阴性”17例（29.3％）。AML患

者 获 得 MLFS 时 MRD 中 位 水 平 0.070％（0.001％ ～

2.103％）。MRD 阴性（MRD＜0.1％）共 70 例，其中 PR-CT

组 37 例（52.9％）、allo-HSCT 组 33 例（47.1％）。MRD 阳性

（MRD≥0.1％）共 61 例，其中 PR-CT 组 30 例（49.2％）、

allo-HSCT组31例（50.8％）（表1）。

2. 生存和复发：年龄＜40岁患者中PR-CT 23例，allo-HSCT

40 例 ，两 组 的 5 年 OS 率 分 别 为 29.8％ 和 56.6％（P＝

0.066），5 年 RFS 率分别为 40.7％ 和 63.6％（P＝0.014）；年

龄≥40 岁患者中 PR-CT 44 例，allo-HSCT 24 例，两组的 5 年

OS 率分别为 31.6％和 64.2％（P＝0.101），5 年 RFS 率分

别为 23.8％ 和 48.5％（P＝0.003）。诱导化疗早期缓解

101 例，晚期缓解 30 例，两组的 5 年 OS 率分别为 57.5％

和 41.9％（P＝0.430），5 年 RFS 率分别为 49.0％ 和 38.7％

（P＝0.828）。

PR-CT 组、allo-HSCT 组中位随访分别为 20（5～90）和

26（8～96）个月（P＝0.313）。两组 5年CIR分别为 70.0％和

22.1％（P＜0.001），5 年 RFS 率分别为 25.6％和 51.8％（P＜

0.001），5年OS率分别为39.2％和 67.2％（P＝0.007）。

3. MRD：采用MPFC方法，分析131例中危组AML患者

获得 MLFS 后巩固治疗前 MRD 水平，PR-CT 患者中 MRD

阴性 37 例，阳性 30 例，两组 5 年 CIR、RFS、OS 率分别为

47.1％和 78.3％（P＝0.001）、33.4％ 和 10.3％（P＝0.001）、

45.1％和 28.3％（P＝0.002）（表 2）。 allo- HSCT 患 者 中

MRD 阴性 33例，阳性 31例，两组 5年CIR、RFS、OS率分别

为 12.4％ 和 37.7％（P＝0.001）、61.1％和 35.7％（P＝0.034），

66.8％ 和41.0％（P＝0.344）（表2）。

巩固治疗前 MRD 阴性的患者共 70 例，其中 PR-CT 组

37例，allo-HSCT组 33例，两组的 5年RFS率分别为 33.4％、

61.1％（P＝0.035），5 年 OS 率分别为 45.1％、66.8％（P＝

0.486）；MRD 阳性患者共 61 例，其中 PR-CT 组 30 例，

allo- HSCT 组 31 例，两组的 5 年 RFS 率分别为 10.3％、

35.7％（P＝0.002），5 年 OS 率分别为 28.3％、41.0％（P＝

0.011）（表2）。

4. 预后影响因素分析：单因素分析患者发病时特征（包

括性别、核型、预后突变基因）、首次诱导治疗方案、早期及晚

期缓解、获得MLFS后巩固治疗前MRD水平、缓解后治疗方

案等对 RFS、OS 和 CIR 的影响。单因素分析显示年龄、核

型、巩固治疗前MRD水平、缓解后治疗方案是影响患者预后

的因素。多因素分析显示核型是影响RFS的危险因素，获得

MLFS 后 MRD 阳性、化疗巩固方式及年龄≥40 岁是影响巩

固治疗和 OS 的共同危险因素（表 3）。总之，对于中危组

AML患者，PRT前MRD阳性是独立于年龄、诊断时血液学

或分子遗传学特征之外影响RFS和OS的独立预后因素。
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讨 论

目前，MRD的检测以定量RQ-PCR检测特异性融合基

因或泛白血病基因的表达，如WT1等及MPFC检测LAIP为

主。MPFC 几乎在所有急性白血病中都可检出 LAIP［12-13］，

MPFC敏感性水平10-2～10-4［14］，MRD的动态变化与AML患

者预后密切相关［15-16］。因此，采用MPFC检测MRD预测疾

病预后具有可行性，但免疫表型完全缓解尚缺乏统一的监测

阈值。HOVON/SAKK AML42A研究将0.1％作为免疫学完

全缓解的监测阈值［17］，证实中危组 AML 患者获得缓解后

MRD≥0.1％时复发风险高。本研究采用MRD 0.1％为阈值

进行分析。

Imahashi等［18］研究指出，年龄≥40岁和移植前大于 1个

疗程达完全缓解是预后中等 AML 患者预后不良的危险因

素。年龄是决定预后的重要因素，也是选择 allo-HSCT 作

为巩固治疗手段的主要限制因素。本研究 PR-CT 组和

allo-HSCT组的中位年龄差异具有统计学意义（P＜0.001）。

年龄＜40岁的患者经诱导化疗达MLFS后可以从allo-HSCT

中最大获益，降低复发风险，延长RFS时间。同时发现，77％

的AML患者化疗诱导后可获得早期缓解，但早期缓解和晚

期缓解对OS和RFS无显著影响，这可能与本研究属于回顾

性研究，样本量有限，且早期缓解率高有关。

任欣等［19］回顾性研究指出，缓解后未接受 allo-HSCT的

成人AML，大剂量Ara-C巩固治疗 1个疗程后MRD阳性是

影响 CIR 和 DFS 的共同不利因素，单体核型与预后不良相

关。我中心采用流式细胞术联合荧光原位杂交技术（F-

FISH）对携带核心结合因子（CBF）AML患者（年龄≤65岁）

的MRD水平进行动态随访［20-21］。结果发现巩固治疗（化疗）

前FISH+CD34+CD38-阳性患者复发率增高。Ravandi等［22］分

析了 186例成人AML患者获得MLFS后采用MPFC评估的

MRD数据，证实MRD阳性是影响患者RFS和OS的不利因

素。本文以MRD 0.1％为界值进行分析，在获得MLFS后接

受化疗巩固的患者中，巩固治疗前MRD阴性患者的RFS和

OS显著优于MRD阳性患者（5年RFS和OS率分别为33.4％

对 10.3％，45.1％对 28.3％，P值均＜0.05）。接受 allo-HSCT

的患者，尽管MRD阴性患者比MRD阳性患者的OS率明显

表1 131例患者基本临床特征

临床特征

例数（％）

中位年龄［岁，M（范围）］

女性［例（％）］

诊断时血细胞计数

WBC［×109/L，M（范围）］

HGB［g/L，M（范围）］

PLT［×109/L，M（范围）］

骨髓原始细胞［M（范围）］

FAB分型［例（％）］

M0

M1

M2

M4

M5

M6

染色体核型［例（％）］

CN-X-Y

分子生物学特征［例（％）］

NPM1突变伴FLT3-ITDhigh

NPM1野生型，无FLT3-ITD突变

NPM1野生型，伴FLT3-ITDlow

t（9;11）（p21.3;q23.3）

NPM1mut-negCEBPAdm-negFLT3-ITDneg（三阴性）

未检测

MRD水平［％，M（范围）］

MRD及其分组［例（％）］

阴性（＜0.1％）

阳性（≥0.1％）

所有患者

131

40（17～60）

66（50.4）

7.3（0.5～276.3）

91（30～148）

45（2～268）

0.660（0.210～0.985）

7（5.3）

7（5.3）

37（28.2）

42（32.1）

32（24.4）

6（4.7）

124（95）

15（11.5）

10（7.6）

6（4.6）

3（2.3）

87（66.4）

10（7.6）

0.070（0.001～2.103）

70（53.4）

61（46.6）

PR-CT

67（51.1）

48（18～60）

33（49.3）

7.9（0.5～264.1）

87.5（40～148）

51（5～268）

0.720（0.210～0.960）

3（4.5）

4（6.0）

20（29.9）

22（32.8）

16（23.8）

2（3.0）

64（95）

6（9.0）

4（6.0）

4（6.0）

2（3.0）

47（70.1）

4（5.9）

0.074（0.001～1.421）

37（52.9）

30（49.2）

allo-HSCT

64（48.9）

35（17～58）

33（51.6）

6.6（0.9～276.3）

95（30～131）

44（2～265）

0.603（0.235～0.985）

4（6.2）

3（4.7）

17（26.6）

20（31.3）

16（25.0）

4（6.2）

60（93）

9（14.1）

6（9.4）

2（3.1）

1（1.6）

40（62.5）

6（9.3）

0.068（0.008～2.103）

33（47.1）

31（50.8）

P值

0.655

＜0.001

0.671

0.712

0.654

0.497

0.055

0.744

0.756

0.638

0.762

0.869

0.306

0.552

0.268

0.421

0.495

0.651

0.253

0.591

0.723

0.671

注：PR-CT：持续化疗巩固治疗；allo-HSCT：异基因造血干细胞移植；CN-X-Y：细胞遗传学正常或仅有X染色体或Y染色体丢失；MRD：微

小残留病，指化疗缓解后巩固治疗前流式细胞术检测的MRD；NPM1mut-negCEBPAdm-negFLT3-ITDneg：正常核型且二代基因测序无NMP1基因突变、

CEBPA双等位基因突变及FLT3-ITD突变；FLT3-ITDlow：等位基因低频突变（＜0.5）；FLT3-ITDhigh：等位基因高频突变（≥0.5）
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提高（5年OS率分别为66.8％、41.0％），但由于样本量有限，

差异尚无统计学意义（P＝0.344），而MRD阳性患者接受移

植后的RFS比接受化疗巩固治疗患者的RFS明显提高（5年

RFS率分别为 35.7％、10.3％，P＝0.002），复发率降低，可能

是 allo-HSCT的移植物抗白血病效应克服MRD阳性造成的

高复发率，降低白血病复发风险［23］。Walter等［24］采用MPFC

检测99例接受 allo-HSCT AML患者的MRD水平，指出移植

前MRD阳性和阴性，2年CIR分别为64.9％和17.6％、OS率

为 30.2％和 76.6％，移植前MRD阳性是总体死亡和复发的

独立危险因素。我们先前的数据也证实巩固化疗前 FISH+

CD34+CD38-阳性细胞比例≥0.1％是影响CBF-AML患者长

期生存的危险因素［23］。此外，Araki 等［25］亦回顾性分析 359

例诱导缓解后接受 allo-HSCT 的 AML 患者的预后影响因

素，证实移植前同时获得分子生物学完全缓解是移植后低复

发率和长期生存的独立预后因素。我们的研究发现，获得

MLFS后巩固治疗前MRD阴性时，PR-CT组、allo-HSCT组5

年的RFS率分别为33.4％、61.1％（P＝0.035），MRD阳性时两

组RFS率分别为10.3％、35.7％（P＝0.002）。OS的变化趋势

与RFS基本相同（表2），结合多因素分析研究显示年轻的中

危组AML患者巩固治疗前MRD阳性和未进行造血干细胞

移植是影响AML患者RFS和OS的不利因素。

本研究单因素分析发现核型与RFS和OS均相关。正常

核型 AML 患者的复发风险低于异常核型（HR＝0.08，95％

CI 0.01～1.06），核型仍然是影响RFS的因素。NGS的应用

有助于治疗药物及治疗方案的选择，NGS 联合 MPFC 监测

MRD均阳性时复发率较高［26-27］。虽然NGS具有检测深度更

深、快速、准确定量突变比例等优势，但是费用昂贵、敏感度

易受测序平台影响等缺陷使其应用受到一定限制。因此，

MPFC监测MRD在临床应用中具有便捷、快速和结果可重

复性高的优势。

总之，MLFS 时 MRD 阳性和年龄≥40 岁是影响 RFS 和

OS的不利因素，核型是影响患者RFS的不利因素。中危组

AML患者获得MLFS后应推荐 allo-HSCT为缓解后治疗方

案，尤其是巩固治疗前MRD阳性的年轻AML患者。
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