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微柱凝胶技术在新生儿同种免疫性血小板减少症的应用
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（徐州市儿童医院输血科，江苏徐州２２１００６）

　　摘　要：目的　探讨微柱凝胶技术（ＭＧＩＡ）在新生儿同种免疫性血小板减少症（ＮＡＩＴ）的临床应用。方法　采用 ＭＧＩＡ直接

抗人球试验（简称“ＭＧＩＡ直接法”）对新生儿致敏血小板进行检测，利用 ＭＧＩＡ间接抗人球试验（简称“ＭＧＩＡ间接法”）对新生儿

游离血小板抗体进行检测，流式细胞仪（ＦＣＭ）作为参考方法，采用３种方法对１４６例新生儿血小板减少的患儿进行检测。结果　

ＭＧＩＡ直接法血小板抗体阳性率［３１（２１．２％）］）和ＦＣＭ 血小板抗体阳性率［３７（２５．３％）］比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），

ＭＧＩＡ间接法血小板抗体阳性率［１８（１２．３％）］和ＦＣＭ血小板抗体阳性率［３７（２５．３％）］比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结

论　ＭＧＩＡ直接法是一种对ＮＡＩＴ有诊断意义的简便、快速、实用方法，有助于ＮＡＩＴ的确诊和早期用药或换血浆治疗。
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　　血小板特异性抗原（ＨＰＡ）是表达于血小板和巨核细胞外

膜上的一种糖蛋白复合物，目前已发现的２４个 ＨＰＡ中２２个

被正式命名［１］。血小板抗体是机体接触抗原产生的，包括同种

抗体和自身抗体，同种抗体是由输血、输血小板或妊娠等同种

免疫产生。血小板抗体检测在疾病的诊断和疗效的判断方面

非常重要，至今还没有一种真正具有临床实用价值的血清学检

测方法，已报道的方法［２４］包括单克隆抗体特异性血小板抗原

固定术（ＭＡＩＰＡ）、简易致敏红细胞血小板血清学技术（ＳＥＰ

ＳＡ）、流式细胞仪（ＦＣＭ）等血小板抗体检测方法，操作繁琐，耗

时长，设备和成本要求高，无法在临床上普遍推广使用。微柱

凝胶免疫分析技术（ＭＧＩＡ）简称微柱凝胶技术，具有简单、快

速、准确、可靠、设备要求低的特点，已广泛用于红细胞的检测。

抗人球蛋白试验分直接法和间接法，ＭＧＩＡ直接抗人球蛋白试

验（简称“ＭＧＩＡ直接法”）检测与特异性抗原发生免疫反应的

结合抗体，ＭＧＩＡ间接抗人球蛋白试验（简称“ＭＧＩＡ间接法”）

是检测游离抗体；在红细胞抗体的检测上已普遍使用于临床，

对血小板的检测才刚刚起步［４５］；ＭＧＩＡ用于新生儿同种免疫

性血小板减少症（ＮＡＩＴ）的检测鲜有报道。本文对１４６例新生

儿血小板减少患儿用 ＭＧＩＡ直接法测定新生儿体内的致敏血

小板，ＭＧＩＡ间接法测定新生儿体内的血小板游离抗体，用

ＦＣＭ检测结果作为参考，比较两种方法的敏感度，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　１４６例血小板减少患儿样本均为２００９年７

月至２０１１年１２月住院新生儿；ＦＣＭ检测３７例阳性标本中男

２１例，女１６例，出生１～２９ｄ，平均１１．３ｄ。

１．２　仪器与试剂　微柱凝胶抗人球蛋白试验血小板抗原抗体

检测试剂盒、ＴＤ３Ａ型血型血清学用离心机、ＦＹＱ型免疫微柱

孵育器，均由长春博迅生物技术有限责任公司提供。流式细胞

仪试剂、流式细胞仪为美国ＢＤ公司生产的ＣａｎｔｏⅡ。

１．３　方法

１．３．１　ＭＧＩＡ直接法测定致敏血小板　（１）洗涤血小板：应用

ＰＢＳ（含０．５％ ＥＤＴＡＮａ２ 的０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．２的血小板稀

释液）洗涤血小板标本３次（离心：室温，３８００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）。

用ＰＢＳ恢复洗涤后血小板至原体积，使血小板数目不低于１×

１０９／Ｌ。（２）取微柱凝胶血小板检测卡，标记Ｓ、Ｎ（Ｓ受检标本、

Ｎ阴性对照）。（３）将Ｓ孔依次加入离心后受检者血小板、指示

红细胞各５０μＬ；将 Ｎ孔依次加入健康成年男性血小板、指示

红细胞各５０μＬ。（４）将卡置３７ ℃孵育１５ｍｉｎ。（５）应用

ＭＧＩＡ专用离心机离心（选择离心程序：９００ｒ／ｍｉｎ，２ｍｉｎ，不停

止直接自动加速至１５００ｒ／ｍｉｎ，继续离心３ｍｉｎ）。（６）在阴性

对照成立的条件下，阳性结果为红细胞凝集块位于胶表面或者

凝胶中，表明受检者血小板在体内已被相应抗体致敏。阴性结

果为红细胞完全沉降于凝胶管底部，表明受检者血小板在体内
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未被相应抗体致敏。

１．３．２　ＭＧＩＡ间接法测定游离血小板抗体　（１）应用抗凝管

采集被检对象静脉血２～５ｍＬ，轻轻摇动混匀２ｍｉｎ，离心

２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，取上清。（２）取微柱凝胶血小板检测卡，标

记Ｓ、Ｎ、Ｐ（Ｓ受检标本、Ｎ阴性对照、Ｐ阳性对照）。将Ｓ孔加

入受检者血清、Ｎ孔加入阴性血清、Ｐ孔加入阳性血清，然后每

孔依次加入稀释液、血小板广谱裂解抗原、指示红细胞各５０

μＬ。（３）将卡置３７℃孵育１５ｍｉｎ。（４）应用 ＭＧＩＡ专用离心

机离心。（５）在阴性对照成立的条件下，判定结果；阳性结果表

明受检者血清中存在加入的血小板相对应的血小板抗体。阴

性结果表明受检者血清中不存在加入的血小板相对应的血小

板抗体。

１．３．３　ＦＣＭ检测血小板抗体　（１）将０．１０９ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠

４００μＬ注入全血３ｍＬ混匀，７９０ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。（２）取血

浆加１ｍＬ２％ＰＦＡ，避光固定１５ｍｉｎ。（３）５０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ。（４）弃上清后加２ｍＬＰＢＳ混匀，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。

（５）弃上清，混匀。（６）配置抗体，根据血小板计数量配置抗体，

血小板３×１０９／Ｌ加１μＬ，血小板（４～５）×１０
９／Ｌ加１．５μＬ，

血小板（５～７）×１０９／Ｌ加２μＬ，血小板计数大于７×１０
９／Ｌ加

２．５μＬ。（７）取１支上样管标记阳性对照，加５μＬ浓血小板悬

液，１０μＬ抗体，另取１支上样管标记阴性对照，加５μＬ浓血

小板悬液。（８）混匀，避光２０ｍｉｎ，加０．５ｍＬＰＢＳ上机。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件，计数资料采

用χ
２ 检验进行比较，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

血小板抗体检测结果显示，ＦＣＭ阳性率为［３７（２５．３％）］、

ＭＧＩＡ直接法阳性率为［３１（２１．２％）］、ＭＧＩＡ间接法阳性率为

［１８（１２．３％）］，ＭＧＩＡ间接法和ＦＣＭ 血小板抗体阳性率比较

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

　　新生儿血小板减少的原因常见的有获得性免疫性、感染

性、药物性、遗传性等，但以获得性免疫性为主。实验所观察的

１４６例血小板减少患儿样本，血小板计数为（２３～８５）×１０９／Ｌ，

平均５０．９×１０９／Ｌ。ＮＡＩＴ是由于胎儿和母亲血小板血型不

合，免疫母体产生的敏感性同种抗体引起，抗体经胎盘进入胎

儿体内，与新生儿血小板抗原反应后在经过网状内皮系统时被

破坏而导致胎儿和新生儿的血小板减少症，类似新生儿Ｒｈ溶

血病。研究表明［６７］，约２．５％的妊娠妇女会产生血小板抗体，

Ｃａｓｔｒｏ等
［８］在巴西新生儿中筛查ＦＮＡＩＴ中，发现其发病率为

１．５％左右，Ｏｈｔｏ等
［９］对亚洲人群中频率较低的 ＨＰＡ４ｂ阴性

孕妇中检出相应抗体的阳性率为２４％，其中２６％发展为

ＦＮＡＩＴ。

ＭＧＩＡ直接法测定致敏血小板，检测血小板是否已经在体

内与相应的抗体发生免疫反应。实验中在微柱凝胶中依次加

入被检血小板、稀释液、指示红细胞；如果被检血小板已被致

敏，即血小板抗体的Ｆａｂ段与血小板抗原结合，Ｆｃ段游离；同

时指示细胞上包被的鼠抗人血小板单克隆抗体的Ｆａｂ段也结

合血小板抗原，形成人血清抗血小板抗体血小板指示红细胞

复合物。相邻的复合物上血小板抗体Ｆｃ段通过凝胶中抗人球

蛋白连接成网状凝集复合物，即以抗人球蛋白为桥，形成免疫

凝集复合物。该复合物在一定离心力下，浮于胶表面或胶中，

出现肉眼可见的凝集反应，即阳性反应，表示在体内血小板与

相应的抗体已经发生了免疫反应，即已经被致敏。由于血小板

本身有易活化自凝聚的特点，实验中使用血小板保存缓冲液，

同时把孵育时间和温度进行适当的调节，杜绝了假阳性的发

生，确保了整个检测过程的顺利完成。

通过比较可见，ＭＧＩＡ间接法灵敏度较差，ＭＧＩＡ直接法

对ＮＡＩＴ检测与ＦＣＭ 检测结果相似，但操作简单方便，实验

时间短，设备要求低、结果判读直观，重复性较好，实验试剂成

本较低，值得推广运用。此种检测方法的建立将有助于 ＮＡＩＴ

的早期确诊，对预防 ＮＡＩＴ引起的颅内出血，减少颅内出血引

起的病死率和神经系统后遗症具有重要意义。
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