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ＭＲＤ监测对儿童 Ｂ系急性淋巴细胞性白血病疗效评估的意义
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　　［摘　要］　目的　研究监测微小残留白血病（ＭＲＤ）在Ｂ系急性淋巴细胞白血病（ＡＬＬ）患儿治疗中的作用。
方法　回顾性研究了２００１年９月１日至２００５年４月３１日，采用 ＡＬＬＸＨ９９方案治疗的 Ｂ系 ＡＬＬ患儿中进行
ＭＲＤ监测的患儿共１２４例。用四色多参数流式细胞仪监测 ＡＬＬ患儿治疗过程中不同时间点的 ＭＲＤ。结果　在
１２４例进行过ＭＲＤ监测的Ｂ系ＡＬＬ患儿中，其中ＭＲＤ＜０．０１％、０．０１％～０．１％和＞０．１％的分别有１０３例、１３例
和８例，其５年无复发生存率（ＲＦＳ）分别为（８８．９±３．９）％、（７０．０±１４．５）％和０％，而５年无事生存率（ＥＦＳ）分别
为（８２．４±４．４）％、（２１．２±１８．０）％和０％，两者均Ｐ＜０．０１；将首次ＣＲ后半年内ＭＲＤ检查分成阴性（＜０．０１％）
和阳性两组，其５年ＲＦＳ分别为（８７．７±４．１）％和（５８．３±１４．２）％，（Ｐ＜０．０１）；５年ＥＦＳ分别为（８０．７±４．６）％和
（２５．６±１３．８）％（Ｐ＜０．０１）；首次ＣＲ后半年以后ＭＲＤ检查阴性和阳性两组的５年ＲＦＳ分别为（９２．０±３．６）％和
（４８．５±１５．５）％（Ｐ＜０．０１）。多因素分析显示结果显示诱导缓解后ＭＲＤ、泼尼松诱导窗口反应、第１９天骨髓象是
否达Ｍ１级骨髓象和是否检出ＢＣＲＡＢＬ或ＭＬＬＡＦ４融合基因对患儿治疗过程中是否发生复发有预后价值（Ｐ＜
０．０５）。结论　 在 Ｂ系 ＡＬＬ患儿治疗过程中，无论在诱导缓解达到 ＣＲ时，还是在随后的治疗过程中，监测 ＭＲＤ
水平对于评估ＡＬＬ患儿疗效有重要意义。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（３）：３３３－３３６］
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　　随着联合化疗的应用，目前，儿童急性淋巴细胞
性白血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）有较
好的预后，美国Ｓｔ．Ｊｕｄｅ儿童研究医院报道的 Ｂ系
ＡＬＬ患儿的 ５年无事生存率（ｅｖｅｎｔｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＥＦＳ）高达９２％［１］。在过去的３０年中，有许多临床
和生物学因素已被用来判断预后，并用于指导治疗，

近来的研究越来越强调早期治疗反应在 ＡＬＬ治疗
中的作用，而微量残留白血病（ｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＭＲＤ）的检测比形态学检测的灵敏度至少高
１００倍［２］。本研究总结从２００１年９月至２００５年４
月间，用开展多参数流式细胞术（ＭＰＦＣＭ），对本
院接受 ＡＬＬＸＨ９９方案治疗的儿童 ＡＬＬ２１５例中
的１２４例作ＭＲＤ监测的结果，并讨论其对估价预
后的意义。

１　病例和方法

１．１　病例
２００１年９月至２００５年４月进入我院接受ＡＬＬ

ＸＨ９９方案治疗的ＡＬＬ患儿共有２１５例，剔除在外
院接受过化疗、免疫分型为 Ｔ细胞型和成熟 Ｂ细胞
型、双克隆型和放弃治疗或治疗过程中失访的 ＡＬＬ
患儿，共有 １５２例进入本研究，其中男性 １０１例
（６６．４％），女５１例（３３．６％）；有１２４例（８１．６％）在
诱导治疗达完全缓解（ＣＲ）后进行了ＭＲＤ监测。诊
断时平均年龄５．９２±３．６６岁（０．７～１７．２岁）。白
血病诊断、分型和治疗按本院所制定的 ＡＬＬＸＨ９９
方案［３］进行。治疗后持续完全缓解（ＣＣＲ）时间从
达ＣＲ起统计到２００７年４月。
１．２　免疫分型和ＭＲＤ监测

取肝素抗凝骨髓２～３ｍＬ，常规分离有核细胞，
以 ＣＤ２，ＣＤ５，ＣＤ７，ｃＣＤ３，ＣＤ１０，ＣＤ１９，ＣＤ２２，
ｃＣＤ７９ａ，Ｃμ，ＣＤ１３，ＣＤ３３，ＣＤ１４，ＣＤ１５，ｃＡｎｔｉＭＰＯ，
ＣＤ４１和ＣＤ３４为单抗标记，采用流式细胞仪作活细
胞荧光检测。阳性判断标准：淋系和干系抗原阳性

细胞＞３０％，髓系抗原阳性细胞 ＞２０％。ＭＲＤ检测
时，将骨髓单个核细胞调节为每管细胞数（２～３）×
１０５，用 ＣＤ３８ＦＩＴＣ、ＣＤ１０ＰＥ、ＣＤ３４ＰｅｒＣＰ和 ＣＤ１９
ＡＰＣ单抗进行染色，以能够明确区分白血病细胞和
正常骨髓细胞作为抗体组合有效。诱导治疗结束后

患儿的骨髓标本经 Ｆｉｃｏｌｌ分离单个核细胞，进行四
色荧光标记检测，分析时，如果在筛选时白血病细胞

出现的区域内仍有细胞存在，即判断为 ＭＲＤ阳性，
以这些残存细胞占骨髓单个核细胞总数的比例数值

作为ＭＲＤ的测得数值。

１．３　染色体和分子生物学检查
治疗前取肝素抗凝骨髓 ５ｍＬ，采用直接法、

２４ｈ培养法和同步法制备染色体，采用Ｒ带或Ｇ带
技术显带，描述核型。用巢式逆转录聚合酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）方法检测各种融合基因。
１．４　治疗

采用本院制定的 ＡＬＬＸＨ９９方案［３］进行危险

度分型和治疗。

１．５　统计学处理
ＥＦＳ和无复发生存率（ｒｅｌａｐｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，

ＲＦＳ）情况分析用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法统计。无事生
存在以下情况时终止：未缓解、诱导时死亡、复发、第

二肿瘤和缓解时死亡等，其中未缓解、诱导时死亡认

为无事生存时间为０．１年。不同组间生存情况比较
用双侧ｌｏｇｒａｎｋ检验。Ｃｏｘ比例风险模型用于分析
独立因素的影响。采用ＳＰＳＳ１０．０软件。

２　结果

从２００１年９月开展流式细胞术进行ＭＲＤ监测
至２００５年 ４月期间接受 ＡＬＬＸＨ９９方案治疗的
ＡＬＬ患儿中在诱导缓解后进行了 ＭＲＤ监测的患儿
有１２４例，男性 ８３例，女性 ４１例；发病时年龄为
５．８６±３．５４岁（１．３０～１７．２０岁），其中＞１０岁的患
儿有１８例；发病时的白细胞计数为３１．１±５６．９×
１０９／Ｌ（０．７～４００．０×１０９／Ｌ），＞５０．０×１０９／Ｌ的患
儿有２３例；在 ＦＡＢ分型中，属于 Ｌ１、Ｌ２和 Ｌ３的患
儿分别有 ８３例、３２例和 ９例；融合基因中检测出
ＢＣＲＡＢＬ和ＭＬＬＡＦ４的分别有９例和２例；染色体
分析发现高倍体和低倍体的患儿分别有２６例和８
例，有１９例未发现中期分裂相，其余７１例为正常核
型；进入低危组、中危组和高危组方案治疗的患儿分

别有３１例、５４例和３９例。
进入本研究的１２４例ＡＬＬ患儿其总的５年ＥＦＳ

和 ＲＦＳ分别为（６７．９１±４．３８）％和（８０．１５±
４．０２）％，其中有８例为骨髓未复发，但因为肺炎、败
血症等感染原因而死亡。在诱导达ＣＲ后接受ＭＲＤ
检查的ＡＬＬ患儿共有１２４例，其中 ＭＲＤ＜０．０１％、
０．０１％～０．１％和 ＞０．１％的分别有１０３例、１３例和
８例；在首次ＣＲ缓解后半年内接受 ＭＲＤ检查的有
１１７例，其中 ＭＲＤ＜０．０１％、０．０１％ ～０．１％和 ＞
０．１％的分别有１０４例、６例和７例；而在首次ＣＲ后
半年以后接受 ＭＲＤ检查的有 １１２例患儿，其中
ＭＲＤ＜０．０１％、０．０１％ ～０．１％和 ＞０．１％的分别有
９８例、５例和９例。
·４３３·
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按照诱导缓解后 ＭＲＤ分组，在分成 ＜０．０１％、
０．０１％～０．１％和＞０．１％三组后，其５年ＲＦＳ分别为
（８８．９±３．９）％、（７０．０±１４．５）％和０％，而５年ＥＦＳ
分别为 （８２．４±４．４）％、（２１．２±１８．０）％和０％（图
１），无论是ＲＦＳ和ＥＦＳ均在统计学上存在显著性差
异，两者均 Ｐ＜０．０１；单独比较 ０．０１％ ～０．１％和
＞０．１％两组资料，在ＲＦＳ上两组差异仍存在显著性
（Ｐ＜０．０１），而在ＥＦＳ上两组差异无显著性。把首次
ＣＲ后半年内ＭＲＤ检查分成阴性（＜０．０１％）和阳性
两组，其５年 ＲＦＳ分别为（８７．７±４．１）％和（５８．３±
１４．２）％，（Ｐ＜０．０１）；５年 ＥＦＳ分别为 （８０．７±
４．６）％和（２５．６±１３．８）％，（Ｐ＜０．０１）。把首次 ＣＲ
后半年后 ＭＲＤ检查分成阴性（＜０．０１％）和阳性两
组，其５年 ＲＦＳ分别为（９２．０±３．６）％和（４８．５±
１５．５）％，（Ｐ＜０．０１）；５年ＥＦＳ分别为（８５．６±４．５）％
和（２１．４±１１．０）％，（Ｐ＜０．０１）。共有９４例ＡＬＬ患儿
在治疗过程ＭＲＤ始终保持阴性，这部分患儿的５年
ＲＦＳ和ＥＦＳ分别为 （９３．８±３．２）％和 （８６．３±４．３）％。

ＣＯＸ比例风险模型用于分析患儿起病时性别、
年龄、外周血白细胞数、形态学ＦＡＢ分型、是否检出
ＢＣＲＡＢＬ或ＭＬＬＡＦ４融合基因、染色体类型、泼尼
松诱导窗口反应、第１９天骨髓像是否达Ｍ１级骨髓
象、达 ＣＲ时间和诱导缓解后 ＭＲＤ对预后的影响，
结果显示诱导缓解 ＣＲ后 ＭＲＤ、泼尼松诱导窗口反
应、第１９天骨髓像是否达 Ｍ１级和是否检出 ＢＣＲ
ＡＢＬ或ＭＬＬＡＦ４融合基因对患儿治疗过程中是否
发生复发有预后价值，各预后因素见表１。

诱导缓解后 ＭＲＤ阴性的患儿，在今后半年中
和半年后分别只有４．５％和６．８％的患儿在随访中
出现ＭＲＤ阳性；而诱导缓解后 ＭＲＤ阳性的患儿，
在以后半年中和半年后将分别会有 ４７．４％和
４２．１％的患儿再次出现 ＭＲＤ阳性；在诱导缓解后
ＭＲＤ＞０．１％的患儿中，除了因为死亡无法进行监
测的患儿外，再次出现 ＭＲＤ阳性的比例更高，半年
中和半年后再次出现 ＭＲＤ阳性的患儿比例分别达
６６．７％和１００％。
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图１　ＡＬＬ患儿诱导缓解后不同ＭＲＤ水平的ＲＦＳ和ＥＦＳ
Ａ：ＡＬＬ患儿诱导缓解后不同ＭＲＤ水平的５年无复发生存率；　Ｂ：ＡＬＬ患儿诱导缓解后不同ＭＲＤ水平的５年无事生存率

　　表１　ＡＬＬ患儿中不同临床因素对治疗过程中复发的
预后影响

Ｓｃｏｒｅ Ｐ
诱导缓解后ＭＲＤ １０．７５９ ０．００１
性别 ２．０７１ ０．１５０
ＷＢＣ是否＞５万 ０．６８６ ０．４４４
年龄是否＞１０岁 ０．１３７ ０．７１１
ＦＡＢ分型 ３．３６８ ０．１８６
是否有不良融合基因 ６．０１７ ０．０１４
是否有低倍体染色体 ０．５６７ ０．７１６
泼尼松窗口反应 ８．９１５ ０．００３
诱导后达ＣＲ时间 ０．５８８ ０．６８２
诱导第１９天骨髓 ６．６２４ ０．０１０

３　讨论

近年儿童ＡＬＬ疗效的提高主要有赖于对患儿
的个体化治疗，尤其是根据早期治疗反应来调整治

疗避免复发的可能。越来越多的资料表明早期白血

病细胞对药物的敏感性是预后的可靠指标，通过监

测泼尼松反应、第１９天骨髓象和诱导早期正常外周
血中性粒细胞的恢复程度等都能评估早期反应［４］，

这种评估的手段最近仍不断提高，本世纪来国外主

要依赖ＭＲＤ的监测。ＭＲＤ是白血病复发的重要原
因和指征，受到国内外学者的广泛关注［５，６］。目前

主要有ＰＣＲ（聚合酶链式反应）和 ＭＰＦＣＭ等两种

·５３３·
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技术检测ＭＲＤ，有时辅以荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）法。
国外研究发现两种方法有一定的可比性，而流式细

胞术的速度更快，但在部分患儿中由于缺乏表面抗

原标记而使其应用受到限制，因此，如果能综合应用

两种方法，则能较好的避免假阴性［７］。

在ＡＬＬ患儿治疗过程中监测ＭＲＤ能够及时反
应治疗的敏感性，国外主要儿童白血病诊治中心的

资料已经证明 ＭＲＤ是重要的、独立的预后指
标［８，９］。本院的 １２４例回顾性研究资料同样证明
ＭＲＤ监测在ＡＬＬ患儿治疗过程中判断预后的重要
作用。无论在诱导期、缓解早期和维持治疗过程中，

ＭＲＤ阳性均意味着高度的复发风险，尤其是ＭＲＤ＞
０．１％的患儿。

目前，在发现ＭＲＤ阳性后，一般采取诱导和巩
固化疗时类似的方案进行强烈化疗，但国外有研究

发现，这种方法往往并不奏效，在发现 ＭＲＤ持续阳
性后应该采取更为有力的办法，如进行异体造血干

细胞移植［１０］。在我们的资料中，诱导缓解后 ＭＲＤ
阳性的患儿，即使再次进行强烈化疗，在今后半年中

和半年后仍将分别有４７．４％和４２．１％的患儿再次
出现ＭＲＤ阳性；而诱导缓解后 ＭＲＤ阴性的患儿，
在今后出现 ＭＲＤ阳性的机会明显要低；尤其是诱
导缓解后ＭＲＤ＞０．１％的患儿，再次出现ＭＲＤ阳性
的比例更高，这部分患儿可以考虑直接进入移植组

方案，在我们的ＡＬＬ２００５方案中已经得以实施。
在以往的研究中，国内外资料均表明泼尼松窗

口反应和诱导缓解第１９天骨髓象对于预后有重要
意义，而一些融合基因的存在也将明显影响预后，这

些都已成为共识［４］。我们的统计资料也表明，对提

示复发有预后价值的指标为诱导缓解后 ＭＲＤ、泼尼
松诱导窗口反应、第１９天骨髓象是否缓解和是否有
ＢＣＲＡＢＬ或 ＭＬＬＡＦ４融合基因。因此，治疗过程
中重视患儿的这些生物学特征从而及时进行监测，

对改善儿童ＡＬＬ的疗效会有一定的促进作用。
目前有学者认为，有近２／３的 ＡＬＬ患儿可能只

需要１２个月的治疗就能达到治愈，但目前尚很难有
可靠的指标来识别这类ＡＬＬ患儿，故所有ＡＬＬ患儿
目前常规接受２年以上的连续化疗［１］。因此，目前

在白血病治疗过程中困扰我们的是，如何把那些需

要很强烈化疗的患儿与那些轻度化疗即能取得治愈

的患儿鉴别开来。ＭＲＤ能够直接检测每个 ＡＬＬ患
儿化疗时白血病细胞对药物的反应性，综合体现了

治疗中临床、细胞学和药物学等的变化，可以作为可

靠的危险度分级和再分级指标［１１］。在诱导缓解后

ＭＲＤ＜０．０１％的 ＡＬＬ患儿其预后较好，反之，则需

考虑更强烈的化疗方案，在新方案中，我们目前采取

的是使用“转阴”方案（包括大剂量地塞米松、大剂

量阿糖胞苷、表鬼臼毒素和左旋门冬酰胺，ＤＥＡＬ），
并提高危险度分级，其疗效有待进一步观察，对于

ＭＲＤ＞０．１％的患儿必须密切监测其 ＭＲＤ变化，必
要时考虑作异体造血干细胞移植。
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