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原血细胞对于儿童急性 B 淋巴细胞
白血病预后判断的价值

王月芳 1　江咏梅 1　高举 2　周平 1　张鸽 1

（四川大学华西第二医院 1. 检验科；2. 儿童血液科，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　探讨儿童急性 B 淋巴细胞白血病（B-ALL）巩固化疗期骨髓原血细胞（HGs）对于儿童

急性 B 淋巴细胞白血病（B-ALL）预后判断的意义。方法　回顾性分析 196 例初发 B-ALL 患儿，根据危险分型

分为高危（n=55）、中危（n=69）和低危（n=72）3 组；根据临床结局分为完全缓解（n=165）和复发组（n=31）。

采用欧洲 BIOMED-1 标准化流式细胞术微小残留病（MRD）检测方案，检测巩固化疗期 HGs 数量。Kaplan-
Meier 生存曲线统计患儿无事件生存率（EFS）。结果　高危组患儿 HGs 明显低于中危和低危组，差异均有统计

学意义（P<0.05）；完全缓解组 HGs 明显高于复发组，差异有统计学意义（P<0.05）；HGs ≤ 1.0% 组患儿的

EFS 明显低于 HGs>1.0% 组，差异有统计学意义（P<0.05）。结论   HGs 可反映 B-ALL 化疗效果，可用于 B-ALL

患儿疗效及预后的监测。                                                            ［中国当代儿科杂志，2016，18（4）：292-296］

［关键词］　急性 B 淋巴细胞白血病；流式细胞术；原血细胞；微小残留病；儿童
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Abstract: Objective    To study the prognostic value of hematogones (HGs) for childhood B-lineage acute 
lymphoblastic leukemia (B-ALL) during consolidation chemotherapy. Methods    A retrospective analysis was conducted 
for 196 children with newly-diagnosed B-ALL. They were divided into high-risk group (n=55), intermediate-risk group 
(n=69), and low-risk group (n=72) by risk stratification, and into complete remission group (n=165) and relapse group 
(n=31) by clinical outcome. The European BIOMED-1 standard flow cytometry for minimal residual disease (MRD) was 
used to determine the number of HGs during consolidation chemotherapy. The Kaplan-Meier survival curve was used 
to assess event-free survival (EFS). Results    The high-risk group had a significantly lower number of HGs than the 
intermediate-risk and low-risk groups (P<0.05). The number of HGs in the complete remission group was significantly 
higher than in the relapse group (P<0.05). The children with HGs ≤1.0% had a significantly lower EFS than those with 
HGs >1.0% (P<0.05). Conclusions    HGs can be used to assess the treatment outcome and prognosis in children with 
B-ALL, and proliferation of HGs reflects the good effect of chemotherapy in such children.        

[Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(4): 292-296]
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原血细胞（hematogones, HGs）为骨髓正常 B

系前体淋巴细胞（B-lymphocyte precursors, BCP）

的良性扩增，根据其成熟程度及免疫表型特征，

分 为 pro-B, pre-B 和 immature B 亚 群， 患 者 年 龄

不同、疾病所处阶段不同，各亚群比例会发生

相应的改变 [1-2]。急性 B 淋巴细胞白血病（acute 
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B-lymphoblastic leukemia, B-ALL）患者化疗后造血

功能恢复时，HGs 可达 5~50%[3-6]。但根据骨髓形

态学很难鉴别 HGs 与白血病细胞，给临床造成困

扰，故两者的鉴别具有极其重要的临床意义。

目前有报道提出，HGs 与急性髓细胞白血病

（acute myeloid leukemia, AML） 的 预 后 相 关， 为

AML 良好预后的因素之一 [5-6]。同时有报道指出，

B-ALL 患者在造血干细胞移植后，HGs>1% 提示预

后良好 [7]。但目前国内尚无 HGs 与儿童 B-ALL 预

后关系的研究。本研究采用回顾性队列研究，运

用欧洲 BIOMED-1 标准化流式微小残留病（minimal 

residual disease, MRD）检测技术 [8]，通过对 B-ALL

患儿巩固化疗期HGs与白血病细胞的比较和鉴别，

初步探讨 HGs 作为监测 B-ALL 微小残留病补充指

标的临床可行性。

1　资料与方法

1.1　研究对象

收 集 2008 年 4 月 至 2012 年 9 月 在 四 川 大

学 华 西 第 二 医 院 确 诊 的 B-ALL 患 儿 196 例。 均

采 用 中 国 儿 童 白 血 病 协 作 组（Chinese Childhood 

Leukemia Group, CCLG）ALL-2008 诊 疗 方 案 进 行

诊断、危险分型和治疗。患儿年龄 1~16 岁，男性

128 例、女性 68 例。根据危险分型分为高危（n=55）、

中危（n=69）和低危（n=72）3 组。按临床结局分

为持续完全缓解（n=165）和复发组（n=31）。复

发组中，髓外复发（中枢神经系统、睾丸）3 例；

其 中 巩 固 化 疗 期 MRD>0.1% 者 3 例、MRD>0.1%

同时伴骨髓复发者 25 例。

纳入人群需进行：（1）完成 5 周诱导化疗，

初诊时以及诱导化疗期每周检测 1~2 次外周血象，

并行泼尼松敏感试验、第 33 天骨髓形态学和 MRD

检测等；（2）完成 >3 个月的巩固化疗。低中危

和高危患儿分别在巩固化疗期第 1 次 HD-MTX 或

HR-1 方案的第 1 天行骨穿检测 HGs 和 MRD。由

于儿童 B-ALL 诱导化疗强，诱导结束时骨髓抑制

严重，无法统计诱导化疗末 HGs 值。本研究获得

医院伦理委员会批准及监护人书面知情同意。

复发标准 [9]：完全缓解后出现以下之一判断

为 B-ALL 复发：（1）骨髓幼稚淋巴细胞（原始淋

巴细胞 + 幼稚淋巴细胞）>5% 但≤ 20%，予以积

极治疗，骨髓幼稚淋巴细胞仍未能 <5%，则判断

为复发；（2）骨髓幼稚淋巴细胞（原始淋巴细胞

+ 幼稚淋巴细胞）>20%；（3）髓外白血病细胞浸

润（ 称 髓 外 复 发）；（4） 美 国 COG（Children's 

Oncology Group）大样本研究报道，巩固化疗期间

MRD>0.1% 的 B-ALL 患者 5 年后复发率为 100%。

故将巩固化疗期 MRD>0.1% 也作为 B-ALL 复发标

准之一 [10]。

1.2　资料收集分析

收集患儿完整临床资料和随访资料，统计分

析无事件生存率（event-free survival, EFS）。病例

随访至复发、死亡、第二肿瘤或随访截止日（2015

年 9 月）。持续完全缓解组随访时间 >3 年。

1.3　标本采集

采集患儿巩固化疗期间骨髓（EDTA 或肝素抗

凝），24 h 内完成流式细胞术检测。同时制备至

少 3 张骨髓涂片进行骨髓形态学检测。

1.4　试剂

固定破膜剂（美国 Invitrogen 公司）。单克隆

抗体：胞膜 CD45、CD19、CD10、CD20、CD34、

CD38、CD22、cyTdT， 以 上 抗 体 均 购 至 美 国 BD 

Pharmingen 或 Coulter 公司。

1.5　流式细胞术检测 HGs

每 例 标 本 标 记 6 管 或 7 管， 取 血 球 稀 释 液

稀 释 至 浓 度 10~20×109/L 的 骨 髓 100 μL 与 4 或

5 管膜表面抗体组合充分混匀，避光、室温孵育

15 min，若初诊有跨系表达，加管标记分析；加入

2 mL×FACS 溶血素（蒸馏水 1 : 10 稀释）充分混匀，

静置 10 min，1 300 转 /min 离心 5 min，弃上清液；

磷酸盐缓冲液（PBS）充分混匀，1 300 转 /min 离

心 5 min，弃上清液；加入 500 μL PBS 混悬，待上机；

两管胞浆抗体需加入 500 μL 破膜剂静置 10 min，

洗涤后加入破膜抗体室温、避光孵育 30 min，PBS

洗涤后即可流式细胞仪（BD FACSCalibur）检测，

记录 500 000 个细胞。利用 BD Cell QuestTM Pro 软

件分析数据。主要抗体组合见表 1。
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通 过 SSC/FSC 设 门， 将 高 SSC 低 FSC 信 号

的细胞碎片排除。以 CD19 设门，观察 CD19 阳

性 B 细胞的免疫表型，判断是否存在异常的抗体

表达。HGs 数量用正常 BCP 占骨髓总有核细胞的

百分比（%）表示，包括 pro-B cells（stage Ⅰ）：

CD10+CD20-CD34+CD38+CD22+TdT+CD19+；pre-B 

cells（stage Ⅱ ）：CD10+CD20+CD34-/loCD38+ 

CD22+TdT+CD19+；immature B cells（stage Ⅲ ）：

CD10+CD20+CD34-CD38+CD22+TdT+CD19+ [1-2,4,11-13]。

因本研究的 pre-B cells 和 immature B cells 采集位点

有重叠（图 1 E1、E2），故将这两阶段细胞合并分析。

在正常细胞表达模式之外出现的异常细胞群视为

MRD 细胞（图 1 R1~R22），超过 15 events 成簇

分布视为异常，总计超过 50 events 判断为有临床

意义。

1.6　统计学分析

统计学处理采用 SPSS 17.0 软件完成。非正

态分布计量资料用中位数（范围）表示，计数资

料用百分率（%）表示。多组比较采用校正检验

或 Fisher 确切概率法。对于连续变量，利用 Mann-

Whitney U 检 验 进 行 两 组 间 比 较、Kruskal-Wallis 

test 进行多组间比较。相关分析采用 Pearman 等级

相关分析法。生存曲线采用 Kaplan-Meier 分析。

P<0.05 为差异有统计学意义。

图 1　 四 色 流 式 HGs 与 B-ALL MRD 的 鉴 别　　 以 CD19 设 门， 各 管 抗 体 组 合 方 式：（A）CD10/CD20/CD19/

CD45；（B）CD34/CD38/CD19/CD45；（C）CD34/CD22/CD19/CD45；（D）CD19/CD34/CD45；（E）TdT/CD10/CD19/CD45。

E1：stage Ⅰ HGs；E2：stage Ⅱ + Ⅲ HGs（E2-1：Pre-B，E2-2：immature B ）。E3：mature B；R1~R22：MRD 细 胞。（F）

HGs 细胞形态学（HE 染色，×1 000）：HGs 染色质致密均一、胞浆量少、核仁不明显（箭头所示）。

表 1　四色流式染色方案

FITC PE PerCP APC

胞膜抗体

管 1 PBS PBS CD45 CD19

管 2 CD10 CD19 CD45 CD20

管 3 CD38 CD34 CD45 CD19

管 4 CD34 CD22 CD45 CD19

管 5 初诊异常
表达抗体 *

初诊异常
表达抗体 *

CD45 CD19

胞浆抗体

管 6 PBS PBS CD45 CD19

管 7 cyTdT CD10 CD45 CD19

注：[FITC] 异硫氰酸荧光素；[PE] 藻红蛋白；[Percp] 多甲藻
叶绿素蛋白；[APC] 别藻青蛋白。* 示免疫分型检测到的 B 系特
异抗体之外的抗体。
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2　结果

骨髓形态学与流式细胞术检测结果不一致

是指骨髓形态学显示 5%< 幼稚淋巴细胞 <20%，

而 MRD<0.1%。196 例 巩 固 化 疗 期 的 患 儿 有

29 例（14.8%） 出 现 不 一 致 结 果。 总 HGs、

stage Ⅱ + Ⅲ HGs 与骨髓幼稚淋巴细胞比例均呈正

相关（r=0.44、0.45，P<0.05），stage Ⅰ HGs 与骨

髓幼稚淋巴细胞比例无显著相关性（P>0.05）。

2.1　各组间 HGs 差异比较

低、中、高危 3 组的总 HGs 逐步降低，差异

有 统 计 学 意 义（P < 0.05）； 但 stage Ⅱ + Ⅲ HGs

及 stage Ⅰ HGs 在高、中、低危 3 组的差异均无统

计学意义（P>0.05）。见表 2。

表 2　不同危险组患儿 HGs 比较　[ 中位数 ( 范围 )，%]

分组 例数 总 HGs stage Ⅱ + Ⅲ stage Ⅰ

低危 72 3.60(0.02~28.82) 1.98(0.02~27.19) 1.08(0.00~5.97)

中危 69 2.20(0.04~36.12) 0.80(0.02~33.15) 0.84(0.02~5.02)

高危 55 1.09(0.03~45.91)a,b 1.15(0.02~43.81) 1.21(0.00~7.73)

χ2 值 8.82 2.36 0.42

P 值        P<0.05 0.31 0.81

注：[HGs] 原血细胞。a 示与低危组比较，P<0.05；b 示与中
危组比较，P<0.05。

表 3　不同临床结局患儿 HGs 比较　[ 中位数 ( 范围 )，%]

分组 例数 总 HGs stage Ⅱ + Ⅲ stage Ⅰ

完全缓解 165 2.78(0.02~45.91) 1.25(0.02~43.81) 0.96(0~7.73)

复发 31 0.77(0.04~13.94) 1.24(0.03~35.29) 1.58(0~4.73)

χ2 值 -3.34 -0.70 -0.48

P 值        P<0.05 0.49 0.63

注：[HGs] 原血细胞。

进行 EFS 分析。HGs ≤ 1% 的 EFS 最低（72.3%），

差异有统计学意义（χ2=11.272，P=0.046）。故以

1% 为 界， 比 较 巩 固 化 疗 期 HGs ≤ 1%（n=69）

与 HGs>1%（n=127） 患 儿 的 EFS 差 异， 显 示

HGs ≤ 1% 组 EFS（72.3%） 明 显 低 于 HGs>1%

组（90.1%）， 差 异 有 统 计 学 意 义（χ2=7.597，

P=0.006）。见图 2。

图 2　 各 组 B-ALL 患 儿 EFS 分 析　　A： 将 患 儿 分 为

HGs ≤ 1%（n=69），1%<HGs ≤ 2%（n=30），2%<HGs ≤ 3%

（n=9），3%<HGs ≤ 4%（n=13），4%<HGs ≤ 5%（n=5），

HGs>5%（n=70）6 组，以 HGs ≤ 1% 组 EFS 最低；B：以 HGs 1%

为界，HGs ≤ 1% 的 EFS 低于 HGs>1% 者。

196 例患儿共有 31 例（15.8%）复发。完全

缓解组的总 HGs 表达明显高于复发组，差异有统

计学意义（P<0.05）；stage Ⅱ + Ⅲ及 stage Ⅰ HGs

的表达在两组间差异无统计学意义（P>0.05）。见

表 3。

2.2　各组 B-ALL 患儿 EFS 分析

为 寻 找 HGs 的 最 佳 临 界 值， 将 患 儿 分 为

HGs ≤ 1%（n=69），1%<HGs ≤ 2%（n=30），

2%<HGs ≤ 3%（n=9），3%<HGs ≤ 4%（n=13），

4%<HGs ≤ 5%（n=5），HGs>5%（n=70）6 个 组

3　讨论

B-ALL 是最为常见的儿童血液肿瘤，近年依

据早期治疗反应来指导临床危险度分型和个体化

治疗的观念受到广泛关注。HGs 为骨髓中正常 B

系前体淋巴细胞，体积差异较大，染色质致密均一、

胞浆量少、核仁不明显，很难仅根据形态学与 B-ALL

幼稚细胞鉴别。由于白细胞抗体重叠、漂移等现

象可影响流式细胞术 MRD 准确度，导致形态学显

示完全缓解而 MRD>0.1% 的不一致性 [14-15]。本研

究通过相关性分析发现，HGs 与骨髓幼稚淋巴细

胞呈正相关，提示 HGs 是导致形态学与 MRD 不一

致的可能原因。不一致的 29 例中仅 4 例复发。提
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示临床不能单纯依据骨髓形态学判断复发，需结

合流式细胞术 HGs 分析以鉴别幼稚细胞与正常 B

系前体细胞。

大量 HGs 多出现于化疗后再生的骨髓 [3-6]。国

外已有报道指出，HGs 与 AML 的预后相关 [5-6]。

但由于 HGs 与 B-ALL 幼稚细胞在形态学上很难

鉴别 [6]，仅有个别报道 HGs 在成人 B-ALL 的预后

意义 [16]。但有研究报道，欧洲 BIOMED-1 标准化

流式 MRD 检测技术可准确鉴别 HGs 与 B-ALL 残

留白血病细胞（准确率达 98%）[8]。本研究采用

欧 洲 BIOMED-1 标 准 化 流 式 MRD 检 测 技 术， 以

B-ALL 为研究对象，检测巩固化疗期的 HGs 并分

析与 EFS 的关系。结果显示，高危患儿的 HGs 明

显低于中、低危患儿，提示骨髓 HGs 与 B-ALL 的

危险度存在一定相关性；完全缓解组的 HGs 明显

高于复发组，提示 HGs 增生反映化疗效果良好，

可用于 B-ALL 患儿疗效判断及预后监测。有研究

显示，AML 诱导化疗后 HGs>0.01% 的患儿总体生

存率和无病生存率明显高于 HGs<0.01% 患儿 [5-6]。

另有研究指出，HGs>0.1% 的 AML 预后良好 [17]。

Chantepie 等 [16] 报道，MRD 阴性且 HGs 阳性的成

人 B-ALL 总体生存率和无病生存率高于 HGs 阴性

者。本研究发现，HGs>1% 的 B-ALL 患儿 EFS 明

显高于 HGs ≤ 1% 者，本研究 HGs 临界值高于文

献报道 [5-6,17-18]，可能与儿童骨髓 HGs 较成年人高 [2,4]、

并且巩固化疗期的骨髓较诱导化疗末增生更活跃

有关。

综上，HGs 可反映 B-ALL 疗效，可作为 B-ALL

疗效及预后监测指标。流式细胞术检测 HGs 需要

多抗体联合标记，且抗体组合多样，但各实验室

常常根据自身需要采用不同的抗体组合模板，容

易造成结果差异。因此需要标准化流式检测方案，

欧洲 BIOMED-1 流式 MRD 检测方案易于形成标准

化，使 HGs 用于 B-ALL 疗效监测更具有实际临床

意义。
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