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·标准与讨论·
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多参数流式细胞术(multiparameter flow

cytometry,MP—FcM)是运用不同荧光标记的多种抗

体组合对造血细胞表面或胞内抗原的表达状况进

行检测，进而对细胞的系列来源、分化程度、表型异

常与否进行分析判断的高通量、高敏感性检测技

术，其在恶性血液病的诊断分型、治疗监测、预后评

估及治疗靶点筛查中已成为必不可少的实验诊断

手段’1～。微小残留病(minimal residual disease，

MRD)是指恶性血液病经过治疗达到血液学完全缓

解后体内残存的通过形态学等传统方法无法检测

到的任何水平的微量肿瘤细胞状态。3“J。近年来，也

有学者根据现有检测技术的局限性将MRD定义为

可检测的残留病(measurable residual disease)。运

用FCM检测恶性血液病MRD的研究始于20世纪

80年代，利用2～4色FCM对急性白血病的治疗后

样本进行检测，并基于在正常细胞分布之外的“空

白”区域检测到异常表型的理论对MRD进行分析

鉴别。5刮；在过去的10年中，随着FCM水平的不断提

高，特别是8～10色MP—FCM在MRD检测中体现出

敏感性高、特异性好、适用范围广的优势，MRD的

FCM检测从小规模样本的临床研究发展到大规模

样本的临床验证，目前已成为恶性血液病临床疗效

判断和预后分层的重要依据，而基于MRD指导下
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的个体化治疗可以使不同危险度分层组中的患者

避免过度治疗或治疗不足，以提高患者的长期生存

率：79j。

然而，由于白血病等恶性血液病存在不同程度

的克隆异质性、不同治疗方案对免疫表型和克隆筛

选的影响、化疗后不同时问点骨髓造血恢复的状况

不一、不同基因背景的残留肿瘤细胞在复发时的增

殖动力学不同等疾病自身因素的复杂性，以及不同

检测中心在抗体组合、荧光搭配、样本处理、圈门策

略、分析逻辑、主观经验、质控管理等诸多技术环节

中的差异，目前国内外对于MRD的检测和分析还

缺乏规范化，导致对MRD检测结果的临床解读和

预后评估标准存在不一致性。为了使国内各检测

中心对于MRD的FCM检测和分析逐步实现规范化

和标准化，在可控因素范围内尽量减少检测结果之

间的差异，中国免疫学会血液免疫分会临床流式细

胞术学组通过各种学术讨论、多中心室问比对等一

系列努力，形成了基于MP—FCM检测MRD的国内

共识，供大家参考，也希望在此基础上不断完善，以

期提高我国恶性血液病MRD检测的整体水平。本

共识涉及病种包括急性髓系白血病(aute myeloid

leukemia，AML)、急性T淋巴细胞白血病(T-cell

precursor acute lymphoblastic leukemia／lymphoma，

T-ALL)，急性B淋巴细胞白血病(B—cell precursor

acute lymphoblastic leukemia／lymphoma，B—ALL)和

浆细胞肿瘤(plasma cell neoplasms，PCN)。

一、MRD检测原理及方法

(一)MRD检测原理

FCM检测MRD的原理是通过分析细胞表面或

胞内一系列抗原的表达模式来识别只在白血病细

胞中出现而正常骨髓中不存在或存在比例极低的

免疫表型，即“白血病相关免疫表型”(1eukemia—

associated immunophenotypes，LAIP)。根据抗原表

达特点将LAIP分为以下几种表现形式：跨系抗原

表达、非同步抗原表达、抗原表达量异常、散射光信

号异常以及表达少数白血病特异性抗原(如

万方数据
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NG2)。跨系抗原是指某一系列的细胞表达其他系

列的抗原，如B—ALL的白血病细胞中表达髓系抗原

CD66C、CDl3、CD33等；非同步抗原表达是指应该

分别出现在分化早期和晚期的抗原同时出现，如

AML中CDllb(晚期)和CD34(早期)共表达；抗原

表达量异常指与同系列、相同分化阶段的正常造血

细胞比较，白血病细胞中某些抗原的表达强度明显

异常，包括减低(10w expression，low)、缺失或升高

(bright expression，bri)，如正常CDl9+CD34+B系原

始淋巴细胞应该高表达CD38，B—ALL中白血病细

胞则低表达甚至不表达CD38。另外，白血病细胞

经常出现前向散射光(forward scatter,FSC)和侧向

散射光(side scatter,SSC)的改变，也可以作为识别

白血病细胞的依据¨““]。

检测MRD选用的抗原主要包括三部分：①设

门所用的抗原，为系列敏感性高的抗原，能初步圈

定某一系列所有细胞，如T系的胞质CD3(cyCD3)

或CD7、B系的CDl9、髓系的CDll7，以及浆细胞的

CD38和CDl38。②确定相应系列早期分化的抗

原，可识别该系列原始、幼稚细胞群体及亚型，如B

系的CD45、CDl0、CD34和核TdT(nTdT)，T系的膜

CD3(mCD3)、CD34、nTdT和CD99，髓系的CD34、

CDll7、HLA．DR和CD38。③白血病相关的异常抗

原，能区分白血病细胞和对应系列的正常幼稚细

胞，主要指LAIP涉及的抗原。前两部分抗原虽然

有上述的作用，但同时这些抗原在白血病中也会出

现抗原表达的异常，也可以表现为LAIP，如B—ALL

中CDl0强表达、CD20和CD34共表达等均可以

作为跟踪白血病细胞的依据，因此具有多方面的

作用m1。

(二)MRD检测方法

在MRD数据分析的实际应用中，主要存在2种

方法：第一种，根据患者发病时的LAIP设计特异性

的抗体组合，选择固定的门(gate)对特定的细胞群

进行设门分析，例如对发病时具有CDl0+CD38一

LAIP特征的B．ALL患者，通常以CDl9+细胞设门，

重点分析是否存在CDl0+CD38一细胞；第二种，始终

以同系列相同分化阶段的正常细胞作为对照，在每

次检测时观察是否存在与正常细胞表型不同的细

胞群体，即“不同于正常细胞表型”(different—from—

normal，DFN)的方法。

第一种方法的优点是对于初学者比较容易掌

握，但缺点是依赖初治时的免疫表型，如果初治时

没有检测免疫分型，则无法进行MRD检测；另外，

在疾病的进展过程中，由于不同治疗方案对白血病

细胞分化、克隆筛选以及表型漂移等因素的影响，

仅依据初治LAIP及固定门分析MRD时，有可能导

致假阴性结果凹，”。1“。第二种方法避免了第一种方

法的缺点，在MRD监测过程中可以及时发现病情

变化后新出现的LAIP表型，提高检测的敏感性；但

需要检测者熟练掌握正常细胞不同系列、不同分化

阶段、不同种抗原表达的规律，包括抗原出现的时

序性及抗原表达量的强弱变化规律。因此，对检查

者的经验要求较高。而对于AML患者，因抗原变

化较复杂，为避免漏诊，需要每次筛查较多的抗

原，从而会增加每次检测的费用。对于T-ALL及

B—ALL，目前研究表明，单管8～10种抗原同时检

测，几乎可以覆盖所有的患者。我们主张两种方法

要有机地结合起来，即如果能够依据第一种方法的

原则进行检测时，也要兼顾第二种方法的原则，既

要关注发病时的LAIP，同时也要关注是否出现新的

“DFN”的LAIP，以发挥第一种检测方法的优点及克

服其缺点，达到既经济又准确的结果。但如果不

具备初治时免疫表型，只能采用第二种方法进行

检测。

二、MRD检测抗体选择及常用抗体组合推荐

基于MRD检测的方法不同，MRD检测时抗体

组合的选择主要参照以下原则：①有初发LAIP可

供参考时，尽可能多地将LAIP涉及的抗原包括在

MRD检测的组合中。②对于没有初发时免疫表型

的患者，治疗后如果需要检测MRD，只能参考同类

型的白血病出现LAIP的频率，选择出现频率高的

抗原及选取较多的抗体进行检测，以免漏检。

为了简化MRD抗体组合的复杂性，本学组专

家以两种方法中的相关抗原以及高频出现异常表

达抗原的抗体作为骨架抗体，提出了不同类型白血

病进行MRD检测较通用的基本抗体组合，在此基

础上，再根据不同患者的免疫表型个体化地补充第

三类抗体(备选抗体)，成为较完整的MRD抗体组

合，进行临床检测。

(一)MRD检测的抗体选择
1．B．ALL：B—ALL MRD检测的关键是要与正

常幼稚B淋巴细胞进行鉴别，尤其是在婴幼儿、青少

年及化疗或造血干细胞移植后，骨髓中会出现大量

再生的幼稚B淋巴细胞时。B淋巴细胞系列和分化

阶段相关抗原的抗体如CDl9、CDl0、CD34、CD20

和CD45首选为“骨架”抗体，同时CDl0、CDl9和

CD34的强表达，CD45低表达以及CD20和CD34共

万方数据
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表达等特征也可以作为识别白血病细胞的依据；其

次人选在B—ALL中高频出现异常表达抗原的抗体，

如CD38(约60％)、CD81(约80％)和CD58(约

50％)，其中CD38和CD8l在B—ALL中常见低表达

甚至阴性，而CD58则表现为过表达且治疗过程中

表达较稳定；最后根据患者的免疫表型特征个体化

地选择其他的LAIP的标志，如CDl3、CD33、

CD66C、CDl5、CD65、CD73、CDl23、CD304和

CD86等，以及所谓的白血病特异性抗原如

NG2(anti一7．1)。其中NG2的表达与MLL基因重排

高度相关，该组基因重排患者除了特征性表达NG2

外，主要免疫表型特征为CDl9+CD34“一nTdT+CDl0一

CDl5+或CD65+。BCR—ABL阳性患者则高频表达

髓系抗原如CD66C、CDl3或CD33，同时CDl0一

CD34¨CD38”“。另外，nTdT+CD34～、CD2 1+CD34+、

cylgM(cg)+CD34+、cp+nTdT+等非同步抗原表达也可

作为跟踪白血病细胞的依据。值得注意的是nTdT、

CD34和CDl0等B系早期分化抗原在诱导治疗阶

段易出现抗原表达下调现象，而晚期分化抗原如

CD20则常表达上调，这可能与皮质激素的诱导细

胞分化作用相关[12，”。⋯。另外，随着嵌合抗原受体

(CAR)．T细胞治疗的应用，CDl9在白血病细胞上

的表达可能会减弱或缺失，因此在CAR．T-CDl9治

疗后，仅用CDl9阳性细胞设门来罔出B淋巴细胞

群体容易导致假阴性结果；有研究者建议增加

CD22和(或)CD24设门可以避免这一现象。”。同

理，部分CD20阳性的B．ALL患者如选择CD20单

克隆抗体治疗，MRD检测时不应仅关注CD20阳

性异常B淋巴细胞。

2．T-ALL：胸腺是正常T淋巴细胞分化发育的

主要器官，骨髓和外周血中几乎检测不到幼稚T淋

巴细胞，因此T-ALL的MRD检测基本不存在正常

幼稚T淋巴细胞背景的干扰。在T-ALL MRD检测

中，判断骨髓或外周血中是否存在异常幼稚T淋巴

细胞是检测的关键。根据T淋巴细胞在胸腺中的抗

原表达规律，幼稚T淋巴细胞相关的标志包括：

CD34、nTdT、CD99、CDla、CDl0、cyCD3+／mCD3一、

mCD3一CD4+CD8+等。文献报道约90％fl勺1 T-ALL患

者表达CD99或nTdT，40％表达CD34，但这些抗原

在治疗早期经常出现表达下调。但是，这些抗原仍

是鉴定幼稚T淋巴细胞较好的标志。大部分T．ALL

患者不表达或低表达mCD3，而cyCD3阳性，CD7多

见异常高表达，因此最好采用cyCD3进行设门，“骨

架”抗体中应该包含mCD3、cyCD3、CD7、CD45。可

以依据mCD3、cyCD3和CD45的表达判断是否存在

幼稚T淋巴细胞。在T-ALL中，cD5低表达多见，尤

其在ETP(early T precursor acute lymphocytic

leukemia)中。CD2在pro—T-ALL中表达缺失，组合

中最好同时包含这些抗原；由于CD2和CD7在NK

和T淋巴细胞中都可以表达，而且部分NK细胞也

可以表达cyCD3，因此MRD检测时最好加入CD56

和(或)CDl6以去除cyCD3+mCD3一NK细胞群体的
干扰。如果T-ALL初发时表达CD56，则也可将

CD56作为异常抗原。其他在T-ALL中表达而正常

骨髓或外周血T淋巴细胞一般不表达的抗原，如

CDl3、CD33、CDll7、CDllb和CD65等，则可以根

据具体情况选用相同荧光素标记。CD44在T_ALL

中常可见异常低表达，也可在MRD检测组合中使

用。CD4和CD8在T-ALL中可以出现双阴性、双阳

性或单阳性，在荧光通道有空余或者通过上述标志

不能鉴别异常T淋巴细胞时，可选择这两种抗原。

文献报道CD3、CD4、CD8、CD2、CD5、CD7治疗后

表达较稳定。14-”一，但要注意，只出现CD3、CD2、

CD5、CD7表达强度异常，甚至CD4+CD8+，也可见

于周围型淋巴瘤，只有结合初治时表型，或者同时

具有其他幼稚T淋巴细胞的表型才能判断为MRD

阳性。

3．AML：髓系原始细胞通常表现为CD34+

CDll7+或者CD34一CDll7+，HLA．DR在髓系不同阶

段和亚型中表达有所不同。因此，CD34、CDll7、

HLA—DR、CD45人选为AML的“骨架”抗体。另外

CDl3和CD33的表达情况可以较好地区分正常和

异常造血，CD38在正常原始细胞中高表达，而白血

病细胞中常见低表达，尤其是骨髓增生异常综合征

转化的AML[7]。除上述抗原以外，交叉抗原对于区

分正常和异常造血很重要，也应该人选，如CD56、

CDl9、CD2、CD4和CD5等。多个交叉抗原同时表

达时可以选用同种荧光素标记。由于CD7在AML

中表达较为特殊(正常髓系原始细胞中可见低表

达)，建议单独标记。同时，初发时若存在非同步抗

原表达如CD34+CDl lb+、CD34+CD64+、CD34+CDl5+

等，MRD检测组合中也可将这些抗原入选。CDl23

在AML中可见表达明显上调，NG2的异常表达在

AML中也有一定的发生频率，初发时如果阳性，这

两种抗原也可人选。因为骨髓中CD34+细胞群体主

要包含CDl0+B系原始细胞和CDl0一髓系原始细胞，

如果检测通道有空余的话，建议AML的MRD检测

组合中加人CDl0，尤其是CD34+CDll,ow,-AML，去

万方数据
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除CDIO+CD34+B系原始细胞群体更有利于识别异

常髓系原始细胞；同时也可以观察骨髓B系的重建

状态“。对于急性早幼粒细胞白血病(APL)而言，

PML．RARer融合基因检测的特异性和灵敏度都显

著高于FCM，在此不做特别的抗体推荐。

4．PCN：CD38和CDl38通常用来界定浆细胞

群体，CDl9和CD56可以较好地区分正常和异常浆

细胞，PCN的“骨架”抗体应包含CD38、CDl38、

CD56、CDl9、CD45。正常浆细胞群体CD38¨

CDl38“且非限制性表达胞质免疫球蛋白kappa或

lambda轻链(cyK或cy九)。绝大部分正常浆细胞为

CD 1 9+CD56一CD45+CD20 CD27+CD28一CD8 1_CD 11 7一

CD200。+，符合典型的正常浆细胞免疫表型特征；有

一小部分正常浆细胞(低于总浆细胞群体的30％)

可以CD 1 9一或CD56+或CD45。”“或CD20+或CD27““

或CD28+或CD200h1，这些非典型的免疫表型一般不

会同时出现，最重要的是cyK／cyX为非限制性表达。

异常浆细胞的免疫表型可以表现为CD38、CDl9、

CD45、CD27、CD81的异常低表达或不表达，以及

CD20、CD28、CD56、CDll7、CD200的异常表达，而

且限制性表达cyK或cy九轻链。CD81“”、CDll7+和

CD38”“一般只出现在异常浆细胞中，特异性较高，

建议MRD检测组合中包含这些抗原。CD27在大

部分正常浆细胞中高表达，而PCN中可见表达明显

减低，而且发生频率较高，也可包含在检测组合

中22。3|。由于检测胞质免疫球蛋白轻链(cyK和cyX)
需要洗涤、透膜，步骤较多，易造成细胞的丢失，因

此国外的有些学者认为在膜抗体检测数量足够多

的情况下(这些组合中往往包括CD27、CD81等8种

抗体)可以不用检测cvK和cyX。关于是否需要检测

cytc和cy九，目前国内外仍存在争议。本学组专家认

为胞质免疫球蛋白轻链的限制性表达对于确定克

隆性浆细胞是最直接的证据，在使用抗体相对较少

时，还是建议进行检测，因此这两种抗原也纳入骨

架抗体中。异常浆细胞还可以表达CDl3、CD33等

交叉抗原，其他抗原如CD28在PCN中表达上调，可

视仪器配置情况酌情选用。值得注意的是，部分骨

髓瘤患者的异常浆细胞可以低表达或者不表达

CDl38，初步设门圈定浆细胞群体时要注意结合其

他标志。

(二)MRD检测的抗体组合推荐

基于目前国内外的报道以及国内各大实验室

的经验，本共识对急性白血病以及浆细胞肿瘤的

MRD检测抗体组合给出了骨架抗体组合及备选抗

体的推荐表(表1、2)。并列出了8色和10色两种抗

体组合，对于大部分ALL和PCN来说，基本上可以

表1推荐的微小残留病检测抗体组合

注：B—ALL：急性B淋巴细胞白血病；T-ALL：急性T淋巴细胞白血病；AML：急性髓系白血病；PCN：浆细胞肿瘤；X：预留通道；8推荐克隆

UCHTl；6建议选用PE-CY5．5标记的单抗；‘推荐克隆104D2，建议选用BV421标记的单抗；。。推荐多克隆抗体；’根据仪器配置选择BV605(如

BD公司Canto)或ECD(如BC公司NAVIOS)

表2推荐的备选抗体(用于表1中的预留通道检测)

疾病类型 备选抗体

B。ALL

T-ALL

AML

PCN

nTdT(nTdT-6)、CD22、CDl3、CD33、CD66C、CD65、CDl5、NG2(anti一7．1)、CDl23、CD73、CD304、CD86、CD81、CD200等

nTdT(nTdT-6，?CD4jCD8 7CDloiCD34jCDla?CDl3 7CD337CDll7 7CDllb?CD657CD44等

CD56 7CDl97CD2 7CD4jCD5iCD7 7CDllb?CD647CDl57CDl23 7NG2(anti一7 1，ICDl0等

CDll77CD81 7CD27iCD28 7CDl3ICD33 7CD20ICD22ICD200等

注：B—ALL：急性B淋巴细胞白血病；T-ALL：急性T淋Eflt胞白血病；AML：急性髓系白血病；PCN：浆细胞肿瘤。括号内为推荐克隆
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满足MRD检测的需求。对于AML或者混合表型

白血病，因免疫表型较为复杂，如果单管抗体组合

不能满足需求，各单位可以因地制宜设计第二或第

三管的抗体组合。推荐组合中的荧光素搭配已由

本学组经临床验证是可行的，供参考。骨架抗体包

含明确肿瘤细胞系列来源和分化阶段及高频出现

异常表达的抗体，备选抗体则根据患者的初发免疫

表型个体化选择。对于只在特定系列的白血病细

胞中表达而在对应的正常细胞中阴性或表达比

例较低的抗原(抗原表达呈“无”到“有”模式)，如

B．ALL中的CDl3、CD33、CD66C和NG2，PCN中的

CDll7、CDl3、CD33，在荧光通道有限的情况下，可

以同时选用多个同种荧光素标记的不同抗体，如

B—ALL中CD33一PE和CD66C—PE可以同时标记，但

考虑到非特异荧光的叠加效应，同时使用的抗体数

量一般不超过3个，并且将相对较“亮”的荧光素如

PE或APC留给这些抗体，以提高检测灵敏度。

三、MRD检测的相关临床问题

有多种因素影响患者的预后分层，如患者的年

龄、发病时白细胞计数、白血病亚型、肿瘤细胞的遗

传学背景等，这些主要是治疗前相关预后因素。而

白血病MRD是一个治疗后相关的预后分层因素，

反映的是肿瘤细胞对不同治疗方案的敏感性，因此

MRD的检测和结果解读与治疗过程中诸多环节密

切相关。各检测中心应与临床进行较好的沟通与

衔接，才能在检测样本的选择、检测时问点和检测

频率的确定、检测阈值的界定、不同治疗方案对于

骨髓造血恢复的影响、挽救治疗的时机选择等方面

达到较好共识，进而对MRD检测结果的解释和判

断更加客观准确，真正实现MRD指导下的个体化

治疗。

(一)检测样本的选择(骨髓、外周血)

由于不同类型恶性血液病的细胞起源、遗传学

背景、生物学特征、药物敏感性等因素的影响，化疗

后不同时期，骨髓和外周血中肿瘤细胞的清除速率

存在不同程度的差异。

在AML的研究中发现，在化疗后早期(3—7 d)，

由于尚未达到形态学缓解，外周血中还存在一定负

荷的肿瘤细胞，因此在早期采取创伤性较小的外周

血检测，背景细胞的干扰很少，MRD检测的敏感性

和特异性较高。通过计算肿瘤负荷下降的速度可

以判断其对治疗方案的敏感性，对于疾病的预后分

层有一定的指导意义。而在达到形态学缓解后，骨

髓的检测要明显优于外周血检测，二者的检测敏感

性至少相差一个对数级24之n。

国外的大样本研究证实，T-ALL的MRD检测

由于具有比较特异的LAIP，因此较易在骨髓和外

周血中检出，T-ALL的MRD检测在外周血的检测

敏感性大致接近或略低于骨髓(约减低1个对数

级)，因此在治疗早期骨髓和外周血的检测敏感性

接近、8 27。8。

在B．ALL的MRD检测对比研究中发现，外周

血的MRD检测敏感性比同期骨髓减低了1—3个对

数级，因此对于B—ALL的MRD检测建议首选骨

髓。另外，由于儿童B—ALL治疗方案已实现标准

化，并且方案中已纳入了MRD的指导策略，国外对

于骨髓样本的抽取强烈推荐选取第一管骨髓，以避

免在抽取过程中造成不同程度的外周血稀释，而

且建议抽取量不宜过多(一般在2 m1左右，<5

m1)。当然，样本的留取量要保证检测的敏感性，如

要达到10。的检测敏感性，并以检出≥50个异常细

胞为判断标准，则抽取细胞数需I>1×107哺，27。2⋯。

(二)检测时间点与频率

1．检测时问点与预后判断的相关性：化疗后不

同时间点的MRD检测对于预后的指导意义不同，

大致可分为早期和晚期两个阶段。第一阶段为诱

导治疗后MRD监测，用于指导早期危险度分层和

下一步巩固治疗策略的选择；第二阶段为巩固治疗

后MRD监测，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。对于AML而

言，在诱导治疗后、巩固治疗后、移植前以及移植后

的任何时间点的MRD阳性都有不同程度的预后价

值，一旦出现阳性即意味着治疗不是完全有效并且

预示复发的风险增大。29。”。而对于ALL而言，化疗

后早期(3个月内)MRD阴性提示预后好，早期

MRD一>10≈或10。3提示预后不良；在化疗后期(巩固

治疗后、再诱导后及维持治疗的前期)任何水平的

MRD阳性都提示预后不良。大宗样本研究显示，儿

童ALL的MRD监测在最初3个月对于分层的指导

意义更大)2‘“。

2．检测时间点与骨髓造血恢复的相关性：化疗

后骨髓造血细胞的恢复存在明显的时问相关性，化

疗后第15—33天白细胞计数较低，而化疗后第79

天白细胞计数较高。因此，化疗后第15天检测骨髓

MRD时，因为肿瘤负荷还相对较高，MRD阳性检出

率受白细胞计数的影响较小；而化疗后第33天检测

MRD时，可能由于骨髓中肿瘤细胞和白细胞数量均

较低，MRD检测敏感性往往≤10～，因此获取足够的
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细胞数对于提高检测敏感度很重要。83。在诱导治疗

后或移植治疗前期，骨髓中较早恢复的是幼稚髓系

细胞，因此对于AML而言，MRD检测的背景干扰较

大，而B．ALL的检测干扰较小；但在巩固治疗后或

移植治疗后期，骨髓中的幼稚细胞以不成熟B淋巴

细胞为主，因此B．ALL的MRD检测背景干扰增大，

而AML的MRD检测的干扰相对较小记”一。

3．检测频率：由于白血病的遗传学背景、生物

学特性不同，导致肿瘤细胞的增殖动力学不一致，

因此不同类型的白血病从分子水平复发到血液学

复发所需的时间也不尽相同。所以，MRD检测频率

的确定很难界定统一标准。德国多中心ALL

(German Multicenter ALL，GMALL)临床试验结果

表明，成人Ph染色体阳性B—ALL从MRD转阳到血

液学复发的中位时间为4．1个月”“。而在AML的

研究中发现，携带RUNXl一RUNXlTl融合基因的白

血病细胞的平均倍增时间为14 d，携带CBF[3．

MYHll融合基因的白血病细胞的平均倍增时问为

36 d，合并FLT3一ITD突变和NPMl突变的细胞比伴

单纯NPMl突变的细胞的平均倍增时间降低了近

50％(7．4 d对15 d)_7|。因此，建议根据疾病的不同

类型和遗传学特征制定个体化的检测频率。另外，

在不同病种、不同年龄和不同治疗方案下，疾病缓

解的持续时间是不同的。例如儿童B—ALL的疗效

较好，缓解持续时间一般较长，只有35％左右的患

儿在2年内复发，因此MRD的监测频率可适当减

少；而对于儿童T_ALL，约95％的患儿在整个治疗过

程中都有可能出现复发，因此需要适当增加MRD

的监测频率；成人ALL的缓解持续时间较短，因此

增加MRD的监测频率有助于预测早期复发。8。。总

之，对于复发危险度较高的患者，检测频率要高于

复发危险度低的患者。

(三)检测阈值

1．MRD阈值与预后的相关性：目前，关于MRD

阈值的研究报道大多是基于MRD检测值与临床预

后的相关性来确定的。在AML的临床研究中发

现，MRD>3．5×10。或1．0×10。提示高复发风险和预

后不良；而关于ALL的研究显示，MRD>1．0x10。4或

1．0×10‘3则提示预后不良。由于在不同研究中，患

者人组标准及治疗方案不同、MRD检测所依据

的异常表型的敏感性及特异性不同，因此不同临

床研究结果中的MRD阈值不具有可比性，也难于

推广。7一。

2．检测阈值的界定：从检测的技术角度分析，

MRD的阳性阈值即阴、阳性界限(cutoff值)的界定

取决于以下几个主要因素：患者自身白血病细胞的

LAIP的特异性和敏感度、治疗后不同时间点的样本

中正常细胞背景的干扰程度、不同治疗方案对白血

病克隆选择性清除和表型漂移的影响等。只有在

检测技术上不断规范和精准界定MRD的cutoff值，

才能使MRD阈值与临床预后具有更好的相关性和

可比性。

MRD的检测敏感性通常由以下三个因素决定：

①可重复地定量鉴定MRD阳性细胞群体的最小细

胞数：这个阈值指的是最低定量限(10wer limit of

quantification，LLOQ)，而不是最低检出限(1imit of

detection，LOD)。LLOQ=(可重复地定量鉴定

MRD阳性群体的最小细胞数／总细胞数)×100％。

国际上的研究认为20个细胞是LOD的比较保守

的值，考虑到计数误差，以95％可信限上限作为

标准，LOD=30／获取细胞数X100％。而50个细胞

是普遍接受的可重复定量检测的最低细胞数，

因此LLOQ=50／获取细胞数X 100％。如果获取

500 000个细胞，则LOD和LLOQ分别为0．006％和

0．01％22’”。。@LAIP的特异性：指区分正常与异常

造血的能力，所选LAIP在正常骨髓中的本底水平

越低，则特异性越好。“。③获取的总细胞数：特异性

足够好的话，理论上获取的细胞总数越高，敏感性

就越高。文献报道获取细胞总数达5×106时，ALL

和PCN MRD检测的敏感性均可达10～。对于

AML，由于多数患者的LAIP特异性较低，目前普遍

认为敏感性只能达到10～，但是如果LAIP的特异

性较高时，有一部分AML患者的敏感性可以达到

10～，部分患者甚至可以达到10。

LAIP特异性是影响MRD阈值界定的关键因

素7。]。依据特异性不同，可将LAIP分为2种类型：

一种是在正常骨髓中完全不存在而只在白血病细

胞上存在的表型，例如抗原表达增强、减弱或缺失，

这类LAIP与正常细胞发育轨迹完全没有重叠，因

而具有较高的特异性和敏感性。第二种LAIP是在

正常骨髓中存在较低水平的表达，例如AML中存

在髓系幼稚细胞低水平表达CD7或CD2、CD34一

CDll7+CDllb+表型、CD34+CD33+CD56+表型等，这

类表型在化疗后的骨髓恢复期或者外源性生长因

子治疗后的正常髓系幼稚细胞上均有可能出现，因

而导致其背景值(或噪音)增高，特异性和敏感性降

低；而且，不同的LAIP在正常骨髓中表达的背景值

也是不同的，因此，需要根据它们在正常骨髓幼稚
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细胞中表达的中位值来分别确定MRD检测的

cutoff值。上述两种LAIP的cutoff值与检测敏感度

之间的相关性是完全不同的。对于前者，只要把检

测质控做好，一旦出现具有LAIP的细胞，在排除非

特异性染色后即可认为是白血病细胞，其检出的敏

感性与获取的细胞数完全成正比，只要获取足够多

的细胞，其敏感性甚至可以达到10，接近或达到定

量PCR水平。而对于第二类LAIP，因为其存在一

定的背景值，即使增加获取的细胞数，也不能进一

步提高敏感性，只有当检测值高于背景值时才能确

定为MRD阳性，这给MRD检测的标准化带来了极

大难度。因为不同仪器的参数设定、不同的荧光搭

配及抗体克隆号的选择均有可能导致同一类型的

LAIP在不同实验室之间背景值(即检测cutoff值)

不同。针对这一类LAIP，国外的学者采取比较治疗

前后白血病细胞减少的对数值(Log difference，LD)

的方法，而不是直接比较LAIP+细胞比例的变化。3⋯。

四、MRD检测的质量控制与标准化

除去前面提到的多种因素外，FCM的质控也至

关重要。如果质控做得不好，直接影响结果的准确

性和特异性，因此将质控也纳入本共识中。本学组

同期发布的《白血病／淋巴瘤免疫分型检测质量控制

指南》将从分析前、分析中和分析后各检测环节中

对检测质量有影响的各技术要点，为临床医师、护

理人员、样本运送人员、检测人员和检测报告审核

人员提供可操作性强的实施细则，其中任何一个环

节的失控都可能导致结果的偏差。本共识仅根据

MRD检测的特殊性提出以下注意事项9。陀，38，4⋯，具体

的细则还需参照《白血病／淋巴瘤免疫分型检测质量

控制指南》。

(一)检测体系的标准化

1．仪器的标准化及调整频率：

(1)光路校准：每天1次(一般为开机后)利用微

球校准散射光和荧光(强度和CV值)。对于拥有多

台流式细胞仪的实验室，不同仪器之间(包括同一

型号)应进行平行比较，每6个月1次。用不同的仪

器检测同一份样本(MRD水平接近LOD)，所测得

的结果CV值不应超过30％。

(2)荧光补偿校准：荧光补偿与流式细胞仪光

电倍增管的电压、增益，激光功率，光学滤片等有

关，这些参数有变动时必须马上调整补偿值。

(3)预防交叉污染：检测交叉污染(carryover)的

方法：依次检测以下样本：MRD接近LOD(一

0．01％)一较高水平MRD---，MRD接近LOD，观察前

后两次MRD低水平标本结果的一致性；两管之间

的交叉污染不能超过检测特异性；交叉污染严重

时，应在每个测试管之间插入装有清洁水(三蒸水、

去离子水等)的管子进行冲洗，自动上样或孔板上

样时尤其要注意。

2．方法学准确性：

(1)精确度／重复性：将已知数量的异常细胞混

入正常骨髓标本中，3复管进行检测，计算CP／o，最

好<10％。当MRD水平很低(如接近LOD)H寸，<30％

也可以接受。

(2)特异性和敏感性：详见第二、第三部分。

(3)稳定性：①样本稳定性：取MRD水平接近

LOD的样本，每隔6 h监测1次，观察结果的稳定性，

以确定样本的稳定性范围。收到标本后应尽快进

行MRD检测，对于无法及时进行MRD检测的实验

室(EDTA抗凝样本>24 h或者肝素钠抗凝样本>

48 h)，必须要保证样本在稳定性范围内进行检测。

如果样本保存时间>24 h，需进行细胞活力评估，活

力<85％或90％时，不予报告结果。不可替代样本

(如骨髓)除外，但需提示标本活力。活力欠佳的标

本，非特异性结合高，某些抗原表达下调(如

CDl38)，某些脆弱细胞群(如浆细胞群体)很可能会

丢失。标本有凝块时应在报告中注明。②验证混

合抗体使用中的稳定性：正式使用自行配置的多色

预混抗体前，应每周1～2次，取接近LOD的样本，

同时用提前配置的混合抗体和新鲜混合的抗体进

行标记，比较结果的一致性，以确认混合抗体的稳

定效期。确定效期后，建议每次根据实际标本量配

置混合抗体的份数，尽量在有效期内用完。

(4)数据收集：①建议每管中加入待标记的白

细胞总数为2×106，上机获取1×106个白细胞。对于

MRD检测敏感性要求更高的实验室，如预期敏感性

为1×10。5时，则获取细胞总数需达2×106。②本共识

推荐使用全血或全骨髓溶血标记法。根据预计待

标记细胞数量确定所需标本体积：所需标本体积≤
100 ul时，染色后进行红细胞裂解；标本体积>100

u1时，先裂解红细胞(注意选用不含固定成分的红细

胞裂解液，例如氯化铵裂解液)，离心富集于100 gl

体系中，方可进行混合抗体染色。具体的抗体组合

优化及染色步骤可参照《白血病／淋巴瘤免疫分型检

测质量控制指南》。

(二)检测流程的标准化

1．在开展MRD检测项目前，必须利用相同的

抗体组合至少分析20份正常对照标本的抗原表达

万方数据
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模式，建立正常骨髓发育模板。正常对照标本应包

含正常和重建(化疗后或移植后)骨髓。同时计算

每种LAIP在正常骨髓中的本底水平(背景值)，

MRD检测时对于某种LAIP而言，只有比例高于该

水平才能认为MRD阳性。

2．对于有初发免疫分型结果的患者，首选初发

时筛选出的异常抗原(尽可能同时监测多种LAIP)，

对治疗后的骨髓标本进行分析。注意分析是否存

在发病时LAIP+细胞，同时利用“DFN”的方法观察

是否存在发生免疫表型变异或克隆转化的异常细

胞群体。

3．如果发病时没有进行免疫分型检测，治疗后

每次进行MRD检测时，都需要遵循“DFN”方法，选

择较多的抗体，针对同类型白血病出现异常表达频

率较高的标志进行检测。

(三)数据分析与报告模式的标准化

1．数据分析：

(1)初步设门：利用CD45／Time散点图选取液

流稳定的区间；利用FSC．Height／FSC．Area和SSC—

Height／SSC—Area(或FS—INT／FS-PEAK和SS-INT／

SS．PEAK)散点图去除黏连体；利用FSC—Area／SSC．

Area散点图去除碎片；先利用特定系列广泛表达的

抗原／SSC—Area散点图圈定该系列所有细胞区域，

如CDl9／SSC、cyCD3／SSC、CDll7／SSC圈定所有B

淋巴细胞、T淋巴细胞群体及幼稚髓细胞群体，用

CD38／CDl38散点图圈定所有浆细胞群体；再利用

CDl9／CD45、cyCD3／CD45、CDl 17／CD45去除非特

异性细胞。

(2)MRD表型的鉴别：在分析MRD数据时，除

了分析初发时的LAIP外，还应鉴别所有“DFN”的

细胞群体。初发时若发现多个白血病细胞克隆，即

使有些克隆含量很少，在治疗过程中也应该同时跟

踪，观察克隆的变化。一般只有部分抗原在治疗过

程中会发生改变，特别是系列成熟度相关抗原，其

余抗原则稳定表达，因此同一患者如存在多种

LAIP，尽可能同时监测，可避免出现假阴性结

果"3。利用一系列抗原表达圈定残留白血病细胞群

体后，应该再次进行反向设门，将异常细胞群显示

在CD45／SSC、FSC／SSC、FSC—Height／FSC—Area等散

点图中，观察细胞群体是否集中、分析结果是否准

确。图1和图2所示为AML、T．ALL、B．ALL和骨髓

瘤各1例患者治疗后检测MRD的结果。

(3)MRD水平的计算：计算MRD定量结果的方

法为异常细胞占所有白细胞或有核细胞的百分

比。当异常细胞不表达CD45时(如PCN或部分

B．ALL细胞)，白细胞数量应包含CD45阳性白细胞

和阴性区的异常细胞，该计算方法不受红细胞裂解

效果和碎片的影响。有核细胞不仅包含白细胞数

量，也包括骨髓中的其他有核成分如有核红细胞，

该计算方法受红细胞裂解效果影响较大，裂解过头

则分母偏小，裂解不彻底则分母偏大。利用有核细

胞总数作为分母时，建议在反应体系中加入核酸染

料(如Syto一16)以准确圈定有核细胞群体，防止成熟

红细胞以及碎片等非有核成分造成分母偏大。

2．报告内容及报告形式：

(1)报告内容：①检测报告中首先包含患者及

标本信息，标本如有凝块，特殊原因未能及时检测

或稀释等情况均应注明。②MRD结果报告为“阳

性”或“利用所选抗体组合，本次检测未识别出免疫

表型异常细胞”。③MRD如果为阳性，应描述报告

所见异常细胞数量及异常细胞占白细胞或有核细

胞百分比，并描述异常细胞的免疫表型，以对应的

正常造血细胞为参照，描述异常细胞的各种抗原表

达与否以及表达强度，散射光(FSC和SSC)信号有

异常时也应提示。④报告获取的白细胞或有核细

胞总数。同时报告方法学LOD和(或)LLOQ。⑤报

告中应出具一系列散点图，显示异常(亮色突出)和

正常细胞群体的抗原表达及散射光信号。⑥其他

内容：MRD报告中应显示抗体组合(包括荧光素)、

样本制备方法以及仪器型号。注明红细胞裂解方

法，以及有核细胞计数时是否利用核酸染料染色

等。尽可能描述骨髓中正常细胞组分，以反映骨髓

重建状态。

(2)报告形式示例：

以图1所示的病例为例，报告内容如下：

患者及标本信息：略。

仪器型号：NAVIOS(Beckman．Coulter公司，

3激光10色)。

样本制备方法：全骨髓溶血法(氯化铵溶血素：

实验室自行配制)。

MRD检测选用抗体组合：CD38／CD56／CD34／

CD33／CDll7／CDl3／HLA—DR／CDl0／CD45(标记荧

光素种类见图中标示)。

散点图：见图1。

结果：共获取476 670个白细胞(LOD=30／

476 670 X 100％=0．006％．LLOQ=50／476 670×

100％=0．01％)，异常细胞占1．07％(5 085个)。

异常免疫表型：CDll7+CD34”‘CD38““CD56‘

万方数据
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CD45⋯，CDl3和CD33表达丧失异质性，为异常髓

系原始细胞(见上图红色细胞群体)。

其他：可见正常CDl0+幼稚B淋巴细胞(1．0％，

上图黄色细胞群)和正常CD34+CDll7+髓系原始细

胞(0．63％，上图绿色细胞群)。

结论：MRD阳性
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