
第 !! 卷第 " 期
#$$% 年 " 月

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

中国当代儿科杂志
'()* +',*-./0 1.2)3-4

5,67!! 8,7"

9047#$$%

!收稿日期"#$$: ;$? ;$?#!修回日期"#$$: ;$% ;#!

!基金项目"上海市重点学科建设基金资助项目$<$#$"%&

!作者简介"帖利军'女'博士'副主任医师& 主攻方向(儿童血液=肿瘤& 现在西安交通大学医学院第一附属医院儿科'邮编(>!$$?!&

!通讯作者"顾龙君'男'教授'上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心血液肿瘤科'邮编(#$$!#>&

血液疾病专栏)论著

流式细胞技术与 DB(技术联用筛选
儿童急性淋巴细胞白血病微量残留病标记

帖利军!顾龙君!蒋黎敏!赵金彩!陈静!潘慈!董璐!陈静!薛惠良!汤静燕!王耀平

"上海交通大学医学院附属上海儿童医学中心血液肿瘤科!上海&#$$!#>$

&&!摘&要"&目的&微量残留病$@NJ%监测是儿童急性淋巴细胞白血病$9AA%早期治疗反应中最重要的预后

因素之一& 目前常用的@NJ检测的方法主要有流式细胞术和1'N技术'但单用一种方法均不能为所有的患儿找

到合适的监测标记'该研究探讨两种方法联合应用是否能为大多数 9AA患儿找到合适的 @NJ监测标记& 方法&

联合应用流式细胞术和1'N技术筛选上海儿童医学中心 #$$! 年 % 月至 #$$D 年 !$ 月 !#? 例新发9AA患儿骨髓标

本的异常免疫表型及抗原受体基因重排& 结果&

!

!$? 例C系F9AA患儿骨髓标本用四色流式细胞术进行了@NJ

免疫表型标记的筛选'其中 !! 例标本未筛选出监测标记'阳性率为 :%7?S#有 ! 个监测标记的标本为 !! 例

$!!7?S%'至少有两个标记的标本占 ::7"S&

"

1'N技术筛选 #> 例9AA骨髓标本抗原受体基因重排'#? 例至少

有一个标记$占 %?7DS%'其中 % 例$D"7?S%骨髓标本只有一个监测标记'!> 例$?E7"S%至少有两个监测标记&

在<系F9AA骨髓标本中'以<'N5

$%

F+

$

!7D=#7D 阳性最多'双等位基因重排发生阳性率较高#系性交叉抗原表达

在C系F9AA骨髓标本中表达较高'达 E>7!S$"=>%&

#

两种方法联用能为 !#! 例$%?7$S%的患儿提供合适的筛选

指标& 结论& 流式细胞技术检测异常免疫表型与1'N技术检测抗原受体基因重排联用'可为绝大多数的9AA患

儿找到合适的@NJ监测指标#在抗原受体基因重排中'存在系性交叉抗原表达及双等位基因重排&
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&&按危险度进行分层的现代联合化疗方案已使儿

童急性淋巴细胞白血病$9AA%的 " 年无事件生存率

$TBU%高达 %#S

!!"

'但仍有约 !$S #̀$S的9AA患

儿复发& 其主要原因是缓解时体内仍残留有一定数

量的白血病细胞'又称微量残留病$@NJ%& 目前常

用的9AAF@NJ检测的方法主要有流式细胞术检测

白血病细胞异常的免疫表型及 1'N技术检测抗原

受体基因重排*融合基因!#"

& 但是'单用一种方法

检测'均不能为所有的9AA患儿找到合适的监测标

记& 为了探讨流式细胞术检测白血病细胞异常的免

疫表型及1'N技术检测抗原受体基因重排两种方

法联合应用是否能为所有 9AA患儿找到合适的监

测指标'我们对 #$$! 年 % 月至 #$$D 年 !$ 月上海交

通大学医学院附属上海儿童医学中心新诊治的9AA

患儿骨髓标本进行了两种方法联合应用筛选 @NJ

标记的研究&

$F材料与方法

$7$F研究对象

自 #$$! 年 % 月 ! 日至 #$$D 年 !$ 月 D! 日上海

交通大学医学院附属上海儿童医学中心进入 9AAF

GHF%% 治疗方案的所有行流式细胞术 @NJ标记筛

选的C系F9AA患儿骨髓标本 !$? 例'以及同期收治

的<F9AA患儿骨髓标本 #$ 例&

$K!F仪器设备

流式细胞仪$B9'U'36)ZY4C.W-,* J)WQ)*R,* 公

司%' <FL432).*-1'N仪$C),/.-43L.4/3*M%'图像分

析仪$5K#EE#? 5)6Z.4A,Y4/3-B43*W.%&

$KGF主要试剂

淋巴细胞分离液$上海试剂二厂%#'J

D:

FBI<''

'J

#!

FBI<'' 'J

?E

FBI<'' 'J

E?

FBI<'' OKNFU9DE""F

BI<'''J

DD

FBI<'$法国 I//Y*,-.W( 公司%#'J

!$

F1T'

3*-)F<2<FBI<'$丹麦 J3Q,公司%#'J

D"

F1.4'1''J

!%

F

91'''J

!E

FBI<'''J

"E

FBI<'$美国 CJ公司%#抗人

IP@F1T$美国 U,Y-(.4* C),-.W(*,6,PM9RR,W)3-.R公

司%'lI93/0 J89@)*)O)-$美国 lI9LT8公司%'

<3] J891,6M/.43R.)* U-,43P.CYXX.4C$@!??! %

$14,/.P3%'1'N8YW6.,-)2.@)̂$'!!"!%$14,/.P3%'

引物由上海申能博彩生物有限公司合成 &

$7%F方法

骨髓单个核细胞的分离'在 !E /A离心管中加

入 " /A淋巴细胞分离液#取肝素钠抗凝骨髓 " /A

加入 # 倍体积 ! a1CU 充分混匀'用滴管沿管壁缓

慢加于分层液面上'水平离心 ! #$$ 4=/)*'D$ /)*#

离心后取上*中层界面处以单个核细胞为主的白色

云雾层狭窄带'包括淋巴细胞和单核细胞& 1CU 洗

# 遍'悬浮待用&

$K'F流式细胞术筛选白血病细胞异常免疫表型

抗体组合的筛选(用于检测的抗体组合及具体

操作方法见参考文献!D"&

$KLFDB(技术筛选 =QQ患儿白血病细胞抗原受

体基因重排

J89抽提(取9AA患儿骨髓单个核细胞'按照

lI93/0 J89@)*)O)-$美国 lI9LT8公司%说明书

的步骤抽提 J89#紫外分光光度仪测定所取标本

J89的浓度!J89浓度$

&

P=/A% m9

#?$

aE$

&

P=/A

a!=光径a稀释倍数"及纯度$9

#?$

=9

#:$

比值为 !7>

!̀7%%#1'N技术筛选白血病细胞株抗原受体基因

重排'9AA患儿骨髓标本所用引物及扩增产物大小

及1'N具体操作方法见参考文献!""' 阳性对照为

+Y4Q3-细胞株'阴性对照为 H

#

K& !S琼脂糖及 ?S

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳'TC染色'紫外凝胶成

像分析系统拍照&

!F结果

!K$F多参数流式细胞技术筛选 I系P=QQ患儿异

常免疫表型

在 !$? 例用多参数流式细胞技术筛选 C系F

9AA患儿骨髓的 @NJ标记中'!! 例骨髓标本未筛

选出合适标记'阳性率为 :%7?S#同期共收治 <F

9AA患儿 #E 例$当时尚未开展流式细胞技术监测

<F9AAF@NJ%'因此共 D? 例患儿骨髓标本不能进行

@NJ监测'占 #>7ES& 在筛选出标记的 C系F9AA

标本中'有一个监测指标的患儿标本为 !! 例

$!!7?S%'至少有两个监测指标的患儿骨髓标本占

::7"S& 其筛选阳性结果流式细胞图见图 !& C系F

9AA患儿骨髓异常免疫表型有效频率见表 !&

!K!FDB(技术筛选白血病细胞患儿抗原受体基因

重排

!! 例应用流式细胞术未筛选出 @NJ标记的 C

系F9AA患儿及同期收治的 #E 例<F9AA患儿骨髓标

本& 由于库存细胞不足的关系'得到 > 例 C系F9AA

及 #$ 例<F9AA患儿初发骨髓标本'具体筛选结果

见表 #& 应用1'N技术筛选白血病患儿抗原受体基

因重排'首先是对不同系别的 9AA患儿经多种不同

对引物扩增后'经 !S琼脂糖电泳筛选出阳性重排'

见图 ##阳性抗原受体基因重排经异源二聚体$HJ%

分析'判断 1'N产物为单克隆重排*双等位基因重

)>"#)
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排或寡克隆重排'见图 D& 寡克隆重排一般不作为

监测标记& 在所有 #> 例用1'N技术筛选抗原受体

基因重排的 9AA患儿骨髓标本中'% 例$D"7?S%患

儿只有一个监测标记'至少有两个监测标记的患儿

为 !> 例$占 ?E7"S%& 各抗原受体基因重排的有效

频率见表 D 及表 "& 在<'N

$

中'双等位基因重排发

生阳性率较高&

!KGF流式细胞术及 DB(技术联合应用筛选 A(R

标记

!#? 例包括 !$? 例 C系F9AA及 #$ 例 <F9AA患

儿骨髓标本'除 ! 例 <F9AA患儿未筛选到合适标记

外'!#! 例可找到@NJ监测指标'占 %?7$S&

&表 $F各种抗体组合在I系P=QQ中的有效频率
$S%

抗体组合 有效例数 有效频率 国外报道频率!E"

'J

D:

='J

!$

='J

D"

='J

!%

": "E7D D$ È$

'J

"E

='J

!$

='J

D"

='J

!%

"" "!7E D$ È$

<2<='J

!$

='J

D"

='J

!%

?D E%7" D$ È$

'J

??

W='J

!$

='J

D"

='J

!%

DD D!7! !$ #̀$

'J

##

='J

!$

='J

D"

='J

!%

!! !$7" #$ D̀$

'J

DD

='J

!$

='J

D"

='J

!%

$ $ E7$ !̀$

'J

!D

='J

!$

='J

D"

='J

!%

! $7% !$ #̀$

'J

#!

='J

!$

='J

D"

='J

!%

# !7% E7$ !̀$

<2<=W

&

='J

D"

='J

!%

!! !$7" !$ #̀$

'J

?E

='J

!$

='J

D"

='J

!%

$ $ E7$ !̀$

'J

E:

='J

!$

='J

D"

='J

!%

ED E$ "%

表 !FDB(技术筛选=QQ患儿抗原受体基因重排

阳性例数 阴性例数 阳性率$S%

<F9AA !% ! %E

CF9AA > $ !$$

合计 #? ! %?7D

&&表 GF各种抗原受体基因重排在NP=QQ中的

有效频率
$S%

抗原受体基因重排 有效例数 有效频率 国外报道频率

5

'

#FJ

'

D $ $ E

J

'

#FJ

'

D ! E D

5

'

#F+

'

! # !$ !$

J

'

#F+

'

! $ $ !!

5

'

!F+

'

! ? D$ DD

5

'

DF+

'

! ! E >

5

$%

F+

$

!7D=#7D !" >$ ?$

5

$(

F+

$

!7D=#7D E #E !$

5

$)

F+

$

!7D=#7D : "$ >

5

$*

F+

$

!7D=#7D ! E "

5

$%

F+

$

!7! ! E !D

&&注(国外报道频率为来自 J47<,/3R_U_W_.03*RQ)在 U-7+Y2.

L43*2 N,Y*2R的报告$题目(IP3*2 <'NP.*.4.3443*P./.*-R)* W()62F

(,,2 9AA)//Y*,Z),6,P)W36X.3-Y4.R3*2 3006)W3Z)6)-M,X-(.2.-.W-),* ,X

/)*)/364.R)2Y362)R.3R.%

&&表 %F各种抗原受体基因重排在I系P=QQ中的

有效频率
$S%

抗原受体基因重排 有效例数 有效频率 国外报道频率3
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F

@F/34Q.4#!F寡克隆重排# "'EF单克隆重排##'D':F双等位基因重排

GF讨论

免疫学方法主要是依据白血病相关的免疫表型

如畸变*异常或异位抗原表达即白血病细胞与正常

细胞抗原表达量的差异及白血病细胞的异常抗原表

型来监测 @NJ

!#"

& 由于正常 C系祖细胞具有与白

血病细胞相似的表型'因此该技术的关键是能够正

确区分残留的白血病细胞和正常的造血祖细胞& 白

血病细胞和正常细胞在抗原表达上的差异主要表现

在两方面(

!

量的差异'白血病细胞表面的 'J

!%

=

'J

!$

='J

D"

的表达量常比正常的C系造血干=祖细胞

高 !$ 倍'另外 'J

D:

和 'J

"E

的表达却常明显弱于正

常细胞'利用这些抗原表达量的差异这一特性可明

确区分白血病细胞和正常细胞#

"

质的差异'在正常

细胞不同时表达的抗原及在正常早期 C淋巴细胞

中极少表达的其他系列抗原'在C系F9AA细胞上表

达'即可用来与正常细胞进行区分细胞!D"

& 我们利

用上述多种抗体组合'可为 :%7?S的C系F9AA患儿

找到合适的监测指标& 但是'有 !! 例$占 !!7?S%患

儿只有一个异常免疫表型指标可以作为 @NJ监测

指标& 由于在白血病治疗过程中'会发生免疫表型

的转换'因此'这部分患儿在以后的监测中可能会出

现假阴性结果& 为了避免假阴性监测结果'对这部

分病人有必要联合采取其他的监测手段&

1'N技术主要通过检测肿瘤特异序列包括白

血病细胞特殊的抗原受体基因重排及染色体易位*

融合基因来监测 @NJ

!""

& 在造血干细胞向淋巴细

胞分化过程中'免疫球蛋白 $IP%和 <细胞受体

$<'N%基因的可变区$5%和结合区$+%基因会发生

重排$两个距离较远的片断重新排列并形成新的片

断%& 这样'每个淋巴细胞就有一个特异的5F$J%F+

组合编码IP或<'N分子的可变区& 在 5$J% +基

因接合部 J89片断的随机丢失及末端脱氧核糖核

酸转移酶介导的8区插入会导致IP或 <'N分子基

因接合部序列改变'因此'接合部序列是多种多样

的'可作为肿瘤特异性的标志!?'>"

&

通常<'N基因重组不仅见于 <F9AA'亦见于 C

系F9AA& IPH'<'N

'

'<'N

$

'<'N

-

在 C系F9AA的表

达率分别为 %ES':"S'EES和 DDS'而在<F9AA的

表达率则分别为 !"S'?:S'%!S和 :%S'两系相合

和系不相关重排可见于几乎所有 9AA

!""

& 由于存

在克隆演化'因此 1'N检测 @NJ时均应选择至少

两种靶分子!"':'%"

& 在我们所选的抗原受体基因重

排中'以 <'N5

$%

F+

$

!7D=#7D 表达最高'在 <F9AA

患儿的有效频率与国外结果基本相似'由于 C系F

9AA患儿所筛选的病例数较少'很难比较'但系性交

叉抗原表达在 C系F9AA患儿较高' 达 E>7!S

$"=>%'与国外报道相似& 有 % 例$D"7?S%患儿只

有一个筛选标记'对这部分病人如何避免以后监测

过程中由于克隆演化出现假阴性结果'可以增加抗

原受体重排基因的种类'如免疫球蛋白重链$IPH%

重排!!$"以及国外新近完成的 <'N

-

基因重排筛选

监测标记!!!"或联用流式细胞技术或 N<F1'N检测

融合基因进行筛选标记&

两种方法联用'我们可以为 %?7$S的9AA患儿

找到监测标记'! 例未筛选出标记的<F9AA患儿'亦

无我们常规送检的融合基因 C'N=9CA及 @AAF

9B"& 最近'我们开展了 @1FB'@监测 <F9AAF@NJ

的工作'此患儿有合适的监测指标&
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口服尼美舒利致婴幼儿血尿 ! 例

余桂红!李占玲

"宁城县妇幼保健所儿科!内蒙 宁城&$#"#$$$

&&&&!中图分类号"&N%?%7"&&!文献标识码"&T&&!文章编号"&!$$: ;::D$$#$$%%$" ;$#E$ ;$!

&&例 !(患儿'男': 个月'因肉眼血尿 ! 2 入院&

患儿于入院前 ! 2因发热*鼻塞'当地诊所给予尼美

舒利颗粒 E$ /P口服'未服用其他药物& 服药后约

: ( 出现肉眼血尿& 入院查体(<D?7:o'HN!D$

次=/)*'ND# 次=/)*'体重 !$ QP& 神清'精神状态

可'呼吸平稳'咽充血'双肺*心脏*腹部及神经系统

查体均未见异常& 实验室检查(fC'!#7$ a!$

%

=A'

NC'E7$ a!$

!#

=A'HZ !!: P=A'1A<"$# a!$

%

=A& 尿

常规(肉眼血尿'尿蛋白dd'潜血ddd'镜下红细

胞满视野& 血尿定位提示肾性血尿& 肾功能正常&

彩超(双肾*输尿管*膀胱未见异常& 给予抗感染及

支持对症治疗'# 2 后尿常规正常出院& ! 周*D 周

后复查尿常规均正常&

例 #(患儿'女'!> 个月'因肉眼血尿 !# ( 入院&

患儿于入院前 !# ( 因发热'当地诊所测体温

D:7>o'给予尼美舒利颗粒 ?$ /P口服'未服用其他

药物& 服药后约 !# ( 出现肉眼血尿& 入院时查体(

<D?7Eo'HN!#? 次=/)*'ND$ 次=/)*'体重 !# QP&

神清'精神状态可'呼吸平稳'咽充血'双肺*心脏*腹

部及神经系统查体均未见异常& 无血尿家族史& 实

验室检查(血常规正常& 尿常规(肉眼血尿'尿蛋白

d'潜血ddd'镜下红细胞满视野& 血尿定位提示

肾性血尿& 肾功能*#" ( 尿钙*血 IP9正常& 彩超(

双肾*输尿管*膀胱未见异常& 给予抗感染及支持对

症治疗'D 2 后尿常规正常出院& ! 周*" 周后复查

尿常规正常&

讨论(尼美舒利是新一代非甾体抗炎二类新药'

为磺酰苯胺类非类固醇消炎药'高度选择性的环氧

化酶$'KGF#%抑制剂!!"

& 能消除各种病因引起的发

热& 临床证实'尼美舒利对炎症引起的发热症状有

效率可达 ::7$S& 尼美舒利的副作用主要有恶心*

呕吐*腹泻*便秘*胃痛*消化不良*腹胀*厌食等'还

未见致血尿的报道&

以上两例均因发热服用尼美舒利后出现肉眼血

尿'同时排除了其他引起血尿的原因'故考虑为尼美

舒利所致& 尼美舒利婴儿不主张用'儿童常用剂量

为每日 E /P=QP'分 # D̀ 次服用'本文两例均使用

过量& 对婴幼儿应用尼美舒利应慎用'尽量应用对

乙酰氨基酚及布洛芬等应用时间较长的安全退热

药'应用时一定要掌握好剂量及禁忌症&
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