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　　溶血性贫血(hemolyticanemia,HA)是指红

细胞遭破坏而寿命缩短,超过骨髓造血代偿时发生

的一类贫血。临床上有急性或慢性 HA 的症状和

体征,实验室检查有贫血、红细胞破坏增多、骨髓代

偿性增生及红细胞缺陷或寿命缩短的证据。近年

来由于各种检测技术的发展,特别是流式细胞术和

分子生物学手段的应用,使 HA 的诊断取得了长

足进步。现以血管外溶血中常见的自身免疫性溶

血性贫血(AIHA)和血管内溶血中常见的阵发性

睡眠性血红蛋白尿(PNH)为例,就其诊断进展进

行阐述。
1　AIHA

AIHA是一种相对少见但可能致命的疾病,是
各种病因导致B淋巴细胞产生抗自身红细胞特异

性抗体,进而导致红细胞破坏增快而引起的一种获

得性 HA,为免疫相关性血细胞减少综合征病谱中

一员〔1〕。AIHA可继发于药物或其他相关条件,如
慢性淋巴细胞白血病、感染及系统性红斑狼疮

(SLE)等自身免疫性疾病。直接抗人球蛋白试验

(DAT)和间接抗人球蛋白试验(Coombs'antiglob-
ulintest)是目前诊断 AIHA 最常用的方法,也是

诊断 AIHA的金标准。然而,2%~10%具有明显

临床特征、糖皮质激素治疗有效的 AIHA 患者的

DAT结果为阴性。使用流式细胞仪检测红细胞表

面抗体IgG成为诊断 DAT 阴性 AIHA 患者的主

要手段。此外,还有一些新的辅助诊断方法。
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1.1　经典Coombs'试验

1995年抗人球蛋白试验(Coombs'试验)问世,
因其可检测针对自身红细胞的温抗体型,被广泛应

用于临床。Coombs'试验分为直接和间接2种,直
接试验检查患者红细胞是否结合了自身抗体或补

体;间接试验检查患者血清中有无游离自身红细胞

抗体(其实质为将被检者血清与红细胞温育后的

DAT)。因直接试验较间接试验更为灵敏、可靠,
其应用也更为普遍。DAT操作简单、特异性强,可
使大部分 AIHA 患者确诊,但其缺点为灵敏度低。
国内外均有Coombs'试验阴性的 AIHA报道,这类

患者临床特征与典型 AIHA 患者完全相同,经肾

上腺皮质激素治疗的疗效良好。Biagi等(1999)报
道333例 AIHA 患者中,10例 DAT 阴性,其中8
例经51Cr实验证明其红细胞寿命缩短;丁训 杰

(1999)报道的 DAT 阴性 AIHA 患者发生率似乎

比国外更高。经典 DAT 的另一个不足是特异性

较差,当激活的补体在红细胞膜上附着,可出现抗

人全血清的Coombs'试验假阳性。
1.2　改良Coombs'试验

人们通过改良抗人免疫球蛋白抗体的种类、在
抗抗体上结合有利于检出的物质及促进抗体与二

抗的结合等措施改良了 DAT,提高其灵敏度及特

异性,并把DAT的应用范围扩大到红细胞发育的

不同阶段乃至骨髓单个核细胞。
随着免疫学的发展,特异性抗免疫球蛋白单体

的抗血清被提纯,包括IgG、IgM、IgA 及补体(C)
的单克隆抗体用于 DAT,不仅提高了试验的阳性

率,还可以确定红细胞所结合的自身抗体类型。研
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究表明,大多数 AIHA 患者红细胞膜表面结合的

自身抗体基本分为3类:单纯IgG 型,占30%~
40%;IgG+C 型,占 40% ~50%;单纯 C 型,占

10%。而IgM 型 较 少 见,IgA 型 罕 见。原 发 性

AIHA以单纯IgG 型和IgG+C 型为多,继发于

SLE的 AIHA则主要为IgG+C型和C型。用易

于检出的物质(如荧光素、同位素等)标记抗抗体

后,亦可提高DAT的灵敏度。Jenkins等(1977)报
道,同位素标记的放射性免疫法敏感性较高,可以

测出每个红细胞上的15~30个抗体分子。Garra-
tty等(1990)报道,荧光素标记的抗体与被检红细

胞作用后,采用荧光分光光度计分析和流式细胞术

能对大量单个红细胞进行快速、灵敏、精确的检测,
从而 大 大 提 高 了 DAT 的 灵 敏 度。Idelson 等

(1976)利用酶介质(如胰蛋白酶、木瓜酶、无花果

酶、菠萝酶等)处理红细胞,使其表面不完全抗体裸

露,再进行 DAT,能使抗原抗体充分结合,从而提

高试验的阳性率。Fabijanska-Mitek等(1995)和

Fabijańska-Mitek 等 (1997)用 凝 胶 方 法 改 良

DAT,不仅提高了试验的灵敏度,而且标本可以长

期保存,为复审诊断提供依据。
上述改良方法均可在一定程度上提高 DAT

的灵敏度和特异度,但因耗时长、操作复杂、或需接

触同位素及较为昂贵的实验设备和特殊的实验技

术,未能广泛应用于临床。
1.3　流式细胞术检测红细胞表面抗体

DAT阴性的主要原因可能与每个红细胞表面

表达的免疫球蛋白分子少于500个有关。流式细

胞仪因具有精度高、可再现性和可比性等优势,成
为检测 AIHA的另外一种灵敏方法。流式细胞仪

可以定量检测红细胞膜表面结合的免疫球蛋白分

子,无疑增加其对DAT阴性 AIHA患者的诊断意

义〔2〕。Thedsawad等〔3〕观察流式细胞仪定量检测

Coombs'试验阴性 AIHA 患者的结果显示,6例

AIHA患者(2例随访期间患者,2例初诊患者,2
例复发患者)DAT定量分别为31725、3823、1753、
524、260和88,而2例健康对照者 DAT定量分别

为104和78,具有明显差异。因此,利用流式细胞

仪定量检测红细胞表面结合的抗体能明显提高

AIHA患者的确诊率,尤其对 Coombs'试验阴性

AIHA患者更具有意义。
1.4　细胞因子检测

众所周知,机体自身抗原在细胞免疫和体液免

疫调节作用下呈免疫耐受状态,而在溶血性疾病患

者体内,红细胞的免疫耐受状态遭到破坏〔4〕。调节

性 T细胞(Treg)是一种能抑制免疫应答并产生免

疫耐受的特殊 T 细胞亚群,其分泌的白细胞介素

10(IL-10)是促进 B细胞产生抗体的重要细胞因

子,现已证实其在自身免疫性疾病(如SLE、AIHA

等)的发展中亦扮演着重要角色。IL-12主要由树

突状细胞及活化的 B细胞和 T 细胞产生,能够刺

激 T细胞产生γ-干扰素而在机体免疫应答中发挥

作用,但在某种情况下IL-12具有抑制机体免疫应

答和机体产生抗免疫球蛋白抗体的作用〔5〕。Ah-
mad等〔6〕采用流式细胞仪检测27例 AIHA 患者

体内 Treg、IL-10及IL-12水平的结果证实,AIHA
患者体内 Treg水平较正常者明显减低(4.63%∶
9.76%),而IL-10及IL-12水平较正常者明显增

高。因此,机体内 T 细胞亚群及细胞因子水平在

一定程度上对 AIHA的诊断具有一定帮助。
总之,AIHA 的诊断并不困难,主要是针对自

身抗体产生细胞及其调控的有关试验。对多种新

的诊断方法的认识,将随着临床病例的增多而不断

完善。存在的问题是,诊断 AIHA 的系列研究较

少,病例数偏少且方法学质量不高,主要以小的案

例报道为主。在评估不同诊断方法对 AIHA 确诊

率和经济学效益方面的研究,尚需大样本随机对照

试验。
2　PNH

PNH 是一种或几种造血干细胞 X 染色体上

PIG-A基因突变使糖化肌醇磷脂(GPI)锚链蛋白

合成受阻,引发红细胞膜上锚链的抑制性补体激活

及膜反应性溶解的蛋白缺失,补体活化异常所导致

的一种获得性造血干细胞缺陷性疾病〔7〕。其临床

主要表现为血管内溶血、不同程度骨髓衰竭和血栓

形成。PNH 患者的异常克隆与正常造血并存,使
其发病机制的研究和诊断受到很大限制。上世纪

90年代以前,PNH 的诊断主要是蔗糖溶血试验和

酸溶血试验(Ham 试验),但二者的敏感性和特异

性较差,且不能进行定量检测,尤其不适用于已接

受红细胞输注的患者〔8〕。90年代早期,抗 GPI-锚

链蛋白的单克隆抗体检测(如抗CD55和抗CD59)
开始替代蔗糖溶血试验和 Ham 试验〔9〕。之后,荧
光标记的嗜水气单胞菌毒素变异体(FLAER)检测

方法提高了诊断的敏感性和特异性,为PNH 的早

发现、早治疗打下了良好的基础〔10〕。
2.1　传统试验

2.1.1　尿含铁血黄素试验　尿含铁血黄素试验阳

性可提示慢性血管内溶血,且无论有无血红蛋白

尿,只要存在慢性血管内溶血试验结果均呈阳性。
但在溶血初期,虽然有血红蛋白尿,但上皮细胞内

尚未形成可检出的含铁血黄素,此时试验呈阴性反

应〔11〕。
2.1.2　热溶血试验　热溶血试验是将患者的红细

胞与自身含补体血清在37℃下孵育,由于葡萄糖

分解产酸而使血清酸化,使对补体敏感且有内在缺

陷的红细胞溶解。该试验方法简便易行,且敏感性

高,约有88%的PNH 呈阳性反应,但 AIHA 和巨
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幼细胞性贫血时可出现假阳性反应,虽然阳性率比

PNH 低,但 证 实 其 诊 断 PNH 的 特 异 性 并 不

高〔11-12〕。
2.1.3　Ham 试验　1937年 Ham 建立的酸化血

清溶血试验曾一度被国外作为 PNH 的惟一确诊

试验。其原理是 PNH 患者病态红细胞在pH 为

6.4的弱酸性条件下易激活补体,导致红细胞溶

解。该试验特异性较强,但会出现假阳性。
2.2　现代诊断技术

2.2.1　流式细胞术检测 GPI-锚链蛋白　迄今为

止,在PNH 患者血细胞表面已发现20余种蛋白

表达缺乏,如衰变加速因子(DAF、CD55),反应性

溶血 膜 抑 制 物 (MIRL、CD59),C8 结 合 蛋 白

(HRF),内毒素受体(CD14),低亲和力 Fc受体

(CD16)及尿激酶型纤溶酶原激活剂受体(uPAR、
CD87)等。在 PNH 患者的外周中 CD59- 红细胞

所占的比例较 CD55- 细胞要高,故 CD59单抗较

CD55单抗在诊断 PNH 时更敏感。在 PNH 克隆

的发展过程中,首先累及的是粒细胞,其次为单核

细胞和红细胞,最后为淋巴细胞。因此,粒细胞

CD59- 最早检出,且对 PNH 有早期诊断的价值。
另外,异常中性粒细胞的数量受输血的影响较少,
由于PNH 的异常细胞起源于造血干细胞,当外周

血 尚 无 CD59- 细 胞 时,骨 髓 中 可 能 已 经 存 在

CD59- 细胞,故检测骨髓比外周血更有意义。流式

细胞术是目前诊断 PNH 的金标准,能对 PNH 患

者血细胞进行定量分析。但 CD55、CD59等一些

补体调节蛋白的表达受其他因素的影响,如骨髓增

生异常综合征、细胞发育不全或炎症反应等均有可

能导致膜蛋白表达的缺失。
2.2.2　FLAER检测法　FLAER是 Alexa-488标

记的无活性嗜水气单胞菌毒素的变异体,它同野生

型嗜水气单胞菌毒素相似,可特异地结合于 GPI-
锚链蛋白,但并不形成细胞通道,因而不会引起细

胞的溶解、死亡。该标记类似于荧光素,可在一定

条件下激发出荧光,通过流式细胞仪进行检测,并
区分 GPI- 和 GPI+ 细胞群。Battiwalla等〔9〕报道,
FLAER对PNH 克隆检出的敏感性为0.1%,其他

靶向标记检出率的敏感性为1%;FLAER 可以特

异地与细胞膜上的 GPI-锚链蛋白结合,可直接反

映锚链蛋白的缺失情况,而不会受其他因素的影

响。因此,FLAER 诊断 PNH 的特异性较其他靶

向标记方法明显提高。FLAER 的优势还在于能

对粒细胞和单核细胞进行 GPI-锚链蛋白检测,且
不受溶血与输血的影响,较传统流式技术更为敏感

和特异。Sutherland等〔10〕比较了 FLAER 分析法

与传统流式分析法对536例疑似 PNH 患者的诊

断结果显示,FLAER 分析法使63例患者检测出

PNH 克隆,检出率为11.8%,且克隆数都较大,不

受溶血和输血的影响;而传统分析法只有33例患

者检测出PNH 克隆,检出率仅为6.2%,且检测出

的克隆数较小,很容易受到溶血和输血的影响。我

们的研究也得出了同样结果,应用FLAER检测使

PNH 确诊率提高了5.17%。Battiwalla等〔9〕使用

多参数流式细胞术与FLAER对PNH 患者的诊断

进行对比研究,靶向标记分别为粒细胞 FLAER、
CD55、CD16,单核细胞FLAER、CD55、CD14,每个

细胞系的靶向标记分别两两组合。结 果 显 示,
FLAER+CD55+ 对粒系及单核系 PNH 克隆的检

出率最高;单独应用 CD16、CD14对粒系及单核系

PNH 克隆的检出率≥1%,单独应用FLAER对粒

系及单核系 PNH 克隆的检出率>0.1%。因此,
FLAER技术对 PNH 的诊断具有举足轻重的作

用,且不受克隆数目小的影响,但价格相对较高。
2.2.3　PIG-A基因突变检测　PNH 的PIG-A 基

因突变是异质性的,不同患者突变位点各不相同。
目前,已经报道的PIG-A基因突变有100多种,且
随机发生于整个编码区,没有突变丛集区。PIG-A
基因突变是诊断PNH 的最特异方法,但由于技术

问题,目前仅限于研究,尚未用于常规诊断,有望进

一步发展。
综上,经典的补体溶血试验诊断PNH 缺乏敏

感度和特异度,流式细胞术和分子生物学手段的应

用使PNH 的诊断取得了突破性进展。临床工作

中应根据患者的具体情况采用不同的诊断手段,对
一些临床上高度怀疑,而 CD55及 CD59检测不能

确诊的患者,强烈推荐结合 FLAER 检查,以获得

明确诊断。对有条件的单位,应将FLAER技术作

为诊断PNH 的常规手段。
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