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∙论著∙

流式细胞术检测伊红-5′-马来酰亚胺
标记红细胞在80例遗传性球形
红细胞增多症中的诊断价值
王继英 郑彬 赵玉平 陈雪晶 刘燕 薄丽津 郑以州 张凤奎 汝昆 王慧君

【摘要】 目的 探讨伊红-5′-马来酰亚胺（EMA）为标记流式细胞术检测遗传性球形红细胞的灵

敏性和特异性，并对试剂和样本稳定性进行验证。方法 对80例遗传性球形红细胞增多症（HS）和44

例非HS患者外周血样本全部采用EMA标记流式细胞术检测、红细胞渗透脆性试验和酸化甘油溶解试

验三种方法进行检测，比较三种方法的灵敏性和特异性，探讨EMA标记流式细胞术检测的可行性。并

观察EMA及样本在不同储存条件下的稳定性。结果 通过检测124例样本得出，EMA标记流式细胞

术检测的灵敏性和特异性分别为0.925和0.954，红细胞渗透脆性试验分别为0.950和0.455，酸化甘油

溶解试验为1.000和0.318。红细胞渗透脆性试验和酸化甘油溶解试验的灵敏性稍高于EMA流式检测

方法，但特异性差，不能明确区分球形红细胞增多是否为HS。EMA对温度很敏感，-80 ℃储存180 d较

4 ℃存储 1 d稳定。HS样本的稳定性较好，4 ℃放置 6 d、室温条件放置 3 d不会影响结果的判定。结

论 EMA标记流式细胞术检测HS具有良好的灵敏性和特异性，-80 ℃储存EMA较为稳定，须在样本

4 ℃放置6 d内、室温条件放置3 d内完成检测。
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【Abstract】 Objective To investigate the sensitivity and specificity of eosin-5′-maleimide（EMA）
assay for the diagnosis of hereditary spherocytosis（HS）, and to verify the stability of reagent and samples.
Methods EMA flow cytometry test, NaCl- osmotic fragility test and acidified glycerol lysis test were
performed using peripheral blood samples from 80 patients with HS and 44 patients with other blood
diseases, the sensitivity and specificity of the three methods were compared, and the feasibility of EMA
binding test was estimated. The stability of EMA reagent and HS samples stored at different temperatures
were tested. Results Among the 124 tested samples, the sensitivity and specificity of EMA binding test
was 0.925 and 0.954, that of NaCl-osmotic fragility test was 0.950 and 0.455, and that of acidified glycerol
lysis test was 1.000 and 0.318, respectively. Although the sensitivity of NaCl- osmotic fragility test and
acidified glycerol lysis test was a little higher than that of EMA binding test, the specificity of the former
two methods was poor, they couldn’t clearly distinguish whether spherocytosis is hereditary spherocytosis.
The experiment results showed that EMA was sensitive to the temperature and shouldn’t be stored in a
small aliquots at -80 ℃ over a period of 6 months. The stability of the HS sample was better, 6 days storage
at 4 ℃ and 3 days storage at room temperature had no influence on the results. Conclusions EMA binding
test by flow cytometry showed good sensitivity and specificity for HS diagnosis. EMA reagent should be
stored at -80 ℃ and the HS samples should be tested within 6 days storage at 4 ℃ and 3 days at room
temperature.
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遗传性球形红细胞增多症（HS）是一种红细胞

膜异常的遗传性溶血性疾病，这类球形红细胞以

α-血影蛋白、β-血影蛋白、锚蛋白、带3蛋白、蛋白4.1

和蛋白4.2等膜骨架蛋白异常为主［1］，通过脾脏时极

易发生溶血，溶血程度差异很大。目前，实验室诊

断HS的常用方法有血常规与血涂片检测、红细胞

渗透脆性试验及酸化甘油溶解试验，但均容易漏诊

无明显溶血表现的轻型HS患者［2-5］，同时不能区分

原发和继发性HS（例如自身免疫性溶血性贫血伴有

球形红细胞增多）［6-8］。近年来利用流式细胞术检测

伊红-5′-马来酰亚胺（EMA）标记红细胞成为诊断

HS的新手段［9］。EMA荧光探针与带 3蛋白复合物

相互作用，可直接靶向HS的结构缺陷［10］，具有较高

的灵敏性和特异性［11-19］。本研究中我们收集我院确

诊HS及非HS的血液病患者外周血标本，采用EMA

标记流式细胞术检测、酸化甘油溶解试验及红细胞

渗透脆性试验进行再诊断，比较各试验的灵敏性及

特异性，验证流式细胞术检测EMA标记红细胞在

HS中的诊断价值；并通过观察不同条件下试剂及样

本的稳定性，探讨试验的适宜条件。

对象和方法

一、研究对象

以 2014年 2月至 10月我院确诊的HS及非HS

患者外周血标本为研究对象，其中HS患者80例，男

女比为 1∶1.11，中位年龄 15（1~65）岁。非 HS 患者

44例，男女比为1∶1.44，中位年龄35（29~72）岁。

二、方法

1. EMA标记的流式细胞术：取HS及非HS患者

外周血 2 μl，PBS洗涤 1次，270×g离心 5 min，加入

0.5 mg/ml EMA 流式荧光探针（美国 life technolo-

gies公司产品）20 μl，室温避光孵育1 h，用含0.5%牛

血清白蛋白的 PBS 液洗涤沉淀 3 次，270×g 离心 5

min，弃上清，用500 μl PBS重悬细胞，上流式细胞仪

（美国Beckman Coulter公司产品）进行检测。FITC

通道获取50 000个细胞，应用Navios软件进行数据

分析。以检测当日 6份非贫血患者外周血样本［平

均荧光强度（MCF）变异系数＜6%］为阴性对照，并

设空白对照。每组设2个复管。

MCF降低的百分比（%）= MCF对照组 -MCF实验组
MCF对照组

×100%

参照文献［14］标准并结合工作实际，我们定

义：MCF降低的百分比>16%为HS，<16%为非HS。

2. 酸化甘油溶解试验：取室温平衡的0.1 mol/L

磷酸盐缓冲液5 ml，加入12 μl红细胞制成红细胞悬

液；取 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液 3 ml 于比色杯中调

零；取 0.3 mol/L 甘油缓冲液 2 ml 放入另一比色杯

中，加入红细胞悬液1 ml，快速混匀，用625 nm波长

连续测定吸光度（A）值，10 s后开始读数，每 10 s读

数 1次至 290 s，记录A值下降至 50%初始值所用时

间。生物参考区间：>290 s。

3. 红细胞渗透脆性试验：取 11支小试管，分别

加入 0.24%、0.28%、0.32%、0.36%、0.40%、0.44%、

0.48%、0.52%、0.56%、0.60%、0.90%的氯化钠溶液 1

ml；各管再加入全血 20 μl；混匀后置冰箱中 24 h观

察结果。结果判读：①不溶血：上清液无红色；②开

始溶血：上清液开始呈透明红色且管底有红细胞；

③完全溶血：溶液为透明红色且管底无红细胞或仅

有少量红细胞残骸。生物参考区间（氯化钠溶液浓

度）：开始溶血：0.44%~0.48%；完全溶血：0.28%~

0.36%。

三、分组试验

为了验证不同条件下试剂和样本的稳定性，我

们分组如下进行试验：①以-80 ℃储存180 d和4 ℃
储存 1 d 的 EMA 分别标记同一样本，共检测 12 份

（包括3份HS），观察不同温度EMA的稳定性；②以

4 ℃储存1 d和4 ℃储存2 d的EMA分别标记同一样

本，共检测 12份（包括 3份HS），观察同一温度放置

不同时间EMA的稳定性；③EMA标记样本后当天

（0 d）及4 ℃条件下放置1~5 d进行检测，共检测7份

样本，包括3份HS和4份非HS，观察EMA标记样本

后不同时间的稳定性；④样本采集当天（0 d）及4 ℃
条件下放置1~6 d后予EMA标记并检测，共检测10

份样本，包括 4份HS和 6份非HS，观察样本于 4 ℃
条件下放置不同时间的稳定性；⑤样本采集当天

（0 d）及室温条件下放置 1~6 d后予EMA标记并检

测，共检测9份标本，包括3份HS和6份非HS，观察

样本于室温条件下放置不同时间的稳定性。

四、统计学处理

应用SPSS 13.0软件进行统计学分析。灵敏性

和特异性采用四格表法计算，采用ROC曲线法确定

cut-off值。

结 果

一、诊断试验结果

三种试验分别检测已确诊的 80例HS及 44例

非HS患者，EMA流式细胞术检测假阴性率为7.5%



·600· 中华血液学杂志2015年7月第36卷第7期 Chin J Hematol，July 2015，Vol. 36，No. 7

（80例中 6例），假阳性率为 4.5%（44例中 2例），灵

敏性为 0.925，特异性为 0.954，约登指数为 0.879，

ROC 曲 线 下 面 积 及 cut- off 值 分 别 为 0.972 与

14.675%；红细胞渗透脆性试验的假阴性率为 5.0%

（80例中 4例），假阳性率为 54.5%（44例中 24例），

灵敏性为0.950，特异性为0.455，约登指数为0.404，

ROC曲线下面积为0.849（开始溶血）、0.696（完全溶

血），cut-off 值为 0.540（开始溶血）、0.340（完全溶

血）（均为氯化钠溶液浓度）；酸化甘油溶解试验中

假阴性率为0，但假阳性率为68.2%（44例中30例），

灵敏性为1.000，特异性为0.318，约登指数为0.318，

ROC曲线下面积及cut-off值分别为0.276与291 s。

二、稳定性验证

1. 试剂的稳定性：-80 ℃储存 180 d、4 ℃储存 1

d 及4 ℃储存2 d的EMA分别标记样本红细胞并上

机检测，3 组红细胞膜上 MCF 分别为 46.99±7.67、

29.20±6.90及20.22±6.71，随着储存温度的升高及存

放时间的延长降低。将EMA标记样本红细胞后当

天（0 d）及4 ℃条件下放置1~5 d分别上流式细胞仪

进行检测，结果显示EMA标记 3份HS标本及 4份

非 HS 标本第 0~5 天红细胞膜上 MCF 无明显变化

（图1），提示EMA与细胞结合后较为稳定。

2. 样本的稳定性：为观察待测样本的稳定性，

我们将待测样本分别置于 4 ℃及室温条件下，取当

天（0 d）及放置 1~6 d的样本与EMA结合并上机检

测，观察MCF的变化。结果见图2、3，样本在4 ℃条

件下放置 0~6 d检测的结果仍然很稳定，并不会影

响结果的判断。非HS患者室温条件下放置 0~6 d

红细胞膜表面的MCF变化不大，但HS患者的红细

胞膜表面的MCF在室温放置的第 4天时开始显著

下降。

讨 论

HS中红细胞异常是由于血影蛋白、带 3蛋白、

锚蛋白和蛋白4.2中的一种或几种蛋白联合缺陷导

致细胞膜骨架蛋白异常，从而使红细胞变形能力降

低。EMA中马来酰亚胺的一部分与带 3蛋白胞外

第一个环上的Lys-430共价结合，伊红所带的发光

团与带 3蛋白跨膜核心相连，带 3蛋白N-端的胞质

区与锚蛋白和蛋白4.2相互作用，所以EMA在与带

3蛋白结合的同时，也探测到了锚蛋白和蛋白 4.2，

从而提高了此方法检测HS的灵敏性和特异性［11］。

酸化甘油溶解试验和红细胞渗透脆性试验检

图 1 流式细胞术检测伊红-5′-马来酰亚胺标记遗传性球形红细胞

增多症（HS）及非HS样本后于4 ℃条件下放置不同时间红细

胞膜平均荧光强度变化

图2 流式细胞术检测遗传性球形红细胞增多症（HS）及非HS样本

于 4 ℃条件下放置不同时间后予伊红-5′-马来酰亚胺标记红

细胞膜平均荧光强度变化

图3 流式细胞术检测遗传性球形红细胞增多症（HS）及非HS样本

于室温下放置不同时间后予伊红-5′-马来酰亚胺标记红细胞

膜平均荧光强度变化

测HS的原理是利用患者中红细胞的表面积与体积

比降低，测定一定时间内红细胞裂解的比例或程

度；这类方法易受到其他不相关红细胞骨架缺陷的

影响，不能检测出轻微或不典型的HS。红细胞渗透

脆性试验虽然灵敏性稍高于 EMA 流式细胞术检

测，但其特异性太低，阳性结果可由免疫异常或其
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他疾病引起。综合以上试验结果，可以看出 EMA

作为特异性荧光探针检测遗传性球形红细胞，具有

很好的灵敏性和特异性，在HS的临床诊断辅助检

查方面具有明显的优越性。

同时，酸化甘油溶解试验受温度影响较大，最

佳温度 25 ℃。红细胞渗透脆性试验耗时长，需要

24 h。且以上两种方法操作相对繁琐，所需样本量

较EMA流式细胞术多。EMA流式细胞术检测所需

样本量少（仅 4 μl）且可储存；检测速度快，2 h内即

可出结果；标本在 4 ℃放置 1周时间不会影响结果

的判定；实验流程简单。有文献报道通过运输过程

的样本，检测结果不受影响［20］。

但是，EMA本身对温度敏感，需要-80 ℃冰箱

储存不超过180 d，所以根据日检测标本数量对试剂

进行小剂量分装十分必要。试剂的保存是影响实

验结果的重要因素，应予以重视。同时我们对样本

的稳定性做了多方面验证，结果显示EMA在-80 ℃
条件下能很好地保持其稳定性，并且与样本结合后

在 4 ℃条件下放置 2~3 d仍然稳定。如果不能立即

处理采集好的样品，室温放置须不超过4 d或4 ℃冰

箱存储不超过 6 d。各实验室可以根据样本数量合

理安排试验进度。
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