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·论　著·

阵发性睡眠性血红蛋白尿症患者血细胞表面ＣＤ５５和

ＣＤ５９的检测及临床意义

吴敏乐１，张臣青２△，黄家福１，曾绍毅１，王丹林１（１．福建医科大学医学检验系，福州　３５０００４；

２．福建医科大学附属协和医院流式细胞室，福州　３５０００１）

　　【摘要】　目的　探讨红细胞和粒细胞膜ＣＤ５５与ＣＤ５９抗原表达在阵发性睡眠性血红蛋白尿症（ＰＮＨ）诊断中

的应用。方法　采用流式细胞术结合直接免疫荧光法检测２５例ＰＮＨ、２０例再生障碍性贫血（ＡＡ）、２０例健康对照

者外周血红细胞和粒细胞膜ＣＤ５５和ＣＤ５９抗原的表达，并同时做酸化血清溶血试验（Ｈａｍ试验）、蔗糖溶血试验和

尿含铁血黄素试验（尿Ｒｏｕｓ试验）。结果　与ＡＡ组和健康对照组相比，ＰＮＨ患者外周血红细胞、粒细胞膜ＣＤ５５、

ＣＤ５９表达缺失率均明显增高（犘＜０．０５）；而ＡＡ组和健康对照组缺失率均小于５％，且两者之间差异没有统计学意

义（犘＞０．０５）。２５例ＰＮＨ患者中，９例Ｈａｍ试验阴性，６例蔗糖溶血试验阴性，７例尿Ｒｏｕｓ试验阴性，这些患者的

红细胞、粒细胞的ＣＤ５５、ＣＤ５９表达缺失率均大于５％。结论　利用流式细胞术同时检测患者红细胞和粒细胞膜

ＣＤ５５与ＣＤ５９抗原对ＰＮＨ的诊断与鉴别诊断具有重要价值。

【关键词】　ＣＤ５５；　ＣＤ５９；　阵发性睡眠性血红蛋白尿症；　流式细胞术

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１３．０７．００２ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１３）０７０７７１０２

犇犲狋犲犮狋犻狅狀犪狀犱犮犾犻狀犻犮犪犾狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀犮犲狅犳犆犇５５犪狀犱犆犇５９犲狓狆狉犲狊狊犲犱狅狀犫犾狅狅犱犮犲犾犾狊狊狌狉犳犪犮犲狅犳狆犪狋犻犲狀狋狊狑犻狋犺犘犖犎　犠犝犕犻狀

犾犲１，犣犎犃犖犌犆犺犲狀狇犻狀犵
２△，犎犝犃犖犌犑犻犪犳狌

１，犣犈犖犌犛犺犪狅狔犻
１，犠犃犖犌犇犪狀犾犻狀１（１．犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔犕犲犱犻犮犪犾犛犮犻犲狀犮犲，

犉狌犼犻犪狀犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犉狌狕犺狅狌，犉狌犼犻犪狀３５０００４，犆犺犻狀犪；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，狋犺犲犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱

犝狀犻狅狀犎狅狊狆犻狋犪犾，犉狌犼犻犪狀犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犉狌狕犺狅狌，犉狌犼犻犪狀３５０００，犆犺犻狀犪）

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｄｉｓｃｕｓｓｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＤ５５ａｎｄＣＤ５９ａｎｔｉｇｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔｈｅｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅａｎｄ

ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｓｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｐａｒｏｘｙｓｍａｌｎｏｃｔｕｒｎａｌｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｕｒｉａ（ＰＮＨ）．犕犲狋犺狅犱狊　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

ｏｆＣＤ５５ａｎｄＣＤ５９ａｎｔｉｇｅｎｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｓｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ２５ｃａ

ｓｅｓｗｉｔｈＰＮＨ，２０ｃａｓｅｓｗｉｔｈａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａ（ＡＡ）ａｎｄａｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｆ２０ｈｅａｌｔｈｙｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｕｓｅｏｆ

ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎｄｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｓｕｃｒｏｓｅｈｅｍｏｌｙｓｉｓｔｅｓｔ，Ｈａｍｔｅｓｔ，ａｎｄＵｒｉｎｅＲｏｕｓｔｅｓｔｗｅｒｅｓｉｍｕｌｔａ

ｎｅｏｕｓｌｙｄｏｎｅ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＣＤ５５ａｎｄＣＤ５９ａｎｔｉｇｅｎｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｓｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ

ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓｉｎｔｈｅＰＮＨｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅＡＡｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５），ｗｈｏｓｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｓｗｅｒｅｂｏｔｈｌｅｓｓｔｈａｎ５％．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＞０．０５）．Ｓｉｘｃａｓｅｓｏｆｎｅｇａｔｉｖｅｓｕｃｒｏｓｅｈｅｍｏｌｙｓｉｓ，ｎｉｎｅｃａｓｅｓｏｆｎｅｇａｔｉｖｅＨａｍｔｅｓｔ

ａｎｄｓｅｖｅｎｃａｓｅｓｏｆｎｅｇａｔｉｖｅＵｒｉｎｅＲｏｕｓｔｅｓｔｗｅｒｅｆｏｕｎｄａｍｏｎｇｔｈｅ２５ＰＮＨｐａｔｉｅｎｔｓ，ｗｈｏｓｅｎｅｇａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｅｓ

ｏｆＣＤ５５ａｎｄＣＤ５９ａｎｔｉｇｅｎｓｗｅｒｅｂｏｔｈｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎ５％．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ′ＣＤ５５

ａｎｄＣＤ５９ａｎｔｉｇｅｎｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｓｏｆｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅｓｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｖａｌｕａｂｌｅ

ｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＰＮＨ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ａｎｔｉｇｅｎｓＣＤ５５；　ａｎｔｉｇｅｎｓＣＤ５９；　ｐａｒｏｘｙｓｍａｌｎｏｃｔｕｒｎａｌｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎｕｒｉａ；　ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

　　阵发性睡眠性血红蛋白尿症（ＰＮＨ）是一种获得性红细胞

膜缺陷性疾病，发病时临床表现为清晨酱油色尿，慢性血管内

溶血，可伴有全血细胞减少和反复血栓形成［１］。传统诊断

ＰＮＨ常用的方法有尿Ｒｏｕｓ试验、蔗糖溶血试验、Ｈａｍ试验，

但这些方法敏感性、特异性差［２３］。作者应用流式细胞仪检测

ＰＮＨ患者外周血粒细胞和红细胞膜抗原ＣＤ５５、ＣＤ５９表达，探

讨ＣＤ５５、ＣＤ５９抗原检测在ＰＮＨ诊断中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１１年５月至２０１２年４月福建医科大

学附属协和医院门诊及住院贫血或全血细胞减少患者４５例，

其中ＰＮＨ患者２５例，男１９例，女６例，中位年龄 ３６．０岁

（２０～６６岁）；再生障碍性贫血（ＡＡ）２０例，男９例，女１１例，中

位年龄４３．７岁（１０～７２岁）。同时选健康者２０例作为健康对

照组，男１０例，女１０例，中位年龄３３．２岁（２３～４７岁）。ＰＮＨ

和ＡＡ诊断参照文献［４］。

１．２　方法

１．２．１　试剂　ＩｇＧ１ＦＩＴＣ 同型对照、ＩｇＧ１ＰＥ 同型对照、

ＣＤ５５ＰＥ、ＣＤ５９ＦＩＴＣ和溶血素 ＯｐｔｉＬｙｓｅＣ均购自美国贝克

曼库尔特公司；蔗糖溶血试验、尿Ｒｏｕｓ试验、酸化血清溶血试

验所用试剂为本科配制［５］。

１．２．２　红细胞膜ＣＤ５５、ＣＤ５９检测　应用直接免疫荧光标记

法［６］。取３支空白试管，分别标记１、２、３，１０μＬ肝素抗凝血经

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤后稀释于１．５ｍＬ的ＰＢＳ中，各取

１００μＬ分别加入３支管中。于管１中加入２０μＬ同型对照，于

管２中加入２０μＬ荧光抗体ＣＤ５９，于管３中加入２０μＬ荧光

抗体ＣＤ５５，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上

清液，用２ｍＬＰＢＳ洗２遍。重悬于１ｍＬＰＢＳ中，上机检测。

１．２．３　粒细胞膜ＣＤ５５、ＣＤ５９检测　应用直接免疫荧光标记
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法［６］。取３支试管，分别标记１、２、３，取１００μＬ全血于管中，于

管１中加入２０μＬ同型对照，于管２中加入２０μＬ荧光抗体

ＣＤ５９和管３中加入２０μＬ荧光抗体ＣＤ５５，室温避光３０ｍｉｎ；

于３支管中加入５００μＬ溶血素，室温避光１０ｍｉｎ，溶血完全后

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，用２ｍＬＰＢＳ洗２遍，重悬

于０．５ｍＬＰＢＳ中，上机检测。

１．２．４　血液生化检验　Ｈａｍ试验、蔗糖溶血试验、尿Ｒｏｕｓ试

验采用常规方法［７］。

１．３　判断标准　以健康者红细胞和粒细胞的ＣＤ５５、ＣＤ５９表

达作为对照设定阴性阈值，ＣＤ５５、ＣＤ５９抗原表达阴性百分率

大于５％被判为抗原表达缺失，可认定为ＰＮＨ克隆
［８］。

１．４　统计学处理　数据以狓±狊表示。应用ＳＰＳＳ１０．０软件分

析数据，两组间比较用狋检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＮＨ患者粒细胞与红细胞ＣＤ５５、ＣＤ５９抗原缺失表达　

ＰＮＨ组粒细胞膜ＣＤ５５、ＣＤ５９抗原表达缺失率分别为（３９．０±

１２．８）％和（４８．１±１１．２）％，红细胞膜则为（３１．９±９．５）％和

（４３．６±１１．２）％，与ＡＡ组和健康对照组比较明显升高，见表１。

２．２　ＰＮＨ患者 Ｈａｍ试验检查与粒细胞和红细胞ＣＤ５５、ＣＤ５９

抗原缺失率的关系　ＰＮＨ组中，Ｈａｍ试验阳性患者的粒细胞

和红细胞 ＣＤ５５、ＣＤ５９抗原缺失率分别为（５４．５±１４．９）％、

（６３．９±８．２）％和（４１．８±１２．０）％、（５９．３±１１．７）％，与 Ｈａｍ试

验阴性者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

２．３　ＰＮＨ患者蔗糖溶血试验检查与粒细胞和红细胞ＣＤ５５、

ＣＤ５９抗原缺失率的关系　与蔗糖溶血试验阴性患者比较，１９

例蔗糖溶血试验阳性ＰＮＨ患者红细胞、粒细胞的ＣＤ５５、ＣＤ５９

缺失率有所升高（见表２），但两者之间的差异没有统计学意义

（犘＞０．０５）。

２．４　ＰＮＨ 患者尿Ｒｏｕｓ试验检查与粒细胞和红细胞ＣＤ５５、

ＣＤ５９抗原缺失率的关系　与ＰＮＨ组中尿Ｒｏｕｓ试验阴性患

者的红细胞、粒细胞的ＣＤ５５、ＣＤ５９缺失率比较，ＰＮＨ组中１８

例尿 Ｒｏｕｓ试验阳性患者的红细胞膜、粒细胞膜ＣＤ５５、ＣＤ５９

抗原缺失率有所升高（见表２），但差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

表１　ＰＮＨ组、ＡＡ组和对照组粒细胞与红细胞ＣＤ５５、ＣＤ５９抗原缺失率（狓±狊，％）

组别 狀

红细胞

ＣＤ５５ ＣＤ５９

粒细胞

ＣＤ５５ ＣＤ５９

ＰＮＨ组 ２５ ３１．９±９．５ａｂ ４３．６±１１．２ａｂ ３９．０±１２．８ａｂ ４８．１±１１．２ａｂ

ＡＡ组 ２０ ３．７±０．９ ３．５±１．１ ２．６±０．７ ２．９±０．９

健康对照组 ２０ ３．５±０．７ １．６±１．４ １．２±１．４ ０．４±０．５

　　注：与ＡＡ组比较，ａ犘＜０．０５，与健康对照组比较，ｂ犘＜０．０５。

表２　２５例ＰＮＨ患者血液生化检查与粒细胞和红细胞ＣＤ５５、ＣＤ５９缺失率的关系（狓±狊，％）

组别 狀

红细胞

ＣＤ５５ ＣＤ５９

粒细胞

ＣＤ５５ ＣＤ５９

Ｈａｍ试验 阴性组 ９ １４．４±７．７ １６．５±６．７ １１．５±６．５ １９．９±１４．８

阳性组 １６ ４１．８±１２．０ａ ５９．３±１１．７ａ ５４．５±１４．９ｂ ６３．９±８．２ｂ

蔗糖溶血试验 阴性组 ６ １７．０±１２．４ ２５．２±２０．３ １９．６±１７．１ ３２．２±２９．３

阳性组 １９ ３６．９±１１．４ ４９．３±１３．０ ４５．１±１５．５ ５２．８±１２．５

尿Ｒｏｕｓ试验 阴性组 ７ ２９．４±２０．０ ３５．１±２３．５ ２４．２±１８．０ ３３．２±２１．７

阳性组 １８ ３２．９±１２．０ ４６．８±１３．８ ４４．７±１６．４ ５３．９±１３．３

　　注：Ｈａｍ试验为酸化血清溶血试验；尿Ｒｏｕｓ试验为尿含铁血黄素试验。与阴性组比较，ａ犘＜０．０５，ｂ犘＜０．０１。

３　讨　　论

ＰＮＨ是一种获得性造血干细胞基因突变引起血细胞膜缺

陷所致的克隆性疾病，其特征为细胞膜表面缺乏一系列糖基磷

脂酰肌醇锚蛋白，导致异常细胞对自身补体敏感性增加而发生

溶血。ＣＤ５５和ＣＤ５９可检测仅占３％的异常细胞存在，而传统

诊断ＰＮＨ试验的目的是为证明有对补体敏感的红细胞，如蔗

糖溶血试验、尿Ｒｏｕｓ试验作为筛选试验，以 Ｈａｍ试验阳性作

为ＰＮＨ 的确诊试验，但ＰＮＨ 患者 Ｈａｍ试验的阳性率只有

６０％～８０％
［９］。近年来，使用单克隆抗体和流式细胞术检测

ＣＤ５５、ＣＤ５９标记明显优于传统的溶血试验，已成为诊断ＰＮＨ

特异的重要手段［１０１１］。

本研究结果表明，２５例ＰＮＨ患者中，蔗糖溶血试验６例

阴性；Ｈａｍ试验９例阴性；尿Ｒｏｕｓ试验７例阴性，这些患者的

红细胞、粒细胞的ＣＤ５５缺失率、ＣＤ５９缺失率均大于５％，这说

明ＣＤ５５、ＣＤ５９检测对于ＰＮＨ 诊断的敏感性明显优于 Ｈａｍ

试验、蔗糖溶血试验及尿Ｒｏｕｓ试验。本研究还发现，ＣＤ５９缺

失率细胞高于ＣＤ５５缺失率，说明检测ＣＤ５９比ＣＤ５５敏感性

高［１２］。临床上ＰＮＨ 与 ＡＡ的临床表现有相似之处，且少数

ＡＡ可以转变ＰＮＨ，因此ＰＮＨ 应与 ＡＡ相鉴别。本研究发

现，ＰＮＨ与ＡＡ患者ＣＤ５５、ＣＤ５９在粒细胞和红细胞膜上的表

达情况明显不同，因此ＣＤ５５、ＣＤ５９检测可用于ＰＮＨ 诊断及

鉴别诊断。此外，值得一提的是由于ＰＮＨ 患者在溶血、输血

以后，ＰＮＨ克隆红细胞被破坏，而正常输入的红细胞寿命又较

长，若仅检测红细胞的ＣＤ５５、ＣＤ５９容易造成假阴性。

综上所述，作者认为应用单克隆抗体和流式细胞术同时检

测粒细胞和红细胞膜ＣＤ５５、ＣＤ５９具有传统方法无可比拟的

优势，是血液生化检查的重要补充和进一步深化，是目前诊断

ＰＮＨ可靠的、敏感的方法，也可以作为评判病情疗效的监测手

段。因此，建议检测粒、红细胞膜ＣＤ５５和ＣＤ５９表达作为诊断

ＰＮＨ的常规检查项目。　　　　　　　　（下转第７７４页）
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续表１　１４２株洋葱伯克霍尔德菌的药敏试验结果（％）

抗菌药物 耐药 中介 敏感

头孢曲松 ７５．１ ９．８ １５．１

亚胺培南 ６７．４ １３．８ １８．８

环丙沙星 ６３．８ ５．１ ３１．１

氨曲南 ３０．９ ４０．２ ２８．９

米诺环素 ２２．８ ０．０ ７８．２

头孢哌酮／舒巴坦 ８．５ １７．０ ７４．５

头孢吡肟 ７．６ ９．３ ８３．１

复方磺胺甲唑 ７．１ ２．０ ９０．９

头孢他啶 ５．９ ３．８ ９０．３

左氧氟沙星 ５．５ ７．２ ８７．３

哌拉西林／他唑巴坦 ５．１ ７．７ ８７．２

３　讨　　论

在医院环境中，洋葱伯克霍尔德菌可通过污染水、消毒液

及导管等而导致多种医院感染，如呼吸道感染、新内膜炎、败血

症、尿路感染、伤口感染等，其耐药现象严重，应引起临床抗感

染治疗的高度重视。尤其是ＩＣＵ患者，免疫功能低下，使用气

管切开插管、深静脉留置导管等侵入性操作，而且长期使用激

素以及头孢菌素、碳青霉烯类等抗菌药物，此菌的感染率较高。

复方磺胺甲唑、头孢他啶、左氧氟沙星、哌拉西林／他唑

巴坦可作为南海区第三人民医院和佛山市第一人民医院治疗

该菌的经验用药。洋葱伯克霍尔德菌耐药机制复杂，一方面具

有天然耐药性，比如对氨基糖苷类、多粘菌素类药物；另一方面

在抗菌药物选择性压力下具有后天获得耐药性，文献报道该菌

可以通过质粒或整合子等可移动耐药元件的转移而产生耐药

性［３］。本研究中，该菌对亚胺培南的敏感率仅为１８．８％，但头

孢他啶的耐药率相对较低，是因为该菌能产生一种水解亚胺培

南的金属酶Ｉ（ＰＣＭＩ）及特异性膜孔蛋白通道ｏｐｒＤ缺失所致，

ＰＣＭＩ对头孢他啶的水解作用较弱
［４５］。该菌对喹诺酮类的

耐药主要是由于外排泵系统。

总之，洋葱伯克霍尔德菌引起的感染治疗困难，临床要注

意预防感染的发生，加强消毒管理等预防制度，防止医院环境

的污染，尤其是水和医用器械管路［６９］。另外，应根据药敏试验

结果合理地选用抗菌药物；当经验用药时，应根据所在医院的

细菌耐药趋势加以使用。
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