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多参数流式细胞仪在检测急性髓系白血病微小残留病灶中的运用
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急性髓系白血病!

6X8

"并非是一种单一的疾病#而是一

组具有不同形态学*免疫表型*细胞遗传学和分子生物学特征

的异质性*克隆性造血干+祖细胞疾病$通过化疗能使大部分

6X8

患者缓解#完全缓解!

40

"率达
-#)

!

+#)

'

!

(

#但仍有约

,-)

的患者最终在
%

!

-

年内复发#提示目前的治疗方案尚不

能完全清除体内的病变细胞#而这些残留的白血病细胞#即微

小残留病灶!

X0P

"#是最终复发的根源'

"2%

(

$目前用于
X0P

的检测方法有经典的细胞形态学方法*逆转录聚合酶链反应

!

012340

*

0c2340

"*多参数流式细胞仪!

X94

"和荧光原位杂

交!

9'D&

"$

X94

*

340

是临床上最常用的检测手段#二者的

出现打破了单纯依靠细胞形态学来定义
40

的局限性$

X94

可在短时间内分析大量白血病细胞检测
X0P

#能够提供独立

预后信息和及时*可靠的临床一手资料#指导制订个体化的治

疗方案#达到降低复发率和延长生存期的目的$

&

!

白血病细胞的免疫表型特点

白血病相关免疫表型!

86'3G

"在正常骨髓或外周血细胞

上不表达或低表达#而在白血病细胞上表达或高表达$

6X8

中的
86'3G

具有以下特点,!

!

"抗原跨系表达!如
4P"

*

4P/

*

4P-

*

4$

*

4!#

*

4!.

*

4-,

")!

"

"抗原跨阶段表达!如
4P%/

g

+

4P!!

g

#

4P%/

g

+

4P!-

g

")!

%

"抗原的过度表达*低表达或缺失

!如
4P%/

*

4P!%

*

4P%+

*

4P%%

和
&862P0

等抗体的荧光强度

明显增强或减弱")!

/

"光散射异常!

4P!%

g光散射异常"

'

/

(

$这

些抗原异常表达的特点成为识别白血病细胞#检测
X0P

的

基础$

!

!

X94

检测
X0P

的适用范围与优势

聚合酶链反应!

340

"虽然特异性和敏感性高#但
6X8

中

存在合适的目标分子 !如,

3X82060<

*

6X82[1Y

*

4W9

+

2

X&?!!

等"加上
981%

*

53X!

等基因突变的患者仅占
,#)

!

$#)

'

-

(

#因此运用局限$并且白血病细胞在克隆演变的过程中

可能发生靶基因长度和位点的变化#甚至出现新的突变基因#

将导致
340

法检测的漏诊和监测的中断#意味着将有更多的

患者无法用
340

对
X0P

实行有效的监测$

X94

可以在短时间内对大量单个核细胞进行多参数分

析#是
6X8

患者检测
X0P

的有效方法'

,

(

$美国
DB@7HA

儿童

医院
6X8#"

研究中检测到
.-)

的
6X8

患者存在
86'3G

#

X94

适用于几乎所有
6X8

患者'

$

(

$运用
X94

的检测方法

不仅能准确定量残留白血病细胞数#还可以进一步分析残留白

血病细胞的增殖*凋亡及耐药等生物学特性#反映白血病细胞

对化疗的敏感性*自身生物学特性及体内肿瘤负荷情况$此

外#

X94

可以在同一次检测中追踪多个异常的免疫表型#在

X0P

检测时只需要一种异常分子标志即可被检出#不会像基

因突变那样影响检测效能$但
6X8

细胞在复发时出现%抗原

漂移&的频率高#因此目前建议诊断时至少需要记录
"

个异常

免疫表型用于以后的
X0P

检测$初诊时全面而完整的免疫

表型分析*个体化设计表型组合*多个白血病相关标志联合等

策略均能增加
X94

检测结果的可信度$

"

!

X94

检测
X0P

的敏感性

影响检测的灵敏度*特异性的因素有,!

!

"恶性细胞缺乏抗

原特异性)!

"

"一些小克隆的亚群存在并且很难识别)!

%

"表型

转换无法识别)!

/

"缺乏有经验和专业技术的工作人员$当灵

敏度达
!#

b-

!

!#

b/

#标本需要的有核细胞数约
-#####

个#保

证样本质量是保证灵敏度的前提$

XP

安德森癌症中心'

/

(采

用的是
+

色的流式细胞仪#检测时标本有核细胞数量大于
"##

###

个以保证灵敏度至少为
!#

b/

#先检测大量正常骨髓标本建

立一个评估的基线#以此为参照#根据
4P!%

*

4P%/

*

4P%+

*

4P/-

*

4P!!$

*

&862P0

等 抗 体 的 荧 光 强 弱 分 析 是 否 是

86'3G

$

6C2X<O<CI

等'

+

(是在
4P/-

+

4P%/

+

4P!!$

的基础上

添加不同的淋巴系或髓系抗原以提高检出
86'3G

的灵敏度$

随着
+

色*

!#

色流式细胞检测技术的面市#

X0P

检测的灵敏

度和可靠性得到了更大的提高$

#

!

X0P

检测的时机和阳性阈值

X0P

的结果不仅应与检测时间点和治疗方法相联系#还

应考虑患者的个体因素和疾病特征$目前认为影响预后重要

的时间点是诱导治疗后*巩固治疗后*维持治疗后及移植前后$

不过#有的研究认为持续动态进行
X0P

监测更有意义#对于

某个确定时间点的
X0P

#并不能完全反映治疗效果'

/

(

$

定义
X0P

的阈值主要是为了早期发现高复发风险患者#

据此调整治疗策略$

9ACCAE

等'

.

(通过多中心的研究推荐
X0P

的阈值为
#*#!)

#目前国内大多学者对此也比较认同'

!#

(

$对

高
X0P

!

40

后任何时间点
X0P

水平大于
!#

b/

"患者建议进

行强化的缓解后治疗或针对
X0P

的靶向治疗#对低
X0P

!

40

后所有时间点
X0P

水平小于
!#2/

"或
X0P

阴性患者#建议降

低治疗强度或缩短治疗时间#以达到人性化*个体化*规范化的

治疗策略$

最近国外也有研究将
#*!-)

作为判断预后的阈值#据此

将患者划分为复发组和长期生存组#但实验数据显示仍有

//)X0P

阴性的患者最后复发$相较而言#另有学者认为任

何数量的
X0P

存在均与预后相关#很可能不同的时间点*不

同的患者有不同的阈值#这些都由患者本身的分子生物学特性

所决定$

X0P

阈值水平不同#所得到的研究结论亦很难进行

统一的评价#这个缺陷将是
X94

检测
X0P

在临床运用中所

面临的一个重要挑战'

!!

(

$

"!$%

重庆医学
"#!-

年
.

月第
//

卷第
",

期



$

!

X94

在
6X8

中的运用

在
6X8

患者中#

6C2X<O<CI

等'

+

(运用
-

色
X94

发现,非

同步表达往往在相对成熟骨髓细胞中易见!如早期的抗原表型

4P%/

*

4P!!$

和相对成熟的标志
4P!-

*

4P,-

共表达"#而跨系

表达在原始髓细胞中是最常见的
86'3G

类型!表达淋巴系标

志
4P"

*

4P/

*

4P-

*

4$

*

4!#

*

4!.

"$

$*&

!

化疗后的监测
!

运用
X94

检测
6X8

患者的
X0P

#最

有效的方法就是在诊断时识别
!

个或多个
86'3G

#为后续治疗

建立一个完善的评价体系$

UAE=

等'

!"

(对
-+

例诱导治疗和
,"

例巩固治疗的
6X8

患者进行了研究#这些患者中
86'3G

包

括,抗原不同步表达*抗原跨系表达*抗原缺失*抗原过表达$

每例患者至少追踪
!

个
86'3G

#从诊断到治疗达
40

#

86'3G

阳

性细胞减少的程度用
8P

值表示$在巩固治疗组
8P

值与总生

存率!

YD

"*无复发生存期!

09D

"均相关!

" #̀*##-

")在诱导治

疗组
8P

值只与
09D

相关#与
YD

无关!

"`#*###!

")

8P

值越

大#

"

年的总生存率!

YD

"*

-

年的无病生存!

[9D

"越高#另外#

8P

值可作为细胞遗传学的协变量#并认为
%

个疗程巩固治疗

后的
X0P

水平预后价值更大$无论是在儿童或是成人#

X94

监测的
X0P

与复发密切相关#并且认为
X94

更灵敏*可靠$

8FTA=

等'

!%

(发现#

"$

例
6X8

患者中有
$

例没有达到细胞形

态学的缓解#这
$

例患者
X94

检测的
X0P

是阴性的#却相比

剩下的
"#

例患者获得更长的生存期$

'=<d<

等'

!/

(发现诱导治

疗后大于或等于
#*!)X0P

复发风险高#预后差#相较于细胞

形态学#

X94

检测
X0P

预后的意义更大$

$*!

!

异基因造血干细胞移植前后的监测
!

异基因造血干细胞

移植已经成为中危*高危患者治疗的重要手段#

W<GBFG2YEAIEF

等'

!-

(检测了
".

例
6X8

患者在异基因造血干细胞移植前后

X0P

的情况#其中
!+

例移植后
X0P

阴性!

86'3G

'

#*!)

"比

X0P

阳性!

86'3G

%

#*!)

"复发率低!

!-) +$*,,)

#

"`

#*#/-

"*

!

年的
YD

高!

+%)+$,-")

#

"`#*#"!

"$

!"

例移植

后
X0P

阳性的患者#采取了移植后的干预治疗!逐渐减少免

疫抑制*供体淋巴细胞输注或二次移植"#其中有
-

例
X0P

消

失#疾病得到了控制#其他
$

例患者复发$

Q<CBAE

等'

!,

(对
..

例
40!

后行异基因造血干细胞移植的
6X8

患者进行研究#运

用
!#

色流式细胞术监测移植前
X0P

阳性与高复发率相关#

并能缩短
P9D

*

YD

$

6=B;I<G

等'

!$

(认为移植前的
X0P

与疾病

复发*诱导治疗失败相关#对于
X0P

阳性!

&

#*!)

"的患者#

应调整相应的移植策略#例如早期增加
](8

效应或移植后预

防性的给予供者淋巴细胞输注)而对于
X0P

阴性的患者则可

以适当降低治疗强度$

PIAR24<L

M

ACF

等'

!+

(认为在移植后
!##

H

监测
X0P

意义较大#

X0P

大于或小于
#*!)

区分患者的不

同风险度$

%

!

结
!!

语

"#!/

年
5445

临床实践指南中提出目前尚无推荐的检测

X0P

的方法$但根据临床实践发现#

X94

和
340

是
6X8

中

定量检测
X0P

最可靠*有效的两种方法#但各有利弊$

340

应用范围窄#检测的靶基因清除慢#不适合早期时间点的检测#

多用于巩固和维持治疗后$

X94

适用于所有
6X8

亚型的患

者#可在早期发现高危患者#及时调整治疗方案#但未来需要明

确在什么时间点选用什么方法最有效#如何将
X0P

定量检测

的过程标准化#建立统一的阈值水平#需要实验室与实验室间*

实验室和临床医生间加强合作#共同突破这些局限$

X0P

检

测结果不仅应与检测的时间点相联系#还应与患者的年龄*疾

病分层*治疗方法相联系#选择有经验的实验室也十分重要#只

有综合分析多种影响因素#才能更客观地评价疾病状态#有效

地指导制订患者的治疗方案$

最近有研究者使用
X94

分析白血病干细胞!

8A7TALIJ

GBALJACCG

#

8D4G

"#

8D4G

通过自我更新和无限增殖模模拟正常

造血作用#产出白血病细胞#化疗虽然能有效杀死白血病细胞#

但却不能完全清除白血病干细胞#这些细胞可能导致
X0P

的

持续存在#最终导致复发$与造血干细胞类似#

8D4G

表达

4P%/

g

+

4P%+

b

'

!.

(

#体外成瘤实验发现
4P!"%

#

4P//

#

4P/$

可

以用以区分
8D4G

'

"#

(

$因此
X94

可以用来识别这些潜在的

X0P

来源#帮助发现潜在的治疗靶点来消除它$
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