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［摘　要］　目的　探讨直接抗人球蛋白试验（ＤＡＴ）阳性在慢性重型乙型肝炎患者贫血中的临床意义。方法　对

３０例健康人、３０例慢性乙型肝炎（慢乙肝）患者和５０例慢性重型乙型肝炎（慢重肝）患者红细胞相关参数及ＤＡＴ

进行检测，并对影响ＤＡＴ阳性的临床相关因素进行分析。结果　慢重肝患者红细胞计数、血红蛋白（Ｈｂ）浓度以

及红细胞压积（ＨＣＴ）均低于慢乙肝患者和健康组（犘＜０．０５），而慢重肝患者红细胞体积分布宽度（ＲＤＷ）高于慢乙

肝和健康组（犘＜０．０５）；慢重肝患者、慢乙肝患者和健康组ＤＡＴ阳性率分别为６２．８２％、１３．３３％和０。ＤＡＴ阳性

的慢重肝患者红细胞计数、Ｈｂ浓度和 ＨＣＴ均低于相应ＤＡＴ阴性患者（均犘＜０．０５），ＲＤＷ 却高于ＤＡＴ阴性慢

重肝患者（犘＝０．００１）；慢重肝患者红细胞毛细管分离后，衰老红细胞的ＤＡＴ阳性强度高于年轻红细胞ＤＡＴ阳性

强度（犘＜０．００１）；在慢重肝患者中，ＤＡＴ的阳性和阴性的患者在性别、年龄、丙氨酸氨基转移酶、总胆红素、补体

Ｃ３、Ｃ反应蛋白及是否并发糖尿病方面存在差异（均犘≤０．０５）。结论　慢重肝患者贫血的产生可能与衰老红细胞

吸附抗体所致的免疫性溶血有关。

［关　键　词］　乙型肝炎；慢性乙型肝炎；慢性重型乙型肝炎；直接抗人球蛋白试验；红细胞相关参数；贫血
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１７，１６（１０）：９０４－９０８］

　　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）感染是

一个全球性的卫生问题，全世界慢性感染者约有

３．５亿人，每年约１００万人死于ＨＢＶ感染所致的肝

衰竭、肝硬化和原发性肝细胞癌。我国是 ＨＢＶ高

感染区，约１亿人感染ＨＢＶ，每年有近３０万人死于

各类末期肝病［１］。ＨＢＶ可导致机体自身免疫功能

紊乱，产生多种自身抗体和补体，这些抗体和补体被

红细胞膜吸附后可导致红细胞致敏，从而被巨噬细

胞识别并吞噬破坏［２３］。病毒性肝炎患者尤其是慢

性重型乙型肝炎患者常出现贫血，加重了病情，但具

体原因尚不清楚［４］。直接抗人球蛋白试验（ｄｉｒｅｃｔ

ａｎｔｉｇｌｏｂｕｌｉｎｔｅｓｔｉｎｇ，ＤＡＴ）是检查被检红细胞是否

已被不完全抗体或补体所致敏方法，常用于自身免

疫性疾病等的诊断。在病毒性疾病中，如在人类免

疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感染者中，ＤＡＴ被认为是反映轻

度贫血的重要指标［５］。在本研究中，我们分析了慢

性重型乙型肝炎（以下简称慢重肝）患者红细胞参

数，并探讨了慢重肝患者贫血的产生与红细胞膜吸

附抗体的关系。

１　材料与方法

１．１　研究对象　选择中南大学湘雅医院感染病科

２０１５年１０月—２０１６年５月的门诊及住院患者，包

括３０例慢性乙型肝炎患者（慢乙肝组）和７８例慢性

重型乙型肝炎患者（慢重肝组），乙型肝炎患者按

２０００年９月修订的《病毒性肝炎防治方案》
［６］中的

诊断标准进行诊断。排除标准：（１）药物、酒精及其

他中毒因素所致的肝炎、自身免疫性肝炎、重度脂肪

肝、其他嗜肝病毒重叠感染；（２）存在其他脏器严重

受损；（３）曾接受过干扰素治疗；（４）合并再生障碍性

贫血。（５）采集标本前患者曾输注过血制品。４０例

健康对照为本院健康体检者（健康组）。健康组、慢

乙肝组、慢重肝组在年龄、性别方面无统计学差异，

资料具有可比性。

１．２　主要试剂和仪器　ＢＩＯＲＡＤ微柱凝胶抗人球

蛋白检测卡（批号５０５３１．０７．１３含ＩｇＧ＋Ｃ３ｄ抗人

球蛋白试剂），ＢＩＯＲＡＤ微柱凝胶抗体分型卡（批

号：５０８３０．７６．０３含ＩｇＧ／Ｃ３ｄ／Ｃ３ｃ／ＩｇＡ／ＩｇＭ）。抗

球蛋白反应卡专用离心机（达亚美公司），全自动血

细胞记数仪及全套试剂（美国Ｂａｃｋｍａｎ公司），毛细

管血液离心机 ＴＧ１２Ｍ（湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　外周血细胞参数分析　采用全自动血细胞

记数仪，取静脉血１ｍＬ加入 ＥＤＴＡＫ２抗凝剂试

管中，混匀后２ｈ内置仪器中进行自动记数，得相应

数据。

１．３．２　直接抗人球试验　采集患者 ＥＤＴＡＫ２抗

凝血２ｍＬ，３４００ｒｐｍ离心３ｍｉｎ分离血浆与血清，

将红细胞用生理盐水洗涤３次，并用低离子介质配

成０．８％的红细胞悬液。将０．８％的红细胞悬液

５０μＬ加入到微柱凝胶抗人球蛋白检测卡中，微柱凝

胶反应卡专用离心机１０３０ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，观察结

果。红细胞因抗原抗体反应而发生凝聚或凝集时，它

们不能通过微柱管反应腔内的凝胶介质，而留在凝胶

的上端或中上部，提示直接抗人球蛋白实验阳性。

１．３．３　分离衰老和年轻红细胞　连接毛细管及吸

耳球，吸取２０μＬ左右红细胞，用专用离心机将新老

红细胞分离（１００００ｒｐｍ，１０ｍｉｎ），然后进行ＤＡＴ

试验。

１．４　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１７．０软件包进行数

据分析。计数资料采用卡方检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确概

率法；计量资料采用狓±狊或中位数（四分位间距）表

示；组间比较采用方差分析或秩和检验；多个样本均

数间的多重比较，采用犔犛犇狋检验。犘≤０．０５为差

异有统计学意义。

２　结果

２．１　乙型肝炎患者红细胞参数的检测　健康组、慢

乙肝组、慢重肝组患者红细胞（ＲＢＣ）计数、血红蛋白

浓度（Ｈｂ）、红细胞比积（ＨＣＴ）、红细胞体积（ＲＤＷ）

比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．００１）。组间比

较：慢重肝患者ＲＢＣ计数、Ｈｂ及 ＨＣＴ均低于健康

组、慢乙肝患者（均犘＜０．０５）；而ＲＤＷ 高于健康组

及慢乙肝患者（均犘＜０．０５）；三组红细胞参数平均

红细胞体积（ＭＣＶ）、平均血红蛋白含量（ＭＣＨ）、平

均血红蛋白浓度（ＭＣＨＣ）比较，差异均无统计学意

义（均犘＞０．０５）。见表１。
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表１　乙型肝炎患者红细胞参数测定结果（狓±狊）

犜犪犫犾犲１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＲＢＣｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ（狓±狊）

分组 例数 ＲＢＣ（×１０１２／Ｌ） Ｈｂ（ｇ／Ｌ） ＨＣＴ ＭＣＶ（ｆＬ） ＭＣＨ（ｐｇ） ＭＣＨＣ（ｇ／Ｌ） ＲＤＷ

慢乙肝组 ３０ ４．２９±０．６０ １３３．２０±１６．３１ ３８．１３±６．４０ ９２．８９±４．８４ ３１．２２±１．５７ ３４０．１９±１０．９９ １４．０７±４．１６

慢重肝组 ５０ ３．９０±０．８０＃ １１５．４６±１６．８４＃ ３３．５６±５．２３＃ ９１．９３±９．４４ ３１．６９±３．２９ ３４０．８９±１３．６６ １８．０１±３．３３＃

健康组 ３０ ４．９７±０．５２ １４９．８７±１３．４０ ４１．６７±３．５２ ９０．３２±５．８４ ３０．２３±２．３９ ３３８．７５±１５．４６ １３．５９±４．８２

犉 ２２．８３５ ４７．２６７ ４５．４４５ １．０８４ １．８３６ ２．５４７ ４２．９１３

犘 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．３４２ ０．１６４ ０．０８３ ＜０．００１

　　：与健康组相比，犘＜０．０５；＃：与慢乙肝组相比，犘＜０．０５

２．２　乙型肝炎患者ＤＡＴ检测结果　慢重肝组患

者ＤＡＴ阳性率为６２．８２％，高于慢乙肝组患者和健

康组（犘＜０．００１）；而慢乙肝组和健康组比较差异无

统计学意义（犘＝０．１１２）。通过微注凝胶卡氏法进

行抗体补体分型，发现乙型肝炎ＤＡＴ阳性患者红

细胞吸附的抗体均为ＩｇＧ型。见表２。

２．３　慢重肝ＤＡＴ阳性患者与ＤＡＴ阴性患者红细

胞参数比较　ＤＡＴ阳性的慢重肝患者ＲＢＣ计数、

Ｈｂ浓度和ＨＣＴ均低于相应 ＤＡＴ阴性患者（均犘

＜０．０５），ＲＤＷ却高于ＤＡＴ阴性慢重肝患者（犘＜

０．０５）。红细胞参数 ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ在 ＤＡＴ

阴性组和阳性组两组间比较，差异无统计学意义（均

犘＞０．０５）。见表３。

表２　乙型肝炎患者ＤＡＴ检测结果

犜犪犫犾犲２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＤＡＴｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｅｐａｔｉｔｉｓＢ

分组 例数 ＤＡＴ阳性数 ＤＡＴ阳性率（％） 抗体／补体分型

慢重肝组 ７８ ４９ ６２．８２＃ ＩｇＧ

慢乙肝组 ３０ ４ １３．３３ ＩｇＧ

健康组 ３０ ０ ０．００ －

　　：与健康组相比，犘＝０．１１２；＃：与慢乙肝组及健康组相比，犘

＜０．００１

表３　慢重肝ＤＡＴ阳性患者与ＤＡＴ阴性患者红细胞参数比较（狓±狊）

犜犪犫犾犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＢＣｐａｒａｍｅｔｅｒｓｂｅｔｗｅｅｎＤＡＴｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄＤＡＴｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｖｅｒｅＣＨＢｐａｔｉｅｎｔｓ（狓±狊）

组别 狀 ＲＢＣ（×１０１２／Ｌ） Ｈｂ（ｇ／Ｌ） ＨＣＴ ＭＣＶ（ｆＬ） ＭＣＨ（ｐｇ） ＭＣＨＣ（ｇ／Ｌ） ＲＤＷ

ＤＡＴ阴性患者 ２９ ４．０３±０．７９ １２０．１３±１５．２５ ３４．８８±５．１５ ９４．５７±５．９１ ３２．３７±２．５４ ３４０．１４±１０．４１ １６．７０±２．８６

ＤＡＴ阳性患者 ４９ ３．６１±０．７３ １１２．３５±１６．６１ ３１．８６±４．９９ ９２．０１±９．８４ ３１．５１±３．６３ ３４２．７３±１５．６３ １９．３９±３．８９

狋 －２．０７１ －２．３２４ －２．５５４ －１．２７０ －１．１２１ ０．７６８ ３．５０２

犘 ０．０２３ ０．０４２ ０．０１３ ０．２０８ ０．２６６ ０．４４５ ０．００１

２．４　新老红细胞ＤＡＴ阳性强度的比较　对１９例

ＤＡＴ阳性的慢重肝患者红细胞进行毛细管分离

（１００００ｒｐｍ，１０ｍｉｎ），分别对分离后的远端的衰老

红细胞和近端的年轻红细胞进行ＤＡＴ检测。阳性

强度判读为阴性、１＋、２＋、３＋、４＋，分别计分为０、

５、８、１０、１２分
［７］，对计分结果统计分析，远端的衰老

红细胞ＤＡＴ阳性强度高于近端的年轻红细胞（犘＜

０．００１）。见图１。

２．５　慢重肝患者ＤＡＴ阳性临床相关因素分析　

慢重肝患者ＤＡＴ阳性率与其它参数的关系如表４

所示，ＤＡＴ 阳性率与患者年龄、性别、总胆红素

（ＴＢＩＬ）、丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、Ｃ反应蛋白

（ＣＲＰ）及补体Ｃ３值相关（均犘≤０．０５），提示ＤＡＴ

阳性与肝损伤程度相关，ＤＡＴ阳性的患者平均年龄

大于阴性患者（４７．０４±１４．５７ｖｓ４０．５１±１１．３３），男

性阳性率高于女性（犘＝０．０２１）。ＤＡＴ的阳性率与

慢重肝患者 ＰＣＴ、白细胞计数、补体 Ｃ４及ＩｇＧ、

ＩｇＡ、ＩｇＭ 等参数无关，ＨＢＶ病毒载量在阳性患者

和阴性患者之间也无统计学差异（均犘＞０．０５）。此

外，合并糖尿病的患者ＤＡＴ阳性率亦高于未合并

糖尿病患者（犘＝０．０２２）。见表４。
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图１　衰老红细胞和年轻红细胞ＤＡＴ比较

犉犻犵狌狉犲１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤＡＴ ｂｅｔｗｅｅｎａｇｅｄ ＲＢＣｓａｎｄ

ｙｏｕｎｇＲＢＣｓ
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表４　慢重肝患者ＤＡＴ阳性临床相关因素分析

犜犪犫犾犲４　ＣｌｉｎｉｃａｌｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒｓｏｆＤＡＴｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｓｅｖｅｒｅＣＨＢｐａｔｉｅｎｔｓ

因素 例数 ＤＡＴ阳性患者（狀＝４９） ＤＡＴ阴性患者（狀＝２９） χ
２／狋／犣 犘

性别 ４．８９８ ０．０２１

　男 ６５ ４５ ２０

　女 １３ ４ ９

血型 ０．２６１ ０．５２１

　Ｏ型 ２８ １８ １０

　非Ｏ型 ５０ ３１ １９

合并糖尿病史 ５．２０８ ０．０２２

　是 ８ ８ ０

　否 ７０ ４１ ２９

年龄（岁） ７８ ４７．０４±１４．５７ ４０．５１±１１．３３ ２．１９１ ０．０３１

ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ７８ ７．４６±３．４１ ８．３３±４．１０ －１．０４９ ０．２９７

ＩｇＡ（ｍｇ／Ｌ） ２５ ３６０７．３３±１６４４．０９ ３４４２．８６±１７２７．９１ ０．２１５ ０．８３２

ＩｇＭ（ｍｇ／Ｌ） ２５ １６８６．１３±９１９．１６ １４２０．１３±８７４．２５ ０．６４１ ０．５２８

清蛋白（ｇ／Ｌ） ７８ ３１．３０±４．９６ ３２．９０±５．１０ －０．６０３ ０．５４８

ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） ７８ ３９１．７６±１６４．４１ ３２１．０７±１１６．２３ ８．７１１ ０．００４

ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ７８ ８０４．９０（３４７．８－１５７２．５０） ５１３．６０（２７３．５０－１０８８．００） －２．４４６ ０．０１４

ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ７８ ２０６．８０（１０６．７５－３９４．１０） １９０．５０（１１２．００－７２９．５０） －０．４７０ ０．６３８

补体Ｃ３（ｍｇ／Ｌ） ２５ ４５７．５０（３８２．６０－６７８．８０） ３６９．６０（１６８．２０－５６７．００） －２．０２４ ０．０４３

补体Ｃ４（ｍｇ／Ｌ） ２５ １２６．４０（９６．８０－１６１．８０） ９０．５０（６０．００－１９２．００） ０．９６６ ０．３５２

ＣＲＰ（ｇ／Ｌ） １６ １４．１０（７．７５－１７．３８） ６７．９２（２２．９３－２２０．９０） －１．９５８ ０．０５０

ＰＣＴ（ｎｇ／ｍＬ） ７５ ０．７２（０．５９－１．５８） ０．７８（０．４４－１．２６） －０．６８７ ０．４９２

ＨＢＶＤＮＡ（×１０３ＩＵ／Ｌ） ７８ ８．１２（０．９８－１１３０．００） ６４．７０（２．６０－８２１．００） －０．７１２ ０．４７６

　　ＷＢＣ：白细胞计数；ＩｇＡ：免疫球蛋白 Ａ；ＩｇＭ：免疫球蛋白 Ｍ；ＡＳＴ：天门冬氨酸氨基转移酶；ＰＣＴ：降钙素原；ＨＢＶＤＮＡ：乙型肝炎病毒

ＤＮＡ

３　讨论

红细胞是人体血液中数量最多的细胞，具有运

输、携氧、调节机体内环境稳定等功能，这依赖于膜

蛋白与Ｈｂ的作用
［８９］。红细胞膜的改变与人类疾

病密切相关，红细胞膜蛋白的缺损可导致贫血，如椭

圆形红细胞增多症或球形红细胞增多症等［１０］。

本文研究表明，慢重肝患者出现轻中度贫血。

原因包括多个方面，一方面随着病患肝细胞大量坏

死，肝贮备铁、叶酸、维生素Ｂ１２的功能急剧下降，导

致摄取和合成造血物质的能力降低［１１］；另一方面，

在慢重肝患者肝细胞大量坏死，释放大量的肿瘤坏

死因子（ＴＮＦ）和多种细胞因子（ＩＬ１、ＩＬ６），内毒素

增多，可能直接干扰骨髓的造血能力，从而导致异常

红细胞的生成［１２］。同时，这些物质又可直接作用于

外周血中成熟的红细胞，改变红细胞膜结构，使红细

胞表面抗原性发生改变，或发生异形性变化，发生内

源性溶血［１３］。此外，ＨＢＶ可导致机体自身免疫功

能紊乱，产生多种自身抗体和补体，这些抗体和补体

被红细胞膜吸附，使红细胞致敏并被巨噬细胞识别

并破坏，出现免疫性溶血［２３］。研究［１２，１４］表明，

ＲＤＷ 是慢重肝患者３个月病死率的独立预测因

素，炎性反应通过削弱铁代谢、抑制促红细胞生成素

的生成和缩短ＲＢＣ的寿命来使ＲＤＷ 增高。ＲＤＷ

增高可反映一种潜在的炎性反应状态，导致临床预

后不良的同时损害了ＲＢＣ的成熟而引起贫血。

ＤＡＴ是检查红细胞是否被不完全抗体或补体

致敏，常用于自身免疫性疾病的诊断，如新生儿溶血

病、自身免疫性溶血性贫血。ＤＡＴ试验阳性在某些

疾病如 ＨＩＶ感染患者中被认为是反映贫血的一个

实验指标［１５］。有关病毒性肝炎患者贫血与ＤＡＴ相

关性的研究仅见于零星的报道。本研究结果显示，

随着乙型肝炎患者病情的加重，ＤＡＴ阳性率逐渐上

升，慢重肝患者阳性率高达６２．８２％，并且ＤＡＴ阳

性患者贫血程度高于ＤＡＴ阴性患者，这些结果表

明，ＤＡＴ是慢重肝贫血的一个实验指标，并在一定

程度上可反映乙型肝炎患者病情的严重程度。进一

步毛细管离心分离慢重肝远端衰老红细胞和近端年

轻红细胞，发现远端衰老红细胞ＤＡＴ阳性强度强

于近端年轻红细胞，提示ＤＡＴ阳性可能是红细胞

衰老的标志，同时也说明致敏的远端红细胞吸附的

抗体更多，更容易被吞噬细胞吞噬破坏。

ＤＡＴ阳性患者平均年龄大于阴性的患者，男性
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ＤＡＴ阳性率高于女性，这可能与疾病的人群分布有

关，慢性乙型肝炎多发生于青壮年男性，具体原因有

待进一步研究。二甲双胍是糖尿病患者最常用的口

服降血糖药物，有文献［１６１７］报道二甲双胍会造成红

细胞溶血，本研究结果显示慢重肝合并糖尿病患者

ＤＡＴ阳性率增高，提示红细胞吸附抗体与患者溶血

发生可能有关。

总之，本文的结果显示在不同的疾病阶段，红细

胞参数可随肝病病情变化、肝脏损害的程度而改变，

红细胞参数可在一定程度上反映乙型肝炎患者的免

疫状况。通过检测红细胞吸附的不完全抗体，提示

慢重肝患者贫血的产生可能与红细胞抗体的存在有

关，这对阐明慢重肝患者贫血机制有重要的提示意

义。乙型肝炎，尤其是慢重肝患者应注意自身免疫

性溶血性贫血的可能，采取相应的治疗措施。
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