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流式细胞术检测血小板相关抗体在免疫性血小板减少症中的应用
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　　摘　要：目的　探讨流式细胞术检测血小板相关抗体在免疫性血小板减少症（ＩＴＰ）的临床应用价值。方法　６０例健康体检

者、５１例ＩＴＰ患者（２３例新诊断ＩＴＰ患者、２８例持续性ＩＴＰ患者）和２１例非ＩＴＰ继发性血小板减少症患者的血小板相关抗体，

ＰＡＩｇ的表达率及荧光强度，与血小板、巨核细胞数量进行相关性分析；分析持续性ＩＴＰ经过治疗后与治疗前的ＰＡＩｇ表达率。结

果　ＩＴＰ患者组ＩｇＧ、ＩｇＡ和ＩｇＭ的荧光阳性百分率和平均荧光强度均明显高于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。与

非免疫性血小板减少组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。与自身免疫病比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。非免疫性血小

板减少组与健康对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；自身免疫病组与健康对照组比较，差异有统计学意义犘＜０．０１；在持

续性ＩＴＰ治疗患者中，完全反应（ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＣＲ）组的ＰＡＩｇ与治疗前进行组间比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。有效

（ｒｅｓｐｏｎｓｅ，Ｒ）组的ＰＡＩｇ与治疗前组间比较，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　流式细胞术检测ＰＡＩｇ可以用于ＩＴＰ诊断、

鉴别诊断和病情监测。
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　　免疫性血小板减少症（ｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｐｕｒｐｕ

ｒａ，ＩＴＰ），既往称特发性血小板减少性紫癜，是最常见的出血性

疾病，为不明原因的刺激引发的免疫反应导致血小板破坏过

多，超过骨髓代偿性产生血小板的速率。临床表现血小板计数

降低，自发性皮肤黏膜出血，可引起出血性疾病，颅内出血常为

致死主要原因［１］，成人ＩＴＰ的年发病率约为（５～１０）／１０万，儿

童ＩＴＰ的年发病率约为（１．９～６．４）／１０万
［２］。该类患者由于

血液中存在抗血小板抗体或免疫复合物，血小板膜糖蛋白ＧＰ

Ⅱｂ／Ⅲａ（ＣＤ４１／６１）为一种重要的靶抗原，多数抗体易与血小

板膜糖蛋白结合。本研究选取免疫性血小板减少症患者５１

例，采用流式细胞术检测血小板相关抗体（ＰＡＩｇ）和膜糖蛋白，

分析在新诊断ＩＴＰ患者、持续性ＩＴＰ治疗患者中ＰＡＩｇ、血小

板、骨髓中巨核细胞变化，比较不同治疗反应的持续性ＩＴＰ治

疗患者ＰＡＩｇ和血小板变化，探讨血小板相关抗体在免疫性血

小板减少症中的临床应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　７２例血小板减少患者为２０１１年９月至２０１３

年７月本院门诊及住院的ＩＴＰ患者５１例（新诊断ＩＴＰ患者２３

例，持续性ＩＴＰ治疗患者２８例），男１９例，女３２例，年龄２～

７２岁；非ＩＴＰ继发性血小板减少症（ｎｏｎｓｅｃｏｎｄａｒｙｉｍｍｕｎｅ

ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ，ＮＳＴ）组２４例，其中男１３例，女１１例，年龄

１５～７６岁，包括自身免疫病９例，再生障碍性贫血４例，骨髓

增生异常综合征３例。慢性肝病脾亢４例，妊娠血小板减少４

例，上述疾病的诊断依据世界卫生组织相关疾病诊断及疗效标

准第２版。健康对照组６０例，其中男３０例，女３０例，年龄１５

～６８岁，为同期体检并经证实的健康者。

１．２　仪器与试剂　ＡＤＶ２１２０全血自动血细胞分析仪（美国西

门子公司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；ＩｇＧ

ＦＩＴＣ、ＩｇＭＰＥ、ＩｇＡＦＩＴＣ、ＣＤ６１ＰｅｒＣＰ及同型对照均为 ＢＤ

公司产品。
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１．３　方法

１．３．１　血小板计数　ＥＤＴＡＫ２ 抗凝血，全自动血细胞分析仪

检测。骨髓涂片巨核细胞计数：选择骨髓取材、染色、涂片良好

的标本进行巨核细胞标化计数并分类。

１．３．２　血小板相关免疫球蛋白的检测　（１）分离与洗涤血小

板，用柠檬酸钠抗凝真空采血管（ＢＤ公司），采集静脉抗凝血，

离心，收取富含血小板血浆，经２００×ｇ离心５ｍｉｎ，吸取上层富

含血小板血浆（ＰＲＰ）于等体积ＰＢＳ的专用塑料试管中混匀。

５００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清液，加２ｍＬＰＢＳ悬浮血小板，洗涤

３次，调整血小板浓度为（５０～１００）×１０６／Ｌ
［３］。（２）免疫荧光

标记，在标记管中加入ＣＤ６１ＦＩＴＣ、ＧＡＨＩｇＧ各１０μＬ，在对照

管中加入ＣＤ６１ＦＩＴＣ、ＧｏａｔＩｇＧＰＥ各１０μＬ。然后在对照和

标记管中均加入制备的血小板悬液１０μＬ，混匀后置室温、避

光反应３０ｍｉｎ，加入１．８ｍＬＰＢＳ悬浮血小板，再加０．２ｍＬ

１０％多聚甲醛混匀，固定１０ｍｉｎ后，可进行上机检测。（３）流

式细胞仪检测及分析，检测前对流式细胞仪进行光流路质量调

控和荧光补偿，使仪器各项指标在质量控制允许值范围。每份

标本获取设门内细胞在１００００个以上。检测各个指标的阳性

率表达百分率和荧光强度，数据分析使用 Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件。

ＰＡＩｇ的测定参考范围小于１０％，为本实验室参考值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件统计分析，首先进行

正态性检验和方差齐性检验；满足单因素方差分析条件进行单

因素方差分析，然后进行 ＭｕｌｔｉｐｌｅＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｓＬＤＳ两组之间

分析；否则采用多个独立样本的非参数检验，然后进行两个独

立样本的非参数检验，比较两组之间的差异。犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３组人群血小板与骨髓涂片的巨核细胞数　结果显示

ＩＴＰ组和ＮＳＴ组的血小板计数与对照组相比明显降低，差异

有统计学意义（犘＜０．０１）。巨核细胞形态的观察，结果表明相

对于正常骨髓，ＩＴＰ患者巨核细胞数量明显增加，以原始、幼稚

巨核细胞和成熟无血小板产生的巨核细胞为主，这些巨核细胞

颗粒减少伴成熟障碍，胞质增多，退形变性增加，产板巨核细胞

减少，与对照组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　３组人群血小板数量与骨髓巨核细胞绝对数量比较

组别 狀 血小板（×１０９／Ｌ） 巨核细胞

对照组 １５ １９３±４９ ２７±８

ＩＴＰ ５１ ３５±２７ ６７±１３

ＮＳＴ １１ １０１±２１ １１±４

犘 ０．００１ ０．００８

２．２　ＦＣＭ 血小板抗体检测结果　ＩＴＰ患者组ＩｇＧ、ＩｇＡ 和

ＩｇＭ的荧光阳性百分率和平均荧光强度均明显高于健康对照

组，差异有统计学意义（犘＝０．００８９）。与非免疫性血小板减少

组荧光百分率和平均荧光强度比较差异有统计学意义（犘＝

０．０２９２）。与自身免疫病荧光阳性百分率和平均荧光强度比

较差异无统计学意义（犘＝０．４２）；非免疫性血小板减少与健康

对照组荧光阳性百分率和平均荧光强度比较，差异无统计学意

义；自身免疫病与健康对照组荧光阳性百分率和平均荧光强度

差异有统计学意义（犘＜０．０１）。在新发ＩＴＰ的诊断中，ＰＡＩｇ

与血小板水平呈明显负相关。ＩＴＰ 患者 ＰＡＩｇＧ 阳性率

８１．５％；ＰＡＩｇＡ阳性率为６６．１２％，ＰＡＩｇＭ 阳性率为７２．４％、

ＰＡＩｇＧ、ＰＡＩｇＭ和ＰＡＩｇＡ三者阳性均为７１．１４％。

２．３　持续性ＩＴＰ药物治疗４周后ＰＡＩｇ的检测结果　应用泼

尼松治疗４周后，完全反应（ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＣＲ）组的ＰＡＩｇ

与治疗前进行组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。有效

（ｒｅｓｐｏｎｓｅ，Ｒ）组的ＰＡＩｇ与治疗前组间比较差异具有统计学意

义（犘＜０．０５）。无效（ｎｏｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＮＲ）组与治疗前组间比较差

异无统计学意义（犘＝０．４１），见表２。

表２　　持续性ＩＴＰ治疗４周后ＰＡＩｇ及血小板比较

组别 狀
血小板

（×１０９／Ｌ）

ＰＡＩｇＧ

治疗前 治疗后

ＰＡＩｇＡ

治疗前 治疗后

ＰＡＩｇＭ

治疗前 治疗后

ＣＲ ９ ＞１００ ２１．１２±８．６５ ３．２１±０．７６ １６．９５±６．６３ ２．６９±１．４２ １０．２２±４．６２ １．９８±１．４６

Ｒ １１ ＞３０ ２０．３１±７．８３ ６．２３±３．４０ １６．０５±５．８４ ５．２３±２．３３ １０．１２±４．９２ ７．２３±２．４１

ＮＲ ８ ＜３０ １９．４３±９．６５ １６．９１±５．４２ １６．７５±５．９４ １０．３８±５．１２ １０．２４±４．７２ ８．９４±３．４２

３　讨　　论

免疫性血小板减少症因自身免疫缺陷或外来抗原（如病

毒、幽门螺杆菌感染等）作用，产生抗血小板抗体（主要包括

ＰＡＩｇＡ、ＰＡＩｇＧ和ＰＡＩｇＭ）破坏血小板引起其减少而导致出

血［４７］。目前ＩＴＰ主要依据排除诊断，即需排除其他病因引起

的血小板减少症，缺乏敏感的特异性诊断指标。本研究中新发

ＩＴＰ患者ＰＡＩｇＧ阳性率为８１．５％；ＰＡＩｇＡ、ＰＡＩｇＭ 阳性分别

为６６．１２％和７２．４％；ＰＡＩｇＧ、ＰＡＩｇＭ和ＰＡＩｇＡ三者阳性均为

７１．１４％，说明ＩＴＰ患者由于自身血小板抗原变异，刺激机体

产生相应抗体的过程中，有多株的Ｂ淋巴细胞受到激活，产生

多株的抗体；在持续ＩＴＰ经过泼尼松周治疗４周后，完全反应

ＣＲ组与Ｒ组的ＰＡＩｇ、血小板计数均与治疗前比较具有统计

学意义（犘＜０．０１），ＮＲ组不具有统计学意义（犘＝０．４１）。说明

动态观察ＰＡＩｇ可以为治疗提供依据。

关于ＩＴＰ的分型与分期过去将ＩＴＰ分为急性ＩＴＰ和慢性

ＩＴＰ，慢性ＩＴＰ是指病程超过６个月仍未恢复的ＩＴＰ患者。由

于研究发现许多儿童ＩＴＰ患者在血小板减少持续１年后仍然

有相当一部分能够自发缓解，因此新版的指南将慢性ＩＴＰ的

病程从过去的６个月延长至１２个月。取消了过去分期中的

“急性ＩＴＰ”，而代之以“新诊断的ＩＴＰ（确诊后３个月以内的

ＩＴＰ患者）”和“持续性ＩＴＰ（确诊３～１２个月血小板持续减少

的ＩＴＰ患者）”
［８１０］。

流式细胞术检测血小板相关抗体，应用了流式细胞仪可以

在数秒钟内进行上万个细胞的计数，并可同时进行细胞表面多

参数的分析特性，具有方便、迅速的优点，且标本需求量少。此

外，本实验的关键在于血小板悬液的制备，在富集血小板过程

中，一定要洗涤血小板，以避免游离免疫球蛋白对抗原、抗体结

合过程的影响；既往检测血小板相关抗体多采用酶联免疫吸附

法（ＥＬＩＳＡ）检测，但对血小板极少的患者检测结果存在较大偏

差，且操作过程中易破坏和激活血小板；本次研究应用ＣＤ６１

来标记血小板群，ＩＴＰ患者由于血液中存在抗血小板抗体或免

疫复合物，使血小板膜糖蛋白ＧＰⅡｂ／Ⅲａ（ＣＤ４１／６１）为一种重

要的靶抗原，多数抗体易与血小板膜糖蛋白结合，通过设置血

小板门，可以特异性地区分血小板，避免杂质（下转第１６９３页）

·０９６１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３



升高而抗心肌肥大，其抑制细胞内钙升高与外钙内流和内钙释

放均有关。杜钢军等［１１］报道灯盏花素对肺纤维化有保护作

用，其机制可能是通过增加抗氧化防御系统和阻止ＴＧＦβ信

号实现的，这一作用基础可能对防治组织纤维化及其相关的疾

病具有积极意义。

３．３　ＥＴ１和 ＮＯ　ＥＴ１是一种由２１个氨基酸组成的多肽，

是目前为止发现的作用最强的收缩血管的活性物质。在内皮

细胞损伤及组织缺血、缺氧等情况下，内皮细胞大量合成 ＥＴ

１释放入血，成为参与疾病病理、生理过程的重要体液因素之

一；ＮＯ又称内皮源性舒张因子，ＮＯ能激活可溶性鸟苷酸环化

酶，升高细胞ｃＧＭＰ水平，引起血管平滑肌松弛、外周阻力下

降和血管扩张，是内皮素的生理拮抗剂［１２］。以上两种生物活

性物质在呼吸系统的生理、病理过程中发挥着重要的作用［１３］。

ＮＯ与ＥＴ１既是一对相互关联的因子，又是一对相互制约的

因子，表现在抑制 ＮＯ合成可强化ＥＴ１的作用，ＥＴ１引起的

剂量依赖性血管收缩，可因 ＮＯ 合成抑制而强化。因此，

ＥＴ１、ＮＯ可能参与了肺心病患者慢性阻塞性肺疾病、肺动脉

高压的发生、发展。

综上所述，本研究显示：治疗组临床疗效有效率高于对照

组，有统计学意义；ＥＴ１、ＮＯ分析结果均显示两组治疗前后均

有明显改善，治疗组改善优于对照组。两组均未出现明显不良

反应。肺心病急性加重期经治疗后好转，ＮＯ增高，ＥＴ１降

低，未好转者ＮＯ，ＥＴ１水平无明显变化，提示ＮＯ减少、ＥＴ１

增高，可能是慢性肺心病病情恶化的重要原因，而它们的动态

变化，尤其是ＥＴ１和ＮＯ可作为肺心病病情观察及预后判断

的参考指标。低分子肝素钙联合灯盏花素治疗老年肺心病优

于常规治疗组，联合应用能明显改善老年性肺心病患者血液高

凝状态，提高动脉血氧分压，减轻ＣＯ２ 潴留，改善心、肺功能，

提高临床疗效，并且使用安全，不良反应小。
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碎片的干扰，以保证结果有较好的重复性。

因此，流式细胞术检测血小板相关抗体在免疫性血小板减

少症中的诊断、鉴别诊断以及治疗评估具有重要意义。
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