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    前言
  


  
    随着现代临床医学技术的快速发展，医学检验与临床诊疗之间的相互联系越来越密切，临床医学的诊治决策要求医学检验提供的检验结果具有高效性、准确性和经济性，临床实验的合理选择与应用也是临床专病诊治路径的重要支撑，临床医学快节奏的诊疗流程还要求医学检验人员具有向临床医师对检测结果做出科学的解释和提供临床咨询的能力与水平。
  


  
    目前，现代化的临床医学实验室具有的自动化检验设备和高科技的分析技术几乎可以检测患者体液中的各种物质，甚至核苷酸类型。面对众多的实验项目选择和复杂的检验结果判断，临床高年级实习医师、住院医师、检验医师和高级检验技师要共同面对的问题是：根据患者的主要临床症状与表述需要选用哪些检查？这些检查的影响因素有哪些？检验结果在帮助解释临床症状时的指导价值有多大？临床实验室技术人员应该如何根据临床医师的需求提供合理的实验与分析。因此，很有必要编写一本将先进的实验诊断技术与临床诊疗流程相结合，适用于临床医师与医学实验室工作人员的参考书。
  


  
    本书在疾病类型、检验路径双方知识结构互补的基础上，讲述如何选择各种实验室检查，如何解释实验室检查结果，在每一章中提供了简洁的实验室初筛实验与确诊实验检查路径，分析在疾病诊断中哪些检验是确诊的关键实验，在每一大类实验后提供典型病例的实验诊断分析，希望能有助于年轻医师快速掌握与应用实验室检查结果。
  


  
    本书的编写人员均为具有丰富检验与临床结合经验的高级检验技师或临床医师。随着医学科学的快速发展，书中难免会有不足之处，真诚希望各位前辈与同仁提出批评指正。
  


  
    王兰兰
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    第一章 红细胞疾病
  


  
    红细胞疾病是泛指红细胞数量、形态、性能、组分的变化引起的机体各种异常，主要表现为贫血或红细胞增多症。红细胞疾病的诊断包括疾病的确定和病因或病性的明确。血细胞分析、网织红细胞、骨髓涂片等实验室检查对疾病的诊断及病因的明确有重要价值。
  


  
    第一节 贫血概论
  


  
    贫血（anemia）是由多种原因引起的外周血单位容积内血红蛋白（hemoglobin，Hb）浓度、红细胞计数（redbloodcel，RBC）及血细胞比容（hematocrit，Hct）低于本地区、相同年龄和性别的人群的参考值下限的一种症状。贫血是组织中红细胞量减少的一种临床症状，既可是原发于造血器官的疾病，也可以是某些系统疾病的表现。由于贫血可影响机体全身的器官和组织，故导致的临床症状和体征可涉及全身各系统。实验室检查在诊断、病因学研究、治疗决策和评价中起着重要作用。诊断贫血常应用的实验室检查有血细胞分析检查、红细胞形态观察、网织红细胞计数、骨髓细胞形态学及病理组织学检查等。其诊断应包括三个重要步骤：①确定有无贫血及贫血的严重程度；②贫血的类型；③查明贫血的原因或原发病。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图1‐1。
  


  
    1﹒确定有无贫血及贫血的严重程度
  


  
    在确定有无贫血时，Hb和Hct为最常用的诊断指标，诊断标准见表1‐1。
  


  
    以上诊断标准的地区以海平面计，海拔每增高1000m，血红蛋白应增高约4%。根据血红蛋白浓度，成人贫血的程度可划分为4级。轻度为相应组别Hb参考值下限至91g／L，症状轻微；中度为60～90g／L，体力劳动时心慌气短；重度为31～60g／L，休息时感心慌气短；极重度为≤30g／L，常合并贫血性心脏病。
  


  
    2﹒贫血的类型确定
  


  
    贫血基于不同的临床特点有不同的分类，主要有按细胞形态学变化、骨髓增生程度和据病因及发病机制进行的分类（表1‐2）。红细胞形态学分类法对贫血的诊断能提供线索，有实用价值，但过于简单，有时难以概括贫血的全貌。病因及发病机制分类法对贫血的病因和发病机制有所分析，利于对贫血的诊断和治疗，但对多种因素所致的贫血无法进行归类。随着实验技术的进展及对贫血发病机制的进一步了解，贫血的分类将更趋于完善。
  


  
    [image: 贫血实验室诊断形态学分类路径图]


    
      图1‐1 贫血实验室诊断形态学分类路径图
    


    
      MCV：平均红细胞体积；MCH：平均红细胞血红蛋白量；MCHC：平均红细胞血红蛋白浓度
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      表1‐1 贫血的诊断标准（结合我国各地区正常参考值制订）
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      表1‐2 贫血的分类
    


    

  


  
    

  


  
    根据红细胞形态学指标平均红细胞体积（meancorpuscularvolume，MCV）、平均红细胞血红蛋白量（meancorpuscularhemoglobin，MCH）、平均红细胞血红蛋白浓度（meancorpuscular hemoglobinconcentration，MCHC）划分的贫血类型是最常用的（表1‐3）分类方法，可对进一步的病因诊断提供准备和诊断方向。
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      表1‐3 据MCV、MCH、MCHC对贫血进行分类
    


    

  


  
    3﹒查明引起贫血的原因或原发病
  


  
    贫血的诊断以查明贫血的性质和病因最为重要，在确定贫血存在及其程度之后，贫血的诊断思路为分析各项实验室检查结果确定贫血的类型，同时，紧密结合临床资料，进行综合分析，确定进一步的检查，寻找贫血病因。表1‐4为常见贫血的病因分类。
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      表1‐4 贫血的病因分类
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      续表
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    贫血的诊断过程是在详细了解患者病史和仔细的体格检查的基础上，先进行血液学的一般检查，根据检查结果，分析确定贫血的类型，结合临床资料，得出初步的诊断意见和明确进一步的检查方向，然后有的放矢地选择最直接、最有效、最有价值、最经济的病因检查项目及项目组合和检验步骤。贫血的诊断所涉及的相关实验主要有以下几种。
  


  
    1﹒全血细胞计数（completebloodcelcount，CBC）
  


  
    目前多使用血细胞分析仪对血液中的有形成分（红细胞、白细胞和血小板）的数量和质量进行检测。主要检测的红细胞相关项目有：
  


  
    红细胞计数（RBC）
  


  
    血红蛋白测定（Hb）
  


  
    红细胞形态检查
  


  
    血细胞比容测定（Hct）
  


  
    红细胞平均指数（MCV、MCH、MCHC）
  


  
    红细胞体积分布宽度（RBCdistributionwidth，RDW）
  


  
    2﹒网织红细胞（reticulocyte，Ret）
  


  
    为外周血内尚未完全成熟的红细胞。既可用网织红细胞数占红细胞的百分率进行相对计数，也可检测网织红细胞的绝对计数。检测网织红细胞荧光强度（fluorescentreticulocyte，FR），其高荧光强度（HFR）、中荧光强度（MFR）和低荧光强度（LMR）的结果可判断其成熟程度。网织红细胞成熟指数（reticulocytematureindex，RMI）是定量表达外周血中网织红细胞相对成熟度，指全部网织红细胞中高RNA含量细胞的相对比例。溶血性贫血时网织红细胞明显增多，生成指数多大于2。
  


  
    3﹒骨髓细胞学检查
  


  
    骨髓有核细胞的增生程度特别是红系的增生情况，各系统细胞的数量和形态学检测，骨髓铁染色是贫血诊断常用的检查。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析检测：可进行贫血的确诊；用于贫血的形态学分类；是贫血诊断的初选实验。本实验只能提供临床诊断的线索，需进一步选择相关实验进行疾病确诊。
  


  
    红细胞计数、血红蛋白浓度和血细胞比容是诊断贫血（表1‐1）及判断贫血程度的检测指标。但应注意，海拔在3500m的高原地区占我国面积六分之一，其贫血诊断标准应注意另补充规定。同时在贫血的诊断中不可忽视血液浓缩和血液稀释对诊断的影响。
  


  
    红细胞平均指数（MCV、MCH、MCHC）及红细胞体积分布宽度（RDW‐CV、RDW‐SD）可进行贫血的形态学分类。临床据外周血检测结果进行分类：Wintrobe根据外周血红细胞的三平均指数（MCV、MCH、MCHC）的检测结果对贫血进行了分类（表1‐3）。本分类方法可用以推测贫血的病因，特别是对小细胞低色素性贫血和大细胞性贫血的病因可能帮助较大，但使用的均是平均值指标，为进一步进行贫血的分类，Bessman于1983年提出了MCV和RDW对贫血的形态学分类方法，将贫血分为正细胞均一性（如急性失血、溶血），大细胞均一性（如再生障碍性贫血、MDS），小细胞均一性（如慢性疾病性贫血、轻型地中海贫血），正细胞不均一性（如铁粒幼细胞性贫血、双相性贫血），小细胞不均一性（如缺铁性贫血）和大细胞不均一性（如巨幼细胞贫血）。同时，通过对镜下红细胞形态的观察，当某类异常形态较多出现时对贫血的疾病诊断也有重要提示作用，如出现小细胞低色素性红细胞常见的疾病有缺铁性贫血、珠蛋白合成障碍性贫血；大红细胞常见于巨幼细胞贫血、溶血后贫血、骨髓纤维化；球形红细胞常见于遗传性球形红细胞增多症、自身免疫性溶血性贫血、微血管病性溶血性贫血；靶形红细胞常见于珠蛋白生成障碍性贫血；泪滴形红细胞伴有有核红细胞常见于骨髓纤维化、骨髓病性贫血、巨幼细胞贫血；红细胞缗钱状排列常见于多发性骨髓瘤、巨球蛋白血症、冷凝集素综合征及其他球蛋白增多性疾病。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    网织红细胞：网织红细胞计数的相对值或绝对值，网织红细胞成熟指数及网织红细胞荧光强度测定是反映骨髓红细胞造血功能的重要指标。在贫血的诊断和鉴别诊断中起重要作用。RMI增高是红细胞的早期指征，贫血早期当网织红细胞计数正常时，RMI已增高。网织红细胞计数和网织红细胞成熟指数联合可鉴别贫血。
  


  
    骨髓象检查：对患者进行骨髓涂片检测，根据骨髓有核细胞增生程度及形态学特征可对贫血进行分类：①增生性贫血：多见于溶血性贫血、失血性贫血、缺铁性贫血；②增生不良性贫血：多见于再生障碍性贫血、纯红细胞再生障碍；③骨髓红系成熟障碍性贫血（红细胞无效性生成）：见于巨幼细胞贫血、MDS和慢性疾病性贫血。本实验可作为某些贫血疾病的确诊性实验，多在诊断困难时，进行骨髓象检测，但其为有创检查，许多贫血诊断可用Ret初步进行骨髓增生程度的判断。
  


  
    3﹒各类贫血实验室诊断常用检测
  


  
    根据骨髓增生程度和临床资料判断患者贫血的可能原因，选择适用的实验室检查（表1‐5），进行最后诊断。
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      表1‐5 据骨髓增生程度进行贫血诊断的主要实验室检测
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      续表
    


    

  


  
    可选择针对性的实验室检测项目，进行贫血的筛查、确诊和鉴别诊断。但贫血的病因有时很明显，有时很隐匿。对暂时因实验方法及诊断条件等原因不能明确诊断者，可在保证患者安全的前提下，实施某些诊断性治疗，如疑诊为缺铁性贫血患者给予铁剂治疗，并观察疗效。
  


  
    第二节 小细胞性贫血
  


  
    小细胞性贫血分为小细胞低色素性贫血和单纯小细胞性贫血，临床多见及不易鉴别诊断的为小细胞低色素性贫血，其主要包括缺铁性贫血、珠蛋白合成障碍性贫血、铁粒幼细胞性贫血和慢性病贫血。缺铁性贫血是最为常见的小细胞低色素性贫血，根据血清铁、总铁结合力等反映体内铁缺乏的实验室指标可对其进行初步的实验室诊断。血红蛋白电泳等检测异常血红蛋白存在的指标和红细胞的形态分析等可进一步对小细胞低色素性贫血进行鉴别。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图1‐2。
  


  
    二、相关实验
  


  
    小细胞低色素性贫血主要包括缺铁性贫血、珠蛋白合成障碍性贫血、铁粒幼细胞性贫血和慢性病贫血，而缺铁是最常见的病因。疾病的诊断首先应确定是否贫血，贫血性质是否系缺铁性。同时实验室检测还应包括病因的寻找。
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    红细胞计数及红细胞形态检查。
  


  
    2﹒网织红细胞检查
  


  
    网织红细胞绝对及相对计数。
  


  
    3﹒外周血网织红细胞血红蛋白含量（reticulocytehemoglobincontent，CHr）
  


  
    目前一些血细胞分析仪可以通过直接测定或公式推算检测网织红细胞内血红蛋白的含量。
  


  
    4﹒铁代谢检查
  


  
    正常人体内约62%的铁为血红蛋白铁，31%为贮存铁（包括铁蛋白和含铁血黄素）；转运铁仅占0.1%，但其是最活跃的部分。进入体内的铁主要在十二指肠和空肠上段的黏膜与转铁蛋白（transferrin，TF）结合，再与肠黏膜上的受体结合，而进入细胞内，最后穿过细胞膜进入毛细血管网。进入血浆中的铁与转铁蛋白结合后被运输至骨髓及各组织中，结合了Fe3＋的转铁蛋白在幼红细胞和网织红细胞表面与转铁蛋白受体（transfer rinreceptor，TfR）结合通过胞饮作用进入细胞内参与血红素的合成。铁以铁蛋白和含铁血黄素的形式贮存于骨髓、肝、脾的单核‐吞噬细胞和血浆中。正常情况下，铁的摄入、利用和排泄靠自身进行动态的调节与平衡，任何因素破坏了这个动态平衡就会发生代谢紊乱。
  


  
    [image: 小细胞低色素性贫血的实验诊断路径图]


    
      图1‐2小细胞低色素性贫血的实验诊断路径图
    


    

  


  
    （1）血清铁蛋白（serumferritin，SF）：血清铁蛋白含量能准确反映体内储存铁的情况，与骨髓铁染色结果有良好的相关性。一般采用免疫测定方法检测铁蛋白值。成年男性15～200μg／L，成年女性12～150μg／L，小儿低于成人；青春期至中年，男性高于女性。
  


  
    （2）血清铁（serumiron，SI）：血清铁以Fe3＋形式与转铁蛋白（transferrin，TF）结合存在，降低介质的pH及加入还原剂（如抗坏血酸、羟胺盐酸盐等）使Fe3＋还原为Fe2＋，则转铁蛋白对铁离子的亲和力减低而解离，解离出的Fe2＋与显色剂反应生成有色络合物，分光光度计比色，计算出血清铁的含量。成年男性11.6～31.3μmol／L，女性9.0～30.4μmol／L。
  


  
    （3）总铁结合力（totaliron‐bindingcapacity，TIBC）及运铁蛋白饱和度（transferrinsatura tion，TS）：血清总铁结合力是指血清中转铁蛋白能与铁结合的总量。通常情况下，仅有1／3的转铁蛋白与铁结合。在血清中加入已知过量的铁标准液，使血清中全部的TF与铁结合达到饱和状态，再用吸附剂（轻质碳酸镁）除去多余的铁。再按上述血清铁测定方法，测得血清铁含量，即为总铁结合力。男性50～77μmol／L，女性54～77μmol／L。血浆中铁的运输是要结合到转铁蛋白上才被运输，每个转铁蛋白分子最多可结合2个Fe3＋，TS是血清或血浆中铁和转铁蛋白浓度的比值，以百分比表示。应用免疫散射比浊法检测参考范围为28.6～51.9μmol／L。
  


  
    （4）血清转铁蛋白（serumtransferrin，TF）：利用抗人转铁蛋白血清应用免疫散射比浊法的原理可检测血清中的转铁蛋白。
  


  
    （5）可溶性转铁蛋白受体（solubletransferrinreceptor，sTfR）：应用酶免疫测定、定时散射比浊测定等免疫方法检测血清或血浆中转铁蛋白受体。不同的实验室应用方法不同，其结果也无可比性，各实验室应建立不同的参考范围。正常参考范围为28.6～51.9μmol／L。
  


  
    5﹒血红蛋白电泳
  


  
    见本章第五节。
  


  
    6﹒骨髓铁染色
  


  
    骨髓细胞外铁和幼红细胞内铁颗粒与酸性亚铁氰化钾作用，生成亚铁氰化铁，呈蓝色。出现蓝色颗粒为阳性反应，在镜下观察其出现的多少可对细胞外铁分级和对铁粒幼细胞分型。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析检测：根椐血红蛋白含量和红细胞数及血细胞比容进行贫血的诊断，据红细胞的相关平均指数下降诊断小细胞低色素性贫血。典型的小细胞低色素性贫血，镜下可见红细胞形态以小细胞为主，中心浅染区扩大，甚至呈环形。如为珠蛋白合成障碍性贫血时多见靶形红细胞。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    铁代谢检查：在小细胞低色素性贫血中铁代谢检查在诊断和鉴别诊断中起重要作用，缺铁性贫血时相关检测结果如下：①骨髓铁染色：缺铁性贫血患者骨髓单核‐吞噬细胞系统的储存铁缺乏，即细胞外铁阴性。细胞内铁明显减少或缺如，且颗粒小着色淡。本法是诊断缺铁性贫血的一种直接而可靠的方法。②血清铁蛋白（serumferritin，SF）、红细胞碱性铁蛋白（erythrocytealkalineferritin，EF）：血清铁蛋白含量能准确反映体内储存铁的情况，与骨髓铁染色结果有良好的相关性。SF的减少只发生于铁缺乏症，且在铁缺乏早期就出现异常，是诊断缺铁性贫血敏感的方法。缺铁性贫血时SF＜14μg／L（女性＜10μg／L）。但SF为急性时相反应蛋白在急性炎症、肝病时可反应性增高影响检测结果的判断。EF是幼红细胞合成血红蛋白后残留的微量铁蛋白，缺铁性贫血时减低，对缺铁性贫血的敏感性低于SF，但较少受某些疾病因素的影响。③血清铁（serumiron，SI）、总铁结合力（totaliron‐bindingcapacity，TIBC）及运铁蛋白饱和度（transferrinsaturation，TS）：缺铁性贫血患者SI明显减少，TIBC增高，TS减低。SI、TS受生理、病理因素影响较大，其敏感性和特异性均低于SF。TIBC较为稳定，但反映储存铁变化的敏感性低于SF。④血清可溶性转铁蛋白受体（sol ubletransferrinreceptor，sTfR）：sTfR是细胞膜上转铁蛋白受体的一个片段，血清中sTfR的浓度大致与机体总的转铁蛋白受体的量成比例，所以其浓度增高与红细胞生成所需的铁缺乏一致，是一种可靠的反映红细胞内缺铁的指标。缺铁性红细胞生成时，sTfR大于8mg／L。铁粒幼细胞性贫血时铁代谢的各项检测结果与缺铁性贫血明显不同，血清铁（SI）、血清铁蛋白（SF）、转铁蛋白饱和度（TS）均明显增高，TS甚至达到饱和；血清总铁结合力（TIBC）正常或减低。各项铁代谢指标同时检测，对各类小细胞性贫血的鉴别诊断较有价值，见表1‐6。
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      表1‐6小细胞性贫血的实验室特征
    


    

  


  
    骨髓象：小细胞性贫血多为骨髓增生性贫血，主要以红系增生为主。IDA时增生的红系细胞以中、晚幼红细胞为主，表现为“核老质幼”的核质发育不平衡改变。铁粒幼细胞性贫血时可见病态造血。骨髓象检查不一定在诊断时需要，但当与其他疾病鉴别（如铁粒幼细胞性贫血与红白血病早期鉴别）和诊断困难时亦需进行。骨髓铁染色对铁粒幼细胞性贫血的诊断和缺铁性贫血的确诊均有重要意义（表1‐6），铁粒幼细胞性贫血时细胞外铁和细胞内铁均明显增加，环形铁粒幼红细胞占15%以上，有时可高达30%～90%，并可见含有铁颗粒的成熟红细胞，缺铁性贫血时细胞外铁和细胞内铁均减少或缺乏。
  


  
    网织红细胞检测：网织红细胞是反映骨髓红细胞造血功能的重要指标，在仅有铁蛋白、转铁蛋白结果可疑的小细胞贫血时可鉴别慢性炎症性疾病和血红蛋白病引起的溶血性贫血。外周血网织红细胞血红蛋白含量的减低对铁缺乏的诊断灵敏性和特异性均较高，对铁缺乏的筛检和缺铁性贫血的诊断的作用均优于传统的血细胞分析检测指标。
  


  
    血红蛋白电泳：当小细胞性贫血除外铁缺乏时血红蛋白的分析非常重要，临床可进行不同缓冲液、pH系统和色谱法作血红蛋白电泳，现常使用pH7.4的碱性血红蛋白电泳进行分析，对珠蛋白合成障碍性贫血和血红蛋白病进行诊断和分型（见本章第六节）。
  


  
    3﹒常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    小细胞性贫血的诊断特别是缺铁性贫血，制订出准确的标准有一定困难。诊断常采用检测指标联合检查，以提高诊断的准确率。
  


  
    缺铁性贫血的诊断：我国目前无公认的诊断标准，现引用《邓家栋临床血液学》制订的标准：①小细胞低色素性贫血，男性Hb＜120g／L，女性Hb＜110g／L，孕妇＜100g／L；MCV＜80fl，MCH＜26pg，MCHC＜0.31；红细胞形态可有明显的低色素表现；②有明确的缺铁病因和临床表现；③血清（血浆）铁＜10.7μmol／L，总铁结合力＞64.44μmol／L；④运铁蛋白饱和度＜0.15；⑤骨髓铁染色显示骨髓小粒可染铁消失，铁粒幼红细胞＜15%；⑥红细胞原卟啉（FEP）＞0.9μmol／L（全血），或血液锌原卟啉（ZPP）＞0.96μmol／L（全血），或FEP／Hb＞4.5μg／gHb；⑦血清铁蛋白＜14μg／L；⑧铁剂治疗有效。符合①和②～⑧中任何两条或两条以上者可诊断为缺铁性贫血。WHO制订的缺铁诊断标准：①血清铁＜8.95μmol／L；②血清铁饱和度＜15%；③血清铁蛋白＜12μg／L；④红细胞游离原卟啉＞1.26μmol／L。
  


  
    铁粒幼细胞性贫血的诊断依据：小细胞低色素或呈双相性贫血，骨髓红系明显增生，细胞内、外铁明显增多，并伴有大量环形铁粒幼细胞出现；血清铁蛋白、血清铁、转铁蛋白饱和度增高，总铁结合力下降。诊断为铁粒幼细胞贫血后，还需结合患者的病史和临床表现区分其临床类型。
  


  
    珠蛋白合成障碍性贫血：见本章第五节。
  


  
    第三节 正细胞性贫血
  


  
    红细胞形态无明显改变的贫血常见的有再生障碍性贫血、继发性贫血、急性失血等，根据网织红细胞计数、全血细胞分析、骨髓象检测可对各类正细胞正色素性贫血进行初步鉴别，急性失血可有明显的临床表现和体征，网织红细胞明显增加，生成指数大于2，多为溶血性贫血，除外溶血性贫血的正细胞正色素性贫血的实验室诊断步骤如下。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图1‐3。
  


  
    [image: 网织红细胞生成指数小于2的正细胞正色素性贫血的实验诊断路径图]


    
      图1‐3 网织红细胞生成指数小于2的正细胞正色素性贫血的实验诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    正细胞性贫血主要包括各种红细胞的MCV、MCH、MCHC正常的各类贫血，故其实验室检测主要应进行血细胞分析以判断其红细胞的数量及形态特征，同时应检测骨髓造血情况，帮助临床进行疾病的诊断。为寻找病因还应进行可能的原发病检测。
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    红细胞计数及红细胞形态检查。
  


  
    2﹒网织红细胞检查
  


  
    网织红细胞绝对及相对计数。
  


  
    3﹒骨髓涂片及骨髓活检
  


  
    通过骨髓细胞分类计数及骨髓小粒细胞分类计数对再生障碍性贫血有确诊意义，结合骨髓活检可提高诊断符合率。骨髓病性贫血进行骨髓涂片和活检可查见异常细胞和某些与原发病有关的骨髓改变。
  


  
    4﹒原发病的相关检测
  


  
    慢性肾病、肝脏疾病、内分泌疾病、恶性肿瘤、风湿病等均可导致正细胞性贫血，故需进行相关的实验室检查以明确病因。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析检测：再生障碍性贫血以全血细胞减少，网织红细胞绝对减低为特征。各类白细胞减少，其中以中性粒细胞减少尤为明显，而淋巴细胞比例相对增多。血小板不仅数量减少，而且体积小和颗粒减少。其他正细胞性贫血白细胞和血小板的变化不一，多与原发病有关。
  


  
    网织红细胞：正细胞贫血时网织红细胞增加多为急性出血或溶血，网织红细胞正常或减低多为慢性贫血或骨髓衰竭（Ret多明显减少）。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）骨髓象检查：再生障碍性贫血及骨髓浸润性病变、病态造血等正细胞性贫血骨髓检查是疾病诊断及鉴别诊断的确诊实验。再生障碍性贫血的骨髓象多部位穿刺结果均显示三系增生不良或极度不良，有核细胞明显减少。造血细胞（粒系、红系、巨核系细胞）明显减少，早期幼稚细胞减少或不见，特别是巨核细胞减少。无明显的病态造血。非造血细胞（包括淋巴细胞、浆细胞、肥大细胞等）比例增高，大于50%。如有骨髓小粒，染色后镜下为空网状结构或为一团纵横交错的纤维网，其中造血细胞极少，大多为非造血细胞或脂肪细胞。白血病、骨髓纤维化、脾功能亢进、骨髓异常增生综合征等骨髓象均有其相应的变化。
  


  
    （2）骨髓活检：骨髓活检对再生障碍性贫血的诊断比骨髓涂片更有价值。骨髓增生减低，造血组织与脂肪组织容积比减低。造血细胞减少，非造血细胞比例增加，并可见间质水肿、出血甚至液性脂肪坏死。骨髓纤维化、MDS、白血病等骨髓活检有其相应特征，对诊断起决定性的作用。
  


  
    3﹒常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    再生障碍性贫血的诊断标准（1987年全国再生障碍性贫血学术会议修订）为：①全血细胞减少，网织红细胞绝对值减少；②一般无肝、脾大；③骨髓至少1个部位增生低下或重度低下（如增生活跃，须有巨核细胞明显减少），骨髓小粒非造血细胞增多（有条件者应做骨髓活检等检查）；④一般抗贫血药物治疗无效；⑤能除外引起全血细胞减少的其他疾病，如阵发性睡眠性血红蛋白尿、骨髓增生异常综合征、急性造血功能停滞、骨髓纤维化、恶性组织细胞病等。
  


  
    第四节 大细胞性贫血
  


  
    大细胞性贫血常见的有巨幼细胞贫血、骨髓增生异常综合征、某些急性失血、某些溶血性贫血、肝病和甲状腺功能低下等。巨幼细胞贫血（megaloblasticanemia，MA）是由维生素B12或（和）叶酸缺乏，使细胞DNA合成障碍，导致细胞核发育障碍所致的骨髓三系细胞核浆发育不平衡及无效造血性贫血，也称脱氧核苷酸合成障碍性贫血。根据网织红细胞计数和骨髓幼红细胞增生的情况，可对大细胞性贫血进行鉴别诊断。除外溶血性贫血的大细胞性贫血的检验步骤如下所示。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图1‐4。
  


  
    二、相关实验
  


  
    大细胞性贫血主要为叶酸和维生素B12缺乏所引起的DNA合成障碍，影响到骨髓造血形成的贫血。故实验室相关检测主要为血细胞分析、骨髓象的形态学诊断和叶酸及维生素B12相关检测的病因诊断。
  


  
    1﹒血细胞分析、骨髓象检测
  


  
    患者骨髓中粒系、红系、巨核系三系细胞出现巨幼变为其特征，外周血表现为大细胞性贫血并有中性粒细胞的核右移。
  


  
    2﹒叶酸缺乏的检测
  


  
    （1）血清和红细胞叶酸测定：常用化学发光法检测，成年人血清叶酸大于3ng／ml。放射免疫法测定成年男性血清叶酸为8.6～23.8nmol／L、女性为7.9～20.4nmol／L。叶酸减少有助于诊断由于叶酸缺乏引起的巨幼细胞贫血，还可见于红细胞过度增生，叶酸利用增加（如溶血性贫血、骨髓增生性疾病）。
  


  
    （2）组氨酸负荷实验：叶酸缺乏时，组氨酸转变为谷氨酸的过程受阻，代谢中间产物亚氨甲基谷氨酸产生增加，大量从尿中排出。灵敏性较高，阴性结果对排除诊断很有价值。
  


  
    （3）血清同型半胱氨酸测定：血清同型半胱氨酸水平在钴胺缺乏和叶酸缺乏时均增高。但肾衰竭和血管内容量不足时血清甲基丙二酸或同型半胱氨酸水平增高。
  


  
    3﹒维生素B12缺乏的检测
  


  
    （1）血清维生素B12测定：多用化学发光法血清中的维生素B12，成人参考范围为180～914pmol／L。放射免疫法成人为148～660pmol／L。其检测对巨幼细胞贫血诊断及病因分析有重要价值。
  


  
    （2）血清维生素B12吸收实验：给受检者口服放射性核素57Co标记的维生素B120﹒5μg，2小时后肌内注射未标记的维生素B121mg，收集24小时尿57Co测定排出量。正常人为大于7%，巨幼细胞贫血＜7%，恶性贫血＜5%。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析、骨髓象检查的形态学特征对巨幼细胞贫血有确定诊断的意义。
  


  
    [image: 网织红细胞生成指数小于2的大细胞性贫血的实验诊断路径图]


    
      图1‐4 网织红细胞生成指数小于2的大细胞性贫血的实验诊断路径图
    


    

  


  
    （1）血细胞分析检测：外周血细胞分析为本类疾病最重要的起始筛选实验，观察血涂片细胞形态对诊断很重要。血细胞分析中红细胞系统的改变与同时存在的中性粒细胞核右移，常可提示巨幼细胞贫血。巨幼细胞贫血血涂片上的红细胞形态大小明显不等，形态不规则，以椭圆形大红细胞多见，着色较深。异形红细胞增多，可见巨红细胞、点彩红细胞、How el‐Joly小体及有核红细胞。网织红细胞绝对值减少。白细胞数正常或减低，中性粒细胞胞体偏大，核右移，分叶多者可达6～9叶以上，偶见中性巨杆和巨晚幼粒细胞。血小板数正常或减低，可见巨大血小板。
  


  
    （2）骨髓象：骨髓增生明显活跃或活跃。巨幼细胞贫血以三系细胞均出现巨幼变为特征。红细胞系统明显增生，粒红比值减低或倒置。各阶段的巨幼红细胞出现，其比例常大于10%。可见核畸形、碎裂和多核巨幼红细胞。由于发育成熟受阻，原巨幼红细胞和早巨幼红细胞比例增高，有的病例可高达幼红细胞的50%。核分裂象和Howel‐Joly小体易见。胞核的形态和“核幼质老”的改变是识别巨幼样变的两大要点。粒细胞系统中性粒细胞自中幼阶段以后可见巨幼变，以巨晚幼粒和巨杆状核细胞多见。骨髓形态学检测对巨幼细胞贫血的诊断起决定性作用，特别是发现粒系细胞巨幼变其对疾病的早期诊断和疑难病例的诊断更有价值。骨髓象检查可用于与其他全血细胞减少性疾病进行鉴别。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）叶酸缺乏的检验：①叶酸的测定（化学发光法）：一般认为血清中叶酸小于3ng／ml，红细胞叶酸小于100ng／ml为叶酸缺乏。因红细胞叶酸不受当时叶酸摄入情况的影响，能反映机体叶酸的总体水平及组织的叶酸水平，诊断价值更大。②脱氧尿嘧啶核苷酸抑制实验：不正常，可被叶酸纠正为叶酸缺乏，可被维生素B12纠正为维生素B12缺乏。③组氨酸负荷实验：叶酸缺乏时，组氨酸转变为谷氨酸的过程受阻，代谢中间产物亚氨甲基谷氨酸产生增加，大量从尿中排出。④血清同型半胱氨酸测定：血清同型半胱氨酸水平在钴胺缺乏和叶酸缺乏均增高。
  


  
    （2）维生素B12缺乏的检验：①血清维生素B12测定（化学发光法）：小于100pg／ml为缺乏。②甲基丙二酸测定：维生素B12患者血清和尿中该物质含量增高（参考范围70～270nmol／L）。③维生素B12吸收实验（Schiling实验）：尿中排出量减低，本实验主要是对钴胺缺乏的病因诊断而不是诊断是否存在钴胺缺乏。如内因子缺乏，加入内因子可使结果正常。
  


  
    （3）诊断性治疗实验：巨幼细胞贫血对治疗药物的反应很敏感，用药48小时左右网织红细胞即开始增多，于5～10天达高峰。据此设计的实验简便易行，准确性较高，对不具备进行叶酸和维生素B12测定的单位可用以判断叶酸缺乏还是维生素B12缺乏。方法是给患者小剂量叶酸或维生素B127～10天。若4～6天后网织红细胞上升，应考虑相应的物质缺乏。
  


  
    3﹒常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    巨幼细胞贫血的诊断标准目前无全国性会议讨论的诊断标准，现结合文献，总结其实验诊断如下：①大细胞性贫血；②白细胞和血小板可减少，中性分叶核分叶过多；③骨髓呈巨幼细胞贫血形态改变；④血清叶酸和红细胞叶酸减少；⑤血清维生素B12测定低于75pmol／L（放免法），红细胞叶酸低于227nmol／L（放免法）；⑥血清维生素B12测定低于29.6pmol／L（放免法）；⑦血清内因子阻断抗体阳性；⑧放射性维生素B12吸收实验，24小时尿中排出量低于4%，加内因子可恢复正常。具备一般慢性贫血症状和消化道症状及上述①、③或②、④者诊断为叶酸缺乏的巨幼细胞贫血；具备一般慢性贫血症状和神经系统症状及上述①、③或②、⑤者诊断为维生素B12缺乏的巨幼细胞贫血；⑧为恶性贫血确诊实验。
  


  
    第五节 溶血性贫血
  


  
    溶血性贫血（hemolyticanemia，HA）是指由于某种原因红细胞病理性破坏增加，寿命缩短，骨髓代偿能力不能补偿所引起的一类贫血。此时骨髓对贫血的刺激有强大的代偿功能，可增加到正常的6～8倍，故本病是以红细胞的破坏和活跃的红细胞生成同时并存为特征的一组疾病。按溶血的场所分为红细胞主要在血液循环中破坏的血管内溶血和主要在组织巨噬细胞质中被破坏的血管外溶血；根据病因和发病机制将溶血性贫血分为遗传性和获得性两大类。遗传性溶血性贫血多由红细胞内在的缺陷（包括膜、酶、血红蛋白合成异常）所致，但G6PD缺乏症当外因不存在时不发病；获得性溶血性贫血多由红细胞外在缺陷（包括免疫因素、药物因素、生物因素、物理因素等）所致，但阵发性睡眠性血红蛋白尿（paroxysmalnocturnalhemoglobin uria，PNH）例外，它是获得性的以红细胞内在缺陷为特征的溶血性疾病。由于溶血性贫血是非常复杂的一类综合征，其病种繁多，发病机制和病因各异，对其进行诊断和鉴别诊断都较困难。一定要明确溶血的病种，通过实验室的检查可对不同的溶血性贫血进行诊断和鉴别诊断。免疫相关溶血性贫血（immunehemolyticanemia）的内容见第十七章。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图1‐5、图1‐6。
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      图1‐5 溶血性贫血的实验室诊断路径图
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      图1‐6 遗传性溶血性贫血的实验室诊断路径图
    


    
      G6PD：红细胞葡萄糖‐6‐磷酸脱氢酶；PK：红细胞丙酮酸激酶
    

  


  
    二、相关实验
  


  
    溶血性贫血的血液学特征表现为骨髓造血活动的增强以及红细胞破坏的增加，诊断溶血性贫血的病因时应将全血细胞计数和后续的病因诊断实验结果进行分析，尤其是红细胞形态学检查，对溶血性贫血的鉴别诊断具有重要的意义。溶血相关实验主要分为显示溶血的检测、检测红细胞膜、红细胞酶、血红蛋白异常的相关病因诊断实验等。
  


  
    1﹒显示溶血的相关检测
  


  
    （1）血浆游离血红蛋白检测：利用血红蛋白具有类过氧化物酶活性的特点，采用过氧化物酶法检测血浆游离血红蛋白（plasmafreehemoglobin）。血红蛋白可催化H2O2释放新生态氧，使联苯氧化为蓝紫色。根据显色深浅，与同时测定标准血红蛋白液对照，可测出血浆游离血红蛋白的量。正常参考范围为0～40mg／L。正常情况下，血浆中血红蛋白大部分与结合珠蛋白结合，仅有微量游离血红蛋白。红细胞破坏增加时血浆游离血红蛋白明显增高。
  


  
    （2）血清结合珠蛋白：血清结合珠蛋白（haptoglobin，Hp）可与血浆中游离的Hb结合形成复合物，此复合物在单核‐吞噬细胞系统和肝内被消除。溶血时血浆中的游离血红蛋白与Hp结合增多，使血清中结合珠蛋白减少，测定血清中结合珠蛋白的含量可反映溶血的情况。通过电泳法测定Hp‐Hb复合物的量或依据Hp‐高铁血红蛋白复合物具有过氧化酶活性可催化过氧化氢氧化疮木酚生成有色的氧化疮木酚的特点比色测定复合物酶活性，检测血清中结合珠蛋白的含量。正常参考范围为0.5～1.5g／L。
  


  
    （3）血浆高铁血红素白蛋白检测：血浆中游离的血红蛋白可被氧化为高铁血红蛋白，再分解为珠蛋白和高铁血红素，后者先与血中的血红蛋白结合，血红蛋白消耗完后，高铁血红素与白蛋白结合形成高铁血红素白蛋白（methemalbumin），后者与硫化铵形成一个易识别的铵血色原，用光谱仪观察结果，于558nm处有一最佳吸收区带。正常人呈阴性，血管内溶血时，血浆中游离血红蛋白大量增加，血浆中可检测出高铁血红素白蛋白。
  


  
    （4）尿含铁血黄素实验：又称Rous实验，当血红蛋白通过肾滤过时，部分铁离子以含铁血黄素的形式沉积于上皮细胞，并随尿液排出。尿中含铁血黄素是不稳定的铁蛋白聚合体，其中的高铁离子与亚铁氰化钾作用，在酸性环境下产生普鲁士蓝色的亚铁氰化铁沉淀。尿沉渣肾小管细胞内可见直径1～3μm的蓝色颗粒。正常人为阴性。慢性血管内溶血时本实验为阳性。
  


  
    2﹒诊断红细胞膜缺陷的检测
  


  
    （1）红细胞渗透脆性实验及渗透脆性孵育实验：本实验检测红细胞对不同浓度低渗盐溶液的抵抗力。根据不同浓度的低渗盐溶液中红细胞溶血的情况反映红细胞其表面积与容积的比值，反映对低渗盐溶液的抵抗性。比值愈小，红细胞抵抗力愈小，渗透脆性增加；反之抵抗力增大，渗透脆性减低。而经24小时37℃孵育消耗红细胞的ATP和能量，再观察红细胞在不同浓度的低渗盐溶液中溶血情况。一般检测应用简易半定量法，正常情况开始溶血：4.0～5.0g／LNaCl溶液、完全溶血：2.0～3.0g／LNaCl溶液、脆性中数：4.0～4.5g／LNaCl溶液；孵后脆性为开始溶血：5.0～6.0g／LNaCl溶液、完全溶血：2.0～3.0g／LNaCl溶液、脆性中数：4.6～5.9g／LNaCl溶液。遗传性球形红细胞增多症、椭圆形红细胞增多症和部分自身免疫性溶血性贫血时渗透脆性增加，珠蛋白生成障碍性贫血、血红蛋白C、D、E病，低色素性贫血、阻塞性黄疸、脾切除术后等渗透脆性减低。
  


  
    （2）红细胞膜三磷腺苷活性测定：Na＋‐K＋‐ATP酶、Ca2＋‐Mg2＋‐ATP酶和Mg2＋‐ATP酶都是红细胞膜上的ATP酶。为测定酶活性可分别测定酶作用于ATP的水解产物（无机磷）含量，若在基质中只加入Ca2＋、Mg2＋、ATP可测定Ca2＋‐Mg2＋‐ATP酶的活性，若在基质中加入Na＋、K＋、Mg2＋和ATP，测定的为Na＋‐K＋‐ATP酶和Mg2＋‐ATP酶的共同含量，再在基质中加入Na＋‐K＋‐ATP酶的抑制剂，测定结果仅为Mg2＋‐ATP酶活性，两者差为Na＋‐K＋‐ATP酶活性。参考范围为：红细胞膜Na＋‐K＋‐ATP酶：（2.93±0.67）mU／109红细胞；Ca2＋‐Mg2＋‐ATP酶：0.4～2.5μmol／L﹒mg膜蛋白－1·h－1遗传性球形红细胞增多症时红细胞膜Na＋‐K＋‐ATP酶活性增加，Ca2＋‐Mg2＋‐ATP酶活性减低。蚕豆病时红细胞Ca2＋‐Mg2＋‐ATP酶活性减低。
  


  
    （3）酸化甘油溶血实验：当甘油存在于低渗溶液氯化钠磷酸缓冲液时，可阻止低渗溶液中的水快速进入红细胞内，减慢溶血过程。但甘油与膜脂质又有亲和性，可使膜脂质减少。当红细胞膜蛋白及膜脂质有缺陷时，它们在pH6.85的甘油缓冲液中比正常红细胞溶解速度快，导致红细胞悬液的吸光度降至50%的时间（AGLT50）明显缩短。正常人AGLT50＞290秒，遗传性球形红细胞增多症AGLT50明显缩短（25～15秒）。自身免疫性溶血性贫血、肾衰竭、妊娠等AGLT50也可缩短。
  


  
    （4）红细胞膜蛋白电泳分析：将制备的红细胞膜样品进行SDS‐PAGE电泳，根据样品中各蛋白相对分子质量的不同，分离得到红细胞膜蛋白的电泳图谱，从而可见各膜蛋白组分百分率。红细胞各种膜蛋白组分百分率变化较大，多与正常红细胞膜蛋白电泳图谱作比较。许多溶血性疾病常见红细胞膜蛋白异常。各种膜缺陷疾病如遗传球形红细胞增多症有收缩蛋白等含量减低或结构异常。某些血红蛋白病骨架蛋白等可明显异常。但红细胞膜蛋白电泳一般实验室未开展。
  


  
    3﹒诊断红细胞酶缺陷的检测
  


  
    （1）高铁血红蛋白还原实验：在血液中加入亚硝酸盐使红细胞中的亚铁血红蛋白转变成高铁血红蛋白，正常红细胞葡萄糖‐6‐磷酸脱氢酶（glucose6phosphatedehydrogenase，G6PD）催化戊糖旁路使NADP（辅酶Ⅱ氧化型）变成NADPH（辅酶Ⅱ还原型），脱的氢通过加入亚甲蓝的递氢作用而使高铁血红蛋白（Fe3＋）又还原成亚铁血红蛋白（Fe2＋）。当G6PD缺乏时，高铁血红蛋白还原率下降，甚至不还原。通过比色测定高铁血红蛋白，可观察还原的多少和还原的速度，从而间接反映了G6PD的活性。正常人（G6PD活性正常）：外周血高铁血红蛋白还原率大于或等于75%；脐血大于或等于77%。G6PD缺乏时，高铁血红蛋白还原率下降。蚕豆病和伯氨喹型药物溶血性贫血等患者，均可出现下降的结果。G6PD中间缺乏值（杂合子）还原率为31%～74%，脐血为41%～76%；G6PD严重缺乏值（纯合子）还原率小于或等于30%，脐血小于40%。其简便易行，可作为G6PD缺乏的过筛实验。
  


  
    （2）变性珠蛋白小体生成实验：可作为G6PD缺乏的筛检实验，G6PD缺乏的患者血样加入乙酰苯肼于37℃孵育2～4小时，乙酰苯肼可使血红蛋白氧化为高铁血红蛋白，高铁血红蛋白解离成高铁血红素和变性珠蛋白，变性珠蛋白聚合成变性珠蛋白小体，附着于红细胞膜上。用煌焦油蓝染色观察红细胞中含变性珠蛋白小体的情况。正常人含5个及5个以上珠蛋白小体的红细胞一般＜30%。阳性细胞百分率大于30%有临床意义。G6PD缺乏症常高于45%，但含有不稳性血红蛋白的患者阳性细胞也大于30%，还原型谷胱甘肽缺乏症也增高。
  


  
    （3）G6PD荧光斑点实验和活性测定：根据G6PD可催化葡萄糖‐6‐磷酸（G6P）和NADP＋形成6‐磷酸葡萄糖酸和NADPH的原理进行检测，NADPH在长波紫外光（260～365nm）下可发生可见荧光，G6PD活性越强，荧光越强，G6PD缺乏时，不出现荧光。NADPH的吸收峰在波长340nm处，可通过单位时间生成的NADPH的量来测定G6PD活性。正常人有很强的荧光。正常人酶活性为（12.1±2.09）U／gHb（Zinkham法）。G6PD缺陷时，荧光很弱或无荧光；杂合子或某些G6PD变异者则可能有轻到中度荧光。G6PD缺陷见于蚕豆病、伯氨喹型药物性溶血性贫血。而新生儿的红细胞和网织红细胞内酶活性可较高。荧光斑点实验是国际血液学标准化委员会（ICSH）推荐的G6PD缺乏筛查方法。
  


  
    （4）丙酮酸激酶荧光斑点实验和活性检测：丙酮酸激酶（pyruvatekinase，PK）在二磷酸腺苷（ADP）存在的条件下催化磷酸烯醇丙酮酸（PEP）转化成丙酮酸，在LDH作用下丙酮酸转化为乳酸，同时NADH（有荧光）氧化为NAD（无荧光），在长波紫外线照射下检测以上过程荧光消失的时间可反映PK的活性。NADH在340nm波长下有一特定吸收峰，而NAD没有吸收峰，在此波长下，检测NADH减少的速率，推算PK活性。正常人丙酮酸激酶活性斑点在25分钟内消失。酶活性（15.0±1.99）U／gHb。荧光斑点不消失或25分钟后才消失说明丙酮酸激酶活性缺乏，中间缺乏（杂合子）时，荧光25～60分钟消失，严重缺乏（纯合子）时，荧光60分钟不消失。红细胞PK活性测定是诊断丙酮酸激酶缺乏症直接和可靠的证据，先天性丙酮酸激酶缺乏PK活性减低或消失，纯合子患者PK值在正常活性的25%以下，杂合子患者为正常的25%～50%。继发性丙酮酸激酶缺陷如白血病、再生障碍性贫血、MDS等，PK活性也可减低。
  


  
    4﹒诊断血红蛋白异常的检测
  


  
    （1）血红蛋白电泳：血红蛋白电泳（hemoglobinelectrophoresis）的目的是检出和确认各种正常和异常的血红蛋白。根据不同的血红蛋白带有不同的电荷，等电点不同，在一定的pH缓冲液中，血红蛋白的等电点小于缓冲液的pH时带负电荷，电泳时在电场中向阳极泳动，反之，血红蛋白带正电荷向阴极泳动。在一定电压下经过一定时间的电泳，不同的血红蛋白所带电荷不同、分子量不同，其泳动方向和速度不同，可分离出各自的区带，同时对电泳出的各区带进行比色或电泳扫描，可进行各种血红蛋白的定量分析。一般最常用的是pH 8﹒5的碱性血红蛋白电泳，pH8.6TEB缓冲液醋酸纤维膜电泳时正常血红蛋白电泳区带：HbA＞95%、HbF＜2%、HbA2为1.0%～3.1%。pH8.6TEB缓冲液适合于检出HbA、HbA2、HbS、HbC，但HbF不易与HbA分开，HbH与HbBarts不能分开和显示。pH6.5TEB缓冲液醋酸纤维膜电泳主要用于HbH和HbBarts的检出。血红蛋白电泳为定性实验，可以检测各种正常和异常血红蛋白的存在和相对的含量。大约只有1／3的异常血红蛋白可用pH8.5醋酸纤维薄膜电泳分离检出，其余许多异常血红蛋白在常规电泳中不能与HbA分离，故pH8.5醋酸纤维薄膜电泳未分离出异常血红蛋白区带不能完全排除异常血红蛋白的存在，应用等电聚焦电泳、高效液相色谱等技术可提高检出率。
  


  
    （2）抗碱血红蛋白检测：胎儿血红蛋白（HbF）及某些异常血红蛋白具有比HbA更强的抗碱作用，将待检的溶血液与一定量的NaOH溶液混合，作用1分钟后加入半饱和硫酸铵终止碱变性反应。HbF抗碱变性作用强，没有变性存在于上清液中，而HbA变性沉淀，取上清液于540nm处测定吸光度，检测出HbF的浓度。此实验也称为碱变性实验，其检测的是抗碱血红蛋白，除HbF外，HbBarts和部分HbH也具有抗碱能力，需通过电泳鉴别。成人＜2%，新生儿＜40%。珠蛋白生成性贫血时HbF增加，重型者达30%～90%，中间型常为5%～30%，轻型小于5%。遗传性胎儿血红蛋白持续综合征患者，HbF可高达100%。HbF相对增多可见于骨髓纤维化、白血病、浆细胞瘤等恶性疾病及再生障碍性贫血、PNH、卟淋病等。HbF生理性增多，见于孕妇及新生儿。
  


  
    （3）红细胞包涵体实验：不稳定血红蛋白容易氧化变性沉淀。红细胞包涵体实验（heinz‐bodyformingtest）是将氧化还原染料———煌焦油蓝染液与新鲜血液一起孵育，不稳定血红蛋白易变性沉淀形成包涵体。血红蛋白包涵体为深蓝色小颗粒，正常人为阴性结果。HbH病时孵育1小时就可出现包涵体，也叫HbH包涵体。孵育3小时不稳定血红蛋白病多数红细胞内可出现变性珠蛋白肽链沉淀形成的包涵体。不同型的不稳定血红蛋白所需温育时间和形成包涵体的大小、形态、数量、分布可有不同。G6PD缺乏或红细胞还原酶缺乏及化学物质中毒等红细胞中也可出现包涵体。本实验是不稳定血红蛋白特别是HbH诊断的过筛实验。
  


  
    （4）异丙醇沉淀实验：因不稳定血红蛋白较正常血红蛋白更容易解裂，在异丙醇这种能减低血红蛋白分子内部的氢键的非极性溶剂中，不稳定血红蛋白的稳定性下降，比正常血红蛋白更快地沉淀。当溶血液中含有不稳定血红蛋白时，溶血液在加入异丙醇后很快混浊，并形成绒毛状沉淀。正常人脐血为阳性结果，新生儿出生1个月后逐渐开始转为阴性，6个月后血红蛋白液为阴性。不稳定血红蛋白病的患者实验常于5分钟时出现混浊，20分钟开始出现绒毛状沉淀。在HbF、HbH、HbE含量大于4%、G6PD缺乏、α珠蛋白合成障碍性贫血时均可出现阳性结果。实验结果阳性只能说明存在不稳定血红蛋白。本实验易出现假阳性，特异性较差，是不稳定血红蛋白的过筛实验。
  


  
    （5）热变性实验：也称为热不稳定实验（heatinstabilitytest），其根据不稳定血红蛋白比正常血红蛋白更容易遇热变性的特点，观察血红蛋白液在50℃时是否出现沉淀，对不稳定血红蛋白进行筛检。正常人热沉淀血红蛋白多小于1%，热沉淀血红蛋白超过5%提示不稳定血红蛋白存在。HbF、HbH、HbE含量增高时，及G6PD缺陷和α珠蛋白合成障碍性贫血时结果均偏高。
  


  
    （6）尿素裂解实验：尿素将血红蛋白分子的珠蛋白解离为多肽链，通过醋酸纤维膜电泳将肽链分离成肽链区带。分析肽链区带检测异常血红蛋白的存在。正常成年人：HbA裂解为两条肽链，在pH8.5醋酸纤维膜电泳时，向正极泳动快的为β链，在后面的为α链。如在正常区带外出现另一区带提示有异常血红蛋白存在。本实验可与血红蛋白电泳结合，进行肽链异常的初步诊断。
  


  
    5﹒阵发性睡眠性血红蛋白尿症的检测
  


  
    （1）酸化血清溶血实验：阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）患者体内存在对补体敏感的红细胞。酸化血清溶血实验（acidified‐serumhemolysistest），也称微量Hamtest，将红细胞在酸性（pH6.4～6.5）的正常血清中孵育，补体被激活，PNH红细胞破坏，产生溶血。而正常红细胞不被溶解，无溶血现象出现。正常人为阴性，本实验阳性主要见于PNH，某些自身免疫性溶血性贫血发作严重时可呈阳性。该检测可协助PNH的诊断，是PNH确诊最基本的实验。
  


  
    （2）蔗糖溶血实验（sucrosehemolysistest）：用于检测PNH患者的红细胞缺陷。患者的红细胞在低离子强度的蔗糖溶液中对补体敏感性增强，经孵育，补体与红细胞膜结合加强，使补体敏感红细胞的膜造成缺损，结果导致蔗糖溶液通过缺损处进入红细胞内，引起渗透性溶血。而正常人红细胞则不发生溶血。定性实验正常为阴性；定量实验正常溶血率＜5%。蔗糖实验可用于一切诊断不明的溶血性贫血与骨髓再生不良的患者，PNH患者常呈阳性，AA‐PNH综合征患者亦可阳性。部分自身免疫性溶血性贫血、巨幼细胞贫血、遗传性球形红细胞增多症患者可呈弱阳性。
  


  
    （3）CD55、CD59检测：阵发性睡眠性血红蛋白尿（PNH）的发病机制是血液细胞膜表面糖化磷脂酰丝氨酸锚蛋白的缺失，可通过检测CD55（退变加速因子）和CD59（反应性溶血膜抑制物）这两种常见的血细胞表面锚蛋白相关抗原的表达情况，辅助诊断PNH。检测方法是根据免疫学原理，用CD55或CD59荧光标记的单克隆抗体，通过流式细胞仪检测红细胞和（或）粒细胞CD55阴性和CD59阴性细胞数，计算其百分率。正常人红细胞CD55、CD59及粒细胞CD55、CD59表现为单一阳性峰，低表达群应小于3%。若在检测标本中发现有CD55或CD59低表达群的增多，支持PNH诊断。本实验是诊断PNH特异性高、敏感性强且可定量的检测方法。
  


  
    （4）蛇毒因子溶血实验（venomhemolysistest）：多采用从眼镜蛇毒中提取的一种蛇毒因子（C3b），可通过旁路途径激活补体，PNH患者的红细胞补体系统激活后，促使PNH补体敏感红细胞破坏、溶血。正常人溶血率＜5%，溶血率增加大于10%显示患者有PNH的可能。PNHⅢ型红细胞对蛇毒溶血实验敏感性最高，正常红细胞、PNHⅠ型和PNHⅡ型等的红细胞均不发生溶血。本实验临床上用于检测PNH，溶血度越高，说明PNHⅢ型红细胞所占比例越多。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    确定溶血性贫血存在的检验：依据病史，有贫血、黄疸，网织红细胞计数增加，考虑为溶血性贫血的可能。溶血性贫血的诊断主要应寻找的证据有：①红细胞寿命缩短或破坏过多：红细胞寿命测定明显缩短，血红蛋白浓度减低，异形红细胞较多出现，血中游离血红蛋白浓度增加，血清间接胆红素增加，尿胆原阳性，尿含铁血黄素实验阳性，血清乳酸脱氢酶活性增加等；②骨髓红细胞系统代偿性增生：网织红细胞明显增多，骨髓红系增生明显活跃，粒红比例缩小或倒置。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    确定溶血病因明确诊断的检验：依据病史找线索，并结合其临床资料有的放矢地选择筛选实验和确诊实验，对不同类型的溶血性贫血进行确诊。如遗传性溶血性贫血选择红细胞脆性实验，自身溶血实验，红细胞酶缺陷的检出，血红蛋白电泳，异常血红蛋白的检测等；获得性溶血性贫血选择抗人球蛋白实验，冷凝集素实验，冷热溶血素实验，血清蛋白电泳等；药物所致溶血性贫血选择高铁血红蛋白检测，G6PD筛选实验，包涵体实验和药物依赖性抗体检测等；机械性损伤所致溶血性贫血在血片可检出异常形态红细胞和各种红细胞碎片。
  


  
    （1）红细胞膜缺陷溶血性贫血的检查：遗传性球形红细胞增多症血红蛋白和红细胞量正常或轻度减低，白细胞和血小板正常。血片中红细胞呈球形，大小比较均一，染色后细胞中央淡染区消失。网织红细胞增加。血涂片和阳性家族史有决定性诊断价值。红细胞渗透脆性增高，常于5.2～7.2g／L的低渗盐水开始溶解，4.0g／L完全溶解，孵育后脆性更高，加葡萄糖或ATP能够纠正。80%的患者红细胞膜电泳分析（SDS‐PAGE电泳）可发现异常。目前应用分子生物学技术如用单链构象多态性分析（SSCP）、聚合酶链反应（PCR）结合核苷酸测序等可检出膜蛋白基因的突变位点。
  


  
    遗传性椭圆形红细胞增多症有轻重不等的贫血。血片中椭圆形红细胞的比例大于25%。其形呈椭圆形、卵圆形、棒状或腊肠形，红细胞横径与纵径之比小于0.78，硬度增加，中心淡染区消失。骨髓红细胞系统增生活跃为增生性贫血骨髓象。红细胞渗透脆性实验和自身溶血实验多增高。红细胞膜蛋白电泳分析及低离子强度非变性凝胶电泳膜收缩蛋白分析出现异常结果有助于膜分子病变的确定。
  


  
    （2）红细胞酶缺陷性溶血性贫血的检查：红细胞G6PD缺陷症除遗传性非球形细胞溶血性贫血外，患者平时无明显异常改变，在诱因的作用下出现急性溶血时，有血管内溶血共同的实验室检测特征，而遗传性非球形细胞溶血性贫血具有慢性血管外溶血的实验室特征，红细胞形态一般无明显异常，可有少数异形或破碎的红细胞。G6PD缺乏的筛检实验（高铁血红蛋白还原实验、G6PD荧光斑点实验、硝基四氮唑蓝试纸片法）均为阳性结果，在筛检实验中以荧光斑点实验的特异性最高，高铁血红蛋白还原实验的敏感性最强，但均不能准确检出红细胞G6PD缺乏的杂合子。G6PD活性定量检测能准确反映酶的活性，为G6PD缺陷症的确诊实验。通过同时测定G6PD和6PGD活性并计算G6PD／6PGD比值，可提高杂合子的检出率。
  


  
    红细胞丙酮酸激酶缺陷症时红细胞自溶血实验阳性，加ATP可完全纠正，加葡萄糖不能纠正。PK荧光斑点实验中等缺乏者（杂合子型）25～60分钟荧光消失，严重缺乏者（纯合子型）60分钟荧光仍不消失。酶活性定量检测，中等缺乏者（杂合子型）为正常活性的25%～35%，严重缺乏者（纯合子型）为正常活性的25%以下。中间代谢产物测定可见2，3‐二磷酸甘油酸（2，3‐DPG）、磷酸烯醇式丙酮酸（PEP）、2‐磷酸甘油酸（2‐PG）在PK缺乏时较正常增加2个标准差以上。
  


  
    （3）珠蛋白生成障碍性贫血的检查
  


  
    一般溶血的检查：贫血轻重不等，红细胞大小不均，靶形红细胞和异形红细胞增多，多大于10%。进行溶血相关检测，红细胞脆性减低。珠蛋白生成障碍性贫血多为小细胞性贫血，需与缺铁性贫血鉴别。
  


  
    血红蛋白电泳：电泳技术无论是对珠蛋白肽链的结构异常还是肽链合成量的异常的诊断均有重要意义，选择适当的血红蛋白电泳可检测出各类异常血红蛋白及各血红蛋白成分的相对含量。珠蛋白生成障碍性贫血时，可通过pH8.5醋酸纤维薄膜电泳进行实验室诊断，β珠蛋白生成障碍性贫血患者HbF增加及HbA2增加，α珠蛋白生成障碍性贫血患者HbH或HbBarts增加。各类珠蛋白生成障碍性贫血电泳结果见表1‐7。
  


  
    [image: ]


    
      表1‐7 各型珠蛋白生成障碍性贫血的血红蛋白电泳结果
    


    

  


  
    基因诊断：珠蛋白生成障碍性贫血均有基因突变，体外珠蛋白比率分析、基因探针及限制性内切酶图谱法、聚合酶链反应（polymerasechainreaction，PCR）、特异性寡核苷酸杂交法等检测进行基因分析可用于疾病的诊断和分型及骨髓移植和基因治疗的研究。通过对外周血或脐血进行基因诊断，可确定是否患病及具体的分子缺陷类型。通过对绒毛细胞或羊水细胞进行DNA诊断，对胚胎脐血进行基因诊断可进行产前诊断以防止纯合子患儿的出生。α珠蛋白生成障碍性贫血主要是α珠蛋白基因缺失或突变所致。通过Southern印迹杂交分析和PCR方法检测其基因缺失。β珠蛋白生成障碍性贫血主要为点突变型，是一组高度异质性的遗传性疾病，应用寡核苷酸探针杂交技术和PCR‐限制性内切酶酶解法可检测出已知的β珠蛋白生成障碍性贫血基因的突变。
  


  
    （4）异常血红蛋白病的检查
  


  
    镰状细胞贫血（HbS病）：血红蛋白减低（一般为50～100g／L）。红细胞大小不均，可有小细胞、大细胞、异形细胞、多染性红细胞、有核红细胞、靶形红细胞等，镰状红细胞不多见。网织红细胞增加（常大于10%）。红细胞镰变实验阳性，红细胞渗透脆性明显下降。血红蛋白电泳可见HbS带位于HbA和HbA2间，结果显示HbS占80%以上，HbF增至2%～15%，HbA2正常，HbA缺乏。
  


  
    血红蛋白E病：多为小细胞低色素性轻度贫血。红细胞渗透脆性减低。血红蛋白电泳显示HbE占75%～92%，HbE的电泳特征为在pH8.6或8.8时，HbE移动速度较HbC稍快，与HbA2完全相同，不能分开；pH6.8酸性凝胶电泳可与HbC和HbA2区分。因HbE不稳定，异丙醇沉淀实验阳性和热变性实验弱阳性；变性珠蛋白小体检测阳性。
  


  
    不稳定血红蛋白病：变性珠蛋白小体检查出现阳性结果对疾病诊断有重要意义、热变性实验和异丙醇沉淀实验为阳性，一般用异丙醇实验筛选，再做热变性实验和变性珠蛋白小体检查进行诊断。血红蛋白电泳仅有部分病例可分离出异常血红蛋白区带。通过分辨率高的聚丙烯酰胺凝胶电泳不稳定血红蛋白和潜在异常血红蛋白可清晰分离。
  


  
    （5）阵发性睡眠性血红蛋白尿症的检查
  


  
    血细胞分析：贫血为几乎所有患者的表现，呈正色素性或低色素性贫血（尿中铁丢失过多时），网织红细胞增高，可见有核红细胞及红细胞破片。白细胞和血小板多减少，半数患者为全血细胞减少。
  


  
    骨髓象：半数以上的患者三系增生活跃，尤以红系造血旺盛。随病情变化表现不一，不同穿刺部位增生程度可明显差异，故增生低下者应注意穿刺部位，必要时作病理活检。
  


  
    特殊溶血实验：尿含铁血黄素实验阳性为溶血存在的依据；热溶血实验、蔗糖溶血实验、酸化血清溶血实验阳性是补体敏感的红细胞存在的依据，蔗糖溶血实验是PNH的筛选实验，敏感但特异性较差。酸化血清溶血实验特异性高，多数患者为阳性，其是诊断的重要依据。
  


  
    流式细胞术检测：发现GPI锚连接蛋白（CD55或CD59）低表达的异常细胞群，支持PNH诊断。本实验是目前诊断PNH特异性和敏感性最高且可定量的检测方法。
  


  
    3﹒常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    （1）遗传性球形红细胞增多症：无特异的临床表现和实验室检查，诊断时应结合病史、临床表现和实验室检查综合分析。血涂片中小球形细胞大于10%，红细胞渗透脆性增加，有阳性的家族史，本病的诊断可成立。应注意与自身免疫性溶血性贫血所致继发性球形细胞增多相鉴别，可做红细胞膜蛋白分析和组分定量，必要时采用基因序列分析的方法，寻找诊断依据和进行家系调查以鉴别诊断。
  


  
    （2）红细胞G6PD缺陷症：诊断依靠实验室检测红细胞G6PD活性的证据，临床表现及阳性家族史对诊断也非常重要。筛选实验中两项中度异常；或一项筛选实验中度异常加上Heinz小体生成实验阳性（有40%红细胞含Heinz小体，每个红细胞有5个以上Heinz小体）并排除其他溶血病因；或一项筛选实验中度异常，伴有明确的家族史；或一项筛检实验严重异常；或定量测定G6PD活性较正常平均值减低40%以上，均可确诊。并据不同发病情况对其进行临床分型。
  


  
    （3）红细胞PK缺乏（引自《红细胞疾病基础与临床》）：①PK荧光斑点实验结果为PK活性缺乏；②PK活性定量测定为纯合子范围；③PK活性定量测定为杂合子范围，伴有明显家族史和2，3‐DPG两倍以上增高或中间代谢产物改变。符合以上三项中任何一项，支持PK缺乏的实验室诊断。遗传性红细胞PK缺乏症的诊断主要通过红细胞PK活性的测定进行诊断。诊断应注意与继发性PK缺乏进行鉴别并应考虑变异型的实验室诊断。
  


  
    （4）珠蛋白生成障碍性贫血：珠蛋白生成障碍性贫血根据缺乏的珠蛋白链的种类及缺乏程度给以命名和分类，α珠蛋白链缺乏称α珠蛋白生成障碍性贫血，β珠蛋白链缺乏称β珠蛋白生成障碍性贫血。根据临床表现和实验室检测进行珠蛋白生成障碍性贫血的诊断，而血红蛋白电泳的异常是确诊指标。
  


  
    血红蛋白E病：①HbE纯合子：轻度贫血，脾轻度肿大，易感染，血涂片中可有25%～75%的靶形红细胞。血红蛋白电泳显示HbE占75%～92%，无HbA，HbF正常或轻度增加；②血红蛋白E特征：是HbA和HbE基因杂合子，一般无临床症状；血红蛋白电泳，HbE 30%～45%；③HbE／β珠蛋白生成障碍性贫血：血红蛋白电泳显示HbE明显增多并具有珠蛋白生成障碍性贫血的血红蛋白电泳特征。
  


  
    不稳定血红蛋白病：证明不稳定血红蛋白的存在是诊断本病的主要依据。应用热变性实验、异丙醇实验和变性珠蛋白小体实验可进行不稳定血红蛋白的常规检查，再结合临床表现可进行诊断。做有关珠蛋白链的氨基酸组成分析，可确定不稳定血红蛋白异常的部位。
  


  
    PNH的诊断标准（结合1987年我国制订的诊断标准制订）：①临床表现符合PNH或上述必须考虑为PNH的表现情况；②有肯定的血红蛋白尿发作或血管内溶血的直接、间接证据；③实验室检查证明有补体敏感的红细胞群存在：蔗糖溶血实验、热溶血实验、Rous实验为PNH的筛选实验，标准化的酸溶血实验和检测CD55及CD59这两种常见的血细胞表面锚蛋白相关抗原的表达情况是确诊实验。
  


  
    4﹒鉴别诊断
  


  
    应注意除外其他溶血病，特别是遗传性球形红细胞增多症、自身免疫性溶血性贫血、G6PD缺乏症及阵发性冷性血红蛋白尿症。全血细胞减少还应与再生障碍性贫血鉴别。
  


  
    第六节 红细胞增多症
  


  
    红细胞增多症（erythrocytosis）是指单位体积外周血液中红细胞数量、比积和血红蛋白异常增高，超过参考范围上限。红细胞浓度的增多，可由多种病因引起，既可是相对性的也可是绝对性的。相对性红细胞增多是指血浆量少而致红细胞浓缩。绝对性红细胞增多是指体内红细胞总数增多，分为原发性即真性红细胞增多症和继发性红细胞增多症。真性红细胞增多症（polycythemiavera，PV）为原因未明的克隆性多能造血干细胞疾病，是以红细胞异常增生为主的三系异常增生的慢性骨髓增生性疾病。继发性红细胞增多症（secondaryerythro cytosis）指外周血液中红细胞总数绝对性增多，是由已知病因或疾病引起的疾病。缺氧和红细胞生成素分泌增多是引起继发性红细胞增多的主要原因。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图1‐7。
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      图1‐7 红细胞增多症的实验室诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    红细胞增多症的确切诊断主要靠实验室检查，首先要确定是否红细胞增多，其次是确定什么原因引起的。
  


  
    1﹒全血细胞分析
  


  
    红细胞增多症是指单位体积外周血液中红细胞数量、比积和血红蛋白异常增高，超过参考范围上限。真性红细胞增多症时外周血三系均有增多。
  


  
    2﹒骨髓象检测
  


  
    真性红细胞增多症为原因未明的克隆性多能造血干细胞疾病，是以红细胞异常增生为主的三系异常增生的慢性骨髓增生性疾病。继发性红细胞增多症为红系增生的骨髓象。
  


  
    3﹒全血容量、红细胞容量
  


  
    用于排除相对性红细胞增多症。
  


  
    4﹒红细胞生成素（EPO）
  


  
    真性红细胞增多症EPO浓度下降，因组织缺氧引起的红细胞增多症时EPO浓度增高。但EPO水平并不是明确区分继发性红细胞增多症和真性红细胞增多症的诊断标准。
  


  
    5﹒其他检测
  


  
    血液流变学检查显示血黏度明显增高。红细胞沉降率减慢。血小板聚集功能可降低。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析：红细胞和血红蛋白、红细胞比积增高，男性＞6.5×1012／L，女性＞6.0×1012／L；血红蛋白男性＞180g／L，女性＞170g／L；血细胞比容男性＞0.54，女性＞0.50；红细胞形态大致正常。原发性红细胞增多症白细胞计数在（11～30）×109／L，白细胞分类可有核左移现象。血小板增高，常大于300×109／L，可见巨型或畸形血小板。继发性红细胞增多症白细胞和血小板正常。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）骨髓象：骨髓增生明显活跃，原发性红细胞增多症偶有“干抽”现象，各系各阶段有核细胞比值及形态大致正常。
  


  
    （2）细胞化学染色：中性粒细胞碱性磷酸酶增高，积分大于100分。
  


  
    （3）血液流变学检测：全血黏度增高。
  


  
    （4）鉴别诊断实验：各类红细胞增多症的鉴别见表1‐8。
  


  
    [image: ]


    
      表1‐8 红细胞增多症鉴别诊断
    


    

  


  
    3﹒常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    真性红细胞增多症的诊断标准（引自《红细胞疾病基础与临床》国内诊断标准）为：①临床有多血症和脾大表现；②男性RBC＞6.5×1012／L，女性＞6.0×1012／L，男性Hb＞180g／L，女性Hb＞170g／L；③红细胞容量男性＞39ml／kg，女性＞27ml／kg；④Hct男性＞0.54，女性＞0.50。WBC＞11×109／L，PLT＞300×109／L，中性粒细胞碱性磷酸酶积分＞100分，骨髓三系均增生尤以红系增生显著；⑤能除外相对和继发性红细胞增多症。凡符合上述①②③项，排除继发性红细胞增多症，即可确诊。若无条件测定③，则须具备①②④⑤项才可诊断。
  


  
    第七节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    男性，18岁住校学生。进行性面色苍白4个月。无特殊既往病史和服药史。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温正常，贫血貌，舌鲜红平滑，神经系统无异常。无其他异常发现。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：Hb83g／L，RBC2.1×1012／L，Hct0.24，MCV109fl，红细胞大小不等。白细胞8.3×109／L，中性分叶细胞0.69、淋巴细胞0.27、单核细胞0.02、嗜酸性粒细胞0.02，中性粒细胞分叶过多，5叶以上者大于5%。血小板125×109／L。
  


  
    骨髓涂片检查：有核细胞增生活跃，粒红比例下降，以红系增生为主。可见幼红细胞呈老浆幼核改变。各阶段红细胞有巨幼样变，各阶段粒细胞比例正常，可见巨杆状核中性粒细胞。巨核细胞可见巨幼样变。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断为巨幼细胞贫血，因血细胞分析检测发现有血红蛋白的下降，MCV增加，中性粒细胞分叶过多的细胞多见。骨髓象为增生性贫血象，可见核浆发育不平衡，“核幼质老”。符合巨幼细胞贫血的形态学特点。
  


  
    以上病例应进一步做查找贫血病因的相关检测。通过以上分析和实验室诊断应进一步做维生素B12和叶酸缺乏的相关检测，并进行病史和生活史的调查，以查找病因。
  


  
    诊断意见：
  


  
    该患者是因住校时长期饮食缺乏叶酸，造成营养性巨幼细胞贫血。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    女性，23岁，公司职员。出现乏力、头昏近2个月。近一年以素食为主并少吃主食。平时月经经期多为10天左右，每次量多。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36.0℃，脉搏118次／分，呼吸频率20次／分，血压12／8.4kPa。贫血貌，巩膜无黄染，浅表淋巴结不大，胸骨无压痛，肝脾未触及，心肺无异常。

  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：Hb62g／L，RBC2.96×1012／L，Hct0.20，MCV68fl，MCH21pg，MCHC309g／L，RDW‐CV21%。WBC4.3×109／L，中性分叶细胞0.54、淋巴细胞0.35、单核细胞0.05、嗜酸性粒细胞0.02，中性杆核细胞0.04。PLT157×109／L。
  


  
    分析：
  


  
    血细胞分析及临床体征可初诊为小细胞低色素性贫血。由于病史中可见患者有长期慢性失血史，进食含铁量丰富的食物少，可初步判断患者贫血最有可能是由于缺铁所致。进一步检测应包括血清铁、总铁结合力、血清铁蛋白等铁代谢相关检测和骨髓涂片和骨髓铁染色。
  


  
    诊断意见：
  


  
    由于长期铁丢失过多、摄入不足的体内铁代谢的负平衡所致缺铁性贫血。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    男性，4岁。因感冒发热就诊。
  


  
    体格检查：
  


  
    发育较差，面色苍白，皮肤巩膜黄染，体温39.0℃，心率121次／分，脾轻度大，肝未触及，浅表淋巴结不大。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析检测：Hb94g／L，RBC3.61×1012／L，红细胞大小不等，以小红细胞为主，可见较多靶形红细胞。WBC11.6×109／L，中性分叶细胞0.49、淋巴细胞0.36、中性杆核细胞0.06、单核细胞0.05、嗜酸性粒细胞0.04。PLT142×109／L，形态未见异常。
  


  
    溶血相关检测：红细胞渗透脆性减低，变性珠蛋白小体检测阳性，异丙醇沉淀实验阳性，碱性（pH8.6）血红蛋白电泳结果如图1‐8，酸性（pH6.8）血性血红蛋白电泳结果与正常对照比较未见异常。
  


  
    [image: 病例碱性血红蛋白电泳结果]


    
      图1‐8 病例碱性血红蛋白电泳结果
    


    

  


  
    分析：
  


  
    该患者血红蛋白减低，白细胞和血小板基本正常（白细胞增高是因有感染存在）。红细胞出现靶形红细胞，红细胞脆性减低，变性珠蛋白小体检测阳性，异丙醇沉淀实验阳性，应考虑血红蛋白病。进行血红蛋白电泳，从血红蛋白电泳结果可见在碱性电泳时HbA区未见有血红蛋白带，在HbA2区有一明显的量非常高的血红蛋白带，在酸性电泳时出现与正常对照相同的电泳带，说明在HbA区有一明显血红蛋白带，结合血红蛋白E的电泳特征（在pH8.6或8.8时，HbE移动速度较HbC稍快，与HbA2完全相同，不能分开；pH6.8酸性凝胶电泳可与HbC和HbA2区分）证明患者有异常血红蛋白HbE。
  


  
    诊断意见：
  


  
    因HbE占75%～92%，无HbA，符合HbE纯合子的实验室诊断。确诊为血红蛋白E病的HbE纯合子。
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    第二章 白细胞结果异常相关疾病
  


  
    白细胞是血液细胞的重要组成成分，包括粒细胞、单核细胞和淋巴细胞。在其增殖、分化、成熟和释放过程中，无论是其数量或质量的异常，都可导致疾病发生。本章所讨论的中性粒细胞增多症、中性粒细胞减少症、血小板增多症、血小板减少症、骨髓增生异常综合征、慢性骨髓增殖性疾病和急性白血病，都有不同程度数量异常和质量异常。
  


  
    第一节 中性粒细胞增多症
  


  
    正常人外周血白细胞总数为（4.0～10.0）×109／L，超过10.0×109／L即为白细胞增多。白细胞包括粒细胞、单核细胞和淋巴细胞，以粒细胞为主，比例可达50%～70%。成年人外周血中性粒细胞绝对值超过7.5×109／L，称为中性粒细胞增多，临床上以此种类型的粒细胞增多最为常见。生成增多、加速或过早从骨髓中释放入外周血液、边缘池到循环池的迁移增加，是目前比较认同的发病机制。多种因素可以引起中性粒细胞增多，如感染、物理和情绪刺激、炎症及组织坏死、肿瘤、代谢和内分泌紊乱、中毒和变态反应、急性失血和溶血、血液病、其他（如术后）等，因此，确定中性粒细胞增多后，可依据相关实验室检查寻找原因。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图2‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    相关实验主要包括：血细胞分析、血涂片白细胞形态观察、中性粒细胞碱性磷酸酶、骨髓象检查、遗传学染色体检查和基因检测。根据具体病例和诊断需求，选择或逐渐进行。
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    包括多项参数数据，由血细胞分析仪得到，与白细胞相关的参数主要有白细胞计数、白细胞分类计数。分类计数一般有百分率和绝对值两种表示方法，包括中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、淋巴细胞和单核细胞。
  


  
    2﹒血涂片形态观察
  


  
    外周血液经涂片、染色后，由于不同的细胞及其不同成分对酸性和碱性染料结合的多少不一，使得各种细胞呈现出各自的染色特点。在显微镜下观察细胞的大小、细胞核和细胞质特征。异常形态包括：大小不均、中毒颗粒、空泡、Dōhle小体、退行性变、多分叶、巨多分叶、Auer小体、Pelger‐Hüet畸形等。
  


  
    [image: 中性粒细胞增多症实验诊断路径图]


    
      图2‐1 中性粒细胞增多症实验诊断路径图
    


    

  


  
    红细胞形态观察：在显微镜下观察细胞的大小、形状、色素量、内含物特征。异常形态包括：大小不一（小红细胞、大红细胞、巨红细胞）；血红蛋白量改变（正色素、低色素、高色素、多色性、着色不一）；形状改变（球形、椭圆形、靶形、口形、泪滴形、棘形、镰形、缗钱状等）；异常结构（嗜碱性点彩、Howel‐Joly小体、卡波环等）。
  


  
    血小板形态观察：观察血小板的大小、分布、聚集状态。异常形态包括小血小板、大血小板、巨大血小板、畸形血小板（逗点形、畸形等）、聚集状血小板等。
  


  
    3﹒中性粒细胞碱性磷酸酶（neutrophilicalkalinephosphatase，NAP）
  


  
    主要存在于中性成熟粒细胞（包括中性杆状核和分叶核粒细胞）中，不同疾病其NAP活性有变化。标本选用上，一般使用骨髓涂片检测，但如果白细胞总数高，也可选用外周血涂片。
  


  
    4﹒骨髓象检查
  


  
    将经瑞氏染色的骨髓涂片置显微镜下观察。根据有核细胞量的多少判断骨髓增生程度；根据细胞发育特点和形态特征，识别并分类有核细胞，得到各系细胞比例，计算粒红比值。
  


  
    增生程度分为5级：增生极度活跃（有核细胞显著增多）；增生明显活跃（有核细胞量增多）；增生活跃（有核细胞中等量）；增生减低（有核细胞减少）；增生极度减低（有核细胞显著减少）。
  


  
    5﹒遗传学检查
  


  
    骨髓标本在含小牛血清的培养液中于37℃培养一定时间后，加入秋水仙素“阻留”中期细胞，经染色后观察染色体的数目、结构和形态。某些染色体异常与疾病相关，某些疾病可以出现重现性的染色体异常。本节主要涉及Ph染色体。
  


  
    6﹒基因检测
  


  
    基因存在于染色体上，其基本结构是DNA的双螺旋结构，是涉及某种蛋白质或酶的遗传上的基本功能单位。基因的分子生物学定义是：一个基因是合成有功能的蛋白质多肽链或RNA所必需的全部核酸序列。聚合酶链反应（polymerasechainreaction，PCR）技术是一种快速、敏感的方法，能够在几小时内将单个分子的核酸扩增几百万倍。针对不同的融合基因设计不同的引物，PCR扩增后可以检测到融合基因特异的PCR扩增片段，而正常人则显示阴性结果。本节主要涉及BCR／ABL基因。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析：白细胞计数可以确定白细胞是否增高及增高的程度。
  


  
    白细胞分类计数：可以确定白细胞中细胞类型构成情况。分析其结果，比例固然重要，但要同时关注绝对值。中性粒细胞百分率增高，重要的是绝对值增高。在某些情况下，仪器显示的白细胞分类计数结果，会提供发现幼稚粒细胞或原始细胞信息与报警。
  


  
    白细胞形态观察：通过观察中性粒细胞的形态，直接了解白细胞形态变化。大小不均是指细胞体积大小相差悬殊，常见于病程较长的化脓性感染。中毒颗粒是指中性粒细胞胞质中出现比正常颗粒粗大、大小不等、分布不均的紫黑色颗粒。含中毒颗粒的中性粒细胞越多，表示感染、中毒情况越严重。空泡是细胞发生脂肪变性或颗粒丢失的结果，常见于严重感染、败血症等。Dōhle小体是指在中性粒细胞胞质边缘呈圆形、梨形或云雾状的蓝色斑块，常见于严重感染。退行性变是指细胞发生胞体肿大、结构模糊、边缘不清、核固缩、核溶解现象，常见于衰老或病变细胞。多分叶是指中性粒细胞核分5～9叶或更多，巨多分叶是指细胞体积巨大且分叶数量增多，常与细胞核发育异常相关，多见于巨幼细胞贫血、使用抗代谢药物和恶性血液疾病。Pelger‐Hüet畸形是指成熟中性粒细胞胞核呈杆状、肾形、眼镜形、哑铃形等，常表示核分叶能力减低，见于家族性粒细胞异常，也可继发于严重感染的核分叶能力减退。Auer小体是指白细胞胞质内出现的红色细杆状物质，可1条、多条或成捆存在，主要见于急性髓系白血病。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    中性粒细胞碱性磷酸酶：参考范围为：阳性率＜40%，积分值30～130分。NAP积分增加，常见于细菌性感染（包括类白血病反应）、再生障碍性贫血、某些增殖性疾病等。NAP积分减低，主要见于慢性粒细胞白血病（chronicmyelogenousleukemia，CML）慢性期、阵发性睡眠性血红蛋白血症、骨髓增生异常综合征（myelodysplasticsyndrome，MDS）等。因此，NAP对区分CML和类白血病反应（leukemoidreaction）非常重要。
  


  
    骨髓象检查：通过观察骨髓涂片，了解包括粒细胞、红细胞、巨核细胞、淋巴细胞、浆细胞、单核细胞系统的增生程度，了解各阶段细胞比例及细胞形态，了解有无原始细胞增高或异常细胞出现。
  


  
    Ph染色体检查：Ph染色体是9号染色体和22号染色体相互易位后形成的一条小于正常22号的染色体。经分带技术证明：第9号染色体长臂末端3区4带与第22号染色体1区1带相互易位构成，即t（9；22）（q34；q11）。是CML患者特征性的细胞遗传学异常，95%的CML初诊时可检出。
  


  
    BCR／ABL基因检测：9号染色体和22号染色体易位，使22号染色体BCR序列与9号染色体ABL基因序列融合，即形成BCR／ABL基因。即使Ph染色体（－）的CML患者，多数也存在BCR／ABL基因，因此它有助于CML诊断和类白血病反应鉴别诊断。
  


  
    3﹒多种因素和疾病均可能引起中性粒细胞增多，常见情况和意义评价见表2‐1。
  


  
    [image: ]


    
      表2‐1 中性粒细胞增多的疾病和状况
    


    

  


  
    第二节 中性粒细胞减少症
  


  
    外周血中性粒细胞绝对值成人低于2.0×109／L，儿童低于1.5×109／L者称为中性粒细胞减少（neutropenia），是一组由各种原因引起的白细胞持续低于参考值的综合征。中性粒细胞在白细胞中占主要成分，比例为50%～70%，故中性粒细胞减少常导致白细胞减少。当成人白细胞低于4.0×109／L称白细胞减少（leukopenia），如果粒细胞严重减少，低于0.5×109／L，称粒细胞缺乏（agranulocytosis）。当有严重的中性粒细胞减少时，会发生反复感染征象，如咽喉、口腔的感染，口腔溃疡、败血症等。粒细胞缺乏则易发生严重感染，起病急骤，畏寒高热，乏力不适，肺、泌尿系、口咽部和皮肤是最常见感染部位。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图2‐2。
  


  
    二、相关实验
  


  
    血细胞分析是确定中性粒细胞减少最基本、最常用和可靠的实验，细胞形态观察和骨髓涂片检查有助于寻找中性粒细胞减少的病因和监测治疗。
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    重点关注白细胞计数结果，尤其中性粒细胞绝对值。
  


  
    2﹒血涂片细胞形态观察
  


  
    重点观察中性粒细胞形态改变，是否出现固缩、空泡，胞质颗粒有无变化、是否出现幼稚粒细胞等。红细胞及血小板形态大致正常。如果出现细胞形态异常改变或发现原始细胞，需进行骨髓涂片检查。
  


  
    3﹒骨髓涂片检查
  


  
    如果患者伴有贫血或血小板减少、有显著感染史或查体发现淋巴结肿大，可进行骨髓检查。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析：白细胞计数可以确定白细胞是否减低及减低的程度。白细胞分类计数有百分率和绝对值两种表示方法，分类计数可以确定中性粒细胞百分率减低和绝对值是否减低。在某些情况下，还可能发现幼稚粒细胞或原始细胞。由于白细胞数的生理性变化和波动较大，提倡多几次血细胞分析检查反复确定。同时除白细胞结果外，要注意红细胞、血小板的数量及各项血细胞分析参数是否有改变。强调重视进行血涂片镜检的白细胞分类计数和对白细胞及其他血细胞的形态变化观察。
  


  
    血涂片细胞形态观察：中性粒细胞重度减少时，细胞核常出现固缩，胞质出现空泡，中性颗粒染色不显或颗粒粗大。如果发现中幼粒、晚幼粒出现在外周血液中，则提示疾病处于恢复期。白细胞形态观察，可以发现异常形态的白细胞或原始细胞等。如某些病例骨髓增生低下，白细胞计数结果减低，但原始细胞数量达到了白血病的诊断标准，即低增生性急性白血病。
  


  
    红细胞形态观察：多种原因可作用于红细胞生理进程阶段，引起红细胞相应的病理变化，导致某些类型贫血的红细胞发生形态学变化，包括大小、形状、染色性质、胞质内含物的变化。维生素B12或叶酸缺乏引起的巨幼细胞贫血常出现大红细胞或巨幼细胞。
  


  
    [image: 中性粒细胞减少症实验诊断路径图]


    
      图2‐2 中性粒细胞减少症实验诊断路径图
    


    

  


  
    2﹒次选实验
  


  
    骨髓象检查：如果患者伴有贫血或血小板减少，有显著感染的病史或体格检查发现淋巴结或器官增大，应进行骨髓检查。另外，如果外周血涂片发现原始细胞或异常细胞，也应进行骨髓检查。通过观察骨髓涂片，了解骨髓增生程度，了解包括粒细胞、红细胞、巨核细胞、淋巴细胞、浆细胞、单核细胞系各阶段细胞的比例及细胞形态，确定原始细胞或异常类型以及比例。
  


  
    3﹒中性粒细胞减少的疾病与评价
  


  
    对于中性粒细胞减少病例，首先应收集详细的病史资料，全面查体，对以往的实验室检验结果进行动态分析，找出线索再逐步明确诊断。特别注意有无慢性肝病、肺结核等慢性感染和自身免疫性疾病，注意排除环境因素。
  


  
    （1）感染：病毒是中性粒细胞减少最常见原因，如EB病毒、HIV病毒、细小病毒B19等，革兰阴性杆菌（伤寒）及某些原虫感染也是原因之一。这与病毒、细菌内毒素和异体蛋白使大量粒细胞转移至边缘池及抑制骨髓释放粒细胞有关，也与抗感染消耗增多有关。
  


  
    （2）自身免疫性中性粒细胞减少：其诊断需要检测粒细胞特异抗体。原发性多由造血异常引起中性粒细胞减少，继发性常伴随原发疾病。70%继发性患者见于成人，常伴自身免疫性疾病，如系统性红斑狼疮，特发性血小板减少性紫癜（idiopathicthrombocytopenicpurpu ra，ITP）、自身免疫性溶血性贫血、淋巴增殖性疾病。此机制可能与存在白细胞的自身抗体导致破坏增多有关。
  


  
    （3）药物诱导性中性粒细胞减少：某些止痛药和抗炎药、抗生素、抗疟疾药、抗惊厥药、抗抑郁药、H2阻滞剂均可使中性粒细胞减少。临床上最典型的案例是急性再生障碍性贫血，见于服用有害药物2～3周，中性粒细胞减少、血小板减少（出现淤点和瘀斑），红细胞由于半衰期长，故不出现贫血。
  


  
    （4）化疗与理化损伤：采用细胞毒物质化疗可诱导抑制粒细胞造血。理化损伤可见于放射线照射，苯、铅、汞中毒等。由于化疗药物或理化损伤因素可对造血干细胞直接损伤，或抑制骨髓粒细胞有丝分裂，或通过抗原抗体复合物破坏白细胞，从而引起中性粒细胞减少。
  


  
    （5）脾功能亢进：与粒细胞被脾脏滞留、吞噬，脾脏产生的某些体液因子抑制骨髓造血或加速血细胞破坏有关，多见于脾淋巴瘤、脾血管瘤、肝硬化、门静脉或脾静脉栓塞、心力衰竭、类脂质沉积等疾病。
  


  
    （6）血液系统疾病：与造血干细胞功能障碍、粒细胞增殖异常或营养缺乏导致骨髓粒细胞生成、成熟障碍或无效造血有关。多见于再生障碍性贫血、阵发性睡眠性血红蛋白尿（paroxysmalnocturnalhemoglobinuria，PNH）、骨髓转移癌、巨幼细胞性贫血等。
  


  
    （7）良性家族性中性粒细胞减少：是一种常染色体非性联显性遗传的疾病。早年发病，病程长，延续至儿童直至成年，家族成员中常有同样患者。表现为白细胞正常或轻度减低，但中性粒细胞减低，而单核细胞和淋巴细胞相对增高。
  


  
    第三节 血小板增多症
  


  
    血小板增多症的定义为血小板计数大于450×109／L。引起血小板增多的疾病按病因分为两类：一类为骨髓增生性疾病，包括：原发性血小板增多症（essentialthrombocythemia，ET）、真性红细胞增多症（polycythemiavera，PV）、慢性粒细胞白血病（chronicmyelogenous leukemia，CML）、骨髓纤维化（myelofibrosis，MF）。此类为疾病本身表现，血小板显著增多，可伴有血小板形态或功能异常，易并发出血或血栓形成。另一类是继发于某种疾病或生理因素，如感染、炎症、肿瘤、某种生理因素或其他原因，血小板轻度或中度增多，血小板形态及功能一般正常。骨髓增生性疾病患者如果血小板显著增高，则出血和（或）血栓形成风险增高，其原因是由于无功能性血小板产生过多。继发性血小板增多，血小板轻、中度增高，形态及功能多正常，很少引起出血或血栓形成。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图2‐3。
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      图2‐3 血小板增多症实验诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    诊断原发性血小板增多症的主要标准只有2条，但排除性标准却有5条，因此，除了血细胞分析和骨髓活检，更多的实验选择是为了满足排除性诊断。
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    了解血小板数量，通过血细胞分析仪信息和报警提示，了解血小板是否凝聚。
  


  
    2﹒血涂片镜检
  


  
    重点观察血小板和红细胞形态。
  


  
    3﹒骨髓涂片检查
  


  
    重点观察和了解骨髓增生程度，巨核细胞增生和发育状态，巨核细胞产血小板状况，血小板聚集、分布状况以及是否出现畸形血小板等。
  


  
    4﹒骨髓活体组织检查（bonemarrowbiopsy，BMB）
  


  
    简称骨髓活检，是观察骨髓组织结构和空间定位、补充骨髓涂片检查的有效方法。可以较全面而准确地了解骨髓增生程度，造血组织、脂肪组织或纤维组织所占的容积比例；了解粒红比值及骨髓内铁贮存情况；可以发现骨髓穿刺涂片不易发现的病理变化，当骨髓增生极度活跃或极度低下，纤维组织增多及骨质增生而发生“干抽”或骨髓稀释时格外重要。对诊断血小板增多症，骨髓活检的目的在于排除其他骨髓增生性疾病，如骨髓纤维化。
  


  
    5﹒细胞遗传学和基因检测
  


  
    目的在于通过Ph和BCR／ABL检查，排除CML。JAK2是Janus激酶（JAK）家族成员，最新Blood杂志有报道，JAK2基因的V617F假激酶区突变在ET中的发生率为23%～57%，并且这种突变主要发生在造血祖细胞的造血干细胞集落中。其检测方法包括：常规DNA测序、等位基因特异PCR、扩增受阻突变PCR（AMRS‐PCR）等。
  


  
    6﹒血清铁蛋白（serumferritin，SF）
  


  
    其含量能准确反映体内储存铁的情况，与骨髓铁染色结果有良好的相关性。一般采用免疫测定方法检测铁蛋白值。成年男性15～200μg／L，成年女性12～150μg／L，小儿低于成人；青春期至中年，男性高于女性。
  


  
    7﹒骨髓铁染色
  


  
    铁在酸性环境下与亚铁氰化钾作用，形成普鲁士蓝的亚铁氰化铁沉淀，定位于含铁的部位。健康人骨髓中的贮存铁主要存在于骨髓小粒和幼红细胞中，用细胞外铁和细胞内铁来区分。细胞外铁是存在于骨髓小粒的巨噬细胞中的铁，细胞内铁指存在于中幼红、晚幼红及红细胞中的铁。一般观察100个中幼红和晚幼红细胞，出现蓝色铁颗粒的为铁粒幼红细胞，根据铁颗粒多少分Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型、Ⅳ型和环形铁粒幼红细胞。环形铁粒幼红细胞是指幼红细胞胞质内铁颗粒在6颗以上，且围绕核周1／2周以上。红细胞中出现铁颗粒为铁粒红细胞。参考范围：细胞外铁（＋）～（＋＋）；细胞内铁，铁粒幼红细胞阳性率12%～44%，以Ⅰ型为主，少数为Ⅱ型；无环形铁粒幼红细胞及铁粒红细胞。
  


  
    8﹒其他
  


  
    血清铁、血尿酸、乳酸脱氢酶、溶菌酶、急性期蛋白（C反应蛋白、纤维蛋白原、血沉）、出血时间等。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析：是最基本的实验室检查。原发性血小板增多症，血小板计数持续大于600×109／L，多在（1000～3000）×109／L。血红蛋白多正常，可因慢性失血出现减低，伴平均红细胞体积（MCV）减小。白细胞常正常。血小板分布宽度（plateletdistributionwidth，PDW）增加，平均血小板体积（meanplateletvolume，MPV）多正常。继发性血小板增多很少引起血小板高于1000×109／L。
  


  
    血涂片检查：血小板增多，形态和大小多样（大小不均），易自发聚集成堆，因而可见巨大血小板和血小板聚集成团、成簇，可见巨核细胞碎片。红细胞形态不同程度异常。
  


  
    骨髓涂片检查：原发性血小板增多症骨髓增生程度明显活跃，巨核细胞系统增生尤为显著，原始及幼稚巨核细胞的比例增高，可见到小巨核或形态异常，如核质发育失衡、颗粒稀疏、空泡形成、核分叶过多及血小板生成增多。根据骨髓象和其他相关检查可以与其他骨髓增生性疾病相鉴别。如真红以红细胞增多为突出表现；慢粒主要为粒细胞系改变，血中粒细胞显著增多，碱性磷酸酶积分明显降低，且遗传学检查可有Ph阳性或BCR／ABL融合基因阳性。
  


  
    骨髓活检：原发性血小板增多症常有明显细胞增多，并形成集落，伴有多形核或不典型多倍体巨核细胞。网状纤维多正常（25%患者可增多），无骨髓纤维化表现。
  


  
    细胞遗传学和基因检查：对于ET，目前没有发现特异的细胞遗传学和分子遗传学异常。无Ph染色体和BCR／ABL融合基因，5%有核型异常，如del（13q22），＋8和＋9，偶有20q‐或21q‐。JAK2‐V617F基因突变阳性率在50%左右，此类患者外周血中性粒细胞增高，骨髓中红系、粒系增高。
  


  
    铁染色：贮存铁（外铁）正常，环形铁粒幼细胞不高，低于15%。此检查可以提供无MDS‐RARS证据。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    其他检查：对血小板增多症的诊断起着重要的辅助、排除、鉴别作用。ET患者血尿酸、乳酸脱氢酶及溶菌酶可升高，急性期蛋白可正常，出血时间20%患者延长，部分病例因大量钾离子从破坏的血小板释放到血中，引起假性高钾血症。如果血小板增多是继发于缺铁，则血清铁蛋白减低、骨髓铁染色阴性。
  


  
    患者病史有助于发现继发性血小板增多原因，查体有助于发现提示骨髓增殖性疾病的脾大，脾大并有出血倾向或血栓形成是ET诊断的重要依据。
  


  
    第四节 血小板减少症
  


  
    血小板（platelet，PLT）减少为血小板计数低于150×109／L。其病因主要分为三类：①骨髓中血小板生成减少；②循环中血小板破坏过多；③血小板分布异常。目前没有一个确切的血小板计数值可以预示患者出血或者不出血，但大多数血小板高于50×109／L的患者是没有症状的。当血小板计数低于50×109／L时，容易出现紫癜、瘀斑、外伤后出血时间延长。当低于20×109／L出血风险增加，而当低于10×109／L则出血危险进一步加剧。紫癜是最常见的症状，常常出现在下肢和受压部位，随后会出现牙龈出血、严重鼻出血和（或）危及生命的出血。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图2‐4。
  


  
    二、相关实验
  


  
    以下实验的选择，有的反映了血小板数量，有的评价了血小板形态。骨髓涂片检查有助于评价和筛查是否由于骨髓衰竭（再生障碍性贫血）、骨髓浸润（如白血病、MDS）、骨髓抑制（药物）、营养缺乏（如巨幼细胞贫血）所引起的血小板减少。
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    重点关注血小板计数，平均血小板体积（MPV）。
  


  
    2﹒血涂片形态检查
  


  
    观察白细胞、红细胞形态的同时，特别注意观察血小板的形态，包括血小板大小、有无巨大或畸形血小板、血小板聚集状态、血小板卫星现象（plateletsatelit ism）等。血小板卫星现象是指血小板黏附于中性分叶核细胞表面的现象。
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      图2‐4 血小板减少症实验诊断路径图
    


    

  


  
    3﹒骨髓涂片检查
  


  
    血细胞分析和血涂片检查出现异常的后续检查，主要用于评价和筛查可能引起血小板减少的常见相关血液系统疾病。
  


  
    4﹒其他检查
  


  
    常规生化检查、免疫学检查、血小板相关抗体检查。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血细胞分析：是最基本和最重要的实验室检查，其重点是关注血小板计数水平和平均血小板体积（meanplateletvolume，MPV）。MPV反映血小板的平均体积，可以了解血小板减少是由于生成减少还是消耗增加引起。消耗增加常常MPV升高，提示骨髓反应性血小板产生增加。主要用于：①鉴别PLT减低时的病因：MPV正常或增高，见于骨髓增生功能良好而外周血PLT破坏过多导致的血小板减少性疾病，如特发性血小板减少性紫癜（ITP）、脾功能亢进；MPV减低多见于骨髓病变引起的血小板减低如急性白血病。②评估骨髓造血功能恢复情况：MPV和PLT持续减低，为骨髓造血衰竭征兆，MPV越小，骨髓受抑制越严重；当骨髓功能恢复时，先MPV增高，然后PLT才逐步增高。③MPV与PLT两者呈非线性负相关，随PLT增高，MPV变小。因此，MPV可作为估计骨髓状态的较好指标。如ITP，当PLT减低时，MPV增高；当ITP缓解时，PLT增高，MPV减低；当PLT正常时，MPV也正常。
  


  
    血涂片形态检查：也是最基本和最重要的实验室检查。对血小板减少的病例，重点关注血小板数量、大小、形态、聚集状态。直径4～7μm的血小板称为大血小板，巨型血小板直径7～20μm，胞质中嗜天青颗粒细小或融合为大颗粒，主要见于ITP、粒细胞白血病、血小板无力症、巨大血小板综合征、MDS等。小血小板直径小于1.5μm，见于缺铁性贫血和再生障碍性贫血。血小板形态异常是指出现杆状、逗点状、蝌蚪状、蛇形或不规则畸形血小板。血细胞计数仪将2～20fl的颗粒识别为血小板，当EDTA抗凝血中出现血小板凝集或血小板卫星现象，则引起血小板数量减低，通过血涂片观察可以得到证实。另外，冷凝集增高引起血小板聚集所致的假性血小板减低，也可通过血涂片观察发现。血涂片红细胞、白细胞、血小板的形态观察，能发现原始细胞、细胞异常造血表现等，有助于筛检血液系统疾病，如白血病。血涂片中红细胞碎片及畸形红细胞形态观察对诊断血栓性血小板减少性紫癜（thrombotic thrombocytopenicpurpura，TTP）、弥散性血管内凝血（disseminatedintravascularcoagulation，DIC）等有重要帮助。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    骨髓检查：对中重度血小板减少，血涂片观察发现卵圆、大红细胞，发现红细胞、粒细胞或血小板形态异常，出现原始细胞的患者，应进行骨髓检查。能有效地评价骨髓衰竭、骨髓浸润和骨髓抑制，结合其他检验，提示再生障碍性贫血、巨幼细胞贫血、特发性血小板减少性紫癜、白血病、骨髓增生异常综合征等，尤其是对ITP的诊断有重要意义。ITP患者骨髓中巨核细胞增多，以幼稚型增多为主，胞质颗粒减少，嗜碱性强，出现空泡变性，生成血小板能力减低。血小板少见或难见，且体积增大、形态特殊、嗜碱性强染色深。
  


  
    其他检查：生化检查主要是检查患者有无肝脏疾病、肾脏疾病。肝脏生成包括维生素K依赖的大多数凝血因子，肝脏损伤或疾病可导致这些凝血因子浓度减低，引起凝血障碍并出现与之相关的血小板减少。
  


  
    免疫学检查：与血小板抗原反应的抗体可加速血小板的破坏而引起血小板减少。其原因包括：①免疫性因素如ITP、自身免疫性疾病如系统性红斑狼疮、药物诱发（如肝素、奎尼丁等）、感染（HIV、疟疾、病毒）、输血后紫癜；②非免疫性因素如DIC、TTP等；③因大容量输液或血浆置换后稀释性血小板减少。自身抗体可引起自身免疫性血小板减少症，结合于自身血小板的糖蛋白‐特异自身抗体是诊断的特异性标准。另外，测定血小板抗体可提供由母体自身抗体所致的新生儿同种异体免疫性血小板减少症、输血后紫癜、药物诱发免疫性血小板减少症和肝素诱发血小板减少症的诊断支持。
  


  
    第五节 骨髓增生异常综合征
  


  
    骨髓增生异常综合征（myelodysplasticsyndrome，MDS）是一组获得性、造血功能严重紊乱的造血干细胞克隆性疾病，其特点为髓系中一系或多系血细胞发育异常和由于凋亡增加而导致无效造血，具有转化为急性白血病的危险和趋势。MDS主要患病人群是老年人，肿瘤治疗史、环境毒素、遗传因素是其危险因素。临床特点表现为轻度贫血到重度全血细胞减少，通常是大细胞或正色素贫血，临床症状多有疲乏、气短、反复感染、自发性瘀点瘀斑和牙龈出血。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图2‐5。
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      图2‐5 骨髓增生异常综合征实验诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    患者发病年龄、有无肿瘤治疗史、环境毒素因素等均是诊断该病需了解的非实验室信息，通过血细胞分析、血涂片、骨髓检查，发现各系血细胞发育异常形态学改变和原始细胞多少是确立MDS诊断最重要的实验室依据。评价细胞发育异常的程度取决于涂片制备及染色的质量，因此要求高质量的涂片制备和良好的染色。
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    主要了解外周血三系或两系减少情况和程度。
  


  
    2﹒血涂片形态检查
  


  
    主要观察红细胞、白细胞和血小板有无病态造血表现。
  


  
    3﹒骨髓涂片检查
  


  
    重点观察粒系、红系和巨核系病态造血情况和程度。原始细胞有无和比例大小是诊断的重要条件之一。
  


  
    4﹒骨髓铁染色
  


  
    主要了解和计数环形铁粒幼细胞比例，此为诊断MDS‐RARS的条件之一。
  


  
    5﹒骨髓活检
  


  
    了解骨髓细胞构成和分布是否出现紊乱。了解是否有未成熟前体细胞异常定位（abnormallocalizationofimmatureprecursor，ALIP）。ALIP是指原粒细胞、早幼粒细胞不同于位于骨内膜表面的正常情况，而是位于远离血管及骨小梁的骨髓中央区聚集成小簇或片状，且两种细胞数量为5～8个。每张骨髓切片上有≥3处者称ALIP阳性。
  


  
    6﹒骨髓细胞遗传学检查
  


  
    主要是检查和发现有无染色体核型异常，这对评价MDS预后、认识形态学、细胞遗传学相互间关系以及确定克隆性有意义。
  


  
    7﹒其他检查
  


  
    血清铁、维生素B12和叶酸检查。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    对于MDS实验诊断，除了血细胞分析为最基本、最重要的第一步实验室检查外，其他的原则上没有首选实验和次选实验之分，有条件的实验室应进行全部的实验检查，综合临床和实验室结果得出结论。
  


  
    血细胞分析：多数患者贫血，同时血小板和中性粒细胞减少，50%患者初诊时三系减少。贫血可为正细胞正色素性，也可为大细胞或小细胞性以及双相性贫血。白细胞减低、正常和增高均可见。血小板减低较多见。
  


  
    血涂片形态检查和骨髓涂片检查：粒系、红系、巨核系及血小板形态是观察的重点，病态造血是血片和骨髓片的重要发现和特点，是MDS无效造血的形态学证据。血细胞发育异常的形态学特征见表2‐2。
  


  
    骨髓铁染色：常显示细胞外铁丰富，多数病例铁粒幼红细胞增多，环形铁粒幼红细胞是RCMD‐RS诊断的重要标准之一。血清铁蛋白检测与骨髓贮存铁有良好的相关性。
  


  
    骨髓活检：观察MDS患者骨髓组织切片，会有细胞构成区域性差异和分布紊乱。正常造血红细胞和巨核细胞位于髓窦中央，幼稚粒细胞分布于骨内膜和血管周边。而MDS多数病例骨髓造血组织过度增生，表现为成熟粒细胞增多，并且未成熟前体细胞异常定位（AL IP）阳性，多见于RAEB。骨髓活检还可见到巨核系形态、定位异常和网状纤维增生等改变。
  


  
    遗传学检查：染色体异常与病态造血、确定克隆性及评价MDS预后有关。35%～70%患者有染色体异常，而80%以上的继发性MDS患者有核型异常。骨髓细胞克隆性染色体核型改变以‐5／5q、‐7／7q，＋8，12q‐，20q‐，‐Y等较常见，此外还有11q‐，13q‐，17q‐等。伴3号染色体异常的MDS及AML可出现较多异常巨核细胞。孤立性5q‐异常是MDS的一个特殊类型，主要见于中老年女性，常见明显的大细胞性贫血，巨核细胞分叶过少。根据细胞遗传学改变将MDS分为三个危险组：①低危组：细胞遗传学正常、孤立性5q‐、孤立性20q‐及‐Y；②高危组：复杂细胞遗传学异常，即大于3个重现性异常，或7号染色体异常；③中危组：其他细胞遗传学异常。
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      表2‐2 血细胞发育异常的形态学特征
    


    

  


  
    其他检查：发育异常的血细胞，也可出现于其他疾病，如巨幼细胞贫血、骨髓增殖性疾病、ITP、PNH、再生障碍性贫血好转期等。因此，要诊断MDS，首先要借助其他相关检查，排除这些相应疾病，如维生素B12和叶酸缺乏，则排除了巨幼细胞贫血。
  


  
    第六节 慢性骨髓增殖性疾病
  


  
    慢性骨髓增殖性疾病（chronicmyeloproliferativediseases，CMPDs）是以骨髓一系或多系髓系（粒、红、巨）细胞增殖为特征的克隆性造血干细胞疾病。增殖的细胞分化成熟相对正常，呈现有效造血，导致外周血粒细胞、红细胞和（或）血小板增多。临床一般起病缓慢。因脾脏或肝脏扣留过多血细胞、髓外造血、白血病细胞浸润等多种因素，常见肝、脾大，易并发出血和血栓。疾病终末，可出现骨髓纤维化、无效造血或转化为急性白血病。WHO慢性骨髓增殖性疾病组织学分类包括以下几种：慢性粒细胞白血病（CML），慢性中性粒细胞白血病（chronicneutrophilicleukemia，CNL），真性红细胞增多症（PV），慢性特发性骨髓纤维化（chronicidiopathicmyelofibrosis，CIMF），原发性血小板增多症（ET），慢性嗜酸性粒细胞白血病／高嗜酸性粒细胞综合征（chroniceosinophilicleukaemia，CEL），慢性骨髓增殖性疾病无法分类（chronicmyeloproliferativediseaseunclassifiable，CMPD‐U）。本节主要讨论前五种疾病。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图2‐6。
  


  
    二、相关实验
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    主要了解外周血红细胞、血红蛋白、白细胞和血小板的结果与水平。CML白细胞可异常增高，CNL中性粒细胞明显增高，血红蛋白、血细胞比容是诊断PV的重要条件，ET血小板异常增高。
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      图2‐6 慢性骨髓增生性疾病检查路径图
    


    

  


  
    2﹒血涂片形态检查
  


  
    CML可能出现幼稚粒细胞，CIMF可出现有核红细胞、幼稚粒细胞和泪滴样红细胞。
  


  
    3﹒骨髓象
  


  
    是诊断CMPD的重要检查，可了解骨髓增生程度、细胞形态和比例、原始细胞比例、巨核细胞数量、巨核细胞产血小板能力、血小板形态和数量等。
  


  
    4﹒中性粒细胞碱性磷酸酶
  


  
    对CML与类白血病的鉴别诊断有意义。
  


  
    5﹒骨髓活检
  


  
    最重要的作用是可以证实是否有骨髓纤维化表现。
  


  
    6﹒遗传学检查
  


  
    寻找有无染色体核型异常。
  


  
    7﹒基因检测
  


  
    BCR／ABL是诊断CML的特征性标志，WHO推荐JAK2基因检测用于诊断PV。
  


  
    8﹒其他
  


  
    红细胞沉降率（ESR）、血清肌酐、乳酸脱氢酶（LDH）、尿酸、肝功能、血清红细胞生成素（EPO）、维生素B12等，有助于CMPD的鉴别和排除诊断。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    白细胞增多、血小板增多、巨核细胞过度增生、骨髓纤维化和肝脾大，是骨髓增殖性疾病的共同特征，临床表现、实验室检查和形态学表现又常有重叠，因此，疾病之间的相互鉴别较为困难。慢性粒细胞白血病由于发现了具有特征性标志的Ph和BCR／ABL，其诊断显得毫无争议。对于其他CMPD，目前还没有找到和发现有重现性、特异性染色体及分子标记。尽管如此，结合临床表现、实验室检查和形态学特点，多数CMPD还是可以诊断和分型的。下面按疾病进行简单讨论。
  


  
    1﹒慢性粒细胞白血病（CML）
  


  
    CML是起源于骨髓异常多能干细胞并始终伴有Ph染色体和（或）BCR／ABL融合基因的骨髓增殖性疾病。主要表现为中性粒细胞增多，异常融合基因见于所有骨髓系细胞和部分淋巴细胞。临床上分慢性期、加速期和急变期。
  


  
    血细胞分析和血涂片均可提示白细胞升高，一般＞25×109／L，经常（100～300）×109／L，主要为中性粒细胞，嗜酸、嗜碱性粒细胞可增加，可出现幼稚粒细胞；可有贫血，血小板正常或增高。如果没有继发感染，碱性磷酸酶、ESR降低，LDH、尿酸升高。骨髓象提示有核细胞增生明显活跃或极度活跃，以髓系细胞为主，原始细胞慢性期＜10%，加速期＞10%，急变期≥20%。骨髓活检有助于评价骨髓纤维化。血液或骨髓细胞遗传学检查t（9；22）（q34；q11）异常，形成Ph染色体，是重要的遗传学特征，占到初诊患者的95%。BCR／ABL融合基因检测阳性。
  


  
    2﹒真性红细胞增多症（PV）
  


  
    PV是一种起源于克隆性造血干细胞的骨髓增殖性疾病，其特征为红细胞的产生不依赖红细胞造血的正常调节机制，除红系外，通常粒系也过度增生。血细胞分析是最重要和最基本的实验，因为主要诊断标准的第1条即为血红蛋白，男性＞185g／L，女性＞165g／L。WHO真性红细胞增多症诊断标准见表2‐3。2008年WHO对PV的诊断标准做了新的修订，把JAK2‐V617F基因突变作为其中的一条主要标准。JAK2是Ja nus激酶（JAK）家族成员，其基因的V617F假激酶区突变主要发生于造血祖细胞的造血干细胞集落，且在PV患者中发生率为65%～79%，有报道高达90%。因此，对有条件的实验室，疑诊PV患者，建议全部进行JAK2‐V617F基因检测。
  


  
    此外，PV患者红细胞总数明显增高，血细胞比容持续升高，也为重点关注实验。碱性磷酸酶常增高，但不能单独用于诊断。细胞遗传学分析不做常规检查。血清肌酐、尿酸、肝功能、血清EPO减低、尿常规等均为在诊断和治疗过程中的辅助实验。
  


  
    3﹒慢性特发性骨髓纤维化（CIMF）
  


  
    CIMF是一种以骨髓巨核细胞和粒系细胞增生为主要特征的克隆性骨髓增殖性疾病，伴有骨髓结缔组织反应性增生和髓外造血。疾病呈阶段性进展，分纤维化前期和纤维化期。前期以骨髓增生极度活跃伴少量网状纤维增生为特点，纤维化期骨髓网状纤维或胶原纤维显著增生，伴骨髓硬化症。血细胞分析提示正细胞正色素贫血，多数病例血红蛋白低于100g／L。血涂片发现有核红细胞、幼稚粒细胞并出现伴有泪滴形红细胞，此为CIMF最重要的形态学特征，同时可见嗜多色红细胞、巨大血小板和巨核细胞碎片。骨髓穿刺常常干抽，也是诊断的一项重要提示。骨髓活检是诊断必须的检查，典型的表现是：片状分布的造血细胞，不同程度的纤维增生，巨大异常的巨核细胞增多，血窦扩大伴有血管内造血。遗传学检查无特征性异常，但有75%的患者会有异常，13q‐、20q‐和1q＋最常见。其他相关检查可有：凝血分析会有15%的患者有DIC表现，另可有血小板聚集功能减退，胆红素、尿酸增高等。
  


  
    [image: ]


    
      表2‐3 WHO真性红细胞增多症诊断标准
    


    
      （来自《造血与淋巴组织肿瘤病理学和遗传学》，周小鸽译）
    

  


  
    4﹒原发性血小板增多症（ET）
  


  
    ET是一种主要累及巨核细胞系统的克隆性骨髓增殖性疾病，其特征为：外周血小板持续增高，骨髓中体积增大的成熟巨核细胞数量增多，临床上一过性血栓形成和（或）出血。血细胞分析和血涂片检查是重要的首选实验。外周血血小板持续性＞600×109／L，涂片除可见血小板数量增多外，还可见巨大、畸形、聚集成簇血小板。骨髓涂片可见巨核细胞明显增生，原巨、幼巨、小巨核易见，血小板成堆、成团、成片、成簇分布，红系、粒系细胞形态基本正常。骨髓活检常有明显细胞增多，巨核细胞增多，并形成集落，伴多形核或不典型多倍体巨核细胞，无骨髓纤维化表现。其他检查有助于辅助诊断和鉴别诊断，铁染色阳性，无Ph及BCR／ABL融合基因。
  


  
    5﹒慢性中性粒细胞白血病（CNL）
  


  
    CNL是一种罕见的MPD，其特征为外周血中性粒细胞持续增多，因其增殖而骨髓增生极度活跃，肝脾大。WHO诊断标准虽有7条，但其中4条明确说明需要排除其他疾病，如：无生理性中性粒细胞增多原因、无Ph染色体或BCR／ABL融合基因、无其他骨髓增殖性疾病证据（红细胞容量正常，巨核细胞增生正常，无网状纤维或胶原纤维增生，血小板数量＜600×109／L）、无骨髓增生异常综合征证据。CNL中性粒细胞增多不伴核左移、嗜酸性粒细胞或嗜碱性粒细胞增多；常见中度脾大，伴或不伴肝大；中性粒细胞碱性磷酸酶积分常明显增高；骨髓细胞遗传学多正常。
  


  
    第七节 急性白血病
  


  
    白血病是一种造血系统恶性肿瘤，是造血干细胞克隆性疾病，是一组高度异质性的恶性血液病，其特点为白血病细胞异常增生、分化成熟障碍，并伴有凋亡减少。细胞成熟障碍阻滞发生在较早阶段称为急性白血病（acuteleukemia，AL）。白血病细胞有明显质和量的异常，使正常造血功能受抑制，并在骨髓、肝、脾、淋巴结等各脏器广泛浸润，外周血红细胞和血小板数减少，临床上出现不同程度的贫血、出血、发热、胸骨压痛、感染和浸润等症状，可危及生命。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图2‐7。
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      图2‐7 急性白血病检查路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    从基本的细胞计数、细胞形态观察，到细胞化学染色，再到遗传学染色体分析、分子水平基因检测，白血病的实验诊断项目多，方法、技术涉及面广，其目的旨在帮助正确的诊断、分型，并有助于治疗和预后判断。
  


  
    1﹒血细胞分析和血涂片镜检
  


  
    主要了解外周血中红细胞、血红蛋白、白细胞和血小板的结果与水平。如果出现原始细胞或异常细胞，血细胞分析仪会出现提示或报警，此时需用显微镜进行确认和分类。
  


  
    2﹒骨髓检查
  


  
    重点观察有核细胞增生程度、有无和有多少原始细胞，根据形态特征判断细胞属性和分类计数。原始细胞比例是白血病分类的诊断条件之一。
  


  
    3﹒细胞化学染色
  


  
    （1）过氧化物酶（peroxidase，POX）染色：血细胞所含的POX主要为髓过氧化物酶（my eloperoxidase，MPO），MPO是人类中性粒细胞含量最多的一种蛋白质。依染料色素原使用的不同，POX染色方法有多种，ICSH推荐三种：二氨基联苯胺法、过氧化物酶氨基‐甲基卡巴唑染色法和二盐酸联苯胺法。其染色基本原理为：血细胞内的POX，能分解H2O2而释放出新生氧，后者氧化色素原，形成不溶性的有色沉淀，定位于POX酶所在的活性部位。POX染色是辅助诊断急性白血病细胞类型最重要的、首选的细胞化学染色，见表2‐4。
  


  
    （2）氯乙酸AS‐D萘酚酯酶（naphtholAS‐Dchloroacetateesterase，NAS‐DCE）染色：血细胞中的NAS‐DCE水解基质氯乙酸AS‐D萘酚，产生AS‐D萘酚，进而与基质液中的重氮盐耦联形成不溶性的有色沉淀，定位于细胞质内酶所在的部位。NAS‐DCE是急性白血病的常规细胞化学染色，主要用于辅助鉴别急性白血病细胞类型。急性早幼粒细胞白血病时早幼粒细胞呈强阳性，其他反应见表2‐4。
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      表2‐4 四种急性白血病细胞化学染色结果
    


    
      注：＊阳性程度多为＋～＋＋；＊＊阳性程度多为±
    

  


  
    （3）醋酸AS‐D萘酚酯酶（naphtholAS‐Dacetateesterase，NAS‐DAE）染色：NAS‐DAE存在于单核细胞、粒细胞和淋巴细胞中，是一种中性非特异性酯酶。血细胞内的NAS‐DAE在pH中性的条件下水解基质醋酸AS‐D萘酚，释放出ASD萘酚，进而与基质液中的重氮盐耦联形成不溶性的有色沉淀，定位于细胞质内酶活性所在部位。一般情况下，须同时做氟化钠抑制试验。NAS‐DAE染色主要用于辅助鉴别急性白血病细胞类型，急性单核细胞白血病中细胞大多数呈阳性且程度较强，阳性反应能被氟化钠抑制。其他反应见表2‐4。
  


  
    （4）过碘酸‐雪夫反应（periodicacid‐Schifreaction，PAS）：过碘酸是氧化剂，使含有乙二醇基的多糖类物质（糖原、黏多糖、黏蛋白、糖蛋白、糖酯等）氧化，形成双醛基。醛基与雪夫试剂中的无色品红结合，使无色的品红变成紫红色化合物，定位于含有多糖类的细胞内。PAS主要用于辅助鉴别急性白血病细胞类型。急性淋巴细胞白血病时原始淋巴细胞及幼稚淋巴细胞的阳性率升高，呈粗颗粒状或弥散分布，其他反应见表2‐4。另外PAS还用于判断红细胞系统疾病，红血病、红白血病、骨髓增生异常综合征中的有核红细胞可呈阳性，为均匀红色或块状阳性。
  


  
    4﹒细胞免疫学分型
  


  
    白血病细胞的表面上有大量的蛋白抗原，可以用单克隆抗体来识别。这些抗原和抗体系根据分化群（CD）号码来区别。由于CD抗原表达于特定系列不同发育阶段的细胞上，其在细胞表面上的获得和丢失在一定程度上反映细胞分化程度和功能状态，因此可以利用单克隆抗体检测相应白细胞表面抗原或胞质内的分化抗原进行白血病类型、细胞发育阶段的鉴别，从而有助于白血病诊断与鉴别，并指导治疗和判断预后。目前常采用流式细胞技术来达到识别CD抗原的检测目的。
  


  
    5﹒骨髓细胞遗传学检查和基因检测
  


  
    其目的是寻找和发现染色体异常、基因异常，对急性白血病的诊断、治疗和预后判断有重要作用。在有条件的实验室，所有急性白血病都应做细胞遗传学分析。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    对于白血病的实验诊断，原则上不应该区分首选实验和次选实验，只是由于某些实验需要较先进仪器设备和特殊试剂，一般基层医院不能开展，因此血细胞分析、血涂片镜检、骨髓象检查和细胞化学检查成为最基本的实验，其他实验根据条件和临床需要尽可能做。
  


  
    1﹒血细胞分析和血涂片检查
  


  
    多数患者白细胞增高，可达100×109／L或更高，部分患者白细胞数正常或减低。贫血，红细胞和血小板进行性减低。血涂片镜检发现较多原始及幼稚细胞，有时也可见有核红细胞。
  


  
    2﹒骨髓检查
  


  
    是诊断急性白血病的主要依据。骨髓增生明显活跃或极度活跃，原始细胞增高，形态异常。细胞大小不等，圆形或类圆形，胞核大，部分可见形态不规则，呈扭曲、折叠、凹陷、切迹、双核等；核染色质细致或粗糙，核仁明显，数量1～4个不等；胞质量少，可见空泡。如果发现Auer小体对AML诊断意义重大。正常幼红细胞和巨核细胞比例减低，散在血小板少见或难见。
  


  
    以细胞分化途径和分化程度为基础的FAB分型，目前仍是白血病分型诊断的最基本依据。分型标准见表2‐5。
  


  
    3﹒细胞化学染色
  


  
    急性白血病FAB分型以原始和（或）幼稚细胞增生为主，若仅凭瑞氏染色下的细胞形态做出诊断，容易判断错误，而加做细胞化学染色可以提高诊断正确率。过氧化物酶染色（POX）、过碘酸‐雪夫反应（PAS）、酯酶染色（如氯乙酸AS‐D萘酚酯酶，NAS‐DCE）、酯酶氟化钠抑制试验等都是辅助诊断急性白血病常做的细胞化学染色项目。其分析诊断思路见图2‐8。
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      表2‐5 急性白血病FAB分型
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      续表
    


    
      注：原始细胞：指不包括原始红细胞及小巨核细胞。原始细胞包括Ⅰ型和Ⅱ型，Ⅰ型为典型原始细胞，Ⅱ型胞质可出现少许细小嗜天青颗粒。核质比例稍低，其他同Ⅰ型原始细胞 NEC：非红系细胞计数，是指不包括浆细胞、淋巴细胞、组织嗜碱性粒细胞、巨噬细胞及所有红系有核细胞的骨髓有核细胞计数 （来自《临床血液学与检验》第4版）
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      图2‐8 常用细胞化学分析诊断思路图
    


    

  


  
    4﹒细胞免疫分型
  


  
    运用流式细胞技术和仪器针对细胞表面抗原的单克隆抗体进行检测，确定白血病细胞的免疫表型。现已广泛用于鉴别急性髓系白血病（acutemyeloblasticleu kemia，AML）和急性淋巴细胞白血病（acutelymphocyticleukemia，ALL），见单克隆抗体鉴别AML和ALL（表2‐6），同时可以明确诊断M0、M6和M7，见AML亚型的免疫表型谱（表2‐7）。完全依据细胞表型标记确定原始白血病细胞来源系列几乎不可能，因为有时一种白血病细胞表面会出现表达一种以上细胞系标记的表达异常，这与反映细胞克隆的异常基因表达或一种早期未定向祖细胞的异常成熟有关。此外，少部分急性白血病在表型上表现为有两种截然不同的白血病细胞群存在，即双克隆白血病。最常见的这些细胞群表达B淋巴系和髓系标记，常伴有高频率的t（9；22）（q34；q11），即Ph染色体。
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      表2‐6 单克隆抗体鉴别AML和ALL
    


    
      注：＊胞质表达；＊＊胞核表达
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      表2‐7 AML亚型的免疫表型谱
    


    

  


  
    5﹒细胞遗传学检查
  


  
    染色体遗传学分析有助于某些白血病的诊断和分型。常规显带技术可在50%～80%的AML中发现克隆性染色体异常，约75%的急性淋巴细胞白血病发现染色体数目和结构异常。在AML中最常见的异常是＋8、‐7和‐5，而染色体易位、缺失、倒位则是常见的结构异常，例如t（8；21）（q22；q22）常见于AML‐M2，t（15；17）（q22；q12）目前仅见于AML‐M3。
  


  
    检测AML的染色体易位和缺失，能提供独立的预后信息。“低危”遗传因素包括：①t（8；21）（q22；q22）；②t（15；17）（q22；q12），此类患者对治疗反应良好，缓解期较长。“中危”遗传因素包括：①正常染色体组型；②＋8；③异常11q23；④其他，如del（9q），＋6，＋21，＋22，‐Y等。“高危”遗传因素包括：①‐5／del（5q）；②‐7／del（7q）；③复杂染色体组型；④其他，如t（6；9）（p23；q34），t（3；3）（q21；q96）等。
  


  
    FAB分类在细胞形态学与基因和临床特点的相关性上有一定欠缺，WHO提出的新分类标准，结合形态学、遗传学和临床特点将AML分为不同的有各自特点的临床和生物学亚型。有代表性的特点是：WHO分类中把诊断AML的骨髓原始细胞数从30%降为20%，同时，如果患者染色体发生了如t（8；21）（q22；q22）、inv（16）（p13q22）、t（16；16）（p13；q22）、t（15；17）（q22；q12）、11q23克隆性异常，则无论原始细胞数多少都将其诊断为AML，并统一归为急性髓系白血病伴重现性遗传学异常（acutemyeloidleukaemiawithrecurrentgeneticabnor malities）。本组疾病以重现性遗传学异常为特征，主要表现为平衡易位，完全缓解率高，预后较好。
  


  
    6﹒基因检测
  


  
    血液疾病的基因检测和分析对急性白血病诊断、分型、治疗、判断预后和微小残留灶检测等方面有重要意义，目前应用最广泛的是慢性粒细胞（CML）BCR／ABL融合基因的检测和急性早幼粒细胞白血病（APL）PML‐RARα融合基因的检测。目前临床实验室列于检测项目与急性白血病相关的基因，见表2‐8。
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      表2‐8 急性白血病基因检测
    


    

  


  
    第八节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，72岁，反复发热2个月。
  


  
    体格检查：
  


  
    慢性病容，皮肤黏膜无出血，浅表淋巴结不大，心肺（－），肝、脾未扪及。
  


  
    实验室检查：
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    RBC2.26×1012／L，Hb57g／L，Hct0.19，MCV91.9fl，MCH25.2pg，MCHC308g／L，RDW‐CV18.4%，PLT356×109／L，WBC61.39×109／L。
  


  
    2﹒血涂片
  


  
    白细胞增多，以中性分叶粒细胞为主，占82%，绝对值54.64×109／L，中幼粒3%，晚幼粒4%，杆状8%，杆状、分叶细胞胞质中可见中毒颗粒。
  


  
    3﹒骨髓检查
  


  
    有核细胞增生极度活跃，粒红比例6.2∶1。粒细胞系早幼粒及以下阶段细胞查见，比例增高占77.5%，以杆状、分叶细胞为主，胞质中颗粒增多增粗。红系、巨核细胞系均未见明显异常。
  


  
    4﹒细胞化学染色
  


  
    NAP阳性率0.95，积分202分。
  


  
    5﹒染色体检查
  


  
    核型分析结果为46，XY。
  


  
    6﹒基因检测
  


  
    BCR／ABL融合基因定性检测阴性。
  


  
    分析：
  


  
    患者最有可能的诊断是类白血病反应。血细胞分析中白细胞增多，以中性分叶核粒细胞为主，血涂片观察发现外周血出现中幼粒和晚幼粒细胞，并可见中毒颗粒。骨髓象也以粒系杆状、分叶细胞增高为主，亦见中毒颗粒。以上结果提示并符合类白血病反应表现。类白血病反应的鉴别诊断主要是CML。本病例血涂片和骨髓涂片均无原始细胞出现，NAP积分明显升高，无染色体异常，BCR／ABL融合基因定性检测阴性，无肝脾大，据此基本可排除CML。进一步检查发现，患者X线光片显示左肺上叶包块，包块切除送病理活检诊断为小细胞肺癌。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肺癌引起的类白血病反应。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，40岁，因发热，心慌，腹泻4天入院。2个月前因患甲状腺功能亢进，开始口服甲巯咪唑10mg一日三次；美托洛尔12.5mg一日两次治疗。于4天前开始发热，在当地诊所诊断为“感冒”，给予中西药物治疗未见好转，继而出现腹泻、腹痛，大便每天十余次，呈稀水样。体温39℃，不欲饮食，心慌不宁，浑身乏力，精神萎靡。
  


  
    体格检查：
  


  
    神志清，精神差，皮肤及黏膜无黄染，突眼征（－），甲状腺Ⅱ度肿大，质韧，无杂音，心肺（－）。腹部平软，Murphy征（＋），脐周压痛（±），肠鸣音7～10次／分。
  


  
    实验室检查：
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    RBC5.27×1012／L，Hb130g／L，WBC0.4×109／L，粒细胞0.1×109／L，PLT141×109／L。
  


  
    2﹒血涂片
  


  
    中性粒细胞显著减少，淋巴细胞增多。
  


  
    3﹒电解质
  


  
    K＋2﹒61mmol／L，Na＋123﹒5mmol／L，Ca2＋1﹒74mmol／L。
  


  
    分析：
  


  
    本病例起病急骤、高热，有甲状腺功能亢进史和服药史，腹泻并电解质紊乱，为较典型甲状腺功能亢进危象临床表现。粒细胞显著减低仅0.4×109／L，符合粒细胞缺乏诊断。进一步做甲状腺激素检测，T33﹒25nmol／L，T4221﹒00nmol／L，TSH0.09mIU／L，结果提示T3、T4增高。甲状腺功能亢进危象患者一般会出现白细胞增高，结合患者的甲状腺功能亢进史和服用甲巯咪唑情况，考虑服药引起的粒细胞缺乏症。患者入院60小时，主诉胸闷，呼吸困难，心跳呼吸先后停止，抢救无效而死亡。
  


  
    诊断意见：
  


  
    药物引起白细胞减少症、粒细胞缺乏症。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，36岁，轻度头痛、眩晕、乏力，时有自发性齿龈出血和鼻出血。
  


  
    体格检查：
  


  
    皮肤黏膜可见散在瘀斑，中度肝脾大。
  


  
    实验室检查：
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    RBC5.22×1012／L，Hb145g／L，Hct0.44，MCV84.7fl，MCH27.8pg，MCHC328g／L，RDW‐CV14.3%，PLT1010×109／L，WBC10.56×109／L。
  


  
    2﹒血涂片
  


  
    血小板明显增多，形态和大小各异，可见巨大血小板和血小板聚集成簇。
  


  
    3﹒骨髓检查
  


  
    有核细胞增生明显活跃，粒红比例2.09∶1。粒细胞系各阶段细胞查见，嗜酸性粒细胞常见占6%。红细胞系比例28.5%，形态未见明显异常。巨核细胞数量多，全片356个，小巨核细胞和巨核细胞略欠成熟，易见成堆、成团、成片、成簇分布的血小板，大的团块血小板数量成百上千或上万。
  


  
    4﹒骨髓活检
  


  
    明显细胞增多，巨核细胞增多，伴有多形核和不典型多倍体巨核细胞。网状纤维正常，无骨髓纤维化表现。
  


  
    5﹒凝血检查
  


  
    PT、APTT、FIB检测正常。
  


  
    6﹒染色体检查
  


  
    未见异常核型。
  


  
    7﹒基因检测
  


  
    BCR／ABL融合基因定性检测阴性。
  


  
    分析：
  


  
    最可能的诊断为血小板增多症，因外周血血小板明显增高，而其他指标基本正常，血涂片、骨髓涂片及骨髓活检均显示血小板、巨核细胞异常增多。BCR／ABL融合基因定性检测阴性，此为不支持CML证据。染色体检查未见异常核型，进一步的检查可行JAK2‐V617F基因检测，以确定骨髓增生性质。
  


  
    诊断意见：
  


  
    血小板增多症。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，28岁，近2个月来常发生鼻出血、牙龈出血，月经量增多，划伤后出血不止，多处皮肤青紫色瘀斑。
  


  
    体格检查：
  


  
    皮肤、黏膜出血，多处散在瘀点、瘀斑。
  


  
    实验室检查：
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    RBC3.85×1012／L，Hb102g／L，Hct0.315，MCV81.8fl，MCH26.5pg，MCHC324g／L，RDW‐CV22.6%，PLT4×109／L，WBC6.8×109／L。
  


  
    2﹒血涂片
  


  
    未见明显红细胞和白细胞异常形态改变，未发现血小板卫星现象和明显的血小板聚集现象，但可见部分较大体积的血小板。
  


  
    3﹒骨髓检查
  


  
    巨核细胞数量明显增加，约达800个／1.5cm×3cm，发育成熟障碍，如幼稚巨核细胞增加，且多数巨核细胞体积小、胞质颗粒少、血小板生成差，有血小板生成的巨核细胞仅占5%，产血小板数量均只有1～2颗。
  


  
    4﹒凝血检查
  


  
    PT、APTT、FIB检测正常。
  


  
    分析：
  


  
    血细胞分析显示血小板明显减低，轻度贫血，其他指标基本正常，血涂片未见血小板聚集和卫星现象等假性血小板减少证据，骨髓涂片中巨核细胞显著增生，但生成血小板能力差，凝血检查表明内源性和外源性凝血途径无异常。结合临床症状和实验室结果，最可能的诊断为特发性血小板减少性紫癜。
  


  
    诊断意见：
  


  
    倾向考虑ITP，请结合临床。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，60岁，面色苍白，皮肤瘀斑，近年来多次血细胞分析示全血细胞减少。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温39.3℃，呼吸频率20次／分，脉搏84次／分，血压14／9kPa，肝、脾及浅表淋巴结无明显肿大，皮肤黏膜无黄染。
  


  
    实验室检查：
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    RBC2.09×1012／L，Hb57g／L，Hct0.20，MCV96.2fl，MCH27.3pg
  


  
    99，MCHC284g／L，RDW‐CV16.9%，PLT4×52／L，WBC3.1×10／L。
  


  
    2﹒血涂片
  


  


  
    白细胞分类以中性粒细胞为主占67%，胞质嗜碱有空泡，有核红细胞4个／100WBC；成熟红细胞明显大小不等，血小板散在可见，但偶见巨大血小板。
  


  
    3﹒骨髓检查
  


  
    有核细胞增生明显活跃，粒红比例0.86∶1。粒细胞系统占43%，各阶段细胞均见，其中原始细胞占9.5%，细胞圆形，染色质细致，核仁清楚1～2个。成熟中性粒细胞多数胞质颗粒增多增粗，少数颗粒减少或缺如，可见核粗大、分叶过多、Pelger畸形等。红细胞系统明显增高占50%，可见巨幼样变、核碎裂、核畸形、双核、多核、核浆发育失衡等。成熟红细胞明显大小不等，形态不整。部分巨核细胞核分叶过多，可见小巨核、单圆巨、多圆巨，血小板生成不良。
  


  
    4﹒细胞化学染色
  


  
    中性粒细胞碱性磷酸酶（NAP）阴性；过碘酸‐雪夫试验（PAS）幼红细胞6%阳性。
  


  
    分析：
  


  
    老年患者，外周血长期三系减低，骨髓象三系均出现明显的造血异常细胞形态，粒系原始细胞增高至9.5%，NAP降低，提示最可能的诊断为MDS。进一步检查要点是，排除引起贫血和造血异常的其他疾病并寻找MDS其他佐证依据。维生素B12、叶酸、MCV正常，不支持巨幼细胞贫血。Coombs（－）、蔗糖水试验（－）、Ham试验（－），不支持自身免疫性溶血性贫血和PNH。进一步检查发现，骨髓活检出现骨小梁内未成熟前体细胞异常定位阳性，巨核细胞系形态有病态造血且定位异常，网状纤维增生，染色体检查发现重现性染色体异常（＋8），综合考虑明确MDS诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    骨髓增生异常综合征（MDS‐RAEB1）。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，56岁，精神差，乏力易倦2个月，自觉体重减轻。
  


  
    体格检查 ：
  


  
    慢性病容，皮肤黏膜无出血点，浅表淋巴结不大，脾肋下3指。
  


  
    实验室检查：
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    RBC4.39×1012／L，Hb126g／L，Hct0.40，MCV90.0fl，MCH28.7pg，MCHC319g／L，RDW‐CV16.8%，PLT92×109／L，WBC146.8×109／L。
  


  
    2﹒血涂片
  


  
    白细胞显著增多，以中性分叶粒细胞和中性杆状核细胞为主，分别为50%和21%，绝对值分别为73.43×109／L和30.84×109／L。镜检可见中幼粒和晚幼粒细胞。
  


  
    3﹒骨髓检查
  


  
    有核细胞增生明显活跃，粒红比例6.26∶1。粒细胞系各阶段细胞均查见，比例显著增高占91%，形态未见明显异常；红细胞系相对减低仅占6%；巨核细胞易见，数量多于500个／1.5cm×3cm，成簇或散在分布，血小板产板丰富，散在血小板易见。骨髓形态考虑CML。
  


  
    4﹒细胞化学染色
  


  
    NAP阳性率0%，积分0分。
  


  
    5﹒骨髓活检
  


  
    成熟粒细胞增生，骨髓增生程度接近100%，同时伴有巨核细胞增生。小梁旁幼稚细胞带增宽（5～6层）。
  


  
    分析：
  


  
    患者脾脏增大，外周血白细胞极度增高，血涂片和骨髓涂片都见粒细胞显著增多，NAP积分减低，骨髓活检有骨髓增生症的表现，均支持CML。进一步检查，染色体核型分析结果为46，XY，t（9；22）（q34；q11），即发现Ph染色体；基因检测BCR／ABL融合基因定性检测阳性，此两项为诊断CML的特征性标志。
  


  
    诊断意见 ：
  


  
    慢性粒细胞白血病。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，42岁，发热3天，皮下瘀斑2天，牙龈增生。
  


  
    体格检查：
  


  
    重度贫血貌，双下肢多处瘀斑、瘀点。肝肋下2cm，脾肋下1指。
  


  
    实验室检查：
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    RBC1.31×1012／L，Hb43g／L，Hct0.13，MCV101.5fl，MCH32.8pg，MCHC323g／L，RDW‐CV16.7%，PLT6×109／L，WBC67.92×109／L。
  


  
    2﹒血涂片
  


  
    白细胞增多，以形态异常的似单核样原始细胞增多为主，占85%。
  


  
    3﹒骨髓检查
  


  
    有核细胞增生极度活跃，粒红比例4.5∶1。原始单核细胞增生明显占79.5%，形态异常。细胞胞体大，胞质丰富，染色深蓝，可见伪足及散在分布细胞的嗜天青颗粒和空泡。胞核圆形或有轻度凹陷，核染色质细致、稀疏，核仁大而明显1～3个。
  


  
    4﹒细胞化学染色
  


  
    过氧化物酶（POX）阴性，过碘酸‐雪夫试验（PAS）阳性，非特异性酯酶（NSE）强阳性，NaF抑制试验阳性。
  


  
    5﹒骨髓活检
  


  
    增生活跃，以胞体大、分化差及胞质丰富的原始单核细胞增生为主，核仁明显。
  


  
    6﹒免疫分型
  


  
    原始细胞约占有核细胞的85%，表达CD45、HLA‐DR（强阳性）、CD117（部分阳性）、CD13（部分阳性）、CD33、CD14（部分阳性）和CD64（部分阳性），不表达CD34，不表达CD7、CD5和CD19。结论：FCM分析为AML，考虑AML‐M5／M4。
  


  
    分析：
  


  
    患者表现符合急性白血病临床特点：发热、贫血、出血、肝脾大。血细胞分析示白细胞增高，血涂片提示外周血出现原始细胞，骨髓涂片提示为急性单核细胞白血病。浸润牙龈的临床表现和细胞化学染色符合AML‐M5。急性单核细胞白血病的免疫表型虽然没有明显特异的标记，但常有一些特异的表达模式有助于判断。需注意的是通常免疫分型不易区分急性粒单细胞白血病M4和M5。M4／M5可表达或不表达CD34，可表达髓系标记CD117、CD13、CD33，通常会表达单核细胞标记CD64、CD14，HLA‐DR常为强阳性。结合骨髓形态学、临床表现和免疫分型，综合考虑为急性单核细胞白血病。进一步检查可做染色体和白血病常见融合基因的筛查，辅助临床治疗方案的选择和预后判断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性单核细胞白血病AML‐M5。
  


  
    （粟 军）
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    第三章 出血性疾病
  


  
    出血性疾病是指正常止血、凝血、纤维蛋白溶解系统功能障碍或失常所引起的，以出血为主要表现的疾病、病理过程或症状，可以是原发性、先天性或遗传性的，或继发于各种疾病（如肝脏病、尿毒症等），或作为一个病理过程成为并发症（如生理性分娩并发羊水栓塞），或是有疾病的早期（如革兰阴性菌败血症）或后期（如广泛转移性肿瘤）的表现。根据发病原理，出血性疾病可分为六大类：①血管因素引起的出血；②血小板因素引起的出血；③凝血因子异常所引起的出血；④病理性循环抗凝物质所致出血；⑤纤溶过强或亢进所引起的出血；⑥综合因素所致的出血。
  


  
    第一节 凝血功能障碍性疾病
  


  
    正常的血管、血小板和凝血因子是保证止、凝血功能的必要条件。正常的抗凝血及纤溶活性是防止血栓形成所必需的。止、凝血功能障碍，或抗凝、纤溶过度是引起出血性疾病的基本原因。凝血功能障碍性疾病是由于先天或获得性原因导致患者止血、凝血及纤溶等机制的缺陷或异常而引起的一组以自发性出血或轻度损伤后过度出血或出血不止为特征的疾病。出血时间测定、血小板计数用于筛查血管性和血小板性出血性疾病；PT可筛查外源性凝血途径因子的缺陷；APTT筛查内源性凝血途径因子缺陷。FⅧ定性试验可筛查FⅧ缺陷。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    出血性疾病的诊断，应根据出血的临床表现有目的地选择相关实验检查，选择时应遵循先初筛试验再确诊试验的顺序。一期止血缺陷（血管壁和血小板异常所引起的止血功能的缺陷）常用筛检试验为TBT，PLT，CRT；二期止血缺陷（凝血障碍和抗凝物质所引起的止血功能缺陷）常用筛检试验为PT及APTT试验。
  


  
    1﹒血小板（platelet，PLT）数量检测
  


  
    血细胞分析中包括血小板计数。ICSH曾经推荐过数种血小板计数候选方法，如：①以草酸铵稀释‐相差显微镜法计数血小板；②电阻抗法测定RBC／PLT比率。但是，这些方法很难成为准确的、精确的、可靠的血小板计数参考方法，原因有二：①血小板很难与细胞碎片、背景噪声鉴别；②大量红细胞会干扰血小板计数。经法国、英国、美国、日本等11个实验室运用抗CD41和抗CD61染色方法对血小板计数研究显示，该方法的实验室内精度和实验室间精度很好。该法可以替代原来颗粒计数法，适用于自动血液分析仪的校准，尤其是血小板计数减少标本，测定结果的准确性很高。
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      图3‐1 凝血功能障碍性疾病实验室分析路径图
    


    

  


  
    2﹒出血器测定出血时间（templatebleedingtime，TBT）
  


  
    用出血时间测定器在前臂皮肤上造成一个标准创口，记录出血自然停止所需时间。此过程反映了皮肤毛细血管与血小板相互作用，包括血小板黏附、激活、释放和聚集等反应。TBT作为一期止血缺陷的筛检试验，反映血管壁和血小板的功能。TBT正常参考范围为（6.9±2.1）分钟。注意：操作部位要避开血管、瘢痕、水肿、溃疡等；用滤纸吸取流出的血液时应避免与伤口接触，更不能挤压。
  


  
    3﹒血块收缩试验（clotretractiontest，CRT）
  


  
    血液完全凝固后，在血小板血栓收缩蛋白的作用下纤维蛋白网发生收缩，血清析出，血块缩小。观察血块收缩情况可筛查血小板功能。血块收缩减少见于血小板无力症、重度血小板减少、低（无）纤维蛋白原血症、严重凝血障碍、异常球蛋白血症等；纤维蛋白原增高时血块回缩迟缓。血小板阿司匹林样缺陷、储藏池疾病及巨大血小板综合征血块回缩正常。
  


  
    4﹒血浆凝血酶原时间（prothrombintime，PT）测定
  


  
    常用光学法、磁珠法进行该项测定。磁珠法检测是在待检血浆中加入过量的组织凝血活酶浸出液和钙离子，使凝血酶原转变为凝血酶，后者能使纤维蛋白原转变为纤维蛋白而使血浆凝固，凝固时间的长短不仅反映凝血酶原水平，也反映因子Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ和纤维蛋白原在血浆中的水平，该试验为外源性凝血系统筛选试验。PT测定正常参考范围为11.0～14.8秒，INR值为0.82～1.15。注意：血细胞比容（Hct）小于29%或大于50%时，抗凝剂与血液的比例应按下式调整：抗凝剂量（ml）＝（100－Hct）×血液（ml）×0.00185；室温为22～24℃时，应在2小时内检测完毕；若为4～8℃，则PT可能会缩短。
  


  
    5﹒血浆活化部分凝血活酶时间（activatedpartialthromboplastintime，APTT／PTT）测定
  


  
    常用光学法、磁珠法进行该项测定。磁珠法检测是在37℃下以白陶土激活因子Ⅻ和Ⅺ，以脑磷脂（部分凝血活酶）代替血小板提供凝血的催化表面，在钙离子参与下，观察血小板血浆凝固所需时间，凝固时间的长短主要反映内源性凝血因子水平如因子Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ，也可反映Ⅴ、Ⅹ和纤维蛋白原在血浆中的水平，是内源性凝血系统较敏感和常用的筛选实验。APTT测定正常参考范围为30.0～45.0秒。注意：血细胞比容（Hct）小于29%或大于50%时，抗凝剂与血液的比例应按下式调整：抗凝剂量（ml）＝（100－Hct）×血液（ml）×0.00185；APTT可因纤维蛋白聚合副蛋白的干扰而延长，使用光学法观察凝集时，黄疸、脂血、溶血也可使APTT延长；而采血时使用玻璃试管，可使凝血因子在分析前被激活，APTT缩短。
  


  
    6﹒FⅧ定性试验
  


  
    ：FⅧ缺乏时，不能生成不溶性纤维蛋白，只能生成可溶性纤维蛋白聚合体，后者可溶于5mol／L的尿素溶液中。正常人血浆凝块放入5mol／L的尿素溶液中，24～48小时内不发生溶解；若溶解则为FⅧ缺乏。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血小板计数：血小板的主要生理作用是参与正常的止血功能，血小板数量减低可引起出血。一期止血缺陷中以血小板数量异常最常见，对临床表现为一期止血缺陷的患者应首先检测血小板数量。再生障碍性贫血、放射病、急性白血病等疾病时血小板的生成减少；弥散性血管内凝血时血小板消耗过多；免疫性血小板减少性紫癜、脾功能亢进时血小板破坏过多；骨髓增生性疾病、感染、脾切除后及急性大出血时血小板反应性增高可影响检测结果的判断。
  


  
    PT：该试验为外源性凝血系统筛选试验，反映因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ和纤维蛋白原在血浆中的水平，因此因子Ⅱ、Ⅴ、Ⅶ、Ⅹ缺乏症、低或无纤维蛋白原血症、DIC出血期、原发性纤溶症、维生素K缺乏症、严重肝脏疾病、抗凝物质增多等可引起PT延长；先天性因子Ⅴ增多症、血栓前状态、DIC高凝期、口服避孕药时PT缩短。
  


  
    APTT：该试验是内源性凝血系统较敏感和常用的筛选实验，反映因子Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ、Ⅴ、Ⅹ和纤维蛋白原在血浆中的水平。因此因子Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ、Ⅴ、Ⅹ缺乏症、低或无纤维蛋白原血症、DIC出血期、原发性纤溶症、维生素K缺乏症、严重肝脏疾病、抗凝物质增多等可引起APTT延长；先天性因子Ⅴ、Ⅷ增多症、血栓前状态、DIC高凝期、血浆内混有血小板、口服避孕药时APTT缩短。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    TBT：该试验反映血小板数量、质量及毛细血管的止血功能。对临床表现为一期止血缺陷，血小板数量正常的患者应进一步检测血小板质量及毛细血管止血功能和血管性血友病因子。血小板数量异常（如血小板减少和血小板增多症）、血小板质量缺陷（如先天性和获得性血小板病和血小板无力症）、某些凝血因子缺乏［如血管性血友病、低（无）纤维蛋白原血症］、血管疾病（遗传性出血性毛细血管扩张症）可引起TBT延长；某些严重的高凝状态和血栓形成时TBT缩短可影响检测结果的判断。
  


  
    FⅧ定性试验：FⅧ作用下纤维蛋白单体交联形成稳定的纤维蛋白凝块，即不可溶性纤维蛋白。因此FⅧ缺乏时表现创伤后延迟性渗血。正常人血浆凝块放入5mol／L尿素溶液中，24～48小时内不发生溶解；若溶解则提示为先天性或获得性FⅧ缺乏。
  


  
    通过筛选试验可对出血性疾病进行初步判断，以便临床进一步确诊试验的选择（表3‐1）。
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      表3‐1 常见出血性疾病的筛选试验结果分析
    


    

  


  
    第二节 PT延长APTT正常
  


  
    PT延长，APTT正常为遗传性或获得性外源性凝血因子缺陷所致，包括服用抗凝药物、维生素K缺乏、肝病、遗传性或获得性Ⅶ缺陷。检测PTINR可对口服抗凝药物进行治疗监测；PT延长是肝病的早期指标；肝功能检测可对肝脏疾病进行鉴别；PT纠正试验可鉴别遗传性或获得性外源性凝血因子缺陷。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐2。
  


  
    二、相关实验
  


  
    实验室检查APTT正常而PT延长时，考虑遗传性或获得性外源性凝血因子（FⅦ）缺陷。遗传性FⅦ缺乏较少见，获得性FⅦ缺乏原因包括口服抗凝药物、维生素K缺乏、肝脏疾病、抗FⅦ抗体和狼疮抗凝物存在，其鉴别诊断涉及以下实验：
  


  
    1﹒PT和APTT测定
  


  
    2﹒PT纠正试验（PTmixingstudy）
  


  
    该试验可鉴别延长的PT是否为抗凝物质所致，属定性试验。受检血浆与正常混合血浆（1∶1）混合后立即和37℃孵育1小时后分别测定该混合血浆PT。低滴度的抗凝物质可因1∶1混合血浆的稀释而使延长的PT被纠正，因此应进一步作正常血浆与受检血浆1∶4的混合纠正试验，若低滴度的抗凝物质存在，则1∶4的混合血浆不能纠正。
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      图3‐2 PT延长APTT正常的实验室分析路径图
    


    

  


  
    3﹒FⅦ活性检测
  


  
    该试验用一期法检测凝血因子的促凝活性。除Ⅶ因子外，其他所有因子都稳定且过量存在于所用试剂中，使用PT试剂测定凝固时间，凝固时间与待测凝血因子活性成反比。其结果以正常的百分率表示，FⅦ正常参考范围通常为70%～130%。血栓前状态和血栓性疾病，因子活性增高，可能影响结果的判断。待检标本要及时检测，若不能及时检测，可放在－20℃保存一个月，不要将血浆在2～8℃保存，因为在此温度范围内FⅦ会被激肽系统激活。
  


  
    4﹒肝功能检测
  


  
    详见第九章。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    PT：排除分析前影响因素（如采血量、采血部位、Hct＞55%等），引起PT延长的最常见原因是早期肝脏疾病、口服抗凝药物和早期维生素K缺乏。不常见原因有早期DIC、FⅦ缺乏、抗FⅦ抗体和狼疮抗凝物存在。通过询问病史可明确是否口服抗凝药物；若无该服药史，应考虑维生素K缺乏或肝病早期。肝脏是许多凝血因子合成的场所，肝病早期或轻型肝病可以只有PT延长，APTT对肝脏疾病的敏感性不及PT。随着肝病的进展，PT、APTT均延长。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    维生素K诊断性治疗试验：部分凝血因子（FⅡ、FⅦ、FⅨ、FⅩ）合成时需维生素K的参与。维生素K缺乏时，这些凝血因子的活性受到影响，其中FⅦ的半衰期较短，因此PT延长较APTT延长更早发生。维生素K缺乏进一步加重时，PT、APTT均延长。维生素K治疗还可鉴别肝脏疾病与维生素K缺乏，值得注意的是肝脏疾病时也可能发生维生素K缺乏，此时给予维生素K治疗，延长的PT可部分纠正。
  


  
    肝功能检测：通过肝功能检测可明确肝脏疾病（详见第九章）。
  


  
    PT纠正试验：该试验可鉴别患者血浆中有无抗凝物质及抗凝物质的类型。若受检血浆可被正常血浆立即纠正且37℃孵育1小时后测定不延长，则提示受检者为凝血因子缺乏；若不能立即纠正，或37℃孵育1小时后测定较立即测定延长，则提示受检血浆中有特异性（抗凝血因子抗体）；若不能立即纠正，但37℃孵育1小时后测定较立即测定不延长，则提示受检血浆中有非特异性抗凝物质（如狼疮抗凝物或副蛋白）存在。狼疮抗凝物比抗FⅦ抗体常见，多数狼疮抗凝物引起APTT延长，PT延长或正常，少数狼疮抗凝物只引起PT延长，而APTT正常。
  


  
    FⅦ活性检测：当受检血浆可被正常血浆立即纠正且37℃孵育1小时后测定PT不延长，提示受检者为凝血因子缺乏，应进一步检测FⅦ活性，以确定FⅦ减低的程度，为替代治疗及监测提供依据。
  


  
    第三节 PT正常APTT延长
  


  
    PT正常、APTT延长为遗传性或获得性内源性凝血因子缺陷所致，主要为使用肝素、遗传性或获得性Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ、Ⅻ、前激肽释放酶（PK）、高分子激肽原（HMWK）缺陷。APTT可用于肝素治疗的监测；APTT纠正试验可鉴别遗传性或获得性内源性凝血因子缺陷；凝血因子活性检测可明确缺乏的为何种因子及其缺乏程度。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐3。
  


  
    二、相关实验
  


  
    实验室检查APTT延长而PT正常时，考虑遗传性或获得性内源性凝血因子（FⅧ、FⅨ、FⅪ、FⅫ、PK、HMWK）缺陷。最常见的遗传性因子缺陷是血友病A、血友病B和vWD。获得性内源性因子缺乏原因包括使用抗凝药物、抗因子抗体和狼疮抗凝物存在，其鉴别诊断涉及以下实验。
  


  
    1﹒PT和APTT测定
  


  
    2﹒APTT纠正试验（APTTmixingstudy）
  


  
    该试验可鉴别患者血浆中有无抗凝物质及抗凝物质的类型。受检血浆与正常混合血浆（1∶1）混合后立即和37℃孵育1小时后分别测定该混合血浆APTT，初步筛选延长的APTT是由于凝血因子缺乏或受检血浆中有特异性或非特异性抗凝物质存在所造成。一些少见的抗凝血因子抗体，如抗Ⅴ因子抗体和抗凝血酶原抗体存在时，孵育试验的时间可能不延长。10%～15%的抗磷脂抗体也可能使孵育试验的时间延长。
  


  
    [image: PT正常APTT延长的实验室分析路径]


    
      图3‐3 PT正常APTT延长的实验室分析路径
    


    

  


  
    3﹒凝血因子活性检测
  


  
    该试验用一期法检测凝血因子的促凝活性。除待测凝血因子外，其他所有因子、脑磷脂及激活剂都稳定且过量存在于所用试剂中，使用APTT试剂测定凝固时间，凝固时间与待测凝血因子活性成反比。其结果以正常的百分率表示，凝血因子正常参考范围通常为60%～140%。血栓前状态和血栓性疾病，如静脉血栓形成、肾病综合征、妊娠高血压综合征和恶性肿瘤时凝血因子活性增高，可能影响结果的判断。
  


  
    4﹒血小板中和试验（plateletneutralizationprocedure）
  


  
    该试验可间接证实狼疮性抗凝物质的存在。狼疮性抗凝物质系抗磷脂抗体，能阻碍凝血因子与磷脂表面的结合，从而抑制依赖磷脂的凝血因子活性。血小板含有大量磷脂成分，加入冻融的血小板可中和该抗磷脂抗体，使延长的凝血时间得以纠正。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    APTT：排除影响因素（如采血量、Hct过高、标本未及时送检、肝素污染等），APTT延长首先考虑患者是否接受肝素治疗？接受肝素治疗的患者通常APTT延长，而PT正常，但大剂量肝素使用时，PT和APTT都会延长。
  


  
    APTT纠正试验：患者未使用肝素，但APTT延长时应进一步做APTT纠正试验。该试验可鉴别内源性凝血因子（FⅧ、FⅨ、FⅫ、FⅪ、HMWK、PK）缺陷或抗凝物质存在所致的APTT延长。当正常血浆与受检血浆1∶1混合后其延长的APTT可以被纠正，提示为内源性凝血因子（FⅧ、FⅨ、FⅫ、FⅪ、HMWK、PK）缺陷。FⅫ、HMWK和PK缺乏时虽有APTT的延长，但临床没有出血倾向，而FⅧ、FⅨ、FⅪ缺乏时临床有明显的出血倾向，由此可进行初步鉴别。低滴度的抗凝物质可因1∶1混合血浆的稀释而使延长的APTT被纠正，因此应进一步做正常血浆与受检血浆1∶4的混合纠正试验，若低滴度的抗凝物质存在，则1∶4的混合血浆不能纠正。对于1∶1不能纠正的抗凝物质，建议做混合血浆的孵育试验，孵育后的APTT时间更长，则提示为特异性抗体（抗凝血因子抗体）存在；孵育后的APTT时间不变，则提示受检血浆中有非特异性的抗凝物质（如抗磷脂抗体或副蛋白）存在。当有抗因子抗体存在时，临床表现常有出血倾向，但有抗凝磷脂抗体时，APTT延长，PT正常或延长，临床上表现为无症状或易形成血栓。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    凝血因子活性检测：经APTT纠正试验证实，延长的APTT是由凝血因子缺乏所致时，通常先进行FⅧ活性检测（因为FⅧ缺乏最常见），FⅧ活性降低应进一步鉴别血友病与血管性血友病（详见本章第六节）。FⅧ活性正常再进行FⅨ活性检测，FⅨ活性正常则检测FⅪ。临床没有明显出血倾向或（和）FⅧ、FⅨ、FⅪ活性均正常者，检测FⅫ、PK、HMWK活性。
  


  
    血小板中和试验：APTT纠正试验提示存在狼疮性抗凝物质时，可用血小板中和试验进一步证实。在患者血浆中加入冻融的血小板后，延长的APTT得以纠正，提示血浆中存在狼疮抗凝物质。
  


  
    3﹒常见疾病的诊断标准
  


  
    1983年国际止血和血栓会议对狼疮性抗凝物质的诊断标准：①APTT延长；②患者血浆和正常血浆等量混合检测APTT，超过参考范围4秒以上；③一期法检测FⅧ、FⅨ、FⅪ、FⅫ活性，至少有两项减低，而二期法结果应正常；④患者血浆稀释后凝血因子活性可以增高，凝固时间明显缩短。按此诊断标准约可确诊90%左右的病例。
  


  
    FⅫ、PK、HMWK缺乏的诊断：实验检测发现FⅫ、PK、HMWK活性降低可明确诊断。若不能进行以上因子活性检测，依据患者无临床出血史、PT正常APTT延长，延长的APTT可被正常混合血浆纠正且FⅧ、FⅨ、FⅪ活性正常，也可提示FⅫ、PK、HMWK缺乏。
  


  
    血友病诊断标准：参见本章第五节。
  


  
    第四节 PT和APTT均延长
  


  
    PT和APTT均延长常见于DIC、肝病、严重维生素K缺乏、血液循环中存在肝素样抗凝物质或共同途径凝血因子（FⅠ、FⅡ、FⅤ、FⅩ）缺乏、大剂量的肝素或口服抗凝药物的使用。PT延长是肝病的早期指标；肝功能检测可对肝脏疾病进行鉴别；外周血涂片查裂红细胞、纤维蛋白原测定及D二聚体检测对DIC的诊断具有重要意义；维生素K补充治疗可诊断维生素K缺乏；PT、APTT纠正试验可鉴别遗传性或获得性凝血因子缺陷；凝血因子活性检测可明确凝血因子缺乏的种类及缺乏的程度。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐4。
  


  
    [image: PT、APTT均延长的实验室分析路径图]


    
      图3‐4 PT、APTT均延长的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    实验室检查PT、APTT同时延长时，考虑遗传性或获得性共同途径凝血因子（FⅠ、FⅡ、FⅤ、FⅩ）缺陷。遗传性共同途径凝血因子缺乏较少见，获得性原因包括大剂量抗凝药物的使用、严重维生素K缺乏、肝脏疾病、DIC、原发纤溶、异常纤维蛋白血症、抗因子抗体和狼疮抗凝物存在，其鉴别诊断涉及以下实验。
  


  
    1﹒PT和APTT测定
  


  
    2﹒肝功能检测
  


  
    详见第九章。
  


  
    3﹒纤维蛋白原（fibrinogen，FIB）测定
  


  
    FIB检测的方法有Clauss法、盐析法、热浊度法、免疫法和PT衍生法。Clauss法的精密度、准确度及与参考方法的相关性最好。其检测的原理为凝血酶将可溶性血浆纤维蛋白原转变成不溶性的纤维蛋白，在高浓度凝血酶及低浓度纤维蛋白原的条件下，血浆凝固时间由纤维蛋白原浓度决定，血浆凝血时间与纤维蛋白原浓度呈负相关。通过测定加入凝血酶后血浆凝固的时间可推算出待检测血浆纤维蛋白原的量。FIB正常参考范围为2.0～4.0g／L。FIB是急性时相反应蛋白，在很多疾病状态下都会升高，在结果判定时应综合考虑。DIC患者血浆纤维蛋白原减低很多见，其发生率约为70%，但DIC早期可呈升高。目前国内多以低于1.5g／L或高于4.0g／L作为降低或升高的标准。
  


  
    4﹒D二聚体（D‐dimer）检测
  


  
    D二聚体是交联纤维蛋白的降解产物，是体内纤维蛋白形成并有降解发生的特异性分子标记物之一。可用ELISA法、快速ELISA法、免疫比浊法对其定量检测。免疫比浊法的原理是用抗D二聚体单克隆抗体包被乳胶微粒，其与待检血浆中的D二聚体特异结合，发生凝集，从而使得反应体系中的浊度增加，吸光度增加。通过测定吸光度的变化可反映受检血浆中D二聚体的含量。D二聚体水平以相当于起始纤维蛋白原单位（FEU）表示。一个FEU是指血浆中可检测水平的D二聚体所对应纤维蛋白原的量。实际D二聚体的量为FEU值的一半左右。正常成人＜0.4μg／ml。
  


  
    5﹒外周血涂片查裂红细胞
  


  
    微血管病是DIC溶血的主要原因，因此DIC患者红细胞破坏较为明显，血片中可见大量红细胞碎片和破碎的红细胞，以及呈三角形、盔形、棘状等异形红细胞。在急诊或实验条件不足的情况下，外周血破碎红细胞超过10%是DIC的重要佐证之一。
  


  
    6﹒APTT纠正试验
  


  
    7﹒PT纠正试验
  


  
    8﹒血小板中和试验
  


  
    9﹒凝血因子活性检测
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    PT和APTT测定：排除影响PT、APTT检测的因素后，PT、APTT均延长首先应考虑患者是否正在进行抗凝药物治疗。接受治疗剂量的肝素通常只有APTT会延长，接受治疗剂量的口服抗凝药通常仅PT延长，但过量的肝素或口服抗凝药物会引起PT、APTT均延长。肝脏是绝大多数凝血因子合成的场所，严重的肝炎或肝硬化患者，维生素K依赖凝血因子（FⅡ、FⅦ、FⅨ、FⅩ）的合成降低，随着肝病的恶化，FⅤ的合成也会减少，纤维蛋白原的合成也进一步减少。因此，肝病的早期，只有PT会延长，但随着疾病的进展，APTT也会延长。APTT对肝脏疾病的敏感性不及PT，如果两者延长的时间不成比例，提示患者血浆中可能存在抗凝物质，需进一步鉴别。DIC时由于凝血因子的消耗，PT、APTT均延长。
  


  
    维生素K诊断性治疗试验：维生素K缺乏时，维生素K依赖的凝血因子（FⅡ、FⅦ、FⅨ、FⅩ）的活性受到影响，由于FⅦ的半衰期较短，因此PT延长较APTT延长更早发生。维生素K缺乏进一步加重时，PT、APTT均延长。维生素K治疗可鉴别肝脏疾病与维生素K缺乏，值得注意的是肝脏疾病时也可能发生维生素K缺乏，此时给予维生素K治疗，延长的PT可部分纠正。应用维生素K治疗后PT能恢复正常者，可能是阻塞性黄疸或吸收不良；若维生素K不能纠正者，则应考虑肝实质性损害。
  


  
    肝功能检测：明确有无肝脏疾病。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    DIC与严重肝病相鉴别的试验：肝病时凝血功能异常包括：PT延长；APTT延长；血小板减少（门静脉高压脾功能亢进所致）；纤溶增加，FDP增加（肝脏是抗纤溶酶合成和组织型纤溶酶原激活物清除的场所）；出血时间延长；异常纤维蛋白原的产生。严重肝疾病也会并发DIC。一般认为血小板计数在50×109／L以下、纤维蛋白含量低于1.0g／L、血浆FDP含量超过60mg／L，PT延长5秒，以上四项有两项异常，必须有血浆FⅧ：C低于50%者，才可诊断肝脏疾病并发DIC。
  


  
    FⅧ活性检测：由于FⅧ不在肝脏合成，因此肝病时FⅧ活性正常甚至因FⅧ为急性时相反应蛋白而增高，在肝病与DIC难以鉴别时，FⅧ活性检测是有用的。DIC时FⅧ活性降低，而肝病时正常或增高。
  


  
    纤维蛋白原测定：DIC患者血浆纤维蛋白原减低很多见，其发生率约为70%。但由于纤维蛋白原是急性时相反应蛋白，许多造成DIC的疾病均会引起纤维蛋白原的增高，因此单次的纤维蛋白原水平检测的意义不大，应连续检测，纤维蛋白原水平递减对DIC的诊断价值较大。
  


  
    D二聚体检测：在DIC阳性率为93.7%，非DIC仅为20%。DIC时D二聚体水平通常在2000ng／ml以上。D二聚体检测是鉴别DIC与严重肝病的最好指标，DIC时D二聚体明显增高，严重肝病时D二聚体正常。
  


  
    外周血涂片查裂红细胞：国内及日本某些学者对此试验甚为重视，认为它是在急诊或实验条件不足的情况下，诊断DIC的重要方法之一。查见外周血破碎红细胞可支持DIC的诊断，但约50%的暴发性DIC患者外周血涂片未查见裂红细胞。
  


  
    PT纠正试验和APTT纠正试验：排除抗凝药物、维生素K缺乏、肝病和DIC后，应考虑延长的PT和APTT是否为抗凝物质存在的影响。若延长的PT和APTT可被1∶1的正常血浆所纠正，提示共同途径凝血因子缺乏；不能纠正则提示抗凝物质存在。混合孵育后的PT和APTT时间分别较孵育前更长，则提示为特异性抗体（抗凝血因子抗体）存在；孵育后的PT和APTT时间不变，则提示受检血浆中有非特异性的抗凝物质（如抗磷脂抗体或副蛋白）存在。
  


  
    血小板中和试验：纠正试验提示存在狼疮性抗凝物质时，可用血小板中和试验进一步证实。患者血浆中加入冻融的血小板后，延长的PT、APTT时间得以纠正，可证实血浆中存在狼疮抗凝物质。
  


  
    凝血因子活性检测：共同途径凝血因子中，FⅠ缺乏最常见，应先检测FⅠ活性，FⅠ活性若正常再进一步检测FⅡ、FⅤ、FⅩ活性是否正常。
  


  
    3﹒常见疾病的诊断标准
  


  
    1983年国际止血和血栓会议对狼疮性抗凝物质的诊断标准：①APTT延长；②患者血浆和正常血浆等量混合检测APTT，超过参考范围4秒以上；③一期法检测FⅧ、FⅨ、FⅪ、FⅫ活性，至少有两项减低，而二期法结果应正常；④患者血浆稀释后凝血因子活性可以增高，凝固时间明显缩短。按此诊断标准约可确诊90%的病例。
  


  
    1995年全国第五届血栓与止血会议（武汉）制订的DIC诊断标准：如下介绍。
  


  
    临床表现：
  


  
    （1）存在易引起DIC的基础疾病。
  


  
    （2）有下列两项临床表现：①多发性出血倾向；②不易用原发病解释的微循环衰竭或休克；③多发性微血管栓塞的症状、体征，如皮肤、皮下、黏膜栓塞性坏死，以及早期出现的肺、肾、脑等脏器功能不全；④抗凝治疗有效。
  


  
    实验室指标：同时具备下列3项以上异常：①血小板＜100×109／L，或进行性下降（肝病、白血病＜50×109／L），或有2项以上血小板活化产物升高，如β‐TG，TXB2，PF4，P选择素；②FIB＜1.5g／L，或进行性下降，或超过4.0g／L（白血病、恶性肿瘤低于1.8g／L，肝病低于1.0g／L）；③FDP超过20μg／L（肝病超过60μg／L），或DD升高或阳性；④PT缩短或较正常对照延长3秒以上，或呈动态变化（肝病超过5秒以上）；⑤PLG含量和活性降低；⑥AT含量和活性降低（肝病不适用）；⑦FⅧ：C低于50%（肝病必备）。
  


  
    疑难DIC应有以下1项以上异常：①FⅧ：C降低，vWF：Ag升高，FⅧ：C与vWF：Ag之比小于1∶1；②F1＋2升高；③PAP升高；④血或尿FPA升高。
  


  
    第五节 血 友 病
  


  
    血友病是一组遗传性出血性疾病，其中包括血友病A、血友病B、FⅪ缺乏症（以往称为血友病丙）。本组疾病是一组遗传性凝血活酶生成障碍所致的出血性疾病，在先天性出血性疾病中最为常见。实验室检查出血时间、血小板计数、PT均正常，但APTT延长。APTT纠正试验可鉴别遗传性凝血因子缺乏和抗凝物质存在所致的APTT延长。凝血因子活性检测可明确因子缺乏的程度以帮助血友病严重程度分型。vWF：Ag和vWF：CBA检测可对血友病和血管性血友病进行鉴别。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐5。
  


  
    二、相关实验
  


  
    血友病的实验室诊断包括筛选试验、确诊试验和鉴别诊断试验。
  


  
    1﹒血浆凝血酶原时间（PT）测定
  


  
    2﹒血浆活化部分凝血活酶时间（APTT）测定
  


  
    3﹒出血器测定出血时间（TBT）
  


  
    4﹒血小板（PLT）数量检测
  


  
    5﹒APTT纠正试验
  


  
    6﹒vWF抗原（vonWilebrandfactorantigen，vWF：Ag）检测：
  


  
    是对vWF数量的检测。vWF：Ag可用免疫电泳（Laurel火箭电泳）、酶联免疫吸附试验（ELISA）、免疫放射测定法（IRMA）及免疫浊度法进行测定。免疫浊度法检测的原理是用抗vWF的单克隆抗体包被乳胶微粒，其与待检血浆中的vWF特异地结合，发生凝集，从而使得反应体系中的浊度增加，吸光度增加，通过测定吸光度的变化可反映受检血浆中vWF的含量。结果用正常对照的百分比表示，正常参考范围为50%～160%。血浆vWF水平在运动、妊娠、月经时可能增高，这些情况可能掩盖中度的vWF水平降低。血浆中存在有类风湿因子、抗牛血清白蛋白抗体或抗鼠抗体时，可能使vWF：Ag水平假性增高。
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      图3‐5 血友病的实验室分析路径图
    


    

  


  
    7﹒vWF胶原结合分析（vonWilebrandfactorcolagenbindingassay，vWF：CBA）：
  


  
    vWF：CBA是同时检测vWF的数量和质量，反映vWF与胶原作用的能力。常用ELISA方法检测。其原理为用胶原包被，加入一定量的血浆vWF使其与胶原结合，多余的vWF洗去，再加入酶标记的抗vWF单抗显色测定vWF与胶原结合的能力。结果用正常对照的百分比表示，正常参考范围为50%～400%，影响vWF：Ag的因素也会对vWF：CBA造成相同的影响。
  


  
    8﹒凝血因子活性检测
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒筛选试验
  


  
    PT和APTT：血友病患者由于缺乏内源性凝血途径中的FⅧ或FⅨ或FⅪ，因而检测通常结果为APTT延长，PT正常。但对于轻型血友病患者，其FⅧ：C轻度降低，APTT可能正常。先天性因子Ⅴ增多症、血栓前状态、DIC高凝期、血浆内混有血小板、口服避孕药时APTT缩短可影响检测结果的判断。
  


  
    血小板计数：血友病患者在未合并血小板数量异常时血小板通常正常。
  


  
    TBT：血友病患者TBT正常，可与血管性血友病（vWD）患者初步鉴别（vWD时APTT也可能延长，但其TBT也延长）。
  


  
    2﹒确诊试验
  


  
    APTT纠正试验：该试验可帮助判断延长的APTT，是由于内源性凝血因子缺陷或抗凝物质存在所致。当正常血浆与受检血浆1∶1混合后其延长的APTT可以被纠正，提示为内源性凝血因子缺陷，但低滴度的抗凝物质可因1∶1混合血浆的稀释而使延长的APTT被纠正，因此应进一步做正常血浆与受检血浆1∶4的混合纠正试验，若低滴度的抗凝物质存在，则1∶4的混合血浆不能纠正。对于1∶1不能纠正的抗凝物质，建议做混合血浆的孵育试验，孵育后的APTT时间更长，则提示为特异性抗体（抗凝血因子抗体）存在；孵育后的APTT时间不变，则提示受检血浆中有非特异性的抗凝物质（如抗磷脂抗体或副蛋白）存在。当有抗凝物质存在时，临床表现常有出血倾向，但有抗凝磷脂抗体时，临床上表现为无症状或易形成血栓。
  


  
    凝血因子活性检测：当APTT纠正试验证实系内源性凝血因子缺陷所致APTT延长时，可进一步检测凝血因子活性，以明确何种凝血因子缺陷及缺乏的程度。以血友病A（FⅧ缺乏）最常见，通常首先进行FⅧ：C检测；FⅧ：C正常再进行FⅨ：C、FⅪ：C的检测。如FⅧ：C异常，需进一步鉴别血友病A与vWD。
  


  
    血小板中和试验：纠正试验提示存在狼疮性抗凝物质时，可用血小板中和试验进一步证实。患者血浆中加入冻融的血小板后，延长的APTT时间得以纠正，可证实血浆中存在狼疮抗凝物质。
  


  
    3﹒鉴别诊断试验
  


  
    vWF：Ag检测：该实验是对vWF抗原量的检测，不能检测vWF活性变化。vWF：Ag水平降低可对1型和2型vWD进行诊断，但对2型vWD不能进行诊断。
  


  
    胶原结合分析（vWF：CBA）：该项试验可同时检测vWF的数量和质量，反映vWF与胶原作用的能力。对于三种类型vWD的诊断，均能提供很好的信息。
  


  
    4﹒常见疾病的诊断标准
  


  
    1983年国际止血和血栓会议对狼疮性抗凝物质的诊断标准：①APTT延长；②患者血浆和正常血浆等量混合检测APTT，超过参考范围4秒以上；③一期法检测FⅧ、FⅨ、FⅪ、FⅫ活性，至少有两项减低，而二期法结果应正常；④患者血浆稀释后凝血因子活性可以增高，凝固时间明显缩短。按此诊断标准约可确诊90%的病例。
  


  
    血友病A诊断标准：①临床表现：男性患者，有或无家族史，女性纯合子型可发生，极少见；关节、肌肉、深部组织出血，可自发。②实验室检查：试管法凝血时间重型延长，中型可正常，轻型、亚临床型正常；APTT重型明显延长，能被正常新鲜及吸附血浆纠正，轻型稍延长或正常，亚临床型正常；血小板计数、出血时间、血块收缩正常；PT正常；FⅧ活性减少；vWF：Ag正常，FⅧ：C／vWF：Ag明显降低。
  


  
    血友病B诊断标准：①临床表现同血友病A。②实验室检查：凝血时间、血小板计数、出血时间、血块收缩及PT同血友病A；APTT延长能被正常血清纠正，但不能被吸附血浆纠正，轻型患者APTT可正常，亚临床型正常；FⅨ活性降低。
  


  
    FⅪ缺乏症诊断标准：①临床表现：不完全性常染色体隐性遗传；纯合子有出血倾向，杂合子可无出血症状；出血一般不严重，表现为鼻出血、月经量过多，小手术后出血及关节、肌肉出血少见。②实验室检查：凝血时间正常或接近正常；血小板计数、出血时间、PT正常；APTT延长能被正常吸附血浆及血清同时纠正；FⅧ、FⅨ活性正常，vWF：Ag正常；FⅪ活性降低。
  


  
    血管性血友病诊断标准：参见本章第六节。
  


  
    第六节 血管性血友病
  


  
    血管性血友病（vonWilebranddisease，vWD）是由于血浆中vonWilebrand因子（vWF）数量和（或）质量异常所致的一种出血性疾病。该病可有TBT、APTT延长、FⅧ：C降低，诊断时应与血友病A鉴别。TBT、APTT、血小板计数是vWD诊断常用的筛选试验；vWF抗原（vWF：Ag）、vWF瑞斯托霉素辅因子（vWF：Rcof）、vWF胶原结合分析（vWF：CBA）检测是vWD诊断的特异性试验；同时检测vWF：Ag和vWF：CBA有利于vWD分型诊断。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐6。
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      图3‐6 血管性血友病的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    vWF在正常生理性止血中的作用一方面是在初期止血中作为桥梁介导血小板黏附于受损血管内皮下的胶原上，另一方面作为FⅧ的载体，防止蛋白酶对FⅧ的水解，因此，在vWD患者有初期止血功能障碍，同时也可出现二期止血功能障碍。实验室检测包括筛选试验、特异性试验和鉴别分型试验。分型试验对vWD的治疗、预防和基因咨询是必需的。
  


  
    1﹒血浆凝血酶原时间（PT）测定
  


  
    2﹒血浆活化部分凝血活酶时间（APTT）测定
  


  
    3﹒出血器测定出血时间（TBT）
  


  
    4﹒血小板（PLT）数量检测
  


  
    5﹒封闭时间（closuretime，CT）检测
  


  
    PFA‐100TM检测CT，是使用一次性反应杯，内有一层有微孔的膜，孔上覆盖着胶原、肾上腺素或ADP。当抗凝血从膜的小孔中抽吸出来时，血小板在诱导剂作用下发生聚集并将小孔阻塞，所需时间称“封闭时间”。该法可以快速而方便地确定vWF依赖的血小板功能，这种使用全血模仿体内高切力的状态能非常敏感地筛选出vWD。
  


  
    6﹒vWF抗原（vWF：Ag）检测
  


  
    7﹒vWF胶原结合分析（vWF：CBA）检测
  


  
    8﹒凝血因子活性检测
  


  
    9﹒瑞斯托霉素诱导的血小板聚集试验（ristocetininducedplateletaggregation，RIPA）
  


  
    在特定的搅拌条件下，在待检富血小板血浆中加入瑞斯托霉素，使其血小板发生聚集，悬液的浊度随之下降，光电池将光浊度的信号转换为电讯号，在记录仪上记录下电讯号的变化。根据描记曲线予以计算血小板聚集的程度及速度。采血过程中应避免血小板激活，否则影响结果判定。各实验室根据使用的仪器、诱导剂及浓度建立参考范围。大部分vWD患者RI PA减低或缺如。
  


  
    10﹒vWF瑞斯托霉素辅因子（vWFRistocetincofactor，vWF：Rcof）检测
  


  
    用新鲜或甲醛固定的正常人血小板加上待检血浆和瑞斯托霉素，其血小板发生聚集，悬液的浊度随之下降，光电池将光浊度的信号转换为电讯号，在记录仪上记录下电讯号的变化。根据描记曲线予以计算血小板聚集的程度可得到vWF：Rcof的量。正常范围为500～1500U／L。大多数vWD患者vWF：Rcof降低。
  


  
    11﹒vWF多聚体分析
  


  
    一般采用SDS凝胶电泳分析。将患者血浆标本先进行SDS琼脂糖凝胶（1%～1.4%）电泳，然后用125I标记的抗vWF单抗进行反应，做放射自显影分析，不同相对分子质量的多聚物区带可明显地分开。本法在vWD的分型诊断中有较大的应用价值。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒筛选实验
  


  
    出血器测定出血时间（TBT）：TBT作为一期止血缺陷的筛检试验，反映血管壁和血小板的功能。vWF缺陷时影响血小板黏附功能，因而大多数vWD的患者TBT延长，由于该试验敏感性不高，TBT正常也不能排除诊断。
  


  
    PT和APTT：vWF数量或功能障碍时，FⅧ活性丢失，患者APTT延长而PT正常，轻型vWD患者，APTT可能正常。
  


  
    血小板计数和形态：vWF缺陷影响血小板功能而非数量，因此血小板计数和形态为正常，以此可鉴别vWD与血小板减少引起的出血。
  


  
    封闭时间（CT）：该试验使用全血模仿体内高切力的状态确定vWF依赖的血小板功能，可以非常敏感地筛选出vWD。vWD时通常CT延长。
  


  
    不同筛选试验对vWD筛查效能不尽相同（表3‐2）。
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      表3‐2 常用筛选试验对vWD筛查效能评价
    


    

  


  
    2﹒特异实验
  


  
    vWF：Ag检测：该试验是vWF数量的检测，其水平在1型和3型vWD患者降低；在2型vWD患者可正常。
  


  
    FⅧ：C检测：vWF数量或功能障碍时，其对FⅧ的保护功能丧失，FⅧ活性丢失。在大多数严重的vWD（包括严重的1型和3型）、2A型和2N型vWD，FⅧ：C降低；轻型患者，FⅧ：C也可以正常。
  


  
    vWF瑞斯托霉素辅因子（vWF：Rcof）检测：瑞斯托霉素是一种在vWF存在时可诱导血小板发生聚集的抗生素，即vWF具有瑞斯托霉素辅因子的活性。因此，大多数vWD患者vWF：Rcof降低（2N型vWD除外）。
  


  
    3﹒鉴别实验
  


  
    vWF多聚体分析：vWF是由相同亚单位组成的一系列大小不等的多聚体，多聚化程度对vWF生物活性具有重要意义，多聚化程度越高分子量越大，其生物活性越高。vWF不同多聚体的缺乏表现为不同类型vWD。
  


  
    RIPA：瑞斯托霉素是一种在vWF存在时可诱导血小板发生聚集的抗生素，加入外源性瑞斯托霉素后评价血小板的聚集程度，可判断受检血浆中vWF的功能。大多数vWD患者RIPA降低或缺如，2B型可增高。
  


  
    胶原结合分析（vWF：CBA）：该试验检测vWF与胶原结合的能力，即同时检测vWF的数量和质量。在没有条件开展vWF多聚体分析的实验室，使用vWF：Ag与vWF：CBA比值可对vWD进行分型诊断。
  


  
    不同分型试验对vWD诊断的效能不同（表3‐3）。
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      表3‐3 vWD诊断分型试验的效能评价
    


    

  


  
    4﹒vWD的分型诊断（表3‐4）
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      表3‐4 vWD的分型
    


    

  


  
    第七节 弥散性血管内凝血与高纤溶状态
  


  
    弥散性血管内凝血（disseminatedintravascularcoagulation，DIC）是一种发生在多种严重疾病基础上或某些特殊条件下由致病因素激活人体凝血系统，导致微循环弥散性微血栓形成及继发纤溶亢进的综合征。凝血功能异常是DIC最常见的病理生理变化，血小板计数、血浆FIB，PT，APTT，FDP、D二聚体检测是DIC诊断的基础实验。动态监测血小板数量、凝血功能、纤维蛋白原、抗凝血酶及D二聚体水平对DIC的诊断具有重要意义。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐7。
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      图3‐7 DIC实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    DIC实验室检查的基本要求包括：①因多数DIC起病急，发展快，故除研究性质外，实验室检查力求简便快速，最好在2小时内出具检测报告；②目前大多数DIC实验尚不具备诊断特异性，检测结果应密切结合临床；③DIC不同阶段实验结果不同，应动态检测提高其诊断价值。
  


  
    1﹒血浆凝血酶原时间（PT）测定
  


  
    2﹒血浆活化部分凝血活酶时间（APTT）测定
  


  
    3﹒血小板数量检测
  


  
    4﹒凝血酶时间（thrombintime，TT）检测
  


  
    常用光学法、磁珠法进行该项测定。凝血酶裂解血浆中的纤维蛋白原形成纤维蛋白，血浆凝固。测定在血浆中加入“标准化”的凝血酶溶液后，血液凝固的时间为凝血酶时间。TT测定参考范围为16.0～22.0秒，超过参考范围3秒以上为有临床意义的延长。注意：血细胞比容（Hct）小于29%或大于50%时，抗凝剂与血液的比例应按下式调整：抗凝剂量（ml）＝（100－Hct）×血液（ml）×0.00185；使用光学法观察凝集时，黄疸、脂血、溶血可影响检测结果的准确性。
  


  
    5﹒纤维蛋白原（FIB）测定
  


  
    6﹒D二聚体（D‐dimer）检测
  


  
    7﹒抗凝血酶（antithrombin，AT或ATⅢ）
  


  
    常用凝固法和发色底物法检测，发色底物法所受干扰较凝固法少，其原理为样本中AT加入肝素后抑制凝血酶，发色底物裂解法测定剩余酶含量，其吸光度变化与AT活性成反比。正常参考范围为80%～120%。
  


  
    8﹒外周血涂片查裂红细胞
  


  
    微血管病是DIC溶血的主要原因，因此DIC患者红细胞破坏较为明显，血片中可见大量红细胞碎片和破碎的红细胞，以及呈三角形、盔形、棘状等异形红细胞。在急诊或实验条件不足的情况下，外周血破碎红细胞超过10%是DIC的重要佐证之一。
  


  
    9﹒优球蛋白溶解时间测定（euglobulinlysistime，ELT）
  


  
    血浆优球蛋白组分中含纤维蛋白原、纤溶酶原和纤溶酶原激活物等，但不含纤溶酶抑制物。用蒸馏水稀释血浆，降低环境中的离子浓度，在pH4.5时优球蛋白沉淀，经离心除去纤溶抑制物，并将此沉淀溶于缓冲液中，再加钙或凝血酶使其凝固。在37℃下观察凝块完全溶解所需时间。加钙法的正常参考范围为80～280分钟；加凝血酶法的正常参考范围为88～336分钟。
  


  
    10﹒凝血酶‐抗凝血酶复合物（thrombinantithrombincomplex，TAT）检测
  


  
    常用ELISA检测。正常参考范围为1.0～4.1nmol／L。
  


  
    11﹒凝血酶原片段1＋2（F1＋2）
  


  
    常用ELISA检测。其原理是以抗F1＋2抗体包被酶标板，加入标准品或样品后，再加入带有辣根过氧化物酶的凝血酶抗体，充分作用后，凝血酶抗体上所带的辣根过氧化物酶在过氧化氢溶液存在条件下分解加入的邻苯二胺，使之显色，颜色的深浅与样品F1＋2的含量成正比。正常参考范围为0.1～1.1nmol／L。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血小板计数：血小板减少是DIC最常见、最重要的实验室异常。在非血小板增多性疾病患者，如果血小板数超过150×109／L，基本上可排除DIC。DIC血小板减少的发生率一般在90%左右，而且多为重度减少。
  


  
    凝血酶原时间（PT）检测：DIC时凝血因子大量消耗及降解，PT延长的发生率可高达85%～100%。通常以较正常对照延长3秒以上为异常。DIC早期，由于血液处于高凝状态，故PT缩短亦有一定诊断意义。
  


  
    凝血酶时间（TT）检测：DIC时血浆纤维蛋白原含量减少、血中肝素样物质增多及血中纤维蛋白降解产物含量增高均能引起TT延长。由于FDPs的抑制，使得TT延长的程度高于FIB减少所产生TT延长。DIC时TT延长阳性率可达62%～85%，一般认为比正常对照延长3秒者，有助于DIC诊断。
  


  
    血浆活化部分凝血活酶时间（APTT）检测：DIC时多种凝血因子消耗及降解，APTT延长的发生率可高达60%～70%。一般认为比正常对照延长10秒以上可有诊断意义。在DIC早期或慢性DIC，APTT可正常或由于凝血因子的激活或FⅧ水平的升高而使得APTT缩短。
  


  
    纤维蛋白原测定（FIB）：DIC患者血浆纤维蛋白原减低很多见，其发生率约为70%。但由于纤维蛋白原为急性时相反应蛋白，许多造成DIC的疾病均会引起纤维蛋白原的增高，因此单次的纤维蛋白原水平检测的意义不大，应连续检测，纤维蛋白原水平递减对DIC的诊断价值较大。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    D二聚体检测：此项检测是诊断DIC的最好指标。定量的方法优于半定量方法。在DIC阳性率为93.7%，非DIC仅为20%。DIC时D二聚体水平通常在2000ng／ml以上。
  


  
    抗凝血酶（AT）检测：AT是人体内最重要的生理性抗凝物质之一，具有抗凝血酶、抑制因子Ⅸa、Ⅹa、Ⅻ及纤溶酶的作用。DIC时凝血因子激活，AT大量消耗，致浓度减低，活性下降，异常率为80%左右。肝素与AT的亲和性是其抗凝活性的关键，AT活性与DIC时肝素抗凝疗效密切相关，因此，AT检测不仅对DIC有诊断意义，还有指导治疗的价值。AT活性回升，是监测DIC治疗有效的指标。
  


  
    外周血涂片查裂红细胞：国内及日本某些学者对此试验甚为重视，认为它是在急诊或实验条件不足的情况下，诊断DIC的重要方法之一。外周血破碎红细胞超过10%是DIC的重要佐证之一。50%的DIC病例可见裂红细胞，查见外周血破碎红细胞可支持DIC的诊断，但约50%的暴发性DIC患者外周血涂片未查见裂红细胞，此时检测血清乳酸脱氢酶增高、结合珠蛋白降低更能反映血管内溶血。
  


  
    F1＋2：F1＋2是凝血酶原转化为凝血酶过程中的降解产物，其水平直接反映凝血酶激活的水平。DIC时F1＋2升高，其异常率为90%～100%。
  


  
    凝血酶‐抗凝血酶复合物（TAT）检测：生理情况下，体内凝血酶原生成极少量凝血酶，很快被抗凝血酶中和生成TAT，因此，TAT是人体内凝血和抗凝血相互作用维持生理平衡的产物，是凝血酶生成的标志物之一。TAT增高对DIC的预测有较高的敏感性和特异性，对DIC诊断的敏感性为88%，特异性为63%，阳性诊断率为79%，阴性诊断率为88%。
  


  
    3﹒DIC与其他疾病鉴别的试验
  


  
    FⅧ活性检测：由于FⅧ不在肝脏合成，因此肝病时正常或因FⅧ为急性时相反应蛋白而增高，而DIC时FⅧ因消耗而活性降低。原发纤溶时FⅧ减低不明显。
  


  
    D二聚体检测：该试验是鉴别DIC与严重肝病的最好指标，DIC时D二聚体明显增高，严重肝病和原发纤溶时D二聚体正常或轻微增加。血小板计数：原发纤溶时血小板计数通常正常，而DIC时血小板计数常减少。优球蛋白溶解时间（ELT）：原发纤溶时ELT缩短，DIC时ELT正常。
  


  
    常见出血性疾病的鉴别，见表3‐5。
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      表3‐5 常见出血性疾病的实验室指标特征
    


    

  


  
    4﹒常见疾病的诊断标准
  


  
    1995年全国第五届血栓与止血会议（武汉）制订的DIC诊断标准：详见本章第四节相关内容。
  


  
    第八节 血小板功能异常性疾病
  


  
    血小板在正常止血过程中发挥着重要作用。血小板黏附、聚集、释放反应以及其促进血液凝固功能是完成正常止血功能的基本因素，由于血小板黏附、聚集、释放、促凝活性缺陷，血小板结构改变或生物化学成分异常，引起血小板功能障碍而出血。此外，结缔组织异常、vWF异常也可影响血小板功能。根据病因，可将血小板功能缺陷分为遗传性和获得性两种。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐8。
  


  
    二、相关实验
  


  
    血小板黏附、聚集、释放、促凝功能涉及以下实验。血小板对不同诱导剂的聚集反应有助于血小板功能异常疾病的鉴别。
  


  
    1﹒血小板数量检测
  


  
    2﹒出血器测定出血时间（TBT）
  


  
    3﹒血块收缩试验（CRT）
  


  
    4﹒血小板聚集试验
  


  
    5﹒血小板释放功能
  


  
    常用ELISA检测。用血小板释放物质（5‐HT／β‐TG／PF4／Fg／Fn）的抗体包被酶标板，释放物结合于酶标板上，加OPD发色基质液显色，显色的深浅与样品中释放物质含量呈正比关系。
  


  
    [image: 血小板功能障碍性疾病实验室分析路径图]


    
      图3‐8 血小板功能障碍性疾病实验室分析路径图
    


    

  


  
    6﹒纤维蛋白原（FIB）检测
  


  
    7﹒vWF抗原（vWF：Ag）检测
  


  
    8﹒vWF胶原结合分析（vWF：CBA）检测
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血小板数量检测：血小板数量异常是一期止血缺陷最常见的原因，对临床表现为皮肤、黏膜瘀点、瘀斑的患者应首先检测的为血小板数量。
  


  
    出血器测定出血时间（TBT）：该试验反映血小板数量、质量及毛细血管的止血功能。该试验有助于对临床表现为一期止血缺陷，血小板数量正常的患者需要血小板质量及毛细血管止血功能和血管性血友病因子筛查。
  


  
    血块收缩试验（CRT）：是血小板功能的初筛试验，其灵感性较差。血小板无力症时可见血块收缩减少，而血小板阿司匹林样缺陷、储藏池疾病及巨大血小板综合征血块回缩正常。
  


  
    2﹒次选实验
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      图3‐9 正常人与部分血小板功能缺陷症的血小板聚集曲线
    


    
      BSS：Bernard‐Souliersyndrome，又称巨大血小板综合征；vWD：血管性血友病；SPD：storagepooldisease，贮存池疾病；PRD：plateletereleasedisease，血小板释放疾病；GT：Glanzmanthromboasthenia，血小板无力症；Epinephrine：肾上腺素；Colagen：胶原；Arachidonate：花生四烯酸；Ristocetin：瑞斯托霉素
    

  


  
    血小板聚集试验：血小板聚集是血小板的主要功能之一。血小板在诱导剂的作用下激活，暴露其GPⅡb／Ⅲa的纤维蛋白原受体，血小板通过纤维蛋白相互黏附，即产生了血小板可逆的第一相聚集。血小板活化过程中将其颗粒内容物释放到细胞外称为释放反应，释放反应中释放的物质或形成的物质导致了血小板不可逆的第二相聚集，完成血小板完整的聚集反应。不同诱导剂、同一诱导剂不同浓度对血小板的激活强度不同，因而出现不同类型的聚集曲线。根据血小板对不同诱导剂产生的聚集反应，可对血小板功能障碍性疾病做出诊断（图3‐9）
  


  
    血小板释放试验：血小板活化过程中将其颗粒内容物释放到细胞外称为释放反应（re leasingreaction）。大部分血小板的功能是通过释放反应时形成或释放的物质所产生的生物效应而得以实现的。几乎所有的诱导剂都可以引起释放反应，但不同的诱导剂甚至同一诱导剂不同浓度所引起的释放反应也不同。有的只引起α颗粒或致密颗粒释放，有的则可同时引起溶酶体内容物的释放。贮存池缺陷时血小板释放试验异常，血小板释放缺陷时释放试验正常。不同血小板功能异常症的实验检验结果见表3‐6。
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      表3‐6 血小板功能异常症的实验室检验结果
    


    

  


  
    纤维蛋白原测定：血小板聚集依赖GPⅡb／Ⅲa与纤维蛋白原的相互作用，无纤维蛋白原时血小板聚集功能也表现异常。
  


  
    vWF：Ag和vWF：CBA检测：vWF缺陷时血小板对瑞斯托霉素诱导的血小板聚集反应异常，vWF：Ag和vWF：CBA检测可有助于vWD的诊断。
  


  
    第九节 溶栓和抗凝治疗后的实验室检测
  


  
    溶栓和抗凝过程必须进行监测以避免出血的发生，临床常用凝血酶时间、纤维蛋白原检测来监测溶栓效果和调整用药剂量。抗凝药物不同监测实验不同，不同疾病状况抗凝目标也不尽相同。口服抗凝剂时检测PT，得到其INR值作为监测指标；普通肝素最常使用APTT检测作为其监测指标；低相对分子质量肝素应采用抗FⅩa试验检测抗FⅩa活性作为其监测指标。无论何种类型肝素，剂量多少，都应监测血小板数量，以发现肝素诱发的血小板减少症。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图3‐10～图3‐12。
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      图3‐10 溶栓治疗后的实验室分析路径图
    


    

  


  
    [image: 抗凝药物治疗后的实验室分析路径图]


    
      图3‐11 抗凝药物治疗后的实验室分析路径图
    


    

  


  
    [image: 肝素诱导的凝血障碍实验室分析路径图]


    
      图3‐12 肝素诱导的凝血障碍实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    不同种类药物的溶栓和抗凝作用点不同，应根据其特点选择不同的检测试验，调整药物剂量以达到最佳目标。
  


  
    1﹒纤维蛋白原（FIB）测定
  


  
    2﹒凝血酶时间（TT）检测
  


  
    3﹒血浆凝血酶原时间国际标准化比值（internationalnormalizationratio，INR）测定
  


  
    INR＝（患者PT／正常人平均PT）ISI，检测PT可由仪器自动计算得到INR值。
  


  
    4﹒血浆活化部分凝血活酶时间（APTT）测定
  


  
    5﹒活化凝血时间（activatedclottime，ACT）：
  


  
    在待检全血中加入白陶土部分凝血活酶悬液，可充分激活FⅫ、FⅪ，启动内源性凝血途径，引发血液凝固。该试验是内源性凝血系统敏感的筛选试验之一，常用于监测体外循环肝素用量。
  


  
    6﹒抗FⅩa试验
  


  
    可用毛细血管血、全血或血浆检测。未组分肝素或低分子量肝素与ATⅢ形成复合物，加入过量的Ⅹa与之中和，用发色底物法测定剩余Ⅹa，可推算出血中未组分肝素或低分子量肝素的含量。引起血小板4（肝素有力的抑制剂）的释放的因素，均会造成错误结果，如不能使用玻璃容器，血样收集后应在1小时内离心，并离心充分。
  


  
    7﹒血小板计数
  


  
    8﹒AT测定
  


  
    9﹒血小板聚集试验（PAgT）
  


  
    各实验室应建立不同诱导剂的参考范围。
  


  
    10﹒血小板4因子抗体检测（plateletfactor4）
  


  
    常用ELISA法。其原理为用血小板4因子包被，与待检标本的血小板4因子抗体结合，再加入酶标记的单抗显色，其吸光度与待检标本的血小板4因子抗体量相关。不同的试剂盒其参考范围不同。
  


  
    11﹒5‐羟色胺释放试验（5‐hydroxy‐tryptamine，5‐HT）
  


  
    常用荧光光度法进行检测，其原理是血小板从外周血中摄取5‐羟色胺，并贮存于致密颗粒，血液中90%的5‐羟色胺集中在致密颗粒内。当血小板活化时5‐羟色胺从致密颗粒释放到细胞外。血浆或血小板中的5‐羟色胺与邻苯二甲醛进行缩合反应，产生荧光发色团。用荧光光度计进行测定，与同样处理的标准物比较，求得5‐羟色胺含量。5‐羟色胺含量血浆中为（54±1.8）ng／L，血小板中为（603±14）ng／109血小板。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    凝血酶时间（TT）：该试验反映血浆中纤维蛋白原水平，并受血液循环中纤维蛋白（原）降解产物（FDP）的影响而延长。溶栓药物激活纤溶系统，使纤维蛋白原水平降低，并产生FDP，使TT延长。溶栓目标一般应将TT控制在正常的3～4倍。
  


  
    纤维蛋白原（FIB）测定：溶栓药物激活纤溶系统，使纤维蛋白原降低，直接测定FIB可判断溶栓效果。溶栓时FIB不应低于0.5～1g／L，否则可致出血。
  


  
    APTT：肝素与其辅因子抗凝血酶Ⅲ结合后能灭活凝血酶，中和活化的Ⅺa、Ⅹa和Ⅸa，从而延缓和阻止纤维蛋白形成。普通肝素的监测可使用试管法凝血时间和APTT对其进行监测，以APTT更敏感，通常在应用肝素6小时后检测，以不超过正常的1.5～2.5倍为宜。在用肝素过程中，如采用静脉滴注者应停止滴注后2小时方可做本试验。否则，不易判断是否是由于肝素过量所致的凝血时间延长。
  


  
    抗因子Ⅹa试验：低分子量肝素的药理作用与普通肝素相似，但使用方法简便，效果优于普通肝素。使用低分子量肝素治疗时，随着其剂量的增加，凝血酶形成受阻，凝血酶生成时间延长，APTT延长，但这些检测结果与治疗的效果常不一致。监测低分子量肝素治疗唯一较好的方法是抗因子Ⅹa试验。一般将其维持在正常的4～5倍可达到治疗效果。一般而言，其剂量不超过75U／kg，实验室监测并不需要。
  


  
    INR测定：口服抗凝剂的药理作用主要是维生素K拮抗作用，可抑制维生素K依赖的凝血因子———FⅡ、FⅦ、FⅨ、FⅩ的活性。由于FⅦ的半衰期较短，因此用PT监测口服抗凝剂的量比APTT更敏感。PT检测凝血因子，其灵敏度依赖于组织凝血活酶的质量，组织凝血活酶来源不同、制备方法不同，使各实验室间及各批次试剂间PT测定结果差异较大，可比性差，对口服抗凝剂疗效的判断影响较大。国际敏感指数（internationalsensitivityindex，ISI）是组织凝血活酶试剂国际敏感指数，ISI越小，组织凝血活酶试剂越敏感。INR＝（患者PT／正常人平均PT）ISI，仪器检测PT自动计算报告INR值。使用INR结果可缩小各实验室间PT测定技术和试剂的差异，使抗凝治疗监测中，各种PT结果具可比性。抗凝剂量应根据患者的个体反应和手术种类依所需达到的效果进行调整。口服抗凝药物易受到多种药物、食物以及机体代谢水平的影响，产生协同或拮抗作用。
  


  
    活化凝血时间（ACT）：体外循环时，由于APTT试验不能反映体内肝素的安全水平，因而用ACT监测临床肝素的应用。转流期肝素化后，ACT维持在450～600秒为宜，肝素中和后ACT应小于130秒。
  


  
    血小板计数：肝素抗凝治疗的副作用之一是血小板减少。无论何类型肝素，剂量多少，建议在治疗前和治疗中做常规血小板计数，以发现肝素诱发的血小板减少症（heparin‐in ducedthrombocytopenia，HIT）。用药前及用药后每周1～2次，若低于50×109／L需停药。
  


  
    AT监测：肝素与AT的亲和性是其抗凝活性的关键。在较大剂量和持续应用肝素时AT消耗性减少，此时抗凝效果常受到AT不足的影响。若在AT水平尚未恢复时停用肝素，易诱发血栓形成，此种情况应监测。需维持AT活性在80%～120%。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    血浆肝素水平测定：APTT和肝素定量测定的结果不总是相关的，作为一个反映患者总体凝固水平的APTT试验，其结果常被以下几种情况影响：①肝素的存在（导致APTT延长）；②可能有炎症存在（FⅧ∶C和FIB水平升高，对抗因肝素影响的APTT延长）。基于这一原因，血浆肝素水平的测定是对APTT结果的一个必要补充。APTT和血浆肝素水平不一致的情况见于：①肝素水平正常，APTT轻微延长：如炎症（常见于手术后），ATⅢ缺乏。②低肝素水平，APTT延长很多：存在止血紊乱（循环中抗凝物、凝血因子缺乏等）。
  


  
    血小板聚集试验：肝素诱导的血小板减少是由于机体产生了血小板4因子抗体，引起血小板激活，形成血小板血栓而导致血小板减少。正常人血小板中加入疑似HIT患者血清和肝素后若不能发生正常聚集，则提示患者血清中存在相应抗体。
  


  
    血小板4因子抗体检测：HIT患者阳性。
  


  
    血小板中5‐羟色胺含量检测：HIT患者血小板受到激活，血小板内5‐羟色胺因释放降低可证实HIT的诊断。
  


  
    第十节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    老年男性，拔牙8小时后出现伤口渗血不止。无皮肤出血点，无血尿，既往无类似表现，亦无类似家族史。患者有风湿性心脏病、房颤病史多年，长期服用多种治疗风湿性心脏病药物，用药品种及剂量均不详。
  


  
    实验室检查：
  


  
    PLT152×109／L，PT126s，APTT84s，TT23s，FIB2.45g／L，肝功能正常。
  


  
    分析：
  


  
    以PT、APTT同时延长为出血原因的疾病状态通常有以下几种：特殊药物的使用（最常见是肝素或华法林的过量使用）、特殊物质的中毒、严重的肝脏功能损害、弥散性血管内凝血。该病员无肝病史，肝功能正常，排除肝病引起的凝血障碍，患者也无诱发DIC的基础疾病，DIC得以排除。患者有心脏病病史，且长期服用多种治疗风湿性心脏病药物（抗凝药物华法林，抗血小板制剂阿司匹林，双嘧达莫等）。
  


  
    诊断意见：
  


  
    患者过量服用华法林引起凝血功能障碍。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    男性患者，18岁。因拔牙后出血不止入院。既往偶有皮肤瘀斑现象，未就诊。无手术史。幼时曾患“风湿性关节炎”，无发热现象，以后曾间断复发，症状较轻，未就诊。未问出阳性家族史，关节无畸形。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血小板125×109／L，TBT8分钟（正常），PT12s（正常），APTT62s（延长），TT14s（正常）。
  


  
    进一步实验室检查：该患者延长的APTT可被正常混合血纠正至正常，FⅧ∶C为14%，vWF：Ag、vWF：CBA均正常。
  


  
    分析：
  


  
    该患者筛选试验中只有APTT延长，考虑为先天性或获得性内源性凝血因子缺乏，该患者延长的APTT可被正常混合血纠正至正常，考虑该凝血因子的缺乏为先天性。进一步检测，发现FⅧ∶C为14%，考虑血友病A或血管性血友病，vWF：Ag、vWF：CBA均正常排除了血管性血友病。
  


  
    轻型血友病一般关节、肌肉出血很少，也无关节畸形，多在创伤或手术后出血。患者幼时曾有“风湿性关节炎”，当时无发热，可能为血友病关节出血，因患者FⅧ∶C为14%，故关节出血症状很轻，未遗留关节畸形。
  


  
    诊断意见：
  


  
    血友病A（轻型）。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    青年女性，胆囊结石术前常规检查发现APTT延长。皮肤无瘀斑，有月经过多史，其母亲也有月经过多史，均未进行治疗。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析正常，肝功检测正常，多次复查APTT均轻度延长。
  


  
    进一步检查：TBT延长，该患者延长的APTT可被正常混合血纠正至正常，RIPA降低，vWF：Ag、vWF：CBA均降低。
  


  
    分析：
  


  
    术前检查发现APTT延长，患者为女性，临床出血表现为一期止血障碍，且有家族史，疑诊血管性血友病（vWD）。选择vWD筛选试验TBT发现结果延长，进一步检查该患者延长的APTT可被正常混合血纠正至正常，考虑凝血因子的缺乏为先天性，与其阳性家族史相符。确诊试验发现RIPA、vWF：Ag、vWF：CBA均降低，且vWF：Ag／vWF：CBA约为1。
  


  
    诊断意见：
  


  
    1型vWD。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    青年男性，以皮肤瘀斑及牙龈出血就诊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血红蛋白46g／L，白细胞3×109／L，血小板25×109／L；肝功能正常；PT18s，APTT60s，TT24s，FIB0.6g／L。
  


  
    进一步检查：D二聚体明显增高。
  


  
    分析：
  


  
    患者PT、APTT、TT均延长，提示凝血因子消耗过多或合成不足，考虑DIC或严重肝病。肝功能检测正常可排除严重肝病；血小板数量减少、D二聚体明显增高、AT减低，ELT正常、血涂片查见红细胞碎片可确立DIC的诊断，并与原发纤溶相鉴别。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性早幼粒细胞白血病诱发DIC。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    中年女性，拔牙术前常规检查发现APTT延长。皮肤无瘀斑，无月经过多史，无家族史，确诊SLE6年，门诊治疗随访。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析正常，肝功检测正常，TBT正常，多次复查PT正常，APTT均延长。
  


  
    进一步检查：该患者延长的APTT不能被正常混合血纠正，混合血浆孵育后的APTT时间更长。
  


  
    分析：
  


  
    该患者筛选试验中只有APTT延长，考虑为先天性或获得性内源性凝血因子缺乏，但由于该患者延长的APTT不能被正常混合血纠正，初诊为抗凝物质存在。混合血浆的孵育后的APTT时间更长，提示该抗凝物质为抗凝血因子抗体。
  


  
    诊断意见：
  


  
    SLE引起抗凝血因子抗体产生致凝血功能障碍。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    中年男性，因乏力、腹胀伴皮肤巩膜黄染1个月入院，B超示肝脾大，中量腹水。20年前患急性肝炎。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析三系轻度减低，肝功检查示双相性黄疸、白蛋白低、酶学增高，两对半检查为大三阳。PT、APTT、TT均延长，FIB减低。
  


  
    进一步检查：FⅧ∶C正常，D二聚体轻度增加。
  


  
    分析：
  


  
    该患者有明确的肝炎史，肝功能明显异常，血细胞分析三系轻度减低，符合脾功能亢进；PT、APTT、TT的延长和FIB减低均是由于肝脏合成凝血因子障碍所致，但由于FⅧ不在肝脏合成，其活性可正常，同时FⅧ∶C正常，D二聚体轻度增加也不支持DIC。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肝脏病性凝血功能障碍。
  


  
    （周 静）
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    第四章 肾脏功能检查与肾脏疾病
  


  
    肾脏是机体重要的器官之一，其主要功能是通过肾小球的滤过及肾小管的重吸收和分泌生成尿液，排泄代谢产物从而维持机体内水、电解质及酸碱平衡。肾脏具有内分泌功能，调节血压和钙磷代谢及促进红细胞生成。大多数肾脏疾病早期，临床症状和体征不明显。肾脏功能检查有助于早期诊断和评价治疗效果。不同肾功能试验用于反映不同的肾脏功能，因此，临床应用时根据不同的目的选择适当的检查项目。
  


  
    第一节 肾脏功能检查
  


  
    肾脏的基本结构包括肾单位和肾血管。肾脏疾病的实验室检查包括尿液常规检查、肾功能检查、尿液生化检查、肾脏免疫学检查及尿液微生物学检查等。其中肾功能检查包括肾小球滤过功能和肾小管及集合管的转运功能检查，肾血流量及内分泌功能目前临床应用较少。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    室验室分析路径见图4‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    肾脏是人体的一个重要器官，而肾脏受损也非常复杂，涉及肾脏的血流变化、肾小球的滤过功能变化、肾小管和集合管的重吸收和分泌功能变化。临床中往往根据具体的需要选择相应的实验。常规的肾功能检查有半胱氨酸蛋白酶抑制剂C、肾小球滤过率、尿素和肌酐等。
  


  
    （一）肾清除实验
  


  
    肾清除实验是反映总体肾功能最直接、最敏感、最有用的指标。包括肾清除率实验、血尿素和血肌酐检查、血尿酸检查、血半胱氨酸蛋白酶抑制剂C检查。
  


  
    1﹒肾清除率
  


  
    肾小球滤过率（glomerularfiltrationrate，GFR）是指单位时间内两肾生成的原尿量。GFR尚不能直接测定，可用某些合适的内源性或外源性物质的肾血浆清除率反映，肾清除率表示肾脏在单位时间内（分钟）将多少量（ml）血浆中的某物质全部清除而由尿排出，临床常用内生肌酐清除率来反映。
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      图4‐1 肾脏功能实验室分析路径图
    


    

  


  
    内生肌酐清除率（creatinineclearancerate，Ccr）指单位时间内把多少毫升血浆中的内生肌酐全部清除而由尿排出。
  


  
    （1）血、尿肌酐计算法：
  


  [image: ]


  
    式中Ucr：尿肌酐浓度（μmol／L）；Scr：血肌酐浓度（μmol／L）；V：尿液体积（ml／min）；A：实际体表面积（m2）；1.73：75kg健康成人标准体表面积（m2）。
  


  
    参考范围：80～120ml／（min·1.73m2）。
  


  
    （2）血肌酐直接计算法（2002年美国K／DOQI临床实践指南推荐的Cockroft‐Gault公式）：
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    式中性别系数（α）：男：0.81；女：0.85。
  


  
    参考范围：成人80～120ml／min。
  


  
    2﹒血尿素、血肌酐测定
  


  
    尿素（urea）是人体内蛋白质终末代谢产物。其浓度取决于机体蛋白质的分解代谢、食物中蛋白含量及肾脏的排泄能力。尿素分子量小（60Da），可自由通过肾小球滤过膜，约50%可被肾小管重吸收。在食物摄入及体内分解代谢稳定的情况下，血Urea浓度可反映肾小球的滤过功能。尿素测定方法简便，是临床常用的肾功能指标。
  


  
    血尿素测定标本常采用血清，测定方法常用脲酶法。
  


  
    参考范围：1.8～6.8mmol／L。
  


  
    肌酐（creatinine，Cr）是肌肉中磷酸肌酸的代谢产物，主要从肾小球滤过，仅少量由近端小管排泌，不被肾小管重吸收，因此，血浆内生肌酐浓度比较稳定，血Cr可作为肾滤过功能的指标。
  


  
    肌酐常用的检测方法是碱性苦味酸法。该法特异性较差，维生素C、葡萄糖、乙酰乙酸、α‐酮酸、蛋白质等均能干扰该反应。
  


  
    参考范围：44～133μmol／L。
  


  
    3﹒血尿酸测定
  


  
    尿酸（uricacid，UA）是嘌呤类的终末代谢产物，主要从肾脏排泄。尿酸可由肾小球滤过，原尿中的尿酸98%～100%被近端小管重吸收，同时一部分又被远端小管所分泌，终尿中排出的尿酸占滤过量的6%～12%。因此，血尿酸可反映肾小球滤过功能、肾小管重吸收及分泌功能。
  


  
    常用测定方法为尿酸氧化酶法。
  


  
    参考范围：女性89.2～356.9μmol／L；男性148.7～416.4μmol／L。
  


  
    4﹒血半胱氨酸蛋白酶抑制剂C测定
  


  
    半胱氨酸蛋白酶抑制剂C（cystatinC）属半胱氨酸蛋白酶抑制物cystatinC超家族，是非糖基化的低分子量碱性蛋白质，机体内几乎所有的有核细胞均能产生cystatinC，且生成率恒定，不受慢性炎症影响，与人体肌肉量、代谢、年龄、性别无关。cystatinC完全由肾小球滤过并几乎全部被近端小管重吸收分解，因此血中浓度主要由肾小球滤过功能决定。由于其相对分子质量小于肌酐，且带正电荷，更容易反映肾小球滤过膜通透性的早期变化。
  


  
    常用测定方法为乳胶增强免疫透射比浊度法。cystatinC在血清或血浆中较为稳定，且血清中胆红素、血红蛋白和三酰甘油等物质对测定均无干扰作用，因此适用于临床上常规应用。
  


  
    参考范围：血清0.51～1.09mg／L。
  


  
    （二）肾血流量测定
  


  
    同位素肾图能比较敏感地反映肾的血浆流量，目前临床上将其列为肾功能的常规检查。
  


  
    （三）肾小管和集合管功能检测（见本章第五节）
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒半胱氨酸蛋白酶抑制剂C（cystatinC）测定
  


  
    血清cystatinC是反映肾小球滤过功能较为理想的内源性指标，其浓度与GFR呈良好的线性关系，其敏感性高于血Cr。有利于肾损害的早期诊断。
  


  
    2﹒内生肌酐清除率（Ccr）测定
  


  
    Ccr用于评估肾小球滤过功能，并可以判断肾损害程度。Ccr＜80ml／min时，提示肾功能有损伤。Ccr50～80ml／min为肾功能不全代偿期；Ccr25～50ml／min为肾功能不全失代偿期；Ccr＜25ml／min为肾衰竭期（尿毒症期）；Ccr10ml／min为尿毒症终末期。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒尿素（urea）、肌酐（Cr）及其比值测定
  


  
    临床意义：
  


  
    （1）血Urea、血Cr与GFR间的关系呈平方双曲线。当GFR下降到正常的50%以下时，血Urea和血Cr才开始迅速升高。血Urea和血Cr明显高于正常时，常表明肾功能已严重损害。
  


  
    （2）血Urea／血Cr比值：对鉴别肾前性、肾性、肾后性氮质血症有意义。正常情况下血Urea／血Cr（mg／dl）约为20∶1（毫克浓度）。①肾前性氮质血症其比值升高而血Cr水平正常。严重时比值可高达40∶1；②肾性疾病时，血Urea和血Cr同时升高且血Urea比血Cr升高更显著，其比值升高；③肾后性因素因尿路梗阻引起Urea、Cr排出受阻，血Urea和血Cr同时升高，其比值变化不大。
  


  
    2﹒血尿酸（UA）测定
  


  
    临床意义：血UA升高：①肾功能减退时，血UA上升；②主要作为痛风诊断指标，由嘌呤核苷酸代谢失调所致，血UA可明显升高；③核酸分解代谢增加，血UA增加，见于白血病、多发性骨髓瘤、恶性肿瘤等。血UA降低与肾功能无关。
  


  
    第二节 蛋白尿的实验室检查
  


  
    蛋白尿（proteinuria）是指尿蛋白定性试验呈阳性，或者定量试验＞100mg／L或＞150mg／24h尿。蛋白尿是肾脏疾病最常见表现之一，不少肾脏疾病在早期就可出现蛋白尿，临床上可通过尿蛋白质的含量及种类来了解肾脏病变的部位和程度。尿蛋白分析是一种简单和廉价的辅助诊断肾脏疾病的方法，尿蛋白分析在疾病的预防筛选随访肾脏疾病中有特殊的价值。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图4‐2。
  


  
    二、相关实验
  


  
    尿蛋白是肾脏疾病的一种常见现象，而尿蛋白的出现情况非常复杂，其涉及肾小球、肾小管、膀胱和尿道。尿蛋白的定性、定量及来源的确定对于临床的诊断和治疗评估有重要的意义。实验室对尿蛋白的检查包括定性、定量及电泳分析等。
  


  
    （一）尿蛋白的定性和定量检查
  


  
    1﹒试纸条法（见本章第四节）
  


  
    正常人尿蛋白定性检查为阴性，当尿液中蛋白质含量＞0.1g／L时，定性试验可呈阳性。
  


  
    2﹒24小时尿蛋白定量检查
  


  
    24小时尿蛋白能更准确地反映每日排泄的尿蛋白量。
  


  
    常用的方法为邻苯三酚红钼络合显色法。邻苯三酚红钼络合显色法灵敏度高，显色稳定，对白蛋白、球蛋白反应基本一致，但易受表面活性剂及染料质量的影响。
  


  
    参考范围：＜0.15g／24h。
  


  
    3﹒随机尿蛋白／肌酐比值测定
  


  
    若收集24小时尿存在困难，可用随机尿测定尿蛋白／肌酐比值来替代24小时尿蛋白定量检查。尿蛋白测定使用邻苯三酚红钼络合显色法，肌酐测定使用碱性苦味酸法。
  


  
    [image: 尿蛋白实验室分析路径图]


    
      图4‐2 尿蛋白实验室分析路径图
    


    

  


  
    参考范围：＜0.045g／mmolCr（≤200mg／g）。
  


  
    （二）尿蛋白电泳
  


  
    对尿蛋白的成分进行分析，确定尿蛋白的来源，有助于病因的诊断及预后的判断。
  


  
    常用的电泳方法为醋酸纤维膜电泳、琼脂糖凝胶电泳、尿蛋白SDS‐聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS‐PAGE）。
  


  
    参考范围：正常人尿液无蛋白区带。
  


  
    （三）肾小球标记物
  


  
    1﹒微量清蛋白
  


  
    正常情况下，尿中微量蛋白＜30mg／24h，常规尿蛋白定性试验为阴性。如尿蛋白排出量增加，尿蛋白定性试验呈阳性反应或尿中蛋白质含量＞150mg／24h或100mg／L尿时称蛋白尿（proteinuria），是肾脏疾病最常见的临床表现。肾小球损伤的早期尿中微量清蛋白（microalbumin，mAlb）已增加（＞15mg／L），但尿蛋白总量仍在参考范围内，用敏感的检测方法即可检出mAlb的量。
  


  
    微量Alb尿：指尿Alb排泄率达30～300mg／24h或20～200μg／min或随机尿Alb／Cr比值17～250mg／g（男）和25～355mg／g（女）。
  


  
    常用检测方法为免疫透射浊度法及散射浊度法等。
  


  
    参考范围：尿mAlb排出量＜30mg／24h或30mg／L；随机尿mAlb／Cr＜3.17mg／mmolCr。
  


  
    2﹒尿转铁蛋白
  


  
    转铁蛋白（transferrin，TF）与Alb分子量及直径大小相似（TF 3﹒91nm，Alb3.60nm）。正常情况下，因肾小球滤膜的作用，TF和Alb很难滤入原尿中，但因TF的负电荷相对比Alb少，当肾小球滤膜电荷屏障发生早期损害时，TF比Alb更易漏出。
  


  
    常用检测方法为酶免疫法（EIA）及免疫散射比浊法。
  


  
    参考范围：24小时尿排出量＜2.0mg／L（散射比浊法）或＜0.173mg／mmolCr（透射比浊法）。
  


  
    3﹒尿蛋白选择性
  


  
    尿蛋白选择性（selectiveproteinuriaindex，SPI）是指肾小球滤过膜对血浆蛋白能否通过具有一定的选择性。了解SPI可判断肾小球滤膜的屏障状况。SPI即用测定的IgG（相对分子质量150000）肾清除值与转铁蛋白（TF，相对分子质量77000）或清蛋白（Alb，相对分子质量66458）肾清除值的比值
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    来表示。
  


  
    参考范围：SPI＜0.1为高选择性，SPI＞0.2为非选择性，介于二者间为中度选择性。
  


  
    （四）肾小管性标记物
  


  
    肾小管性标记物主要包括一些低分子量蛋白，尿低分子量蛋白是一组能自由通过肾小球滤过膜而在肾近曲小管全部被重吸收的低分子量蛋白，可作为肾近曲小管受损的敏感标志性蛋白。肾小管标志蛋白对肾小管间质疾病的早期和定位诊断有较高的临床实用价值。但应注意是某种低分子量蛋白在血清中水平增高，超过了肾小管重吸收能力，尿中可出现溢出性增加。临床常用的低分子量蛋白包括β2‐微球蛋白和α1‐微球蛋白。
  


  
    1﹒β2‐微球蛋白（β2‐microglobulin，β2‐mG）
  


  
    是一种低分子量（相对分子质量11800）蛋白质，广泛存在于有核细胞的表面，特别是淋巴细胞和肿瘤细胞，并随细胞代谢而脱落至体液中，经肾小球滤过后在近曲小管几乎全部被重吸收，尿中浓度很低。β2‐mG在酸性尿中（pH≤5.5）极易分解破坏，收集尿标本后应及时测定。
  


  
    测定多采用免疫散射比浊法。
  


  
    参考范围：尿：＜0.2mg／L。
  


  
    2﹒α1‐微球蛋白（α1‐microglobulin，α1‐mG）
  


  
    是肝细胞和淋巴细胞产生的糖蛋白，产生较恒定，可自由通过肾小球滤过膜，约99%被肾小管重吸收并分解。
  


  
    采用免疫散射比浊法定量测定，其测定不受尿pH的影响。
  


  
    参考范围：尿：＜20mg／gCr。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒定性实验（试纸条法）
  


  
    该法简便、快速，对清蛋白敏感，目前广泛用于临床尿蛋白定性的方法。
  


  
    2﹒24小时尿蛋白定量
  


  
    增高提示肾小球损伤或其他类型的肾脏疾病。轻微蛋白尿（＜0.5g／24h）：慢性肾盂肾炎、多囊肾、肾小管病变；中度蛋白尿（0.5～4.0g／24h）：急、慢性肾小球肾炎；重度蛋白尿（＞4.0g／24h）：肾病综合征、狼疮性肾炎、淀粉样变性、肾静脉淤血、先兆子痫；无症状直立性蛋白尿约1.0g／24h。
  


  
    3﹒随机尿蛋白／肌酐比值测定
  


  
    临床意义同24小时尿蛋白定量。
  


  
    4﹒尿蛋白电泳
  


  
    可结合血清蛋白电泳检出单克隆球蛋白疾病，特别是某些M‐蛋白不出现于血清电泳的患者；为不同肾病提供鉴别诊断的依据，可作为判断病变严重程度的一种有效方法，并对各种肾病治疗过程中动态病情分析提供参考。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒尿微量清蛋白
  


  
    尿mAlb排出量持续超出30mg／24h，可作为糖尿病性肾病、高血压肾病、红斑狼疮等全身性疾病早期肾损害的敏感指标，与糖尿病肾病的发生发展、脑血管疾病的发生密切相关。在尿蛋白一般定性、定量检查阳性前即可出现。运动后尿mAlb排出量可增加，采集尿标本时患者应处于安静状态。
  


  
    2﹒尿蛋白选择性
  


  
    目前临床上多采用SPI来推测病理类型、预测治疗反应和估计预后。如SPI＜0.1为选择性蛋白尿，提示肾小球滤膜受损较轻，治疗反应和预后大多较好，常见于肾病综合征、膜性肾小球肾炎、局灶性肾小球肾炎等原发性肾小球轻微病变以及肾静脉血栓形成和淀粉样变等；SPI0.1～0.2为中度选择性蛋白尿；SPI＞0.2为非选择性蛋白尿，提示肾小球滤过膜受损严重，预后大多不良，常见于继发性肾小球疾病（如糖尿病肾病、系统性红斑狼疮等）。
  


  
    3﹒尿α1‐微球蛋白
  


  
    尿α1‐mG升高与肾小球滤过膜通透性或肾小管重吸收改变有关，且肾小管对α1‐mG重吸收障碍先于β2‐mG，故尿α1‐mG比尿β2‐mG更能反映早期肾小管损伤。
  


  
    4﹒尿β2‐微球蛋白
  


  
    反映近端肾小管重吸收功能受损的灵敏而特异的指标：①主要用于肾小管损伤的监测：如肾小管间质性肾病、毒物或药物所致早期肾小管损伤，以及肾移植后急性排斥反应早期；②肾前性因素增高：因其合成亢进可使原尿中排出增多，超过肾小管重吸收能力，使尿中β2‐mG浓度增高，见于自身免疫病（如SLE）、恶性肿瘤等。
  


  
    5﹒尿转铁蛋白
  


  
    尿中Tf是反映肾小球滤膜损伤的灵敏指标。特别在肾早期损伤时，尿中Tf排出量增加。
  


  
    尿中Tf浓度比Alb低，测定值离散度较大，且Tf在pH≤4的酸性尿中易降解。对糖尿病肾病的早期诊断和监测检查项目仍首选Alb。
  


  
    第三节 血尿的实验室检查
  


  
    血尿包括镜下血尿和肉眼血尿，是泌尿系统疾病最常见的症状之一。约98%血尿是由泌尿系统疾病引起，2%的血尿是由全身性疾病或泌尿系统邻近器官病变所致。血尿是肾脏和泌尿道疾病直接和早期指标。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图4‐3。
  


  
    二、相关实验
  


  
    肾小球疾病状态下，因肾小球基底膜断裂，红细胞进入原尿中形成血尿。血尿是肾小球疾病常见的临床表现，多为无痛性全程肉眼血尿或镜下血尿，持续或间歇发作。如血尿伴有大量蛋白尿或（和）管型（尤其是红细胞管型）多提示为肾小球源性血尿。实验室检查对于血尿的诊断具有重要的意义。
  


  
    （一）尿血红蛋白定性试验
  


  
    常用干化学试纸法，见本章第四节。
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      图4‐3 血尿实验室分析路径图
    


    

  


  
    （二）尿显微镜检查
  


  
    见本章第四节。
  


  
    （三）相差显微镜检查
  


  
    相差显微镜用于鉴别红细胞的来源。
  


  
    （四）肌红蛋白定性实验
  


  
    根据肌红蛋白可溶于80%硫酸铵溶液，而血红蛋白不溶的特性，在尿中加入80%硫酸铵，再进行血红蛋白定性试验，仍为阳性者为肌红蛋白尿。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    尿血红蛋白定性试验 血红蛋白定性试验用于初筛是确定是否有血尿存在，无论血红蛋白尿、肌红蛋白尿或红细胞尿，该实验均呈阳性。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒尿显微镜检查
  


  
    尿显微镜检查用于判断是否有红细胞存在，从而鉴别是红细胞血尿还是其他血尿。
  


  
    2﹒相差显微镜检查
  


  
    目前常用相差显微镜来鉴别血尿的来源，若尿中主要为畸形红细胞则提示肾小球源性血尿。尿中红细胞呈正常形态，则多为非肾小球源性血尿。
  


  
    3﹒尿肌红蛋白定性实验
  


  
    用于鉴别肌红蛋白及血红蛋白尿。
  


  
    第四节 尿常规检查
  


  
    尿常规检查作为反映身体健康状况的基本指标，是临床上诊断肾病发生与否的最简便、必不可少的一项初步检查。尿常规检查包括一般性状、干化学分析和镜检。尿液镜检是尿常规检查中最易发现异常的检查手段。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图4‐4。
  


  
    [image: 尿液常规及沉渣分析路径图]


    
      图4‐4 尿液常规及沉渣分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    尿常规检查是临床中常规的一项检查，一般包括三项检查内容：尿液一般性状检查、尿化学检查和尿有形成分检查。
  


  
    （一）一般性状检查
  


  
    1﹒尿量
  


  
    尿量（urinevolume）一般指24小时排出体外的尿总量，有时也指每小时排出体外的体积。尿量的多少主要取决于肾小球生成原尿的能力以及肾小管的浓缩与稀释功能，所以尿量的检测可以反映肾脏的功能。
  


  
    参考范围：成年人：1000～1500ml／24h；儿童：按儿童每千克体重计算排尿量，为成年人的3～4倍。
  


  
    2﹒尿颜色和透明度
  


  
    尿颜色和透明度是尿外观的物理性状，临床一般通过肉眼观察判断。当尿液中含有某些生理性或病理性代谢物质时，尿液的颜色和透明度也呈现某些特殊的变化。
  


  
    参考：新鲜尿：淡黄色、清晰透明。
  


  
    3﹒气味
  


  
    正常尿的气味由尿中挥发酸及酯类共同产生，具有微弱芳香气味，标本置放过久会导致尿素分解，产生氨臭味。食用葱、蒜、咖喱、韭菜，饮酒过多或服用某些药物可有特殊异味。
  


  
    某些病理状况下，尿液可有特殊异味。如新鲜排出的尿液具有氨臭味，见于慢性膀胱炎、慢性尿潴留等；烂苹果味见于糖尿病酮症酸中毒；腐臭味见于泌尿道感染或晚期膀胱癌症；大蒜臭味见于有机磷中毒；“老鼠尿”样臭味见于苯丙酮尿症。
  


  
    4﹒尿比密
  


  
    比密又称比重（specificgravity，SG），尿比重（uSG）是指尿在4℃时与同体积纯水重量之比。
  


  
    现多采用化学试带法进行测定，原理为多聚电解质离子解离法，其测定简便，不受高浓度葡萄糖、蛋白质等的影响，但精密度差，只用作初筛试验。
  


  
    参考范围：随机尿：成人：1.003～1.040；新生儿：1.002～1.004。晨尿：1.015～1.025。
  


  
    5﹒尿渗量（urineosmolality）
  


  
    是反映溶解在尿中具有渗透作用的溶质颗粒（分子或离子等）数量的一种指标，表示肾脏排泄到尿中所有溶质颗粒的总数量。其主要与尿中溶质颗粒数量和电荷有关，与颗粒大小无关。尿渗量能较好地反映肾脏对溶质和水的相对排出速度，更确切地评价肾脏浓缩稀释功能。
  


  
    参考范围：600～1000mOsm／（kg·H2O）。
  


  
    6﹒尿酸碱度
  


  
    尿液酸碱度是指尿液中所有能解离的氢离子浓度，通常用pH来表示，是反映肾脏调节机体内环境体液酸碱平衡能力的重要指标之一。
  


  
    临床常采用试带法进行检测，原理为酸碱指示剂法，其操作简便，用于肾脏功能的初筛。
  


  
    参考范围：正常饮食条件下，晨尿：5.5～7.0，平均6.0；随机尿：4.6～8.0。
  


  
    （二）尿化学检查
  


  
    1﹒尿蛋白质检查
  


  
    尿液蛋白质检查是临床尿液常规化学检测之一，通常指尿液蛋白质定性试验。临床现多采用尿液干化学分析仪进行检测，原理采用pH指示剂蛋白质误差法。
  


  
    参考范围：阴性。
  


  
    2﹒尿糖检查
  


  
    尿糖是指尿液中葡萄糖的含量，正常人尿液几乎不含或仅含微量葡萄糖，尿糖定性试验为阴性。当血糖浓度超过肾糖阈（＞8.8mmol／L）或肾小管重吸收能力下降时，尿糖试验呈阳性，成为糖尿。临床现多采用尿液干化学分析仪进行检测，原理采用葡萄糖氧化酶法。
  


  
    参考范围：阴性。
  


  
    3﹒尿酮体检查
  


  
    尿酮体是尿液中乙酰乙酸、β‐羟丁酸及丙酮的总称。酮体是脂肪氧化代谢的中间产物，当糖代谢障碍、脂肪分解增高时，酮体产生速度超过组织利用，可出现酮血症，一旦酮体血浓度超过肾阈值，尿酮体定性试验呈阳性。临床现多采用尿液干化学分析仪进行检测，原理采用硝普钠法。
  


  
    参考范围：阴性。
  


  
    4﹒尿液胆红素检查
  


  
    血中胆红素只要有结合胆红素、未结合胆红素和δ‐胆红素。由于结合胆红素相对分子质量小，溶解度高，可通过肾小球滤过膜进入原尿。血中结合胆红素浓度超过肾阈值时，尿胆红素定性试验可呈阳性。临床现多采用尿液干化学分析仪进行检测，原理采用偶氮反应法。
  


  
    参考范围：阴性。
  


  
    5﹒尿胆原和尿胆素检测
  


  
    胆红素在体内进行“肝肠循环”，进入肠道的结合胆红素被还原为胆素原后，大部分从肠道重吸收后经肝转化为结合胆红素再进行循环，小部分的胆素原进入血液由尿排出。无色的胆素原经空气氧化或光照后转变成黄色的尿胆素。因临床送检标本多为新鲜尿液，尿胆原尚未转变成尿胆素，所以一般检查胆红素和尿胆原，俗称尿二胆。临床现多采用尿液干化学分析仪进行检测，原理采用醛反应法或重氮反应法。
  


  
    6﹒尿血红蛋白检查
  


  
    正常情况下，血液中仅有微量的血红蛋白，与结合珠蛋白形成复合物在单核巨噬细胞系统代谢，尿液中无游离血红蛋白。当血液中游离血红蛋白超过1000mg／L时，可大量排入尿中，形成茶色或酱油色，隐血试验呈阳性。临床现多采用尿液干化学分析仪进行检测，原理采用血红蛋白类过氧化物酶法。
  


  
    参考范围：阴性。
  


  
    7﹒白细胞检查
  


  
    正常情况下，尿液中含有仅少量的白细胞，定性试验为阴性。但在肾脏、泌尿道感染等时，尿液中含有大量的白细胞，定性试验为阳性。临床现多采用尿液干化学分析仪进行检测，原理采用白细胞酯酶法。
  


  
    参考范围：阴性。
  


  
    8﹒亚硝酸盐检查
  


  
    当尿液中具有硝酸盐还原酶的细菌增加时，尿液亚硝酸盐试验可呈现阳性。临床现多采用尿液干化学分析仪进行检测，原理为硝酸盐还原法。
  


  
    参考范围：阴性。
  


  
    （三）尿有形成分检查
  


  
    1﹒红细胞
  


  
    尿液红细胞检查包括形态和定量检查。定量检查临床多采用尿沉渣分析仪，红细胞形态需结合传统沉渣显微镜分析。尿液红细胞形态与尿酸碱度、渗透量有密切关系，因此，必须注意鉴别。（形态分析见本节“结果判断与分析”）。
  


  
    参考范围：＜12个／μl或0～偶见／HP。
  


  
    2﹒白细胞
  


  
    尿液白细胞检查包括形态和定量检查。定量检查临床多采用尿沉渣分析仪，白细胞形态需结合传统沉渣显微镜分析。白细胞形态也受到尿酸碱度、渗透压及温度的影响，检查时应注意鉴别。闪光白细胞多见于急性肾盂肾炎；脓细胞多见于泌尿系统炎症。
  


  
    参考范围：＜12个／μl或0～3个／HP。脓尿：＞5个／HP。
  


  
    3﹒上皮细胞
  


  
    尿上皮细胞主要来源于肾小管、肾盂、肾盏、输尿管、膀胱及尿道等。尿中形态主要包括肾小管上皮细胞、移行上皮细胞和鳞状上皮细胞。移行上皮细胞主要来自于肾盂、输尿管、膀胱和尿道近膀胱段等处；鳞状上皮细胞主要来自输尿管下部、膀胱、尿道和阴道表层。
  


  
    参考范围：肾小管上皮细胞：无。移行上皮细胞：无或偶见。鳞状上皮细胞：少见。
  


  
    4﹒微生物
  


  
    尿沉渣分析仪还可对细菌、类酵母样菌进行定量分析。
  


  
    参考范围：＜8000个／μl。
  


  
    5﹒结晶
  


  
    结晶是由某些酸性产物与钙、镁、铵等离子结合生成各种无机盐及有机盐，通过肾小球滤过、肾小管重吸收及分泌，排入尿中形成的。结晶的形成与尿的pH、温度、结晶物质及其胶体物质浓度、溶解度相关。
  


  
    参考范围：少见。
  


  
    6﹒管型
  


  
    尿管型是一些有机物和无机物，如蛋白、细胞或结晶等成分，在肾小管（远曲小管）和集合管内凝固聚合而成的圆柱状结构物。其形成与尿蛋白质和T‐H蛋白浓度、尿浓缩和肾小管内环境酸化及有可供交替使用的肾单位有关。
  


  
    参考范围：＜1个／μl或0～偶见／HP。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）尿液一般性状检查结果分析
  


  
    1﹒尿量
  


  
    （1）多尿：指尿量＞2500ml／24h。饮水过多、咖啡、输液、精神紧张等可引起生理性多尿。病理性多尿常见于尿崩症、甲状腺功能亢进、原发性醛固酮增多症、糖尿病、慢性肾炎、慢性肾盂肾炎、慢性肾衰竭早期、急性肾衰竭多尿期等。
  


  
    （2）少尿：指24小时尿量少于400ml，或每小时尿量持续少于17ml（儿童＜0.8ml／kg）者。可见于机体缺水或出汗过多等生理性情况或急性肾衰、慢性肾病等病理情况。如各种原因造成肾血流量不足，肾小球滤过率减低导致肾前性少尿；尿路梗阻等引起的肾后性少尿；肾实质病变引起的肾性少尿。
  


  
    （3）无尿：尿量＜100ml／24h。肾受汞灯毒性物质损害，常引起急性肾小管坏死，可突然引起少尿及尿闭。
  


  
    2﹒尿液pH
  


  
    平均6.0（5.0～7.0），影响尿液pH的因素见表4‐1。
  


  
    3﹒颜色
  


  
    正常尿液为黄色。病理因素或药物或食物引起尿液颜色改变，各种尿液颜色变化的原因分析见表4‐2。
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      表4‐1 常见影响尿液pH的因素
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      表4‐2 病理因素或药物或食物引起尿液颜色改变
    


    

  


  
    4﹒比重
  


  
    尿比重检查是临床估计肾脏浓缩稀释功能常用的指标。高密度尿见于急性肾小球肾炎、急性肾衰竭少尿期、肾前性少尿疾病（肝病、心功能不全、高热、脱水等）。低密度尿提示肾脏稀释浓缩功能严重受损。见于急性肾小管坏死、急性肾衰竭多尿期、慢性肾衰竭、肾小管间质疾病、尿崩症。
  


  
    （二）尿化学检查结果分析
  


  
    1﹒蛋白质检查
  


  
    见本章第二节。
  


  
    2﹒葡萄糖
  


  
    尿糖检查主要用于糖尿病的筛查和病情判断的检测指标，但尿糖检查需结合血糖检查以提高诊断准确性。血糖升高性糖尿见于糖尿病、摄入性糖尿、应激性糖尿以及库欣综合征等内分泌异常。血糖正常性糖尿见于家族性肾性糖尿、新生儿糖尿妊娠期或哺乳期糖尿。
  


  
    3﹒酮类
  


  
    酮尿常见于糖尿病酮症酸中毒；非糖尿病性酮症患者，如应激状态、剧烈运动、禁食过久、感染性疾病等；中毒，如氯仿、乙醚麻醉、磷中毒等。
  


  
    4﹒胆红素
  


  
    尿液中结合胆红素的出现是肝脏或胆道系统梗阻性损害的有力证据，也可用于黄疸类型的鉴别。尿胆红素阳性常见于梗阻性黄疸、肝细胞性黄疸、先天性高胆红素血症。而溶血性黄疸尿胆红素阴性。
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      表4‐3 不同黄疸类型时尿胆红素、尿胆素原的变化
    


    

  


  
    5﹒胆素原
  


  
    尿胆素原检查常结合血清胆红素及尿胆红素用于黄疸的诊断和鉴别诊断。鉴别诊断关系见表4‐3。
  


  
    6﹒白细胞酯酶
  


  
    尿白细胞酯酶阳性提示尿中存在WBC。主要用于肾脏、泌尿道疾病的诊断、治疗等。白细胞高于正常值常见于泌尿系统及邻近组织器官感染或炎症疾病。
  


  
    7﹒亚硝酸盐
  


  
    尿亚硝酸盐阳性提示尿液中存在具有硝酸盐还原酶的细菌，如大肠埃希菌等。应注意：只有某些特定的细菌有能力进行硝酸盐‐亚硝酸盐的转化，故阴性不能排除尿路感染。
  


  
    （三）显微镜检查结果分析
  


  
    1﹒血尿
  


  
    见本章第三节。
  


  
    2﹒白细胞尿
  


  
    通常在尿路感染中出现。各种泌尿系统器官炎症时均可出现，且可受邻近组织的影响。常见于肾盂肾炎、膀胱炎、女性阴道炎、宫颈炎和附件炎、肾移植后排斥反应等。
  


  
    3﹒上皮细胞
  


  
    尿液中的上皮细胞应结合其性质和数量确定其临床意义。如肾小管上皮细胞常提示肾小管病变，见于急性肾小管肾炎、肾病综合征、肾小管间质性炎症等；移行上皮细胞增多见于相应部位的炎症或坏死性病变，如膀胱炎可见大量大圆上皮细胞、肾盂肾炎可见尾形上皮细胞；鳞状上皮细胞增多见于尿道炎。
  


  
    4﹒微生物
  


  
    见本章第八节。
  


  
    5﹒结晶
  


  
    不同的尿结晶具有不同的临床意义。具体临床意义如下：胱氨酸结晶见于遗传性胱氨酸贮积症；亮氨酸和酪氨酸结晶见于严重肝损害、遗传性代谢紊乱；如磺胺类药物结晶见于药物结晶；尿酸结晶见于酸性尿；磷酸盐和碳酸钙结晶见于碱性尿。
  


  
    6﹒管型
  


  
    管型是指蛋白质和细胞碎片的集合物。碱性尿中不存在管型，所以宜采集清晨标本做检查。若有细胞管型或较多的颗粒管型与蛋白尿同时出现，则临床意义较大。
  


  
    第五节 肾脏对水钠代谢及酸碱平衡调节的实验室检查
  


  
    肾脏在泌尿过程中，肾小球滤过生成的原尿需经肾小管和集合管进行浓缩和稀释，最后形成终尿。浓缩和稀释过程包括重吸收和排泌。重吸收是肾小管上皮细胞将原尿中的水和某些溶质，部分或全部转运回血液的过程。肾小管和集合管的上皮细胞将摄入量超过机体需要的物质，如水、电解质等或血液中的某些物质转运到肾小管腔中排泌。从而精确调节体内水、电解质、酸碱平衡等，维持机体内环境质和量的相对稳定，保证生命活动的正常进行。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图4‐5。
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      图4‐5 肾脏对水钠代谢及酸碱调节的检测
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    肾脏对水钠代谢及酸碱平衡的调节主要涉及肾脏的肾小管和集合管，通过对肾小管和集合管的功能进行检查，可以判断肾脏对水钠代谢及酸碱平衡的调节能力。
  


  
    （一）肾小管重吸收功能检查
  


  
    包括尿中某物质排出量测定、重吸收率测定、排泄分数测定和最大重吸收量测定四类。
  


  
    1﹒尿钠与滤过钠排泄分数（FeNa）测定
  


  
    分别检测血清Na、Cr和尿Na、Cr浓度，按下式计算FeNa：
  


  
    FeNa（%）＝尿钠排出量／滤过钠总量＝［（尿Na／血Na）／（尿Cr／血Cr）］×100
  


  
    式中尿Na和血Na的单位为mmol／L，尿Cr和血Cr单位为μmol／L。
  


  
    参考范围：尿钠浓度＜20mmol／L；FeNa＝1。
  


  
    2﹒肾小管葡萄糖最高重吸收率（TmG）
  


  
    正常人尿糖阴性，当静脉输注葡萄糖直至重吸收极限时，尿糖阳性。
  


  
    TmG＝肾小球滤液中葡萄糖总量－尿中葡萄糖总量＝PGCin－UGV
  


  
    参考范围：成人300～440mg／min。
  


  
    （二）肾小管排泌功能检查
  


  
    评价肾小管排泌功能的物质有酚红（PSP）和对氨基马尿酸（PAH）。PAH可较好地代表肾小管排泌功能，但操作麻烦，不适用于常规开展，仅用于研究性试验。
  


  
    PSP排泌试验用于判断近端小管排泌功能。因其受肾血流量及其他肾外因素影响较大，对肾小管功能敏感性低。
  


  
    参考范围：15min＞25%，120min＞55%。
  


  
    （三）肾小管和集合管水、电解质调节功能检查
  


  
    尿比重和尿渗量都能反映尿中溶质的含量，尿渗量则反映尿中各种溶质微粒的总数，而与溶质分子相对重量、微粒体积大小无关，因而尿渗量比尿比重更能反映肾浓缩和稀释能力。
  


  
    （四）肾小管和集合管酸碱调节功能检查
  


  
    1﹒尿液pH检查
  


  
    用于反映肾小管排酸能力。
  


  
    2﹒氯化铵负荷试验（酸负荷试验）
  


  
    给患者用酸性药物氯化铵，使机体产生急性代谢性酸中毒，增加肾小管排泌H＋量，如肾小管泌氢产生氨和重吸收HCO－3发生障碍，尿液酸化受损，酸性物质不能排出。通过观察尿pH的变化，即可判断有无远端小管酸化功能障碍。
  


  
    参考范围：服用氯化铵2小时后，尿pH＜5.5。
  


  
    3﹒HCO3负荷试验（碱负荷试验）
  


  
    － 用一定量的碱性药物碳酸氢盐，使尿液碱化，以增加肾小管重吸收HCO－3的负担。当近端小管受损时，其重吸收HCO－3功能减退。通过观察HCO－3的排泄分数，有助于近端小管酸中毒的诊断。
  


  
    HCO－3的排泄分数＝［（尿HCO－3／血HCO－3）／（尿Cr／血Cr）］×100
  


  
    参考范围：正常人≤1%，几乎接近“0”。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒尿钠与滤过钠排泄分数（FeNa）测定
  


  
    尿钠和FeNa可作为估计肾小管坏死程度的指标，鉴别急性肾衰竭和肾前性氮质血症时有意义。因尿钠浓度受滤过量及肾小管重吸收的影响。在急性肾衰竭时，肾小管功能受损，不能很好地重吸收钠，故尿钠浓度＞40mmol／L，FeNa＞1。而肾前性氮质血症的肾小管没有损坏，但血容量不足，钠滤过量减少，并且肾小管最大限度地重吸收钠，以维持血容量，故尿钠浓度＜20mmol／L，FeNa＜1；若尿钠在20～40mmol／L，则表明患者正在由肾前性氮质血症向急性肾衰竭发展。
  


  
    2﹒尿比重与尿渗量测定
  


  
    见本章第四节。
  


  
    3﹒尿pH测定
  


  
    在肾小管酸中毒及某些肾脏疾病时，肾小管排酸能力可出现障碍，血液中磷酸盐、硫酸盐、有机酸滞留，导致肾性代谢性酸中毒，尿pH结果升高。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒肾小管葡萄糖最高重吸收率（TmG）
  


  
    反映有功能的肾小管的质和量。
  


  
    2﹒PSP排泌试验
  


  
    120分钟排出率降低，表明肾小管排泌功能损害；40%～50%为轻度损害，25%～39%为中度损害，10%～24%为重度损害，＜10%为严重损害。
  


  
    3﹒氯化铵负荷试验
  


  
    尿pH＞5.5者为Ⅰ型肾小管酸中毒。
  


  
    4﹒HCO－3负荷试验
  


  
    Ⅰ型肾小管酸中毒＜5%；Ⅱ型肾小管酸中毒＞15%。
  


  
    第六节 肾小球肾炎和肾病综合征的实验室检查
  


  
    肾小球肾炎（glomerulonephritis）是最常见的肾小球疾病，根据起病急缓可分为急性肾小球肾炎、急进性肾炎以及慢性肾炎。肾小球肾炎临床常表现为不同程度的水肿或高血压，实验室检查常伴不同程度的蛋白尿、血尿；急进性肾炎还可根据其免疫病理和电镜表现特点，进一步分型。同时，肾小球肾炎还包括了无特殊临床表现的隐匿性肾炎。
  


  
    肾病综合征（nephriticsyndrome，NS）简称肾病，是多种病因所致肾小球基底膜通透性增高，从而大量血浆蛋白由尿中丢失而导致的一种综合征，临床具有四大特点：①大量蛋白尿；②低蛋白血症；③高胆固醇血症；④不同程度的水肿。按病因可分为原发性、继发性和先天性三大类。原发性肾病综合征按病理分型可分为微小病变型肾病、系膜增生性肾小球肾炎、系膜毛细血管性肾炎、膜性肾病和局灶性节段性肾小球硬化5种。继发性肾病综合征常见于过敏性紫癜性肾炎、乙肝相关性肾炎、狼疮性肾炎等。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图4‐6。
  


  
    [image: 肾小球肾炎及肾病综合征实验室分析路径图]


    
      图4‐6 肾小球肾炎及肾病综合征实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    肾小球肾炎和肾病综合征是肾脏疾病中常见的两种疾病，实验室检查对肾小球肾炎的诊断有一定的辅助价值。对于肾病综合征的诊断，实验室检查是重要的依据。
  


  
    1﹒蛋白定性、24小时尿蛋白定量检查
  


  
    详见本章第一节。
  


  
    2﹒血红蛋白定性试验、尿显微镜检查
  


  
    详见本章第三节。
  


  
    3﹒肾功能检测
  


  
    详见本章第一节。
  


  
    4﹒血清血脂检测
  


  
    详见第八章。
  


  
    5﹒血细胞分析、血沉检测
  


  
    6﹒免疫学补体、抗体检查
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒蛋白定性、24小时尿蛋白定量检查
  


  
    2﹒血红蛋白定性试验、尿显微镜检查
  


  
    3﹒肾功能检测
  


  
    急性肾小球肾炎多有一过性肾功能下降；急进型肾炎短期内可有肾衰竭；慢性肾炎可有不同程度肾功能下降；隐匿性肾炎多无肾功能改变。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血脂检测
  


  
    肾病综合征表现有高胆固醇血症。
  


  
    2﹒血细胞分析、血沉检测
  


  
    急慢性肾炎和肾病综合征可有不同程度贫血，急性肾小球肾炎活动期血沉可加快。
  


  
    3﹒免疫学补体、抗体检查
  


  
    ①血清C3，总补体CH50降低，并于8周内恢复对急性肾小球肾炎具有很大诊断意义；②抗O（ASO）滴度升高提示近期有链球菌感染；③抗肾小球基底膜抗体阳性对Ⅰ型急进性肾小球肾炎具有诊断意义；④血液循环免疫复合物阳性，血清C3降低对Ⅱ型急进性肾小球肾炎具有诊断意义；⑤ANCA阳性对Ⅲ型急进性肾小球肾炎具有诊断意义。
  


  
    4﹒肾活检电镜、免疫病理学检查
  


  
    用于急性肾小球肾炎和急进性肾小球肾炎的鉴别和分型。
  


  
    5﹒肾活检光镜检查
  


  
    用于原发性肾病综合征病理分型。
  


  
    （三）临床常见肾小球肾炎的临床表现和实验室检查
  


  
    1﹒急性肾小球肾炎
  


  
    是一种由于感染后变态反应引起的两侧肾脏弥漫性肾小球损害为主的急性疾病，本病的特点是起病较急，在感染后1～3周出现血尿、蛋白尿、管型尿、水肿、高血压等一系列临床表现；肾功能检查见BUN、Crea一过性升高；血细胞分析检查可见RBC减少，WBC和ESR不变或升高；免疫学检查可见血C3，总补体CH50降低，抗O（ASO）滴度升高提示近期链球菌感染。
  


  
    2﹒急进性肾小球肾炎
  


  
    是指在肾炎综合征（血尿、蛋白尿、水肿和高血压）基础上短期内出现少尿、无尿，肾功能急剧下降，短期内到达尿毒症的一组临床综合征。该病病情危重、预后差，病理改变特征为肾小囊广泛的新月体性形成；运用电镜和免疫病理手段可将其分成Ⅰ型（抗肾小球基底膜）、Ⅱ型（免疫复合物）、Ⅲ型三型（非免疫复合物）。
  


  
    3﹒慢性肾炎
  


  
    是各种原发性肾小球疾病导致的一组慢性迁延的以蛋白尿、血尿、水肿、高血压为临床表现的疾病。此病见于任何年龄，尤以青壮年男性居多。慢性肾炎后期可发展为肾功能不全以致肾衰竭，患者可出现贫血，心衰等。其主要是由肾实质受损、红细胞生成减少及营养不良有关。贫血和心衰等严重程度与肾脏病变及肾功能减退成正比。
  


  
    4﹒隐匿性肾炎
  


  
    也称为单纯性蛋白尿或血尿，是一组肾小球疾病的临床诊断。隐匿性肾小球肾炎特点为症状及体征不明显；尿化学检查有（间断或持续性）微量蛋白和（或）血尿，甚至可有反复发作性肉眼血尿；一般无水肿、高血压、血液化学和肾功能改变；隐匿性肾小球肾炎患者病程很长但病理改变较轻，预后较好。由于本病一般无特殊症状及体征，大部分患者是在体格检查或偶然情况下被发现。
  


  
    5﹒肾病综合征
  


  
    为一组临床综合征，诊断重点在于对病因的探究。除大量蛋白尿、低蛋白血症、高胆固醇血症和不同程度的水肿外，要明确病因诊断往往需要依赖肾活检明确其肾脏病理改变，光镜下肾单位的病理改变特点是原发性肾病综合征分型的主要依据。
  


  
    第七节 急性肾衰竭的实验室检查
  


  
    急性肾衰竭（acuterenalfailure，ARF）简称急性肾衰，由各种原因引起肾脏功能在数小时或数天之内急剧下降，肾小球滤过功能（Ccr）下降至正常50%以下，血Urea和血Cr进行性升高并引起水、电解质、酸碱平衡失调和急性尿毒症症状的临床综合征。持续升高的血Urea和血Cr进行性升高是诊断本病的可靠依据，其肾衰竭为可逆性。按病因可分为：肾前性（肾血流灌注不足）、肾性（急性肾实质损伤）和肾后性（急性尿路阻塞）。但以急性肾小管坏死（acutetubularnecrosis，ATN）最为常见，即狭义的ARF。
  


  
    ATN临床又以少尿型为主，一般分为少尿期（或无尿期）、多尿期和恢复期三个阶段。少尿期是指患者在致病因素作用下，损害后1～2天出现少尿，一般持续5～16天（平均约10天），超过1个月以上者肾损害严重，提示有广泛性肾皮质坏死。临床表现多以水、电解质紊乱、尿毒症症状或氮质血症为主；进入多尿期说明肾功能逐渐恢复。1周后血Urea、血Cr开始下降，尿毒症症状逐渐改善。此期尿量明显增多，可使大量水和电解质随尿排出，出现脱水及低血K＋、低血Na＋等电解质紊乱情况，应密切观察，及时补充纠正；多尿期后，肾功能显著改善，进入恢复期，Ccr逐渐升高，血Urea、血Cr降至正常范围，肾小管浓缩及酸化功能亦恢复，仅有轻度障碍。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图4‐7。
  


  
    二、相关实验
  


  
    实验室检查对于急性肾衰竭的诊断具有重要的价值。实验室检查包括尿液常规检查、血液生化检查以及血气分析等。实验室检查结合病史、影像学检查等，可对急性肾衰竭做出诊断。
  


  
    [image: ARF实验室分析路径图]


    
      图4‐7 ARF实验室分析路径图
    


    

  


  
    1﹒血Cr、血Urea等肾功测定
  


  
    2﹒尿液检查
  


  
    包括尿量、尿蛋白、尿比重、尿渗量、尿沉渣分析等。
  


  
    3﹒电解质检查
  


  
    对钠、钾、氯、磷、钙等进行检测，监测水、电解质平衡（见第七章）。
  


  
    4﹒血pH检查
  


  
    详见第七章。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血Cr、Urea
  


  
    急性肾衰竭一般是根据血Cr的绝对值或相对值的变化进行诊断。如血Cr绝对值每日平均增加44.2μmol／L；或在24～72小时内相对增加25%～100%。
  


  
    2﹒尿液检查
  


  
    尿液理化性质等的变化是急性肾衰竭诊断的重要依据，如尿蛋白＋～＋＋；沉渣分析可见肾小管上皮细胞、上皮细胞管型和颗粒管型；尿比重降低、渗透压下降等；尿钠增高，多在20～60mmol／L。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血电解质检查
  


  
    血清钾浓度升高，常大于5.5mmol／L；血钠正常或降低；血磷升高，可＞6.0mmol／L。
  


  
    2﹒血pH检查
  


  
    急性肾衰竭常伴有代谢性酸中毒，血pH常低于7.35，血HCO－3下降。
  


  
    在鉴别诊断方面，首先应排除慢性肾功能不全基础上的急性肾衰竭；其次应除外肾前性和肾后性的原因。尿路超声可帮助排除尿路梗阻和慢性肾功能不全。确定为肾性后，还应鉴别是肾小球、肾血管或肾间质病变引起。必要时，肾活检是重要的诊断手段。
  


  
    第八节 慢性肾衰竭的实验室检查
  


  
    慢性肾衰竭（chronicrenalfailure，CRF）简称慢性肾衰，是常见的临床综合征，指发生在各种慢性肾脏疾病（慢性肾小球肾炎最常见、其次为小管间质性肾炎、糖尿病肾病等）基础上，肾功能进行性减退而致衰竭。其主要临床表现为肾功能减退，代谢物潴留，水、电解质和酸碱平衡失调，以及与之相关的各种内分泌功能紊乱，预后严重。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图4‐8。
  


  
    [image: 慢性肾功能不全实验室分析路径图]


    
      图4‐8 慢性肾功能不全实验室分析路径图
    


    
      GFR（ml／min）：肾小球滤过率；Cr（μmol／L）：血肌酐
    

  


  
    二、相关实验
  


  
    慢性肾衰竭是各种肾脏疾病的最终结果，实验室检查对于慢性肾衰竭的诊断具有重要价值，而慢性肾衰竭的分期取决于实验室检查结果。
  


  
    1﹒GFR测定
  


  
    GFR是诊断肾衰竭和评估其程度的最主要检测指标。现临床常用Ccr反映GFR水平。
  


  
    2﹒血Cr、血Urea检查
  


  
    3﹒血cystatinC检查
  


  
    4﹒电解质、酸碱平衡的检测
  


  
    见第七章。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血Cr、血Urea检测
  


  
    对较为严重的晚期肾脏疾病患者宜采用血Cr、Urea或Ccr作为诊断和评估肾功能的指标，特别是血Cr常作为肾功能损害分级的指标。
  


  
    2﹒Ccr检测
  


  
    GFR是诊断肾衰竭和评估其程度的最主要检测指标。现临床常用Ccr，见本章第一节。
  


  
    3﹒水、电解质紊乱
  


  
    （1）水钠平衡：大多数CRF患者肾小管保留了重吸收Na＋的能力，而丧失了重吸收水及浓缩尿的能力。常出现低钠血症。
  


  
    （2）高钾血症：高钾血症是CRF晚期的一个特征。尿毒症酸中毒时，血浆H＋向细胞内转移，K＋进入血浆；同时，远端小管中的Na＋‐H＋交换加强而抑制Na＋‐K＋交换，泌K＋减少，引起钾潴留。
  


  
    （3）高磷血症和低钙血症：血磷浓度由肠道对磷的吸收及肾的排泄来调节。所以当肾功能减退时，可出现高磷和低钙血症，以及继发性甲状旁腺功能亢进。
  


  
    （4）高镁血症：肾功能严重受损时，镁排出减少以及治疗镁制剂都可引起高镁血症。
  


  
    4﹒酸碱平衡紊乱及代谢性酸中毒
  


  
    GFR下降造成酸性代谢物（Urea、Cr等）在体内蓄积，使血HCO－3下降，产生高AG的代谢性酸中毒。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血cystatinC
  


  
    对肾功能损害较轻的早期肾脏疾病，临床则应选择敏感性较高的血cystatinC作为早期监测指标。
  


  
    2﹒血促红细胞生成素（EPO）
  


  
    尿毒症贫血的原因很多，EPO的生成显著下降，血EPO水平绝对或相对不足是造成CRF贫血的主要原因，血EPO测定对于了解贫血原因以及指导治疗有较高的临床价值。目前临床上应用的检测方法主要是放射免疫法。
  


  
    第九节 尿路感染的实验室检查
  


  
    尿路感染（urinarytractinfection，UTI）是指尿道内大量微生物繁殖而引起的尿路炎症。感染非单一疾病，而是一种临床综合征，根据感染部位可分为上尿路感染（如肾盂肾炎）及下尿路感染。诊断尿路感染最常用的方法是进行尿标本的细菌学检查及培养。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图4‐9。
  


  
    二、相关实验
  


  
    尿路感染的诊断取决于实验室检查，尿培养及药敏实验对于尿路感染的诊断和治疗具有重要的指导意义。
  


  
    （一）直接涂片检查
  


  
    对于临床怀疑淋病奈瑟菌、假丝酵母菌或结核分枝杆菌感染的标本可用无菌吸管吸取尿液5～10ml置于无菌试管中，3000～4000r／min离心30分钟，倾弃上清液，取沉渣涂片，革兰染色或抗酸染色后镜检。
  


  
    （二）细菌培养
  


  
    1﹒普通培养
  


  
    [image: 尿路感染实验室分析路径图]


    
      图4‐9 尿路感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    将收集标本的容器轻轻旋转混匀，用定量接种环分别取尿液1μl涂抹接种血平板和麦康凯平板（或中国蓝平板），35～37℃培养18～24小时，观察结果。对从留置导尿管、耻骨上膀胱穿刺、直接导尿和已使用抗生素治疗的患者标本接种量应增加至10μl。普通培养18～24小时无细菌生长时，应将所有的培养基继续培养24小时。
  


  
    2﹒特殊培养
  


  
    对怀疑有厌养菌感染者应采用耻骨上膀胱穿刺采集标本，加种巧克力平板，置5%CO2环境中培养48小时。检查淋病奈瑟菌、结核分枝杆菌感染时无需做定量培养，可将标本离心后取尿沉渣进行培养，以提高阳性率。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    细菌培养 其结果观察和评价如下：
  


  
    （1）菌落计数：计数平板上的菌落数，采用1μl接种量者，将菌落数乘以103；采用10μl接种量者，将平板菌落数乘以102，即为每ml尿液中所含有的细菌数（CFU／ml）。若菌落生长过多无法精确计数时，则报告≥105CFU／ml。
  


  
    （2）结果评价：一般认为，清洁中段尿标本中单种细菌菌落数≥105CFU／ml可能为感染；＜5×104CFU／ml则可能为污染，两者之间需要根据具体情况进行评估。
  


  
    （3）阴性培养结果报告：培养48小时无菌落生长，即为阴性。接种1μl尿量者，应报告“培养48小时，菌落计数＜103CFU／ml”；接种10μl尿量者，应报告“培养48小时，菌落计数＜102CFU／ml”。
  


  
    （4）阳性培养结果报告：无意义的阳性培养结果报告：纯培养报告“革兰×性×菌生长，菌落计数：××CFU／ml”；混合菌生长报告“革兰×性×菌和革兰×性×菌混合生长”。有意义的阳性培养结果报告：报告菌落计数、细菌种属名称及标准抗菌药物敏感性试验结果。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    直接涂片检查法 由于其阳性检出率低，目前临床已经较少使用。
  


  
    第十节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    女性，50岁，因乏力，多尿入院。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压高、贫血貌，下肢浮肿。端坐呼吸、颈静脉怒张、肺部干湿性啰音。
  


  
    实验室检查：
  


  
    Cr501μmol／L，Urea39.2mmol／L，Na＋129mmol／L，K＋6﹒6mmol／L，TCO213﹒1mmol／L。
  


  
    分析：
  


  
    患者尽管有多尿症状，但血Urea、Cr水平均升高4倍多，为明显的氮质血症，同时伴高钾血症及代谢性酸中毒，提示肾功能严重损害。慢性肾功能障碍可由多种疾病引起，肾组织不可逆地进行性损害，若不透析或肾移植，其最终结果是相同的：肾脏的所有功能都会受到影响，直至死亡。慢性肾功能障碍涉及的主要临床生化特征有体内代谢终产物排泄障碍、钾代谢紊乱、水盐代谢紊乱、酸碱平衡紊乱以及钙磷代谢紊乱和EPO合成减少引起肾性贫血。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史支持慢性肾功能障碍诊断。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    男性，44岁。发热，临床出现脱水和少尿。
  


  
    体格检查：
  


  
    脱水貌，血压高，心率缓慢。其他无异常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    Na＋142mmol／L，K＋6﹒2mmol／L，Cl－115mmol／L，HCO－316﹒3mmol／L，Urea26.0mmol／L，Cr154μmol／L，血渗透压303mmol／kg，尿渗量627mmol／kg。
  


  
    分析：
  


  
    血清Urea显著增加并伴随血清Cr中等程度的升高，可能意味着肾前性尿毒症的存在。发热患者分解代谢过度能引起血清Urea升高。尿渗量为627mmol／kg支持该诊断。若仅仅因脱水引起肾前性尿毒症，则尿渗量将会大大升高。低血清重碳酸盐和高AG表明有代谢性酸中毒。酸中毒将引起钾从细胞内向细胞外转移。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史支持肾前性肾衰竭伴高钾血症诊断。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，何某，女，28岁。入院前一周患上呼吸道感染，继而出现眼睑及双下肢水肿，尿中泡沫较多。入院尿常规：尿蛋白（＋＋＋＋）。
  


  
    体格检查：
  


  
    患者全身水肿，腹部重度移动浊音。
  


  
    实验室检查：
  


  
    TP55.01g／L，Alb16g／L，总胆固醇10.4mmol／L，三酰甘油3.2mmol／L，24小时尿蛋白定量6.13g／dl。
  


  
    分析：
  


  
    典型“三高一低”表现，支持肾病综合征的诊断。由于肾小球滤过膜通透性改变，蛋白质滤过增加，形成大量蛋白尿；大量蛋白尿导致低蛋白血症，特别是白蛋白下降，使血浆胶体渗透压下降，水和电解质由血管内外渗到组织间隙，加上继发性醛固酮分泌增加，抗利尿激素分泌增加。在利钠因子减少等因素作用下，进一步加重水肿。高胆固醇血症的发生，主要的原因是由于肝代偿性合成增加，其次是脂蛋白分解代谢减少。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史支持肾病综合征诊断。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    15岁男孩身体健康，学校体格检查发现蛋白尿。
  


  
    体格检查：
  


  
    无特殊异常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    Cr70μmol／L，Urea4.2mmol／L，Na＋140mmol／L，K＋4﹒6mmol／L，尿蛋白3.5g／24h，Alb 45g／L。
  


  
    分析：
  


  
    初步怀疑无症状性蛋白尿。保持直立或脊柱前凸位置时发生体位性（直立性）蛋白尿机会较多，且男孩发病率高于女孩。该男孩连续三天复查24小时尿蛋白分别为2.8g，3.9g，0.8g。但晨尿蛋白为0.1g／L。卧位尿蛋白阴性证实此诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史支持体位性（直立性）蛋白尿诊断。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    男性，39岁，主诉腰痛。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清Cr180μmol／L，24小时尿量为2880ml，尿Cr5.4mmol／L。
  


  
    问题：
  


  
    1﹒计算Ccr并评价其结果。
  


  
    2﹒尿量收集时间有错误，收集时间为15小时，对结果有何影响，如何解释？
  


  
    分析：
  


  
    Ccr可用公式计算：U为尿Cr浓度，V为每分钟尿量，P为血浆或血清Cr浓度。一天有1440分钟，每分钟尿量V＝2880／1440＝2.0ml／min。尿Cr与血清Cr单位必须相同，尿Cr：U＝5.4mmol／L＝5400μmol／L，血清Cr：P＝180μmol／L。因此：UV／P＝5400×2.0／180＝60ml／min，低于正常参考值。
  


  
    尿液收集为14小时而非24小时，每分钟尿量V＝2880／840＝3.4ml／min，重新计算Ccr＝UV／P＝5400×3.4／180＝103ml／min。在正常参考值范围内。因此尿液的收集时间显著影响Ccr的计算。
  


  
    诊断意见：
  


  
    因尿液收集时间不当造成的计算错误是Ccr测定中最普通、最严重的错误。
  


  
    （贾成瑶 李贵星）
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    第五章 内分泌功能与疾病
  


  
    激素是内分泌细胞释放的高效能有机化学物质，经体液传送后，对其他细胞或器官的功能起兴奋或抑制的调节作用。内分泌学实际上是研究机体内各内分泌腺、组织和细胞所分泌的激素的一门科学。完整的内分泌疾病的诊断应包括功能诊断、病理诊断和病因诊断三个方面。一些典型的病例具有特殊的临床表现，对于诊断可提供一定的线索，但是轻症或不典型病例因缺乏症状和（或）体征，早期识别并非易事，必须配合实验室检查，才能早期诊断、早期防治。
  


  
    第一节 甲状腺功能的实验室检查
  


  
    甲状腺是人体最大的内分泌腺体，其分泌的甲状腺激素是人体不可缺少的激素，对人体的各种代谢起着重要作用，对维持细胞生命活动至关重要。甲状腺疾病较常见的有甲状腺功能亢进症和甲状腺功能减退症。
  


  
    [image: 甲状腺功能紊乱实验室分析路径图]


    
      图5‐1 甲状腺功能紊乱实验室分析路径图
    


    

  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    实验室检查是甲状腺疾病诊断中必不可少的一项。甲状腺功能紊乱的实验室检查包括甲状腺功能状态的检查和病因学检查。制订合理的实验室诊断方案、病因分析方案及治疗监测方案，有效地利用实验室资源，正确解释、应用实验结果对甲状腺疾病早期、正确的诊断和治疗有十分重要的意义。
  


  
    （一）促甲状腺激素
  


  
    促甲状腺激素（thyroidstimulatinghormone，TSH）由腺垂体分泌，一方面受下丘脑分泌的促甲状腺激素释放激素的促进性影响，另一方面又受到T3、T4反馈性的抑制性影响，二者互相拮抗，它们组成下丘脑‐腺垂体‐甲状腺轴。
  


  
    1﹒检测方法
  


  
    放射免疫吸附法（RIA）、酶联免疫吸附法（ELISA）、电化学发光免疫分析法（ECLIA）。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    RIA：0.30～4.40mIU／L；ELISA：0.6～4.0mIU／L；ECLIA：0.3～5.0mIU／L。
  


  
    3﹒方法学评价
  


  
    第一代，TSH测定的功能灵敏度为1.0～2.0mIU／L，以RIA为代表，仅能测定甲状腺功能正常中值以上的结果，能区分正常甲状腺功能亢进和甲状腺功能减退，但是无法区分甲亢和正常甲状腺功能。第二代TSH测定的功能灵敏度0.1～0.2mIU／L，也称为敏感TSH（sensitiveTSH，s‐TSH），以IRMA为代表，能区分正常人和轻度甲亢的TSH水平，但是不能区分明显的甲状腺功能亢进症患者及经过治疗后患者TSH在其功能灵敏度以下的TSH浓度。第三代TSH测定也称为超敏TSH（ultrasensitiveTSH，u‐TSH），以免疫化学发光法和时间分辨免疫荧光法为代表，u‐TSH的功能灵敏度为0.01～0.02mIU／L，特异性高。对下丘脑‐垂体正常者，TSH的测定可以代替TRH兴奋试验以评估垂体被抑制的情况。
  


  
    （二）三碘甲状腺原氨酸和甲状腺素
  


  
    血清中的甲状腺素（thyroxine，T4）全部为甲状腺分泌而来，故T4是反映甲状腺功能状态的较好指标。在正常情况下，血液中的T4约60%与TBG结合，30%与甲状腺激素转运蛋白结合。与T4不同，血清中T3仅15%～20%由甲状腺直接分泌而来。三碘甲状腺原氨酸（triodothyronine，T3）是甲状腺激素的活性形式，80%以上的T3是在外周组织中通过T4脱碘而成的。血清中99.5%的T3与TBG结合，但T3不与甲状腺激素转运蛋白结合。
  


  
    1﹒检测方法
  


  
    放射免疫吸附法（RIA）、电化学发光免疫分析法（ECLIA）。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    T3：RIA：0.8～2.3nmol／L；CLIA：1.34～2.73nmol／L；ECLIA：1.3～3.1nmol／L。
  


  
    T4：RIA：40～140nmol／L；CLIA：6.09～12.86nmol／L；ECLIA：68～172nmol／L。
  


  
    3﹒影响因素
  


  
    雄激素、糖皮质激素、生长激素、普萘洛尔、水杨酸盐、苯妥英钠等可使T3、T4降低。
  


  
    （三）游离甲状腺素、游离三碘甲状腺原氨酸
  


  
    游离甲状腺素（freethyroxine，FT4）、游离三碘甲状腺原氨酸（freetriodothyronine，FT3）：不受甲状腺结合球蛋白的影响，直接反映甲状腺的功能状态。
  


  
    1﹒检测方法
  


  
    平衡透析法、放射免疫吸附法、化学发光法、电化学发光免疫分析法。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    FT3：RIA：3.54～10.16pmol／L；CLIA：2.63～5.7pmol／L；ECLIA：3.6～7.5nmol／L。
  


  
    FT4：RIA：9～25pmol／L；CLIA：9.01～19.5pmol／L；ECLIA：13.0～23.0pmol／L。
  


  
    3﹒方法学评价
  


  
    FT3、FT4检测的金标准为平衡透析法，但是该方法耗时，费用高，技术要求高，大多数商用实验室不能提供。
  


  
    4﹒影响因素
  


  
    雄激素、糖皮质激素、生长激素、普萘洛尔、水杨酸盐、苯妥英钠等可使FT3、FT4降低。
  


  
    （四）反T3
  


  
    T4在外周组织中，除经5‐脱碘酶作用外环脱碘形成T3外、还有55%左右的T4在内环5‐脱碘形成反T3（reverseT3，rT3），血清中测得的rT3主要（95%～98%）由T4脱碘而来，rT3无生物活性，血清中98%的rT3与TBG结合。故凡影响TBG的因素均可影响rT3的浓度。
  


  
    1﹒检测方法
  


  
    RIA。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    0﹒46～0.78nmol／L。
  


  
    地塞米松、普萘洛尔、胺碘酮引起rT3升高。苯妥英钠使rT3降低。
  


  
    3﹒影响因素
  


  
    （五）促甲状腺素受体抗体
  


  
    促甲状腺素受体抗体（TSHreceptorautoantibody，TRAb）是自身免疫性甲状腺疾病患者体内产生的一种自身抗体，为多克隆抗体，包括甲状腺刺激性抗体（TSAb）和甲状腺刺激阻断性抗体（TSBAb）等，均可与甲状腺受体结合产生不同的生物学效应。
  


  
    1﹒检测方法
  


  
    放射受体分析法（radioreceptorassay，RRA）、生物分析法、ELISA法等。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    RRA：＜10IU／L。
  


  
    （六）抗甲状腺球蛋白抗体和抗甲状腺过氧化物酶抗体
  


  
    抗甲状腺球蛋白抗体（anti‐thyroglobulinantibody，TGAb）和抗甲状腺过氧化物酶抗体（anti‐thyroidperoxidaseantibody，TPOAb），是两种主要的甲状腺自身免疫抗体，来源于甲状腺内的淋巴细胞，是针对甲状腺球蛋白、甲状腺过氧化物酶等抗原产生的自身免疫抗体。它们多存在于自身免疫性甲状腺疾病（autoimmunethyroiddisease，AITD）患者，是机体免疫功能紊乱的标志。
  


  
    1﹒检测方法
  


  
    放射免疫吸附法、电化学发光免疫分析法等。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    TPOAb：RIA：＜15%；ECLIA：＜34IU／ml。TGAb：RIA：＜30%；ECLIA：＜115IU／ml。
  


  
    （七）甲状腺球蛋白
  


  
    甲状腺球蛋白（thyroglobulin，Tg）是甲状腺滤泡上皮分泌的糖蛋白，每个Tg约有2个T4和0.5个T3分子，储存在滤泡腔中。血液循环中的Tg被肝脏的巨噬细胞清除。
  


  
    1﹒检测方法
  


  
    放射免疫法、电化学发光免疫分析法。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    RIA：＜15μg／L；ECLIA：1.0～50μg／L。
  


  
    3﹒方法学评价
  


  
    1994年前欧共体基准局制订的CRM‐457是国际甲状腺球蛋白测定的参考标准。但是由于使用抗体的差异，各个实验室之间的测定结果差异较大。国际临床化学会（NACB）2002年的临床指南指出：各个实验室应当建立各自的参考范围，检测方法的改变应及时通知临床医师。当新旧方法之间的检测误差大于15%时，实验室应重新测定。当样本中的Tg的浓度过高时会出现钩状效应，测值偏低。TGAb的存在可能会干扰Tg的检测，即使使用单克隆抗体，这种干扰也不能排除。
  


  
    （八）促甲状腺激素释放激素（thyrotropinreleasinghormone，TRH）兴奋试验
  


  
    1﹒方法
  


  
    不必禁食，可活动。测定血TSH浓度作为基础浓度，静脉注射TRH400～600μg，之后15分钟、30分钟、60分钟、120分钟分别抽血测定TSH浓度，并绘制出时间‐TSH浓度曲线。结果：注射TRH，20～30分钟TSH的分泌达峰，8.5～27.0mIU／L，若峰值在60分钟以后出现为延迟反应。
  


  
    2﹒影响因素
  


  
    TRH兴奋试验不受碘剂的影响。雌激素、茶碱、抗甲状腺药物可增强垂体对TRH的反应。皮质醇、左旋多巴可减弱垂体对TRH的反应。试验前应停用上述药物2周。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血清TSH
  


  
    TSH是目前评价甲状腺功能最常用、最可靠、最灵敏的检测项目。TSH是诊断甲减的最灵敏的指标，其使用价值与其他四项甲状腺功能指标相比依次为：TSH＞FT4＞T4＞FT3＞T3。对早期甲亢诊断和预测复发的符合率依次为：TSH＞FT3＞FT4＞T3＞T4。目前TSH的测定方法已经基本可取代TRH兴奋试验和T3抑制试验。
  


  
    2﹒血清T3、T4
  


  
    测定T3和T4可以直接了解甲状腺功能，但是由于二者的水平受血中甲状腺结合球蛋白浓度的影响，限制了其临床应用价值。现在临床上大多情况下应用FT3、FT4的检测代替T3、T4。但是对于T3型或T4型甲亢有其特殊的作用。
  


  
    3﹒血清FT3、FT4
  


  
    FT3、FT4在血中以游离状态存在，代表组织中甲状腺激素的水平，与机体代谢状态一致，并且不受甲状腺结合球蛋白的影响。用于诊断甲亢、甲减，监测治疗过程中的甲状腺功能。通常情况下FT3、FT4与T3、T4的变化一致。甲亢时FT3、FT4、T3、T4升高，甲减时FT3、FT4、T3、T4降低。诊断甲亢时，FT3、FT4的价值高于T3和T4。FT4是诊断甲减的较灵敏的指标，价值优于FT3。在甲亢治疗过程中，FT3是疗效观察的较好指标，价值优于FT4。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清Tg
  


  
    Tg是预示肿瘤残留和复发的标志物，测定血清Tg的含量有助于预后判断和监测治疗效果。临床上对分化型甲状腺癌患者的随访发现，测定Tg含量诊断分化型甲状腺癌复发或转移有着较高的敏感性和特异性。但是由于检测方法灵敏度等原因，Tg的阴性不能排除复发或转移。亚急性甲状腺炎时，Tg水平明显升高，炎症控制后，Tg很快恢复正常。某些无痛性甲状腺炎患者的Tg水平可能持续性增高。由于结节性甲状腺肿有Tg水平的上升，在良性结节病中不能通过Tg的测定来筛查较少见的恶性肿瘤。
  


  
    2﹒抗甲状腺球蛋白抗体和抗甲状腺过氧化物酶抗体
  


  
    流行病学调查显示人群中TGAb和TPOAb的阳性率分别为3%～11.5%和10%～15%，随着年龄的增加两者的阳性率会增加，30～40岁分别为11.9%和11.8%，60～70岁分别为22.4%和20.2%，并且女性显著高于男性，但滴度较低。桥本甲状腺炎患者TGAb和TPOAb的阳性率分别为80%～90%、90%～100%。Graves病患者二者分别为50%～70%、50%～80%。
  


  
    3﹒促甲状腺素受体抗体
  


  
    见本章第二节。
  


  
    4﹒rT3
  


  
    rT3主要用于观察甲状腺激素的外周代谢情况。甲亢时T4升高，rT3也升高；甲减时T4降低，rT3下降；T3和（或）T4下降，rT3异常升高则支持非甲状腺病态综合征的诊断，可能是因为外周5’脱碘酶活性下降，造成其功能异常。
  


  
    5﹒TRH兴奋试验
  


  
    TRH由下丘脑合成，其作用是促进垂体合成和分泌TSH。静脉注射TRH后，测定血中TSH浓度的变化，可以观察垂体对TSH的反应性并了解TSH的储备能力，本检查是研究下丘脑‐垂体‐甲状腺轴功能的重要方法。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    1﹒甲状腺性甲亢
  


  
    TSH降低（一般＜0.1mIU／L），TT4、FT4、TT3、FT3增高。T3型甲亢时仅有TT3、FT3升高。Graves病的TRAb滴度常升高。
  


  
    2﹒继发性甲亢
  


  
    TSH升高，TT4、FT4、TT3、FT3升高。
  


  
    3﹒原发性甲减
  


  
    血清TSH增高，TT4、FT4、TT3、FT3降低。
  


  
    4﹒继发性甲减
  


  
    血清TSH降低，TT4、FT4、TT3、FT3降低。
  


  
    第二节 甲状腺功能亢进
  


  
    甲状腺功能亢进症（hyperthyroidism）简称甲亢，指由于各种原因引起的机体内甲状腺激素分泌过多导致的以代谢亢进和神经、循环、消化等系统兴奋性增高为主要表现的一组综合征。按病因可分为甲状腺性甲亢、垂体性甲亢、其他类型甲亢等。甲状腺性甲亢以Graves病（Gravesdisease，GD）最为常见。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐2。
  


  
    [image: 甲状腺功能亢进的实验室分析路径图]


    
      图5‐2 甲状腺功能亢进的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    见本章第一节。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选检查
  


  
    1﹒促甲状腺激素（TSH）
  


  
    对早期甲亢诊断和预测复发的符合率依次为：TSH＞FT3＞
  


  
    FT4＞T3＞T4。
  


  
    2﹒血清FT3、FT4
  


  
    在甲亢诊断上，FT3、FT4的价值高于T3和T4。在甲亢治疗过程中，FT3是疗效观察的较好指标，价值优于FT4。
  


  
    3﹒血清TT3、TT4
  


  
    现在临床上大多情况下应用FT3、FT4的检测代替T3、T4。但是对于T3型或T4型甲亢有其特殊的作用。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清rT3 rT3
  


  
    血中浓度的变化与T3、T4维持一定比例，尤其与T4变化一致，可作为了解甲状腺功能的指标。甲亢初期或复发早期可仅有rT3升高。重症营养不良或某些全身性疾病时，rT3明显升高，而TT3明显降低，为诊断非甲状腺病态综合征的重要指标。
  


  
    2﹒TRAb：
  


  
    ①诊断GD：未经治疗的GD患者，TSAb检测的灵敏度为85%～100%。②判定抗甲状腺药物治疗GD的疗效、预测复发：甲亢患者使用抗甲状腺药物后，TRAb的滴度下降，说明治疗有效。目前认为GD经抗甲状腺药物治疗后，若TRAb大于10IU／L，对提示复发有较高的预测价值。但是大多患者经过治疗后TRAb滴度降低，故对复发的预测作用受到限制。③诊断Graves眼病（Gravesophthalmopathy，GO）：GO与GD甲亢密切相关。TSAb滴度可反映GO患者眼部病变程度，GO患者TSAb明显高于非GO的GD患者，且严重者常有高滴度的TSAb。④预测新生儿和哺乳儿甲状腺功能紊乱：妊娠妇女患GD时，母亲TRAb常为阳性，并能通过胎盘进入胎儿，引起新生儿甲亢。TRAb最好在怀孕3个月时测定，妊娠中晚期TRAb的阳性率会降低。TRAb能从乳汁中分泌，甲状腺功能正常，但是TRAb阳性的妇女若进行哺乳，也会导致婴幼儿甲亢。新生儿甲亢的TRAb来源于母体，非自身产生，随着时间的延长，TRAb可自行降解，其甲亢症状也将逐渐缓解，所以不经治疗，大多在出生后1～3个月自行缓解，无复发。若新生儿有GD，其TRAb可能持续性阳性，症状不能自行缓解。⑤检测GD患者亲属GD发病的倾向：由于GD有遗传倾向，GD患者亲属中如测得TRAb或TSAb阳性者，以后有发展为明显的GD的可能。
  


  
    3﹒TGAb和TPOAb
  


  
    有50%～90%的Graves眼病患者伴有滴度不等的TGAb和TPOAb，在持续高滴度的TGAb和TPOAb常预示日后发生自发性甲减的可能性较大。
  


  
    4﹒TRH兴奋试验
  


  
    ①诊断甲亢：典型的甲亢患者甲状腺激素水平升高，抑制了垂体对TRH的反应，故甲亢患者对TRH兴奋试验无反应。但随着sTSH和uTSH的应用，此试验已少用于典型甲亢的诊断。②甲亢缓解和复发的预测：在使用抗甲状腺药物治疗甲亢后，若对TRH有反应则提示下丘脑‐垂体‐甲状腺轴的功能可恢复，甲亢的复发性较小。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    血清中FT3、FT4增高或TT3、TT4、TSH降低（≤0.1mIU／L）者符合甲亢，仅FT3或TT3增高而FT4或TT4正常可考虑为T3型甲亢；仅FT4或TT4增高而FT3或TT3正常可考虑为T4型甲亢；血TSH降低，FT3、FT4正常，符合亚临床型甲亢的诊断。
  


  
    轻微的甲状腺激素谱的变化应排除非甲状腺病态综合征的诊断。
  


  
    第三节 甲状腺功能低下
  


  
    甲状腺功能减退症（hypothyroidism）简称甲减，指机体甲状腺激素合成、分泌或生物学作用降低导致的全身性低代谢综合征。按病因分为原发性甲状腺功能减退症、继发性甲减和甲状腺激素不敏感综合征等。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐3。
  


  
    [image: 甲状腺功能低下实验室分析路径图]


    
      图5‐3 甲状腺功能低下实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    见本章第一节。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒TSH
  


  
    TSH是诊断甲减的最灵敏的指标，其使用价值与其他四项甲状腺功能指标相比依次为：TSH＞FT4＞T4＞FT3＞T3。当TSH≥5.0mIU／L，应加测FT3、FT4、TPOAb、TGAb，以早期明确亚临床型甲减或自身免疫性甲状腺疾病（AITD）的诊断。也是新生儿甲减的主要筛查指标。
  


  
    2﹒血清FT3、FT4
  


  
    甲减患者一般两者均下降，轻型甲减、甲减初期多以FT4下降为主，亚临床甲减FT3、FT4均正常。
  


  
    3﹒TGAb和TPOAb
  


  
    TGAb和TPOAb用于鉴别自身免疫性甲状腺疾病和非自身免疫性甲状腺疾病。CLIA法检测两种抗体的结果显示：抗TPOAb水平＞300IU／ml和（或）抗TgAb水平＞90IU／ml时，诊断为自身免疫性甲状腺疾病（本书指桥本甲状腺炎、GD）；抗TPOAb水平＞3000IU／ml和（或）抗TgAb水平＞300IU／ml时，诊断为桥本甲状腺炎。放射免疫吸附法抗TPOAb＞20%和（或）抗TGAb＞30%时，诊断为自身免疫性甲状腺疾病（本书指桥本甲状腺炎、GD）；当患者抗TPOAb≥50%和（或）抗TGAb≥50%时，诊断为桥本甲状腺炎。不同类型的自身免疫性甲状腺疾病甲状腺受损程度不同，故可以通过TGAb、TPOAb滴度的不同加以判断。滴度高低的一般规律：桥本甲状腺炎＞Graves病＞非自身免疫性甲状腺疾病。亚临床甲减的患者若存在TGAb和TPOAb，预示着病因为AITD，进展为临床型甲减的可能性较大。GD患者若存在较高滴度的此两种抗体，预示发生自发性甲减的可能性较大。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清TT3、TT4
  


  
    较重甲减患者血TT3、TT4均降低，而轻型甲减的TT3不一定下降，TT4较TT3敏感。
  


  
    2﹒TRH兴奋试验
  


  
    原发性甲减患者甲状腺激素水平降低，对TRH反应性增强。继发性甲减者，若病变在下丘脑呈延迟反应，若病变在垂体，多无反应。TRH兴奋试验也可用于甲减患者的病情追踪观察。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    成年型甲减、亚临床型甲减的诊断标准多采用美国甲状腺病学会（1990）颁布的实验室检查标准。但美国临床内分泌学会和英国皇家内科医师学院及欧洲甲状腺病学会都有自己不同的诊断标准。原则是TSH为一线指标。如TSH＞5.0mU／L，要考虑原发性甲减的可能。但单凭一次的血清TSH测定不能诊断为甲减，必要时可加做FT3、FT4等指标，对临界性TSH值要注意复查。临床上无甲减表现，但TSH升高，伴或不伴FT4下降，一般可诊断为亚临床甲减（原发性）。垂体性甲减（继发性）的诊断标准是TSH、T3、T4同时下降。而下丘脑性甲减的诊断有赖于TRH兴奋试验。筛查新生儿甲减的标准与临床型甲减的诊断标准不同，其血清TSH的临界值一般定为20mIU／L。
  


  
    轻微的甲状腺激素谱的变化应排除非甲状腺病态综合征的诊断。
  


  
    第四节 肢端肥大症
  


  
    肢端肥大症（acromegaly）一般是指由于生长激素（growthhormone，GH）持久过度分泌所引起的一种疾病，过多分泌GH发生于骨骺愈合之前及之后分别称为巨人症和肢端肥大症。过量的GH多来源于垂体良性的肿瘤。易见的疾病特征性表现为渐进性的骨骼生长，手足增大，皮肤增厚，颜面粗糙等。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐4。
  


  
    二、相关实验
  


  
    肢端肥大症的诊断是在了解临床症状、体征的基础上针对性的选择相关指标进行检查。血清生长激素和胰岛素样生长因子水平是其诊断的依据。
  


  
    （一）生长激素
  


  
    生长激素（growthhormone，GH）是脑垂体前叶分泌的能促进身体生长的一种激素。生长激素能通过促进肝脏产生生长素介质，间接促进生长期的骨骺软骨形成，促进骨及软骨的生长，从而使躯体增高。一般用血清标本，常用放射免疫吸附法检测，峰值达2～40μg／L，谷值多＜0.2μg／L。但放射免疫吸附法检测的是GH的免疫反应性水平，不是生物活性。GH要发挥生物效应必须与其特异性受体结合。用免疫放射受体法检测的结果能更好地反映GH的生物活性，灵敏度0.5μg／L。免疫荧光或免疫发光测定的灵敏度达0.005～0.01μg／L。
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      图5‐4 肢端肥大症实验室分析路径图
    


    

  


  
    （二）胰岛素样生长因子‐Ⅰ
  


  
    胰岛素样生长因子‐Ⅰ（insulin‐likegrowthfactor‐Ⅰ，IGF‐Ⅰ）依赖于GH，可促进体外培养的多种细胞增殖，促进蛋白质和DNA合成。机体许多组织细胞均能自分泌和旁分泌IGF‐Ⅰ。一般用血清标本，常用放射免疫吸附法检测。
  


  
    （三）IGF结合蛋白‐3
  


  
    IGF结合蛋白‐3（insulin‐likegrowthfactorbindingprotein‐3，IGFBP‐3）常用放射免疫吸附法检测，正常成人血IGFBP‐3为2～4mg／L。
  


  
    （四）24小时尿GH和IGF‐Ⅰ
  


  
    检测24小时尿标本中GH和IGF‐Ⅰ的量。
  


  
    （五）口服葡萄糖抑制试验（OGTT）
  


  
    OGTT是临床确诊肢端肥大症和巨人症的最常用试验。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒生长激素
  


  
    人GH呈脉冲式分泌，具有昼夜节律分泌特征，每日有5～10个分泌峰，GH在血中半衰期为20～25分钟，受进食、睡眠、运动、应激、代谢及生长发育影响，在运动、应激状态时，血GH值偏高，其中以女性明显。肢端肥大症患者GH分泌丧失昼夜节律，但仍保持脉冲式分泌，脉冲分泌峰频率增多2～3倍，但血GH基础值比正常人升高数倍至数十倍，多在1μg／L以上。但仅一次血GH测定不能作为诊断或排除的依据。
  


  
    2﹒IGF‐Ⅰ
  


  
    血IGF‐Ⅰ半衰期长，24小时浓度变化小，不受采血时间、进餐、睾酮、地塞米松等的影响，是反映慢性GH过度分泌的最优指标。正常人血清IGF‐Ⅰ水平随年龄、性别而变化，测定结果必须与相应的正常值比较。血GH与IGF‐Ⅰ呈对数关系，对于病情较轻者，血GH仅稍升高，但血IGF‐Ⅰ多明显增高。血IGF‐Ⅰ测定影响因素较多，取血后应及时分离，储存和转运应恰当，测定前应去除IGF‐Ⅰ结合蛋白，否则易出现假阳性或假阴性。常见影响因素：①青春期者血IGF‐Ⅰ较高，而轻度老年人肢端肥大症患者血IGF‐Ⅰ可在正常范围。②控制不良的糖尿病患者，因为肝脏受刺激产生IGF‐Ⅰ增多，故血IGF‐Ⅰ升高。③营养不良、饥饿及肝病时血IGF‐Ⅰ下降。④妊娠妇女血IGF‐Ⅰ升高可达正常的2～3倍。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒IGFBP‐3
  


  
    血IGFBP‐3是由GH和血IGF‐Ⅰ诱导产生，在肢端肥大症活动期，血IG FBP‐3升高。葡萄糖抑制试验中，患者虽血GH和IGF‐Ⅰ被抑制，但IGFBP‐3仍升高。在判断疾病是否在活动期以及手术疗效方面，血IGFBP‐3比血IGF‐Ⅰ更有价值。肢端肥大症病情活动时血IGFBP‐3常＞10mg／L。
  


  
    2﹒24小时尿GH和IGF‐Ⅰ
  


  
    24小时尿GH能反映一段时间内GH分泌量，避免血GH脉冲分泌影响，与血IGF‐Ⅰ呈正相关。肢端肥大症患者24小时尿GH和IGF‐Ⅰ排泌量明显升高。
  


  
    3﹒口服葡萄糖抑制试验
  


  
    方法：患者口服75g（美国临床内分泌协会AACE推荐）或100g（国内常用）葡萄糖后，分别于服糖后0分钟、30分钟、60分钟、90分钟、120分钟采血测GH。正常人服糖120分钟后，GH降至2μg／L或以下，男性＜0.05μg／L，女性＜0.5μg／L，男性比女性降低更显著。多数肢端肥大症患者血GH对葡萄糖无反应，或仅部分抑制甚至升高，当血GH在1～3μg／L的活动性肢端肥大症患者不能采用血GH降至2μg／L或以下的诊断标准。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    1﹒血清GH谷值GH＞2μg／L可判断为肢端肥大症。当行口服葡萄糖抑制试验时，当血糖峰值超过空腹的50%，如果GH谷值＞1.0μg／L，判断为肢端肥大症。
  


  
    2﹒血IGF‐Ⅰ高于同年龄、同性别正常人水平2个标准差，判断为血IGF‐Ⅰ升高，一般成年人血IGF‐Ⅰ浓度超过333μg／L可确诊肢端肥大症。若患者临床上有肢端肥大，但血IGF‐Ⅰ正常，应怀疑有IGF‐Ⅰ结合蛋白缺乏、GH分泌瘤栓塞、病情处于非活动期或为类肢端肥大症。
  


  
    第五节 尿 崩 症
  


  
    尿崩症（diabetesinsipidus）是指精氨酸加压素（argininevasopressin，AVP）［又称抗利尿激素（antidiuretichormone，ADH）］缺乏，或肾脏对ADH不敏感导致肾小管吸收水的功能障碍，从而引起多尿、烦渴、多饮与低比重尿和低渗尿为特征的一组综合征。由ADH缺乏引起者称为中枢性尿崩症，由肾脏对ADH不敏感引起者则称为肾性尿崩症。尿崩症可发生于任何年龄，但以青少年为多见。男性多于女性，男女比例约为2∶1。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐5。
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      图5‐5 尿崩症实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    尿崩症的诊断及病因判别需要在了解患者详细的病史、临床症状及体征的基础上进行实验室检查。尿崩症确诊依赖实验室检查。
  


  
    （一）尿比重／渗透压
  


  
    随意尿，立即检测。
  


  
    （二）血肌酐、电解质及血渗透压
  


  
    参见第七章和第九章。
  


  
    （三）抗利尿激素测定
  


  
    抗利尿激素（ADH）是由下丘脑的室上核和室旁核的神经细胞分泌的9肽激素。目前ADH测定多采用放射免疫法，标本为空腹静脉血浆或血清，对诊断尿崩症有一定价值。正常人在随意饮水状况下血浆ADH基础值为1.9～5.7pg／ml，禁水后可升高达3～5倍。
  


  
    （四）动态／功能试验
  


  
    1﹒禁水试验
  


  
    正常人禁止饮水一定时间后，体内水分减少，血浆渗透压升高，ADH分泌增加而导致尿液浓缩，尿比重及尿渗透压升高，而尿崩症患者由于ADH缺乏或肾脏对ADH不敏感，尿液浓缩无明显变化。
  


  
    方法：本试验须在严密观察下进行。患者在试验前24小时停用抗利尿激素药物，试验当日零时起禁用茶、咖啡及烟酒。在禁水前先检测患者体重、血压、血电解质、血渗透压、尿量及尿比重或尿渗透压。禁水时间8～12小时，期间每小时测定体重与血压，每2小时排尿测定尿量、尿比重或渗透压，必要时测定血电解质及血渗透压。如患者体重下降＞5%，或体重下降＞3%且血渗透压＞300mmol／L，则必须立即停止试验并饮水。
  


  
    2﹒加压试验
  


  
    禁水一定时间待尿液浓缩至最大渗透压而不能再上升后，再注射加压素。观察注射加压素后机体尿液浓缩情况的变化。
  


  
    方法：当禁水试验中连续两次尿渗透压相差＜30mmol／L，且继续禁水尿渗透压不再增加时（已达到高峰平顶），即测定血浆渗透压，并皮下注射ADH5U。分别在注射后1小时和2小时测定尿渗透压，必要时测定血渗透压及血电解质。
  


  
    3﹒高渗盐水试验
  


  
    正常人静脉滴注高渗盐水后，血浆渗透压升高，ADH大量释放，尿量明显减少，尿比重增加。尿崩症患者滴注高渗盐水后尿量不减少，尿比重不增加，但注射加压素后，尿量明显减少，尿比重明显升高。本试验对高血压与心脏病患者有一定危险，需要严密监控，目前已较少应用。
  


  
    方法：患者于试验日零时后禁水5～12小时，同时禁茶、咖啡、烟酒。试验前1小时内按20ml／kg饮水，并于首次饮水30分钟后排空膀胱，此后每15分钟留尿一次。如计算尿量＞5ml／min，可继续该试验，否则应终止试验。留尿后以0.25ml／（kg·min）的速度静脉滴注2.5%氯化钠溶液45分钟，开始滴注后每15分钟留尿一次，共留尿3次。如滴注盐水后尿量不减，可静脉注射ADH0.1U，继续观察尿量及尿比重或尿渗透压。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒尿比重／渗透压
  


  
    尿崩症患者尿比重常低于1.005，尿渗透压一般低于200mmol／L。
  


  
    2﹒血肌酐、电解质及血渗透压
  


  
    尿崩症患者的血肌酐、血电解质一般都位于正常范围内，血渗透压通常＜295mmol／L。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒精氨酸加压素测定
  


  
    肾性尿崩症患者血浆ADH基础值即显著升高，而中枢性尿崩症ADH基础值则显著降低，禁水后亦无显著变化。血浆ADH测定可以对体内ADH进行精确的定量分析。
  


  
    2﹒动态／功能试验
  


  
    （1）禁水试验：正常人禁水后尿量明显减少，尿比重通常会超过1.020，尿渗透压超过800mmol／L，并不出现明显失水。而尿崩症患者禁水后尿量仍多，尿比重通常小于1.010，尿渗透压不超过血浆渗透压。但部分症状较轻患者可能仍存在一定的ADH分泌或对ADH的反应性，因此尿比重可大于1.015，但一般不超过1.020。本法简单易行，但禁水后尿液最大浓缩能力除受ADH影响外，还取决于肾髓质的高渗状态，因此单纯依靠禁水后最大尿比重或尿渗透压来诊断尿崩症是不可靠的。
  


  
    （2）加压试验：正常人禁水后体内已有大量ADH释放，注射外源性ADH不能使尿液进一步浓缩，因此禁水一定时间后注射加压素，非尿崩症患者尿渗透压升高幅度不大，一般不超过5%。中枢性尿崩症患者因血中ADH绝对缺乏，故注射ADH后较注射前尿渗透压至少增加9%以上，增加程度与ADH缺乏程度相关，完全中枢性尿崩症患者尿渗透压一般可升高50%以上，部分性中枢性尿崩症患者尿渗透压升高幅度在9%～50%。但肾性尿崩患者肾脏对ADH不敏感，故在禁水后尿液不能浓缩，注射加压素后仍无反应。精神性多饮与部分性尿崩症患者可能存在一定的交叉，需注意鉴别。本法简单可靠，但在禁水过程中患者可能出现严重脱水，因此必须在严密观察下进行。禁水‐加压素试验结果解释见表5‐1。
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      表5‐1 禁水‐加压素试验结果解释
    


    

  


  
    （3）高渗盐水试验：中枢性尿崩症对高渗盐水反应不明显，但对血管加压素反应良好，肾性尿崩症对二者均无反应。正常人与精神性多饮对高渗盐水反应良好，尿比重及尿渗透压显著升高，尿比重一般大于1.020，尿渗透压大于750mmol／L。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    尿崩症患者常有尿量大量增加、高血钠、尿比重和尿渗透压降低；禁水试验后尿量仍多，尿比重通常小于1.010，尿渗透压不超过血浆渗透压。中枢性尿崩症患者加压试验后较注射前尿渗透压至少增加9%以上。完全中枢性尿崩症患者尿渗透压一般可升高50%以上，部分性中枢性尿崩症患者尿渗透压升高幅度在9%～50%；肾性尿崩症加压试验后，尿量、尿渗透压无反应。
  


  
    第六节 内分泌性高血压
  


  
    内分泌性高血压主要是指由于肾上腺、甲状腺等原因所引起的血压升高。肾上腺的肿瘤是引起“内分泌性”高血压的重要原因。肾上腺可分为皮质和髓质两部分。肾上腺的外面为皮质，中间为髓质。肾上腺皮质的增生或肿瘤主要引起两种疾病———皮质醇增多症和原发性醛固酮增多症。而髓质的肿瘤主要为嗜铬细胞瘤。
  


  
    本节主要介绍肾上腺原因引起的高血压，以下将对皮质醇增多症、原发性醛固酮增多症、嗜铬细胞瘤进行分述。
  


  
    一、皮质醇增多症
  


  
    皮质醇增多症又称库欣综合征（cushing’ssyndrome）是肾上腺皮质疾病中最常见的一种，由多种原因引起肾上腺皮质分泌过多的糖皮质激素（主要为皮质醇）所致。皮质醇增多症按病因可分为ACTH依赖性和非依赖性皮质醇增多症两大类。主要临床表现为满月脸，多血质面容，向心性肥胖，皮肤紫纹，痤疮，高血压和骨质疏松等。肾上腺的病变可为增生、腺瘤或癌。儿童患者，癌较多。
  


  
    （一）实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐6。
  


  
    （二）相关实验
  


  
    皮质醇增多症的诊断包括功能诊断和病因诊断，尽管部分皮质醇增多症患者有典型的临床症状和体征，但明确的诊断及病因诊断要依靠实验室检查的支持。
  


  
    1﹒血皮质醇
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      图5‐6 皮质醇增多症实验室分析路径图
    


    

  


  
    皮质醇是肾上腺皮质分泌的一种类固醇激素，在生理状态下，89%以上的循环血中的皮质醇与皮质类固醇结合球蛋白（CBG）和白蛋白相结合，其中大部分与CBG结合，皮质醇的降解主要在肝脏。
  


  
    （1）标本要求：血清或肝素、EDTA或枸橼酸钠抗凝的血浆均可。用枸橼酸钠抗凝的血浆测定结果要比用肝素、EDTA抗凝的血浆低10%左右。标本在室温下放置不宜超过8小时，2～8℃下放置不宜超过48小时。超过48小时不能检测的标本应置－20℃以下保存，避免反复冻融。
  


  
    （2）检测方法：放射免疫分析法、发光免疫分析和电化学发光免疫分析。
  


  
    （3）参考范围（ECLIA）：上午8时：147.3～609.3nmol／L；下午4时：64～340nmol／L；午夜12时：≤165.6nmol／L。
  


  
    2﹒尿游离皮质醇
  


  
    （1）标本要求：24小时尿，加10ml甲苯防腐混匀，量总体积（ml），再取混匀尿液约20ml准备用于萃取提纯。室温下放置不宜超过8小时，2～8℃下放置不宜超过3天，标本禁用叠氮钠防腐。
  


  
    （2）检测方法：放射免疫分析法，高效液相色谱法等。参考范围（ECLIA）：5～165nmol／24h。
  


  
    3﹒尿17‐羟皮质类固醇检测方法
  


  
    比色法。标本：24小时尿。参考范围：成年男性13.8～41.4μmol／24h，成年女性11～28μmol／24h。
  


  
    4﹒尿17‐酮皮质类固醇检测方法
  


  
    化学显色法和气相色谱法。标本：24小时尿。参考范围：成年男性28.5～61.8μmol／24h，成年女性20.8～52.1μmol／24h。
  


  
    5﹒唾液皮质醇检测方法
  


  
    放射免疫分析法、酶免疫分析法、电化学发光免疫分析法等。标本收集当天受检者应戒烟，停用甘草制剂和咀嚼烟草；标本收集前3小时不刷牙；禁饮禁食15～20分钟，清水漱口后，静息，弃去第一口唾液，将唾液收集器中的棉棒置于舌下，待唾液自然流入，防止混入水、血和痰，使棉棒饱和。唾液标本在室温下可储存7天，5℃下储存3个月，－20～80℃下储存1年。室温下储存1个月，浓度降低9.2%（95%可信区间3.8%～14.3%），冻融次数在4次以内并不影响其浓度。影响因素：使用皮质激素类药物如抑郁症患者、糖尿病患者、高血压患者及患牙龈炎、口腔溃疡、口腔有伤者。
  


  
    6﹒促肾上腺皮质激素
  


  
    促肾上腺皮质激素（adreno‐cortico‐trophic‐hormone，ACTH）是维持肾上腺正常形态和功能的重要激素。它的合成和分泌是垂体前叶在下丘脑促皮质素释放激素（CRH）的作用下，在腺垂体嗜碱性粒细胞内进行的。
  


  
    （1）标本要求：血浆。血浆用塑料管分装，不应用玻璃试管。冰水送检，送检后立即检测。
  


  
    （2）检测方法：放射免疫分析法、免疫放射分析法、发光免疫分析和电化学发光免疫分析法等。
  


  
    （3）参考范围：0～18.9pmol／L。
  


  
    7﹒硫酸脱氢表雄酮测定
  


  
    硫酸脱氢表雄酮（dehydroepiandrosteronesulfate，DHEA‐S）主要来源于肾上腺皮质网状带，女性几乎全部来自肾上腺皮质，男性95%来源于肾上腺。DHEA‐S有极微弱的雄激素活性，几乎不显示任何的昼夜节律波动。
  


  
    （1）检测方法：放射免疫分析法、电化学发光免疫分析法。
  


  
    （2）参考范围（ECLIA）：男性：0.44～13.4μmol／L；女性：0.26～11.0μmol／L；儿童：0.01～16.5μmol／L。
  


  
    8﹒动态／功能试验
  


  
    小剂量地塞米松抑制试验、大剂量地塞米松抑制试验、甲吡酮试验、CRH兴奋试验。
  


  
    9﹒其他检测
  


  
    血细胞分析、血电解质及血气分析和糖耐量试验等。
  


  
    （三）结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    （1）血皮质醇：午夜血皮质醇水平波动在280～740nmol／L，则诊断皮质醇增多症的特异性可达98%。午夜血皮质醇水平易受各种应激因素影响，波动较大，疾病早期常在正常范围，假阴性多，单次测定意义不可靠。皮质醇增多症患者皮质醇的分泌通常失去正常的昼夜节律，即晨间分泌高于正常，午夜的分泌不低于正常或高于午后的分泌水平。血皮质醇昼夜节律消失为筛选库欣综合征敏感性最强的检测指标，对于血皮质醇节律，三点法（8：00，16：00，24：00）敏感性高于两点法（8：00，16：00或8：00，24：00）。影响因素：口服雌激素、避孕药，或妊娠、情绪紧张、疼痛、焦虑、郁抑等情况下血皮质醇水平往往增高。在使用泼尼松龙、甲泼尼龙或泼尼松治疗的患者会出现假性皮质醇升高。美替拉酮试验可导致11‐脱氧皮质醇升高，由于交叉反应也可出现假性皮质醇升高。患21‐羟基酶缺损的患者，体内21‐脱氧皮质醇升高，因而可出现皮质醇升高。
  


  
    （2）小剂量地塞米松抑制试验
  


  
    1）1mg地塞米松过夜抑制试验：清晨8时采血测皮质醇，午夜一次口服地塞米松1mg，次晨8时测皮质醇。
  


  
    2）正规小剂量地塞米松抑制试验：第一、二天，收集24小时尿测尿游离皮质醇，尿17‐羟皮质类固醇和肌酐；第三、四天口服地塞米松，每次0.5mg、每日4次，或每次0.75mg、每日3次，同时收集24小时尿测定尿游离皮质醇，尿17‐羟皮质类固醇和肌酐，第四天16时取血测皮质醇。
  


  
    小剂量地塞米松抑制试验是确诊库欣综合征的经典方法，正常人血皮质醇抑制率超过50%。单纯性肥胖者尿17‐羟皮质类固醇可偏高，小剂量地塞米松抑制试验后可等同于正常人。库欣综合征患者垂体ACTH对皮质醇的负反馈作用有一定的抵抗性，肾上腺腺瘤患者皮质醇分泌呈自主性，小剂量地塞米松不能受抑，仍高出对照值50%以上。在使用放射免疫吸附法检测时，地塞米松与皮质醇一般无交叉反应。1mg地塞米松过夜抑制试验有较高的假阴性率，2mg地塞米松相当于4倍的皮质醇生理分泌量，故2mg地塞米松抑制试验较1mg地塞米松过夜抑制试验更为可靠。试验的结果往往与基础皮质醇的水平呈正相关，即基础皮质醇水平越低，抑制试验阴性率越高。
  


  
    （3）唾液皮质醇：具有生物活性的游离皮质醇经唾液腺腺泡细胞扩散进入唾液，成为唾液皮质醇，能反映大约70%的血清游离皮质醇水平。皮质醇在血液和唾液中5分钟内就能迅速达到平衡。因其不受血清CBG变化的影响，一般认为唾液皮质醇能反映血中具有生物活性的游离皮质醇水平，并且其浓度不受唾液流速的影响。欧洲内分泌学会在2008年库欣综合征的诊断指南中推荐将午夜SC的检测作为CS的筛查指标之一。无论何种病因引起的库欣综合征其唾液皮质醇的高峰及低谷值都是明显升高的，且其昼夜节律往往消失。正常人群午夜唾液皮质醇水平多低于3.0～4.0nmol／L。单纯性肥胖患者的午夜唾液皮质醇均值为0.6～3.8nmol／L，而库欣综合征患者的均值为22.7～89.8nmol／L。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）尿游离皮质醇：血皮质醇大部分与CGB结合，不具有生物活性，具有生物活性的血游离皮质醇可随尿排除，即尿游离皮质醇。测定尿液游离皮质醇比测定血中总皮质醇更能准确反映肾上腺皮质的分泌功能，是目前诊断皮质醇增多症最可靠指标，敏感性可达95%。为提高测定的准确性，可连续测定2～3天后取平均值。24小时尿游离皮质醇正常上限波动范围在80～120μg／24h。水平高于正常上限支持皮质醇增多症的诊断。异位ACTH综合征患者24小时尿游离皮质醇水平明显高于其他类型的患者，往往大于1242nmol／24h。肾上腺皮质癌表现为皮质醇增多症者，90%以上尿液游离皮质醇在200μg／24h以上，而正常人应低于100μg／24h。
  


  
    （2）尿17‐羟皮质类固醇：17‐羟皮质类固醇为皮质醇的主要代谢产物，测定24小时尿17‐羟皮质类固醇排量可间接反映24小时皮质醇的分泌情况，理论上优于单次血皮质醇测定。尿17‐羟皮质类固醇增高主要见于各种原因所致的皮质醇增多症，尤以肾上腺皮质肿瘤增高最为显著，往往大于70μmol／24h。肾上腺癌或异位ACTH综合征患者尿17‐羟皮质类固醇，尿17‐酮皮质类固醇往往非常高，尿17‐羟皮质类固醇常大于138μmol／24h，甚至高达267μmol／24h，和（或）尿17‐酮皮质类固醇大于174μmol／24h。单纯性肥胖者尿17‐羟皮质类固醇也会高于正常值。一些肝酶诱导剂可加快可的松的代谢而不形成带有Porter‐Silber色谱原的衍生物，导致假阴性结果。葡萄糖、果糖、维生素C、尿酸、胆红素、丙酮以及某些药物如磺胺嘧啶、奎宁、肼屈嗪、司可巴比妥等也会产生Porter‐Silber反应产物而对结果造成干扰（完成Porter‐Silber颜色反应的Porter‐Silber比色法是测定尿17‐羟皮质类固醇的常用方法）。
  


  
    （3）尿17‐酮皮质类固醇：尿17‐酮皮质类固醇是肾上腺皮质激素和雄激素的代谢产物，皮质醇增多症患者尿17‐酮皮质类固醇增高，但由于受睾丸和卵巢内分泌功能的影响，尿17‐酮皮质类固醇比尿17‐羟皮质类固醇特异性差。当肾上腺癌伴或不伴皮质醇增多症时，其值较尿17‐羟皮质类固醇增高显著，而肾上腺腺瘤却降低或正常。正常人和ACTH依赖性皮质醇增多症患者中，尿17‐酮皮质类固醇排泄量是尿17‐羟皮质类固醇的1.5～2.0倍。
  


  
    （4）ACTH：ACTH的检测主要用于ACTH依赖性和非ACTH依赖性皮质醇增多症的鉴别诊断。传统RIA可检测ACTH的低限为2.2pmol／L。当ACTH高于正常高值时，则支持ACTH依赖性皮质醇增多症。如检测不到，则支持非ACTH依赖性皮质醇增多症。用IRMA法可检测ACTH的低限为1.1pmol／L。此法检查肾上腺腺瘤，自主性双侧肾上腺增生所致的皮质醇增多症的血ACTH持续性低于1.1pmol／L时，可确诊为ACTH依赖性皮质醇增多症。一般库欣综合征患者血ACTH升高，通常在16.5～44pmol／L。异位ACTH综合征患者的血ACTH明显升高，通常＞44pmol／L。
  


  
    （5）大剂量地塞米松抑制试验
  


  
    1）经典大剂量地塞米松抑制试验（3日法）：试验第1天留24小时尿测定尿游离皮质醇作为对照，第2天起口服地塞米松2.0mg，每6小时1次，连续2天，在服药的第2天再留24小时尿测定尿游离皮质醇，若下降到对照值的50%以下为经典大剂量地塞米松抑制试验被抑制，反之则为不被抑制。
  


  
    2）过夜8mg地塞米松抑制试验：过夜8mg地塞米松抑制试验为简化的大剂量地塞米松抑制试验，即在午夜零点一次服用8mg地塞米松，次日晨血皮质醇降低50%以上为被抑制。目前仍作为鉴别ACTH依赖性皮质醇增多症病因的重要试验。如用药后相同时间点血皮质醇抑制程度达到或超过基础值的50%即可诊断库欣综合征。本试验的特异性为100%，敏感性约为92%。肾上腺肿瘤或异位ACTH综合征的患者多不能达到满意的抑制。
  


  
    （6）甲吡酮试验：每4小时口服甲吡酮500～750mg，共24小时，留服药前一日、服药日及服药次日的24小时尿，测尿17‐羟皮质类固醇，服药次日8时测定血浆11‐去氧皮质醇和皮质醇。甲吡酮为11‐β‐羟化酶的抑制剂，从而阻断11‐去氧皮质醇转化为皮质醇，使皮质醇合成停留在11‐去氧皮质醇阶段，因而皮质醇合成减少，血中皮质醇降低，对下丘脑‐垂体的负反馈抑制作用减弱，ACTH分泌增多，进一步刺激肾上腺皮质，使11‐去氧皮质醇及其代谢产物明显增加。尿17‐羟皮质类固醇升高超过基础值70%或血11‐去氧皮质醇较基础值显著升高，常作为诊断库欣综合征的标准，库欣综合征患者约有70%出现阳性反应，但异源性ACTH患者无阳性反应。因为肾上腺肿瘤为自主性分泌，不受ACTH调节，故无反应。
  


  
    （7）CRH兴奋试验：患者休息2小时后，一次性静脉注射100μg人工合成的羊CRH1‐41，分别测定注射前30分钟时、注射后30分钟、60分钟、90分钟、120分钟ACTH和皮质醇的水平。正常反应为刺激后ACTH和皮质醇峰值≥基础值100%。绝大部分库欣综合征患者在注射CRH后ACTH较基础上升35%以上，血皮质醇上升20%，而异位ACTH综合征和肾上腺肿瘤者无反应。本试验可提高对ACTH依赖性皮质醇增多症的鉴别能力。注射CRH后的常见不良反应有短暂轻微的兴奋状态，面部轻微充血、潮红及口腔内金属味，一般均能耐受。
  


  
    （8）DHEA‐S测定：肾上腺皮质腺瘤的特征之一是不分泌雄激素，而腺瘤以外的肾上腺皮质随内源性ACTH分泌减少而趋于萎缩，血清DHEA‐S低于1μmol／L时支持肾上腺皮质腺瘤的诊断。肾上腺癌往往合并雄激素高于其他类固醇，合成的雄激素以DHEA‐S为主要代表，与其他肾上腺皮质类固醇相比DHEA‐S浓度越高，越有理由怀疑肾上腺癌。
  


  
    （9）血电解质及血气分析：几乎所有的异位ACTH综合征患者的血钾都偏低，通常＜3.0mmol／L。一些患者还伴有低钾性代谢性碱中毒。明显的低钾性碱中毒还常见于肾上腺癌。但约10%库欣综合征患者也有低钾血症，需结合其他检查加以鉴别。异位ACTH综合征患者血中HCO－3往往大于30mmol／L。
  


  
    3﹒常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    皮质醇增多症实验室诊断主要是判断患者血液、唾液皮质醇昼夜节律消失，午夜血皮质醇，唾液皮质醇浓度明显升高，尿游离皮质醇排泄增加，ACTH升高多支持异位ACTH综合征，库欣综合征诊断，ACTH降低多支持肾上腺腺瘤诊断。
  


  
    二、原发性醛固酮增多症
  


  
    原发性醛固酮增多症（primaryaldosteronism，PA），简称原醛，是由于肾上腺皮质球状带发生病变，分泌过量的醛固酮，引起潴钠排钾，体液容量扩张致使人体内分泌代谢发生一系列紊乱的疾病。醛固酮腺瘤（aldosterone‐producingadenoma，APA）和特发性醛固酮增多症（idiopathichyperaldosteronism，IHA），简称特醛，是最常见的两种亚型，分别占原醛的70%～80%及10%～20%。其他亚型还包括：原发性肾上腺皮质增生（primaryadrenalhyperplasia，PAH）、糖皮质激素可抑制性醛固酮增多症（glucocorticoid‐remdiablealdosteronism，GRA）、分泌醛固酮的肾上腺皮质癌（aldosterone‐secretingadrenocorticalcarcinoma）、家族性醛固酮增多症（familialhyperaldosteronism，FH）、异位醛固酮分泌腺瘤和癌（ectopicaldosterone‐producing adenomaandcarcinoma）。主要临床表现有：高血压、低血钾、肌力改变、心电图异常、肾脏浓缩功能下降。另外还可出现糖耐量减低或糖尿病等。
  


  
    （一）实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐7。
  


  
    [image: 原发性醛固酮增多症实验室分析路径图]


    
      图5‐7 原发性醛固酮增多症实验室分析路径图
    


    
      ＊各实验室应根据实际情况建立自己实验室的切点值
    

  


  
    （二）相关实验
  


  
    实验室检查对原发性醛固酮增多症的诊断、鉴别诊断、治疗效果的判断都有十分重要的作用，下面介绍临床常用的筛查实验、确诊试验、分型及定位试验。
  


  
    1﹒肾素‐血管紧张素‐醛固酮系统（renin‐angiotensin‐aldosteronesystem，RAAS）的测定及卧立位试验
  


  
    （1）试验方法：①卧床8小时以上，于清晨8点采血5ml，检测血肾素活性、血管紧张素Ⅱ、醛固酮水平。注意：血肾素活性、血管紧张素Ⅱ的采血管需采用EDTA抗凝并加盖、预冷，采血后立即置冰浴中，迅速分离血浆并加转化酶抑制剂，－20℃保存，醛固酮检测采用血清、血浆均可；②卧位采血后，站立2～4小时，然后静坐5～15分钟采血。
  


  
    （2）参考范围（放射免疫吸附法）：
  


  
    血浆肾素活性：卧位：0.05～0.79μg／（L·h）
  


  
    立位：1.95～3.99μg／（L·h）
  


  
    血管紧张素Ⅱ：卧位：28.2～52.2ng／L
  


  
    立位：55.3～115.3ng／L
  


  
    血浆醛固酮：卧位：48.5～123.5ng／L
  


  
    立位：63～233.6ng／L
  


  
    （醛固酮单位换算：1ng／dl＝27.7pmol／L）
  


  
    （3）注意事项及影响因素：留取血标本前应停用肾上腺盐皮质激素受体拮抗剂（如螺内酯、依普利酮）和盐酸阿米洛利减量使用（＜5mg／d）至少6周；β受体阻滞剂、血管紧张素受体阻滞剂、钙离子通道阻滞剂、血管紧张素转换酶抑制剂等也可影响肾素活性，故在采集标本前也应停用；α受体拮抗剂对肾素‐血管紧张素‐醛固酮系统影响较小，行肾素‐血管紧张素‐醛固酮系统检查时可用来控制血压。低钾血症者原则上应在纠正血钾后留取血样标本。停用上述药物后应密切监测患者血压和血钾变化。在卧立位采血时，为便于分析，可同时采血查皮质醇，用以判别ACTH或应激对醛固酮的影响。
  


  
    2﹒血钾及24小时尿钾的测定见第七章。
  


  
    3﹒血气分析、尿酸碱度测定见第七章。
  


  
    4﹒24小时尿醛固酮的测定
  


  
    （1）试验方法：留取标本前应停用肾上腺盐皮质激素受体拮抗剂（如螺内酯、依普利酮）和盐酸阿米洛利减量使用（＜5mg／d）至少6周，患者从前日清晨开始留取24小时尿液，记录尿液总量，混匀后取20ml送检。
  


  
    （2）参考范围（放射免疫吸附法）：普食：1.0～8.0μg／24h；低钠饮食：7～26μg／24h。
  


  
    5﹒螺内酯（安体舒通）试验
  


  
    螺内酯可阻滞醛固酮到达肾远曲小管对电解质的作用，从而纠正水盐代谢、降低血压，减轻患者症状。但尿中醛固酮的排出量仍明显升高。试验方法：固定钠（150mmol／d）、钾（50mmol／d）摄入量，饮蒸馏水，不用牙膏刷牙，头三天为对照日。第四天起服螺内酯300mg／d。
  


  
    6﹒钠负荷试验
  


  
    （1）口服高钠实验：尽量纠正低血钾，高钠饮食（＞6g／d或200mmol／d）连续3天后，测定24小时尿钠、醛固酮量。
  


  
    （2）静脉盐负荷试验：卧位至少1小时，于清晨采集静脉血测定基础血肾素活性、醛固酮、皮质醇、血钾，然后静脉滴注0.9%NaCl溶液500ml／h，4小时后再次测量血肾素活性、醛固酮、皮质醇、血钾。试验过程中应密切检测血压和心率。
  


  
    7﹒高钠氟氢可的松抑制试验
  


  
    氟氢可的松有潴钠潴水作用，使血容量显著扩张，在正常情况下抑制肾素‐血管紧张素系统，进而使醛固酮分泌减少。原醛时，醛固酮分泌呈自主性，不受血容量扩张抑制。对于重度高血压且不能有效控制者或近半年发生过心血管事件者均不宜进行。同时，高钠氟氢可的松抑制试验可加重原醛患者的低血钾，故要积极补钾。试验方法：停用所有影响检查结果的药物2周以上，利尿药则停用4周以上，予氟氢可的松0.1mg，每6小时一次，共4天，同时予高钠饮食（＞200mg／d或300mmol／d），使尿钠达3mmol／kg，适度补钾，使血钾达4.0mmol／L。清晨10：00立位测定血肾素活性、醛固酮，7：30和10：00测定皮质醇。
  


  
    8﹒卡托普利抑制试验
  


  
    卡托普利是一种血管紧张素转化酶抑制剂，像正常人滴注盐水抑制肾素分泌一样，卡托普利可抑制正常人的血管紧张素Ⅰ向Ⅱ转换，从而减少醛固酮的分泌，降低血压。因此为避免盐水滴注试验时因血容量增加而加重病情的危险，可推荐采用卡托普利试验。试验方法：立位1小时以上，清晨空腹采血测定血肾素活性、醛固酮，然后口服卡托普利25～50mg，保持立位分别于服药后1小时、2小时测定血肾素活性、醛固酮。
  


  
    9﹒体位及呋塞米激发试验
  


  
    正常人上午8时卧位到中午12时，血醛固酮水平下降，与血浆皮质醇下降相一致，如取立位则醛固酮水平上升，说明体位作用超过ACTH作用。试验方法：患者取仰卧位（至少静卧2小时），清晨8点采血测定基础血醛固酮，肌内注射呋塞米40mg或0.7mg／kg，取直立位2小时或4小时后再次采血测定血醛固酮。
  


  
    10﹒赛庚啶抑制试验
  


  
    赛庚啶为血清素拮抗剂，血清素可刺激醛固酮分泌，特醛的一个可能机制就是血清素能神经元活性增高。试验方法：患者取仰卧位（至少静卧2小时），清晨8点采血测定基础血醛固酮，口服赛庚啶8mg，分别在服药后30分钟、60分钟、90分钟、120分钟多次采血测定血醛固酮。
  


  
    （三）结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    （1）肾素‐血管紧张素‐醛固酮系统测定及卧立位试验：原醛的特征为低肾素、高醛固酮。2003年欧洲高血压指南推荐：血醛固酮／血浆肾素活性值大于50应高度怀疑原醛。ARR在原醛诊断的应用已越来越广泛，但对ARR在原醛筛查中的切点尚缺乏一致的意见。2008年欧洲内分泌学会、欧洲高血压学会、世界内分泌学会、世界高血压学会以及日本高血压学会共同推出了原醛指南，指南中明确提出用ARR来筛查原醛，强调由于实验室间差异，切点值的选择应依照各自条件确定。
  


  
    （2）血钾及24小时尿钾的测定：普食，停用影响血钾的药物，采血时避免溶血。另外，因疾病早期低钾可为间歇性，且血钾易受饮食、运动等因素影响，故须多次检测。当血钾＜3.5mmol／L，尿钾＞25mmol／24h或血钾＜3.0mmol／L，尿钾＞20mmol／24h提示尿钾排泄增多。患者可呈持续性低血钾，也可表现为波动性，一般在1.4～3.2mmol／L，也有一部分患者血钾在正常范围。低血钾、高尿钾是原醛的一个重要诊断线索。
  


  
    （3）血气分析、尿酸碱度测定：动脉血气分析示血pH呈碱性，二氧化碳结合力正常或高于正常，提示代谢性碱中毒，但当病程长伴有肾功能损害时也常常被代偿。尿pH一般多呈中性或碱性。
  


  
    （4）24小时尿醛固酮的测定：尿液中有约5%为游离醛固酮，10%为醛固酮‐18‐葡萄糖醛酸苷代谢物，约45%为3α，5β‐四氢醛固酮代谢物。原醛患者尿醛固酮水平多大于11μg／24h，在盐负荷下测定24小时尿醛固酮水平，仅7%的原醛患者尿醛固酮测定值与原发性高血压组重叠。24小时尿醛固酮可避免由于体位因素导致的醛固酮的波动。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）钠负荷试验：钠负荷时，肾远曲小管钠离子浓度增加，对钠的重吸收随之增多，钠钾交换进一步加强，尿钾排泌增多，血钾降低。因此高钠试验可使原醛的症状和生化改变加重。由于盐负荷试验过程中会明显增加血管容量及心脏负荷，因此，试验过程中需严密监测血压、心率、呼吸等变化情况，禁止应用于合并心力衰竭患者，对于血钾已明显降低、肾功能不全、未控制的严重高血压患者不宜行此试验。
  


  
    1）口服高钠实验：尿醛固酮＞12μg／24h并且尿钠量＞200mmol／24h可诊断为原醛，敏感性和特异性可达96%和93%。如果患者在试验前已经是高盐（12g／d）饮食，则没必要进行该试验。
  


  
    2）静脉盐负荷试验：静脉滴注氯化钠后，血醛固酮水平仍在10ng／dl以上者，可诊断为原醛，5～10ng／dl者为可疑，5ng／dl以下者基本可排除原醛。注意：静脉盐负荷试验应在晨间进行，因为在肾素瘤和糖皮质激素可治性醛固酮增多症患者ACTH的昼夜分泌节律可能会影响醛固酮水平，从而导致假阴性结果；同时要求患者每次立位10～15分钟后取血。
  


  
    （2）高钠氟氢可的松抑制试验：高钠氟氢可的松抑制试验是原醛的确诊手段，已被列入2003年欧洲高血压指南。该检查可靠，不需要重复。原醛患者立位血浆醛固酮＞6ng／dl可确诊为原醛，需确保立位血浆肾素活性＞1μg／（L·h），皮质醇10：00浓度低于7：30浓度，以排除ACTH的影响。
  


  
    （3）卡托普利抑制试验：在正常人及原发性高血压患者，血醛固酮可下降30%以上；原醛患者则不被抑制，并且血醛固酮／肾素活性＞50ng／dl：ng／（ml·h），对原醛诊断的敏感性为71%～100%，特异性为91%～100%。
  


  
    （4）体位及呋塞米激发试验：一般认为腺瘤患者醛固酮分泌有一定的自主性，不受肾素‐血管紧张素的影响，取站立位后血醛固酮不上升；而特醛患者醛固酮分泌呈非自主性，且对肾素‐血管紧张素的反应增强，在站立位时，血肾素的轻微升高即可使血醛固酮增多，血醛固酮水平较基础值上升30%以上。然而近来研究发现，部分腺瘤患者体位激发后醛固酮亦明显升高，因此目前认为体位激发后血醛固酮升高者不能排除腺瘤，而血醛固酮下降者可确诊腺瘤。
  


  
    （5）赛庚啶抑制试验：特醛患者血浆醛固酮下降110pmol／L（4ng／dl）以上，或较基础值下降30%，90分钟下降最明显，平均下降约50%。醛固酮瘤患者血浆醛固酮无变化。
  


  
    （6）螺内酯（安体舒通）试验：原醛患者，一般服药一周后，血钾上升，尿钾减少，血浆CO2结合力下降，肌无力、麻木症状改善，夜尿减少，约半数患者血压有下降趋势。继续服药2～3周，多数患者血压可以下降，血钾基本恢复正常，碱中毒纠正，但对合并严重肾脏损害的原醛患者，血压下降可不明显。本试验可作为门诊原醛患者的筛选，但不能鉴别出原发性还是继发性醛固酮增多症。此外，因该药还拮抗其他盐皮质激素包括去氧皮质酮、皮质酮、氟氧皮质酮和皮质醇等，对失钾性肾病（肾炎或肾盂肾炎）患者，服螺内酯后不受影响，可作为与醛固酮增多症的鉴别依据之一。
  


  
    （7）肾上腺静脉采血及造影：多数人认为肾上腺静脉采血生化检查比肾上腺静脉造影更具有优越性。肾上腺静脉造影的定位率为78%，而肾上腺静脉采血的定位率为95%，肾上腺静脉造影和采血结合起来，诊断定位率是100%。肾上腺静脉采血测定醛固酮联合肾上腺静脉造影是原醛定位诊断最有效的方法。在其他检查方法难于明确诊断时，可采用该法。
  


  
    3﹒常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    原醛的特征为低肾素、高醛固酮。2008年欧洲内分泌学会、欧洲高血压学会、世界内分泌学会、世界高血压学会以及日本高血压学会共同推出了原醛指南，指南中提出用ARR来筛查原醛，强调由于实验室间差异，切点值的选择应依照各自条件确定。再结合钠负荷、体位及呋塞米激发试验等确诊、分型与定位试验来判断。
  


  
    三、嗜铬细胞瘤
  


  
    嗜铬细胞瘤（pheochromocytoma）是由神经嵴起源的嗜铬细胞肿瘤，大多来源于肾上腺髓质的嗜铬细胞。嗜铬细胞瘤可发生在任何年龄，其发病高峰为20～50岁，在初诊的高血压病患者中所占比例为0.1%～0.5%。嗜铬细胞主要合成和分泌儿茶酚胺（catecholamine，CA），包括肾上腺素（epinephrine）、去甲肾上腺素（norepinephrine）和多巴胺（dopamine，DA）。主要临床表现有高血压，其中阵发性占45%，持续性占50%，血压正常占5%，可有头痛、心悸、多汗三联征。
  


  
    （一）实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐8。
  


  
    [image: 嗜铬细胞瘤实验室分析路径图]


    
      图5‐8 嗜铬细胞瘤实验室分析路径图
    


    

  


  
    （二）相关实验
  


  
    由于部分嗜铬细胞瘤的发病具有“间歇性发作性”的特点。因此嗜铬细胞瘤的实验室检查强调时效性，症状发作时进行采样可增加检出的阳性率。
  


  
    1﹒总甲基肾上腺素类物质测定
  


  
    总甲基肾上腺素类物质（metanephrines，MNs）包括甲氧基肾上腺素（metanephrine，MN）和去甲氧基肾上腺素（normetanephrine，NMN）分别是肾上腺素和去甲肾上腺素的中间代谢产物，与CA相比，MNs对嗜铬细胞瘤有更大的诊断价值。在血压增高，尤其是症状发作时采集更有意义。与MNs有关的检测指标主要有血MNs和尿总MNs。
  


  
    （1）血浆游离甲氧基肾上腺素（MN）和去甲氧基肾上腺素（NMN）：清晨，空腹，平卧20分钟后采血，用肝素或EDTA抗凝，用4℃低温离心机离心，尽快分离血浆，－20℃以下保存。
  


  
    参考范围（HPLC法）：MN：12～61pg／ml，NMN：18～112pg／ml
  


  
    （2）尿MN和NMN及尿总MNs：在清洁的尿液收集容器中添加37%浓盐酸5ml，患者从前日清晨开始留取24小时尿液，记录尿液总量，混匀后取20ml，保存于－20℃待测。
  


  
    参考范围：
  


  
    尿总NMs（分光光度计测定）：0～1.2mg／24h
  


  
    尿MN（HPLC）：26～230μg／24h
  


  
    尿NMN（HPLC）：44～540μg／24h
  


  
    影响因素：MN和NMN在外源性和内源性CA增多或在使用单胺氧化酶（MAO）抑制剂治疗时可明显增加，普萘洛尔（心得安）的代谢产物也可以增加尿MN排出量。
  


  
    2﹒血CA测定
  


  
    （1）方法：基础值测量可在清晨，空腹，平卧20分钟后采血，用肝素或EDTA抗凝，尽快在4℃分离血浆，－20℃以下保存。血压增高，尤其是症状发作时采集更有意义，必要时可测量基础值。
  


  
    （2）参考范围（HPLC法）：
  


  
    血肾上腺素：0.05～1.39nmol／L
  


  
    血去甲肾上腺素：0.51～3.26nmol／L
  


  
    3﹒尿CA测定
  


  
    （1）方法：在清洁的尿液收集容器中添加37%浓盐酸5ml，患者从前日清晨开始留取24小时尿液，记录尿液总量，混匀后留取20ml，保存于－20℃待测。同时应测定肌酐清除率来评估尿量是否足够。
  


  
    （2）注意事项：①正确收集24小时尿至关重要，因为尿量对结果的影响很大，为能考核留尿是否正确，建议同时测定尿肌酐，留尿的容器应为深色，且应加一定的酸以便酸化使pH维持在1.0～3.0，最好将容器置于冰箱内。如果在非发作期，由于没有CA的过度分泌，因而测定值可能在正常范围内；阵发性高血压发作时，可测定发作后3小时尿CA及其代谢产物并换算成24小时的量，以提高阳性率。②食物和药物的影响：进食有荧光反应的食物和药物会影响尿CA测定，包括香蕉、巧克力、香草类食品、四环素、氯丙嗪、奎宁、水杨酸、B族维生素等，可使尿CA增高；许多药物及可致血尿的药物也可使CA及其代谢产物的测定出现假阳性结果，如拟交感神经药物、L‐多巴、甲基多巴、吗啡、可乐定、柳氨苄心定、三环类抗忧郁药、乙醇、安非他明、含苯二氮的镇静药及含对乙酰氨基酚的解热镇痛剂等。③各种病理和生理因素的影响：运动、过度刺激、精神紧张、低血压、低血容量、低血糖可致交感神经和肾上腺髓质分泌CA增加而出现假阳性结果。充血性心力衰竭、肾性高血压、高去甲肾上腺素性高血压、脑卒中、颅内压增高、脓毒血症、倾倒综合征、睡眠呼吸暂停综合征、神经性厌食、肝功能不全、癌肿转移等也可致血或尿CA及其代谢产物的测定出现假阳性结果。重度肾功能不全患者因尿的收集和尿量的不准确而致尿CA及其代谢产物测定的结果出现误差。
  


  
    （3）参考范围（HPLC）：
  


  
    尿总CA：519～890nmol／24h（100～150μg／24h）
  


  
    尿肾上腺素：0～103.8nmol／24h（0～20μg／24h）
  


  
    尿去甲肾上腺素：77.85～415.2nmol／24h（15～80μg／24h）
  


  
    4﹒尿3‐甲氧基‐4羟基苦杏仁酸测定
  


  
    尿3‐甲氧基‐4羟基苦杏仁酸（vanilylmandelic acid，VMA）是CA的终末代谢产物，嗜铬细胞瘤时CA产生增多，进一步代谢为VMA，最终经尿排出。
  


  
    （1）标本采集：在清洁的尿液收集容器中添加37%浓盐酸5ml，患者从前日清晨开始留取24小时尿液，记录尿液总量，混匀后留取20ml，保存于－20℃待测。
  


  
    （2）参考范围（柱色谱法：单波长360nm比色）：1.9～9.8mg／24h或9.6～49.5μmol／24h。
  


  
    5﹒动态／功能试验
  


  
    即激发试验和抑制试验，激发试验适用于疑为嗜铬细胞瘤的阵发性高血压病患者发作间歇期血压正常时，对持续性高血压（血压＞170／110mmHg）、已有血和尿CA及其代谢产物测定值大于正常1～3倍以上者禁做激发试验；抑制试验适用于持续性高血压、阵发性高血压发作期，或激发试验阳性的患者，当BP＞170／110mmHg时执行。在此介绍几种临床上常用的方法。
  


  
    （1）冷加压试验：试验前停服降压药一周，停服镇静剂48小时，患者安静卧床30分钟，血压稳定后左手腕关节以下浸入4℃的冷水中，1分钟后取出；自入水开始计时，分别于30秒、60秒、90秒、120秒及3分钟、5分钟、10分钟、20分钟各测右臂血压一次。
  


  
    （2）胰高血糖素试验：试验前空腹10小时以上，停服所有药物，先做冷加压试验，待血压下降到基础值时，静脉滴注生理盐水保持静脉通路，血压稳定后，快速静脉推注胰高血糖素1mg，注射前及注射后3分钟分别抽血，并于注射后开始每分钟测一次血压、心率，直到第10分钟。
  


  
    组胺试验：试验前空腹10小时以上，停服所有药物，组胺0.05mg快速静推，注射后3分钟内每30秒测一次血压、心率，以后每分钟监测直至第10分钟。发作时立即采血或留尿查CA。
  


  
    （3）酚妥拉明试验：试验前应停用所有降压、镇静、安眠药物至少48小时，试验时患者安静平卧20～30分钟，每2～5分钟测一次血压、心率，待其稳定后方可开始试验。首先静脉滴注生理盐水，如血压平稳并＞170／110mmHg时，快速静脉注射酚妥拉明5mg，注药后3分钟内每30秒测血压、心率一次，以后每1分钟测一次至10分钟，于15分钟、20分钟时再各测一次血压及心率。发作时立即采血或留尿查CA及代谢产物。
  


  
    （4）可乐定试验：患者过夜空腹10小时，外周静脉插管，卧床休息30分钟后取血测定CA；口服可乐定0.3mg后1小时、2小时、3小时取血测CA。
  


  
    （三）结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    （1）血浆游离甲氧基肾上腺素和去甲氧基肾上腺素：嗜铬细胞瘤患者血浆游离MNs排出量可达正常人的2倍或2倍以上。
  


  
    （2）尿MN和NMN及尿总MNs：嗜铬细胞瘤患者尿MN＞530μg／24h或尿NMN＞1200μg／24h或尿总NMs＞2.4mg／24h，应高度怀疑嗜铬细胞瘤，测定尿MN和NMN的敏感性和特异性较尿CA高。
  


  
    （3）血CA测定：嗜铬细胞瘤时血浆CA较正常增加3～5倍，但血浆CA只代表采血时的水平，结果受环境、活动等因素影响大。根据血肾上腺素浓度来判别肿瘤部位的价值不大。注意事项：体位是CA释放的重要决定因素，立位时去甲肾上腺素水平是卧位的3倍，至少卧位20分钟然后采血。
  


  
    （4）尿CA测定：正常人尿CA排泄率呈昼夜周期性变化，尿CA＞1150nmol／24h（250μg／24h）即有诊断意义，CA超过270nmol／24h（50μg／24h）可提示肿瘤位于肾上腺内。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）尿3‐甲氧基‐4羟基苦杏仁酸测定：①嗜铬细胞瘤时，VMA多大于55μmol／24h，VMA有较好的特异性，但敏感性较差，较小的肿瘤（50g以下）主要释放没有代谢的儿茶酚胺，导致相对低的VMA水平，较大的肿瘤（50g以上）主要释放代谢产物入血，尿中有较高的VMA水平。②部分肿瘤缺少儿茶酚胺代谢的酶，VMA可在正常范围内。在相同的敏感性水平，血FMNs的特异性高于血尿CA、尿FMNs、尿VMA；在相同的特异性水平，血FMNs的敏感性也高于血尿CA、尿FMNs、尿VMA。③单胺氧化酶抑制剂或单胺氧化酶缺陷可致VMA下降，但尿MNs和血浆游离MNs相应增加。
  


  
    （2）动态／功能试验
  


  
    1）冷加压试验：正常人和原发性高血压患者浸冷水后，血压平均较对照值增高12／11mmHg左右，嗜铬细胞瘤患者可增高30／15mmHg以上。此试验虽假阳性和假阴性皆高，但常作为药物激发试验的对比值进行。
  


  
    2）胰高血糖素试验：若注射药物后3分钟内，血浆CA增加3倍以上，血压较冷加压试验最高值增高20／15mmHg，此试验敏感性为83%，特异性为96%，但阴性结果不能排除本病的诊断。试验时，应预先准备5mg酚妥拉明，以便静脉注射来解除可能发生的高血压危象。它是目前国外主要采用的激发试验。
  


  
    3）组胺试验：注射组织胺后30秒内，血压先下降，而后急剧上升，如血压升高＞60／40mmHg，或较冷加压试验的最大值高20／10mmHg，并伴有典型症状发作，提示嗜铬细胞瘤可能，其阳性率为80%以上。此时除立即抽血或留尿以外，应迅速静脉推注酚妥拉明5mg。因组织胺试验有较大危险性，可引起严重高血压，导致心、脑血管并发症的发生，甚至死亡，因此在试验时必须密切观察，备好抢救物品。老年患者不宜做此试验。
  


  
    4）酚妥拉明试验：如注射酚妥拉明后2～3分钟内血压较用药前降低35／25mmHg且持续3～5分钟或更长，提示嗜铬细瘤，其阳性率约80%，同时测定血或尿中的CA水平，有助于明确诊断。由于有的嗜铬细胞瘤患者在注射大剂量酚妥拉明后可出现低血压反应，因此可先注射1mg观察血压变化，如无明显下降再按上述剂量使用。此试验易受药物及多种生理、病理因素的影响而出现假阳性或假阴性结果，如肾衰竭或服用血管扩张剂治疗的患者可有假阳性反应，降压、镇静、安眠的使用可能有假阴性。如注射酚妥拉明后患者出现低血压休克时，首先应加快输液速度，尽快增加血容量，如仍有严重低血压则立即静脉滴注去甲肾上腺素或去氧肾上腺素，必要时对其用肾上腺皮质激素治疗。
  


  
    5）可乐定试验：可乐定为肾上腺素能α受体兴奋剂，可抑制神经源性高血压引起的去甲肾上腺素及去甲氧基肾上腺素释放，非嗜铬细胞瘤患者其水平较服药前下降50%以上，但对嗜铬细胞瘤患者则不能抑制，嗜铬细胞瘤患者血浆去甲肾上腺素＞3nmol／L或下降＜50%，阳性及阴性预测值分别为97%和75%；血浆去甲氧基肾上腺素＞0.6nmol／L或下降＜40%，阳性及阴性预测分别达到100%和96%。该实验是目前常用的抑制试验。
  


  
    3﹒常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    总MNs、血游离MNs，或血儿茶酚胺和尿儿茶酚胺明显增高，大于正常高限2～3倍应考虑嗜铬细胞瘤的诊断；如以上指标≤正常高限2～3倍，可行胰高血糖素激发试验或可乐定抑制试验。
  


  
    第七节 肾上腺皮质功能减退症
  


  
    肾上腺皮质功能减退症按照病因可分为原发性和继发性两大类。原发性肾上腺皮质功能减退症中最常见的是Addison病，是由于结核、肿瘤、自身免疫等原因破坏了双侧肾上腺皮质绝大部分而引起皮质激素分泌不足所致的疾病，临床上大多同时有肾上腺糖皮质激素（皮质醇）和盐皮质激素（醛固酮）分泌不足的表现。继发性是由于下丘脑或垂体等病变引起ACTH分泌不足所致。本病起病隐匿，初期症状轻、不典型，临床表现有虚弱无力、食欲减退、消瘦、低血压、直立性晕厥、女性腋毛和阴毛稀少或脱落等。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图5‐9。
  


  
    二、相关实验
  


  
    参见本章第六节。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒皮质醇
  


  
    清晨血皮质醇值＜138nmol／L为肾上腺皮质功能减退症的诊断依据，而多次测定清晨血皮质醇其均值＜276nmol／L则应进一步检查证实诊断；清晨血皮质醇≥552nmol／L可排除本症，但目前尚无绝对可靠的鉴别分界值。但对于急性危重患者，基础血皮质醇值在正常范围则不能排除肾上腺皮质功能减退症。一次测定结果出现清晨血皮质醇值＜138nmol／L，可能是峰值提前所致，也可能是疾病、药物或异常睡眠类型引起昼夜节律改变所致，故通常需要重复测定。
  


  
    2﹒ACTH兴奋试验
  


  
    [image: 肾上腺皮质功能减退症实验室分析路径图]


    
      图5‐9 肾上腺皮质功能减退症实验室分析路径图
    


    

  


  
    （1）快速ACTH兴奋试验：①方法：于晨8时采血测定血浆皮质醇基础浓度，并立即肌内注射或静脉注射ACTH0.25mg，30分钟和60分钟后重复测定血浆皮质醇浓度。②临床诊断价值和评价：此试验为检查肾上腺皮质的储备功能。正常人注射ACTH30分钟或60分钟后，血浆或血清皮质醇峰值高于500nmol／L，注射ACTH60分钟后血皮质醇的水平要高于30分钟后。原发性肾上腺皮质功能减退症患者，由于内源性ACTH已经最大程度地兴奋肾上腺分泌皮质醇，因此外源性ACTH不能进一步刺激皮质醇的分泌。而刺激后血浆或血清皮质醇峰值低于500nmol／L，则支持肾上腺皮质功能减退症的诊断。血皮质醇基础值受昼夜周期节律的影响，而兴奋后的峰值却是趋于一致的，所以兴奋后血皮质醇的升高反应随基础水平不同而有所不同。
  


  
    （2）连续性ACTH兴奋试验：①方法：第1～2天，收集24小时尿测定24小时尿游离皮质醇或尿17‐羟皮质类固醇含量作为基础值，第3～4天每天以ACTH0.25mg加入5%葡萄糖液500ml缓慢静脉滴注，持续8小时，同时每天收集24小时尿测定24小时尿游离皮质醇或17‐羟皮质类固醇含量。②临床诊断价值和评价：原发性慢性肾上腺皮质功能减退症对任何浓度及任何方式的ACTH刺激均无反应或反应很低。如连续刺激后尿游离皮质醇或17‐羟皮质类固醇反应低下，分别＜200μg／24h或＜27.6μmol／24h，则支持原发性慢性肾上腺皮质功能减退症。因为继发性肾上腺皮质功能减退时，肾上腺的可兴奋性下降，ACTH兴奋数天后，肾上腺的可兴奋性才重新开始增高，故尿游离皮质醇或尿17‐羟皮质类固醇呈低反应或延迟反应。ACTH兴奋试验已被广泛运用，逐渐用于初次检查以鉴别原发性或继发性肾上腺皮质功能减退症。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒尿游离皮质醇
  


  
    肾上腺皮质功能减退症尿游离皮质醇常降低，但是也可接近正常，因此，比较ACTH兴奋试验前后尿游离皮质醇的变化，对本病的诊断更有价值。
  


  
    2﹒尿17‐羟皮质类固醇和尿17‐酮皮质类固醇
  


  
    尿17‐羟皮质类固醇测定是评价肾上腺皮质功能的常用指标之一。原发性慢性肾上腺皮质功能减退症患者尿17‐羟和尿17‐酮水平多低于正常。少数患者可在正常范围内，应考虑部分性Addison病的可能。另外，部分病态的肾上腺皮质在ACTH的刺激下，尚能分泌接近于正常的类固醇激素。
  


  
    3﹒ACTH
  


  
    测定血浆ACTH可鉴别原发性和继发性肾上腺皮质功能减退症。原发性肾上腺皮质功能减退症患者肾上腺皮质分泌皮质激素不足，其对下丘脑‐垂体的负反馈抑制作用减弱，因而垂体分泌ACTH增加，多超过55pmol／L。有的甚至高达4000pg／ml（880pmol／L）。继发性肾上腺皮质功能减退症患者血浆ACTH浓度常低于正常低限。检测ACTH必须在糖皮质激素治疗之前或短效糖皮质激素治疗至少24小时之后，因为糖皮质激素会负反馈抑制ACTH的分泌。
  


  
    4﹒胰岛素低血糖试验
  


  
    患者空腹过夜，上午8：00采血测ACTH、皮质醇后立即静脉注射胰岛素（RI）0.1U／kg，注射后30分钟、60分钟和90分钟采血测定ACTH、皮质醇和血糖。正常人注射胰岛素后血糖降至2.8mmol／L以下，ACTH升高达30pmol／L以上，皮质醇比对照值上升0.8倍以上，至少＞600nmol／L。继发性肾上腺皮质醇减退者血ACTH和皮质醇不上升。
  


  
    5﹒CRH兴奋试验
  


  
    患者休息2小时后，一次性静脉注射100μg人工合成的羊CRH1‐41，分别测定注射前30分钟、注射时及注射后30分钟、60分钟、90分钟、120分钟血ACTH和皮质醇的水平。正常反应为刺激后ACTH和皮质醇峰值≥原基础值100%，继发性肾上腺皮质功能减退症刺激后ACTH和皮质醇上升不足。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    实验室诊断肾上腺皮质功能减退症主要通过清晨血皮质醇值＜138nmol／L为诊断依据，而多次测定清晨血皮质醇其均值＜276nmol／L则应进一步检查证实诊断；清晨血皮质醇≥552nmol／L可排除本症，但目前尚无绝对可靠的鉴别分界值。ACTH升高多支持原发性肾上腺皮质功能减退症的诊断，ACTH降低多支持继发性肾上腺皮质功能减退症的诊断。
  


  
    第八节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，48岁。因“心悸、多汗、体重下降6个月，畏光、流泪1个月”入院。6个月前无明显诱因出现心悸、多汗，体重在半个月左右下降约15kg，1个月前出现畏光、流泪、复视。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压138／80mmHg，心率90次／分。双眼上睑挛缩，双眼球结膜充血、水肿，双眼球前突，不能完全闭合，向内活动障碍，向上、下、外活动良好。双侧甲状腺Ⅱ度肿大，质软，无压痛，未扪及结节，双侧甲状腺上极能闻及嗡鸣音。心肺腹无阳性体征，双下肢无黏液性水肿。
  


  
    辅助检查：
  


  
    甲状腺功能：TSH：0.02mIU／L，FT3：10.5pmol／L，FT4：50pmol／L，rT3：1.0nmol／L，TGAb：80IU／L，TPOAb：20IU／ml；TRAb：65IU／L。
  


  
    甲状腺彩超：甲状腺呈弥漫性、对称性、均匀性肿大。
  


  
    双眼眶CT：双眼前突，多个眼外肌增粗，余未见异常。
  


  
    分析：
  


  
    该病员为中年女性，有典型的甲状腺功能亢进的临床表现，明显眼征，双侧甲状腺Ⅱ度肿大，并可闻及血管杂音。甲状腺B超提示“甲状腺弥漫肿大”，FT3、FT4、rT3升高提示甲亢，因为TSH受到抑制，故为原发（甲状腺）性甲亢。双眼眶CT符合Graves眼病的改变。TRAb滴度升高支持Graves病。
  


  
    诊断意见：
  


  
    甲状腺功能亢进症，Graves病，Graves眼病Ⅳ级。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，40岁。因“颈部增粗、怕冷、脱发、乏力1年，加重伴双下肢水肿半年”入院。1年前无明显诱因出现颈部增粗、怕冷、乏力、脱发，半年前上述症状加重伴双下肢水肿，睡眠增加，腹胀，大便干燥，声音也变低沉。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压120／80mmHg，心率70次／分。甲减面容，语音低沉。甲状腺Ⅲ度肿大，质韧，无触痛，未触及结节。心肺腹无阳性体征，双下肢非凹陷性水肿。
  


  
    辅助检查：
  


  
    甲状腺功能：TSH：＞100mIU／L，FT3：2pmol／L，FT4：5.1pmol／L，rT3：0.2nmol／L，TGAb：1080IU／L，TPOAb：3240IU／ml）。
  


  
    血脂：TG3.2mmol／L，CHOL11.3mmol／L。
  


  
    甲状腺B超：双侧甲状腺回声欠均匀，腺体内无血流信号。
  


  
    甲状腺针刺活检：大量淋巴细胞浸润，少量滤泡上皮细胞。
  


  
    分析：
  


  
    该患者为中年女性，病程1年。有较典型的甲状腺功能减退的临床表现如怕冷、乏力、甲状腺功能减退面容等。因为TSH升高，FT3、FT4降低故为原发性甲减。TGAb及TPOAb明显升高、甲状腺B超及甲状腺病理检查均支持病因为桥本甲状腺炎。
  


  
    诊断意见：
  


  
    原发性甲状腺功能减退症，桥本甲状腺炎。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，28岁。因“体重增加伴面容改变3＋年，发现血糖升高6天”入院。入院前3＋年患者无明显原因出现体重增加，3年内增加15kg，无食欲亢进，四肢瘦小，伴有面容改变，自觉头围增大（具体不详），眉弓、颧骨突出，舌宽大，且手掌、脚掌变厚，手指、足趾变粗，鞋子由原来的41码增至43码，无头痛、视野缺损、视物模糊等，未重视。6天前，因“鼻窦炎”住中江县医院拟行手术，发现血糖高，空腹和三餐后2小时血糖分别为13.07mmol／L、23.21mmol／L、20.92mmol／L、20.21mmol／L，尿常规：Glu（＋），CT：右侧上颌窦及双侧筛窦见大量软组织密度影，垂体窝突向蝶窦。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压140／84mmHg，身高：164cm，体重：83kg，BMI：30.86kg／m2，额部、颧骨突出，唇厚，舌宽大，心、肺、腹无阳性体征，双手粗厚，双足肥大。
  


  
    辅助检查：
  


  
    血浆GH葡萄糖抑制试验：0分钟、30分钟、60分钟、120分钟GH分别为：29.66ng／ml，23.64ng／ml，17.32ng／ml，10.23ng／ml，IGF‐1：76.5μg／L。
  


  
    OGTT：空腹血糖为10.21mmol／L，餐后血糖为20.32mmol／L。
  


  
    垂体前叶其他激素均正常。
  


  
    头部MRI：垂体窝内结节影0.8cm×0.8cm，垂体瘤。
  


  
    患者转入脑外科行γ刀治疗。
  


  
    分析：
  


  
    本例患者有典型的肢端肥大症面容：头围增大，眉弓、颧骨突出，舌宽大，且手掌、脚掌变厚，手指、足趾变粗，并且伴有糖代谢的异常，血糖明显升高，血浆IGF‐Ⅰ明显高于正常水平，高糖抑制试验中，GH最低值10.23ng／ml，未被抑制。头颅MRI：垂体窝内结节影0.8cm×0.8cm，垂体瘤。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肢端肥大症，垂体瘤，糖尿病。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，27岁。因“多饮、多尿3＋个月”入院。入院前3＋个月，患者无明显诱因口干、多饮、多尿，每天饮入量约为70000ml，喜冷饮，小便量与饮入量相当，饮水少时即感心慌、烦躁，饮水后缓解，无多食、易饥、消瘦，无头昏、头痛、视野缺损，无性欲减退等，查血糖正常。
  


  
    体格检查：
  


  
    脉搏75次／分，血压100／70mmHg，发育正常。心、肺、腹均未见阳性体征。
  


  
    辅助检查：
  


  
    尿常规：尿比重：1.002。
  


  
    血电解质：Na＋：145.2mmol／L，K＋：4.3mmol／L，Ca2＋：2.58mmol／L，Cl－：95.2mmol／L，Mg2＋：1.12mmol／L。
  


  
    禁水‐加压试验见表5‐2。甲状腺功能，性激素检查均正常。
  


  
    头颅MRI：鞍内T1加权高信号块影，鞍内型颅咽管瘤？
  


  
    [image: ]


    
      表5‐2 禁水‐加压试验
    


    
      注：4PM给予加压素5U，皮下注射
    

  


  
    分析：
  


  
    本例患者以烦渴、多饮、多尿，24小时尿量达到70000ml为主要临床表现，查血糖正常，尿比重1.002，明显低于正常，血Na＋145﹒2mmol／L，偏高。禁水‐加压试验结果显示：禁水后患者血渗透压可达317Osm／（kg·H2O），大于300Osm／（kg·H2O），予加压素后，尿渗透压由原来的30Osm／（kg·H2O）增加到483Osm／（kg·H2O），远远大于50%，故诊断中枢性完全性尿崩症。头颅MRI：鞍内型颅咽管瘤？术后病理：鞍内颅咽管瘤。
  


  
    诊断意见：
  


  
    鞍内颅咽管瘤，完全性中枢性尿崩症。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，20岁。因“月经紊乱6＋年，闭经、体重增加2＋年”入院。6＋年前，患者无明显原因出现月经周期紊乱，2＋年前出现闭经，且发现面部变圆，发际变低，躯干部肥胖，体重增加8kg，伴乏力。
  


  
    体格检查：
  


  
    查体：血压104／84mmHg，身高156cm，体重63kg，BMI25.89kg／m2，满月脸，发际低，肩背部有脂肪垫，双大腿内侧见粗大紫纹，心、肺、腹均未见阳性体征，双下肢不肿。
  


  
    辅助检查：
  


  
    24小时尿游离皮质醇：482.7μg／24h，皮质醇生理波动及1mg地塞米松过夜抑制试验：PTC（8：00AM）321.9nmol／L，PTC（4：00PM）228.2nmol／L，PTC（12：00PM）326.7nmol／L，PTC（次晨8：00AM）186.4nmol／L。ACTH：87.70mmol／L。8mg地塞米松过夜抑制试验：PTC（8：00）263.9nmol／L，PTC（次晨8：00）40.94nmol／L。睾酮：1.23ng／ml。
  


  
    OGTT：空腹血糖：7.8mmol／L，餐后血糖：12.3mmol／L。
  


  
    血气：pH7.415，二氧化碳分压：5.09kPa，全血碱剩余：4.2mmol／L，碳酸氢根浓度：26.4mmol／L，总二氧化碳：27.9mmol／L。血K＋3﹒8mmol／L。
  


  
    尿常规：pH7.00，比重：1.015，尿糖（－），尿蛋白（－），酮体（－）。
  


  
    头颅MRI：垂体左侧见大小约0.8cm×0.6cm的相对强化较低结节影，系垂体腺瘤可能，垂体柄增粗，稍偏右。
  


  
    分析：
  


  
    患者有向心性肥胖、满月脸、肩背部脂肪垫、紫纹、月经紊乱、失眠，糖代谢异常等库欣综合征的典型临床表现，筛查24小时尿游离皮质醇大于正常值，皮质醇生理节律消失，1mg地塞米松过夜抑制试验中，次日血皮质醇为186.4nmol／L，大于前一日基础值的50%，且大于140nmol／L，显然未被抑制，库欣综合征诊断成立。进一步分型，查血浆ACTH在正常范围内，但是在高皮质醇血症的情况下，由于负反馈作用，ACTH应当被抑制，低于正常值或处于正常低限，但此患者ACTH为87.6ng／L，未被抑制；且8mg地塞米松过夜抑制试验中，次晨皮质醇为40.94nmol／L，小于前一日基础值的50%，说明被抑制，由此推测该患者病变位于垂体；头部MRI：垂体左侧见大小约0.8cm×0.6cm的相对强化较低的结节影，系垂体微腺瘤可能，垂体柄增粗，稍偏右。病理：垂体微腺瘤，免疫组化：ACTH（＋）。该患者OGTT结果支持糖尿病诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    库欣综合征，垂体微腺瘤，糖尿病。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，46岁。因“反复头昏、头痛，发现血压增高4＋年，复发加重伴口唇麻木8＋天”入院。患者于4＋年无明显诱因反复出现头昏、头痛、四肢无力，检查发现血压高，为210／120mmHg，先后予多种降压药联合使用控制血压，血压仍然未达标。8＋天前，头昏、头痛、四肢无力再次加重，伴有口唇麻木，到当地医院测量血压为180／120mmHg，血K＋：2.39mmol／L。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压155／95mmHg，脉搏80次／分，心、肺、腹均未见阳性体征，双下肢不肿，肌力Ⅴ级。
  


  
    辅助检查：
  


  
    血：K＋：3.23mmol／L，Na＋：142mmol／L。
  


  
    24小时同步尿：K＋：48.89mmol／24h，Na＋：184.5mmol／24h。
  


  
    血气：pH7.44，二氧化碳分压：4.7kPa，全血碱剩余：0.20mmol／L，碳酸氢根浓度：23.8mmol／L，总二氧化碳：24.9mmol／L。
  


  
    醛固酮立卧位试验：血浆肾素活性（卧位）：0.41ng／（ml·h），血浆肾素活性（立位）：0.95ng／（ml·h），血管紧张素Ⅱ（卧位）：46.59ng／L，血管紧张素Ⅱ（立位）：50.76ng／L，醛固酮（卧位）：228.25ng／L，醛固酮（立位）：241.84ng／L，醛固酮／肾素活性（卧位）：55.67ng／dl：ng／（ml·h），醛固酮／肾素活性（立位）：25.46ng／dl：ng／（ml·h）。血压为180／110mmHg时，肾素和去甲肾上腺素分别为61ng／L、325ng／L，24小时尿游离皮质醇、24小时尿多巴胺、去甲肾上腺素和肾上腺素正常，尿pH7.00。
  


  
    双肾上腺增强CT：右肾上腺区约2cm×1.5cm类圆形低密度实性占位。术后病理：右肾上腺皮质腺瘤。
  


  
    分析：
  


  
    原发性醛固酮增多症是继发性高血压最常见的原因，以往认为其发病率约为1%。但随着对此病认识及检查手段的提高，目前认为其在普通人群的发病率大于2%，在一般高血压人群及抵抗性高血压人群的发病率分别为13%和20%，其中43%为肾上腺腺瘤，57%为特发性醛固酮增多。原发性醛固酮增多症是以高血压、低血钾、代谢性碱中毒、低血浆肾素活性和高血醛固酮为特征的疾病。有赖于临床与实验室检查来结合判断，原发性醛固酮增多症的进一步分型和治疗则有赖于肾上腺影像学检查CT或者MRI，其诊断的敏感性和特异性均大于80%，CT的敏感性可能更高。
  


  
    诊断意见：
  


  
    原发性醛固酮增多症，右肾上腺皮质腺瘤。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，20岁。因“左眼视物模糊2＋天，发现血压升高5＋小时”入院。2＋天前患者无诱因突然出现左眼视物模糊，无头痛、头昏心悸、恶心、呕吐等。5＋小时前于门诊发现血压高，测血压为180／150mmHg，眼科检查发现“双侧眼底出血”。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压180／139mmHg，脉搏76次／分，双肺呼吸音清，心律齐，心音有力，各瓣膜听诊区未闻及病理性杂音，腹部（－），双下肢不肿。
  


  
    辅助检查：
  


  
    两次血压高时（210／120mmHg、180／130mmHg）检测去甲肾上腺素分别为3340ng／L、4976ng／L，均明显增高，肾上腺素均＜50ng／L。血压波动于210／120mmHg～150／90mmHg时，24小时尿多巴胺为602.99μg／24h，去甲肾上腺素为＞2228.6μg／24h，亦均明显增高，肾上腺素为4.73μg／24h。醛固酮立卧位试验正常。心脏彩超：左室肥厚，左室收缩功能正常，舒张功能降低。双侧肾上腺强化CT以及肾动脉成像检查：左肾上腺约4.0cm×5.0cm大小的实性占位，非均匀强化，考虑为左肾上腺腺瘤？其他？右肾上腺大小、形态未见异常，双肾动脉未见狭窄。术后病理示：左肾上腺嗜铬细胞瘤。
  


  
    分析：
  


  
    嗜铬细胞瘤的诊断则需依据临床表现，结合生化及影像学的检查而得出。生化证据即肿瘤产生过多的儿茶酚胺，包括肾上腺素、去甲肾上腺素和多巴胺及其代谢产物。由于有时候嗜铬细胞瘤并没有分泌足够多的儿茶酚胺，没有造成高儿茶酚胺血症及产生典型临床症状，而且有时候肿瘤组织呈间歇性释放儿茶酚胺，其间歇期儿茶酚胺水平是正常的。
  


  
    本例患者具有阵发性高血压发作，尚没有头痛、心悸、大汗等表现，血压高时检查到血、尿去甲肾上腺素均明显增高，肾上腺强化CT示：左肾上腺腺瘤？术后病理证实：左肾上腺嗜铬细胞瘤。
  


  
    诊断意见：
  


  
    左肾上腺嗜铬细胞瘤。
  


  
    病例八
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，26岁。因“乏力、纳差，皮肤变黑2＋年，加重伴呕吐1天”入院。患者于2＋年前无明显诱因反复出现乏力、纳差，进食少、消瘦，时有恶心、呕吐及腹泻等，并发现皮肤逐渐变黑，毛发脱落、稀疏。易感冒，偶有盗汗，无发热，咳嗽、咯血等。1天前，患者受凉后，乏力、纳差加重，伴有呕吐，呕吐物为胃内容物，非喷射性。既往史：6＋年前患肺结核，已经治愈。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.3℃，脉搏69次／分，血压95／60mmHg，身高171cm，体重56kg，BMI19.15kg／m2，体型消瘦，发育正常，全身皮肤色素加深，尤以掌纹、乳晕明显，牙龈和口唇、舌缘见数个点状棕黑色色素沉着，眉毛、腋毛、阴毛稀疏。余查体未见异常。
  


  
    辅助检查：
  


  
    血细胞分析、肝肾功能正常，血K＋5﹒2mmol／L，Na＋121﹒4mmol／L，Cl－98﹒4mmol／L，血皮质醇（8：00）：46.3nmol／L，ACTH：1039.2ng／L，甲状腺功能、OGTT均正常。
  


  
    血气：pH7.35，二氧化碳分压：5.7kPa，全血碱剩余：－1.20mmol／L，碳酸氢根浓度：25.8mmol／L，总二氧化碳：24.6mmol／L。
  


  
    血浆肾素活性（卧位）：1.2ng／（ml·h），血管紧张素Ⅱ（卧位）：50.9ng／L，醛固酮（卧位）：37.25ng／L。
  


  
    血清结核抗体试验（＋），PPD皮试（＋）。
  


  
    胸片：左肺上叶陈旧性肺结核。
  


  
    双肾上腺CT：左肾上腺可见等密度类圆形阴影，约7cm×12cm大小，密度均匀，边缘清楚，相同层面右侧肾上腺显示不清。增强扫描后，左侧肾上腺区肿块不均匀强化，其外后方可见低密度影，相同层面右肾上腺区可见点状不均匀强化，边缘模糊阴影，腹腔内未见肿大淋巴结，考虑肾上腺结核。为明确病因，试验性抗结核治疗2周后，行后腹腔镜左肾上腺切除术，术中见左肾上腺与周围组织明显粘连，肿物无法完整切除，遂切除部分肿物送病理。
  


  
    病理检查：未见正常肾上腺组织，见干酪样坏死及见数个肉芽肿，并于肉芽组织内见类上皮细胞，考虑结核病。
  


  
    分析：
  


  
    本例患者以乏力、纳差、皮肤发黑为主要临床表现，伴有恶心、呕吐、体重减轻。既往有肺结核病史。查体：血压95／60mmHg，体型消瘦，有典型原发性肾上腺皮质功能减退表现。查血K＋5﹒2mmol／L偏高，Na＋121﹒4mmol／L低于正常，血浆皮质醇（8：00AM）：46.3nmol／L明显降低，ACTH：1039.2ng／L远高于正常范围，考虑原发性肾上腺皮质功能减退症。肾素‐醛固酮结果显示醛固酮低于正常，肾素活性增高，提示肾上腺球状带有受累。患者青年男性，有结核病史。胸片：左肺上叶陈旧性肺结核，血清结核抗体试验（＋），PPD皮试（＋）等，均较支持肾上腺病变与结核有关。肾上腺CT：考虑肾上腺结核。肾上腺组织病理考虑“结核病”。
  


  
    诊断意见：
  


  
    原发性肾上腺皮质功能减退症，双肾上腺结核，左肺陈旧性肺结核。
  


  
    （安振梅）
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    第六章 心肌标志物与心脏疾病
  


  
    心血管系统疾病是现代发达国家的主要疾病和死亡的主要原因之一。当急性或慢性心血管系统疾病时均可出现心脏功能的明显改变，参与维持心脏生理功能的心肌细胞可因急性或慢性损伤发生坏死，当心肌细胞坏死时，心肌组织内的某些蛋白分子或心肌酶会释放入血液循环，通常将这些物质称为血清心肌标志物。在心脏疾病的不同阶段，释放入血的心肌标志物类型和水平不尽相同，且心肌标志物的量与心肌损伤的严重程度密切相关。随着实验室检测能力与水平的提高，用于诊断心肌损伤和评价心脏功能的新的心肌标志物已被临床医学认可和用于临床诊断。检测患者血清心肌标志物类型与浓度，在诊断急性或慢性心血管系统疾病及评估危险度分层中起了重要作用，在治疗过程中心肌标志物的动态变化，可提示临床治疗效果并可作为判断患者预后的实验室辅助指标。如何正确选择和应用这些实验室指标，为临床诊断及评估提供咨询是本章的重点。
  


  
    第一节 不同血清心肌标志物简介
  


  
    心血管疾病损伤的性质与程度不同，释放入血浆中的心肌标志物类型也不相同，根据心肌标志物出现的时段和与疾病的关系不同，主要分为急性心肌损伤标志物和慢性心力衰竭标志物。急性心肌损伤标志物主要包括肌红蛋白（myoglobin，Myo）、肌酸激酶‐同工酶质量（creatinekinase‐MBmass，CK‐MBmass）和心肌钙蛋白（cardiactroponin），慢性心力衰竭标志物主要有脑型尿钠肽（brainnatriureticpeptide，BNP）和心房利钠肽（Atrialnatriureticpeptide，ANP）。各类血清心肌标志物在外周血中出现的时间与半衰期各不相同，因此检测血液循环中不同心肌标志物的浓度，观察其在疾病发生发展过程中的动态变化，不仅能反映心肌损伤时间，也能反映心肌损伤的程度，具有较大的实验室辅助诊断价值。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图6‐1和图6‐2。
  


  
    二、相关实验
  


  
    [image: 急性心肌损伤的实验室分析路径]


    
      图6‐1 急性心肌损伤的实验室分析路径
    


    

  


  
    [image: 慢性心力衰竭的实验室分析路径]


    
      图6‐2 慢性心力衰竭的实验室分析路径
    


    

  


  
    心肌标志物的定量检测多采用各种免疫化学的检测方法，全血快速定性试验多采用固相免疫色谱法。自动化定量检测通常可在40分钟内完成，根据心肌标志物水平的高低，结合临床症状与心电图改变可快速诊断心脏损伤程度，动态定量检测血浆／血清心肌标志物可用于判断治疗效果和评价预后。定性检测通常20分钟可以完成，其特点是不需要专门的仪器，适用于床旁检测和早期诊断。
  


  
    1﹒肌红蛋白（myoglobin，Mb）检测
  


  
    肌红蛋白存在于横纹肌（心肌和骨骼肌）中，相对分子质量为17800，血液中肌红蛋白含量增加提示有横纹肌损伤，大量骨骼肌损伤时在尿液中可检测出肌红蛋白。肌红蛋白属非心肌特异性，但因其分子量小，在心肌损伤早期可早于其他急性心肌损伤标志物快速出现（开始升高于2～6小时，6～12小时达峰），随病程进展升高，是敏感的心肌损伤早期诊断指标，其窗口期较短（1天），不能用于心肌损伤的回顾性诊断，但可用于心肌再梗死的诊断。由于肌红蛋白大量存在于骨骼肌中，当因挤压综合征，甲状腺功能减退和电解质紊乱等疾病时，横纹肌细胞受损，肌红蛋白释放入血致其浓度升高。肌红蛋白经肾脏代谢清除，在肾衰竭患者也可见Mb升高。
  


  
    2﹒肌酸激酶同工酶质量（CK‐MBmass）检测
  


  
    CK‐MB主要存在于心肌，但骨骼肌中也有，因此其心肌特异性有限。CK‐MB的相对分子质量为86000，在心肌损伤早期即可出现于血中，于心肌损伤后2～6小时开始升高，12～24小时达到峰值，窗口期较Mb长，约为3天。CK‐MBmass测定较CK‐MB活性检测具有更高的敏感性和特异性，CK‐MBmass结果的可靠性优于CK‐MBactivity；目前发达国家在急性心肌损伤检测中直接采用CK‐MBmass检测。未开展cTnI或cTnT检测时，CK‐MBmass测定用于诊断ACS的敏感性和特异性接近肌钙蛋白。
  


  
    3﹒心肌钙蛋白I（cardiactroponinI，cTnI）／心肌钙蛋白T（cardiactroponinT，cTnT）检测
  


  
    肌钙蛋白主要存在于心肌肌原纤维细胞中，其主要包括三个亚基：肌钙蛋白I、肌钙蛋白T和肌钙蛋白C，是维持心肌纤维收缩与舒张的重要功能蛋白。正常情况下，外周血中几乎没有肌钙蛋白，当心肌细胞因缺氧或其他因素引起细胞破损时而释放入血，肌钙蛋白I和肌钙蛋白T均具有相同的心肌特异性。cTnT和cTnI的相对分子质量分别为37000和22500，在心肌损伤3～8小时后其含量均开始升高，达峰时间为12～24小时，cTnT的窗口期（7～14天）较cTnI（7～10天）长。两者的检测敏感性无差异，由于他们仅受心肌损伤影响，不受肾脏或骨骼肌影响，因此，他们是伴肌病或肾病时诊断心肌坏死的首选标志物。目前认为cTnI和cTnT对急性心肌梗死、不稳定性心绞痛、围术期心肌损伤等疾病的诊断、病情监测、疗效观察及预后评估都有较高的价值，特别是对微小的、小灶性心肌梗死的诊断具有重要价值。
  


  
    以上三种急性心肌标志物在急性心肌梗死时的浓度时相变化见图6‐3。
  


  
    4﹒脑型尿钠肽（brainnatriureticpeptide，BNP）和N末端前脑型尿钠肽（Nterminalpro‐brainnatriureticpeptide，NT‐proBNP）检测
  


  
    BNP和NT‐proBNP是由心室肌细胞合成，右心室容量负荷增加，室壁压力增加，心肌细胞损伤等因素是导致BNP代偿性分泌增加的主要原因。BNP和NT‐proBNP是pre‐proBNP的酶解产物，两者以等量的方式释放入血，并以BNP发挥生物学作用，主要参与扩张血管，维持血压动态平衡，促进尿钠排泄和利尿，拮抗肾素‐血管紧张素‐醛固酮系统等作用。NT‐proBNP和BNP的代谢方式不完全一致，分别以肾脏排泄或受体‐配体途径代谢，NT‐proBNP的生物半衰期较BNP更长，因此其检测敏感性更高。
  


  
    5﹒心房利钠肽（atrialnatriureticpeptide，ANP）和N末端心房利钠肽（Nterminalpro‐BrainNatriureticPeptide，NT‐proBNP）检测
  


  
    [image: 急性心肌梗死后急性心肌标志物的浓度时相变化图]


    
      图6‐3 急性心肌梗死后急性心肌标志物的浓度时相变化图
    


    

  


  
    ANP和NT‐proANP均主要由心房分泌，都是proANP的酶解产物，两者以等量方式释放入血，但仅ANP具有生物学效应，主要参与维持循环血压稳定，降低循环中水、钠负荷。当血管壁压力增加、高钠血症和高血容量等均可促进ANP或NT‐proANP的分泌。由于NT‐proANP的半衰期（1～2小时）较ANP（半衰期2.5分钟）更长，因此NT‐proANP浓度更高，检测敏感性也更高。研究显示，NT‐proANP的参考范围与年龄有关，但无性别差异。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒急性心肌损伤标志物
  


  
    Mb、CK‐MBmass和cTnT或cTnI均是临床常用的急性心肌损伤标志物，尤其是用于对急性心肌梗死的诊断。在急性心肌梗死的诊断中，Mb是AMI早期诊断指标，但是由于其非心肌特异性，因此胸痛早期的连续监测及监测结果的动态增加对AMI的诊断具有一定价值。由于Mb在胸痛2～12小时内检测具有较高的阴性预测值，因此Mb阴性可排除AMI。CK‐MBmass也用于心肌梗死的早期诊断，但其心肌特异性低于肌钙蛋白，需要明确患者是否存在骨骼肌损伤，或与肌钙蛋白联合检测提高诊断特异性。cTnT或cTnI具有心肌特异性，是急性心肌损伤中最理想的标志物，cTn测定用于确定临床诊断心肌损伤的准确性和程度，区别同时有骨骼肌和心肌损伤时的心肌损伤程度，由于其窗口期较长，可用于AMI未及时就诊患者后期回顾性诊断。
  


  
    以上三项指标均能有效评价溶栓治疗效果，溶栓治疗有效时心肌可出现心梗后的再灌注，再灌注可致血清或血浆中的心肌标志物水平陡然增加。肌钙蛋白也可在一定程度上反映心脏移植后的排斥反应状况，未发生排斥反应的心脏移植患者中，血中cTnI可较cTnT更快的恢复至参考范围（cTnI为2～3周，cTnT为2～3个月）。
  


  
    2﹒慢性心力衰竭标志物
  


  
    血清或血浆BNP或NT‐proBNP和ANP或NT‐proANP均主要用于诊断心力衰竭和心力衰竭患者心功能监测。由于还没有明确的研究表明ANP或NT‐proANP能对心力衰竭进行特异性诊断，临床上通常应用NT‐proBNP或BNP诊断心力衰竭或评价心脏功能。研究认为，单纯BNP或NT‐proBNP诊断慢性心力衰竭（chronicheartfailure，CHF）的准确率为83.4%，结合其他实验室检查的诊断准确率可达90%以上。由于BNP或NT‐proBNP有很高的阴性预测值，对临床疑似心力衰竭患者建议首选检查BNP或NT‐proBNP，结果阳性者再做心脏超声和进一步检查。所有的研究均显示BNP与左心室射血分数有极好的相关性（负相关），因此BNP检测可作为左心室射血分数评估的替代指标。
  


  
    第二节 急性胸前区疼痛的实验选择
  


  
    急性冠状动脉综合征（acutecoronarysyndrome）患者由于冠状动脉粥样硬化斑块破裂或血栓形成等，导致冠状动脉血流受阻并可急剧加重，根据阻塞的部位、程度和持续时间不同，临床上可表现为不稳定性心绞痛、急性心肌梗死或猝死。多数急性心肌梗死患者在发病早期会出现急性胸前区疼痛，或以胃部不适作为主要临床表现，多数心肌梗死患者有典型的心电图改变，约有1／3的急性心肌梗死患者无明显胸痛症状，约有40%的患者心电图无明显缺血异常表现，肌红蛋白、CK‐MBmass、cTnI和cTnT等急性心肌损伤标志物的快速检测对于急性胸前区疼痛患者的诊断和治疗效果监测有着重要意义。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图6‐4。
  


  
    [image: 急性胸前区疼痛分析路径]


    
      图6‐4 急性胸前区疼痛分析路径
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    诊断急性冠脉综合征检验项目的理想目标，能对胸痛发生6小时内而又无明显ECG变化的急性心肌损伤确立诊断，能早期判断对AMI患者进行溶栓治疗的再灌注效果，能用心肌标志物尽早判断每一位AMI患者的梗死程度与进展，监测有无再梗阻，能确定不稳定心绞痛患者的高危险性。
  


  
    有临床数据显示AMI后60分钟内得到治疗，死亡率为1%；AMI后6小时才得到治疗，死亡率为10%～20%；假定呈线性关系以此推论，AMI后得到治疗的时间每延长30分钟，死亡率将增加1%；因此，早期快速诊断是减少死亡率的关键。
  


  
    1﹒急性心肌损伤的早期血清学标志物———肌红蛋白
  


  
    临床通常使用化学发光免疫分析法检测血清或血浆中Mb的含量。临床怀疑急性心肌损伤患者，当Mb＞70μg／L（微粒子化学发光法），排除有骨骼肌损伤时，高度提示有心肌损伤。
  


  
    2﹒急性心肌损伤的早期血清学标志物———肌酸激酶同工酶质量
  


  
    临床通常采用化学发光免疫分析法检测血清或血浆CK‐MBmass水平。临床怀疑急性心肌损伤患者，当CK‐MBmass＞4μg／L（微粒子化学发光法），排除有骨骼肌损伤时，提示有心肌损伤。
  


  
    3﹒急性心肌损伤的特异性血清学标志物———cTnI／cTnT
  


  
    临床对血清或血浆cTn的检测常采用化学发光法，临床怀疑急性心肌损伤患者，当cTnI／cTnT＞0.15μg／L（微粒子化学发光法），高度提示有心肌损伤。
  


  
    4﹒炎性标志物检测
  


  
    炎性反应在动脉粥样硬化过程中具有重要作用，血清炎性标志物水平增高，提示体内粥样硬化病灶的炎性活动增强，炎性标志物在预测心血管疾病的危险性及发生严重心血管事件等方面具有重要价值。主要的炎性标志物包括高敏C反应蛋白（high‐sensitivityC‐reactiveprotein）、肿瘤坏死因子a、白介素‐10和细胞黏附分子等。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    对于急性胸前区疼痛的患者根据应发生胸痛时间不同，选择性检测不同的急性心肌损伤标志物，有条件时建议联合检测心肌标志物，如早期标志物肌红蛋白与特异性的确诊标志物心肌钙蛋白同时检测。cTnT和cTnI在诊断急性心肌损伤时的诊断敏感性与特异性相同，在临床检验中可不用同时检测，只需开展其中一项测定即可。若已检测cTnT或cTnI，可不再同时进行CK‐MBmass测定。肌红蛋白作为AMI早期标志物，由于其较高的阳性和阴性预测值，因此主要用于早期诊断与鉴别诊断AMI。对已发生AMI的患者进行心脏标志物检测可有助于确认MI的诊断。当有严重休克、严重的广泛创伤（trauma）、终末期肾功能不全、心肌炎、急性感染期、慢性肌炎等疾病时，Mb也可能升高，注意鉴别诊断。
  


  
    1﹒肌红蛋白检测
  


  
    患者在胸痛2～4小时血清或血浆中Mb升高，提示患者很有可能发生急性心肌梗死（acutemyocardialinfarction，AMI）。目前认为在胸痛后2～12小时内检测Mb较CK‐MBmass和cTnT均具有较高的阴性预测值（negativepredictivevalue，NPV），即Mb阴性可排除急性心肌梗死。由于Mb的心肌特异性不高，最好联合检测血清或血浆cTnT或cTnI含量评价患者是否发生心肌损伤。用于早期诊断AMI（发病1.5～6小时内），胸痛后2小时内连续两次动态检测Mb含量变化≥20ng／ml，可高度提示患者发生急性心肌梗死。胸痛发作6小时内血中Mb水平升高具阳性预报价值。动态检测二次测定值无差异，具有100%阴性预报价值。无ECG改变的肌红蛋白增高提示心肌梗死发生的可能性极大。
  


  
    2﹒CK‐MBmass检测
  


  
    当患者CK‐MBmass含量增加时，由于非心肌特异性，因此需要根据CK‐MBmass升高水平结合患者心电图的变化及胸痛病史，或结合血清或血浆cTnI或cTnT检测结果综合判断患者是否发生心肌损伤。有骨骼肌损伤时CK‐MBmass水平升高不能作为判断急性心肌损伤的指标。CK‐MBmass（蛋白浓度）在胸痛发作早期（6～7小时内）的诊断敏感性同肌红蛋白。伴有CK‐MBmass水平增加的不稳定心绞痛患者数月后心肌梗死的发生率和死亡率都明显高于CK‐MBmass正常的不稳定心绞痛患者。
  


  
    3﹒cTnI或cTnT检测
  


  
    胸痛发生4小时后的患者，直接选用cTnI或cTnT检测。血浆／血清中其水平升高具有诊断特异性。最高峰值为发病后8～14小时。其含量的增加高度提示急性心肌梗死的发生，但该指标在胸痛后6小时内评价心肌损伤时，其敏感度较低。若胸痛发生8小时后连续检测两次结果均为阴性，提示心肌损伤可能性很小。cTn还是诊断不稳定心绞痛，心脏创伤和心外科手术后伴有小面积心肌梗死最可靠的标志物，持续增高标明存在不可逆的心肌坏死。心梗后第3～4天的cTnT测定值可用于辅助估计梗死面积。
  


  
    第三节 心肌标志物对溶栓治疗效果评价
  


  
    心血管疾病大多数发病急、死亡率高，特别是发生急性心肌梗死后，其中大约有一半的患者死亡于发病后、到达医院之前。溶栓治疗是临床治疗急性心肌梗死患者常用的方法，发病12小时内溶栓，每治疗1000例患者可减少21例死亡。平均每提前1小时溶栓，可多挽救1.6人的生命，超过12小时溶栓，不降低死亡率。溶栓治疗越早其远期预后越好。美国心脏病学会（AHA）关于急性心肌梗死治疗指南提示，溶栓治疗应争取在患者进入医院急诊科后30分钟内开始。主要采用链激酶类药物溶解血栓，恢复冠状动脉内血流，减少心肌细胞缺血损伤降低AMI病死率。检测血清或血浆中心肌损伤标志物肌红蛋白，肌酸激酶同工酶质量和肌钙蛋白均是评价溶栓治疗效果的最佳实验室指标，溶栓治疗效果的实验室评估对AMI患者的预后有良好的提示意义。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图6‐5。
  


  
    [image: 溶栓治疗后效果评价路径图]


    
      图6‐5 溶栓治疗后效果评价路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    全自动电化学免疫发光法，全自动双抗体免疫荧光法，全自动化学发光免疫法和全自动微粒体增强酶联免疫荧光法均可用于肌红蛋白、CK‐MBmass和cTnI或cTnT的定量检测。全血快速定性试验多采用固相免疫色谱法。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    溶栓治疗后，血清或血浆标志物肌红蛋白、CK‐MBmass和cTnI或cTnT浓度可在短时间内由于心肌再灌注出现迅速增加，快速升高的浓度可用检测峰值显示。肌红蛋白、CK‐MB mass和cTnI或cTnT均是溶栓治疗效果评价的有效指标，其中Mb由于分子量最小入血最快，其溶栓治疗阴性预测值高于其他标志物，最适于鉴定溶栓治疗是否失败，评价所选择的治疗方案是否成功。
  


  
    1﹒肌红蛋白对心肌梗死后溶栓治疗的效果评估
  


  
    由于肌红蛋白生物半衰期短，其血中浓度变化迅速，因此该指标可用于监测急性心梗治疗后是否发生再栓塞。溶栓治疗后肌红蛋白出现快速陡峭的峰大于或等于150μg／（L·h），或溶栓治疗90分钟后增高4倍以上，提示再灌注成功。溶栓治疗有效时，梗死的血管可发生再灌注，患者血中肌红蛋白可较早的出现陡峭的增高峰，反之，若无Mb的增高峰，则可能提示溶栓治疗失败。
  


  
    2﹒CK‐MBmass用于溶栓治疗效果评价
  


  
    溶栓治疗90分钟后测血清或血浆CK‐MB mass水平，若CK‐Mbmass增加大于24μg／（L·h）或测定值大于4倍，提示心肌再灌注，溶栓治疗有效。
  


  
    3﹒cTn对心肌梗死后溶栓治疗的效果评估：
  


  
    溶栓后再灌注损伤可致cTn增加，溶栓治疗90分钟后肌钙蛋白的增加比率大于0.2μg／（L·h）或溶栓治疗后肌钙蛋白增高6.8倍以上，提示治疗有效，再灌注成功。
  


  
    第四节 慢性心力衰竭的实验室检查
  


  
    心力衰竭（heartfailure）是一种复杂的临床综合征，因各种原因的初始心肌损伤引起心脏结构和功能的改变，逐渐导致心室泵血功能低下，心脏不能泵出足够的血液满足组织代谢的需要，或者在提高充盈压力后才能泵出组织代谢需要的相应血液。按照心力衰竭发展的速度可将心力衰竭分为急性与慢性，慢性心力衰竭（chronicheartfailure）是临床极为常见的危重症，是各种不同病因器质性心脏病的主要并发症。我国慢性心力衰竭住院率占同期心血管疾病的20%，而死亡率占40%，随年龄增长发病率与死亡率显著增加。心钠素（cardiac natriureticpeptides，cNP）是心肌细胞产生的一种神经激素，其主要功能是增加尿／钠排泄，降低血管紧张素‐醛固酮引起的血管收缩及血压升高。cNP主要分为ANP（大量储存于心房）、BNP（主要储存和释放部位在心室）和CNP（主要储存在血管）三种。其中以BNP最稳定，近年来被作为心力衰竭的实验室诊断指标。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图6‐6。
  


  
    [image: 慢性心力衰竭实验室分析路径图]


    
      图6‐6 慢性心力衰竭实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    多项实验室常规检查有助于对心力衰竭的诱因、诊断与鉴别诊断提供依据，指导治疗。血清或血浆BNP或NT‐proBNP与左室功能不全的程度呈正相关，是目前作为判定心力衰竭严重程度的最新检测指标。对于临床疑似心力衰竭患者通常进行血浆或血清NT‐proBNP或BNP的定量检测。
  


  
    1﹒血清或血浆NT‐proBNP或BNP检测
  


  
    血清或血浆NT‐proBNP的检测主要采用电化学发光免疫法、双抗体免疫荧光法、化学发光免疫法和微粒体增强酶联免疫荧光法等方法。体内BNP和NT‐proBNP水平基本不受体位改变和日常活动的影响，且不存在日内波动和日间波动，因此其采血无固定体位和时间要求。但血清或血浆NT‐proBNP水平受测试者年龄和性别影响，因此其参考值范围具有年龄和性别特异段。BNP＞100pg／ml即可诊断心功能不全或心力衰竭。
  


  
    2﹒血细胞分析
  


  
    心力衰竭患者常伴有贫血，贫血是加重心力衰竭的因素之一，如果白细胞增加及有核左移提示有感染，也为心力衰竭发生常见诱因。
  


  
    3﹒甲状腺功能检测
  


  
    甲状腺功能亢进或减退均是心力衰竭起病和诱发加重的重要原因。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    正常情况下BNP在心肌细胞内以前体（pro‐BNP）形式存在，当心肌损伤或心功能不全时，心室压力增高，容积增大时，心肌细胞内的pro‐BNP分子水解为活性形式的active‐BNP和非活性形式的NT‐proBNP，从心肌细胞内大量释放入血，血液中BNP或NT‐proBNP的浓度升高提示心力衰竭时心室压力升高及容积的增加，其含量均能反映心力衰竭的程度，且与心功能评价指标（NYHA分级）有很好的相关性，随NYHA心功能分级增加而呈现指数性增加。2001年和2004年欧洲心脏病协会（ESC）和美国临床生化科学院（NACB）均将BNP／NT‐proBNP的检测列入了“心力衰竭诊断及治疗指南”和“心肌标志物的应用指南”。
  


  
    1﹒心力衰竭诊断
  


  
    BNP或NT‐proBNP的检测可提高心力衰竭诊断的准确性，心力衰竭患者无论有无临床症状，其BNP或NT‐proBNP水平均有明显升高，升高幅度与心力衰竭严重程度成正比。BNP或NT‐proBNP水平在心力衰竭早期即可升高，因此BNP或NT‐proBNP检测可用于无症状性心力衰竭诊断和心力衰竭早期诊断的筛选指标。由于BNP或NT‐proBNP检测的灵敏度（97%）和阴性预测值（96%）都非常高，当BNP或NT‐proBNP检测水平不高的疑似心力衰竭患者基本上可排除心力衰竭诊断。
  


  
    2﹒心力衰竭分级
  


  
    由于BNP或NT‐proBNP升高幅度与心力衰竭严重程度成正比，结合临床症状可根据BNP或NT‐proBNP水平对心力衰竭进行分级。美国纽约心脏病协会关于心力衰竭分级与对应的BNP与NT‐proBNP水平见表6‐1，原则上BNP或NT‐proBNP可作为预测慢性心力衰竭及严重程度的独立指标，但是在诊断心力衰竭时必须紧密结合临床。
  


  
    [image: ]


    
      表6‐1 NYHA心力衰竭分级与BNP／NT‐proBNP水平相关性
    


    

  


  
    3﹒呼吸困难鉴别诊断
  


  
    NT‐proBNP或BNP可用于鉴别诊断心源性或肺源性所致的急性呼吸困难，血清或血浆NT‐proBNP或BNP的异常增高则高度提示呼吸困难可能为心力衰竭所致，肺源性呼吸困难时NT‐proBNP或BNP水平不会增高。
  


  
    4﹒心肌梗死后心功能监测与预后判断
  


  
    在急性心梗患者，发病早期血清／血浆BNP／NT‐Pro‐BNP的水平均会显著升高，一周后达高峰，但此时患者不一定出现心力衰竭表现，但连续监测患者血清或血浆NT‐proBNP或BNP水平可协助监测心肌梗死患者的心功能状况和判断预后。
  


  
    第五节 心脏外科手术治疗后的效果评价
  


  
    心脏外科手术所致的心肌损伤以及术后并发的微小心肌梗死均可影响手术患者的治疗效果，疾病的恢复或预后。为更好监测心脏外科手术治疗后患者的治疗效果，疾病情况和预后，临床通常可使用血清或血浆的心肌损伤标志物的监测对患者术前心功能状态、术后心肌损伤及其恢复状况进行评价。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图6‐7。
  


  
    [image: 心脏外科手术治疗后的效果评价路径图]


    
      图6‐7 心脏外科手术治疗后的效果评价路径图
    


    

  


  
    二、相关实验与结果分析
  


  
    心脏疾病进行外科手术治疗后，在观察到患者自主症状改善的同时，实验室指标的变化可客观的评价疗效。各种心肌损伤标志物的持续增高提示患者存在心肌损伤，手术治疗预后较差，对于心脏移植患者可能进一步提示排斥反应的发生，在侵入性心脏治疗中则可能提示小面积心肌梗死的发生。
  


  
    肌红蛋白、CK‐MBmass和cTnI或cTnT检测方法同前，在评价心脏直视手术时心肌保护的效果和心肌损伤的严重程度，cTnI或cTnT对诊断心肌损伤的特异性、敏感性都明显优于CK‐MBmass、Mb；cTnI或cTnT测定用于比较不同心肌保护方法的效果，具有客观性，cTnI或cTnT测定有助于判断手术中心肌损伤的严重程度，评价治疗干预的有效性。心脏术后cTnI或cTnT可特异性的升高，且其血清或血浆表达量与心脏损伤大小密切相关，创伤越大其含量越高。在微创冠脉搭桥术后cTnI基本没有升高，而在心脏换瓣术后可见其明显增加。在常温不停跳心内直视术后，若术后12小时的cTnI＞10.00μg／L，可提示患者预后不佳。而CK‐MBmass和肌红蛋白不具有心脏损伤特异性，在胸外科手术后仍会增加，且其表达含量与心脏创伤大小无关。cTnT或cTnI测定还能有助于决定心室辅助循环的应用指征。
  


  
    第六节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，68岁，既往健康，因上腹持续性隐痛7小时就诊。伴恶心，无呕吐、腹胀、腹泻等。无胸闷、胸痛、气短，无肩背疼痛。曾就诊于当地卫生所，未查心电图，诊断为“急性胃炎”，给予肌内注射654‐210mg，无缓解。
  


  
    体格检查：
  


  
    心肺听诊未见异常，腹平软，上腹轻度压痛，无反跳痛，肌紧张。
  


  
    实验室检查：
  


  
    CK2300IU／L，LDH3210IU／L，肌钙蛋白19.3ng／ml。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断为急性心肌梗死，因为心肌酶结果和肌钙蛋白结果提示，进一步做心电图示：急性下壁心肌梗死。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性心肌梗死。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，53岁，因心悸胸闷7天入院。活动后气短，并有下肢水肿。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36.8℃，脉搏110次／分，呼吸频率28次／分，血压100／60mmHg，急性痛苦病容。
  


  
    实验室检查：
  


  
    心肌酶谱示CK‐MB160U／L，心电图示Ⅱ、Ⅲ、aVF导联出现坏死性Q波、ST段呈弓背向上抬高。肌钙蛋白22.8ng／ml，NT‐proBNP1620pg／ml。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断为急性心肌梗死，因为心肌酶结果和肌钙蛋白结果提示，心电图结果也支持，NT‐proBNP结果反映出患者由于心肌梗死，表现出的心力衰竭。
  


  
    诊断意见：
  


  
    表现为心力衰竭的急性心肌梗死。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，22岁，因胸痛13天入院。13天前患者在跑步中突发心前区压榨性疼痛，向双上肢放射，伴有胸闷、气短、大汗淋漓，恶心、呕吐胃内容物，四肢无力、面色苍白，休息后症状持续2小时不缓解。1年前有脑出血史。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36.5℃，脉搏80次／分，血压110／80mmHg，颈静脉无怒张，双侧颈动脉未闻及杂音；双肺呼吸音清，未闻及啰音；心界不大，心律齐，心尖部闻及2／6级全收缩期杂音，无震颤及传导；腹软，剑突下轻压痛，肝脾不大，肠鸣音正常；双下肢无水肿，神经系统查体无异常发现。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：白细胞（WBC）4.67×109／L，中性粒细胞（Neu）69.1%，血红蛋白（Hb）138g／L，血小板（PLT）239×109／L；尿常规（－）；肝肾功：丙氨酸转氨酶（ALT）41U／L，钾（K＋）3.3mmol／L，肌酐、尿素氮正常；血脂：总胆固醇（CHO）3.5mmol／L，甘油三酸（TG）1.31mmol／L，高密度脂蛋白胆固醇（HDL‐C）0.69mmol／L，低密度脂蛋白胆固醇（LDL‐C）2.34mmol／L，心肌酶正常，C反应蛋白（CRP）正常，腹部B超（－）ECG：Ⅱ、Ⅲ、aVFST段弓背向上抬高0.1mV，V1～V3QS型。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断为急性心肌梗死，因其胸痛特点和心电图表现符合，以上病例由于不是发作早期入院，故检测心肌酶学意义不大，肌红蛋白也无意义，应进一步检测肌钙蛋白，肌钙蛋白I（cTnI）17ng／ml，诊断急性心肌梗死。冠状动脉粥样硬化性心脏病（冠心病）是急性心肌梗死最常见原因，但并非所有心肌梗死都由冠心病所致，患者没有任何冠心病危险因素，血脂正常排除了原发性家族性高脂血症。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合脑出血病史，病因上要考虑冠状动脉畸形或冠状动脉栓塞。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    男性，55岁，胸骨后压榨性痛，伴恶心、呕吐2小时，患者于2小时前搬重物时突然感到胸骨后疼痛，压榨性，有濒死感，休息与口含硝酸甘油均不能缓解，伴大汗、恶心，呕吐过两次，为胃内容物，二便正常。既往无高血压和心绞痛病史，无药物过敏史，吸烟20余年，每天1包。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36.8℃，脉搏100次／分，呼吸频率20次／分，血压100／60mmHg，急性痛苦病容，平卧位，无皮疹和发绀，浅表淋巴结未触及，巩膜不黄，颈软，颈静脉无怒张，心界不大，心率100次／分，有期前收缩5～6次／分，心尖部有S4，肺清无啰音，腹平软，肝脾未触及，下肢不肿。
  


  
    实验室检查：
  


  
    CK1500IU／L，LDH1980IU／L，肌红蛋白285ng／ml。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断为急性心肌梗死，因为心肌酶结果和肌红蛋白结果提示，进一步做心电图示：STV1～5升高，QRSV1～5呈Qr型，T波倒置和室性期前收缩。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性心肌梗死。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    某男性患者于2小时前搬重物时突然感到胸骨后出现压榨性疼痛，休息与口含硝酸甘油均不能缓解，伴大汗、恶心、呕吐过两次，为胃内容物，二便正常。既往无高血压和心绞痛病史，无药物过敏史。
  


  
    体格检查：
  


  
    基本体征正常，急性痛苦病容，平卧位，无皮疹和发绀，浅表淋巴结未触及，巩膜不黄，颈软，颈静脉无怒张，心界不大，有期前收缩5～6次／分，心尖部有S4，肺清无啰音，下肢不肿。心电图示：STV1‐5升高，QRSV1～5呈Qr型，T波倒置和室性期前收缩。
  


  
    实验室检查：
  


  
    Mb：80μg／L，CK‐MBmass：10μg／L，cTnI：0.2μg／L；行溶栓治疗后，Mb：323μg／L，CK‐MB mass：69μg／L，cTnI：2.1μg／L。
  


  
    分析：
  


  
    根据症状和心电图结果可主要诊断为急性前壁心肌梗死。考虑溶栓治疗，根据溶栓治疗标准：
  


  
    （1）胸痛发作时间在6小时内。
  


  
    （2）年龄＜80岁。
  


  
    （3）血压≤160／100mmHg，血压超标者经降压后溶栓。
  


  
    （4）无溶栓禁忌证。此患者符合溶栓标准。随行溶栓治疗。检测实验室相关指标进行溶栓效果评价，溶栓治疗后90分钟其血清或血浆心肌损伤标志物较治疗前明显增加：Mb：增加≥150μg／（L·h）或增加4倍以上；CK‐MBmass：增加＞24μg／（L·h）或增加4倍以上；cTnI或cTnT：增加比率＞0.2μg／（L·h）或增加6.8倍以上，可判断治疗心肌梗死溶栓治疗后心肌标记物升高。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性前壁心肌梗死，行溶栓治疗有效。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男性，74岁，感冒数日，数小时前静卧休息时突然出现严重的呼吸困难，咳嗽，患者自吸支气管扩张剂治疗，但未见明显好转，迅速送医院急诊处理。患者既往有高血压、冠心病史及慢性阻塞性肺病史。
  


  
    体格检查：
  


  
    患者呈急性痛苦病容，口唇轻度发绀，浅表淋巴结未触及，巩膜不黄，颈软，颈静脉无怒张，平静呼吸时未闻及干性啰音。心界稍有增大，心音低钝，腹软，无压痛，肝脾肋下未及，双下肢无浮肿。检查结果：心电图示：STV1～5升高，QRSV1～5呈Qr型，T波倒置。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清NT‐proBNP：1210pg／ml（血清NT‐proBNP参考值（≥51岁男性）：≤227pg／ml）。肌钙蛋白I（cTnI）：0.34ng／ml（参考值：≤0.15ng／ml）。
  


  
    分析：
  


  
    根据患者的症状和体征，提示需要鉴别诊断患者是慢性阻塞性肺病急发所致的呼吸困难，还是由于心源性问题导致的呼吸困难。因此我们将按下面流程为患者进一步确诊（图6‐8）。
  


  
    [image: 心肌梗死后所致左心衰竭诊断流程图]


    
      图6‐8 心肌梗死后所致左心衰竭诊断流程图
    


    

  


  
    诊断意见：
  


  
    心肌梗死后所致左心力衰竭，应及时行溶栓和抗心力衰竭治疗。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，65岁。风湿性心脏病史20年。近日感冒后出现胸闷、气促、夜间不能平卧，腹胀，双下肢水肿。查体：颈静脉怒张，肝颈静脉回流征阳性。双肺可闻及湿性啰音。心界向两侧扩大，心音低钝，心尖部可闻及Ⅲ级舒张期隆隆样杂音。肝大，肋下三指。
  


  
    一般检查：
  


  
    超声心动图检查：二尖瓣口面积＜0.1cm2；三尖瓣相对关闭不全，致其反流最大速度＞3.0m／s。
  


  
    实验室检查：NT‐proBNP：2100pg／ml（参考值：≥51岁男性≤227pg／ml）。
  


  
    分析：
  


  
    根据患者症状和体征高度怀疑心脏疾病，行超声心动图检查后诊断为心脏瓣膜病，结合症状提示可能为右心力衰竭。检测心力衰竭标志物NT‐proBNP远高于正常值，应判断为心力衰竭。
  


  
    诊断意见：
  


  
    风湿性心瓣膜病所致右心力衰竭。
  


  
    （蔡蓓 王兰兰）
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    第七章 水、电解质与酸碱平衡紊乱
  


  
    水、钠代谢紊乱表现为体液的容量和渗透压改变。体液容量平衡紊乱主要影响细胞外液，渗透压平衡紊乱主要影响细胞内液。钾是细胞内主要的阳离子，细胞内的离子浓度是细胞外的20倍以上，在血浆中循环的钾仅仅是人体内钾总量的2%。正常的钾浓度对维持神经肌肉兴奋性、心脏收缩性和节律性、细胞外液渗透压和酸碱平衡非常重要。临床常见的类型为低钠血症（hyponatremia）、高钠血症（hypernatremia）、低钾血症（hypokalemia）及高钾血症（hyperkalemia）。而酸碱平衡紊乱是指体内酸性或碱性的物质过多，超出机体的代偿能力，或者肺和肾功能障碍使调节酸碱平衡的功能障碍，均可使血浆中HCO－3与H2CO3的浓度及其比值的变化超出正常范围。酸碱平衡紊乱是临床常见的一种症状，根据产生的原因和临床表现，酸碱平衡紊乱可以分为代谢性酸中毒（metabolicacidosis）、呼吸性酸中毒（re spiratoryacidosis）、代谢性碱中毒（metabolicalkalosis）、呼吸性碱中毒（respiratoryalkalosis）及混合性酸碱平衡紊乱多种类型。
  


  
    第一节 低钠血症
  


  
    低钠血症（hyponatremia）是指血清钠离子浓度＜135mmol／L的一种常见的水、钠代谢紊乱。1%～2%的住院患者都有低钠血症。根据细胞外液容量的改变，低钠血症可分为：①低容量性低钠血症（hypovolemichyponatremia），其特点是以失钠为主，血清钠离子浓度＜135mmol／L，血浆渗透压＜285mOsm／kg，伴细胞外液量减少；②高容量性低钠血症（hyperv olemichyponatremia），其特点为细胞外液量明显增多，血钠下降，血清钠离子浓度＜135mmol／L，血浆渗透压＜280mOsm／kg，但体内总量正常或增多；③等容量性低钠血症，其特点为失水与失钠成比例，细胞外液呈等渗状态，血清钠离子为130～150mmol／L，血浆渗透压为280～310mOsm／kg。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图7‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    低钠血症的血清钠离子浓度＜135mmol／L，常伴有低渗，血浆渗透压＜285mOsm／kg。尿钠测定有助于鉴别肾性和肾外性失钠。实验室相关实验为血清（尿液）Na＋浓度测定、血浆（尿液）渗透压测定。
  


  
    [image: 低钠血症实验室分析路径图]


    
      图7‐1 低钠血症实验室分析路径图
    


    

  


  
    1﹒血清（尿液）Na＋浓度测定
  


  
    体液的主要成分是水，其次是无机电解质和一些有机化合物。细胞外液与细胞内液的电解质浓度有较大的差异，细胞外液中阳离子以Na＋为主，其次为Ca2＋。阴离子以Cl－最多，其次为HCO－3。细胞内液阳离子主要是K＋，阴离子主要是HPO4
  


  
    2－和蛋白质离子。因此，细胞外钠和细胞内钾的浓度决定体内水分在细胞内外的分布。当钠和水的得失比例基本相当，只表现为细胞外液过量或不足，而细胞内液容量变化很小。只要细胞内、外渗透压保持一致，水就不会在细胞内、外发生转移。Na＋排出的主要途径是肾脏、皮肤及消化道。皮肤对Na＋的排泄主要是通过汗液的排出，特殊情况下，如大量出汗等，通过皮肤排出的Na＋则大大增加，少量的Na＋随粪便排出。一般情况下肾脏是Na＋的主要排泄器官。肾脏根据身体钠含量的情况调节尿中排钠量。肾小管过滤的Na＋有95%经肾小管再吸收：近端肾小管吸收约65%，亨利管吸收25%，其余10%在远端肾小管与K＋、H＋分泌相交换。
  


  
    测定方法：离子选择电极法（ISE法）是用离子选择电极对特定离子具有选择性响应的敏感膜，将离子活度转换成电位信号，在一定范围内，其电位与溶液中特定离子活度的对数呈线性关系，通过与已知离子浓度的溶液比较可求得未知溶液的离子活度，按其测定过程又分为直接测定法和间接测定法，目前大部分采用间接测定法，由于间接测定法将待测样本稀释后测定，所测离子活度更接近离子浓度。ISE法具有标本用量少、快速准确、操作简便等优点。是目前所有方法中最为简便准确的方法。参考范围：血清Na＋135～145mmol／L；尿液Na＋130～260mmol／24h。
  


  
    2﹒血浆（尿液）渗透压测定
  


  
    渗透压是度量各种体液，包括细胞内外体液中所含电解质和非电解质溶质总的颗粒（包括分子和离子）浓度———渗克分子浓度（osmolality）变化的定量指标。在正常生理条件下，体液渗透压在神经、内分泌的调节下，与体温、pH等因素一起构成人体维持组织细胞正常生命活动不可缺少的相对恒定的“内环境”。在病理状态下，体液渗透压的恒定将随着水电解质代谢紊乱的发生而改变，体液渗透压的异常正是水电解质代谢紊乱的标志之一，渗透压平衡紊乱主要影响细胞内液，Na＋是细胞外液中最重要的渗透活性颗粒，所以血Na＋浓度的高低与渗透压的改变密切相关。渗透平衡紊乱通常表现为高钠血症或低钠血症。细胞外液Na＋浓度减小，细胞外液渗透压降低，水就会从细胞外液向渗透压正常但相对于细胞外液高渗的细胞内液转移，导致细胞肿胀；反之，水则从细胞内液向细胞外液转移，导致细胞萎缩。
  


  
    测定方法：渗透压测定已成为研究水电解质代谢平衡与紊乱机制的一项重要手段。渗透压的测定，一般有沸点升高法、蒸汽压降低法、冰点下降法和半透膜法四种，其中，冰点下降法在临床上得到广泛采用。
  


  
    参考范围：血浆渗透压280～310mOsm／kg；尿液渗透压50～1050mOsm／kg。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血清（尿液）Na＋浓度测定。
  


  
    血清Na＋降低于135mmol／L为低钠血症，临床上常见于：
  


  
    胃肠道失钠：见于幽门梗阻、呕吐、腹泻、胃肠道、胆道、胰腺手术后造瘘、引流等都可丢失大量消化液而发生缺钠。
  


  
    尿Na＋排出增多：见于严重肾盂肾炎、肾小管严重损害、肾上腺皮质功能不全、糖尿病、应用利尿剂治疗等。
  


  
    皮肤失Na＋：大量出汗时，只补充水分而不补充食盐；大面积烧伤和创伤时，体液和钠从创口大量丢失，亦可引起低血钠。
  


  
    抗利尿激素（ADH）过多：肾病综合征的低蛋白血症、肝硬化腹水、右心衰竭时有效血容量减低等都引起抗利尿激素增多，血Na＋被稀释。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    血浆（尿液）渗透压测定。
  


  
    降低：表示体内水量的增加或溶质的减少。多见于有心衰竭、低蛋白血症、低钠血症、肾衰竭少尿期、低渗性脱水等。
  


  
    第二节 高钠血症
  


  
    高钠血症（hypernatremia）是指血清钠离子浓度＞150mmol／L的一种水、钠代谢紊乱。0.2%～0.3%的住院患者有高钠血症。同样可根据细胞外液量的变化分为：①低容量性高钠血症（hypovolemichypernatremia）：其特征以失水为主，血清钠离子浓度＞150mmol／L，血浆渗透压＞310mOsm／L，同时伴细胞内、外液容量减少；②高容量性高钠血症（hypervolemichy pernatremia）：其特征是血钠升高，伴血容量增多，常见盐摄入过多，原发性钠潴留；③等容量性高钠血症（isovolemichypernatremia）：又称原发性高钠血症，其特征是血钠升高，不伴血容量的改变，见于有中枢神经系统损害的病史者。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图7‐2。
  


  
    [image: 高钠血症实验室分析流程图]


    
      图7‐2 高钠血症实验室分析流程图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    高钠血症的血清钠离子浓度＞150mmol／L，常伴有低渗，合并有血浆渗透压增高＞310mOsm／kg。实验室相关实验为血清（尿液）Na＋浓度测定、血浆（尿液）渗透压测定。
  


  
    1﹒血清（尿液）Na＋浓度测定
  


  
    参见本章第一节。
  


  
    2﹒血浆（尿液）渗透压测定
  


  
    参见本章第一节。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    血清（尿液）Na＋浓度测定
  


  
    血清Na＋浓度大于150mmol／L为高钠血症，临床上常见于：
  


  
    1﹒水摄入不足
  


  
    昏迷、拒食、消化道病变引起。饮水困难，脑外伤、脑血管意外等导致渴感中枢迟钝或渗透压感受器不敏感，原发性饮水过少症等均可引起水摄入不足导致高钠血症。
  


  
    2﹒水丢失过多
  


  
    （1）经肾外丢失：高热、高温环境剧烈运动导致的大量出汗可引起水从皮肤大量丧失；喘息状态、过度换气、气管切开等可使水从呼吸道丢失过多；胃肠道渗透性水样腹泻也可造成本症，如果同时合并饮食障碍，情况可以严重恶化。
  


  
    （2）经肾丢失：主要由中枢性尿崩症及肾性尿崩症或应用大量渗透性利尿药引起。使用高渗葡萄糖溶液、甘露醇、山梨醇、尿素等脱水疗法致溶质性利尿。
  


  
    3﹒水转入细胞内
  


  
    可见于剧烈运动、抽搐等后，由于上述原因造成细胞内小分子增多，渗透压增加，促使水进入细胞内，一般持续不长。乳酸性酸中毒时，糖原大量分解为小分子的乳酸，使细胞内渗透压过高，水转移到细胞内，也造成高钠血症。
  


  
    4﹒Na＋输入过多
  


  
    常见于注射NaHCO3、过多输入高渗性NaCl等，患者多伴有严重血容量过多。
  


  
    5﹒肾排Na＋减少
  


  
    见于右心衰竭、肾病综合征、肝硬化腹水等肾前性少尿；急、慢性肾功能衰竭等肾性少尿；代谢性酸中毒、心肺复苏等补碱过多；老人或婴幼儿肾功能不良；库欣综合征、原发性醛固酮增多症等排钾保钠性疾病；使用去氧皮质酮、甘草类排钾保钠类药物等。
  


  
    6﹒特发性高钠血症
  


  
    由口渴中枢障碍引起，确切病因不明。少部分病例可有脑肿瘤、肉芽肿等病变或创伤、脑血管意外等病史。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    血浆（尿液）渗透压测定
  


  
    增加：表示体内水分的减少或溶质量的增加。
  


  
    第三节 低钾血症
  


  
    低钾血症（hypokalemia）是指血清钾离子浓度低于（3.5mmol／L）。血清钾降低，并不一定表示体内缺钾，只能表示细胞外液中钾的浓度，而全身缺钾时，是指细胞内钾的缺失或体内钾的总量减少，血清钾不一定降低。在临床上缺钾应结合病史和临床表现分析判断。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图7‐3。
  


  
    [image: 低钾血症实验室分析流程图]


    
      图7‐3 低钾血症实验室分析流程图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    通常以血清钾离子浓度＜3.5mmol／L时称低血钾。尿钾测定有助于鉴别肾性和外性失钾。实验室相关实验为血清（尿液）钾浓度测定。
  


  
    血清（尿液）K＋浓度测定 人体钾全靠外界摄入，每日从食物中摄入钾50～100mmol，90%由小肠吸收。肾脏是排钾和调节钾平衡的主要器官，肾小球滤液中的钾先在近曲肾小管内被完全吸收，以后远曲肾小管细胞和集合管细胞再将过剩的钾分泌出来，从尿排出，使钾在体内维持平衡。
  


  
    测定方法：参见本章第一节。
  


  
    参考范围：血清K＋3﹒50～5.50mmol／L；尿液K＋25～100mmol／24h。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血清K＋浓度测定。
  


  
    血清K＋浓度降低于3.50mmol／L为低钾血症，临床上常见于：
  


  
    钾摄入量减少：如严重感染、慢性消耗疾病等长期食欲缺乏以及手术后禁食时间过长而又未注意补钾者。
  


  
    排泄增多：肾上腺皮质功能亢进或长期大量使用肾上腺皮质激素时，肾小管泌钾增多；许多利尿剂的长期使用；急性肾衰竭由尿闭期转入多尿期时；都可导致钾的丢失。
  


  
    碱中毒：由于K＋向细胞内转移，同时肾小管泌钾增多；糖尿病患者使用胰岛素治疗时或以胰岛素加葡萄糖作为能量合剂使用时，K＋向细胞内转移。
  


  
    血浆稀释：大量输入无K＋液体致使血清K＋降低。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    尿液K＋浓度测定。
  


  
    尿中排泄减少：
  


  
    （1）摄取：摄取不足、呕吐、腹泻、绒毛腺瘤、低钠饮食。
  


  
    （2）肾损害：急、慢性肾功能不全。
  


  
    （3）激素异常：低醛固酮症（艾迪生病、低肾素性低醛固酮症、21‐羟化酶缺乏症）。
  


  
    （4）药物及其他：安体舒通、氨苯蝶啶、酸中毒。
  


  
    尿中排泄增多：
  


  
    （1）摄取：摄取过多、高钠饮食。
  


  
    （2）肾损害：Barter综合征、肾小管性酸中毒，liddle综合征（家族性低醛固酮血症）。
  


  
    （3）激素异常：肾上腺高值（原发性醛固酮症、肾性高血压）、肿瘤产生、肾上腺癌及17α、11β羟化酶缺乏症。
  


  
    （4）药物及其他：利尿药、甘草、（肾上腺样作用）、碱中毒。
  


  
    第四节 高钾血症
  


  
    高钾血症（hyperkalemia）是指血清钾离子浓度高于5.5mmol／L。确诊时应排除因静脉穿刺不当或标本溶血所致的假性高钾血症（pseudohyperkalemia）。高钾血症会降低细胞内钾离子向细胞外转运的速率，改变神经肌肉内的传导，从而导致肌肉软弱无力，但是肌肉无力并不常见。高钾血症患者中，由肾衰引起的约占2／3，高糖血症是仅次的发病原因，药物治疗导致高钾血症占63%。
  


  
    当钾离子浓度在6～7mmol／L时，心电图会发生改变；当钾离子浓度＞8mmol／L时，心脏传导障碍，从而导致心律失常；当钾离子浓度＞10mmol／L时，可能导致心搏骤停。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图7‐4。
  


  
    [image: 高钾血症实验室分析流程图]


    
      图7‐4 高钾血症实验室分析流程图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    通常以血清钾离子浓度达到5.5mmol／L时称高血钾。实验室相关实验为血清钾浓度测定。
  


  
    血清K＋浓度测定 参见本章第三节。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    血清K＋浓度测定。
  


  
    血清K＋浓度高于5.50mmol／L为高钾血症，临床上常见于：
  


  
    排出障碍：急性肾衰竭、尿中毒症时K＋排出障碍；肾上腺皮质功能减退时，由于醛固酮减少分泌而长期使用螺内酯，醛固酮受拮抗，肾小管泌K＋作用减弱；各种原因引起的呼吸性酸中毒和代谢性酸中毒时，由于K＋向细胞外转移，同时肾小管泌K＋减少。
  


  
    血细胞破坏：重度溶血、输入大量库存血、挤压综合征、灼伤、创伤性抽血、采血针过细、蝶形采血针／过高的灌注压、将注射器中血液直接灌注到试管中、容器被含钾物质污染、使用含钾抗凝剂的采血管（含K3EDTA超过15mmol／L），标本长时间放置：4℃比25℃增加更快；纤溶凝块产生。细胞内的K＋向细胞外释放；
  


  
    药物及其他：使用大量含钾药物；高渗性脱水时，由于血浆浓缩，血K＋浓度也可升高。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    肾小球滤过率（GFR），参见肾功能相关章节。
  


  
    第五节 酸碱平衡紊乱
  


  
    正常人血液的酸碱度即pH始终维持在一个狭窄的范围即7.35～7.45。机体每天在代谢过程中，均会产生一定量的酸性或碱性物质并不断地进入血液，都可能影响到血液的酸碱度，机体通过酸碱平衡调节机制调节体内酸碱物质含量及其比例，维持血液pH在正常范围内的过程，称为酸碱平衡，其中起首要作用的是血液的缓冲作用。血液缓冲体系很多，以血浆中［HCO－3］／［H2CO3］体系最为重要，［HCO－3］／［H2CO3］缓冲体系维持一定比例的［HCO－3］和［H2CO3］对于维持血液的酸碱度起着至关重要的作用，而这种比例的恒定，又有赖于肺和肾的调节作用，即将过剩的酸和碱排出体外，使体内酸碱度保持相对平衡状态。肺通过对PCO2的调节而调节H2CO3的浓度，换气增加使CO2排出增多而降低PCO2，换气减少则使CO2排出减少而升高PCO2，因此，通过肺泡换气加强了HCO－3的缓冲能力。肾对酸碱平衡的调节主要通过对H＋的排泄和对HCO－3的重吸收与合成机制完成。
  


  
    根据pH、PCO2及HCO－3的异常与否即可确定诊断单纯的酸碱平衡失调。pH代表酸碱度，正常范围为7.35～7.45。pH超过这个范围只能代表有酸血症或碱血症。酸中毒或碱中毒时，pH可以正常也可以异常。pH在正常范围可能有三种情况：①正常的酸碱平衡；②代偿性的酸或碱中毒；③混合性的酸或碱中毒。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图7‐5。
  


  
    二、相关实验
  


  
    血气一般是指血液中所含的O2和CO2气体。血气分析是评价患者呼吸、氧化及酸碱平衡状态的必要指标，已普遍应用于临床，对急、重症患者的监护和抢救尤为重要。目前，多采用血气分析仪测定pH及其他相关指标。利用血气分析仪可直接测出pH、PO2、PCO2三项指标，再由此计算出其他酸碱平衡指标。
  


  
    1﹒血液的酸碱度（pH）测定
  


  
    HCO－3与H2CO3的比值是决定血液pH的主要因素，必须维持在一定范围内，才能维持细胞的正常代谢。两者任何一方改变均能影响pH，而且互相间可进行代偿性增高或减低。如同时按比例增高或下降，其pH不变。但pH应用有它的局限性：
  


  
    （1）pH只能决定是否有酸血症或碱血症，pH正常不能排除有无酸碱失衡。
  


  
    （2）单凭pH不能区别是代谢性还是呼吸性酸碱平衡失调。
  


  
    [image: 酸碱平衡紊乱实验室分析流程图]


    
      图7‐5 酸碱平衡紊乱实验室分析流程图
    


    

  


  
    测定方法：测定血气的仪器主要由专门的气敏电极分别测出PO2、PCO2和pH三个数据，并推算出一系列参数。包括电极（pH、PO2、PCO2）、进样室、CO2空气混合器、放大器元件、数字运算显示屏和打印机等部件，进行自动化分析，其所需样品少，检测速度快而准确。采样前患者应处于稳定状态，保持患者平静呼吸状态，并且通风状态也应稳定。告知患者采样步骤以避免引起不必要的紧张，患者的紧张可引起过度呼吸，通气过度是血气误差的一个主要原因，可使肺泡通气量增加，造成PCO2降低、pH增加、PO2增加。动脉血样本采集以桡动脉最为常用，采样前先进行改良的Alen测试以确定侧支循环是否充足。肝素抗凝动脉血2ml，抽血后要求严加密封，不能接触空气，立即送检，天热可放冰箱中，并记录当时患者体温样本。
  


  
    参考范围：动脉血pH7.35～7.45，静脉血pH7.32～7.42。
  


  
    2﹒二氧化碳分压测定
  


  
    二氧化碳分压（PCO2）指血浆中物理溶解CO2的压力。CO2的弥散能力较大，约为氧的25倍，血液PCO2基本反映了肺泡PCO2的平均值。PCO2代表酸碱平衡失调中的呼吸因素，它的改变可直接影响血液pH的改变。PCO2的升高或降低，由原发性和继发性两种原因所致。PCO2与CO2的产生呈正比关系，它与肺泡通气量呈反比关系。
  


  
    测定方法：参见血液的酸碱度（pH）测定方法。
  


  
    参考范围：动脉血PCO24﹒67～6.00kPa（35～45mmHg）。
  


  
    3﹒标准碳酸氢盐和实际碳酸氢盐
  


  
    血浆标准碳酸氢盐（SB）指在标准条件下［37℃，PCO25﹒32kPa（40mmHg），Hb充分氧合］测得的血浆［HCO－3］，也就是呼吸功能完全正常条件下的［HCO－3］，通常根据pH与PCO2数据求得。血浆实际碳酸氢盐（AB）指血浆实际［HCO－3］，即指“真正”血浆（未接触空气的血液在37℃分离的血浆）所含［HCO－3］。
  


  
    参考范围：SB21.3～24.8mmol／L，AB21.4～27.3mmol／L。
  


  
    4﹒二氧化碳总量
  


  
    二氧化碳总量（totalCO2，TCO2）指存在于血浆中各种形式的CO2的总和。其中大部分（95%）是HCO－3结合形式，少量为物理溶解。还有少量是以碳酸、蛋白质氨基甲酸酯及CO32－等形式存在。TCO2在体内受呼吸及代谢两方面因素的影响，但主要受代谢因素影响，是判断代谢性酸、碱中毒的指标之一。
  


  
    参考范围：动脉血TCO224～32mmol／L。
  


  
    5﹒缓冲碱（buferbase，BB）
  


  
    1L全血或血浆中所有结合H＋的碱的总和，包括HCO－3、Pr－、Hb－和少量HPO4
  


  
    2－。
  


  
    参考范围：血浆BBp40～44mmol／L；全血BBb46～52mmol／L。
  


  
    6﹒碱剩余（baseexcess，BE）
  


  
    指在标准条件下，即温度37℃时，一个标准大气压，PCO2为5.32kPa（40mmHg），血红蛋白完全氧合，用酸或碱将1L血液的pH调整至7.40，所需加入的酸碱量就是BE。正常人BE值在0附近波动。
  


  
    参考范围：BE‐3～＋3mmol／L。
  


  
    7﹒阴离子间歇
  


  
    阴离子间歇（aniongap，AG）指血清中所测定的阳离子总数与阴离子总数之差。其计算公式为：
  


  
    AG（mmol／L）＝Na＋‐［Cl－＋HCO－3］
  


  
    参考范围：8～12mmol／L。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血液的酸碱度（pH）测定
  


  
    pH正常：
  


  
    （1）正常人。
  


  
    （2）存在轻度酸碱平衡紊乱，但机体可以自动调节到正常水平，临床上称为代偿型酸、碱中毒。
  


  
    （3）存在强度相等的酸中毒和碱中毒，作用互相抵消，pH表现正常。
  


  
    pH升高：提示体内碱性物质过多，有超出机体调节能力的失代偿型碱中毒。
  


  
    pH降低：提示体内酸性物质过多，有超出机体调节能力的失代偿型酸中毒。
  


  
    2﹒二氧化碳分压（PCO2）测定
  


  
    （1）判断肺泡通气状态：PCO2升高表示肺泡通气量降低，PCO2降低则表示肺泡通气量增加，为肺泡通气过度。
  


  
    （2）判断呼吸性酸碱失衡的性质：PCO2＜4.65kPa（35mmHg）提示通气过度，有呼吸性碱中毒存在。PCO2上升至6.65kPa（50mmHg）以上提示正常的呼吸机制已不健全，体内有CO2的滞留。
  


  
    （3）判断代谢性酸碱失衡的代偿情况：在代谢性酸中毒时，若PCO2下降，提示已通过呼吸进行代偿；代谢性碱中毒时，若PCO2上升，亦提示已有代偿。
  


  
    （4）判断呼吸衰竭类型。
  


  
    3﹒实际碳酸氢盐和标准碳酸氢盐（AB、SB）
  


  
    （1）［HCO－3］在正常范围：除正常的酸碱平衡外，急性呼吸性酸碱中毒早期，混合性酸碱中毒，如代偿性呼吸性酸中毒，代偿性呼吸性碱中毒＋代谢性碱中毒。
  


  
    （2）［HCO－3］减少：代谢性酸中毒、呼吸性碱中毒代偿期。呼吸性碱中毒＋代谢性酸中毒时明显下降。
  


  
    （3）［HCO－3］增高：代谢性碱中毒，呼吸性酸中毒代偿期。代谢性碱中毒合并呼吸性酸中毒时明显升高。
  


  
    （4）［HCO－3］异常患者：AB与SB这两个指标结合起来分析，在酸碱平衡鉴别诊断上有一定价值，但也受呼吸因素的影响而继发改变。
  


  
    ①AB＝SB，且同时升高，表示代谢性碱中毒，一般无呼吸性因素存在。
  


  
    ②AB＝SB，且同时降低，表示代谢性酸中毒，一般无呼吸性因素存在。
  


  
    ③AB＞SB，提示CO2潴留，多见于通气功能不足所致呼吸性酸中毒。
  


  
    ④AB＜SB，提示CO2排出过多，多见于通气过度所致呼吸性碱中毒。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒碱剩余（BE）
  


  
    BE为正值增加时，说明缓冲碱增加，为代谢性碱中毒；BE为负值增加时，说明缓冲碱减少，为代谢性酸中毒。呼吸性酸碱中毒时，由于肾脏的代偿，也可使BE发生相应改变。由于在测定时排除了呼吸性因素的影响，只反映代谢因素的改变，与SB的意义大致相同，但因系反映总的缓冲碱的变化，故较SB更全面。
  


  
    2﹒阴离子间歇（AG）
  


  
    指血液中未测定的阴离子量，通常以（Na＋‐Cl－‐HCO－3）表示。这是判断代谢性酸中毒的重要指标，对许多潜在的致命性疾病的诊断可提供重要线索。AG是早期发现代谢性酸中毒合并代谢性碱中毒、慢性呼吸性酸中毒合并代谢性酸中毒、呼吸性碱中毒合并代谢性酸中毒、混合性代谢性酸中毒及三重性酸碱失衡的有用指标。应用AG做指标时，应精确的测定血清电解质，已排除实验误差对AG的影响。AG增高提示肯定有代谢性酸中毒存在，在混合性酸碱紊乱的患者，代谢性酸中毒可以被其他现象掩盖，通过AG值可以发现许多潜在的有价值的线索。
  


  
    3﹒缓冲碱（BB）
  


  
    代谢性酸中毒时BB减少，代谢性碱中毒时BB增加。由于同时受呼吸因素、血浆蛋白及血红蛋白的影响，因此不能确切反映代谢变化，但BB比［HCO－3］值能更全面地反映体内中和酸的能力。
  


  
    4﹒二氧化碳总量（TCO2）
  


  
    （1）病理性增高：①代谢性碱中毒时，由于碱性物质产生过多或肾功能紊乱，使肾脏排出HCO－3减少，重吸收HCO－3增加，导致TCO2升高，这是TCO2升高的主要原因；②呼吸性酸中毒时，由于CO2排出减少，也可使TCO2增加；③代谢性碱中毒合并呼吸性酸中毒时，TCO2显著升高。
  


  
    （2）病理性降低：①代谢性酸中毒时，由于酸性物质产生过多或肾功能紊乱，使肾脏排出HCO－3增加，重吸收HCO－3减少，导致TCO2减低，这是TCO2减低的主要原因；②呼吸性碱中毒时，由于CO2排出过多，也可使TCO2减低；③代谢性酸中毒合并呼吸性碱中毒时，TCO2明显减低。
  


  
    第六节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    72岁妇女昏迷在家。
  


  
    体格检查：
  


  
    医院检查血压为18.6／11.97kPa（140／90mmHg），脉搏82次／分，中度脱水，身体左侧麻痹（可能与脑血管病变有关）。由于高血压过去8个月服氯噻治疗（500mg一日三次）。
  


  
    实验室检查 ：
  


  
    血清生化结果：血清：Na＋128mmol／L、K＋2﹒4mmol／L、Cl－83mmol／L、HCO－336mmol／L、Urea11.6mmol／L、Crea120μmol／L、渗透压265mOsm／kg；尿液生化结果：Na＋46mmol／L、K＋54mmol／L、Crea140μmol／L、渗透压638mOsm／kg。
  


  
    分析：
  


  
    生化结果与抗利尿激素分泌异常综合征（SIADH）吻合，限制水摄入500mL／24h，以80～100mmol／L静脉给钾，之后口服给钾。限水和补钾48小时后患者血浆生化结果如下：Na＋129mmol／L、K＋3﹒3mmol／L、Cl－86mmol／L、HCO－333mmol／L、Urea17.4mmol／L、Crea 140μmol／L、渗透压268mOsm／kg。患者皮肤、黏膜干燥，血压18.6／11.3kPa（140／85mmHg），脉搏90／分。症状及尿素、肌酐水平的升高表明患者处于脱水状态。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史考虑为继发于利尿治疗的低钠血症伴脱水。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    78岁男性，三周前开始感到口渴和多尿，入院时已处于昏迷状态。
  


  
    体格检查：
  


  
    临床检查中度到高度脱水，卧位血压15.3／8.65kPa（115／65mmHg），脉搏110次／分。对疼痛刺激没有反应，张力减退，腱反射降低。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清生化结果：Na＋156mmol／L、K＋4﹒6mmol／L、Cl－116mmol／L、HCO－325mmol／L、Urea 18﹒0mmol／L、Crea170μmol／L、Glu45mmol／L。
  


  
    分析：
  


  
    8%～10%脱水，脑干出血。高钠血症伴多尿可能是由于尿崩症、高血糖（糖尿病）或尿素血症（肾衰）所致的渗透性利尿。输液前生化结果为：血浆渗透压385mOsm／kg；尿液渗透压448mOsm／kg；尿液Na＋25mmol／L。血浆钠浓度反映高渗性脱水。尿液渗透压略高于血浆渗透压表明存在渗透性利尿。由于高血糖导致高渗透间隙。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史考虑为高渗性糖尿病所致的高渗性脱水。严重脱水可能出现脑干出血的症状。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    56岁男性，车祸导致颅脑损伤急诊入院。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清生化结果：第一天Na＋138mmol／L、K＋3﹒7mmol／L、Cl－104mmol／L、HCO－3 26mmol／L、Crea120μmol／L；第二天Na＋165mmol／L、K＋3﹒5mmol／L、Cl－126mmol／L、HCO－323mmol／L、Crea140μmol／L、渗透压354mOsm／kg；尿液生化结果：Na＋＜5mmol／L、渗透压124mOsm／kg。
  


  
    分析：
  


  
    该患者生化结果有三个特征：负水平衡；血浆高渗透压及高血钠；尿液渗透压下降。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史考虑为典型的创伤性尿崩症。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    一位有15年糖尿病史的50岁男性，因昏迷状态入院。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压12／5.3kPa，脉搏101次／分，呼吸28次／分。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清生化结果：Glu10.1mmol／L、Urea8.0mmol／L、K＋5﹒0mmol／L、Na＋160mmol／L、Cl－104mmol／L；pH7.136、PCO24﹒06kPa、PO29﹒91kPa、BE‐18.0mmol／L、HCO－3‐9.9mmol／L、AG 35mmol／L；尿：酮体（＋＋＋），糖（＋＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    患者因患糖尿病所致脂代谢障碍，酮体大量堆积或酮血症、酮尿症，血中大量乙酰乙酸及β羟丁酸经血中［HCO－3］／［H2CO3］缓冲，使HCO－3减少致使［HCO－3］／［H2CO3］比值＜20／1，血pH＜7.35。机体通过肺加快呼吸，多排出缓冲酮体酸所产生的CO2，肾脏加快排出酮体酸盐，增加HCO－3的重吸收，尽管如此，患者仍出现失代偿型代谢性酸中毒，并因血糖未能及时进入细胞而堆积于血中，形成细胞外液的高渗状态，引起细胞内脱水尤以脑细胞脱水为重，外加PO2偏低，从而造成神经症状甚至昏迷。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史考虑为代谢性酸中毒。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    男性，56岁，因小肠克罗恩病入院，后于硬膜外麻醉做肠切除术。
  


  
    体格检查：
  


  
    术中患者紧张、呼吸加快，出现手足轻度发麻现象。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清生化结果：pH7.52、PCO24﹒0kPa、PO27﹒6kPa、BE‐1.2mmol／L、HCO－323﹒3mmol／L，K＋4﹒5mmol／L、Na＋134mmol／L、Cl－96mmol／L、AG19.3mmol／L，尿素及肾的肌酐清除率均在正常范围。
  


  
    分析：
  


  
    患者因呼吸过快，排出过多的CO2，使血中CO2减少。此时肾的代偿性调节起重要作用。肾小管产生H＋减少，H＋‐Na＋交换减弱，HCO－3的回吸收减少而排出增多，肾保留较多的Cl－，以填充较少的HCO－3在阴离子平衡中的位置；氨排泌减少，尿酸度降低，代偿结果使CO2保留于体内，血HCO－3相应减少，使［HCO－3］／［H2CO3］的比值尽量接近保持在20／1，使血pH也接近正常。尽管如此，患者血pH仍是7.51，表明其为失代偿型代谢性碱中毒，血HCO－3降低属继发性的代偿的结果。手术完毕，患者情绪稳定，呼吸功能恢复到正常，有关血气分析指标已完全恢复正常。神志清楚，手脚麻木的感觉消失。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史考虑为呼吸性中毒。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    一位70岁男性，五天持续性呕吐，有肾功能障碍。
  


  
    体格检查：
  


  
    严重充血性心力衰竭。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清生化结果：Na＋127mmol／L、K＋5﹒2mmol／L、Cl－79mmol／L、HCO－320mmol／L、Crea 380μmol／L、AG33mmol／L。血气分析结果：pH7.58、PCO22﹒76kPa、PO220﹒91kPa、HCO－3 19﹒9mmol／L。
  


  
    分析：
  


  
    呕吐所致的代谢性碱中毒；乳酸酸中毒（高PO2是由于吸氧所致）和肾功能障碍导致的代谢性酸中毒；充血性心力衰竭所致的呼吸性碱中毒。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史考虑为混合型酸碱平衡紊乱。
  


  
    （黄亨建）
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    第八章 代谢性疾病
  


  
    新陈代谢是人体生命活动的基本形式，包括物质的合成代谢和分解代谢两个过程。通过新陈代谢，机体同环境之间不断进行物质交换和转化，同时体内物质又不断进行分解、利用与更新，为个体的生存、劳动、生长、发育、生殖和维持内环境恒定提供物质与能量。中间代谢是指营养物质进入机体后在体内合成和分解代谢过程中的一系列化学反应，如某一环节出现障碍，则引起代谢性疾病。
  


  
    第一节 糖 尿 病
  


  
    糖尿病是由于胰岛素绝对或相对不足，而引起的以高血糖为特征，伴有脂肪、蛋白质等代谢紊乱的代谢性疾病，分为1型糖尿病（tpye1diabetesmelitus，T1DM）、2型糖尿病（tpye2 diabetesmelitus，T2DM）、妊娠糖尿病（gestationaldiabetesmelitus，GDM）和特殊类型糖尿病。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图8‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    糖尿病以高血糖为特征，但糖尿病患者往往会有多个代谢指标的紊乱，因此实验室检查贯穿于糖尿病诊断、分型、并发症的判别及治疗效果评价等方面。
  


  
    （一）血糖
  


  
    血糖的来源有：①食物中的糖类物质经消化吸收进入血中，这是血糖的主要来源；②肝贮存的糖原分解成葡萄糖入血，这是空腹时血糖的直接来源；③在禁食情况下，以甘油、某些有机酸及生糖氨基酸为主的非糖物质，通过糖异生作用转变成葡萄糖，以补充血糖。血糖的去路有：①葡萄糖在各组织细胞中氧化分解供能，这是血糖的主要去路；②餐后肝、肌肉等组织可将葡萄糖合成糖原，糖原是糖的贮存形式；③转变为非糖物质，如脂肪、非必需氨基酸等；④转变成其他糖及糖衍生物，如核糖、脱氧核糖、氨基多糖、糖醛酸等。
  


  
    1﹒标本要求
  


  
    血浆、血清、全血。
  


  
    2﹒检测方法
  


  
    血糖测定方法按检测原理可以分为三类：①无机化学法；②有机化学法；③酶法。酶法包括葡萄糖氧化酶法（glucoseoxidase，GOD），己糖激酶法（hexokinase，HK）和葡萄糖脱氢酶法。
  


  
    [image: 糖尿病实验室分析路径图]


    
      图8‐1 糖尿病实验室分析路径图
    


    

  


  
    3﹒方法学评价
  


  
    无机化学法因其特异性较差，现已逐步淘汰。GOD法特异性较好，适合于自动化检测，轻度脂血、黄疸，氟化钠、肝素、EDTA和草酸盐等不干扰此检测方法。HK法为血糖测定的参考方法，准确性、特异性均高。美国临床生化学会（NACB）推荐检测血糖的常规方法是葡萄糖氧化酶法。
  


  
    4﹒参考范围
  


  
    空腹血浆血糖（GOD法）：3.9～6.1mmol／L。
  


  
    5﹒注意事项
  


  
    血标本中的葡萄糖在未添加糖酵解抑制剂时以每小时5%～7%的速度酵解，故应在试管内加入糖酵解抑制剂如氟化钠或碘化锂。若未添加抑制剂，则应在采集标本后1小时内分离出血清并进行葡萄糖检测。分离后的血清葡萄糖25℃可稳定4小时，4℃可稳定72小时。加用氟化钠的血浆葡萄糖室温可稳定24小时，4～8℃可稳定48小时。血浆血糖比全血血糖高11%。这种差异与血细胞比容有关，当血细胞比容为0.55时，这种差异增加到15%，当血细胞比容为0.3时，差异下降到8%。由于在血清的形成过程中会有少量的葡萄糖降解，血清血糖低于血浆血糖；但由于抗凝剂对血浆中多种酶有抑制作用，因此不适合大型生化仪多项目同时检测。毛细血管全血相当于末梢动脉血，空腹与静脉相同，餐后高于静脉血糖。
  


  
    （二）口服葡萄糖耐量试验（oralglucosetolerancetest，OGTT）
  


  
    方法：试验当天空腹取静脉血2ml，口服无水葡萄糖75g（溶于200～300ml水中，5～10分钟喝完）。儿童以1.75g／kg体重计算，总量不超过75g葡萄糖。从喝第一口糖水计时，服糖后30分钟、60分钟、120分钟、180分钟取血测血浆血糖。
  


  
    （三）馒头餐试验
  


  
    方法及注意事项同服用75g葡萄糖胰岛素释放试验，不同之处在于患者服用100g标准面粉制作的馒头。
  


  
    （四）静脉葡萄糖耐量试验
  


  
    将葡萄糖按0.5g／kg体重，配成50%的溶液，2～4分钟内静脉注射完毕。注射前采血，然后从注射开始计时，每30分钟取血一次，共2～3小时，或分别于3分钟，5分钟，10分钟，20分钟，30分钟，45分钟，60分钟，90分钟采血检测血浆血糖。采血前注意事项同OGTT。
  


  
    （五）自我血糖监测
  


  
    自我血糖监测（self‐monitoringofbloodglucose，SMBG）是指采用便携式血糖仪进行血糖检测，是糖尿病治疗过程中常用的检测手段。
  


  
    （六）动态血糖监测系统
  


  
    动态血糖监测系统（continousglucosemonitoringsystem，CGMS）是近年推出的血糖监测系统，此系统监测的是组织间液的葡萄糖。CGMS可间隔几分钟测定一次血糖，每天记录288个时间点的血糖值，可连续观察数日血糖的波动情况，如血糖的波动趋势、漂移幅度、频率、血糖曲线下面积、平均血糖、日间血糖变异等。
  


  
    （七）尿糖
  


  
    正常人尿中糖极微量，在尿糖定性为（－）时，24小时尿中排出的葡萄糖少于0.5g。当血糖水平＞8.82～9.92mmol／L（160～180mg／dl）时，肾小管不能完全把滤过的葡萄糖重吸收，因而可在尿中测出糖。
  


  
    1﹒标本收集
  


  
    新鲜晨尿或随意尿。
  


  
    2﹒检测方法
  


  
    自动化检测多采用尿液干化学分析仪，自测尿糖的方法是使用尿糖试纸。
  


  
    3﹒影响因素
  


  
    尿液中含有还原性物质如维生素C、水杨酸盐等时，可使结果偏低。尿液存放时间过长，尿糖会被细菌分解，浓度下降。肾糖阈会影响尿糖的结果，肾糖阈增加会使尿糖出现假阴性，肾糖阈降低会使尿糖出现假阳性。
  


  
    （八）糖化血红蛋白
  


  
    糖化血红蛋白（glycosylatedhemoglobin，HbA1c）是血中葡萄糖和红细胞内的血红蛋白结合产物。
  


  
    1﹒标本收集
  


  
    EDTA或肝素抗凝的全血。
  


  
    2﹒检测方法
  


  
    高效液相色谱分析法（HPLC）、凝胶电泳法、亲和色谱法等。
  


  
    3﹒参考范围
  


  
    HPLC：4.5%～6.1%；亲和色谱法：4.4%～6.4%；凝胶电泳法：3.3%～5.6%。
  


  
    4﹒方法学评价
  


  
    由于方法的不同，检测结果的可比性较差，美国糖尿病协会（ADA）建议检验部门只能采用被证实为可溯源到糖尿病控制和并发症临床试验（DCCT）所采用的方法；测定结果应以HbA1c的形式报告。糖化血红蛋白的结果以HbA1c占总的血红蛋白的百分比表示。
  


  
    5﹒影响因素
  


  
    贫血、HbC、HbS、维生素C、E等可使测定结果降低。尿毒症患者尿素水平升高可使HbA1c假性升高。
  


  
    （九）果糖胺／糖化血清蛋白
  


  
    血中葡萄糖与清蛋白发生非酶促反应生成酮胺结构，结构类似果糖胺（fructosamine），并且二者的相关性好（r＝0.80），故常测定果糖胺来反映糖化血清蛋白（glycatedserumprotein，GSP）的浓度。
  


  
    1﹒检测方法
  


  
    比色法或酶法。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    1﹒08～2.10mmol／L（比色法）。
  


  
    3﹒影响因素
  


  
    血清中过氧化物歧化酶、血脂、胆红素、维生素C、尿酸等可干扰测定结果，并受血中清蛋白浓度的影响。
  


  
    （十）胰岛自身抗体
  


  
    1﹒谷氨酸脱羧酶抗体（glutamicaciddecarboxylaseautoantibodies，GAD‐A）
  


  
    GAD是抑制性神经递质γ氨基丁酸的合成酶，GAD除了在脑内表达外，在胰岛细胞表达丰富，是1型糖尿病的关键始动靶抗原。GAD‐A的检测方法有ELISA法、放射配体分析法、免疫印记等方法。ELISA法在包被过程中掩盖了部分抗原表位，敏感性较低。GAD‐A检测的参考方法为放射配体分析法。
  


  
    2﹒胰岛细胞抗体（isletcelantibody，ICA）
  


  
    ICA是针对胰岛细胞内多种抗原的一组抗体，可引起胰岛β细胞功能的进行性减退。ICA的检测方法有免疫荧光、免疫组化和ELISA法。间接免疫荧光法的荧光容易猝灭，切片背景不清晰，不能长期保存，而且结果判断比较困难。免疫酶标法与免疫荧光法相比，免疫酶标法的特异性强，灵敏度高，而且重复性好，背景清晰，检查结果可用普通显微镜观察并可长期保存。但该技术操作比较复杂。ELISA法操作简单，可成批进行检测，但它的准确性及重复性尚需进一步验证。免疫组化比ELISA检测ICA有更高的准确性及重复性。
  


  
    3﹒蛋白酪氨酸磷酸酶抗体（proteintyrosinephosphataseantibodies，IA‐2A）
  


  
    IA‐2A的抗原为ICA512的一个片段，主要存在于胰岛β细胞中。国际上检测IA‐2A的方法主要有ELISA法和放射配体分析法，放射配体分析法检测IA‐2A具有高灵敏度和特异性，ELISA由于在包被过程中掩蔽了部分抗原表位，使其不能充分与抗体反应，而灵敏度较低。
  


  
    4﹒胰岛素自身抗体（insulinautoantibody，IAA）
  


  
    胰岛素抗体有两种：一种在糖尿病的发病前就存在，是抗胰岛素自身抗体。另一种是因使用外源性胰岛素后产生。IAA不是糖尿病特异抗体，未治疗的糖尿病患者单纯IAA阳性不能作为T1DM的标志，仅表明有进展为糖尿病的免疫倾向。目前检测IAA的方法主要有ELISA和放射免疫分析法（RIA），均不能有效区分胰岛素自身抗体和使用胰岛素治疗后产生的胰岛素抗体。RIA法测得的IAA与ELISA法相比与T1DM有更好的相关性，敏感性也高于ELISA法。
  


  
    （十一）胰岛素
  


  
    胰岛素（insulin）是由胰岛β细胞受内源性或外源性物质如葡萄糖、乳糖、核糖、精氨酸、胰高血糖素等的刺激而分泌的一种蛋白质激素。胰岛素半衰期为5～15分钟。在肝脏，先将胰岛素分子中的二硫键还原，产生游离的AB链，再在胰岛素酶作用下水解成为氨基酸而灭活。检测方法：胰岛素的测定常采用放射免疫法，时间分辨，电化学发光免疫分析等方法。空腹胰岛素参考范围：5～20μU／ml（放免法）；免疫放射法；1.5～15μU／ml（电化学发光免疫分析法）。影响因素：红细胞内存在胰岛素降解酶，溶血使检测结果降低。
  


  
    （十二）C肽
  


  
    C肽（C‐peptide，C‐P）由胰岛β细胞分泌，C肽与胰岛素以等分子数共存于分泌颗粒并同时释放至毛细血管循环中，且C肽不被肝脏破坏，半衰期较胰岛素明显为长，故测定血循环中C肽水平能反映β细胞合成与释放胰岛素功能。检测方法：C肽的测定常采用放射免疫法，时间分辨，电化学发光免疫分析等方法。参考范围：空腹C肽：5～20μU／ml（放免法）；1.5～15μU／ml（电化学发光免疫分析法）。
  


  
    （十三）胰岛素原
  


  
    胰岛素原（proinsulin，PI），人胰岛素原是C肽和胰岛素的前身。正常人血液循环中的PI只占胰岛素的4%以下，PI的生物活性很低，为胰岛素的1%～10%。人体内存在（32，33）PI，和（64，65）PI。检测方法：放射免疫分析法（RIA）、免疫放射分析法（immunoradiometric assay，IRMA）、酶联免疫分析法（ELISA）、化学发光免疫分析法（ILMA）。
  


  
    （十四）尿微量白蛋白
  


  
    人体代谢正常情况下，尿中的白蛋白极少，每升尿白蛋白不超过20mg。
  


  
    1﹒标本收集
  


  
    随意尿、24小时尿液、8小时或4小时时段尿或过夜尿。
  


  
    2﹒检测方法
  


  
    放射免疫分析法（RIA）、酶联免疫法（ELISA）等。
  


  
    3﹒影响因素
  


  
    运动、感染、发热、慢性心功能不全、显著高血糖以及高血压均可使尿白蛋白排泄高于正常值。
  


  
    4﹒方法学评价
  


  
    目前国际上尚无检测尿微量白蛋白的参考方法。ADA推荐使用随意尿，同时测定尿白蛋白和肌酐。美国国立肾脏病基金（NationalKidneyFoundation）推荐晨尿为最佳检测标本。美国临床生化科学院（NationalAcademyofClinicalBiochemistry，NACB）专家提出，尿微量白蛋白检测的变异系数应＜15%；采用半定量或定性方法筛查阳性标本（尿白蛋白30～50mg／L）时敏感性必须＞95%才有实用价值；半定量或定性方法的阳性结果应经检验部门定量检测确认。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血糖
  


  
    美国糖尿病协会（AmericanDiabetesAssociation，ADA）、国际糖尿病联盟（In ternationalDiabetesFederation，IDF）、中华医学会糖尿病学分会（ChineseDiabetesSociety，CDS）均推荐使用静脉血浆血糖诊断糖尿病。
  


  
    2﹒口服葡萄糖耐量试验
  


  
    注意事项：①试验前一天晚餐后禁食，禁食时间大于8小时，不超过16小时。试验前3日每日碳水化合物摄入量不少于150g，试验前停用影响OGTT的药物如避孕药、利尿剂、β肾上腺能阻滞剂、苯妥英钠、烟酸3～7天；服用糖皮质激素者不宜做OGTT；②急性感染、创伤或其他应激情况下可出现暂时性的高血糖，不能一次诊断糖尿病，应在应激过后复查。③空腹血糖检测值为5.6～6.9mmol／L，或随意血糖6.5～11.0mmol／L时必须重复检测，并进行OGTT试验。
  


  
    临床应用：用于糖尿病的诊断：有典型糖尿病症状（多饮、多食、多尿、体重下降），并且一天当中任意时候血浆葡萄糖浓度≥11.1mmol／L，或者空腹血糖≥7.0mmol／L，或者OGTT2小时血浆葡萄糖浓度≥11.1mmol／L，即可诊断糖尿病。症状不典型者，应在另一日重复测定上述三个标准之一进行核实，若未达到糖尿病诊断标准，需要进行随访复查。6.1mmol／L≤空腹血糖＜7.0mmol／L，并且OGTT2小时血糖＜7.8mmol／L为空腹血糖受损（impairedfast ingglucose，IFG）；空腹血糖＜7.0mmol／L，7.8mmol／L≤OGTT2小时血糖＜11.1mmol／L为糖耐量受损（impairedglucosetolerance，IGT）。2003年ADA提出空腹糖耐量受损（IFG）的新诊断标准，推荐5.6mmol／L＜空腹血糖＜7.0mmol／L，OGTT的2小时血糖＜7.8mmol／L，即为IFG。
  


  
    3﹒糖化血红蛋白
  


  
    HbA1c反映近6～8周的血糖水平，是监测糖尿病血糖控制的金标准。ADA建议糖尿病的治疗目标是HbA1c＜7%，如果＞8%则必须调整或重新制订治疗计划。亚太地区糖尿病政策组建议HbA1c控制目标为＜6.5%，IDF建议HbA1c＜6.5%。CDS建议HbA1c＜6.5%。ADA建议所有糖尿病患者均应常规测定HbA1c，血糖控制稳定达标者每年至少测定2次，治疗方案变动或血糖未达标者，至少需要季度检测。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒馒头餐试验
  


  
    用于评估确诊的糖尿病患者胰岛细胞功能，在血糖稳定后可进行馒头餐试验。馒头餐试验可减少高糖对胰岛细胞造成的糖毒性损伤。
  


  
    2﹒静脉葡萄糖耐量试验
  


  
    对于胃肠功能吸收异常不适合做OGTT者，可应用静脉葡萄糖耐量试验。正常人血糖高峰出现在注射完毕时，2小时内降至正常。2小时血糖＞7.8mmol／L为异常。但该试验不作为糖尿病诊断的方法。
  


  
    3﹒自我血糖监测
  


  
    因其取血量少，检测快速、便携，得到了广泛的应用。使用指末全血血糖，国际临床化学家联盟（InternationalFederationofClinicalChemistry，IFCC）的专家提出，血糖仪的测定结果应统一以血浆葡萄糖浓度表示。
  


  
    4﹒动态血糖监测系统
  


  
    CGMS监测范围为2.2～22.2mmol／L，不能显示血糖漂移超出此范围的数据。患者在日常生活状况下检测指末血糖并可记录到CGMS系统，对CGMS测定结果进行校正。
  


  
    5﹒尿糖
  


  
    尿糖反映的是尿液在膀胱中蓄积的这段时间内的平均水平。目前尿糖只能提供糖尿病的诊断线索，结果阴性不能排除糖尿病。
  


  
    6﹒果糖胺／糖化血清蛋白
  


  
    反映最近2～3周的血糖控制情况。可用于糖尿病的筛查，疗效判断及并发症的预测。测定结果不受血红蛋白病、镰状细胞贫血和年龄的影响。
  


  
    7﹒胰岛自身抗体
  


  
    ①在糖尿病中的阳性率及与病程的关系GAD抗体可以在1型糖尿病发病前10年检出，在诊断后的10～20年仍可检出，滴度下降较慢。在新发T1DM中GAD抗体阳性率为74%～84%。T1DM一级亲属阳性率为15%。据报道GAD‐A在T2DM中的阳性率为1.7%～9.8%，正常人中有2%阳性率。新发生1型糖尿病中ICA阳性率为80%～90%，1型糖尿病一级亲属中为2%～5%；正常人中为0.5%。随着病程的延长，ICA的阳性率逐渐降低，诊断后2～5年阳性率降至20%。在新发T1DM儿童中IAA阳性率达50%～70%，而在新发成年T1DM患者中阳性率仅为20%～30%。②LADA早期的临床表现类似T2DM，患者血清中的胰岛自身抗体阳性对LADA的诊断具有重要价值。③预测β细胞功能不论糖尿病分型如何，GAD‐A阳性则预示内源性的胰岛素的不足。高滴度的GAD‐A预示胰岛细胞功能下降速度较快。UKPDS研究发现GAD‐A滴度＞60IU／L时的预测性最好，20～60IU／L次之，＜20IU／L时最差。
  


  
    8﹒胰岛素
  


  
    在进行OGTT或馒头餐试验的同时取血测定胰岛素，称为胰岛素释放试验。可了解胰岛细胞的功能，观察胰岛细胞的一相分泌和二相分泌。胰岛素释放曲线对糖尿病的分型有一定的价值，T2DM患者的胰岛素释放曲线高峰较正常人延迟，T1DM患者胰岛素释放曲线低平。胰岛素的检测还有助于判断胰岛素抵抗。
  


  
    9﹒C肽
  


  
    在进行OGTT试验或馒头餐试验时采血检测C肽，称为C肽释放试验。C肽与胰岛素等分子释放入血，但C肽的测定不受溶血、胰岛素抗体及外源性胰岛素的影响。因此测定血清C肽对于接受胰岛素治疗的患者更能精确地判断β细胞的分泌功能，对于糖尿病的分型、治疗和预后估计均有重要意义。
  


  
    10﹒尿微量白蛋白
  


  
    检测尿微量白蛋白，有利于早期发现糖尿病肾病以及高血压等造成的肾脏损害，及时早期干预治疗，以延缓糖尿病肾病等的发生和发展。ADA对糖尿病肾病的诊断标准见表8‐1。由于尿白蛋白排泄存在变异，3～6个月内三次尿样本检查有两次异常，才考虑患者存在异常。
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      表8‐1 糖尿病肾病的诊断标准（ADA）
    


    

  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    1﹒糖尿病诊断标准
  


  
    见血浆血糖结果判断与分析。
  


  
    2﹒GDM诊断标准
  


  
    不同组织对GDM的诊断标准尚未一致，ADA及WHO对GDM的诊断标准分别见表8‐2和表8‐3。CDS建议使用WHO的妊娠期糖尿病诊断标准。
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      表8‐2 GDM的诊断标准（ADA）
    


    
      注：4个不同时间血糖中任意两点达标即可诊断，糖耐量试验前应至少维持每天的碳水化合物进食≥150g3天，每天空腹需8～14小时。试验时就座休息、不能吸烟
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      表8‐3 GDM的诊断标准（WHO）
    


    
      注：WHO的诊断试验为75g葡萄糖OGTT，WHO认为IGT和DM均应诊断为GDM，IFG是否为GDM不清楚
    

  


  
    （安振梅）
  


  
    第二节 糖尿病急症的检查
  


  
    糖尿病患者常发生的糖尿病急性并发症，主要包括糖尿病酮症酸中毒、高渗性非酮症高血糖昏迷和糖尿病乳酸性酸中毒。糖尿病酮症酸中毒（diabeticketoacidosis，DKA）是在胰岛素绝对或相对缺乏的情况下，伴或不伴有诱发因素引起的糖尿病急性并发症，在T1DM患者较为常见。在胰岛素缺乏的情况下，血糖升高，脂肪和蛋白质的分解加速，导致血中的游离脂肪酸增加，大量的游离脂肪酸氧化受阻而转化为酮体。当酮体在体内堆积不能被机体的缓冲系统中和时，则出现酸中毒。高渗性非酮症高血糖昏迷（nonketotichyperglycaemic‐hy perosmolarcoma，NKHHC）是糖尿病的严重并发症之一，以严重高血糖、高血浆渗透压、严重失水、中枢神经系统症状、无酮症酸中毒为特征。在老年T2DM患者多见。约1／3患者病前无糖尿病病史，或只有糖耐量异常。糖尿病乳酸性酸中毒（diabeticlacticacidosis，DLA）各种原因引起血乳酸升高，导致机体出现代谢性酸中毒，称为乳酸性酸中毒。在糖尿病的基础上发生的乳酸性酸中毒称为糖尿病乳酸性酸中毒。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图8‐2。
  


  
    [image: 糖尿病急症实验室诊断路径图]


    
      图8‐2 糖尿病急症实验室诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    糖尿病急症一旦发生，应立即治疗，因此选择最直接、最有价值的检查对于糖尿病急症的及时处理有重要意义。
  


  
    （一）血糖
  


  
    见本章第一节。
  


  
    （二）酮体
  


  
    体内的游离脂肪酸经过β氧化生成β‐羟丁酸（D‐β‐hydroxybutyrate）、乙酰乙酸（acetoac etate）和丙酮（acetone），统称为酮体。糖尿病酮症酸中毒时以β‐羟丁酸升高为主，可由正常时的β‐羟丁酸∶乙酰乙酸＝1∶1，上升至10∶1，甚至更高。
  


  
    1﹒标本
  


  
    尿液，血清。
  


  
    2﹒检测方法
  


  
    硝酸盐半定量试验测定总酮体，也可使用β‐羟丁酸脱氢酶法测定血中的β‐羟丁酸。
  


  
    3﹒参考范围
  


  
    尿液：阴性；血清：阴性。
  


  
    4﹒注意事项
  


  
    丙酮和乙酰乙酸都具有挥发性，且乙酰乙酸极易分解成丙酮，因此检查时要尽量用新鲜尿液，最好在留尿后2小时内送检，以提高检出率。正常人血清中也存在微量酮体，禁食和长时间活动后升高；新生儿和孕妇体内的酮体也稍升高；神经性厌食患者拒食以及孕妇呕吐均可出现饥饿性酮血症。
  


  
    （三）血渗透压
  


  
    见第七章。
  


  
    （四）乳酸（lacticacid）
  


  
    乳酸是糖无氧氧化（糖酵解）的代谢产物。乳酸产生于骨骼、肌肉、脑和红细胞。经肝脏代谢后由肾分泌排泄。血乳酸测定可反映组织氧供和代谢状态以及灌注量不足。
  


  
    1﹒标本
  


  
    血浆。
  


  
    2﹒检测方法
  


  
    化学法、酶法、气相色谱法等。
  


  
    3﹒参考范围
  


  
    0﹒5～2.0mmol／L。
  


  
    （五）血肌酐、尿素氮
  


  
    见第四章。
  


  
    （六）血气
  


  
    见第七章。
  


  
    （七）血电解质
  


  
    见第七章。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血糖
  


  
    糖尿病酮症酸中毒的患者血糖水平常在16.7～33.3mmol／L（300～600mg／dl），有时可达55.5mmol／L（1000mg／dl）以上。NKHHC患者的血糖水平常＞33.3mmol／L（600mg／dl）。糖尿病乳酸性酸中毒患者血糖可升高、正常或降低，多数患者血糖升高，但常在13.9mmo／L以下。
  


  
    2﹒酮体
  


  
    为糖尿病酮症酸中毒的首选实验。目前大多尿酮体检测仅检测乙酰乙酸和丙酮。可能导致测定结果与病情不相符合，即当患者最初有酮症酸中毒时，测定酮体可能仅有弱阳性；当治疗后，β‐羟丁酸转变为乙酰乙酸，临床却表现为酮症加重。如果酮体的分析方法不包括检测β‐羟丁酸，可能会因低估总酮体浓度而误导临床。目前国内外许多检验部门检测尿酮体时使用的硝基盐法不能检测β‐羟丁酸，因此不适宜用于DKA的治疗监测。对于糖尿病酮症酸中毒，血中酮体的半定量比检测尿中酮体更为准确。虽然尿酮体排泄并不总是与血中酮体浓度成比例，但由于尿酮体检测的方便性，仍广泛用于糖尿病的病情监测。
  


  
    3﹒血渗透压
  


  
    高渗性非酮症高血糖性昏迷患者的血浆总渗透压水平常超过350mmol／L，血浆有效渗透压常超过320mmol／L，前者是把能自由通过细胞、不能构成细胞外液的有效渗透压的尿素也算在内。血渗透压可直接测定也可经过计算获得，计算公式如下：
  


  
    血浆渗透压（mmol／L）＝2×［血钠（mmol／L）＋血钾（mmol／L）］＋血糖（mmol／L）＋血浆尿素氮（mmol／L）
  


  
    血浆有效渗透压（mmol／L）＝2×［血钠（mmol／L）＋血钾（mmol／L）］＋血糖（mmol／L）
  


  
    4﹒血乳酸
  


  
    剧烈运动时乳酸浓度可在短时间内明显升高，因此，标本应在空腹和安静状态下采集。标本中含有羟乙酸盐类物质时可使血乳酸假性升高。用来检测使用双胍类药物治疗的患者体内乳酸浓度，及诊断乳酸性酸中毒。乳酸酸中毒患者血乳酸浓度超过5mmol／L，有时可达35mmol／L，大于25mmol／L者大多预后不佳。
  


  
    5﹒血气
  


  
    为糖尿病乳酸酸中毒首选实验。乳酸性酸中毒患者CO2结合力常低于10mmol／L，血pH明显降低，HCO－3常＜10mmol／L，阴离子间隙扩大（可达20～40mmol／L）。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒糖尿病酮症酸中毒
  


  
    （1）血气：代偿期pH及CO2结合率可在常范围内，碱剩余负值增大，缓冲碱（BB）明显减低。标准碳酸氢盐（SB）及实际碳酸氢盐（AB）亦减低，失代偿期，pH及CO2结合率均可明显降低，HCO－3降至15～10mmol／L以下，阴离子间隙增大。
  


  
    （2）血电解质：血钠多数降至135mmol／L以下，少数可正常。偶可升高到145mmol／L以上。血钾在疾病初期正常或降低，少尿、失水、酸中毒可致血钾增高，补液、胰岛素治疗后又可降至3mmol／L以下，在治疗过程中，需注意监测。
  


  
    2﹒高渗性非酮症高血糖性昏迷
  


  
    （1）血尿素氮（BUN）与肌酐（Cr）：常显著升高，反映严重的脱水和肾功能不全。BUN可达21～36mmol／L（60～100mg／dl），Cr可达123～660mmol／L（1.4～7.5mg／dl），BUN／Cr比值可达30∶1以上（正常人多在10∶1～20∶1）。BUN与Cr进行性升高的患者预后不佳。NKHHC患者在接受有效的治疗后，血BUN与Cr多有显著的下降，但有些患者仍未能恢复到正常范围，说明他们在发生NKHHC前即已有肾功能不全。
  


  
    （2）酸碱平衡：约半数患者有代谢性酸中毒，表现为阴离子间隙扩大，血清碳酸氢根水平及pH下降。增高的阴离子主要是乳酸及酮酸等有机酸根，也包括少量的硫酸及磷酸根。
  


  
    3﹒糖尿病乳酸性酸中毒
  


  
    血糖：糖尿病乳酸性酸中毒患者血糖可升高、正常、或降低，多数患者血糖升高，但常在13.9mmo／L以下。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    1﹒糖尿病酮症酸中毒
  


  
    ①血糖增高，多在16.7～33.3mmol／L，血渗透压不升高。②尿酮体阳性或者强阳性，血酮体＞4.8mmol／L，这是酮症酸中毒的重要诊断依据之一。③酸中毒：较重的酮症酸中毒往往伴有代偿或失代偿性酸中毒，而且可以排除其他原因引起的酸中毒。
  


  
    2﹒高渗性非酮症高血糖性昏迷
  


  
    ①血糖＞33.3mmol／L（600mg／dl）。②血浆渗透压＞350mmol／L或有效渗透压＞320mmol／L。
  


  
    3﹒糖尿病乳酸性酸中毒
  


  
    ①血乳酸≥5mmol／L。②酸中毒：如pH＜7.35、HCO3降低、阴离子间隙增加。排除酮症酸中毒、肾衰竭等诊断。（安振梅）
  


  
    第三节 脂代谢紊乱
  


  
    血脂包括三酰甘油（triacylglycerol／triglyceride，TG）、游离胆固醇（freecholesterol，FC）、胆固醇酯（cholesterolester，CE）、磷脂（phospholipid，PL）、游离脂肪酸（freefatyacid，FFA）等，通常主要指血浆总胆固醇（TC，包括游离胆固醇和胆固醇酯）和TG。由于脂类不溶或微溶于水，在血液中与载脂蛋白（apolipoprotein／apoprotein，Apo）结合，以脂蛋白形式存在，因此脂代谢紊乱实际是异常的脂蛋白代谢紊乱，包括其含量或组分的异常。
  


  
    血脂代谢紊乱按临床可分为原发性与继发性血脂异常两类。因遗传所致载脂蛋白、脂蛋白代谢酶及有关受体的结构和功能缺陷者为原发性血脂异常症。系统性疾病所致的脂代谢紊乱称为继发性血脂异常症，糖尿病、肾病综合征、库欣综合征等可导致高TC血症；糖尿病未控制时、肥胖症、慢性乙醇中毒等可继发高TG血症。
  


  
    脂代谢紊乱与动脉粥样硬化、代谢综合征、胰腺炎等密切相关，因此受到人们高度关注，而血脂检测可反映全身脂类代谢的状态，既可作为血脂代谢紊乱及相关疾病的诊断与治疗评估参考指标，也可协助其他一些疾病的诊断。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图8‐3。
  


  
    [image: 脂代谢紊乱实验室分析路径图]


    
      图8‐3 脂代谢紊乱实验室分析路径图
    


    

  


  
    按WHO分型法可将原发性脂代谢紊乱分为6型，见表8‐4。
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      表8‐4 原发性脂代谢紊乱分型（WHO）
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    血脂是临床常规开展的检测项目之一，既可作为血脂代谢紊乱诊断与治疗评估的参考指标，也可协助相关疾病的诊断。
  


  
    （一）三酰甘油测定
  


  
    血TG占总脂的25%，是乳糜微粒（chylomicron，CM）和极低密度脂蛋白（verylowdensity lipoprotein，VLDL）的主要成分。
  


  
    TG测定方法通常为酶法。影响因素：①血清中甘油导致TG结果偏高；②高胆红素或高抗坏血酸时出现负干扰；③标本溶血对TG测定存在双向干扰。
  


  
    参考范围：＜1.70mmol／L。
  


  
    （二）总胆固醇测定
  


  
    血清中TC包括CE和FC两部分，主要存在于低密度脂蛋白（lowdensitylipoprotein，LDL）中，其次为高密度脂蛋白（highdensitylipoprotein，HDL）和VLDL中。
  


  
    目前临床常用的TC测定酶法为胆固醇氧化酶法。影响因素：血红蛋白＞2g／L、胆红素＞0.1g／L可分别引起正干扰和负干扰；抗坏血酸和某些药物如甲基多巴浓度高于治疗水平时可使结果偏低。
  


  
    参考范围：＜5.2mmol／L。
  


  
    （三）血浆脂蛋白测定
  


  
    脂蛋白中含有蛋白质、胆固醇、磷脂等，较难定量，因其中胆固醇含量较为固定，因此目前以测定脂蛋白中胆固醇含量为脂蛋白的定量依据。
  


  
    1﹒高密度脂蛋白胆固醇测定
  


  
    HDL是一种很小的颗粒，由50%的脂质（其中25%的磷脂，15%的胆固醇脂，5%的游离胆固醇和5%的三酰甘油）和50%的蛋白质构成，主要蛋白质为ApoAⅠ（65%）和ApoAⅡ（25%）及少量的ApoC和ApoE。
  


  
    HDL在肝脏和小肠合成，代谢的主要部位是肝脏和肾脏，HDL能摄取外周组织的FC，并将其运输到肝脏，是具有抗动脉硬化功能的脂蛋白。
  


  
    目前临床常用均相法测定高密度脂蛋白胆固醇（highdensitylipoproteincholesterol，HDL‐C）以评估HDL含量。
  


  
    参考范围：＞0.9mmol／L。
  


  
    2﹒低密度脂蛋白胆固醇测定
  


  
    LDL由75%的脂质（其中35%的胆固醇脂，10%的游离胆固醇，10%的三酰甘油和20%的磷脂）和25%的蛋白质构成，其蛋白质多为ApoB100，及少量的ApoE。LDL由血浆中VLDL转变而来，合成部位主要在血管内。LDL是正常空腹血浆的主要脂蛋白，是运输胆固醇到肝外组织的主要运载工具。
  


  
    目前临床测定低密度脂蛋白胆固醇（lowdensitylipoprotein‐cholesterol，LDL‐C）的方法可分为两种：①Friedewald公式计算法：是目前应用较广的方法，简便、直接、快速。计算公式：
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    （以mmol／L计）。运用公式常要求：空腹血清不含CM；TG浓度在4.60mmol／L以下；Ⅲ型高脂血症除外。②均相测定法：用于自动分析，准确性、精密度均较好。
  


  
    参考范围：＜3.1mmol／L（计算、均相测定法）。
  


  
    3﹒脂蛋白电泳
  


  
    利用不同脂蛋白蛋白质含量及所带电荷的不同，其迁移率不同，可用电泳方法进行分离鉴别。电泳后分离的脂蛋白用脂溶性染料使脂质部分着色，可观察分带情况，用光密度计扫描可获得各区带百分含量。电泳支持物一般为醋酸纤维薄膜、琼脂糖凝胶或聚丙烯酰胺凝胶。醋酸纤维薄膜要预处理且电泳时间过长，现较少使用；临床主要使用琼脂糖凝胶电泳。
  


  
    参考范围：我国成人电泳血清α脂蛋白约为30%，前β脂蛋白约为15%，β脂蛋白约为55%，乳糜微粒（－）。
  


  
    4﹒血浆静置实验
  


  
    血浆于4℃静置16～24小时，观察血浆浑浊程度，称为血浆静置实验。若出现奶油样上层，即CM增加；若下层为浑浊即VLDL增加；如LDL增加，血浆仍呈透明状态。此实验是粗略判断脂蛋白是否异常的建议方法。
  


  
    参考范围：健康人为阴性。
  


  
    （四）载脂蛋白AⅠ、载脂蛋白B100测定
  


  
    载脂蛋白是脂蛋白中的蛋白质成分，在脂蛋白的结构、功能与代谢等方面具有非常重要的功能。目前已发现的载脂蛋白有20种。
  


  
    其中载脂蛋白AⅠ（apolipoproteinAⅠ，ApoAⅠ）在肝、肠合成，是HDL的结构蛋白，是卵磷脂胆固醇酰基转移酶（lecithincholesterolacyltransferase，LCAT）的辅酶及HDL受体的配体。
  


  
    载脂蛋白B100（apolipoproteinB100，ApoB100）在肝脏合成，是VLDL、LDL的结构蛋白及LDL受体的配体。
  


  
    临床常用检测方法为免疫浊度法。
  


  
    参考范围：ApoAⅠ：1.00～1.50g／L；ApoB100：0.5～1.10g／L。
  


  
    （五）Lp（a）测定
  


  
    Lp（a）是一种独立的脂蛋白的成分，主要在肝脏合成。由36%胆固醇脂，9%游离胆固醇、3%三酰甘油、18%磷脂、34%蛋白质及5%蛋白结合糖组成，载脂蛋白为Apo（a）和ApoB100，其中Apo（a）是Lp（a）的抗原性蛋白，仅存在于Lp（a）中。
  


  
    临床常用检测方法为免疫透射比浊法。
  


  
    参考范围：＜300mg／L。
  


  
    （六）脂蛋白脂肪酶测定
  


  
    脂蛋白脂肪酶（lipoproteinlipase，LPL）由脂肪细胞、骨骼肌细胞、心肌细胞和巨噬细胞合成分泌后被转运到毛细血管内皮细胞表面，参与CM和VLDL的分解代谢，调节TG水解，释放出游离脂肪酸供组织利用。LPL是一种酯化酶，具有三酰甘油水解酶活性及少部分磷脂酶活性。
  


  
    血液中仅存微量的无活性型的LPL，LPL主要存在于脂肪组织，因此需静脉注射肝素，LPL从脂肪组织游离至血浆中，再测定血浆LPL活性。测定方法为酶法或单克隆抗体的EIA法。
  


  
    参考范围：健康人：＞150mg／L；LPL纯合子缺乏者：＜40mg／L；LPL杂合子缺乏者：40～150mg／L。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）血脂测定的分析前影响因素及处理
  


  
    血脂测定的影响因素较多，根据中华医学会检验分会“关于临床血脂测定的建议”血脂测定的分析前影响因素及处理，临床实验室在对患者进行血脂测定时，要注意控制、减少来自血脂测定分析前的影响因素，结果分析中要考虑其影响所致变异。血脂测定前应采取的措施包括：①血脂分析前受试者应处于稳定代谢状态，至少2周内保持一般饮食习惯和体重稳定；②测定前24小时内不应进行剧烈体育运动。采血前最好停止应用影响血脂的药物（如血脂调节药、避孕药、某些降血压药、激素等）数天或数周；③由于血脂在个体内变动较大，如血脂检测异常，在进一步处理前，应在2个月内进行再次或多次测定，但至少要相隔1周，取平均值；④注意饱餐后TC会有所下降；对于TG和其他脂蛋白检测则需至少禁食12小时再采血；⑤除卧床不起者外，采血时一般取坐位，抽血前受试者至少应坐位休息5分钟；⑥血清或血浆标本均适用于血脂、脂蛋白测定，但现在主张一律用血清。如用EDTA作抗凝剂，分离血浆后应立即置于2～8℃保存，以防组分改变；⑦血清标本应及时测定，如24小时内不能完成测定，可密封置于4℃保存1周，－20℃可保存数月，－70℃至少可保存半年，应避免标本反复冻融。
  


  
    （二）血脂检测项目结果分析及判断
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    （1）三酰甘油：血清中三酰甘油受生活习惯、饮食条件、年龄等影响，三酰甘油在个体内和个体间的波动均较大，人群中血清三酰甘油水平呈明显正偏态分布。成年人一般随年龄增加而升高，体重超标者三酰甘油常偏高。进食可引起血清中外源性三酰甘油升高，一般在餐后2～4小时达高峰，8小时后基本恢复至空腹水平。长时间不进食者也可因体脂被动员而使内源性TG上升。
  


  
    通常将TG高于1.7mmol／L称为高三酰甘油血症，常见高三酰甘油血症见表8‐5。
  


  
    [image: ]


    
      表8‐5 常见脂代谢紊乱类型
    


    

  


  
    TG减少见于甲状腺功能亢进、肾上腺功能减退症、严重肝脏疾病、恶性肿瘤晚期、低β脂蛋白血症或无β脂蛋白血症等。
  


  
    TG常与血清TC、HDL‐C、LDL‐C同时检测，以提高诊断价值。
  


  
    （2）总胆固醇：血清TC水平受年龄、种族、性别、遗传、饮食、饮酒、吸烟等因素影响。TC水平往往随年龄增加而上升，但到70岁后有所下降；中青年女性低于男性，50岁以后女性高于男性；体力劳动较脑力劳动为低；长期高TC饮食习惯也能使血清胆固醇上升；素食者低于非素食者。
  


  
    通常将TC高于5.2mmol／L称为高胆固醇症，常见高胆固醇血症见表8‐5。
  


  
    血清高TC与动脉粥样硬化有关，降低和控制血清TC可降低冠心病发病率。
  


  
    TC降低见于甲状腺功能亢进、严重肝病、消耗性疾病、溶血性贫血、感染和营养不良等。
  


  
    TC常与血清TG、HDL‐C、LDL‐C同时检测，以提高诊断价值。
  


  
    （3）高密度脂蛋白胆固醇：年龄、性别、种族、饮食、肥胖、运动等因素对血清HDL‐C水平有影响。成年男性HDL‐C水平低于女性；女性绝经后与男性接近。高饱和脂肪膳食通常不影响HDL‐C水平；肥胖者，TG常升高，同时伴有HDL‐C降低；饮酒使HDL‐C升高，而吸烟使HDL‐C减低。长期足够量的运动使HDL‐C升高。
  


  
    HDL‐C主要作用是将肝脏以外组织中的胆固醇转运到肝脏进行分解代谢，HDL‐C与冠心病呈负相关，HDL‐C低于0.91mmol／L（35mg／dl）是冠心病危险因素，HDL‐C增高，大于1.55mmol／L，被认为是冠心病负危险因素。
  


  
    HDL‐C降低见于吸烟、急性或慢性肝病、心肌梗死、糖尿病、严重营养不良等疾病。
  


  
    HDL‐C异常升高也是一种高脂蛋白血症。通常将血中HDL‐C水平＞2.6mmol／L称为高HDL‐C血症，分为原发性和继发性，原发性高HDL‐C血症见于胆固醇酯转移蛋白（CETP）缺损、肝脂酶（HTGL）活性降低或其他不明原因；继发性高HDL‐C血症原因有：原发性胆汁性肝硬化、过量饮洒、运动失调等。
  


  
    HDL‐C常与血清TG、TC、LDL‐C同时检测，以提高诊断价值。
  


  
    （4）低密度脂蛋白胆固醇：血中LDL‐C富含胆固醇，是胆固醇的主要携带者，LDL‐C升高主要反映胆固醇增加。LDL‐C水平与年龄有关，青年与中年男性高于女性，老年前期与老年期女性高于男性。
  


  
    LDL‐C增高是动脉粥样硬化与冠心病发生发展的主要危险因素，由于TC水平同时受HDL‐C水平影响，所以LDL‐C在冠心病发生发展的评估方面具有重要意义。
  


  
    LDL‐C升高：多表现为Ⅱ型高脂血症，可见于甲低、肾病综合征、慢性肾衰、肝脏疾病等。
  


  
    LDL‐C降低：见于营养不良、慢性贫血、创伤、严重肝脏疾病等。
  


  
    LDL‐C常与血清TG、TC、HDL‐C同时检测，以提高诊断价值。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）脂蛋白电泳：血浆脂蛋白通过电泳后，CM滞留在原位，而α、β、前β带分别相当于HDL、LDL、VLDL。用于原发性脂代谢紊乱的分型。
  


  
    （2）血浆静置实验：用于协助原发性脂代谢紊乱的分型。
  


  
    （3）载脂蛋白ApoAⅠ、ApoB100：ApoAⅠ是HDL的主要结构蛋白，ApoA增加见于：运动、饮酒、原发性高HDL血症等；ApoA减低见于肥胖、Ⅰ、Ⅱb或Ⅳ型高脂血症、糖尿病等。ApoA减低是心脑血管疾病的危险因素。
  


  
    90%的ApoB100存在于LDL中，ApoB的水平直接反映LDL水平。增高见于Ⅱ型高脂血症、动脉粥样硬化、肥胖、胆汁淤滞、肾病、甲状腺功能低下等；ApoB减低见于无β脂蛋白血症、某些肝脏疾病和甲状腺功能亢进等。ApoB增高是心脑血管疾病的危险因素。
  


  
    （4）LP（a）：LP（a）主要受遗传因素控制，相对稳定，不受年龄、性别、体重、血压等影响。高LP（a）被普遍认为是动脉粥样硬化性心、脑血管疾病重要的独立危险因素；对冠心病的转归有预后价值。
  


  
    LP（a）增高还可见于急性心肌梗死、脑血管疾病、家族性高胆固醇血症、糖尿病等。
  


  
    LP（a）降低见于肝脏疾病、嗜酒过度、应用新霉素、烟酸等。
  


  
    （5）LPL：LPL缺陷可引起Ⅰ型高脂蛋白血症。LPL由ApoCⅡ和ApoCⅠ所激活，对水解CM作用强。Ⅳ和Ⅴ型高脂血症时，LPL活性降低。测定LPL有助于对原发性脂代谢紊乱的病因诊断。
  


  
    （宋昊岚 罗通行）
  


  
    第四节 高钙血症
  


  
    血清钙浓度高于2.75mmol／L即为高钙血症（hypercalcemia）。常见原因为原发性甲状旁腺功能亢进及恶性肿瘤，其次为继发性甲状旁腺功能亢进症、维生素D或维生素A中毒、应用噻嗪类利尿剂、肾上腺皮质功能减退、甲状腺功能亢进、畸形性骨突、结节病、肾衰竭等。本节主要介绍甲状旁腺功能亢进症。
  


  
    甲状旁腺功能亢进症（hyperparathyroidism）简称甲旁亢，是由于甲状旁腺分泌过多的甲状旁腺激素（parathyroidhormone，PTH）所导致的临床综合征。PTH自主性分泌过多为原发性甲状旁腺功能亢进症（primaryhyperparathyroidism，pHPT），其典型的临床表现为骨痛、肾结石、腹部不适、淡漠、抑郁、疲乏和高钙血症等。各种原因所致长期的低钙血症对甲状旁腺的慢性刺激引起甲状旁腺增生、肥大，分泌过多的PTH称为继发性甲状旁腺功能亢进症（sec ondaryhyperparathyroidism，sHPT）。三发性甲状旁腺功能亢进症（tertiaryhyperparathyroid ism，tHPT）即在长期的sHPT的基础上引起了甲状旁腺自主分泌过多PTH。实验室检查在甲状旁腺功能亢进症的诊断和鉴别诊断中有重要作用。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图8‐4。
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      图8‐4 高钙血症实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    高钙血症的诊断较为简单，重要的是对高钙血症产生的病因进行判别，实验室检查对引起高钙血症疾病的鉴别诊断具有重要的意义。
  


  
    （一）血清钙（总钙、游离钙）、尿钙、血磷和碱性磷酸酶
  


  
    参见相关生化检查。
  


  
    （二）甲状腺功能检查
  


  
    参见第五章第一节。
  


  
    （三）甲状旁腺激素
  


  
    甲状旁腺激素（parathyroidhormone，PTH）在外周血中同时存在完整的PTH（1‐84）及其分解产生的多种肽段，这些肽段的浓度是完整PTH（1‐84）的几倍，它们有些是PTH（1‐84）在组织中的代谢产物，主要是肝脏；另一些则直接从甲状旁腺中释放出来，反映的是甲状旁腺细胞内PTH（1‐84）的降解。卵巢肿瘤、小细胞肺癌和胸腺瘤等也可能分泌完整PTH而致其在血浆的水平升高。
  


  
    血浆中存在完整的PTH及多种PTH相关肽段，包括N‐末端PTH、中间段PTH及没有生物活性的C‐末端PTH。早期PTH的放射免疫分析检测（RIA）是应用抗血清结合不具备生物活性的中间段PTH和C‐末端PTH抗原决定簇，这种方法不仅检测到有活性的PTH，同时检测到了C‐末端PTH，使得检测结果高于实际水平，在肾功能不全的患者中尤为明显。免疫放射分析方法（IRMA）克服了RIA的上述缺点。第二代PTH检测亦称作完整PTH检测，它通过抗C‐末端和N‐末端的双抗体来检测有生物活性的完整PTH，排除了C‐末端的干扰。然而，后来发现事实上其还是存在与PTH（7‐84）的交叉反应，在检测完整PTH的同时，同样检测到了大量非PTH（1‐84）。目前PTH检测已经发展到了第三代检测方法，包括环化酶活化PTH免疫放射分析和化学发光检测具有生物活性完整PTH。这些检测方法不存在与C‐末端PTH片段PTH（7‐84）的交叉反应。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血清钙
  


  
    高钙血症是pHPT诊断的重要线索。sHPT的血钙水平通常是正常的或者轻微降低的。10%～20%甲状旁腺功能亢进患者的血钙水平正常，血钙往往在正常血钙参考范围的上限。血清钙受到血清蛋白、钠离子和氢离子的影响。
  


  
    （1）总钙：总钙反映了血浆游离钙和结合钙的总和。最好在空腹状态下采血检测，并且最低限度的闭塞静脉。溶血和非空腹状态导致血清总钙水平升高，高脂肪酸使其浓度降低。使用噻嗪类利尿剂的患者应该停用两周再进行血清钙的检测。所有的血清钙均应该用主要人血白蛋白来校正。当人血白蛋白低于4g／dl（40g／L）时，白蛋白每低1.0g／dl（10g／L），血清总钙应该加0.8mg／dl（0.20mmol／L）。pHPT常常有明显的高钙血症，多在10.1～14.0mg／dl。
  


  
    （2）游离钙：游离钙是具有生物活性的钙存在形式，建议在缺氧状态下采血，来使pH对钙离子的影响最小化。静脉淤滞引起的乳酸水平增高而降低pH，会使钙离子的测定值升高。钙离子水平不受人血白蛋白的影响。游离钙的测定对于有症状的而总钙水平正常或轻度升高的pHPT患者的诊断非常重要。但是游离钙在HPT的诊断中的价值仍有争议。
  


  
    2﹒甲状旁腺激素
  


  
    在高钙基础上检测到未被抑制的PTH水平则提示pHPT。血钙和血PTH的升高是原发性甲状旁腺功能亢进症诊断的主要依据。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒尿钙
  


  
    尿钙排泄量反映了钙摄入、钙吸收、血清钙和骨钙丢失的综合作用。尿钙的测量最好是收集24小时尿液，用测定血清钙的方法来同样测定。虽然一些pHPT患者的尿钙是正常的甚至降低的，但大约75%的pHPT有高钙血症。在未限制饮食的情况下，女性尿钙＞250mg／24h，男性尿钙＞300mg／24h或＞4mg／kg都被认为是高钙血症。当最初评估甲状旁腺功能亢进症时合并血钙显著升高（＞400mg）提示有甲状旁腺手术指征，包括无症状性甲状旁腺功能亢进，以保护其肾脏免受损害。尿钙是无症状性甲状旁腺功能亢进监测的重要部分，也是鉴别于家族性低尿钙高钙血症的重要检测指标。
  


  
    2﹒血磷
  


  
    由于PTH抑制了肾脏对磷的重吸收，因此低血磷（＜2.5mg／dl）是pHPT常见的生化改变。高血钙合并低血磷常常提示pHPT或者恶性肿瘤相关的高钙血症。大概有50%的pHPT患者的血磷低于＜2.5mg／dl，还有30%的患者处于正常低限。任何原因导致重度高钙血症，都能通过抑制肾脏对磷的重吸收而导致低磷血症。当肾功能不全时，肾小球滤过率的降低可引起血磷水平的升高，通常还伴有低钙血症，继发PTH分泌增多。
  


  
    3﹒碱性磷酸酶
  


  
    血清碱性磷酸酶的升高源于严重甲状旁腺亢进骨病患者破骨细胞活动的增强，而且可能和术后低钙血症的程度相关联。大约10%的pHPT患者和多数sHPT患者的血浆碱性磷酸酶升高。高钙血症、碱性磷酸酶升高与骨膜下吸收同时存在会进一步证实pHPT的诊断，若不存在骨膜下吸收则需考虑恶性肿瘤相关的高钙血症。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    血清钙浓度高于2.75mmo1／L即为高钙血症。
  


  
    原发性甲状旁腺功能亢进症血钙和血PTH升高，血磷常降低；血钙降低，血PTH升高支持继发性甲状旁腺亢进，血磷常升高。
  


  
    （安振梅）
  


  
    第五节 低钙血症
  


  
    低钙血症是指血清钙低于正常值（血清钙＜2.2mmol／L）引起的钙代谢紊乱。是新生儿惊厥原因之一，日久可导致佝偻病或骨软化病。原因有低蛋白血症、甲状旁腺功能减退、食物中含钙不足、维生素D代谢障碍引起1，25（OH）2D3缺乏、高磷酸盐血症、低镁血症等。低钙血症可引起神经肌肉的应激性增强，出现手足搐搦、惊厥、谵妄。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图8‐5。
  


  
    二、相关实验
  


  
    低钙血症的诊断并不困难，但由于引起低钙血症的病因较多，因此实验室检查的重点是协助临床医师对低钙血症的病因进行判别。
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      图8‐5 低钙血症诊断路径图
    


    

  


  
    （一）血钙、血磷、血镁、肌酐、尿素氮、碱性磷酸酶、24小时尿钙和磷排量
  


  
    参见相关生化检查。
  


  
    （二）甲状旁腺激素
  


  
    参见本章第四节。
  


  
    （三）25‐羟基维生素D（25（OH）VD）及1，25‐二羟基维生素D（1，25（OH）2VD）
  


  
    维生素D在肝脏，经25‐羟化酶的作用形成25（OH）VD，再经肾脏1‐α羟化酶的作用，转化成生物活性很强的1，25（OH）2VD。
  


  
    1﹒标本要求
  


  
    空腹静脉血，血清或血浆均可，避免强光照射，应尽快转运标本。
  


  
    2﹒参考范围
  


  
    HPLC：25（OH）VD：（15.8±6.0）ng／ml；1，25（OH）2VD：（29±10.0）ng／ml；RIA：25（OH）VD：8.9～46.7pg／ml；1，25（OH）2VD：25.1～66.1pg／ml；ELISA：25（OH）VD：47.7～144nmol／L；1，25（OH）2VD：39～193pmol／L。
  


  
    3﹒影响因素
  


  
    ①维生素D水平受季节和日照时间的影响。血清25（OH）VD浓度夏季明显高于冬季，而1，25（OH）2VD的浓度却不受季节影响。日照时间和照射面积与血清中25（OH）VD的水平呈正相关。②抗癫痫药物如利福平及抗结核药物如异烟肼等可导致维生素D3水平降低，因此在检测前需停药至少2周。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血钙
  


  
    血清蛋白浓度正常时，血清钙低于2.2mmol／L（8.5mg／dl）为低钙血症，在甲状旁腺激素减退症中，血总钙水平≤2.13mmol／L（8.5mg／dl）。有明显症状者，血总钙值一般≤1.88mmol／L（7.5mg／dl），血游离钙≤0.95mmol／L（3.8mg／dl）。血总钙浓度的白蛋白校正计算公式如下：校正的总钙浓度＝检测的总钙浓度＋0.8（4.0－人血白蛋白水平），其中检测的钙浓度单位为mg／dl；检测的白蛋白浓度单位为g／dl。
  


  
    2﹒甲状旁腺激素
  


  
    多数低于正常，也可以在正常范围，因低钙血症对甲状旁腺是一强烈刺激，当血总钙值≤1.88mmol／L（7.5mg／dl）时，血PTH值应有5～10倍的增加，所以低钙血症时，如血PTH水平在正常范围，仍属甲状旁腺功能减退，因此测血PTH时，应同时测血钙，两者一并分析。如患者的PTH正常或不相称的低，并且人血白蛋白校正钙或离子钙水平低于正常，在排除低镁血症后可考虑诊断甲状旁腺功能减退。假性甲旁减血清PTH增高。
  


  
    3﹒25‐羟基维生素D及1，25‐二羟基维生素D
  


  
    25（OH）VD是维生素D在人体血循环中的主要形式，常作为评估个体维生素D营养状况的检测指标；1，25（OH）2VD是人体内维生素D的活性形式。
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      表8‐6 维生素D缺乏的分级建议
    


    

  


  
    

  


  
    （1）维生素D缺乏的分级：见表8‐6。
  


  
    （2）维生素D与骨质疏松症：骨密度是目前诊断骨质疏松、预测骨质疏松骨折风险以及评价药物干预疗效的最佳定量指标。
  


  
    （3）维生素D与佝偻病：营养不良性佝偻病由于缺乏维生素D，使钙、磷的吸收和利用受到影响，引起骨骼发育障碍，25（OH）VD的值很低，而1，25（OH）2VD则测不到。
  


  
    （4）维生素D依赖性佝偻病：是一种常染色体隐性遗传，分为两型。Ⅰ型是由于肾脏1‐羟化酶缺陷。Ⅱ型有：①靶器官1，25（OH）2VD受体缺陷；②低钙血症、低磷血症、碱性磷酸酶明显升高；③继发性甲状旁腺功能亢进。同时测定25（OH）VD和1，25（OH）2VD对Ⅰ型、Ⅱ型维生素依赖型佝偻病的鉴别有特别重要的价值。Ⅰ型1，25（OH）2VD降低，25（OH）VD正常；Ⅱ型1，25（OH）2VD增高，25（OH）VD正常或增高。
  


  
    （5）25（OH）VD和1，25（OH）2VD的检测还可用于糖尿病、类风湿关节炎、多发性硬化等疾病的评估。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒24小时尿钙和磷排量
  


  
    24小时尿钙排量减少，当血清钙＜1.75mmol／L时，尿钙5～7.5mmol／24h或＜0.5mmol／d（正常2.5～7.49mmol／d）。因肾小管重吸收磷增加，尿磷排量减少，部分患者可正常。
  


  
    2﹒血磷和碱性磷酸酶
  


  
    血碱性磷酸酶正常或稍低，没有骨质疏松者多数正常。多数患者血磷增高，部分正常。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    1﹒低钙血症
  


  
    血清蛋白浓度正常时，血清钙低于2.2mmol／L（8.5mg／dl）。
  


  
    2﹒甲状旁腺功能减退症
  


  
    血钙水平多≤2.13mmol／L（8.5mg／dl）。有明显症状者，血总钙值一般≤1.88mmol／L（7.5mg／dl），血游离钙≤0.95mmol／L（3.8mg／dl）。多数患者血磷增高，部分患者正常。尿钙、尿磷排量减少，部分患者正常。血碱性磷酸酶多正常。血PTH值多数低于正常。
  


  
    （安振梅）
  


  
    第六节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，60岁，因“多饮、多食半年，发现血糖、血压升高1周”入院。半年前无明显诱因出现多饮、多食，每日饮水量约3000ml，主食400g，较前明显增加。体重下降不明显。1周前发现血压高达160／90mmHg，血糖升高，查OGTT及胰岛素释放试验：0小时、1／2小时、1小时、2小时血浆血糖分别为8.3mmol／L、9.2mmol／L、11.4mmol／L、12.5mmol／L；0小时、1／2小时、1小时、2小时胰岛素分别为20μU／ml、134μU／ml、158μU／ml、210μU／ml，HbA1c8.5%。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压150／85mmHg，脉搏70次／分。身高1.7m，体重80kg，BMI27.68kg／m2，腰围110cm，臀围105cm。均匀肥胖，皮肤无紫纹，心肺腹无阳性体征。
  


  
    实验室检查：
  


  
    GAD‐A、ICA、IAA均阴性，肝肾功能正常。三酰甘油（TG）：2.45mmol／L，胆固醇（TC）：6.15mmol／L，高密度脂蛋白胆固醇（HDL‐C）：0.23mmol／L，低密度脂蛋白胆固醇（LDL‐C）：5.0mmol／L。血及尿液皮质醇正常。
  


  
    分析：
  


  
    该患者为老年男性，无典型糖尿病症状，但其空腹血糖＞7.0mmol／L，OGTT餐后2小时血糖＞11.1mmol／L，达到糖尿病诊断标准。HbA1c为8%，可以得出该患者近2～3个月的平均血糖较高。BMI27.68kg／m2，腰围：臀围比例失调，血液及尿液皮质醇正常，提示单纯性肥胖。胰岛素释放试验中胰岛素分泌延迟，并且胰岛素水平高于正常人，符合2型糖尿病胰岛素分泌变化。该病员还合并有高血压和血脂紊乱等，呈现较典型的代谢综合征表现。
  


  
    诊断意见：
  


  
    2型糖尿病，单纯性肥胖，血脂紊乱，高血压。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，15岁，因“多饮、多食、多尿、体重减轻1个月”入院。1个月前无明显诱因出现多饮、多尿、多食，体重在1个月内下降约5kg，随意血浆血糖18.4mmol／L。给予胰岛素治疗，血糖下降。
  


  
    体格检查：
  


  
    BP120／70mmHg，HR70次／分。BMI17.5kg／m2。心肺腹无阳性体征。
  


  
    实验室检查：
  


  
    尿常规：酮体（＋），血气分析正常，随意血浆血糖：14.3mmol／L；HbA1c：11.0%；GADA、ICA、IAA均为阳性。血糖控制后行馒头餐测定C肽释放试验示：0小时、1／2小时、1小时、2小时血糖分别为7.8mmol／L、10.2mmol／L、11.4mmol／L、12.8mmol／L，C肽分别为0.1nmol／L、0.15nmol／L、0.2nmol／L、0.3nmol／L。肝肾功能、血脂正常。
  


  
    分析：
  


  
    该患者具有多食、多饮、多尿、体重减轻等典型的糖尿病症状，随意血浆血糖18.4mmol／L，支持糖尿病的诊断。该患者为青少年男性，病程短，有酮症倾向，GAD‐A阳性、ICA阳性等，C肽释放试验示C肽分泌曲线低平，支持1型糖尿病诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    1型糖尿病，糖尿病酮症。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，20岁，因“多食、多饮、多尿、体重减轻半年，发热、乏力5天，昏迷1天”入院。半年前无明显诱因出现多食、多饮、多尿，体重在1个月内下降约10kg，多次空腹血浆血糖在9～12mmol／L，未治疗。5天前感冒后出现乏力、纳差伴饮水增加，每天4000～5000ml。1天前出现昏迷。
  


  
    体格检查：血压95／65mmHg，体温37.0℃；呼吸频率25次／分。浅昏迷，皮肤弹性差，双肺呼吸音粗，无干湿性啰音。心率100次／分，律齐，未闻及病理性杂音、腹部无阳性体征。双下肢无水肿，足背动脉搏动良好。生理反射存在，病理征阴性。
  


  
    实验室检查：
  


  
    随意血浆血糖：24.1mmol／L；尿常规：尿酮体（＋＋＋＋），血气：pH：7.25，阴离子间隙：20mmol／L，CO2结合力：12mmol／L，CO2分压：30mmHg，HCO－3：18mmol／L，全血碱剩余：－4；血清电解质：K＋：3.0mmol／L；Na＋：140mmol／L，HbA1c：10%；Cr：150μmol／L，BUN：10mmol／L，肝功能、血脂正常。血细胞分析：WBC11.0×109／L，N75%，RBC4.0×1012／L。治疗后复查血Cr及BUN正常。
  


  
    分析：
  


  
    该患者为青年男性，起病急，具有典型的糖尿病症状，多次血浆血糖明显升高，糖尿病诊断明确。此次发病有明显的感冒诱因，症状加重，出现昏迷。患者脱水严重，血压低。HbA1c10%，说明平时血糖较高。本次入院随意血糖24.1mmol／L，尿酮体（＋＋＋＋），支持糖尿病酮症。血气分析：pH7.25，阴离子间隙：20mmol／L，HCO－3：20mmol／L，全血碱剩余：－4，支持代谢性酸中毒的诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    糖尿病，糖尿病酮症酸中毒。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    女性患者，67岁，体格检查发现高脂血症（TC：8.6mmol／L，TG：6.6mmol／L），无脂代谢、心血管或内分泌紊乱家族史。
  


  
    体格检查：
  


  
    眼眶水肿，皮肤和头发干燥。
  


  
    实验室检查见表8‐7：
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      表8‐7 病例四实验室检查结果
    


    

  


  
    分析：
  


  
    高胆固醇血症无家族史，可初步诊断为继发性高胆固醇血症。进一步检测肝功能、甲状腺功能等，结合临床表现可诊断为继发于甲状腺功能低下的高胆固醇血症。
  


  
    诊断意见：
  


  
    继发于甲状腺功能低下的高胆固醇血症。
  


  
    病例五
  


  
    一般情况：
  


  
    男，26岁，其父在39岁时因缺血性心脏病做过冠状动脉分流术，其姐29岁，高脂血症。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压16.0／9.3kPa，未见角膜弓和黄斑瘤，但有腱黄瘤，不吸烟，有适量饮酒实验室检查见表8‐8：
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      表8‐8 病例五实验室检查结果
    


    

  


  
    分析：
  


  
    （1）TC，LDL‐C升高，TG，LDL正常，结合其家族史，可初步诊断为家族性高胆固醇血症。
  


  
    （2）应进一步检测肝功能、甲状腺功能、尿蛋白排除继发因素；如要进行病因诊断，可进行有关基因、受体功能、酶活性等检测方可确诊。
  


  
    诊断意见：
  


  
    Ⅱa型脂代谢紊乱。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，59岁，因“恶心、呕吐伴乏力、纳差1个月”入院。入院前1个月，受凉后出现恶心、呕吐，呈非喷射性，呕吐物为胃内容物，伴有反酸、嗳气、便秘，无呕血，黑便。自觉口干、多饮、多尿，每日尿量大于2000ml，伴有嗜睡。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36.3℃，脉搏96次／分，呼吸频率20次／分，血压120／90mmHg，神清，心肺无异常体征，腹平软，无压痛、反跳痛，双下肢不肿，腱反射减弱。
  


  
    实验室检查 ：
  


  
    血细胞分析：白细胞12.49×109，中性分类84%，生化：血钾2.9mmol／L，血钙4.43mmol／L，血磷1.83mmol／L，血镁1.05mmol／L，肌酐142.4μmol／L，血PTH：172.5pmol／L，骨碱性磷酸酶：48.31μg／L，抗酒石酸酸性磷酸酶6.7U／L（1.03～4.15U／L），24小时尿量：3700ml，尿钙：14.17mmol／24h，尿磷5.18mmol／24h，同步血钙磷分别为4.21mmol／L和1.79mmol／L。彩超：左侧颈根部实性占位：淋巴结长大？双肾实质损害声像图。甲状旁腺显像：考虑左颈部甲状旁腺瘤可能性大。骨扫描：全身骨骼显示清晰，可见颅顶有带状放射性摄取增高，四肢长骨放射性异常增高，双肺弥漫性显影，未发现其余骨骼有异常征象。双肾及膀胱生理性显影，符合代谢性骨病的改变。X线片：腰椎轻度骨质增生，胸椎、左右肱骨、股骨、胫、腓骨骨质未见明显异常，腹部未见确切结石影。行“左侧甲状旁腺腺瘤切除术”。术后病理：甲状旁腺腺瘤。
  


  
    分析：
  


  
    本例患者以恶心、呕吐、食欲低下的胃肠道症状为主要表现，伴有乏力、多尿。多次实验室生化检查示血钙明显增高，尿钙增多，而PTH增高，表明血钙增高与高PTH有关，故考虑原发性甲状旁腺功能亢进。而颈部彩色超声以及甲状旁腺显像均考虑左颈部甲状旁腺瘤可能性大。“左侧甲状旁腺腺瘤切除术”后病理诊断为“甲状旁腺腺瘤”。
  


  
    诊断意见：
  


  
    原发性甲状旁腺功能亢进症，左侧甲状旁腺瘤。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，15岁，因“手足搐搦、癫痫发作半年”入院。半年前无明显诱因出现癫痫样抽搐，用抗癫痫药治疗效果欠佳，并自觉记忆力逐渐下降。因为双眼视力减退在眼科检查，诊为“白内障”。
  


  
    体格检查：
  


  
    血压120／90mmHg，体温37.0℃；呼吸频率25次／分，心率100次／分，律齐，未闻及病理性杂音、双肺及腹部无阳性体征。生理反射存在，Chvostek征和Trousseau征阳性。双下肢无水肿，足背动脉搏动良好，腱反射减弱。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血钙：1.53mmol／L，血磷：1.98mmol／L，血镁：1.02mmol／L，血清蛋白：3.9g／dl，肌酐：102.4μmol／L，血PTH：0.5pmol／L，碱性磷酸酶：98IU／L，24h尿钙：1.71mmol／24h，24h尿磷：17.8mmol／24h，同步血钙磷分别为1.51mmol／L和1.89mmol／L。肝功能及血脂正常。血细胞分析：WBC11.8×109／L，N77%，RBC4.0×1012／L。脑电图左侧额叶、顶叶和枕叶见多棘慢波、棘慢波。头部磁共振发现钙化点。
  


  
    分析：
  


  
    本例中该患者为青年女性，具有典型的低血钙症状，多次血钙检测明显降低，并伴24小时尿钙、尿磷排量减少，血PTH降低，血镁正常。Chvostek征和Trousseau征阳性。因为长期低钙，脑部出现钙化点，从而诱发癫痫，脑电图出现异常。病员同时合并有低钙性白内障。
  


  
    诊断意见：
  


  
    甲状旁腺功能减退症。
  


  
    （安振梅 宋昊岚 罗通行）
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    第九章 肝脏功能异常与疾病
  


  
    肝脏是人体内最大的实质性器官，成人肝重1.2～1.5kg，占体重的2%；青少年肝脏占体重的5%。肝脏有独特的结构、双重血液供应和重要的生理、生化和免疫功能。肝脏的功能多种多样，几乎参与体内一切物质的代谢，不仅在糖类、脂类、蛋白质、维生素和激素等物质代谢中有重要作用，而且还具有分泌、排泄和生物转化等重要功能。当肝脏受到体内外各种致病因子侵犯时，其结构和功能将受到不同程度的损害，从而引起相应物质代谢紊乱。通过对肝脏物质代谢功能、生物转化和解毒功能、内分泌与排泄功能的实验室检查，帮助了解是否有肝脏病变、肝脏的受损情况及肝脏功能状态。肝脏功能紊乱的检查主要依据实验室检查，通过对蛋白质代谢、糖代谢、脂质代谢、胆红素代谢、胆汁酸代谢等功能检查、肝酶学检查、肝纤维化及肝硬化标志物的检查、酒精性肝病的标志物检查、肝脏摄取与排泄功能检查等，可直接或间接评估肝脏的功能状态。生化指标的检测对肝胆疾病的诊断、鉴别诊断、预后判断、病程监测及疗效观察等都具有重要意义。
  


  
    第一节 肝实质性病变与实验室检查
  


  
    肝实质性病变是指由各种原因导致肝脏的实质细胞损伤，从而引起肝脏的合成、生物转化、分泌和排泄功能等受损的病理过程。肝实质性病变主要是由于病毒感染、乙醇损伤、药物所致。其诊断主要依靠实验室的肝功能检查、病原学分析及病史进行诊断。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    肝实质病变可通过实验室检查进行确定。当肝脏在各种病因（如病毒）破坏下，肝脏多种功能会受到损伤。胆红素代谢涉及肝脏的摄取、转化和分泌等多种生物转化功能，因此肝实质病变时，血清胆红素明显升高。蛋白质代谢涉及肝脏的合成功能，在肝实质病变时，肝脏的合成功能降低，因此，血清蛋白质水平明显降低。转氨酶存在于肝细胞内，当肝细胞受到损伤时，大量酶释放入血，因此，血清转氨酶明显升高。当肝实质病变时，尿二胆（尿胆红素和尿胆素）也会表现为阳性。其他实验室检查，如凝血酶原时间、纤维蛋白等检查也会表现为异常。
  


  
    用于反映肝脏实质细胞损伤的指标有血清胆红素、血清蛋白、血清转氨酶等。
  


  
    [image: 肝实质性病变实验室诊断路径图]


    
      图9‐1 肝实质性病变实验室诊断路径图
    


    

  


  
    （一）胆红素测定
  


  
    血清胆红素分为总胆红素（totalbilirubin，TB）和结合胆红素（directbilirubin，DB）两种。血清总胆红素主要来源于衰老的红细胞。衰老的红细胞经单核‐吞噬细胞系统破坏和分解后，形成不溶于水的胆红素，称为非结合胆红素（unconnectbilirubin，UB），又称间接胆红素（indirectbilirubin，IB）。该胆红素在血液中与清蛋白结合运输，胆红素被肝细胞摄取，由胞质载体蛋白Y和Z携带至肝细胞微粒体内，胆红素经葡萄糖醛酸转移酶的催化，形成结合胆红素（connectbilirubin，CB），又称为直接胆红素（directbilirubin，DB）。结合胆红素由肝细胞排泌入毛细胆管，排入肠道。在肠道经细菌分解成胆素原，其中大部分随粪便排出，称为粪胆原。小部分经回肠下段或结肠重吸收，通过门静脉回到肝脏，转变为胆红素，再随胆汁排入肠道，这一过程称为胆红素的肠肝循环。被吸收回肝的小部分进入体循环氧化为尿胆素，经肾脏排出。
  


  
    胆红素测定用空腹血清，测定方法采用氧化酶法。溶血及脂血标本对实验结果产生影响，标本采集及处理时尽量避免溶血。另外，胆红素不稳定，遇光易分解，血清标本应及时分析，避免长期存放。
  


  
    参考范围：TB：5.1～19.0μmol／L；DB：1.71～6.8μmol／L。
  


  
    （二）丙氨酸氨基转移酶测定
  


  
    丙氨酸氨基转移酶（alanineaminotransferase，ALT）大量存在于肝脏细胞中，其次为肾、心、骨骼肌等。血清ALT活性升高，通常表示肝脏损伤。肝脏中此酶含量最高，所以当肝脏受到损伤时，大量的酶释放入血液，血中该酶的含量升高。ALT是目前临床中反映肝实质细胞受损的最主要酶。
  


  
    ALT测定使用空腹血清标本，测定方法为连续监测法。溶血及脂血标本对实验结果产生影响，标本采集及处理时尽量避免溶血。
  


  
    参考范围：＜40U／L。
  


  
    （三）门冬氨酸氨基转移酶（AST）测定
  


  
    门冬氨酸氨基转移酶（aspartatetransaminase，AST）广泛存在于多种器官中，按含量多少为心、肝、骨骼肌和肾等，肝中70%存在于肝细胞线粒体中。AST有两种同工酶ASTs和ASTm，分别存在于可溶性的细胞质和线粒体。细胞轻度损伤时ASTs显著升高，而严重损伤时，则ASTm大量出现于血清中。正常血清中所含AST的同工酶主要为ASTs，但在病理状态下，如细胞坏死，则血清中以ASTm为主。血清AST活性升高，多来自心肌或肝脏损伤；肾脏或胰腺细胞损伤时，也可出现很高的AST活性。
  


  
    AST也是反映肝实质细胞受损的细胞酶，但其特异性不如ALT。AST测定使用空腹血清标本，测定方法为连续监测法。由于红细胞内AST活性约为血清的10倍，故溶血标本可使测定结果偏高。标本采集及处理时尽量避免溶血。剧烈的体力劳动，因骨骼肌细胞通透性增加，酶活力也增加。血清中AST活性相当稳定，在低温条件下可保存一周。
  


  
    参考范围：＜40U／L。
  


  
    （四）血清总蛋白测定
  


  
    血清总蛋白（totalprotein，TP）是血清中除水分外含量最高的一类大分子化合物。肝脏是血浆蛋白合成的重要部位。合成蛋白质的质与量可反映肝功能受损程度。当蛋白质合成降低时，血液循环中前清蛋白、清蛋白、α抗胰蛋白酶、纤维蛋白原、铜蓝蛋白、转铁蛋白、凝血酶等低分子量的蛋白质水平下降。肝脏对损伤、炎症的反应表现为急性时相反应蛋白合成上升。血浆蛋白的改变与肝细胞受损的方式、严重程度、时间长短有关。
  


  
    TP测定使用空腹血清标本，测定方法常用双缩脲法。
  


  
    参考范围：成人60.0～80.0g／L，长期卧床者低3.0～5.0g／L。新生儿含量较低，大约1年后达到正常成人水平。60岁以上者约低2.0g／L。
  


  
    （五）血清蛋白测定
  


  
    清蛋白（albumin，ALB）由肝实质细胞合成，在血浆中其半衰期为15～19天，是血浆中含量最多的蛋白质，占血浆总蛋白的57%～68%。其合成率主要由血浆中清蛋白水平调节，并受食物中蛋白质含量的影响。各种细胞外液中均含微量的清蛋白，正常情况下清蛋白在肾小球中滤过量很少，约为血浆中清蛋白量的0.04%，每天从肾小球滤过液中排出的清蛋白达3.6g，但几乎被肾小管全部重吸收。
  


  
    测定使用空腹血清标本，测定方法常用溴甲酚绿法。
  


  
    参考范围：35.0～55.0g／L。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血清丙氨酸氨基转移酶测定
  


  
    ALT在肝细胞中含量较多，且主要存在于肝细胞的胞质中。当肝脏受损时，此酶可释放入血，致血中该酶活性浓度增加。临床应用主要有：①肝细胞损伤的灵敏指标：急性病毒性肝炎ALT阳性率为80%～100%，肝炎恢复期，ALT转入正常，但如果在100U／L左右波动或再度上升，为慢性活动性肝炎；重症肝炎或亚急性肝坏死时，再度上升的ALT在症状恶化的同时，酶活性反而降低，表明肝细胞坏死后增生不良，预后不佳。因此，监测ALT可以观察病情的发展，并做预后判断。②慢性活动性肝炎或脂肪肝：ALT轻度增高（100～200U／L），或属正常范围，且AST＞ALT。肝硬化、肝癌时，ALT有轻度或中度增高，提示可能并发肝细胞坏死，预后严重。其他原因引起的肝脏损害，如心功能不全时，肝淤血导致肝小叶中央带细胞的萎缩或坏死，可使ALT、AST明显升高；某些化学药物如异烟肼、氯丙嗪、苯巴比妥、四氯化碳、砷剂等可不同程度损害肝细胞，引起ALT升高。
  


  
    应当注意的是，重症肝炎时由于大量肝细胞坏死，血中ALT逐渐下降，而胆红素却进行性升高，出现所谓“酶胆分离”现象，常是肝坏死的前兆。
  


  
    心脏、骨骼肌等组织受损及其他肝胆疾病如胆石症、胆囊炎、肝癌和肝淤血时血清ALT水平也可升高。
  


  
    2﹒门冬氨酸氨基转移酶测定
  


  
    临床AST测定主要用于诊断急性心肌梗死（AMI）、肝细胞及骨骼肌疾病。肝炎发病早期，由于肝AST含量高，血清AST／ALT＞1，中晚期由于ALT清除较慢，所以不久ALT＞AST。恢复期一般也是ALT恢复较慢。ALT和AST持续升高，往往是慢性肝炎的指标。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清胆红素测定
  


  
    胆红素测定是肝功能检测的常规项目，在所有的肝脏疾病情况下都会升高，肝实质细胞受损时TB和DB都会明显升高。但是，胆红素在肝前性和肝后性疾病情况下也会升高，因此，对黄疸的鉴别尤为重要。
  


  
    临床意义：正常人血清胆红素浓度低于20.4μmol／L。当总胆红素在20.4～38.7μmol／L时，无肉眼可见的黄疸，为隐性黄疸。当超过38.7μmol／L时，肉眼可见巩膜变黄。黄疸按病因可分为溶血性、肝实质细胞性和梗阻性黄疸；按病变部位可分为肝前性、肝细胞性和肝后性黄疸；按血中升高的胆红素的类型分为高未结合胆红素性黄疸及高结合胆红素性黄疸两类。
  


  
    黄疸的类型及形成机制见表9‐1。
  


  
    [image: ]


    
      表9‐1 黄疸的类型及机制
    


    

  


  
    2﹒血清总蛋白测定
  


  
    血清总蛋白浓度降低反映蛋白合成减少或蛋白质丢失过多，如各种肝脏实质性疾病、肾病综合征、胃肠道疾病致吸收不良、严重烧伤、大出血等使蛋白质大量丢失；长期营养不良及消耗增加，如肿瘤、结核、甲亢等。血清总蛋白升高见于多发性骨髓瘤、巨球蛋白血症、冷沉淀球蛋白血症等多克隆性或单克隆性免疫球蛋白病。多发性骨髓瘤患者血浆球蛋白超过50.0g／L，总蛋白超过100.0g／L。各种原因引起机体明显失水时，血液浓缩，总蛋白含量相对增高，临床称假性蛋白增多症。
  


  
    3﹒血清蛋白测定
  


  
    血清蛋白浓度增高常见于机体严重失水血液浓缩而出现的假性清蛋白增多症，或者因治疗需要输入了过多的清蛋白，迄今尚未发现真性血清蛋白浓度增高的疾病。
  


  
    血清蛋白浓度降低的原因与血清总蛋白浓度降低的原因相同，肝脏实质细胞受损时清蛋白合成减少、严重的吸收不良、消耗性疾病、腹水形成、肠道肿瘤及多种其他全身性疾病（如严重感染、多发性癌症、胶原病等），肾病时清蛋白可从尿中丢失。血清蛋白如220g／L，临床可出现水肿。妊娠期血清蛋白可降低，但分娩后迅速恢复正常。血清蛋白含量降低还见于罕见的先天性清蛋白缺乏病，由于清蛋白合成障碍，患者血清中几乎没有清蛋白，但不出现水肿。
  


  
    第二节 急性病毒性肝炎与实验室检查
  


  
    急性病毒性肝炎是一种病毒感染全身但主要侵犯肝脏的疾病。该病主要由肝炎病毒引起（甲、乙、丙、丁、戊型肝炎）。其他病毒感染（巨细胞病毒、疱疹病毒、柯萨奇病毒、腺病毒等）也可累及肝脏。甲型肝炎和戊型肝炎是自限性疾病，而丙型肝炎及乙型肝炎则主要转变成慢性感染。急性病毒性肝炎分为急性黄疸型肝炎和急性无黄疸型肝炎。急性黄疸型肝炎多见于甲型肝炎和戊型肝炎，病程的阶段性较为明显。急性无黄疸型肝炎是一种轻型肝炎，可发生于任一型病毒性肝炎中，由于无黄疸不易被发现，因而成为重要的传染源。急性病毒性肝炎可能通过血液生化和病毒免疫学检查确诊。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐2。
  


  
    二、相关实验
  


  
    急性病毒性肝炎确诊主要依靠实验室检查。实验室检查主要包括肝功能检查和免疫学检查。肝功能检查的指标有胆红素、蛋白质、肝酶等。对于急性病毒性肝炎而言，由于肝炎病毒处于高度活跃期，对肝细胞损伤严重，实验室检查结果往往表现出异常变化。
  


  
    （一）血清前清蛋白测定
  


  
    前清蛋白（prealbumin，PAB）分子量54kD，由肝细胞合成，在电泳中显示在清蛋白前方，其半衰期很短，仅约12小时。PAB的生理功能是作为组织修补材料和运载蛋白，可结合大约10%的T4和T3，对T3亲和力更大，还具有运载维生素A的作用。
  


  
    PAB测定使用空腹血清标本，测定方法常用免疫透射比浊法。
  


  
    参考范围：170～420mg／L。
  


  
    [image: 急性病毒性肝炎实验室诊断路径图]


    
      图9‐2 急性病毒性肝炎实验室诊断路径图
    


    

  


  
    （二）HAV、HBV、HCV、HDV测定
  


  
    见第十二章。
  


  
    其他实验室指标测定见前述。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血清酶
  


  
    在众多的急性病毒性肝炎诊断指标中，以ALT最为常用。各型急性病毒性肝炎在黄疸出现前3周ALT即开始升高，直至黄疸消退后2～4周才恢复正常。重型肝炎患者若黄疸迅速加深而ALT反而下降，说明肝细胞大量坏死。AST的意义与ALT相同，但特异性较ALT低。
  


  
    2﹒血清前清蛋白测定
  


  
    前清蛋白分子量54kD，由肝细胞合成，其半衰期很短，仅约12小时。因此，PAB测定可敏感反映肝脏一天内的合成功能状态。
  


  
    临床意义：①作为肝功能受损的敏感指标，在急性病毒性肝炎时其血清水平极度降低。②作为营养不良的指标，其评价标准是：PAB200～400mg／L为正常，100～150mg／L轻度缺乏，50～100mg／L中度缺乏，＜50mg／L严重缺乏。③在急性炎症、恶性肿瘤、创伤等任何急需合成蛋白质的情况下，血清PAB均迅速下降，PAB是负性急性时相反应蛋白。
  


  
    3﹒肝炎病毒标记物的检测
  


  
    用ELISA法或免疫定量方法检测血清病毒感染的类型。免疫学检查可确定病毒性肝炎的类型，对于医师的用药选择有帮助。判断肝脏受损程度和治疗效果主要依靠肝功能检查。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清胆红素测定和尿胆色素检查
  


  
    急性病毒性肝炎早期尿中尿胆原增加，黄疸期尿胆红素和尿胆原均增加，淤胆型病毒性肝炎时尿胆红素呈强阳性而尿胆原可阴性。黄疸型病毒性肝炎血清TB和DB均升高，但前者幅度高于后者。
  


  
    2﹒血清蛋白质测定
  


  
    由于病毒的损害处于急性期，短期内肝细胞合成功能下降，但是ALB的半衰期较长，因此，血清TP和ALB表现为轻度降低。
  


  
    3﹒凝血酶原时间测定
  


  
    凝血酶原主要由肝脏合成，急性病毒性肝炎时凝血酶原时间长短与肝损害程度呈正相关。当凝血酶原活动度＜40%或凝血酶原时间比正常对照延长1倍以上时提示肝损害严重。
  


  
    第三节 慢性活动性肝炎与实验室检查
  


  
    慢性活动性肝炎，简称“慢活肝”。其特点为病毒性肝炎病程持续在一年以上者即为慢性肝炎。其中乙型肝炎占绝大多数（80%），近年也有丙型肝炎。按病程、肝功能情况、免疫状态及病变等的不同将慢性肝炎分为持续性和活动性二种。慢性持续性肝炎：病程半年以上，肝功能正常或轻度损害。病理检查示肝小叶结构完整，肝细胞有点状或零星状坏死，炎症局限于汇管区，纤维化程度轻。预后良好，很少发展成肝硬化。慢性活动性肝炎：病程一年以上，病理检查示肝小叶结构破坏、肝细胞呈碎屑状坏死；严重时呈桥状坏死，炎症细胞浸润除汇管区外并侵入肝实质，纤维化程度重。预后差，易发展成肝硬化。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐3。
  


  
    [image: 慢性活动性肝炎实验室诊断路径图]


    
      图9‐3 慢性活动性肝炎实验室诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    慢性活动性肝炎表现为肝炎病毒对肝脏的慢性损伤。该病的确诊包括患者有长期的病毒感染史、体质虚弱、严重者可出现水肿和腹水。实验室检查包括肝功能检查和免疫学检查。肝功能检查的指标有TB、DB、PAB、TP、ALB、ALT、AST。对于慢性病毒性肝炎而言，此时肝炎病毒处于低度活跃状态，慢性活动性肝炎对肝脏的损伤表现为慢性长期损伤过程。
  


  
    谷氨酰转肽酶测定
  


  
    谷氨酰转肽酶（glutamyltranspetidase，GGT）是一种含巯基的线粒体酶。组织分布以肾脏含量最多，其次为胰、肺、肝等。血清中的GGT则主要来自肝胆，红细胞中几乎无GGT，因此溶血对其测定影响不大。GGT催化γ谷氨酰基从谷胱甘肽或其他含γ谷氨酰基物质中转移到另一肽或氨基酸分子上。
  


  
    GGT测定方法为连续监测法。标本要求：溶血标本血红蛋白在500mg／L以上可使GGT活性减低，黄疸及脂血不干扰测定结果。血清中GGT的活力在室温或4℃可稳定7天，在冷冻状态下可稳定2个月。
  


  
    参考范围：男性：11～50U／L；女性：7～32U／L。
  


  
    其他相关实验室指标检查见前述。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    谷氨酰转肽酶测定 GGT在反映慢性肝细胞损伤及其病变活动时较转氨酶敏感。GGT存在于肝细胞微粒体中，当慢性肝病有活动性病变时，诱导微粒体GGT合成增加。在急性肝炎恢复期ALT活性已正常，如发现GGT活性持续升高，提示肝炎慢性化；慢性肝炎即使ALT正常，如GGT持续不降，在排除胆道疾病情况下，提示病变仍在活动；慢性持续性肝炎GGT轻度增高；慢性活动性肝炎GGT明显增高；肝细胞严重损伤，微粒体破坏时，GGT合成减少，故重症肝炎晚期或肝硬化时GGT反而降低。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清胆红素测定
  


  
    血清胆红素（TB、DB）轻度升高。当慢性活动性肝炎转变为急性时，血清胆红素水平升高。
  


  
    2﹒血清转氨酶测定
  


  
    由于长期慢性损伤，肝细胞被大量破坏，纤维增生，血清ALT和AST活性因肝细胞数量减少表现为轻度升高或正常。
  


  
    3﹒血清蛋白质测定
  


  
    在慢性肝炎时，清蛋白降低明显、A／G比值倒置，这是慢性肝炎的重要特性。血清蛋白可反映肝脏合成功能，代表肝的储备功能。γ球蛋白增高的程度可评价慢性肝病的演变及预后，慢性持续性肝炎的γ球蛋白正常或基本正常，慢性活动性肝炎及早期肝硬化时γ球蛋白呈轻、中度升高，若γ球蛋白增高达40%时提示预后不佳。γ球蛋白增高的机制是库普弗细胞功能减退，不能清除血液循环中内源性或肠源性抗原物质，后者刺激B细胞产生大量抗体，以致γ球蛋白增高。
  


  
    4﹒其他实验检查
  


  
    用ELISA法检测血清病毒感染的类型。
  


  
    确诊一个慢性活动性肝炎，实验室检查为必需条件，其他如病史、症状、体征三项只需二项即可，或肝活体组织检查符合慢性活动性肝炎的组织学改变者，皆可诊断为慢性活动性肝炎。
  


  
    （三）慢性活动性肝炎分型
  


  
    由于慢性活动性肝炎临床表现复杂多样，慢性活动性肝炎可分为以下几种类型。
  


  
    1﹒隐匿型
  


  
    有5%～10%急性乙型肝炎可转变为慢性活动性肝炎；约90%的慢性活动性肝炎患者可长期无症状。有部分出现明显症状时，通过肝功能检查发现异常及HBsAg阳性。
  


  
    2﹒反复发作型
  


  
    病情稳定期与活动期波动较大，有症状与无症状交替出现，黄疸与转氨酶升高同无黄疸与转氨酶正常交替出现。经数次或反复恶化后病情或趋向静止或向肝硬化发展。
  


  
    3﹒肝汁淤积型
  


  
    少数慢活肝患者以高胆红素血症为突出的临床表现。自觉乏力、纳差、腹胀、皮肤瘙痒、大便颜色变浅等。血清TB达171μmol／L以上，ALT中度升高，ALP和GGT升高。
  


  
    4﹒肝功能衰竭型
  


  
    患者持续性明显厌食、厌油、恶心、呕吐。肝功能急剧恶化，黄疸迅速上升达171μmol／L以上，凝血酶原活动度降低至小于40%。血清蛋白减少，总蛋白减少、白／球蛋白比倒置。出现腹水、皮肤黏膜或腔道出血如呕血、便血，终因肝性脑病、肝肾综合征等肝功能衰竭而死亡。
  


  
    第四节 急性肝坏死与实验室检查
  


  
    急性肝坏死是由多种化学或生物学因素引起的以肝脏炎症和坏死病变为主的一组疾病。病因为化学毒物、某些化学药物以及甲型或戊型肝炎病毒引起。一般表现为低烧、食欲减退、恶心、呕吐、腹胀、便秘或腹泻。急性肝坏死可引起肾功能、消化器官功能、呼吸功能等下降，致使水电解质代谢紊乱。严重时，可因肝功能衰竭而死亡。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐4。
  


  
    二、相关实验
  


  
    急性肝坏死是由于各种原因引起的急性黄疸性肝炎。主要表现为起病急，肝功能迅速显著减退。常规肝功能检查的指标有TB、DB、TP、ALB、ALT、AST。实验室检查对于急性肝坏死的诊断有重要价值。
  


  
    相关实验室检查项目见前述，血清胆固醇和凝血酶原时间检查见相关章节。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血清胆红素测定
  


  
    在急性肝坏死的早期和中晚期，胆红素都表现会升高。因此，血清胆红素（TB、DB）迅速异常升高，而且表现为进行性升高，这是急性肝坏死的最大特点。
  


  
    2﹒血清转氨酶测定
  


  
    对于急性肝坏死而言，血清转氨酶（ALT、AST）的异常变化是其另一个特点。在急性肝坏死的早期，由于肝细胞的大量破坏，胞质和胞内的酶释放进入血液，血中转氨酶浓度升高数十倍，有些患者可达上百倍。但是，随着急性肝坏死的进一步发展，大量的肝细胞已经被破坏，因此，血清中转氨酶浓度表现为急剧降低。血清转氨酶迅速异常升高随后急剧降低是急性肝坏死的又一特点。
  


  
    [image: 急性肝坏死的实验室检查]


    
      图9‐4 急性肝坏死的实验室检查
    


    

  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清蛋白质测定
  


  
    血清蛋白质（TP、ALB）在急性肝坏死表现为降低，其降低程度和肝坏死程度一致。
  


  
    2﹒其他指标测定
  


  
    由于肝合成和转化功能受损，急性肝坏死患者可表现为血清胆固醇水平降低，血氨水平升高。严重者可因血氨水平升高引起肝性昏迷。
  


  
    第五节 酒精性中毒性肝炎与实验室检查
  


  
    酒精性中毒性肝炎是由于长期持续过量饮酒引起的肝脏损害性病变。最初表现为肝细胞脂肪变性，进而可发展为肝炎、肝纤维化，最终导致肝硬化。其临床症状为：呕吐、腹痛、呕血、黑粪等。少部分患者可发生黄疸、肝功能衰竭和猝死。本病多见于男性，主要在于男性饮酒明显多于女性。对孕妇而言，饮酒量过多可影响胎儿的生长发育。乙醇的饮用量与肝硬化的发病率密切相关，通常饮酒量越高肝硬化的发病率也越高。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐5。
  


  
    [image: 酒精性中毒性肝炎实验室诊断路径图]


    
      图9‐5 酒精性中毒性肝炎实验室诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    酒精性中毒性肝炎的发病在于乙醇对肝脏的慢性损伤，乙醇在体内代谢生成乙醛，乙醛活跃而且毒性大，损伤细胞膜并最终损伤细胞。乙醇是最常见的毒性物质，在诊断和治疗酒精中毒时对血液中乙醇浓度进行检测。急性乙醇中毒时，血液中乙醇浓度明显升高，肝功能表现为正常。长期嗜酒引起慢性酒精性中毒性肝炎，实验室检查表现为乙醇浓度轻度或中度升高。肝脏功能表现为血清TB、DB轻度升高；PAB降低；TP、ALB降低或明显降低；ALT、AST增高或明显升高；GGT、ALP中度升高或异常升高。
  


  
    目前尚无对乙醇性肝病既高度敏感又特异的诊断标志物。许多指标可用于乙醇性肝病的检测，结合长期酗酒史及临床表现可以做出乙醇性肝病的诊断。
  


  
    血浆乙醇浓度检查
  


  
    血浆乙醇（alcohol，ALC）检测方法有酶法、呼气法和气相色谱法。血液乙醇浓度测定适用于自动化分析仪检测。呼气法属于乙醇测试筛选法，主要用于交通违规者。气相色谱法：气相色谱法是利用气相色谱原理，测定血清或全血乙醇含量的方法，准确可靠，属于标准参考方法。
  


  
    乙醇测定使用加盖的肝素抗凝血，测定方法常用酶法。
  


  
    参考范围：＜10mg／L。
  


  
    相关实验室检查见前述。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血浆乙醇测定
  


  
    乙醇是最常见的毒性物质，对于酒精性中毒性肝炎的诊断和治疗酒精中毒时要对血液中酒精浓度进行检测。酒精性中毒性肝炎患者血浆ALC表现为高水平。已经停止饮酒的患者ALC水平可能不升高，但其有长期嗜酒史。
  


  
    2﹒血清谷氨酰转肽酶测定
  


  
    GGT与乙醇的摄取量有关，饮酒时，由于乙醇对肝细胞线粒体的诱导导致GGT活性升高，故对乙醇性中毒的判定有相当的价值。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清转氨酶测定
  


  
    乙醇性脂肪肝表现为AST及ALT轻度升高，乙醇性肝炎时AST升高更明显，AST／ALT＞2。
  


  
    2﹒其他
  


  
    90%酒精性中毒性肝炎患者血中出现转铁蛋白异质体（一种无糖基结合的转铁蛋白）。非特异性的检查有：高尿酸血症、高乳酸血症、高三酰甘油血症和低血糖等。
  


  
    第六节 胆道梗阻性黄疸与实验室检查
  


  
    胆道梗阻性黄疸是外科临床上常见的一种症状，涉及许多病因（如胆道结石等），临床主要表现为皮肤黏膜黄染，是多种疾病的共同临床表现。胆道梗阻性黄疸的诊断主要依靠实验室检查、B超和影像学检查。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐6。
  


  
    二、相关实验
  


  
    胆道梗阻性黄疸的主要病因是胆道结石，患者表现为严重黄疸，通过B超检查发现胆道梗阻可确诊。实验室检查对于梗阻性黄疸的诊断具有重要的意义。实验室检查主要包括肝功能检测。
  


  
    碱性磷酸酶测定
  


  
    碱性磷酸酶（alkalinephosphatase，ALP）是一种含锌的糖蛋白。在碱性环境中可以水解各种天然及人工合成的磷酸单酯化合物底物。ALP广泛存在于各器官组织中，其含量以肝脏为最多，其次为肾脏、胎盘、小肠、骨骼等。血清中ALP主要来自肝脏和骨骼。生长期儿童血清内ALP大多数来自成骨细胞和生长中的骨软骨细胞，少量来自肝。
  


  
    ALP测定使用空腹血清，测定方法采用连续监测法。要求血清标本新鲜，25℃测定时，ALP活性约增高1%，若冰冻保存，标本复溶后ALP活性升高可达30%。血清与肝素抗凝血浆测定结果一致，但EDTA、草酸盐、柠檬酸盐等因能络合Mg2＋而抑制ALP活性，故不能使用。
  


  
    参考范围：连续监测法：1～12岁＜500U／L；12～15岁＜750U／L；＞15岁40～150U／L；＞25岁40～150U／L。
  


  
    [image: 胆道梗阻性黄疸实验室诊断路径图]


    
      图9‐6 胆道梗阻性黄疸实验室诊断路径图
    


    

  


  
    其他相关实验室检查见前述。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血清碱性磷酸酶测定
  


  
    ALP广泛分布于身体各器官，尤以肝脏、骨骼、肠上皮、白细胞含量较高。临床上测定ALP主要用于骨骼、肝胆系统疾病等的诊断和鉴别诊断，尤其是黄疸的鉴别诊断。急性肝炎包括病毒性肝炎和中毒性肝炎，ALP增高达2～5倍，而肝硬化、胆石症和肿瘤引起的胆汁淤积，ALP增高达5～20倍。90%以上的肝外胆道阻塞患者血清ALP升高，升高的程度常和阻塞程度及病程成正比。如果血清中ALP持续低值，则阻塞性黄疸的可能性很小。若血清胆红素逐渐升高，而ALP不断下降表示病情恶化。
  


  
    甲状腺功能亢进、恶性骨损伤、佝偻病、Paget病、骨折、肢端肥大症所致骨损伤等，均引起ALP活性升高，尤其是骨ALP同工酶增高。骨ALP、高分子ALP同工酶对恶性肿瘤骨转移或肝转移的阳性预示值较总ALP高。
  


  
    在临床应用中，ALP主要用于诊断肝胆和骨骼疾病。黄疸患者同时测定ALP与氨基转移酶活性有利于黄疸的鉴别诊断。氨基转移酶活性明显增高而ALP正常或轻度升高说明是肝性黄疸。ALP明显升高，胆红素不高多为肝内局部性胆道阻塞，常见于肝癌。毛细胆管性肝炎，ALP和氨基转移酶活力都明显升高。溶血性黄疸时ALP正常。
  


  
    2﹒血清谷氨酰转肽酶测定
  


  
    GGT在多种肝脏疾病时都会升高，如前述提到的慢性活动性肝炎等，在胆道梗阻时，反流的胆汁将存在于胆管上皮细胞表面的GGT，洗脱下来后在血清中升高。在胆道梗阻时，GGT和ALP同时异常升高是一个显著的标志。
  


  
    3﹒血清胆红素测定
  


  
    胆道梗阻时显著的体征是黄疸，但是引起黄疸的原因很多，一方面要对黄疸加以鉴别，同时利用相关的实验检查做出诊断。
  


  
    黄疸的鉴别可通过实验室检查，通过比较血、尿、粪中胆红素及其代谢产物异常改变，可对溶血性、肝细胞性和梗阻性黄疸三种类型加以鉴别诊断（表9‐2）。
  


  
    [image: ]


    
      表9‐2 三种类型黄疸的实验室鉴别诊断
    


    

  


  
    对于引起高结合胆红素血症的肝细胞性黄疸和梗阻性黄疸，可联合应用反映胆道梗阻及肝细胞损伤的其他有关肝功能检验指标进一步加以鉴别（表9‐3）。
  


  
    [image: ]


    
      表9‐3 肝细胞性黄疸和梗阻性黄疸的鉴别
    


    
      注：↑升高
    

  


  
    （二）次选实验
  


  
    包括肝功能的其他指标，如血清蛋白和转氨酶的检查。这些实验指标在同一病种不同患者表现不一。
  


  
    第七节 肝硬化与实验室检查
  


  
    肝硬化（cirrhosisoftheliver）是各种原因所致的肝脏慢性、进行性、弥漫性改变。其特点是一种病因或数种病因反复、长期损伤肝细胞，导致肝细胞广泛变性和坏死。广泛的肝细胞变性坏死后，肝内结缔组织再生，出现纤维组织弥漫性增生。同时肝内肝细胞再生，形成再生结节，正常肝小叶结构和血管形成遭到破坏，形成假小叶。经过一个相当长的时期，肝脏逐渐发生变形，质地变硬而变成肝硬化。肝硬化是我国常见的消化系统疾病。
  


  
    肝硬化的发病原因主要有：病毒性肝炎（乙型、丙型、丁型）可以发展成肝硬化；酒精中间代谢产物乙醛对肝脏的直接损害导致的肝硬化；遗传性和代谢性疾病导致肝脏病变逐渐发展而成的肝硬化，如血色病（hemochromatosis）、肝豆状核变性（hepato‐lenticulardegeneration）或称Wilson病等；肝脏淤血、慢性充血性心力衰竭、慢性缩窄性心包炎和各种病因引起的肝静脉阻塞，可使肝内长期淤血、缺氧，导致肝小叶中心区肝细胞坏死、萎缩和消失，网状支架塌陷和星芒状纤维化；化学毒物或长期服用某些药物（如双醋酚酊、甲基多巴）或长期反复接触某些化学毒物如磷、砷、四氯化碳等，均可引起中毒性肝炎，演变为肝硬化等。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐7。
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      图9‐7 肝硬化实验室诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    目前临床上对肝硬化的确诊及疗效观察仍依靠穿刺肝组织活检，但由于该方法具有一定的损伤性及受穿刺部位的影响，使该方法应用大大受限。目前常用的诊断依靠病史和实验室检查。肝功能实验检查，肝硬化患者表现为血清蛋白减低，球蛋白增高，A／G比值降低或倒置；血清胆红素明显升高；ALT和AST轻度升高，当肝细胞坏死严重时，AST活力常高于ALT；单胺氧化酶活性升高；血氨浓度升高。
  


  
    （一）血清蛋白电泳
  


  
    血清蛋白电泳分析采用空腹血清标本，测定方法常用醋酸纤维薄膜电泳。
  


  
    参考范围：清蛋白：54.0%～65.0%；α1球蛋白：1.4%～3.3%；α2球蛋白：7.3%～12.0%；β球蛋白：8.2%～13.8%；γ球蛋白：10.5%～23.5%。
  


  
    （二）单胺氧化酶检查
  


  
    单胺氧化酶（monoamineoxidase，MAO）是一种主要作用于‐CH2‐NH2基团，催化各种单胺类物质氧化脱氢的含铜酶。位于线粒体膜外表面的MAO与膜紧密结合，并以FAD为辅酶。位于结缔组织中的MAO以磷酸吡哆醛为辅酶。MAO测定用空腹血清标本，临床测定方法为速率法。
  


  
    参考范围：12～40U／ml。
  


  
    （三）血氨测定
  


  
    血氨是临床用于评价肝硬化程度和肝性脑病发生的重要实验室指标。血氨分析采用血浆标本。随着标本放置时间延长，结果升高。因此，血氨分析要求在30分钟完成。另外，血液在收缩过程中会产生氨，因此，标本采用肝素抗凝血而不用血清标本。
  


  
    临床常用测定方法为谷氨酸脱氢酶速率法。
  


  
    参考范围：18.0～72.0μmol／L。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血清蛋白电泳
  


  
    血清蛋白电泳是临床上广泛用于肝硬化辅助诊断的指标之一。
  


  
    临床意义：不同类型的疾病其血清蛋白电泳结果如下。
  


  
    （1）肝脏疾病：①肝硬化：有典型的蛋白电泳图形，γ球蛋白明显增加，γ和β球蛋白连成一片不易分开，同时清蛋白降低；②急性肝坏死：清蛋白明显下降，球蛋白显著升高；③传染性肝炎：患者血清清蛋白轻度下降，α2球蛋白增高并伴有γ球蛋白增高。
  


  
    （2）骨髓瘤：呈现特异的电泳图形，大多在γ球蛋白区（个别在β蛋白区）出现一个尖峰，称为M蛋白。
  


  
    （3）肾脏疾病：①肾病综合征：有特异的电泳图形，α球蛋白明显增加，β球蛋白轻度增高，清蛋白降低，γ球蛋白可能下降；②肾炎：急性肾炎时α2球蛋白可增高，有时合并γ球蛋白轻度增高；慢性肾炎时常可见到γ球蛋白中度增高。
  


  
    （4）炎症、感染：在急性感染的发病初期，可见α1或α2球蛋白增加；在慢性炎症或感染后期，可见γ球蛋白增加。
  


  
    （5）低γ球蛋白血症或无γ球蛋白血症：血清γ球蛋白极度下降或缺乏。
  


  
    2﹒单胺氧化酶检查
  


  
    临床意义：肝硬化时，肝纤维化现象十分活跃，MAO活性明显升高。而在急性肝病时由于肝细胞坏死少，纤维化现象不明显，MAO活性正常或轻度上升；急性肝坏死时由于肝细胞中线粒体破坏，其中MAO进入血清，血清中MAO活性明显升高。糖尿病可因合并脂肪肝、充血性心力衰竭，继发肝纤维化，使血清MAO活性升高。甲亢、肢端肥大时，血清MAO活性也可出现程度不同的升高。阿尔茨海默病、帕金森病和抑郁症患者血清和脑内MAO活性可明显升高。
  


  
    3﹒血氨测定
  


  
    人体内氨的来源是蛋白质代谢过程中由氨基酸脱氨生成，肾脏谷氨酰胺分解和肠道内细菌的作用也是体内氨的来源。大部分氨在肝内通过鸟氨酸循环合成尿素，一部分用于酮酸的氨基化、合成谷氨酰胺和在肾内形成铵盐从尿中排出。肝硬化、肝性昏迷、肝性脑病、重型肝炎、尿毒症都可引起血氨升高，血氨升高也是肝性脑病诊断的重要依据。另外，大量食入蛋白质，食管静脉曲张造成的上消化道大量出血也可导致血氨升高。血氨测定在诊断治疗肝性脑病中占有重要作用。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清蛋白测定
  


  
    肝硬化患者早期TP、ALB可正常，中晚期出现降低，严重肝硬化患者出现ALB明显降低，并表现为清蛋白／球蛋白倒置。
  


  
    2﹒血清转氨酶测定
  


  
    肝硬化患者早期ALT、AST升高，中晚期时由于肝细胞大量被破坏，纤维组织增生，其结果表现为正常。
  


  
    3﹒血清胆红素测定
  


  
    对于肝硬化患者，高胆红素血症是一个典型的特征。肝硬化患者一直有高胆红素血症存在。如前述，需要同其他引起高胆红素血症的疾病相鉴别。
  


  
    4﹒其他指标测定
  


  
    其他可用于诊断肝硬化的指标有：①透明质酸（HA）检查，肝硬化患者其肝间质母细胞增生，合成HA明显增多，同时肝细胞受损，对血中的HA摄取及降解障碍，因而表现血中HA升高。②层黏蛋白（LN）检查，LN是细胞外间质中基底膜的主要成分。肝纤维化倾向时，LN合成和沉积大大增加。肝硬化患者血中水平升高。③Ⅲ型胶原前肽测定，反映肝纤维化的程度和活动性。正常参考值为41～163ng／ml。④Ⅳ型胶原测定，肝纤维化倾向时，血中Ⅳ型胶原明显增多，可导致肝窦“毛细血管化”，使肝细胞的损伤和功能障碍进一步加重。
  


  
    第八节 急性胰腺炎的相关酶学检查
  


  
    急性胰腺炎（acutepancreatitis）是多种原因造成胰酶激活所致的胰腺组织的局部炎症反应，同时伴有其他器官功能改变。临床症状轻重不一，轻者有胰腺水肿，表现为腹痛、恶心、呕吐等。重者胰腺发生坏死或出血，可出现休克和腹膜炎，病情凶险，死亡率高。本病好发年龄为20～50岁，女性较男性多见。病因最常见的有胆石症，胆道蛔虫，手术后遗症和外伤，高脂血症，病毒感染以及暴饮暴食，酗酒和中毒等，均可致病。临床上分水肿型和坏死型，后者发病急剧，死亡率很高。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐8。
  


  
    [image: 急性胰腺炎的实验室诊断路径图]


    
      图9‐8 急性胰腺炎的实验室诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    急性胰腺炎患者胰淀粉酶溢出胰腺外，迅速吸收入血，由尿排出，故血、尿AMY大为增加，是诊断本病的重要实验室检查项目。
  


  
    （一）血清淀粉酶／胰淀粉酶测定
  


  
    淀粉酶（amylase，AMY）是能将多种糖化物，如淀粉、肝糖原等水解成糊精、麦芽糖和少量葡萄糖等产物的一组酶。人和动物只含α‐AMY。人AMY同工酶有两种，根据脏器来源的不同可以分为胰型同工酶（pancreaticamylase，P‐AMY）和唾液型同工酶。人体中胰腺含AMY最多，由胰泡细胞合成后通过胰管分泌入小肠，少量可进入血液循环；另外唾液腺也分泌AMY入口腔消化多糖。AMY分子量较小，易由肾脏排出，半衰期很短，约2小时，所以病变时血清AMY增高持续时间很短。
  


  
    测定方法：淀粉酶和胰型同工酶的测定选用血清标本，临床多采用酶法进行测定。
  


  
    参考范围：AMY：25～125U／L；P‐AMY：20～100U／L。
  


  
    （二）血清脂肪酶（LIP）测定
  


  
    脂肪酶（lipase，LIP）又称甘油脂酰水解酶或三酰甘油酶，是胰腺外分泌酶。LIP可被巯基化合物、胆汁酸、Ca2＋及辅脂肪酶等激活剂激活，而被重金属、丝氨酸所抑制。血清中LIP主要来自胰腺，少量来自胃肠黏膜。
  


  
    测定方法：脂肪酶的测定选用血清标本，临床多采用酶法进行测定。
  


  
    参考范围：13～60U／L。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    首选实验
  


  
    1﹒血清淀粉酶测定
  


  
    长时间以来，AMY水平一直作为评价胰腺外分泌功能的一种辅助诊断指标。引起血清AMY活性增高有两个方面的原因：胰腺或腮腺组织损伤。由胰腺引起血清AMY增高可因①胰腺组织的炎症损伤使酶释放增加；②分泌过多；③胰腺等组织排泄受阻。
  


  
    急性胰腺炎发病后，一般在临床症状出现2～3小时即出现血清淀粉酶升高（也有延迟至12小时后升高者），多在12～24小时可达高峰，2～5天恢复到正常。所以血清淀粉酶活性测定是诊断急性胰腺炎的较好方法。由于急性胰腺炎血清淀粉酶活性增高是一过性的，所以怀疑急性胰腺炎应及时抽血检查，否则易得出假阴性结果。有并发症或复发时血清淀粉酶活性增高的时间延长。而测定P‐AMY在诊断急性胰腺炎更有价值，因P‐AMY是人淀粉酶同工酶的一种，具有组织特异性。
  


  
    2﹒血清脂肪酶测定
  


  
    正常人血清LIP含量极少，但在急性胰腺炎时，2～12小时血清LIP显著升高，24小时至峰值，48～72小时可能恢复正常，但随后又可持续升高8～15天。由于血清LIP在急性胰腺炎时，活性升高的时间早，上升的幅度大，持续时间长，故其诊断价值优于AMY。临床观察发现，凡血清AMY升高的病例，其LIP均升高；而LIP升高者AMY不一定升高。
  


  
    因各种酶在急性胰腺炎发病时升高达峰值的时间和持续时间均不一致，所以根据患者腹痛发生的不同时间可以选择不同的实验。一般就诊较晚的患者推荐血清LIP。
  


  
    第九节 药物性肝病与相关实验室检查
  


  
    药物性肝病（drug‐inducedliverdisease）是指在使用一种或几种药物后，由药物本身或代谢产物所致的不同程度的肝脏损害。临床可表现为急性肝损伤或慢性肝损伤。
  


  
    当药物以各种剂型和给药途径进入机体后，在靶细胞发挥药理作用，或其中一部分被代谢转化，最终经肾脏从尿中或经肝胆从粪便中排出。药物的生物转化主要在肝脏进行，以肝细胞微粒体为主，其次是细胞可溶性部分，也有少数在线粒体内进行。另外也有少数在肝外进行。经过生物转化后，有的失去活性，有的药理活性不变，有的则变成了毒性较强的物质：例如扑热息痛经N‐羟化，还原后可与核酸结合引起蛋白质等生物高分子结合，引起肝细胞坏死。药物性肝损害是指药物在治疗过程中，肝脏由于药物的毒性损害或对药物的过敏反应所致的疾病，也称为药物性肝炎。从药物方面看，中毒性肝损伤是由于药物本身或其代谢产物对肝脏的毒性作用所引起。药物通过细胞色素酶系作用产生有活性甚至是潜在细胞毒性的成分，进而引发肝脏损害；另一种情况则是患者过敏反应和遗传性药物代谢异常而引起肝脏损伤。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图9‐9。
  


  
    二、相关实验
  


  
    药物性肝损害也称药源性肝病，由于药物的直接或间接作用，导致肝脏功能或结构的损害。临床上分为急性和慢性两类，其共同特点是炎症对肝细胞的破坏。临床上用于评价药物性肝炎的实验除常规的肝功能检查，首先还要进行胆碱酯酶的检查。通过实验室的检查，结合患者的用药史，药物性的肝损伤则不难判断。
  


  
    血清胆碱酯酶测定
  


  
    胆碱酯酶（cholinesterase，CHE）是一类催化酰基胆碱水解的酶类。人体主要有两种，即乙酰胆碱酯酶（ACHE）又称真性胆碱酯酶或胆碱酯酶Ⅰ、丁酰胆碱酯酶（BuCHE）又称假性胆碱酯酶或称拟乙酰胆碱酯酶（PCHE）或胆碱酯酶Ⅱ。临床常规检查的胆碱酯酶即后者，主要在肝脏合成后立即释放到血浆中。测定方法：目前选用血清标本，丁酰硫代胆碱法进行测定。
  


  
    参考范围：4900～11900U／L。
  


  
    其他实验室指标检查如前述。
  


  
    [image: 药物作用的肝脏损害的实验室诊断路径图]


    
      图9‐9 药物作用的肝脏损害的实验室诊断路径图
    


    

  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    胆碱酯酶测定 血浆或血清中CHE的含量甚微。由于CHE在肝脏合成后立即释放入血，故能反映肝脏合成速度，和清蛋白生成有密切关系。故测定血清CHE一般用做肝功能试验。有机磷和氨基甲酸酯类杀虫剂中毒时，血清CHE活性明显降低，并与临床症状一致。各种慢性肝病，如肝炎、肝脓肿和肝硬化患者，约有50%患者CHE活性降低。各种肝病时，病情越差，血清CHE活性越低，持续降低无回升者多预后不良。CHE增高主要见于甲亢、糖尿病、肾病综合征及脂肪肝等。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清转氨酶测定
  


  
    ALT、AST都会表现为升高，但是不同的药物以及不同的患者，血清转氨酶的表现都不一致，有些患者轻度升高，有些患者升高数十倍至上百倍。而且同一患者随着病情的变化，其血清转氨酶水平也会发生变化。值得注意的是，当药物对肝脏的损害停止后，血清转氨酶恢复正常也需要数天至数月。
  


  
    2﹒血清胆红素测定
  


  
    药物性肝损伤时，血清胆红素也会升高，以直接胆红素（DB）升高为主，患者出现黄疸。
  


  
    结合实验室的检查和患者的用药史，药物性的肝损伤则不难判断。
  


  
    第十节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    某成年女性，因黄疸、弥散性上腹痛和全身性瘙痒2周入院。尿液为暗褐色，粪便为灰白色并有恶臭。
  


  
    体格检查：
  


  
    表现为黄疸，右肋部有触痛，肝大。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血浆胆红素：145μmol／L；ALP：216U／L；AST：292U／L。尿胆原（－）；尿胆红素（＋＋）。
  


  
    肝炎病毒分析：血HAV‐IgM为阳性。
  


  
    分析：
  


  
    该患者明显表现为肝脏功能障碍，AST活性增加是因为肝细胞损伤引起。胆红素升高表明有黄疸存在。血浆ALP活性增加表明有肝内胆汁淤积存在。尿二胆的不同表现说明为肝性黄疸，给合HAV‐IgM阳性。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史该病例诊为传染性甲型肝炎。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    某成年女性，黄疸并有恶心表现，尤其是进食脂肪餐后，常有腹胀和不适。排泄恶臭而淡色的粪便和深褐色尿液。无既往病史，其男友是一个乙肝病毒携带者。
  


  
    体格检查：
  


  
    患者有黄疸、肝大，有触痛，中等度腹水。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血浆Tbil：625μmol／L；TP：48.3g／L；Alb：28.4g／L；ALP：222U／L；AST：1837U／L；PT：16.9秒；KPTT：51.7秒。
  


  
    尿液Bil：（＋＋＋）；Uro：（＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    （1）血浆AST活性和胆红素浓度明显增加，血浆ALP活性则为轻度增加，这提示肝细胞功能不良继发中度胆汁淤积。总蛋白水平降低主要是由于肝脏合成蛋白质减少，使清蛋白浓度降低所致。凝血时间延长与肝脏合成凝血因子减少有关。
  


  
    （2）尿中出现胆红素表明存在高结合胆红素血症。尿胆原水平增加与肝功能低下有关。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史该病例诊断为急性传染性乙型肝炎。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    某成年男性，因皮肤、巩膜黄染10年，加重伴右上腹痛15天入院。
  


  
    体格检查：
  


  
    患者有黄疸、肝不大，无腹水。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血浆Tbil：625μmol／L；TP：72.5g／L；Alb：42.5g／L；ALT：64U／L；AST：55U／L；PT：16.9秒；KPTT：34秒。
  


  
    尿液Bil：（－）；Uro：（＋＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    该患者有明显的黄疸存在，但从实验室检查结果分析发现：该患者总蛋白和清蛋白水平正常，PT和APTT正常，ALT和AST在参考范围上限，表明该人肝功能正常，黄疸不是肝功能受损引起的。从尿二胆分析可以看出，该患者增高的胆红素为尿胆原，表明黄疸的来源是肝前性引起的。其可能原因是溶血引起的。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史该病例诊断为溶血性黄疸。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    某老年女性，2周前出现皮肤黄染、瘙痒，伴食欲低下、乏力，小便黄。有胆囊结石15年，胆囊炎2年。
  


  
    体格检查：
  


  
    全身皮肤、巩膜黄染，皮肤瘙痒。B超检查发现胆总管结石，胆囊萎缩。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血浆Tbil：625μmol／L；TP：62.5g／L；Alb：34.2g／L；ALT：126U／L；AST：98U／L；ALP：873U／L；GGT：457U／L。
  


  
    尿液Bil：（＋＋＋）；Uro：（－）。
  


  
    分析：
  


  
    该患者有明显的黄疸。从实验室检查结果发现：该患者总蛋白和清蛋白水平正常，ALT和AST轻度升高，ALP和GGT异常升高，从尿二胆分析可以发现尿胆红素明显升高，B超检查发现胆囊结石。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史该病例诊断为肝后性黄疸。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    某患儿，女性，出生6天。3天前发现巩膜黄染，颜面、躯干也逐渐出现黄染。无发热，无咳嗽，无呕吐，无抽搐，尿便颜色较深，食欲尚好。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36℃，脉搏120次／分，呼吸频率42次／分。发育良好，营养中等，哭声响亮，神志清楚。巩膜、颜面明显黄染，躯干及四肢可见黄染，颜色鲜亮，皮肤无水肿，无出血点及瘀斑。顶枕部有一隆起包块，5cm×7cm大小，边界清楚，未跨越颅缝，有弹性。前囟1.5cm×1.5cm，张力不高。双肺呼吸音正常。心率120次／分，节律规则。腹略饱满，脐部清洁干燥，肝脏于肋下2cm，质软，缘锐，脾脏未触及。四肢肌力及肌张力正常。觅食反射、拥抱反射、握持反射存在。
  


  
    实验室检查：
  


  
    （1）血细胞分析：白细胞总数：2.0×109／L，中性粒细胞：55%，淋巴细胞：45%，血红蛋白质：150g／L，网织红细胞：1%，血型“O”。
  


  
    （2）尿液分析：尿胆原阳性，尿胆红素阴性。
  


  
    （3）生化检查：血清总胆红素205μmol／L；结合胆红素22μmol／L。肝功能检查无异常。
  


  
    （4）B超示：肝、脾、胆囊无异常。
  


  
    分析：
  


  
    高度怀疑新生儿生理性黄疸。新生儿生理性黄疸具有以下特点：①黄疸出现时间：在生后2～3天出现。②黄疸程度：属轻度到中度黄染，呈浅杏黄色或黄红色带有光泽，进展缓慢。③黄疸高峰时间：在生后4～5天。④血清总胆红素值：足月儿一般不超过205.2μmol／L早产儿一般不超过256.5μmol／L。⑤黄疸消退时间：一般在生后7～10天，足月儿最长不超过2周；早产儿不超过4周。⑥伴随症状：除黄疸外，无贫血或肝脾大等症状，婴儿一般情况良好。早产儿的黄疸出现时间可能迟一些，程度可重一点，消退时间也可晚一些。新生儿生理性黄疸的胆红素值可因民族、地区、围生期产妇的情况以及新生儿个体情况而不同。
  


  
    而具有下列条件之一者，应考虑为病理性黄疸：①黄疸在生后24小时内出现。②总胆红素一般足月儿＞205.2μmol／L，早产儿＞256.5μmol／L。③黄疸进展迅速，总胆红素每24小时升高的速度超过86μmol／L。④结合胆红素＞26μmol／L。⑤黄疸持续时间延长（足月儿超过2周；早产儿超过4周），或生理性黄疸消退后又复出现，或进行性加重。
  


  
    新生儿病理性黄疸分类：①溶血性、肝前性黄疸：如先天性红细胞缺陷和获得性红细胞缺陷。②肝细胞性、肝性黄疸：如新生儿肝脏酶系统的缺乏。常见的疾病有：各种感染（如脐炎、肺炎、败血症，还有脓疱疮、真菌感染、肠炎及其他呼吸道感染、新生儿肝炎综合征），母乳性黄疸。③阻塞性、肝后性黄疸：如新生儿期常见胆道阻塞及新生儿肝炎综合征。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史本病例诊断为新生儿生理性黄疸。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    某中年女性，患原发胆汁性肝硬化，因逐渐恶化，精神错乱和嗜睡一周入院，主诉小便失禁和排尿困难，未服药。
  


  
    体格检查：
  


  
    患者嗜睡，定向力消失，当她伸出手臂时，可见典型的“肝掌”，有肝红斑，指杵状变和蜘蛛痣，但未见临床型黄疸。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血浆Urea：4.0mmol／L；Na＋：139.4mmol／L；K＋：1.72mmol／L；Cl－：113.2mmol／L；TCO2：12.3mmol／L；Tbil：30.3μmol／L；ALP：880U／L；AST：74U／L。
  


  
    血液Hb：136g／L（115～165g／L）；WBC：15.2×109／L［（4.0～11.0）×109／L］。
  


  
    尿液：白细胞＞100／ml；红细胞0；细菌培养105个／ml，革兰阴性杆菌。
  


  
    血气分析：pH：7.27；pCO2：2.2kPa；pO2：11.5kPa；HCO3：8.0mmol／L。
  


  
    分析：
  


  
    （1）患者血浆ALP活性明显增加和轻度高胆红素血症是原发胆汁性肝硬化的典型生化表现，并反映肝内胆汁淤积。肝细胞合成和释放ALP量的增加反映了胆汁流的局限性梗阻，血浆胆红素浓度增加是由于胆红素排入胆小管时受阻，使结合胆红素反流进入血液循环所致。在原发胆汁性肝硬化中，胆管树的分布通常是不协调的，残存的正常肝脏能维持胆红素基本正常排泄，因此血浆胆红素浓度通常仅轻微升高。
  


  
    （2）血浆AST活性也轻微升高。存在于肝细胞胞质和线粒体中的AST，当肝细胞坏死时可释放入血浆，在原发胆汁性肝硬化时通常是中度升高。
  


  
    （3）其他生化指标显示：本病例的生化检验结果提示明显的低血钾、低TCO2和高氯血症。造成低血钾的原因很多，慢性低钾血症的最主要原因与代谢性中毒有关。本例患者同时存在血浆TCO2浓度降低则提示是代谢性酸中毒，TCO2浓度太低则提示代偿性呼吸性碱中毒。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史和血气结果诊断为原发胆汁性肝硬化伴部分代偿的代谢性酸中毒。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    某成年女性，患剥脱性皮疹约4年。
  


  
    体格检查：
  


  
    轻度黄疸，肝不大。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血浆Tbil：54μmol／L；ALT：36U／L；ALP：613U／L。
  


  
    尿液Bil：（＋＋）；Uro：（－）。
  


  
    分析：
  


  
    患者实验室检查结果中尿液胆红素阳性提示血浆结合胆红素浓度升高，联系到ALP的升高，说明这是由肝胆管疾病引起，而不是肝炎或溶血引起的肝前性高胆红素血症。可能的诊断包括：逆行胆管炎；胆结石；原发胆汁性肝硬化；胰头癌。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史支持本病例诊断为原发胆汁性肝硬化。
  


  
    病例八
  


  
    一般资料：
  


  
    某中年未婚男子，被送到急诊室已处于半昏迷，他是酗酒者。
  


  
    体格检查：
  


  
    有黄疸、腹部肿胀、肝大和腹水的证据，踝关节水肿。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血浆Cr：84μmol／L；Urea：10.0mmol／L；Na＋：111mmol／L；K＋：4.6mmol／L；Tbil：166μmol／L；ALP：175U／L；AST：371U／L；Alb：24g／L；Glb：48g／L；TP：72g／L。
  


  
    分析：
  


  
    （1）该患者的血浆钠离子浓度明显降低，血浆尿素轻度增加而肌酐浓度正常，提示是肾前性尿素血症。血浆AST活性和胆红素明显增加，而ALP活性增加较少，提示存在肝内胆汁淤积的肝细胞损伤。
  


  
    （2）患者有水肿和腹水，血浆钠明显降低，低清蛋白血症使血浆胶体渗透压下降，从而使水从组织间向血管内的回流减少。这种回流减少一方面在组织形成水肿和腹水，另一方面则使血管内容量降低引起肾血流量减少，引发肾前性尿素血症。血管内容量不足还直接刺激ADH分泌以增强纯水的重吸收，因而引起稀释性低钠血症。低钠血症和血容量不足可刺激肾素和醛固酮的分泌，醛固酮促进钠从远曲小管的重吸收。
  


  
    （3）低清蛋白血症可能是由于肝脏的合成减少，血浆球蛋白浓度增加很可能是由常见于肝脏疾病的多克隆γ球蛋白的增加所致。肝硬化时，通常可见血浆IgG和IgA浓度增加。由于血浆IgA浓度增加，在血清蛋白电泳时可出现β‐γ融接的特征性表现，即所谓宽γ球蛋白带。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史诊断为失代偿性乙醇性肝病。
  


  
    病例九
  


  
    一般资料：
  


  
    某中年男性，在劳动中突发呕血，被送往医院。
  


  
    体格检查：
  


  
    消瘦，略有脱水，有许多龋齿，呼出气恶臭；肝脏触感坚硬和肿大，腹部膨胀，足部轻度水肿。有酗酒的既往史。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血浆ALT：145U／L；AST：198U／L；Tbil：55.6μmol／L；Dbil：17.4μmol／L；ALP：412U／L；GGT：283U／L；TP：55.8g／L；Alb：27.1g／L；Na＋：150.0mmol／L；K＋：3.10mmol／L；Cl－：93.1mmol／L；TCO2：29mmol／L。
  


  
    大便隐血（定性）：（＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    在本病例中，呕血显然是由于体力劳动引起的。估计是由于劳动致血压升高时，膨胀和薄弱的食管静脉破裂所引起。食管静脉曲张常与肝病有关。体格检查有肝大而坚硬，且腹部膨胀。实验室检查发现患者血转氨酶活性升高，蛋白质浓度低下，胆红素浓度升高，伴有电解质代谢紊乱，且有酗酒史。
  


  
    诊断意见：
  


  
    结合病史诊断为酒精性肝硬化。
  


  
    （李贵星）
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    第十章 自身免疫性疾病与实验室诊断
  


  
    自身免疫（autoimmunity）指机体免疫系统受某些内因、外因或遗传等因素作用产生针对自身正常或变性的组织、器官、细胞、蛋白质或酶类等自身抗原发生的免疫应答反应，出现自身抗体或自身致敏淋巴细胞的现象。因自身免疫致组织器官损伤或功能障碍引起的疾病称自身免疫性疾病。自身免疫性疾病患者体内针对自身组织器官、细胞及细胞成分的自身抗体是疾病诊断的重要标志。已有40余种疾病被认定为自身免疫性疾病，按累及的系统和器官可分为非器官特异性自身免疫病和器官特异性自身免疫病两大类（表10‐1）。大多数自身免疫性疾病具有相对特异性的自身抗体，通过检测自身抗体对自身免疫性疾病进行诊断或鉴别诊断，检测炎性标志物评价免疫炎症的活动状态。大多数自身免疫性疾病随病程时间延长可累及肾脏损伤，终末期肾衰竭是致自身免疫性疾病患者死亡的重要病因之一。
  


  
    [image: ]


    
      表10‐1 按器官特异性和非特异性区分自身免疫性疾病
    


    

  


  
    第一节 炎性标志物检测
  


  
    当机体的免疫自稳受到破坏后，自身抗体和（或）自身致敏淋巴细胞攻击自身靶抗原细胞和组织，产生免疫病理损伤和功能障碍引起自身免疫性疾病时，该类免疫损伤主要表现为慢性免疫炎性损伤。受损组织在发生炎症反应的过程中常会产生大量的炎性产物，主要包括急性时相反应蛋白和补体成分等，通称为炎性标志物。检测炎性标志物可有效评估疾病活动性、监控疗效和判断预后。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐1。
  


  
    [image: 急性时相蛋白临床分析路径图]


    
      图10‐1 急性时相蛋白临床分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    炎症反应是机体免疫防御的重要手段，但炎症反应过强可造成机体的病理损伤。目前临床主要检测C反应蛋白（Creactiveprotein，CRP）、血清淀粉样蛋白A（serumamyloidA，SAA）、降钙素原（procalcitonin，PCT）、前白蛋白（pre‐albumin，PAB）、转铁蛋白（transferrin，TF）等急性时相反应性蛋白的水平与动态变化并结合临床症状来评价机体的炎症状态。
  


  
    1﹒CRP
  


  
    CRP是经典的急性时相反应蛋白，主要由肝脏合成。CRP水平的增高程度与疾病的活动度、炎症范围和程度密切相关。临床上通常采用免疫散射分析或免疫浊度分析法检测血清或血浆中CRP含量，参考范围：＜5.0mg／L，严重脂血、溶血和黄疸样本可影响检测结果。
  


  
    2﹒SAA
  


  
    SAA属载脂蛋白族中异质类蛋白质，在急性时相性反应过程中经TNF‐a、IL‐1和IL‐6刺激后由肝脏中的活化巨噬细胞与成纤维细胞合成。炎性反应8小时后SAA水平开始升高，浓度增加可达100～1000倍。在有些自身免疫性疾病如类风湿关节炎活动期时SAA的水平增加。临床上通常采用免疫散射分析或免疫浊度分析法检测血清或血浆中SAA含量，参考范围：＜6.8mg／L，严重脂血、溶血和黄疸样本可影响检测结果。
  


  
    3﹒PCT
  


  
    PCT是分子量约13000的蛋白质，肠和肺部的神经内分泌细胞可能是其合成场所。其表达水平可反映全身炎症反应的活跃程度。在严重的细菌、真菌、寄生虫感染及脓毒症和多脏器功能衰竭时可见血浆或血清PCT水平增高。但自身免疫、过敏和病毒感染，局部的细菌感染、轻微感染及慢性炎症均不会致PCT升高。故PCT可用于鉴别病原微生物感染或者是免疫炎性反应。临床通常采用免疫金标记法或发光免疫分析法检测其含量，参考范围：＜0.05ng／ml。
  


  
    4﹒PAB
  


  
    PAB由肝细胞合成，属于负急性时相性蛋白。在急性炎症反应时，PAB表达降低，PAB水平恢复到正常时常提示炎症趋于缓解。在自身免疫性疾病的炎性反应中PAB水平变化一般不大，可作为鉴别诊断指标。临床上通常采用免疫散射分析或免疫浊度分析检测血清或血浆中PAB含量，参考范围：180～450mg／L。严重脂血、溶血和黄疸可影响检测结果。
  


  
    5﹒TF
  


  
    TF由肝细胞合成，在急性炎症时表达降低，属负性时相蛋白。由于TF是体内铁转运蛋白，受体内铁状态影响，缺铁时表达增加，同时由于代谢受肾脏影响，肾病综合征时，TRF表达降低。因此使用该指标评价炎症损伤时，需考虑以上多种影响因素，综合分析其在炎症损伤中的评价意义。在自身免疫性疾病的炎性反应中TF水平变化一般不大，可作为鉴别诊断指标。临床上通常采用免疫浊度法检测血清或血浆中TF含量，参考范围：2.5～4.3g／L。严重脂血、溶血和黄疸样本会影响检测结果。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    急性时相蛋白能快速有效地反映机体炎症状况，CRP、SAA和PCT是临床最常用的炎性标志物。CRP和SAA均能快速、特异地反映机体的炎症状态，但针对微小炎症反应判断，SAA的敏感性更高，针对相同的炎症反应SAA增加幅度较CRP更明显。
  


  
    在感染性炎症中，通过CRP水平升高程度可区分病毒和细菌感染，病毒感染时CRP通常不超过50mg／L，提示轻度炎症；细菌感染则可高达100mg／L以上，提示疾病较重。在许多自身免疫性疾病的活跃期CRP水平高于健康人，提示机体有免疫炎性反应发生。由于白细胞介素6（interleukin6，IL‐6）可诱导CRP的合成，因此某些浆细胞疾病（如霍奇金病和肾癌等恶性肿瘤）可导致IL‐6水平增加，CRP水平也可同时升高。急性损伤时，CRP在6小时后升高，48小时达到高峰，72小时后下降，因此血清或血浆CRP检测适用于评估急性炎性损伤3天内的炎症状态。临床上CRP浓度监测还可用于指导用药、治疗监测和评价预后，如持续升高的CRP提示炎症无好转，治疗失败或预后差；抗菌治疗时CRP浓度降至正常，提示可停止使用抗生素；外科手术后24～48小时患者血清中的CRP下降一半，提示炎症好转。
  


  
    SAA水平的升高最常见感染性疾病，也可见于肿瘤和移植排斥反应患者。当肿瘤转移时，SAA水平较非肿瘤转移时明显增加；移植排异时SAA水平明显增高，可作为预示患者发生排斥反应指标，且不可逆转的移植排斥反应患者的SAA浓度明显高于可逆转移植排斥反应患者；SAA水平的增加受IL‐6等细胞因子的调节，在一些慢性炎性自身免疫性疾病患者中SAA水平增加与免疫炎性损伤有密切的关系，但是SAA在该反应中担任何种角色还有待研究。
  


  
    PCT在严重的细菌性炎症或真菌感染时高表达，而在病毒感染中无明显增加。由于PCT仅在全身细菌性感染或脓毒症时合成，而不在局部炎症和轻微感染中合成，所以PCT在监控严重感染时比CRP更加敏感和特异。PCT不仅是鉴别急性感染实验室指标，对其进行连续监测是评价炎症活动的最佳指标，若PCT在治疗后几天内降至正常范围，提示预后良好。在自身免疫性疾病患者中PCT水平不会增高，也是鉴别感染性炎症与免疫炎性反应的辅助指标。
  


  
    除了以上面的实验，α1酸性糖蛋白、补体3（complement3，C3）和补体4（complement4，C4）等也属于正性时相蛋白，在机体有炎症时其水平也有升高，α1酸性糖蛋白升高主要见于风湿病、恶性肿瘤及心肌梗死，组织损伤24～48小时后升高，增加程度与组织损伤严重程度密切相关。C3、C4在炎症发生后48～72小时升高，增加幅度＜2倍，可见于全身感染、非感染性慢性炎症和妊娠等多种情况，但其异性和敏感性均不如CRP、SAA和PCT，因此在炎症评价中意义有限。
  


  
    （蔡蓓 王兰兰）
  


  
    第二节 自身抗体检测
  


  
    自身抗体是机体针对自身组织器官、细胞及细胞内成分的抗体。自身抗体分为生理性自身抗体和病理性自身抗体，前者是指针对衰老或死亡的自身细胞产生少量的抗体，该类自身抗体有助于单核细胞及巨噬细胞吞噬衰老或死亡细胞，以维持机体生理环境的稳定。而后者是指由于机体免疫系统紊乱，出现自身免疫应答，产生与自身组织抗原发生反应的抗体，造成机体组织器官的损伤，引起自身免疫性疾病。多数自身免疫性疾病都伴有特征性的自身抗体谱，因此，自身抗体检测是诊断自身免疫性疾病的重要手段之一。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐2。
  


  
    二、相关实验
  


  
    自身抗体检测对于自身免疫性疾病的诊断具有重要意义，通常在疾病初期即可查及，并可伴随整个疾病过程，目前常规应用于临床检测的自身抗体主要分为四类，即抗核抗体谱（antinuclearantibodyspectrum，ANAs）、类风湿因子（rheumatoidfactor，RF）、抗中性粒细胞胞质抗体（anti‐neutrophilcytoplasmicantibody，ANCA）、抗磷脂抗体（antiphospholipidantibod ies）。
  


  
    1﹒抗核抗体谱（ANAs）
  


  
    ANAs是一组针对细胞核内的DNA、RNA、蛋白或这些物质分子复合物的多种自身抗体的总称，临床上通常称为抗核抗体（antinuclearantibody，ANA），ANA与ANAs是相同的概念。目前ANA所包括的范围有所扩大，广义的ANA除了包括针对细胞核抗原的抗体外，还包括针对细胞胞质成分的抗体。目前通常采用以HEp‐2细胞为底物的间接免疫荧光法（indirectimmunofluorescentassay，IFA）进行检测。正常人ANA检测结果为阴性，若ANA结果阴性，可基本排除自身免疫性疾病。若ANA结果阳性，提示存在自身抗体，在荧光显微镜下可见特异的荧光模型，阳性标本需进一步做类型分析并进行滴度测定，以确定自身抗体类型与含量。有些自身抗体与疾病的诊断密切相关。
  


  
    抗核抗体可与HEp‐2细胞很多基质发生反应，对应不同的细胞器抗原，细胞显示不同的特异性荧光，主要荧光模型见表10‐2。
  


  
    [image: 自身抗体检测实验室分析路径图]


    
      图10‐2 自身抗体检测实验室分析路径图
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      表10‐2 各种荧光模型对应的靶抗原
    


    

  


  
    ANAs作为筛选性实验其主要包括的自身抗体主要有以下10种。
  


  
    （1）抗双链DNA（doublestrainDNA，dsDNA）抗体：脱氧核糖核酸（DNA）作为抗原可以是dsDNA或单链DNA（singlestrainDNA，ssDNA）。1957年首次报道，SLE患者血清中存在与DNA反应的成分。DNA作为自身抗原有若干决定簇，但目前研究认为只有抗dsDNA抗体对SLE具有重要诊断价值。目前推荐采用以绿蝇短膜虫为底物的IFA法检测抗dsDNA抗体，抗体阳性时绿蝇短膜虫动基体显示荧光，阴性时动基体不显示荧光。正常人检测结果为阴性。
  


  
    （2）抗组蛋白抗体（anti‐histoneantibody，AHA）：AHA是针对组蛋白的一类复杂的自身抗体。组蛋白是一种与DNA结合的富含赖氨酸与精氨酸的碱性蛋白，由H1、H2A、H2B、H3、H4五种亚单位构成。组蛋白是染色质基本结构核小体的重要组成部分。H1在双螺旋之外，H2A、H2B、H3、H4被双螺旋包绕。抗组蛋白抗体可以使用ELISA法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    （3）抗RNP抗体（antiribonucleoprotein，anti‐RNP）：抗RNP抗体的靶抗原位于小核糖核酸蛋白颗粒（snRNPs）上。临床上通常检测的抗RNP抗体主要为识别U1类snRNPs，又称为抗U1‐RNP抗体。抗RNP抗体通常采用Westernblot或纯化抗原的免疫印迹法进行检测。采用纯化或重组抗原检测抗RNP抗体可以获得更加准确的检测结果，正常人检测结果为阴性。
  


  
    （4）抗Sm抗体：Sm为患者Smith的简称。抗Sm的靶抗原与抗RNP抗体的靶抗原一样均为小核糖核酸蛋白颗粒，由于抗Sm和抗RNP抗体的靶抗原具有交叉成分，因此在临床检测过程中可能出现交叉反应而影响结果判断。抗Sm抗体阳性均伴有抗RNP抗体阳性，但抗RNP抗体则可以单独存在。临床常采用纯化或重组抗原的免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    （5）抗SSA抗体：抗SSA抗体是发现干燥综合征（Sjogren’ssyndrome，SS）第一个抗原的抗体即“A”抗原后而命名。已证明SSA抗原与Ro抗原是同一种物质。故命名为SSA／Ro抗原，抗SSA抗体又称为抗Ro抗体。抗SSA抗体针对的抗原表位位于细胞内与小核糖核酸形成复合物的两种蛋白质（60kD和52kD）上。患者血清中的自身抗体可能针对其中一种或者同时针对两种蛋白复合物，两种自身抗体间无相关关系。临床常采用纯化或重组抗原的免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    （6）抗SSB抗体：抗SSB抗体是继抗SSA抗体发现的与SS相关的另一重要自身抗体，由于该抗体首先在La患者血清中检测获得，因此又称为抗La抗体。抗SSB抗体的靶抗原是RNA多聚酶转录中的小RNA磷酸蛋白质。其分子量有48kD、47kD、45kD三种，其中针对48kD的抗SSB抗体特异性更强。由于SSB靶抗原中的核糖核酸蛋白颗粒与SSA靶抗原的成分部分相同，故抗SSB抗体阳性几乎总伴有抗SSA抗体阳性。临床常采用纯化或重组抗原的免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    （7）抗Scl‐70抗体：Scl‐70靶抗原为DNA拓扑异构酶I，ANA荧光模型表现为均质核仁型。抗体可与鼠肝中分离的分子量为70kD的抗原成分反应，该抗体也因此而得名。临床常采用纯化或重组抗原的免疫印迹法进行检测，抗Scl‐70抗体主要见于硬皮病（scleroderma），正常人检测结果为阴性。
  


  
    （8）抗Jo‐1抗体：其靶抗原是一种氨酰tRNA合成酶，其在胞质中以小分子核糖核蛋白（scRNPs）形式出现，分子量为50kD。临床常采用纯化或重组抗原的免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    （9）抗rib‐P抗体（anti‐ribosomeribonucleoproteinantibody，anti‐rib‐P）：其靶抗原是胞质中核糖体大亚基上的3条分子量为38kD、16.5kD和15kD的磷酸化蛋白，抗rib‐P抗体可在天然原位与P蛋白结合。有研究表明，抗rib‐P抗体可渗入活细胞中导致蛋白合成受阻，提示这些抗体可能与致病机制有关。临床常采用纯化或重组抗原的免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    （10）抗着丝点抗体（anti‐centromereantibody，ACA）：其靶抗原是位于染色体着丝粒区域的三种蛋白质，分别为CENP‐A、CENP‐B和CENP‐C。大多数ACA阳性血清至少与其中两种抗原发生反应，并且总是与CENP‐B反应。临床上可采用以HEp‐2细胞为底物的IFA法进行检测，阳性在间期细胞上出现大小均一的（46～92个）荧光颗粒。也可采用纯化三种抗原蛋白的ELISA法或免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    2﹒类风湿因子（rheumatoidfactor，RF）
  


  
    通常讲的RF主要是以变性IgG为抗原的IgM抗体。RF除IgM类型外，还有IgG型、IgA型和IgE型。由于IgM型RF具有高凝集、易于沉淀的特点，临床上主要测定IgM型RF，测定方法常采用乳胶凝集法或速率散射比浊法，正常人检测结果为阴性（乳胶凝集法）或＜20IU／ml（速率散射比浊法）。
  


  
    3﹒抗中性粒细胞胞质抗体（anti‐neutrophilcytoplasmicantibody，ANCA）
  


  
    ANCA通常采用以乙醇固定的中性粒细胞为底物的IFA法进行检测，依据荧光模型表现不同主要分为两种：一种是胞质型ANCA（cytoplasmANCA，cANCA），该型荧光模型表现为均匀分布在整个中性粒细胞胞质的颗粒荧光，细胞核无荧光。抗原主要为蛋白酶3（proteinase3，PR3），位于中性粒细胞嗜苯胺蓝颗粒中。另一种是核周型ANCA（peripheralANCA，pANCA），该型荧光模型表现为围绕中性粒细胞胞核的带状、平滑的核周荧光，可由多种不同的特异性抗体引起。目前发现的靶抗原主要有乳铁蛋白（Lactoferrin）、髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、白细胞弹性蛋白酶（Elastase）、组织蛋白酶G（CathepsinG）、杀菌／通透性增高蛋白（Bactericid al／permeability‐increasingprotein，BPI）。核周型荧光模型的形成原因可能是：与自身抗体温育过程中，因为抗原与核膜有高亲和性，所以抗原从颗粒中扩散至核周围。临床上通常采用以中性粒细胞为底物的IFA法作为ANCA的筛选方法，该方法为一种定性或半定量方法，要求操作者具有丰富的操作和读片经验。ELISA法可检测针对纯化中性粒细胞胞质抗原的ANCA，从而确诊ANCA的具体种类，为临床疾病的诊断提供确切的实验结果。正常人检测结果为阴性。
  


  
    4﹒抗磷脂抗体
  


  
    抗磷脂抗体包括多种特异性不同的自身抗体。靶抗原为带负电荷的阴离子磷脂。抗磷脂抗体在自身免疫性疾病患者血清中的反应需辅助因子β2糖蛋白Ⅰ的参与，因此，抗β2糖蛋白抗体也是抗磷脂抗体的一种。抗磷脂抗体可引起狼疮抗凝现象，导致APTT延长。临床常采用ELISA法检测不同种类的抗磷脂抗体，正常人检测结果为阴性。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    IFA法检测ANA可提供荧光模型信息，其对于相应的特异性抗体具有提示作用，但由于HEp‐2细胞抗原成分复杂，不同的自身抗体可以呈现相同或相似的荧光模型，仅凭荧光模型就判定特异性抗体种类可导致错误结果，因此采用纯化抗原检测自身抗体进行确诊实验，可为临床医师提供确切的自身抗体报告。
  


  
    （一）抗核抗体谱（ANAs）
  


  
    1﹒筛选实验
  


  
    抗核抗体谱筛选实验通常采用以HEp‐2细胞为底物的IFA法进行检测。ANAs可在许多自身免疫性疾病患者的血清中检出，也可以在健康老年人、感染性疾病、慢性肝病、原发性肺纤维化、肿瘤等患者中出现，甚至在服用某些药物如普鲁卡因胺、肼屈嗪、苯妥英钠、异烟肼等的患者中也可出现ANA阳性。约99%的活动期SLE患者ANA阳性，在非狼疮性结缔组织病中，ANA阳性率达50%，即使在健康献血者中，偶尔也可检出ANA，所以ANA阳性本身不能确诊任何疾病，但ANA阳性且伴有特征性狼疮症状则支持狼疮诊断。一般认为ANA在狼疮活动期阳性率和滴度均增高，在缓解期阳性率和滴度均减低。ANA阴性几乎可排除SLE的诊断。ANA对多种自身免疫性疾病具有诊断价值（表10‐3）。
  


  
    [image: ]


    
      表10‐3 ANA在多种自身免疫性疾病的阳性检出率
    


    

  


  
    2﹒确诊实验
  


  
    （1）抗dsDNA抗体：抗dsDNA抗体作为美国风湿病学会SLE的11项诊断标准之一，可区分SLE与其他风湿性疾病，其诊断特异性可达85%，但抗dsDNA抗体阴性不能排除SLE。抗体阳性率和滴度取决于疾病活动性，缓解期阳性率可下降到40%或以下。高滴度、高亲和力的抗dsDNA抗体主要见于SLE活动期或累及肾脏患者，抗dsDNA抗体免疫复合物的形成和沉积可引起肾脏组织损伤，其与狼疮性肾炎的相关关系已十分明确。
  


  
    （2）抗组蛋白抗体（AHA）：AHA可在多种自身免疫性疾病中出现，如：药物性狼疮（drug‐inducedlupus，DIL）、SLE、RA、系统性硬化症（systemicsclerosis，SSc）等，不具疾病诊断特异性。SLE阳性率为50%，DIL阳性率达95%。AHA阳性并不能区分SLE和DIL，但筛查阴性者基本可排除DIL。研究表明，AHA水平和疾病活动性之间没有明确的关系。
  


  
    （3）抗RNP抗体：抗RNP抗体阳性的患者通常抗dsDNA抗体阴性，肾脏受累较少。1972年已将其作为诊断混合性结缔组织病（mixedconnectivetissuedisease，MCTD）的重要血清学依据。抗RNP抗体在MCTD患者中均为阳性，且滴度较高。该抗体也可低滴度水平在多种自身免疫性疾病中出现，其不具疾病诊断的特异性。近32%的SLE患者抗RNP抗体可为阳性，如该抗体与抗Sm抗体同时存在，则疑诊为SLE的可能性较大。
  


  
    （4）抗Sm抗体：抗Sm抗体在SLE中阳性率为30.2%。虽然敏感性较低，但特异性较高。在研究表明，在全部抗Sm抗体阳性的病例中，92.2%患者确诊为SLE。因此抗Sm抗体可认为是SLE的标记性抗体。有研究显示SLE患者由活动期转为缓解期后，ANA、抗dsDNA抗体滴度均可降低，但抗Sm抗体可长期存在。抗Sm抗体对早期、不典型的SLE或经治疗缓解后的SLE患者进行回顾性诊断具有重要意义。
  


  
    （5）抗SSA抗体：原发性SS患者体内抗SSA阳性率可达到70%～100%，而在SLE中为24%～60%。抗SSA阳性的SLE患者常伴有SS或光敏感性疾病，尤其当抗体为高滴度时。SS患者通常伴抗SSB抗体阳性，抗SSA和抗SSB抗体均阳性的原发性SS患者通常表现出更多的腺体外症状，如脉管炎、淋巴结病等。此外，抗SSA抗体与亚急性皮肤性红斑狼疮关系密切。
  


  
    抗SSA抗体阳性在新生儿红斑狼疮发生率几乎为100%，该抗体通过胎盘传递给胎儿可引起炎症反应，并可引起先天性新生儿心脏传导阻滞。因此，抗SSA抗体可作为预防先天性心脏病或狼疮性新生儿的产前监测指标。
  


  
    （6）抗SSB抗体：抗SSB阳性几乎总伴随抗SSA抗体阳性出现，对SS的诊断抗SSB抗体较抗SSA抗体更特异，是SS的血清标志抗体。原发性SS阳性率达40%，其他自身免疫性疾病中如有抗SSB抗体，常伴有继发性SS。临床检测发现与抗SSA阳性和抗SSB阴性患者相比，抗SSA和抗SSB均为阳性的SLE患者较少累及肾脏损伤，抗dsDNA抗体也较少阳性，这种抗体模式常在迟发性SLE患者中出现。
  


  
    （7）抗Scl‐70抗体：抗Scl‐70抗体主要见于硬皮病，仅20%的SSc患者可出现阳性，但有较高特异性。抗Scl‐70抗体阳性患者皮肤病变往往弥散广泛，且易发生肺间质纤维化。进行性系统性硬化症（PSS）患者抗Scl‐70抗体阳性率高达75%。雷诺症患者存在抗Scl‐70抗体，提示可能发展为PSS。有文献报道，抗Scl‐70抗体与恶性肿瘤特别是肺癌具有明显关系。
  


  
    （8）抗Jo‐1抗体：抗Jo‐1抗体是目前公认的多发性肌炎和皮肌炎（PM／DM）的血清标记抗体。在PM／DM中阳性率达25%左右。在合并肺间质病变的PM／DM患者，阳性率可高达60%。
  


  
    （9）抗rib‐P抗体：抗rib‐P抗体滴度升高主要见于SLE患者，在其他自身免疫病如：系统性硬化症、SS、皮肌炎、RA、未分化结缔组织病和原发性抗磷脂综合征等患者中很少出现（＜5%）。有研究显示，抗rib‐P抗体滴度升高出现在SLE发病前6年，提示该抗体对SLE的发生有预测价值。另有证据显示该抗体与SLE相关的精神疾病有关。抗rib‐P抗体与抗dsDNA抗体的消长相平行，但与抗dsDNA抗体不同的是，抗rib‐P抗体不会随病情好转很快消失，可持续1～2年后才转阴。
  


  
    （10）抗着丝点抗体：抗着丝点抗体是硬皮病的另一血清特异性抗体。其在硬皮病中的良性变异型CREST综合征阳性率可达80%。抗着丝点抗体在不同疾病中的阳性率分别为：CREST为17%～96%，弥散型硬皮病为8%～12%，雷诺症为20%～29%，MCTD为7%，SLE为＜5%。抗着丝点抗体的临床意义可概括为下列几点：①在CREST综合征中检出率高；②有着丝点抗体的患者，肾、心、肺及胃肠受累较少（＜5%）；③有该抗体且有雷诺症的患者可能是CREST的早期变异型或顿挫型，因为其中有些患者在数年后发展为完全的CREST综合征；④抗着丝点抗体与抗Scl‐70是互相排斥的，两者同时出现者少见。
  


  
    由于HEp‐2细胞胞核和胞质中包括多种自身抗体的靶抗原，因此，以HEp‐2细胞为底物的IFA法检测ANA可作为检测上述自身抗体的筛选实验，若ANA检测结果为阴性，可基本上排除上述自身抗体阳性的可能性，从而节约检测时间和医疗成本。若为阳性则需进行抗体确诊性实验，根据确诊抗体类型结合临床表现进行诊断。通常采用纯化或重组抗原进行抗可提取性核抗原（extractablenuclearantigen，ENA）抗体谱的免疫印迹法进行抗体确诊实验。
  


  
    （二）类风湿因子（RF）
  


  
    RF是抗人IgG分子Fc片段上抗原决定簇的特异抗体。可分为IgM‐RF、IgG‐RF和IgA‐RF等。如同时存在两种类型RF，一般仅见于RA。高滴度的IgA‐RF常与关节外表现有关。凡是存在变性IgG，并能产生抗变性IgG自身抗体的人，在其血清或病变中均能测出RF，提示RF并不是RA的特异性自身抗体。虽然RF的测定对诊断RA具有一定的价值，但并没有特异性。
  


  
    （三）抗中性粒细胞胞质抗体（ANCA）
  


  
    ANCA不同荧光模型与疾病种类和疾病活动性相关。cANCA抗原主要是蛋白酶‐3（pro teinase3，PR3）。cANCA主要见于韦格纳肉芽肿（WG），阳性率占80%，且与病程、严重性和活动性有关。也可见于少数显微镜下多动脉炎（MPA）、Churg‐Strauss综合征（CSS）、结节性多动脉炎（PAN）、少数巨细胞动脉炎、过敏性紫癜、白细胞破碎性皮肤性血管炎和白塞病。pANCA抗原主要为髓过氧化物酶（MPO）。相对于cANCA而言，pANCA的诊断特异性欠佳。pANCA阳性主要见于坏死性新月体性肾小球肾炎（NCGN）、MPA，也可见于CSS、PAN、SLE、RA、SS、SSc。在NCGN、MPA中pANCA和cANCA阳性率几乎相同，但pANCA患者的血管炎病变程度相对较重，常有多系统损害。另外一种较少出现的是非典型ANCA（xAN CA），它代表了pANCA和cANCA的混合物。阳性主要见于溃疡性结肠炎、自身免疫性肝炎和慢性炎症疾病。
  


  
    溃疡性结肠炎、原发性硬化性胆管炎和其他疾病有时也可出现pANCA，主要为髓过氧化物酶以外的其他抗原的抗体，其中部分抗原尚不明确。
  


  
    在ELISA分型检测结果中，PR3与韦格纳肉芽肿密切相关。cANCA诊断WG的特异性大于80%，联合PR3可超过95%，活动期PR3几乎100%阳性。髓过氧化物酶（MPO）：与MPA、NCGN、过敏性肉芽肿性血管炎相关。杀菌／通透性增高蛋白（BPI）：主要见于肺部炎症性疾病，并与长期慢性铜绿假单胞菌感染有一定关系。组织蛋白酶G（Cath‐G）：可见于SLE、炎症性肠病（IBD）、原发性胆汁性肝硬化（PBC）等；白细胞弹性蛋白酶（elastase）：可见于SLE、IBD、PBC等。
  


  
    （四）抗磷脂抗体
  


  
    抗磷脂抗体在SLE中的阳性率可达15%～70%，该抗体阳性的SLE患者，与动脉及静脉血栓、习惯性流产、血小板减少、Coombs阳性的溶血性贫血和某些罕见症状相关。若患者出现血栓、习惯性流产、血小板减少，溶血性贫血、网状青斑、各种神经症状以及抗磷脂抗体阳性，且不符合SLE或其他疾病的诊断标准，则可诊断为原发性抗磷脂综合征（APS），其中小部分患者可转归为SLE。须指出的是，抗磷脂抗体并不是SLE或APS的特异性抗体，其也可在多种结缔组织疾病和非结缔组织疾病患者中出现。此外，约有5%健康人也可出现抗磷脂抗体阳性，且随年龄增高阳性率逐渐上升。
  


  
    第三节 类风湿关节炎与自身抗体检测
  


  
    类风湿关节炎（rheumatoidarthritis，RA）是一种致残性自身免疫性疾病，患者在发病第二年即有可能出现不可逆的骨关节破坏。现行的美国风湿病学会（ACR）对RA的诊断标准主要依靠临床表现、X线以及RF检测。但并不是所有的RA患者均可检测到RF。近年研究发现抗角蛋白抗体和抗CCP抗体（anti‐cycliccitrulinatedpeptide，anti‐CCP）可在RA患者的临床前期出现，这些新发现的针对RA疾病的血清标志物可使人们对RA的早期诊断和早期治疗有所帮助。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐3。
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      图10‐3 类风湿关节炎实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    经典的RF检测是最常用的诊断RA的实验室辅助指标，但其特异性与敏感性均不高。抗CCP抗体、抗角蛋白抗体、抗核周因子（antiperinuclearfactor，APF）和抗角蛋白丝聚集素（原）抗体（anti‐filaggrinantibody，AFA）等与RA相关自身抗体检测，提高了RA早期诊断的特异性与敏感性。
  


  
    1﹒类风湿因子（RF）
  


  
    RF检测作为RA的诊断标准之一，是RA患者的重要检测指标。RF在RA中的阳性率是80%左右，但有5%的健康老年人也可出现阳性，75岁以上老年人RF阳性率为2%～25%。临床最常采用乳胶凝集实验、免疫散射比浊检测血清／血浆RF水平。参考范围：乳胶凝集实验＜1∶20，免疫速率散射比浊＜20RU／ml。
  


  
    2﹒抗CCP抗体
  


  
    人工合成的以瓜氨酸代替精氨酸的20个左右氨基酸残基的肽链是RA特异的抗中间丝相关蛋白（filaggrin）抗体识别表位的必需组成部分。试验显示了瓜氨酸是RA患者血清中抗filaggrin相关抗体识别的主要组成性抗原决定簇成分。临床通常采用ELISA法检测患者血清中抗CCP抗体，参考范围：＜5RU／ml。
  


  
    3﹒抗角蛋白抗体（anti‐keratinantibody，AKA）
  


  
    AKA是一种能与大鼠角质层成分起反应的抗体，故称之为抗角蛋白抗体。AKA主要为IgG型抗体，RA患者血清中AKA的特异性较高，但在SLE、SS、PSS及丙型肝炎（HCV）患者中也可查到这种抗体。
  


  
    目前有许多实验室采用以大鼠食管角蛋白作为底物的IFA法检测AKA，其对RA的诊断特异性较高，但敏感性低，故多数实验室建议与其他RA相关抗体联合应用，以提高检测敏感度和特异性。临床检测AKA通常采用大鼠食管组织为底物的IFA法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    4﹒抗核周因子（antiperinuclearfactor，APF）
  


  
    抗核周因子是将颊黏膜细胞作为底物检测ANA时，偶然发现细胞核周围有均质型的4～7μm荧光颗粒，称之为抗核周因子（APF）。抗核周因子的靶抗原存在于颊黏膜上皮细胞核周胞质内，是上皮细胞的中等纤维或其前体的一种不溶性蛋白质。临床上通常用ELISA法检测该抗体。正常人检测结果阴性。
  


  
    5﹒抗角蛋白丝聚集素（原）抗体（anti‐filaggrinantibody，AFA）
  


  
    AFA是指能够识别人表皮角质蛋白聚集素（原）和各种上皮组织的其他角质蛋白丝相关蛋白的一类抗体的总称，该类抗体为RA较特异的标记抗体。目前已可提取和纯化丝聚集素。目前临床上多采用ELISA法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    RA的实验室诊断过去仅靠RF，由于特异性较差，给临床诊断特别是RA的早期诊断带来困难。近年来，随着抗CCP抗体检测方法的成熟，其他几种相关自身抗体的检测也逐渐普及，RA的实验室诊断特别是早期诊断成为可能。多项实验联合检测可大大提高RA的早期诊断准确率，对预后判断也有很好的帮助。
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    （1）类风湿因子：RF在RA患者中常呈现阳性，持续高滴度RF常提示RA疾病活动，且骨侵蚀发生率高，常可伴有皮下结节或血管炎等全身并发症，提示预后不佳。随着RF滴度的增高，其对RA的诊断特异性增强，高滴度说明患者处于活动期，但滴度高低与疾病严重程度并不呈比例关系。RF阴性不能排除RA，必须结合其他实验室检测指标及临床体征进行综合分析。在其他自身免疫性疾病中也可出现RF阳性，正常人群也可出现阳性，且随年龄增大阳性率逐渐增加。RF阳性可见于：SLE（30%）、SS（70%～90%）、SSc（20%～30%）、PM／DM（5%～10%）、MCTD（50%～60%）、IgA肾病（25%～40%）。感染性疾病：细菌性心内膜炎、结核、麻风、传染性肝炎、血吸虫病等。非感染性疾病：弥漫性肺间质纤维化、肝硬化、慢性活动性肝炎、结节病、巨球蛋白血症等。由于RF测定是RA诊断标准之一，因此怀疑RA的患者联合检测RF、抗CCP抗体和抗角蛋白抗体对RA的早期诊断和提高阳性检测率具有临床价值。
  


  
    （2）抗CCP抗体：抗CCP抗体是近年来发现对RA具有高度特异性的抗体（约96%）。抗CCP抗体主要为IgG类抗体，在RA的早期阶段即可出现阳性，在已确诊的RA患者中，抗CCP抗体阳性者较阴性者更易发展为多关节损伤，提示抗CCP抗体的含量与RA病情严重程度及发展相关。抗CCP抗体的特异性高于RF，敏感性略低于RF，抗CCP抗体阳性通常早于RF出现，甚至在亚临床阶段即可呈阳性，提示其在协助早期诊断RA的特异性可大大提高。有研究报告RA患者抗CCP抗体长期高水平阳性，提示患者的关节损伤将更重。抗CCP抗体检测在RA的早期诊断、早期治疗和预后判断中具有重要的临床意义。
  


  
    （3）抗角蛋白抗体（AKA）：AKA对于诊断RA的特异性较高（90%左右）但敏感性较低（25%左右），研究发现AKA与RA的病情严重程度相关，它的出现提示预后不良。特别是在RA发病早期和出现临床症状前都可检出该抗体，它可作为RA早期诊断的指标，AKA阳性的健康人几乎均发展成典型的RA。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）抗核周因子（APF）：APF主要出现在RA患者血清中，而少见于SLE等非类风湿关节炎的风湿性疾病患者。APF是一种以IgG型为主的RA特异性的免疫球蛋白。APF对RA诊断的特异性高达90%以上，是早期诊断RA的有效指标之一。APF对RA的诊断特异性随血清滴度的增加而增加。AKA在RA的阳性率为41.3%，特异性为97.8%。APF可出现在RA早期，甚至在发病之前。在早期RF阴性的RA患者中有53.3%的患者APF呈阳性，且这种RA患者往往预后较差，这不仅有助于早期诊断，也有助于判断预后。APF与RA的多关节痛、晨僵及X线骨破坏之间呈明显相关性，而与发病年龄、病程长短、性别和疾病亚型无关。APF在幼年类风湿患者中的阳性率显著高于SLE和正常人，故对幼年RA有一定的诊断价值。APF与RF无相关性，因而可弥补检测RF的不足，特别是对RF阴性RA具有补充诊断意义。
  


  
    （2）抗角蛋白丝聚集素（原）抗体（AFA）：IgG型AFA是目前发现的针对RA的较特异的血清学标记，该抗体可出现在疾病的早期甚至出现在临床症状之前，它们的存在和滴度与疾病的活动性和严重性相关。RA患者滑膜组织移植培养后可检测到高浓度的AFA，由此证明分泌AFA的浆细胞存在于RA患者滑膜组织中，对RA发病机制研究有很大意义。
  


  
    （陈捷 武永康 王兰兰）
  


  
    第四节 系统性红斑狼疮与自身抗体检测
  


  
    系统性红斑狼疮（SLE）是一种累及多器官、多系统的小血管和结缔组织的疾病，易发于年轻女性，患者血清中可检测出针对以ANA为代表的多种自身抗体，且同一患者体内常可检测到多种自身抗体。这些自身抗体与相应抗原结合形成的免疫复合物可沉积在心血管结缔组织、肾小球基底膜、浆膜和多种脏器小血管壁上并激活补体，吸引中性粒细胞浸润造成局部组织的慢性炎性损伤。SLE的实验室检测指标，即ANA阳性、免疫学异常、血液系统和肾脏系统实验室检测异常。其中高滴度ANA和免疫学异常更具有诊断意义，一旦患者ANA和免疫学异常，即使临床上不够诊断为SLE的标准，也应密切随访以便尽早做出诊断并及时治疗。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐4。
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      图10‐4 系统性红斑狼疮实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    自身抗体对于SLE的诊断和治疗效果监测具有重要意义，ANA检测是作为SLE最重要的实验室诊断筛查指标，大约95%的SLE患者呈ANA阳性，阴性可基本排除SLE。由于ANA的敏感性高特异性较差，ANA并非SLE的特异性抗体，当ANA抗体阳性时，还需做进一步的确诊实验以明确抗体类型，才能对疾病做出正确诊断。
  


  
    1﹒ANA
  


  
    是诊断SLE的筛选性实验，ANA作为SLE的诊断标准之一，疑诊SLE的患者，ANA是实验室检测的首选指标。通常采用IFA法进行血清／血浆检测，如为阳性，需做抗体滴度检查，正常人参考值为阴性。
  


  
    2﹒抗dsDNA抗体
  


  
    抗dsDNA抗体也是SLE的诊断标准之一，且与疾病活动度相关，其在评估病情活动及肾脏损害方面有较高的应用价值。通常采用IFA法进行血清／血浆检测，如为阳性需做抗体滴度检查，正常人参考值为阴性。也有采用ELISA法检测抗dsDNA抗体，但必须保证采用纯化抗原。
  


  
    3﹒抗Sm抗体
  


  
    抗Sm抗体是SLE的标记性抗体之一，特异性高达99%，但灵敏度仅为20%～30%，阴性并不能排除SLE的可能性。通常采用免疫印迹法或斑点酶免疫技术进行血清／血浆检测，如为阳性提示有抗Sm抗体存在，正常人参考值为阴性。
  


  
    4﹒抗组蛋白抗体（AHA）
  


  
    AHA在SLE及药物性狼疮（DIL）患者中均可出现阳性，但DIL患者抗dsDNA抗体和抗Sm抗体均为阴性，因此多种抗体结合试验可作为SLE及DIL鉴别实验。
  


  
    5﹒抗rib‐P蛋白抗体
  


  
    抗rib‐P蛋白抗体为近年发现的另一SLE标记性抗体，在其他自身免疫性疾病患者中少见。通常采用免疫印迹法或斑点酶免疫技术进行血清／血浆检测，如为阳性提示有抗rib‐P抗体存在，正常人参考值为阴性。
  


  
    6﹒抗核小体抗体（anti‐nucleosomeantibodies，AnuA）
  


  
    抗核小体抗体是近年发现的诊断SLE较好的实验诊断指标。临床常用纯化抗原的ELISA法或免疫印迹法进行血清／血浆检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    7﹒抗磷脂抗体
  


  
    抗磷脂抗体包括抗心磷脂抗体、抗β2糖原体Ⅰ抗体及狼疮抗凝物检测。临床常用纯化抗原的ELISA法进行血清／血浆检测，ELISA法进行检测还可分别检测出血清中IgG、IgM类型，正常人检测结果为阴性。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    自身抗体是自身免疫性疾病诊断的重要标志，几乎每种自身免疫性疾病都伴有特征性抗体的自身抗体谱。间接免疫荧光法检测的ANA结果及荧光模型在自身免疫性疾病的临床诊断与鉴别诊断中是重要的筛选试验，ANA阳性者需进一步检测各亚类ANA抗体，对明确疾病诊断、临床分型、病情观测、预后及治疗评价都具有重要意义。
  


  
    1﹒筛选实验
  


  
    ANA是诊断自身免疫性疾病时的首选筛选性实验，95%以上未经治疗的SLE患者均可检出ANA，但ANA不是SLE的特异性自身抗体，ANA也可见于DIL、MCTD、RA和SSc等其他风湿性疾病，在感染、肿瘤及少数正常人中也可出现低滴度的ANA。ANA阳性需进一步做确诊试验，以确定自身抗体种类及含量，通常低滴度水平的自身抗体不具有临床意义。另有约5%的SLE患者ANA可为阴性，临床诊断时应结合确诊试验和临床症状进行综合分析。ANA滴度与SLE的活动性无相关性。
  


  
    2﹒确诊实验
  


  
    （1）抗dsDNA抗体、抗Sm抗体、抗rip‐P抗体：均为SLE的特异性标记抗体，怀疑SLE患者，ANA筛选性实验阳性患者需进一步检测这三种抗体，三种自身抗体中的一种或一种以上阳性，支持SLE的诊断。抗体阳性种类越多，其诊断预示价值越大，但阴性不能排除SLE的诊断。其中抗dsDNA抗体与SLE疾病的活动程度相平行，抗Sm抗体水平不与SLE疾病的活动度相关。抗rib‐P抗体与精神症状的中枢神经损伤型SLE相关。
  


  
    （2）抗PCNA抗体：抗PCNA抗体对SLE有很高的特异性，为SLE另一标志性抗体，该抗体很少见于其他疾病，但其检测灵敏度仅为3%～6%。有研究表明，抗PNCA抗体可能与SLE患者发生弥漫性增殖性肾小球肾炎相关。
  


  
    （3）AnuA：AnuA检测用于SLE诊断的特异性＞98%，在SLE中的阳性率为70%～90%。在非活动期的检出率为62%，其阳性率均高于抗dsDNA抗体，尤其对于非活动期的患者，且该抗体的出现比dsDNA抗体早，因此，不但有助于提高SLE的诊断率，还有助于早期诊断。此外，该抗体还是SLE病情恶化的早期标志，定期检测有助于病情观察。
  


  
    （4）抗心磷脂抗体：抗心磷脂抗体阳性的SLE患者发生血管炎、溶血性贫血、心脏及中枢神经系统损害的几率明显高于抗心磷脂抗体（anticardiolipinantibody，ACA）阴性者。抗β2糖原体Ⅰ抗体是针对心磷脂的辅助因子β2糖原体Ⅰ的抗体。狼疮抗凝物质（lupusanticoag ulant，LAC）是一种磷脂依赖性的病理性循环抗凝物质，为免疫球蛋白IgG、IgM或两者混合型的抗磷脂抗体，主要存在于SLE等自身免疫性疾病、肿瘤，也可见于动、静脉血栓形成及习惯性流产患者，抗磷脂抗体是SLE实验室诊断的指标之一，其阳性对于SLE的诊断与病程发展具有重要意义。
  


  
    3﹒鉴别实验
  


  
    （1）抗组蛋白抗体（AHA）：SLE患者中AHA的阳性率为30%～80%，并且可伴有抗dsDNA抗体阳性，在SLE患者中主要以抗H2A、抗H2A‐2B和抗H1的IgG型抗体为主。95%以上的DIL可出现AHA，不同的药物可诱导出针对不同组蛋白的抗体，其中最主要的是针对靶抗原H2A‐2B的抗体。AHA主要用于区分DIL与SLE，DIL患者抗组蛋白抗体阳性，抗dsDNA抗体通常为阴性，而SLE抗组蛋白抗体为阳性，抗dsDNA抗体可为阳性或阴性，部分患者可通过该实验进行鉴别诊断。
  


  
    （2）梅毒血清假阳性实验：SLE患者由于血清存在抗磷脂抗体，抗磷脂抗体与梅毒血清反应易造成假阳性而导致梅毒实验假阳性反应，这是因磷脂抗原与梅毒血清抗原都有磷脂成分之故。该实验属于SLE诊断标准之一，主要用于对患者抗磷脂抗体的鉴别检测。梅毒假阳性血清反应在SLE中的阳性率明显低于抗磷脂抗体的阳性检出率。
  


  
    第五节 混合型结缔组织病与自身抗体检测
  


  
    混合型结缔组织病（MCTD）是指临床上有类似系统性红斑狼疮（SLE）、系统性硬化症（SSc）、多发性肌炎（PM）、皮肌炎（DM）和类风湿关节炎（RA）的混合表现，而不能确定其为哪一种疾病，并伴血清中有高滴度的颗粒型抗核抗体（ANA）和抗RNP抗体的自身免疫性疾病，肾脏受累少，对皮质激素效果好，预后佳。该病病因及发病机制尚不明确。MCTD的发病与遗传因素，尤其是HLA‐DR4、DR5有关。氯乙烯和二氧化硅是目前认为与MCTD有关的环境因素。关于MCTD是否为一独立疾病，目前尚存在不同见解。近年来主要采用Sharp于1986年提出的诊断标准，因此，MCTD又称为Sharp综合征。在其诊断标准中高滴度的抗RNP抗体是实验室诊断的一项最重要指标。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐5。
  


  
    [image: 混合型结缔组织病实验室分析路径图]


    
      图10‐5 混合型结缔组织病实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    MCTD是一种以高滴度ANA和抗RNP抗体为典型血清学特征的自身免疫性疾病，但由于本病诊断须排除SLE、PSS、PM、DM及RA。临床上常需进行MCTD的筛选实验和鉴别实验以明确诊断。
  


  
    1﹒ANA
  


  
    由于抗RNP抗体是ANA的一种，依据MCTD的诊断标准，所有的MCTD患者抗RNP抗体均为阳性，因此所有MCTD患者ANA均应为阳性，荧光模型为抗RNP抗体对应的粗颗粒型（斑点型）。
  


  
    2﹒抗RNP抗体
  


  
    鉴于抗RNP抗体阳性是MCTD的诊断标准之一，因此该自身抗体检测是疑诊MCTD的必查项目。
  


  
    3﹒抗Sm抗体、抗dsDNA抗体
  


  
    是诊断SLE较为特异性的自身抗体，由于MCTD患者易与SLE混淆，检测抗Sm抗体、抗dsDNA抗体可对MCTD进行鉴别诊断。
  


  
    4﹒类风湿因子、抗CCP抗体、AKA
  


  
    是诊断RA的临床常规检测指标，为了鉴别MCTD与RA患者，检测上述抗体以排除RA患者，协助确诊MCTD。
  


  
    5﹒抗Scl‐70抗体和抗Jo‐1抗体
  


  
    分别是诊断SSc和PM／DM较为特异的自身抗体。由于MCTD患者须与SSc和PM／DM进行鉴别，检测抗Scl‐70抗体和抗Jo‐1抗体有助于对MCTD进行鉴别诊断。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒筛选实验
  


  
    ANA：由于抗RNP抗体强阳性是诊断MCTD诊断标准之一，ANA作为抗RNP抗体的筛选性实验，HEp‐2细胞中已含有RNP（70KD）抗原，抗RNP阳性时ANA荧光检测结果表现为高滴度的粗颗粒型荧光模型，但除抗RNP抗体外，还会有多种自身抗体如抗Sm等出现类似的荧光模型，因此，尚须进一步进行确诊实验，以确定抗体种类。而ANA阴性可排除抗RNP阳性可能性，因此ANA阴性可排除MCTD的诊断。
  


  
    2﹒确诊实验
  


  
    抗RNP抗体是MCTD的实验室诊断标准，因此，抗RNP抗体被认为是MCTD的诊断标志。抗RNP可以在患者体内持续多年，其滴度可根据疾病活动程度的变动而变化，但在长期缓解的患者，该抗体水平可显著下降或转阴。
  


  
    3﹒鉴别实验
  


  
    （1）抗Sm抗体：抗Sm抗体几乎仅见于SLE患者体内，MCTD患者无抗Sm抗体，而有高滴度的抗RNP抗体，因此在MCTD诊断过程中，需同时检测抗RNP抗体和抗Sm抗体，若抗Sm抗体阳性可排除MCTD。
  


  
    （2）抗dsDNA抗体：抗dsDNA抗体也与抗Sm抗体一样是SLE的标志性抗体，其与抗RNP抗体同时检测对MCTD和其他自身免疫性疾病的鉴别诊断具有重要意义。
  


  
    （3）RF：75%MCTD患者有炎症性关节炎，RF常增高，但RF过高在RA诊断特异性增高，因此，诊断MCTD应排除RA的可能。
  


  
    （4）AKA和抗CCP抗体：由于AKA和抗CCP抗体对于RA的诊断具有较高的诊断特异性，其阳性对排除MCTD具有重要的提示价值。
  


  
    （5）抗Scl‐70抗体和抗Jo‐1抗体：鉴于MCTD须排除与其易混淆的SSc和PM／DM，因此检测针对上述两类疾病较特异的抗Scl‐70抗体和抗Jo‐1抗体有助于对MCTD进行诊断和鉴别诊断。
  


  
    （武永康 王兰兰）
  


  
    第六节 强直性脊柱炎相关实验室检测
  


  
    强直性脊柱炎（ankylosingspondylitis，AS）是以骶髂关节炎及中轴关节病变为特征的慢性炎性脊柱关节病。AS的诊断主要依赖于详细的病史和细致的体格检查，常规血液学检查没有特异性改变。血沉或CRP正常并不能代表疾病不活动，部分患者血沉和CRP有不同程度的升高，但这些指标均不能较好地评价疾病的活动性，因此该病被认为是一种血清阴性的脊柱关节病。此病病因不明，可能与遗传和种族有关。我国AS患者HLA‐B27阳性率达90%。多数成年患者根据临床资料就可以诊断AS；对于有慢性炎性背痛的青少年，特别是缺乏足够的骶髂关节炎影像学证据时，HLA‐B27检测有助于AS诊断。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐6。
  


  
    [image: 强直性脊柱炎实验室分析路径图]


    
      图10‐6 强直性脊柱炎实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    目前诊断AS尚未找到敏感且特异的血清学指标，但研究表明，大部分AS患者与HLA‐B27密切相关，提示AS是由遗传决定的易感人群对环境因素的免疫反应所致。有实验证明，HLA‐B27转基因小鼠可自发发生脊柱关节病，进一步证明HLA‐B27参与了AS的发病。HLA‐B27的检测方法较多，目前临床上通常采用流式细胞法检测淋巴细胞上的HLA‐B27表达，正常人检测结果为阴性。该方法排除了其他细胞的干扰，结果分析客观、重复性高、标本用量少，已成为国际上检测HLA‐B27的常规方法。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    AS的诊断主要依靠临床表现和X线证据，一般不单独依靠HLA‐B27来诊断AS，但据流行病学调查，AS患者HLA‐B27阳性率高达90%～96%，而普通人群HLA‐B27阳性率仅4%～9%，表明HLA‐B27与AS具有明显的相关性，可作为AS诊断的重要参考指标。
  


  
    HLA‐B27是一项遗传学检查，在大于90%的确诊的强直性脊柱炎患者中，HLA‐B27检测结果为阳性，但反之不然。HLA‐B27也可能在其他相关疾病（如银屑病性关节炎、反应性关节炎和肠性关节炎）中出现阳性。由于RA临床症状与AS相似，易造成误诊，因此临床上常需检测针对RA较为特异的RF、AKA和抗CCP抗体等实验室指标与AS进行鉴别诊断。AS患者三项检测指标常为阴性，若三项检测指标中的一项甚至三项出现阳性时，则应考虑RA或两种疾病重叠的可能性。
  


  
    第七节 多发性肌炎／皮肌炎与自身抗体检测
  


  
    多发性肌炎（polymyositis，PM）和皮肌炎（dermatomyositis，DM）是指一组以对称性近端肌无力和骨骼肌特发性炎症为主要临床表现的炎性肌病。PM表现为：近端肌无力、骨骼肌源性的肌酶增高、肌电图（EMG）示肌源性改变和肌活检有炎性表现。再加上皮疹可诊断为DM。病理上以横纹肌肌纤维变性和间质炎症为特点。作为系统性疾病，PM／DM常累及多脏器和其他结缔组织。目前认为PM／DM是由免疫介导的在特定的遗传背景下由环境因素触发，以横纹肌为主要靶组织的自身免疫性疾病。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐7。
  


  
    [image: 多发性肌炎／皮肌炎实验室分析路径图]


    
      图10‐7 多发性肌炎／皮肌炎实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    PM和DM临床诊断主要依据病理活检，但由于这种有创检查手段患者常常不愿接受。研究发现某些特发性炎性肌病患者存在较为特异的自身抗体，这些特定自身抗体的检测对PM／DM的诊断、分型和预后具有重要意义。
  


  
    1﹒ANA
  


  
    目前ANA包括抗HEp‐2细胞核和细胞胞质成分的自身抗体，而针对PM／DM较为特异性的抗Jo‐1抗体和抗Mi‐2抗体的靶抗原分别存在于细胞胞质和细胞核中，因此以HEp‐2细胞为底物的IFA法检测ANA是检测抗Jo‐1抗体和抗Mi‐2抗体的筛选性实验，抗Jo‐1抗体ANA荧光模型为胞质型，抗Mi‐2抗体ANA荧光模型为核质细颗粒型。
  


  
    2﹒抗Jo‐1抗体
  


  
    抗Jo‐1抗体是目前常规检测针对PM／DM的自身抗体。
  


  
    3﹒抗Mi‐2抗体
  


  
    抗Mi‐2抗体的靶抗原是分子量为218×103的核内蛋白质，具有锌指和解链酶的功能。可利用纯化或重组抗原建立ELISA法或免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    ANA检测是实验室诊断PM／DM的首选实验。目前临床诊断PM／DM应符合4条诊断标准，且主要依据临床表现和病理活检进行诊断，其中一条实验室检查指标为血清肌酶增高，但这一指标并不特异，各种肌病（如进行性肌营养不良发作期、病毒性心肌炎、挤压综合征等严重肌肉损伤）及心肌梗死均可引起肌酶升高。自身抗体检测对PM／DM的诊断具有辅助诊断价值。ANA在PM／DM中的阳性率为30%～50%，显著低于SLE和PSS。此外由于ANA会在很多自身免疫疾病患者血清中出现，其对PM／DM的诊断特异性较低，但本实验是诊断PM／DM两种特异抗体（抗Jo‐1和抗Mi‐2抗体）的筛选实验，ANA阴性没必要检测上述两种抗体。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）抗Jo‐1抗体：抗Jo‐1抗体在PM／DM中的阳性率为25%左右。抗Jo‐1抗体阳性的典型患者可出现如下症状：多发性肌炎、多关节滑膜炎、关节痛、非侵袭性变性关节炎、腱鞘炎和肺泡／肺纤维化。临床常将上述综合征称之为Jo‐1综合征或抗合成酶综合征。抗Jo‐1抗体的产生可先于症状的出现。
  


  
    （2）抗Mi‐2抗体：抗Mi‐2抗体在PM患者中阳性率为20%，DM患者阳性率为10%，该抗体对PM／DM的敏感性较低，但特异性大于90%。抗Mi‐2抗体阳性的患者偶见合并抗合成酶综合征。抗Mi‐2抗体阳性的患者对治疗反应好，但病程较长。
  


  
    第八节 硬皮病与自身抗体检测
  


  
    硬皮病是一种全身性结缔组织病，临床上以皮肤增厚和纤维化以及内脏器官受累（包括心脏、肺、肾和消化道等）为特征。硬皮病可分为：弥漫皮肤型、局限皮肤型、sine硬皮病、重叠发生型和未分化结缔组织病。硬皮病可与其他结缔组织病重叠发生，最常见的是SLE和PM，此外还有RA、SS和器官特异性自身免疫性疾病（如：桥本甲状腺炎和原发性胆汁性肝硬化）。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐8。
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      图10‐8 硬皮病实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    硬皮病患者可检测出多种自身抗体，如ANA、抗Scl‐70抗体、抗着丝点抗体、抗原纤维蛋白抗体、抗PM‐Scl抗体、抗Ku抗体等，这些自身抗体对于硬皮病的诊断和分型具有重要临床价值。
  


  
    1﹒ANA
  


  
    2﹒抗Scl‐70抗体
  


  
    抗Scl‐70抗体阳性患者血清ANA荧光模式呈现为核质均质着染且核仁着染，因此ANA抗体谱检测可作为抗Scl‐70抗体检测的筛选性实验。
  


  
    3﹒抗着丝点抗体
  


  
    抗着丝点抗体可通过以HEp‐2细胞为底物IFA法进行检测，通过46～92个核点的特异荧光模型进行判断，也可通过纯化抗原的ELISA法或免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    4﹒抗原纤维蛋白抗体（抗U3‐RNP）
  


  
    原纤维蛋白是定位于核仁纤维蛋白的一种分子量为34×103的碱性蛋白。抗原纤维蛋白抗体阳性时ANA荧光模式为核仁块状着染，因此ANA抗体谱检测可作为该抗体的筛选性实验。可从培养细胞提取核仁蛋白或用重组抗原建立免疫印迹法检测抗原纤维蛋白抗体，正常人检测结果为阴性。
  


  
    5﹒抗PM‐Scl抗体
  


  
    抗PM‐Scl抗体（旧称抗PM‐1抗体）的靶抗原为由11～16个多肽组成的核仁复合物。抗原决定簇位于分子量分别为100×103和75×103的非相关蛋白质上。PM‐Scl抗体阳性时ANA荧光模型表现为核仁均匀着染。ANA抗体谱检测可作为该抗体的筛选性实验。临床上可以通过重组或纯化抗原的ELISA或免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    6﹒抗Ku抗体
  


  
    Ku抗原是由70×103和80×103的两个多肽组成的异二聚体，与双链DNA的特定结构特征性结合，介导DNA依赖的蛋白激酶的酶促反应，在细胞核内的多种反应中发挥重要作用。抗Ku抗体阳性ANA荧光模式表现为核质细颗粒着染。ANA抗体谱检测可作为该抗体的筛选性实验。抗Ku抗体也可以通过重组或纯化抗原的ELISA或免疫印迹法进行检测，正常人检测结果为阴性。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    ANA检测是实验室诊断硬皮病的首选实验。85%～95%的硬皮病患者在疾病早期就可以用IFA（HEp‐2细胞为基质）查及ANA，多呈现均质型、斑点型或核仁型免疫荧光染色。ANA阴性不能排除诊断。由于实验室诊断硬皮病相对特异的自身抗体均属于ANA，因此ANA检测是其他相关实验的筛选性实验。ANA阳性需进一步确诊实验明确特异性抗体种类，以明确诊断。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    （1）抗Scl‐70抗体：该抗体对硬皮病的临床特异性几乎达100%。大多数抗Scl‐70抗体阳性的硬皮病患者病情较重，涉及广泛的皮肤和内脏器官严重迅速的损伤。疾病早期抗Scl‐70抗体即可出现，因此可以用于早期诊断，并且提示预后不良。
  


  
    （2）抗着丝点抗体：抗着丝点抗体是局限性硬皮病的标志性抗体。局限性硬皮病患者中，抗着丝点抗体阳性率可达到40%～80%，而在弥漫性系统性硬化症（PSS）患者中阳性率少于10%。抗着丝点抗体与局限性硬皮病平行存在，抗Scl‐70与PSS相关，而抗Scl‐70抗体在局限性硬皮病患者中罕见。因此与抗Scl‐70抗体比较，血清抗着丝点抗体阳性表明预后良好。
  


  
    （3）抗原纤维蛋白抗体（抗U3‐RNP）：PSS患者抗原纤维蛋白抗体的阳性率为3%～6%，该抗体对PSS的特异性较高，但也可在其他系统性风湿性疾病中查及，而且抗体阳性的其他疾病患者仅有很弱的PSS的相关症状。抗原纤维蛋白抗体阳性的系统性硬化症患者，常与肺高压、扩散性皮肤损伤、毛细血管扩张症、关节炎相关。
  


  
    （4）抗PM‐Scl抗体：抗PM‐Scl抗体在PSS患者中的阳性率为1%～16%，但是90%该抗体阳性的患者存在局限性硬皮病或有硬皮病相关症状。抗PM‐Scl抗体阳性可能还与关节炎、伴皲裂的手部湿疹和角化病相关。抗PM‐Scl抗体阳性的患者预后较好。
  


  
    （5）抗Ku抗体：抗Ku抗体常见于硬皮病、PM／DM，特别是硬皮病多发性肌炎重叠症；也与原发性干燥综合征及原发性肺高压有较高相关性。由于以HEp‐2细胞为基质IFA法检测ANA是该抗体的筛选性实验，因此，若ANA为阴性，还可排除抗Ku抗体阳性的可能性。
  


  
    第九节 干燥综合征与自身抗体检测
  


  
    干燥综合征（SS）是一种以侵犯泪腺和唾液腺等外分泌腺为特征、具有高度淋巴细胞浸润的弥漫性结缔组织病。SS最常见的症状是口、眼干燥。临床上常伴有内脏损害而出现多种临床表现。该病可分为原发性SS和继发性SS。后者是指除了口眼干燥外还伴有其他自身免疫性疾病。本节主要介绍原发性SS。SS患者强烈的自身抗体反应和腺体的生发中心样结构存在提示免疫应答的紊乱，进一步通过细胞因子和炎症介质造成组织损伤。SS患病率为0.5%～5%，随年龄增高，患病率可高达3%～4%。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐9。
  


  
    [image: 干燥综合征实验室分析路径图]


    
      图10‐9 干燥综合征实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    SS患者血清中可以检测到多种自身抗体，其中以抗SSA和抗SSB的抗体出现阳性率最高，前者敏感性高但特异性差，而后者特异性相对较高但敏感性有限，两者同时阳性对SS的诊断起重要提示作用。
  


  
    1﹒ANA
  


  
    2﹒抗SSA抗体
  


  
    怀疑原发性或继发性干燥综合征、SLE、亚急性皮肤性红斑狼疮、先天性心脏病或新生儿狼疮的患者可检测血清中抗SSA抗体以帮助诊断。
  


  
    3﹒抗SSB抗体
  


  
    抗SSB抗体对原发性干燥综合征具有较高的诊断特异性，疑似SS患者可检测血清中抗SSB抗体以帮助诊断。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首选实验
  


  
    ANA检测是实验室诊断SS的首选实验。原发性SS患者血清中可检测到多种自身抗体。ANA的阳性率为70%～80%，以抗SSA和抗SSB抗体为主，二者阳性率分别为70%和40%，尤其是后者具有较高的诊断特异性，其ANA荧光模型表现为颗粒型。ANA阴性可基本排除抗SSA和抗SSB抗体阳性的可能性，ANA阳性需进行确诊实验确定特异性抗体种类以明确诊断。
  


  
    2﹒次选实验
  


  
    对于诊断SS尚未发现较好的实验室确诊指标，依据2002年修订的SS诊断标准，SS诊断除了依据临床症状和病理学检查外，抗SSA或抗SSB抗体阳性是重要的实验室诊断标准之一。抗SSA和抗SSB抗体是干燥综合征患者最常见的自身抗体，两个抗体同时检测可提高对SS的诊断准确性。
  


  
    （白杨娟 王兰兰 武永康）
  


  
    第十节 免疫学指标与肾脏损伤
  


  
    免疫功能的异常不仅是自身免疫性疾病的重要原因，同时也是致肾脏损伤的重要因素之一。免疫学指标对于诊断肾脏早期损伤、评价肾损伤类型及分析肾损伤病因等都有重要意义。与肾脏损伤密切相关的免疫学指标包括：肾损伤早期诊断指标———尿微量蛋白、胱抑素C（cystatinC）；直接致肾损伤的免疫学因素———血清免疫球蛋白、抗GBM抗体、尿轻链等。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图10‐10和图10‐11。
  


  
    二、相关实验
  


  
    肾脏损伤是自身免疫性疾病特别是系统性自身免疫性疾病最严重的并发症之一，依据肾小球滤过蛋白分子量的大小及肾小管重吸收蛋白的种类评价肾小球损伤的严重程度，以及鉴别肾脏损伤的部位。
  


  
    1﹒尿α1微球蛋白（urineα1microglobulin，α1M）
  


  
    α1微球蛋白是一种低分子量糖蛋白，主要合成于肝脏及淋巴组织，广泛分布于体液及淋巴细胞膜表面。血液中的α1M基本恒定，α1M可通过肾小球后在肾小管重吸收，故其尿中浓度的变化可反映肾小球或（和）肾小管功能的损伤。目前临床上通常采用乳胶增强的免疫比浊法分析尿液中α1M水平，其检测不受尿液pH影响。
  


  
    [image: 肾脏损伤早期诊断]


    
      图10‐10 肾脏损伤早期诊断
    


    

  


  
    [image: 常见肾损伤的病因分析路径图]


    
      图10‐11 常见肾损伤的病因分析路径图
    


    
      ＊具体诊断路径参见自身免疫性疾病的实验室诊断路径
    

  


  
    2﹒尿微量白蛋白（urinemicroalbumin，MA）
  


  
    即检测尿液中的微量白蛋白，临床上通常采用乳胶增强的免疫比浊法分析其含量。正常情况下，血中白蛋白主要受肾脏的电荷屏障作用，仅有很少的滤过肾小球，而当肾小球损伤时，其滤过量增加，MA水平增加，因此在肾损伤早期，MA的增加可以提示肾小球损伤，而晚期由于肾小球滤过率降低，其水平往往降低。
  


  
    3﹒尿转铁蛋白（urinetransferring，TRU）和尿免疫球蛋白G（urineimmunoglobulinG，IgU）
  


  
    即检测尿液中的转铁蛋白或IgG含量，临床上多采用乳胶增强的免疫比浊法分析。由于转铁蛋白和免疫球蛋白的分子量较大，分别是80kD、150kD，正常情况下，血中的转铁蛋白和IgG无法通过肾小球滤过膜，在尿液中为阴性，当肾小球损伤时，肾小球分子筛作用降低，导致尿液中出现转铁蛋白和IgG。因此，TRU和IgU表达超过参考范围时，均提示肾小球功能受损，当仅表现为MA与TRU异常时，提示为选择性蛋白尿，一旦出现IgU则提示为非选择性蛋白尿。
  


  
    4﹒尿β2微球蛋白（urineβ2microglobulin，β2M）
  


  
    β2M为低分子量（11.8kD）蛋白质，属MHCⅠ类分子，表达于所有有核细胞膜上，其合成主要来自于淋巴细胞。正常情况下，β2M会被释放入血，经肾小球滤过后由肾小管重吸收降解，尿中β2M含量很低，且血液中为合成与清除的动态平衡。目前该指标检测通常采用乳胶增强的免疫比浊法，其检测主要受尿pH等影响，在酸性条件下，β2M可自行降解，因此酸性尿液中β2M可为假阴性。尿β2M的异常升高可提示肾小管损伤或存在淋巴细胞异常增殖性疾病，如多发性骨髓瘤，非霍奇金淋巴瘤和慢性淋巴细胞白血病、恶性肿瘤、某些自身免疫性疾病、移植排斥反应等。
  


  
    5﹒胱抑素C
  


  
    分子量为13kD的非糖基化小分子碱性蛋白，也称半胱氨酸蛋白酶抑制剂C。其可在大多数组织中稳定表达，无组织特异性，其生成速度稳定、不受炎症、饮食、体重以及肝功能变化的影响，胱抑素C的排泄只受肾小球滤过率的影响，因此，血胱抑素C的异常升高提示肾小球功能损伤。
  


  
    6﹒血清免疫球蛋白及血／尿轻链检测
  


  
    （1）定量分析：临床常采用免疫比浊法分析血清中免疫球蛋白（IgG，IgA和IgM）和（或）轻链（κ，λ）含量。免疫球蛋白及轻链表达的增加可见于多克隆增生疾病或单克隆增生疾病，若定量结果表现为IgG、IgA和IgM中某一成分的单一性异常增加，而其他免疫球蛋白表达受抑，且轻链κ／λ比值异常增高或降低时，可高度提示患者存在恶性单克隆性增生性疾病，但需进一步进行血清蛋白免疫固定电泳确诊。
  


  
    （2）定性分析：针对免疫球蛋白及轻链的克隆类型确定多采用免疫固定电泳（immuno fixationelectrophoresis，IFE）分析。若相应的IgG、IgA、IgM和κ链、λ链电泳区带中出现致密条带，提示为相应的免疫球蛋白或轻链为单克隆性，若为弥散条带，提示其为多克隆性（图10‐12）。一般情况下，多克隆性免疫球蛋白为免疫球蛋白的良性增殖病，可见于感染，自身免疫病，肿瘤等，而单克隆性免疫球蛋白多提示患者可能存在恶性单克隆增殖性疾病，如多发性骨髓瘤，巨球蛋白血症和轻链病等。
  


  
    （3）尿轻链也可进行定量和定性分析：定量分析时，尿中κ／λ比值异常增高（比值＞5）时，提示为κ型单克隆；κ／λ比值异常降低（比值＜1）时，提示为λ型单克隆。定性分析时，可通过对尿蛋白进行免疫固定电泳，通过电泳条带致密程度判定其克隆特征（判定方法同血清免疫固定电泳）。一旦尿液中出现游离轻链也可提示患者可能为轻链病。
  


  
    7﹒抗肾小球基底膜抗体（anti‐glomerularbasementmembraneantibodies，anti‐GBMAb）
  


  
    该抗体的靶抗原位于肾小球基底膜，主要为α3（Ⅳ）链。目前可采用间接免疫荧光分析法或ELISA检测血清中的抗GBM抗体。抗GBM抗体阳性则提示患者可能患有肺肾综合征（Goodpasture病）或RPGNⅠ型。因此，监测血清抗GBM抗体水平可用于评价患者的疗效———患者的症状会随着该抗体水平的下降而好转。
  


  
    [image: 免疫固定电泳结果分析图]


    
      图10‐12 免疫固定电泳结果分析图
    


    
      左图：IgG、IgA、IgM和κ链、λ链均为多克隆型；右图：IgA和κ链为单克隆型，即为IgA‐κ型的多发性骨髓瘤
    

  


  
    8﹒ANA与可提取核抗原（ENA）抗体谱
  


  
    ANA或（和）ENA分别是自身免疫性疾病的筛查和确诊试验，因此对于出现了肾脏损伤的患者通过该实验可以评价肾脏损伤是否源于自身免疫病。如当肾损伤患者出现ANA阳性，抗dsDNA阳性，抗Sm抗体阳性时，可以明确该患者肾损伤继发于SLE。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒尿微量蛋白与胱抑素C均是肾损伤的早期诊断的有效指标。他们可早于肌酐、尿素氮等指标早期发现肾脏损伤，同时可以进一步分析肾损伤部位。尿β2M和尿α1M异常增高，均可提示肾小管损伤，但由于α1M不受pH影响，因此一般而言尿α1M检测优于尿β2M。但在肾小球滤过率降低时，尿α1M和β2M会受肾小球功能影响。肾小球损伤时，可表现为MA，TRU和（或）IgU的异常增加，及血清cystatinC的降低。但对于晚期肾损伤患者这些指标的意义已不大。因此建议这类指标主要用于评价高血压、糖尿病等所致的早期肾损伤。
  


  
    2﹒血清免疫固定电泳及尿轻链分析可用于确定肾损伤是否源于克隆增生性疾病。对于区分骨髓瘤疾病的免疫球蛋白和轻链类型、疾病的治疗和预后的判断有益。不同的尿轻链类型对于其肾损伤程度也不同，λ轻链所致肾损伤较κ轻链的预后更差。
  


  
    自身免疫性疾病是导致肾脏损伤的重要病因之一，常见的SLE，原发性小血管炎和肺肾综合征通常都伴有肾脏损伤。通过自身抗体检查明确肾损伤原发病有助于疾病的治疗，预后的评价。
  


  
    （蔡蓓 王兰兰）
  


  
    第十一节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    女，15岁，主述“乏力，发热3＋个月，伴颧部红斑1＋个月”。患者3＋个月前无明显诱因出现乏力，发热，体温37～38℃，1个月前出现颧部红斑，日光照射后出现皮疹。患病以来，精神饮食差，体重下降5kg。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.8℃，脉搏100次／分，呼吸频率20次／分，血压120／90mmHg，面部蝶形红斑，口腔溃疡，余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清IgG25.3g／L，IgA3380mg／L，IgM2960mg／L，C30.53g／L，C40.08g／L，RF＜20IU／ml，ANA1∶3200均质型颗粒型，AntidsDNA＋1∶10，AntiSm（＋＋＋＋），AntiRNP（＋＋＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断是活动期SLE，因为血清免疫学检查显示高免疫球蛋白，低补体，并且ANA和双链DNA抗体阳性，支持活动期SLE诊断。进一步检查尿微量蛋白了解肾脏情况，尿MA18mg／L，TRF＜2mg／L，IgG＜20mg／L，α1M10.0mg／L，尿微量蛋白处于正常范围内。
  


  
    诊断意见：
  


  
    活动期SLE，尚未有肾脏损害。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    女，29岁，主述“发热，乏力5＋个月”。患者5＋个月前无明显诱因出现发热体温在37～38℃。四肢无力，下蹲、起立、举臂、翻身、吞咽出现困难，并伴有关节痛。患病以来，精神饮食差，体重明显减轻。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.3℃，脉搏98次／分，呼吸频率21次／分，血压105／75mmHg。头颈部无特殊，四肢肌肉压痛，余无明显异常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    肌酶谱升高，肌电图示肌原性损害，肌活检异常。免疫学检查：IgG27.5g／L，IgA935mg／L，IgM870mg／L，C30.915g／L，C40.173g／L，CIC0.17OD，RF＜20IU／ml，ANA＋1∶320胞质型，Anti dsDNA（－），AntiSm（－），AntiRNP（－），AntiSSA（－），AntiSSB（－），AntiScl‐70（－），Anti Jo‐1（＋＋＋），Antirib‐P（－）。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断是多发性肌炎，因为血清免疫学检查结果支持该诊断，尤其是抗Jo‐1抗体阳性结果进一步明确诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    提示多发性肌炎。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    女，23岁，主述“晨僵3＋个月，伴腕掌关节痛2＋个月”。患者3＋个月前无明显诱因出现晨僵，每次持续时间在2小时左右，后自行缓解。2＋个月前出现腕、掌指关节痛。
  


  
    体格检查：
  


  
    腕关节，近端指关节压痛，双侧指关节对称性关节肿，右手掌指关节处见皮下结节，余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清IgG15.3g／L，IgA4470mg／L，IgM3640mg／L，C30.98g／L，C40.24g／L，RF360IU／ml，ANA（－），AntidsDNA（－），ENA（－），AKA（＋），抗CCP抗体110RU／ml，CRP116mg／L。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断是活动期RA，因为血清免疫学检查显示高免疫球蛋白，低补体，并且RF、AKA、CCP这三个与RA相关的抗体均阳性，炎性指标CRP显著升高，支持活动期RA诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    提示活动期RA。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    女，46岁，主述“晨僵，双侧手指关节痛2＋个月”。患者2＋个月前无明显诱因出现晨僵，每次持续约1小时，后自行缓解。同时伴双侧手指关节痛，未做特殊处理，无明显缓解。
  


  
    体格检查：
  


  
    生命体征平稳，头颈部无异常，双侧手指关节压痛，未见关节肿及皮下结节，余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    IgG33.10g／L，IgA2850mg／L，IgM1430mg／L，C30.9930g／L，C40.1980g／L，CIC 0﹒18OD，RF105IU／ml，ANA＋1∶320颗粒型，AntidsDNA（－），ENA（－），AKA（＋），抗CCP抗体102RU／ml。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断是RA，因为血清免疫学检查结果支持诊断，尤其是RF、AKA、CCP抗体阳性结果进一步明确诊断，另有必要检测CRP及SAA等炎性标志物，以判断其疾病活动程度。
  


  
    诊断意见：
  


  
    RA。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    程某，女，28岁，主述“发热，面部红斑2＋个月，口腔溃疡2＋周”。患者2＋个月前无明显诱因出现发热。自服“感冒药”无缓解。无特殊既往病史和服药史。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.8℃，脉搏102次／分，呼吸22次／分，血压110／80mmHg。颧部蝶形红斑，口腔见多个溃疡及脓点，余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    IgG38.4g／L，IgA2970mg／L，IgM1420mg／L，IgE228.4IU／ml，C30.6610g／L，C4 0﹒1250g／L，CIC0.14OD，RF41.10IU／ml，ANA＋＋1∶1000均质斑点型，AntidsDNA＋1∶10，AntiSm（＋＋＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    因患者具有面部红斑和口腔溃疡表现，免疫学指标检查ANA＋＋1∶1000均质颗粒型，该患者最可能的诊断为SLE，结合AntidsDNA和AntiSm阳性检测结果进一步确诊。
  


  
    诊断意见：
  


  
    SLE，同时应监测肾脏功能如尿微量蛋白检测，以便监测其累及肾脏情况。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    李某，女，25岁，主述“肌痛，手指肿胀1＋个月”。患者3＋个月前无明显诱因出现胸闷，脱发，患病以来，精神饮食差，体重下降5kg。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.8℃，脉搏100次／分，呼吸20次／分，血压120／90mmHg，关节压痛，余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：血红蛋白83g／L，红细胞2.1×1012／L，Hct0.24，MCV109fl，红细胞大小不等。白细胞3.3×109／L，中性分叶细胞0.69、淋巴细胞0.27、单核细胞0.02、嗜酸性粒细胞0.02，血小板125×109／L。
  


  
    免疫学检查：
  


  
    IgG25.3g／L，IgA3380mg／L，IgM2960mg／L，C30.73g／L，C40.18g／L，RF＜20IU／ml，ANA1∶3200颗粒型，AntiRNP（＋＋＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    该患者最可能的诊断自身免疫性疾病，结合患者临床表现其可能为SLE、SSc、PM、DM和RA，但上述疾病尚不能确诊，结合AntiRNP检验结果可进一步明确诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    MCTD。
  


  
    病案七
  


  
    一般资料：
  


  
    赵某，男，25岁。主述“腰痛5＋个月，背痛1＋个月”。患者5＋个月前无明显诱因出现腰痛，牵涉至臀部，为持续钝痛，无明显缓解。1＋个月前出现背痛，静止后加重，活动后减轻。
  


  
    体格检查：
  


  
    生命体征平稳，头颈部无特殊，腰部前弯、后仰、侧弯三向活动受限。右侧膝关节肿胀，有压痛。
  


  
    实验室检查：
  


  
    IgG18.3g／L，IgA970mg／L，IgM1540mg／L，C31.25g／L，C40.27g／L，CIC0.13OD，RF＜20IU／ml，ANA（－），AntidsDNA（－），ENA（－），HLA‐B2797.3%（＋）。
  


  
    分析：
  


  
    根据患者主诉的临床症状和查体分析，该患者为年轻男性，出现腰背部疼痛，并为活动后减轻，同时腰部活动受限，提示患者可能为强直性脊柱炎（AS），选择相关的实验室检查指标显示，患者免疫球蛋白IgG略高，且具有AS诊断较高特异性的指标HLA‐B27阳性，可提示AS诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    AS，如能结合影像学检查，可进一步帮助确诊。
  


  
    病例八
  


  
    一般资料：
  


  
    徐某，女，29岁。主述“发热，乏力5＋个月”。患者5＋个月前无明显诱因出现发热体温在37～38℃。四肢无力，下蹲、起立、举臂、翻身、吞咽出现困难，并伴有关节痛。患病以来，精神饮食差，体重明显减轻。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.3℃，脉搏98次／分，呼吸21次／分，血压105／75mmHg。头颈部无特殊，四肢肌肉压痛，余无明显异常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    肌酶谱升高，肌电图示肌原性损害，肌活检异常。
  


  
    免疫学检查：
  


  
    IgG27.5g／L，IgA935mg／L，IgM870mg／L，C30.915g／L，C40.173g／L，CIC0.17OD，RF＜20IU／ml，ANA＋1∶320斑点型胞质型，AntidsDNA（－），AntiSm（－），AntiRNP（－），Anti SSA（－），AntiSSB（－），AntiScl‐70（－），AntiJo‐1（＋＋＋），Antirib‐P（－）。
  


  
    分析：
  


  
    根据患者主诉的临床症状和查体分析，该患者为育龄女性，出现肌肉疼痛，四肢无力等症状，怀疑患者可能患有免疫系统疾病，选择相关的实验室检查指标显示，血清IgG、CIC异常升高，符合自身免疫性疾病高γ血症的指征，ANA阳性，对诊断多发性肌炎有高度特异性的AntiJo‐1强阳性，提示患者为多发性肌炎，另外肌电图示肌原性损害，肌活检异常，肌酶谱升高，所有临床体征及检查指标均提示患者为PM。
  


  
    诊断意见：
  


  
    PM。
  


  
    病例九
  


  
    一般资料：
  


  
    张某，女，35岁。主述“手指僵硬3＋个月，面部皮肤色素沉着1＋个月”。患者3＋个月前无明显诱因出现手指僵硬，皮肤变硬，未作特殊处理。1＋个月前出现面部、肢体的广泛硬皮，色素沉着间以脱色白斑。
  


  
    体格检查：
  


  
    生命体征平稳，面部皮肤受损，面纹消失，面容刻板，张口困难。肢体及躯干部见广泛皮肤受损，色素沉着及脱色白斑。余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    IgG28.5g／L，IgA3050mg／L，IgM1980mg／L，C30.9g／L，C40.195g／L，CIC0.132OD，RF 215IU／ml，ANA＋＋1∶1000均质核仁型，AntidsDNA（－），AntiSm（－），AntiRNP（－），Anti SSA（－），AntiSSB（－），AntiScl‐70（＋＋＋），AntiJo‐1（－），Antirib（－）。
  


  
    分析：
  


  
    根据患者主诉的临床症状和查体分析，该患者为育龄女性，出现面部、肢体皮肤广泛变硬，怀疑患者为硬化症（硬皮病），选择相关的实验室检查指标显示，IgG及IgA异常增高，符合自身免疫性疾病高γ血症的指征，ANA阳性，对诊断弥漫型系统性硬化症有高度特异性的AntiScl‐70强阳性，提示患者为PSS。
  


  
    诊断意见：
  


  
    PSS，如能结合病理学检查结果可进一步确诊。
  


  
    病例十
  


  
    一般资料：
  


  
    蒋某，女，28岁。主述“进食困难伴皮疹3＋个月”。患者3＋个月前无明显诱因出现进食困难，唇舌干燥，大量饮水，无缓解。肢体及躯干出现皮疹，为红色，局部瘙痒。
  


  
    体格检查：
  


  
    生命体征平稳，头颈部无特殊，见四肢及躯干散在红色皮疹，余无明显异常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    IgG78.5g／L，IgA3980mg／L，IgM3590mg／L，IgE187.3IU／ml，C31.56g／L，C40.263g／L，CIC0.45OD，RF200IU／ml，ANA＋＋1∶1000颗粒型，AntidsDNA（－），AntiSSA（＋＋），Anti SSB（＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    根据患者主诉的临床症状和查体分析，该患者为育龄女性，出现唇舌干燥，伴有皮肤异常，患者可能患有免疫系统疾病，选择相关的实验室检测显示，患者免疫球蛋白异常增高，符合自身免疫性疾病高γ血症的指征，CIC异常升高，ANA呈阳性、且与诊断干燥综合征有高度相关性的AntiSSA和AntiSSB均阳性，实验室结果提示该患者与患SS密切相关。
  


  
    诊断意见：
  


  
    提示SS，如能进行腺体活检可进一步帮助确诊。
  


  
    （蔡蓓 武永康 陈捷 白杨娟 王兰兰）
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    第十一章 神经系统疾病与实验室诊断
  


  
    神经系统疾病由于其发病部位的特殊性和疾病种类的多样性导致临床诊断十分困难，许多神经系统疾病如多发性硬化、脑膜肿瘤等疾病如不早期诊断和治疗，其致死率和致残率非常高，严重威胁人们的生命健康。因此快速、准确的诊断神经系统疾病以便临床及时治疗显得格外重要。神经系统疾病的诊断除了根据患者的临床症状以外，实验室检查更必不可少，神经系统疾病的实验室检查最常用的项目是对脑脊液的性状和成分进行分析。中枢神经系统任何部位发生器质性病变时，如感染、炎症、肿瘤、外伤、水肿和阻塞等都可引起脑脊液的改变。通过对脑脊液压力、一般性状、显微镜、化学成分、微生物以及免疫学的检查，以期达到对神经系统疾病的鉴别诊断、疗效监测和预后判断的目的。
  


  
    第一节 脑脊液诊断的分析程序
  


  
    脑脊液（cerebrospinalfluid，CSF）是存在于脑室及蛛网膜下隙内的一种无色透明液体。大约70%的脑脊液是在脑室的脉络丛通过主动分泌和超滤的联合过程形成的；约30%的脑脊液是在大脑和脊髓的细胞间隙形成的间隙液。形成的脑脊液经第三、第四脑室进入小脑延髓池，然后分布于蛛网膜下隙内。脑脊液的吸收是通过蛛网膜绒毛而返回静脉。脑脊液具有调节颅内压；供给脑、神经系统细胞营养物质，并转运代谢产物；调节神经系统碱贮量，保持pH7.31～7.34等作用。此外脑脊液还通过转运生物胺类物质影响垂体功能，参与神经内分泌调节。在紧急情况下，脑脊液诊断的分析程序包括：急诊程序、基本程序和扩展分析程序。急诊程序要求在2小时内完成，准确及时的脑脊液急诊分析结果可迅速为临床医生提供有价值的疾病诊断信息。脑脊液诊断的基本程序和扩展分析程序主要是在急诊程序的基础上增加的一些免疫、化学以及血清学方面的检测项目，从而对神经系统疾病进行鉴别诊断和疗效观察以及预后判断。
  


  
    一、急诊时实验室分析路径
  


  
    急诊时实验室分析路径见图11‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    为了临床诊断的需要脑脊液急诊检测结果必须在2小时内完成，因此脑脊液急诊检测的相关实验是一些简单、快速并且可以对临床提供有价值诊断依据的实验。
  


  
    [image: 脑脊液急诊实验室分析路径图]


    
      图11‐1 脑脊液急诊实验室分析路径图
    


    

  


  
    1﹒蛋白质检测
  


  
    （1）定性实验：潘氏（Pandy）实验：脑脊液中的蛋白质与苯酚结合形成不溶性蛋白盐而出现白色浑浊或沉淀。Pandy实验所需标本量少，灵敏度高，操作简便，结果易于观察，其沉淀多少与蛋白质含量成正比。Pandy实验出现白色云雾状混浊，即为阳性反应，否则为阴性反应。正常人脑脊液为阴性反应。
  


  
    （2）定量比浊法：蛋白质定量检测参考范围因年龄和标本来源不同而有差异。成人腰池的蛋白质含量参考范围为200～400mg／L，脑池内蛋白质含量参考范围为100～250mg／L，脑室内的蛋白质含量参考范围为50～150mg／L。新生儿由于血‐脑脊液屏障尚不完善，因此脑脊液蛋白质含量相对高些，6个月后小儿脑脊液中蛋白质相当于成人水平。
  


  
    2﹒CSF细胞计数
  


  
    采用直接显微镜计数法或血细胞分析仪法进行CSF红细胞和白细胞计数。正常脑脊液细胞数极少，低于5个／μl，主要为淋巴细胞。当脑或脑膜有病变时，脑脊液中白细胞增多，且必须做分类计数。
  


  
    3﹒CSF白细胞染色分类计数
  


  
    白细胞直接分类计数简单快速，但准确性差，尤其是陈旧标本，细胞变形，误差较大。涂片染色分类结果准确可靠，尤其是可以发现异常细胞如肿瘤细胞。
  


  
    4﹒革兰染色
  


  
    革兰染色主要用于神经系统感染快速病原体筛查，提示是否有细菌感染以及细菌感染的类型。革兰染色后除可以看到细菌形态外，还可将细菌分为革兰阳性菌（G＋）和革兰阴性菌（G－）两大类，可为进一步的细菌类型鉴定提供有价值的临床信息。正常脑脊液涂片革兰染色检查为阴性反应。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒蛋白质检测
  


  
    脑脊液蛋白质含量增加，提示患者血‐脑脊液屏障受到破坏，常见于脑、脊髓及脑膜的炎症、肿瘤、出血等以及脑软化、脑退化性疾病、神经根病变和引起脑脊液循环梗阻的疾病等。当脑脊液中蛋白质含量在10g／L以上时，流出后呈黄色胶胨状凝固，而且还有蛋白‐细胞分离现象，临床上称为Froin综合征，是蛛网膜下腔梗阻所致梗阻性脑脊液的特征。如穿刺时损伤而脑脊液中混有血液时，蛋白质也可增高，则无诊断意义，应加以区别。
  


  
    2﹒CSF细胞计数及分类计数
  


  
    病毒性脑炎时细胞数常轻度增加［（0.01～0.2）×109／L］，其中以淋巴细胞为主；结核性脑膜炎时常中度增加［（0.1～1.0）×109／L］，主要是淋巴细胞增多；细菌性化脓性脑膜炎时细胞数明显增加［（1.0～5.0）×109／L］，主要是中性粒细胞。正常脑脊液中无红细胞，脑脊液红细胞增高提示可能为蛛网膜下腔出血或脑出血，或由于穿刺时损伤所致。
  


  
    3﹒革兰染色检查
  


  
    用于检查脑脊液中的肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌等。脑脊液革兰染色镜检操作简便，结果快速准确，是临床急诊筛查中枢神经系统感染病原菌的首选实验，如在脑脊液涂片检查中发现某种病原菌，则提示相应病原菌感染。
  


  
    四、常规实验室分析路径
  


  
    常规实验室分析路径见图11‐2。
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      图11‐2 脑脊液常规检测路径图
    


    

  


  
    五、常规实验室分析相关实验
  


  
    脑脊液常规检测一般包括生化检测以及免疫学检测，这些检测均为实验室常规开展的项目，方法成熟稳定，可为临床提供有价值的诊断和鉴别诊断信息。
  


  
    1﹒生化检测
  


  
    （1）脑脊液葡萄糖（CSFglucose）：检测方法通常采用己糖激酶法，脑脊液中葡萄糖和血糖有着密切的关系，脑脊液葡萄糖约为血糖的60%。正常脑脊液参考范围为2.5～4.4mmol／L。
  


  
    （2）脑脊液乳酸（CSFlactate）：检测方法通常采用干化学方法，正常脑脊液中乳酸参考范围为1.55±0.42mmol／L。
  


  
    （3）脑脊液氯化物（CSFchloride）：检测方法通常采用离子选择电极法，正常脑脊液中氯化物参考范围为120～130mmol／L。
  


  
    2﹒免疫学检测
  


  
    （1）脑脊液白蛋白检测（CSFalbumin）：检测方法通常采用速率散射比浊方法，正常脑脊液中白蛋白含量参考范围为134～337mg／L。
  


  
    （2）脑脊液免疫球蛋白检测（CSFimmunoglobulin）：检测方法通常采用速率散射比浊方法，正常脑脊液中IgG含量参考范围为10～40mg／L，IgA参考范围为0～6mg／L，IgM参考范围为0～13mg／L。
  


  
    （3）蛋白质电泳：蛋白质区带电泳是蛋白的经典分析方法，脑脊液标本中不同性质的蛋白质可明显分开形成不同的区带，通过正常的电泳图谱进行比较分析，很容易发现异常的区带。
  


  
    六、结果判断与分析
  


  
    1﹒脑脊液葡萄糖
  


  
    糖尿病或注射葡萄糖液使血糖升高后脑脊液中葡萄糖也可以升高。当中枢神经系统受细菌或真菌感染时，病原体或被破坏的细胞都能释放出葡萄糖分解酶使葡萄糖被消耗，致脑脊液中葡萄糖降低，尤以化脓性脑膜炎早期降低最为明显（＜1.0mmol／L）。结核性、隐球菌脑膜炎的脑脊液中葡萄糖降低多发生在中、晚期，且葡萄糖含量越低预后越差。病毒性脑炎时脑脊液中葡萄糖多正常。
  


  
    2﹒脑脊液乳酸
  


  
    大脑发生病变时通常有乳酸浓度增加，与动脉血中乳酸增高无关。脑脊液乳酸来源有三：①大脑组织缺血、缺氧时乳酸堆积；②蛛网膜下腔出血时红细胞无氧酵解产生的乳酸或化脓性脑膜炎时细菌酵解葡萄糖均可使乳酸增加；③过度换气引起脑脊液中乳酸升高。因此当蛛网膜下腔出血、脑外伤、癫痫、细菌性脑膜炎时脑脊液中乳酸均有不同程度升高。
  


  
    3﹒脑脊液氯化物
  


  
    通常脑脊液中氯化物与血液中呈相应比例（1.25∶1），化脓性或结核性脑膜炎时炎性渗出和粘连较明显，一部分氯化物附着于脑膜，因此脑脊液氯化物含量减低。
  


  
    4﹒白蛋白
  


  
    详见本章第三节。
  


  
    5﹒免疫球蛋白
  


  
    脑脊液IgG增高常见于90%的多发性硬化症患者中，部分亚急性硬化性全脑炎，慢性HIV脑炎患者脑脊液IgG也可升高。脑脊液IgA合成增加常见于化脓性脑膜炎和结核性脑膜炎等。脑脊液IgM合成增加常见于神经疏螺旋体病。
  


  
    6﹒蛋白质电泳
  


  
    前白蛋白增加见于脑萎缩、脑积水及中枢神经变性疾病。白蛋白增加见于引起血‐脑脊液屏障破坏的疾病，如脑血管病变、椎管阻塞等。α球蛋白增加见于脑膜炎、脑肿瘤。β球蛋白增加可见于动脉硬化，脑血栓等脂肪代谢障碍性疾病。γ球蛋白明显增加见于脑肿瘤。
  


  
    七、必要时扩展分析路径
  


  
    必要时扩展分析路径见图11‐3。
  


  
    [image: 脑脊液扩展检测流程图]


    
      图11‐3 脑脊液扩展检测流程图
    


    

  


  
    八、相关实验
  


  
    脑脊液扩展检测是在常规检测基础上增加的一些特殊化学和血清学检测项目，这些检测可进一步帮助临床医生对神经系统疾病进行鉴别诊断和疗效监测以及预后判断。
  


  
    1﹒脑脊液神经原特异性烯醇化酶（neuronspecificenolase，NSE）检测
  


  
    临床常用检测方法为电化学发光分析法。稀醇化酶是细胞代谢过程中参与糖酵解过程的关键酶，由α、β、γ3种亚基组成αα、ββ、αβ、γγ、αγ5种同工酶，其中γγ型稀醇化酶称为神经元特异性稀醇化酶。正常情况下位于神经元细胞质中，在血清和脑脊液中含量极低。颅脑损伤后脑实质受损，引起神经脱髓鞘改变，神经元受损崩解以及血‐脑脊液屏障的破坏，存在于神经元和神经内分泌细胞的胞质中的大量NSE被释放入脑脊液，再通过血‐脑脊液屏障进入血液。
  


  
    2﹒抗体特异性指数（antibodyspecificindex，ASI）检测
  


  
    抗体特异性指数检测可诊断中枢神经系统微生物特异性抗体合成，ASI＝speciesspecificQIg／QtotalIg，ASI表示假定IgG浓度相等与血清中的抗体相比脑脊液的抗体有多高。
  


  
    3﹒血清比率图检测IgG、IgA、IgM
  


  
    详见本章第五节。
  


  
    九、结果判断与分析
  


  
    1﹒脑脊液NSE检测
  


  
    脑脊液NSE检测临床意义主要包括以下三个方面：①脑脊液和血清NSE浓度用于评价脑损伤严重程度。目前临床评价患者脑损伤程度主要依靠格拉斯哥昏迷评分（GCS），患者得分越低颅脑损伤越严重。研究发现，脑脊液和血清NSE浓度与CT扫描结果和GCS评分结果呈显著相关性，因此脑脊液和血清NSE浓度可用于术前评价脑损伤程度，术后评价手术效果以及监测药物对脑组织保护效应。②评价脑损伤患者术后认知功能。脑外伤患者随访6个月后仍有2／3的患者有认知功能障碍，这些患者中，血清NSE的浓度呈相应增高。MMSE量表是目前广泛应用的认知功能评价量表之一，可以了解患者受伤后的认知能力和智力障碍程度，评价手术及术后的康复疗效。血清NSE浓度与MMSE量表评分呈显著负相关。血清NSE浓度能够很好地预示认知功能障碍的发生，可用来评价各种脑保护措施的效果，从而为判断病情的发展变化，采用合理的治疗和康复手段提供了依据。③NSE敏感性高，在轻度外伤性脑损伤患者中NSE都有不同程度的升高，甚至早于CT和MRI结果。
  


  
    2﹒抗体特异性指数
  


  
    ASI正常参考值为0.5～1.5，ASI大于1.5表示局部特异性抗体合成。临床常见神经系统感染病原体包括：①病毒：麻疹，风疹，水痘带状疱疹病毒，人单纯疱疹病毒Ⅰ／Ⅱ，EB病毒，巨细胞病毒；②细菌：结核分枝杆菌，白色念珠菌，梅毒螺旋体，李斯特杆菌，伯氏疏螺旋菌；③其他：弓形体，衣原体，肺炎支原体。
  


  
    3﹒血清比率图检测IgG、IgA、IgM
  


  
    详见本章第五节。
  


  
    第二节 脑脊液内细胞学检测
  


  
    正常脑脊液细胞数量少，主要包括单个核细胞。病理情况下，脑脊液细胞数增多，但一些特殊细胞如肿瘤细胞的检出率仍然很低，多次穿刺可提高阳性检出率，但增加患者痛苦。自1954年Syak发明细胞沉淀法以来，这方面工作有了飞跃发展，并由此创立了一门新学科———脑脊液细胞学（cerebrospinalfluidcytology）。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图11‐4。
  


  
    [image: 脑脊液细胞学检测流程图]


    
      图11‐4 脑脊液细胞学检测流程图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    正常脑脊液主要为单个核细胞，并且数量少于4个／μL，异常情况下脑脊液细胞总数增多。脑脊液细胞学检测主要包括红细胞计数，白细胞计数以及分类计数和肿瘤细胞检测。为了尽可能多收集细胞红细胞和白细胞总数计数现已普遍采用血细胞计数法。白细胞分类计数以及肿瘤细胞检测一般用脑脊液细胞沉淀法，目前常用染色方法为May‐Gnimwald‐Gi emsa染色法。其他特殊染色法包括吖啶橙荧光染色（肿瘤细胞），非特异性酯酶染色法（T淋巴细胞辨认），高碘酸‐雪夫染色（腺癌细胞、原始淋巴细胞）以及硝基四氮唑染色法（鉴别成熟和幼稚中性粒细胞）。
  


  
    三、结果判断和分析
  


  
    1﹒红细胞
  


  
    脑脊液红细胞增多提示颅内出血，少量出血时，镜下可见红细胞；出血量多时脑脊液可呈红色（新鲜出血，出血时间小于4小时）或黄色（陈旧出血，出血时间大于4小时）。但如腰穿过程中操作不当可造成损伤性出血，容易与颅内出血混淆，因此需要对两者进行鉴别：①腰穿损伤性出血在留取三管标本时，第一管镜下有大量红细胞，以后两管红细胞计数结果依次减少。当颅内出血时三管红细胞一样多，离心后上清液显淡红色或黄色。②颅内出血在镜下可见含有红细胞的吞噬细胞，或可见含铁血黄素吞噬细胞，穿刺性损伤无吞噬细胞。
  


  
    2﹒淋巴细胞
  


  
    （1）小淋巴细胞：体积较小（8～12μm），胞体圆形，核大呈圆形或蚕豆形，核位置居中，占胞体的大部分或全部，是正常脑脊液中的主要细胞，占总数的60%～70%。增高见于中枢神经系统慢性感染，病毒感染以及非特异性脑膜刺激反应。
  


  
    （2）大淋巴细胞：即免疫母细胞，由小淋巴细胞激活转化而成，偶见于正常脑脊液中。细胞质多，内含少许嗜天青颗粒，胞核着色较浅。其增多的临床意义同小淋巴细胞。
  


  
    （3）激活淋巴细胞：主要见于病理情况，细胞体积和细胞核比大淋巴细胞更大，且数量明显增多，胞质较多，色浅。多见于细菌性脑膜炎恢复期，病毒性脑膜炎、结核性脑脓肿，多发性硬化以及脑梗死。
  


  
    3﹒单核细胞
  


  
    属于脑脊液中不活跃的细胞，形态与血液中相似，存在于正常脑脊液中，占正常脑脊液细胞总数的30%～40%。异常情况下，转化为激活单核细胞，核变大，外形不规则，胞质色蓝，有大小不等的空泡，胞质边缘有磨损和各类突起。其增多主要见于中枢神经系统变性，炎症疾病，肿瘤和各种异物刺激。
  


  
    4﹒巨噬细胞
  


  
    由单核细胞吞噬异物（脂肪、色素、红细胞、细菌）后转变而来。常见于中枢神经系统炎症，出血，外伤等疾病中。通过巨噬细胞有无和数量多少，以及吞噬物为红细胞还是含铁血黄素，可为出血时间的估计和穿刺损伤出血鉴别提供佐证。
  


  
    5﹒中性粒细胞
  


  
    与血液中形态类似，胞质中颗粒多，分3～4叶核。增多提示粒细胞反应，脑及脑膜细菌、病毒感染，脑外伤、脑血管疾病。其中以细菌感染的急性炎症渗出期最为显著。
  


  
    6﹒嗜酸性粒细胞
  


  
    正常成人脑脊液中占细胞总数的1%，婴幼儿达4%，增多主要见于中枢神经系统寄生虫病，其次见于结核性脑膜炎、病毒性脑膜炎以及极少数脑肿瘤。
  


  
    7﹒嗜碱性粒细胞
  


  
    正常脑脊液中极少见，增多见于炎症、异物反应、慢性粒细胞白血病。
  


  
    8﹒肿瘤细胞
  


  
    脑脊液肿瘤细胞形态多变，且检出率低，因此检测存在一定困难。但其对中枢神经系统肿瘤的性质和恶性程度可提供可靠依据，故为脑脊液细胞学检测的主要内容。
  


  
    （1）脑膜肿瘤细胞：细胞核大，形态多变，染色质多，结构与着色不尽相同，偏碱，核仁数目增多，体积增大，胞质蓝色，核浆比大，根据肿瘤恶性程度不同可见有丝分裂。该肿瘤细胞一旦在脑脊液中发现，是脑膜肿瘤确诊的依据，其诊断价值大于其他检测。
  


  
    （2）白血病细胞：形态与血液和骨髓中大致相同，是诊断中枢神经系统白血病的重要依据，特别是对那些临床上尚未出现中枢神经系统症状的患者更有诊断价值。
  


  
    （3）淋巴瘤细胞：形态与外周血和淋巴结中大致相同，分霍奇金和非霍奇金瘤两种细胞，脑脊液中检测出是中枢神经系统淋巴瘤确诊的重要依据。
  


  
    第三节 血‐脑脊液屏障功能障碍的检测
  


  
    血‐脑脊液屏障是由无窗孔的毛细血管内皮细胞及细胞间紧密连接、基膜、星形胶质细胞足突和极狭小的细胞外隙共同组成的一个细胞复合体，是存在于脑和脊髓内的毛细血管与神经组织之间的一个动态的调节界面。其主要功能是延缓和调节血液、脑脊液物质交换，使脑脊液成分改变减少到最低限度，使脑细胞外液成分保持在更恒定的水平，从而决定了脑内营养物质的水平，影响着中枢神经系统的活动、生长和发育。影响血‐脑脊液屏障功能的因素主要有：高渗溶液、高温、外伤以及冷冻。越来越多的研究者认为CSF流速可以调节CSF中蛋白质分子的浓度，从而引起血‐脑脊液屏障功能的改变。研究表明CSF的蛋白分子流的增加正是CSF流速影响血‐脑脊液屏障功能的主要原因，这种影响是非线性的，CSF流速减慢引起的血‐脑脊液屏障功能破坏并没有形态学上结构的破坏，这些理论已经被影像学所证实，磁共振成像发现在某些血‐脑脊液屏障破坏的神经系统疾病（肿瘤、脑膜炎）中确实有脑脊液流速的减慢。因此脑脊液流速的减慢已被认为是病理情况下CSF蛋白浓度增加的主要原因。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图11‐5。
  


  
    二、相关实验
  


  
    白蛋白商值QALB（ALBCSF／ALBSERUM）已被公认为可以评价血‐脑脊液屏障功能的指标，包括评价脑脊液流速。这是由于ALB只在肝脏合成，脑脊液中的白蛋白都是从血中扩散而来，因此CSF中ALB浓度的增加提示血‐脑脊液屏障通透性的改变。如果血和脑脊液的ALB浓度采用同一种方法检测，那么QALB的结果将更加精确，并且结果的准确性与检测方法无关。目前临床常用的检测血清和脑脊液ALB的方法是散射比浊的方法。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    引起QALB变化主要有生理上和病理上两方面的原因。生理原因：随着年龄的增大，脑脊液流速减慢，从而导致QALB随着年龄的增加不断增加。因此不同年龄人群QALB正常参考值有所不同。Reiber等根据不同年龄段给出了的三组QALB正常参考范围：QALB＜5.0×10－3（0～15岁）；QALB＜6.5×10－3（16～40岁）；QALB＜8.0×10－3（＞40岁）。病理原因：临床上可以导致血‐脑脊液屏障破坏的疾病很多，比如脑肿瘤，脑梗死以及急性细菌性脑膜炎等，因此QALB的检测不具有疾病特异性，其一般要与其他实验室检测和临床症状相结合才能对疾病的类型及严重程度得出正确的判断。临床上检测QALB不仅可以监测血‐脑脊液屏障损伤的程度，判断病情的严重程度，还可以提示神经系统疾病的类型。一般来说，QALB轻度升高，此时QALB小于20×10－3，常见于急、慢性病毒感染，多发性硬化，神经梅毒（neurosyphilis），带状疱疹性神经节炎，脑萎缩（brainatrophy）等神经系统疾病；QALB中度升高，此时QALB小于50×10－3，常见于急性神经疏螺旋体病（acuteneuro‐borreliosis），条件致病性脑膜炎（opportunisticmeningo‐encephalitis，in HIVpatients），吉兰‐巴雷综合征（GuilainBarésyndrome）等；QALB重度升高，此时QALB大于50×10－3，常见于化脓性脑膜炎（purulentmeningitis），单纯疱疹性脑炎（herpessimplexencephalitis），结核性脑膜炎（tuberculousmeningitis）等严重细菌感染性疾病。
  


  
    [image: 血‐脑脊液屏障功能障碍实验室分析路径图]


    
      图11‐5 血‐脑脊液屏障功能障碍实验室分析路径图
    


    

  


  
    第四节 鞘内免疫球蛋白合成检测
  


  
    由于免疫球蛋白不仅可以在鞘内局部合成，也可以通过血‐脑脊液屏障进入鞘内，因此区分鞘内免疫球蛋白的来源在神经系统疾病的实验室诊断中有着重要的临床意义。局部合成的免疫球蛋白检测基于和血清免疫球蛋白的比较。正常血清和脑脊液的免疫球蛋白是多克隆的，反映出各抗体的异质性，即一个患者具有为数众多的免疫应答终产物。与此形成对照的是鞘内抗体的合成没有一个明显的由IgM抗体向IgG抗体转化的过程，中枢神经系统免疫应答最初产生的抗体类型取决于疾病的种类和病理过程，即鞘内合成的免疫球蛋白是寡克隆免疫球蛋白，因此检测鞘内免疫球蛋白的方法主要利用其寡克隆特性。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图11‐6。
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      图11‐6 鞘内免疫球蛋白合成检测流程图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    由于免疫球蛋白不仅可以在鞘内局部合成，也可以通过血‐脑脊液屏障进入鞘内，因此检测鞘内合成免疫球蛋白的方法主要利用其寡克隆特性。经典的检测鞘内免疫球蛋白合成的方法是脑脊液寡克隆区带电泳，临床常用的定量检测方法是IgG生成指数（IgGindex）和24小时IgG合成率（IgGsynthesisrate），目前国外最新的检测鞘内免疫球蛋白合成的方法是Reibergram直方图。
  


  
    1﹒脑脊液寡克隆区带电泳（oligoclonalbandelectrophoresis，OBE）
  


  
    检测鞘内免疫球蛋白合成最经典的方法是进行脑脊液寡克隆区带电泳。通常需要同时检测患者的脑脊液和血清标本。典型的鞘内Ig合成的结果模式是：脑脊液图谱中出现一条或多条单克隆带，而血清中没有相应的条带（图11‐7）。
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      图11‐7 寡克隆区带模式图
    


    

  


  
    由于脑脊液局部合成的免疫球蛋白具有寡克隆特性，而血清中合成的免疫球蛋白是多克隆的，因此图11‐7形象地显示出Ig在脑脊液局部的合成，而不是从血清中扩散进入脑脊液的。脑脊液寡克隆区带电泳是最重要的实验室指标，其结果判断形象、直观，是判断脑脊液鞘内免疫球蛋白合成的金标准。但由于电泳检测操作烦琐，耗时长，且价格比较昂贵，因此不利于广泛开展。
  


  
    2﹒IgG生成指数（IgGindex）和24小时IgG合成率（IgGsynthesisrate）
  


  
    Dlepech等学者经过长期的研究设计出传统的计算鞘内免疫球蛋白合成的方法：IgG生成指数和24小时IgG合成率。早期的研究发现，IgG生成指数和24小时IgG合成率在多发性硬化的实验室诊断中有着重要的价值，不仅可以判断是否有IgG的鞘内合成，并且可以精确计算出鞘内每天可以合成多少IgG。公式如下：
  


  [image: ]


  [image: ]


  
    IgG指数公式中QIgG为IgG商值，表示鞘内IgG浓度与血清IgG浓度的比值，由于鞘内IgG可以由血清扩散进入脑脊液内，也可以在鞘内合成，因此影响QIgG的因素有两个，即：IgG在鞘内合成的多少和血‐脑脊液屏障的通透性。QALB为ALB商值，ALB商值是公认的评价血‐脑脊液屏障通透性的有效指标。在IgGindex公式中QIgG／QALB，排除了血‐脑脊液屏障的通透性对鞘内IgG浓度与血清IgG浓度的比值的影响，因此IgGindex可以反映IgG在鞘内合成的情况。同样IgGrate公式的设计也排除了血‐脑脊液屏障通透性对鞘内IgG合成计算的影响，并且该公式假定脑脊液的产生速率为500ml／d，因此IgGrate公式可以计算出每24小时鞘内IgG合成的量。传统的IgGindex和IgGrate公式只需要检测患者血和脑脊液中的IgG以及ALB浓度，就可以判断患者有无鞘内免疫球蛋白的合成以及合成量的多少，因此IgGindex和IgGrate公式在神经系统疾病的实验室诊断中得到了广泛的应用，特别是应用于多发性硬化患者鞘内免疫球蛋白的合成的计算。
  


  
    3﹒Reibergram直方图
  


  
    由于IgG生成指数和24小时IgG合成率在设计时均假定ALB和IgG两种蛋白通过血‐脑脊液屏障的能力与血‐脑脊液屏障功能的破坏程度无关，即认为ALB和IgG两种蛋白浓度的变化是线性的，这就决定了IgG生成指数和24小时IgG合成率公式只适用于无或轻微血‐脑脊液屏障功能障碍的患者。而当患者存在严重的血‐脑脊液屏障功能障碍时，由于此时ALB和IgG扩散进入CSF的程度变化不同，并且变化趋势是非线性的，如再采用IgG生成指数和24小时IgG合成率公式来计算鞘内IgG的生成情况就容易得到错误的结果。通过对脑脊液生成的研究和血‐脑脊液屏障的动力学分析，以及对CSF中免疫球蛋白合成的动态分析，ReiberH计算出鞘内免疫球蛋白合成率公式为IgIF＝IgLoc／IgCSF×100，其中IgIF为鞘内免疫球蛋白合成率，IgLoc为鞘内合成的Ig浓度，IgCSF为鞘内总的Ig浓度，因此IgIF实质为鞘内合成的免疫球蛋白占CSF中总免疫球蛋白的比例。ReiberH还确定了三种免疫球蛋白从血液扩散进入脑脊液商值的上限公式：
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    因此IgLoc＝［QIg－QLim（Ig）］×Igserum，综合上面的公式，最后得到IgIF＝［1－QLim（Ig）／QIg］×100。与IgG生成指数和24小时IgG合成率不同的是，鞘内免疫球蛋白合成率IgIF不受血‐脑脊液屏障功能的影响。根据以上研究ReiberH制作出Reibergram直方图用以分析鞘内免疫球蛋白的合成和血‐脑脊液屏障功能的改变。图11‐8就是一个IgG的Reibergram直方图，横坐标是白蛋白商值（QALB），纵坐标是IgG商值（QIgG）。ReiberH通过QLim的计算公式在直方图上模拟出一条与横坐标成一定角度的斜线称QLim线，其本质为是否有免疫球蛋白的鞘内合成的分界线，在这条线以上代表有免疫球蛋白的鞘内合成，以下表示无鞘内合成；同时在垂直于横坐标的方向还有一条虚线，称白蛋白商值（QALB）线，在该线左边表示血‐脑脊液屏障功能正常，在线右边表示血‐脑屏障功能破坏。QALB线和QLim线把整个Reibergram直方图分成5个区域，因此只要分别检测患者血和脑脊液中ALB和Ig的浓度，计算出QALB和QIgG就能在Reibergram直方图上评价鞘内免疫球蛋白的合成和血‐脑脊液屏障受损情况。如图所示1区：表示正常（无鞘内免疫球蛋白合成，血‐脑脊液屏障功能正常）；2区：仅有血‐脑脊液屏障功能破坏，无鞘内免疫球蛋白合成；3区：既有血‐脑脊液屏障功能破坏，也有鞘内免疫球蛋白合成；4区：仅有鞘内免疫球蛋白合成，血‐脑脊液屏障功能正常；5区：表示不可能出现的区域。QLim线的上方平行于QLim线的虚线表示不同的鞘内免疫球蛋白合成率，越靠上方，合成率越大。
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      图11‐8 Reibergram直方图
    


    

  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒脑脊液寡克隆区带电泳
  


  
    如图11‐7所示，表示鞘内有免疫球蛋白合成。
  


  
    2﹒IgG生成指数和24小时IgG合成率
  


  
    参考值IgG生成指数：0.3～0.7；24小时IgG合成率：1.84～5.85mg／d。IgG生成指数大于0.7和24小时IgG合成率大于5.85mg／d表示鞘内有IgG合成。
  


  
    3﹒Reibergrams直方图
  


  
    如图11‐8所示，QLim线以上区域代表鞘内有免疫球蛋白合成，并且根据计算机模拟公式给出具体合成率数值。
  


  
    4﹒鞘内免疫球蛋白合成的临床意义
  


  
    外周血管来源的B淋巴细胞在鞘内成熟增殖，在局部合成免疫球蛋白。与血液中免疫球蛋白的合成不同的是鞘内免疫球蛋白的合成没有一个明显的由IgM向IgG转化的过程（Nossal开关）。中枢神经系统免疫应答最初产生的免疫
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      表11‐1 常见神经系统疾病的鞘内免疫球蛋白合成模式表
    


    

  


  
    球蛋白类型取决于疾病的种类和病理过程。脑脊液鞘内免疫球蛋白合成的类型主要有IgG、IgA以及IgM三种。不同类型的神经系统疾病鞘内合成的免疫球蛋白也不同。常见的神经系统疾病与其主要产生的免疫球蛋白见表11‐1。
  


  
    第五节 CSF／血清比率图
  


  
    用图解定值法定量局部合成免疫球蛋白的原理发展起来的CSF／血清比率图已广泛用于鞘内局部合成免疫球蛋白和血‐脑脊液屏障功能障碍的检测。该法只需检测血清和脑脊液中白蛋白以及免疫球蛋白浓度，通过特定的CSF／血清比率图便可检测出患者鞘内免疫球蛋白的合成以及血‐脑脊液屏障功能的障碍。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图11‐9。
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      图11‐9 CSF／血清比率图实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、不同疾病相关图谱解读
  


  
    将检测的血液和脑脊液免疫球蛋白以及白蛋白结果表示在脑脊液／血清比率图上（图11‐10～图11‐13），实心原点在图上的位置可清楚提示血‐脑脊液屏障障碍和鞘内Ig合成状况，如下所示：
  


  
    脑脊液／血清比率图有助于更加准确反映出患者的鞘内免疫球蛋白合成的真实状态，同时在脑脊液／血清比率图上可以同时进行不同年龄患者血‐脑脊液屏障功能与鞘内免疫球蛋白合成水平的分析，更加客观、科学的为临床医生提供患者血‐脑脊液屏障功能损伤程度和鞘内免疫球蛋白合成的水平，在神经系统疾病的实验室诊断中更加具有科学性和实用性。
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      图11‐10 Reibergrams（正常）
    


    
      实心圆点落在1区，提示患者无血‐脑脊液屏障功能障碍和鞘内合成增加
    

  


  
    [image: Reibergrams（单纯血‐脑脊液屏障破坏）]


    
      图11‐11 Reibergrams（单纯血‐脑脊液屏障破坏）
    


    
      实心圆点落在2区，提示患者仅有血‐脑脊液屏障功能障碍，无鞘内合成增加
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      图11‐12 Reibergrams（单纯鞘内合成）
    


    
      实心圆点落在4区，提示患者仅有鞘内合成增加，无血‐脑脊液屏障功能障碍
    

  


  
    [image: Reibergrams（屏障功能破坏伴鞘内合成）]


    
      图11‐13 Reibergrams（屏障功能破坏伴鞘内合成）
    


    
      实心圆点落在3区，提示患者既有鞘内合成增加又伴有血‐脑脊液屏障功能障碍
    

  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    详见本章第三节和第四节。
  


  
    第六节 神经系统感染性疾病的CSF诊断
  


  
    神经系统感染性疾病是由各种病毒、细菌、真菌及寄生虫等致病微生物感染引起的，脑炎、脑膜炎、脊髓炎为常见。这些疾病往往起病急，可有发热及各种神经系统症状，症状呈进行性，进展速度较快，正确诊断、及时治疗后一般无运动障碍。若治疗不及时，往往留下严重后遗症，并且不同类型感染其治疗方式和预后都有很大不同，因此依靠快速准确的实验室检测方法来判断诊断神经系统感染的类型和寻找相应病原微生物显得极为重要。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图11‐14。
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      图11‐14 神经系统感染性疾病实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    神经系统感染性疾病检测的相关实验主要包括一般检测项目和特殊检测项目，一般检测项目主要用于疾病的病程监测和疗效观察，特殊检测项目一般都是特异性较强的项目，主要用于疾病的诊断和鉴别诊断。
  


  
    1﹒一般检测项目
  


  
    （1）血‐脑脊液屏障功能检测：详见本章第三节。
  


  
    （2）鞘内免疫球蛋白合成检测：详见本章第四节。
  


  
    （3）脑脊液葡萄糖检测：详见本章第一节。
  


  
    （4）脑脊液乳酸检测：详见本章第一节。
  


  
    （5）脑脊液腺苷脱氨酶（adenosinedeaminase，ADA）检测：现临床上多用自动化仪器酶法连续监测法测定。ADA来自T淋巴细胞，结核性脑膜炎患者脑脊液中ADA增高程度明显高于其他性质的脑膜炎，因此测定脑脊液中ADA可用于结脑的诊断及鉴别诊断。
  


  
    （6）脑脊液溶菌酶检测：常用平板法、比浊法以及电泳法检测。溶菌酶升高常见于细菌性脑膜炎，如化脓性脑膜炎和结核性脑膜炎，特别是在结核性脑膜炎中增高更为明显，且随病情变化而增减。因此测定脑脊液中溶菌酶含量可用于结核性脑膜炎的鉴别诊断及预后判断。
  


  
    2﹒特殊检测项目
  


  
    （1）脑脊液涂片抗酸染色：萋‐纳抗酸染色法，显微镜下抗酸杆菌染成红色，常呈Y字形，有分叉，非抗酸杆菌为蓝色。若镜检找到抗酸杆菌，可能是结核分枝杆菌，需进一步分离培养鉴定。涂片抗酸染色法操作简便、快捷，但敏感性不高，容易漏诊，因此临床上高度怀疑结脑的病例应多次脑脊液涂片检测以提高检测阳性率。
  


  
    （2）脑脊液墨汁染色：通常采用印度墨汁染色法。若在黑色背景下发现圆形或卵圆形，外有一透明荚膜的细胞即为新型隐球菌。该方法简便快速，但阳性率低，多次离心沉淀检测有助于提高检测阳性率。
  


  
    （3）细菌及真菌培养：包括各种细菌如结核分枝杆菌、脑膜炎球菌及新型隐球菌培养。采用各自专用的培养基，细菌培养结果阳性是诊断脑膜炎病原菌的金标准。
  


  
    （4）脑脊液特异性抗体检测：包括脑脊液结核抗体检测、病毒特异性抗体检测等。特异性抗体检测通常采用ELISA法，具有简单快速、特异性高的特点，常用于流行病学调查。
  


  
    （5）分子生物学方法：PCR方法检测病毒和细菌核酸，敏感性及特异性都较高，可用于早期和快速诊断，也可用于检测不易分离培养的慢性感染、潜伏感染、整合感染患者标本中的病毒DNA。
  


  
    （6）病毒培养：包括病毒的细胞培养、动物实验、鸡胚培养等方法，脑脊液中培养出病毒可确诊病毒性脑膜炎，但病毒培养费时、费力、要求技术条件高，临床实验室很少开展。
  


  
    三、结果分析与判断
  


  
    1﹒化脓性脑膜炎
  


  
    浑浊或化脓性脑脊液，脑脊液中性粒细胞增多至每微升数千个细胞，严重血‐脑脊液屏障障碍（QALB＞25×10－3），鞘内免疫球蛋白合成以IgG和IgA为主，溶菌酶升高＞1mg／L，乳酸＞3.5mmol／L。脑脊液涂片染色检测常可见革兰阴性球菌。分离培养一般采用巧克力平板或选择性培养基，进一步细菌鉴定可确诊感染病原菌种类。
  


  
    2﹒病毒性脑膜炎
  


  
    脑脊液外观清亮或微浑浊，脑脊液细胞以淋巴细胞明显增多为主，一般在（0.1～1.0）×109／L。中度血‐脑脊液屏障破坏（QALB＜20×10－3），鞘内免疫球蛋白合成以IgM为主，乳酸和葡萄糖水平一般正常。病毒性脑膜炎首选实验项目为病毒特异性抗体检测，确诊实验为病原学检测，脑脊液细菌学检查阳性可排除病毒性脑膜炎。脑脊液病毒抗原、病毒核酸检测均可用于疾病的早期诊断。
  


  
    3﹒结核性脑膜炎
  


  
    结核性脑膜炎临床上属亚急性发作而且通常被忽略。脑脊液淋巴细胞增多，偶尔不同的淋巴细胞形态和相对大的中性粒细胞部分及嗜酸性粒细胞会形成混合细胞群。伴有QALB＞25×10－3的严重屏障功能障碍。鞘内免疫球蛋白合成以IgA为主，很少出现IgM和IgG的合成。脑脊液ADA值升高，葡萄糖通常低于血清值的50%，乳酸显著高于血清值。疑似结核脑膜炎首选实验组合：脑脊液离心涂片找抗酸杆菌和结核分枝杆菌培养，阳性即可确诊。次选实验项目：结核分枝杆菌的分子生物学诊断，并可用于快速诊断，但假阳性率较高。
  


  
    4﹒新型隐球菌脑膜炎
  


  
    诊断新型隐球菌脑膜炎应首选脑脊液墨汁染色，若阳性，再结合临床表现即可确诊。辅助检查中，脑脊液淋巴细胞升高，血‐脑脊液屏障以轻中度破坏为主，脑脊液葡萄糖含量下降，另外新型隐球菌荚膜抗原检测和新型隐球菌抗体检测也是较好的辅助诊断项目组合。
  


  
    第七节 颅内圆形损害的脑脊液诊断
  


  
    临床上常见的圆形损害主要由炎症或肿瘤引起，随着高效抗生素的广泛应用，临床表现不典型的脑脓肿在脑脓肿中所占比率有逐渐增加之趋势，少数患者的临床表现与脑肿瘤极为相似，直至在术中见到脓液才得以确诊，甚至连CT和MRI也难以鉴别。脑组织病理活检虽然是“金标准”，但由于其给患者造成的创伤较大而不利于广泛开展。因此脑脊液实验室检测对颅内圆形损害的诊断和鉴别诊断有着极为重要的临床价值。脑脓肿存在于任何圆形损害的鉴别诊断中。早期只能见到有限的炎症浸润，只有出现由于液化作用引起组织破坏时才能见到带有浓厚边缘的环状结组织。一开始形成的脓肿可引起纯的不仅是多形核而且是天然单核细胞的反应，至第二周可引起局部免疫球蛋白产生，如果已经出现鞘内抗体合成的证据不管是否有急性发作的症状，应推测细菌已经侵入实质并导致浆细胞反应。特别是IgA偶尔以异常高的速率合成时，尤其与结核瘤有联系。而脑肿瘤一般只引起单纯血‐脑脊液屏障功能障碍。如果脑脊液细胞计数升高，并检测出活性B淋巴细胞时，应排除脑肿瘤的可能。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图11‐15。
  


  
    [image: 颅内圆形损害实验室分析路径图]


    
      图11‐15 颅内圆形损害实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    鉴别颅内圆形损害性质最重要的实验室检测是脑脊液细胞学检测，辅助检测为血‐脑脊液屏障功能检测以及鞘内免疫球蛋白检测。
  


  
    1﹒血‐脑脊液屏障功能检测
  


  
    详见本章第三节。
  


  
    2﹒鞘内免疫球蛋白检测
  


  
    具体见本章第四节。
  


  
    3﹒脑脊液细胞学检测
  


  
    具体见本章第二节。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒脑脊液细胞学检测
  


  
    是鉴别颅内圆形损害性质最重要的实验室检测。脑脓肿患者由于存在中枢神经系统感染，因此脑脊液白细胞总数增加，依据感染种类不同白细胞分类结果也不同，可以是中性粒细胞增多，淋巴细胞增多，也可能是单核细胞和嗜酸性粒细胞增多。而脑肿瘤患者脑脊液白细胞总数正常或略高于正常，脑脊液细胞学检测可发现肿瘤细胞。
  


  
    2﹒血‐脑脊液屏障功能障碍
  


  
    由于脑脓肿和脑肿瘤同属颅内占位性病变，都可引起脑室堵塞，从而导致脑脊液流速变慢，进而引起血‐脑脊液屏障的破坏，但一般来说两者破坏的程度不同，脑脓肿引起重度血‐脑脊液屏障破坏，而脑肿瘤一般只引起中度血‐脑脊液屏障破坏。
  


  
    3﹒鞘内免疫球蛋白合成
  


  
    脑脓肿由于存在严重的颅内细菌感染，可引起鞘内免疫球蛋白合成增加。而脑肿瘤一般只引起颅内占位性病变，不引起局部免疫应答反应，因此脑肿瘤患者无鞘内免疫球蛋白合成。
  


  
    第八节 多发性神经病变的脑脊液诊断
  


  
    多发性神经病变又称末梢神经病，以往也称周围神经炎，是多种原因引起的多发性周围神经损害。其主要病理改变是周围神经的节段性脱髓鞘。临床以急性、亚急性、慢性或复发性起病，以四肢远端对称性的运动，感觉以及自主神经功能障碍为主要表现，任何年龄均可发生，无性别差异。引起多发性神经病变的原因很多，包括感染、代谢及内分泌障碍、营养障碍、药物及重金属中毒、自身免疫以及遗传因素。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图11‐16。
  


  
    二、相关实验
  


  
    根据临床表现、神经电生理检查及神经活检，多发性神经病的诊断。但多发性神经病的病因诊断很大程度上依赖于实验室检查，这些检查包括血细胞分析、血糖、肾功能、维生素B12、叶酸以及体液免疫检测，这里只重点介绍与脑脊液检测相关的实验室项目：
  


  
    1﹒血‐脑脊液屏障功能检测
  


  
    详见本章第三节。
  


  
    2﹒鞘内免疫球蛋白检测
  


  
    由于多发性神经病变的患者一般都存在中度血‐脑脊液屏障功能障碍，因此推荐此类患者进行鞘内免疫球蛋白检测采用寡克隆区带电泳或Reibergrams直方图的方法。具体见本章第四节。
  


  
    [image: 多发性神经病变的实验室分析路径图]


    
      图11‐16 多发性神经病变的实验室分析路径图
    


    

  


  
    3﹒脑脊液细胞学检测
  


  
    具体见本章第二节。
  


  
    4﹒脑脊液髓鞘碱性蛋白（CSFmyelinbasicprotein，MBP）检测
  


  
    检测方法主要有放射免疫法和ELISA法。髓鞘碱性蛋白为神经组织的一种标志性蛋白，是判断中枢神经系统组织髓鞘及外周神经组织髓鞘的异常改变和修复的指标。
  


  
    5﹒抗P2蛋白抗体
  


  
    检测方法为ELISA法。周围神经中70%由髓鞘素组成，按其分子量大小主要可分为P0、P1和P2三种。其中P1为周围和中枢神经系统所共有，P0和P2为周围神经所特有。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒血‐脑脊液屏障功能检测
  


  
    多发性神经病变患者一般出现中度血‐脑脊液屏障功能破坏，从而导致脑脊液蛋白含量增高，而多发性神经病患者脑脊液细胞数正常或略高（一般＜10×106／L），因此该类患者可呈现出典型的脑脊液蛋白‐细胞分离现象，即脑脊液蛋白和细胞含量增加不平行。研究表明，患者血‐脑脊液屏障破坏的程度与病情无平行关系。
  


  
    2﹒鞘内免疫球蛋白检测
  


  
    多发性神经病变患者可出现脑脊液免疫球蛋白含量升高，脑脊液电泳可发现寡克隆区带，在Reibergrams直方图上也可检测出鞘内免疫球蛋白的合成。鞘内免疫球蛋白合成表明多发性神经病变患者鞘内存在异常免疫应答，其不是多发性神经病变的特异性指标，但鞘内合成免疫球蛋白的含量与疾病程度有相关性，因此其可作为一个良好的监测疾病活动性的指标。
  


  
    3﹒脑脊液细胞学检测
  


  
    多发性神经病变患者脑脊液细胞数正常或略高（一般＜10×106／L），少数病例脑脊液细胞数可达（20～30）×106／L，分类计数以淋巴细胞和单核细胞为主，并且可出现大量吞噬细胞。
  


  
    4﹒脑脊液髓鞘碱性蛋白抗体检测
  


  
    多发性神经病变急性期脑脊液髓鞘碱性蛋白增高，而且增高的程度与疾病的严重程度相关，因此脑脊液髓鞘碱性蛋白检测对该疾病的诊断及预后判断有重要临床价值。但由于任何可破坏髓鞘的疾病，均可能使脑脊液髓鞘碱性蛋白增高，尤其是脑血管疾病的急性期和脱髓鞘类疾病的活动期，应用时应结合其他实验室指标和临床表现进行鉴别诊断。
  


  
    5﹒抗P2蛋白抗体
  


  
    脑脊液抗P2蛋白抗体增高程度与神经根损害程度相关，反映疾病的严重程度，对多发性神经病变治疗效果及预后判断有一定的价值。
  


  
    第九节 脑脊液中特殊标志物诊断
  


  
    在本章其他节内容中未涉及的脑脊液中一些特殊标记物包括多发性硬化患者脑脊液中的炎性标记物，脑膜转移肿瘤标记物，神经系统胶质细胞瘤标志物，老年性痴呆标记物，这些检测项目有的是疾病特异性标记物，有的是监测疾病过程的重要实验室指标，在疾病的诊断，监测以及预后评价中有着极为重要的临床应用价值。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图11‐17。
  


  
    [image: 脑脊液中特殊标记物分析路径图]


    
      图11‐17 脑脊液中特殊标记物分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    1﹒免疫应答指标
  


  
    包括β2微球蛋白和新蝶呤、TNFα、ICAM‐1、IL‐10、TNF‐R检测，常用检测方法为ELISA法。在健康人群中，脑脊液中新蝶呤浓度＜5μmol／L，β2微球蛋白浓度＜2mg／L。
  


  
    2﹒脑膜转移肿瘤标记物
  


  
    脑脊液癌胚抗原（CEA）检测，常用的检测方法为电化学发光的方法。
  


  
    3﹒神经系统胶质细胞瘤标志物
  


  
    有两类：①神经外胚层胶质瘤相关抗原（G‐22）；②神经‐红细胞生成素相关抗原。
  


  
    4﹒老年痴呆标记物
  


  
    Tau蛋白检测。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒免疫应答指标
  


  
    （1）β2微球蛋白和新蝶呤：β2微球蛋白水平反映T细胞的活性而新蝶呤代表巨噬细胞的活性。脑脊液浓度可用于指示小神经胶质细胞／巨噬细胞系统的功能活性。不足1%的脑脊液β2微球蛋白来源于血浆，99%以上来源于鞘内。新蝶呤分别有2.5%和97.5%来源于血浆和鞘内。在中枢神经系统慢性炎症过程中，新蝶呤和β2微球蛋白的浓度可能反映小神经胶质细胞的活性和皮质内巨噬细胞的活性程度。因此有研究报道，不伴有临床神经症状的HIV患者表现为脑脊液β2微球蛋白和新蝶呤升高，并且HIV脑病的患者比无症状患者的数值更高。
  


  
    （2）TNFα：在炎性前期由单核细胞／巨噬细胞和血管内皮细胞合成，可引起炎性反应的活化。它的合成最主要由单核细胞中的TNF‐α‐mRNA决定。
  


  
    （3）ICAM‐1：是血管内皮细胞的一种粘连蛋白。TNFα的刺激作用可促进它的合成。它以“可溶的”ICMA‐1形式释放入血液和脑脊液中。脑毛细血管有丰富的ICAM‐1，即使是在MRI成像中可见的单个损害也会引起血液中浓度升高。
  


  
    （4）IL‐10：又名细胞因子抑制因子，由代表CD4＋细胞、巨噬细胞和B细胞组成的细胞群的Th‐2细胞合成。IL‐10抑制炎性细胞因子的形成，它的合成主要由单核中的IL‐10‐mR NA决定。
  


  
    （5）TNF‐R：TNFα的作用通过受体介导，这些受体在TNFα刺激作用下合成明显增加，合成后随即释放入血液和脑脊液中成为可溶性TNF‐R。
  


  
    在多发性硬化症中，以上提到的五种参数是疾病过程中间歇性缓解和加重的指标。可溶性ICAM‐1反映假定排除大脑外内皮细胞活性时由多发性硬化引起的损害大小，随后的血清浓度在相当长时间内表示炎性过程的活性。
  


  
    2﹒脑膜转移肿瘤标记物
  


  
    癌胚抗原是1965年Gold和Freedman首先从胎儿及结肠癌组织中发现的多糖蛋白复合物。由胎儿胃肠道上皮组织、胰和肝细胞所合成。CEA属于非器官特异性肿瘤相关抗原，分泌CEA的肿瘤大多位于空腔脏器，胃肠道、呼吸道、泌尿道等。肺癌、结肠癌、直肠癌、胃癌CEA升高。脑膜肿瘤（meningealcarcinomatosis，MC）是恶性肿瘤细胞广泛转移浸润脑膜、蛛网膜下隙的一类疾病，约5%的实体肿瘤患者可出现，其最常见的原发转移源为肺癌、乳腺癌和胃肠道癌等。既往MC的诊断主要依靠脑脊液细胞学检测，寻找肿瘤细胞，但在疾病早期，由于多种原因，常规脑脊液细胞学检查发现肿瘤细胞的阳性率低（45%），多次腰穿虽然可提高阳性率，但易延误诊治，也易增加患者的不适。影像学检查，尤其是增强磁共振检查对诊断有一定的价值，但1／3的MC患者可无任何特征性改变；而MC患者的生存期长短主要取决于早期诊断和早期治疗。脑脊液CEA检测对诊断脑膜肿瘤有以下特点：①敏感性高：脑膜常见的转移癌，包括肺癌（40%）、胃癌（25%）、乳腺癌（15%），这些肿瘤细胞都可产生CEA，因此脑脊液CEA检测在诊断脑膜肿瘤中的敏感性可达到80%以上。②特异性好：CEA分子量大（200kD），不能自由通过正常的血‐脑脊液屏障。如脑脊液中CEA升高提示有肿瘤转移到脑部。
  


  
    3﹒神经系统胶质细胞瘤标志物
  


  
    有两类：①神经外胚层胶质瘤相关抗原（G‐22）；②神经‐红细胞生成素相关抗原。前者表达见于肿瘤细胞及来源于神经嵴的正常细胞，后者存在于脑及红细胞。G‐22抗原水平与肿瘤大小及组织学类型均高度相关，因此监测脑脊液中G‐22抗原水平可预报恶性胶质瘤的进展与消失。
  


  
    4﹒老年痴呆标记物
  


  
    痴呆是老年期常见的一种临床综合征，由于人类寿命的延长，老年性痴呆的发病率将显著增加。阿尔茨海默病（AD）和血管性痴呆作为痴呆最主要的病因已被公认，其中AD约占痴呆患者的2／3，且随着年龄的增长发病率显著升高，65～80岁人群发病率为5%，80岁以上发病率可达20%。AD是一种以进行性智能衰退为主要表现的中枢神经系统退行性变性疾病，迄今为止，AD的生前诊断仍是困扰临床医生的难题，临床上只能做出可能AD的诊断，确定诊断需行脑组织病理检查。由于AD患者生前很难进行脑组织活检，因此国内外学者在进行了大量的研究后提出CSFTau蛋白含量的检测可能成为AD早期诊断的一个重要生化指标。Tau蛋白是神经细胞主要的微管相关蛋白。从正常成人脑中分离的Tau蛋白在聚丙烯酰胺凝胶电泳中至少有5～6种同工异构体，表观分子量为48～60kD。Tau蛋白是微管结合蛋白家族的成员之一，具有稳定微管系统，调控神经细胞生长发育的功能，并在神经系统形成和轴突通讯传导中起重要的作用。Tau蛋白的生物学活性是维持其功能的基础。正常Tau的生物学活性主要体现在与管蛋白结合形成微管，以及与已经形成的微管结合以维持其稳定性。异常磷酸化使Tau蛋白上述生物学活性丧失而容易聚积成神经纤维缠结，形成AD的主要病理改变。因此CSFTau蛋白含量的检测可能成为AD早期诊断的一个重要生化指标。
  


  
    第十节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男性，46岁，农民，因头昏6个月，持续性头痛1个月入院。两年前经胃镜检查和病理诊断为胃腺癌。做胃大部切除术后，每年定时放疗。2个月前复查，残余胃部未见癌变，肝、肾、肺CT检查未见异常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血清CEA5.6μg／L（＜5.0μg／L）。脑脊液检测未见恶性肿瘤细胞。脑脊液CEA 78﹒6μg／L（＜0.6μg／L）。颅内MRI检测显示脑膜周围模糊，未见占位性病变。
  


  
    分析：
  


  
    患者有胃腺癌病史，并且出现头痛、头昏症状，考虑肿瘤脑转移可能，但脑脊液细胞学检测未查见肿瘤细胞，而脑脊液CEA检测结果升高，结合MRI结果提示脑转移肿瘤。
  


  
    诊断意见 ：
  


  
    胃癌脑转移。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，65岁，因反复发作的头痛、感觉迟钝伴运动功能障碍入院。
  


  
    实验室检查：
  


  
    CSF白细胞计数正常，QALB在正常范围内，鞘内存在Ig合成，以IgG为主（51%），同时伴有IgM的合成，见图11‐18，进一步特异性抗体检测发现麻疹、风疹和水痘带状疱疹病毒抗体指数（AI）增加。
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      图11‐18 Reibergrams直方图
    


    

  


  
    分析：
  


  
    多发性硬化患者鞘内主要存在慢性炎症反应，引起鞘内免疫应答，从而引起中枢神经系统髓鞘破坏。该患者CSF细胞计数和QALB在正常范围内，提示鞘内无急性炎症反应，无血‐脑脊液屏障功能破坏，而Reibergrams直方图显示鞘内IgG合成，同时伴有IgM的合成，而无IgA合成，并且CSF电泳有寡克隆区带出现，提示鞘内免疫应答出现，进一步特异性抗体检测发现麻疹、风疹和水痘带状疱疹病毒抗体指数（AI）增加，基本符合多发性硬化脑脊液检测特点，结合临床反复发作的病史和中枢神经系统损害症状可确诊为多发性硬化。
  


  
    诊断意见：
  


  
    多发性硬化。
  


  
    [image: CSF／血清比率图]


    
      图11‐19 CSF／血清比率图
    


    

  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，35岁，因发热头痛入院。
  


  
    实验室检查：
  


  
    第1天：脑脊液细胞计数：57个／μl，QALB增加，无鞘内Ig合成，HSV（单纯疱疹病毒）／IgG‐AI（抗体指数）：0.7；HSV（单纯疱疹病毒）‐PCR：阳性，VZV带状疱疹病毒／IgG‐AI（抗体指数）：1.0。
  


  
    第7天：细胞计数280／μl，QALB增加，QIgG、QIgA、QIgM增加，但仍无鞘内Ig合成；HSV／IgG‐AI：10.5；HSV‐PCRpositive，VZV／IgG‐AI：1.6。
  


  
    第30天：细胞计数30／μl，QALB降低，鞘内IgG、IgM、IgA合成均增加，HSV／IgG‐AI：97；HSV‐PCRpositive，VZV／IgG‐AI：65（oligoclonalstimulation！）。
  


  
    分析：
  


  
    病例三反映了单纯疱疹性脑炎的脑脊液检查结果动态变化特点：在疾病早期细胞计数结果增加，QALB增加，反映急性感染状态，血‐脑脊液屏障破坏，PCR检测HSV（单纯疱疹病毒）阳性，提示HSV急性感染，但此时，鞘内Ig无合成；随着疾病发展急性炎症反应更加剧烈，细胞计数结果增加更为明显，血‐脑脊液屏障破坏更严重，在图11‐19上可以看到，随着箭头指向，黑点向右移动，提示血‐脑脊液屏障破坏增加；向上移动，QIgG、QIgA、QIgM增加，但仍然无鞘内Ig合成；到了疾病后期，急性炎症反应减弱，血‐脑脊液屏障破坏减轻，但慢性免疫应答开始建立，出现鞘内Ig合成，反映在图11‐19上，黑点向左移动，并移动到鞘内合成区域，此时单纯疱疹特异性抗体检测也出现阳性。
  


  
    诊断意见：
  


  
    单纯疱疹性脑炎。
  


  
    （唐江涛 王兰兰）
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    第十二章 病毒性肝炎与实验室诊断
  


  
    病毒性肝炎的感染率和发病率很高，已成为全球严重的公共卫生问题。引起病毒性肝炎的病原体，目前公认的有5种，分别是甲型肝炎病毒（hepatitisAvirus，HAV）、乙型肝炎病毒（hepatitisBvirus，HBV）、丙型肝炎病毒（hepatitisCvirus，HCV）、丁型肝炎病毒（hepatitisD virus，HDV）和戊型肝炎病毒（hepatitisEvirus，HEV），其主要特性见表12‐1。还有一些与人类肝炎可能相关的病毒如庚型肝炎病毒（hepatitisGvirus，HGV）和输血传播病毒（torqueteno
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      表12‐1 5种肝炎病毒的特性
    


    

  


  
    virus，TTV），但其在人类肝炎中的病原学作用尚未肯定。
  


  
    第一节 甲肝病毒感染与疾病
  


  
    甲型肝炎病毒，简称甲肝病毒，属于小RNA病毒科（Picornaviridae）肝RNA病毒属（Hep atovirus）。甲肝病毒主要通过粪‐口途径传播，引起急性病毒性肝炎，传染源为患者或隐性感染者。通常由患者粪便排出体外，经污染食物、水源、海产品及食具等传播而引起暴发或散发流行，潜伏期平均30天（15～45天），发病较急，多出现发热、肝大、疼痛等症状，一般不转为慢性肝炎和慢性携带者，除重症肝炎外，患者大多预后良好。好发年龄为5～30岁。
  


  
    甲型肝炎临床过程可以从急性无黄疸型肝炎到急性重型肝炎。临床表现与患者年龄、感染病毒量有关。年龄越小症状越轻，3岁以下多为隐性感染或无黄疸型肝炎，随着年龄增长，临床症状加重，成年人多表现为急性黄疸型肝炎。甲型肝炎感染后，机体在急性期和恢复早期出现HAVIgM型抗体，在恢复后期出现HAVIgG型抗体，具有终身免疫力，对甲肝病毒的再感染有免疫防御能力。
  


  
    根据甲肝病毒核苷酸序列差异，可将HAV分为Ⅰ～Ⅶ基因型，其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅶ型为感染人的HAV（hHAV），我国hHAV株多为Ⅰ型。Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ型为感染猿猴的HAV。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图12‐1。
  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）相关实验和结果判断
  


  
    HAV虽可在培养细胞中增殖，但不引起明显的细胞病变，难以判定病毒是否增殖，故实验室诊断一般不依靠分离病毒，临床以血清学试验、抗原检测和核酸检测为主。
  


  
    1﹒血清学试验
  


  
    主要用于患者有急性肝炎的临床症状（如疲乏、腹痛、食欲下降、恶心和呕吐等）和黄疸或血清氨基酸转移酶水平升高，或者患者可能曾暴露于甲肝病毒，注意恰当使用和正确解释。它包括：①抗HAVIgM是诊断甲型病毒性肝炎的重要指标，也是目前最常用的特异性诊断指标。②抗HAVIgG或HAV总抗体在患者发病早期和恢复期血清有4倍以上变化指示急性甲肝；单次测定用于流行病学调查、个体的既往感染或疫苗接种后的效果评价。
  


  
    2﹒抗原检测
  


  
    甲肝病毒抗原非常稳定，能在许多患者急性期的粪便标本中检测到。最早的检测方法是RIA，但由于设备及放射性污染等问题，已基本被EIA所取代。用单克隆抗体ELISA技术检测HAV抗原时，多采用双抗体夹心法检测。病毒抗原可在某些患者存在很高的滴度，但是在临床表现期患者几乎总是存在抗HAVIgM，所以抗原检测相比血清学没有诊断优势。因此，HAV抗原检测缺乏商品化试剂，难以常规开展。
  


  
    3﹒核酸检测
  


  
    检测核酸的标本中，血清是最适标本；粪便最不适合，因为病毒水平可变并且抑制剂水平高。检测核酸的方法包括两大类，即核酸分子杂交和反转录PCR（reverse transcriptionpolymerasechainreaction，RT‐PCR）。但是核酸检测目前并没有推荐用于急性甲型肝炎的常规诊断方法。
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      图12‐1 甲肝病毒实验室分析路径图
    


    

  


  
    [image: 甲型肝炎的临床经过与病毒标志物的消长情况]


    
      图12‐2 甲型肝炎的临床经过与病毒标志物的消长情况
    


    

  


  
    （二）结果分析
  


  
    在做出急性、新近或者既往HAV感染的判断时，应考虑：①标本中检出病毒抗原和核酸，提示急性感染，但阴性结果不能完全排除感染。②存在IgM型抗体可确定急性或新近感染，但是阴性结果也不能完全排除感染。③总抗体或IgG型抗体是在所有急性感染者或既往感染者中均可检出，但难以确定初始感染时间。
  


  
    甲型肝炎时临床经过与病毒标志物的消长情况见图12‐2。
  


  
    第二节 乙肝病毒感染与疾病
  


  
    人类乙肝病毒于1998年被国际病毒命名委员会正式划归新的病毒科———肝DNA病毒科（Hepadnaviridae），属于正嗜肝病毒属（Orthohepadnavirus）。
  


  
    乙肝病毒是乙型病毒性肝炎的病原体，主要经血液和血制品等传播、母婴传播及接触传播。乙肝病毒感染呈世界性流行，但不同地区感染的流行强度差异很大。我国属高流行区，一般人群HBsAg阳性率为9.09%。我国流行的血清型主要是adrq＋和adw2，少数为ayw3；基因型主要为C型和B型。
  


  
    人感染后，病毒持续6个月仍未被清除者称为慢性HBV感染。感染时年龄是影响慢性化最主要因素。在围生期和婴幼儿时期感染HBV者中，分别有90%和25%～30%将发展成慢性感染。在青少年和成人期感染HBV者中，仅5%～10%发展成慢性。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图12‐3。
  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）相关实验和结果判断
  


  
    1﹒血清学检测
  


  
    检测HBV标志物是临床最常用HBV感染的病原学诊断方法。目前常用ELISA定性测定HBV标志物，用于判断HBV是否感染；化学发光免疫法定量／半定量测定，用于HBV治疗效果的评估。HBV标志物，包括三个抗原抗体系统，HBsAg与抗‐HBs、HBeAg与抗‐HBe，由于HBcAg在血液中难以测出，故临床免疫学检测不包括HBcAg，但抗HBc分为抗‐HBcIgM和抗‐HBcIgG，因此HBV标志物检测俗称乙肝两对半检测。
  


  
    （1）HBsAg和抗‐HBs：HBsAg是HBV感染后第一个出现的血清学标志物，也是诊断的重要指标之一。HBsAg阳性见于急性肝炎、慢性肝炎或无症状携带者。急性肝炎恢复后，一般在1～4个月内HBsAg消失，持续6个月以上则认为转为慢性肝炎。无症状HBsAg携带者是指肝功能正常的乙肝患者，虽然肝组织已有病变，但无临床症状。在急性感染恢复期可检出抗‐HBs，一般是在HBsAg从血清消失后发生抗‐HBs血清阳转。从HBsAg消失到抗‐HBs出现的这段间隔期，称为核心窗口期（corewindow），此期可以短至数天或长达数月。此时，抗‐HBcIgM是感染唯一血清学标志物。抗‐HBs是一种中和抗体，是乙肝康复的重要标志。抗‐HBs对同型病毒再感染具有保护作用，可持续数年。抗‐HBs出现是HBsAg疫苗免疫成功的标志。
  


  
    （2）HBeAg和抗‐HBe：HBeAg是一种可溶性抗原，是HBV复制及传染性强的指标，在潜伏期与HBsAg同时或在HBsAg出现稍后数天就可在血清中检出。HBeAg持续存在时间一般不超过10周，如超过则提示感染转为慢性化。抗‐HBe出现于HBeAg阴转后，其出现比抗‐HBs晚但消失早，其阳性表示HBV复制水平低，传染性下降，病变趋于静止（但有前C区突变者例外）。
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      图12‐3 乙肝病毒实验室分析路径图
    


    

  


  
    （3）HBcAg和抗‐HBc：HBcAg存在于病毒核心部分以及受染的肝细胞核内，是HBV存在和复制活跃的直接指标。血液中量微，不易检测。HBcAg抗原性强，在HBV感染早期即可刺激机体产生抗‐HBc，较抗‐HBs出现早得多，早期以IgM为主，随后产生IgG型抗体。抗‐HBcIgM阳性提示HBV复制，多见于乙型肝炎急性期，但慢性乙肝患者也可持续低效价阳性，尤其是病变活动时；抗‐HBc总抗体主要是抗‐HBcIgG，只要感染过HBV，无论病毒是否被清除，此抗体均为阳性，可持续存在数年。抗‐HBc不是保护性抗体，不能中和乙肝病毒。
  


  
    2﹒核酸检测
  


  
    血清中存在HBVDNA是诊断感染最直接依据，可用定性PCR法、荧光定量PCR法和核酸杂交法检测。HBVDNA定性和定量检测反映病毒复制情况或水平，主要用于慢性感染的诊断、血清DNA及其水平的监测以及抗病毒疗效。核酸杂交技术直接检测血清中DNA。但DNA阳性及其拷贝数目与肝脏病理损害程度不相关。
  


  
    3﹒HBV基因型和变异检测
  


  
    （1）HBV基因型检测：HBV的基因型可能与感染的慢性化及感染后病情的转归有一定的关系。根据HBV全基因序列差异≥8%或S区基因序列差异≥4%，将HBV分为A～H8个基因型。A基因型慢性乙型肝炎患者对干扰素治疗的应答率高于D基因型，B基因型高于C基因型，A和D基因型又高于B和C基因型。
  


  
    （2）HBV变异检测：HBV的P基因区存在基因变异（如YMDD、YIDD及YVDD变异等）。某些药物治疗可促进变异发生，产生抗药性。
  


  
    4﹒显微镜检查
  


  
    由于电子显微镜检查难以临床常规开展，故HBV感染一般不用该类方法。
  


  
    （二）结果分析
  


  
    HBV免疫学标志与临床关系较为复杂，必须对几项指标综合分析，可估计感染的阶段及临床疾病的预后（图12‐4，表12‐2、表12‐3）。
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      图12‐4 急性乙型肝炎的临床经过与病毒标志物的消长情况
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      表12‐2 急性和慢性乙型肝炎主要HBV标志物存在模式
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      表12‐3 HBV抗原、抗体检测结果的临床分析
    


    

  


  
    第三节 丙肝病毒感染与疾病
  


  
    丙肝病毒属于黄病毒科（Flaviviridae）的肝病毒属（Hepacivirus）。根据丙肝病毒基因序列差异，将HCV分为20多个基因型，Ⅰ～Ⅵ型常见。
  


  
    丙肝病毒是丙型病毒性肝炎的病原体，也是肠道外传播非甲非乙型肝炎的主要病原体，常引起肝炎慢性化。所致感染呈世界分布，但各地人群感染率差异明显，例如在英国仅为0.04%～0.09%，而在开罗却高达26%。HCV传染源包括患者和隐性感染者，传播途径多种多样，包括：①血液传播，如注射毒品、输血或血制品、血液透析、器官移植等；②性接触传播；③母婴传播；④家庭内接触传播，但约近半数HCV感染者传播途径不明。目前丙肝病毒占输血后肝炎的80%～90%。丙型肝炎能引起急性和慢性肝炎，且慢性丙型肝炎与原发性肝癌关系十分密切。欧美各国流行者多为Ⅰ型，亚洲和我国流行者主要为Ⅱ型。Ⅱ型丙肝病毒复制产生的病毒量多，治疗困难。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图12‐5。
  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）相关实验和结果判断
  


  
    1﹒血清学检测
  


  
    目前主要开展的是检测抗‐HCV。
  


  
    （1）筛选试验：主要采用ELISA法，用重组或合成丙肝病毒多肽（如C22、NS3～NS5等非结构蛋白）作为包被抗原。ELISA试剂盒已开发至第三代，是以C22、C33以及NS5区的3种蛋白为抗原，敏感性和特异性得以提高，但仍未解决在ALT正常者、健康献血者存在假阳性问题。因此，抗‐HCVELISA阳性反应者，特别是一些不具明显危险因素者，需用确认试验来排除假阳性反应。按照美国疾病控制中心2003年抗‐HCV报告和实验室检测指南，抗‐HCV仅在重复检测S／CO≥3.8时才是真阳性，而对于S／CO＜3.8者需做确认试验或核酸检测。
  


  
    [image: 丙肝病毒实验室分析路径图]


    
      图12‐5 丙肝病毒实验室分析路径图
    


    

  


  
    （2）确认试验：目前常用的是条带免疫法（stripimmunoassay，SIA），尤其是重组免疫印迹法（recombinantimmunoblotassay，RIBA），该实验主要用于ELISA初筛检测可疑者，能帮助区别特异性HCV抗体和非特异性反应。该法将HCV重组抗原以条带的形式包被在硝基纤维素膜上，分别与待检血清和酶标抗体温育，显色判断。第三代RIBA试剂增加了HCV抗原表位，如果两条带或以上阳性反应，则确认试验为阳性。
  


  
    2﹒核酸检测（nucleicacidtest，NAT）
  


  
    RNA是感染的直接证据，尤其是感染早期体内抗体产生之前的诊断以及评价抗‐HCV治疗疗效方面具有特殊价值。检测方法主要有RT‐PCR和bDNA。HCVRNA检测有助于诊断急性HCV感染、抗‐HCV阴性HCV感染、ALT正常HCV感染以及评价抗‐HCV药物的病毒学疗效。
  


  
    3﹒基因分析
  


  
    根据HCV基因分析，确定治疗方案。
  


  
    4﹒核心抗原检测
  


  
    应用ELISA检测血清中的HCV核心抗原是一种新近发展起来检测HCV感染的新方法。该法灵敏、准确、特异，可用于检测HCV感染和监测HCV的复制水平。
  


  
    （二）结果分析
  


  
    目前尚无证据说明抗‐HCV是保护性抗体，抗‐HCV存在仅表明HCV的感染。HCV RNA为丙型肝炎早期诊断最有效指标。在急性丙型肝炎过程中，HCVRNA可以由阳性转阴性。抗‐HCV筛选、确认实验和HCVRNA检测结果的报告和临床意义见表12‐4。
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      表12‐4 抗‐HCV筛选、确认实验和HCVRNA检测结果的报告和临床意义
    


    
      注：RIBA，重组免疫印迹法；NAT，核酸检测
    

  


  
    第四节 丁肝病毒感染与疾病
  


  
    丁型肝炎病毒属于沙粒病毒科（Arenaviridae）的δ病毒属（Deltavirus），它是一种缺陷病毒，必须在HBV或其他嗜肝DNA病毒辅助下才能复制。
  


  
    HDV是与HBV密切相关的引起急性和慢性肝病的亚病毒病原体。其感染途径和疾病模式各地有所差异，如美国流行率低，主要通过静脉吸毒传播；希腊和意大利部分地区流行率较高，主要通过家庭密切接触传播。其传染源为患者，经输血或血制品、密切接触和母婴传播。HDV属于缺陷病毒，其组装依赖HBsAg，故HDV的流行病学特点类似HBV，因而HDV与HBV的感染关系决定了HDV感染的类型与病程。根据与HBV感染的关系，可将HDV感染分为两种类型：同步感染（coinfection）和重叠感染（superinfection），前者是指与HBV同时或先后感染，可引起典型的急性病毒性肝炎，个别病例易发展为危及生命的重症肝炎，后者是指在慢性HBV感染的基础上发生HDV感染，这种感染中HDV复制水平较高，极易导致慢性乙型肝炎患者症状加重和慢性化，与肝硬化的发生密切相关。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图12‐6。
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      图12‐6 丁肝病毒实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）相关实验和结果判断
  


  
    1﹒血清学检测
  


  
    （1）抗HDVIgM：常采用捕捉法检测。在HDV急性感染时，抗HDVIgM是首先可以检出的抗体，尤其是联合感染时，抗HDVIgM往往是唯一可检出的HDV感染的标志物。
  


  
    （2）抗HDV总抗体：常采用竞争法检测。在慢性HDV感染中，其抗HDV总抗体持续保持高滴度，即使HDV感染终止后仍可存在数年。
  


  
    2﹒抗原检测
  


  
    直接检查血清中或肝活检组织中HDV抗原，需用去垢剂处理去除HDV表面的HBsAg，然后再用荧光免疫或ELISA法检测。HDV抗原主要存在于受感染者的肝细胞核和胞质内，在HDV血症时血清中也可查到。血清中HDV抗原阳性主要见于急性丁型肝炎的早期。在慢性HDV感染中，HDV抗原可呈波动性地反复阳性。
  


  
    3﹒核酸检测
  


  
    HDVRNA是病毒存在的直接证据。常用RT‐PCR和核酸杂交法进行检测，敏感性和特异性均较高。HDVRNA阳性提示存在HDV感染及病毒复制。
  


  
    （二）结果分析
  


  
    血清中HDV抗原阳性主要见于急性丁型肝炎的早期。在慢性HDV感染中，HDV抗原可呈波动性地反复阳性。在HDV急性感染时，抗HDVIgM是首先可以检出的抗体，尤其是联合感染时，抗HDVIgM往往是唯一可检出的HDV感染的标志物。在慢性HDV感染中，其抗HDV总抗体持续保持高滴度，即使HDV感染终止后仍可存在数年。HDVRNA是HDV存在及复制的一个有用指标。
  


  
    第五节 戊肝病毒感染与疾病
  


  
    戊肝病毒属于肝炎病毒科（Hepeviridae）的肝炎病毒属（Hepevirus）。戊肝病毒是一种严重危害人类健康的肝炎病毒，主要通过粪‐口途径传播，易通过污染水源而导致大规模暴发流行，其传染源包括潜伏末期、急性早期患者或隐性感染者，迄今未见慢性化患者。戊肝病毒传播具明显季节性，多发生于雨季或洪水后。戊肝病毒主要侵犯青壮年，表现为重型肝炎的比例较高。戊型肝炎潜伏期平均35天（20～65天），感染后主要为临床显性感染及隐性感染两类。该病为自限性疾病，发病后6周可自然康复。一旦病愈，获终生免疫。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图12‐7。
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      图12‐7 戊肝病毒实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）相关实验和结果判断
  


  
    戊型肝炎的诊断依据临床表现、流行病学资料和实验室检查。HEV分离培养困难，因此病毒分离不适于HEV检查。目前常用的HEV感染病原学诊断主要依据检测患者血清抗HEV抗体和HEVRNA。
  


  
    1﹒血清学试验
  


  
    目前商品化的HEV抗体ELISA检测试剂采用的抗原是HEV重组蛋白或合成肽。急性期血清抗HEVIgM阳性或恢复期血清抗HEVIgG滴度比急性期血清高4倍以上，提示HEV感染。在血清学诊断方法的选择及其结果的解释时，应当考虑到各种试剂在特异性和敏感性方面差异、对不同抗原的血清学反应模式以及不同地区HEV临床感染率方面的差异。
  


  
    2﹒核酸
  


  
    RT‐PCR仍然是急性戊肝感染诊断的特异性“金标准”。但是，戊肝病毒RNA水平通常低，RT‐PCR的敏感性非常依赖于疾病时期、标本正确处理及运送和质量控制。血清学试验用于常规诊断，在低流行国家RT‐PCR仍是有用的确认实验。
  


  
    3﹒电镜检测
  


  
    在核酸检测和免疫学检测技术出现之前，电镜尤其是免疫电镜在鉴定戊肝病毒方面有重要的作用。但是其灵敏度低、技术复杂、没有诊断价值。
  


  
    4﹒抗原检测
  


  
    戊肝病毒抗原比甲肝病毒抗原更不稳定，且没有可靠的实验用于标本的检测。因为与血清学和血清的RT‐PCR相比，抗原检测不具有任何临床价值。
  


  
    （二）结果分析
  


  
    在做出急性、新近或者既往HEV感染的判断时，应考虑：①标本中检出病毒抗原和核酸，提示急性感染，但阴性结果不能完全排除感染。②存在IgM型抗体可确定急性或新近感染，但是阴性结果也不能完全排除感染。③总抗体或IgG型抗体在所有急性感染者或既往感染者中均可检出，但难以确定初始感染时间。
  


  
    第六节 庚型肝炎病毒感染与疾病
  


  
    庚型肝炎病毒属于黄病毒科的肝病毒属，为单正链RNA病毒，是庚型肝炎的病原体。庚型肝炎呈世界性分布，传染源多为患者，易感者包括接受血液透析者以及接触血源的医务人员，主要经输血等非肠道途径传播，也存在母婴传播、家庭内传播及静脉注射吸毒和医源性传播等，常与HBV或HCV合并。庚型肝炎病毒感染在临床多引起急性肝炎，也可发展成慢性肝炎；既可与甲型肝炎病毒和戊型肝炎病毒同时或先后感染，更常见的是与乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒同时或重叠感染；至于是否可以进一步发展成为肝硬化、肝癌，目前尚不很明确。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图12‐8。
  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒免疫学检测
  


  
    庚型肝炎抗体主要采用ELISA检测，试剂特异性及敏感性有待进一步提高。
  


  
    2﹒核酸检测
  


  
    核酸检测主要采用RT‐PCR和巢式PCR，扩增序列以NS3区和5′‐非翻译区进行扩增，是目前常用和有效的方法。
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      图12‐8 庚肝病毒实验室分析路径图
    


    

  


  
    第七节 输血传播病毒与疾病
  


  
    输血传播病毒（torquetenovirus，TTV）属于TT病毒科Anelovirus属，为单负链环状DNA病毒，无包膜，呈球形，直径为30～50nm。基因组长约3.8kb，含有2个ORF，ORF1的N端为富含精氨酸的高亲水区，ORF2编码非结构蛋白。TTV的基因具有高度变异性，根据其变异大小分为不同的基因型和基因亚型。TTV主要通过血液或血制品传播，也可能存在消化道传播。TTV是否引发急、慢性肝炎，是否与肝癌的发生有关，目前尚无定论。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图12‐9。
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      图12‐9 输血传播病毒实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    微生物检查主要是检测血中TTVDNA，常用PCR方法，也可采用斑点杂交方法。前者敏感性高于后者，前者特异性低于后者。
  


  
    第八节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，33岁，因反复乏力，食欲低下，肝区不适3年入院。患者3年前感乏力、食欲减退，在当地医院就诊，进行肝功能检查发现转氨酶升高，HBsAg阳性，经当地医院用保肝治疗，效果不明显，仍间有肝区不适等症状。近1个月来因症状加重而就诊。既往体健无特殊传染病史。
  


  
    体格检查：
  


  
    慢性病容，神志清，巩膜轻度黄染，颜面及颈部有数枚蜘蛛痣，未见明显肝掌，心肺无异常发现，腹平软，无压痛未扪及包块，肝右肋下2cm，质中等，无明显触痛，肝侧位可及，无移动性浊音。
  


  
    实验室检查：
  


  
    肝功能：ALT1945U／L，AST1562U／L，血清白蛋白30g／L，球蛋白42g／L，TBIL30μmol／L；血清乙肝标志物检测：HBsAg（＋），抗‐HBs（－），HBeAg（＋），抗‐HBe（－），抗‐HBc（＋）。
  


  
    分析：
  


  
    消化道症状，肝功能异常，病程达3年；有慢性肝病体征，蜘蛛痣，脾大，球蛋白明显升高，白蛋白下降；肝功能异常，ALT和AST均大于正常值高限3倍以上；血清乙肝标志物检测结果为HBsAg、HBeAg、抗‐HBc均阳性。
  


  
    进一步检查：
  


  
    测定HBV‐DNA进一步了解病毒复制情况，测定HCV和HDV血清学指标排除其他病毒的重叠感染；如果条件允许时行肝组织病理学检查，这是最佳确诊方法。
  


  
    诊断意见：
  


  
    慢性乙型病毒性肝炎。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男性，55岁，因反复乏力，肝区隐痛2个月入院。患者于2个月前开始全身乏力，食欲下降，肝区隐痛不适，无发热，在当地医院化验肝功能异常，HBsAg阴性，治疗后不适稍缓解，因肝功能受损的原因不明而转来我院。患者起病以来精神尚可，大小便正常。既往8年前曾因上消化道大出血，经积极的输血等救治措施治疗，症状消失出院。出院后未做有关肝病的检测。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36.8℃，血压110／80mmHg，脉搏80次／分，呼吸20次／分，发育正常，营养中等，全身皮肤巩膜无明显黄染，未见肝掌及蜘蛛痣，心肺无异常，腹平软，无压痛及反跳痛，肝右肋下未扪及，脾肋下1cm，质中等，移动性浊音阴性。
  


  
    实验室检查：
  


  
    ALT380U／L，AST192U／L，血清白蛋白32g／L，球蛋白35g／L，TBIL24μmol／L，DBIL 9μmol／L。
  


  
    分析：
  


  
    消化道症状，肝功能异常；有慢性肝病体征，脾肿大，球蛋白明显升高，白蛋白下降；肝功能异常，ALT和AST均大于正常值高限3倍以上；血清乙肝标志物检测结果为HBsAg阴性，8年前有输血史。
  


  
    进一步检查：
  


  
    测定丙肝血清学指标；如果条件允许时行肝组织病理学检查，这是最佳确诊方法。
  


  
    诊断意见：
  


  
    慢性病毒性肝炎，需待病原学确认（丙型肝炎可能性大，HBsAg阴性并且有输血史）。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，20岁，某高校学生，恶心、呕吐、腹痛3天入院。患者3天前突起畏寒、发热，全身乏力，体温39℃，自服“板蓝根”等药，第2天热退，出现恶心、呕吐，每天10余次，为胃内容物，量不多，无咖啡色样物。同时伴有腹泻、腹痛，大便黄色，为稀水样便，无脓血，每天4次。病后几乎未进食，小便浓茶样。既往体健，否认结核、肝炎、伤寒等传染病史。“国庆”期间曾与同学外出旅游2天。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37℃，血压120／70mmHg，脉博70次／分，呼吸24次／分；急性病容，巩膜轻度黄染，未见皮疹和出血点。浅表淋巴结无肿大。心、肺（－）。腹平软，无明显压痛和反跳痛，肝肋下2cm，质软，轻触痛，脾未及，肠鸣音正常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：Hb135g／L，WBC8.5×109／L，N0.55，L0.45，PLT185×109／L。
  


  
    分析：
  


  
    急性起病，发热，明显消化道症状；尿如浓茶；巩膜黄染；肝大，有触痛；外出旅游史。
  


  
    进一步检查：
  


  
    肝功能和尿常规检查；ALP、γ‐GT检测；病原学检查，甲、乙、丙、丁、戊型肝炎抗原或抗体检查；肝胆、脾的影像学检查（超声诊断为主）；必要时进行肝组织病理学检查。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性病毒性肝炎，特别是甲型肝炎和戊型肝炎可能性较大，需待病原学检查确认。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，30岁，间断乏力、纳差4个月。患者4个月前无明显诱因出现乏力、纳差，伴恶心、呕吐。既往体健，否认结核、肝炎、伤寒等传染病史。三年前因“剖宫产”，术中输血。
  


  
    体格检查：
  


  
    生命体征平稳，营养尚可，精神欠佳，全身皮肤无黄染，未见蜘蛛痣和肝掌，心肺未见异常。腹平软，无明显压痛和反跳痛。肝右肋下未扪及，脾肋下1cm，质中等，移动性浊音阴性。
  


  
    实验室检查：
  


  
    ALT179U／L，AST105U／L，血清白蛋白30g／L，球蛋白36g／L，TBIL26μmol／L；血清乙肝标志物检测：HBsAg（－），抗‐HBs（－），HBeAg（－），抗‐HBe（－），抗‐HBc（－），血清丙肝抗体检测阳性。
  


  
    分析：
  


  
    消化道症状，肝功能异常4个月；有慢性肝病体征，脾大，球蛋白明显升高，白蛋白下降；肝功能异常，ALT和AST均大于正常值高限2倍以上；血清乙肝标志物检测阴性，丙肝标志物检测阳性。
  


  
    进一步检查：
  


  
    测定HCV‐RNA进一步了解病毒复制情况；如果条件允许时行肝组织病理学检查，这是最佳确诊方法。
  


  
    诊断意见：
  


  
    慢性丙型病毒性肝炎。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，19岁，某高校学生，恶心、呕吐、腹痛4天入院。患者4天前突起畏寒、发热，全身乏力，体温39.3℃，自服“抗病毒冲剂”等药，第2天热退，出现恶心、呕吐，同时伴有腹泻、腹痛，大便黄色，为稀水样便，无脓血。病后几乎未进食，小便浓茶样。既往体健，否认结核、肝炎、伤寒等传染病史。“五一”期间曾与同学外出旅游3天。
  


  
    体格检查：
  


  
    急性病容，巩膜轻度黄染，未见皮疹和出血点。浅表淋巴结无肿大。心、肺未见异常。腹平软，无明显压痛和反跳痛，肝肋下1cm，质软，轻触痛，脾未及，肠鸣音正常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    ALT235U／L，AST166U／L，TBIL73μmol／L；尿液Bil（＋＋＋）；Uro（＋＋）；血清甲肝IgM抗体阳性，血清乙肝标志物检测：HBsAg（－），抗‐HBs（＋），HBeAg（－），抗‐HBe（－），抗‐HBc（－），血清丙肝抗体检测（－）。
  


  
    分析：
  


  
    急性起病，发热，明显消化道症状；尿如浓茶；巩膜黄染；肝大，有触痛；外出旅游史。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性甲型病毒性肝炎。
  


  
    （陶传敏 范红）
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    第十三章 感染性疾病与实验室诊断
  


  
    感染性疾病是由病原微生物和病毒引起的各种疾病，疾病可波及全身多个系统，根据不同感染病原菌的不同特点和病情的严重程度，包括急性和慢性病程。随着新现和再现的病原体的不断增多，感染性疾病的诊断和治疗情况也愈发复杂。为及时诊断和控制感染流行，准确而快速的实验室诊断手段日趋重要。本章主要就建立快速的诊断思路、方法和流程方案，对常见病原性细菌、真菌和病毒引起疾病进行有效诊断做详细阐述。
  


  
    第一节 链球菌感染与疾病
  


  
    链球菌是一类革兰阳性、触酶阴性的球形兼性厌氧菌，菌体成双或长短不一的链状排列。引起人类疾病与感染最常见的链球菌包括化脓链球菌（streptococcuspyogenes，A群链球菌）、无乳链球菌（streptococcusagalactiae，B群链球菌）、肺炎链球菌（streptococcuspneumon iae）和近年来引起高度重视的猪链球菌（streptococcussuis）（见本章第二节）。
  


  
    化脓链球菌（A群链球菌）常通过直接接触、气溶胶吸入或经皮肤、黏膜、伤口等途径入侵，也可由粪‐口途径传入而感染机体，它引起的疾病约占人类链球菌感染的90%。化脓链球菌能产生多种胞外酶和外毒素，毒力和侵袭力较强，主要引起化脓性感染，包括淋巴系统炎症、蜂窝织炎、组织局部感染、扁桃体炎，咽炎、鼻窦炎、产褥热、中耳炎、乳突炎等。
  


  
    无乳链球菌（B群链球菌）正常寄居于妇女阴道和人体肠道，是人体正常菌群之一，健康机体带菌率可达30%左右。无乳链球菌可引起新生儿发生早期暴发性败血症和晚期发病的化脓性脑膜炎，两种疾病的死亡率均较高。该菌引起新生儿感染多为院内感染所致，发病初期的临床表现常伴有肺炎症状。成人中无乳链球菌主要引起菌血症、心内膜炎、皮肤和软组织感染和骨髓炎等。
  


  
    肺炎链球菌是社区获得性肺炎的重要致病菌，约30%的肺炎由肺炎链球菌引起，主要导致大叶性肺炎或支气管炎。另外，肺炎链球菌还可引起中耳炎、乳突炎、鼻窦炎、脑膜炎、外周血感染、败血症、角膜溃疡和原发性腹膜炎。在健康人群中，肺炎链球菌常存在于成人的口腔和上呼吸道部位，属正常菌群成员。肺炎链球菌的致病因子主要是荚膜，该菌若失去荚膜则毒力明显降低，甚至丧失。荚膜多糖具有群／型特异性，是肺炎链球菌分群／型的基础。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐1。
  


  
    [image: 链球菌感染实验室分析路径图]


    
      图13‐1 链球菌感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒溶血性检查
  


  
    溶血性检查是鉴定球菌最常用、最重要的实验。溶血性的识别可通过肉眼直接观察菌落在血平板表面形成的溶血情况。
  


  
    链球菌属细菌在血琼脂平板上孵育后形成半透明、灰暗色的小菌落，菌落周围可出现草绿色（α‐）、溶血性（β‐）和非溶血性（γ‐）溶血环，三种溶血类型的各自特点如下：
  


  
    草绿色溶血：又称α‐溶血，链球菌代谢产物导致菌落周围红细胞不完全溶解，产生的灰绿色至墨绿色溶血环。肺炎链球菌和草绿色链球菌形成的溶血环为典型的草绿色溶血。
  


  
    溶血性溶血：又称β‐溶血，血琼脂平板中红细胞被链球菌毒素完全溶解，菌落周围形成宽广、透明的溶血环。化脓链球菌和部分无乳链球菌可形成β‐溶血环。
  


  
    非溶血性溶血：又称γ‐溶血，即细菌不产生任何溶血环，菌落周围无溶血改变，主要包括变异链球菌、鼠链球菌等。
  


  
    2﹒Optochin敏感试验
  


  
    挑取可疑菌落，涂布血平板后，将5μg／片的Optochin（乙基氢化羟基奎宁，ethylhydrocupreineHCL）6mm纸片贴于平板上，35℃，5%CO2孵育18小时。读取Optochin抑菌环直径，直径≥14mm为敏感，肺炎链球菌表现为敏感；直径≤14mm时，需参考胆汁溶菌实验结果，怀疑为其他链球菌。
  


  
    3﹒胆汁溶菌试验
  


  
    试管法：将0.5ml0.5～1麦氏浓度的细菌悬液和等量的2%去氧胆盐于试管内混合，35℃，孵育2小时，菌液变澄清为阳性。平板法：将10%去氧胆盐滴于待测菌落上，35℃，孵育15分钟，菌落消失即为阳性。肺炎链球菌表现为阳性。
  


  
    4﹒杆菌肽敏感试验
  


  
    挑取可疑菌落，密涂于血平板上，将0.04U／片的杆菌肽纸片直接贴于平板表面，35℃，过夜培养。次日形成抑菌环者为杆菌肽敏感，A群链球菌（化脓链球菌）表现为敏感；无抑菌环者可能为其他链球菌。
  


  
    5﹒CAMP试验
  


  
    链球菌能产生CAMP因子，该因子可促进葡萄球菌β溶血素的溶血活性，使血平板上链球菌与葡萄球菌生长线交界处形成箭头状透明溶血区。将金黄色葡萄球菌ATCC25923在血平板上划一条直线，再将被检菌于距金黄色葡萄球菌3mm处垂直接种一短线。35℃，过夜培养。次日在被检菌接种线与金黄色葡萄球菌接种线之间出现箭头形β溶血区，此即CAMP试验阳性。B群链球菌CAMP试验呈阳性；阴性（如A群链球菌）则无加强溶血区。
  


  
    6﹒微量生化试验
  


  
    API20Strep（BioMérieux）是专门用于鉴定链球菌和相关细菌的鉴定系统。其试剂盒共包括20个生化反应，可用于鉴定大部分链球菌。
  


  
    7﹒β溶血型链球菌血清学分型
  


  
    β溶血型链球菌的鉴定均通过检测链球菌群多糖抗原进行分群。现有商业性试剂盒可供实验室使用，可用于鉴定A、B、C、D、F、G等群。
  


  
    8﹒快速抗原检测
  


  
    虽然针对化脓性链球菌的快速抗原检测方法得到了美国FDA的认可，但其敏感性和特异性变化很大，因此影响了此类方法的应用。
  


  
    用于泌尿道标本的无乳链球菌检测已有几种商业试剂盒可选择，检测方法包括乳胶凝集和酶联免疫，但有报道认为其敏感性较低。
  


  
    C多聚糖是构成肺炎链球菌细胞壁多聚糖层的重要成分，可利用免疫色谱的方法检测C多聚糖抗原，但由于肺炎链球菌是人类正常定植菌之一，因此检验结果尚需要其他试验的支持。
  


  
    9﹒核酸检测技术
  


  
    化脓链球菌的核酸检测技术将化学发光基团标记到核酸探针上，探针可以结合化脓链球菌的rRNA序列，其敏感性和特异性为89%和93.5%。荧光定量PCR方法也被运用到化脓链球菌的检验中，可直接从咽拭子中检出化脓性链球菌。
  


  
    快速的实时荧光定量PCR方法可以在取自怀孕妇女的标本中检测到无乳链球菌的cfb基因，该方法的敏感性和特异性达到94%以上并且几小时之内检测就可完成。
  


  
    肺炎链球菌核酸PCR检测技术主要针对肺炎链球菌的自溶酶lytA基因、表面抗原psaA基因和溶血素ply基因进行扩增，其中lytA基因PCR分析的特异性最高，可以区分传统方法难以检出的肺炎链球菌。另外，一些商用试剂也利用核酸探针杂交技术检测化脓性链球菌、无乳链球菌和肺炎链球菌，但这些核酸方法应用到常规检验尚有一定距离。
  


  
    （谢 轶）
  


  
    第二节 猪链球菌感染与疾病
  


  
    猪链球菌病是一种人畜共患的急性传染病，不仅可致猪败血症、肺炎、脑膜炎、关节炎及心内膜炎，而且可感染特定人群发病，引起人的脑膜炎和菌血症，并可致死亡。猪链球菌是猪链球菌病的病原体，通常存在于健康猪的鼻腔和扁桃体内，也存在于其他动物体内。猪链球菌病对食品安全、畜牧业生产安全以及相关从业人员威胁巨大。目前，猪链球菌感染人的致病机制还不清楚，病原体夹膜多糖是重要的一个致病因素。从患者体液（如血液、脑脊液等）或病灶部位分离到猪链球菌可以确诊，另外通过分子生物学手段（如PCR技术）可提高诊断的敏感性和特异性，同时还能够进行血清型的分型。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐2。
  


  
    [image: 猪链球菌感染实验室分析路径图]


    
      图13‐2 猪链球菌感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    猪链球菌血平琼脂板上形成α溶血环，在马血平板上猪链球菌的个别种能形成β溶血环。显微镜下观察猪链球菌菌体外具有荚膜，其Lancefield抗原群中R、S、T抗原为阳性。猪链球菌七叶苷水解试验为阳性，VP试验、6.5%氯化钠生长试验，45℃和10℃生长试验均为阴性，根据生化结果可初步认为猪链球菌。进一步检验可送参考实验室做16SrRNA的PCR和测序鉴定。目前针对猪链球菌的核酸检测方法主要是通用荧光PCR快速检测技术、猪链球菌2型荧光PCR检测技术。该技术的主要特点在于快速，将传统分离培养方法所需的72小时缩短为1.5小时，其敏感性和特异性均较高。
  


  
    （谢 轶）
  


  
    第三节 肠道菌感染与疾病
  


  
    人类肠道内存在大量种类繁多的正常菌群，其中绝大部分为厌氧菌和大肠埃希菌、肠球菌等。这些正常菌群的存在对调节人体微生态平衡有极其重要的作用。当有病原菌感染时正常菌群会有所减少。肠道感染最常见的症状是腹泻，腹泻是威胁人类健康的重要疾病，在我国是发病率最高的感染性疾病之一。可导致感染性腹泻的病原微生物种类繁多包括细菌、真菌、病毒、寄生虫等。本节主要讨论导致感染性腹泻的常见细菌及其实验室诊断方法。这些常见致腹泻病原菌包括：沙门菌、志贺菌、致腹泻大肠埃希菌、小肠结肠炎耶尔森菌、霍乱弧菌及其他弧菌、弯曲菌、艰难梭菌、金黄色葡萄球菌、蜡样芽胞杆菌等。此外，也有一些少见致病菌如嗜水气单胞菌、类志贺邻单胞菌等也能导致人类肠道感染。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐3。
  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒沙门菌检验
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      图13‐3 细菌性腹泻致病菌实验室分析路径图
    


    

  


  
    [image: 沙门菌分离培养及鉴定流程]


    
      图13‐4 沙门菌分离培养及鉴定流程
    


    

  


  
    沙门菌属（salmonelaspp）为兼性厌氧、无芽胞、除鸡瘟沙门菌外均有动力的革兰阴性杆菌，是肠杆菌科中最复杂的菌属，有2500多种血清型，其致病性具有种属特异性。沙门菌是由食物引起胃肠炎最常见的原因，它可致多种感染，有些种类如伤寒沙门菌等还可引起菌血症。
  


  
    （1）沙门菌的分离培养及鉴定（图13‐4）：沙门菌兼性厌氧，最适生长温度35～37℃，最适生长pH为6.8～7.8。本菌对营养的要求不高，在肠道选择性培养基如伊红亚甲蓝（eosin‐methylene‐blue，EMB）琼脂平板或SS（salmonela‐shigela，SS）琼脂菌落小到中等，由于不发酵乳糖使菌落透明或半透明，有些能产生硫化氢的菌株，在SS琼脂上菌落中心呈黑色。对于以上可疑菌落应通过生化反应进一步鉴定到属和种。沙门菌的基本生化特征为葡萄糖发酵阳性、乳糖发酵阴性、脲酶阴性、吲哚阴性、动力阳性、VP阴性、鸟氨酸阳性或阴性、硫化氢阳性（副伤寒阴性）、枸橼酸盐阳性或阴性。凡乳糖阳性、吲哚阳性或脲酶阳性者不考虑沙门菌。对生化反应符合者必须进行血清学分型即用相应的抗血清对拟鉴定菌种的菌体按O抗原、Vi抗原、H抗原第一相、H抗原第二相的顺序进行凝集试验，用于确认沙门菌属细菌的血清型。
  


  
    除了血清学分型还可使用Vi噬菌体分型，疾病控制中心（CDC）常用该法进行流行病学调查和追踪传染源，一般不作为常规项目。
  


  
    （2）沙门菌感染的血清抗体检测：相对于沙门菌感染的免疫应答，机体可产生两种抗体。即抗外膜耐热性菌体抗原（O抗原）的O凝集素和抗不耐热鞭毛抗原（H抗原）的H凝集素。用已知伤寒O、H抗原，甲、乙型副伤寒沙门菌的H抗原（PA、PB），检测受检血清中有无相应的O凝集素和H凝集素的半定量凝集试验，被称为肥达反应（Widal’stest）。该血清抗体检测试验可辅助诊断伤寒，甲、乙型副伤寒引起的肠热症。其指标所代表的临床意义见表13‐1。
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      表13‐1 肥达试验结果的临床分析
    


    
      注：单次效价增高的定论可靠性差，应在疾病的早期和中后期分别采集血清样本，若第二份血清比第一份的效价增高4倍以上具有诊断意义
    

  


  
    由于许多沙门菌存在共同的O、H抗原以及既往感染或预防接种等均可引起交叉反应，所以仅以血清抗体检测无法准确鉴定和区分伤寒与非伤寒沙门菌。因此，虽然肥达反应可作为诊断沙门菌感染的辅助指标，但却不能取代沙门菌的分离培养及鉴定。
  


  
    2﹒志贺菌检验
  


  
    志贺菌（shigelaspp）为无动力、无荚膜的革兰阴性杆菌，属肠杆菌科。志贺菌分A～D4个血清亚群，A群为痢疾志贺菌，B群为福氏志贺菌，C群为鲍特志贺菌，D群为宋内志贺菌。志贺菌是引起肠道感染的常见致病菌，罕见肠外感染。
  


  
    （1）粪便标本直接检查：主要有抗原检测和核酸检测。抗原检测主要有胶乳凝集试验和免疫荧光试验，但其敏感性和特异性受很多因素影响。
  


  
    近年来，有文献报道已从与志贺菌致病性相关的质粒相关区段中设计出ipaH引物，可用于在标本中直接检测志贺菌，但目前这一技术仅限于研究并未大规模临床推广。因此，目前急性志贺菌病的诊断完全依赖于粪便培养的病原菌分离和鉴定。
  


  
    （2）志贺菌的分离培养及鉴定：志贺菌的分离培养及鉴定流程见图13‐5。
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      图13‐5 志贺菌分离培养及鉴定流程
    


    

  


  
    志贺菌兼性厌氧，最适生长温度为35～37℃，最适生长pH为6.8～7.8。本菌在肠道选择性培养基上菌落小到中等，由于不发酵乳糖使菌落无色半透明，宋内志贺菌常为粗糙型菌落。取可疑菌落（EMB、SS上无色菌落）通过生化反应和血清学试验进一步鉴定到属和种。
  


  
    志贺菌的基本生化反应特征为：葡萄糖发酵阳性、乳糖发酵阴性，枸橼酸盐阴性，脲酶阴性，动力阴性，VP试验阴性。对生化反应符合者必须进行血清学分型鉴定，可先用志贺菌属4种多价血清（A群1，2型、B群1～6型、C群1～6群及D群）做玻片凝集试验，凝集者进一步做定型鉴定。我国目前现有的定群及定型诊断血清包括痢疾志贺菌1型和2型血清、福氏志贺菌（1～6型）血清、鲍特志贺菌（1～6型）、宋内志贺菌血清。
  


  
    3﹒弯曲菌检验
  


  
    弯曲菌属（campylobacterspp）是一类弯曲或螺旋形的无芽胞有单端鞭毛的革兰阴性菌，常定居在家禽的肠道，可导致人类致病的有空肠弯曲菌、大肠弯曲菌、胎儿弯曲菌等，其中空肠弯曲菌是引起人类肠道感染的常见病原菌之一。弯曲菌分离培养及鉴定流程见图13‐6。
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      图13‐6 弯曲菌分离培养及鉴定流程
    


    

  


  
    （1）粪便标本直接检查：主要是粪便与肛拭子的直接显微镜检查和酶联免疫法以及核酸探针检测。
  


  
    粪便直接镜检（相差或暗视野显微镜效果更好）查找弯曲，呈S形或螺旋形并呈快速投镖式或螺旋式运动的细菌，以此做初步诊断。商品化的结合碱性磷酸酶的人工合成核酸探针可直接从粪便中检测空肠弯曲菌和大肠弯曲菌，其敏感性和特异性分别为82.6%和100%。酶免疫法可用特异性抗体检测粪便中弯曲菌抗原，但目前酶免疫法仅限于研究领域，尚未被临床实验室广泛采用。
  


  
    （2）弯曲菌的分离培养与鉴定：粪便或肛拭子可直接接种于改良的Campy‐BAP选择平板；多数肠道致病弯曲菌（包括空肠弯曲菌和大肠弯曲菌）在气体条件为7%的氧，1%～10%二氧化碳的微需氧环境中生长最佳。弯曲菌菌落在同一平板上可出现灰白、湿润边缘不齐蔓延生长的菌落和半透明、圆形、凸起、有光泽的小菌落等两种菌落形态。可用常规生化试验和生长温度特征及体外药敏鉴定特征将弯曲菌鉴定到种。另外，也可用乳胶凝集试验将弯曲菌鉴定到属水平，此法尤其对空肠弯曲菌和大肠弯曲菌有较高的敏感性和特异性。
  


  
    4﹒霍乱弧菌和副溶血弧菌检验
  


  
    弧菌属是兼性厌氧的革兰阴性弯曲杆菌。弧菌属共有36个种，有12个种与人类感染相关，在我国引起胃肠道感染最常见的弧菌为霍乱弧菌和副溶血弧菌，约占弧菌引起的胃肠道感染的70%。本节主要讨论霍乱弧菌和副溶血弧菌的实验室诊断方法。
  


  
    霍乱弧菌的实验室检验流程见图13‐7。
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      图13‐7 霍乱弧菌实验室检验流程
    


    

  


  
    （1）霍乱弧菌粪便标本直接检查：
  


  
    涂片染色镜检：取米泔样粪便直接涂片革兰染色，油镜观察鱼群样排列的革兰阴性弯曲杆菌。但这种方法受人为因素影响较大，特异性差，只能用作霍乱弧菌辅助诊断。
  


  
    动力和制动试验：取米泔样粪便制成悬滴（或压滴）片，在暗视野或相差显微镜下直接观察呈鱼群样来回穿梭运动的细菌。如果在悬滴标本中加入1滴霍乱多价诊断血清（效价≥1∶64），则穿梭运动的细菌停止运动并发生凝集，此为制动试验阳性。此试验可对霍乱弧菌做初步鉴定。
  


  
    霍乱弧菌快速诊断：使用抗O1群和抗O139群抗原的单克隆抗体凝集或直接荧光抗体染色，可直接检测粪便标本中的霍乱弧菌抗原，从而快速辅助诊断霍乱弧菌感染。
  


  
    检测霍乱毒素（choleratoxin，CT）：采用反相间接乳胶凝集试验或用ELISA法直接检测粪便标本中的霍乱毒素，文献报道有较高的灵敏度和特异性。
  


  
    （2）霍乱弧菌的分离培养与鉴定：霍乱弧菌在硫TCBS平板上形成黄色、较大的菌落，在4号琼脂或庆大霉素琼脂平板上形成中心灰褐色的菌落。对于以上可疑菌落，应结合临床症状和粪便性状，使用O1群和O139群霍乱多价抗血清和单价抗血清进行凝集试验。对于凝集试验阳性者结合菌落特征和菌体形态，做出初步报告。并进一步做相应的生化反应确诊。
  


  
    霍乱弧菌的典型生化特征为：氧化酶阳性，发酵葡萄糖、蔗糖、甘露醇，不发酵乳糖和阿拉伯糖，动力、赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、霍乱红、粘丝试验均阳性，能在不含氯化钠和含6%的氯化钠培养基中生长，氯化钠浓度高于6%则不能生长；精氨酸双水解酶阴性。生化反应符合霍乱弧菌的菌株尚需区分古典生物型和El‐Tor生物型。
  


  
    （3）副溶血弧菌检验：由于粪便标本中副溶血弧菌没有形态特殊性，因此一般不做标本的直接镜检。对该菌引起感染的实验室诊断主要依赖于粪便、肛门拭子等标本的分离培养与鉴定。副溶血弧菌分离培养及鉴定流程见图13‐8。
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      图13‐8 副溶血弧菌分离培养及鉴定流程
    


    

  


  
    副溶血弧菌由于不发酵蔗糖在TCBS平板上呈蓝绿色的菌落。副溶血弧菌的典型生化特征为：氧化酶阳性，发酵葡萄糖、麦芽糖，不发酵乳糖、蔗糖；吲哚阳性，大部分菌株脲酶阴性，VP试验阴性，赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶阳性；在不含NaCl和含10%NaCl的蛋白胨水中不生长，在3%和7%NaCl蛋白胨水中生长。
  


  
    5﹒致腹泻大肠埃希菌检验
  


  
    能引起腹泻的大肠埃希菌主要有五类，分别为：肠毒素型大肠埃希菌（enterotoxigenicE﹒coli，ETEC），肠致病性大肠埃希菌（enteropathogenicE﹒coli，EPEC），肠侵袭性大肠埃希菌（enteroinvasiveE﹒coli，EIEC），肠出血性型大肠埃希菌（entero hemorhagicE﹒coli，EHEC）又称为志贺样毒素大肠埃希菌（shiglaliketoxigenicE﹒coli，SLTEC）和肠凝聚型大肠埃希菌（enteroaggregativeE﹒coli，EaggEC），这些致腹泻的大肠埃希菌具有与肠道外感染的大肠埃希菌基本相似的生物学性状，但分别具有特殊的血清型、肠毒素或毒力因子，可通过相应不同的生物学和免疫学方法检测，也可通过PCR扩增致腹泻大肠埃希菌相关基因的引物和探针来进行鉴定。
  


  
    EHEC多为水源性或食源性感染，常由食用未熟的牛肉或消毒不彻底的牛奶导致感染，包括无症状感染，轻度腹泻，出血性结肠炎和溶血型尿素综合征等。人与人之间通过粪‐口途径传播。1993年美国CDC建议所有血便患者应常规筛查EHEC，尤其是O157∶H7。由于O157∶H7不发酵或迟缓发酵山梨醇，可用山梨醇麦康凯平板筛选O157∶H7。35℃孵育18～24小时后，选平板上无色菌落做O157和H7的血清学凝集试验或经次代培养后用乳胶凝集试验检测O157抗原。并同时做标准的生化反应证实为大肠埃希菌。由于没有合适的针对非O157EHEC的选择性培养基，目前最好的非O157EHEC的筛查方法是检测大便标本中的志贺样毒素。目前已有多种基于ELISA原理的志贺样毒素检测试剂盒应用于临床，但其检测灵敏性和特异性有待进一步评价。
  


  
    对于ETEC、EPEC、EIEC、EaggEC的检验由于其检验方法复杂无法在临床常规实验室开展。因此，常常是公共卫生的参考实验室遇到有流行暴发而其他常规肠道致病菌筛查阴性的情况下再进行这些致病菌的检查。
  


  
    6﹒小肠结肠炎耶尔森菌检验
  


  
    属于肠杆菌科的小肠结肠炎耶尔森菌是能引起胃肠炎和腹泻的肠道致病菌之一。其引起的临床症状以小肠结肠炎为主，类似阑尾炎，该菌还可引起肠道外感染包括菌血症、心内膜炎、关节炎。因为此菌耐低温，冰箱内存放过久的食品可能带菌，食用这类食品或消毒不严的牛奶可导致胃肠炎。
  


  
    对小肠结肠炎耶尔森菌引起的肠道感染的实验室诊断主要依赖于粪便培养，其分离培养流程见图13‐9。
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      图13‐9小肠结肠耶尔森菌分离培养及鉴定流程
    


    

  


  
    小肠结肠炎耶尔森菌为革兰阴性球杆菌，偶有两极浓染，无芽胞，无荚膜，最适生长温度28℃。该菌通常不发酵乳糖在MAC上为无色菌落，在CIN平板上菌落呈粉红色，偶尔有一圈胆盐沉淀。
  


  
    小肠结肠炎耶尔森菌主要生化鉴定依据为：发酵葡萄糖、蔗糖产酸不产气；不发酵鼠李糖和蜜二糖；动力和VP试验22～25℃阳性，35～37℃阴性；脲酶阳性；鸟氨酸脱羧酶阳性；不产硫化氢。用血清学的方法检测检测菌体抗原及表型，可鉴定致病菌和非致病菌。
  


  
    7﹒气单胞菌和邻单胞菌检验
  


  
    气单胞菌属（aeromonasspp）和邻单胞菌属（plesiomonas spp）是氧化酶阳性，具有端鞭毛的兼性厌氧革兰阴性杆菌。气单胞菌为水中常居菌，该属的多数菌种对人体有致病性，可引起的肠道内感染主要表现为腹泻，可为轻度腹泻，严重者也可出现痢疾样脓血便。邻单胞菌属只有一个菌种，即类志贺邻单胞菌，它导致的胃肠道感染常与进食生水和海产品有关，并好发于温暖环境。
  


  
    （1）气单胞菌检验：气单胞菌感染的实验室诊断主要依赖于细菌培养与分离。在血平板上气单胞菌落为灰白色，光滑、湿润、凸起有些菌种如嗜水气单胞菌有β溶血现象，绝大多数气单胞菌由于不发酵乳糖在麦康凯平板上呈无色菌落；气单胞菌在SS培养基和TCBS上不生长。气单胞菌属的生物学特征：革兰阴性直杆菌，有时呈球杆状，绝大多数动力阳性，氧化酶阳性，发酵葡萄糖产酸或产酸产气，还原硝酸盐。
  


  
    （2）类志贺邻单胞菌检验：类志贺邻单胞菌感染的实验室诊断主要依赖于细菌培养与分离。类志贺邻单胞菌在血琼脂平板中生长良好，形成中等大小，不溶血，灰色平滑，不透明的菌落，在麦康凯平板形成无色菌落。类志贺邻单胞菌的典型特征：氧化酶阳性，发酵葡萄糖、麦芽糖、肌醇、不发酵甘露醇，蔗糖，动力、赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、精氨酸双水解酶试验阳性，对O129敏感，其中肌醇阳性是该菌的主要特征。
  


  
    8﹒艰难梭菌的检验
  


  
    艰难梭菌是引起医院内成人腹泻的主要原因，其引起感染主要与化疗药物如抗菌药物的使用有关，临床表现可从无症状到抗生素相关性腹泻、非特异性结肠炎、假膜性结肠炎和中毒性巨结肠。艰难梭菌致病因素主要为两种蛋白质性外毒素即肠毒素（毒素A）和细胞毒素（毒素B），其中肠毒素能使肠壁出血坏死，液体积蓄；细胞毒素能直接损伤肠壁细胞，造成假膜性结肠炎。艰难梭菌感染的实验室检验流程见图13‐10。
  


  
    [image: 艰难梭菌实验室检验流程]


    
      图13‐10 艰难梭菌实验室检验流程
    


    

  


  
    （1）粪便直接涂片：做革兰染色镜检，艰难梭菌为革兰阳性粗长杆菌，芽胞为卵圆形或长方形，位于菌体的次级端。同时常伴发粪便菌群比例严重失调，正常菌群极少，而这种形似艰难梭菌的芽胞杆菌成为优势菌。可根据涂片结果和临床病史与症状做进一步培养与毒素检查才能确诊。
  


  
    （2）艰难梭菌的分离培养：采集新鲜粪便标本接种艰难梭菌的选择性培养基：环丝氨酸‐头孢甲氧霉素‐果糖‐卵黄琼脂（cycloserine‐cefoxitin‐fructose‐agar，CCFA），并进行厌氧培养。
  


  
    艰难梭菌的鉴定要点为：革兰阳性粗长杆菌，芽胞为卵圆形或长方形，位于菌体的次级端；严格专性厌氧菌；在CCFA琼脂上形成粗糙的黄色菌落，在紫外线灯下可见黄绿色荧光；酯酶及卵磷脂酶阴性；发酵果糖；不发酵乳糖；不凝固和不消化牛乳；吲哚阴性。
  


  
    大量文献资料表明95%以上患抗生素相关的假膜性结肠炎的患者粪便艰难梭菌毒素阳性，而约2%～3%的正常人粪便能检出艰难梭菌，但艰难梭菌毒素阴性；并且用抗生素治疗但无腹泻的患者中有21%的人粪便艰难梭菌培养阳性，却仅有2%的人艰难梭菌毒素阳性。因此，目前认为粪便培养有假阳性，明确诊断艰难梭菌感染的金标准应为采用细胞培养法检出粪便中的艰难梭菌毒素。
  


  
    （3）艰难梭菌毒素检测：用于毒素检测的水样便或肠道内容物，应先离心后沉淀，取上清液过滤除菌后，进行艰难梭菌毒素检测。常用二倍体人成纤维细胞（W1‐38细胞）进行细胞毒素（毒素A）检测，一旦粪便上清液中存在细胞毒素的话，可使此培养细胞发生固缩脱落等毒性反应。该试验需要组织培养设备与经验，24～48小时温育并动态观察，使其在常规临床微生物实验室的应用受限。
  


  
    动物实验表明，对艰难梭菌感染而言，肠毒素是比细胞毒素更重要的致病因素。有多家公司研发出快速、简便的基于酶免疫反应（EIA）和膜酶免疫（membraneEIA）原理检测肠毒素（毒素A）的试剂盒，但敏感度和特异度差异较大且不能检测毒素A阴性而毒素B阳性的分离株。
  


  
    9﹒肠道菌群失调及真菌感染的检验
  


  
    肠道菌群的数量与细菌的种类是随着食物的消化、吸收、排泄发生着动态的生理变化，这种肠道菌群的生理改变在一般情况下与机体保持动态平衡。但如果由于疾病、抗菌药物的长期使用或不合理应用、手术、放化疗以及环境等因素影响，造成肠道菌群数量和各菌种的比例发生大幅度变化，超出正常范围并由此产生以腹泻为主的临床症状，就为肠道菌群失调症（dysbacteriosis）。根据严重程度分为三度。
  


  
    （1）Ⅰ度菌群比例失调：表现为粪便涂片查菌群比例时，革兰阳性菌、阴性菌比例的轻度变化。是一类较轻的失调，一般来说诱因去除后即自行恢复。
  


  
    （2）Ⅱ度菌群比例失调：表现为粪便涂片革兰染色查菌群比例时，革兰阳性菌、阴性菌，球菌和杆菌比例的明显变化，如球杆比倒置。是一类中度的失调，诱因去除后失调也会维持一段时间。临床常表现为慢性腹泻与慢性胃肠功能紊乱。
  


  
    （3）Ⅲ度菌群比例失调：表现在粪便涂片革兰染色查菌群比例时发现原有的正常肠道菌群很少，而少见的细菌如葡萄球菌、梭状芽胞杆菌、酵母样真菌成为优势菌，菌群中各种细菌比例发生很明显的变化。临床表现多为严重的腹泻与肠功能紊乱，患者全身情况较差。其中真菌引起的念珠菌性肠炎和艰难梭菌引起的假膜性肠炎临床常见。其中对于念珠菌性肠炎的实验室诊断，除了粪便涂片革兰染色查酵母样真菌外，也可做粪便的真菌培养。
  


  
    但由于酵母菌本身就属于人体肠道菌群中成员，因此对酵母菌阳性培养结果的解释一定要在考虑检出的念珠菌的数量同时紧密联系临床病史和症状。
  


  
    （康 梅）
  


  
    第四节 军团菌感染与疾病
  


  
    军团菌广泛存在于自然环境，常存在于空调系统，淋浴水源系统甚至含氯化物的饮水源中，可通过汽溶胶吸入肺内引起感染，是医院感染的主要致病菌之一。军团菌属（legionela）是一类独特的需氧革兰染色阴性纤细小杆菌，无荚膜，有多形性，至今该菌属已分离出45个种，60多个血清型，目前已知约有20个种对人体有致病性，但可以引起人类军团菌感染最多见的为嗜肺军团菌（L﹒pneumophila）1、6、4血清型和米克戴德军团菌（L﹒micdadei）、长滩军团菌（L﹒longbeachae）、杜莫夫军团菌（L﹒dumofi）、波兹曼军团菌（L﹒bozemani）等。军团菌感染是以肺部感染为主的全身性疾病，临床症状分为两种类型：庞堤亚克热（Pontiacfever），患者表现为发热、头痛、肌肉痛等流感样感染症状，有较强传染性，2～5天即可好转；嗜肺军团菌病，患者表现为肺部感染为主的全身脏器损害，发病初期有胸痛、咳嗽、发热等症状，可伴发中枢神经系统和消化道并发症，如延误治疗，其病死率较高。军团菌肺炎散发病例占社区获得性肺炎的1%～15%、医院内感染肺炎的3.8%、诊断困难的不典型肺炎的4%～11%。夏末秋初是好发季节，男性发病多于女性，孕妇、老年、免疫功能低下者为多发人群，暴发流行多见于医院、旅馆、建筑工地等公共场所。军团菌病的临床表现多样，确诊有赖于临床微生物实验室检查。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐11。
  


  
    [image: 军团菌感染实验室分析路径图]


    
      图13‐11 军团菌感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒直接标本显微镜镜检（非荧光染色）
  


  
    将肺组织和痰涂片进行镀银染色、吉美尼兹（Gimenez）染色或革兰染色后，镜检观察嗜肺军团菌。需要注意的是肺组织和痰涂片中的嗜肺军团菌和体外培养的嗜肺军团菌的镜下形态差异很大；前者短球杆状（3～5μm）而后者呈细长丝状（10～25μm）。
  


  
    文献报道直接镜检（非荧光染色）的敏感性差，如肺活检组织和痰涂片革兰染色查嗜肺军团菌的检出率不足0.1%，吉美尼兹（Gimenez）染色的检出率也只有1%～10%，因此，直接显微镜镜检（非荧光染色）未检出嗜肺军团菌并不能排除感染。
  


  
    2﹒直接标本显微镜镜检（免疫荧光染色）
  


  
    目前为组织和痰中检测嗜肺军团菌敏感性和特异性最高的方法。取呼吸道分泌物标本，用荧光素标记的抗军团菌抗体直接与标本作用后观察细菌形态，优点是简便、快速，2小时内可出结果，特异性好。
  


  
    3﹒核酸检查
  


  
    军团菌的DNA探针是用嗜肺军团菌反转录rRNA为模板，通过引物合成并以吸收法去除与其他细菌的共同序列而合成。PCR和探针杂交技术相结合，能提高检测的特异性和敏感性。PCR与ELISA方法相结合检测军团菌，技术操作简单快速，也能确定军团菌属的各种细菌，为理想的诊断试验。
  


  
    有文献报道下呼吸道分泌物、血清、尿液的直接核酸检测的敏感度分别为80%～100%，30%～50%，50%～90%，特异性大于90%。
  


  
    4﹒尿抗原检测
  


  
    由嗜肺军团菌血清型1型引起的军团病感染患者的尿液中有一种具有热稳定性及抗胰蛋白酶活性的细菌细胞壁脂多糖成分，血清中此抗原浓度比尿中低30～100倍，目前可采用单克隆或多克隆抗体的ELISA法对尿军团菌抗原进行检测，特异性、敏感性均很高，3小时内可获得结果。
  


  
    研究发现80%～90%的流行性和散发性社区获得性军团菌感染是由嗜肺军团菌血清型1型特别是Pontiac／MAB2／MAB3‐1单克隆亚型引起，尿抗原的阳性检出率与军团菌感染的症状呈高度正相关，即由嗜肺军团菌血清型1型引起的军团病感染症状越重，尿抗原的检出率越高。因此，对尿抗原检测阴性而临床怀疑社区获得性军团病感染患者应多次检测。尿抗原检测的特异性为99%～99.5%，但如果尿液中存在类风湿因子、测试前尿液被冰冻存放或尿沉渣过多都会导致假阳性的产生。
  


  
    5﹒细菌培养与鉴定
  


  
    标本中分离培养出军团菌可确诊，目前培养敏感性约为70%。军团菌培养与鉴定流程见图13‐12。军团菌在活性炭‐酵母浸液琼脂培养基（buferedcharcoal‐yeastextractagar，BCYE）上培养3～4天可形成灰色菌落。大部分菌株不分解糖，动力阳性。临床常见军团菌菌种鉴别的关键性生化试验包括：马尿酸钠水解试验，荧光色素产生试验、明胶液化和氧化酶试验。其中嗜肺军团菌的生化特征：氧化酶（＋＼－）、马尿酸钠（＋）、明胶（＋）、鞭毛（＋）、荧光（－）。
  


  
    军团菌培养是诊断军团菌感染的金标准，但其培养的缺陷性在于培养结果受标本采集质量、操作技术的影响，阳性率不一；费时较长，需7～10天，难以给临床治疗提供快速和及时的帮助。
  


  
    [image: 军团菌培养与鉴定流程]


    
      图13‐12 军团菌培养与鉴定流程
    


    

  


  
    6﹒血清军团菌抗体检测
  


  
    感染军团菌后机体主要产生特异性IgM抗体和IgG抗体。IgM抗体的检测对早期诊断有一定意义，在疾病后期无诊断价值；但也有研究发现IgM抗体可以在感染后持续存在一年，因此认为血清军团菌IgM抗体对急性感染诊断价值不大；血清IgG抗体出现晚，持续存在时间长，确诊患者时，采急性期和恢复期双份血清，恢复期抗体滴度升高达急性期4倍或4倍以上，且滴度达1∶128时具有诊断意义（单管滴度≥1∶256，提示军团菌病）。血清军团菌抗体检测主要用于临床流行病学调查。目前常用的血清学检测方法有：间接免疫荧光试验（indirectimmunofluorescentassay，IFA）、微量凝集试验（microagglutination）和酶免疫试验（enzymeimmunoassay）等。
  


  
    （康 梅）
  


  
    第五节 淋病奈瑟菌感染与疾病
  


  
    淋病奈瑟菌是奈瑟菌属重要致病菌种之一，为革兰阴性双球菌，成双、肾形排列。淋病是由淋病奈瑟菌（简称淋球菌）引起的泌尿生殖系统的化脓性感染，也可侵犯眼睛、咽部、直肠和盆腔等处以及血行播散性感染，是我国当前流行的主要性传播疾病。中国在2000年报告的发病人数为28.57万人，占性病总人数的33.25%，发病率为22.92／10万。人类为淋病奈瑟菌的宿主，淋病奈瑟菌感染的危险因素与暴露的次数和暴露的部位有关。对男性而言，与女性感染者的单次性接触，被感染的几率约为20%；而对女性而言，与男性感染者的单次性接触感染几率高达50%～70%。
  


  
    淋病潜伏期一般2～5天，临床表现为：
  


  
    （1）单纯性淋病，在男性常表现为尿频、尿急、尿痛，尿道口出现脓性分泌物，女性则多见于子宫颈红肿、阴道分泌物增多和排尿困难。
  


  
    （2）淋菌性盆腔炎。
  


  
    （3）口咽部和肛门直肠淋病。
  


  
    （4）常发生于新生儿产道感染引起的淋菌性结膜炎。
  


  
    （5）播散性淋病，常见于免疫缺陷患者，表现为菌血症、皮肤损害或化脓性关节炎等。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐13。
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      图13‐13 淋病奈瑟菌实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）相关实验与结果判断
  


  
    1﹒分泌物直接涂片革兰染色镜检
  


  
    采集标本涂片后革兰染色镜检，男性尿道分泌物中可见中性粒细胞内外较多革兰阴性双球菌，有助于男性淋病早期诊断。新生儿结膜分泌物直接涂片染色查见细胞内外大量革兰阴性双球菌可初步判断为淋球菌性结膜炎。
  


  
    应注意革兰染色不能用于淋球菌性子宫颈炎的诊断，因为女性阴道和直肠的正常菌群中可存在与淋球菌形态极为相似的细菌，因此，对于女性生殖道分泌物涂片所见结果必须由培养结果证实才能报告临床。
  


  
    2﹒分离培养与鉴定
  


  
    以人造纤维活涤纶拭子采集标本，并立即接种于淋球菌专用的选择性培养基，并置于5%CO235～37℃条件下孵育，18～24小时后观察平板。如不能立即接种，则应置于运送培养基中，防止淋球菌死亡和其他微生物的过度生长。淋病奈瑟菌菌落特点为直径0.5～1mm，灰白色，光滑、透明呈露滴状凸起的菌落。如培养72小时后无可疑菌落生长方可出阴性报告。
  


  
    （1）形态和生化鉴定：选可疑菌落涂片，淋病奈瑟菌为革兰阴性双球菌，氧化酶及触酶阳性。葡萄糖发酵试验阳性，产酸不产气，不分解麦芽糖和蔗糖等其他糖类。
  


  
    （2）免疫学鉴定：制备淋病奈瑟菌的外膜蛋白PorI的荧光单克隆抗体，将分离出的可疑菌落涂片并与上述荧光单克隆抗体进行直接荧光抗体染色，在荧光显微镜下观察呈苹果绿的淋病奈瑟菌。也可利用外膜蛋白单克隆抗体进行凝集试验或免疫色谱试验鉴定淋病奈瑟菌。
  


  
    （3）分子生物学鉴定：常见作为淋病奈瑟菌检测靶片段的基因有淋病奈瑟菌隐蔽性质粒、染色体基因探针、菌毛DNA探针、透明蛋白（opa）基因、菌毛DNA探针、rRNA基因探针和porA基因。目前临床应用较广的淋病奈瑟菌菌种分子生物学鉴定试剂盒如Gen‐Probe就是通过化学发光检测种特异性rRNA序列来对菌落做菌种鉴定的。这种分子生物学的鉴定方法比生化鉴定和免疫学鉴定敏感性和特异性更高，特别适用于生化模式不典型的疑难菌的鉴定。
  


  
    3﹒抗原检测
  


  
    将抗淋球菌抗原的单克隆抗体结合在固相上，与标本中的淋球菌抗原结合形成免疫复合物，通过免疫显色反应来做定性检测。适用标本为男性尿液和女性尿道、阴道和宫颈标本。评估试验显示与传统培养法相比，其敏感性94.1%、特异性95%，相应的阳性预测值为96.9%，阴性预测值为92%，目前的检测下限为10000cfu／ml。
  


  
    如果标本中有较高浓度的其他奈瑟菌及莫拉菌、不动杆菌、嗜血杆菌等，会由于交叉反应而出现假阳性。该方法在推断男性淋菌性生殖道感染的敏感性和特异性与革兰染色类似，但对宫颈拭子的敏感性较低。
  


  
    4﹒核酸检测
  


  
    可直接检测尿道及子宫颈样本中的淋病奈瑟菌，并可常常同时检测沙眼衣原体。目前主要有三种检测类型：
  


  
    （1）核酸扩增试验（nucleicacidamplicationtests，NAATs）：直接扩增标本中的目的基因片段。不同商品化的检测试验主要表现为扩增方法及靶序列的不同。目前应用较广的淋球菌核酸扩增试剂盒主要有应用聚合酶链反应的ROCH公司的AMPLICOR；应用链取代扩增隐蔽性质粒DNA序列的BD公司的PROBE‐TEC；以及应用转录介导的扩增（transcription‐mediatedamplication，TMA）检测特异性23sRNA序列的GenProbe公司的APTIMA。这三种商品化检测试验对不同标本的检测性能比较见表13‐2。
  


  
    [image: ]


    
      表13‐2 淋病奈瑟菌的核酸扩增试验性能比较
    


    

  


  
    （2）直接探针杂交：以靶核酸的互补片段作为探针，直接检测标本中的杂交体；目前已有两种直接探针杂交测试盒获得美国FDA认可用于直接检测标本中的淋球菌；文献显示与培养相比对女性标本和男性标本，该测试方法的敏感性分别为94%和99%左右，特异性分别为97.5%和100%。
  


  
    （3）扩增信号探针：先以靶核酸的互补片段作为探针与标本中的目的片段杂交，然后扩增杂交信号后进行检测。文献评价显示，核酸共扩增比直接探针杂交更能明显提高检测灵敏度。
  


  
    与金标准淋球菌培养相比，核酸检测的优势在于标本保存时间长，不需要特殊运输条件，而且核酸扩增还适用于无创标本如尿液、阴道拭子等。但这种非培养的检测手段的局限性在于：首先无法得到活菌进行药敏试验；其次即使细菌死亡后核酸的浓度仍会在一段时间内持续高于检测限，不适于立即用于评价淋球菌感染的治疗效果。因此，这种方法主要适用于淋球菌感染的辅助诊断。
  


  
    （康 梅）
  


  
    第六节 结核分枝杆菌感染与疾病
  


  
    结核病是由结核分枝杆菌引起的慢性感染性疾病，可侵及多数脏器，以肺部受累最为常见，排菌者为其重要的传染源。人体感染结核分枝杆菌后不一定发病，入侵菌量和机体的免疫状态等与发病有关。结核病以渗出、干酪样坏死及其他增殖性组织反应为基本病理特征。除少数起病急骤外，临床多呈慢性过程，表现为低热、消瘦、乏力等全身症状，以咳嗽、咯血等呼吸系统症状为主。
  


  
    结核病是人类疾病中最常见的传染性疾病之一，自从抗结核药问世以来，其发病率和传染性曾有明显下降，近年来，由于人口流动和HIV感染者的增加，全球结核病疫情又出现“复燃”趋势，结核感染率及耐药现象均明显上升，耐多药结核病（MDR‐TB），甚至泛耐结核（extensively drug‐resistanttuberculosis，XDR）已引起全球高度关注。目前，实验室主要的检测方法包括分枝杆菌显微镜检查和培养、组织病理学检查、影像学检查、血清学方法和分子生物学方法。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐14。
  


  
    [image: 结核病的实验室诊断途径]


    
      图13‐14 结核病的实验室诊断途径
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒涂片抗酸染色法
  


  
    涂片的方法简单易行，无论是痰标本，还是无菌体液的标本均可经涂片染色获得快速的临床信息。由于其检测的敏感性较差，建议连续送检3次，特别是痰标本，建议采集呼吸道深部清洁晨痰做涂片镜检，以提高痰标本的质量和阳性检出率（表13‐3）。
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      表13‐3分枝杆菌涂片镜检报告规则
    


    

  


  


  
    如直接涂片镜检不易检出，应浓集涂片。离心，取沉淀涂片，提高阳性率。
  


  
    涂片阳性表明有抗酸杆菌，但不一定是结核分枝杆菌，应进一步鉴定确证。
  


  
    痰菌阳性表明病灶是开放性的，具有较强的传染性。
  


  
    此外，利用夹层杯法，浓集离心涂片，可提高一定的阳性率及敏感性，但成本较高，有待优化普及。
  


  
    2﹒培养及药敏
  


  
    培养的方法可以证实分枝杆菌的有无，及其生长繁殖能力的大小，同时还可以进一步做菌型鉴定与药敏试验，敏感性和特异性较高。药物敏感性试验还可为治疗药物的选择，特别是在复发治疗时起到重要指导作用。对涂片阴性及诊断有疑问时，培养和药敏的经典方法显得尤其重要，为目前公认的实验诊断金标准。但由于分枝杆菌生长缓慢，体外分离培养时间较长，4～8周以上方可出报告。
  


  
    3﹒聚合酶链反应（PCR）检测
  


  
    对培养后的抗酸染色阳性菌，用PCR方法或GEN‐PROBE鉴定到种的水平和部分耐药基因的检测，是目前得到认可可用于临床诊断的方法，尽管所检测的耐药基因有限。
  


  
    结核分枝杆菌体外培养生长缓慢，且易受理化等因素的干扰而造成假阴性，但是，对痰标本直接进行PCR检测并未被FDA认可。该方法可能出现假阴性及假阳性，且不能判断菌的死活，必须在有资质的实验室中进行。
  


  
    肺外结核标本通常不易获取，且含菌量较少，分子生物学的方法可能对快速诊断有较高的临床价值。特别是对于针刺活检的微量组织，可作为早期肺外结核的诊断方法。
  


  
    PCR法不需体外培养，生物安全性好，快速简便，可鉴定菌型。
  


  
    4﹒抗PPDIgG的检测
  


  
    ELISA法检测患者血清中抗PPDIgG，可作为快速诊断法，但不适用于早期诊断和免疫抑制者的现症感染指标。
  


  
    5﹒噬菌体扩增法检测结核菌感染：
  


  
    若临床标本中含有相应的分枝杆菌，噬菌体可侵入菌体内进行大量繁殖，最终裂解菌体，释放出噬菌体感染指示细胞，并使指示细胞裂解，在琼脂板上出现噬菌斑。此法具有快速、敏感性高、可检测耐药菌、安全、无需特殊设备的优点，但尚在评估中，暂未被批准用于临床诊断。
  


  
    （范 红）
  


  
    第七节 病原性螺旋体感染与疾病
  


  
    螺旋体（spirochaetes）是介于细菌与原虫之间的一类特殊的微生物，属于广义细菌的范畴。对人类有致病性的螺旋体主要是密螺旋体属、钩端螺旋体属和疏螺旋体属中的菌种。
  


  
    梅毒螺旋体为苍白密螺旋体（treponemapalidum，TP）苍白亚种，是性传播疾病———梅毒的病原体。人类是梅毒螺旋体唯一的传染源，传播途径主要通过性接触直接传染，接吻、手术、哺乳、输血、接触污染物也可被传染，患梅毒的孕妇可通过胎盘感染胎儿，怀孕早期导致胎儿流产、早产，晚期感染的成活胎儿患有先天梅毒。梅毒免疫力属获得性免疫，即螺旋体消失后，免疫力消退；再次感染后，缓慢产生一定免疫力。人体感染梅毒螺旋体后，可产生多种抗体，主要有IgM、IgG类两种。IgM抗体持续时间短，IgG抗体虽可终生存在，但抗体滴度一般较低，不能预防再次感染。梅毒螺旋体尚不能进行人工培养。
  


  
    致病性钩端螺旋体，又称钩体，主要指问号钩端螺旋体（L﹒interrogans），引起钩体病。钩体病在我国部分地区为农村急性传染病之一，其主要传染源和储存宿主是鼠类，其次为猪、犬和牛。感染发生与否与机体抵抗力、钩体毒力、侵害部位和数量等因素密切相关。钩体感染机体后，引起的主要症状包括高热、头痛、全身酸痛、显著的腓肠肌痛、眼结膜充血、淋巴结肿大等。少部分感染者可呈隐性感染，无明显临床症状。
  


  
    致病性疏螺旋体主要有回归热螺旋体和伯氏疏螺旋体。回归热螺旋体（Borreliarecur rentis）引起回归热，该病是以引起周期性反复发作为特征的急性传染病，感染1周左右，进入发病期，患者有高热、肝脾大等症状；症状持续1周后，病情好转，血液中螺旋体消失；过1～2周又出现以前症状，但症状较前一次轻，并反复出现十多次。伯氏疏螺旋体（Borreliaburg dorferi）感染人体后，可引起莱姆病（Lymedisease），此病储存宿主主要为鼠、小型野生脊柱动物、鸟、家畜等，并由蜱叮咬后而传播给人。
  


  
    一、梅毒螺旋体的感染与检测
  


  
    （一）实验室分析路径（图13‐15）
  


  
    [image: 梅毒螺旋体感染实验室分析路径图]


    
      图13‐15 梅毒螺旋体感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    （二）梅毒螺旋体相关实验结果判断与分析
  


  
    由于梅毒螺旋体的体外培养至今没有成功，所以其实验室检查方法主要依赖直接镜检和血清学实验。目前，梅毒的血清学实验主要包括非特异性梅毒螺旋体抗原检测和特异性密螺旋体抗原血清检测两大类。非特异性梅毒螺旋体抗原检测用于对梅毒的初步筛查，如性病研究实验室试验（venerealdiseaseresearchlaboratorytest，VDRL）、不加热血清反应素试验（unheatedserumreagintest，USR）、快速血浆反应素环状卡片试验（rapidplasmareagincir clecardtest，RPR）和甲苯胺红不加热血清实验（toluidineredunheatedserumtest，TRUST）。特异性密螺旋体抗原实验使用的抗原是梅毒螺旋体的特异成分，主要包括梅毒螺旋体血球凝集试验（trepomemapalidumhmagglutinationassay，TPHA）、荧光密螺旋体抗体吸收（fluores centtreponemalantibody‐absorption，FTA‐ABS）、密螺旋体颗粒凝集试验（treponemalpalidum particleassay，TPPA）和金标记免疫色谱法，这些实验多用于梅毒感染的确诊。
  


  
    1﹒暗视野显微镜检查
  


  
    该方法对检验操作人员的经验要求较高，应对病变严重部位取样，梅毒螺旋体对氧、热、pH改变等因素都比较敏感，因此暗视野观察标本应在采集后20分钟内进行，以期观察到“能运动”的活梅毒螺旋体（与其他杂质区别）。镜下螺旋体菌体两端较尖，螺旋排列较规则，在暗视野下可见螺旋体旋转运动、滚动或屈伸。
  


  
    2﹒涂片染色
  


  
    用Fontana镀银染色和吉姆萨染色方法可以进行观察，但用一些特异性染色方法具有更高阳性率。荧光抗体直接染色（directfluorescentantibody，DFA）和免疫组化染色（immunohistochemistry，IHC）均利用标记的特异性抗体进行筛查，使用的抗体一般是单克隆或多克隆抗体，多克隆抗体需预先经过吸收步骤以除去非特异性物质。DFA方法中标记物为荧光物质，通常用于晚期梅毒，患者皮损标本经干燥后可直接用于DFA染色。
  


  
    3﹒非特异性梅毒螺旋体抗原检测
  


  
    梅毒螺旋体一旦感染人体，宿主迅速对螺旋体表面的脂质做出免疫应答，3～4周产生抗类脂抗原的抗体（反应素）。反应素对机体无保护作用，未经治疗的患者，其血清内的反应素可长期存在，经治疗后，抗体可以逐渐减少至转为阴性，因此可用于疗效观察。此类试验的优点包括：方法简易、快速、敏感性和特异性好，适用于大量人群的血清筛查。早期梅毒硬下疳出现一二周后可呈阳性，经治疗后血清滴度可下降并转阴性，故可作为疗效观察、判断预后、复发或再感染的指征。
  


  
    4﹒性病研究实验室试验（VDRL）
  


  
    当血清中含有抗类脂质抗体时，体外试验可与心磷脂、卵磷脂和固醇组成的VDRL抗原发生反应。当VDRL抗原与梅毒血清抗体混合时，后者黏附在胶体微粒的周围，形成肉眼可见的凝集颗粒，即为阳性反应。常用的VDRL、USR、RPR和TRUST等试验原理均为此。
  


  
    5﹒不加热血清反应素试验（USR）
  


  
    USR试验是一种改良的VDRL试验方法。由于EDTA可使抗原在12个月内不变性，氯化胆碱可起“化学灭活”的作用，因此，血清标本不需要加热灭活，抗原可长期保存。
  


  
    6﹒快速血浆反应素环状卡片试验（RPR）
  


  
    RPR试验是VDRL试验的一种改良方法。该试验是在USR抗原中加入炭颗粒作为指示物，特制的白色纸卡替代了玻璃反应板。血清不需灭活，肉眼可观察结果，试验结果可保存。
  


  
    7﹒甲苯胺红不加热血清试验（TRUST）
  


  
    该实验中以胆固醇为载体，包被心磷脂，形成的胶体微粒混悬于甲苯胶红溶液中，加入待测血清后，血清中的抗体与之反应，出现肉眼可见的粉红色凝集块，判断为阳性。呈粉红色均匀分散沉淀物而不发生凝集者，为阴性反应。该方法作为非特异性血清学筛选试验，即阴性结果不能排除梅毒感染，而阳性结果需进一步做抗梅毒螺旋体抗体试验确认。
  


  
    8﹒特异性梅毒螺旋体抗原实验
  


  
    采用梅毒螺旋体作为抗原，用以检测梅毒IgG、IgM抗体。ELISA法测定抗梅毒螺旋体（TP）抗体、梅毒螺旋体血球凝集试验（TPHA）、荧光密螺旋体抗体吸收（FTA‐ABS）、密螺旋体颗粒凝集试验（TPPA）和金标记免疫色谱法均属此类检验。
  


  
    9﹒ELISA法测定抗梅毒螺旋体（TP）抗体
  


  
    该方法利用双抗原夹心ELISA法，检测待测血清中是否存在抗TP抗体。加入酶底物／色原（过氧化脲／TMB）液时，即产生颜色反应，呈色强度与抗TP抗体水平成正比。初筛阳性的样本应重新取样品作双孔复查，复查中只要有一孔呈阳性即为抗TP抗体阳性。
  


  
    10﹒梅毒螺旋体血球凝集试验（TPHA）
  


  
    TPHA试验是用超声裂解的梅毒螺旋体为抗原，致敏羊或禽类红细胞，这种致敏的红细胞与抗梅毒抗体在适宜的条件下产生肉眼可见的凝集。
  


  
    11﹒梅毒螺旋体颗粒凝集试验（TPPA）
  


  
    该实验是TPHA试验的改良方法，用以检测抗梅毒螺旋体抗体，将梅毒螺旋体的精制菌体成分包被于明胶颗粒上，该颗粒与检样中的抗TP抗体结合时可产生凝集反应。形成较大的环状凝集和形成均一颗粒凝集是均可判断为阳性。当孔底形成小环状凝集，但外周边缘光滑、圆整时判断为可疑。颗粒在孔底聚集成纽扣状，且边缘光滑，则判断为阴性结果。结果可疑时需用其他方法进行复查。
  


  
    12﹒荧光密螺旋体抗体吸附实验（FTA‐ABS）
  


  
    用梅毒螺旋体抗原悬液在玻片上涂成菌膜，吸附待检血清中的IgG抗体，再用荧光素标记的羊抗人IgG抗体进行标记。观察荧光，显示待检血清中含有的抗螺旋体抗体。因待检血清预先经非致病性梅毒螺旋体裂解物吸附而去除了非特异性抗体，故该方法的特异性较高，一般用于筛选实验阳性标本的确诊实验，阳性结果可参照阳性标准血清进行荧光强度判定。
  


  
    13﹒金标记免疫色谱试验
  


  
    预先用重组梅毒螺旋体（TP）抗原包被的固体膜（如硝酸纤维素膜）作为测试区，质控区预先用正常人IgG包被。测试时将待测血清滴在试剂盒内，抗TP抗体与TP抗原结合，在测试区处出现紫红色条带。如果检样中无抗TP抗体存在，则仅在质控区处出现一条紫红色带。
  


  
    14﹒核酸检测
  


  
    核酸检测（主要指PCR方法）是近年来在梅毒感染检测中出现的新方法，该方法可用于梅毒的检测和确诊，具有很高的敏感率。标本来源包括全血和皮损组织，在梅毒的中枢神经感染中也可在脑脊液中检出梅毒螺旋体。由于PCR方法具有很高的敏感性，因此样本中的轻微污染可能导致假阳性结果。
  


  
    非梅毒螺旋体抗原血清试验具有较高的敏感性和特异性，对未经治疗的一期、二期、潜伏、晚期梅毒，VDRL、USR、RPR、TRUST试验都可用于梅毒的筛查和治疗效果的检测，但不同试验方法（如USR与RPR），滴度不宜进行比较。此类试验是非特异性抗原试验，故试验阳性时，应注意排除技术性（试剂或操作）、生理性（孕妇可有0.4%假阳性）和急、慢性生物学性假阳性的可能，特别是结缔组织病和自身免疫病，如麻风、红斑狼疮、类风湿、慢性风湿性心脏病、海洛因成瘾等。某些急性发热病后（如风疹、疟疾、水痘、肺炎、传染性单核细胞增多症）和免疫接种等，可出现暂时性假阳性，多可在疾病消退后数周至6个月内转阴。一般来说患者血清滴度在1∶8以上是梅毒的可能性大，低于1∶8时，应考虑到上述疾病的可能，并应用特异性试验来证实。梅毒螺旋体抗原试验（ELISA、TPHA、TPPA、金标记免疫色谱等）在待测血清除去了交叉抗体，提高了特异性，因此可作为确认试验，对潜伏期和晚期梅毒敏感性更高。但据统计，也可有1%生物学假阳性存在，如红斑狼疮（SLE）可使FTA‐ABS呈假阳性，而传染性单核细胞增多症，可能由于嗜异性抗体所致，可使TPHA呈假阳性。梅毒的血清学试验阳性，只提示所测标本中有抗类脂抗体或抗TP抗体存在，不能作为患者感染梅毒螺旋体的绝对依据，而且阴性结果也不能排除梅毒螺旋体感染，检测结果应结合临床综合分析。
  


  
    二、钩端螺旋体的感染与检测
  


  
    （一）实验室分析路径（图13‐16）
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      图13‐16 钩端螺旋体感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    （二）钩端螺旋体相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒分离培养
  


  
    钩端螺旋体可以进行人工培养，但其生长对营养要求较高，需含8%～10%的兔血清和牛血清的Korthof培养基，生长缓慢，每5～7天观察1次，阳性结果需进一步做菌株鉴定，60天未生长，则报告阴性。
  


  
    2﹒暗视野检查
  


  
    取急性期患者血液低速短时离心后，吸取血浆上清液高速离心，暗视野观察沉淀中有无螺旋体。暗视野镜检用高倍镜或油镜观察时，在黑的背景上，可见钩体形态如串状细小珠粒，一端或两端弯曲成钩状，有时菌体呈“问号”、“C”或“S”等字形，以长轴为中心，做回旋运动，或以波浪式朝直端方向前进。
  


  
    3﹒镀银染色和免疫染色
  


  
    镀银染色一般采用Fontana方法，被染螺旋体镜下呈棕褐色。免疫染色样本离心后，加入荧光抗体或酶标记抗体，染色后镜检观察荧光或酶标记显色。
  


  
    4﹒钩端螺旋体的显微镜凝集（显凝）实验
  


  
    钩体显凝实验是一种血清学反应，应用较广。钩体在血清中遇到相应抗体时可发生凝集，凝集团呈蜘蛛状，则为显凝实验阳性。如血清中的补体未丧失活性，时间过久会出现凝集的钩体发生溶解，则为钩体的凝集溶解实验（凝溶实验）。根据凝集程度以“＋”记录结果，结果判定参照如下标准进行：
  


  
    －：完全无凝集，与对照管相同。
  


  
    ＋：25%以上钩端螺旋体凝集呈小蜘蛛状，大多数游离且运动活泼。
  


  
    ＋＋：50%以上钩端螺旋体凝集呈蜘蛛状，约有半数未凝集。
  


  
    ＋＋＋：75%以上钩端螺旋体凝集呈蜘蛛状，其间有少数游离。
  


  
    ＋＋＋＋：几乎全部钩端螺旋体凝集呈巨大蜘蛛状，偶见极少数游离钩端螺旋体存在。
  


  
    出现“＋＋”的血清最高稀释度为该血清的凝集效价。测定患者血清时，单份血清效价1∶300以上有诊断意义，双份血清呈4倍以上升高时，更有诊断价值。
  


  
    5﹒核酸检测
  


  
    钩体的核酸检测方法敏感性明显高于分离培养的方法。目前，可用于PCR检测的标本包括：血清、尿液、眼房水和脑脊液。近年来发展起来的实时荧光定量PCR方法以钩体的特异性序列或16srRNA为靶位进行扩增，该方法灵敏、快速，但尚需更多的临床评价工作。另有一些分子生物学方法也应用到钩体的种间鉴定中，如限制性内切酶指纹图谱分析、脉冲场凝胶电泳（pulsed‐fieldgelelectrophoresis，PFGE）、PCR测序分析和扩增片段多态性分析（amplifiedfragmentlengthpolymorphism，AFLP）。
  


  
    三、回归热螺旋体和伯氏疏螺旋体的感染与检测
  


  
    （一）实验室分析路径（图13‐17）
  


  
    （二）病原性疏螺旋体相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒直接镜检
  


  
    暗视野检查可直接辨别标本中疏螺旋体形态和运动形式。吉姆萨染色检查，疏螺旋体呈紫红色，卷发样形态。
  


  
    2﹒分离培养
  


  
    将标本接种于含有牛血清和兔血清的BSK（BarbourStoennerKely）复合培养基中进行增菌培养，35℃孵育两周以上方可进行鉴定。
  


  
    3﹒免疫学检查
  


  
    回归热螺旋体的抗原易发生变异，血清学诊断较难，但可利用人工培养的回归热螺旋体为抗原，进行间接免疫荧光抗体染色、制动试验来测定血清样本中的特异性抗体。伯氏疏螺旋体的免疫学检测包括酶联免疫吸附实验（ELISA）、间接免疫荧光实验（IFA）、免疫印迹试验等。
  


  
    4﹒核酸检测
  


  
    目前，PCR方法选择位于疏螺旋体染色体或质粒上的特异性靶位进行扩增，可利用的标本包括组织样本、体液或培养物。对于过往感染并已治愈的患者，PCR检测也可为阳性。尿标本不推荐使用PCR方法，该方法在尿标本中敏感率极低，皮肤活体组织检查和脑脊液检测的敏感率也不高于60%。对于疏螺旋体种间核酸鉴定方法除PCR外，还包括：脉冲场电泳（PFGE）、限制性内切酶片段分析、测序分析、16srRNA分析等，以及一些蛋白分子的分析鉴定方法（如ospA和ospC基因表达蛋白鉴定分析）。
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      图13‐17 病原性疏螺旋体实验室分析路径图
    


    

  


  
    （谢 轶）
  


  
    第八节 新型隐球菌和假丝酵母菌的感染与疾病
  


  
    临床上将可引起深部真菌感染的病原性真菌分为酵母型和丝状菌型，主要包括新型隐球菌（cryptococcusneoformans）、假丝酵母菌（念珠菌）（candida）、曲霉菌（aspergilus）、暗色真菌（dematiaceousfungus）等。本节只讨论新型隐球菌和常见假丝酵母菌的相关检验，曲霉菌感染与疾病将在下一节讨论。
  


  
    隐球菌和假丝酵母菌均属于酵母型真菌，但隐球菌不形成假菌丝，利用这个特点可与假丝酵母菌相互区别。新型隐球菌是隐球菌属中唯一的致病性真菌，从临床标本直接涂片中可以检出带有宽厚荚膜的隐球菌，但经培养后得到的菌体细胞荚膜几乎消失。新型隐球菌常寄生于鸟类特别是鸽子的粪便中，多引起外源性感染，其发病多呈散发性分布，主要侵袭中枢神经系统。当机体免疫功能减退并长期使用大量抗生素时，可造成继发感染。主要传播途径为呼吸道吸入孢子，其次由皮肤、消化道侵入，经血行播散累及肺、肌肉、骨、皮肤，引起全身性脏器感染，最多见的是侵犯脑及脑膜，引起脑膜炎。大量文献表明，隐球菌感染已成为艾滋病患者最常见的并发症，以脑脊髓膜炎最为多见，是艾滋病患者死亡的首要原因。
  


  
    白色假丝酵母菌是假丝酵母菌中最常见的条件致病菌之一。白色假丝酵母菌广泛存在于自然界，在人体口腔、上呼吸道、肠道、阴道黏膜上均可存在，当机体菌群失调或免疫功能下降时可致病。判断白色假丝酵母菌病原学意义时，需反复检查出现或由无菌部位检出，结合临床症状可确定其病原感染。白色假丝菌感染所致疾病，临床常见有皮肤黏膜假丝酵母菌病，包括假丝酵母菌性阴道炎、龟头炎和包皮炎等；内脏假丝酵母菌病，包括假丝酵母菌性肠炎、肺炎、肾炎以及中枢神经系统感染，如脑膜炎等。由真菌引起内脏真菌病，近年来有上升趋势，由白色假丝酵母菌导致感染约占内脏真菌病中50%。
  


  
    热带假丝酵母菌在临床上主要引起皮肤、黏膜和内脏假丝酵母菌病，可在人类肠道、口腔、呼吸道、泌尿生殖道等上皮细胞中生长繁殖，引起感染，产生的毒素可引起过敏反应，并能产生免疫抑制作用，该菌还可产生水解酶从而引起组织损伤，其致病性仅次于白色假丝酵母菌。热带假丝酵母菌对人类感染也与机体免疫功能有关。
  


  
    一、新型隐球菌感染与检测
  


  
    （一）实验室分析路径（图13‐18）
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      图13‐18 新型隐球菌感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    （二）新型隐球菌相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒印度墨汁涂片法
  


  
    该方法为新型隐球菌检验的经典方法。患者脑脊液是最为常用检测标本，脑脊液应先进行离心，取沉淀物进行印度墨汁染色，制成湿片镜检，检查有无圆形或卵圆形的芽生孢子，孢子外有一宽厚的荚膜包裹，菌体透亮，荚膜可比菌体大1～3倍，在暗色的背景下菌体和荚膜显得十分透亮。菌体上可见单个或多个出芽，菌体内有一个至几个反光颗粒（脂质颗粒）。当墨汁染色发现阳性时，可直接诊断为新型隐球菌感染，但阴性结果并不能排除感染的可能，可考虑进一步检测隐球菌抗原。
  


  
    2﹒直接镜检（KOH涂片法和革兰染色）
  


  
    KOH涂片中可见圆形菌体孢子，但荚膜不可见。革兰染色时本菌为革兰阳性，菌体较大。
  


  
    3﹒培养检查
  


  
    将标本接种在沙氏固体培养基上，置25～37℃培养可生长，24～48小时形成酵母样菌落，少数菌株生长缓慢，菌落呈不规则圆形。菌落大多为白色至奶油色，表面光滑凸起，为酵母型菌落，镜检可见芽生细胞，有时也可见到芽管。
  


  
    4﹒生化鉴定
  


  
    新型隐球菌主要生化鉴定包括：酚氧化酶试验、尿素酶试验、糖同化及发酵试验、PCR检测等。该菌的生化结果为：同化肌醇，尿素酶阳性，不发酵糖、醇，酚氧化酶实验为阳性。
  


  
    5﹒乳胶凝集试验
  


  
    脑脊液和血清可用于检测抗原，乳胶颗粒吸附有隐球菌抗体，当检测样本中存在隐球菌荚膜抗原时可发生凝集，该方法具有较高的敏感性和特异性，但在治疗收效后，抗原效价可下降。由于新型隐球菌抗体在健康人中也可出现，因此其抗体检测意义不大。
  


  
    6﹒酶联免疫吸附测定
  


  
    利用ELISA工作原理，检测标本内的隐球菌抗原，其敏感性和特异性均较高，该方法可覆盖新型隐球菌A、B、C、D和AD五个群所有的抗原，但应注意假阴性结果的分析。假阴性结果往往出现在抗原滴度较低、感染早期、无荚膜株感染等情况。
  


  
    二、假丝酵母菌的感染与检测
  


  
    （一）实验室分析路径（图13‐19）
  


  
    [image: 假丝酵母菌感染实验室分析路径图]


    
      图13‐19 假丝酵母菌感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    （二）假丝酵母菌相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒直接镜检（KOH涂片法和革兰染色）
  


  
    采取患者的甲屑、皮屑、痰、尿、粪便、血、口腔黏膜、阴道分泌物、穿刺液（脑脊液、胸水等）、脓汁等。镜检可见孢子，呈卵圆形，成群或链状排列。有时可发现卵圆形孢子的芽管延伸所形成的假菌丝，此假菌丝形成与致病性关系密切，应加以报告。革兰染色呈阳性，镜检可见革兰阳性、卵圆形酵母菌及芽生孢子和假菌丝。
  


  
    2﹒培养检查
  


  
    白色假丝酵母菌落生长较快，菌落为奶油状、光滑。鉴定主要依赖生化反应（不凝固牛奶，不液化明胶，对不同糖类的发酵情况），厚膜孢子是否形成等特性。热带念珠菌菌落生长较快，菌落颜色较白色假丝酵母菌暗，表面干燥。鉴定主要依赖糖类发酵情况，厚膜孢子形成试验等。
  


  
    3﹒厚膜孢子形成试验
  


  
    将培养物接种在含1%Tween80玉米淀粉培养基中，经25℃24～48小时可查见有厚膜孢子形成。如果培养温度超过37℃，则不能形成厚膜孢子，厚膜孢子的形成有助于鉴定白假丝酵母菌。
  


  
    4﹒芽管形成试验
  


  
    将培养物接种于事先预热温度为37℃0.5～1.0ml的血清中，菌量要多一些。37℃1.5～4小时内即可查见有芽管形成。
  


  
    5﹒酵母菌鉴定系统
  


  
    在目前开发的鉴定试剂盒多以糖同化发酵试验为鉴定基础，其中API‐20CAUX酵母菌鉴定系统应用较为广泛，可鉴定24种假丝酵母菌，6种隐球菌和3种丝孢酵母菌和其他酵母菌共8个属47个种。临床上使用的商品化的产色培养基可对白色假丝酵母菌等常见酵母菌进行快速鉴别，白色假丝酵母菌生长颜色为翠绿色，热带假丝酵母菌菌落为蓝灰色。
  


  
    6﹒酵母菌抗原检测———酵母菌甘露聚糖胶乳凝集试验
  


  
    酵母菌抗原检测一般利用酵母菌中甘露聚糖（mannan）和甘露聚糖‐蛋白质复合物（mannoprotein）为分子标志，甘露聚糖和甘露聚糖‐蛋白质复合物是真菌细胞壁的中、外层常见结构，具有较高的免疫原性。在酵母菌感染过程中甘露聚糖释放入血，血液中甘露聚糖浓度突然升高，但在血液循环过程中甘露聚糖会被迅速清除，因此血液中甘露聚糖的检测应反复多次进行。酵母菌抗原检测方法还包括一些乳胶凝集试验，因其敏感性和特异性变化较大。
  


  
    7﹒核酸检测
  


  
    分子生物学方法在真菌检验中的应用越来越深入，应用Taq‐Man探针方法分析念珠菌5.8srRNA和28srRNA的敏感性和特异性可达100%和97%，而巢式PCR方法分析脑脊液中新型隐球菌ITS序列的敏感性和特异性均可达100%。分子生物学方法在分析微量标本中显示出一定优势，但其分析要求在纯培养的基础上进一步纯化出真菌的核酸物质，纯化方法现已商品化，该方法快速，但成本相对较高。核酸PCR扩增分析靶位往往选择真菌的26s／28srRNA、18srRNA、5.8srRNA、保守区IST序列或一些看家基因（如β‐ac tin）。PCR反应中设计的通用引物一般用于测序序列的扩增，而特异引物用于扩增种间不同序列，扩增后的检测方法包括杂交、电泳等。分子生物学方法因其具有很高敏感性，因此也影响该方法的标准化制订。
  


  
    （谢 轶）
  


  
    第九节 曲霉菌感染与疾病
  


  
    曲霉属中的曲霉在自然界中无所不在，存在于土壤、腐败有机物，如腐烂的水果、食物等，有时也存在于正常人体的皮肤和黏膜表面，曲霉菌在机体中以微量寄居。曲霉菌是由分生孢子头和分生孢子梗两部分组成的特征性结构。曲霉分生孢子一般存在于户外空气中。通过空气传播和食品污染，曲霉可短暂地存在于呼吸道和胃肠道。人群之间不易发生传播。
  


  
    侵袭性曲霉病主要发生在长期中性粒细胞减少或中性粒细胞功能障碍的患者中，如免疫抑制人群、白血病患者、骨髓移植患者、艾滋病患者等。肺部是其原发器官，形成支气管肺炎、肺炎、肺梗死，播散至其他部位可引起器官脓肿。曲霉菌除直接感染和产生变态反应引起曲霉病之外，可产生毒素引起食物中毒，黄曲霉毒素、杂色曲霉素有致癌作用，黄曲霉毒素还可能与人类原发性肝癌的发生有关。主要的检测方法包括真菌显微镜检查和培养、组织病理学检查、影像学检查、血清学方法和分子生物学方法。后两种方法标本易于获取，并且操作简单，可快速获得结果，近年来研究较多，具有较好的发展前景。
  


  
    一、实验室诊断路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐20。
  


  
    [image: 曲霉菌的实验室诊断途径图]


    
      图13‐20 曲霉菌的实验室诊断途径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原体的显微镜和培养检测
  


  
    曲霉菌具有菌丝和特征性分生孢子，直接涂片于镜下可见分隔、45°双分枝的菌丝、较粗的分生孢子头，顶端膨大形成顶囊，顶囊上有小梗，小梗上有许多小分生孢子的特征性结构。用于培养检查的样本可为呼吸道分泌物、支气管镜灌洗液涂片和感染部位的组织，从鼻腔或耳部取得的感染组织中有可能见到分生孢子梗和分生孢子头，在沙氏培养基或其他培养基上25～37℃培养2～7天即可生长。血和脑脊液的培养通常阴性，即使播散性曲霉菌病也难在血和脑脊液中培养出病原体。
  


  
    （二）血清学诊断方法
  


  
    血清学检查主要分为抗原检查和抗体检查两类，其中抗原检查有利于早期诊断，更为可靠也应用较多。目前主要有以下两种：β‐（1‐3）‐D‐葡聚糖检测实验（G‐试验）和半乳甘露聚糖检测实验（galactomannan，GM）。上述两项抗原检测方法，近年均已获得美国食品药品监督管理局（FDA）批准用于临床真菌感染或侵袭性曲霉菌病的诊断。
  


  
    （三）β‐（1‐3）‐D‐葡聚糖检测
  


  
    β‐（1‐3）‐D‐葡聚糖是真菌细胞壁的组成成分之一，隐球菌、接合菌以外的真菌都具有这一成分，它不是曲霉菌细胞壁特异的成分，故不能区分感染真菌的种类，只能鉴定到属的水平。但是，这种诊断方法可以诊断多种真菌的系统感染。β‐（1‐3）‐D‐葡聚糖血浆检测的阈值为20pg／ml，阈值设定的高低与试剂、仪器及患者的基础疾病状态有关，必须结合临床分析，并且，最好连续监测动态评估，持续升高方更有诊断价值，治疗后逐渐下降。该方法具有良好的敏感性和特异性。联合血清半乳甘露聚糖（GM）抗原检测与早期CT检查肺浸润，将提高侵袭性肺曲霉病的诊断水平，尽早开始抗真菌治疗，提高治疗成功率。
  


  
    （四）半乳甘露聚糖检测
  


  
    半乳甘露聚糖是曲霉菌细胞壁的特异组成成分。用ELISA方法（plateliaaspergilus）检测这一抗原是目前公认的较为敏感的检测方法，已在欧洲和美国普遍应用。其可以检测到的最低抗原浓度为1ng／ml，灵敏度在60%左右，特异度可以达到90%。其假阳性率为1%～18%，假阴性率为8%～10%。该方法用于血液恶性肿瘤的侵袭性曲霉病检测具有更高的敏感性，不过，对于非中性粒细胞减少症患者，敏感性较低。
  


  
    假阳性可能的原因有：①交叉反应（包括青霉菌、组织胞浆菌和芽生菌）；②已接受某些种类的抗生素治疗（如哌拉西林／他唑巴坦、阿莫西林／克拉维酸）；③双歧杆菌定植的新生儿。假阴性的原因可能与血管侵犯较轻、低真菌负荷、一过性抗原血症的发生有关。
  


  
    尽管存在着一些不足，该方法仍然是一种较好的血清学检测方法，操作简便，快速，结果重复性好。该指标可早于培养和组织学阳性结果1周以上而出现阳性，尤其是动态监测，对于早期诊断和治疗侵袭性曲霉菌感染有重要意义。
  


  
    （五）分子生物学检查
  


  
    PCR方法应用于真菌感染诊断的优势逐渐得到肯定，由于其灵敏性高，可以同时进行种属鉴定。目前国际上普遍应用的方法是先采用通用引物扩增，对阳性结果再用种特异引物进行确定，如巢氏PCR、PCR‐ELISA、实时PCR方法等。在不同的研究中PCR方法诊断侵袭性曲霉菌的灵敏度（45%～100%）和特异度（79%～100%），差异较大。PCR检测中也存在着假阳性和假阴性的情况。假阳性主要由于污染产生，实验中需要严格控制污染。假阴性可能与检测试验的敏感性、有无扩增抑制物、一过性菌血症等因素有关。需要进一步优化实验方法来改善，多次多时间点检测可以降低假阴性的发生。
  


  
    （六）组织病理学检查和影像学检查
  


  
    组织病理学检查一般为有创性检查，但对确诊侵袭性真菌感染有重要意义。
  


  
    影像学检查尤其是胸部CT可以用来辅助诊断侵袭性肺烟曲霉菌病，但在疾病的早期很难见到特征性的征象，不利于早期诊断，也不能用于确诊。
  


  
    （范 红）
  


  
    第十节 巨细胞病毒感染与疾病
  


  
    人巨细胞病毒（humancytomegalovirus，HCMV）属于疱疹病毒科巨细胞病毒属。HCMV通常经口腔、生殖道、胎盘、输血或器官移植等途径传播。感染呈全球性分布，无有季节性，可感染任何年龄的人群。通常呈隐性感染，多数感染者无临床症状，但在一定条件下侵袭多个器官和系统可产生严重疾病。临床HCMV感染包括先天性感染、围生期感染、青少年时期感染和免疫功能缺陷个体感染。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐21。
  


  
    [image: 巨细胞病毒实验室分析路径图]


    
      图13‐21 巨细胞病毒实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）相关实验结果判断与分析
  


  
    1﹒血清学试验
  


  
    血清学试验包括抗CMVIgM和抗CMVIgG检测，目前常用免疫学方法进行检测。
  


  
    抗CMVIgM检测用于判断近期感染和活动性感染期，但对于新生儿检测结果的分析应慎重。单份血清标本抗CMVIgG检测用于判断HCMV既往感染。如果用于近期感染的诊断需要急性期和恢复期双份血清，间隔时间至少2周。急性期的血清标本应当在发病的尽可能早的时间采集。如果考虑新生儿先天性HCMV感染，应当同时抽取母亲及新生儿血清标本。
  


  
    2﹒直接显微镜检测
  


  
    经吉姆萨和苏木精‐伊红等常规染色肺及其他活检组织有助于局部器官HCMV感染的诊断。典型的病理特征是细胞肿大变圆，核变大，核内出现周围绕有一轮“空晕”的大型嗜碱性包涵体（巨细胞），又称为“猫头鹰眼”样病理改变（图13‐22）。
  


  
    3﹒抗原检测
  


  
    应用免疫荧光或者酶免疫方法，直接检测组织、支气管肺泡灌洗液标本和外周血白细胞等。外周血白细胞中HCMV抗原的检测，可帮助判断是否存在HCMV抗原血症，该法敏感、特异、快速，用于HCMV感染的早期诊断。
  


  
    [image: 肺部巨细胞病毒（CMV）感染的典型病理改变]


    
      图13‐22 肺部巨细胞病毒（CMV）感染的典型病理改变
    


    

  


  
    4﹒核酸检测
  


  
    核酸检测可用PCR法和核酸杂交法。PCR法是常用于检测临床标本中的HCMVDNA以及mRNA，定性检测无法区分活动性与无症状的潜伏感染，定量检测可在分子水平监测HCMV感染和区分活动性与潜伏感染。核酸杂交法常用原位杂交法，原位杂交法能检测甲醛固定和石蜡包埋组织切片中的HCMV核酸，可直接在感染组织中发现包涵体，并可作为HCMV感染活动性诊断。
  


  
    5﹒病毒分离
  


  
    病毒分离是诊断HCMV感染的有效方法，人成纤维细胞可用于CMV培养，需1～2周出现“巨细胞病毒细胞病变”（CPE），一般需观察28天。该方法适合大量临床标本的检测，并具有省时的特点。其缺点是：技术要求高，分离时间长，易污染，只能在有条件的医院和实验室开展，对于潜伏期及经药物治疗后的标本，病毒分离常为阴性结果。
  


  
    （二）结果分析
  


  
    实验室检测结果需结合患者临床表现进行诊断。对于原发性HCMV感染者，最可靠指标是急性期和恢复期双份血清标本抗体阳转，双份血清抗体滴度4倍或4倍以上升高也可诊断CMV急性感染。对于器官移植患者或免疫低下的患者，如果呼吸道及尿标本检测到CMV病毒，也不能肯定本次感染症状系CMV所致，因为其无症状的排毒率很高，诊断该类患者感染更可靠的方法是外周血白细胞CMV抗原检测。
  


  
    （陶传敏）
  


  
    第十一节 EB病毒相关感染与疾病
  


  
    1964年Epstein和Barr首次在Burkit非洲儿童淋巴瘤细胞中用电镜观察到类似疱疹病毒的病毒颗粒，命名为EB病毒（Epstein‐Barrvirus，EBV）。EB病毒的形态与其他疱疹病毒相似，为DNA病毒，呈球形，基本结构包括核、衣壳和囊膜三部分。囊膜上有病毒编码的糖蛋白，能识别淋巴细胞上的EB病毒受体，介导病毒与细胞融合。
  


  
    EB病毒主要通过唾液传播，在口咽部上皮细胞内增殖，然后感染B淋巴细胞，这些细胞大量进入血液循环而造成全身性感染。感染初期体液免疫系统能阻止外源性病毒感染，但不能消灭病毒，机体细胞免疫（如T淋巴细胞的细胞毒反应）可对病毒活化进行监视作用，并清除转化的B淋巴细胞。EB病毒在人群中分布广泛，特别是3～12岁儿童EB病毒抗体阳性率很高，青年期发生的原发感染中约有50%感染者可能出现传染性单核细胞增多症。与EB病毒密切相关的鼻咽癌多发生于40岁以上中老年人，在所有病例的癌组织中有EB病毒基因组存在和表达。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图13‐23。
  


  
    [image: EB病毒感染实验室分析路径图]


    
      图13‐23 EB病毒感染实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）检测EB病毒的相关实验
  


  
    EB病毒仅能转化B淋巴细胞并在B淋巴细胞中增殖、传代，被病毒感染的细胞由于具有EB病毒的基因组，因此可产生各种抗原，包括：EBV核抗原（na），早期抗原（ea），膜抗原（ma），衣壳抗原（vca），淋巴细胞识别膜抗原（lydma）。除lydma外，鼻咽癌患者EBVna、ma、vca、ea等抗原均可产生相应的IgG和IgA抗体，其中ma抗体能中和EB病毒的滴度。EB病毒分离培养困难，因此一般用血清学方法进行辅助诊断。检测EB病毒的方法包括ELISA法、直接荧光方法和间接免疫荧光法，荧光方法检测EB病毒的敏感性高于ELISA方法，因此目前实验室使用间接荧光法更为普遍。
  


  
    核酸杂交和PCR等方法也被应用到检测细胞内EBV基因组及其表达产物，直接检测EBV基因组或其表达产物常用的方法有包括Southern印迹（Southernblot）、聚合酶链反应（PCR）、免疫组织化学（IHC）和原位杂交（ISH）技术，Southern印迹和PCR方法主要用于BE病毒感染的普查、筛选和分型，免疫组织化学和原位杂交能够确定病毒与组织和细胞的关系，是公认的病毒直接定位的方法。另外，探针检测特异的EBV基因可直接检测标本中的EB病毒的DNA。
  


  
    （二）实验结果与分析
  


  
    1﹒EBV特异性抗体的检测
  


  
    用标记的酶／荧光免疫染色技术检出血清中EB病毒IgG抗体，可诊断为EB病毒近期感染。在鼻咽癌血清中测出的vca‐IgG抗体阳性率可达90%，患者病情转好时，抗体效价也不下降，因此该方法对鼻咽癌诊断及预后判断有一定价值。
  


  
    2﹒嗜异性抗体凝集试验
  


  
    主要用于传染性单核白细胞增多症的辅助诊断，发病早期患者血清中可出现IgM型抗体，该抗体能凝集绵羊红细胞，当抗体效价超过1∶100具有诊断意义。健康人群、血清病患者以及少数淋巴网状细胞病、单核细胞白血病、结核病等患者的血清中也可能出现嗜异性抗体，但其滴度较低（除血清病外），临床上可用豚鼠肾和牛红细胞吸收试验予以鉴别，正常人血清中的抗体经豚鼠肾组织细胞吸收后，可变为阴性。嗜异性凝集试验≤1∶8，EB病毒抗体测定阴性。该试验的特异性较高，若逐周测定，滴度不断升高，达4倍以上者对传染性单核白细胞增多症的诊断意义更大。
  


  
    3﹒核酸检测
  


  
    EB病毒是较大的病毒之一，至少携有80多个ORF（openreadingframe，开放读码框），60种病毒编码蛋白，目前通常用的扩增基因是即刻早期基因区序列，该方法证实了某些疾病与EB病毒感染的相关性，并为临床感染的诊断提供了简便、快速、灵敏、特异的检测手段，因此采用分子生物学方法来寻找EB病毒基因组及其表达产物的存在，对于EB病毒所引起临床感染的快速诊断具有重要的现实意义。
  


  
    4﹒鼻咽癌筛查和辅助诊断的EB病毒血清学检查
  


  
    目前，常规用于鼻咽癌筛查和辅助诊断的EB病毒血清学检查项目有VCA‐IgA（EB病毒壳抗原），EA‐IgA（EB病毒早期抗原）和EBV‐DNaseAb（EB病毒DNA酶抗体中和率）检测。其检查主要用于临床正常人群筛查早期鼻咽癌、鉴别原发灶不明的颈淋巴结转移癌诊断、鼻咽癌诊断的辅助手段，也可作为鼻咽癌患者放疗前、后疗效评价的观察指标。鼻咽癌患者常伴有VCA‐IgA、EA‐IgA和EBV‐DNaseAb效价增高。EB病毒血清学的改变可以在鼻咽癌确诊前4～6个月即呈阳性反应，但应注意出现假阳性。鼻咽癌的检出率与EB病毒血清学效价及其变化有关。临床凡属于下述情况之一者，可以认为是鼻咽癌的高危患者：①VCA‐IgA滴度≥1∶80；②在VCA‐IgA、EA‐IgA和EBV‐DNaseAb三项指标中任何两项为阳性者；③上述三项指标中，任何一项指标持续高滴度或滴度持续升高者。对上述标准的高危患者都应进行间接鼻咽镜或鼻咽光导（电子）纤维镜的仔细检查，必要时做病理活检。
  


  
    （谢 轶）
  


  
    第十二节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    男性，40岁，农民，从事生猪屠宰工作。于当日凌晨突然发病，初感头昏、心慌，很快出现畏寒、高热、头痛、皮肤有出血点、淤点、瘀斑和呕吐等症状。消化道症状包括食欲下降，恶心，呕吐。入院后检查体温39.8℃，血压下降，收缩压低于90mmHg，血细胞分析偏高。
  


  
    医师根据临床表现和经验，判断为中毒性休克，马上进行抗感染和抗休克治疗，到下午1点时，患者的血压有所回升。临床检查发现患者有凝血功能障碍；肝功能不全以及全身淤点、瘀斑。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：白细胞计数升高，中性粒细胞比例升高。血小板下降，继发DIC的患者血小板严重降低。尿常规：蛋白（＋）。肝功能：ALT升高，AST升高，白蛋白降低。肾功能：无异常。
  


  
    分析：
  


  
    该患者的病程和临床表现符合猪链球菌病，病患者为猪链球菌感染的可能性大。进一步的检查包括：血培养，骨髓培养，体液培养。采集患者的腹水，进行腹水涂片，革兰染色检测有成对或短链状革兰阳性球菌。血液和腹水分别进行血培养和腹水培养报告检出猪链球菌。
  


  
    实验室诊断及进一步检查：血清学检测，分子鉴定，PCR检测和测序。
  


  
    诊断意见：
  


  
    猪链球菌病。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    女性，45岁，农民。因发热8天入院。无特殊既往病史和服药史。患者于10天前无明显诱因发热，开始为低热，38℃左右，随后体温逐渐升高，4天后持续高热达39.5～40℃，伴腹部隐痛，腹胀，大便稀水样，2～3次／天，给予青霉素80万U，肌内注射3天，2次／天，无效，最近2天大便带黑色，因病情加重转来我院。起病以来无咳嗽、胸痛，无尿频尿急尿痛，食欲明显下降，小便量尚可。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温39.7℃，脉搏85次／分，呼吸25次／分，血压100／80mmHg，急性病容，表情淡漠，听力下降，双肺（－），心率80次／分，律齐，腹平软，无压痛，肝肋下1cm，质软，脾肋下约1.8cm，质软，腹部叩诊鼓音，腹水征（－）。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：白细胞4.0×10／L，中性粒细胞0.56，淋巴细胞0.44，血小板100×109／L。
  


  
    大便常规：黑褐色稀便，隐血（＋＋），见少许白细胞及脓细胞。
  


  
    小便常规：无异常。
  


  
    血清肥达反应：O1∶160，H1∶160，A1∶40，B1∶40。
  


  
    分析：
  


  
    患者最可能的诊断为沙门菌感染，伤寒的可能性大。因为该患者的病程和临床表现符合伤寒病。特别是血清肥达反应O，H效价均升高大于1∶80，对伤寒的诊断有一定价值。进一步的检查包括：血培养，骨髓培养，尿、大便培养。为提高伤寒沙门菌的检出率应注意在病程的不同阶段取不同标本。第1周采集血液，第2、第3周取粪便，第3周取尿液，全病程都可骨髓做培养。
  


  
    诊断意见：
  


  
    血培养或骨髓培养出伤寒沙门菌。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    男，35岁，公司职员，长期处于中央空调环境中。于1周前出现乏力、头痛、肌痛，2日前加重，伴高热寒战、呼吸急促、咳嗽咳痰，体温最高达39.2℃，痰少，白色泡沫痰。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温38.6℃，呼吸33次／分。左下肺可闻及湿啰音、胸膜摩擦音。其余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：WBC17.84×109／L，中性粒细胞百分比86.0%。
  


  
    生化：肝肾功能未见异常，血糖正常。
  


  
    胸水常规：WBC增高，单个核细胞百分比96.0%。
  


  
    胸部X线检查：左下肺斑片影，胸腔积液4cm。
  


  
    进一步的实验室检查：痰涂片见革兰阴性杆菌。痰培养2天后未见生长，在含有L‐半胱氨酸的BCYE培养基上培养5天，可见直径1～2mm有浅绿色的菌落，经鉴定为嗜肺军团菌。进一步的检查可做间接荧光免疫试验、酶联免疫吸附试验及放射免疫测定等来检测血清中的军团菌抗体。也可用DNA探针和PCR方法检测军团菌rRNA。
  


  
    分析：
  


  
    军团菌肺炎是由嗜肺军团菌引起，以肺炎表现为主，可能合并肺外其他系统损害的感染性疾病。军团菌是一种需氧革兰染色阴性杆菌，无荚膜，营养要求苛刻，在普通培养基上不生长，在含L‐半胱氨酸的BCYE培养基上生长缓慢。除分离培养外，还可用免疫法检测血清中的军团菌抗体，核酸检测法快速，灵敏，可用于军团菌的快速诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    军团菌间质性肺炎。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男性，29岁，已婚。自觉腰痛，尿道分泌物增多，尿痛，并有血尿，有瘙痒感而入院。不洁性生活史两年。
  


  
    体格检查：
  


  
    尿道外口红肿，挤压尿道有脓性分泌物流出。
  


  
    实验室检查：
  


  
    用无菌棉拭子取尿道分泌物涂片镜检，可见较多革兰阴性双球菌（肾形明显）。培养结果为淋病双球菌。
  


  
    分析：
  


  
    实验室病原菌培养与临床症状结合可以诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    淋病。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，27岁，因干咳、发热2个月入院。2个月前出现发热，体温高达38.5℃，以午后为著，伴乏力、盗汗、纳差，偶有咳嗽、咳痰，无咯血。院外曾用多种抗生素治疗无效。既往体健，近期从农村到城市务工3个月。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.8℃，脉搏80次／分，呼吸22次／分，血压100／70mmHg。双肺呼吸音清，未闻及干湿性啰音，心率80次／分，律齐，肝脾肋下未触及。
  


  
    实验室检查：
  


  
    胸片示双上肺可见斑片影。血沉40mm／h，痰涂片抗酸染色（－），痰分枝杆菌培养（＋），PCR结核分枝杆菌阳性。
  


  
    分析：
  


  
    农村青年女性，起病缓，病程2个月。临床特点为：中度发热、干咳为主、盗汗。院外曾用多种抗生素治疗无效。血沉升高（40mm／h），胸片提示双上肺可见斑片影，高度怀疑继发性肺结核改变。虽然痰涂片抗酸染色（－），但临床表现和胸片提示高度怀疑双上肺肺结核，最后病原学确诊：痰分枝杆菌培养（＋），PCR结核分枝杆菌阳性。
  


  
    诊断意见：
  


  
    双上肺继发性肺结核。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，24岁，工人，已婚。一年前两手掌有呈对称性暗红色斑疹，外阴部及大小阴唇有十余个皮疹，无自觉症状。未经治疗而数月后皮疹自行消退。近1个月发现手掌及外阴部又出现同样皮疹，症状同前入院。既往健康，无药物过敏史及其他传染病史。无流产史。结婚前后均有多次不洁性交史。
  


  
    体格检查：
  


  
    舌左侧黏膜可见数个绿豆大灰白色黏膜斑；两侧腹股沟能触及十余个豆大或小指头大淋巴结，活动，物红肿，压痛。皮肤科检查：头发稀少，头顶部呈虫蚀状脱发，眉毛脱落，阴毛稀少，两手掌对称性指头大黄褐色斑疹；外阴部大小阴唇可见豆大粉红色斑疹，表面光滑湿润。
  


  
    实验室检查：
  


  
    病理检查：取舌黏膜皮疹活检，真皮层可见大量淋巴细胞及浆细胞浸润，血管内皮细胞肿胀，表皮脚伸长。血清学检查：USR1：64（＋）；KT（－）；螺旋体血凝试验（TPHA）阳性。大阴唇部皮疹糜烂面渗出液印片暗视野检查找到密螺旋体。
  


  
    分析：
  


  
    典型临床症状和梅毒螺旋体确诊试验阳性可以诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    Ⅱ期梅毒。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，24岁，农民，患者因畏寒、发热、全身乏力、肌肉酸痛、皮肤巩膜黄染1周入院。入院前1周下田劳动后，出现畏寒、发热、头痛、全身乏力、肌肉酸痛，体温39℃。病后第二天出现尿黄，如浓茶样。皮肤巩膜发黄，伴轻度咳嗽，偶咳出少量血丝痰。入院前1天在当地医疗诊所治疗，给予输液、肌内注射青霉素钠80万U。当晚畏寒、发热加重，严重乏力，全身酸痛，尤以腰肌及腓肠肌疼痛最为突出，不能行走，伴明显头晕、眼花、出冷汗、尿少而急诊入院。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36.7℃，脉搏94次／分，呼吸22次／分，血压100／70mmHg，精神不振，表现恐慌、痛苦，查体合作。全身皮肤黏膜重度黄染，结膜充血，眼眶压痛，左腋下及双侧腹股沟触及数颗玉米粒大淋巴结，活动好，压痛。颈软，呼吸运动增快，语颤稍增强，叩诊轻度实音。两肺底可闻及少量散在细湿啰音。心界不大，心率94次／分，律齐。心音低钝。腹平坦，全腹压痛，以上腹部为甚，上腹反跳痛（＋），肝右肋下2cm，质软，压痛。脾肋下未触及。移动性浊音（－）。双侧腰肌、腓肠肌明显压痛。
  


  
    实验室检查：
  


  
    Hb92g／L，RBC3.31×1012／L，WBC15.7×109／L，尿常规尿蛋白（＋＋＋），RBC（＋＋），WBC（＋＋＋），颗粒管型（＋），透明管型（＋），尿三胆（＋）；肝功黄疸指数195U，谷丙转氨酶220U，碱性磷酸酶18金氏单位；血尿素氮33.5mmol／L，血肌酐615μmol／L，凝血酶原时间29秒，血清淀粉酶608苏氏单位。B超提示肝大。胸正位片提示双肺纹理稍增粗。心电图为完全性右束支传导阻滞。
  


  
    分析：
  


  
    患者有明显的疫水接触史及季节性。有发热、全身乏力，肌肉酸痛、结膜充血、腓肠肌压痛，腹股沟及腋下淋巴结肿大等典型的临床表现，尿常规、肾功、肝功均异常。入院前1天使用青霉素后出现赫氏反应，青霉素治疗有效，因此钩体病的临床诊断成立。
  


  
    诊断意见：
  


  
    钩端螺旋体病黄疸出血型急性肝肾衰竭。
  


  
    病例八
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，25岁，农民。因间歇性发热2个月余而入院。患者近2个月来无明显诱因出现发热，最高体温达39.2℃，伴头痛、头昏、乏力、纳差、稍伴咳嗽、咽痛，无明显畏寒、鼻塞、流涕、胸痛、盗汗及咯血，也不伴明显胸闷、心悸及气促，无尿频、尿急、尿痛及腰痛，也无腹痛、腹泻及恶心、呕吐，也无皮疹、关节肿痛、牙龈出血等，病后曾到外院多次抗感染治疗，体温曾降至正常，数天后又上升到39℃左右，病程2个月而到我院诊疗。患者平素体健，否认有“肺结核”等病史。4个月前曾外出广东打工，近来无下田劳动史。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.5℃，脉搏95次／分，呼吸20次／分，血压80／55mmHg，神志清楚，全身皮肤黏膜未见黄染、出血点、淤点、瘀斑、焦痂、溃疡，浅表淋巴结不大，巩膜无黄染，球结膜无水肿，心肺未见异常，腹平软，肝右肋下1.5cm，质软，无压痛，脾肋下未及，肝肾无叩击痛，四肢无畸形，肌力肌张力正常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    WBC4.9×109／L，PLT180×109／L，Hb116g／L，RBC4.4×1012／L，N60%，L40%，两次尿常规，大便常规潜血，肝功能，钾钠氯钙，血糖皆正常，血尿素氮1.46mmol／L，肺炎支原体抗体阴性，血沉51mm／h，血培养阴性，抗O、类风湿因子、尿本周蛋白3次阴性，结核抗体阴性。心电图、胸片及肺部CT平扫正常。
  


  
    分析：
  


  
    入院后经过头孢哌酮、左氧氟沙星抗感染，同时给予对症支持治疗，患者仍有低热37.5℃。患者曾在某地打工，且在当地发病；热型为回归热型；发病前3周无下田劳动及疫水接触史，亦无淋巴结肿大、腓肠肌无压痛，基本排除钩端螺旋体病；患者亦无淋巴结肿大、焦痂、溃疡、皮疹，也不支持恙虫病；主要体征：肝轻度肿大，质软；辅助检查：外斐试验OXk＞1∶200；经一般抗感染治疗无效，考虑“回归热”。而仅给予四环素片口服0.25，4次／天，连用4天，体温完全降至正常。且头昏、乏力、咽痛、纳差症状消失，继续用药1周，体温正常，患者自觉无不适而出院，出院后半月随访体温一直正常。
  


  
    诊断意见：
  


  
    回归热。
  


  
    病例九
  


  
    一般资料：
  


  
    女，73岁，因虫咬后出现四肢乏力伴关节疼痛1年，4个月前加重后入院。患者于1年前被不明虫子咬伤肋部，1周后被咬处出现鸡蛋大小深紫色包块，并于1个月后出现左侧口眼歪斜，经当地医院治疗后皮疹消失。4个月前，出现双下肢乏力伴关节疼痛，起步困难，行走时小步态，无明显平衡障碍。睡眠尚可，纳差，二便正常。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.1℃，血压120／75mmHg，呼吸18次／分，脉搏92次／分，全身皮肤未见异常皮疹。四肢肌张力正常，双侧腱反射减退，双手平举可见明显振颤，四肢呈手套袜套样感觉减退，双下肢震动觉及位置觉减退。脑神经检查（－），脑膜刺激征（－）。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：未见异常。
  


  
    生化：糖6.40mmol／L，胆固醇6.22mmol／L，肝肾功未见异常。
  


  
    免疫：C反应蛋白、抗核抗体、类风湿因子、补体及肿瘤指标等均正常。
  


  
    脑脊液检查：糖4.45mmol／L，其余常规、生化均正常。
  


  
    关节液检查：RF、ASO均正常。
  


  
    进一步实验室检查：取患者关节滑膜液做涂片染色，无阳性发现。BSK复合培养基培养12周，未培养出螺旋体。将关节液用间接免疫荧光法做伯氏疏螺旋体IgG、IgM抗体检查，发现IgG（＋）、IgM（＋）。进而用PCR进行伯氏疏螺旋体核酸检测，发现阳性结果。
  


  
    分析：
  


  
    莱姆病是一种由蜱传播引起的全身性、慢性炎性疾病，疾病初期常以慢性游走性红斑为特征，病变常呈播散性，可引起心脏、神经、关节等多系统及器官病变。实验室检查可以从感染组织或关节腔积液中分离到病原体，或检测到特异性抗体（间接免疫荧光法、酶联免疫吸附试验、免疫印迹试验等），或检测到病原体DNA（核酸检测），从而确诊莱姆病。
  


  
    诊断意见：
  


  
    神经莱姆病。
  


  
    病例十
  


  
    一般资料：
  


  
    男，23岁，患者于1天前出现阵发性头痛，渐加重，伴有恶心、呕吐、视物模糊，自测体温38.0℃，遂入院。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.6℃，脉搏76次／分，呼吸20次／分，颈项强直，Kemig征（＋），Brudzinski征（＋），脑膜刺激征（＋），余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：WBC8.64×109／L，淋巴细胞百分比67.2%。
  


  
    生化：肝肾功能正常。
  


  
    免疫：抗核抗体、RF、C反应蛋白阴性，HIV抗体初筛（＋）。
  


  
    脑脊液常规检查：WBC、ALB增高，GLU减低，单核细胞百分比98%。
  


  
    进一步的实验室检查：取脑脊液行涂片查细菌、真菌，发现较多似酵母样菌；墨汁染色镜下可见透亮圆形菌体，有出芽，荚膜宽厚。脑脊液血平板培养2日后，发现白色菌落，经鉴定为新型隐球菌。
  


  
    分析：
  


  
    隐球菌广泛分布于自然界，经呼吸道侵入人体，主要侵犯肺、脑及脑膜，也可侵犯皮肤、骨和关节。新型隐球菌病好发于细胞免疫功能低下者，如AIDS、恶性肿瘤、糖尿病、器官移植和大剂量使用糖皮质激素者。脑脊液墨汁染色阳性发现具有较高的特异性，但敏感性较低，常需多次检查。脑脊液培养特异性高，但耗时较长。另外可用胶乳凝集试验、ELISA和单克隆抗体法等免疫学方法检测隐球菌荚膜多糖特异性抗原。亦可用PCR等方法行核酸检测。
  


  
    诊断意见：
  


  
    新型隐球菌脑膜炎。
  


  
    病例十一
  


  
    一般资料：
  


  
    女，68岁，4周前出现发热、畏寒、乏力、咳嗽、咳痰，始为黄脓痰，院外使用多种抗生素治疗3周，近1周转为白色黏痰。既往糖尿病史5年。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温38.5℃，呼吸30次／分。双肺呼吸音稍低，右下肺可闻及中粗湿啰音。余无特殊。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：WBC14.26×109／L，中性粒细胞百分比70.0%。
  


  
    生化：GLU13.42mmol／L，肝肾功能正常。
  


  
    胸部X线检查：右下肺薄壁空洞伴半月形透亮区。
  


  
    病原微生物学检查：深部咳痰涂片检查镜下可见分支的菌丝、分生孢子头，顶囊等结构。β‐（1‐3）‐D‐葡聚糖检测结果135.4pg／ml。细菌培养阴性，真菌培养阳性，鉴定为烟曲霉菌。
  


  
    分析：
  


  
    老年女性，有糖尿病病史，有呼吸道感染及抗生素过度使用史。
  


  
    诊断意见：
  


  
    侵袭性肺部真菌感染（烟曲霉）。
  


  
    病例十二
  


  
    一般资料：
  


  
    患儿，男，3岁。因“面肌抽搐3天，发热失语2天”急诊入院。患儿于入院前1周有上呼吸道感染症状，3天前突然出现面肌抽动，口角歪斜，不能伸舌，并于发作3小时后出现明显发热、失语、吞咽困难。不能行走并伴嗜睡，反应差等症状。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.7～39℃，嗜睡，反应差，呼吸平顺，双瞳孔等大等圆，D＝2，5cm，对光反射存在，颈抵抗（＋），心音有力，律齐，双肺呼吸音稍粗，未闻及干湿啰音，腹平软，肝脾无肿大，肠鸣音存在。四肢肌力Ⅳ级，腹壁反射、提睾反射、双膝反射均减弱，左巴氏征阳性、右巴氏征阴性。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析WBC10.8×109／L；脑脊液常规，生化，培养及图片均无异常；EB‐Ab阳性。
  


  
    影像学检查：
  


  
    MRI显示脑膜炎。
  


  
    分析：
  


  
    患儿以脑神经和神经定位症状为主，MRI显示脑膜炎，结合EB‐Ab阳性结果，得出诊断。
  


  
    诊断意见：
  


  
    EB病毒脑膜炎。
  


  
    （谢轶 范红 陶传敏 康梅）
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    第十四章 寄生虫感染性疾病与实验室诊断
  


  
    人体寄生虫学是病原生物学的重要组成部分。寄生虫病在全球广泛分布，特别是发展中国家。疟疾流行于140个国家和地区，年发病人数3亿～5亿，死亡人数150万～270万；血吸虫病在76个国家流行，2亿人受感染，每年死亡人数50万～100万；近年来由于艾滋病的蔓延以及器官移植手术的开展，对于免疫缺陷和免疫功能低下的患者，一些机会致病寄生虫病如肺孢子虫病、弓形虫病等的发病率增加，甚至成为这些患者死亡的主要原因之一。在我国，卫生部于2001年6月至2004年底在全国组织开展了人体重要寄生虫病现状调查。总的流行趋势特点为：钩虫、蛔虫、鞭虫等土源性线虫感染率明显降低；食源性寄生虫的感染率在部分省市明显上升；棘球蚴病和黑热病在西部地区流行仍较严重。寄生虫感染性疾病对人体的危害仍然严重。准确快速的实验室诊断能为临床提供重要的诊断依据，对疾病的防治具有重大意义。
  


  
    第一节 疟 疾
  


  
    疟原虫是人体疟疾的病原体。寄生于人体的疟原虫有四种：间日疟原虫（Plasmodium vivax，P﹒v﹒）、恶性疟原虫（Plasmodiumfalciparum，P﹒f﹒）、三日疟原虫（Plasmodiummalariae，P﹒m﹒）和卵形疟原虫（Plasmodiumovale，P﹒o﹒），分别引起间日疟、恶性疟、三日疟和卵形疟。雌性按蚊是疟疾的传播媒介，通过叮咬吸血而致人体感染。在我国主要是间日疟原虫和恶性疟原虫，三日疟原虫少见，卵形疟原虫罕见。海南和云南两省是全国疟疾流行最严重的疟区和传播恶性疟的病灶区。典型的疟疾发作表现为周期性的寒战、发热和出汗退热，还可出现贫血及脾大等临床表现。从患者外周血中检出疟原虫的环状体、滋养体、裂殖体或配子体可作为疟疾确诊的依据。抗体检测对于流行病学调查具有价值，抗原检测的快速诊断适用于现场使用。PCR检测敏感性高，可区分所有四种人体寄生疟原虫，用于疟疾诊断及疗效观察。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图14‐1。
  


  
    [image: 疟疾的实验室诊断路径图]


    
      图14‐1 疟疾的实验室诊断路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原学诊断
  


  
    1﹒血膜染色镜检
  


  
    从患者外周血中检出疟原虫是目前疟疾诊断的金标准。取患者指血或耳垂血制作厚血膜和薄血膜，吉姆萨染色或瑞氏染色后镜检查找疟原虫。指血或耳垂血中滋养体和裂殖体的密度较高，是理想的样本。静脉穿刺标本宜采用肝素或EDTA抗凝，尽快进行检测以避免疟原虫的形态发生改变。
  


  
    对于低原虫血症以及复发和再燃的患者，厚血片的敏感性明显高于薄血片。但是厚血片法在标本处理过程中原虫变形，红细胞被溶解，需要检验人员有相当的经验。厚血膜法可以达到的敏感性约为50个原虫／μl血，假设红细胞计数为5×1012／L，则相当于红细胞的感染率为0.001%。但大多数常规诊断实验室的敏感性平均只能达到500个原虫／μl，红细胞的感染率约为0.01%。薄血膜染色后原虫的形态结构完整，清晰，可辨认原虫的种类和各发育阶段的形态特征，特异性高于厚血膜法。薄血膜经瑞氏或吉姆萨染色后，四种疟原虫的形态特点见表14‐1。
  


  
    [image: ]


    
      表14‐1 薄血膜中4种疟原虫的形态特点
    


    

  


  
    [image: 间日疟原虫环状体]


    
      图14‐2 间日疟原虫环状体
    


    

  


  
    [image: 间日疟原虫滋养体]


    
      图14‐3 间日疟原虫滋养体
    


    

  


  
    [image: 间日疟原虫裂殖体]


    
      图14‐4 间日疟原虫裂殖体
    


    

  


  
    [image: 间日疟原虫配子体]


    
      图14‐5 间日疟原虫配子体
    


    

  


  
    [image: 恶性疟原虫环状体]


    
      图14‐6 恶性疟原虫环状体
    


    

  


  
    原虫计数：厚血膜中疟原虫的计数采用白细胞和疟原虫比率计算法，此方法费时。薄血膜原虫计数采用的指标是红细胞感染率。计数10000个红细胞中被疟原虫感染的红细胞数，用百分比的形式表示红细胞的感染率。薄血膜中原虫更易被识别和计数，人们更愿意用此方法进行原虫血症的常规估算。在原虫计数上，薄血膜的敏感性大约只有厚血膜法的1／10。红细胞感染率常用于非流行区原虫血症低的区域，流行区大量原虫感染常用厚血膜的直接原虫计数。
  


  
    [image: 恶性疟原虫配子体]


    
      图14‐7 恶性疟原虫配子体
    


    

  


  
    2﹒血沉棕黄层定量分析法（quan titativebufycoats，QBC）
  


  
    特定的荧光染料如吖啶橙对原虫胞核的核酸具亲和力，能黏附于胞核，在特定波长的紫外光照射下胞核显示强荧光。QBC法的敏感性较普通镜检法高7倍，但技术要求高，需要特殊设备如离心机和荧光显微镜，并且吖啶橙的荧光染色不具有特异性，所有细胞的核酸均可着色，因而镜检人员必须能够区分荧光染色的疟原虫和其他含有核酸的细胞以及细胞碎片。用吖啶橙荧光染色检测＜100原虫／μl血（0.002%原虫血症）的标本，其敏感性从41%～93%不等，对于恶性疟原虫感染的特异性高达93%。用QBC法可以快速准确地检出虫体，但其主要的局限在于无法轻易区分疟原虫的不同种。
  


  
    （二）免疫学诊断
  


  
    1﹒抗原检测
  


  
    抗原检测能说明受检对象是否有活动性感染。目前常用的方法都是在酶联免疫吸附试验（enzyme‐linkedimmunosorbentassay，ELISA）的基本原理基础上发展的，主要区别在于操作步骤、选择显色系统或所用固相载体不同。
  


  
    由于操作简便，检测快速，无须特殊仪器，人员不须特别培训，适用于现场，抗原检测快速诊断的应用越来越广泛。以镜检为标准，抗原检测快速诊断的敏感性大于95%，能够检出约100原虫／μl血（0.002%原虫血症）。目前有基于检测富组胺酸蛋白（histidine‐richproteinⅡ，HRP‐Ⅱ）抗原的诊断方法和基于检测乳酸脱氢酶（lactatedehydrogenase，LDH）的诊断方法。
  


  
    基于检测HRP‐Ⅱ抗原的诊断方法中，较为成熟的有免疫色谱技术。其原理类似于双抗体夹心法，包被的单抗是抗HRP‐Ⅱ抗原的IgM类抗体，第二抗体以胶体金标记，操作简便，单份样品只需数分钟。由于HRP‐Ⅱ为恶性疟原虫所特有，故此方法仅适用于恶性疟的诊断。根据已有的报告，其敏感性和特异性多在95%～100%。由于外周血中疟原虫廓清后HRP‐Ⅱ仍存留一段时间，故使用时应对此加以考虑。若患者的类风湿因子阳性，由于此因子可与包被于测试卡上的抗体结合而产生较高的假阳性率。
  


  
    疟原虫LDH为普遍存在于疟疾患者血样中的一种代谢产物，OptiMAL诊断试剂盒是基于检测LDH的诊断方法之一。血样裂解释放的疟原虫LDH与附着于试条上胶体金标记的抗恶性疟乳酸脱氢酶单克隆抗体和抗泛疟原虫乳酸脱氢酶单克隆抗体相结合而产生显色反应。在每一试条上均有一条质控带。仅质控带显色为阴性，质控、恶性疟特异LDH条带及泛疟原虫LDH条带均显色为恶性疟感染，质控及泛疟原虫LDH条带均显色为间日疟、三日疟和卵形疟中的一种或两种以上混合感染。此方法在高原虫密度时（＞100个原虫／μl血）敏感度很高，随着原虫密度降低而敏感度下降。在原虫密度≥0.01%时，敏感度为100%，原虫密度为0.001%～0.009%时，敏感度为87.5%。
  


  
    2﹒抗体检测
  


  
    感染疟原虫后，一般宿主疟疾抗体的出现比原虫血症晚一周左右，并持续至虫体清除后的3～6个月。IFA是目前最为可靠的抗体检测方法，它同时检测IgG和IgM抗体。滴度大于1∶20为阳性，小于1∶20视为不确定。滴度大于1∶200提示近期感染。疟原虫抗体的检测在临床上对初发患者无早期诊断价值，但对多次发作又未查明原因者检测疟疾抗体有助于诊断。抗体检测对于流行病学调查具有十分重要的价值。
  


  
    （三）分子生物学诊断
  


  
    聚合酶链反应（thepolymerasechainreaction，PCR）敏感性高，能够检测出每微升血5个或更少的原虫，敏感性和特异性均可达到100%。巢式PCR和多重PCR将鉴定准确到种。PCR检测可用于疟疾诊断及疗效观察，有报告如果在治疗后5～8天PCR结果阳性，提示可能是由于药物耐药而致的治疗失败。巢式PCR以及反转录PCR可以区分所有四种人体寄生疟原虫。PCR结果的变异可能是以下因素导致：标本的收集及贮存，DNA提取的方法，引物的选择，扩增的条件以及扩增产物的分析等。此外，以PCR为基础的检测方法如序列测定对于种株变异、突变以及耐药基因的研究有特别的帮助。
  


  
    第二节 弓形虫病
  


  
    弓形虫病是一种呈世界性分布且严重危害人类健康的人兽共患寄生虫病，其病原体刚地弓形虫（toxoplasmagondi）可寄生在除红细胞外的几乎所有有核细胞内。猫科动物是重要的传染源。弓形虫通过先天性和获得性两种途径感染人体。先天性感染主要经过胎盘垂直传播，造成胎儿畸形，神经系统发育障碍，死亡等。获得性感染后，免疫功能正常的人群多呈无症状带虫状态，但在免疫功能低下时，引起中枢神经系统损害和全身播散性感染，特别在艾滋病患者中弓形虫感染已成为主要并发症之一。病原学检查包括涂片染色、动物接种分离及细胞培养，具有确诊意义。血清学检测即抗体及抗原检测是目前弓形虫感染诊断的主要方法。PCR的应用价值还有待评估。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图14‐8。
  


  
    [image: 弓形虫病的实验室分析路径图]


    
      图14‐8 弓形虫病的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原学检查
  


  
    1﹒涂片染色法
  


  
    患者的各种体液如血液、脑脊液、羊水、眼液等以及分泌物、排泄物、组织均可涂片或印片后吉姆萨染色镜检，液体样本离心后取沉淀涂片。查见滋养体为阳性。滋养体呈弓形或月牙形，一端较尖，一端钝圆；一边扁平，另一边较膨隆。虫体长4～7μm，最宽处2～4μm，胞质呈蓝色，胞核紫红色，位于虫体中央（图14‐9）。组织印片有时可查见弓形虫包囊。包囊呈圆形或椭圆形，直径5～100μm，有一层富有弹性的坚韧囊壁，内含数个至数百个滋养体。此法检出率低，易漏检。
  


  
    2﹒动物接种分离或细胞培养
  


  
    将患者的体液或组织接种在小鼠腹腔或组织培养细胞。实验动物需观察4～6周。若接种的弓形虫对鼠有较强的毒力，常可在接种后5～10天于小鼠腹腔液中检获虫体。若接种物未表现出对小鼠的明显毒性，6周后取小鼠血清检测抗体，若抗体阳性，检测小鼠脑组织中是否有弓形虫包囊。如果未观察到包囊则将其脑组织接种其他小鼠，继续观察6周。弓形虫可在多种组织培养细胞中生长，在培养后24～96小时直接观察。吉姆萨染色可观察到虫体。应用免疫荧光可提高检测的敏感性。细胞培养和动物接种对于先天性弓形虫病的诊断有帮助，前者较后者费时少。
  


  
    [image: 刚地弓形虫速殖子]


    
      图14‐9 刚地弓形虫速殖子
    


    

  


  
    （二）免疫学诊断
  


  
    血清学检测是目前弓形虫感染诊断的主要方法。
  


  
    1﹒抗体检测
  


  
    弓形虫感染后，体内会先后出现多种抗体如IgG、IgM、IgA、IgE等，其中最先出现的是IgM，在感染7～8天就可出现，持续数周或数月，偶有1年以上的，故IgM的检测有助于弓形虫病的早期诊断；IgG抗体在感染后2～4个月达到高峰，持续时间较长，IgG抗体阳性说明曾经感染过弓形虫；IgA抗体也是弓形虫感染早期的一个重要标志物，在IgM消失IgG尚未出现之前，测定IgA抗体可以提高弓形虫急性感染的检出率。IgG和IgM检测结果9种可能组合的参考解释见表14‐2。
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      表14‐2 IgG和IgM检测结果参考解释
    


    

  


  
    用于血清学诊断的方法有10余种，常用的有ELISA，间接血凝试验（indirecthaemaggluti nationtest，IHA）和间接免疫荧光抗体试验（indirectfluorescentantibodymethod，IFA）等。ELISA法的敏感性和特异性较好，IHA简便快速，IFA敏感性和特异性均好，但需要荧光显微镜。
  


  
    2﹒抗原检测
  


  
    在应用免疫抑制剂或其他原因致抗体应答被抑制的患者，以及疾病早期抗体水平很低时，检测血清抗体诊断弓形虫病可靠性稍差，而从血清或体液内直接检测弓形虫抗原成分有助于对急性弓形虫病的诊断。ELISA是应用最多的检测方法。虽然弓形虫循环抗原阳性是确诊弓形虫病的可靠指标之一，但由于血清中循环抗原含量甚微以及现有检测手段敏感性的限制，弓形虫抗原检测的阳性率较低。
  


  
    （三）分子生物学诊断
  


  
    弓形体B1基因是目前PCR检测弓形虫感染应用最广泛的靶基因。用B1基因竞争PCR技术检测羊水标本的结果显示，敏感性为97.4%，高于常规检测方法的敏感性。靶基因除B1外，还有P30及rDNA等。PCR的类型有多重PCR，定量竞争PCR，套式PCR和原位PCR等。PCR由于具有敏感性高，特异性强、高效、简便等特点，已成为实验室用于艾滋病患者弓形虫病的可靠诊断方法；但对于免疫健康者弓形虫病的诊断，其价值还有待进一步评估，尤其是样本的选择和处理更需进一步探讨。
  


  
    第三节 棘球蚴病
  


  
    棘球蚴病也称包虫病，是由细粒棘球绦虫（Echinococcusgranulosus）的后绦幼虫棘球蚴（hydatidcyst）寄生所致。棘球蚴病是全球性的人兽共患寄生虫病，畜牧业发达的地方往往是流行区。在我国，棘球蚴病流行于西北、华北、东北以及西南广大农牧区，学龄前儿童是最易感染的人群。
  


  
    细粒棘球绦虫的终宿主是犬、狼等食肉动物；羊、牛等偶蹄类为中间宿主。人因误食终宿主排出的虫卵而致感染，在人体内发育成棘球蚴。棘球蚴可寄生于人体的几乎所有部位，最多见的部位是肝和肺，此外，腹腔、脑、脾、盆腔、肾、胸腔和骨等处均可寄生。疾病的严重程度取决于棘球蚴的体积、数量、寄生时间和部位。棘球蚴病的临床症状极其复杂，主要表现为：
  


  
    （1）局部压迫和刺激症状，受累部位有轻微疼痛和坠胀感。
  


  
    （2）局部包块。
  


  
    （3）全身中毒症状：如食欲减退、体重减轻、消瘦、发育障碍等。
  


  
    （4）过敏症状：常见的有荨麻疹、血管神经性水肿，棘球蚴囊破裂时常引起过敏性休克。病原学结果是确诊的依据，但大多数患者无法检测到病原体。抗体检测结合影像学检查是目前棘球蚴病诊断的主要手段。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图14‐10。
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      图14‐10 棘球蚴病的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原学诊断
  


  
    手术取出棘球蚴，从体液中检获棘球蚴碎片或原头蚴可确诊。肝包虫病破入腹腔、总胆管或胃肠道，可取腹水或粪便为检测标本，肺包虫病破入胸腔，可取胸腔积液或胸水检测，肾包虫病破入肾盂，可取尿液检测。病原学结果是确诊的依据，但大多数患者无法检测到病原体。
  


  
    （二）免疫学诊断
  


  
    抗体检测 抗体检测目前常用的方法有ELISA、IFA、免疫印迹试验（Westernblot）等，这些实验在临床实验室一般均常规开展。抗体检测的敏感性和特异性与选用的抗原有直接关系。由于方法和抗原选择的不同，各种免疫学检测方法的敏感性和特异性存在较大的差异。总的来看，敏感性大多60%～90%，特异性在80%～100%。假阳性结果可能出现于其他蠕虫感染、癌症患者和慢性免疫性疾病患者。阴性结果也不能排除棘球蚴病，这是因为某些棘球蚴携带者无法检测到抗体。能否检测到抗体取决于棘球蚴寄生的部位、完整性和活力。寄生于肝脏较寄生于肺、脑、脾更能激发抗体反应。带有老化、钙化或死亡棘球蚴的患者，抗体检测往往呈阴性。与其他寄生虫存在交叉反应是主要需要解决的问题。为了提高免疫诊断的准确性，建议联合使用几种抗体检测方法，对试验结果进行综合分析后再做诊断。
  


  
    抗体检测还可用于术后或药物治疗后患者的监测。成功去除了棘球蚴的患者，其体内的特异性IgG4会很快阴转，复发患者的IgG4则保持在一个较高的水平，因此IgG4可用于治疗效果的考核。特异性IgE和IgM的ELISA检测在疗效考核方面也有其价值。
  


  
    第四节 血吸虫病
  


  
    血吸虫也称裂体吸虫，寄生于人体的血吸虫主要有6种，即日本血吸虫（Schistosomaja ponicum）、埃及血吸虫（Schistosomahaematobium）、曼氏血吸虫（Schistosomamansoni）、间插血吸虫（Schistosomaintercalatum）、湄公血吸虫（Schistosomamekongi）和马来血吸虫（Schistosoma malayensis）。在我国流行的是日本血吸虫，当人与含有尾蚴的疫水接触后，尾蚴经皮肤感染，成虫寄生于人的门脉‐肠系膜静脉中。
  


  
    在血吸虫感染过程中，尾蚴、童虫、成虫和虫卵均可对人体造成损害，但虫卵是血吸虫病的主要致病因子。虫卵沉着在人体的肝及结肠肠壁等组织，形成虫卵肉芽肿和纤维化是血吸虫病的主要病变。日本血吸虫病可分为急性、慢性和晚期三期。急性期除发热外伴有腹痛、腹泻、肝脾肿大及嗜酸性粒细胞增多；慢性血吸虫病患者常无明显症状，有症状者主要表现为慢性腹泻或慢性痢疾，肝脾肿大等；晚期血吸虫病出现肝脾肿大，门脉高压和其他综合征，分为巨脾型、腹水型、结肠增殖型和侏儒型。此外，日本血吸虫卵还可引起异位损害，多见于脑和肺。在粪便及组织中检获虫卵可作为确诊的依据。免疫学检测对血吸虫病的诊断特别是异位损害具重要意义。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图14‐11。
  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原学诊断
  


  
    1﹒粪便直接涂片法
  


  
    重度感染患者或急性血吸虫病患者的粪便中常可检查到日本血吸虫卵。此方法操作简便，快捷，但因取材少，加之虫卵呈间歇性排出，虫卵检出率低，增加涂片张数及反复多次送检可提高检出率。查见日本血吸虫卵为阳性。日本血吸虫卵呈椭圆形，淡黄色，大小平均为89μm×67μm。卵壳薄而均匀，无卵盖，卵壳一侧有一小棘，但因虫卵位置或被卵壳外黏附物遮盖而非每个虫卵都能观察到小棘。日本血吸虫成熟虫卵内含一毛蚴，若虫卵未成熟或死亡过久，则毛蚴模糊或变为灰黑色。毛蚴和卵壳间常可见到大小不等的圆形或椭圆形油滴状头腺分泌物（图14‐12）。
  


  
    2﹒透明法
  


  
    利用甘油的透明作用使粪便涂片透明，以发现虫卵并计数。此法兼具定性和定量的双重作用，可用于测定人群的感染情况及考核防治效果。
  


  
    3﹒毛蚴孵化法
  


  
    根据血吸虫卵内的毛蚴在适宜温度的清水中短时间内可孵出的特性而设计的方法。适用于早期血吸虫病患者的粪便检查。该方法的阳性检出率高于直接涂片法，但操作烦琐，对样本的要求也高，必须新鲜，无农药，无化肥或化学品污染。孵化前可先取粪渣沉淀涂片镜检，如发现血吸虫卵即可直接报告而不必再做孵化。孵化后如见水面下有白色点状物直线来往游动即是毛蚴，可将毛蚴吸出镜检。
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      图14‐11日本血吸虫病的实验室分析路径图
    


    

  


  
    [image: 日本血吸虫卵]


    
      图14‐12日本血吸虫卵
    


    

  


  
    4﹒直肠黏膜活检
  


  
    慢性特别是晚期血吸虫病患者粪便中不易检获虫卵，可考虑采用直肠黏膜活检。对于肠黏膜内检获的虫卵，应区分是活卵、近期变性卵还是远期变性卵。对于未经治疗的患者，只要检出虫卵即有参考价值。对于有治疗史的患者，活卵或近期变性卵表明有成虫寄生，远期变性卵或死卵则提示曾感染过血吸虫。因此，检出虫卵的临床意义需结合病史，临床表现和免疫诊断结果综合考虑。由于此方法有一定的危险性，故检查前应考虑患者的凝血功能是否正常。
  


  
    （二）免疫学诊断
  


  
    1﹒抗体检测
  


  
    不同的抗体检测方法，其敏感性和特异性有差异，这是因所采用的抗原种类以及试验操作不同所致。抗体检测阳性仅能反映受检者曾经感染过血吸虫，与临床症状，虫荷量，产卵量及预后并无关联。
  


  
    ELISA：特异性和敏感性均高，被广泛应用，是血吸虫免疫诊断的主要方法，与粪检阳性符合率达95%～99%，假阳性率为1.3%～3.3%，与除肺吸虫外的其他寄生虫的交叉反应均较低。
  


  
    环卵沉淀试验（circumovalprecipitintest，COPT）：虫卵内成熟毛蚴的分泌物，排泄物透过卵壳上的微孔渗出，与待检血清共同孵育后虫卵周围出现泡状或指状沉淀物为阳性反应。在光镜下检查100个虫卵，阳性反应虫卵数（环沉率）等于或大于5%为阳性。COPT的敏感性为94.1%～100%，假阳性率为2.5%～5.6%。此法操作简便，经济，但不易达到操作的标准化，且判断结果时间较长，多用于流行病学调查及监测疫情。
  


  
    酶联免疫转移印迹试验（enzyme‐linkedimmunoelectrotransferblot，EITB）：在蛋白质凝胶电泳和固相免疫酶测定基础上建立的一种免疫学技术，具有凝胶电泳的高分辨力和固相免疫酶测定的高度特异性和敏感性的优点。用于血吸虫病的诊断，其特异性高于ELISA，但操作较复杂。
  


  
    胶体染料试纸条法：染料或胶体金与抗原结合，再与血清反应后，沿着试条扩散。阳性反应呈红色反应带，阴性者只有质控反应带。该方法无需专业人员操作及相关仪器设备，快速，全程仅5～10分钟，适合基层和现场使用。
  


  
    各方法各具优缺点，目前使用最为广泛的是ELISA和EITB。
  


  
    2﹒循环抗原检测
  


  
    循环抗原可以反映活动性感染，其量与宿主的虫荷数相关，治疗后虫体死亡，抗原排出，故可反映药物疗效。测定方法常用ELISA，可用多克隆抗体和单克隆抗体。循环抗原的检测成本较高，在慢性血吸虫病、晚期血吸虫病和轻症感染的检出率不够理想。
  


  
    第五节 囊尾蚴病
  


  
    囊尾蚴病也称为囊虫病，是由猪带绦虫（Taeniasolium）的幼虫猪囊尾蚴（Cysticercuscel lulosae）寄生于人体的各组织器官引起的疾病。人是猪带绦虫的终末宿主，其成虫寄生于人的小肠，致猪带绦虫病；人也可作为其中间宿主，因误食猪带绦虫虫卵或孕节而导致感染，虫卵在人体内发育成囊尾蚴，致囊尾蚴病。
  


  
    囊尾蚴病的危害程度大于绦虫病，其对人体的危害程度因虫体寄生的部位及数量的不同而有差异。囊尾蚴在人体的寄生部位广，最常见于皮下肌肉、脑和眼，也可寄生于心、舌、肝、肺等处。寄生的数量由1个至数百上千个不等。皮下肌肉囊尾蚴病常表现为皮下结节；脑囊尾蚴病的临床症状复杂，癫痫发作是最多见的症状，还可出现颅内压增高，精神症状等；眼囊尾蚴病轻者表现为视力障碍，重者可失明。检获囊尾蚴即可确诊，对于内部脏器及特殊部位的囊尾蚴病因不易检获虫体，免疫学诊断是重要的参考依据。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图14‐13。
  


  
    [image: 囊尾蚴病的实验室分析路径图]


    
      图14‐13 囊尾蚴病的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原学诊断
  


  
    皮下囊尾蚴病可通过手术摘除皮下结节查见囊尾蚴而确诊。
  


  
    眼囊尾蚴病可通过检眼镜检查进行诊断。虫体可位于眼的任何部位，但多在眼球深部，玻璃体及视网膜下寄生。检眼镜检有时可见头节蠕动。
  


  
    脑部囊尾蚴病可由手术获得的脑部病变组织活检而得到确诊，但大多数情况下，脑囊尾蚴病通过免疫学、影像学检查结合临床表现进行诊断。
  


  
    （二）免疫学诊断
  


  
    1﹒抗体检测
  


  
    人体感染囊尾蚴后，产生的抗体可持续较长时间，甚至达10年以上。故抗体检测能反映受检者是否感染或感染过囊尾蚴，但无法区分现症感染和既往感染，也无法进行疗效评价。
  


  
    检测囊尾蚴病抗体的常用技术有IHA，IFA，ELISA等。IHA简便，经济，敏感性较高，但假阳性高；IFA敏感性和特异性均高；ELISA敏感性高，特异性强，已广泛用于人、猪囊虫病的辅助诊断和流行病学调查。但以上三种方法均存在与包虫病及肝吸虫病有交叉反应的问题。
  


  
    Western印迹法：Western印迹试验已用于囊尾蚴病的诊断和监测。此方法的特异性为100%，与包虫病无交叉反应，其敏感性也高于目前常用的检测方法。已有的实验结果显示，血清标本的敏感性稍高于脑脊液标本。
  


  
    2﹒抗原检测
  


  
    循环抗原是虫体的分泌物或代谢产物，因其半衰期短，故检出抗原往往提示有活囊尾蚴存在，可作为诊断依据及进行疗效考核。
  


  
    抗原检测的常用方法有ELISA和Western印迹法。用ELISA检测囊虫抗原敏感性和特异性均有待进一步提高。Western印迹实验的特异性较ELISA更高。
  


  
    第六节 肺孢子虫病
  


  
    肺孢子虫病是由耶氏肺孢子虫（Pneumocystisjiroveci）引起的一种呼吸系统机会性感染，也称肺孢子虫肺炎（pneumocystispneumonia，PCP），多见于免疫系统功能不全患者。随着器官移植、肿瘤化疗患者及自身免疫病等高危人群的扩大，PCP的发病率逐渐上升，并且是艾滋病患者首要的并发症和死因。
  


  
    肺孢子虫为机会性致病原虫，一般认为本虫的包囊经空气传播而进入肺内，健康人感染后多为无症状的隐性感染，当宿主免疫力低下时肺孢子虫大量繁殖，引起疾病。肺孢子虫肺炎临床表现可分为两种类型，婴儿型和成人型。前者多见于早产儿和营养不良的虚弱婴儿，通常表现为突然高热、拒食、干咳、呼吸和脉搏增快。散发型多见于艾滋病、恶性肿瘤化疗、器官移植术后、免疫缺陷等患者，可出现腹泻或上呼吸道感染等症状，临床表现不典型。肺孢子虫肺炎的确诊依靠病原学诊断，即查见包囊或滋养体。血清抗体只能用于肺孢子虫肺炎的辅助诊断。PCR可望用于PCP的诊断。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图14‐14。
  


  
    [image: 肺孢子虫病的实验室分析路径图]


    
      图14‐14 肺孢子虫病的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原学诊断
  


  
    传统的肺孢子虫肺炎确诊依靠病原学诊断，即查见包囊或滋养体。滋养体与包囊的比例为10∶1，目前常用的病原学染色方法多使包囊着色，故传统染色法的漏检率较高。
  


  
    1﹒检测标本
  


  
    咳痰或导痰：痰液获取简便，安全无损伤，但咳痰检出率很低，仅6%～30%，导痰的检出率稍高，达60%～70%。
  


  
    支气管肺泡灌洗液：合格标本检出率可达98%～100%。
  


  
    经皮穿刺肺活检：适用于儿童患者，因获得的肺组织标本量少，检出率较低，约60%。
  


  
    开胸肺组织活检：检出率高，约95%，但对患者的创伤大，一般只在临床高度怀疑为PCP而其他病原检查多次阴性的情况下考虑采用。
  


  
    2﹒常用的染色方法
  


  
    吉姆萨染色：最基本的染色法。油镜下，包囊圆形或椭圆形，直径5～10μm，囊壁不着色，囊内小体4～8个，呈紫红色。查获含8个囊内小体的包囊为确诊依据。滋养体染色同包囊，但因体积太小而不易检获。吉姆萨染色的缺点是虫体周围背景也会着色，对比差，易漏检。
  


  
    甲苯胺蓝染色：油镜观察囊壁呈紫红色，圆形或椭圆形，囊内小体不着色。包囊周围背景为淡蓝色，易区分。此法操作简便、快速。
  


  
    六甲基四胺银染色：囊壁染成棕色或褐色，圆形、椭圆形或月牙形，囊内小体逸出后空囊常呈折叠状。部分包囊内可见囊壁增厚形成的一对括弧样结构，是肺孢子虫包囊特征性标志，有诊断价值。囊内小体不着色，背景淡绿色，对比度强，易观察，特异性高（图14‐15）。
  


  
    [image: 耶氏肺孢子虫包囊]


    
      图14‐15 耶氏肺孢子虫包囊
    


    

  


  
    （二）分子生物学诊断
  


  
    PCR和核酸分子杂交等分子生物学技术的应用提高了PCP诊断的敏感性和特异性。
  


  
    PCR是目前研究最多的肺孢子虫检测方法，它不仅可望用于PCP的诊断，还可检出亚临床型感染和播散性的肺外感染，并可用于肺孢子虫的流行病学调查，甚至可监测PCP的临床治疗效果。
  


  
    PCR检测的标本主要为痰液，支气管肺泡灌洗液，肺组织，血清外周血单核细胞等。常用的引物主要来自内转录间隙rRNA基因，18SrRNA基因，线粒体大亚基rRNA基因，二氢叶酸合成酶基因，主要表面糖蛋白基因，胸苷酸合成酶基因等。PCR方法有：一步PCR，套式PCR，半套式PCR，实时PCR等。
  


  
    PCR对PCP的早期诊断、药物治疗和预后评估有一定的帮助，但其临床价值尚存在争议；与传统的病原学诊断方法比较，PCR存在操作相对复杂，昂贵和费时等弱点，所以在临床实验室一般未将其列入PCP常规检测项目。
  


  
    采用PCR扩增肺孢子虫靶基因，再用Southern印迹法检测PCR产物可进一步提高检测的敏感性。
  


  
    （三）免疫学诊断
  


  
    抗体检测 由于肺孢子虫肺炎多见于免疫缺陷者，抗体产生能力低，且大多数正常人都曾有过隐性感染，血清中存在特异抗体，故检测血清抗体只能用于肺孢子虫肺炎的辅助诊断，但在血清流行病学调查方面具有重要意义。
  


  
    可用肺孢子虫全虫或粗提物做抗原，方法包括ELISA，IFA及免疫印迹试验等。ELISA最为常用，多以抗体滴度大于1∶40作为阳性。
  


  
    第七节 溶组织内阿米巴病
  


  
    溶组织内阿米巴（Entamoebahistolytica）又称痢疾阿米巴，是侵袭型阿米巴病的病原体，主要流行于热带和亚热带，特别是发展中国家。溶组织内阿米巴的生活史包括滋养体和包囊两个时期。人因食入四核包囊而感染。包囊在肠道脱囊成为滋养体，于结肠寄生增殖，在一定条件下可侵入肠壁形成溃疡，致阿米巴性结肠炎；滋养体还可侵入血管，随血流到达肝、肺、脑等器官，其中以阿米巴肝脓肿最常见。阿米巴病是死亡率仅次于疟疾和血吸虫病的寄生虫病。
  


  
    阿米巴病分成肠阿米巴病和肠外阿米巴病，其症状和体征均无特异性。90%的溶组织内阿米巴感染没有症状或仅有轻微症状。阿米巴性结肠炎或痢疾的常见症状包括腹痛或腹部触痛，腹泻，可为水样便、血便或黏液便，一天可多达10次以上。部分患者可有发热，体重减轻。夏科‐雷登结晶，极少或无白细胞及血便是急性期患者大便标本的最常见表现。肠外阿米巴病中最常见的是阿米巴肝脓肿，其常见症状为发热和腹痛，急性期可有右上腹疼痛或触痛，亚急性期可有体重减轻、发热及弥漫性腹痛。病原检查包括粪便涂片镜检及培养是阿米巴病的确诊依据，免疫学诊断虽然是间接的辅助诊断手段，却有很大的实用价值。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图14‐16。
  


  
    [image: 溶组织内阿米巴病的实验室分析路径图]


    
      图14‐16 溶组织内阿米巴病的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原学诊断
  


  
    [image: 溶组织内阿米巴滋养体（铁苏木素染色）]


    
      图14‐17 溶组织内阿米巴滋养体（铁苏木素染色）
    


    

  


  
    [image: 溶组织内阿米巴包囊（铁苏木素染色）]


    
      图14‐18 溶组织内阿米巴包囊（铁苏木素染色）
    


    

  


  
    [image: 溶组织内阿米巴包囊（碘染）]


    
      图14‐19 溶组织内阿米巴包囊（碘染）
    


    

  


  
    涂片镜检 涂片镜检是肠阿米巴病诊断的常用手段。急性痢疾患者的黏液血便比阿米巴肠炎的稀。用生理盐水涂片法查滋养体。用于滋养体检查的标本必须新鲜，盛于干燥清洁的容器，不被消毒剂、尿液污染。粪便标本宜在20～30分钟内送达实验室。典型的阿米巴痢疾粪便为酱红色黏液样，有腥臭。镜检可见黏液中含很多黏集成团的红细胞和较少的白细胞，有时可见夏科‐雷登结晶和滋养体。溶组织内阿米巴滋养体外形不规则，大小在10～50μm，借助单一定向的伪足而运动，具有一个泡状核，核仁居中，胞质内可有摄入的红细胞（图14‐17）。慢性患者的成形粪便查包囊，采用生理盐水涂片或碘液涂片法，碘染后胞核更易观察。溶组织内阿米巴包囊直径5～20μm，囊壁薄，胞质呈细颗粒状，胞核1～4个，核的中央有一小点即为核仁（图14‐18，图14‐19）。
  


  
    因大便中可存在多种非致病的共栖型阿米巴，它们的形态相似，特别是迪斯帕内阿米巴，只能通过是否吞噬红细胞来与溶组织内阿米巴区分，因而要求实验技术人员具有相当的经验和专业技术水平。涂片镜检的敏感性和特异性均不理想。粪便标本镜检诊断肠阿米巴病的敏感性小于60%，特异性10%～50%。
  


  
    （二）免疫学诊断
  


  
    1﹒抗原检测
  


  
    抗原检测可用的标本有大便、血清和脓液等。采用的方法有ELISA、酶免疫分析（enzymeimmunoassay，EIA）、对流免疫电泳（counterimmunoelectrophoresis，CIEP）等。ELISA抗原检测试剂盒采用单克隆抗体检测溶组织内阿米巴Gal／GalNAc特异性片段或富丝氨酸抗原。抗原检测的优点在于：
  


  
    （1）某些抗原检测试剂可以区分溶组织内阿米巴和迪斯帕内阿米巴。
  


  
    （2）敏感性和特异性均高。
  


  
    （3）对实验人员的经验无特别要求。
  


  
    （4）采用96孔板可考虑将此法用于流行病学研究的大规模筛查。
  


  
    大便抗原检测的可操作性强，敏感性和特异性都高，是临床实验室检测肠内阿米巴病较好的方法。因此方法检测的抗原在大便标本固定时会发生变性，所以只适用于新鲜或冻存标本。
  


  
    血清中循环抗原的检测有希望用于对阿米巴肝脓肿的诊断，但此方法目前还处于试验阶段。
  


  
    抗原检测阳性可视为现症感染，有利于疗效评价和预后判断。
  


  
    2﹒抗体检测
  


  
    75%～85%的有症状感染者可以在其血清中检测到抗体。ELISA是运用最广泛的方法，敏感性和特异性均在95%以上。IHA的敏感性稍差，为93%，但特异性更高，可达100%。抗体滴度水平与疾病的严重程度和治疗效果并无相关性。
  


  
    流行区居民有肠道阿米巴感染者往往有过多次感染史，他们中的大多数并无症状。这种情况下由于无法区分现症感染或过往感染，要通过抗体检测来进行诊断较困难；血清抗体检测对于非流行区人群的诊断更有帮助。
  


  
    （三）分子生物学诊断
  


  
    PCR大便标本中DNA提取方法以及特异性引物是PCR诊断的两个关键。PCR法可检出每毫克标本中1个虫体。脓液标本的PCR可用于阿米巴肝脓肿的诊断。对扩增产物酶切后进行电泳分析，可区分阿米巴的不同种。此方法对于流行病学研究很有价值，但操作较复杂且费时。
  


  
    PCR检测的敏感性和特异性都高，但检测成本高，需要特定的仪器和经过培训的试验人员，影响了此方法在发展中国家流行区的广泛应用。但与其他的诊断方法（镜检，抗体检测等）相比，PCR具有成为金标准的可能。但PCR存在交叉污染以及由于大便标本中可能存在的DNA聚合酶抑制因子而导致的假阴性结果。
  


  
    目前阿米巴病实验诊断的最佳途径是检测抗体加上抗原或PCR结果。
  


  
    第八节 内脏利什曼病
  


  
    内脏利什曼病是由杜氏利什曼原虫（Leishmaniadonovani）引起的一种人兽共患病，也称为黑热病。黑热病在世界上分布广泛，90%的病例集中在孟加拉国、巴西、印度、尼泊尔和苏丹。我国近年来的病例主要分布在新疆、内蒙古、甘肃、四川等省（自治区）。
  


  
    利什曼原虫的生活史有前鞭毛体和无鞭毛体两个时期，前者寄生于白蛉的消化道内，后者寄生于脊椎动物的单核巨噬细胞内，通过白蛉传播。内脏利什曼病对人体危害严重，若未及时治疗病死率高。杜氏利什曼原虫的无鞭毛体主要寄生在肝、脾、骨髓、淋巴结等器官的巨噬细胞内，引起的症状和体征有：长期不规则发热，消瘦，肝脾淋巴结肿大，贫血，白细胞和血小板减少，球蛋白增高，白球比例倒置。患者出现免疫缺陷，易并发各种感染性疾病，是患者死亡的主要原因。病原学诊断包括涂片、培养、动物接种及活组织检查。检获无鞭毛体或前鞭毛体可作为确诊依据。免疫学检查是重要的辅助诊断工具。PCR法对于内脏利什曼病的诊断尚处于观察评价阶段。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图14‐20。
  


  
    二、相关实验结果判断与分析
  


  
    （一）病原学诊断
  


  
    1﹒涂片法
  


  
    可用的标本有骨髓穿刺物，淋巴结穿刺物及脾穿刺物。骨髓穿刺涂片最常用，检出率为60%～85%。淋巴结穿刺检出率虽较低，为46%～87%，但在各种穿刺中相对最安全。脾脏穿刺检出率高，可达95%以上，但若操作人员不熟练有引发出血而致死的危险，血小板计数小于40000／μl，及凝血时间比对照大于5秒的患者不宜做脾穿刺。穿刺物涂片后进行瑞氏或吉姆萨染色，在巨噬细胞内外查找无鞭毛体：虫体小，卵圆形，（2.9～5.7）μm×（1.8～4.0）μm。瑞氏染色后胞质呈淡蓝或淡红色，内有一个较大的核，圆形，呈红色或紫色；核旁有一个着色较深，细小杆状的结构，为原虫的动基体（图14‐21）。查见无鞭毛体为阳性。组织标本如脾、淋巴结和肝脏可采用印片的方法。
  


  
    [image: 内脏利什曼的实验室分析路径图]


    
      图14‐20 内脏利什曼的实验室分析路径图
    


    

  


  
    2﹒皮肤活组织检查
  


  
    皮肤型黑热病可在皮肤结节处取少许组织液或刮取少许组织做印片，染色镜检。查见无鞭毛体即为阳性。此方法仅适用于有皮肤损害的患者，其敏感性同样不理想。
  


  
    3﹒培养法
  


  
    用无菌方法将1～2滴骨髓或脾穿刺物接种NNN培养基，25℃孵育。每周检查1次培养物，观察4周。在培养物中如查见活动的前鞭毛体即为阳性。成熟的前鞭毛体呈梭形，大小为（14.3～20）μm×（1.5～1.8）μm；前端有一根伸出体外的鞭毛体，核位于虫体中部，动基体在前端（图14‐22）。培养基内的前鞭毛体常以虫体前端聚集成团，排列成菊花状。培养法可提高病原检测的敏感度，但耗时较长。在以下情况下有必要进行原虫的培养：
  


  
    [image: 利什曼原虫无鞭毛体]


    
      图14‐21 利什曼原虫无鞭毛体
    


    

  


  
    [image: 利什曼原虫前鞭毛体]


    
      图14‐22 利什曼原虫前鞭毛体
    


    

  


  
    （1）获得足够数量的原虫以制备抗原进行免疫诊断。
  


  
    （2）获得原虫以用于敏感实验动物的接种。
  


  
    （3）体外药敏筛选。
  


  
    （4）原虫感染的准确诊断（作为对其他检测方法的补充或是当常规检查方法均失败时采用）。
  


  
    （二）免疫诊断
  


  
    1﹒抗体检测
  


  
    抗体检测的诊断方法有IFA、ELISA及免疫印迹试验。ELISA方法本身具有高敏感性，但特异性取决于所用的抗原。常用的抗原为粗制可溶性抗原，用这种抗原的敏感性从80%～100%不等，与结核、弓形虫等可出现交叉反应。选用一些特定抗原，特异性可以达到100%，而敏感性会降低。以利什曼原虫类驱动蛋白基因中39个氨基酸重组片段的表达产物———rK39重组多肽为基础的ELISA，显示出对内脏利什曼病诊断的高敏感性和特异性。rK39dipstick法因只需微量外周血，使用方便，无需仪器设备，简便易行，2～5分钟即可判断结果，目前已被广泛采用，特别适合各地现场应用。此方法的敏感性各地报告不一，70%～100%不等。免疫印迹试验可以发现很微小的抗原差别进而检测出交叉反应抗原。此方法费时，操作复杂且价格高。对于有HIV合并感染的患者，其抗体滴度低或无法产生特异性抗体，故抗体检测往往呈阴性。
  


  
    2﹒抗原检测
  


  
    抗原检测比抗体检测更具特异性，并且对于无法产生抗体的患者如艾滋病患者，抗原检测可以为诊断提供帮助。循环抗原检测的优点在于：
  


  
    （1）在抗体出现前可测出抗原，具有早期诊断价值。
  


  
    （2）可用于疗效考核。
  


  
    （3）循环抗原含量与宿主体内寄生虫数量相关，有助于预后判断。
  


  
    多采用单克隆抗体抗原斑点试验。阳性反应者斑点呈深棕色，斑点直径较正常人更大。此法的敏感性和特异性均高，但操作较为复杂。
  


  
    （三）分子生物学诊断
  


  
    PCR国内外均有报告采用PCR用于黑热病的诊断，其敏感性和特异性均高。设计的引物大多扩增利什曼原虫动基体DNA微环上的保守序列。除了引物本身，敏感性与所用的标本有关系，骨髓、淋巴结穿刺物的敏感性往往高于全血标本。PCR除了可用于诊断和种株鉴定之外，还可望用于区分已治疗患者的复发和再感染，以及评价治疗的效果。但此方法还处于观察评价阶段，常规实验室一般未开展。
  


  
    第九节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    男，42岁，加纳居住3个月，回国后自感不适、乏力、食欲缺乏，出现寒战、发热、出汗退热，体温最高达38℃左右，症状反复发作。
  


  
    体格检查：
  


  
    患者贫血、皮肤黄染、体温39℃；有头晕、腹泻、心悸、呼吸困难、大汗淋漓。
  


  
    实验室检查：
  


  
    Hb78g／L，首次查耳血涂片疟原虫阴性。
  


  
    分析：
  


  
    非洲是疟疾特别是恶性疟的高发地区，从非洲回国的人员若出现发热的症状应首先考虑疟疾。4天后复诊采耳血涂片染色检查，发现多量恶性疟原虫环状体，确诊为恶性疟。
  


  
    诊断意见：
  


  
    恶性疟。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    男，3岁，因发热、皮疹7天入院。7天前患儿不明原因发热，伴全身红色斑丘疹，瘙痒明显。发热以午后为重，每日最高体温达39.5℃。无畏寒、寒战；无头痛、抽风；无咳嗽、喘憋；无腹痛、腹泻。在当地医院静脉输注头孢唑啉钠5天无效。患儿有与猫长期密切接触史。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温38.7℃，呼吸28次／分，脉搏120次／分，体重14kg。营养中等，神志清，呼吸平稳。全身散在暗红色斑丘疹，直径0.3～0.6cm。颔下、颈部及腹股沟淋巴结肿大，直径0.5～1.0cm，质稍韧、光滑、活动、无粘连及触痛。咽部充血，扁桃体1度肿大。颈软，心肺无异常。腹软，肝脏剑突下3.5cm，右肋缘下3cm，质稍韧、边缘钝、表面光滑、有触痛；脾脏左肋缘下1.5cm，质稍韧、边缘锐利、无触痛。
  


  
    实验室检查：
  


  
    WBC11.1×109／L，RBC3.74×1012／L，Hb115g／L，PLT124×109／L，N0.20，L0.80，血涂片中无异型淋巴细胞；噬异凝集试验1∶16，EB病毒抗体IgG、IgA、IgM均阴性；肥达反应H、O、A、B均1∶40；外斐反应Ox19变形杆菌株凝集效价1∶40；弓形虫IgM阳性，IgG阴性，肝功能正常。
  


  
    分析：
  


  
    因弓形虫IgM阳性，高度怀疑弓形虫病。行颈淋巴结穿刺液涂片，吉姆萨染色后，找到弓形虫滋养体，诊断弓形虫病。给予红霉素、复方新诺明治疗，24小时内体温降至正常，持续治疗7天，体温稳定，皮疹消失，淋巴结及肝脾明显缩小，带药出院。随访观察4周，患儿病情无反复。
  


  
    诊断意见：
  


  
    弓形虫病。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    男，48岁，农民，因“左侧肢体活动受限”收入院。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析各项指标正常，结核抗体阴性。
  


  
    头颅CT检查：诊断为多发性脑梗死。常规胸部后前位X线片检查发现：右肺中上野中内带可见3.5cm×4cm大小类圆形致密影，密度均匀，边缘光滑。患者无咳嗽、咳痰、胸痛、胸闷等症，肺部体格检查无异常。肺部CT检查显示：右肺上叶后段4.1cm×3.8cm×3cm大小类圆形囊性稍高密度影，内为均匀水样，CT密度值2HV，边缘光滑：行纤支镜检查，支气管冲洗液未查出抗酸杆菌。
  


  
    分析：
  


  
    结合患者长期与狗有密切接触史，且当地有棘球蚴病的流行，根据CT的结果，考虑棘球蚴病的可能。包虫补体结合试验阳性，结合影像学检查的结果诊断为肺棘球蚴病。
  


  
    诊断意见：
  


  
    棘球蚴病。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    男，39岁，农民，因发热10天入院。患者4个月前曾到血吸虫病流行区，10天前出现畏寒、发热，最高体温达39℃，夜间伴出汗热退。给予头孢类抗感染治疗无效入院，原籍无血吸虫病、无肝炎病史。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温38.6℃、脉搏86次／分、呼吸20次／分、血压17／12kPa，热病容、皮肤巩膜无黄染、心肺听诊无异常、肝脾肋下未触及。
  


  
    实验室检查：
  


  
    WBC15×109／L、N0.78、L0.1、E0.1、Hb151g／L、PLT87×109／L。骨髓检查，嗜酸性粒细胞比例增高，占34%，巨核细胞数量少。B超示脾稍大，肋间厚5.1cm，肋下零。胸片正常。
  


  
    分析：
  


  
    有疫水接触史，且出现发热、嗜酸性粒细胞增多者，应考虑感染血吸虫，予以抗体检测基础上的粪便查虫卵或毛蚴孵化确诊。血吸虫循环抗原（ELISA）阳性，血吸虫血清抗体（ELISA）阳性。毛蚴孵化法阳性。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性血吸虫病。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    男，9岁，反复头痛、呕吐伴颈项强直4个月，曾按结核性脑膜炎（简称“结脑”）给抗结核及激素、脱水综合治疗，症状无明显缓解。
  


  
    体格检查：
  


  
    神志模糊，反应迟钝，左中腹皮下有一黄豆大小结节，质硬、活动、无压痛。心、肺、腹无异常。颈部抵抗，双眼底视乳头水肿。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：WBC9.4×109／L，N0.67，L0.26，E0.07。血沉62mm／h。血生化无异常。脑脊液：细胞数49×106／L，N0.58，L0.42，糖3.0mmol／L，蛋白685mg／L，氯化物112mg／L。
  


  
    脑电图示慢波增多，未见癫痫波，头颅CT平扫及增强检查示脑实质内多发性散在小点状、结节状低密度灶，部分低密灶中心可见稍高密度影，增强扫描见轻度环形强化影，双侧皮质下可见小点状钙化灶，脑室未见扩大。X线胸片未见异常影像。双眼B超示双侧视乳头水肿。
  


  
    分析：
  


  
    患者除在脑部有病灶外，在腹部皮下也有结节，这提示寄生虫感染的可能性。进行血清ELISA法检测囊虫抗体IgG阳性，ELISA法检测脑脊液囊虫抗体IgG阳性，诊断为多发性脑囊虫病。
  


  
    诊断意见：
  


  
    多发性脑囊虫病。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    男性，43岁，接受同种异体肾移植术后一直服用泼尼松、环孢素和丝裂霉素以抗排斥反应。2年后患者在无明显诱因情况下，突然出现畏寒、发热（体温39℃）、咽痛。经抗感染治疗1周无效，入院。
  


  
    体格检查：
  


  
    听诊双肺未闻及干湿啰音。移植的肾脏质地偏硬，边缘清楚，大小正常，无压痛。
  


  
    实验室检查：
  


  
    白细胞、血小板数量正常，红细胞3.28×1012／L。血乳酸脱氢酶635IU／L。X线胸片示双肺感染，CT示两肺纹理增多，呈斑片状模糊影，气管和支气管开口未见明显狭窄或阻塞，纵隔腔未见明显肿大淋巴结，右侧胸膜局部增厚。痰涂片检菌及细菌培养均阴性。
  


  
    分析：
  


  
    临床诊断为肾移植术后继发感染，给予吸氧、抗感染治疗，效果欠佳。考虑到患者为肾移植患者，长期使用免疫抑制剂，存在致病性病原体如肺孢子虫感染的可能。采集支气管肺泡灌洗液，细菌培养阴性，吉姆萨染色查见肺孢子虫包囊，PCR检测示肺孢子虫特异片段阳性。结合患者临床症状、相关检查结果及治疗反应诊断为肾移植术后继发PCP。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肺孢子虫肺炎。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    女，2.5岁，13天前出现黏液血便，每天十余次，于当地卫生院用抗生素治疗不见好转而就诊。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温37.8℃，脉搏110次／分，呼吸26次／分，神志清，精神稍差，面色稍苍白，发育一般，营养欠佳，皮肤黏膜无皮疹及其他异常，双肺呼吸音粗，未闻及干湿啰音，律齐，心音有力，未闻及杂音，腹稍胀、软，下腹部压痛（±），无反跳痛，未触及包块，肝剑下约1.5cm，质软，肋下未触及，脾未触及。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：WBC8.6×109／L，N0.62，L0.54，M0.04，Hb91g／L。
  


  
    大便常规：黏液血便，WBC（＋），RBC（＋＋＋）。
  


  
    分析：
  


  
    临床先诊断为细菌性痢疾。静脉输注头孢曲松及阿米卡星。3天后大便次数为每日7～10次，性状不见改善。因抗生素治疗效果不佳，应考虑阿米巴感染的可能性。第2次大便检查发现阿米巴滋养体，确诊为阿米巴痢疾。
  


  
    诊断意见：
  


  
    阿米巴痢疾。
  


  
    病例八
  


  
    一般资料：
  


  
    男，27岁，在新疆工作半年，于1个多月前从新疆返回后始发热。发热以每日午后及夜间为主，每日体温波动在37.5～40℃，最高体温达40.3℃，发热前有畏寒，发热后伴出汗。发病后曾在外院予抗生素及抗结核治疗，病情无改善。
  


  
    体格检查：
  


  
    贫血貌，皮肤巩膜无黄染。全身浅表淋巴结未扪及肿大，咽轻度充血，双侧扁桃体Ⅲ度肿大，腹部平坦，可见腹壁静脉显露，中上腹轻度压痛，无肌紧张及反跳痛，肝于右锁骨中线肋下7cm，剑突下10cm可触及，质中，边缘光滑，无明显触痛，脾脐下5cm，质硬，边缘光滑，无明显触痛，肝区，脾区轻叩痛。体重50kg。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：RBC2.51×1012／L，Hb67g／L，PLT66×109／L，WBC2.0×109／L，N0.60，L 0﹒40；血涂片未见异常淋巴细胞，血沉62mm／1h；肝功能：丙氨酸转氨酶（ALT）78IU／L，天冬氨酸转氨酶（AST）136IU／L，白蛋白（Alb）24g／L，球蛋白（G）52.7g／L，总胆红素（TBIL）13.1μmol／L，直接胆红素（DBIL）8.4μmol／L；凝血酶原时间（PT）18.7s，凝血酶原活动度（PTA）50.9%；免疫球蛋白：IgG38.5g／L，IgA4.84g／L，IgM3.83g／L。
  


  
    分析：
  


  
    新疆为黑热病的流行区，患者从新疆返回，并有发热、肝脾大的临床表现，应高度怀疑黑热病。骨髓涂片查见无鞭毛体，肝脏穿刺组织活检亦检获无鞭毛体，黑热病诊断明确。
  


  
    诊断意见：
  


  
    黑热病。
  


  
    （马 莹）
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    第十五章 性激素水平与疾病
  


  
    性激素是指由性腺、胎盘、肾上腺皮质网状带等组织合成的甾体激素，具有促进性器官成熟、副性征发育及维持性功能等作用。性激素水平受下丘脑‐垂体‐性腺轴的调节，在这个系统中任何一个环节发生功能或器质性病变均会导致相关疾病。本章结合临床常用的性激素实验室检查及相关疾病从卵巢功能紊乱、雄激素增多症、闭经、睾丸功能紊乱四个方面进行介绍。
  


  
    第一节 卵巢功能紊乱的检测
  


  
    卵巢是产生卵子和女性激素的内分泌器官。卵巢的功能受下丘脑和垂体的调节，因此卵巢疾病常伴下丘脑‐垂体‐卵巢轴功能失调和激素分泌异常。性激素测定、动态功能试验是卵巢疾病诊断、鉴别诊断和治疗、监护的重要项目。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图15‐1。
  


  
    二、相关实验
  


  
    卵巢功能紊乱主要表现为性激素和相关的垂体激素异常。引起卵巢功能紊乱的病因较多，因此实验室相关实验主要为临床进行病因诊断提供依据。
  


  
    （一）尿促卵泡素和黄体生成素
  


  
    尿促卵泡素（folicle‐stimulatinghormone，FSH）和黄体生成素（luteinizinghormone，LH）均是由垂体前叶分泌的激素。FSH和LH的分泌呈双向型，稳定的基础分泌伴阵发性脉冲分泌。LH的脉冲分泌频率为90～120分钟，FSH脉冲波较LH小，故主张多次采血测定。
  


  
    （二）雌激素
  


  
    雌激素包括雌二醇（estradiol，E2）、雌酮和雌三醇，其中以E2生物活性最大。成年女性月经周期中，E2呈周期性变化，95%来自卵巢。在血浆中绝大部分雌激素与性激素结合球蛋白（SHBG）及白蛋白结合转运。雌二醇约有2%是游离的，60%结合于白蛋白、38%与性激素结合球蛋白。SHBG浓度的变化影响性激素的代谢及靶组织的作用。雌三醇为其代谢产物，在肝脏内与葡萄糖醛酸及硫酸根结合，易溶于水，大部分经肾脏排出。
  


  
    [image: 卵巢功能紊乱实验室分析路径图]


    
      图15‐1 卵巢功能紊乱实验室分析路径图
    


    

  


  
    （三）孕激素
  


  
    孕激素主要来源卵巢和胎盘，肾上腺皮质和睾丸内含有少量孕激素，生物活性较强者主要是孕酮，孕酮在血中与皮质醇结合球蛋白及白蛋白结合。主要在肝脏降解。孕二醇是孕酮的代谢产物，与葡萄糖醛酸或硫酸根结合，经肾从尿排出。循环中的孕激素主要为孕酮（progesterone，P）和17‐羟孕酮。排卵前血中孕酮很低，几乎不能测出，排卵后逐渐上升，至一周左右达高峰，若未受孕伴随黄体萎缩而下降。月经周期中，17‐羟孕酮与孕酮有类似的周期性变化。
  


  
    （四）雄激素
  


  
    女性循环中的雄激素主要有：睾酮（testosterone，T）、雄烯二酮、硫酸脱氢表雄酮（DHEA‐S），其中睾酮的活性最高。在生理情况下，血中大部分雄激素与性激素结合球蛋白结合，只有游离雄激素（未结合部分）才能与靶细胞内相关受体结合，表达其生物活性，故血中游离睾酮水平对一些雄激素过高的卵巢内分泌疾病有重要的诊断价值。睾酮80%在肝内降解。另一部分在效应器官经5α还原酶的作用转化为生物活性更强的二氢睾酮。
  


  
    （五）泌乳素
  


  
    泌乳素（prolactin，PRL）由脑垂体分泌。血清标本抽取时间并无严格限制，一般只要不在睡醒前高峰分泌时间采血即可，也无需禁食。但PRL分泌波动较大，应多次采血测定。
  


  
    （六）促性腺激素释放激素（GnRH）兴奋试验
  


  
    方法：将GnRH或LHRH100μg溶于生理盐水5ml，30秒钟内静脉注射完毕。注射前及注射后15分钟、30分钟、60分钟、120分钟分别采取静脉血2ml，测定LH和FSH水平。
  


  
    （七）性激素参考范围
  


  
    性激素目前常用的检测方法有放免法、电化学发光法。参考范围如表15‐1、表15‐2及表15‐3。不同实验室应根据不同的条件建立自己实验室的参考范围。
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      表15‐1 性激素参考范围（放免法）
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      表15‐2 性激素参考范围（电化学发光法）
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      表15‐3 硫酸脱氢表雄酮参考范围（电化学发光法）
    


    

  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒血清FSH和LH
  


  
    LH和FSH增高多见于原发性性腺功能减退、真性性早熟、多囊卵巢综合征（polycysticovariansyndrome，PCOS）、垂体肿瘤、更年期综合征等。LH和FSH降低见于继发性性腺功能减退、假性性早熟等。FSH正常或下降，LH增高，LH／FSH比值≥2～3则提示PCOS的诊断。垂体肿瘤则以FSH增高为主，LH可正常。
  


  
    2﹒血清E2
  


  
    E2降低多提示卵巢功能减退，常见于：原发性性腺功能减退、继发性性腺功能减退、口服避孕药或雄激素后等。E2增高常见于：卵巢肿瘤、肝癌或肝硬化等。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒血清P
  


  
    P升高常见于：多胎、葡萄胎、糖尿病孕妇、轻度妊娠高血压综合征、原发性高血压、卵巢粒层细胞‐胞膜细胞瘤、卵巢脂肪瘤等。P降低常见于：黄体功能不全、胎儿发育迟缓、死胎、严重妊娠高血压综合征、异性妊娠以及甲状腺、肾上腺功能障碍致卵巢排卵障碍时，另外，口服避孕药可致孕酮水平降低，且无高峰。由于排卵期孕酮含量成倍增加，可观察排卵时间和黄体生成情况。在黄体中期检测血清孕酮水平，可评价黄体功能。连续2个周期P＜16nmol／L可考虑黄体功能不全。
  


  
    2﹒血清T和DHEA‐S
  


  
    性早熟患者睾酮水平可明显升高，PCOS患者血浆睾酮轻度或中度升高，但一般低于5.2nmol／L（1.5ng／ml）。
  


  
    3﹒GnRH兴奋试验
  


  
    ①正常反应。静脉注射GnRH后，LH上升比基值升高2～3倍，高峰值出现在15～30分钟，或60～120分钟。②过度反应。即高峰值比基值升高5倍以上。当LH激发峰值，女孩＞12IU／L，LH峰值／FSH峰值＞0.6～1.0，可作为中枢性性早熟的诊断依据。③延迟反应。高峰出现时间迟于正常反应出现的时间。下丘脑性闭经，由于垂体长期缺乏下丘脑GnRH刺激，可能出现延迟反应。④无反应或低弱反应。即注入GnRH后，LH值无明确变化，一直处于低水平或稍有上升（不足2倍），FSH的变化更小。常见于假性性早熟、下丘脑‐垂体性腺轴功能尚未完全成熟的真性性早熟、垂体功能减退、垂体PRL细胞瘤等。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    1﹒女性性早熟
  


  
    8岁前女孩T、DHEA‐S、17‐OHP升高提示异性性早熟；E2升高提示同性性早熟，若LH、FSH均升高提示真性性早熟。中华医学会儿科学分会内分泌遗传代谢学组对中枢性（真性）性早熟诊断和治疗的建议如下：①第二性征提前出现（女孩8岁前，男孩9岁前）；②GnRH激发试验：LH激发峰值女孩＞12IU／L，男孩＞25IU／L，LH峰值／FSH峰值＞0.6～1.0；③性腺增大：在B超下见卵巢容积＞1ml，并可见多个直径＞4mm的卵泡；男孩则睾丸容积＞4ml，并随病程延长进行性增大；④线性生长加速；⑤骨龄超越年龄1年或1年以上；⑥血清性激素水平升高至青春期水平。以上诊断依据中①、②、③是最重要而且是必具的。但是，如就诊时病程很短，则GnRH激发值有时可不达到以上诊断值，卵巢大小亦然。对此类病例应进行随访，必要时在数月后复查以上检测。青春期线性生长加速一般在乳房发育半年左右发生，但也有迟者，甚至有5%左右在初潮前1年或初潮当年开始呈现。男孩生长加速在变声前1年。骨龄超前不是诊断的特异性指征，病程短和发育进展慢的患儿可能骨龄超前不明显，而外周性性早熟同样亦有可能呈现骨龄超前；性激素的升高亦然，它不能分辨中枢和外周性性早熟。因此，诊断中枢性性早熟（CCP）时应综合各项资料考虑。
  


  
    2﹒闭经
  


  
    见本章第二节。
  


  
    3﹒PCOS
  


  
    欧洲人类生殖胚胎学会与美国生殖医学会提出，在排除引起月经不规律和雄激素过量的其他内科疾病，并存在下列3项中的至少2项后，就可以确诊PCOS：①排卵过少或不排卵；②血液循环中的雄激素升高或雄激素过多的临床表现；③超声检查确定患者有多囊卵巢。
  


  
    第二节 雄激素增多症
  


  
    雄激素增多症是由于雄性激素分泌增多而造成一系列症状。儿童及青少年雄激素增多症常表现为性早熟，成人雄激素增多症则常有性欲增强、毛发增多或脱发、痤疮等表现。本节主要叙述性早熟的实验室诊断。
  


  
    性早熟（precociouspuberty，PP）是指在性发育年龄以前出现了第二性征，即阴毛、腋毛出现，身高、体重迅速增长，外生殖器发育等。性早熟可分为中枢性性早熟（centerprecocious puberty，CPP）（即真性或GnRH依赖性性早熟）和周围性性早熟（peripheralprecociouspuber ty，PPP）即假性或非GnRH依赖性性早熟两类。CPP是指主要是由于下丘脑‐垂体‐性腺轴功能提前激活，导致青春期发育提前出现，与正常的发育期相同，第二性征与遗传性别一致，能产生精子或卵子，有生育能力。PPP是指下丘脑‐垂体‐性腺轴并未成熟，而主要是由于周围组织产生性激素或外源性摄入性激素导致出现性早熟症状，只有第二性征发育，无生育能力。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图15‐2。
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      图15‐2 雄激素增多症实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    （一）性激素的检测及GnRH试验
  


  
    见本章第一节。
  


  
    （二）儿童性激素参考范围（表15‐4）
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      表15‐4 儿童性激素参考范围放免法（＊电化学发光法）
    


    

  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    性激素：当9岁以前男性患儿出现性早熟的临床表现时，单次血睾酮测定几乎100%增高。单次血FSH和LH增高概率分别为80%～100%和20%～70%，可能与LH呈脉冲式分泌有关，应多次测定才能做出正确判断。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    GnRH试验：当LH激发峰值，男孩＞25IU／L，LH峰值／FSH峰值＞0.6～1.0，可诊断为CPP。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    男性性早熟：9岁前男孩血T、FSH和LH增高提示中枢性性早熟；血DHEA‐S升高，提示肾上腺疾病。
  


  
    第三节 闭 经
  


  
    闭经（amenorrhoea）通常分为原发性和继发性两种。原发性闭经（primaryamenorrhea）指年龄满18岁后月经尚未来潮；而继发性闭经（secondaryamenorrhea）是指月经周期已建立，而停经3个周期或时间≥6个月无月经来潮。导致闭经的病因很多，有病理性和生理性两类。病理性原因导致的闭经多见于原发性闭经，解剖原因所致的闭经少见。妊娠、哺乳期闭经和绝经属生理性闭经。导致闭经的主要原因有：子宫性闭经、卵巢性闭经、垂体性闭经、下丘脑性闭经和其他内分泌器官疾患导致的闭经。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图15‐3。
  


  
    二、相关实验
  


  
    （一）性激素
  


  
    参见本章第一节。
  


  
    （二）动态／功能试验
  


  
    孕激素撤退试验（又称为孕酮撤退性试验、促孕激素试验）、雌激素撤退试验、卵巢兴奋试验（又称为促性腺激素试验）、垂体兴奋试验（又称为GnRH试验或LHRH试验），见本节结果判断与分析。
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      图15‐3 闭经实验室分析路径图
    


    

  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    性激素：应至少1个月内未服用过性激素类药物，根据检查的目的选择取血的时机，结果的解释需结合临床。垂体PRL分泌与卵巢功能关系密切，9%的闭经患者和79%～97%的闭经‐溢乳患者伴高催乳素血症（hyperprolactinemia，HP），故血PRL的测定应作为闭经的常规检查。对PRL＞100μg／L的患者PRL瘤发生率达50%，PRL＞300μg／L的患者，排除妊娠，几乎全部为垂体肿瘤。血P≥15.9nmol／L或尿孕二醇≥6.24μmol／24h为排卵的标志。如果FSH、LH高，特别是FSH＞40U／L为明显增高，结合E2、P水平低下，提示卵巢功能衰竭；如果T升高，LH增高，而FSH水平正常或偏低，LH／FSH＞2∶1～3∶1，E2水平在正常范围，则可能为多囊卵巢综合征（PCOS）。如果FSH、LH水平正常或低下（＜5U／L），结合E2水平低下，多提示病变在下丘脑或垂体。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒孕激素撤退试验（又称为孕酮撤退性试验、促孕激素试验）
  


  
    目的是评估内源性雌激素水平和子宫内膜的反应性，以鉴别闭经的程度及子宫或卵巢性闭经。方法：肌内注射黄体酮20mg／d，或口服甲羟孕酮6～10mg／d，连续5天。停药后3～7天出现阴道流血者为阳性，说明有一定的内源性雌激素分泌且子宫内膜反应良好，但无排卵，排除妊娠和子宫性闭经。若无阴道出血为阴性，说明子宫内膜反应不良或内源性雌激素水平低下，以致对孕激素无反应。
  


  
    2﹒雌激素撤退试验
  


  
    目的是检测子宫内膜的反应性，以鉴别卵巢性闭经和子宫性闭经。方法：口服己烯雌酚1mg／d，连续20天，最后5天加服甲羟孕酮10mg／d或肌内注射黄体酮20mg／d，停药后3～7天出现阴道流血者为阳性，说明缺乏内源性雌激素而子宫内膜反应良好，可排除妊娠和子宫性闭经，闭经原因在卵巢水平或以上。若无阴道流血为阴性，则应重复一次，若仍无出血，提示子宫内膜有缺陷或被破坏，可诊断为子宫性闭经。
  


  
    3﹒卵巢兴奋试验（又称为促性腺激素试验）
  


  
    目的在于检测卵巢对促性腺激素的反应性，以鉴别卵巢性闭经和垂体性闭经。方法：肌内注射HMG150IU／d或FSH75IU／d，连续10～14天。自开始注射第6天起，测定E2水平和观察卵泡发育情况。若卵巢对垂体激素有反应，可监测到有卵泡发育或排卵，说明卵巢功能正常，病变在垂体或垂体以上；反之为卵巢性闭经。
  


  
    4﹒垂体兴奋试验（又称为GnRH试验或LHRH试验）
  


  
    目的在于了解垂体LH、FSH的贮备，鉴别闭经的原因在垂体抑或下丘脑。方法：将GnRH或LHRH100μg溶于生理盐水5ml，30秒内静脉注射完毕。注射前及注射后15分钟、30分钟、60分钟、120分钟分别采取静脉血2ml，测定LH和FSH水平。若注射后15～60分钟LH值较注射前升高3～5倍，FSH上升2～5倍，为正常反应，说明垂体功能正常，对GnRH或LHRH反应良好，病变在下丘脑；若经多次重复试验，LH值上升倍数＜3，FSH上升倍数＜2或无反应，提示病变在垂体；若LH值较基础值明显升高，FSH值升高不明显，LH／FSH＞3时，为GnRH或LHRH反应亢进，提示多囊卵巢综合征。
  


  
    （三）常见疾病的实验室诊断标准
  


  
    1﹒血清PRL增高，排除妊娠，提示为垂体肿瘤。
  


  
    2﹒FSH、LH增高，特别是FSH明显增高，结合E2、P水平低下，提示卵巢功能衰竭。
  


  
    3﹒单纯LH增高，而FSH水平正常或偏低，LH／FSH＞2∶1～3∶1，E2水平在正常范围，则提示为PCOS。
  


  
    4﹒FSH、LH水平正常或低下，结合E2水平低下，多提示病变在下丘脑或垂体。
  


  
    第四节 睾丸功能紊乱的检测
  


  
    睾丸内分泌疾病包括原发性睾丸功能减退和下丘脑‐垂体病变所致的继发性睾丸功能减退。原发性睾丸功能减退症通常是由于性染色体异常而致的遗传性疾病，如克氏综合征（Klinefeltersyndrome）、Turner综合征、间质细胞发育不全等，其中以克氏综合征最为常见。由于年龄老化而导致睾丸功能减退的迟发型睾丸功能减退症（lateonsethypogonadism，LOH），也是原发性睾丸功能减退的重要原因。继发性睾丸功能减退多由于下丘脑及垂体病变引起，此外糖尿病、甲状腺功能亢进或减退也均可引起睾丸功能减退。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图15‐4。
  


  
    [image: 睾丸功能减退的实验分析路径图]


    
      图15‐4 睾丸功能减退的实验分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    睾丸功能减退的诊断除了临床表现外，还需要结合性激素及相关垂体激素的检查。实验室检查对于疾病的诊断、病因的判别都具有重要的作用。
  


  
    （一）血清总睾酮及游离睾酮水平检测
  


  
    睾丸功能减退症一般都存在总睾酮（totaltestosterone）及游离睾酮（freetestosterone）水平低下，对本病的诊断也具有重要意义。推荐在早晨8：00～9：00采血检测，以避免活动或生理节律带来的影响。睾酮水平与年龄相关，实验室应建立自己的参考范围或对参考范围进行验证。
  


  
    （二）LH及FSH水平检测
  


  
    见本章第一节。男性LH及FSH参考范围：LH：1.7～8.6IU／L，FSH：1.5～12.4IU／L。
  


  
    （三）人绒毛膜促性腺激素刺激试验
  


  
    人绒毛膜促性腺激素（humanchorionicgonado‐tropin，HCG）是由孕妇胎盘分泌的，具有促间质细胞激素的活性，可刺激睾丸间质细胞合成并分泌睾酮。HCG刺激睾酮分泌的反应程度可以反映睾丸间质Leydig细胞的储备功能。试验方法：试验首日早晨8：00～9：00采血测定睾酮水平作为对照，肌内注射HCG2000IU；于第四日采血测定睾酮并肌内注射HCG 2000IU；于第7日再次采血测定T。
  


  
    （四）染色体检查
  


  
    染色体检查可以对原发性睾丸功能减退症进行诊断及鉴别诊断。如克氏综合征患者染色体核型为47XXY（约占克氏综合征的80%）、46XY／47XXY嵌合型、48XXXY或49XXXXY，结合临床症状可以进行克氏综合征的诊断。
  


  
    （五）病理活检
  


  
    病理活检如发现异常，可确定睾丸病变。但由于正常人睾丸生精状态不够均衡，存在“局部生精”的情况，因此取材受到限制，即使未发现异常，亦不可排除睾丸病变。
  


  
    （六）PRL
  


  
    血清高泌乳素水平可能抑制LH及FSH的分泌，因此必须排除高泌乳素血症或泌乳素瘤对LH及FSH水平的影响。
  


  
    （七）下丘脑、垂体疾病排查
  


  
    常用的实验室检查包括生长激素、ACTH检测等，同时CT等影像学检查结果对下丘脑及垂体疾病的诊断也是相当重要的。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    血清总T及游离T检测 睾丸功能减退一般都会出现血清总T或游离T水平降低。因此当患者存在性腺（睾丸）功能减退的临床症状时需首先检测血清总T及游离T水平，对于临床诊断睾丸功能减退具有重要意义。游离T水平虽较总T水平更为可靠，但直接测定游离T常受其类似物的干扰，且操作复杂，不易在临床开展，故一般测定总T及性激素结合球蛋白（SHBG）水平来计算游离睾酮水平。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒LH及FSH检测
  


  
    LH由垂体分泌，FSH由下丘脑分泌。二者具有促进睾丸Leydig细胞分泌T的作用，并受血清总T水平的负反馈调节。若T水平低下而LH、FSH水平增高，提示睾丸反应功能低下，病变原发于睾丸；若T水平与LH、FSH水平均低下，提示病变可能存在于垂体或下丘脑。GnRH刺激试验提供了一个简单评判促性腺细胞储备功能的方法，但需注意单凭一次结果并不能完全确切地判断是否存在垂体下丘脑疾病，可择日再进行GnRH刺激试验。
  


  
    2﹒HCG刺激试验
  


  
    正常成年男性睾酮对HCG刺激的反应峰值一般在注射HCG后72小时出现，睾酮水平升高2倍或20nmol／L以上提示睾丸储备功能正常。睾酮基础值低，注射HCG后睾酮反应低下或无反应提示睾丸储备功能低下。
  


  
    3﹒染色体检测
  


  
    染色体检测是存在染色体异常的原发性睾丸功能减退的确诊方法。如检测到46XY／47XXY或47XXY，即可诊断为克氏综合征。
  


  
    4﹒病理活检
  


  
    对睾丸生精上皮、生精小管、间质等组织进行形态学评价，可为睾丸疾病提供诊断依据，也利于发现隐睾或睾丸肿瘤。但受取材区域限制，且可能发生睾丸血肿、炎症等并发症，因此进行病理活检时需严格按照规程进行操作。
  


  
    5﹒抑制素B及抗苗氏管激素
  


  
    抑制素B（InhibinB，InhB）是由性腺分泌的一种肽类激素，男性主要分泌InhB。InhB与生精功能呈现良好的正相关，其鉴别正常人与生精障碍的患者敏感性优于FSH。抗苗氏管激素（anti‐mülerianhormone，AMH）是睾丸支持细胞直接分泌的一种糖蛋白激素，它与睾酮一起共同保证男性胚胎内生殖器官的正常分化和发育。成年人精浆中AMH水平可为睾丸功能减退提供诊断依据。但目前这两种指标尚未直接应用于临床睾丸功能减退的诊断。
  


  
    （三）常见的实验室诊断标准
  


  
    目前一般认为对于睾丸功能减退症的实验室诊断需至少两次测定总睾酮或游离睾酮水平低下，其中游离睾酮水平较总睾酮水平更为可靠。然后测定LH及FSH以鉴别诊断原发性和继发性睾丸功能减退症。若睾酮水平低下且LH、FSH水平升高，通常提示原发性睾丸功能减退，可进一步行HCG刺激试验及染色体检查等实验室检查。若LH、FSH水平降低则常提示继发性睾丸功能减退，可进行GnRH等功能试验来排查下丘脑、垂体疾病，同时由于糖尿病、甲状腺功能异常等均可能引起睾丸功能减退，因此在诊断继发性睾丸功能减退时也需要进行这些疾病的筛查。需要注意的是，在诊断睾丸功能减退时必须结合临床症状，如针对LOH欧洲和美国分别制订了老年男子症状（agingmales’symptoms，AMS）量表和老年男子雄激素缺乏（androgendeficiencyintheagingmales，ADAM）问卷，患者在符合这些临床症状量表的基础上选择实验室检查，并结合B超、CT等影像学检查，做出睾丸功能减退的诊断。
  


  
    第五节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，17岁，因“停经伴溢乳1＋年”入院。1＋年患者无明显诱因出现停经，伴有溢乳，为白色，量少，无头痛、视野缺损、多饮、多尿、饮食、性格改变等。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温、脉搏、呼吸、血压无异常。身高：148cm，体重：46kg，BMI：21kg／m2，额部发际散在痤疮，乳房发育正常，两侧乳头轻微挤压均有少量白色乳汁溢出。女性外生殖器，无阴毛，腋毛较少。心、肺、腹查体均未见异常。月经史：12岁月经初潮，周期28～31天，经期持续3～4天，末次月经为2004年12月（13岁）。
  


  
    实验室检查：
  


  
    TSH1.71mU／L，FT35﹒71pmol／L，FT416﹒47pmol／L，LH0.1mIU／ml，FSH0.3mIU／ml，PRL265.4pg／ml，E217pg／ml，P0.20pg／ml，T0.13pg／ml，ACTH55.2ng／L。B超：子宫及双侧附件未见明显异常。头颅MRI：垂体内见2.1cm×2.6cm类圆形T1加权低密度影，垂体柄，脑实质、脑室中线结构无异常发现，动态增强扫描示垂体不均匀强化，垂体瘤可能性大。术后病理：＜垂体＞嫌色细胞瘤，免疫组化PRL（＋），GH（－），ACTH（－）。
  


  
    分析：
  


  
    本例患者17岁，以继发性闭经和溢乳为主要临床表现，B超示子宫、附件无异常，查血PRL明显高于正常水平，且血浆LH、FSH、E2和P均显著降低，故定位于垂体‐下丘脑。头颅MRI：垂体内见2.1cm×2.6cm类圆形T1加权低密度影。动态增强扫描示垂体不均匀强化，垂体瘤可能性大。术后病理：＜垂体＞嫌色细胞瘤，免疫组化PRL（＋），GH（－），ACTH（－）。
  


  
    诊断意见：
  


  
    垂体嫌色细胞瘤，溢乳‐闭经综合征。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，7岁，因“发现皮肤粗糙，阴茎变粗、变长、声音低沉8＋个月”入院。8＋个月前患者家属开始发现其皮肤粗糙，多毛，长而密，颜色深，以双小腿为甚，并且出现阴毛，阴茎变粗、变长，偶有勃起，无射精，双侧睾丸增大，阴囊皮肤皱褶增加，颜色变深，伴有声音低沉，出现额纹。较前少动、安静。食量增加。身高由105cm增加至125cm，体重由17.5kg增至28kg。无外伤史。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温36.7℃，脉搏80次／min，呼吸20次／min，血压100／80mmHg，身高125cm，体重28kg，BMI17.92kg／m2。全身皮肤偏黑，较粗糙，多毛，双小腿为甚，出现阴毛，阴茎直径约2cm，长约7cm，双侧睾丸约1.5cm×2cm，心、肺、腹未见阳性体征。
  


  
    实验室检查：
  


  
    LH＜0.1mIU／ml，FSH＜0.1mIU／ml，T9.84ng／ml，PRL15.44ng／ml，E2125pg／ml，P 0﹒36ng／ml，硫酸脂脱氢表雄酮（DHEA‐S）4.21μmol／L，HCG221mIU／ml，血浆皮质醇、ACTH均正常。骨龄测定：腕骨出齐，可见关节面，桡尺骨及各掌指骨骨骺较相应骨段等宽或稍宽，尚未覆盖。骨龄相当于12.2岁，成年身高预测均值为148.6cm，骨龄提前，大于97的百分位，左膝关节骨骺尚未愈合。B超：肝、胆、胰、脾、双肾、腹股沟部未见异常。X线片：腹部未见异常，阴茎长大，约2cm×7cm，睾丸约2cm×1.5cm。肾上腺CT：左肾上腺内外支粗大，多系增生。头颅MRI：左侧2cm×2cm大小类圆形肿块占位，增强扫描见不均匀斑状强化，肿块侵及右侧内囊及前联合。术后病理：生殖细胞瘤，免疫组化HCG（＋）。
  


  
    分析：
  


  
    本例患儿为男性，7岁即出现睾丸、阴茎长大，阴毛生长，声音改变等第二性征，且身高增长迅速增快，是典型的性早熟临床表现，查激素水平示LH、FSH低于正常，而T高于正常水平，硫酸脂脱氢表雄酮正常，提示为促性腺激素非依赖型，属周围性性早熟，即假性性早熟。血HCG远高于正常，故推测分泌HCG的肿瘤引起的周围性性早熟。检查肾上腺、睾丸、腹股沟处等未发现明显占位。搜索病灶，胸部CT：心肺未见异常，纵隔内未见确切占位。头颅MRI发现占位。
  


  
    诊断意见：
  


  
    性早熟（假性），左侧生殖细胞瘤。
  


  
    （安振梅）
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    第十六章 血管外体液检查
  


  
    人体内含有大量液体，包括水分和其中溶解的物质，体液各部分之间是彼此隔开的，但它们之间又相互联系。细胞膜将细胞内液与细胞外液分开。细胞外液仅1／5在血管内成为血浆的组成成分，其余4／5在血管外构成组织液、淋巴液、脑脊液等血管外体液。
  


  
    人体胸腔、腹腔和心包腔、关节腔统称为浆膜腔（serouscavity）。正常情况下，浆膜腔内仅含有少量液体起润滑作用，病理情况下，浆膜腔内有大量液体潴留而形成浆膜腔积液（se rousefusion）。积液因部位不同可分为胸腔积液、腹腔积液、心包腔积液、关节腔积液。根据产生的原因及性质不同，浆膜腔积液分为漏出液和渗出液。浆膜腔积液标本采集是通过浆膜腔穿刺方法获得，抽取标本后应立即送检，以免细胞变性、破坏或出现凝块而影响结果。
  


  
    第一节 腹水检查
  


  
    腹腔内出现过多的液体积聚称为腹水（ascites）。正常人腹腔内可有少量液体约＜100ml，这些液体处于正常代谢的动态平衡中，对腹腔内脏器官，特别是胃肠道等起润滑作用。因种种原因动态平衡失调，腹腔内则积聚过量的游离（多见）或限局（相对少见）液体，量超过100ml，甚至可达数百甚至上万毫升，便形成腹水。少量腹水不一定会有明显的症状和体征，当腹水超过1500ml才会出现较明显的症状和体征。疾病一旦并发腹水，常提示疾病的严重性。导致腹水的病因甚为复杂，腹水的病因诊断和鉴别诊断对于治疗和预后判断很重要。要对一个腹水患者尽早做出正确的病因诊断，必须掌握熟练的腹水诊断程序和正确的诊断基本思路。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图16‐1。
  


  
    二、相关实验
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      图16‐1 腹水标本实验室分析路径图
    


    
      ＃PMN：多形核中性粒细胞 ＊SAAG：血清／腹水白蛋白梯度
    

  


  
    腹水的实验室检查包括一般理学检查、白细胞计数与分类、化学检查、微生物检查、细胞学检查以及其他检查。
  


  
    临床上腹水性质的鉴别是一个难点。传统方法是根据腹水比密、蛋白质定性及定量、细胞计数将腹水分为渗出性、漏出性、血性、乳糜性（脂肪性）、胆汁性、胆固醇性或黏液性。但有许多交叉情况，因此对病因诊断有限。近年来倾向于根据腹水的常见原因，分为门脉高压与非门脉高压性腹水。
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    包括量、颜色、透明度、比密、pH、凝固性等。主要是通过肉眼或物理学的方法来判断。参考范围为：清亮、淡黄色、清晰透明、不易凝固；比密：漏出液＜1.015，渗出液＞1.018；pH：7.40～7.50。
  


  
    2﹒白细胞计数与分类
  


  
    采用传统光学显微镜计数方法直接计数细胞总数和白细胞数，并区别计数单个核白细胞与多形核中性粒细胞（polymorphonuclearneutrophils，PMN）。有研究报道，不管是使用全自动尿沉渣分析仪还是血细胞分析仪进行腹水细胞计数，均不能代替人工方法。
  


  
    3﹒化学检查
  


  
    （1）血清‐腹水白蛋白梯度（serum‐ascitesalbumingradient，SAAG）：是人血白蛋白与同日内测得的腹水白蛋白之间的差值（SAAG＝人血白蛋白－腹水白蛋白）。反映了胶体渗透压‐腹水流体静水压在腹水状态下达到的新平衡点。介入与影像学方法均证实SAAG与门脉压力有良好的直线关系。当SAAG≥11g／L提示腹水为门脉高压所致，＜11g／L提示非门脉高压性腹水。
  


  
    （2）总蛋白测定：其检测原理是蛋白质与生物碱等蛋白沉淀剂作用产生浑浊，其浊度与蛋白质含量成正比，用光电比色计或分光光度计进行比浊，即可测得蛋白质含量。参考范围：漏出液＜25g／L；渗出液＞30g／L。
  


  
    （3）黏蛋白定性（rivalta）试验：其检测原理为黏蛋白是一种酸性糖蛋白，等电点为pH 3﹒0～5.0，在稀醋酸溶液中可产生白色雾状沉淀。参考范围：漏出液阴性；渗出液阳性。
  


  
    （4）葡萄糖：检测原理为葡萄糖氧化酶法或己糖激酶法。参考范围：3.6～5.5mmol／L。
  


  
    （5）胆固醇、三酰甘油：其检测原理为酶法。参考范围：胆固醇1.6mmol／L；三酰甘油0.65mmol／L。
  


  
    （6）乳酸脱氢酶（lactatedehydrogenase，LDH）：其检测原理为酶速率法。参考范围：漏出液LDH接近血清活性，积液／血清LDH＞0.6。
  


  
    （7）腺苷脱氨酶（adenosinedeaminase，ADA）：是催化腺苷水解的核酸代谢酶，广泛分布于体内组织和细胞中。其检测原理为比色法或紫外分光光度法。参考范围：0～45U／L。
  


  
    4﹒微生物检查
  


  
    直接涂片革兰染色，细菌（真菌）培养（鉴定）；结核分枝杆菌涂片抗酸染色及培养。
  


  
    5﹒细胞学检查
  


  
    在抽取积液后立即离心沉淀，用沉淀物涂片作瑞氏染色，如需查找肿瘤细胞应同时做H‐E染色。
  


  
    6﹒其他检查
  


  
    包括肿瘤标志物，如癌胚抗原（CEA）、CA19‐9；铁蛋白（ferritin）；急性时相反应蛋白（CRP）；腹水细胞因子及受体水平测定，如白介素‐6（IL‐6）、白介素‐2（IL‐2）、肿瘤坏死因子α（TNF‐α）等，均对鉴别良恶性腹水有一定意义。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    渗出液颜色随病情而改变，漏出液颜色较浅，不管是深是浅还是其他颜色，都对疾病诊断有帮助，其相关临床意义见表16‐1。
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      表16‐1 腹水标本颜色及其临床意义
    


    

  


  
    2﹒白细胞计数与分类
  


  
    WBC＞500／μl，特别是当粒细胞＞250／μl时，高度怀疑自发性细菌性腹膜炎。嗜酸性粒细胞大于10%提示存在过敏性或寄生虫疾病、自身免疫性疾病、结核病或恶性肿瘤。腹水中的淋巴细胞是长期固定充血性渗出、慢性炎症、结核病或恶性肿瘤的特征。
  


  
    3﹒血清／腹水白蛋白梯度（SAAG）
  


  
    通过SAAG可以区分非恶性疾病和恶性疾病。其作用是测定特殊的腹水病例是否因门脉高压引起。与总蛋白浓度不同，白蛋白梯度不会受到利尿剂治疗或穿刺术的影响。事实上，部分肝硬化患者腹水和心源性腹水也可含高蛋白。有研究发现，SAAG对门脉高压性腹水病因诊断的准确率远远高于既往的渗／漏出液，两者的诊断准确率分别为92%～100%及55.6%～76%。
  


  
    SAAG≥11g／L，提示患者有门脉高压，如肝硬化、慢性心功能不全、巨大的肝脏占位及门静脉血栓等。SAAG＜11g／L，提示为非门脉高压性腹水，如腹腔肿瘤、腹腔结核、胰源性腹水。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒总蛋白
  


  
    腹水中的总蛋白浓度主要受两种因素影响：①血清总蛋白浓度与其成正比；②门静脉压与其成反比。伴有和不伴感染的患者腹水中总蛋白值＜25g／L，心源性和腹膜转移性腹水中总蛋白值＞25g／L。但是不适用于同时伴有肝硬化或大量的肝转移腹膜性腹水。浓度大于30g／L提示存在渗出液，若腹水／血清总蛋白比率＞0.5时，可提高检出渗出液的临床敏感性和特异性。若肝硬化后总蛋白浓度＜15g／L，常提示预后较差。
  


  
    2﹒葡萄糖
  


  
    ＜2.8mmol／L，提示继发性细菌性腹膜炎。
  


  
    3﹒血清ADA
  


  
    活性增高见于肝脏病、伤寒、白血病等恶性肿瘤，而腹水中高活性ADA则主要见于结核性渗液。结核性腹水中ADA活性明显升高而恶性腹水中ADA常为低值。虽然仅有少数（10%左右）结核性腹水ADA活性升高不明显，但仍需引起临床注意，ADA低活性并不能完全排除结核性腹水。
  


  
    4﹒微生物检查
  


  
    30%～50%伴细菌感染的患者可能通过革兰染色检出病原体。细菌培养阳性率亦不太高，自发性细菌性腹膜炎时阳性率不到50%，使用抗生素会降低细菌培养阳性率。因此宜在抗生素应用前进行腹水细菌培养，最好同时做厌氧菌培养。
  


  
    5﹒腹水细胞学检查
  


  
    腹水中癌细胞对恶性腹水有重要诊断价值。
  


  
    6﹒CA19‐9＞30U／ml，对恶性病因引起的腹水有较高的特异性。
  


  
    CEA以2.2μg／L为标准，可基本区分良性和恶性疾病引起的腹水。与CA19‐9联合使用，可提高其特异性，但会降低敏感性。
  


  
    第二节 胸腔积液检查
  


  
    胸膜腔位于壁层和脏层胸膜的间皮层之间，胸膜腔液体积聚增多称为胸腔积液（pleural efussion）。积液可能为局限性或系统性疾病的结果。少量胸腔积液时常无明显症状，大量胸腔积液时患者可有气促、胸闷、心悸。随着积液量的增加，体格检查可见患侧胸廓饱满，呼吸动度减弱，气管朝健侧移位，叩诊胸部呈浊音或实音，听诊呼吸音减弱或消失。积液量＞300ml时X线检查可见肋膈角变钝，包裹性积液可呈圆形或梭形。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图16‐2。
  


  
    二、相关实验
  


  
    腹水的诊断检查主要针对良恶性病因的鉴别，而胸腔积液特征的鉴别诊断则是以漏出液‐渗出液鉴别为基础的。漏出性胸腔积液的最常见病因是失代偿性心力衰竭，而大多数渗出性胸腔积液是由肺炎、恶性肿瘤或肺部栓塞等原因诱发。漏出液多为双侧性非炎性积液，渗出液多为单侧性炎性积液。
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    包括量、颜色、透明度、比密、pH、凝固性等。主要是通过肉眼或物理学的方法来判断。
  


  
    2﹒化学检查
  


  
    （1）总蛋白测定：其检测原理是蛋白质与生物碱等蛋白沉淀剂作用产生浑浊，其浊度与蛋白质含量成正比，用光电比色计或分光光度计进行比浊，即可测得蛋白质含量。参考范围：漏出液＜25g／L；渗出液＞30g／L。蛋白量25～30g／L难以判明性质，做蛋白电泳有助于两者的鉴别。
  


  
    （2）黏蛋白定性（rivalta）试验：其检测原理为黏蛋白是一种酸性糖蛋白，等电点为pH3.0～5.0，在稀醋酸溶液中可产生白色雾状沉淀。参考范围：漏出液阴性；渗出液阳性。
  


  
    （3）葡萄糖：其检测原理为葡萄糖氧化酶法或己糖激酶法。参考范围：漏出液，接近血糖；渗出液，＜3.33mmol／L。
  


  
    （4）胆固醇：其检测原理为酶法。参考范围：漏出液胆固醇，＜1.6mmol／L；渗出液胆固醇，＞1.6mmol／L。
  


  
    （5）乳酸脱氢酶（lactatedehydrogenase，LDH）：其检测原理为酶速率法。参考范围：漏出液LDH，＜200U／L；渗出液LDH，＞200U／L。
  


  
    （6）腺苷脱氨酶（adenosinedeaminase，ADA）：其全称为腺嘌呤核苷氨基水解酶，能催化腺嘌呤核苷水解，产生肌苷和氨，所生成的氨用波氏显色反应测其含量，从而计算出ADA活性单位。参考范围：0～45U／L。
  


  
    （7）淀粉酶（amylase，AMY）：用碘淀粉比色法或染色淀粉法测定酶活性。
  


  
    3﹒微生物检查
  


  
    直接涂片革兰染色，细菌（真菌）培养（鉴定）；结核分枝杆菌涂片抗酸染色及培养；梅毒抗体筛查。
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      图16‐2 胸腔积液实验室分析路径图
    


    

  


  
    4﹒显微镜检查
  


  
    （1）白细胞计数：采用光学显微镜直接计数细胞总数和白细胞数。
  


  
    （2）细胞分类计数：分类计数红细胞、中性粒细胞、单个核细胞、嗜酸性粒细胞、组织细胞、间皮细胞等。
  


  
    （3）细胞学检查：在抽取积液后立即离心沉淀，用沉淀物涂片作瑞氏染色，如需查找肿瘤细胞应同时做H‐E染色。
  


  
    5﹒其他检查：
  


  
    包括肿瘤标志物如癌胚抗原（CEA）、CA19‐9、铁蛋白（ferritin），急性时相反应蛋白（CRP），近来有研究显示，检测胸腔积液中T淋巴细胞亚群（CD3＋、CD4＋、CD8＋）的变化对鉴别良性和恶性胸腔积液有较好的临床应用价值。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    鉴别积液漏出液、渗出液是临床最基本的要求，因此有助于其鉴别的实验均需列于首选，如一般理学检查，蛋白定性、定量试验，葡萄糖，LDH，细胞计数与分类，细菌检查等。综合分析各项实验结果，进行积液漏出液、渗出液鉴别。胸腔积液漏出液和渗出液的产生机制及常见原因分析见表16‐2，漏出液与渗出液的实验室鉴别见表16‐3，细胞分类计数的临床意义见表16‐4，结核性与恶性胸腔积液的鉴别见表16‐5。
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      表16‐2 胸腔积液漏出液和渗出液的产生机制及常见原因
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      表16‐3 胸腔积液漏出液与渗出液的实验室鉴别
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      续表
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      表16‐4 胸腔积液细胞分类计数增高的临床意义
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      表16‐5 结核性与恶性胸腔积液的鉴别
    


    

  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒淀粉酶测定
  


  
    约90%急性胰腺炎患者、胰腺创伤等所致的胸腔积液中，淀粉酶含量可高达正常血清含量的3倍。胸腔积液淀粉酶高于300IU／L者，多见于原发或继发腺癌，此淀粉酶可直接由肿瘤细胞合成。
  


  
    2﹒ADA活性测定
  


  
    胸腔积液中的ADA活性，按其高低顺序可能的病因依次为：结核性、癌性、非炎症积液。此酶在结核性积液中活性显著高于其他原因所致积液的特点，对结核性胸腔积液的诊断具有极其高的特异性。
  


  
    3﹒细胞学检查
  


  
    当肿瘤侵犯胸壁或直接暴露于胸腔积液中时有脱落的癌细胞，在胸腔积液中可以找到。在胸腔积液中找到癌细胞是确诊恶性胸腔积液的一种快速、可靠、经济的方法。但国内外资料显示，胸腔积液中找到癌细胞对诊断的特异性虽然高达100%，但敏感性较低。提高其敏感性的方法有：①反复多次抽取胸腔积液送检，每次送检量不少于200ml。②提高分辨水平。胸腔积液中有脱落的间皮细胞，随脱落的时间长短会发生退行性改变，以及炎性细胞和巨噬细胞都会干扰对肿瘤细胞的辨认。流式细胞分析DNA定量分析为恶性积液的诊断提供了一个新途径。有文献报道，采用流式细胞分析进行细胞DNA定量分析，可提高诊断恶性胸腔积液的敏感性。
  


  
    4﹒其他检查
  


  
    ①透明质酸酶，有助于间皮瘤的诊断，联合使用肿瘤标志物能提高检出的敏感性与特异性。透明质酸酶升高而CEA水平正常是扩散性间皮瘤的指征；高CYFRA，低CEA浓度亦提示间皮瘤。②T淋巴细胞亚群，由于恶性胸腔积液患者细胞免疫功能处于抑制状态，故其胸腔积液中CD8＋细胞增高导致CD4＋／CD8＋比值降低。因此，T淋巴细胞亚群测定，对恶性胸腔积液的诊断及疗效评估有一定价值。
  


  
    第三节 心包积液检查
  


  
    正常情况下，心包囊内含20ml左右的清澈、浆液性、淡黄色液体。若液体超过50ml，则视为心包积液（pericardialefusion）。心包积液是一种较常见的临床表现，尤其是在超声心动图成为心血管疾病的常规检查方式之后，心包积液在患者中的检出率明显上升。大部分心包积液由于量少而不出现临床征象，患者常能参加日常工作而无自觉不适，出现症状时多表现为气短、胸痛。少数患者则由于大量积液而以心包积液成为突出的临床表现。当心包积液持续数月以上时便构成慢性心包积液。导致慢性心包积液的病因有多种，大多与可累及心包的疾病有关。心包积液检查对心包疾病的诊断与治疗有重要的指导意义。
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      图16‐3 心包积液实验室分析路径图
    


    
      ＊ANA：抗核抗体 ＃RA：类风湿因子
    

  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图16‐3。
  


  
    二、相关实验
  


  
    心包积液是临床上常见病症，良性（包括放射性、化疗药物等）和恶性心包积液的鉴别对其治疗与预后的判断有十分重要的意义。近年来随着恶性肿瘤发病率的上升，恶性心包积液的比例有上升的趋势。提高恶性心包积液的检测敏感性是临床工作的关键。
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    包括量、颜色、透明度、比密、pH、凝固性等。主要是通过肉眼或物理学的方法来判断。
  


  
    2﹒渗出液与漏出液的鉴别试验
  


  
    包括一般性状检查、细胞计数与有核细胞分类、pH、凝固性检查、蛋白质定量、葡萄糖、胆固醇测定等，见表16‐6。
  


  
    [image: ]


    
      表16‐6 心包积液渗出液与漏出液的鉴别
    


    

  


  
    3﹒微生物检查
  


  
    （1）直接涂片革兰染色，细菌（真菌）培养；结核分枝杆菌涂片抗酸染色及培养；结核菌素试验。
  


  
    （2）病毒检查：常见包括柯萨奇病毒、巨细胞病毒（CMV）、单纯疱疹病毒（HSV）、流感病毒、风疹病毒、EB病毒等。
  


  
    4﹒细胞学检查
  


  
    在抽取积液后立即离心沉淀，用沉淀物涂片做瑞氏染色，如需查找肿瘤细胞应同时做H‐E染色。
  


  
    5﹒其他检查
  


  
    （1）抗核抗体（antinuclearantibody，ANA）：抗核抗体是一类能与多种细胞核抗原反应的自身抗体，许多自身免疫性疾病都可以出现阳性。检测方法包括以Hep‐2细胞为底物的间接免疫荧光法（IFA）和包被多种纯化核抗原的酶联免疫吸附试验（ELISA）。
  


  
    （2）类风湿因子（rheumatoidfactor，RF）：是患者血清中针对自身变性IgG的抗体。检测方法包括免疫散射比浊法和乳胶凝集法，前者敏感性更高。
  


  
    （3）肿瘤标志物：如癌胚抗原（CEA）、CA125、CA19‐9等。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒首先应正确区分心包积液属于良性／漏出液或恶性／渗出液。大约半数伴有症状的心包炎的肿瘤患者其病因是非恶性的，最常见的是原先有放射性或特发性的病因存在，恶性疾病本身和（或）接受的治疗使免疫功能受到抑制，并因此具有患结核性、真菌性心包炎的危险。
  


  
    2﹒细菌性心包炎中，引发心包积液的细菌种类很多，常见葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌、流感嗜血杆菌等，应根据细菌培养／鉴定结果来确定。
  


  
    脓性心包炎主要见于胸部手术后患者并伴慢性肾功能不全、肿瘤、糖尿病等，也可并发于肺炎或膈下脓肿。常见致病菌为金黄色葡萄球菌，可也为革兰阴性菌、链球菌或真菌。积液可由于凝块存在而呈黏性。同时，应注意是否存在厌氧菌混合感染。
  


  
    3﹒对于血性心包积液应进行离心，排除由于穿刺损伤引起的假阳性。血性心包积液病因可为结核性的，但以癌性的较多见。文献报道引起恶性心包积液的疾病主要是肺癌、乳腺癌、白血病、淋巴瘤等。病理检查结果是诊断恶性心包积液的金标准。病理资料的获得常用的手段有心包积液涂片找癌细胞，但敏感性不高，积液中癌胚抗原水平（CEA）可作为恶性心包积液的诊断指标，有较高的敏感性和特异性。
  


  
    第四节 关节液检查
  


  
    正常关节腔分泌极少量滑膜液（synovialfluid，SF），当关节有炎症、损伤等病变时，滑膜液增多，称为关节腔积液（jointefusion）。关节性炎症按不同致病因素可分为：化脓性关节炎、非化脓性关节炎、关节结核等。关节腔积液是指肩关节、肘关节、手关节、髋关节、膝关节、足关节等处的积液。准确的进行关节腔积液检查对临床诊断、治疗该疾病有重要价值。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图16‐4。
  


  
    二、相关实验
  


  
    关节积液各种检查中，除细菌学证据和结晶、特征性细胞外，其他检查项目对各型关节炎的诊断并无高度的特异性，因此诊断时需根据病史、查体、实验室检查和X线检查等进行综合分析。
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    包括量、颜色、透明度、黏稠度、有无凝块形成等。参考范围为：0.1～2.0ml（经常不易抽出）、淡黄色或无色、透明清亮、高度黏稠、无凝块。
  


  
    2﹒显微镜检查
  


  
    （1）白细胞计数及分类计数、红细胞计数：正常情况下无红细胞；白细胞极少，约为（0.2～0.7）×109／L，其中约65%为单核‐吞噬细胞，10%为淋巴细胞，20%为中性粒细胞，偶见软骨细胞、滑膜细胞、组织细胞。
  


  
    （2）细胞学检查：如肿瘤细胞、狼疮细胞、类风湿关节炎细胞（类风湿关节炎时，中性粒细胞胞质内有颗粒状嗜碱性包涵物，可能由免疫复合物组成，当其与类风湿因子并存时，称为类风湿关节炎细胞）以及结晶等。
  


  
    （3）细菌学检查：细菌涂片检查、结核分枝杆菌抗酸染色。
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      图16‐4 关节液实验室分析路径图
    


    
      ＃LDH：乳酸脱氢酶 ＊RA：类风湿因子
    

  


  
    3﹒化学检查
  


  
    （1）总蛋白：参考范围：11～30g／L；白蛋白与球蛋白之比为4∶1。关节腔液蛋白质含量是关节腔滑膜渗透性变化的一个表现。
  


  
    （2）葡萄糖：参考范围：3.3～5.3mmol／L，应与空腹血糖同时测定，用含氟化钠试管留取，采集后应立即送检，避免葡萄糖转化为乳糖。
  


  
    4﹒血清学检查
  


  
    （1）总补体：关节腔液中补体随蛋白浓度增减而改变，因此关节腔液中补体应结合总蛋白量进行报告。正常情况下关节滑膜液中补体含量约为血清的10%。
  


  
    （2）类风湿因子（rheumatoidfactor，RF）：关节腔液类风湿因子检出率高于血清，且血液出现阳性反应之前关节腔液已可出现阳性，因而对临床诊断很有意义。
  


  
    5﹒其他检查
  


  
    关节液细胞因子的检查，如调节活化正常T细胞表达和分泌因子（regula tedonactivationnormalTcelexpressedandsecreted，RANTES）及基质细胞衍生因子‐1（stro malcel‐derivedfactor‐1，SDF‐1），在类风湿关节炎患者中血清及关节液均显著升高，且关节液升高比血清更显著。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）首选实验
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    关节腔液正常时量很少，0.1～2.0ml，经常不易抽出。病变时液体量明显增多。关节腔内液体含有大量黏蛋白，呈黏稠状，炎症时关节腔液的黏稠度下降。估计黏蛋白含量最简便直接的方法是用注射针头挑起关节腔液，观察线状物的长度，正常人可达5cm或更长，少于3cm或难以挑起为黏度下降。
  


  
    有新鲜出血时关节液为红色，陈旧性出血为褐色至黄褐色，如血液混合均匀者为病理性出血。血性关节液可见于血友病、穿透关节的骨折等。乳样或假乳糜性液可见于结核性关节炎，慢性类风湿性关节炎、急性痛风性关节炎或全身红斑狼疮。
  


  
    2﹒显微镜检查
  


  
    对于关节腔液的检查十分重要，可以发现特征性的细胞（类风湿关节炎细胞，肿瘤细胞，狼疮细胞等）、结晶（如尿酸钠结晶）或病原体，其对诊断具有十分重要的价值。另外，骨关节炎时涂片发现有大量正常软骨细胞、并可见具有特征性的多核软骨细胞，还常有大量的滑膜细胞和破骨细胞。化脓性关节炎肉眼可见脓性液体，显微镜下可见大量脓细胞，并常可发现病原菌，常见的病原菌多为链球菌、葡萄球菌、肺炎链球菌、大肠埃希菌等，厌氧菌少见。
  


  
    3﹒细菌学检查
  


  
    涂片可能发现病原菌，并对关节液进行细菌（真菌）培养、鉴定。
  


  
    （二）次选实验
  


  
    1﹒化学检查
  


  
    ①总蛋白：炎性关节炎总蛋白为20～30g／L，类风湿性关节炎或结晶性滑膜炎总蛋白为40～70g／L。②葡萄糖：关节腔葡萄糖含量与血清比较明显减少，高度提示化脓性关节炎，葡萄糖为致病菌消耗所致。
  


  
    2﹒血清学检查
  


  
    关节液补体水平降低常提示类风湿关节炎、系统性红斑狼疮。
  


  
    第五节 胃液检查
  


  
    胃液（gastricjuice）是由胃壁黏膜的主细胞、壁细胞和黏液细胞的分泌物组成，正常人每日分泌1.5～2.5L，分泌量因食物成分及各种刺激因素影响可有差异。胃液为无色透明的稀薄液体，呈强酸性反应。胃液成分除水分、盐酸、胃蛋白酶原、内因子及胃脂肪酶外，还有黏液、电解质（如钠、钾、钙、磷酸氢根）等。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图16‐5。
  


  
    二、相关实验
  


  
    胃液检查对于了解胃的分泌功能，胃、十二指肠相关疾病诊断和鉴别诊断有较好的实用价值。胃液检查的结果与胃液标本的采集密切相关，患者应在24～72小时内停止服用影响测定结果的药物，检查前晚只能进食流质食物，检查前12小时内不能进食或进水。
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    包括量、颜色、pH测定、气味，黏液量、食物残渣等。
  


  
    2﹒胃酸分泌量测定
  


  
    （1）基础胃液量：经12小时空腹后的正常胃液量为50ml左右，在吞管成功后应用电动负压吸引器，以4.0～6.67kPa负压持续抽取1小时所得胃液总量，称为基础胃液量，它更能代表标准状态下（清晨空腹未接受任何食物或药物等的刺激）胃的分泌功能，且具有定量的意义。
  


  
    （2）基础胃酸排泌量（basalacidoutput，BAO）：测定基础胃液量，取其中10ml加2.0g／L酚红指示剂3滴，黄色表示有胃液存在，用0.10mol／L氢氧化钠溶液滴定至出现红色为止（即以pH7.0～7.4为滴定终点）。计算出总酸的毫摩尔每升的量，结合1小时胃液量算出基础胃酸排泌量，以mmol／h标示。
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      图16‐5 胃液实验室分析路径图
    


    

  


  
    （3）最大胃酸排泌量（maximalacidoutput，MAO）：取注射五肽胃泌素后1小时的4个胃液标本（BAO测定后，五肽胃泌素按6μg／kg体重计算剂量，肌内注射，而后每15分钟收集一次胃液，共4次，分装于4个瓶中），以酚红为指示剂，用0.10mol／L氢氧化钠溶液分别测定每个胃液标本的可滴定盐酸，并计算每瓶胃液的胃酸分泌量，以mmol／15min表示，4次胃酸分泌量之和即为最大胃酸排泌量，以mmol／h表示。
  


  
    （4）高峰胃酸排泌量（peakacidoutput，PAO）：取上述4个胃液标本中最高两次胃酸分泌量之和乘以2，即为高峰胃酸排泌量，以mmol／h表示。
  


  
    3﹒其他检查
  


  
    包括乳酸定性试验（参考范围为阴性）、隐血试验（参考范围为阴性）、胃蛋白酶测定（参考范围为40～60U／ml）和显微镜细胞分类。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    （1）正常基础胃液量为10～100ml，大于100ml为增多，见于十二指肠溃疡、胃泌素瘤或胃排空障碍，如幽门梗阻、胃蠕动功能减退等；小于10ml为减少，主要见于萎缩性胃炎或胃蠕动功能亢进等。
  


  
    （2）正常胃液颜色无色透明，如含有相当量的黏液可呈稍浑浊的灰白色，若有胆汁反流则呈黄色或黄绿色浑浊，咖啡残渣样外观表示胃内有陈旧性出血，常见于溃疡病、胃癌及糜烂性胃炎等，如有少量鲜红血丝常为操作时损伤胃黏膜所致。
  


  
    （3）正常胃液略带酸味，消化不良或胃排空障碍胃内有机酸潴留增多时，则有发酵味。晚期胃癌由于组织坏死，有恶臭味，小肠低位梗阻时可有粪臭味。
  


  
    （4）正常胃液内有少量分布均匀的黏液，当胃有炎症，尤其是慢性胃炎时黏液明显增多，使胃液黏稠度增大。
  


  
    （5）12小时空腹后的胃液中应无食物残渣，若胃排空障碍，如胃扩张、胃下垂、幽门溃疡、幽门梗阻及胃蠕动功能减退等，胃液中常混有食物残渣，甚至呈食糜样。
  


  
    （6）胃液pH小于1.3时为酸度过高，见于十二指肠溃疡、胃泌素瘤、幽门梗阻、慢性胆囊炎等。pH3.5～7.0为胃酸减低，多见于胃癌、萎缩性胃炎、胃扩张、甲状腺功能亢进症等疾病时。在MAO测定时，pH大于7可视为真性胃酸缺乏，常见于胃癌、恶性贫血及慢性萎缩性胃炎等。当测定BAO、PAO结果明显低于正常时，测定胃液pH对判断真性胃酸缺乏更有意义。受试者精神状态、烟酒嗜好、便秘以及胃液采集方式等影响胃液酸度，解释结果时必须综合分析。
  


  
    （7）胃液抽出后静置片刻，正常空腹胃液形成不很明显两层，上层为少量黏液，下层为无色透明的胃液层。病理情况下胃液层浑浊不清，当有胃排空障碍时，底层出现食物残渣，犹如三层。
  


  
    2﹒胃酸分泌量测定
  


  
    （1）BAO反应无外来刺激情况下胃的分泌状态。参考范围：25mmol／L，男性略高于女性，年龄50岁以上者略低。胃溃疡患者BAO常无明显异常，十二指肠溃疡患者BAO可明显升高。若BAO＞15mmol／L，常可能提示存在胃泌素瘤。
  


  
    （2）MAO参考范围：3～23mmol／h。MAO增高（＞23mmol／h），应考虑十二指肠溃疡。BAO＞15mmol／L，MAO＞30mmol／h，BAO／MAO＞0.6，高度提示胃泌素瘤。
  


  
    （3）PAO参考范围：20.6±8.37mmol／h。PAO＜15mmol／h而患十二指肠溃疡者罕见。PAO＞40mmol／h，高度提示十二指肠溃疡有出血、穿孔等并发症发生。十二指肠溃疡手术后BAO及PAO均明显下降，如出现吻合口溃疡，则逐渐升高。
  


  
    3﹒其他检查
  


  
    （1）乳酸定性试验正常参考范围：阴性。幽门梗阻、胃扩张时因食物潴留经细菌分解产生较多乳酸，可使乳酸定性试验出现阳性。胃癌患者胃液中除食物潴留酵解外，肿瘤细胞分解葡萄糖亦可致乳酸增多，乳酸定性试验阳性。当空腹胃液中BAO降低或pH＞3.5时，应检查乳酸定性试验。
  


  
    （2）正常胃液中不含血液。急性胃炎、消化性溃疡、胃癌时会有不同程度的出血，导致隐血试验阳性。对于胃液呈咖啡色者应进行隐血检查，了解是否为陈旧性出血。因本试验灵敏度高，食管擦伤、牙龈出血吞咽后亦可导致本试验阳性，故必须结合临床综合判断。
  


  
    （3）正常人面包试餐后胃液中胃蛋白酶的参考范围为：40～60U／ml。胃蛋白酶分泌减少见于：胃炎、慢性胃扩张、慢性十二指肠炎等。胃蛋白酶分泌缺如见于：胃癌、恶性贫血等胃液中无游离酸者。
  


  
    （4）正常胃液镜检仅可见白细胞及扁平上皮细胞。若白细胞增多见于慢性胃炎，若出现脓细胞提示化脓性炎症。
  


  
    第六节 淋巴液检查
  


  
    淋巴液（lymphfluid）来源于组织液，通过毛细淋巴管稍膨大的盲端吸收，其吸收的动力来源于组织液与毛细淋巴管内淋巴液之间的压力差。压力差升高则淋巴液产生的速度加快。组织液一旦进入淋巴管就成为淋巴液，因而其成分与该处的组织液非常相近。其生理功能是淋巴液可以将组织液的蛋白质分子、不能被毛细血管重吸收的大分子物质以及组织中的红细胞和细菌等带回到血液中。淋巴系统也是从胃肠道吸收营养物质的主要途径之一，对脂肪的吸收起着重要的作用，由肠道吸收的脂肪80%～90%都经由这一途径被输送入血。同时淋巴回流可调节体液平衡，具有防御和免疫功能。
  


  
    正常成年人在安静状态下每小时大约有120ml的淋巴液进入血液循环。来自右侧头颈部、右臂和右胸部的约20ml的淋巴液经由右淋巴导管导入静脉，其余100ml的淋巴液都通过胸导管导入静脉。人体每天生成2～4L的淋巴液，大致相当于全身的血浆总量。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图16‐6。
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      图16‐6 淋巴液实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    淋巴液为淡黄色液体，由血浆和小淋巴细胞构成。胃肠道淋巴管成分是乳糜的来源。餐后其呈乳状混浊外观，因其含脂肪成分；禁食时淋巴液变为清澈透明。乳糜性淋巴被重吸收，如被肺和壁胸膜吸收。
  


  
    1﹒一般理学检查
  


  
    包括量、颜色、气味等，外观检查需同时观察未离心标本及离心后上清液。
  


  
    2﹒化学检查
  


  
    主要进行胆固醇、三酰甘油检测，但需同时测定血清胆固醇、三酰甘油浓度。另外，可做脂蛋白电泳，常用琼脂糖凝胶电泳观察有无乳糜微粒。
  


  
    3﹒显微镜检查
  


  
    一般用沉淀物或细胞浓集后进行细胞形态学检查。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒乳糜性和假乳糜性液体鉴别，见表16‐7。
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      表16‐7 乳糜性和假乳糜性淋巴液鉴别
    


    

  


  
    2﹒三酰甘油测定和脂蛋白电泳特别适用于诊断乳糜性渗出液。若三酰甘油浓度为0.57～1.14mmol／L，需特别进行乳糜微粒的检查。乳糜性液体的三酰甘油浓度高于胆固醇浓度，同时血清中三酰甘油阴性，这是渗出液特别是肠外营养患者的渗出液的重要特征。非乳糜性渗出液的三酰甘油浓度为0.15～1.22mmol／L。假乳糜性渗出液发展慢而乳糜性一般突然发生。
  


  
    局限性黄色瘤，因其未酯化胆固醇的高含量和胸膜壁细胞的脂质降解，会导致假乳糜性渗出液呈乳状外观。
  


  
    第七节 支气管肺泡灌洗液检查
  


  
    支气管肺泡灌洗术（bronchoalveolarlavage，BAL）是在纤维支气管镜检查的基础上进一步发展起来的新技术，是以纤支镜嵌入到肺段或亚段支气管水平，反复以无菌生理盐水灌洗、回收的一项技术，其回收液即为支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolarlavagefluid，BALF）。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图16‐7。
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      图16‐7支气管肺泡灌洗液实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    对BALF进行细胞学、生化、酶学和免疫学等一系列检测和分析，是作为研究肺部疾病的病因、发病机制、诊断、评价疗效和判断预后的一项手段。
  


  
    1﹒一般形状检查
  


  
    包括量、颜色、透明度检查等。
  


  
    2﹒显微镜检查
  


  
    包括细胞计数与分类，观察计数中性粒细胞、淋巴细胞、嗜酸性粒细胞、肺泡巨噬细胞，查找肿瘤细胞、寄生虫等。
  


  
    3﹒细胞免疫分型
  


  
    采用流式细胞免疫分型测定CD4＋、CD8＋淋巴细胞比例。
  


  
    4﹒微生物检查
  


  
    细菌（真菌）涂片（培养）、结核分枝杆菌抗酸染色、细菌定量培养。
  


  
    5﹒肿瘤标志物定量
  


  
    包括神经元特异性烯醇化酶（NSE）、癌胚抗原（CEA）、细胞角蛋白片段21‐1（CYFRA21‐1）、组织多肽特异性抗原（TPS）。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒细胞形态学检查（细胞分类）参考范围（表16‐8）。
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      表16‐8 非吸烟者与吸烟者支气管肺泡灌洗液细胞分类参考范围
    


    

  


  
    2﹒细胞免疫分型淋巴细胞亚群参考范围（表16‐9）。
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      表16‐9 非吸烟者与吸烟者支气管肺泡灌洗液淋巴细胞亚群参考范围
    


    

  


  
    3﹒在肺癌早期，肿瘤标志物量少时，在血清中难以检出，因此与炎症难以区别，而BALF是取自病变部位的支气管肺泡内，所以其内肿瘤标志物含量比血清出现早、浓度高，相对来说其检测结果对肺癌的早期诊断更有意义。随着肿瘤分期的升高，BALF中肿瘤标志物也明显升高，提示肿瘤标志物含量与肿瘤负荷大小、肿瘤的浸润发展以及肿瘤的远处转移均有一定的关系，这对肿瘤的分期、治疗与预后也有一定的临床意义。
  


  
    第八节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者男，43岁，因肩背部疼痛2个月余，加重20天，发热半个月入院。病初为右肩部酸胀痛，不红肿，伴轻度畏寒，针灸后疼痛缓解。但以后疼痛逐渐加重，且有时感到剑突下及右下腹疼痛，入院前1个月开始食欲下降，体重逐渐减轻。17年前患肝炎。体格检查：双腋下扪及黄豆和蚕豆大小淋巴结数个。肝区有压痛，血清碱性磷酸酶5.5U／L，甲胎蛋白（－），胸部X线透视右膈肌升高，运动稍受限，超声波检查肝大，肝内有多个小液平段，疑为胆囊疾患及多发性肝脓肿。肝穿未见癌细胞，腹腔穿刺获血性腹水。
  


  
    实验室检查：
  


  
    腹水外观呈血性，显微镜细胞计数为：白细胞总数：750×106／L，总蛋白：32g／L，血清／腹水白蛋白梯度：14g／L。
  


  
    分析：
  


  
    血清／腹水白蛋白梯度大于11g／L，提示为门脉高压性腹水，总蛋白大于30g／L且白细胞总数较高，提示渗出液可能性大，腹水外观呈血性，综上，恶性腹水可能性大。进一步建议临床进行病理细胞学检查及腹水肿瘤标志物检查。结果显示，腹水CEA显著升高，涂片发现癌细胞，X线摄片两肺多数不等结节状阴影。
  


  
    诊断意见：
  


  
    考虑肺癌肝转移。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，54岁，自述有上呼吸道感染症状，后出现咳嗽、咳痰，呈阵发性加重，咳黄色脓痰，胸闷憋喘于活动后加重，伴恶心，痰中带血丝。查体：双侧颈部可触及肿大淋巴结，双肺呼吸音粗，心率100次／分，心音低钝、遥远，腹平软，无压痛。行胸部CT示：心包积液，B超检查示心包积液量约250ml。行心包积液抽液术，抽出约170ml积液，为酱油色血性液体。
  


  
    实验室检查：
  


  
    白细胞：6000×106／L，中性粒细胞1500×106／L，总蛋白：45g／L，积液蛋白／血清蛋白比值：0.7，葡萄糖：2.16mmol／L，LDH：4200U／L，有核细胞分类75%为淋巴细胞。
  


  
    分析：
  


  
    根据以上资料，提示心包积液为渗出液。进一步检查：患者行胸部CT检查及肺部活检病理示：右肺癌，双侧颈部可触及大小约1.5cm左右的肿大淋巴结，无压痛。显微镜细胞学检查发现癌细胞。
  


  
    诊断意见：
  


  
    考虑积液由肺癌引起。
  


  
    （郑沁 粟军）
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    第十七章 血液免疫与输血相关分析
  


  
    对于因严重贫血而发生组织缺氧的患者，输血是重要的抢救和治疗措施。到目前为止，还没有能够完全替代输血的其他方法。血液成分复杂，血液中的红细胞、白细胞、血小板表面具有复杂的抗原结构，血浆中也含有复杂的抗原成分。除同卵双生者外，几乎不存在抗原成分完全相同的两个个体。因此，输入异体供者的血液，可能刺激受血者（患者）产生同种抗体，发生输血不良反应，其中最严重的是ABO血型不相合所导致的急性溶血反应，可能造成患者死亡。其他如RhD血型不相合也可能导致迟发性甚至急性溶血反应。
  


  
    输血前，必须鉴定患者（即受血者）及供者的ABO及RhD血型，确保其血型相同或相合，以避免发生溶血反应。还应对患者和供者血浆进行意外抗体筛查，确保其中不含ABO系统以外的抗体。此外，还应进行患者、供者血液的交叉配血实验，以保证患者血浆中不含针对供者红细胞抗原的抗体，供者血浆中也不含针对患者红细胞抗原的抗体。
  


  
    除同种抗体外，患者血液中还可能存在针对自身抗原的抗体，自身抗体会破坏患者自身及输入的异体红细胞，还可能干扰血型鉴定、意外抗体筛查及交叉合血，导致合血困难，延误输血。患者血液中存在红细胞自身抗体时，需要耗费大量时间进行复杂的吸收、放散实验以确定是否合并同种抗体，这些实验往往需要专业红细胞参考实验室才能完成。
  


  
    第一节 ABO血型鉴定
  


  
    ABO血型系统是最早发现的红细胞血型系统，主要有四种基本血型，A型、B型、O型和AB型。红细胞上有A抗原，血清中有抗B抗体者称为A型，红细胞上有B抗原，血清中有抗A抗体者称为B型，红细胞上既没有A抗原，也没有B抗原，血清中有抗A和抗B抗体者称为O型，红细胞上有A抗原和B抗原，血清中没有抗A或抗B抗体者称为AB型。由于ABO血型系统存在“天然”抗体，如A型人血清中持续存在抗B抗体，输入ABO血型不相合的血液会引起严重的血管内溶血，因此输血前检查供受者ABO血型是十分重要的。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图17‐1。
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      图17‐1 ABO血型分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    常规ABO血型鉴定采用凝集试验，常用检测方法包括试管法、玻片法、微柱凝胶法、微量板法等，但经典的试管离心方法仍被认为是最可靠的ABO血型鉴定方法。
  


  
    1﹒ABO血型鉴定
  


  
    正定型（forwardgrouping）：用抗A、抗B标准血清检测红细胞上有无A抗原或B抗原。反定型（reversegrouping）：用A型和B型试剂红细胞做血清定型。除6个月以内的新生儿以外，ABO血型鉴定必须进行正反定型。
  


  
    2﹒ABO血型定型试剂
  


  
    抗A、抗B、抗AB存在于所有缺乏相应抗原的人血清中，汇集含有抗体的人血清就可以制备成ABO血型诊断试剂。人源抗血清必须具备以下条件：①高效价IgM抗A或抗B；②具有良好的亲和力而不具备冷凝集素；③有检测A2、A2B的能力；④血清必须通过HIV、HBV、HCV等抗体的检测或病毒灭活。
  


  
    临床应用较多的为人ABO血型单克隆抗体。要求应用细胞培养型单抗制备血型试剂，而不得应用腹水或用腹水掺入上清单抗。特异性要求包括抗A只凝集含A抗原红细胞，包括A1、A1B、A2、A2B，可不凝集Ax、AxB型红细胞。抗B只凝集含B抗原红细胞，包括B和AB型红细胞，不要求凝集Bx、ABx型红细胞。我国对亲和性的标准是抗A对A1细胞开始出现凝集反应的时间为15秒，抗B对B细胞出现凝集反应的时间为15秒。抗A、抗B的效价均要求大于128。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）ABO血型正反定型结果，见表17‐1。
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      表17‐1 ABO血型鉴定结果判断
    


    

  


  
    （二）ABO血型的分布频率
  


  
    不同人种ABO血型分布表现出差异。在亚洲人及美国黑人中B型是白种人的两倍。A亚型较B亚型更常见。在白种人中A2亚型占A型个体的20%。但A2亚型在亚洲人中少见（表17‐2）。
  


  
    [image: ]


    
      表17‐2 ABO血型分布频率
    


    

  


  
    （三）孟买血型
  


  
    孟买表现型非常稀少，最初发现于印度孟买。孟买型人由于缺乏H基因（hh），从而不能产生L‐岩藻糖基转移酶，因此红细胞上不表达或仅表达极少量H抗原。孟买型红细胞常被误判为O型，因其红细胞不与抗A和抗B血清反应而血清中含有抗A和抗B。但是，由于孟买型人血清中同样含有抗H，抗H能与O型红细胞反应并能在体内导致溶血，因此孟买型人只能输注孟买表型供者的血液。
  


  
    （四）ABO血型正反定型不一致原因
  


  
    除6个月以内的儿童只需做正定型以外，ABO血型检测必须进行正反定型。如患者ABO正反定型不符，不能贸然根据正定型或反定型结果确定血型。应进一步研究，分析ABO正反定型不一致的原因。
  


  
    1﹒实验者操作技术错误
  


  
    因实验者操作错误导致的假阴性结果包括：①试管中没有加入抗体试剂或血清，只加入了红细胞；②溶血结果应视为阳性而误视为阴性；③血清或试剂与红细胞比例不合适；④离心速度，时间不够；⑤使用了失效的或错误的抗血清或试剂红细胞；⑥试验结果记录或解释错误。
  


  
    因实验者操作错误导致的假阳性结果包括：①使用被细菌污染的抗体试剂、红细胞试剂或生理盐水；②使用了不洁的玻璃试管等试验器皿；③离心速度过高或离心时间过长；④试验结果记录或解释错误。
  


  
    2﹒抗原减弱或缺乏
  


  
    （1）A或B亚型：绝大部分A、B及AB型红细胞用合格的抗A、抗B试剂检测时都呈3＋～4＋的凝集强度。血清用合格的试剂红细胞检测时呈2＋～4＋的凝集强度。A或B亚型红细胞与抗A、抗B试剂凝集反应较弱。如在健康献血员中发现凝集反应减弱，亚型是最可能的解释。A亚型中最常见的为A1和A2亚型。一般认为A型红细胞上有两种抗原：A和A1。A1型红细胞上具有A和A1两种抗原，与抗A试剂及抗A1试剂均发生凝集；A2型红细胞上只有A抗原，与抗A试剂反应而与抗A1无反应。A1表型红细胞与A2表型红细胞的差别不仅表现在红细胞膜抗原决定簇的数量上，而且表现在抗原的特性上。1%～8%的A2亚型、22%～35%A2B亚型个体会产生抗A1抗体。其他较A2弱的A亚型较少见，包括A3，Ax，Am，Ael等弱A亚型，其特征为红细胞上的A抗原减少，而H抗原活性则相对增加。弱亚型分类的依据为：红细胞与抗A或抗A1凝集强度，红细胞与抗AB凝集的强度，红细胞与抗H的凝集强度，血清内有无抗A1抗体，分泌型人唾液中有无A及H物质。B亚型较A亚型少见。
  


  
    （2）疾病状态：某些疾病状态可使红细胞血型抗原表达减弱。如A型急性白血病患者在疾病活动期改变为A3亚型，甚至红细胞与抗A无反应，正定型类似O型。在疾病缓解期又恢复到原来的A型反应。
  


  
    （3）过量的血型特异性可溶性物质：卵巢囊肿、胃癌、胰腺癌或肠道梗阻等疾病患者，血清中的可溶性ABH物质浓度很高，以致中和抗A或抗B试剂，导致正定型出现假阴性或减弱的反应。若以盐水洗涤患者红细胞，除去残存的患者血清后，即可正确检测ABO血型。
  


  
    3﹒未知的抗原反应
  


  
    （1）获得性B：获得性B抗原的特性是红细胞反应类似AB型，而血清中有抗B抗体，A抗原的反应强度大于B抗原，自身对照试验为阴性。分泌型个体的唾液内有A物质，但缺乏B物质。肠梗阻或其他下消化道疾病患者肠壁通透性增加，一些细菌的脱乙酰基酶使A抗原表位N‐乙酰半乳糖胺脱乙酰基，成为半乳糖胺，类似于B抗原表位D半乳糖，与抗B试剂出现凝集。
  


  
    （2）多凝集红细胞：多凝集红细胞是指红细胞膜发生异常后，几乎与所有其他血型人血清、有时包括自身血清也发生凝集，称之为多凝集红细胞。三种形式的多凝集反应包括：T抗原活化，Tn抗原活化及Gad多凝集性。出现多凝集红细胞提示严重感染，如黑曲霉菌、脆弱拟杆菌、白色念珠菌、产气荚膜菌、破伤风杆菌、大肠埃希菌、肺炎球菌、奇异变形杆菌、黏质沙雷菌、霍乱弧菌、流感病毒等感染。怀疑坏死性肠炎的婴幼儿，红细胞隐蔽抗原的暴露（即出现多凝集）可提示诊断及病情严重程度。
  


  
    患者红细胞隐蔽抗原暴露后，血液中多凝集素可与转化红细胞结合并激活补体，从而引起血管内溶血。正常成人血浆中含多凝集素，出现多凝集红细胞的患者输入血浆会加重溶血，甚至引起DIC。新生儿血液中没有多凝集素，因此，除非输入血浆制品，新生儿坏死性肠炎患者不会出现溶血。
  


  
    肿瘤患者如白血病患者可能出现Tn多凝集并随着病情缓解而消失，出现Tn多凝集可能提示白血病前期。乳腺、结肠、膀胱恶性肿瘤组织及转移肿瘤组织中也发现过隐蔽抗原T及Tn，抗原表达强度与肿瘤的恶性程度及浸润性有关。
  


  
    （3）抗体包被红细胞：含IgM自身凝集素的红细胞标本，在盐水中也可发生凝集，这种冷抗体可以通过37℃孵育或37℃盐水洗涤来清除，或应用二硫苏糖醇等巯基化合物来清除。
  


  
    4﹒抗体减弱或缺乏
  


  
    （1）年龄：6个月龄内的婴儿血清中ABO抗体很弱，一般不需要对6个月以内婴儿检测反定型，新生儿的抗体被动来自母体。老年人随着年龄的增高，ABO抗体会逐渐减弱。
  


  
    （2）低丙种球蛋白血症或无丙种球蛋白血症。
  


  
    5﹒未知的抗体反应
  


  
    （1）血浆蛋白异常导致红细胞缗钱状凝集或假凝集：球蛋白增高，如多发性骨髓瘤，巨球蛋白血症，其他浆细胞疾病，中晚期霍奇金病，纤维蛋白原增高等。
  


  
    （2）由ABO血型亚型产生的意外抗体可引起ABO正反定型不符，如某些A2、A2B个体天然产生的抗A1，或个别A1及A1B个体天然产生的抗H，处理方法是用几种（A1、A2、B、O细胞，自身红细胞）细胞进行反定型，根据反应结果可判断抗体的特异性。
  


  
    （3）如患者血清中含有其他同种抗体（如抗D），而反定型红细胞上恰有该抗原，可能会出现正反定型不符，此时应对患者血清或血浆做抗体鉴定，确定抗体性质后再用相应抗原阴性的红细胞做反定型试验。
  


  
    （4）冷凝集素：血清中可能有未知的自身抗体，与反定型所用的A1或B型红细胞反应。抗I是最常见的冷自身抗体，抗I通常凝集所有的试剂红细胞，包括自身红细胞。强的冷凝集素可以通过在37℃反应及结果判读、自身吸收或用二硫苏糖醇等巯基试剂处理血清的方法来消除对反定型试验的影响。
  


  
    第二节 Rh血型鉴定
  


  
    Rh血型系统极为复杂，其重要性仅次于ABO血型系统。Rh血型系统有45种不同的抗原，其中D抗原最为重要，根据红细胞上D抗原的有无，可以将红细胞分为Rh阳性和Rh阴性。Rh阴性个体在白种人中占15%～17%，黑人中约为8%，而在亚洲人中为3%～5%。对受血者常规只检查D抗原，对献血者需要检查和确定弱反应的D抗原。Rh系统的其他重要抗原有C、c、E、e，由于这些抗原的免疫原性远较D抗原弱，一般不进行检测。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图17‐2和图17‐3。
  


  
    [image: 受血者Rh血型分析路径图]


    
      图17‐2 受血者Rh血型分析路径图
    


    

  


  
    [image: 供血者Rh血型分析路径图]


    
      图17‐3 供血者Rh血型分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    Rh血型检测通常是指对红细胞上D抗原的检测，当有特殊需要时，也可使用相应抗体检查红细胞上的C、c、E、e抗原。检测方法常用的有玻片法、试管法以及凝胶技术。
  


  
    1﹒试管法或玻片法鉴定红细胞Rh血型
  


  
    试管法或玻片法鉴定红细胞Rh血型常用的抗D试剂包括多克隆的高蛋白试剂、单克隆试剂等。高蛋白抗D试剂含20%～24%的蛋白质或其他大分子添加剂。大分子介质容易使细胞自凝而引起假阳性反应，因此，如使用高蛋白抗D试剂，必须同时进行试剂空白对照。比较理想的是由同一试剂厂商提供的、配方中缺少抗D但其他成分与抗D试剂相同的惰性试剂，以避免患者红细胞由于免疫球蛋白包被，或检测时间过长，试管中液体蒸发而导致的假阳性。
  


  
    目前临床使用的单克隆抗体主要指低蛋白盐水试剂。在低蛋白盐水试剂中，被免疫球蛋白包被的红细胞能很好地发生凝集，而不会出现在高蛋白试剂中的假阳性。
  


  
    2﹒弱D检测
  


  
    如果红细胞上D抗原表达较弱而无法用直接凝集的方法进行检测时，需要采用间接抗球蛋白法进行检测，抗D血清应使用多克隆试剂或多种单克隆试剂的混合试剂。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒弱D
  


  
    RhD基因的变异使D抗原结构发生改变，产生了弱D、部分D。正常D阳性红细胞与抗D试剂呈强阳性反应，但一些D阳性红细胞只能通过增加孵育时间或采用抗球蛋白方法进行检测才能呈现阳性反应。过去将这种红细胞称为Du表型，现在已不再使用Du术语，而称为弱D型。弱D型红细胞上D抗原表位与正常D阳性红细胞相同，但D抗原的数量减少。
  


  
    2﹒部分D（partialD）
  


  
    少数RhD阳性者输入Rh阳性红细胞后产生抗D，称为部分D。部分D个体红细胞上缺少正常D抗原中一个或多个表位，输入RhD阳性红细胞后可产生针对所缺失的抗原表位的抗体，该抗体能与正常RhD阳性红细胞发生反应。部分D检测可采用多种针对不同D表位的单克隆抗D试剂，目前多采用分子生物学方法进行检测，一般只能在专业红细胞参考实验室进行部分D检测分析。
  


  
    3﹒供者RhD结果判断
  


  
    由于弱D红细胞可能刺激RhD阴性受血者产生抗D，一般将弱D供者作为RhD阳性，该红细胞只能输给RhD阳性的受血者。如供者红细胞与盐水抗D反应阴性，则应采用抗球蛋白法进行弱D检测，如结果阳性，则判定为RhD阳性，如结果阴性，则判定为RhD阴性。
  


  
    4﹒受者RhD结果判断
  


  
    如果受者为弱D或部分D血型时，其输血是有争议的，大部分弱D个体接受D阳性的血液而不会被免疫，但部分D个体缺乏一个或多个D抗原表位，输入D阳性的血液可能产生同种抗D，特别是DⅥ表型者。因此，美国血库协会（AmericanAs sociationofBloodBanks，AABB）标准要求对受者标本只做盐水直接凝集的抗D检测，盐水抗D检测阳性时判断为RhD阳性，阴性时不再做弱D检测，而判为RhD阴性。
  


  
    第三节 抗体筛查与鉴定
  


  
    对受血者的血清或血浆，应常规进行抗体筛查试验，以发现有临床意义的意外抗体（或不规则抗体）。有临床意义的抗体一般指能引起新生儿溶血病、溶血性输血反应，或使输入的红细胞存活期缩短的在37℃反应的同种异体抗体。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图17‐4。
  


  
    [image: 抗体筛查分析路径图]


    
      图17‐4 抗体筛查分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    对于有妊娠史或输血史的患者，在交叉合血前应常规进行抗体筛查试验，如患者抗体筛查试验阳性，还应进一步鉴定抗体的性质。由于许多患者不能准确提供输血史或妊娠史，为避免漏检，所有患者输血前均应进行意外抗体筛查试验。
  


  
    1﹒抗体筛查
  


  
    抗体筛查试验是将受检血清与抗体筛查试剂细胞混合孵育，以发现37℃有反应活性的抗体。可采用盐水介质法、聚凝胺法、白蛋白介质法、低离子强度介质法、酶技术、抗球蛋白试验等，可按抗体的特性和实验室的具体条件选择，但必须做抗球蛋白试验。
  


  
    用于筛查不规则抗体的O型试剂红细胞是已知Rh等主要血型系统抗原的2人或3人份红细胞。筛查细胞上至少应有以下常见抗原：D、C、E、c、e、M、N、S、s、P、Lea、Leb、K、k、Fya、Fyb、JKa、JKb。还应根据不同人群增加相应抗原，如用于亚洲人群的筛查细胞应具有Mia抗原。
  


  
    2﹒抗体鉴定
  


  
    抗体筛查阳性时，应做抗体鉴定试验，以确定其特异性。进行抗体鉴定前，应了解患者的病情、输血史、妊娠史，近期使用的治疗药物等。抗体鉴定试验包括以下主要内容：
  


  
    （1）自身细胞检查：观察患者的血清与患者自身红细胞的反应情况，确定血清中是否存在自身抗体或自身抗体与同种抗体两者同时存在。
  


  
    （2）用抗体鉴定谱红细胞鉴定抗体特异性：用于抗体鉴定的谱红细胞一般是由8～16人份主要血型系统抗原已知的O型红细胞组成，谱细胞具有各种不同的抗原组成，根据待检血清与谱细胞的反应格局一般可以鉴定常见抗体。还可利用木瓜酶破坏某些红细胞抗原，有利于一些抗体的排除或检出。如对酶处理和未处理的红细胞，被检血清都出现同样的阳性反应，则血清中可能存在针对阳性频率高而又不被木瓜酶消化的抗原的特异性抗体，如Rh、Kel、Kidd、Colton、Sciana、Diego等系统抗体。如待检血清与酶处理红细胞呈阴性反应，与未经酶处理的红细胞呈较强的阳性反应，提示存在针对高发生率抗原的抗体，并且这些抗原能够被酶处理破坏，可能是JMH、Inb、Ge2、Yta、S、s、Fya、Fyb等抗原，可以排除Rh、Kel、Kidd系统的抗体。
  


  
    （3）吸收放散试验的应用：当患者血清中可能存在两种或两种以上同种抗体时，可采用吸收放散试验进行性鉴定。即用已知抗原表型的红细胞吸收待检血清，如吸收后的血清与谱红细胞无反应性，则可根据吸收细胞上的已知抗原推测抗体的特异性。对吸收细胞再进行放散试验，用谱红细胞检测放散液中有无抗体及抗体特异性，可进一步判断待检血清中意外抗体的特异性。
  


  
    （4）自身红细胞表型：检测患者自身红细胞抗原表型可帮助判断其血清中抗体的特异性。同种抗体的特异性只针对该个体红细胞上缺乏的抗原。例如，如果患者RhE抗原阳性，其血清中不应存在抗E抗体。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒抗体筛查试验阳性
  


  
    抗体筛查试验阳性提示患者血清中存在ABO系统以外的抗体（意外抗体或不规则抗体）。必须进行抗体鉴定试验以确定抗体的特异性，同时通知主管医师输血可能延误。
  


  
    2﹒抗体鉴定试验
  


  
    抗体鉴定试验的反应格局中阳性和阴性结果均很重要。利用阴性反应，以排除方式推测抗体特异性。首先观察未与待检血清反应的红细胞，可基本排除针对该红细胞抗原的抗体。例如谱红细胞具有E、c、D抗原，而待检血清与该细胞无反应，则排除抗E、抗c、抗D抗体。患者自身红细胞抗原表型对抗体鉴定非常重要，同种抗体的特异性不应针对自身红细胞抗原，例如自身红细胞E抗原阳性，则排除抗E。与待检血清发生反应的谱红细胞上应具有抗体所针对的抗原，如推测抗体特异性为抗e，则所有与待检血清发生反应的红细胞上均应具有e抗原。如待检血清中如只存在一种抗体，其鉴定比较容易；如存在多种抗体或自身抗体，则鉴定较困难，必须借助其他试验，如血型物质抑制试验、吸收放散试验等进行鉴定。
  


  
    第四节 交叉配血
  


  
    输血前患者标本必须与献血者标本进行交叉配血（或称交叉合血），确保患者与献血者血液间没有相对应的抗原、抗体存在，以避免溶血性输血反应。除非情况非常紧急，输血前应进行交叉配血，为患者提供交叉配血相合的血液。交叉配血实验通常包括：
  


  
    1﹒主侧交叉配血（majorcrossmatch）
  


  
    受血者血清＋供者红细胞，检测受血者血清中是否含针对供者红细胞的抗体。
  


  
    2﹒次侧交叉配血（minorcrossmatch）
  


  
    受血者红细胞＋供者血清，检测供者血清中是否含针对受血者红细胞的抗体。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图17‐5。
  


  
    [image: 交叉配血分析路径图]


    
      图17‐5 交叉配血分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    交叉配血试验包括盐水介质交叉配血试验及非盐水介质交叉配血试验。非盐水介质交叉配血包括抗球蛋白法、酶法、白蛋白介质法、低离子强度（LISS）介质法、聚凝胺法、凝胶技术，在实际工作中，应根据抗体筛查的结果灵活应用上述方法。
  


  
    1﹒盐水介质交叉配血试验
  


  
    盐水介质交叉配血只能检出IgM类抗体所致的受血者与献血者血型不相容。人体内IgM类血型抗体主要是ABO血型系统的抗体。盐水介质交叉配血方法不能检出IgG类抗体所致的受血者与献血者血型不相容，而临床常见的迟发性溶血性输血反应是由于受血者体内针对献血者红细胞的IgG类抗体所致，因此，交叉配血不能只采用盐水介质交叉配血。
  


  
    2﹒检测不完全抗体的交叉配血试验
  


  
    检测不完全抗体交叉配血方法包括抗球蛋白法、酶法、白蛋白介质法、低离子强度（LISS）介质法、聚凝胺法、凝胶技术等。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    1﹒抗体筛选阴性，交叉配血相合
  


  
    提示患者血清中无ABO系统以外的抗体，患者与供者血液相合，可以输血。见于大多数输血前检查结果。
  


  
    2﹒抗体筛选阴性，立即离心盐水介质交叉配血不相合
  


  
    提示：①供受者ABO血型不合，见于供受者ABO血型检测错误，标签错误等；②在A2或A2B个体血清中存在抗A1；③其他能在室温反应的同种抗体，如抗M；④缗钱状凝集；⑤冷自身抗体，如抗I抗体。
  


  
    3﹒抗体筛查阴性，抗球蛋白法交叉配血不相合
  


  
    提示：①供者红细胞直接抗球蛋白试验阳性；②由于剂量效应，抗体只与抗原表达强的红细胞发生反应，如Rh、Dufy、Kidd、MN抗原；③患者血清中可能有针对低频抗原的抗体，抗体筛查细胞未能检出而供者红细胞上恰有该抗原；④受者体内有被动输入的抗体，如患者输入ABO不相合的血浆或血小板后，其血液中具有抗A或抗B。
  


  
    4﹒抗体筛选阳性，交叉配血相合
  


  
    提示：①自身抗H（抗IH）；②抗LebH；③抗体筛查阳性，但供者红细胞可能正好不含与其相应的抗原，因此交叉配血相合；④抗体具有试剂红细胞稀释液依赖性；⑤抗体具有剂量效应，而供者红细胞上抗原为杂合子即单倍剂量抗原。
  


  
    5﹒抗体筛查阳性，交叉配血不相合，自身对照阴性
  


  
    提示同种异体抗体存在。
  


  
    6﹒抗体筛查阳性，交叉配血不相合，自身对照阳性
  


  
    提示：①同种异体抗体存在，患者发生迟发性血清学反应或溶血性输血反应。②冷反应自身抗体。强反应性的冷自身抗体会干扰ABO和Rh血型鉴定、抗体筛查及交叉配血试验结果。③温反应自身抗体。温反应自身抗体一般不影响ABO血型鉴定，但可能影响高蛋白Rh试剂以及抗球蛋白方法对Rh血型的检测。由于高效价温反应自身抗体会掩盖同种异体抗体，应结合患者情况、既往输血史及有无输血反应、妊娠史、近期有无输血史等推测同种抗体存在的可能性，有条件时可进行自体红细胞吸收试验、同种红细胞吸收试验等鉴定有无同种抗体，最好将标本送专业参考实验室进行检测。④缗钱状凝集。能产生缗钱状凝集的情况包括球蛋白浓度异常升高（如多发性骨髓瘤）、巨球蛋白血症、纤维蛋白原浓度增高、使用了血浆扩容剂等。
  


  
    （黄春妍）
  


  
    第五节 紧急输血步骤
  


  
    紧急输血，即在紧急的情况下给患者输注血液。医院危重患者以及在交通事故或其他事故发生后，患者可能因大量失血需要立即输血。紧急输血一般指因时间紧迫，输血科或血库来不及完成交叉配血就必须发出血液。完整的交叉配血包括患者ABO／Rh血型鉴定、意外抗体筛查、主侧或主侧加次侧交叉合血，输血科通常需要45分钟左右才能完成。如果患者情况非常紧急，需要立即输血，则不进行任何检测，输O型红细胞，有条件或患者为育龄女性应尽量输Rh阴性红细胞。如时间允许进行ABO血型检测，则输ABO同型血液。由于紧急输血没有进行患者血型鉴定或没有进行交叉配血，输血后可能发生溶血或使Rh阴性患者致敏，产生抗D，因此存在一定风险。各医院输血管理委员会应根据国家法律法规，结合医院的具体情况、输血科工作量、当地血站血液供应能力等制定自己的紧急输血政策。此外，有时患者血型已确定，但医院当时没有同型血液，或患者用血量很大并已将库存的同型血用尽，而血站也不能在短时间内提供，此时患者需要输不同型血液，也属于紧急输血。
  


  
    一、紧急输血的申请程序
  


  
    紧急情况下由于工作人员不足或忙乱，容易发生患者身份识别错误或标本标记错误。因此应制定紧急输血政策、工作流程等并告知全院医护及其他相关人员。不同国家、地区、医院的紧急输血政策不同，紧急输血可以口头申请（事后补书面申请），也可以书面申请，我国无口头申请输血的管理规定，因而目前只能书面申请。在紧急输血的申请单上应清楚地告知血液需求的紧急程度，如需要输未经配血试验的血液时需经临床医师的特殊申请，应在输血申请单上写明“紧急情况需要立即输血”。
  


  
    紧急输血的申请程序：
  


  
    1﹒尽可能快地将输血申请单及患者合血标本送到血库。
  


  
    2﹒每位患者的合血标本试管上和输血申请单上应该清楚地标记患者姓名及唯一标识号码（如住院号、身份证号码）。如果无法获得患者姓名，如意识不清或昏迷患者，应使用某种形式的紧急入院号，以便识别。
  


  
    3﹒如果医师在短时间内发出了另外一份针对同一名患者的输血申请单，应使用与第一份申请单和标本上相同的标识编号，以便血库工作人员知道他们处理的是同一名患者的标本。
  


  
    4﹒如果有多名工作人员处理紧急情况，其中应该有一名工作人员专门负责血液申请并和血库进行联络。如果同时有几名需紧急输血的患者，这一点尤为重要。
  


  
    5﹒通知血库，患者需要在多短的时间内得到血液。
  


  
    6﹒血库根据情况可能会发O型红细胞悬液（可能为RhD阴性），特别是当患者身份确认困难的时候。在特别紧急的情况下，这可能是避免严重输血反应的最安全的方法。
  


  
    二、紧急输血时血库处理程序
  


  
    （一）紧急输血时血库处理程序
  


  
    输血前正规的血型鉴定、抗体筛查和交叉配血试验一般至少需45～60分钟才能完成，对于紧急输血患者，既不能等所有的常规配血实验完成后再输血而延误抢救，又不能轻易冒风险输用未经交叉配合实验的血液。医院输血科或血库应根据紧急情况的不同程度而采取相应的措施，见图17‐6。
  


  
    1﹒在15分钟内需要输血的患者，输注O型红细胞。如果患者需要输注未经交叉配血的O型浓缩红细胞，应有患者的负责医师的签字认可，发血时血库应在输血报告单上注明“未完成交叉配血”，发血后应尽快完成配血试验，如发现配血不合，应立即通知负责医师停止输血。情况紧急来不及进行血型鉴定时，只能选择输O型红细胞，而不可根据患者或患者亲友告知的血型输同型血。
  


  
    2﹒在30分钟内需要输血的患者，只做ABO、RhD血型鉴定而不做抗体筛查，之后输注同型红细胞。输入ABO／Rh同型而未经交叉配合试验的血液，仍有发生由ABO系统以外的抗体导致迟发性溶血反应的危险，但风险很小。就发生溶血反应的风险来说，输O型红细胞与输ABO同型红细胞的风险相同，而抢救患者的忙乱中可能发生患者识别错误，特别是同时有多个需要紧急输血的患者时，如果此时标本采集或标记发生差错，则很可能造成ABO血型不合而发生急性溶血反应。因此，国外有些医院紧急输血只选择输O型红细胞，而不采用ABO同型输血，以减少差错造成的风险。
  


  
    [image: 紧急输血的处理流程图]


    
      图17‐6 紧急输血的处理流程图
    


    

  


  
    3﹒可以等待1小时或以上的患者，可以进行常规的ABO血型鉴定、抗体筛查和交叉配血后再输血。
  


  
    为了争取做输血前检验的时间，临床可先输注晶体液、代血浆、血浆蛋白液或5%白蛋白；也可先输注1单位～2单位O型红细胞，等常规输血前检查完成后再改输已配好的血液。若患者已输入大量O型血，其体内将存在一定量的抗A和抗B抗体，继续输血仍应选用O型血，在停止输血2周～3周后方能输注受血者的同型血，否则，将有可能发生溶血性输血反应。
  


  
    （二）RhD阴性患者的紧急输血
  


  
    如果将RhD阳性的红细胞输注给RhD阴性的患者，可能刺激机体产生抗D抗体，抗D抗体可能导致女性在其后的妊娠中发生流产或胎儿新生儿溶血病。已产生抗D抗体者，其后输注RhD阳性红细胞会被迅速破坏。
  


  
    RhD阴性患者原则上应输注ABO同型的RhD阴性血，但当临床需要紧急输血而又没有RhD阴性同型血液时，可参考以下处理方法。
  


  
    1﹒选用RhD阴性、ABO血型相容的其他血型红细胞，如AB型血型患者可选用A型、B型或O型的RhD阴性红细胞输注。
  


  
    2﹒从患者近亲家属中寻找合适的RhD阴性供者，但输注前最好进行辐照处理，预防输血相关性移植物抗宿主病的发生。
  


  
    3﹒对第一次输血或没有被RhD抗原免疫的男性患者和已超过生育年龄的女性患者，经检测患者血清中没有抗D抗体、确实需要紧急输注红细胞抢救生命时，经慎重权衡利弊，可考虑暂时紧急输注配血相合的ABO同型RhD阳性的供者红细胞，但存在发生迟发性溶血反应的可能，输注后多数患者会被RhD抗原免疫。
  


  
    4﹒对需要生育的女性患者、儿童或需要长期输血的患者，因输注RhD阳性的红细胞后可产生抗D抗体，可能影响日后的怀孕和输血治疗，输血时应尽量避免含有RhD阳性红细胞的各种血液成分（包括血小板）。
  


  
    5﹒体内已产生抗D抗体的患者，不能再输RhD阳性红细胞，否则可能发生严重的溶血反应。但需要输注血小板时，可选择RhD阳性供者的机采血小板，因为血小板上没有Rh系统抗原，且机采血小板中混入的红细胞非常少，因此不会影响血小板输注疗效，也不会发生溶血反应。
  


  
    6﹒患者有明确指征需要输注血浆、冷沉淀时，可选用ABO同型RhD阳性供者的血浆、冷沉淀输注，但不能排除RhD阴性患者被残留在血浆中微量红细胞碎片的RhD抗原免疫的可能。相反，RhD阳性的患者不宜选用RhD阴性的供者血浆或冷沉淀，因为RhD阴性的供者血浆中可能存在抗D抗体，会破坏RhD阳性患者的红细胞导致溶血，RhD阳性的供者血浆中则不存在抗D抗体。北美、欧洲许多国家对所有供者的血液进行意外抗体筛查，抗体筛查阴性的血浆才用于临床，其血浆上只标注ABO血型，并不标注Rh血型，因此，输血浆时不一定考虑Rh血型。
  


  
    （三）血型鉴定困难时的紧急输血
  


  
    当患者的血型鉴定有困难而又需要紧急输血时，可输注O型RhD阴性红细胞，如果没有O型RhD阴性血液，输注O型RhD阳性红细胞。
  


  
    （四）交叉配血困难的紧急输血
  


  
    如患者血浆中存在多种不规则抗体或针对极高频抗原的抗体而无法找到相合的红细胞时，输血非常困难。紧急情况下可考虑选择ABO／Rh同型、与患者血清交叉配血试验凝集最弱的供者红细胞，在严密观察下进行输注，一旦出现不良反应，则应立即停止输血。患者血浆中存在红细胞自身抗体时也不可能找到交叉配血相合的血液，如果情况危急，可考虑选择ABO／Rh同型但交叉配血不相合的血液，或选择与患者血清凝集最弱的供者红细胞，在严密观察下缓慢输入。
  


  
    总之，紧急情况下输血，临床医师应遵循医院紧急输血政策或管理制度，如果血库需要发出未经交叉配血的血液时，血库负责医师应该将输注未经交叉配血的血液或输注交叉配血不相合的血液可能出现的输血反应风险告知临床医师，临床医师应将上述风险和推迟输血可能导致的危及患者生命的风险进行权衡比较，确定是否立即输血，输血科发血时必须在血袋标签和输血报告单上明确标注“未完成交叉配血”，提示医护人员应特别警惕溶血反应，严密观察。
  


  
    （谭 斌）
  


  
    第六节 溶血性输血反应
  


  
    溶血反应指患者输血过程中或输血后发生溶血。溶血反应多数由输入的供者红细胞溶解所致，偶尔也会发生患者自身红细胞被输入的不相合血浆破坏而致溶血。许多情况可以导致红细胞溶血，包括受者血浆中有针对供者的红细胞抗体；供者血浆中含有针对受者红细胞的抗体；输入大量的衰老的红细胞；输血时加入了药物或非生理盐水溶液；供者红细胞被细菌污染；供者红细胞酶缺陷（如葡萄糖6磷酸脱氢酶缺乏）；供者红细胞经过不适当的加温或冰冻；外力加压等使红细胞破坏。按溶血发生的缓急、有无免疫因素参与，溶血反应可分为急性和迟发性，免疫性和非免疫性。免疫性溶血反应是指患者接受不相合的红细胞或有同种抗体的供者血浆，使供者红细胞或自身红细胞在体内发生免疫性破坏而引起的反应。溶血反应的严重程度取决于输入的不相容红细胞数量、患者血浆中抗体效价、激活补体的能力、补体浓度、抗原的特性、抗体的特性、单核巨噬细胞系统的功能及输血的速度等。此外，药物性溶血虽然不是输血反应，但容易和溶血反应混淆，需要鉴别。
  


  
    一、急性溶血反应
  


  
    急性溶血性输血反应（acutehemolytictransfusionreaction，AHTR）发生于输血后24小时内，多于输血后立即发生。急性溶血反应大多为血管内溶血。严重的急性溶血反应一般是由于ABO血型不合导致供者红细胞破坏，其次还可见于Jka、K、Fya及某些Rh血型不合。偶尔，溶血也可由供者血浆中抗体引起受者红细胞破坏所致，如O型血浆或血小板输给非O型患者时，血浆中抗A或抗B抗体可能引起受血者红细胞溶解。
  


  
    （一）急性溶血性输血反应检查路径图（图17‐7）
  


  
    [image: 急性溶血性输血反应实验室检查路径图]


    
      图17‐7 急性溶血性输血反应实验室检查路径图
    


    

  


  
    （二）相关实验
  


  
    患者出现溶血性输血反应症状或医师怀疑急性溶血性输血反应发生时，应立即停止输血，保持静脉通道，采集患者输血后标本连同血袋中剩余的血液送输血科，实验室检查包括肉眼观察输血后标本有无溶血、输血后标本直接抗球蛋白试验、输血前后患者标本ABO血型、Rh血型、抗体筛查以及交叉配血结果是否一致。
  


  
    1﹒肉眼检查溶血
  


  
    将输血前后的患者抗凝标本离心后观察血浆颜色，如血浆呈红色或粉红色，提示血浆中存在游离血红蛋白。如输血前标本无溶血，而输血后标本出现溶血，则提示输血后红细胞有破坏，此时应排除机械或物理原因导致的红细胞破坏，如不适当的加压输血或在血液中误加入高渗或低渗的溶液。如怀疑输血后标本出现溶血是由于标本采集不当所致，则应重新采集标本复查。如输血前后血浆标本均有溶血，则应排除自身免疫溶血性贫血的可能性。
  


  
    2﹒尿液检查
  


  
    全麻状态患者发生溶血反应时，血红蛋白尿常常是麻醉医师最先观察到的表现。检查溶血性输血反应发生后的患者尿标本，注意鉴别血尿、血红蛋白尿和肌红蛋白尿。血尿：尿中有完整红细胞。血红蛋白尿：尿中有游离血红蛋白。肌红蛋白尿发生于横纹肌溶解，如挤压伤、病毒感染等，血清肌酸激酶明显增高而游离血红蛋白并不增高。在急性溶血反应时，红细胞破坏后释放的血红蛋白能够通过肾小球进入尿中。
  


  
    3﹒直接抗球蛋白试验（directantiglobulintest，DAT）
  


  
    对溶血反应发生后的标本应立即进行直接抗球蛋白试验，而且必须使用EDTA抗凝的试管采集标本以防止补体的体外活化。如果反应后的标本DAT阳性，则应对反应前的标本做DAT试验，并进行比较。
  


  
    4﹒血袋内剩余的供者血液以及输血前后患者标本重复检查ABO、Rh、抗体筛查、交叉配血。
  


  
    5﹒其他试验
  


  
    LDH、结合珠蛋白、血清及尿游离血红蛋白、血清胆红素等。
  


  
    （三）结果判断与分析
  


  
    根据患者的临床表现、实验室检查，诊断急性溶血性输血反应并不困难。任何原因引起的急性溶血都可能和AHTR混淆。细菌污染的血液、储存血液受到物理、化学、药物损伤都可能导致溶血；有些自身免疫性溶血性贫血患者的临床表现、实验室检查和AHTR相似，如果这些患者输血以后产生同种免疫抗体，将会使交叉配血更加困难，增加了以后输血发生AHTR的危险性；先天性溶血性疾病如遗传性球形红细胞增多症、葡萄糖‐6‐磷酸脱氢酶缺乏症、镰状细胞性贫血可能表现为急性溶血，如果这些患者在输血时恰逢慢性溶血加重，则难以和AHTR区别；微血管病性溶血性贫血如溶血尿毒综合征、血栓性血小板减少性紫癜、红细胞机械性破坏（如心脏机械瓣膜损伤）等也可能和AHTR混淆；阵发性睡眠性血红蛋白尿症患者及某些感染患者也可能发生急性溶血，要注意和AHTR鉴别。
  


  
    发生急性溶血反应时，实验室检查可能发现血细胞比容下降、血浆结合珠蛋白降低、乳酸脱氢酶增高、血浆中出现游离血红蛋白，6～8小时后血清胆红素可能增高。
  


  
    怀疑急性溶血反应时，实验室应核对血袋上的标签及所有交叉配血记录，并与既往血型及抗体筛查记录进行比较。肉眼观察输血后标本的血浆或血清颜色，并与输血前标本进行对比，血管内只要有2.5ml以上红细胞溶解，血浆或血清的颜色即可发生变化（淡红色或红色）。如患者输血后标本DAT阳性，提示可能发生了溶血。检测患者输血前和输血后标本的ABO及Rh血型、抗体筛查，并将输血前、后标本分别与该患者在过去24小时内输过的供者血液标本进行交叉配合试验。如果有异常发现，则支持AHTR。如所有检测结果均阴性，则溶血反应的可能性不大。如果临床上仍高度怀疑溶血，则应进行更多检测，如用抗体鉴定谱红细胞分别和输血前及输血后患者标本进行反应、采用增强红细胞抗原抗体反应的技术（如酶法、聚乙二醇法）、红细胞放散试验等。此外还应检查输血操作及血液储存条件是否正确，血袋、辫子有无溶血，必要时还可以做红细胞多凝集试验。
  


  
    二、迟发性溶血性输血反应
  


  
    迟发性溶血性输血反应（delayedhemolytictransfusionreaction，DHTR）一般发生于有输血史或妊娠史的患者。患者由于既往输血或妊娠产生红细胞同种抗体，抗体随时间而逐渐减少，以后再输血时抗体筛查可能阴性，交叉配血结果往往相合。患者再次输入具有相应抗原的红细胞后，由于回忆性抗体反应体内抗体水平快速增加，使输入的供者红细胞致敏或被破坏，患者发生血管外和（或）血管内溶血。DHTR一般较轻，以血管外溶血为主，但也有致死报道。DHTR发生率为急性溶血反应的5～10倍，按照输血单位数计算，发生率为1／5000～1／11650。DHTR一般发生于输血后3～10天，可表现为发热、贫血复发、黄疸，偶见血红蛋白血症及血红蛋白尿、肾衰竭、DIC。患者血液中可能出现输血前没有的抗体，DAT阳性，随着不相容红细胞从循环中的清除，DAT可能转为阴性。
  


  
    （一）实验室分析路径（图17‐8）
  


  
    [image: 迟发性溶血性输血反应分析路径图]


    
      图17‐8 迟发性溶血性输血反应分析路径图
    


    

  


  
    （二）相关实验
  


  
    迟发性溶血性输血反应是患者在几个月或几年前因输血或妊娠接触相应抗原而发生免疫反应，最初免疫产生的抗体随着时间的推移而减少或消失。经过再次输血刺激机体的回忆性免疫反应，产生大量的IgG同种抗体破坏输入的不相合红细胞。
  


  
    1﹒直接抗球蛋白试验、抗体筛查试验、抗体鉴定试验。
  


  
    2﹒抗体效价测定。发生溶血反应后，患者血清抗体效价将迅速增高。
  


  
    3﹒血红蛋白、胆红素、结合珠蛋白、乳酸脱氢酶检测。证实溶血。
  


  
    （三）结果判断与分析
  


  
    迟发性溶血反应几乎都是回忆性抗体反应，机体第一次接触红细胞抗原时，初次抗体形成较迟，如抗D出现于输血后至少4～8周，也可能第5个月，此时大多数输入的红细胞已不存在，一般不会发生溶血。随后，抗体水平逐渐下降，抗体筛查试验及交叉配血可能阴性，再次输血后，患者对先前致敏的抗原产生回忆反应，在几天内产生大量抗体，使供者红细胞溶解。DHTR多由Rh（如E、c、D）、Kidd、Dufy、Kel、Lutheran、Diego等系统抗体引起，有些抗体如抗E及抗Jka抗体水平下降很快，致使患者下次输血前抗体检查常为阴性。引起迟发性溶血性输血反应的抗体性质多为IgG性，一般不激活补体，或者只能激活C3，所产生的炎性介质水平很低，因此，迟发性溶血反应症状通常比急性溶血反应轻得多。
  


  
    迟发性溶血性输血反应最常见的临床症状包括发热、输血后血红蛋白不升高或反而降低。有患者出现轻度黄疸。如患者出现上述症状应考虑迟发性溶血性输血反应的可能，此时如检查出患者体内出现输血前没有的抗体，直接抗球蛋白试验阳性，则患者可能发生了迟发性溶血性输血反应。由于DHTR临床表现不典型，发生时间也往往和输血时间相距较久，因此DHTR常被临床忽视。对于输血无效或间隔期较短的患者，输血科应考虑迟发性溶血的可能性并进行相应检测，如发现输血后标本抗体效价明显增加或出现以前没有的抗体，提示迟发性溶血性输血反应。同时，输血科应记录患者所产生的抗体以备患者再次输血时查对。此外，如患者历史记录显示存在抗体，而本次输血时抗体检测为阴性，仍应选用相应抗原阴性的血液，以避免迟发性溶血性输血反应。告知患者及主管医师也是避免再次发生迟发性溶血性输血反应的方法之一。
  


  
    （黄春妍）
  


  
    第七节 新生儿溶血病
  


  
    临床上引起新生儿溶血病的原因有很多，如胎母血型不合、红细胞葡萄糖‐6‐磷酸脱氢酶缺陷、丙酮酸激酶缺乏、α地中海贫血、遗传性球形红细胞增多症等。而本节特指的是胎母血型不合引起的胎儿和新生儿免疫性溶血性疾病（hemolyticdiseaseoffetusandnewborn，HDFN或HDN），简称新生儿溶血病。
  


  
    由于母亲与胎儿的ABO、Rh或其他血型不合，母体的IgG抗A、IgG抗B、或IgG抗AB、IgG抗D或针对其他红细胞抗原的抗体经过胎盘进入胎儿血液循环，胎儿红细胞被来自母体的同种抗体致敏，这种抗体是针对胎儿红细胞上的父源性的抗原的，被致敏的红细胞在分娩前后加速破坏，发生溶血。
  


  
    最常发生HDN的血型系统是ABO和Rh血型系统。在我国，发生HDN最多的是ABO血型系统，其次是Rh血型系统。妊娠妇女血液中任何IgG类的红细胞抗体，只要胎儿红细胞有相应抗原，都可能发生HDN。虽然ABO血型不合的机会很多，但ABO血型不合的HDN的发病率较低，在中国人群中仅有3%～5%，因为HDN的发生主要与以下几方面因素有关：新生儿红细胞抗原的强弱、母体内相应IgG的效价、IgG亚类、胎盘的屏障作用、母体内血型物质的含量。
  


  
    一、实验室检查路径
  


  
    HDN的检查包括产前检查和产后检查。
  


  
    （一）HDN的产前实验室检查路径
  


  
    产前检查有血清学和非血清学方法。血清学检测包括孕妇ABO血型和RhD血型鉴定、孕妇血清抗体筛查、抗体特异性及抗体效价测定。非血清学检测包括羊水检测和超声检查。产前检查路径见图17‐9。
  


  
    [image: 产前检查路径图]


    
      图17‐9 产前检查路径图
    


    

  


  
    （二）HDN的产后实验室检查路径
  


  
    产后实验室检查包括采集母体和新生儿脐带血标本进行的常规检测，以及对高度怀疑HDN的新生儿的检测。产后检查路径见图17‐10。
  


  
    [image: 产后检查路径图]


    
      图17‐10 产后检查路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    （一）HDN的产前实验室检查相关实验
  


  
    1﹒ABO、RhD血型鉴定
  


  
    妊娠妇女在妊娠的第12～16周期间进行ABO血型、RhD血型鉴定，并同时检测其丈夫的ABO和RhD血型。
  


  
    2﹒意外抗体（或不规则抗体）筛查
  


  
    妊娠妇女在妊娠的第12～16周期间进行抗体筛查，筛检孕妇血清（浆）中是否存在IgG类血型抗体，此时抗体筛查结果可以作为抗体基础水平。如果孕妇血清中存在IgG类血型抗体，必须鉴定抗体特异性。
  


  
    3﹒抗体特异性鉴定
  


  
    如果孕妇血清中存在IgG类血型抗体，必须鉴定抗体特异性。进行抗体特异性鉴定时所用红细胞除谱细胞外，还应用其丈夫的红细胞。
  


  
    4﹒抗体效价测定
  


  
    在孕期4个月内测定抗体效价，此效价可作为基线观察妊娠后期的抗体效价变化情况。一般在效价等于或大于16时，认为可能有临床意义，需加强对孕妇的监测，18孕周后每2～4周测定抗体效价，动态观察抗体效价变化。有条件可检测IgG亚类，有助于判断HDN的严重程度。IgG类抗A、抗B抗体效价测定应先用巯基乙醇（2‐ME）或二硫苏糖醇（DTT）处理待测血清，使IgM抗体灭活，再用抗人球蛋白法进行抗体效价测定。第一次和以后每次测定效价的标本要＜－20℃冻存，用于以后效价测定时做平行对照。
  


  
    5﹒羊水检测
  


  
    当出现临床指征时，可通过羊水检测估计子宫内溶血程度和胎儿全面情况。可以用羊膜穿刺术取羊水，用分光光度法测定羊水在450nm处光吸收值，羊水在450nm处光吸收值的变化可以反映羊水胆红素的变化。由于正常胎儿羊水中胆红素浓度随孕周增加而降低，羊水胆红素在450nm吸光值的增加与胎儿溶血的严重程度成比例。用分光光度法测定羊水在450nm吸光值，可以判断胎儿溶血的严重程度。同时检测羊水卵磷脂／鞘磷脂比例，可以确定胎儿肺的成熟性，判断早产胎儿的成活能力。
  


  
    （二）HDN的产后实验室检查相关实验
  


  
    1﹒胎儿出生后母亲血液的常规检查
  


  
    （1）ABO、RhD血型鉴定，如果是RhD阴性，做弱D检测。
  


  
    （2）如果母亲RhD阴性，新生儿RhD阳性，应进行胎母出血（fetalmaternalhemorhage，FMH）程度的检查。可用微柱凝胶试验检测母体体内胎儿红细胞。
  


  
    （3）母亲血清不规则抗体筛查，如果不规则抗体阳性，鉴定抗体特异性。
  


  
    2﹒新生儿脐带血细胞分析检查
  


  
    （1）ABO、RhD血型鉴定，如果RhD阴性，做弱D检测。
  


  
    （2）新生儿红细胞直接抗球蛋白试验，如果阳性，做抗体放散试验，检测抗体特异性。
  


  
    3﹒高度怀疑已发生HDN新生儿的检查
  


  
    （1）直接抗球蛋白试验：直接抗球蛋白试验用于确定新生儿红细胞是否被IgG抗体致敏。当IgG抗体与新生儿相应红细胞抗原结合后，加入抗人球蛋白抗体，则出现凝集反应。
  


  
    （2）抗体放散试验：抗体放散试验是利用特殊方法将红细胞上的抗体放散下来。放散试验可用于新生儿溶血病和自身免疫性溶血性贫血患者红细胞上抗体特异性的鉴定，还用于除去红细胞上的自身抗体，以得到用于作自身吸收、血型鉴定和交叉配血用的红细胞。
  


  
    放散试验方法有多种，主要有热放散法、乙醚放散法和磷酸氯喹法。热放散法主要用于ABO系统HDN的红细胞上IgG抗体的放散，乙醚放散法主要用于Rh系统HDN的红细胞上IgG抗体的放散。
  


  
    （3）血清游离抗体检测：用间接抗球蛋白试验或其他方法检测婴儿血清中是否有游离的IgG血型抗体。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    （一）HDN的产前实验室检查结果判断与分析
  


  
    1﹒如果孕妇不规则抗体筛查阴性，而且红细胞RhD阳性，则不需要做进一步实验。
  


  
    2﹒如果孕妇不规则抗体筛查阳性，但抗体是不引起HDN的抗体，而且孕妇RhD阳性，则不需要做进一步试验。如果孕妇RhD阴性，则在妊娠28～32周、36～38周、生产时再做抗体筛查。
  


  
    3﹒如果孕妇不规则抗体筛查阳性，做抗体特异性鉴定后发现不规则抗体可能引起HDN，应检测抗体效价，当抗D效价≥16时，其他特异性抗体（如抗K）≥8时，则认为有临床意义，需要加强对孕妇的监测，动态监测抗体效价变化，每2～4周测定孕妇抗体效价，如果前后两次检测效价增加2倍或更多，一般认为是可能发生HDN的指征，需要每2周检测抗体效价，并且在生产时检测脐带血血型、抗体筛查和抗体效价。
  


  
    4﹒羊水检测结果。正常羊水胆红素浓度＜1.7μmol／L，胆红素1.7～4.6μmol／L时，可能发生溶血，＞4.6μmol／L时，已发生溶血，＞8.0μmol／L时，病情严重，＞16.2μmol／L时，可能发生死胎。当卵磷脂／鞘磷脂比值＞2时，预示胎儿肺已发育成熟，比值为1.5～2.0时，预示胎儿肺发育不成熟，有40%可能发生呼吸窘迫综合征，比值＜1.5时，预示胎儿肺发育严重不成熟，有70%可能发生呼吸窘迫综合征。
  


  
    检查羊水可以估计胎儿溶血程度和全面情况，但羊膜穿刺术有损伤性，可能引起感染、早产或死胎等并发症，而且羊膜穿刺也常引起胎儿血液进入母体循环，即“胎母出血”，因此没有明确指征时，不建议做羊水检测。
  


  
    （二）HDN的产后实验室检查实验结果判断与分析
  


  
    1﹒已发生Rh新生儿溶血病（Rh‐HDN）的新生儿在做Rh血型定型时比较困难，Rh‐HDN的新生儿直接抗球蛋白试验呈强阳性，IgG类血型定型试剂不适用，应用盐水介质抗体检查新生儿RhD血型，但有时新生儿红细胞完全被母亲的抗D饱和，以致红细胞上没有D位点与试剂血清反应，这种“遮断现象”会使定型困难，用盐水介质抗体检查新生儿RhD血型可能出现假阴性结果，因此先用放散方法将抗体放散下来后再定血型。
  


  
    2﹒微柱凝胶试验检测母体体内胎儿红细胞抗原，标本中母体RhD阴性红细胞沉淀于微柱凝胶底部，而D阳性胎儿红细胞则悬浮在凝胶表面，弱阳性胎儿红细胞则悬浮在凝胶中间。
  


  
    3﹒新生儿红细胞直接抗球蛋白试验阳性结果说明新生儿红细胞表面有IgG抗体，即母体的IgG抗体通过胎盘进入胎儿血液循环，结合到胎儿红细胞上。ABO系统的新生儿溶血病时，直接抗球蛋白试验常常为弱阳性或阴性，原因是：
  


  
    （1）抗原和抗体之间的亲和力较弱，在洗涤过程中抗体被洗涤掉。
  


  
    （2）红细胞上的抗体分子数目较少，不足以和抗球蛋白产生可见的反应。通过直接抗球蛋白试验可以区分ABO‐HDN和Rh‐HDN或其他血型系统的HDN。
  


  
    如果新生儿红细胞直接抗球蛋白试验阳性，而母体血清抗体筛查试验阴性，应考虑为试剂红细胞不存在的低频抗原的抗体。可用父亲红细胞对婴儿的放散液进行鉴定。
  


  
    4﹒A型或AB型患儿红细胞上放散出抗A，B型或AB型患儿红细胞上放散出抗B，RhD阳性患儿红细胞上放散出抗D都是阳性指征。放散试验是3项试验中敏感性最高的一项试验，如果放散试验阳性，即能确诊HDN。见表17‐3。
  


  
    5﹒如果A型婴儿血清中检出抗A抗体，B型婴儿血清中检出抗B抗体，或检出ABO以外的其他抗体，都是新生儿溶血病的重要证据。见表17‐4。
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      表17‐3 患儿红细胞抗体放散试验
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      表17‐4 新生儿血清中游离抗体检查
    


    

  


  


  
    6﹒新生儿ABO‐HDN血清学试验结果判断，见表17‐5。
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      表17‐5 新生儿ABO‐HDN血清学试验结果分析
    


    

  


  
    7﹒新生儿Rh‐HDN血清学试验结果判断 直接抗球蛋白试验阳性及抗体放散试验阳性即可判定Rh‐HDN，游离抗体试验有时可表现为阴性，3项试验均阴性则可否定HDN。
  


  
    第八节 自身免疫性溶血性贫血
  


  
    自身免疫性溶血性贫血（autoimmunehemolyticanemia，AIHA）简称自免溶贫，指由抗红细胞膜组分的自身抗体引起的获得性溶血性贫血。按病因分为原发性及继发性两类，按抗体反应最适宜温度分为温抗体型和冷抗体型，后者又分为冷凝集素综合征（coldag glutininsyndrome，CAS）及阵发性冷性血红蛋白尿（paroxysmalcoldhemoglobinuria，PCH）两类。
  


  
    自免溶贫的诊断应结合病史、临床表现及实验室检查结果。首先应确定患者有无溶血性贫血，其次确定是否有免疫因素参与溶血，最后判断免疫性溶血的种类。在鉴定红细胞自身抗体的同时，还应排除有无同种抗体存在。据国外报道，自免溶贫患者40%合并同种抗体，同种抗体的存在可能导致溶血性输血反应。由于自身抗体和同种抗体的鉴别非常困难，必须结合患者病史、既往输血史、妊娠史（女性患者）、近期输血情况、有无输血反应等推测同种抗体存在的可能性。由于自身抗体的存在，输血前交叉配血可能不相合，但如果患者贫血严重，危及生命，则可能需要在严密观察下输入交叉配血不相合的血液。
  


  
    一、实验室检查路径
  


  
    实验室检查路径见图17‐11。
  


  
    二、相关实验
  


  
    自免溶贫的诊断首先应确定患者是否存在溶血性贫血，其次需要明确是否有免疫因素参与溶血，最后确定自身抗体的性质、最佳反应温度、是否存在原发病（如自身免疫性疾病、肿瘤等）、是否与药物有关。
  


  
    1﹒血细胞分析
  


  
    全血细胞计数及红细胞形态检查。自免溶贫患者多表现为正细胞、正色素贫血，外周血涂片上可见球形红细胞。
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      图17‐11 自身免疫性溶血实验室检查路径图
    


    

  


  
    2﹒网织红细胞检查
  


  
    包括网织红细胞绝对及相对计数。溶血性贫血患者网织红细胞数量明显增多、生成指数增加。
  


  
    3﹒抗球蛋白试验
  


  
    抗球蛋白试验（antiglobulintest，AGT，Coombstest）检测患者红细胞膜上或血清中有无红细胞抗体。分为检测红细胞表面有无不完全抗体的直接抗球蛋白试验（directantiglobulintest，DAT）和检测血清中有无不完全抗体的间接抗球蛋白试验（indirect antiglobulintest，IAT）。直接试验用抗球蛋白试剂［抗IgG、IgM、IgA和（或）抗C3d］与红细胞表面的IgG或补体分子结合，如红细胞表面存在抗体或补体，则出现凝集反应。间接试验应用O型红细胞与受检血清混合孵育，如血清中存在不完全抗体，则红细胞致敏，再加入抗球蛋白试剂，可出现凝集。
  


  
    4﹒冷凝集素试验
  


  
    冷凝集素综合征患者血清中存在冷凝集素，为IgM类完全抗体，在低温时可使自身红细胞及异体红细胞发生凝集。凝集反应的高峰出现于0～4℃，当温度回升到37℃时凝集减弱或消失。正常人血清可能含低效价的冷凝集素，效价低于32（4℃）。
  


  
    5﹒冷热溶血试验
  


  
    阵发性冷性血红蛋白尿患者血清中有一种特殊的冷反应抗体（Do nath‐Landsteiner抗体，D‐L抗体，冷溶血素），在20℃以下（常为0～4℃）时与红细胞结合，同时吸附补体，但不溶血。当温度升至37℃时，补体激活，红细胞膜破坏而发生急性血管内溶血。正常人本试验为阴性。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    溶血性贫血的诊断见第一章有关溶血性贫血的相关内容。一旦明确溶血存在，即应做直接抗球蛋白试验或直接Coombs试验以鉴别是免疫性还是还是非免疫性溶血性贫血。表17‐6为免疫性溶血的分类，表17‐7为免疫性溶血性贫血的血清学特点。
  


  
    1﹒抗球蛋白试验（AGT）
  


  
    直接抗球蛋白试验（DAT）是诊断自身免疫性溶血性贫血的首选实验。Coombs于1945年建立该试验，将人血清注射到兔子体内，得到兔抗人血清蛋白抗体，也称为抗人抗体。如果患者红细胞表面包被了免疫球蛋白或补体，加入抗人抗体可引起红细胞凝集，称为Coombs试验阳性或直接抗球蛋白试验阳性。如果患者贫血，Coombs试验阳性提示免疫性溶血性贫血。
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      表17‐6 免疫性溶血的分类
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      表17‐7 免疫性溶血性贫血的血清学表现
    


    
      注：AIHA：自身免疫性溶血性贫血；CAS：冷凝集素综合征；PCH：阵发性冷性血红蛋白尿
    

  


  
    DAT阳性并不等于自身免疫性溶血性贫血。有时患者DAT阳性但并不存在溶血，如一些老年人、系统性红斑狼疮（systemiclupuserythematosus，SLE）患者、人类免疫缺陷病毒（hu manimmunodeficiencyvirus，HIV）感染者、多发性骨髓瘤、镰状细胞性贫血、肾脏病、器官移植患者，使用药物（如肼屈嗪、普鲁卡因胺等）等。健康人中0.1%DAT阳性，住院患者DAT阳性率为1%～15%，这些人大多无溶血表现。DAT阳性的意义在于：如果患者存在溶血，则很可能是免疫机制介导的。
  


  
    导致DAT阳性的原因包括：①红细胞自身抗体；②近期输血，受血者血浆中的同种抗体与输入红细胞上的相应抗原反应；③输入的供者血浆或血浆制品中含同种抗体，使受者红细胞致敏；④母亲血液中同种抗体通过胎盘进入胎儿体内并使胎儿红细胞致敏；⑤针对红细胞膜上结合的药物（如青霉素）的抗体；⑥非特异性蛋白吸附，包括免疫球蛋白（如高丙种球蛋白血症或大剂量使用静脉丙种球蛋白）、某些药物如头孢菌素引起红细胞膜改变；⑦由同种抗体、自身抗体、药物或细菌感染等激活补体并结合于红细胞上；⑧器官移植患者过客淋巴细胞（passengerlymphocyte）产生的抗体。
  


  
    2﹒抗球蛋白试剂
  


  
    一般首先用多特异性（polyspecific）抗球蛋白试剂进行试验，多特异性抗球蛋白试剂含抗IgG及抗补体（抗C3d、C3dg、C3b、C3c、C4），如DAT阳性，应用单特异性（monospecific）抗球蛋白试剂进一步实验，单特异性抗球蛋白试剂含抗IgG或含抗补体活性，对鉴别免疫性溶血的种类有帮助。温抗体型自免溶贫患者中，60%以上患者红细胞膜上有IgG及C3，20%患者红细胞膜上只有IgG，13%的患者红细胞膜上只有C3。
  


  
    3﹒DAT阳性结果分析
  


  
    DAT结果的分析必须结合临床，应了解患者病情、近期用药情况、妊娠史、输血史、是否存在不明原因溶血等。DAT结果阳性时，应考虑多方面原因并进一步分析，见图17‐12。
  


  
    DAT阳性时，应考虑下列问题：
  


  
    （1）体内是否存在红细胞破坏？网织红细胞增多、外周血片出现球形红细胞、血红蛋白血症、血红蛋白尿症、血清结合珠蛋白降低、间接胆红素增高、乳酸脱氢酶（LDH）特别是LDH1型同工酶增高等提示红细胞破坏增加。如果患者贫血，DAT阳性提示免疫性溶血。如果患者并没有红细胞破坏增多的证据，则不必进一步调查。
  


  
    （2）患者近期内是否输过血？如患者近3个月内输过血，则可能存在迟发性溶血反应或迟发性血清反应，即患者产生的同种抗体使近期输入的红细胞致敏。患者输入不相合的红细胞后，原发免疫反应一般发生于输血后2周至数月，如果患者以前曾致敏，继发免疫反应发生于输血后20天（一般2～7天）内。红细胞同种抗体可使输入红细胞寿命缩短。
  


  
    （3）患者是否正在接受药物治疗，如头孢菌素、普鲁卡因胺、静脉青霉素、甲基多巴等？头孢菌素可致DAT阳性，二代及三代头孢菌素可引起免疫性红细胞破坏。研究发现接受普鲁卡因胺治疗的患者中21%DAT阳性；舒他西林治疗的患者中39%DAT阳性；大剂量静脉使用青霉素的患者，3%DAT阳性；使用甲基多巴治疗的患者，15%～20%DAT阳性。这些药物导致DAT阳性的患者中，发生溶血性贫血者不到1%。如果接受上述药物治疗的患者出现DAT阳性，应注意监测有无红细胞破坏，如果红细胞寿命并未缩短，则不需要进一步检查。
  


  
    （4）患者是否接受过骨髓、外周血造血干细胞或实体器官移植？来自供者的过客淋巴细胞可能产生针对供者红细胞上ABO或其他抗原的抗体，导致DAT阳性甚至溶血。
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      图17‐12 DAT阳性的进一步分析图
    


    

  


  
    （5）患者是否正在使用静脉丙种球蛋白或Rh免疫球蛋白？免疫球蛋白中可能含ABO抗体或抗D，或其他抗体。静脉Rh免疫球蛋白可使RhD阳性患者DAT阳性。
  


  
    （6）患者是否感染？败血症患者可能发生补体激活，导致血管内溶血，常由产生神经氨酸酶的微生物引起红细胞多凝集所致。
  


  
    4﹒间接抗球蛋白试验（IAT）
  


  
    IAT检测血浆中红细胞抗体，如果IAT阳性，应进一步鉴定抗体的特异性。如果DAT阴性而IAT阳性，应考虑同种免疫抗体而非自身抗体。
  


  
    5﹒温抗体型自身免疫性溶血性贫血（warmantibodyautoimmunehemolyticanemia，WAIHA）
  


  
    WAIHA是自免溶贫中最常见的一种，约占免疫性溶血性贫血患者的70%。红细胞自身抗体最佳反应温度为37℃，多数为IgG抗体或补体。WAIHA又分为原发性和继发性，原发性WAIHA多见于女性，继发性者占20%～80%，主要继发于淋巴增生性疾病如淋巴瘤、自身免疫性疾病。
  


  
    WAIHA可发生于任何年龄。红细胞破坏的主要原因是IgG抗体包被的红细胞在单核‐吞噬细胞系统中被吞噬细胞吞噬。由于IgG抗体一般不激活补体，WAIHA很少发生血管内溶血。自身抗体所针对的抗原大多是Rh系统抗原，不与Rhnul红细胞反应。病情严重者血浆中也存在自身抗体，血浆中自身抗体会掩盖同种抗体，干扰交叉配血。偶尔，自身抗体可能具有针对某种血型抗原的特异性（如D，C，c，E，e），只与抗原阳性的红细胞反应或与这种红细胞反应较强，这种“相对特异性”可能和同种抗体混淆，但自身抗体能被抗原阴性的红细胞吸收，这一点可与同种抗体鉴别。除可能具有Rh系统特异性外，自身抗体的特异性也可能针对其他系统抗原，如LW、Kel、Kidd、Dufy、Diego等，但非常少。
  


  
    诊断要点：根据临床表现、溶血性贫血证据、DAT阳性，可诊断免疫性溶血性贫血。如怀疑温抗体型自免溶贫，应进一步检查有无原发病，如自身免疫性疾病、肿瘤、淋巴瘤或其他淋巴增生性疾病，药物相关性免疫性溶血性贫血也应考虑。所有AIHA患者应检测抗核抗体（antinuclearantibody，ANA），以明确有无自身免疫性疾病，WAIHA可出现于结缔组织病诊断前数月甚至数年。WAIHA的另一个主要原因是淋巴瘤，溶血可能发生于淋巴瘤诊断前数年。对于WAIHA患者，应仔细检查淋巴结、肝脏、脾脏，如发现肿大，应考虑活检。
  


  
    6﹒冷凝集素综合征（coldagglutininsyndrome，CAS）
  


  
    凝集素综合征又称为冷凝集素病（coldagglutinindisease，CAD），占免疫性溶血性贫血的16%～32%，临床表现为急性或慢性病程。急性者主要继发于淋巴增生性疾病如淋巴瘤或肺炎支原体感染；慢性者多见于老年患者，有时合并淋巴瘤、慢性淋巴细胞白血病、巨球蛋白血症等。天气较冷时，患者可能出现肢端发绀、血红蛋白尿，室温下可见EDTA抗凝的红细胞迅速凝集，甚至呈凝块状。冷凝集素常干扰血型检测，EDTA抗凝标本须37℃保温。按照有无基础疾病，CAS分为原发性和继发性，继发性者占20%～80%，主要继发于淋巴增殖性疾病，如淋巴瘤、白血病、浆细胞瘤等，其次继发于感染，如肺炎支原体、EB病毒、巨细胞病毒、腺病毒、流感病毒、水痘‐疱疹病毒、人类免疫缺陷病毒等感染，还可能继发于其他恶性肿瘤，如肺鳞状细胞癌、结肠癌、肾上腺癌、基底细胞癌等。
  


  
    冷凝集素多为IgM抗体，表浅血管中血液温度较低，冷凝集素与RBC结合并吸附补体（特别是C3、C4），当血液循环至温度较高的部位时，IgM与RBC分离，RBC上只留下补体。红细胞上结合的补体与单核‐吞噬细胞系统巨噬细胞CR1或CR3受体反应，被巨噬细胞吞噬，溶血主要发生于肝脏。红细胞上结合的C3及C4被转化为C3dg及C4d，与多特异性抗球蛋白试剂中的抗C3d发生反应，DAT阳性。冷凝集素的抗体特异性针对红细胞膜上的I／i抗原，正常人可有＜32的低效价冷凝集素，但在感染恢复期可产生大量冷凝集素，I／i抗原可作为支原体受体，抗原表达发生改变，导致自身抗体产生，B细胞淋巴瘤也可产生冷凝集素。冷凝集素在表浅血管中与红细胞结合，阻塞毛细血管，造成肢端发绀，溶血的严重程度取决于抗体固定补体的能力。
  


  
    诊断要点：溶血性贫血，DAT阳性，应考虑免疫性溶血性贫血。如怀疑冷抗体型免疫性溶血，须进一步检测冷凝集素效价、反应温度，还应检测D‐L抗体以和PCH鉴别。检测病毒或支原体抗体、有无微小淋巴瘤病灶或其他淋巴增殖性疾病，有助于免疫性溶血的进一步分类。
  


  
    7﹒阵发性冷性血红蛋白尿（paroxysmalcoldhemoglobinuria，PCH）
  


  
    PCH是一种罕见的冷抗体型AIHA，原发性者罕见，继发性者继发于某些病毒感染、梅毒。临床表现以全身或局部受寒后数分钟至数小时突然发生大量血管内溶血及血红蛋白尿为特征。占自免溶贫2%～5%，可占儿童自免溶贫的30%。表现为阵发性溶血伴急性溶血的全身表现：寒战、发热、全身肌肉疼痛、头痛，血红蛋白尿，症状可持续数小时，可伴冷性荨麻疹。发病机制是D‐L抗体及补体在低温下与红细胞结合，温度恢复到37℃时，补体激活，发生补体介导的急性溶血。D‐L抗体为IgG，多数具有P血型系统特异性。
  


  
    诊断要点：发作时有血红蛋白尿，贫血严重，进展迅速，补体水平下降。血涂片见红细胞大小不一，可见球形红细胞、幼红细胞、红细胞碎片及嗜碱性点彩细胞；反复发作者有含铁血黄素尿；冷热溶血试验阳性；发病中或发病后Coombs试验呈阳性（抗补体）。
  


  
    第九节 药物诱导的免疫性溶血性贫血
  


  
    有些药物可能诱导针对药物本身或针对红细胞抗原的抗体，使患者红细胞DAT阳性或发生免疫性红细胞破坏。药物诱导的抗体，有些是药物依赖性的，必须在药物存在时才能检测到或导致红细胞破坏，有些是非药物依赖性的。
  


  
    一、实验室检查路径
  


  
    实验室检查路径见图17‐11。
  


  
    二、相关实验
  


  
    很多药物可引起DAT阳性，但多数患者并不发生溶血。如果患者出现溶血、DAT阳性、近期有用药史，应考虑药物所致溶血。
  


  
    1﹒溶血相关实验
  


  
    包括全血细胞计数、网织红细胞、血清胆红素、游离血红蛋白、乳酸脱氢酶等，证实患者存在溶血。
  


  
    2﹒抗球蛋白试验
  


  
    检测患者红细胞上或血清中有无红细胞抗体。
  


  
    3﹒用药物处理红细胞检测青霉素或头孢菌素抗体
  


  
    用一定浓度的青霉素或头孢菌素与O型正常红细胞进行孵育，使药物包被在红细胞上，用IAT法检测患者血清及红细胞放散液中有无针对药物包被红细胞的抗体，如果患者血清或红细胞放散液与药物包被红细胞IAT反应阳性而与未经药物包被的红细胞IAT反应阴性，说明患者血清或红细胞上有药物抗体。
  


  
    4﹒药物免疫复合物检测
  


  
    在患者血清中加入药物并与正常O型红细胞进行孵育，如患者血清加药物能引起红细胞凝集或IAT试验阳性，说明患者血清中有药物抗体。
  


  
    三、引起药物相关性免疫性溶血的发病机制及实验室检查结果分析
  


  
    1﹒半抗原或药物吸附机制
  


  
    代表药物为青霉素，药物与红细胞膜蛋白紧密结合，药物抗体与药物结合，溶血主要发生在血管外。大剂量青霉素治疗者可能发生红细胞药物包被，其中少数人（3%）可产生抗青霉素抗体，抗体与红细胞上的青霉素结合，DAT阳性，溶血发生于用药7～10天，停药后2周溶血停止。患者不一定有青霉素过敏的其他表现。从红细胞上放散的抗体，或血清中的抗体，只与青霉素包被红细胞反应，与未包被药物的红细胞不发生反应。用药物处理红细胞与患者血清进行反应，可证实药物通过吸附机制导致溶血。其他药物包括头孢菌素、四环素、甲苯磺丁脲等。使用第一代或第二代头孢菌素治疗的患者，约4%DAT阳性，第二代、第三代头孢菌素发生药物相关溶血较多且有增加趋势。
  


  
    2﹒三元复合体机制
  


  
    药物‐抗体‐靶细胞复合物以前称为“无辜旁立者型（innocentby standerorimmunecomplexmechanism）”。许多药物如奎尼丁、头孢菌素、奎宁、氯磺丙脲、利福平、丙磺舒等通过这种机制引起溶血。药物或药物代谢产物、红细胞膜上药物结合部位、抗体形成三元复合物，可激活补体，引起血管内溶血。也可表现为血管外溶血，DAT阳性（补体），C3b包被的红细胞在肝脾中破坏。三元复合体机制和药物剂量无关，一旦抗体形成，少量药物也可能导致严重溶血。体外实验必须在患者血清中加入药物或药物代谢产物才能检出血清中的抗体。进行药物免疫复合物检测，能证实药物通过药物‐抗体‐靶细胞复合物机制破坏红细胞。
  


  
    3﹒自身抗体机制
  


  
    代表药物为甲基多巴，药物诱导自身抗体产生的机制不明，服甲基多巴者8%～36%DAT阳性，发生于治疗3～6个月时，但发生溶血者＜1%。患者血清或红细胞放散液与自身及异体红细胞在37℃时发生反应，无需药物存在。血清学实验和一般WAIHA相似。除甲基多巴外，其他几种药物也有报道，包括普鲁卡因胺、非甾体类抗炎药物（如加芬那酸）、二代、三代头孢菌素、氟达拉滨，这些药物也可能同时引起药物依赖性抗体的产生。药物通过诱导红细胞自身抗体导致溶血时，很难证明自身抗体由药物引起，如能证明自身抗体出现于用药后、停药后溶血缓解、再次用药后贫血复发，对诊断有很大帮助。
  


  
    4﹒非免疫性吸附
  


  
    和抗体产生无关，几乎不发生溶血。使用头孢菌素治疗的患者有时会出现DAT阳性，原因是包被药物的红细胞非特异性吸附免疫球蛋白、补体、白蛋白、纤维蛋白原或其他血浆蛋白。其他可能引起非免疫性吸附的药物包括二甘醇醛、苏拉明、顺铂、克拉维酸、舒巴坦、他唑巴坦。
  


  
    5﹒药物诱导抗体的实验室检查结果判断与分析
  


  
    在血库实验室最常见的药物相关问题是DAT阳性，应常规检测患者血清中有无意外抗体，如果患者血清和未经处理的红细胞不发生反应，则用可疑药物处理红细胞或将药物加入患者血浆中重复试验，参见药物处理红细胞检测青霉素或头孢菌素抗体或药物免疫复合物检测。
  


  
    如果药物已被报道引起溶血，可参照病例报告中的方法进行检测。如果没有相关报道，可用1mg／ml浓度的药物缓冲液溶液加入患者血清中进行免疫复合物检测，溶液的pH根据药物的溶解度确定。如果上述实验不能解决问题，可试用药物包被红细胞，检测患者血清或红细胞放散液是否与药物包被细胞反应。如患者红细胞放散液与青霉素包被红细胞有反应，而与未经药物包被的红细胞无反应，就证明患者红细胞DAT阳性是青霉素引起的。
  


  
    免疫反应也可能由药物的代谢产物引起。如临床情况符合药物所致免疫介导的溶血，而上述实验阴性，可能需要用药物的代谢产物进行免疫复合物检测。
  


  
    正常血清可能由于非特异性蛋白吸附而引起头孢菌素处理红细胞凝集或致敏，可将患者血清及正常人血清稀释20倍重复试验，稀释后血清试验阴性提示非特异性蛋白吸附。
  


  
    （秦 莉）
  


  
    第十节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    女性患者，23岁，因高热1周入院。
  


  
    体格检查：
  


  
    体温39.8℃，脉搏114次／分，呼吸24次／分，血压90／60mmHg。胸片发现双肺间质性肺炎。诊断肺部感染，给予青霉素抗感染。血培养无细菌生长，痰培养结果为正常混合菌丛生长。入院3天后因高热不退，将抗生素改为三代头孢菌素，病情无好转。入院后1周，血细胞分析检查发现Hb60g／L，尿常规发现隐血3＋，尿沉渣镜检RBC3／HP，申请输血。血库鉴定血型AB型，给患者输入AB型红细胞悬液2单位。患者输血后发现尿呈酱油色，怀疑急性溶血反应。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血型：正定型AB型，反定型发现患者血清与A型、B型、O型红细胞及自身细胞均凝集，自身对照阳性，患者红细胞在室温下凝集成块状。冷凝集素效价：室温37℃。用37℃生理盐水反复洗涤患者红细胞后正定型为A型。DAT：多特异性抗球蛋白试剂（抗IgG＋抗C3d）阳性，单特异性抗IgG试剂阴性。尿隐血4＋。
  


  
    分析：
  


  
    患者血型应为A型，可能为支原体感染所致继发性冷凝集素病，溶血导致重度贫血。高效价冷凝集素干扰血型鉴定，致使玻片法血型检测误判为AB型。
  


  
    诊断意见：
  


  
    冷凝集素导致ABO血型鉴定错误。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者男性，50岁，因胰腺癌入院行择期手术。患者既往血型检测结果为B型，Rh阳性，本次手术前于输血科备红细胞悬液4单位。
  


  
    实验室检查：
  


  
    患者ABO血型检查发现患者红细胞与抗A、抗B、抗AB试剂均无反应，反定型患者血清与A细胞凝集，与B细胞、O细胞无凝集。将患者红细胞用生理盐水洗涤三次后，再进行正定型，此时正定型结果为B型，正反定型一致。
  


  
    分析：
  


  
    有些肿瘤特别是腺癌能够产生大量的可溶性A或B血型物质，如胰腺、胃、卵巢和胆道的腺癌。这些血型物质能中和血型定型试剂，导致正定型结果为假阴性。此时应将患者红细胞彻底洗涤后再用进行血型检测，才能得到正确的血型鉴定结果。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肿瘤所致ABO血型正反定型不吻合。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女性，73岁，拟行髋关节置换术入院。术前血型检查为A型，术中输入A型红细胞悬液4单位，无输血不良反应。术后1周，患者因肠梗阻拟行肠切除术。术前血型检查发现ABO正反定型不一致，但患者自身细胞与血清无凝集。
  


  
    实验室检查：
  


  
    第一次、第二次血型检测结果见表17‐8、表17‐9。
  


  
    [image: ]


    
      表17‐8 第一次血型检查结果
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      表17‐9 第二次血型检查结果
    


    

  


  
    分析：
  


  
    患者术后发生肠梗阻，肠道细菌进入血液，细菌产生的脱乙酰基酶使A抗原表位N‐乙酰半乳糖胺脱去乙酰基，成为半乳糖胺，类似于B抗原表位D半乳糖，与抗B试剂出现凝集。获得性B细胞并不与自身血浆中抗B抗体凝集，不会发生溶血。该患者血型应为A型。
  


  
    诊断意见：
  


  
    获得性B血型。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女性，23岁。患者3年前在街头参加无偿献血，共献全血200ml，血站告知血型为O型Rh阳性。2年前，该患者因车祸急诊入院，输红细胞悬液，医院血库检测血型为O型Rh阴性，输血3单位。1年多前患者曾流产一次。本次患者在孕期三个月时检查抗体筛查呈阳性。
  


  
    实验室检查：
  


  
    三年前献血时血液中心检测结果正定型：O型，反定型：O型，Rh盐水直接凝集试验阴性。Rh确证试验结果为弱D：2＋。其血型鉴定为O型，Rh阳性。
  


  
    两年前患者车祸入院时输血科检测其血型为正定型：O型，反定型：O型，Rh血型直接凝集试验阴性。确定血型为O型，Rh阴性。输3单位O型Rh阴性红细胞悬液。
  


  
    患者怀孕后抗体筛查试验阳性，经鉴定为抗D。
  


  
    分析：
  


  
    根据患者不同时间的检查结果，应考虑该患者Rh血型为部分D。部分D红细胞上D抗原由于缺乏一个或多个抗原表位，与正常D抗原有质的差别，因此机体接触正常D抗原可能产生抗D。部分D表现型者作为献血者，应视为Rh阳性，而作为受血者，应视为Rh阴性，以避免同种免疫的发生。推测患者由于妊娠产生抗D。
  


  
    诊断意见：
  


  
    弱D个体作为供者时血型报告为RhD阳性，而作为受者时血型报告为RhD阴性。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    女性患者，42岁，因产后大出血在当地乡卫生院输入A型Rh阳性红细胞2单位，后患者病情加重转入华西医院。
  


  
    实验室检查：
  


  
    患者ABO血型检查：正定型显示患者红细胞与抗A呈混合凝集，与抗B4＋凝集；反定型显示患者血清与A1细胞、B细胞均无凝集。Rh血型：阳性。DAT：阳性。乳酸脱氢酶320U／L，总胆红素：32.1μmol／L，直接胆红素：9.4μmol／L。放散试验：将患者红细胞洗涤后56℃放散，放散液分别用试管法、Coomb凝胶卡法与多株A细胞、B细胞、O细胞反应。结果：放散液与A细胞在试管法、Coomb凝胶卡法中均出现凝集，与B细胞及O细胞未出现凝集反应。入院当天抗A效价0，次日4，入院1周时抗A效价256。
  


  
    分析：
  


  
    放散试验结果显示患者红细胞上有抗A抗体结合，同时患者实验室检查提示患者有溶血的可能，几日后重抽患者标本检查显示患者为B型、Rh阳性。由此可见，患者在当地医院被误输入A型红细胞悬液，输入的A型红细胞中和了患者体内的抗A，导致患者初次血型检查呈AB型。入院后抗A效价快速增高，也提示患者误输入A型血后刺激其免疫系统产生大量抗A。
  


  
    诊断意见：
  


  
    溶血性输血反应。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    产妇，30岁，孕3产3，第1胎正常，第2胎产后第5天溶血死亡，第3胎足月顺产，产后数小时出现黄疸，胆红素为306μmol／L，疑为新生儿溶血病。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血型检查：产妇血型O型，CCDee；其丈夫血型A型，ccDEE，患儿血型，A型，CcDEe。
  


  
    产妇血清、婴儿放散液与谱细胞反应见表17‐10。
  


  
    患儿红细胞直接抗球蛋白试验强阳性，患儿红细胞抗IgG阳性，抗C3d阴性。
  


  
    分析：
  


  
    抗E是Rh血型系统中抗体产生频率仅次于抗D的抗体，也是母亲血清中不规则抗体引起新生儿溶血病的原因之一，抗E引起的新生儿溶血病与抗D引起的新生儿溶血病临床症状和程度相似，一经证实，应立即选择ABO血型同婴儿、Rh血型同母亲的血液为婴儿换血。
  


  
    [image: ]


    
      表17‐10 产妇血清、婴儿放散液与谱细胞反应
    


    

  


  
    诊断意见：
  


  
    新生儿溶血病。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    女性患儿，孕37周剖宫产娩出，出生1小时后因皮肤黄染转入新生儿科，颜面、躯干、四肢皮肤均黄染，精神差。出生18小时皮肤黄染达高峰。其母生育史：孕3产3，第1胎人工流产，第2胎出生几天后死亡。
  


  
    实验室检查：
  


  
    总胆红素334.7μmol／L，直接胆红素23.3μmol／L，Hb123g／L。血型鉴定：母亲BCcdee；父亲OCcDEE；患儿OCcdee（初次鉴定）。患儿红细胞DAT强阳性血清不规则抗体筛查阳性。母亲血清抗体鉴定结果为抗D。患儿D抗原鉴定：患儿红细胞置37℃放散，再经37℃生理盐水充分洗涤后加抗D，结果弱阳性；将反应后的试管再次放入37℃孵30分钟，再用温盐水洗涤3遍后加抗球蛋白试剂，结果阳性。抗D效价测定：母亲抗效价256；患儿抗体效价128。
  


  
    分析：
  


  
    RhD抗原是引起新生儿溶血病的原因之一，一般情况下，随胎次增加母亲体内IgG抗体滴度升高，新生儿溶血病发病率增高，病情加重。患儿第一次RhD检测阴性，而其红细胞经热放散、洗涤后RhD检测呈阳性，提示患儿红细胞被来自母体的抗D遮蔽。
  


  
    诊断意见：
  


  
    新生儿溶血病导致D抗原“遮蔽”。
  


  
    病例八
  


  
    一般资料：
  


  
    男性患者，75岁，因乏力、面色苍白1周到血液专科门诊就诊。体格检查发现患者重度贫血貌，皮肤轻度黄疸，巩膜明显黄疸，脾脏轻度肿大。
  


  
    实验室检查：
  


  
    血细胞分析：Hb60g／L，网织红细胞15%，红细胞平均体积（MCV）119.5fl，红细胞分布宽度19.9%。DAT：4＋。生化检查：总胆红素141.7μmol／L，直接胆红素11.7μmol／L，LDH 412IU／L。
  


  
    分析：
  


  
    患者贫血，有红细胞破坏增加证据（间胆增高）、红细胞代偿增生证据（网织红细胞增高），提示溶血，DAT阳性提示免疫因素所致溶血，诊断为温抗体型自免溶贫。溶血、骨髓造血活跃时可能合并叶酸缺乏，使MCV增高。
  


  
    诊断意见：
  


  
    自身免疫性溶血性贫血。
  


  
    （黄春妍 谭斌 秦莉）
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    第十八章 治疗药物浓度监测与实验室诊断
  


  
    治疗药物浓度监测（therapeuticdrugmonitoring，TDM），是临床药理学和药物浓度测定技术紧密结合的结果，其通过各种现代化测试手段，定量分析生物样品（包括血、尿、唾液等）中的药物及代谢物浓度，利用计算机手段，在临床药代动力学基本原理指导下，探索血药浓度范围，制订个体化给药方案，从而达到安全有效、合理用药的目的。TDM对临床药物治疗的指导，主要指设计或调整合理的给药方案，同时为药物过量中毒的诊断和处理提供有价值的实验依据。治疗药物浓度监测的原则：药物的有效血药浓度范围狭窄；药物剂量小，毒性大；药物体内过程差异大，具有非线性药代动力学特性；合并用药后有相互作用而影响疗效或有中毒危险时；药物的毒副作用表现与某些疾病本身的症状相似，怀疑患者药物中毒而临床又不能辨别；依从性差的长期用药患者；长期使用某些药物产生耐药性；诱导和抑制肝药酶的活性而引起药效降低或升高；诊断和处理药物过量中毒。目前临床常进行监测的药物有：免疫抑制剂类药物（环孢霉素，FK506，霉酚酸酯，西罗莫司）；抗癫痫类药物（卡马西平，丙戊酸，苯妥因，苯巴比妥）；强心苷类药物（地高辛）；抗哮喘类药物（茶碱）；抗肿瘤类药物（甲氨蝶呤）。
  


  
    第一节 环孢霉素药物浓度监测
  


  
    环孢霉素A（cyclosporinA，CsA）是一种内含11个氨基酸的环状多肽化合物，对细胞和体液免疫有较高选择性抑制作用，是一种淋巴细胞激活抑制剂，主要抑制T辅助性淋巴细胞，对T杀伤性细胞也有较强抑制作用；一般作用于淋巴细胞增殖的早期，抑制作用是可逆的。CsA体内吸收缓慢而且波动大，几乎不溶于水，通常溶于油性赋形剂中使用。口服环孢霉素主要在小肠吸收，吸收过程需依靠胆汁及食糜。CsA在血液中有1／3分布于血浆中，主要与血浆蛋白结合，结合率为90%，其余与红细胞结合，总血药浓度为血浆浓度的3倍。CsA在肝脏代谢，主要依赖P450酶系，能产生多种代谢物，其剂量的90%从胆汁排泄，尿排出量＜6%。健康人口服CsA的生物利用度为5%～70%，平均30%；而骨髓移植患者为20%～60%，平均34%；肾移植患者为5%～89%，平均27.6%，儿童肾移植患者为31%；成人心脏移植患者为35%；肝移植为8%～60%，平均27%，因此，口服存在较大个体差异。用药后1～4小时达血药峰浓度，吸收半衰期为0.6～2.3小时。CsA主要被应用于各种器官移植（如肝、肾、骨髓等），在免疫抑制治疗中具有极其重要的地位；它还被用于治疗一些自身免疫性疾病（如系统性红斑狼疮、肾病综合征等）、血液系统疾病（如特发性血小板减少性紫癜、再生障碍性贫血）。由于CsA体内过程个体差异大，治疗窗窄，其血药浓度过高会引起毒副作用，尤其是对肝、肾的毒性；浓度过低，则治疗效果低或无效，甚至造成器官移植排斥反应的发生。因此，在治疗过程中进行血药浓度监测及药代动力学研究是非常重要的。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐1。
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      图18‐1 使用CsA患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    CsA是一种钙磷酸酶免疫抑制剂，主要应用于器官移植和自身免疫性疾病的治疗，其体内过程个体差异大，治疗窗窄，其血药浓度与肝、肾的毒性以及器官移植排斥反应密切相关，因此在治疗过程中，对服用CsA的患者，不仅要进行血药浓度监测，而且还要对其肝肾功能和尿液进行检查，从而保证患者安全、有效的用药。
  


  
    1﹒CsA全血浓度监测
  


  
    采用酶放大免疫法（EMIT）或高效液相色谱法（HPLC）测定全血中CsA浓度。建议采血时间：下次剂量前时刻（谷浓度，C0）和服药后2小时（峰浓度，C2），肝素是推荐的采血抗凝剂。治疗范围：通常采用环孢霉素的C0和C2作为器官移植后环孢霉素的治疗指标，由于无简易的参数可用于评估免疫抑制效果，本实验要定义治疗范围较困难。我院根据临床经验推荐的环孢霉素C0初始治疗范围是100～300μg／L；在移植后3～6个月CsA维持治疗时的治疗范围：肝和肾移植为100～150μg／L；心脏移植为150～250μg／L；环孢霉素C2的治疗范围一般采用的是谷浓度的4～6倍。
  


  
    2﹒生化指标
  


  
    检查患者肝肾功能等指标，以此评价肝脏的代谢功能、肾脏的排泄能力。当CsA造成肝毒性时，肝功能指标丙氨酸氨基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、γ‐谷氨酰转移酶（GGT）、总胆红素（TB）和直接胆红素（DB）显著升高；肾毒性时，有肌酐升高（一般升高＜25%）；对于肝移植患者，如果有AST、ALT、GGT、TB和DB持续升高，就要考虑是否有排斥反应发生；对于肾移植患者，肌酐持续升高值超过原来的25%，如无其他原因，应高度怀疑排斥反应。
  


  
    3﹒尿液检查
  


  
    检查24小时尿量、尿蛋白、尿微量蛋白（β2微球蛋白）等指标。当尿β2微球蛋白升高，可以早期发现药物对肾脏（特别是肾小管）的损害；如果有肾毒性发生，患者出现24小时尿量减少，尿蛋白出现1“＋”以上；当肾移植患者发生排斥反应时，可出现24小时尿量持续小于1000ml，尿蛋白为1“＋”以上。
  


  
    4﹒彩超检查
  


  
    在器官移植患者发生环孢霉素浓度中毒后，进行彩超检查，观察移植器官形态、大小及其功能。当移植器官发生排斥反应时，体积增大，形态和功能发生异常。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    CsA的C0和C2与药时曲线下面积（AUC）有着很好的相关性，这就使C0和C2成为治疗药物监测中一项较为确实可靠的指标。临床实践表明，CsA浓度对于排斥或中毒反应的鉴别有重要意义，选择适合患者本人的治疗窗范围至关重要。低于有效血浓度范围易致排斥或诱发自身免疫性疾病，高则易引起感染或肝、肾及中枢神经系统损害。剂量、术后时间、胃肠、肝、肾功能、胆汁排泄、食物及合并用药等因素可以影响CsA的吸收、代谢和排泄，造成CsA较大的个体差异，即使同一时间段内CsA血药浓度也可相差1～5倍，因此，在治疗过程中监测血药浓度，有利于减少肝肾毒性和排斥反应发生。实际上CsA有效血药浓度与中毒浓度存在部分重叠，术后不同时期所需的血药浓度范围也有部分重叠，加之各文献报道的范围不完全相同，应参考推荐的血药浓度范围根据临床表现及肝、肾功能等临床指征共同判断，不必强求血药浓度是否落在指定范围内，原则上当肝、肾功能良好时，术后不同时段内的CsA治疗血药浓度应尽量维持在相对较低的水平，因此，在实际工作中，除参照基本用药原则，强调系统测定谷值和峰值浓度外，还应结合患者对CsA的耐受性、药动学和药效学等特点，制订因人而异的个体化治疗方案，以提高疗效，避免排斥反应和毒副作用的发生。
  


  
    CsA在临床有单独用药或与其他的免疫抑制剂合用两种用药方法，不可避免地与同服的其他药物发生相互作用而影响其血药浓度。目前认为可能与一些药物干扰细胞色素P450的代谢有关，CsA主要在肝脏由P450肝微粒体酶代谢，因而能改变P450酶活性的药物与CsA合用会影响其血药浓度。影响环孢霉素代谢的药物和食物，见表18‐1。
  


  
    当肝功能不正常时，患者对环孢霉素的吸收下降，清除延迟，因而需要较小的剂量；儿童对环孢霉素的清除能力大于成人；因此在治疗过程中需要进行血药浓度监测及药代动力学研究维持一个恰当的、有效的血药浓度，从而制订最佳摄取剂量，对预防和治疗排斥反应、减少毒副作用至关重要。
  


  
    CsA最常见的毒副作用为肾毒性、肝毒性和高血压，其他如消化道反应、高尿酸血症、多毛、齿龈增生、震颤、头痛、血糖升高、高钾血症和神经毒性等均有报道，一般随CsA减量或停用均可消失，只要血药浓度控制在治疗范围内，则可明显减少毒副作用和不良反应的发生。
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      表18‐1 药物和食物对环孢霉素浓度的影响
    


    

  


  
    第二节 他克莫司药物浓度监测
  


  
    他克莫司（Tacrolimus，FK506），是从链球菌属培养物中分离得到的大环内酯类新型免疫抑制剂，它能有效抑制T细胞激活，它与内源性细胞受体（胞浆结合蛋白）结合，形成一个亲免素，从而发挥药理作用。本品在胃肠道中比较稳定，但吸收的个体差异性较大，体内半衰期为3.4～40.5小时，平均8.7小时。健康志愿者口服本品吸收快，1小时达峰，口服生物利用度为20%，但大部分患者吸收更快，全血或血浆浓度在0.5～1小时达到峰值，肝移植患者滞后时间约为0～2小时，一部分患者出现零级吸收现象。这些结果提示在总剂量不变并保持必要的治疗浓度前提下，临床采用少量多次的给药方案，可明显降低峰浓度，使药物浓度有较长时间保持在治疗窗范围内，以期减少排斥反应的同时，也降低毒副作用，改善移植器官功能。本品具有高度的脂溶性，相对于全血和血浆，在组织中分布广泛，在器官中浓度较高。在血液中FK506结合于红细胞，使全血浓度显著高于血浆10～30倍，与血液通过器官的转运相比，从红细胞扩散较慢，但易于从红细胞释放出来，故FK506与红细胞的结合，在一定程度上保护其免于被肝脏代谢。FK506大部分在肝脏代谢，主要通过细胞色素P4503A4酶系进行脱甲基或羟化，在肝移植患者血液或尿液中可查见其代谢物存在。大部分药物经过粪便消除，胆汁是主要的排泄途径，另外，它还可以经过肠肝循环再吸收。目前临床上，FK506除了应用于预防和治疗肝，肾，心脏等器官移植后的排斥反应，还应用于环孢霉素治疗不佳，难治性慢性排斥反应或难以耐受毒副作用时的替代治疗，以及一些自身免疫性疾病的治疗。由于FK506在人体内全血浓度与器官移植术后出现的排斥反应和不良反应密切相关，监测全血FK506谷浓度，建立理想治疗窗浓度范围，并参照其调整用药具有非常重要的意义。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐2。
  


  
    [image: 使用FK506患者的实验室分析路径图]


    
      图18‐2 使用FK506患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    FK506是也一种钙磷酸酶免疫抑制剂，主要应用于器官移植患者，其药物作用、毒副作用以及器官移植排斥反应与血药浓度都是密切相关，因此在治疗过程中，在进行FK506血药浓度监测同时，还要对其肝肾功能和尿液进行检查，从而保证患者用药的安全性和有效性。
  


  
    1﹒FK506的全血浓度测定
  


  
    采用EMIT或HPLC测定全血中FK506浓度；建议采血时间为下次剂量前时刻（谷浓度），EDTA是推荐的采血抗凝剂；推荐的FK506全血浓度治疗范围：器官移植后1个月内为15～20μg／L，2～3个月为10～15μg／L，4个月后为5～10μg／L。
  


  
    2﹒生化指标
  


  
    检查患者肝肾功能等指标。当药物造成肝毒性时，肝功能指标（ALT、AST、TB、DB）和血糖显著升高；肾毒性时，肌酐升高比较明显（一般升高＜25%）。对于器官移植患者，如果有AST、ALT、GGT、TB和DB有持续升高，或有肌酐持续升高值超过原来的25%，就要考虑是否有肝或肾移植器官排斥反应发生。
  


  
    3﹒尿液检查
  


  
    检查24小时尿量，尿蛋白和尿微量蛋白（β2微球蛋白）指标。通过对尿微量蛋白检查，可以发现FK506对患者肾脏是否有早期损害；如果有肾毒性发生，患者出现24小时尿量减少，尿蛋白可出现1“＋”以上；当肾移植患者发生排斥反应时，可出现24小时尿量持续小于1000ml，尿蛋白在1“＋”以上。
  


  
    4﹒彩超检查
  


  
    在器官移植患者发生FK506浓度中毒后，进行彩超检查，观察移植器官形态及其功能。当移植器官发生排斥反应时，体积增大，功能发生异常。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    FK506谷浓度过高易导致肾毒性和高血糖发生，过低又易并发急性排斥反应。因此，检测全血FK506谷浓度，建立理想治疗窗浓度范围，可以了解患者对FK506吸收、体内分布、代谢及排泄的个体差异；可根据临床治疗窗浓度范围，帮助临床医师利用药物的相互作用来及时调整FK506用药，可以减少肾毒性和排斥反应的发生，或证实导致肾毒性和发生排斥反应的血药浓度；根据临床综合情况制订因人而异的个体化治疗方案。
  


  
    由于FK506有效血药浓度范围比较窄，而患者的药动学个体差异大，其血药浓度要受到多种因素的影响，除了性别，年龄，饮食，患者的肝功能等有关，还与联合用药有关，见表18‐2，因此在进行FK506血药浓度监测时，应全面考虑各种因素并结合患者的实际情况进行具体分析，做出正确判断，以确保科学地指导临床个体化用药，提高治疗水平。
  


  
    [image: ]


    
      表18‐2 FK506与药物的相互作用
    


    

  


  
    FK506在临床应用中常见的毒副作用有肝肾毒性，神经毒性以及糖尿病等，但所有的不良反应在减量和停药后均可恢复，只要血药浓度控制在治疗范围内，则可明显减少毒副作用和不良反应的发生率。
  


  
    第三节 西罗莫司药物浓度监测
  


  
    西罗莫司（雷帕霉素，sirolimus，SIR）属大环内酯类抗生素，是31元环组成的三烯大环内酯类化合物，与FK506是结构上的同系物，但它们的免疫作用机制不同，主要是通过不同的细胞因子受体阻断T淋巴细胞和B淋巴细胞的钙依赖性和非钙依赖性的信号传导通路，从而抑制机体免疫功能。口服SIR在胃肠道吸收很少，生物利用度约为15%，半衰期（t1／2）为62小时，药物在体内吸收迅速，达峰时间（Tmax）为1.5～2.0小时；西罗莫司广泛分布于各组织中，主要与红细胞结合，结合率95%。它在肝脏经O‐脱甲基和羟化作用被广泛代谢，细胞色素P450‐3A4是其主要代谢酶。其代谢物主要经胆汁由粪便排泄，仅2.2%药物或其代谢产物经肾消除。临床上可单独使用或与CsA或FK506合用，主要用于防治肾、肝等移植物的排斥反应，与环孢霉素和他克莫司相比，本品最大的优点是目前还未发现有肾毒性和神经毒性，尤适用于并发肾功能不良、震颤、高血压的患者。由于SIR生物利用度低，在人体内全血浓度与器官移植术后出现的排斥反应和毒副作用密切相关，监测全血SIR浓度，建立理想治疗窗浓度范围，制订个体化用药方案，具有非常重要的意义。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐3。
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      图18‐3 使用SIR患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    SIR是一种新型大环内酯类免疫抑制剂，单独或与其他免疫抑制剂（CsA或FK506）联合用于器官移植患者，能降低由CsA或FK506引起的肝肾毒性，但由于生物利用度低，具有明显的个体差异和个体间药物动力学差异，血药浓度与其毒副作用和抗排斥反应密切相关，因此，在临床应用过程中应该注意监测SIR浓度、肝肾功能，以及进行血细胞分析，以避免肝毒性和血液系统病变，以及移植器官排斥反应的发生。
  


  
    1﹒SIR全血浓度测定
  


  
    采用EMIT或HPLC测定全血中SIR浓度；建议采血时间为下次剂量前时刻的谷浓度，EDTA是推荐的采血抗凝剂；推荐SIR治疗范围：器官移植患者在单独使用SIR时，第1个月血药浓度稳定在30μg／L，第2个月调整剂量，维持血药浓度在15μg／L；在与CsA或FK506合用时，SIR全血浓度维持在为5～15μg／L。
  


  
    2﹒生化指标
  


  
    主要检查肝功能（甘油三酯、胆固醇和酶系），肾功能（肌酐）。当SIR造成肝损害时，肝功能指标ALT和AST显著升高；在药物浓度较高（＞30μg／L）时高脂血症（甘油三酯和胆固醇升高）较为明显，随着药物剂量和血药浓度的降低，高脂血症可明显改善。另外SIR还可导致血清肌酐增高，临床医师必须密切监测器官移植患者的肝肾功能指标。
  


  
    3﹒血细胞分析
  


  
    由于服用SIR后，出现血小板和白细胞计数减少、血红蛋白水平降低等骨髓抑制表现，但这种变化具有剂量依赖性，减量或停药后常可恢复正常。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    SIR的治疗方案多种多样，且单独给药的剂量与联合CsA或FK506等药物使用的剂量区别较大，维持血药浓度亦各有区别。当SIR与FK506联合应用时，SIR血药浓度保持在6～12μg／L，FK506浓度维持在3～7μg／L，有降低急性排斥率的作用，且毒性小。在与CsA合用时，SIR的用量较单独使用时要少，建议SIR的血药浓度维持在5～15μg／L，同时CsA用量亦可减少，但CsA浓度最少要维持在50～150μg／L。如果SIR血药浓度＞15μg／L，即与甘油三酯的升高及血红蛋白、白细胞或血小板的减少有关。SIR血药浓度与药物毒性成正比，但其不良反应是可逆的，当血药浓度降低后，不良反应均好转。
  


  
    SIR与CsA、FK506、霉酚酸酯（MMF）等联合应用均有良好的协同作用，可以减少治疗方案中各种免疫抑制剂的用量，也可以减少免疫抑制剂的副作用，增强免疫抑制的效果。因此，在临床实践中应该引起注意，及时调整CsA、FK506、MMF和SIR剂量，维持一个合适的血药浓度治疗范围，以避免肝肾毒性和感染的发生。
  


  
    由于SIR是由肝脏CYP3A4代谢，CYP3A4代谢的抑制剂可降低SIR的代谢而升高其血药浓度。主要有钙离子通道拮抗剂维拉帕米；抗真菌药，如氟康唑、克霉唑；大环内酯类抗生素，如红霉素；胃肠动力药，如西沙必利、甲氧氯普胺；其他还有溴隐亭、西咪替丁、达那唑等；果蔬成分如葡萄柚汁。CYP3A4代谢的诱导剂可促进SIR的代谢而降低其血药浓度，如抗癫痫药物卡马西平、苯巴比妥。当与CsA联用时，基于CsA对西罗莫司的药代动力学影响，最好在CsA服后4小时再用。此外，当CsA的剂量明显减少或停药时，宜根据西罗莫司血药浓度调整剂量。
  


  
    第四节 霉酚酸药物浓度监测
  


  
    霉酚酸酯（又称麦考酚酸酯，mycophenolatemofetil，MMF）商品名为骁悉（celcept），是霉酚酸（mycophenolicacid，MPA）的吗啉代乙酯。MMF在体内脱酯化后形成具有免疫抑制活性的代谢物MPA，MPA高效、选择性、非竞争性、可逆性抑制次黄嘌呤单核苷酸脱氢酶，阻断鸟嘌呤核苷酸的从头合成途径，使鸟嘌呤核苷酸耗竭，进而阻断DNA的合成，选择性地作用于T、B淋巴细胞，抑制其增殖。MMF口服吸收完全，在体内迅速被水解脱酯为其活性代谢产物MPA，MMF在体内几乎监测不到，约1小时后MPA药物浓度达到高峰，由于肝肠循环作用，服药后6～12小时将出现第2个血浆MPA高峰（峰值较第1次小）；在临床有效浓度下，血浆中MPA大多以结合的形式存在，血浆蛋白结合率高达97.5%，只有少量游离的MPA发挥生物学活性。MPA的生物半衰期为17.9小时，在肝内通过葡萄糖醛酸转移酶，代谢成霉酚酸葡萄糖醛酸酯（MPAG），失去药理活性，87%的MMF以MPAG的形式通过肾小管排泄，6%从粪便排出，极少量（≤1%）以MMF原形从尿中排泄。MMF的吸收与肝功能有关，肝功能越差，吸收越少，两者呈正相关。在临床上，MMF一般与CsA或FK506联合使用来治疗器官移植排斥反应，降低肝移植后急性排斥反应的发生率，同时可减少FK506或CsA的用量，从而降低它们的肾毒性。另外也用于治疗一些自身免疫性疾病，如狼疮性肾炎和一些肾小球疾病，在减少尿蛋白和改善肾功能方面有效。由于MMF代谢个体差异性普遍存在，固定给药剂量带来疗效差异和不必要的不良反应。因此通过监测血MPA浓度来调整剂量，在制订药物最小化给药方案时达到临床疗效又减轻不良反应。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐4。
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      图18‐4 使用MMF患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    MPA是选择性的非竞争的可逆的肌苷‐磷酸脱氢酶抑制剂；MMF一般与CsA或FK506合用治疗器官移植排斥反应和一些自身免疫性疾病；MPA药效和不良反应与药代动力学密切相关，在临床上，需要对MPA进行血药浓度常规监测，同时进行血细胞分析和微生物检查，制订最小化给药方案，以取得最好疗效又降低感染等并发症的风险。
  


  
    1﹒血浆MPA浓度测定
  


  
    采用EMIT或HPLC测定血浆中MPA浓度。建议采血时间：下次剂量前时刻（谷浓度，C0），服药后0.5小时（C0﹒5），服药后2小时（C2），肝素是推荐的采血抗凝剂。
  


  
    推荐MPA治疗范围（按MPAAUC计算）：AUC＝30～60mg·h／L
  


  
    AUC计算公式为：
  


  
    与CsA联用时：AUC＝11.34＋3.1×C0＋1.102×C0﹒5＋1.909×C2
  


  
    与FK506联用时：AUC＝7.75＋6.49×C0＋0.76×C0﹒5＋2.43×C2
  


  
    2﹒血细胞分析
  


  
    主要观察白细胞、血红蛋白、血小板等指标；长期服用或高水平MPA‐AUC，容易造成血液系统障碍，如贫血、白细胞减少等，减量或停药后可消失。
  


  
    3﹒微生物检查
  


  
    主要是巨细胞病毒。长期联合MMF和CsA或FK506使用，可能造成并发感染，特别是巨细胞病毒感染阳性。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    低水平MPA‐AUC导致移植器官排异，高水平MPA‐AUC及长期服用也易出现蓄积现象，增加了感染等药物不良反应的风险。MPA的常见不良反应包括胃肠道反应如恶心、呕吐、腹泻，血液系统障碍如贫血、白血病和感染几率增加，特别是巨细胞病毒感染等。近年来的研究证明体内药物浓度和不良反应发生率呈正相关﹒肾移植患者，采用三联用药（CsA＋MPA＋Pred），MPA给药前血浆谷浓度（C0）＞1.55mg／L或AUC＞30mg·h／L，排斥反应发生的几率大大减少，C0上限在3.5mg／L或AUC＜60mg·h／L；心脏移植后的第一年，MPA的C0＞3mg／L或AUC＞42.8mg·h／L为MPA治疗窗的下限。
  


  
    MMF的免疫抑制效果以及药物不良反应时间均与药代动力学密切相关，个体间和个体内药动学差异大，服用相同剂量的MMF，不同患者之间C0可相差10倍，AUC也可相差5倍；影响MMF药动学的因素主要包括移植器官的功能、并发症和联合用药等；肾功能损伤会降低MMF的代谢物MPAG的清除，引起MPA的AUC增加，血浆蛋白浓度的减少和内源性物质的蛋白竞争性结合，可降低MPA的蛋白结合率，使MPA游离部分以及游离MPA‐AUC的增加；合用抗酸剂可降低MMF的吸收，降低MPA最大峰浓度（Cmax）和AUC；食物摄入可降低MPA的Cmax约25%，但不改变AUC。常用的三联用药中糖皮质激素可诱导肝葡糖醛酸化酶，加速MMF的代谢，FK506会抑制MMF的代谢，而合用CsA会促进MMF的代谢，且可能与CsA剂量有关；因此在器官移植早期，特别是与CsA或FK506合用时，及时控制MPA‐AUC在推荐治疗范围内，防止发生不良反应。
  


  
    第五节 地高辛药物浓度监测
  


  
    地高辛（digoxin，DX）是由毛花洋地黄提纯制得的中效强心苷，其口服吸收不完全，也不规则，生物利用度60%～80%，血浆蛋白结合率25%，半衰期30～36小时，原形主要经肾脏排泄，少部分在肝脏代谢，肝肠循环7%。临床上应用于治疗各种急、慢性心功能不全及室上性心动过速、心房颤动和扑动等。由于其治疗指数低，治疗窗狭窄，个体差异大，常规剂量亦可导致中毒或达不到疗效，治疗浓度与中毒浓度间又存在重叠现象，使其有效治疗剂量难以掌握，因此，目前临床对其进行血药浓度监测已作为调整给药方案、保持有效血药浓度及预防中毒的主要手段。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐5。
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      图18‐5 使用DX患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    地高辛为强心苷类药物，因其作用机制复杂，治疗安全范围小，药动学、药效学个体差异大，且血药浓度与药物的疗效和毒性密切相关，故在临床治疗过程中，及时监测地高辛的血药浓度，检测肝肾功能和电解质，从而制订合理的个体化给药方案，实现临床用药安全有效。
  


  
    1﹒DX浓度测定
  


  
    采用EMIT或荧光偏振免疫法测定血浆中的DX浓度；建议采血时间在上次剂量后8～24小时；目前国内通常以0.8～2.0μg／L为地高辛有效血药浓度治疗范围，肝素是推荐的采血抗凝剂。
  


  
    2﹒生化指标
  


  
    肾功能指标。如果肾功能受损，如血肌酐升高，要造成DX浓度升高而中毒，从而影响治疗效果。因此患者在肾功能减退时，要适时减量应用DX。
  


  
    3﹒血清电解质
  


  
    主要检测血清钾。低钾血症可加重DX引起的房室阻滞，特别是充血性心力衰竭的患者应用DX的同时应予以补钾以增加体内钾离子含量。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    因为DX效果是由许多因素决定的，DX的治疗剂量和毒性剂量之间有重叠，在解释血药浓度时只有与整体临床情形的评估相结合才可以。以治疗剂量服用时，影响DX浓度和药效的因素有：
  


  
    1﹒电解质失调和酸碱失衡
  


  
    DX浓度在通常认为的治疗范围时如出现下列情况则会有潜在的毒性：低钾血症（如在合并使用利尿剂时出现）、高钙血症、低镁血症。而在酸碱失调、组织缺氧、急性心肌梗死、心肌病变和心脏瓣膜病等情况时对DX的耐受性降低。
  


  
    2﹒引起DX药物动力学改变的发病情况
  


  
    原因有肾功能不全而使肾小球滤过率下降的患者、老年人，因吸收不良综合征而使小肠吸收功能受损的患者。甲减患者DX浓度比依据剂量预测的高，而甲亢患者则低。
  


  
    3﹒药物相互作用的干扰
  


  
    见表18‐3。因此，我们在分析地高辛血药浓度结果的同时，还要考虑到药物相互作用的问题。在临床用药时，应适当调整地高辛剂量，或改用其他剂型、其他种类的药物，或间隔一定时间分开服用，以确保安全、有效用药。
  


  
    [image: ]


    
      表18‐3 DX与其联用药物的相互作用
    


    

  


  
    综上所述，有很多因素影响DX浓度，当对测定结果做出解释时，应考虑上述因素是否对结果产生影响及影响的程度，另外还要正确认识测定结果，结果不是衡量疗效的唯一标准，血药浓度测定只是配合临床治疗，关键看药物疗效，不可片面强调为达到某一范围的浓度而调整剂量。
  


  
    第六节 卡马西平药物浓度监测
  


  
    卡马西平（carbamazepine，CBZ），其化学结构与三环类抗抑郁药近似，为亚胺基二苯乙烯衍生物，但无抗抑郁活性。它是一种电压依赖性钠通道阻滞药，延长动作电位兴奋期，抑制丘脑腹前核至额叶的神经冲动的传导；口服吸收慢且不规则，服药后4～8小时达到峰值，初次服药2～4天后达稳态血浓度，进食同时服用可增加吸收，消除半衰期在连续治疗时为10～30小时，血浆蛋白结合率为75%～80%，主要通过肝脏代谢成具药理活性的卡马西平10、11‐环氧化物，只有1%原型药物通过尿液排泄，几乎完全以代谢物的形式从尿中排出，少量从粪便排出。卡马西平又是强药酶诱导剂，既可诱导一些药物使其血药浓度降低，影响疗效，又可诱发自身代谢，降低疗效。临床上时常CBZ单独给药或合并其他抗癫痫药物来治疗癫痫、周围神经痛、精神性疾病等。由于卡马西平的有效药物浓度范围窄，个体差异大，血药浓度与其疗效和毒副作用的关系密切，仅依靠临床观察，短期内难以判断疗效或毒性。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐6。
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      图18‐6 使用CBZ患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    CBZ是强药酶诱导剂，该药的治疗血药浓度及半衰期个体差异大，容易出现不良反应，加之其自身诱导代谢和其他药物诱导的代谢，都能使卡马西平的血药浓度和药代动力学过程发生较大的改变。因此，临床上应加强血药浓度监测，同时进行血细胞分析，制订合理的给药方案，防止毒副作用的发生。
  


  
    1﹒CBZ血药浓度测定
  


  
    采用EMIT或HPLC方法测定血浆中CBZ浓度；建议采血时间：测峰值在最后一次服药6～8小时，测谷值在下一次服药前即刻；国内推荐治疗范围是4～10mg／L，肝素是推荐的采血抗凝剂。
  


  
    2﹒血细胞分析
  


  
    由于患者服用CBZ后主要不良反应是骨髓抑制、白细胞减少、粒细胞缺乏、血小板减少、紫癜、再生障碍性贫血，因此定期检查血细胞分析（包括白细胞、血小板等指标），及时发现血液系统异常，及时停药，停药后应注意给患者补充含适量蛋白质、铁剂、维生素等营养食品，必要时给予促进红细胞再生的药物。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    卡马西平的抗癫痫作用主要是治疗简单部分发作，复杂部分发作及全身性强直‐阵挛发作的首选药物，也是治疗儿童癫痫伴中央颞区棘波的首选药物，对复杂部分性发作疗效优于其他抗癫痫药，对精神运动性发作疗效较好。
  


  
    CBZ血药浓度的影响除了遗传、环境、生理、病理等因素外，与其他药物的相互作用也是一个重要原因，如丙戊酸、苯巴比妥、氯硝西泮等抗癫痫药物能降低CBZ浓度，而氟康唑、西咪替丁、异烟肼、大环内酯族抗生素醋竹桃霉素等药物能升高CBZ浓度。提示临床在合并应用这些药时，要注意检测CBZ的血药浓度，避免CBZ血药浓度过低或过高，导致治疗无效或CBZ中毒的危险。
  


  
    卡马西平个体化给药原则：应从小剂量开始，在监测血药浓度的情况下逐步增加剂量至有效血浓度，这样可避免因盲目加药导致药物过量产生毒副作用，此外随时了解患者服药情况，避免因患者自行减药或停药导致已得到控制的癫痫复发，如果血药浓度已达到有效浓度范围的上限而癫痫发作仍未有明显控制应更换另一种药或联用其他抗癫痫药。
  


  
    第七节 丙戊酸药物浓度监测
  


  
    丙戊酸钠（sodiumvalproate，VPA），是目前最常用的抗癫痫药物之一，作用机制与抑制电压敏感性Na＋通道有关，抑制γ‐氨基丁酸（GABA）代谢酶，使脑内GABA聚积，抑制病灶神经元过度放电，同时遏制异常放电的扩散。VPA口服体内吸收较好，一般空腹服药经0.5～2小时达最高血药浓度，饭后服药可延迟至2～4小时；VPA吸收入血后，主要与血浆白蛋白结合，结合率为84%～94%，半衰期为7～8小时，初次服用VPA经2～3天达稳定的血药浓度。它主要分布在细胞外液和肝、肾、脑等组织中，脑脊液内的浓度为血浆浓度的10%，大部分由肝脏代谢，主要经肾排出，能通过胎盘，能分泌入乳汁（浓度为母体血药浓度的3%）。VPA可治疗各型癫痫，总有效率达83%，其中对单纯失神性发作、全身强直阵挛性发作（GTC）、GTC合并失神发作疗效最好，单纯部分性发作（SP）和复杂部分性发作（CP）疗效次之，对儿童良性中央回颞叶癫痫、获得性癫痫失语症、慢波睡眠相持续棘慢波癫痫及强直性发作也有效；对精神运动性发作、局限性发作和一些难治性癫痫，在原用药物的基础上加用VPA，也常能奏效。血药浓度与剂量有较高相关，但不稳定；同时血药浓度与疗效之间的个体差异也较大，因此，在为癫痫患者设计给药剂量时，应进行VPA的血药浓度监测，做到个体化给药，最大限度发挥疗效，尽可能避免和减少不良反应的发生。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐7。
  


  
    二、相关实验
  


  
    VPA是一线广谱抗癫痫药物，其药代动力学及药效学个体差异较大，血药浓度高低与疗效和不良反应密切相关的。因此，在临床上需进行VPA血药浓度监测，定期对肝功能检查和血细胞分析，以利于抗癫痫的个体化治疗。
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      图18‐7 使用VPA患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    1﹒VPA血药浓度测定
  


  
    采用EMIT或HPLC方法测定血浆中CBZ浓度；建议采血时间：测峰值在服药后1～4小时，测谷值在下一次剂量之前；专家推荐的治疗范围为50～100mg／L，肝素是推荐的采血抗凝剂。
  


  
    2﹒生化指标
  


  
    肝功能指标：特别是在治疗头半年内如果有谷丙转氨酶进行性升高4～6周，应每1～2周复查一次肝功能，多数患者继续用药期间恢复正常，如果谷丙转氨酶升至80IU以上，应考虑停药。
  


  
    3﹒血细胞分析
  


  
    主要是白细胞、纤维蛋白原、血小板等指标。长期服用VPA，可引起凝血时间延长、白细胞减少、纤维蛋白原减少、淋巴细胞减少、凝血因子下降、血小板减少，用药时间越长，降低越明显，与药物的剂量和服用时间有关，停止后即可恢复，提示丙戊酸钠治疗期间检测血细胞分析是有必要的。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    目前国内外常规推荐VPA的血药浓度治疗范围50～100mg／L，但丙戊酸钠的药代动力学个体差异很大。为理想地控制癫痫发作，同时最大限度地避免或减少不良反应，建议丙戊酸钠治疗时，从小剂量开始，在血药浓度监测下逐渐加量，保证以最小的有效量达到最佳的治疗效果。即使在有效血药浓度范围内的患者，也有可能症状未控制。由此建议在加大药量的同时，给予血药浓度监测，并密切观察疗效有无明显改进，如出现不良反应和无疗效，应考虑换药。换药时切忌骤停原药，需在加用药量达到稳态血药浓度后，再递减原药，原药逐步减量至停药，不宜一增一减同时进行。
  


  
    血药浓度与剂量有较高相关，但不稳定，同一剂量的不同个体，有的患者之间的血药浓度相差6倍。特别是儿童的用药剂量与血药浓度之间更不稳定。另外，丙戊酸钠的血药浓度与疗效之间的个体差异也较大，血药浓度低于治疗窗的一些患者的症状控制得很好，而在治疗窗范围内或高于治疗窗的患者，癫痫症状却未能控制；此外，VPA与其他药物的相互作用也显示：与地西泮合用，可增加血药浓度，抑制呼吸作用，与红霉素及扑米酮使用增加毒性；能增加苯巴比妥浓度。与卡马西平及苯妥英钠使用时，血药浓度降低。因此，在为癫痫患者设计给药剂量时，不能仅凭剂量来估计血药浓度，应进行丙戊酸钠的血药浓度监测，并根据患者的实际情况如发病时间、发作症状、并用药物等综合判断，做到个体化给药。
  


  
    第八节 苯妥英药物浓度监测
  


  
    苯妥英（phenytoin，PHT），能抑制细胞外Na＋的被动内流，导致细胞膜稳定化，升高其兴奋阈值，阻止脑部异常电位活动向周围正常组织扩散，从而制止癫痫发作。PHT吸收缓慢且不规则，主要吸收部位在小肠近端。本品吸收后广泛分布于全身，并能透过血‐脑脊液屏障和胎盘，本品血清蛋白结合率较高（90%～93%），且可随血浆pH的升高而增加，苯妥英主要在肝内代谢，大部分通过细胞色素P450代谢成无活性的羟基化合物，羟化后的代谢物约75%以上以与葡萄糖醛酸结合的形式经尿排泄，极少部分约2%以原形排泄。苯妥英是最常用的抗癫痫药之一，对癫痫大发作、部分性发作和精神运动性发作有效，但对小发作无效。苯妥英具有零级动力学特征，多次给药时，稳态血药浓度和剂量不呈成线性关系，剂量轻微的改变可导致血药浓度大幅度增加，其消除率的个体差异大，容易发生有临床意义的药物相互作用，易受肝药酶诱导药和抑制药影响，常须监测血药浓度以调整维持量，以便达到更合理的个体化给药。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐8。
  


  
    [image: 使用PHT患者的实验室分析路径图]


    
      图18‐8 使用PHT患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    苯妥英钠是一种常用的抗癫痫药，其抗癫痫的血药浓度与药物中毒的浓度很近，安全范围窄，治疗指数低，个体差异很大，易产生较严重的不良反应，因此，在临床上需要定期检测PHT浓度，同时观察肝肾功能指标和血细胞分析参数，保证用药的有效性和安全性。
  


  
    1﹒PHT血药浓度测定
  


  
    采用EMIT或HPLC方法测定血浆中PHT浓度；建议采血时间为在下一次剂量之前测谷值或在用药间隔期内；临床推荐治疗范围：成人和儿童10～20mg／L、早产儿和足月新生儿6～14mg／L、婴儿（2～12周）游离PHT初始治疗血清浓度范围是1～2mg／L，肝素是推荐的采血抗凝剂。
  


  
    2﹒血细胞分析
  


  
    主要包括白细胞、血小板等指标。长期应用苯妥英钠可出现粒细胞降低、血小板减少，甚至再生障碍性贫血，由于个体差异较大，应用苯妥英钠的患者早期应注意血白细胞的变化，以早发现特别敏感的患者；对于粒细胞缺乏患者服用PHT应谨慎。
  


  
    3﹒生化指标
  


  
    主要是肝功能指标。PHT主要通过肝代谢，对于长期使用PHT的患者，容易导致肝损害（主要是肝酶AST和ALT升高的改变），用药期间应定期验血查肝功能，一旦发现异常，应立即停药或换药，以防止病情恶化。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    PHT具有与其他抗癫痫药物不同的非线性药代动力学（零级动力学）特性。当血药浓度在一定范围内时，血药浓度随剂量的增加而增高，为线性代谢（一级动力学过程）；当血药浓度达一定水平后，小剂量PHT的增加可导致血药浓度的急剧增加而发生中毒，为非线性代谢（零级动力学过程），这是因为PHT的代谢需要酶的参与，而肝内代谢酶系统易达饱和状态，药物的解毒速率随剂量的增加而减慢，故剂量越大药物的蓄积作用越明显，发生毒性反应的情况和程度与血药物浓度一般呈平行关系，加之少数患者个体差异很明显。因此，临床用药后定时测定血PHT药物浓度，对指导临床用药及提高癫痫的治疗效果都具有重要意义。
  


  
    PHT为强药酶诱导剂，与其他药物合用时，可影响血药浓度。PHT与环丙沙星合用时可降低其血药浓度；与青霉素类、头孢菌素类合用可减慢PHT在肾小管的排泄而使血药浓度增高；当与另外一种抗癫痫药物VPA合用时，PHT的吸收，代谢和消除减慢，PHT浓度增加，可能造成中毒危险，同时VPA的吸收减慢，代谢和消除加快，造成VPA常规剂量达不到预期的治疗效果。进食也可促进PHT的吸收。因此，PHT应尽量避免与其他药物联用，提倡单一用药，从而减少药物的相互作用，并易于疗效评定。当单药治疗达到最大耐受量仍不能有效控制发作时，才考虑联合用药。如必须联合用药时，应尽量减少有肝药酶诱导作用的药物，且应进行血药浓度监测，否则极易导致严重的不良反应。
  


  
    由于老年患者机体对抗癫痫药的肾清除率、肝消除作用减低，服药顺从性差，儿童患者药物代谢酶系统发育不完全，故应用本类药物时应从小剂量开始，谨慎用药，严密观察临床症状，仔细调整剂量，着眼于个体化给药。
  


  
    综上所述，PHT常用于癫痫治疗，但其不良反应较多，有的不良反应可因停药而痊愈，而有的却能造成不可逆损伤。临床医师在应用PHT时，不仅要关注其治疗效应，还应密切关注其不良反应所致严重危害，实施个体化给药方案，尽量降低各种不良反应的发生率，力求达到最佳疗效。
  


  
    第九节 苯巴比妥药物浓度监测
  


  
    苯巴比妥（phenobarbital，PB）为长效巴比妥类药物，有镇静、催眠、抗惊厥等作用；PB呈弱酸性，难溶于水，口服吸收较完全，其与血浆蛋白结合率为45%左右，生物利用度为85%；苯巴比妥的消除半衰期，成人为50～120小时，儿童为40～70小时；服药4～8小时血药浓度达到高峰，PB在体内吸收后主要由肝脏代谢，经肾脏排出。至今PB仍是临床常用的抗癫痫药物之一，特别是在癫痫大发作和局限性发作的控制方面具有重要意义。临床上，PB多与其他抗癫痫药物合并使用。由于该药物在人体内的吸收、代谢和消除个体差异较大，同时该药物的临床治疗安全范围较窄，容易出现药品不良反应，其疗效及毒性与血药浓度关系密切，加之其自身药酶诱导效应和其他药物间的相互作用，容易使其药动学发生较大变化，因此在临床治疗中进行血药浓度监测和个体化给药具有重要的临床意义。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐9。
  


  
    [image: 使用PB患者的实验室分析路径图]


    
      图18‐9 使用PB患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    苯巴比妥为抗癫痫一线药物，多用于儿童患者，其临床疗效、毒性反应与血药浓度密切相关，因此，在临床上，要定期检测PB的血药浓度，同时检查肝肾功能，防止毒性反应的发生。
  


  
    1﹒PB血药浓度测定
  


  
    采用EMIT或HPLC方法测定血浆中PB浓度；建议采血时间：在下一次剂量之前测谷值或在用药间隔期内；专家推荐治疗范围为15～40mg／L，肝素是推荐的采血抗凝剂。
  


  
    2﹒生化指标
  


  
    包括肝功能（酶系等）和肾功能指标。PB多用于儿童癫痫患者，由于儿童的肝肾功能不健全，对于长期单独使用PB或与其他抗癫痫药物合用，可能会导致肝功能损害，主要是AST和ALT升高明显；另外也会有肾脏功能的损伤，以致出现肌酐和尿素氮的升高。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    由于苯巴比妥在人体内的吸收、代谢和消除个体差异较大，同时该药物的临床治疗安全范围较窄，容易出现药品不良反应，其临床疗效、毒性反应与血药浓度密切相关，血药浓度在有效血药浓度范围内时其与剂量接近线性关系，说明PB在临床上应用较为简单可靠。但与其他抗癫痫药物一样，要注意儿童患者，由于其药物代谢较成人迅速，在常规剂量时，即使血药浓度在有效血药浓度范围内，也往往有患儿出现了中毒症状。所以在具体到每个癫痫患者的给药方案制订时，必须综合考虑患者的血药浓度监测结果和临床症状的控制情况，进行个体化给药，才能取得较好疗效。
  


  
    PB是较强的肝药酶诱导剂，在与其他抗癫痫药物合用时要注意其相互作用：其中VPA、CBZ和PHT均增加PB的清除率，使PB浓度降低；而氯硝西泮，托吡酯则会降低其清除率，使PB浓度升高，因此合并使用这些药物时，注意监测PB浓度，以保证安全有效的用药。
  


  
    因胆红素与PB竞争地结合蛋白，使PB药物的蛋白结合率降低，体内游离药物浓度相对较高，比如像高胆红素血症患儿给药应慎重，应在用药期间及时监测血药浓度，防止蓄积中毒。
  


  
    第十节 茶碱药物浓度监测
  


  
    氨茶碱（aminophyline）系茶碱（theophyline，TP）与乙二胺的结合物，属于黄嘌呤类生物碱，它能抑制磷酸二酯酶（PDE）、减少细胞内cAMP的分解，从而提高cAMP浓度，使气道平滑肌松弛，改善通气功能。口服吸收迅速，在体内释放出茶碱，约90%经肝脏微粒体酶代谢转化成相对无活性的代谢物，在新生儿茶碱也同样转化为咖啡因，只有约10%原形由尿排出；茶碱的血浆半衰期，在不同个体间差异很大，成人3～12小时，儿童（1～17岁）及吸烟者2～6小时，早产儿及肝硬化患者30小时；女性对本品的吸收与清除速率均较男性慢。它具有强心、利尿、舒张支气管平滑肌的作用，亦具有兴奋呼吸中枢和呼吸肌作用，是临床上应用最广泛的平喘药之一。由于氨茶碱有效血药浓度范围小，治疗指数低，加之个体差异大，临床用药均较谨慎，通过对TP血药浓度的监测，给氨茶碱治疗哮喘调整剂量提供了科学依据。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐10。
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      图18‐10 使用TP患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    氨茶碱为治疗支气管哮喘常用而且有效的药物，其用量和给药方法与临床治疗效果关系密切，氨茶碱有效剂量的个体差异较大，因此临床上应根据监测TP血药浓度，调整剂量和给药方法，保证临床疗效。
  


  
    TP血药浓度测定 采用EMIT或HPLC方法测定血浆中TP浓度。建议采样时间：连续输注，直到平台期到来的过程中，即从开始输注后4～8小时，12小时，24小时，48小时这几个时间点及进一步治疗需要调整剂量时；测谷值在即将服用下一次维持剂量之前，测峰值则在上次剂量后1小时（缓释制剂大约4小时）。治疗范围：成人和儿童为5～20mg／L，早产儿为6～11mg／L，肝素是推荐的采血抗凝剂。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    茶碱的不良反应与茶碱血药浓度密切相关，茶碱血药浓度的有效范围应是5～20mg／L，当血药浓度高于20mg／L时易发生不良反应，主要表现为消化系统、心血管系统、神经系统症状，故茶碱血药浓度超过20mg／L是目前诊断茶碱中毒的重要标准。低于5mg／L时不起作用，因此对茶碱进行血药浓度监测是预防茶碱中毒和保证疗效的重要手段。
  


  
    影响茶碱血药浓度的因素：
  


  
    1﹒患者本身疾病因素和嗜好
  


  
    如肝功能不正常、肺心病等疾病因素提高茶碱血药浓度，嗜烟能降低茶碱血药浓度，易使茶碱血药浓度偏低。
  


  
    2﹒合并用药
  


  
    见表18‐4。
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      表18‐4 TP与其联用药物的相互作用
    


    

  


  
    3﹒药物制剂本身
  


  
    现在市场有茶碱缓释片、控释片、控释胶囊等较多种类，剂量用法各异，即使含量相同，溶解度、生物利用度差别也较大。总之，由于存在明显个体差异，因此仅依据体重来制订摄入剂量是不可靠的，对患者来说有时甚至是危险的。
  


  
    测定茶碱浓度的指征如下：怀疑中毒，治疗失败，连续静脉注射给药；不明确先前茶碱的使用情况，患者有药物动力学的改变（如有间歇发作疾病、烟草类型改变、药物干扰等）。可采用药物动力学方法来调节个体的剂量。
  


  
    第十一节 甲氨蝶呤药物浓度监测
  


  
    甲氨蝶呤（methotrexate，MTX）是一种代谢类抗肿瘤药物，通过抑制细胞中的二氢叶酸还原酶，特异性抑制DNA的合成，从而发挥抗肿瘤细胞作用。MTX静滴后，血药浓度迅速下降，首先是向细胞外液转运，然后随时间变化向体内各组织分布，MTX消除半衰期分别为2～4小时和10～20小时，血清MTX浓度出现生物指数下降，绝大多数（80%）以原形经肾脏排泄，小部分通过胆囊到达小肠经历肠肝循环，代谢物为4‐氨基‐4脱氧‐N10‐甲基蝶酸和7‐羟甲氨蝶呤（被认为有潜在神经毒性）。临床上主要用于恶性肿瘤如成骨细胞肉瘤和儿童急性淋巴细胞白血病的化疗。MTX化疗效果和不良反应与血药浓度密切相关，而同一个体在不同时间使用同一给药方案，甲氨蝶呤的血药浓度存在较大差异。因此，通过动态检测MTX的血药浓度，为临床制订合理的给药方案提供科学依据，以减少毒副作用的发生。
  


  
    一、实验室分析路径
  


  
    实验室分析路径见图18‐11。
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      图18‐11 使用MTX患者的实验室分析路径图
    


    

  


  
    二、相关实验
  


  
    MTX是治疗白血病和抗肿瘤的化疗药物，临床上采用大剂量MTX化疗，大大增加了其毒副作用；因此，在化疗期间，通过监测MTX血药浓度，检查肝肾功能指标，血细胞和尿液分析参数，调整剂量，实现个体化给药，尽量减少毒副作用，使MTX的化疗达到预期效果。
  


  
    1﹒MTX血药浓度测定
  


  
    采用EMIT或HPLC方法测定血浆中MTX浓度。建议采血时间：在开始服药后24小时和48小时，72小时也经常采用。若出现清除延迟，需进一步采血直至MTX的浓度在0.05～0.1μmol／L。为了避免严重毒副作用，专家推荐治疗浓度范围为在大剂量MTX治疗时（输注时间4～6小时），血浆MTX浓度应保持在以下阈值之下，在开始治疗24h＜10μmol／L，48h＜1.0μmol／L，72h＜0.1μmol／L。
  


  
    2﹒生化指标
  


  
    包括肝、肾功能指标，由于使用MTX化疗，可能造成肝脏和肾脏损害，使ALT升高明显，血β2微球蛋白，肌酐和尿素氮显著升高，影响MTX的代谢和排泄，及时发现，及时处理。
  


  
    3﹒血细胞分析
  


  
    主要是白细胞和血小板。由于MTX化疗造成骨髓抑制，使白细胞和血小板下降明显，必须及时采取措施进行治疗，停药后可恢复正常。
  


  
    4﹒尿液检查
  


  
    包括尿量、尿液pH、24小时尿蛋白，β2‐MG（微球蛋白）等。在MTX化疗时，可导致尿量减少，pH发生改变，24小时尿蛋白和β2‐MG显著升高（损伤部位肾小管），因此可以及早发现肾脏损害并及时给予治疗，有重要意义。
  


  
    三、结果判断与分析
  


  
    MTX是二氢叶酸还原酶的抑制剂，具有治疗指数低、毒性高的特征。肝肾疾病及酸性尿时，可使MTX清除率下降；有腹水和胸膜积液时半衰期延长；MTX浓度超过阈值时有毒副作用，其强度取决于超过阈值的整个长度，而不是超过阈值的强度；由于严重不良反应与血药浓度高低及持续时间长短有关，对MTX浓度的监测有助于早期发现对患者可能造成的危险。如有必要可给予解毒药甲酰四氢叶酸及时采取措施促进肾脏的排泄以避免产生威胁生命的副作用。甲酰四氢叶酸应当连续使用，直到MTX浓度已下降至低于0.1μmol／L。
  


  
    非甾体药物可致肾功能损害，减少MTX的清除，阿司匹林可从血浆中置换MTX或与其竞争排泄通道，从而导致肾毒性增强，因此在化疗期间，应禁用非甾体药物。
  


  
    第十二节 典型病例分析
  


  
    病例一
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，66岁。因慢性肾功能不全、高血压入院，第1天（术前）肝、肾功能检查；第2天进行同种异体肾移植术。手术顺利，术后即行抗感染、抗排异、降血压治疗。所用主要药物为：静脉滴注拉氧头孢8天，再静脉滴注甲泼尼龙，口服霉酚酸酯（骁悉）、硝苯地平控释片。术后第3天检查肝、肾功能；从第4天起开始口服免疫抑制剂他克莫司（普乐可复，FK506）4mg，每天2次。连续口服普乐可复5天后，检查肝功能指标，发现异常，立即停用他克莫司，改服环孢霉素100mg，2次／天进行免疫抑制治疗，并同时给予保肝药硫普罗宁（凯西莱）静脉滴注，口服水飞蓟宾（利加隆）连续2周后肝功能恢复正常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    第1天（术前）肝、肾功能检查：ALT32.5U／L，AST25.2U／L，RUN20.4mmol／L，Cr 1300μmol／L。
  


  
    术后第3天检查：ALT26.9U／L，AST36.9U／L，RUN9.2mmol／L，Cr163μmol／L。
  


  
    连续口服普乐可复5天后：ALT269.3U／L，AST238.2U／L；FK506血药浓度为7.78μg／L（正常血药浓度5～15μg／L）。
  


  
    改用环孢霉素和保肝治疗连续5天后：ALT302.1U／L，AST197.7U／L，RUN13.9mmol／L，Cr146μmol／L，继续保肝治疗。
  


  
    2周后：ALT53.2U／L，AST46.5U／L，RUN10.6mmol／L，Cr89μmol／L。
  


  
    分析：
  


  
    患者为肾移植，肾功能在恢复期，选用了对肝肾功能影响小的药物FK506，剂量为8mg／d，服用FK506后，患者AST和ALT明显升高，但血药浓度测定结果在正常范围内，经过改换环孢霉素和保肝治疗后恢复正常，以此说明，即使FK浓度在正常范围内，免疫抑制药物还是会对肝功能产生影响；因此在应用免疫抑制剂时要密切检测患者的肝、肾功能及血药浓度，及早发现问题，减少药物毒性对患者的影响。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肾移植受者，FK506用药的毒副作用。
  


  
    病例二
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，36岁。患者因尿毒症行同种异体肾移植手术，术后服环孢霉素、霉酚酸酯、泼尼松等抗排异。术后55天检测CsA血药浓度；后因腹泻于术后58天加服小檗碱0.3gtid，其他用药方案未改变，加服小檗碱12天（术后72天）再次检测CsA血药浓度，因腹泻症状消失于术后73天停服小檗碱，其他用药方案未改变，1周后（即术后79天）测定CsA血药浓度。
  


  
    实验室检查：
  


  
    术后55天测环孢霉素（CsA）血药浓度为212.33ng／ml；
  


  
    术后72天（加服小檗碱12天）CsA浓度为516.08ng／ml。
  


  
    术后79天（停用小檗碱1周后）CsA浓度为363.75ng／ml。
  


  
    分析：
  


  
    从该病例实验室检查可以了解到，小檗碱可使CsA浓度升高，一旦停用，CsA浓度就会逐渐下降；小檗碱抑制P450酶，使CsA代谢下降，从而升高CsA浓度。所以联合用药应注意能使CsA浓度升高或降低的相互作用以及毒副作用。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肾移植患者，CsA合并用药中毒反应。
  


  
    病例三
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，47岁，由于乙型肝炎肝硬化、肝肾综合征和肝性脑病Ⅰ期入院，于入院后第三天行同种异体原位肝移植术。患者入院时神志尚清，查体合作。术后患者肝性脑病得以纠正，由于呼吸衰竭转入重点护理病房。术后第一天下午8时给予FK506，2mg，一日两次。第二天下午8时，第一次检查FK506血药谷浓度较低，怀疑患者由胃贲门括约肌处于松弛状态存在吸收障碍所致，故不适于胃内给药。第三天上午8时，改为FK506针剂4mg静脉注射，12小时一次，下午8时第二次查FK506的血药谷浓度上升，此时患者神志淡漠、嗜睡，但呼之睁眼。第四天上午8时医嘱建议减少剂量，给予FK5063mg，6小时内静脉点滴。12小时后第三次FK506血药浓度剧升，超过参考范围，同时患者出现谵语、神志恍惚、抑郁、抽搐等神经症状，并频烦出现张嘴、吐舌动作。此时血药浓度已高出目标浓度近一倍，患者已出现明显的精神症状。医嘱建议暂停FK506静脉点滴。停用近1小时后，患者神志趋向好转。第五天，患者神志基本恢复，但有时仍不能正确应答。第六天上午8时，改为片剂2mg，鼻饲，12小时一次，下午8时第四次查血药谷浓度下降。至第七天，患者神志清楚，可点头眨眼示意。当日上午8时第五次检测FK506血药浓度，恢复正常。
  


  
    实验室检查：
  


  
    术后口服FK50624小时后（第一次）浓度为2.7ng／ml。
  


  
    改用FK506针剂12小时后（第二次）的浓度为17.3ng／ml。
  


  
    第三次FK506浓度超过30ng／ml。
  


  
    第四次FK506浓度为16.6ng／ml。
  


  
    第五次FK506浓度为7.1ng／ml。
  


  
    分析：
  


  
    患者第三次FK506浓度超过正常参考范围。本例患者由于吸收障碍，口服FK506难以迅速达到治疗浓度范围，故采用静脉给药。血药浓度达到17.3ng／ml时患者即产生精神症状，超过30ng／ml时出现明显的神经毒性。停药后症状逐渐消失。可以肯定神经毒性是由于FK506的血药浓度升高所致。静脉给药剂量过大是造成FK506浓度过高的主要原因。因此，在使用FK506时应尽量根据患者的肝肾功能适量给药，合理计算，在调整剂量的前提下密切检测FK506的浓度等指标，制订合理的给药方案。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肝移植患者，FK506中毒反应。
  


  
    病例四
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，45岁。1个月前出现逐渐加重的头部胀痛，以双侧颞部为主，伴轻度头晕，收入院。早期因癫痫大发作开始使用苯妥英钠（PHT）治疗，近3年PHT渐减至50mg，每日2次口服，至今癫痫未再发作。体征和生化指标正常。入院后患者头部胀痛、头晕逐渐加重，并开始出现恶心、食欲缺乏，继而出现急性加重的口齿不清、谵语、烦躁不安、睁眼乏力、不能坐起等症状。第一次检查PHT血药浓度过高，嘱立即停服PHT，予丙戊酸0.6g／d，分次口服，静脉补液支持治疗。3天后复查PHT血药浓度（第二次），所有症状逐渐缓解、消失，13天后再次复查PHT浓度，达到较低水平，康复出院。
  


  
    实验室检查：
  


  
    第一次PHT血药浓度为54.97μg／ml。
  


  
    停服PHT3天后第二次PHT血药浓度为40.02μg／ml。
  


  
    停服PHT13天后PHT血药浓度为4.22μg／ml。
  


  
    分析：
  


  
    患者PHT浓度超过正常参考范围（10～20mg／L）。因为PHT具有非线性动力学体征，该患者长期服用PHT，造成药物蓄积，表现出食欲缺乏、眼球震颤、小脑性共济失调等典型的PHT中毒症状。所以，对于有癫痫病史及服用过抗癫痫药者，不论其初步提供的病史是否继续服药、剂量大小，出现头痛、头晕、共济失调或其他可疑PHT毒性反应者，建议常规检测PHT血药浓度，明确鉴别。对于PHT中毒者，可减少剂量或撤换有效抗癫痫药，同时静脉补液、支持治疗，加快药物排泄，严重中毒者可行透析疗法以尽快降低血浆药物浓度。
  


  
    诊断意见：
  


  
    癫痫，PHT中毒反应。
  


  
    病例五
  


  
    一般资料：
  


  
    患儿男，9岁。入院前5年因发作性头痛、呕吐确诊为“癫痫”，先后给予卡马西平、苯巴比妥、托吡酯口服治疗，均因控制不理想及其他原因，改服丙戊酸钠（sodiumvalproate，VPA）11个月。病情控制良好。入院前半个月患儿无明显诱因出现眼睑及双下肢水肿，入院后检查肝功有异常，VPA血药浓度在有效范围内，肾功、心肌酶谱均正常。入院后将VPA逐步减量至停药，静滴清蛋白以纠正低蛋白血症，同时给予保肝治疗，适当的液体促进药物排泄。10天后，患儿水肿完全消退。复查肝功正常，康复出院。
  


  
    实验室检查：
  


  
    入院后治疗前：谷丙转氨酶15U／L，天冬氨酸氨基转移酶31U／L，总蛋白54.9g／L，血清蛋白31.5g／L，球蛋白23.4g／L；VPA血药浓度57.77μg／ml；
  


  
    入院经过治疗后：总蛋白46g／L，白蛋白46g／L，球蛋白20g／L。
  


  
    分析：
  


  
    本例患儿在VPA正常剂量及血药浓度下出现肝功能指标异常，引起眼睑水肿及双下肢水肿，停用VPA后水肿渐消退，可能与患儿的高过敏体质有关。追问病史，患儿有对多种抗癫痫药物过敏病史。而VPA是目前临床上应用较广的抗癫痫药，随着应用剂量的加大，其对肝脏的毒性也日益引起人们重视。所以对某些特殊人群如小孩、哺乳期妇女、儿童肝病史者等，在临床用药过程中应定期检测血药浓度和肝功能，以达到安全治疗的目的。
  


  
    诊断意见：
  


  
    癫痫，VPA不良反应。
  


  
    病例六
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，女，74岁。既往有高血压病史、冠心病、慢性肾功能不全（尿毒症期）多年。长期服用地高辛0.125mg，每日1次未间断，及利尿剂、ACEI等，心力衰竭症状基本控制。因患者出现纳差、恶心、呕吐、腹泻、发热等症状，无心脏不适症状，无神经系统及视觉症状，查血尿素氮、肌酐较前无变化，随急查血清地高辛浓度超过正常范围，诊断地高辛中毒，停用地高辛3天，患者症状缓解，1周后复查，地高辛浓度1.06ng／ml。
  


  
    实验室检查：
  


  
    第一次检查DX血药浓度为3.18ng／ml（正常范围0.8～2.0ng／ml）。
  


  
    停用DX1周后DX血药浓度为1.06ng／ml。
  


  
    分析：
  


  
    地高辛浓度超过正常范围。首先，地高辛主要经肾脏代谢，当肾功能不全时，药物的乙酰化作用和水解过程明显受抑制，使药物在体内失活延缓，药理作用及毒性增强。另外，老年人肾体积缩小，加上该患者为肾衰竭，因而延缓药物的排泄，使其半衰期延长，血药浓度升高，造成蓄积中毒。因此，临床上对老年心力衰竭患者，尤其合并有肾功能不全者，在长期应用地高辛时，要定期检测血清地高辛浓度，调整地高辛用量，以防洋地黄中毒。
  


  
    诊断意见：
  


  
    患者DX中毒反应。
  


  
    病例七
  


  
    一般资料：
  


  
    患儿，男，3个月26天。因干咳1个月，加重伴气喘1天，口服氨茶碱0.3g，4小时后入院。患儿于1个月前出现轻度干咳，未引起家长重视，未做治疗。入院前1天患儿咳嗽加重，呈阵发性干咳，伴轻度气喘。当天上午在阿奇霉素静脉滴注时，家长又给予患儿氨茶碱0.3g，服药20分钟后患儿出现烦躁不安，面色苍白，频繁呕吐，非喷射状，呕吐物为胃内容物，无咖啡样液体，随即急诊入院。第一次检查肝功能指标有异常，服氨茶碱后10小时测定血清氨茶碱血药浓度超过有效血药浓度范围，予以吸氧、静脉输液、抗炎、保护肝等综合治疗。第二次在服氨茶碱后21小时测定血清氨茶碱浓度为6.88mg／L，复查肝功能正常。患儿痊愈出院。
  


  
    实验室检查：
  


  
    入院当天检查肝功能：丙氨酸氨基转移酶（ALT）114U／L，天冬氨酸氨基转移酶（AST）87U／L；服氨茶碱后10小时测定血清氨茶碱血药浓度为22.39mg／L。
  


  
    经过治疗后第二次茶碱浓度为6.88mg／L，肝功能正常。
  


  
    分析：
  


  
    服氨茶碱后10小时测定血清氨茶碱血药浓度超过有效血药浓度范围（10～20mg／L）。氨茶碱是临床常用的平喘药，临床上常合并抗炎药治疗，比如大环内酯类药物等，药物相互作用也是影响其浓度的因素之一。该病例就是在治疗过程中，使用了大环内酯类药物阿奇霉素，加上患者为婴儿，肝肾功能不健全，影响氨茶碱的代谢，使得茶碱的血药浓度升高，超过了治疗范围的上限，出现中毒反应，造成患者肝功能损害。因此临床上对这类特殊患者在使用氨茶碱并合并使用其他药物时，应严密检测氨茶碱的血药浓度，在用药的过程中，仔细观察，一旦出现不良反应，及时采取措施，进行治疗，以免造成更严重的后果。
  


  
    诊断意见：
  


  
    急性氨茶碱中毒。
  


  
    病例八
  


  
    一般资料：
  


  
    患者，男，36岁。因右股骨骨肉瘤行截肢术后5个月，出现肺转移入院，临床药师建议选择HD‐MTX（大剂量的甲氨蝶呤）＋VCR（长春碱）联合化疗，经中心静脉导管给药，同时亚叶酸钙（CF）解救、水化、碱化尿液、对症等治疗，HD‐MTX按体表面积选择9g／m2给予。化疗第1日，护士按医嘱先以VCR2mg冲入，半小时后给予MTX静脉滴注8小时。临床药师测定第1点MTX血药浓度为正常，建议医师24小时后肌内注射CF20mg，每6小时1次。期间患者尿量和尿pH也正常。第2日，患者告知临床药师感觉恶心，经查看无口腔黏膜反应。临床药师测定第2点MTX血药浓度在治疗范围内，建议医师调整肌内注射CF的剂量为15mg，每6小时1次。查看护理记录，患者尿量和尿pH正常。第3日，临床药师查房，患者诉恶心，呕吐3次，临时给予甲氧氯普胺缓解，其他无特殊不适。临床药师测定第3点MTX血药浓度也在治疗范围内，建议医师停止CF解救。查看护理记录，患者尿量和尿pH正常。化疗结束，复查肝肾功能无异常，患者要求出院。化疗后2周摄胸片，右上肺阴影较前缩小，左肺阴影不清晰。经过如上3周期的化疗，患者两肺病灶消失，无其他不良反应。
  


  
    实验室检查：
  


  
    第1天化疗：第1点MTX血药浓度为40μmol／L，尿量为3500ml，尿pH＞6.5。
  


  
    第2天化疗：第2点MTX血药浓度为0.3μmol／L，尿量为3200ml，尿pH＞6.5。
  


  
    第3天化疗：第3点MTX血药浓度＜0.05μmol／L，尿量为3000ml，尿pH＞6.5。
  


  
    化疗结束后肝肾功能无异常。
  


  
    分析：
  


  
    各个时间点MTX浓度均在其治疗范围内。MTX的作用有其特异性，但选择性差，因而临床表现出不同程度的不良反应，其不良反应与MTX浓度密切相关，特别是高浓度的MTX容易造成肝脏和肾脏的损害。该病例就是在各个时间点MTX浓度指导下，实时调整CF剂量，患者取得了良好疗效，患者在用药中仅出现轻度恶心、呕吐，无其他严重不良反应发生。
  


  
    诊断意见：
  


  
    肿瘤患者在MTX化疗期间无严重不良反应发生。
  


  
    （邹远高）
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