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流式技术检测外周血白血病细胞在AML复发监测中的应用
方健源 1，胡淑芬 1，李秋娴 1，邹茂贤 1，谢碧霞 2

(广州市番禺区中心医院检验科 1、血液科 2，广东 广州 511400)

【摘要】 目的 探讨多参数流式技术(FCM)检测外周血白血病细胞在急性髓细胞白血病(AML)复发监测中

的临床应用价值。方法 选择2012年1月至2014年6月我院血液科收治的56例AML患者，于首次诱导化疗结

束、巩固化疗 6个月、巩固化疗 12个月应用FCM定期检测患者外周血标本，同时检测骨髓细胞形态学的变化。

MRD≥0.01%为 MRD 阳性，否则为 MRD 阴性。AML 患者首次诱导化疗结束后外周血 MRD 水平分为高

(MRD≥10-2)、中(10-2<MRD<10-4)、低(MRD≤10-4)三个水平。采用χ2检验方法比较首次诱导化疗结束、巩固化疗6

个月、巩固化疗 12个月的MRD阳性组和MRD阴性组复发率差异，同时比较首次诱导化疗结束后外周血MRD

高、中、低三组复发率差异。结果 FCM检测外周血MRD阳性组在首次诱导化疗结束、巩固化疗6个月、巩固化

疗 12个月的复发率分别为 72.7%、89.3%、93.8%，MRD阴性组分别为 25.0%、18.1%、0；MRD阳性组与MRD阴

性组相比较，首次诱导化疗结束(χ2=7.240，P=0.007)、巩固化疗 6 个月(χ2=15.554，P=0.000)、巩固化疗 12 个月

(χ2=19.562，P=0.000)三个时间点的复发率差异均有统计学意义(P<0.05)；首次诱导化疗结束后外周血MRD高水

平组的复发率明显高于中水平组(χ2=8.207，P=0.004)、低水平组(χ2=14.667，P=0.000)，差异有统计学意义(P<0.05)。

中水平组的复发率与低水平组比较差异无统计学意义(χ2=1.398，P=0.237>0.05)。结论 FCM检测外周血白血病

细胞对诊断AML复发及指导个体化治疗有重要意义。
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【Abstract】 Objective To investigate the application of multi-parameter flow cytometry (FCM) for detection

of peripheral blood leukemic cells in monitoring of recurrence of acute myeloid leukemia (AML). Methods Fifty-six

patients with AML from January 2012 to June 2014 in Department of Hematology in our hospital were enrolled. Pe-

ripheral blood samples of the patients were detected using FCM regularly after the first induction chemotherapy, 6

months, 12 months of consolidation chemotherapy. Changes in morphology of bone marrow cell were detected.

MRD≥0.01% was defined as MRD positive, and MRD<0.01% was defined as MRD negative. MRD levels of AML

patients after the first induction chemotherapy were divided into high level (MRD≥10-2), medium level (10-2<MRD<

10-4), low level (MRD≤10-4). Chi square test was used to compare the recurrence rates between MRD positive group

and MRD negative group after the first induction chemotherapy, 6 months, 12 months of consolidation chemotherapy.

At the same time, the recurrence rates were compared between high level, medium level, low level group after the first

induction chemotherapy. Results The recurrence rates after the first induction chemotherapy, 6 months, 12 months

of consolidation chemotherapy were 72.7%, 89.3%, 93.8% in MRD positive group, 25%, 18.1%, 0% in MRD negative

group, with statistically significant difference between the MRD positive group and MRD negative group after induction

chemotherapy (χ2=7.240, P=0.007), 6 months of consolidation chemotherapy (χ2=15.554, P=0.000) and 12 months

of consolidation chemotherapy (χ 2=19.562, P=0.000), P<0.05. After the first induction chemotherapy, the recur-

rence rate in MRD high level group was significantly higher than that in the medium level group (χ 2=8.207, P=

0.004) and low level group (χ 2=14.667, P=0.000), and the difference was statistically significant (P<0.05). There

was no statistically significant difference in the the recurrence rate between the medium level group and low level

group (χ2=1.398, P=0.237>0.05). Conclusion FCM detection of Leukemia cells in peripheral blood has important

significance for the diagnosis of recurrent AML and guiding individual treatment.
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急性髓细胞白血病(AML)是一种由于造血干/祖
细胞基因突变所致的恶性克隆性疾病。目前的治疗
手段主要包括诱导及巩固治疗以及造血干细胞移
植。目前认为造成白血病复发的关键因素是白血病
经治疗后体内仍残留少量的肿瘤细胞，即存在微量残
留白血病细胞(MRD)，这些肿瘤细胞的克隆增殖导致
白血病复发。白血病细胞通常表达异常的表面抗原
表型，即白血病相关表型(LAIP)[1]，以及异常光散射特
性，因此能与正常造血成分相互区别。联合利用多种
单克隆抗体，多参数流式技术可以同时检测细胞表面
不同抗原表达的多参数荧光信号，进而识别完全缓解
后混于正常造血细胞中的MRD。本研究收集AML

患者的骨髓和外周血标本进行检测分析，探讨AML

患者外周血白血病细胞的监测对AML复发及指导个
体化治疗的意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2012年1月至2014年6月我
院血液科收治的56例AML患者(不包括急性早幼粒细
胞白血病患者)，于首次诱导化疗结束、巩固化疗6个月、
巩固化疗12个月定期监测。诊断符合法美英协作组
(FAB)及2008年世界卫生组织(WHO)的诊断标准[2]。

1.2 标本检测
1.2.1 多参数流式技术检测方法 采集外周血

(EDTA-K2抗凝)，利用四色荧光(四种荧光素分别为
FITC、PE、APC、PerCP)直接免疫标记法进行免疫分
型检测。在每支检测试管中加1×106有核细胞。根据
每例患者的白血病特点选择单克隆抗体组合(试剂均
为美国BD公司产品)，按照试剂所明书进行操作。至
少收集 10万个可供分析的有核细胞，用流式细胞仪
( 美国 BD 公司) 收集细胞，每支试管用配套的
CellQuest软件分析细胞标志。根据原始细胞上抗原
是否跨系表达、表达不同步(不同阶段的抗原同时表
达)、表达过强、过弱、丢失等判定是否为 MRD，
MRD≥0.01%为阳性，否则为阴性。

1.2.2 骨髓细胞形态学检测方法 骨髓液涂片
6~8张，经吉姆萨-瑞士染色后，在日本Olympas显微
镜油镜下分类200个细胞，根据形态进行不同阶段的
分类计数。根据张之南等[3]主编的第 3版《血液病诊
断及疗效标准》判断疗效是否为复发。

1.3 治疗方案 AML(非 M3)的诱导化疗方案
采用柔红霉素加阿糖胞苷(DA)、去甲氧柔红霉素加
阿糖胞苷(IA)或米托蒽醌加阿糖胞苷(MA)方案。骨
髓达CR后采用原方案巩固强化治疗 2个疗程后，分
别用中或大剂量阿糖胞苷治疗，完成4个疗程后休息
2个月，然后用DA和米MA方案交替 2个疗程，每个
疗程间隔3个月，此后停止化疗，定期随访。

1.4 随访 56例AML患者在首次诱导化疗结
束获得CR后开始随访，定期监测，以FAB分型骨髓
形态学作为判断复发的金标准，至复发随访结束，未
复发随访至今，随访时间1~30个月，中位数16个月。

1.5 统计学方法 应用SPSS13.0软件对数据进
行分析，计数资料以百分率(%)表示，组间比较采用χ2

检验，以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结 果
2.1 AML患者首次诱导化疗结束后定期监测外

周血MRD随访结果 AML患者首次诱导化疗结束获
得CR后开始随访，分别在首次诱导化疗结束、巩固化
疗 6 个月、巩固化疗 12 个月进行外周血 MRD 检测。
MRD阳性组在首次诱导化疗结束、巩固化疗6个月、
巩固化疗 12 个月的复发率分别为 72.7%、89.3%、
93.8%，MRD 阴性组分别为 25.0%、18.1%、0(表 1)。
MRD阳性组与MRD阴性组相比较，首次诱导化疗结
束(χ2=7.240，P=0.007)、巩固化疗6个月(χ2=15.554，P=
0.000)、巩固化疗12个月(χ2=19.562，P=0.000)三个时间
点的复发率差异均有统计学意义(P<0.05)。

2.2 AML 患者首次诱导化疗结束后外周血
MRD水平与复发率的关系 56例AML患者按照首次
诱导化疗结束后外周血 MRD 水平分为高(MRD≥
10-2)、中(10-2<MRD<10-4)、低( MRD≤10-4)三组。经统
计分析，高水平组的复发率明显高于中水平组(χ 2=
8.207，P=0.004)、低水平组(χ2=14.667，P=0.000)，差异
有统计学意义(P<0.05)。中水平组的复发率与低水平
组比较差异无统计学意义(χ2=1.398，P=0.237>0.05)。

3 讨 论
FCM 是目前检测白血病微观水平最有应用前景

的方法之一。它是在单细胞水平辨认细胞形态、大小

和荧光特征，从而区分白细胞和正常细胞的一种方

法，其优势是每秒可检测 5 000~10 000个细胞，快速

地对各个细胞进行多参数定量分析，灵敏度达 10-4。

表1 AML患者首次诱导化疗结束后定期监测外周血MRD随访结

果[例(%)]

检测时间

首次诱导化疗结束

巩固化疗6个月

巩固化疗12个月

例数

56

39

27

MRD阳性

复发

32(57.1)

25(64.1)

15(55.6)

未复发

12(21.4)

3(7.7)

1(3.7)

复发

3(5.4)

2(5.1)

0(0)

未复发

9(16.1)

9(23.1)

11(40.7)

MRD阴性

表2 AML患者首次诱导化疗结束后外周血MRD水平与复发率的

关系[例(%)]

MRD水平

高(MRD≥10-2)

中(10-2<MRD<10-4)

低（MRD≤10-4)

例数

21

23

12

复发

20(95.2)

12(52.2)

3(25.0)

未复发

1(4.8)

11(47.8)

9(75.0)

··530



Hainan Med J, Feb. 2015, Vol. 26, No. 4 海南医学2015年2月第26卷第4期

FCM是基于对白血病细胞特殊表达的免疫表型进行
识别来定量检测MRD，应用多色荧光技术可在1×104

或更多正常细胞中检测出 1个白血病细胞。临床上
对急性白血病治疗效果的评价主要通过骨髓细胞形
态学检查，其具有一定的局限性，其诊断标准一般在
体内白血病细胞数超过 1%时方能检测到，而体内
MRD的持续存在会导致患者最终白血病的复发。目
前MRD检测大多是以骨髓为标本。由于白血病的非
均一分布，加上髓外浸润以及化疗后骨髓重建引起的
造血细胞反应性增生，有时会影响 MRD 的检测结
果。白血病患者反复损伤性骨髓穿刺不易接受，且存
在稀释等问题。从患者角度出发，外周血取材方便，
采集外周血无疑更合适。采用FCM测定MRD是根
据白血病细胞与正常细胞成分之间的抗原表达存在
的量或质的区别来进行的，在某些抗体组合中，它们
有时只适合外周血标本的检测而不适合于骨髓标本
的检测 [4]。为此，本文针对 AML 患者的骨髓和外周
血标本进行检测分析，探讨AML患者外周血白血病
细胞的监测对AML复发的临床指导意义。

Buccisano等[5]认为外周血的检测同骨髓一样有
意义，如果同时检测外周血及骨髓，可能提高检出
率。如果巩固化疗后外周血的 MRD 水平高于
0.015%，复发概率增加。外周血白血病细胞水平可
间接反映骨髓情况，用于治疗监测。目前国际上推荐
对白血病的治疗采用个体化治疗原则。期间动态监
测患者白血病细胞的MRD水平直接反映体内白血病
细胞的负荷量，根据体内白血病细胞的负荷决定治疗
方案。本研究外周血MRD阳性组在首次诱导化疗结
束、巩固化疗6个月、巩固化疗12个月的复发率分别
为 72.7%、89.3%、93.8%，MRD阴性组分别为 25.0%、
18.1%、0。MRD阳性组与MRD阴性组相比较，首次
诱导化疗结束、巩固化疗6个月、巩固化疗12个月三
个时间点的复发率均有明显差异。Coustan-Smith

等[6]研究在诱导治疗结束时和持续治疗第 14、32、56

周共收集 629份标本，每个时间点可检出MRD阳性
(>10-4)均与高复发率相关，尤其是诱导治疗结束时
(>10-2)或维持治疗14周(>10-3)有高水平MRD的患者
预后差。本研究外周血MRD阳性组巩固化疗 12个
月、巩固化疗6个月的复发率要比首次诱导化疗结束
的复发率要高，考虑与化疗强度不够或对以往的化疗
药耐药有关。

本研究高水平(MRD≥10-2)组的复发率(95.2%)

明显高于中水平(10-2<MRD<10-4)组(52.2%)、低水平
(MRD≤10-4)组(25%)。Pawinska等[7]认为，诱导缓解
末 MRD≥10-4 的患者需要在治疗过程中严密监测
MRD量的变化，以便及时采取有效治疗方案。孙楠楠

等[8]研究提出，对ALCR后FCM连续动态监测MRD发
现，CR后患者MRD水平差异较大，不能作为评价CR

的单一指标。而对于每一名处于CR的AL患者而言，
随着治疗时间的延长、化疗次数的增多，MRD水平总
体上呈现下降趋势，但是波动幅度较大，且部分MRD

阴性患者在巩固治疗过程中出现阳转。因此，FCM动
态监测MRD可为ALCR患者化疗方案的选择提供依
据。根据MRD水平，对复发危险度高的患者给予强有
力的化疗以增加治愈率，对复发危险度低的患者避免
过度化疗以减轻副作用，从而实现个体化治疗。

MRD是一个强烈提示缓解和复发的预后因素。
临床应用 MRD 检测可有效指导 CR 后的治疗，包括
CR、部分缓解(PR)和未缓解(NR)的重新定义，根据
MRD 的水平进行预后分级及选择相应的化疗方案
等。若MRD持续阴性，可停止治疗；若MRD持续阳
性，应予患者更强的化疗，或考虑骨髓移植。在诱导
缓解治疗期的早期时间点检测MRD评估预后，价值
是否等同于或优于在诱导缓解治疗末时间点检测
MRD尚待进一步研究证实[9]。很多研究认为其他时
间点的检测结果同样具有预后意义，且连续的MRD

监测可提供更多的预后信息。
综上所述，FCM检测外周血白血病细胞也能很

好地提示复发，且外周血取材方便，创伤性相对较轻，
对提示AML复发及指导个体化治疗有重要意义。
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