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抗原的表达!血细胞分

析仪检测血小板质量指标!显微镜和血细胞计数池下观察血小板的形态!分光光度计评估血小板的低渗休克反
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#!镜下血小板没有明显的聚集!
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显示血小板质

量降低%结论
!

柠檬酸能有效洗脱血小板表面的
[;?.

+

类抗原!有望作为体内含有
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抗体患者的紧急输

血备选方案之一%
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许多患者在输注充足剂量的血小板后#其未见有

效地提升#有时甚至下降#临床出血未明显的改善#此

为血小板输注无效$
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的原因基本可归结为非免疫因

素和免疫因素&

1.0
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#非免疫因素主要是感染*发烧*脾

功能亢进素#免疫因素为患者体内产生抗人类白细胞

抗原$
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%和抗人血小板

抗原$
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%的抗体)据相关

报道&
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#引起
Q@2

的血小板同种抗体中
/%Y

为
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抗体)针对产生
[;?

抗体的患者#最佳的方法是输

注
[;?

相合的血小板&

5

'

)但是在实际的临床工作

中#常常难以获得和患者
[;?

相合的血小板)

早在
1%

世纪
/%

年代#不少研究报道柠檬酸可以

处理血小板表面
[;?.

+

抗原&

).-

'

)近期又有学者提

出&
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[g'

的柠檬酸可以洗脱血小板表面的

[;?.

+

抗原#但是关于洗脱效率*对血小板功能的影

响及洗脱的条件#不同的研究有所不同)本研究探讨

柠檬酸洗脱血小板表面
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类抗原的效率和对血
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小板功能的影响)
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资料与方法
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一般资料
!

所有的血小板均来自四川省泸州市

中心血站)献血者符合国家规定的献血者标准#均为

提前
$!

准备的新鲜血小板)每次实验前#用血球分

析仪进行计数#验证其白细胞残留量*红细胞残留量*

血小板数分别达到国家质量标准)其中性别*年龄*

血小板计数差异无统计学意义$
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主要仪器与试剂
!

流式细胞分析仪$

B?4>.

4?A@̀
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#美国
\6

公司%(
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分光光度计$棱光#

上海精密科学仪器有限公司制造%(光学显微镜

$
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#日本
G̀

J

H

7

I+

公司%(血细胞分析仪$

\4.

)/%%

#美国
S#,!K8

J

公司%(血小板恒温振荡保存箱

$山江电子科技%(血细胞计数池$上海市求精生化试

剂仪器有限公司%(藻红蛋白$

Q:

%标记的鼠抗人

46)1Q

抗体$批号!

555-0(

#美国
\6

公司%(异硫氰荧

光素$

B=@4

%标记的鼠抗人
[;?.?\4

抗体$批号!

555-0/

#美国
\6

公司%(

B=@4

标记的鼠抗人
=

F

X$

同

型对照抗体$批号!

555-01

#美国
\6

公司%#

Q:

标记的

鼠抗人
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F

X$
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#美国
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的柠檬

酸缓冲液(
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缓冲液)
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方法

?&A&?
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柠檬酸缓冲液的配制
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的柠檬酸缓冲

液由等体积的
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柠檬酸和
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配制而成#其中含
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#
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[

计滴定微

调#置于
5%H;

的无菌容器备用)
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酸处理血小板
!

按照析因设计优化试验条

件)反应时间
'

个水平$

5

*

$%

*

$5H#,

%#柠檬酸与标

本的体积比$

3$j31

%

5

个水平$

5j$

*

0j$

*

'j$

*

1j

$

*

$j$

%#每种组合重复
1

次)参考文献&

/

#

$$

'的方

法进行了部分改进)取
5%%

%

;

浓缩血小板悬液$约

含
5_$%

/ 个血小板%于试管中#离心 $

$% H#,

#

$5%%

F

%#弃上清液#加入一定量的酸溶液#置于冰上

%^

反应一定的时间)加入过量
Q\>

中止反应#然后

立即离心$

$%H#,

#

$5%%

F

%洗涤血小板#最后将其重

悬于乏血小板血浆$
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7
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7

G8+H8

#

QQQ
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!

血小板质量与功能的改变
!

析因设计选择的

最佳实验条件处理血小板作为试验组#用
Q\>

代替柠

檬酸处理血小板作为对照#未处理为空白对照#进行

如下质量与功能的检测)$

$

%血细胞分析仪上检测各

组血小板计数*平均血小板体积$

SQ3

%*血小板分布

宽度$

Q6R

%)$

1

%取处理后的血小板
$%

%

;

于牛鲍计

数板冲池#观察是否有大血小板及是否有聚集#同时

革兰染色镜检)$

'

%使用
-11

分光光度计#参考血小

板聚集仪的检测原理&

$1

'

#检测血小板的低渗休克反应

$

[>2

%#记录样本透光率的变化)样本最大透光率记

录为
@

S?V

#透光率平衡后的最小样本透光率记录为

@

S=A

(另一测试杯中加入
Q\>

#记录为
@

Q\>

)
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S?V
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?&A&B
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检测血小板表面
[;?.
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抗原及
46)1Q

抗原

!

根据前向散射角$

B4>

%和侧向散射角$

>>4

%确定

待检细胞群#确定血小板的检测范围)检测平均荧光

强度$

H98,<GI"K9+E9,E9#,D9,+#D

J

#

SB=

%的变化)取

血小板
$%%

%

;

$约含血小板
$_$%

) 个%置于试管中#

加入
Q:

标记的
46)1Q

抗体*

B=@4

标记的
[;?.

+

抗体各
1%

%

;

#同型对照管加入
Q:

*

B=@4

标记的鼠抗

人
=

F

X

各
1%

%

;

#室温闭光孵育
'%H#,

#加入
0%%

%

;

Q\>

#上机检测各组血小板表面
[;?.

+

抗原和

46)1Q

抗原)

?&B

!

统计学处理
!

采用
>Q>>1%&%

统计软件进行分

析)计量资料以
Fa;

表示#采用方差分析及
6

检验#

多组间采用单因素方差分析)利用
XK8

7

CQ8!

7

K#+H

5&%

软件进行绘图)以
!

$

%&%5

为差异有统计学

意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

析因设计
!

反应时间的延长并不会提高
[;?.

+

类抗原的洗脱效率$

!

%

%&%5

%#柠檬酸与血小板体

积比为
5j$

时才能有效洗脱血小板表面的
[;?.

+

类抗原$

!

$

%&%5

%#见图
$

)

图
$

!!

不同反应条件血小板表面
[;?.

+

抗原表达率

@&@

!

血小板常规质量指标
!

'

组血小板数量上的差

异无统计学意义$

!

%

%&%5

%)

Q\>

和酸处理后的血小

板
SQ3

*

Q6R

均高于未处理组$

!

$

%&%$

%#酸处理组

变化更明显$

!

$

%&%5

%#见表
$

)

表
$

!!

各组血小板常规质量指标比较%

Fa;

&

指标 未处理组
Q\>

处理组 酸处理组

血小板计数$

_$%

(
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SQ3
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Q6R
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@&A

!

血小板形态
!

显微镜下见牛鲍计数板中的各组

血小板散在分布#未见明显聚集)酸处理的血小板体

%-(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
)

期



积稍有增大#染色稍深#见图
1

)
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?

!未处理组(

\

!

Q\>

处理组(

4

!酸处理组

图
1

!!

各组血小板涂片革兰染色

@&B

!

[;?.

+

类抗原及
46)1Q

抗原的表达
!

与未处

理组比较#酸处理组
[;?.

+

表达率从 $

//&/)a

0&'-

%

Y

降 至 $

$1&00a$$&($

%

Y

$

!

$

%&%$

%#而

46)1Q

的表达率从$

0&$-a'&50

%

Y

增至$

/&//a

5&-%

%

Y

$

!

%

%&%5

%#见图
'

)

!!

?

!各组
[;?.

+

类抗原表达率(

\

!各组
46)1Q

的表达率(

4

!流式

细胞图(

"

!

!

$

%&%5

图
'

!!

[;?.

+

类抗原及
46)1Q

抗原的表达

@&C

!

血小板
[>2

!

酸处理组
[>2

$

5$&)5a)&5)

%

Y

较未处理组$

)1&%5a/&$0

%

Y

降低$

!

$

%&%$

%#与
Q\>

处理组$

50&(5a)&'1

%

Y

相比#差异无统计学意义

$

!

%

%&%5

%#见图
0

)

图
0
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各组血小板
[>2

情况

A

!

讨
!!

论
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Q@2

目前仍然是临床上一个严峻的问题#而

[;?.

+

类抗原是引起免疫相关的
Q@2

的主要原

因&

$'

'

)虽然最佳的做法是输注
[;?

相配合的血小

板#但是由于
[;?

分型成本高且费时&

$0

'

#目前还没

有建立一个完整的
[;?

分型库#对
[;?.

+

类抗原

引起的
Q@2

#研究一种新的方法作为其紧急输血策

略#完善临床输血非常重要)本试验一方面评估柠檬

酸能否有效处理血小板表面的
[;?.

+

类抗原#另一

方面通过评估该处理技术是否引起血小板形态及功

能的改变#验证该技术的可行性)

按照析因设计的原理和方法#对影响试验结果的

各个因素进行多水平重组分析#检测
[;?.

+

类抗原

表达率的变化#发现反应时间并不会影响血小板表面

抗原的表达率#而只有在
3$j31

为
5j$

的时候#柠

檬酸洗脱血小板表面
[;?.

+

类抗原的效率最大)故

考虑
7

[g'

#反应时间
5H#,

#反应体积
5j$

为最佳

试验条件#以此作为试验组的反应条件)

本研究显示柠檬酸能有效洗脱血小板表面的抗

原#与近期的研究结果一致&

/

#

$5

'

)

46)1Q

是血小板活

化的重要标志物之一#既往研究&

$$

'提示血小板在酸处

理后活化明显增高)但在本研究中#血小板
46)1Q

的表达只是稍有增高#推测既往的高活化水平一方面

是试验的标本不是新鲜血小板#自身活化偏高#另一

方面是酸作用的时间过长及终止反应不彻底)因为

[ ;̀S:

&

$)

'的研究表明#当血小板
7

[

值较低时#血

小板的形态和功能将出现不可逆的损伤)

通过对血小板常规指标的分析#发现
'

组血小板

计数的差异无统计学意义#酸处理组和
Q\>

处理组

SQ3

和
Q6R

均高于未处理组$

!

$

%&%5

%#推测离

心*洗涤等一系列操作步骤和柠檬酸的共同作用导致

SQ3

和
Q6R

的改变)镜下观察酸处理的血小板#体

积稍有增大#染色较深#但没有聚集现象)

SQ3

和

Q6R

的改变提示血小板质量的下降和存储损

伤&

$-.$/

'

#而血小板形态的改变#可能会缩短血小板体

内的循环时间#进而影响血小板的回收率和存活率)

[>2

是血小板在低渗环境中体积膨胀之后#再

恢复其正常体积的能力#反映血小板的体外功能及质

量#是反映血小板回收率和存活率较好的指标&

$(

'

)与

血小板形态的改变结果一致#酸处理后的
[>2

低于

未处理组$

!

$

%&%5

%)说明酸处理会影响血小板的质

量#但与文献&

1%

'相比较#

[>2

值不算太低#故考虑

酸处理后的血小板仍有应用于临床的价值)

综上所述#酸处理能有效洗脱血小板表面的

[;?.

+

类抗原#洗脱率高达
/%Y

#血小板活化增加#

SQ3

*

Q6R

稍增高#

[>2

值降低#所以笔者认为酸洗

脱血小板这一技术对血小板质量的影响尚可接受#针

对
[;?.

+

类抗原引起的
Q@2

#有望将酸洗脱血小板

作为其紧急输血的备选方案之一)今后的试验#一方

面需要继续优化和改进酸处理这项技术#减少复温*

离心*振荡等操作对血小板的损伤#建议操作步骤尽

量流畅#不要室外放置过久)另一方面#补充相关试

验#完善对血小板聚集*分泌*黏附*释放*代谢功能的

$-(

重庆医学
1%$(

年
'

月第
0/

卷第
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期



研究#全面评价该技术的临床可行性*有效性*切实

性#为临床提供切实可靠的依据)
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