
2024年 临床血液学杂志

37卷9期 JClinHematol(China)

引用本文:傅琤琤.《基于骨髓样本的多发性骨髓瘤微小残留病灶检测专家共识(2024年版)》解读[J].临床血液学杂志,

2024,37(9):607-611.DOI:10.13201/j.issn.1004-2806.2024.09.003.

《基于骨髓样本的多发性骨髓瘤微小残留病灶
检测专家共识(2024年版)》解读

傅琤琤1

1苏州大学附属第一医院血液科(江苏苏州,215006)
通信作者:傅琤琤,E-mail:fuchengchengsz@163.com

  专家简介:傅琤琤,苏州大学附属第一医院副教授、主任医师,任国家

血液系统疾病临床医学研究中心副主任、中华医学会血液分会浆细胞学

组副组长、中国医师协会血液分会骨髓瘤专家委员会委员、中国抗癌协

会血液肿瘤分会委员、女医师协会靶向治疗专委会委员、江苏省医师协

会血液分会委员、江苏省抗癌学会血液肿瘤分会/江苏省医学会血液分

会/江苏省研究型医院协会浆细胞疾病学组副组长、中国医药教育协会

血液学专业委员会常务委员、亚太骨髓瘤网成员和国际骨髓瘤协会成

员。作为项目负责人先后获江苏省卫生厅科教兴卫重点人才基金、国家

自然科学基金、江苏省自然科学基金、中国抗癌协会血液肿瘤专业委员

会基金。近年来在国内外杂志发表文章100余篇,其中第一作者和通讯

作者30余篇。获得过教育部、科技部科技进步二等奖,江苏省新技术引进奖等。

[摘要] 多发性骨髓瘤(multiplemyeloma,MM)是血液系统第二大常见恶性肿瘤,标准的整体治疗模式及

新药为主的方案极大地改善了 MM患者的生存,但微小残留病灶(minimalresidualdisease,MRD)的存在可导致

绝大多数患者的复发。目前,二代流式细胞术(next-generationflowcytometry,NGF)和二代测序(next-genera-

tionsequencing,NGS)是基于骨髓样本检测 MM患者 MRD的主流技术。为了推进 MM 患者 MRD检测技术的

标准化和规范化,中华医学会血液学分会实验诊断学组及浆细胞疾病学组、中国医师协会多发性骨髓瘤专业委员

会讨论制订了在 MM患者中应用NGF和NGS技术进行 MRD检测的中国专家共识。为更好地指导临床实践,

本文拟对共识的临床和实验室部分进行解读。
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Abstract Multiplemyeloma(MM)isthesecondmostcommonhematologicmalignanttumor.Standardof

careandnewdrug-basedregimenshavegreatlyimprovedthesurvivalofMMpatients,butminimalresidualdis-

ease(MRD)causesrelapseinthevastmajorityofpatients.Atpresent,next-generationflowcytometry(NGF)and

next-generationsequencing(NGS)arethemainstreamtechnologiesfordetectingMRDbasedonbonemarrowsam-

ples.TostandardizeandnormalizeMRDdetection,theExperimentalDiagnosisGroupandPlasmaCellDisease

GroupoftheHematologyBranchoftheChineseMedicalAssociation,andtheMultipleMyelomaProfessional

CommitteeoftheChineseMedicalDoctorAssociationdiscussedandformulatedtheChineseexpertconsensuson

theapplicationofNGFandNGStechnologyforMRDdetectioninMMpatients.Tobetterguideclinicalpractice,
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thisarticleintendstointerprettheclinicalandlaboratorypartsoftheconsensus.
Keywords multiplemyeloma;bonemarrow minimalresidualdisease;next-generationflowcytometry;

next-generationsequencing

  多发性骨髓瘤(multiplemyeloma,MM)属于

浆细胞肿瘤,是血液系统第二大常见恶性肿瘤。标

准的整体治疗模式和多种免疫治疗药物包括CD38
单抗、ADC单抗、CAR-T细胞疗法和双特异性单

克隆抗体等进入初诊和复发难治患者的临床使用,
极大推动了治疗进展。患者缓解率和无进展生存

率大大提高,因此需要在常规血清学缓解基础上进

行更敏感的微小残留病灶(minimalresidualdis-
ease,MRD)监测,对缓解深度进行评价和预后评

估。连续 MRD监测则用来评估深度缓解的持续

性。为了使国内各单位对 MRD的检测和分析逐

步实现标准化和规范化,尽量减少在结果解读和预

后评估标准上的差异,中华医学会血液学分会实验

诊断学组及浆细胞疾病学组、中国医师协会多发性

骨髓瘤专业委员会经过讨论形成了《2024年基于

骨髓样本的多发性骨髓瘤 MRD检测中国专家共

识》(以下简称共识)。其中涉及到 MRD的检测技

术主要有二代流式细胞术(next-generationflow
cytometry,NGF)和二代测序(next-generationse-
quencing,NGS)。本文将针对共识中重要的部分

作详细解读。

1 临床部分

1.1 骨髓样本采样细节要求

获得最佳质量的骨髓样本对于 MRD的检测

结果至关重要。共识指出,NGF要求至少采取3~
5mL骨髓样本[(5~20)×106个细胞];NGS骨髓

采集量以3~5mL为宜,若白细胞计数偏低,应适

当调整采集量,使有核细胞总数达到2×106个以

上。
在临床实践中应强调骨穿时第一抽样本送检

MRD[1]。骨髓样本会随着穿刺时抽吸次数的增多

而逐渐稀释,继而造成有核细胞数的明显下降,引
起假阴性结果。

用于NGF的新鲜骨髓样本要求EDTA或肝

素抗凝;用于NGS的新鲜骨髓应保存在EDTA或

枸橼酸钠抗凝的采血管,禁止使用肝素抗凝管。如

本地实验室不具备检测条件需要外送,需注意保存

转运条件。NGF强调对存活细胞进行检测,理想

状态下采集骨髓样本后应立即检测;如需要外送,
应将骨髓样本常温运输,于48h内 进 行 检 测。

NGS样本如需外送,应置于4℃冷藏运送,72h内

进行检测,此外也可使用冻存的骨髓、细胞或者

DNA。

1.2 两种检测手段:取舍还是联合?
目前NGF的灵敏度可以达到(2~6)×10-6,

NGS的灵敏度可以达到1×10-6。FORTE临床

研究的数据表明,NGF和 NGS在10-5和10-6灵
敏度上的一致性分别为86%和78%[2]。尽管通常

情况下两种检测手段具有良好的一致性,两种检测

手段的结果并非绝对相同。此外,NGS可以识别

初诊基线时的不同克隆,并监测每个克隆的变化趋

势及后续有无克隆演变的发生。因此,如条件允许

可联合使用两种检测手段。

1.3 MRD监测时间点

共识强调在临床实践中应进行 MRD的连续

监测。原则上,在常规疗效评估可能达CR时开始

MRD检测,此后在每个治疗阶段结束应进行 MRD
检测;维持治疗阶段 MRD转阴患者每年至少监测

1次,未转阴患者每半年监测1次,直至疾病复发

或进展。在缓解持续时间方面,达到持续 MRD阴

性(国际骨髓瘤工作组将其定义为至少间隔12个

月的连续2次 MRD阴性)比在较短时间间隔内

MRD阴性更为重要。

1.4 MRD检测灵敏度

目前国际骨髓瘤工作组对 MRD阴性的定义

是至少在10-5灵敏度级别达到阴性。当然更高灵

敏度比如使用10-6作为检测阈值可能具有更加良

好的预后生存区分度。MASTER研究结果显示,
在达到持续 MRD阴性(至少间隔12个月的连续2
次 MRD<10-5)的患者中,MRD在10-6灵敏度持

续阴性的患者预后优于 MRD在10-5灵敏度持续

阴性的患者,因此该研究提出维持 MRD<10-6可
能最适合作为中止治疗前后的目标[3]。目前越来

越多的临床研究正在探索以 MRD监测驱动治疗

决策,未来研究结果可能会进一步改变 MM 的治

疗模式。

1.5 MRD的临床意义

MRD转阴对预后生存的预测优于传统血清学

疗效评估。一项大型 Meta分析显示 MRD阴性可

以显 著 提 高 PFS(HR =0.33,95%CI0.29~
0.37,P<0.001)和OS(HR=0.45,95%CI0.39~
0.51,P<0.001):在可移植患者中,MRD阴性患

者PFS和OS分别为61个月和未达到,而阳性患

者分别为24.1个月和60.9个月;在不可移植患者

中,MRD阴性患者PFS未达到,而阳性患者PFS
为26.9个月[4]。另一项 Meta分析纳入了14项针

·806· 临床血液学杂志 第37卷



对新诊断 MM 患者的临床研究,共1273例患者,

MRD阴性患者的中位PFS和OS分别为54个月

和98个月,而阳性患者分别为26个月和82个月。
在获得CR的患者中,MRD阴性的CR患者生存

更优,PFS和 OS分别为56个月和112个月,而
MRD阳性的CR患者PFS和 OS分别为34个月

和82个月,2组间差异有统计学意义[5]。另一项

纳入了609例患者的汇总分析显示,持续 MRD阳

性的CR患者,其预后可能与接近CR、甚至PR的

患者类似,PFS分别为27、27、29个月,OS分别为

59、64、65个月[6]。未来通过 MRD持续阴性能否

实现临床治愈值得进一步探索。

2 二代流式 MRD的检测

缓解深度是评价治疗疗效和预测生存期的关

键要素,MM中的CR因其检测技术有限,无法区

分残留肿瘤细胞和多克隆浆细胞。NGF可以达到

预期2×10-6左右的检测限,即在几乎90%的 MM
患者中检测到一百万个正常细胞内的2个肿瘤细

胞。从技术角度来看,将 MRD作为生存终点替代

指标的关键在于重现性,基于 NGF和 NGS的

MRD评估方法的经验正在积累。

2.1 NGF推荐抗体组合

目前推荐的双管8色方案,最初是由国际临床

细胞分析学会(ICCS)和欧洲临床细胞分析学会联

合共识小组提出并验证的[7-8]。为了能够粗略区分

正常 和 异 常 的 PC,CD19、CD56、CD27、CD138、

CD38和CD45都包括在管1和管2中。在管1中

加入表面单克隆抗体CD81和CD117,而在管2中

加入胞浆抗Kappa和抗Lambda多克隆抗体以提

供更多的确认信息。特别重要的是,EuroFlow联

盟开发了一种在MM中使用NGF进行MRD检测

的高 灵 敏 度、完 全 标 准 化 的 方 法[9]。EuroFlow
NGF最突出的特点是优化了每一个抗体的克隆、
荧光素和滴度,采用标准的样本前处理过程,结果

采用Infinicyt软件把两管数据融合成一管,可分析

细胞数高达107个。
近年来,EuroFlow联盟、ICCS及其他一些实

验室研究也推荐了单管十色的NGF方案,该单管

包含了上述两管所有的标记物。这种方法降低了

试剂成本,同时又能一管获取更多的细胞。实验室

在推荐方案的抗体克隆号和荧光素搭的选择中可

以参考EuroFlow和ICCS的推荐。

2.2 NGF的质量控制问题

如果实验室采用不同于推荐方案的实验组合,
需要验证每个标记物和荧光素组合的分辨能力。
确定抗体性能的方法之一是将其染色分辨率与方

案中使用的所有其他抗体一起评估,而不是单独使

用该抗体,最好是通过定义阴性和阳性染色群体并

计算其染色指数来实现。同时还需要验证该组合

对区分和检测残留肿瘤细胞和多克隆PC的能力

与推荐组合等效。
在“预裂解”样本处理程序中,大量骨髓样品在

细胞染色之前需先用大体积裂解液裂解,接着标记

抗体,再上机。但该方法在习惯了“染色后裂解红

细胞”的实验室中,可能比较难转换,将多管骨髓样

本按照常规程序(先染色后裂解)处理后,最后混在

一起增加可获取的细胞总数的“混合管”方法也是

可以接受的。
计算 MRD定量结果的方法为异常单克隆浆

细胞占所有白细胞的百分比。当异常细胞不表达

CD45时(如PCN),白细胞数量应包含CD45阳性

白细胞和阴性区的异常细胞。同时报告方法学最

低检出限(limitofdetection,LOD)和(或)最低定

量限(lowerlimitofquantification,LLOQ)[10]。

2014年,Keeney等[11]进行了一项调查,以检查参

与美国病理学家学院能力计划的实验室中通过流

式细胞术检测 MRD的普遍性和性能。他们发现

实验室之间的LOD存在巨大差异。为此,作者建

议纳入一项新要求,即每个实验室应记录用于

MRD检测的流式细胞术方法的检测灵敏度,并将

此信息包含在最终诊断报告中。国际上的研究认

为20个成群细胞是LOD比较保守的值。共识建

议MMMRD的LOD至少为0.001%,这意味着至

少要获取200万个细胞;而LLOQ是指可重复定

量检出 MRD阳性细胞群体的最小细胞数,推荐可

定量肿瘤细胞群体的最小细胞数为50个,如果预

期灵敏度要达到1×10-5水平,意味着至少要获取

500万个细胞。

2.3 室间质量评估

由于流式 MM MRD检测已成为确定新疗法

疗效和患者反应深度的重要方法,因此,独立实验

室之间测试结果的分析、解释具有可重复性就非常

重要。2013年美国对骨髓瘤流式 MRD的一项调

查表明,流式细胞术数据分析缺乏标准化方法导致

MM MRD分析和解释存在较大差异[12]。从那时

起,一系列努力使这些方面标准化。例如,英国国

家外部质量评估服务中心最近倡导了一个室间质

量评估计划,该计划评估了流式细胞术检测 MM
MRD的 可 重 复 性。在 这 项 研 究 中,将 含 有 0、

0.1%、0.01%、0.001%和0.0001%的5批骨髓样

本的稀释系列分发给10个国际实验室,其中8个

实验室提交了答复。这些实验室被要求使用他们

自己实验室建立的程序对细胞进行染色,并根据

MM MRD测试的样本染色、采集、分析和报告的
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共识指南对骨髓瘤细胞的存在进行定量评估。总

体而言,该研究证明了低至0.001%的 MRD水平

还存在良好的检测线性,8个实验室中6个检测到

PCN的最低限水平为0.0001%。然而,在方案设

计、荧光染料偶联物和使用的裂解试剂中发现了偏

差。该 研 究 得 出 的 结 论 是,如 果 MFC 对 MM
MRD的评估进一步标准化,也可以减少实验室间

的差异。在我国,流式 MM MRD还无相应的室间

质量评估计划,结合我国现状,开展多中心的室间

比对是切实可行的应对办法。

3 NGSMRD检测

在中国 MM患者中基于二代测序 MRD的检

测技术尚处于刚刚起步阶段,该技术具有标本要求

低、灵敏度高、易于实现技术标准化等优点。但是

作为新的 MRD技术,除了需满足 NGS实验技术

的基本操作规范以外,由于基因重排检测的特殊

性,共识也规范了一些在该技术使用过程中需要注

意的内容。

3.1 基线样本需要选择合适的目标基因

临床和实验室一直非常关心的重要问题是在

临床NGSMRD应用中免疫球蛋白IGH 和IGK
序列在多大程度上足够特异性。追踪肿瘤细胞特

异性不足的CDR3序列可能会导致 MRD假阳性

结果。目前国内外相关文献报道较少。MRD标志

物跟踪的适用性取决于在正常B细胞库中偶然遇

到相同序列的概率。这可能导致一个错误的 MRD
阳性结果。Briney等[13]通过个体B细胞群测序估

计了人体中大约有多达1×1011个独特的重链序

列,而据估计,轻链库的多样性比重链库的多样性

低约4个数量级,即1×107个独特的轻链序列。

Rustad等[14]应用数据库分析了500条独立样本的

克隆序列,结果显示99.3%的IGH序列是独特的,
而IGK序列的唯一性概率仅58.5%。并且随着样

本量的增加,它们继续减少,而没有达到一个平台

期。独立样本中轻链克隆的流行率分布高度偏向

于0,但有长尾,部分序列在>50%的样本中偶然

出现。综上所述,MM患者在基线上确定的显性克

隆序列是长期跟踪恶性克隆的可靠生物标志物,包
括IGH 和大多数轻链克隆,但少部分重排类型在

人群中出现概率较高,会导致假阳性的结果,需慎

重选择。

3.2 MRD样本阳性克隆定义标准的解读

文献报道 MM整体基因组景观以亚克隆异质

性和复杂的进化模式为特征,具有进化的CDR3序

列的亚 克 隆 在 治 疗 过 程 中 有 可 能 成 为 主 导 地

位[15]。为了更好地区分不同克隆,共识正文中缓

解期样本 MRD阳性的定义标准细分成了3种情

况,以更好地提示临床在 MRD过程中检测到在不

同显著性克隆的临床意义。国外的一项研究分析

了来自905个浆细胞骨髓瘤和健康对照样本的免

疫球蛋白库CDR3序列[14]。在所有基线患者中均

发现了克隆重链和(或)轻链表达,其中3.2%的患

者中有一个或多个亚克隆与主克隆相关。接着分

析了45例患者的101个序列样本,提示显性克隆

CDR3序列随着时间的推移保持相同。总体来看,
亚克隆变异的发生频率相对较低。

3.3 NGSMRD临床报告中涉及的部分技术参

数、术语的解读

临床上更接受 MRD报告为二分参数:高于

(阳性)或低于(阴性)某一阈值。尽管这种做法有

局限性,但它适用于 MRD在疾病管理的作用。目

前 MM患者的NGSMRD临床报告尚未见国内外

相关文献,可参考CLL患者的 MRD检测报告共

识[16]。报告 MRD数据时,必须提供每个样品的检

测限,这一点至关重要。检测限取决于使用的检测

方法以及样品质量,主要取决于可用于分析的细胞

数量或DNA量。对于 MRD阴性,建议使用术语

“不可 检 测 的 MRD”(U-MRD),比“MRD-”或
“MRD阴性”更准确,作为描述在指定的报告阈值

下无法检测到可测量疾病负荷的通用术语。对于

MRD阳性,建议提供可检测 MRD的定量结果。
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