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一、背景

阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）是一种罕

见的获得性造血干细胞克隆性疾病。其临床表现

为不同程度的发作性血管内溶血、阵发性血红蛋白

尿、骨髓造血功能衰竭和静脉血栓的形成。PNH的

发病机制为位于X染色体（Xp22.1）的糖化磷脂酰肌

醇-A（PIG-A）基因在造血干细胞水平发生体细胞突

变，导致部分或完全的GPI锚合成和表达障碍，造成

正常情况下通过与GPI锚结合的锚连蛋白无法与之

结合，而表现为细胞表面锚连蛋白的缺失（图 1）。

迄今为止，已经发现了CD55、CD59、CD14和CD16

等20余种GPI锚连蛋白［1-4］。

由于流式细胞术（FCM）可以检测不同血细胞

群体GPI锚连蛋白及锚的缺失、精确量化PNH克隆

的大小及其特性，同时对PNH小克隆的检出具有较

高的灵敏度，成为当前PNH检测的金标准。随着对

PNH认识的提高，国际上已将PNH检测向高敏感水

平过度。然而国内许多机构PNH检测频率和阳性

患者检出率相对较低，PNH-FCM检测的抗体组合、

仪器质量控制不规范，检测人员缺乏临床实践经验

进而导致不同单位检测结果差异较大。多数还在

做常规敏感性检测。为了进一步提高我国PNH的

诊断水平，学组组织相关专家经多次讨论，在充分

纳入中国医师在该领域的研究成果和国际上的先

进经验之上，主要就 FCM高敏感检测 PNH克隆达

成本专家共识。

图 1 正常GPI锚连蛋白与GPI锚关系结构示意图。GPI锚由磷脂

酰肌醇（PI）和一个 N-葡萄糖胺分子（GlcNH2）、三个甘露糖

（Man）和一个乙醇胺分子（EtN）组成，末端甘露糖上的乙醇胺

通过酰胺键共价结合锚连蛋白

二、筛查PNH克隆的临床适应证

国际PNH工作组（I-PIG）将PNH分为三类［1,5］：
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①经典PNH：存在PNH克隆，同时有溶血和（或）血

栓的临床表现并除外其他骨髓衰竭性疾病（BMF）；

②BMF伴PNH克隆：如再生障碍性贫血（AA）或骨

髓增生异常综合征（MDS）等；③亚临床型PNH：有

少量或微量PNH克隆，但没有溶血或血栓形成的临

床或实验室证据。

在排除常见原因的血管内溶血和溶血性贫血、

不明原因的全血细胞减少、获得性骨髓衰竭性疾病

和伴有异常体征的血栓形成等患者均应筛查 PNH

克隆［1,5］。对单纯贫血患者，在排除其他相关因素

后，应进一步检测 PNH 克隆。有文献报道高达

57％～70％的初诊AA患者伴有PNH克隆，这部分

患者对免疫抑制药物有更好的治疗反应，而此类患

者PNH克隆比例往往较低，所以 I-PIG建议进行高

敏感度的FCM检测［6-12］。

三、FCM检测红细胞PNH克隆

（一）抗体选择

红细胞上用于 PNH 检测的锚连蛋白主要是

CD59 和 CD55，由于 CD59 表达量高，与其他抗原

相比，更容易鉴别正常细胞（Ⅰ型细胞）、部分缺失

（Ⅱ型细胞）和完全缺失（Ⅲ型细胞）的 PNH 细胞。

而CD55在红细胞的表达较低，已不建议使用CD55

进行临床检测。高敏感检测同时需要增加CD235a

作为设门抗体，以减低非特异干扰。荧光素的选择

上，推荐使用CD235a-异硫氰酸素（FITC），CD59-藻

红蛋白（PE）。

（二）仪器设置

PNH-FCM检测的特殊点在于检测的目的细胞

是锚连蛋白和GPI锚蛋白阴性的细胞群，一般仪器

厂商的标准仪器设置不适用于 PNH 克隆的检测。

仪器设置遵循以下几个重要原则：①必须使所有阴

性群体显示在图中，细胞全部可视，不要压坐标轴；

②尽量不使用双指数散点图，如果要用，必须保证

所有通道细胞荧光强度的中位值在 0之上，优化好

的仪器，对数图与双指数图中阴性细胞位置相同；

③PMT 调节需要选择合适的靶细胞，对红细胞来

讲，选择未染色红细胞。

具体操作，选择 TIME、SSC、FSC、FITC、PE 参

数，FSC和 SSC选对数坐标，用未染色红细胞调节

SSC、FSC、FITC、PE通道PMT的电压（图 2）。单染

色CD59-PE和CD235a-FITC进行荧光补偿调节，最

后用正常标本或PNH克隆阳性标本进行验证。

（三）红细胞的制备、细胞获取、设门和分析

用磷酸盐缓冲液（PBS）对EDTA抗凝外周血样

品进行 1∶100稀释，取 100 μl稀释后的血样分别加

入对照管和检测管中，避免接触管壁。分别加入经

滴定后确定的适量的CD235a-FITC和CD59-PE抗

体，混匀，室温下避光孵育 20 min。用 PBS 洗涤离

心 2 次后加入 PBS 重悬细胞。立即上机获取细胞

（注意超过 15 min后，CD235a染色下降，并增加细

胞的聚集）。获取至少10万个红细胞。如果在Ⅲ型

PNH 红细胞区域检测到少量异常细胞，应该继续采

集样本达到高敏感的获取标准。目前国际上将红

细胞检测的定量低限（LLOQ）达到 0.01％时定义为

图2 红细胞阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）检测仪器设置及调节。首先选择TIME和SSC图设定R1门，去除气泡（A），将未染色的红细

胞调节在FSC/SSC散点图超过正中位置（B）及FITC和PE图的左下角（C），并确保所有红细胞可视，不压坐标轴；单染色CD235a-FITC

（D）和CD59-PE（E）进行荧光补偿调节



中华血液学杂志2021年4月第42卷第4期 Chin J Hematol，April 2021，Vol. 42，No. 4 ·283·

高敏感检测。红细胞PNH克隆设门、分析过程参见

图3。

红细胞检测不需要溶血，但要防止红细胞聚

集。由于蛋白质会引起红细胞聚集，因此样本处理

过程中不应使用含有牛血清白蛋白（BSA）的PBS。

标本与抗体孵育后洗涤，超过一次以上的洗涤可以

有效去除非特异性结合和游离的荧光素，更容易区

分Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型细胞。

二、FCM 检测白细胞PNH克隆

白细胞是检测PNH克隆大小最精准的目标细

胞，用于确定疾病的发展程度。由于淋巴细胞寿命

长，并且GPI锚连蛋白表达变异性大，无法准确反映

疾病状态，因此不适合做PNH克隆检测。粒细胞数

量较高，是高敏感检测的首选目标细胞。按照

LLOQ为 0.01％作为高敏感的检测标准时，需要获

取 50 万个粒细胞。而怀疑 PNH 患者往往血象较

低，多数标本难以实现。2018年发表的 ICCS（国际

临床流式协会）/ESCCA（欧洲临床细胞分析协会）

国际指南中对粒细胞的高敏感检测标准进行了修

正，定为 0.05％～0.1％，需要获取 5 万～10 万个粒

细胞。单核细胞数量较低，不是高敏感检测的目标

细胞，但多数情况下单核细胞检测可以帮助确定中

性粒细胞检测的克隆数量［12］。

（一）抗体选择

检测白细胞GPI相关锚蛋白最好的试剂为嗜水

气单胞菌溶素变异体（FLAER），应选择适当的锚连

蛋白抗体同时与FLAER及设门抗体联合应用。粒

细胞和单核细胞上的GPI锚连蛋白主要选用CD24

和CD14。CD157同时表达于单核细胞和中性粒细

胞，可代替CD14和CD24。PNH时，FLAER因不能

与细胞膜的GPI锚结构中的多糖结合，从而表现为

阴性。对粒细胞检测推荐采用 FLAER和CD24或

CD157，单 核 细 胞 则 采 用 FLAER 和 CD14 或

CD157。当FLAER和上述锚连蛋白双阴性时确定

为 PNH 克隆。由于红细胞表面没有嗜水气单胞

菌溶素前体产生所需要的蛋白水解酶类，且表达

在红细胞表面的血型糖蛋白影响了嗜水气单胞菌

溶素前体与锚蛋白的结合，因此不用于红细胞的

检测［11,13-14］。

设门抗体的选择上，CD15 是粒细胞通用的抗

体，对于单核细胞的设门标志的选择，国际上推荐

CD64,但国内研究发现，当采用 CD45、CD33 和

CD15同时进行粒细胞及单核细胞设门仍然有很好

的可行性［15-17］（表1）。 针对具体抗体克隆和生产厂

家及滴定浓度 ICCS/ESCCA国际指南均有推荐［10］，

在此不再阐述。

（二）仪器设置

主要原则同红细胞，注意选择 TIME 参数及

FSC及SSC信号均选择线性模式，可以使用微球或

未染色淋巴细胞调整 PMT 电压，同时设定合适的

FSC阈值，调整散射光电压，以保证所有细胞都显示

在坐标轴范围内。在设置荧光通道电压时，将未染

色淋巴细胞调节在左下角，避免细胞压线。PMT调

节前，所有补偿设为0，关闭双指数坐标。

图3 红细胞阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）克隆分析方法。A～C：为连续设门方法。D：CD59阴性对照，设定Ⅲ型PNH细胞的界限。

E：正常对照，设定Ⅰ型RCB细胞的界限。F～H：PNH患者检测结果，分别为点图、密度图和直方图，三种显示方法可以帮助设定三型红

细胞的界限。图上的名称为门的名称，图中显示的数字为门内获取的细胞数或比例
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荧光补偿：（1）应用细胞：推荐选择与检测抗体

组合相同荧光素标记的CD3、CD8或CD19抗体标

记血细胞，检测时圈定淋巴细胞，以此群细胞中阳

性和阴性细胞群为参考进行补偿调节。注意白细

胞的抗体组合包括 FLAER- Alexa488 时，要用

FLAER-Alexa488单染调节补偿。（2）应用抗体捕获

微球，可使用CD3-Alexa488代替FLAER-Alexa488，

其他抗体与组合中的抗体一致，单染标记，并进行

补偿调节。（3）最后用实际染色的标本验证。

PMT标准化：仪器电压、补偿调好后，使用标准

微球记录荧光靶值。以后每次检测都要保证微球

荧光值与纪录的靶值相同，以达到实验的标准化。

（三）白细胞的制备、细胞获取、设门和分析

取100 μl或浓缩后新鲜EDTA抗凝外周血进行

标记。获取至少50 000个中性粒细胞，如发现少量

PNH表型细胞，应继续获取细胞数，以增加检测敏

感度。设门和分析方法见图4。

三、PNH克隆高灵敏度检测的相关问题

（一）临床意义

由于部分患者出现血管内溶血，使得红细胞的

PNH克隆比例往往比实际低，不能真实反映疾病程

度。因此，白细胞PNH克隆比例尤为重要。高灵敏

度FCM可以发现PNH小克隆、识别PNH表型特点、

量化克隆的大小以及明显降低假阳性率［18-21］。

表1 白细胞阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）克隆检测常用抗体组合

组合

4色

5色

6色

细胞

粒细胞

单核细胞

粒细胞

单核细胞

粒-单核细胞

粒-单核细胞

抗体

FLAER

FLAER

FLAER

FLAER

FLAER

FLAER

CD24

CD14

CD24

CD14

CD157

CD24

CD15

CD64

CD15

CD15

CD15

CD14

CD45

CD45

CD45

CD45

CD45

CD45

CD64或CD33

CD64或CD33

CD64或CD33

CD64或CD33 CD15

图4 白细胞阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）克隆分析方法。A：设门方法，首先设定R1门以去除碎片，CD45/SSC设定髓细胞门，再通过

CD15/CD64分别圈出中性粒细胞（天蓝）及成熟单核细胞（草绿）；B：正常人PB中性粒细胞和单核细胞均未见PNH克隆；C：PNH患者

PB中性粒细胞和单核细胞均检测到PNH克隆（红色和蓝色）；D：PNH标本中淋巴细胞各个通道的细胞位置
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中国PNH登记组的资料显示，613例PNH克隆

阳性患者中 49％为经典型；45％为伴 BMF，其中

82％为AA；6％为亚临床型PNH。分析溶血与PNH

克隆大小的关系发现，56％见于PNH克隆＞50％的

患者，22％见于PNH克隆 10％～50％的患者，值得

注意的是 2％的溶血发生于 PNH 克隆＜1％的患

者。因此，不能只根据PNH克隆大小直接诊断PNH

及对疾病分型，要结合临床表现综合分析。

（二）影响灵敏度的因素

高灵敏度PNH克隆检测时，获取的细胞数、检

测的背景值及仪器的洁净度等决定检测的敏感

度。影响获取细胞数的因素如下：

1. 检测背景值及正常人中PNH表型细胞的比

例：文献报道红细胞的背景值是（2～6）个/100万细

胞，白细胞是（2～10）个/100 万细胞。以背景值的

5～10倍确定阳性的临界值，为临床较合理的阈值。

2. 统计学因素：泊松分布决定阳性标本的最低

检测数。为了减少假阳性，国际指南推荐用20来确

定最低检出限（LOD），即 LOD＝20/获取的目标细

胞总数×100％。

确定PNH细胞真正比例的最低细胞数是由检

测的精密度决定的，目前国际推荐最低定量检测细

胞数为 50，LLOQ＝50/获取的目标细胞总数 ×

100％。

（三）如何避免假阳性

导致假阳性的原因主要有：红细胞碎片、非特

异性染色、自发荧光、携带污染及错误数据的出

现。一方面，通过获取足够多的细胞，结合细胞表

型特征和多参数分析可以增加门内细胞的纯度而

避免假阳性的产生。另外，注意清洗 FCM 检测管

道、对鞘液和PBS进行过滤，可有效解决以上问题。

采用高敏感方法分析微量PNH克隆标本或正

常标本时，注意显示所有细胞，要看到Ⅱ型和Ⅲ型

门内每个细胞的分布位置。同时注意Ⅱ型门不要

用矩形，以免将CD235a和CD59弱表达的细胞划入

Ⅱ型门中（图5）。

四、结果分析和报告

（一）结果分析和解读

虽然红细胞检测能明确具体是哪型GPI缺失，

但缺失的百分比和临床表现的关系尚未明确。值

得一提的是，随着依库珠单抗（eculizumab）在临床

的使用，红细胞 PNH 检测也能用来监测其治疗效

果，因为该药物能够抑制GPI缺失细胞补体介导的

溶血反应，可以更容易地检测异常克隆大小［4,22-24］。

对于同一病例，中性粒细胞和单核细胞中GPI

锚连蛋白缺失比例大多一致。但红细胞检测出的

PNH克隆往往小于白细胞，原因是患者在检测前接

受输血或发生血管内溶血及正常红细胞寿命更

长。标本中通常会有比例不等的正常细胞，这些正

常细胞是最好的内参，不仅可以验证抗体活性，而

且可以确定Ⅰ型细胞的界限。

当粒细胞和红细胞的PNH克隆数＞LLOQ时，

按照定量结果报告，即报具体的PNH克隆比例。当

红细胞或粒细胞 PNH 克隆＞LOD，但＜LLOQ 时，

则按照定性结果报告，即本次检测发现微量的PNH

表型细胞，但数量较低，未到达定量的标准，建议定

期复查。

对 PNH 克隆的报告，国际上提出了规范化的

命名［12］：

1. PNH细胞＞1％时称PNH克隆；

2. PNH细胞为0.1％～1％时称低量PNH克隆；

3. PNH细胞＜0.1％时称存在少量GPI缺陷细

胞，或存在少量PNH表型细胞。

（二）报告格式

推荐采用流式二维点图结合表格形式，最终的

分析结果应避免使用阳性或阴性这种易混淆结果

的术语。在结果中显示出共获取红细胞、粒细胞及

单核细胞的总数，报告本次检测红细胞和粒细胞的

图5 设门对Ⅱ型阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）克隆分析的影响。A～C为正常人标本，其中B示矩形门，Ⅱ型门内显示有34个非特异

性细胞、CD235a信号弱，C使用不规则门，Ⅱ型门内5个细胞；D：PNH克隆阳性标本，Ⅲ型和Ⅱ型门内细胞CD235a强度较强
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LLOQ和LOD（图6）。

红细胞：Ⅰ型红细胞平均寿命是 120 d，Ⅲ型红

细胞平均寿命是 10～15 d，Ⅱ型红细胞平均寿命介

于Ⅰ型与Ⅲ型之间。由于Ⅱ型红细胞和Ⅲ型红细

胞具有明确的临床意义，而且FCM能够很好的将其

区分，因此在报告中要分别体现Ⅱ、Ⅲ型红细胞的

克隆大小以及Ⅱ+Ⅲ的克隆大小。

白细胞：Ⅱ型细胞可能与Ⅲ型细胞重叠，大多

难以区分。迄今为止，还没有研究报告Ⅱ型中性粒

细胞和单核细胞的临床实用性，因此推荐在报告中

只分别报粒细胞和单核细胞的总PNH克隆比例。

五、室内与室间质控

对于PNH流式检测，目前缺乏相应的商品化室

内质控物，国内临床检验中心也未开展相关的室间

质评。对于这种情况，建议由开展PNH流式检测的

区域中心单位牵头进行室间比对，各单位也可以保

存阳性标本（红细胞可以用含甘露醇的红细胞保存

液4 ℃保存30 d）进行室内质控。
（执笔：朱明清、吴雨洁）
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洁（江苏省人民医院）；王慧君（中国医学科学院血液病医院）；王亚

哲（北京大学人民医院）；翁香琴（上海交通大学医学院附属瑞金医

院）；翟亚萍（河南省人民医院）；万岁桂（首都医科大学宣武医院）；
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图6 阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）克隆检测报告示意图
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