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　　【摘要】　目的　分析血小板输注无效（ＰＴＲ）患者血小板同种抗体的特异性，以便更好的为临床服务。方法　检测并

鉴定７２例ＰＴＲ患者血小板同种抗体的特异性；采用流式细胞术（ＦＣＭ）对其中４例患者进行血小板、单核细胞膜上的

ＣＤ３６抗原检测；基因测序法对上述４例患者进行ＣＤ３６抗原缺失分型。结果　７２例ＰＴＲ患者中有２２例产生血小板同种

抗体，其中１８例为抗ＨＬＡ抗体，３例为抗ＣＤ３６抗体，１例为抗ＣＤ３６及抗ＨＬＡ抗体并存；４例含抗ＣＤ３６抗体的患者经证

实均为Ⅰ型ＣＤ３６缺失个体，基因检测也证实为ＣＤ３６基因突变所致的ＣＤ３６抗原缺失。结论　ＰＴＲ患者血小板同种抗体

以抗 ＨＬＡ多见，其次为抗ＣＤ３６；应对ＣＤ３６抗原给予足够重视。
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　　血小板表面有丰富且复杂的血型抗原，如人类
血小板抗原（Ｈｕｍａｎ　Ｐｌａｔｅｌｅｔ　Ａｎｔｉｇｅｎ，ＨＰＡ）、

ＨＬＡ－Ｉ类及ＡＢＨ、ＣＤ３６抗原等，经免疫刺激可产
生抗 ＨＰＡ、抗 ＨＬＡ、抗ＣＤ３６抗体等。近年随着
成分输血在临床上的不断推广和应用，血小板输注
治疗有了突飞猛进的发展，现已成为血液病及肿瘤
患者的有效支持疗法。但长期接受血小板支持治
疗的患者极易产生同种免疫，导致血小板输注无效
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国临床肿瘤学会血小板输注指南［１］将ＰＴＲ定义
为：至少２次ＡＢＯ血型相合而保存时间少于７２ｈ
的血小板输注后，输注效果不满意。目前，临床上
导致ＰＴＲ的原因主要有两大类：① 非免疫性因
素：多发生在脾肿大、发热、感染、出血和 ＤＩＣ患
者，是导致ＰＴＲ的主要原因［２，３］；② 同种免疫因
素：约占２０％，与血小板同种抗体的产生有关［４］。
本研究拟通过对南宁地区ＰＴＲ患者进行血小板同
种抗体检测，分析研究其特异性，了解南宁地区引
起ＰＴＲ发生的常见抗体，以便有针对性的建立相
应的血小板供者库，为南宁地区ＰＴＲ患者提供更
好的输血服务和指导，确保输血治疗安全、有效。
现报道如下。

对象与方法

１　对象　２０１０年１月～２０１３年１２月南宁市各医
院送检的ＰＴＲ患者７２例，全部为连续２次以上输
注足量随机同型血小板，而血小板计数未见明显增
高，临床未见有效止血或２４ｈＣＣＩ＜４．５×１０９／Ｌ
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的病例。其中，男性２９例，女性４３例，年龄４～８４
岁。每人均抽取不抗凝静脉血３ｍｌ、ＥＤＴＡ抗凝
血３ｍｌ，备用。若需行血小板、单核细胞上ＣＤ３６
抗原检测则联系患者再送检１５ｍｌ　ＥＤＴＡ抗凝血，
并要求在抽血后６ｈ内送到本实验室。

２　方法

２．１　 试剂与仪器 　ＰＡＫＰＬＵＳ试剂盒（美国

ＧＴＩ，批 号 ０５１３０８－ＰＰＢ 及 ０７２１０９－ＰＰ），小 鼠

ＦＩＴＣ－ＩｇＧ１同型对照（美国Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，批
号４６３３５），ＦＩＴＣ－鼠抗人 ＣＤ３６单抗（美国 Ｂｅｃｋ－
ｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ，批号００００３９），ＰＥ－鼠抗人 ＣＤ１４（美
国ＢＤ，批号６７５８０），ＤＮＡ 抽提试剂盒Ｐｕｒｅｇｅｎｅ
Ｂｌｏｏｄ　Ｃｏｒｅ　ｋｉｔ（德国 ＱＩＡＧＥＮ，批号８３６７３０５），

ＴａＫａＲａ　ＥＸ　Ｔａｑ 酶 （大 连 宝 生 物，批 号

ＫＡ６２０１ＫＡ），琼脂糖凝胶、ＤＮＡ　ｇｒｅｅｎ绿如蓝核
酸染料（北京天恩泽基因科技有限公司，批号

１０８１１１）。酶标仪及洗板机（瑞士ＴＥＣＡＮ），ＦＡＣ－
ＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ），ＧｅｎｅＡｍｐ９７００型

ＰＣＲ扩增仪（美国ＡＢＩ），Ｒｕｎｏｎｅ全套水平电泳仪
（美国Ｅｍｂｉｔｅｃ），ＢＩＯ－ＢＥＳＴ凝胶成像仪（德国Ｓｉ－
ｍｅｎ）。

２．２　血小板同种抗体的检测：不抗凝血离心后分
离血清，备用。将待测血清加到相应微孔板中，微
孔事先包被有亲和纯化的 ＨＬＡ－Ⅰ类及不同血小
板糖蛋白如 ＧＰＩＩｂ／ＩＩＩａ（ＨＰＡ－１ａ／３ａ／４ａ及 ＨＰＡ－
１ｂ／３ｂ／４ａ）、ＧＰＩｂ／ＩＸ（ＨＰＡ－２ａ 及 ＨＰＡ－２ｂ）及

ＧＰＩａ／ＩＩａ（ＨＰＡ－５ａ及 ＨＰＡ－５ｂ）、ＧＰＩＶ（ＣＤ３６），可
与待测血清中存在的血小板特异性抗体结合，而未
结合的抗体则被洗脱。向微孔中加入碱性磷酸酶
标记的羊抗人ＩｇＧ并于３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗去未
结合的羊抗人ＩｇＧ，并加底物对－消基苯磷酸酯
（ＰＮＰＰ）室温避光显色３０ｍｉｎ后，用３ＮＮａＯＨ终
止反应。酶标仪检测各孔光密度值（ＯＤ值），检测
孔ＯＤ值大于阴性对照的２倍即可判为阳性。

２．３　血小板膜及单核细胞上ＣＤ３６抗原表达的检
测：采用流式细胞术（ＦＣＭ）检测，具体步骤参见钟
周琳［５］等报道。

２．４　ＣＤ３６缺失型突变基因的检测

２．４．１　ＤＮＡ抽提：应用Ｐｕｒｅｇｅｎｅ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａ－
ｔｉｏｎ　Ｋｉｔ提取血液样本ＤＮＡ，操作按试剂盒使用说
明书。将ＤＮＡ样本置于－２０℃保存待用。

２．４．２　基因测序：参照吴国光［６］等报道方法对

ＣＤ３６外显子进行测序。ＰＣＲ扩增ＣＤ３６外显子

目的基因片段，对纯化后的ＰＣＲ产物进行测序扩
增，在基因测序仪上进行序列分析。

结　　果

１　血小板输注无效患者血小板抗体特异性　７２
例ＰＴＲ中，共有２２例检测到血小板同种抗体，其
中有１８例为抗ＨＬＡ抗体，另有３例为抗ＣＤ３６抗
体，１例同时含有抗ＣＤ３６及抗 ＨＬＡ抗体。

表１　血小板抗体特异性结果

抗体特异性 例数 阳性率（％）

抗－ＨＬＡ　 １８　 ２５．００
抗－ＣＤ３６　 ３　 ４．１７

抗－ＣＤ３６＋抗－ＨＬＡ　 １　 １．３９
合计 ２２　 ３０．５６

２　４例含ＣＤ３６抗体的ＰＴＲ患者血小板、单核细
胞上的ＣＤ３６抗原检测　该４例患者的血小板、单
核细胞上均无ＣＤ３６抗原表达，为Ⅰ型ＣＤ３６抗原
缺失者［６］。

３　基因测序结果　根据基因测序结果分析，病例

１为３８０Ｃ＞Ｔ杂合突变，病例２和４为３２９－３３０
ｄｅｌ　ＡＣ杂合突变，病例３为１１５６Ｃ＞Ｔ杂合突变所
致的ＣＤ３６缺失个体。病例１～４的基因测序结果
见图１。

图１　病例１（ａ）、病例２和４（ｂ）、病例３（ｃ）ＣＤ３６
基因测序结果

讨　　论
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　　血小板输注适用于预防和治疗血小板减少或
血小板功能缺陷引起的出血，是临床上重要的支持
疗法。然而患者在多次输注血小板后，可能产生血
小板同种抗体，从而导致 ＰＴＲ。本研究采用

ＥＬＩＳＡ检测方法，对７２例ＰＴＲ患者进行血小板
同 种 抗 体

检测，结果检测到２　２例血小板同种抗体，约占

３０．５６％。据国内外研究显示［７－９］，在由免疫因素引
起ＰＴＲ患者中，绝大部分是由抗 ＨＬＡ抗体引起。
本研究中有１８例为抗 ＨＬＡ抗体所致的ＰＴＲ，约
占８１．９％，与国内外研究一致；另有３例由抗

ＣＤ３６引起，１例由抗ＣＤ３６及抗 ＨＬＡ抗体所致，
未检测到 ＨＰＡ抗体所致ＰＴＲ。ＣＤ３６也称为血
小板糖蛋白Ⅳ（ＧＰⅣ）或 Ｎａｋａ，在血小板、单核细
胞、毛细血管内皮细胞等均有表达。一些健康人群
可缺失ＣＤ３６抗原，称为ＣＤ３６缺失个体，ＣＤ３６抗
原缺失可分为两种类型：Ⅰ型是血小板、单核细胞
上均缺失ＣＤ３６抗原，Ⅱ型为血小板上无ＣＤ３６抗
原表达，但单核细胞上有ＣＤ３６表达［１０］。不同人
群ＣＤ３６缺失比例不同，如在日本、中国等亚洲人
中约有３％～１１％为ＣＤ３６缺失个体［１１，１２］，但在白
种人中却极为罕见，不足０．５％［１３］。ＣＤ３６缺失个
体可通过输血、妊娠、骨髓移植等途径产生抗

ＣＤ３６抗体。在本研究中，我们检测到４例ＣＤ３６
抗体导致的ＰＴＲ，并且通过ＦＣＭ技术证实该４例
患者血小板、单核细胞上均无ＣＤ３６抗原表达，即
为Ⅰ型ＣＤ３６缺失者。同时，通过基因测序方法明
确该４例患者分别为３８０Ｃ＞Ｔ、３２９－３３０ｄｅｌ　ＡＣ、

１１５６Ｃ＞Ｔ、３２９－３３０ｄｅｌ　ＡＣ基因突变所致的ＣＤ３６
缺失（见图１）。

　　本研究中未检测到国外常见的抗 ＨＰＡ－１ａ、抗

ＨＰＡ－５ｂ抗体等血小板特异性同种抗体，推测与

ＨＰＡ抗原分布频率有关：ＨＰＡ系统对偶抗原不配
合比例越高，产生同种免疫的机会越大，但因南宁
地区 ＨＰＡ－１ａ、ＨＰＡ－５ａ的基因频率分别为０．９９１５
和０．９８５［１４］，意味着出现 ＨＰＡ－１ａｂ／１ｂｂ或 ＨＰＡ－
５ａｂ／５ｂｂ的机率很低，因此包括南宁在内的中国人
群产生抗 ＨＰＡ的概率通常很小。值得我们关注
的是，前期研究结果显示广西地区人群ＣＤ３６抗原
缺失率约为４．１３％，主要壮族更是高达５．７６％［５］，
结合我们在短时间内连续检测到４例抗ＣＤ３６抗
体介导的血小板输注无效，提示ＣＤ３６抗原对于南
宁地区人群而言，是一个很重要的、能导致血小板

同种免疫反应的特色抗原，其重要性可能更胜于

ＨＰＡ抗原，应当引起重视。

　　通过本研究我们了解到南宁地区引起ＰＴＲ的
常见血小板同种抗体是 ＨＬＡ 抗体，其次是抗

ＣＤ３６抗体，利用南宁地区引起ＰＴＲ常见的抗体
特异性，可指导我们有针对性的建立 ＨＬＡ 及

ＣＤ３６抗原缺失型血小板供者资料库，这样既可提
高输血治疗效果，确保安全，又可节约成本，减轻患
者痛苦和负担。鉴于ＣＤ３６的重要性，我们建议有
条件的输血实验室应开展ＣＤ３６抗原检测，对血小
板减少的患者进行配合性输注，从而使血小板输注
无效、胎／婴同种免疫血小板减少症、输血后紫癜等
并发症的发生率降低，使需要血小板输血治疗的患
者达到最大的疗效，将输血风险降到最低，为患者
带来福音。
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