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　　［摘要］　目的　利用表面等离子体共振（ＳＰＲ）技术对血小板抗体筛选与配型的可行性进行研究，摸索一种血小板相容性输

注的新方法。方法　采用氨基耦联法在ＳＰＲ芯片表面固定相应的通用型血小板抗原，并优化芯片分析条件，再用该芯片检测对

照血清，分析该技术的特性；ＭＡＩＰＡ法对比研究临床样本，同时运用ＳＰＲ技术对１０例血小板抗体阳性患者输注前进行血小板配

合试验，选用配合型血小板输注，临床跟踪评价输注效果。结果　ＳＰＲ技术检测血小板抗体的稳定性、敏感性与特异性均较好；

ＳＰＲ技术与 ＭＡＩＰＡ法对１０６例多次输注血小板的临床样本检测显示，２种方法比较差异无统计学意义（χ
２＝０．３３３，犘＞０．０５），

灵敏度为９１％，特异性为９７．９％，总一致性为９７．２％；利用ＳＰＲ技术配型输注的１０例血小板抗体阳性患者，８例１ｈ血小板增加

值ＣＣＩ＞７．５，２４ｈＣＣＩ＞４．５，临床跟踪评价良好。结论　ＳＰＲ技术筛检血小板抗体与 ＭＡＩＰＡ法性能基本相当，但ＳＰＲ技术操

作更简便快速、可靠直观，而且非标记，可满足临床血小板输注前抗体的快速检测和配型的初步要求。
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　　输注血小板可预防和治疗血小板减少或血小板功能缺陷

引起的出血，但患者多次输血后，易产生血小板相关抗体，导致

血小板输注无效（ＰＴＲ）
［１］。目前，检测血小板抗体与交叉配合

试验主要是固相法、ＭＡＩＰＡ法和ＦＣＭ法等，这些方法或者试

剂昂贵，成本较高，增加了患者的负担；或者检测时间较长，步

骤较多，对结果可靠性产生一定影响［２］，同时该方法指示红细

胞的保存期短，易造成试剂浪费等。表面等离子体共振（ｓｕｒ

ｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）技术是应用非标记光学生物传感

器技术，不需要对被测物进行标记使其可以测量生物活性分子

的反应动力学，适用于高通量生物活性分子特别是小分子的筛

选，微量未知物的分析，以及在线样品检测，具有高灵敏度、高

通量、非标记、样品和试剂耗量小等优点［３６］。因此，作者研究

基于ＳＰＲ的非标记技术在血小板抗体筛选与配型中的初步应

用，并以经典的参考法单克隆抗体特异性血小板抗原固定术

（ＭＡＩＰＡ）进行对比分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１２年５月至２０１３年４月在深圳市第二人

民医院多次输注血小板的患者１０６例［至少２次输注血小板，

其中，特发性血小板减少性紫癜（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉｃ

ｐｕｒｐｕｒａ，ＩＴＰ）患者３４例，白血病患者４６例，骨髓增生异常综

合征（ＭＤＳ）８例，其他病例１８例］，其中，男５５例，女５１例，年

龄８～６３岁，中位年龄３４．５岁。患者血小板计数均小于２０×

１０９／Ｌ或大于２０×１０９／Ｌ且小于１００×１０９／Ｌ，但有明显出血

倾向。
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１．２　标本采集处理与血小板计数　分别在血小板输注前和输

注后１、２４ｈ采集患者外周静脉血２ｍＬ，进行血小板计数，并

计算血小板增加值（ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｃｏｕｎｔｉｎｄｅｘ，ＣＣＩ）。ＣＣＩ＝输注

后血小板增加值×体表面积（ｍ２）／输入血小板总数，体表面积

＝０．００６１×身高（ｃｍ）＋０．０１２８×体质量（ｋｇ）－０．０１５２９。以

１ｈＣＣＩ＞７．５或２４ｈＣＣＩ＞４．５为有效，否则为输注无效。供

者的单采血小板由血液中心提供，每袋容量约２００ｍＬ左右，

含血小板大于或等于２．５×１０１１／袋。

１．３　主要仪器与试剂　ＳＰＲ分析仪（美国ＧＷＣ公司，ＳＰＲｉ

ｍａｇｅｒ
?
Ⅱ型），ＭＡＩＰＡ试剂盒（美国，Ｉｍｍｕｃｏｒ公司），ＢＹＬ型

离心机（长春博研公司），ＳＰＲ检测芯片（批号２０１３０１２４，广州

高通生物技术有限公司）。通用型 Ｏ型血小板冻干粉（批号

２０１２０９２３）、血小板抗体阳性血清（批号２０１２０９１６，阳性对照）

购自长春博德公司。芯片活化液ＥＤＣ／ＮＨＳ：１乙基３（３二

甲基氨丙基）碳化二亚胺（ＥＤＣ，０．４ｍｏｌ／Ｌ）和 Ｎ羟基琥珀酰

亚胺（ＮＨＳ，０．１ｍｏｌ／Ｌ）、ｐＨ＝７．４的缓冲液ＰＢＳ（流动相）及

再生 液 甘 氨 酸 （１０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝２．０），封 闭 液 乙 醇 胺

（１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝８．５），健康人ＡＢ型血清（阴性对照）、非特异

性蛋白ＮＳ１对照血清由本室提供。

１．４　ＳＰＲ技术检测血小板抗体条件摸索与方法建立

１．４．１　血小板在ＳＰＲ芯片表面固定的影响因素　影响ＳＰＲ

芯片表面血小板固定的因素：主要是离子强度，溶液的ｐＨ 值

及蛋白抗原的浓度等。本研究是在一定的离子强度下，将血小

板抗原进行倍比稀释后，分别点样芯片，根据不浪费样品，又能

保证达到一定的固定量的原则，确定血小板抗原的稀释度。本

研究选用不同ｐＨ 值（分别为４．０、４．５、５．０、５．５、６．０）的１０

ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸盐缓冲溶液作为血小板的固定液，探索ｐＨ值对

血小板抗原固定的影响，确定最佳ｐＨ值。

１．４．２　血小板在ＳＰＲ芯片表面固定的方法　血小板抗原的

固定：根据前期条件探索，采用氨基耦联法在ＳＰＲ传感芯片表

面固定相应的通用型血小板抗原，检测相应的血小板抗体。具

体的方法：（１）ＳＰＲ芯片活化：先室温下分别溶解０．３９３９ｇ

ＥＤＣ（０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）和０．４３０ｇＮＨＳ（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ），配制成１０

ｍＬＥＤＣ／ＮＨＳ活化液，将ＳＰＲ芯片置于活化液中活化３０

ｍｉｎ，流水冲洗；（２）血小板抗原点样：用ｐＨ 值为６．０的１０

ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸盐与甘油配制１０％的甘油点样液，将通用型血小

板抗原用点样液作５倍稀释处理后，取０．５μＬ混合液点样于

芯片表面相应的位置，室温下固定１ｈ；（３）芯片表面封闭：将点

样好的ＳＰＲ芯片，固定后，安装在ＳＰＲ分析仪上，用ＰＢＳ液调

选最佳共振角（由最小角至最大角调试，再确定最佳的共振角

约为７０～１００之间），基线平稳后，用封闭液乙醇胺处理１０

ｍｉｎ，封闭芯片未反应的活化表面。完成后用再生液处理，去除

物理吸附的物质和封闭液，然后可上样检测。

１．４．３　芯片表面的再生试剂与再生效果　进行抗原抗体反应

试验时，先将待检血清用ＰＢＳ溶液稀释后，注入芯片上，每测

一个样本后，用再生液再生芯片，然后进行下一次测定，结果用

ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎ软件分析。芯片的表面再生原理是利用一定浓

度的酸、碱或者是高离子强度的溶液脉冲来洗脱抗原与抗体间

的结合，从而达到传感芯片的再生。关于采用再生试剂中本研

究尝试采用了１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，１∶３００稀释的磷酸、ｐＨ＝

２．０的甘氨酸作为再生试剂，确定最佳的再生试剂类型。

１．４．４　血小板抗原与抗体之间的结合及性能分析　（１）ＳＰＲ

技术性能分析：运用上述探索的条件及固定的ＳＰＲ芯片，将阳

性对照血清、阴性对照血清、患者样本等作相应的检测，分析

ＳＰＲ技术的稳定性、敏感度、特异性，ＳＰＲ分析仪检测的数据

运用ＢＩＡｅｖａｌｕａｔｉｏｎ软件分析；（２）对比研究：运用ＳＰＲ技术与

ＭＡＩＰＡ法（具体操作按产品说明书进行）同时对１０６例多次

输注血小板的患者进行血小板抗体筛选，比较２种方法的差异

性，并分析它们的性能。

１．５　ＳＰＲ芯片技术在抗体筛选与配型中的初步应用　对患

者采用ＳＰＲ技术作配合性试验，选择配合型血小板输注，并跟

踪分析临床疗效。具体检测方法：将已知的Ｏ型通用血小板

（抗原）固定在芯片上，检测患者血清中是否有相关抗体；同样

将血液中心供应的机采血小板洗涤后稀释，取微量（０．５μＬ）点

样于芯片上，检测血小板抗体阳性患者的血清是否存在ＳＰＲ

信号的改变，若无信号改变，说明它们是配型相合，否则为配型

不相合。运用该技术对１０例血小板抗体阳性患者选择配合的

血小板进行输注，并进行临床跟踪分析，研究患者临床血小板

输注的有效性。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行分析处理，计数

资料比较用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　血小板固定浓度的条件摸索结果　采用乙酸缓冲溶液稀

释血小板，分别稀释５、１０、２０、５０、１００倍。结果表明随着点样

的浓度增加检测分析物（含血小板抗体血清）信号值增加，稀释

到１０倍后，点样物的浓度对检测信号影响不明显（图１），因

此，后续的实验中，确定点样的血小板浓度均采用１０倍稀

释度。

图１　　血小板固定浓度的条件优化结果

图２　　点样液ｐＨ值的条件优化结果

２．２　点样液ｐＨ 值的条件摸索结果　分别采用系列ｐＨ 值

（分别为４．０、４．５、５．０、５．５、６．０）的乙酸缓冲溶液作为点样液

稀释血小板。通入分析物（含血小板抗体血清）结果表明在

ｐＨ＝４．５的乙酸缓冲溶液时具有较强的检测信号（图２）。因
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此，在后续的实验中均采用ｐＨ＝４．５的乙酸缓冲溶液作为点

样液固定血小板。

２．３　ＳＰＲ芯片检测血小板抗体的再生试剂与再生效果　在

ＮａＯＨ的缓冲溶液中，高分子链部分水解，导致基线往下漂移，

而采用１∶３００稀释的磷酸基线没有回到原始基线水平即再生

彻底。在采用ｐＨ＝２．０的甘氨酸再生后基线基本回到初始值

水平，而且再生后探针仍然保持较高的生物活性。故本文采用

了ｐＨ＝２．０的甘氨酸作为再生试剂。在ＳＰＲ芯片上将试剂

血小板抗原（包括较多的血小板抗原位点）点样于不同的位置，

进行阳性对照血清的检测分析后，再用ｐＨ＝２．０的甘氨酸作

为再生试剂，重复３次检测，每次检测信号均可回到基线，结果

良好（图３）。

图３　　ＳＰＲ芯片检测阳性血清后的再生效果（狀＝３）

２．４　ＳＰＲ芯片分析血小板抗体阳性血清的检测限　在同一

张芯片上点样试剂血小板抗原，并选择相应的７个区域，其中，

１个为空白对照点，另外６个为样本检测点，分别取标准对照

阳性血清５、１０、２０、３０、４０、６０μＬ，对应的浓度分别为５０、１００、

２００、３００、４００、６００ｎｇ／ｍＬ；以２μＬ／ｓ的流速进样检测，由ＢＩ

Ａｅｖａｌｕａｔｉｏｎ分析软件处理，去除空白对照值后作图如下，对应

的ＲＵ值如ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ曲线所示，具有较好的灵敏度，最低检

测限为５０ｎｇ／ｍＬ左右（图４）。

图４　　ＳＰＲ芯片检测不同浓度的血小板抗体

阳性血清的结果

２．５　ＳＰＲ芯片的特异性响应结果　在同一张芯片上点样试

剂血小板抗原与非特异性 ＮＳ１抗原，其中，１个点样为空白对

照点，其余各点为样本检测点，将此点样好的芯片在ＳＰＲ仪上

分别检测血小板抗体阳性对照血清与 ＮＳ１抗体阳性对照血

清，检测血小板抗体阳性对照血清与 ＮＳ１抗体阳性对照血清

时，该芯片特异性较好（图５）。本研究表明ＳＰＲ芯片能特异检

测血小板抗体（图５）。

２．６　ＳＰＲ芯片技术与 ＭＡＩＰＡ法筛选血小板抗体对比分析　

对１０６例临床多次输注血小板的患者血清，分别用ＳＰＲ芯片

技术和 ＭＡＩＰＡ法检测，结果见表１；经χ
２ 检验，χ

２＝０．３３３，

犘＝０．５６４，２种方法比较差异无统计学意义。ＳＰＲ法的灵敏度

为９１％，特异性为９７．９％，总一致性为９７．２％（表１）。

　　Ａ：血小板抗体阳性血清；Ｂ：ＮＳ１抗体阳性血清。

图５　　ＳＰＲ芯片检测２种不同阳性对照血清的信号结果

表１　　２种血小板抗体检测方法的结果比较（狀＝１０６，狀）

ＳＰＲ技术
ＭＡＩＰＡ法

阳性 阴性
合计

阳性 １０ ２ １２

阴性 １ ９３ ９４

合计 １１ ９５ １０６

　　χ
２＝０．３３３，犘＞０．０５。

２．７　ＳＰＲ芯片技术检测血小板抗体的初步应用　将 Ａ、Ｂ、Ｏ

同型的供者血小板样本，经洗涤后稀释，按照上述血小板点样

的条件与方法，点样于ＳＰＲ芯片上，然后根据前面的检测方

法，分析患者的血清样本与供者机采血小板的相容性。本研究

对ＳＰＲ技术检测的其中１０例血小板抗体阳性患者，进行交叉

配合试验，从多位血小板供者中选择配合型血小板输注，经过

临床随访分析，其中，８例患者１ｈ血小板增加值ＣＣＩ＞７．５，

２４ｈＣＣＩ＞４．５，为输注有效，并且患者状态良好，另外２例因

有其他基础疾病。说明ＳＰＲ技术可初步应用于临床血小板的

抗体筛选与配型（图６）。

　　Ａ：阴性；Ｂ：阳性。

图６　　供者血小板与患者血清交叉配合试验结果

３　讨　　论

　　如何有效输注血小板，提高临床疗效是研究的热点课题。

由于建立已知 ＨＬＡ和 ＨＰＡ基因位点的供者库，规模大，费用

昂贵，耗时长，暂时无法全面实施，因此，选择供受者相同的

ＨＬＡ、ＨＰＡ的血小板进行输注目前难以实施。如果直接通过

配合试验选择与受者相合的血小板，需要一种简便适用的检测

方法［７８］。目前，国内外临床上检测血小板抗体与配型的方法

主要是固相凝集法、酶标法、荧光法等，虽然这些方法可检测血

小板抗体，并可进行血小板配型。但是，该方法也存在较多的

问题，需要改进或开发新的检测方法［９１１］。目前，临床上常用

ＭＡＩＰＡ法、固相凝集法等，但有一定的缺陷，该方法指示红细

胞的保存期短，易造成试剂浪费；检测的步骤多，影响因素较

多，如ＥＬＩＳＡ法，易出现假阴性或假阳性；该方法进行临床检
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测时需要较多混合的Ｏ型血小板，但血小板表面抗原的复杂

性，抗原谱不明确，易造成抗体的漏检。因此，需要进一步改进

研究或采用新的检测方法。

ＳＰＲ技术不需要对被测物进行标记的优点使其可以测量

生物分子在无修饰条件下的反应动力学［１２］。因此，ＳＰＲ技术

适用于高通量生物分子的直接筛选与在线样品检测。作者将

ＳＰＲ技术引入血小板抗体的检测与配型的研究上，取得了较

好的预期成果，充分体现了ＳＰＲ技术快速、非标记、高通量、高

灵敏度的特点［９］。经初步研究发现，ＳＰＲ技术检测血小板抗

体的稳定性、灵敏度与特异性均较好，同时与 ＭＡＩＰＡ法检测

血小板抗体的结果进行了对比研究，它们阳性与阴性结果的一

致性均在９５％以上，总有效率也是９５％以上。本研究运用

ＳＰＲ技术配型的血小板输注给１０例抗体阳性的患者，经临床

随访分析效果良好，其中，８例患者１ｈ血小板增加值ＣＣＩ＞

７．５，２４ｈＣＣＩ＞４．５，另外２例患者因有其他疾病，影响了血小

板输注的有效率。

ＳＰＲ技术不需指示细胞，克服了 ＭＡＩＰＡ法等指示细胞保

存期短的问题，另外 ＭＡＩＰＡ法操作步骤多、时间长、易出现假

阳性等；ＳＰＲ技术可批量点样，大量检测，速度更快；直接检测

时，无需标记与指示，影响因素少，结果更稳定。此外，ＳＰＲ技

术成熟后，运用机器点样，一张芯片将检测更多样本，同时能再

生处理，多次重复使用，检测的经济成本将更低。

但是，ＳＰＲ技术使用的血小板谱抗原作为点样抗原，抗原

谱的复杂性，可能存在抗原谱不全面，可能会出现血小板稀有

抗体漏检的问题。随着基因组学与蛋白组学的发展，血小板抗

原的全面检测，该问题将会解决；此外ＳＰＲ技术的自动化点

样、检测与分析的研发也有待加强。作者相信ＳＰＲ技术成熟

后，临床应用将更加简便，直接筛查血小板抗体、通过配合试验

选择与受血者相合的血小板显得更加容易［１３１５］，该技术将应

用于临床日常检测工作中。
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ａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｓｏｌｉｄｐｈａｓｅａｓｓａｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｖｅｎ

ｔｉｏｎａｌｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｓｓａｙ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓ Ｍｅｄ，

２０１０，２０（２）：９５１０３．

［９］ 徐长根．微柱凝胶法检测血小板抗体［Ｊ］．临床检验杂志，

２００２，２０（５）：２７２．

［１０］ＢｕｂＣＢ，ＭａｒｔｉｎｅｌｌｉＢＭ，ＡｖｅｌｉｎｏＴＭ，ｅｔａｌ．Ｐｌａｔｅｌｅｔａｎｔｉ

ｂｏｄｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ：ａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｔｏ

ｅｖａｌｕａｔｅａｎｄｇｉｖｅｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎａｌｓｕｐｐｏｒｔｉｎｐｌａｔｅｌｅｔｒｅｆｒａｃ

ｔｏｒｉｎｅｓｓ［Ｊ］．ＲｅｖＢｒａｓＨｅｍａｔｏｌＨｅｍｏｔｅｒ，２０１３，３５（４）：

２５２２５５．

［１１］ＮｇｕｙｅｎＸＤ，ＧｏｅｂｅｌＭ，ＳｃｈｏｂｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｐｌａｔｅｌｅｔａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｂｙｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｐｌａｔｅｌｅｔａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｎｄｔｈｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｅｌｅｔａｎｔｉｇｅｎｓ：ａｎｉｎｔｅｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２０１０，５０（７）：１４２９１４３４．

［１２］ＢａｋｃｈｏｕｌＴ，ＫｕｂｉａｋＳ，ＫｒａｕｔｗｕｒｓｔＡ，ｅｔａｌ．Ｌｏｗａｖｉｄｉｔｙ

ａｎｔｉＨＰＡ１ａａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｒｅｃａｐａｂｌｅｏｆａｎｔｉｇｅｎｐｏｓｉ

ｔｉｖｅｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅＮＯＤ／ＳＣＩＤｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ

ｏｆａｌｌｏｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２０１１，

５１（１１）：２４５５２４６１．

［１３］ＳｏｃｈｅｒＩ，ＡｎｄｒｅｉＳｅｌｍｅｒＣ，ＢｅｉｎＧ，ｅｔａｌ．ＬｏｗａｖｉｄｉｔｙＨＰＡ

１ａａｌｌｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎｓｅｖｅｒｅｎｅｏｎａｔａｌａｌｌｏｉｍｍｕｎｅｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏ

ｐｅｎｉａａｒｅｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｗｉｔｈｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２００９，４９（５）：９４３９５２．

［１４］ＲｏｄｉｕｓＳ，ＣｈａｌｏｉｎＯ，ＭｏｅｓＭ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｔａｌｉｎｒｏｄＩＢＳ２ａｌ

ｐｈａｈｅｌｉｘｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈｔｈｅβ３ｉｎｔｅｇｒｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｔａｉｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｘｉｍａｌｈｅｌｉｘｂｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇｃｈａｒｇｅｃｏｍｐｌｅ

ｍｅｎｔａｒｙｓａｌｔｂｒｉｄｇｅｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００８，２８３（３５）：

２４２１２２４２２３．

［１５］ＨａｙａｓｈｉＴ，ＡｍａｋｉｓｈｉＥ，ＭａｔｓｕｙａｍａＮ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ａｎｔｉｈｕｍａｎｐｌａｔｅｌｅｔａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｉｎｔｅｇｒｉｎα２β１ｕｓｉｎｇ

ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＢｌｏｏｄＴｒａｎｓｆｕｓ，２０１４，１２（Ｓｕｐｐｌ１）：Ｓ２７３

２８０．

（收稿日期：２０１４１００８　修回日期：２０１４１２２５）

００２１ 重庆医学２０１５年３月第４４卷第９期


