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#分子在阵发性睡眠性血红蛋白尿症"

4PU

#患者和其他类型贫血患

者粒细胞膜表达情况!分析
."6>

分子缺失表达的诊断价值$方法
!

使用藻红蛋白"

42

#荧光素标记针对
."6>

分子单克隆抗体!

应用流式细胞术检测
."6>

在
0:

例
4PU

&

+

例再生障碍性贫血
,

阵发性睡眠性血红蛋白尿症"

AA,4PU

#&

**

例再生障碍性贫血

"

AA

#&

->

例骨髓增生异常综合征"

Y"R

#&

00

例多发性骨髓瘤"

YY

#&

0)

例系统性红斑狼疮"

RZ2

#&

0)

例急性淋巴细胞白血病

"

AZZ

#&

00

例急性成髓系细胞性白血病"

AYZ

#&

-1

例巨幼红细胞性贫血"

YA

#&

::

例缺铁性贫血"

!"A

#和
0*

例自身免疫性溶血

性贫血"

A!UA

#患者粒细胞上表达水平$

."6>

i表达数据通过一维变量方差分析$结果
!

."6>

i细胞在
*)

例正常对照组粒细胞

上表达百分比平均为
05>7

!在
4PU

组和其他贫血组粒细胞上缺失表达百分比平均数分别为
(*5:7

"

4PU

#&

->5*7

"

AA,

4PU

#&

0+5+7

"

AA

#&

0(5:7

"

Y"R

#&

0-507

"

YY

#&

0-507

"

RZ2

#&

005+7

"

AZZ

#&

**5:7

"

AYZ

#&

005:7

"

YA

#&

15)7

"

!"A

#和

005-7

"

A!UA

#$与正常对照组比较!

4PU

&

AA,4PU

&

AA

&

Y"R

&

YY

&

RZ2

&

AZZ

&

AYZ

&

YA

&

!"A

以及
A!UA

组粒细胞上
."6>

缺失表达均有增加!差异有统计学意义"

!

$

)5)0

或
!

$

)5)6

#$结论
!

."6>

在
4PU

和其他不同类型贫血患者粒细胞上都有不

同程度表达缺失!

."6>

分子表达降低可能不是
4PU

特异性诊断指标$
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!!

膜反应性溶解抑制物$

Y!BZ

#

."6>

%是一单链糖化磷脂酰

肌醇$

/4!

%锚定细胞表面蛋白#广泛分布于各类组织细胞(

."6>

作为一种补体调节蛋白#通过抑制
.>

结合到
.6O,1

及

.>

分子的延伸#从而阻断膜攻击复合物$

YA.

%的形成#对细

胞膜系统起保护作用(

/4!

缺陷将导致细胞膜
."6>

表达减

少或缺如#使细胞容易受到补体系统的溶膜作用)

0

*

(阵发性睡

眠性血红蛋白尿症$

4PU

%是一种获得性克隆性造血干细胞疾

病#有研究认为应用流式细胞术$

3.Y

%检测
."6>

是临床上诊

断
4PU

的首选实验之一#其敏感性和特异性比酸溶血试验'

蔗糖水试验和蛇毒因子溶血试验要好)

-,(

*

(近年来也有研究显

示
."6>

在很多类贫血性疾病中都有不同程度缺失)

6,+

*

#贫血

种类较多#病因机制复杂#诊断和鉴别诊断的临床意义重要(

本研究应用
3.Y

分析
."6>

分子在
4PU

'再生障碍性贫血
,

阵发性睡眠性血红蛋白尿症$

AA,4PU

%'再生障碍性贫血

$

AA

%'骨髓增生异常综合征$

Y"R

%'多发性骨髓瘤$

YY

%'系

统性红斑狼疮$

RZ2

%'急性淋巴细胞白血病$

AZZ

%'急性成髓

系细胞性白血病$

AYZ

%'巨幼红细胞性贫血$

YA

%'缺铁性贫

血$

!"A

%'自身免疫性溶血性贫血$

A!UA

%患者中缺陷表达情

况#探讨
."6>

在不同贫血患者中表达水平和诊断价值(

@

!

资料与方法

@5@

!

一般资料
!

-*(

例贫血患者均来自于无锡市人民医院

-))1

年
0

月至
-)0)

年
*

月期间住院患者#其中男
>*

例#女

0(0

例#年龄
0

&

1>

岁(

-*(

例患者均符合贫血性疾病的诊断

标准#依据贫血发病原因和机制不同#患者被分为
00

组$表

0

%(

*)

例对照组来源于无锡市人民医院体检中心健康体检

者#均排除血液系统疾患#男
0+

例#女
0*

例(

@5A

!

仪器和试剂
!

M&HF<@,"=HQ=@9<@

公司
M"3A.R.E@F<

$Y

型流式细胞仪$

3.Y

%(

42

荧光标记鼠抗人
."6>

单克隆抗体

和
42

标记同型对照鼠
!

'

/

-E

'红细胞裂解液和磷酸盐缓冲液

$

4MR

%均购自
M"M=<9H=&@H&9

公司(

0>>0

重庆医学
-)00

年
+

月第
()

卷第
-)

期



@5B

!

方法

@5B5@

!

标本采集
!

抽取肘静脉血
-KZ

置于
2"$A,g

-

抗凝

管中#混匀待用(

@5B5A

!

."6>

分子在粒细胞上缺陷表达检测
!

粒细胞用全血

溶血法获得#分别取正常对照和不同贫血组患者抗凝全血
0))

'

Z

加入红细胞裂解液#混匀#室温下孵育
0)K=@

#

0-))_

'

离

心
(K=@

#弃上清#用
4MR

洗
-

次#加
4MR

缓冲液调细胞浓度为

0_0)

:

"

KZ

(抗体标记设测定管和对照管#每管分别加上述细

胞悬液
0))

'

Z

#对照管加
!

'

/

-E

,42

#测定管加
."6>,42

荧光单

克隆抗体#各
-)

'

Z

#室温下避光孵育
06K=@

(标本上
3.Y

检

测#应用
.&DDkC&9F

软件分析(检测选用激发波长为
(11@K

的激光管#信号用光电倍增管$

4Y$

%采集#并以对数形式处

理(用细胞的物理参数前向和侧向散射光的点状图进行设门#

圈出待测粒细胞#记录
."6>

分子缺陷表达的细胞百分率

$

."6>

i

#

7

%#见封
-

图
0

&

-

(

@5C

!

统计学处理
!

正常对照和不同贫血组
."6>

i细胞表达

数据$

7

%以均数和标准差表示#采用单因变量多因素方差分

析#行
ZR",0

检验$最小显著差异
0

检验%比较不同组的差别(

应用
R4RR0*5)

统计软件#检验水准设为
)5)6

(

A

!

结
!!

果

正常对照组
."6>

i粒细胞的百分率均小于
67

#不同类型

贫血组
."6>

i粒细胞的表达情况$表
-

%#

4PU

患者和
AA,

4PU

综合征患者
."6>

i粒细胞的百分率较高#平均值分别达

到
(*5:7

和
->5*7

#明显高于正常对照组#差异有统计学意义

$

!

$

)5)0

%#见表
*

&

4PU

患者和
AA,4PU

综合征患者比较#

前者
."6>

粒细胞缺陷的百分率要高于后者$

!

$

)5)6

%&与其

他类型贫血组比较#除
AYZ

组外#

4PU

和
AA,4PU

组
."6>

缺陷粒细胞表达率均高于其他贫血组#相互之间差异有统计学

意义$

!

$

)5)0

或
!

$

)5)6

%(而对于
AA

'

Y"R

'

YY

'

RZ2

'

AZZ

'

AYZ

'

YA

'

!"A

'

A!UA

贫血组#

."6>

在粒细胞上均有

不同程度表达缺失#与正常对照组相比#

."6>

i粒细胞表达差

异有统计学意义$

!

$

)5)0

或
!

$

)5)6

%#即比对照组要高(将

不同贫血组
."6>

i粒细胞表达率进行组间分析$

ZR"

检验%比

较发现#

AYZ

组和
4PU

'

AA,4PU

组无显著性差异#但和其

他贫血组比较均有显著性差异$

!

$

)5)0

%#即
AYZ

组
."6>

i粒

细胞表达率比其他贫血组高&另外#

!"A

组和
AA

'

Y"R

组比较#

!

分别小于
)5)0

和
)5)6

#也就是说#

!"A

组
."6>

i粒细胞表达

率较
AA

'

Y"R

组低#而其他贫血组
YY

'

RZ2

'

AZZ

'

YA

'

A!UA

之间两两比较#

."6>

i粒细胞表达的差异无统计学意义(

表
0

!!

正常人及不同类型贫血患者一般情况比较

组别
.

男 女 年龄$岁%

.<@F%<D

组
*) 0+ 0* 6

&

+0

4PU

组
0: : 0) 0>

&

+:

AA,4PU

组
+ ( * *0

&

:>

AA

组
** 0+ 0: -

&

11

Y"R

组
-> 0( 06 01

&

1>

YY

组
00 1 * (6

&

+(

RZ2

组
0) ) 0) -)

&

6-

AZZ

组
0) ( : -

&

:*

AYZ

组
00 ( + 06

&

+1

YA

组
-1 0) 01 0(

&

1+

!"A

组
:: -0 (6 0

&

1+

A!UA

组
0* 6 1 >

&

:0

合计
-:( 00) 06( 0

&

1>

表
-

!!

正常人及不同类型贫血患者中性粒细胞上

!!!

."6>

i表达结果#

7

$

组别 范围 平均值 标准差

.<@F%<D

组
)50

&

(56 05> 050

4PU

组
015-

&

1-50 (*5: -05*

AA,4PU

组
+51

&

6:50 ->5* --5-

AA

组
)50

&

:>5- 0+5+ 0+5-

Y"R

组
)5+

&

605) 0(5: 0-56

YY

组
)50

&

*)5+ 0-50 0)5(

RZ2

组
)50

&

**56 0-50 0050

AZZ

组
-5(

&

-05* 005+ 651

AYZ

组
050

&

165> **5: -65)

YA

组
)50

&

:)5( 005: 0*50

!"A

组
)50

&

(*5- 15) >5:

A!UA

组
)50

&

**5( 005- 0)50

表
*

!!

正常人及不同类型贫血患者中性粒细胞上

!

."6>

i表达结果比较#

ZR",0

检验$

比对组 均值差 标准差
!

4PU,.<@F%<D

(05+)))

"

(50)-0 )

4PU,AA,4PU

0(5->->

"

:5))(1 )5)01

4PU,AA

-651+(-

"

(5)*:+ )

4PU,Y"R

-15>>0(

"

(50-:: )

4PU,YY

*05(:1-

"

650>)) )

4PU,RZ2

*05(())

"

65*(0: )

4PU,AZZ

*0511))

"

65*(0: )

4PU,AYZ >5>1:( 650>)) )5)66

4PU,YA

*05>16+

"

(506-+ )

4PU,!"A

*65:)))

"

*5:>-6 )

4PU,A!UA

*-5*-:>

"

(5>(+1 )

AA,4PU,.<@F%<D

-+5()+0

"

656:-) )

AA,4PU,AA

005610(

"

6560() )5)*+

AA,4PU,Y"R

0(5:>16

"

6561)0 )5))>

AA,4PU,YY

0+50+6*

"

:5():+ )5))1

AA,4PU,RZ2

0+50(+0

"

:56*)0 )5))>

AA,4PU,AZZ

0+561+0

"

:56*)0 )5))1

AA,4PU,AYZ i(5*):6 :5():+ )56)-

AA,4PU,YA

0+5:>->

"

656>>6 )5))-

AA,4PU,!"A

-05*)+0

"

65-:+- )

AA,4PU,A!UA

015)*(0

"

:5-0-0 )5))(

AA,.<@F%<D

0651-61

"

*5*(-+ )

AA,Y"R *500+0 *5*+-+ )5*6:

AA,YY 656>*> (5:0** )5--:
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续表
*

!!

正常人及不同类型贫血患者中性粒细胞上

!

."6>

i表达结果比较#

ZR",0

检验$

比对组 均值差 标准差
!

YY,AZZ i)5(001 65+1>+ )5>(*

YY,AYZ

i-05(101

"

65:6)- )

YY,YA )560+6 (5+06- )5>0*

YY,!"A (50*01 (5*06( )5**>

YY,A!UA )5161+ 65(-16 )51+(

RZ2,.<@F%<D

0)5-:))

"

(51*16 )5)*6

RZ2,AZZ )5(()) 65>-6> )5>(0

RZ2,AYZ

i-05(6*:

"

65+1>+ )

RZ2,YA )56(6+ (51106 )5>00

RZ2,!"A (50:)) (5(>:6 )5*6:

RZ2,A!UA )511:> 656+*: )51+(

AZZ,.<@F%<D

>51-))

"

(51*16 )5)(*

AZZ,AYZ

i-051>*:

"

65+1>+ )

AZZ,YA )50)6+ (51106 )5>1*

AZZ,!"A *5+-)) (5(>:6 )5()>

AZZ,A!UA )5((:> 656+*: )5>*:

AYZ,.<@F%<D

*05+0*:

"

(5:+)+ )

AYZ,YA

-05>>>(

"

(5+06- )

AYZ,!"A

-65:0*:

"

(5*06( )

AYZ,A!UA

--5*():

"

65(-16 )

YA,.<@F%<D

>5+0(*

"

*5(10> )5)):

YA,!"A *5:0(* -5>116 )5--1

YA,A!UA )5*(0- (5((+- )5>*>

!"A,.<@F%<D

:50)))

"

-5>0++ )5)*1

!"A,A!UA i*5-+*0 (5)-)1 )5(0:

A!UA,.<@F%<D

>5*+*0

"

(5*>>> )5)*(

!!

"

!表示所比较组差异有统计学意义(

B

!

讨
!!

论

."6>

广泛表达于早期造血干细胞及祖细胞#一直到成熟

血细胞'血小板#无明显造血发育阶段特殊专一性#

."6>

分子

的荧光染色强而均一#因此#应用
3.Y

检测
."6>

异常表达用

于临床诊断指标#有研究认为#

."6>

检测是诊断
4PU

最敏

感'最特异的指标)

1,>

*

(

."6>

可以表达于红细胞'淋巴细胞以及粒细胞膜上#由

于贫血患者采用输血作为治疗手段#所以#患者红细胞数容易

因输血而影响
."6>

检测结果#淋巴细胞
."6>

细胞数较粒细

胞低且表达恢复也迟#所以#选用外周血测定粒细胞
."6>

i表

达率能比较准确反映患者
."6>

表达情况)

0)

*

(本研究分别测

定了
*)

例健康对照人群和
00

种不同类型患者粒细胞
."6>

i

细胞表达率#结果显示对照组
."6>

i粒细胞表达百分率均小

于
67

#符合相关文献报道结果)

+

*

(

4PU

组'

AYZ

组和
AA,

4PU

组
."6>

i 粒 细 胞 百 分 率 分 别 为
(*5:7

'

**5:7

和

->5*7

#均高于对照组和其他贫血组(

4PU

患者因造血干细

胞基因突变致
/4!

蛋白合成障碍#使细胞膜表面
/4!

锚连蛋

白缺失#其中就包括膜反应性抑制物
."6>

缺陷#所以#应用

3.Y

检测发现
4PU

患者
."6>

i粒细胞表达增高#因此#粒细

胞
."6>

分子缺失检测可以作为
4PU

诊断的一个参考指

标)

00,0(

*

(除了
4PU

#本研究也发现在
AA

'

Y"R

'

YY

'

AZZ

和

AYZ

患者粒细胞中也检出
."6>

i细胞异常克隆#和
4PU

类

似#它们的造血干细胞均有一定程度缺陷#属于造血干细胞异

常克隆性疾病(

AA

发病的重要机制是骨髓严重损伤导致造

血功能紊乱和造血干细胞损伤#表现为正常造血细胞减少而非

造血细胞克隆增加#而异常克隆细胞增生可能导致
."6>

分子

缺失增加#研究结果显示
AA

组和
AA,4PU

组粒细胞上
."6>

分子较正常组明显减低#所以从机制上推测
4PU

'

AA

均和细

胞膜表面
/4!

链接蛋白
."6>

分子缺陷有关系#也说明
4PU

和
AA

关系密切#临床上可见到部分
AA

患者可转化为
AA,

4PU

综合征#并且
4PU

患者也可有
AA

表现或演变成
AA

(

同样#在
Y"R

患者粒细胞上也出现
."6>

缺失#

Y"R

患者

."6>

i粒细胞百分率为
0(5:7

#较对照组高#

gE=ELE

等)

06

*通过

对
6

组
Y"R

患者$按
3AM

标准分类%粒细胞上
."6>

i分子检

测也发现#原始细胞过多难治性贫血$

BA2M

%'转化中的原始

细胞过多难治性贫血$

BA2M,F

%'慢性粒
,

单核细胞白血病

$

.YYZ

%

*

组患者和对照组相比#

."6>

i分子明显增加(

YY

患者由于骨髓恶性浆细胞克隆大量增生#可能抑制正常免疫调

节分子合成和正常细胞生长#使
."6>

i 粒细胞增多(对于

."6>

在急性白血病中表达水平研究#国内少见报道#本研究分

析了
0)

例
AZZ

和
00

例
AYZ

患者
."6>

分子在粒细胞上的

表达#结果发现
-

组白血病患者
."6>

i分子较对照组增加显

著#特别是在
AYZ

组#其和
4PU

'

AA,4PU

组比较
."6>

i粒

细胞水平差异无统计学意义#而与其他贫血组比较显著增加(

作者认为#

."6>

作为一种免疫调节蛋白#参与和调节造血干细

胞正常造血#在急性白血病患者#由于骨髓损伤和骨髓基质微

环境变化#可能导致
."6>

分子缺失#从而使造血干细胞免疫

调节功能缺陷#致异常干细胞克隆大量增生(本研究还显示#

在部分自身免疫性疾病
A!UA

'

RZ2

患者中#

."6>

在粒细胞上

缺失增加#与
BC=W,A%

'

l&DD&9

等)

0:

*报道结果一致#他们认为在

A!UA

'

RZ2

患者出现
."6>

缺失可能和
/4!

锚定蛋白合成障

碍以及
."6>

蛋白和细胞膜异常黏附有关(此外#本研究中也

发现在
YA

'

!"A

组患者有部分
."6>

分子缺失#但是在
YA

'

!"A

粒细胞上出现
."6>

分子减少的机制和意义目前还不

清楚(

总之#除
4PU

贫血外#

."6>

在其他贫血类型如
YA

'

!"A

以及血液系统疾病如
AA

'

Y"R

'

YY

'

AZZ

'

AYZ

和免疫性疾

病
RZ2

'

A!UA

患者中都有缺失表达(贫血是临床多发病或常

见病#由于发病原因和发病机制差异#贫血种类和导致贫血以

及有贫血表现的疾病类型众多#

AA

'

4PU

'

AA,4PU

综合征'

A!UA

'

YA

'

!"A

患者可伴贫血表现#慢性病贫血'白血病

$

AZZ

'

AYZ

%'

Y"R

'脾功能亢进'恶性肿瘤化疗'某些中毒患

者等#都可有间断性或持续性贫血表现#本研究说明
."6>

分

子表达变化是多种贫血类型疾病重要免疫表型特征'

."6>

i粒

细胞在多种贫血性疾病中都有不同程度表达#所以说
."6>

表

面膜分子表达缺失尽管对
4PU

诊断有重要价值#但可能并不

是
4PU

特异性诊断指标(
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