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　　摘　要：目的　建立免疫细胞化学方法检测脆性Ｘ智力障碍蛋白（ＦＭＲＰ），进而实现脆性Ｘ综合征（ＦＸＳ）的初步筛查。方法

　对２０份正常样本及疑似ＦＸＳ患者的标本进行免疫细胞化学染色和免疫荧光染色并计数阳性率。结果　带绿色荧光的ＦＭＲＰ

在淋巴细胞胞浆中表达与免疫组化相一致，正常标本正常阳性表达率范围为８２％～９６％，该疑似ＦＸＳ患者的阳性细胞表达率为

９０％。结论　可采用外周血淋巴细胞ＦＭＲＰ免疫细胞化学方法进行ＦＸＳ的初步筛查。
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　　脆性Ｘ综合征（ＦＸＳ）是一种常见的遗传性智力低下综合

征。其全突变相关表型发病率在男性约为１／４０００，女性约为

１／８０００
［１］。该病发病具有明显的性别差异，主要表现为轻到

重度的智力低下及其他多种临床表型。该病的疾病基因是脆

性Ｘ智力障碍１基因（ＦＭＲ１）。ＦＭＲ１基因非编区ＣＧＧ（ｎ）重

复序列的动态突变或ＦＭＲ１基因缺失或点突变，使其编码的

脆性Ｘ智力障碍蛋白（ＦＭＲＰ）表达减少或者缺失，从而导致

ＦＸＳ。通过对２０份正常样本及疑似ＦＸＳ患者的鉴别诊断，建

立免疫细胞化学方法检测ＦＭＲＰ，进而实现ＦＸＳ的初步筛查。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１疑似ＦＸＳ家系患者，男，２５岁，具有ＦＸＳ表

型，如大耳、尖下巴及智力低下，其弟及两个姐姐所生的儿子有

相似的表现。另以２０例健康者（男１０例，女１０例，均来自本

院体检中心）外周血为对照。

１．２　试剂　鼠抗人ＦＭＲＰ单克隆抗体为 Ａｂｎｏｖａ公司产品，

抗荧光淬灭剂、ＤＡＰＩ染液为碧云天公司产品，ＦＩＴＣ－山羊抗

小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）为北京中山金桥产品，ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭＳＰ

超敏试剂盒（鼠／兔）、ＡＥＣ显色试剂盒为福州迈新公司产品。

１．３　方法　

１．３．１　ＦＭＲＰ免疫细胞化学染色　参照 Ｗｉｌｌｅｍｓｅｎ等
［２］建立

的检测方法：（１）外周血６ｈ内制成血涂片，每例至少２张涂

片，自然风干；（２）３％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

洗涤３次，５ｍｉｎ／次；（３）１００％甲醇破膜２０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ洗涤３次，５分／次；（４）加５０μＬ过氧化氢溶液，室温下孵

育１０ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物酶的活性，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ

洗３次，５分／次；（５）除去ＰＢＳ液，加５０μＬ正常非免疫动物血

清，室温下孵育１０ｍｉｎ；（６）除去血清，加入鼠抗人ＦＭＲＰ单克

隆抗体（１∶７５，０．０１ＭＰＢＳ稀释），空白对照用稀释液（０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ）替代鼠抗人ＦＭＲＰ单克隆抗体，３７℃孵育１ｈ。

０．０１ＭＰＢＳ洗３次，５分／次；（７）除去ＰＢＳ，加入５０μＬ生物素

标记的羊抗鼠／兔ＩｇＧ抗体，室温孵育１０ｍｉｎ。０．０１ＭＰＢＳ洗

３次，５分／次；（８）除去ＰＢＳ，加入５０μＬ链霉素抗生物素过氧

化物酶溶液，室温孵育１０ｍｉｎ。０．０１ＭＰＢＳ洗３次，５分／次；

（９）除去ＰＢＳ，ＡＥＣ显色，显微镜下观察１０～１５ｍｉｎ；（１０）自来

水冲洗，苏木素复染１０ｓ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ冲洗返蓝；（１１）水

性封片剂封片，封固及加盖玻片；（１２）计数１００个淋巴细胞中

阳性细胞数。结果判断：每份样本均进行两次免疫细胞化学染

色。ＦＭＲＰ主要分布于细胞质内，油镜（１０×１００）下胞浆有红

色颗粒沉淀淋巴细胞为阳性细胞，胞浆不显色为阴性细胞，计

数１００个淋巴细胞中的阳性细胞数。外周血淋巴细胞ＦＭＲＰ

界定点根据 Ｗｉｌｌｅｍｓｅｎ等
［３］对完全突变患者ＦＭＲＰ水平的研

究，确定４２％作为诊断男性ＦＸＳ全突变患者的界定点。

１．３．２　ＦＭＲＰ免疫荧光染色　（１）、（２）步骤同免疫细化学染

色；（３）０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ破膜３０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤３次，５

分／次；（４）除去ＰＢＳ液，加５０μＬ正常山羊血清，室温下孵育

３０ｍｉｎ；（５）除去血清，加入鼠抗人ＦＭＲＰ单克隆抗体（１∶５０，

正常山羊血清稀释），空白对照用稀释液（０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ）替

代ＦＩＴＣ－山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体，４℃孵育过夜；（６）再置３７℃

复温１５ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３次，５分／次；（７）除去ＰＢＳ，

加入ＦＩＴＣ－山羊抗小鼠ＩｇＧ抗体（１：１００，正常山羊血清稀

释），３７℃避光孵育４０ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３次，５分／次，

再用蒸馏水洗涤２ｍｉｎ；（８）除去残余液体，加ＤＡＰＩ染液（１∶１

０００），室温染５ｍｉｎ，蒸馏水浸泡１ｍｉｎ；（９）除去残余液体，滴加

抗荧光淬灭剂，中性树胶封片，封固及加盖玻片；（１０）高倍油镜

下观察淋巴细胞（１０×１００）。

２　结　　果

对２０份正常对照样本和一疑似ＦＸＳ患者样本进行免疫

细胞化学染色，并计数１００个淋巴细胞中的阳性细胞数，见图

１Ａ、１Ｂ。２０份健康者ＦＭＲＰ阳性细胞表达率范围为８２％～

９６％。该疑似ＦＸＳ患者的阳性细胞表达率为９０％，远高于

４２％的诊断界定点。通过荧光显微镜观察外周血涂片淋巴细

胞中带绿色荧光的ＦＭＲＰ的表达情况，结果与免疫组化相一

致，带绿荧光的ＦＭＲＰ在淋巴细胞胞浆中表达，见图１Ｃ。

　　Ａ：ＦＭＲＰ阴性淋巴细胞；Ｂ：ＦＭＲＰ阳性淋巴细胞；Ｃ：ＦＭＲＰ免疫

荧光染色。

图１　　外周血淋巴细胞ＦＭＲＰ染色
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３　讨　　论

本研究依据 Ｗｉｌｌｅｍｓｅｎ等
［２］的方法建立了抗体检测外周

血ＦＭＲＰ进行ＦＸＳ快速诊断的方法，其依据是正常淋巴细胞

均有ＦＭＲＰ表达，而ＦＸＳ患者ＦＭＲＰ表达缺陷的现象，通过

计数外周血中ＦＭＲＰ有表达的淋巴细胞数，把淋巴细胞ＦＭ

ＲＰ表达的男性全突变患者诊断界定点定为４２％，低于该比率

就认为可能患ＦＸＳ
［３］，也有报道将其界定点设为５０％

［４］。有

研究表明，男性完全突变患者外周血淋巴细胞ＦＭＲＰ表达率

多在１０％以下，而健康男性其表达率可达８０％以上，两者表达

率无重叠从而容易区分［３４］。但由于女性的１条染色体失活

（Ｌｙｏｎ化），具有全突变的女性患者（尤其成年女性）其淋巴细

胞的正常染色体有优先表达的倾向，大多数的淋巴细胞ＦＭＲＰ

呈阳性，有高度假阳性的危险。本研究对２０份健康者样本进

行ＦＭＲＰ免疫细胞化学染色，其 ＦＭＲＰ阳性淋巴细胞率为

８２％～９６％，和 Ｗｉｌｌｅｍｓｅｎ等的报道相近
［２，５６］。本研究通过间

接免疫荧光染色方法观察外周血涂片淋巴细胞中ＦＭＲＰ的表

达情况，免疫荧光技术具有特异性强、灵敏度高的特点，并可确

定ＦＭＲＰ在淋巴细胞中的准确定位。结果显示，ＦＭＲＰ表达

与细胞免疫组化一致，在淋巴细胞胞浆中呈均一绿色荧光。但

由于荧光标本不能长期保存以及需要荧光显微镜才能观察。

因此，免疫细胞化学方法更适用于男性ＦＸＳ患者的常规筛查。

ＦＸＳ临床表现各异、复杂多样，单从临床特征无法进行早

期诊断，诊断更多的诊赖于实验室检查［７１０］。而外周血淋巴细

胞ＦＭＲＰ免疫细胞化学方法，具有简便快速等特点，虽然在诊

断女性患者还存在很大的局限性，但利用该方法进行ＦＸＳ的

初步筛查，同时结合特异性ＰＣＲ分析方法则可形成较为完善

的ＦＸＳ的实验室诊断体系。
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·检验技术与方法·

高效液相色谱法检测ＨｂＡ１ｃ未检出结果的原因分析

刘世文，崔海丽，侯云修

（滨州医学院附属医院中心实验室，山东滨州２５６６０３）

　　摘　要：目的　探讨 ＨＡ８１６０高效液相色谱仪在全血模式下糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）结果未能检出的原因及解决办法。方法

　首先检测３８例全血模式下 ＨｂＡ１ｃ未能检出结果样本的 Ｈｂ浓度和红细胞沉降率（ＥＳＲ），然后检测８例ＥＳＲ正常 Ｈｂ浓度不

同样本的 ＨｂＡ１ｃ，低速离心，弃去不同量血浆后再测定 ＨｂＡ１ｃ，最后检测１０例 Ｈｂ浓度大于６５ｇ／Ｌ伴有ＥＳＲ明显增高样本的

ＨｂＡ１ｃ。结果　ＥＳＲ正常样本，能测出结果所需最低 Ｈｂ浓度为６５ｇ／Ｌ；轻度贫血伴有ＥＳＲ明显增高的样本即使 Ｈｂ浓度大于

６５ｇ／Ｌ也不能检出结果。未能检出结果的样本弃去部分血浆后可测出结果，弃去不同量血浆后其结果间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。结论　ＨＡ８１６０高效液相色谱仪测定 ＨｂＡ１ｃ能否检出结果与 Ｈｂ浓度及ＥＳＲ有关系，与 ＨｂＡ１ｃ百分含量无关。未能

检出结果的样本，低速离心弃去部分血浆后即可测出结果。Ｈｂ浓度正常的样本不受ＥＳＲ影响均能检出结果。

关键词：糖化血红蛋白；　色谱法，高效液相；　血红蛋白；　血沉
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　　糖化血红蛋白（ＨｂＡ１ｃ）能反映长期血糖水平，是监测糖尿

病治疗的重要指标［１５］。高效液相色谱法具有全自动、快速、高

效、特异性强及精密度高的特点，是目前公认检测 ＨｂＡ１ｃ的金

标准［６７］。ＨＡ８１６０高效液相色谱仪是由日本生产的 ＨｂＡ１ｃ

检测仪器，工作中发现在全血模式下一些样本未能测出结果，

为探究其原因及解决办法做了以下研究。

１　材料与方法

１．１　标本来源　来自本院住院及门诊患者的全血标本。

１．２　仪器与试剂　ＨＡ８１６０高效液相色谱仪（日本），试剂

ＡＲＫＲＡＹ株式会社（日本）；ＳｙｓｍｅｘＳＦ３０００全自动五分类血

球计数仪（日本），试剂 Ｓｙｓｍｅｘ生产；全自动血沉仪 ＡＬＩＦＡＸ

Ｔｅｓｔ１（意大利）；微量移液器（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ股份公司德国）；ＥＤ
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