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急性 B淋巴细胞白血病儿童化疗后微小残留病灶免疫表型改变的分析 *
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摘要 目的：分析儿童急性 B淋巴细胞白血病(B-cell acute lymphoblastic leukemia，B-ALL)化疗过程中首次微小残留病灶(minimal

residual disease，MRD)免疫表型的变化规律及特点，为临床诊断及后续微小残留病的监测提供依据。方法：回顾性分析我院 2013

年 1月至 2018年 4月收治的 393例 B-ALL患儿的免疫分型结果及诱导化疗第 15天首次MRD数据。结果：(1)在 393例白血病

中，B-ALL相关特征性免疫表型的出现频率为：CD19+/CD10+/34+64.4%；CD19+/CD10+/34部分表达，15.5%；CD19+/CD34+/CD20+，

58.5 %；CD19+/CD10+/CD13+，13.2 %；CD19+/CD10+/CD33+，5.9 %；CD19+/CD10+/CD117+，0.7 %；CD19+/CD10+/CD123+，50.1

%；CD19+/CD10-/34± ，5.9 %；CD19+/CD10-/CD20-，2.5 %；CD34bright，12.2 %；(2)共有 285例首次MRD检测结果呈阳性，有 181例

(63.5%)MRD检测结果至少有 1个抗原荧光强度发生改变，其中出现一个抗原强度变化的为 83例(29.1 %)，2个抗原荧光强度变

化的为 57例(20.0 %)，3个抗原荧光强度变化为 31例(10.9 %)，4个及 4个以上抗原荧光强度变化为 10例(3.5 %)。抗原荧光强度

变化频率最高的依次为 CD45、CD34、CD20；(3)共有 7例患儿复发，复发时行免疫分型检测，其中 4例与初发时有抗原荧光强度

变化。结论：(1)儿童 B-ALL远高于其他白血病类型，且具有独特的相关特征性免疫表型。初发 B-ALL免疫分型结果不仅可完善白

血病MICM分型，更是化疗后MRD监测的线索及客观依据；(2)在儿童 B-ALL化疗过程中，免疫表型极有可能会发生变化，在后

续的微小残留病灶检测过程中应注意对变化抗原的判断和追踪。
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Analysis of Immunophenotype Changes of Minimal Residual Disease
in children with Acute B Lymphoblastic Leukemia after Chemotherapy*

To review the flow immunophenotype results of the frist minimal residual disease (minimal residual dis-

ease, MRD) of 393 children with B-cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL), and compare with the results of immunophenotyping at

the initial diagnosis. Analyze the surface antigen changes occurring in the B-ALL chemotherapy phase of the MRD, in order to under-

stand the feature and changing characteristics of children's B-ALL immunophenotype and to provide evidence for clinical diagnosis and

follow-up monitoring of MRD. A retrospective analysis of the immunophenotyping results and the first MRD data of induction

chemotherapy for fifteenth days of 393 patients with B-ALL in our hospital from January 2013 to April 2018 was performed. (1)

in 393 cases of B-ALL, the frequency of leukaemia related immunophenotype (characterization of leukemia-associated immunotyping,

LAIP) were: CD19+/CD10+/34+, 64.4 %; CD19+/CD10+/34 partial expression, 15.5 %; CD19+/CD34+/CD20+, 58.5 %; CD19+/CD10+/

CD13+, 13.2 %; CD19+/CD10+/CD33+,5.9 %; CD10+/CD117+, 0.7 %; CD19+/CD10+/CD123+, 50.1 %; CD19+/CD10-/34+, 5.9 %;

CD19+/CD10-/CD20-, 2.5 %; CD34bright, 12.2 %; (2) A total of 285 first MRD tests were positive, 181 (63.5 %) MRD detected at least 1

antigen fluorescence intensity changes, of which 1 antigen intensity change was 83 cases (29.1 %), 2 antigen fluorescence intensity

changes were 57 cases (20 %), 3 antigen fluorescence intensity changes were 31 cases (10.9 %), 4 and more than 4 antigen fluorescence

intensity changes were 10 cases (3.5 %). The highest frequency of antigen fluorescence intensity was CD45, CD34 and CD20. (3) A total

of 7 children were recrudescence, of which 4 cases of antigen fluorescence intensity change compared with the initial stage.

(1) children's B-ALL is much higher than other types of leukemia, and has a unique characteristic phenotype. The results of initial B-ALL

immunophenotype can not only improve the MICM classification of leukemia, but also provide clues and objective evidence for MRD
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monitoring after chemotherapy. (2) Immunophenotype changes are most likely to occur during B-ALL treatment in children, and careful

judgment and tracking should be made in the subsequent detection process of MRD.

Flow cytometry; Acute B lymphoblastic leukemia; Children; Minimal residual disease; Immunophenotype

前言

B-ALL是儿童恶性肿瘤性疾病中最常见的类型，不仅严重

危害健康，也给患儿家庭及社会造成巨大负担。随着医学的进

步，儿童急性白血病的预后得到了极大的改善，针对高、中、低危

不同分组的联合化疗更使治疗后 5年无事件生存率可达 80％[1,2]。

但少数患儿虽然在骨髓形态学上可达完全缓解，在后续治疗过

程中仍会复发[3]。大量临床研究表明化疗过程中 MRD水平与

患儿的长期无事件生存率(event—free survival，EFs)和复发密

切相关[4]。因此，动态监测患儿化疗过程中不同时期MRD直接

影响到制定化疗方案、监测复发甚至判断预后[5,6]。经过化疗的

患儿 MRD表型在抗原的表达和强度上都可能出现不同程度

的改变，化疗后儿童急性 B淋巴细胞白血病微小残留病灶免疫

表型改变的分析就显得尤为重要。本研究主要分析了儿童急性

B淋巴细胞白血病(B-cell acute lymphoblastic leukemia，B-ALL)

化疗过程中首次微小残留病灶(minimal residual disease，MRD)

免疫表型的变化规律及特点，以期为临床诊断及后续微小残留

病的监测提供依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选择我院 2013 年 1 月至 2018 年 4 月收治的 393 例

B-ALL患者，均经MICM分型法确诊。其中，男 232例，女 161

例，年龄 1～14岁，中位年龄 7.5岁。上述患儿初诊时均采用流

式细胞术免疫分型，确诊后按 CCLG-ALL-2008方案分组治疗，

并在治疗第 15天采集骨髓行流式细胞术 MRD测定。收集患

儿的免疫分型及及诱导化疗第 15天的首次MRD检测结果。

1.2 主要仪器及试剂

四色多参数 FACS Calibur 型流式细胞仪 (美国 Becton

Dickinson公司)、所用单克隆抗体为美国 BD公司产品，按照试

剂说明书进行操作。

1.3 实验方法

患儿抽取乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝骨髓 2～4 mL，常规分

离有核细胞。用 FACS Calibur型流式细胞仪进行检测，应用

CellQuestPro软件，以 CD45/SSC设门，获取细胞并分析结果。

1.3.1 免疫分型检测 所有初诊 ALL，以 CD10、CD34、CDl9、

CD7、CD117、CD33、CD38、CD71、CD13、CD11b、CD16、CD15、

CD14、CD4、CD64、CD36、CD163、HLA-DR、CD66、CD58、CD123、

CD20、CD22、sIgM、cCD79、cCD3、MPO抗体标记有核细胞，筛

选具特征性免疫表型的肿瘤细胞。用设逻辑门的方法在双参数

散点图上标记出在细胞比例和免疫表型上区别于正常骨髓细

胞的异常细胞群(白血病细胞群)，并记录其抗原表达特点，如是

否出现跨系表达、抗原时序表达混乱(同时表达不同时期的抗

原)、分化阻滞、抗原表达缺失或强度异常等。

1.3.2 MRD检测 根据 B-ALL患者的肿瘤细胞的抗原表达

特点选择相对应的荧光抗体组合 [7]，以 MRD≥ 10-4为阳性，

MRD<10-4为阴性，MRD≥ 10-4 为复发 [8,9]。检测获取并分析

80-100万个细胞，记录诱导化疗第 15天首次MRD数据及化

疗后免疫表型的变化[10]。

1.4 统计学分析

计量资料用中位数表示，计数资料用百分比表示，组间比

较采用卡方检验。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 白血病相关免疫表型(characterization of leukemia-associated

immunotyping, LAIP)

白血病细胞相关免疫表型[11,12]是肿瘤细胞明显区别于正常

原始细胞的一些特征：出现跨系表达，如 B系细胞表达髓系抗

原；抗原时序表达混乱，如一个细胞同时表达早期和晚期抗原；

抗原表达缺失或强度异常，如应当表达的正常抗原缺失、表达

过弱或过表达[13]。

儿童 B-ALL的 LAIP特征相对多且分散，发生频率由高至

低依次为抗原时序表达混乱型、跨系表达型、抗原表达缺失或

强度异常型。没有一个 LAIP特征的发生频率能覆盖全部的儿

童 B-ALL达到 100 %，发生频率最高的为抗原时序表达混乱型

CD19+/CD10+/34+高达 64.4 %，发生频率最低的为抗原跨系

表达型 CD19+/CD10+/117+为 0.7 %，但所有抗原跨系表达型

频率总和高达 69.9 %。儿童 B-ALL的 LAIP特征并无明显规律

可循，但在众多 LAIP特征中每例儿童 B-ALL均能表现出至少

一个 LAIP特征，且多数患儿表现出两个及两个以上的 LAIP

特征。393例 B-ALL主要 LAIP分布见表 1。

2.2 MRD与初发时免疫表型比较

393例患儿中，有 285例诱导化疗 15天后首次 MRD检测

结果呈阳性，其中 181例(63.5 %)MRD检测结果至少有 1个抗

原荧光强度出现不同程度的改变。CD45、CD20抗原荧光强度

呈升高改变，CD34、CD10 则降低，初发时免疫分型与首次

MRD抗原荧光强度变化对比见图 1。出现 1个抗原荧光强度

变化的为 83 例 (29.1 %)，2 个抗原荧光强度变化的为 57 例

(20.0 %)，3个抗原荧光强度变化为 31例 (10.9 %)，4个及 4个

以上抗原荧光强度变化为 10例(3.5 %)。抗原荧光强度变化频

率最高的依次为 CD45、CD34、CD20，抗原荧光强度变化频率

见表 2。

2.3 复发时免疫表型的改变

共有 7例患儿在复发时行免疫分型检测，其中 4例与初发

时相比较有抗原荧光强度变化。

3 讨论

在儿童 B-ALL化疗过程中，MRD的免疫表型极有可能发
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LAIP classification Immune markers Frequency(%)

Chaotic expression of time sequence

CD19+/CD10+/34+ 64.4 %

CD19+/CD10+/34Partial expression 15.5 %

CD19+/CD34+/CD20+ 58.5 %

Antigen cross system expression

CD19+/CD10+/CD13+ 13.2 %

CD19+/CD10+/CD33+ 5.9 %

CD19+/CD10+/CD117+ 0.7 %

CD19+/CD10+/CD123+ 50.1 %

Antigen deletion or overexpression

CD19+/CD10-/34± 5.9 %

CD19+/CD10-/CD20- 2.5 %

34bright 12.2 %

表 1 393例 B-ALL主要 LAIP分布特点

Table 1 The main LAIP distribution characteristics of 393 cases of B-ALL

图 1 初发时免疫分型与初次MRD抗原荧光强度变化散点图比较

Fig.1 Comparison of antibody fluorescence intensity changes

Notes: Figure 1 is a comparison of the first diagnosis and the first MRD Immunophenotype scatter plots of a same child. The fluorescence intensity of

CD45 and CD20 antigens increased, while that of CD34 and CD10 antigens decreased. The fluorescence intensity of CD19 antigen remained unchanged.

生变化，出现免疫表型调节(Immunophenotypicmodulation，IM)[14]，

IM是影响 FCM准确分析的重要因素。初诊时的设门方案不一

定适用于后续的 MRD监测，在检测过程中应加以注意及判

断。对于出现免疫表型调节的患儿，检测者在制定抗体组合时

Immune markers Rise (Times) Reduction(Times) Total [Times(%)]

CD10 0 49 49 (27.1 %)

CD19 3 2 5 (2.8 %)

CD34 0 81 81 (44.8 %)

CD45 97 0 97 (53.6 %)

CD38 1 6 7 (3.9 %)

CD22 6 3 9 (5.0 %)

CD20 75 0 75 (41.4 %)

表 2 MRD抗原荧光强度变化频率

Table 2 Frequency of antigen fluorescence intensity of MRD
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不能仅仅参考初诊时的免疫分型结果，应当考虑到化疗后抗原

表型的改变，以免目标抗原表达的改变(表达降低甚至不表达)

造成假阴性结果。出现 IM的原因可能如下：(1)化疗药物对肿

瘤细胞的直接的作用：CD10、CD34抗原治疗后较常出现表达

减低甚至缺失，可能与其易受药物影响有关，本实验室在工作

中发现在用糖皮质激素治疗 B-ALL的过程中，多数患儿 CD10

的抗原表达在化疗后的第 15 天即首次 MRD 检测时出现下

降，抗原表达改变与药物的高度相关性也有文章报道过[15,16]。一

些 CD为靶点的单抗等靶向药物的应用更能直接影响白血病

细胞表面靶向分子的表达；(2)肿瘤微环境免疫状态、细胞因子

及其受体的作用[17]：有研究指出化疗可以促进机体免疫重建[18]、

优化肿瘤微环境[19]，骨髓中的多种细胞因子可从蛋白和基因水

平双重调控肿瘤细胞表面标志物的表达，如白介素 3、6和 11

可增强干细胞标记物 CD44和 ABCG2的表达，而白介素 10和

白介素 24则会显著降低 CD44和 ABCG2的表达，但药物优化

肿瘤微环境的机制尚不明确；(3)患儿内分泌功能及体内激素水

平的变化[20,21]：鞘注、大剂量氨甲蝶呤化疗和头颅放疗导致的患

儿内分泌功能及体内激素水平发生改变，影响肿瘤微环境，从

而间接调节了细胞表面 CD分子的表达[22]。本次研究只针对抗

原表达强度升高或降低的变化趋势进行总结，而不同抗原表达

升高或降低的变化幅度也有不同，需通过平均荧光强度(MFI)

等量化指标进行评估，这也是本实验室后续工作的研究重点。

儿童 B-ALL的 LAIP虽然个体差异较大，但每例患儿均不

同程度的表现出其独特的 LAIP特征[23,24]，能在多个方面帮助我

们对疾病进行诊断和预后的评估。(1)B-ALL的免疫分型确诊：

我们不仅能通过分化阻滞、抗原跨系表达、抗原时序表达混乱、

抗原表达缺失或强度异常等 LAIP特征与正常原始细胞区分，

还能够与其他类型白血病相区分，如 CD45在免疫分型中强度

变化非常大，可比正常淋巴细胞弱、完全阴性或呈由阴性到弱

表达的连续分布，而其他类型白血病则很少出现这样的变化；

(2)儿童 B-ALL的 LAIP特征还与染色体核型、融合基因及预

后有一定相关性：如一岁以内婴儿 CD10阴性患者，常涉及

11q23易位，累及 MLL基因，11q23易位的患者预后非常差。

CD10+CD19+伴 CD34过表和 CD38弱表达，是 Ph+ALL特征

之一，与 BCR-ABL1基因相关[25]，且具有 t(9;22)易位患者的生

存期明显短于 t(9;22)易位阴性患者，这也提示患者应采取如干

细胞移植等更积极的治疗措施。CD10+CD19+CD34+CD20—

伴 CD13跨系表达的儿童患者，提示与 TEL-AML1基因相关，

这类患者预后很好。

流式细胞术(FCM)已经被广泛应用于临床 B-ALL患儿免

疫分型的检测及MRD的监测，且已有研究证实了流式细胞术

MRD早期监测的实用性和优越性 [26,27]。在提倡精准医疗的时

代，针对不同复发风险的 ALL患者，应当制定相应的个体化的

治疗与复发监测方案[28]。因此，每例患儿不同免疫表型的确诊

及化疗后微小残留病灶免疫表型改变的分析，可为 MRD监测

时个体化抗体组合的搭配及个体化治疗提供重要依据，也是患

儿复发监测的关键性指标。(1)初治时免疫表型是基础：可根据

免疫表型进行 B-ALL的确诊及亚型分类，在患儿后续 MRD监

测过程中，也可根据不同免疫表型为患儿制定个体化的抗体组

合方案。高危组患儿，可针对免疫分型高表达的抗原进行靶向

治疗和后续的MRD监测；(2)化疗后患儿出现免疫表型调节是

治疗过程中不可忽视的重要部分：治疗过程中，白血病细胞表

面抗原表达减低的应注意判断，以免出现假阴性结果而漏诊。

白血病细胞表面抗原表达不减低甚至表达升高的 CD分子，则

可以作为后续监测指标或作为靶点为难治或或复发的 B-ALL

提供新的有利治疗手段。

本研究在免疫分型及 MRD监测时均选用经典的流式抗

体组合，CD10/CD19/CD34/CD45抗体组合已能将 MRD 检测

的灵敏度达到 10-4，且能早于形态学约 3-4个月提示复发。为

了进一步提高流式MRD监测的灵敏度及准确性，流式研究人

员仍在探索和开发新的生物标志物及多种检测手段的联合应

用。CD47被证实在急性白血病患者白血病细胞表面表达异常

升高,且与疗效和预后相关[29]，CD66c已被发现在 B-ALL患者

白血病细胞上表达稳定且强度高于其他类型白血病，CD73和

CD86也被认为是 B细胞前体急性淋巴细胞白血病 BCP-ALL

常规MRD评价中最相关的标志物[30]，CD133-2+CD19-亚群则

可能是儿童 B-ALL来源的白血病干细胞免疫表型标志，外泌

体也可作为白血病的生物标志物和治疗靶点以及影响白血病

耐药等。FCM与多种检测技术联合应用：与 PCR技术联用[31]，

蛋白分子和基因水平检测相结合，提高 MRD检测的灵敏度。

与脑脊液 FCM监测联合应用可早期发现中枢神经系统白血病

细胞，显著提高中枢神经系统白血病诊断阳性率。
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