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流式细胞术检测孕妇外周血中胎儿红细胞的应用价值*
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  摘 要:目的 探讨流式细胞术和血红蛋白电泳联合检测诊断胎母输血综合征的价值。方法 采用抗胎

儿血红蛋白(HbF)单克隆荧光抗体滴度试验找出流式细胞术检测时抗 HbF单克隆荧光抗体与胎儿红细胞数

量的最佳反应比,再对该方法的准确度、灵敏度、特异度及重复性进行评价,最后对临床疑似发生胎母输血综合

征的孕妇外周血分别采用流式细胞术和血红蛋白电泳进行胎儿红细胞和 HbF检测。结果 胎儿红细胞数量

与抗HbF单克隆荧光抗体的最佳反应比为5×104 个∶6
 

μL;流式细胞术检测结果与血红蛋白电泳及K-B法

结果均具有一致性,该方法的灵敏度随流式细胞仪收集红细胞总量的增加而增加,抗 HbF单克隆荧光抗体对

除HbF外的血红蛋白变异体无染色,并且对固定及渗透处理后的红细胞悬液在90
 

d内的检测结果重复性好;
90例孕妇外周血标本中成功检出2例胎母输血综合征。结论 该研究建立了流式细胞术检测胎母输血综合征

的非创伤性产前确诊方法。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

value
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

flow
 

cytometry
 

and
 

hemoglobin
 

elec-
trophoresis

 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

fetomaternal
 

hemorrhage.Methods Used
 

the
 

anti-fetal
 

hemoglobin
 

(HbF)
 

monoclonal
 

fluorescent
 

antibody
 

titer
 

experiment
 

to
 

find
 

out
 

the
 

optimal
 

response
 

ratio
 

of
 

the
 

anti-HbF
 

mono-
clonal

 

fluorescent
 

antibody
 

to
 

fetal
 

red
 

blood
 

cells
 

in
 

the
 

detection
 

by
 

flow
 

cytometry.Then
 

the
 

accuracy,sen-
sitivity,specificity

 

and
 

repeatability
 

of
 

the
 

method
 

were
 

evaluated.Finally,fetal
 

red
 

blood
 

cells
 

and
 

HbF
 

were
 

respectively
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

and
 

hemoglobin
 

electrophoresis
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

of
 

pregnant
 

women
 

with
 

suspected
 

FMH.Results The
 

optimal
 

ratio
 

of
 

fetal
 

red
 

blood
 

cells
 

to
 

anti-HbF
 

antibody
 

was
 

5×
104∶6

 

μL.The
 

results
 

of
 

flow
 

cytometry
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

results
 

of
 

hemoglobin
 

electrophoresis
 

and
 

K-B
 

method.The
 

sensitivity
 

of
 

the
 

method
 

increased
 

with
 

the
 

total
 

amount
 

of
 

red
 

blood
 

cells
 

collected
 

by
 

the
 

flow
 

cytometer.Anti-HbF
 

monoclonal
 

fluorescent
 

antibody
 

did
 

not
 

stain
 

hemoglobin
 

variants
 

except
 

HbF,and
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

the
 

fixed
 

and
 

permeabilized
 

red
 

blood
 

cell
 

suspension
 

within
 

90
 

days
 

had
 

good
 

repeat-
ability.Two

 

cases
 

of
 

fetomaternal
 

hemorrhage
 

were
 

successfully
 

detected
 

in
 

the
 

peripheral
 

blood
 

samples
 

of
 

90
 

pregnant
 

women.Conclusion A
 

non-invasive
 

prenatal
 

diagnosis
 

method
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

fetomaternal
 

hemorrhage
 

by
 

flow
 

cytometry
 

is
 

established.
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  健康的胎盘在母体和胎儿间起转运营养、气体和

废物的作用,母体和胎儿各自外周循环中细胞是互相

独立的。当胎盘受损,引起胎儿失血,且胎儿全血进

入母体血液循环达到一定量时可引起母亲和胎儿发

生溶血性反应,即胎母输血综合征(FMH),其发病率

和病死率均较高,病情的严重性取决于胎儿的失血

量[1]。FMH患者早期没有明显的临床症状,晚期诊

断主要依靠胎动减少或消失,胎心监护出现典型的正

弦曲线、胎心基线变异减少及晚期减速,B超检查显

示胎儿水肿及胎儿生长受限等[2]。因此,FMH 早发

现极为重要,建立一个快速、准确、客观评估胎儿失血

量的方法非常关键。国外几乎所有(96%)对FMH
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的确 诊 依 靠 纸 片 扩 散 (K-B)法。血 红 蛋 白 电 泳

(HBE)检测胎儿血红蛋白F(HbF)百分含量也可作

为辅助诊断FMH 的方法。FMH 评估指南指出,随
着流式细胞术(FCM)

 

的广泛使用,这项技术已成为

诊断FMH的金标准,受限于流式细胞仪,该方法在

国内还没有推广[3];同时,荧光素、圈门策略及仪器的

灵敏度不同[4],也会导致检测结果的变异和缺乏客观

性,每个实验室在建立该方法时应进行性能确认。本

研究先通过抗HbF单克隆荧光抗体滴度试验找出胎

儿红细胞数量与抗HbF单克隆荧光抗体的最佳反应

比,建立FCM检测胎儿红细胞的标准化操作步骤,再
对该方法的准确度、灵敏度、特异度及重复性进行确

认,最后分别采用FCM及HBE对疑似FMH孕妇外

周血标本进行胎儿红细胞和 HbF检测,并将检测结

果与K-B法进行比较,结合患者临床相关症状,明确

FCM在FMH诊断中的价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年10月至2021年7月本

院产科90例孕妇作为研究对象,年龄21~36岁,中
位年龄27岁,患者自觉胎动减少、超声多普勒检查示

胎儿大脑中动脉收缩期血流峰值>正常值的1.5倍

中位数倍数(MoM)、胎心监护出现典型的正弦曲线、
胎心基线变异减少及晚期减速。通过 HBE或珠蛋白

生成障碍性贫血(简称地贫)基因筛查,选出最常见的

含有血红蛋白变异体或地贫相关基因的5份外周血

标本,分别含有α-链血红蛋白变体(α-HbV)、β-链血红

蛋白变体(β-HbV)、δ-链血红蛋白变体(δ-HbV)、α-地
贫相关基因、β-地贫相关基因。
1.2 仪器与试剂 主要仪器包括血细胞分析仪(日
本希森美康公司),流式细胞仪(美国贝克曼库尔特公

司),血红蛋白电泳仪(法国赛比亚公司),显微镜(日
本奥林巴斯公司);主要试剂包括血红蛋白测定试剂

盒(法国赛比亚公司),磷酸盐缓冲液(PBS,美国 Hy-
Clone公司),25%戊二醛(美国Sigma公司),聚乙二

醇辛基苯基醚(美国赛默飞公司),抗人 HbF-FITC单

克隆抗体(美国赛默飞公司),磷酸氢二钠(重庆博艺

化学试剂有限公司),枸橼酸(成都市科隆化学品有限

公司),伊红(天津市科密欧化学试剂有限公司),小牛

血清清蛋白(BSA,美国Sigma公司),乙醇(重庆川东

化工集团有限公司)。
1.3 方法

1.3.1 FCM 采用FCM 检测胎儿红细胞百分比

(fetal-RBC)。血细胞分析仪计数EDTA抗凝脐带血

和孕妇外周血红细胞数量后,选择红细胞数量和血红

蛋白含量相似的2个样品,按照抗体说明书制备脐血

和孕妇血红细胞悬液,并使其终浓度为(4~6)×
104/μL,然后按比例混合上述红细胞悬液,得到一系

列fetal-RBC理论值(THV)为100%、25%、8%、5%、

2%和0%的混合红细胞悬液;加1~5
 

μL红细胞悬

液、4~8
 

μL
 

抗HbF抗体和70
 

μL
 

PBS/BSA(0.1%)
到流式管中,室温避光孵育15

 

min,再加入2
 

mL
 

PBS/BSA
 

涡旋混匀后以600×g离心5
 

min,最后移

除上清液并加入0.5
 

mL
 

PBS/BSA重悬红细胞上机

检测[5]。
 

1.3.2 K-B法 采用 K-B法检测fetal-RBC。按常

规制备血涂片,自然干燥>10
 

min,80%乙醇固定5
 

min,水洗待干,将固定后的血涂片在37
 

℃的酸性缓

冲液(0.2
 

mol/L磷酸氢二钠12.3
 

mL、0.1
 

mol/L枸

橼酸37.7
 

mL、pH值为3.3±0.2)中洗脱8
 

min,冲
洗干燥;在10

 

g/L伊红染液中染色1
 

min,水洗待干

后,计数1
 

000个红细胞中胎儿红细胞数量[6],胎儿红

细胞为红色,成人红细胞为无色淡影。
1.3.3 HBE 采用 HBE检测 HbF。血红蛋白电泳

仪开机自检结束后,检测血红蛋白 A2(HbA2)和
HbF质控标本,室内质控通过后将待测标本推入进样

仓进行外周血HbF检测。
1.4 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism
 

5软件进行

数据分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,两组间比较采用配对t检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 FCM检测胎儿红细胞数量方法的建立 按试

剂说明书推荐5
 

μL抗 HbF单克隆荧光抗体可染色

2×105 个红细胞,上机检测结果不佳。为检测抗体的

效价,采用THV为25%且胎儿红细胞数量约为5×
104 个脐血和孕妇血混合红细胞悬液,分别与3、4、5、
6和7

 

μL抗HbF单克隆荧光抗体反应,上机检测fe-
tal-RBC为(23.33±0.33)%,胎儿红细胞数量与成人

红细胞数量平均荧光强度差(ΔMFI)为10.65~55.52
(图1A)。为进一步验证抗原抗体最适反应比,取1

 

μL脐血红细胞悬液(含胎儿红细胞5×104 个)分别与

5、6、7和8
 

μL抗 HbF单克隆荧光抗体反应,抗体量

为5~6
 

μL时,fetal-RBC及荧光强度(MFI)升高幅度

最大,但随着抗体量增加,MFI缓慢增加,而fetal-
RBC开始降低(图1B)。综合考虑后,fetal-RBC和

MFI在后续试验中均按胎儿红细胞数量与抗 HbF单

克隆荧光抗体比为5×104 个∶6
 

μL进行荧光抗体

染色。
2.2 FCM检测胎儿红细胞方法性能验证 分别采

用 FCM、HBE 及 K-B 法 检 测 fetal-RBC 理 论 值

(THV)为25%、8%、5%、2%的脐血和孕妇混合血红

细胞悬液,3种方法准确度比较,差异无统计学意义

(P>0.05),THV与FCM、FCM与HBE、FCM与K-
B法fetal-RBC理论值与实测值比较,差异均无统计

学意义(P=0.591、0.217、0.286)(图2A)。同时采用

FCM检测值(Y)与理论值(X1)及 HBE检测值(X2)
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分别进行直线回归分析,得到Y=0.969X1+0.426
(R2=0.999

 

95)和Y=1.185X2-0.229(R2=
0.999

 

76)。
检测灵敏度和流式细胞仪收集的总细胞数密切

相关,总细胞数越多,灵敏度越高。引入反应体系的

总红细胞量数最少为5×104 个,仪器收集到30个及

以上信号数为有效细胞群,该方法检测胎儿红细胞的

最低灵敏度为0.06%,随着参加反应总红细胞数量增

加,相应的检测灵敏度也不断提高,见表1。
采用FCM对含有α-HbV、β-

 

HbV、δ-
 

HbV、α-地
贫伴 HbCs外周血进行fetal-RBC检测,结果均<
0.68%,见表2。值得注意的是,对于β-地贫伴 HbF
升高的成人外周血,FCM 检测到30.08%

 

HbF弱阳

性,即 MFI较低的红细胞(F-RBC)(图2B),而 HBE
检测到HbF

 

相对含量仅为10.6%,通过比较FCM和

HBE结 果,可 以 将fetal-RBC 与 F-RBC 明 确 区 分

开来。
由于FCM 分析对象为活细胞,为了避免自然凋

亡造成的计数降低,将外周血标本制成固定好的红细

胞悬液并储存在4
 

℃,在90
 

d内进行了5次fetal-
RBC检测,高、中、低3种水平的变异系数(CV)分别

为1.36%、3.22%、7.00%,均小于10.00%(图2C)。

  注:A为混合红细胞悬液中fetal-RBC理论值为25%;B为脐血红

细胞悬液中fetal-RBC理论值为100%。

图1  不同剂量抗 HbF抗体染色后FCM检测

fetal-RBC及 MFI

2.3 FCM 检测胎儿红细胞和 HBE检测 HbF 将

K-B法检测胎儿红细胞百分比大于
 

0.68%暂定为

FMH诊断标准,对90例疑似FMH孕妇外周血标本

进行FCM和HBE联合检测:82例孕妇外周血标本

联合检测均为阴性,排除FMH诊断;各有3例孕妇外

周血标本单检阳性,结合地贫基因筛查结果,判定为

假阳性;2例孕妇外周血标本联合检测均为阳性,确诊

为FMH。
表1  FCM检测胎儿红细胞的灵敏度评价实验

THV
(%)

总细胞

采集数(个)
胎儿红细胞

采集数(个)
胎儿红细胞

MFI
fetal-RBC
(%)

100.00 8
 

038 7
 

836 45.02 97.49

25.00 6
 

753 1
 

621 47.95 24.00

8.00
 

5
 

767 473 68.34 8.20
  

5.00
 

5
 

506 308 68.01 5.59

2.00
 

5
 

013 136 71.03 2.71

0.00 58
 

549 151 33.95 0.26

表2  FCM检测胎儿红细胞的特异度评价实验

异常血红蛋白病种类 总细胞采集数(个) fetal-RBC(%)

α-HbV 58
 

005 0.54

β-HbV 57
 

539 0.00

δ-HbV 59
 

122 0.04

α-地贫伴 HbCs 60
 

001 0.13

β-地贫伴 HbF增高 57
 

653 30.08

2.4 诊断FMH病例2例 1例患者孕40周,胎心

监护异常6
 

h后采集外周静脉血进行FMH检测,结
果如 下:FCM 检 测fetal-RBC 为 6.09%,MFI为

56.78(图3A),HBE检测 HbF百分含量为4.90%
(图3B),随后进行K-B

 

法验证,K-B法计数为6.30%
(图3C),3项检测结果一致,均提示FMH发生,医生

对患者紧急进行剖宫产,产下1名活胎男婴,Apgar
评分为8分(肤色扣1分、肌张力扣1分)-10-10分。
另1例患者孕39周,腹痛2

 

h,坚持顺产,常规子宫收

缩近5
 

h,顺产分娩一活女婴,Apgar评分6分(肤色

扣2分,呼吸扣1分,肌张力扣1分)-7分(肤色扣2
分,呼吸扣1分)-7分(肤色扣2分,呼吸扣1分),并
进行FMH 相关检测,fetal-RBC为6.57%,HbF为

4.90%,根据公式估计胎儿失血量为230
 

mL,考虑存

在新生儿贫血转入新生儿科。
2.5 除外FMH诊断病例1例 孕妇27岁,妊娠12
周后开始常规产前检查,HBE屡次发现 HbF升高。
最近1次HBE结果:HbF为6.40%,HbA2为2.1%
(图4A),血常规检测结果如下:红细胞计数为3.56×
1012/L,血红蛋白为120

 

g/L,血细胞比容为36.10%,
平均红细胞体积为101.4

 

fL,平均红细胞血红蛋白含

量为33.7
 

pg,平均红细胞血红蛋白浓度为332.0
 

g/L。产科医生建议孕妇先进行地贫基因筛查,基因

位点包含α-地贫的153个突变和4个常见缺失,β-地
贫的348个突变和3个常见缺失,未见阳性结果;再
进行FMH 实验室检查,FCM 未检测到胎儿红细胞
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(图4B),但 F-RBC 百 分 比 高 达38.93%,MFI为

12.29,与HBE检测的 HbF含量相差较大。随后对

该患者标本行针对α基因稀有缺失、α三联体和血红

蛋白持续增多症相关的DNA凝胶电泳,得出此患者

是存在αααanti4.2 的α-地贫患者(图4C),这就解释了孕

妇HbF百分比增高的原因。

  注:A为FCM、HBE、K-B法的理论值与实测值比较;B为FCM 检测β-地贫伴 HbF升高患者外周血的fetal-RBC;C为90
 

d内fetal-RBC高、

中、低水平的5次FCM检测值。

图2  FCM检测胎儿红细胞方法的准确性、特异度及重复性验证

  注:A为FCM检测到胎儿红细胞-右侧峰,MFI为56.78;B中箭头所指的中间峰代表HbF,含量为4.90%;C为伊红染色阳性的胎儿红细胞及

伊红染色阴性的成人红细胞。

图3  1例FMH阳性病例检测结果

  注:A中箭头所指的中间峰代表 HbF,百分含量为6.40%;B为FCM检测到的右侧峰,为 HbF弱阳性红细胞,MFI为12.29;C为基因检测结

果,左边5道分别为DNA标志物、αααanti3.7 和αααanti4.2 阴性对照和阳性对照;右边2道为待测样品αααanti3.7 和αααanti4.2 的检测结果。

图4  1例排除FMH的αααanti4.2 地贫病例检测结果

3 讨  论

FMH发病机制或诱因目前不清楚,中度到严重

程度的FMH 发病率估算为每1
 

000个新生儿出现

1~3个[7-9]。FMH的流行病学调查缺乏大量数据的

前瞻性研究,同时部分产科医生对其警惕程度不够均

导致该病现有发病率比实际情况低很多[1]。有研究

支持对急性腹部创伤的孕妇,若出现新生儿贫血、胎
儿宫内发育迟缓、胎儿水肿及不明原因死胎均应及时

开展FMH筛查[10-11]。本研究共检测90例临床怀疑

FMH的孕妇外周血标本,确诊FMH
 

2例,阳性率为

2.22%,远远高于其估算的发病率,提示对于出现胎

儿宫内贫血的孕妇很大一部分可能漏诊了FMH。因

此,有必要将FMH的确诊试验作为常规产前检查项

目,以便能够及时发现早期FMH,避免晚期出现严重

后果;同时对这类病例的积累,也为FMH 的流行病

学研究提供了临床参考数据。
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K-B法检测胎儿红细胞已有60年历史,它是利

用HbF不被酸洗脱的原理使胎儿红细胞显红色,成
人红细胞为无色淡影,最初主要用来评估Rh阴性孕

妇预防性抗RhD免疫球蛋白的使用剂量,因此,只对

Rh阴性孕妇做该检查。因其成本低,不需要特殊仪

器,目前仍是大部分中国医生诊断FMH的首选实验

室方法,待产妇胎儿红细胞百分含量参考值范围小于

0.68%,但手工操作(如血片厚度、干燥度及酸性缓冲

液洗脱时间等)均会影响胎儿红细胞染色[10],结果判

定主观性强,重复性差,在不同实验员或实验室间检

测结果差异较大,而且当孕妇红细胞存在耐酸的血红

蛋白变异体,或存在如β-地贫、镰刀型细胞贫血、遗传

性持续性胎儿血红蛋白综合征等造成F-RBC比例升

高的血红蛋白病时,K-B法检测会出现假阳性[12-13]。
HBE检测的是红细胞溶血后各血红蛋白组分的百分

比,成人红细胞仅有非常少量甚至没有 HbF(0~
2%),胎儿红细胞主要组分即 HbF,然而25%的孕妇

从怀孕8周起红细胞 HbF开始增加,到孕32周时

HbF百分含量可高达7%[3],因此,HBE虽可以辅助

诊断FMH[14],但不能确诊。与K-B法比较,FCM 检

测操作简单,省时、省力,该法基于胎儿红细胞含70%
以上的HbF,健康成人红细胞含90%以上的HbA,利
用抗HbF单克隆荧光抗体特异性标记胎儿红细胞中

的HbF,而不与母血红细胞中的 HbA或其他血红蛋

白变异体反应,从而准确测定胎儿红细胞在母血红细

胞中的百分比,且流式细胞仪可在短时间内收集数万

至数 十 万 个 细 胞 信 号,检 测 灵 敏 度 及 重 复 性 较

高[10,15],结果客观稳定,是临床确诊FMH 的实验室

检测发展方向。
    

本研究对临床90例疑似FMH的孕妇外周血标

本分别进行 FCM 和 HBE两种方法检测,93.33%
(84/90)的结果具有一致性。其中3例标本FCM 结

果为胎儿红细胞百分含量偏高,而 HBE结果显示红

细胞裂解液中主要为 HbA和 HbA2,HbF相对百分

含量较低,其原因可能是没有采用新鲜脐血作为阳性

对照,流式细胞仪每天的flowcheck虽然合格,但光路

同前次还是有少许差异,因而造成FCM 检测后结果

为假阳性;另外3例检测结果不一致的情况是FCM
仅检测到HbF弱阳性的F-RBC,未检测到 HbF强阳

性的胎儿红细胞,HBE结果为 HbF>2%且 HbA2>
3.5%,因为 HbA2>3.5%是β-地贫患者 HBE的典

型表现,相对高水平的HbF也是地贫表现之一[16],经
过地贫基因检测,3例患者均确诊为伴HbF升高的β-
地贫。因此,本研究在后续进行FMH 确诊试验时,
均采用FCM 和 HBE两种方法,并且每次FCM 检测

需加新鲜脐血作为阳性对照,以确定阴阳界限。
值得注意的是,母血中胎儿红细胞数量主要和以

下3个因素有关,胎儿失血量、出血时间及母血中是

否存在胎儿红细胞抗体,出血时间太久或母血中存在

针对胎儿红细胞的抗体,均可导致检测结果偏低甚至

假阴性。因 此,检 测 时 机 非 常 重 要。本 研 究2例

FMH患者,1例患者采用FCM 及 HBE联合检测确

诊为FMH后及时行剖宫产,胎儿情况良好,另1例孕

妇腹痛发生后坚持顺产,医生对FMH 的警惕性不

足,未及时进行检测,新生儿贫血严重,情况较差。
FCM及HBE联合检测操作简单,检测时间短,孕妇

仅需提供1
 

mL抗凝外周血,即可对外周血中胎儿红

细胞数量进行动态监测,为FMH筛查纳入大规模常

规产前检查提供了可能性。重庆作为全国地贫高发

地区之一,FMH筛查同样也能为稀有基因型地贫的

鉴别诊断提供新证据。而且ABO血型相容的胎儿红

细胞与成人外周血红细胞的寿命相同[17],对于分娩时

出现胎儿窘迫或贫血的产妇在生产4个月内均可采

集外周血进行FMH筛查找到原因。
综上所述,本研究建立了FCM 检测FMH 的非

创伤性产前诊断方法,其联合 HBE检查,不但可以动

态监测评估宫内胎儿出血量,而且为后续治疗方案的

调整提供依据,改善了胎儿不良预后。
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成分,多糖是由多个单糖聚合而成的一类天然的高相

对分子质量物质,对羟基自由基有明显的清除作用,
具有良好的抗氧化活性[21],而羟基自由基诱发的细胞

损伤是ILD的病理生理基础之一[22]。因此,多糖具

有抗炎、抗菌、抗肿瘤、抗衰老、抗病毒及免疫调节等

多种功能;天然活性多糖在调节机体免疫功能的同时

无明显不良反应,是理想的免疫调节剂。
综上所述,笔者认为,举元煎联合GC和CTX治

疗CTD-ILD能控制或逆转CTD-ILD病情,起到增效

减毒作用,安全性较高,值得在临床推广。
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