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  摘 要:目的 用多参数流式细胞术区分急性髓性白血病细胞与正常骨髓原始细胞免疫表型,建立急性髓

系白血病细胞异常免疫表型模式和流式细胞术检测急性白血病微小残留病的方法。方法 选择正常骨髓标本

和急性髓性白血病患者骨髓标本,用流式细胞术分析髓系原始细胞免疫表型特征。并将标记抗原用于分析初

发白血病细胞免疫表型,以寻找急性髓系白血病细胞异常免疫表型模式和确定用于微小残留病检测的抗体组

合,更好地提示患者复发情况。并将流式细胞术结果、骨髓细胞形态学结果和PCR融合基因检测结果进行比

较。结果 分析20例非恶性血液系统恶性疾病患者的骨髓标本中髓系原始细胞的免疫表型,CD117阳性髓系

原始细胞占2.51%±0.84%,CD34阳性髓系原始细胞占1.21%±0.83%,均有特定免疫表型特征。检测346
例非早幼粒细胞白血病的急性髓性白血病患者免疫表型特征,异常免疫表型有314例,占90.80%,其中跨系表

达抗原主要包括CD7(31.21%)、CD56(23.70%)、CD19(13.87%),跨阶段共表达的抗原包括CD34/CD64
(2.89%)、CD14/CD117(1.16%),抗 原 表 达 强 度 变 化 或 抗 原 缺 失 主 要 包 括 原 始 粒 细 胞 不 表 达 HLA-DR
(4.62%)、CD13(7.51%)或CD33(12.14%),以及单核细胞不表达CD14(5.20%)。早幼粒细胞白血病患者31
例,有异常免疫表型的仅占16.7%,低于非早幼粒细胞白血病的急性髓性白血病。根据白血病异常免疫表型模

式,与PCR结果符合度高,能很好地提示白血病进展。结论 急性髓性白血病细胞具有明显不同于正常来源原

始细胞的异常免疫表型特征,适合采用流式细胞术进行微小残留病检测,并能反映体内白血病细胞负荷和病情

变化。
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Abstract:Objective The
 

immunophenotypes
 

of
 

acute
 

myeloid
 

leukemia
 

cells
 

and
 

normal
 

bone
 

marrow
 

primordial
 

cells
 

were
 

distinguished
 

by
 

multiparameter
 

flow
 

cytometry.The
 

abnormal
 

immunophenotype
 

pat-
tern

 

of
 

acute
 

myeloid
 

leukemia
 

cells
 

was
 

established
 

and
 

the
 

flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

minimal
 

resid-
ual

 

disease
 

of
 

acute
 

leukemia.Methods The
 

immunophenotypic
 

characteristics
 

of
 

myeloid
 

primordial
 

cells
 

were
 

analyzed
 

by
 

flow
 

cytometry.In
 

order
 

to
 

find
 

out
 

the
 

abnormal
 

immunophenotype
 

pattern
 

of
 

acute
 

mye-
loid

 

leukemia
 

cells
 

and
 

to
 

determine
 

the
 

antibody
 

combination
 

for
 

detection
 

of
 

minimal
 

residual
 

disease,we
 

al-
so

 

used
 

the
 

marker
 

antigen
 

to
 

analyze
 

the
 

immunophenotype
 

of
 

primary
 

leukemia
 

cells.The
 

results
 

of
 

flow
 

cy-
tometry,morphology

 

of
 

bone
 

marrow
 

cells
 

and
 

PCR
 

fusion
 

gene
 

were
 

compared.Results The
 

immunopheno-
type

 

of
 

myeloid
 

primordial
 

cells
 

in
 

bone
 

marrow
 

of
 

20
 

patients
 

with
 

non
 

hematologic
 

malignancies
 

was
 

ana-
lyzed.CD117

 

positive
 

myeloid
 

cells
 

accounted
 

for
 

2.51%±0.84%,CD34
 

positive
 

myeloid
 

cells
 

accounted
 

for
 

1.21%±0.83%,all
 

of
 

which
 

had
 

specific
 

immunophenotypic
 

characteristics.Aberrant
 

immunophenotype
 

were
 

found
 

in
 

314
 

of
 

346
 

AML(90.80%),acute
 

promyelocytic
 

leukemia
 

excluded).Main
 

immunophenotypes
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of
 

lineage
 

cross-expressing
 

included
 

CD7(31.21%),CD56(23.70%)
 

and
 

CD19(13.87%).Cross-stage
 

ex-
pressing

 

antigen
 

included
 

CD34/CD64(2.89%),CD14/CD117(1.16%).Antigen
 

intensity
 

change
 

or
 

deficiency
 

mainly
 

included
 

HLA-DR(4.62%)、CD13(7.51%),CD33(12.14%)
 

and
 

CD14
 

on
 

monocytic
 

leukemia
(5.20%).In

 

31
 

cases
 

of
 

promyelocytic
 

leukemia,only
 

16.7%
 

had
 

abnormal
 

immunophenotype,which
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

non
 

promyelocytic
 

leukemia.According
 

to
 

the
 

abnormal
 

immunophenotypic
 

pattern
 

of
 

leu-
kemia,it

 

is
 

highly
 

consistent
 

with
 

PCR
 

results,which
 

can
 

well
 

indicate
 

the
 

progression
 

of
 

leukemia.Conclusion
 Acute

 

myeloid
 

leukemia
 

cells
 

have
 

abnormal
 

immunophenotypic
 

characteristics
 

which
 

are
 

different
 

from
 

those
 

of
 

normal
 

primordial
 

cells.It
 

is
 

suitable
 

to
 

detect
 

minimal
 

residual
 

disease
 

by
 

flow
 

cytometry,and
 

it
 

can
 

reflect
 

the
 

load
 

of
 

leukemia
 

cells
 

and
 

the
 

change
 

of
 

disease
 

condition
 

in
 

vivo.
Key
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cytometry; immunophenotype; acute
 

myeloid
 

leukemia; minimal
 

residual
 

disease

  急性髓系白血病是髓系造血干/祖细胞克隆性恶

性增殖的血液系统疾病,以髓系原始细胞和幼稚细胞

的恶性增殖为主要特征。虽然其临床缓解率可达

80%以上[1],但仅30%~40%的年轻患者和不及

20%的老年患者能达到长期无病生存[2-4]。复发仍是

困扰白血病治愈的一个难点。而形态学方法评价疗

效及预后存在不足,治疗后达到完全缓解的患者中很

多人会在不同时间间隔后复发。此时微小残留病

(MRD)检测的出现为解决这一临床问题提供了可能

性。MRD是指白血病患者经诱导化疗或骨髓移植获

得形态学完全缓解后体内仍残存的形态学上不能检

测到的少量白血病细胞。随着技术的进步,MRD检

测方法呈现多样化,检测的灵敏度也不断提高[5]。

MRD检测有利于更早地预测白血病的复发,指导白

血病的临床治疗,根据体内白血病细胞多少以决定是

继续化疗抑或停止治疗;有利于较早发现白血病细胞

是否耐药,并依此指导临床选用更灵敏、更具杀伤力

的治疗措施[6];有助于评价骨髓移植后的缓解率及自

体造血干细胞移植的净化效果[7]。
 

部分白血病通过PCR技术检测特定基因异常来

检测 MRD[8]。因此,PCR技术对于急性白血病 MRD
检测具有一定意义。但部分急性髓系白血病目前本

身尚不能检测到基因异常[9],并且对每一位初诊的急

性白血病患者均要筛选出特定基因异常其成本较高。
因此,建立流式细胞术检测急性白血病患者 MRD的

方法仍是必要的。
本研究旨在采用流式细胞术对正常骨髓髓系原

始细胞和急性髓系白血病细胞免疫表型进行分析,探
讨急性髓系白血病细胞异常免疫表型模式和用于

MRD检测的抗体组合,建立以多色流式细胞术检测

急性髓系白血病 MRD的方法,并探讨其对疾病复发

监测的临床应用价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 实验对象为四川大学华西医院2017
年6月至2018年6月就诊的患者。其中初诊时确诊

为急性髓系白血病患者346例,初诊时已进行全面免

疫表型分析且临床已明确急性白血病亚型,在行诱导

化疗后及巩固化疗长期随访监测过程中可抽取骨髓

标本进行 MRD检测的患者58例,非恶性血液系统疾

病患者20例。采用肝素钠抗凝真空采血管收集患者

新鲜骨髓标本,按照荧光抗体试剂配套的操作说明书

标记、处理、检测所需抗原。所有急性髓系白血病患

者诊断、分类标准参照《WHO造血和淋巴组织肿瘤分

类》(2016版)。完全缓解标准参照《血液病诊断及疗

效标准》。

1.2 仪器与试剂 荧光标记的单克隆抗体试剂均购

自美国BD公司。除此之外还使用了BD公司穿孔

素、磷酸盐缓冲液(PBS)、氯化铵溶血剂。本实验采用

BD
 

FACSCanto
 

Ⅱ流式细胞仪、低速离心机、BD
 

Diva
流式分析软件。

1.3 方法 本研究检测了20例非恶性血液系统疾

病患者骨髓标本中髓系原始细胞的免疫表型(相关抗

原标 记 包 括 CD2、CD5、CD7、CD13、CD15、CD19、

CD33、CD34、CD38、CD117、CD56、CD14、CD64、

HLA-DR),以建立正常髓系原始细胞免疫表型模式。
收集346例初诊急性髓系白血病患者骨髓标本,分析

白血病细胞异常免疫表型,包括:(1)抗原跨系表达;
(2)跨阶段表达;(3)过度表达及缺失表达。收集58
例

 

MRD患者骨髓标本,分析其残留情况。对于急性

髓系白血病患者,评估的抗体组合主要包括:CD15/

CD13/CD33/CD34/CD45,CD56/CD117/CD38/CD34/

CD45,
 

CD7/CD117/CD19/CD34/CD45,CD2/CD117/

CD5/CD45,CD64/CD117/CD14/CD34/HLA-DR/CD45。
组合方式可以视初诊时免疫表型而定。对于流式细

胞术 MRD检测结果阳性而细胞形态学阴性的患者

(尚在诱导化疗期的患者除外),观察其后期临床缓解

和复发情况。

1.4 统计学处理 统计软件采用SPSS17.0,计量资料

以x±s表示,计数资料以率表示,各类抗体表达之间的

比较分析采用χ2 检验,以P<0.05表示有统计学意义。

2 结  果

2.1 正常骨髓的髓系原始细胞免疫表型 在CD45/
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SSC散点图上,20例非恶性血液系统疾病患者骨髓标

本中原始细胞区细胞主要为CD117阳性髓系原始细

胞,其在有核细胞中所占比例为2.51%±0.84%,这
类CD117阳性原始细胞共表达抗原阳性率如下:

CD64+为11.2%±6.80%,CD7+ 为2.7%±3.50%,

CD19+为0.11%±0.13%,CD5+ 为0.08%±0.09%,

HLA-DR+ 为90.61%±8.77%,CD14+ 为0.09%±
0.11%。还有部分原始细胞区细胞为CD34阳性髓系

原始 细 胞,其 在 有 核 细 胞 中 所 占 比 例 为1.21%±
0.83%,这类CD34阳性原始细胞共表达抗原阳性率如

下:CD13+/CD33+为72.6%±11.80%,CD13+/CD33-

为22.3% ±13.90%,CD56+ 为 1.31%±1.08%,

CD64+ 为 0.16% ±0.09%,HLA-DR-为 0.11% ±
0.08%,CD15+ 为1.4%±0.10%,CD38+ 为97.2%±
4.50%。

对于单核细胞,主要观察了CD13/CD33、CD14/

CD64 的 表 达,单 核 细 胞 群 中 CD13+/CD33+、

CD14+/CD64+细胞分别占单核细胞的99.08%±
1.32%和97.75%±1.71%。

2.2 急性髓系白血病细胞免疫分型 本研究分析了

346例急性髓系白血病的白血病细胞免疫表型[急性

早幼粒细胞白血病(APL)除外],出现异常免疫表型

的有314例(占90.8%)。在本研究所涉及的抗原标

志物中,跨系表达有5类,抗原表达强度变化或缺失

有7类,跨阶段表达有3类。各类抗原异常表达在急

性髓系白血病中出现的阳性率见表1。
表1  急性髓系白血病抗原异常表达及其阳性率

项目 异常抗原表达 n 阳性率(%)

跨系表达 CD117+/CD7+ 63 18.21

CD56+/CD34+ 82 23.70

CD19+/CD117+ 48 13.87

CD5+/CD117+ 6 1.73

CD2+/CD117+ 3 0.86

抗原表达强度变化或缺失 CD13+/CD33- 21 6.06

CD13-/CD33+ 26 7.51

CD34+/CDDR- 16 4.62

CD34-/HLA-DR-/CD117+ 20 5.78

CD34+/CD38- 34 9.83

CD45+/- 12 3.47

CD64+/CD14-(单核细胞) 18 5.20

跨阶段表达 CD34+/CD64+ 10 2.89

CD34+/CD15+ 14 4.04

CD117+/CD14+ 4 1.16

在表1中,急性髓系白血病常见异常免疫表型为

CD7+/CD117+和CD34+/CD56+。其散点图见图1。
以成熟淋巴细胞为参照,原始细胞分别出现在图1A
和图1B的Q2象限中,为异常原始细胞,两者均为抗

原跨系表达。

2.3 急性髓系白血病 MRD检测 研究对象中58例

急性髓系白血病患者共进行了173次 MRD检测,与
骨髓细胞形态学分析相比较,采用χ2 检验对结果进

行分析,χ2=24.735,P=0.00。细胞形态学原始细胞

比例>5%而流式细胞术为阴性的2次结果中,原始

细胞免疫表型均无明显异常,临床亦无明显复发的证

据。流式细胞术阳性结果中原始细胞比例>5%的有

36次,其中2次形态学结论为阴性;原始细胞比例<
5%的有41次,其中30次形态学结论为阴性。

  注:红色表示髓系原始细胞;绿色表示成熟淋巴细胞。

图1  急性髓系白血病常见异常免疫表型

CD7+/CD117+及CD34+/CD56+

2.4 临床观察 在1年观察期内,流式细胞术检测

MRD阳 性 而 细 胞 形 态 学 阴 性 的 患 者 复 发 率 为

69.23%(18/26);流式细胞术及细胞形态学均为阴性

的患者复发率为15.63%(5/32),明显低于流式细胞

术检测 MRD阳性病例。

2.5 分子生物学结果比较 在上述173次 MRD检

测中有73次进行了流式细胞术、PCR融合基因检测,
且初诊时两者均为阳性,其中APL

 

22例,非APL
 

51
例。有65例2种检测结果一致,占89.04%(65/73),
具体分析见表2。有8例两者结果不一致的情况,其
中+/-组合1例为 APL,-/+组合中7例均为

APL。
表2  急性髓系白血病流式细胞术 MRD和PCR

  结果患者符合例数比较(n)

流式细胞术
PCR

+ -

+ 12 1

- 7 53

3 讨  论

  急性白血病恶性克隆细胞抗原的表达具有很大

的异质性。急性髓系白血病的流式细胞术诊断有赖

于原始细胞比例的明显增加和克隆性白血病细胞的

异常免疫表型特征作为依据[10]。本实验对比分析正

常骨髓髓系原始细胞和白血病细胞上的多种免疫表

型,以提高对原始细胞的分辨率,并发现不同于正常
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细胞的肿瘤性原始细胞群,即免疫表型模式分析。
随着相关文献的报道,人们对各类抗原分子的认

识也在不断更新。CD117是急性髓系白血病相对较

特异的免疫标志物,在急性髓系白血病-M0/M1/M2/

M4中均可表达[11]。CD34亦可作为髓系原始细胞标

记,但其表达范围不及CD117广泛,主要见于早期髓

系原始细胞,并需注意排除B祖细胞干扰,当患者出

现耐 药 时 CD34 表 达 水 平 升 高[12]。CD13、CD33、

CD38在早期髓系原始细胞即可出现。CD15、CD64
主要表达于较成熟的粒细胞和单核细胞,在早幼粒细

胞和原幼单核细胞亦可部分表达,但在原始粒细胞中

少见表达。CD14是较特异的单核细胞标志物,表达

于成熟 单 核 细 胞,亦 存 在 极 少 量 幼 稚 单 核 细 胞。

CD117少量表达于幼稚单核细胞[11],不表达于成熟

单核细胞。CD7的表达范围较广,正常情况下可表达

于极早期的髓系原始细胞,其表达程度随细胞发育逐

渐减弱。CD56抗原是一种神经细胞黏附分子,在血

液肿瘤及实体肿瘤中均可表达[13]。正常骨髓中难以

见到表达CD2、CD5或CD19的髓系原始细胞。
对于本研究关注的3类抗原表达异常中,白血病

性原始细胞跨系表达是较常见的一种异常免疫表型

特征。急性髓系白血病常见的跨系表达是T淋巴细

胞的抗原标志CD7和B淋巴细胞抗原标志CD19。

CD56亦是急性髓系白血病常见的抗原标志,但其作

为跨系表达的意义不及CD7和CD19,因为化疗后增

生的正常原始粒细胞亦可见CD56表达。白血病细胞

另一异常特征是出现原始细胞抗原和后期较成熟细

胞抗原共表达。本研究中CD15是急性髓系白血病中

最常见的与原始细胞抗原共表达的抗原标志。CD64、

CD14与原始细胞标志共表达的发生率均较低。除此

之外,白血病细胞抗原表达强度也可表现出与其发育

阶段不相符合的情况。CD13、CD33、CD38、HLA-DR
均可发生表达强度变化。而CD13、CD33因为在正常

原始细胞亦为部分表达,故在 MRD检测时可能难以

明确区分少量CD13/CD33表达异常的白血病细胞和

混杂的正常原始细胞。对于抗原表达强度变化的正

确判断还有赖于标本处理过程的一致性和仪器状态、
参数设置的稳定性。

白血病细胞异常表达的抗原不仅在初发的白血

病细胞中可以检测到,而且在治疗后达到形态学完全

缓解时,残存的白血病细胞多数仍保留其初发时的抗

原异常表达[14],这保证了流式细胞术检测白血病

MRD的临床实用性。本研究结果显示,选择合适的

免疫表型模式进行分析,可为临床急性髓系白血病病

例提供较准确的 MRD检测结果。流式细胞术方法与

细胞形态学相比,流式细胞术 MRD检测结果阳性率

明显提高,且检测结果与患者临床进展相一致,流式

MRD阳性者复发率较高,预后较差,被证明是儿童急

性髓系白血病在诱导和巩固治疗期间复发的一个有

效的 独 立 预 后 指 标[15],与 PCR 结 果 符 合 度 为

89.04%,这显示流式细胞术检测结果亦具有较高的

灵敏 度。但 APL 除 外,绝 大 多 数 APL 有 PML/

RARα融合基因异常,且异常免疫表型出现率低于非

APL患者,故应以PCR作为其 MRD检测的首选方

法。同一种抗原采用不同颜色荧光标记的检测效率

可能存在差异,但因本实验室采用的抗体荧光颜色相

对固定,在此没有进一步探讨。本文选取的研究对象

为四川大学华西医院就诊患者,由于实验对象的局限

性,需要进一步扩大样本量和研究区域来验证本文实

验结果。

4 结  论

  急性髓系白血病具有明显不同于正常来源原始

细胞的异常免疫表型特征,适合于采用流式细胞术进

行白血病 MRD检测。当残留的白血病细胞>5%时,
骨髓细胞形态学和流式细胞术结果吻合度高,流式细

胞术可以作为前者的补充;但当残留的白血病细胞<
5%时,使用流式细胞术 MRD检测方法具有较高的灵

敏度,在考虑患者的经济状况情况下,流式细胞术是

检测 MRD的重要手段。并且和分子生物学结果吻合

度高(APL患者除外),能更准确地反映体内白血病细

胞负荷和病情变化,提示患者复发风险,指导临床治

疗方案调整。
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测[15]。本研究发现了1例IgG型抗-M引起的HDN。

Duffy血型系统共有6个抗原,该系统抗体主要

是通过输血或妊娠免疫产生,多数为抗-Fya,少数为

抗-Fyb,是IgG类抗体,多数抗Fya引起的 HDN临

床症状较轻。本研究发现了1例母亲(G3P3)血型B
型,患儿血型O型的抗-Fya引起的HDN。

不同性别和血型的 HDN检出率有差异,对于可

疑的HDN患者,应尽早进行检测,可以提高检出率。
释放试验是诊断 ABO-HDN的金指标,一旦阳性即

可确诊。因本实验室只对非ABO-HDN合并直抗阳

性者才做不规则抗体筛查检测,故在实际中如存在不

规则抗体而直抗未呈阳性者,可能对其他血型系统引

起的HDN漏检。在条件允许的情况下,实验室应配

备多种谱细胞或用更灵敏的方法来检测抗体,在检测

血型时就进行不规则抗体筛查,这样可以避免抗体漏

检造成HDN类型诊断错误,便于早期治疗,促进新生

儿康复。

4 结  论

  应尽早对可疑 HDN患者进行检测,不断规范实

验室操作和提高专业技术能力,给医生提供快速准确

的临床决策,更好地服务于医院和社会。
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