
·论  著·  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2020.01.006
网络首发 http://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1097.R.20191104.0914.006.html(2019-11-05)

ITP患者血小板抗体特征分析暨1例含血小板自身和
同种抗体的ITP患者输血疗效观察*

周 燕,钟周琳,卢 芳,李恒聪,李丽兰,吴国光△

(广西壮族自治区南宁输血医学研究所,南宁
 

530007)

  [摘要] 目的 检测并分析267例免疫性血小板减少症(ITP)患者血小板抗体特异性特征,并为1例合并

血小板输注无效的ITP患者提供匹配血小板供输注并观测其疗效。方法 应用ELISA、免疫荧光流式细胞术

等技术对ITP患者血液标本进行血小板糖蛋白自身抗体及血小板同种抗体特异性鉴定。其中1例血小板输注

无效的ITP患者(杨某)经证实含有血小板自身及同种抗体后,从血小板供者资料库中挑选HLA基因分型与该

患者一致的供者血小板给予输注,并监测其效果。结果 267例ITP患者中182例患者含有血小板自身抗体,
自身抗体阳性率为68.16%;21例含有同种抗体,同种抗体阳性率为7.87%。自身抗体中含抗GPⅡb/Ⅲa抗

体例数明显高于抗GPⅠb/Ⅸ和(或)抗GPⅠa/Ⅱa,差异有统计学意义(P<0.05)。患者杨某血小板洗脱液中

含抗GPⅡb/Ⅲa血小板自身抗体,且血浆中含抗HLA抗体;给予HLA匹配的供者血小板输注,24
 

h血小板增

加指数值(CCI)为13.45,输血治疗安全有效。结论 ITP患者中以抗GPⅡb/Ⅲa类的自身抗体为常见,但也

可能同时具有同种抗体。
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  [Abstract] Objective To

 

detect
 

and
 

analyze
 

the
 

characteristics
 

of
 

platelet
 

antibodies
 

in
 

267
 

immune
 

thrombocytopenia
 

(ITP)
 

patients.To
 

provide
 

matched
 

platelets
 

for
 

a
 

ITP
 

patient
 

accompany
 

with
 

platelet
 

transfusion
 

refractoriness
 

and
 

monitor
 

the
 

efficacy
 

of
 

platelet
 

transfusion.Methods Platelet
 

autoantibodies
 

and
 

alloantibodies
 

were
 

detected
 

in
 

both
 

plamsa
 

and
 

platelet
 

eluate
 

by
 

enzyme
 

linked
 

immunosorbent
 

assay
 

and
 

immunouorescence
 

flow
 

cytometry
 

from
 

267
 

ITP
 

patients.Platelet
 

autoantibody
 

and
 

alloantibody
 

were
 

i-
dentified

 

in
 

one
 

case
 

of
 

ITP
 

patient
 

(YANG)
 

who
 

accompany
 

with
 

platelet
 

transfusion
 

refractoriness.Platelet
 

donor
 

whose
 

HLA
 

genotype
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

ITP
 

patient
 

was
 

selected
 

from
 

the
 

platelet
 

donor
 

data-
base,and

 

the
 

platelet
 

level
 

was
 

monitored.Results Among
 

267
 

ITP
 

patients,182
 

patients
 

were
 

confirmed
 

to
 

have
 

platelet
 

autoantibody,the
 

positive
 

rate
 

was
 

68.16%;21
 

patients
 

were
 

confirmed
 

to
 

have
 

platelet
 

alloanti-
body,the

 

positive
 

rate
 

was
 

7.87%.The
 

number
 

of
 

anti-GPⅡb/Ⅲa
 

autoantibody
 

was
 

more
 

than
 

that
 

of
 

anti-
GPⅠb/Ⅸ

 

and/or
 

anti-GPⅠa/Ⅱa,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).This
 

ITP
 

patient
 

(YANG)
 

had
 

anti-GPⅡb/Ⅲa
 

autoantibody
 

in
 

platelet
 

eluate
 

and
 

anti-HLA
 

antibody
 

in
 

plamsa.HLA
 

matched
 

platelet
 

was
 

transfused
 

to
 

her,24
 

h
 

corrected
 

count
 

increment
 

(CCI)
 

was
 

13.45,platelet
 

transfusion
 

was
 

safety
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and
 

effective.Conclusion Anti-GPⅡb/Ⅲa
 

autoantibody
 

is
 

common,and
 

alloantibody
 

can
 

also
 

exist
 

in
 

ITP
 

patients.
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  免疫性血小板减少症(immune
 

thrombocytope-
nia,ITP)是临床上常见的出血性疾病,以皮肤黏膜或

内脏出血、血小板生存时间缩短、骨髓巨核细胞成熟

障碍并伴抗血小板自身抗体为主要特征,约占临床出

血性疾病的30%,严重影响患者健康。ITP的临床诊

断目前仍是排除性诊断[1-3]。血小板自身抗体检测有

助于免疫性和非免疫性血小板减少的鉴定,对ITP的

诊断具有重要意义,而自身抗体特异性的鉴定则对治

疗有着重要的参考价值。血小板自身抗体可分为两

类,一类是存在于游离血清/血浆中(游离抗体),另一

类是吸附于血小板膜糖蛋白之上,需要洗脱方可检测

(放散抗体);而不论是哪种类型的血小板自身抗体,
均可产生针对不同血小板膜糖蛋白GPⅡb/Ⅲa、GP
Ⅰb/Ⅸ及GPⅠa/Ⅱa的自身抗体。在2016年版的

《成人原发免疫性血小板减少症诊断与治疗中国专家

共识》及中华医学会儿科学分会血液学组制订的《儿
童原发性免疫性血小板减少症诊疗建议》中指出[1,3],
无论成人或儿童ITP患者,若出现严重的出血倾向,
应立即给予ABO同型随机供者血小板输注治疗,但
经反复输血治疗后ITP患者就有可能产生血小板同

种免疫反应,引起血小板输注无效,即出现血小板自

身抗体与血小板同种抗体并存的情形。基于此,笔者

对临床上确诊为ITP的患者进行了血小板自身抗体

及同种抗体检测并分析其特征,为其中1例含血小板

自身抗体和同种抗体的ITP患者提供匹配血小板输

注,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

  选取2009年1月至2018年7月在本研究所进行

血小板抗体检测的267例ITP患者作为研究对象,所
有患者均经临床血常规及骨髓检查确诊为ITP。其

中男115例,女152例,年龄1~80岁,中位年龄40
岁,≥18岁113例,<18岁147例,另有7例未记录

年龄。其中ITP患者杨某,女,61岁,孕2产2,有输

血史,血小板计数11×109/L,有出血倾向,曾给予

ABO同 型 血 小 板 输 注,血 小 板 恢 复 效 果 欠 佳,遂
送检。
1.2 方法

1.2.1 试剂与仪器

  血小板膜糖蛋白特异性自身抗体检测试剂盒

PAKAUTO及血小板特异性抗体检测试剂盒PAK-
PLUS(美 国 Immucor 公 司);异 硫 氰 酸 荧 光 素

(FITC)-羊 抗 人 IgG (美 国 Jackson
 

Immuno
 

Reasearch公司);DNA抽提试剂盒(美国 Qiagen公

司)。流式细胞仪(美国Becton
 

Dickinson公司);酶标

仪及洗板机(瑞士Tecan公司);常温高速台式离心机

(德国Eppendorf);孵育箱(S648电热恒温水温箱,上
海医疗器械七厂)。机采血小板全部由南宁中心血站

提供,符合质量标准。每袋血小板为1个治疗量,含
血小板数大于或等于2.5×1011/L,血小板保存温度

为22
 

℃,振荡保存。
1.2.2 标本制备

  留取患者静脉血约10
 

mL,乙二胺四乙酸(ED-
TA)抗凝,分离富血小板血浆并将其移入洁净的EP
管中,10

 

600
 

r/min离心5
 

min,获得血小板扣。洗涤

3次后调整血小板浓度。加入180
 

μL洗脱液并混匀,
室温放置2

 

min后10
 

600
 

r/min离心5
 

min,将上清

液(放散液)转移到另一洁净的EP管内,再加入180
 

μL缓冲液,混匀后离心10
 

min以去除血小板碎片。
制备的血小板膜放散液和血浆可立即检测,或置于

-80
 

℃冰箱存放待用。
1.2.3 血小板自身抗体检测

  采用ELISA测定,试验步骤按说明书进行。将

待测血浆或血小板放散液加入包被了血小板糖蛋白

GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb/Ⅸ及GPⅠa/Ⅱa微孔板中,血小

板糖蛋白可与待测血浆或血小板放散液中存在的血

小板自身抗体结合,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抗人球蛋白并于37
 

℃孵

育30
 

min,洗去未结合的抗人球蛋白,并加底物对硝

基苯磷酸二钠(PNPP)室温避光显色30
 

min后,用
3N氢氧化钠(NaOH)终止反应。酶标仪以490

 

nm
为参比波长,405

 

nm读取光密度(OD)值。若阴性对

照OD 值小于或等于0.175,阳性对照OD 值大于或

等于1.0则认为该次实验有效;cut-off=2×阴性对

照,若检测孔OD 值大于cut-off值即可判为阳性。
1.2.4 血小板同种抗体检测

  采用ELISA测定,具体步骤按照参考文献[4]的
方法。
1.2.5 HLA基因分型

  具体步骤按照参考文献[5]的方法。
1.2.6 血小板输注配合性试验

  具体步骤按照参考文献[6]的方法,采用免疫荧

光流式细胞术将供者血小板与患者血浆作血小板配

合性试验,选择相匹配的血小板给予输注治疗。
1.3 统计学处理

  采用SPSS19.0
 

软件进行数据分析,计数资料以
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频数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验,以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 267例ITP患者性别、年龄构成比例

  与其他自身免疫性疾病一样,ITP患者中女性较

男性多见,其中又以未成年人发病居多,见表1。
2.2 血小板自身抗体分类

  267例ITP患者中共有182例(68.16%)患者经

检测证实含有不同种类及不同类型的血小板自身抗

体,其中136例患者含有游离血小板自身抗体,130例

含有放散血小板自身抗体,而84例患者同时含有游

离血小板自身抗体及放散血小板自身抗体。游离抗

体阳性患者及放散抗体阳性患者中,含有针对GPⅡb/
Ⅲa的自身抗体数量分别达到98(24+13+12+49)例
和128(42+15+8+63)例,与抗GPⅠa/Ⅱa或(和)抗GPⅠ
b/Ⅸ比较,差异有统计学意义(χ2=36.265,P<0.05),
见表2。

表1  267例ITP患者性别及年龄组成

项目 n 构成比(%)

性别

 男 115 43.07

 女 152 56.93

年龄

 ≥18岁 113 42.32

 <18岁 147 55.06

 未记录 7 2.62

表2  267例ITP患者血小板自身抗体类型[n(%)]

项目
抗体种类

游离抗体 放散抗体

抗GPⅡb/Ⅲa 24(17.65) 42(32.31)

抗GPⅠa/Ⅱa 10(7.35) 0(0)

抗GPⅠb/Ⅸ 22(16.18) 2(1.54)

抗GPⅡb/Ⅲa+GPⅠa/Ⅱa 13(9.56) 15(11.54)

抗GPⅡb/Ⅲa+GPⅠb/Ⅸ 12(8.82) 8(6.15)

抗GPⅠa/Ⅱa+GPⅠb/Ⅸ 6(4.41) 0(0)

抗GPⅡb/Ⅲa+GPⅠa/Ⅱa+GPⅠb/Ⅸ 49(36.03) 63(48.46)

合计 136(100.00) 130(100.00)

2.3 血小板同种抗体检测及ITP患者的血小板输注

治疗

  267例ITP患者中有21例(7.87%)患者经检测

证实除了有自身抗体外,尚含有血小板同种抗体,抗
体特异性均为抗人白细胞抗原(HLA)抗体,推测同种

抗体的产生或许是由之前的输血、妊娠等免疫因素

所致。
267例ITP患者的输血和其他治疗措施均由临

床实施,除患者杨某外,本研究所不掌握具体输血治

疗的数据。患者杨某,经检测证实,除含有抗GPⅡb/
Ⅲa血小板自身抗体外,血浆中同时存在抗 HLA抗

体。该患者的血小板计数为11×109/L,有出血表现,
因此临床要求本研究所提供匹配的血小板制品用以

输血治疗。
2.4 患者杨某HLA基因分型结果

  患者杨某的 HLA 基因分型结果为
 

HLA-A2,
A11;B13,B58。
2.5 血小板交叉配血及配合性血小板输注效果观察

  患者杨某血小板计数仅为11×109/L,有出血倾

向,曾给予ABO同型血小板输注,血小板恢复效果欠

佳。在明确患者体内存在同种抗 HLA抗体后,立即

从血小板供者资料库中挑选与其HLA分型一致的匹

配血小板,并经血小板输注配合性实验检测合格后给

予输注,输注24
 

h后患者血小板计数立即由输注前的

11×109/L上升至32×109/L,出血症状明显改善,
24

 

h血小板增加指数值(corrected
 

count
 

of
 

incre-
ment,CCI)为13.45,按照输注血小板24

 

h
 

CCI>4.5
认定为临床输注有效。

3 讨  论

  ITP是由于自身免疫功能异常而引起的血小板

减少性疾病,临床对ITP诊断主要依靠骨髓检查,并
以排除导致血小板减少的其他因素作为诊断基础,但
这种诊断方法极易造成漏诊或误诊,影响ITP的及时

诊断和后续治疗。本研究采用ELISA、免疫荧光流式

细胞术等技术对267例ITP患者进行血小板糖蛋白

自身抗体及血小板同种抗体检测,发现共有182例患

者确认含有不同种类(游离抗体及放散抗体)及不同

类型(GPⅡb/Ⅲa、GPⅠb/Ⅸ、GPⅠa/Ⅱa)的血小板

自身抗体,共有21例ITP患者或许由于之前输血或

妊娠等免疫因素而产生同种抗体,其特异性均为抗

HLA抗体。
查阅文献,对ITP患者血小板自身抗体的研究多

数只进行血清/血浆中游离抗体的检测,而忽略了血

小板洗脱液中放散抗体的检测[7-8]。本研究中,游离

抗体阳性患者有136例,放散抗体阳性患者有130
例,且同时含有游离抗体及放散抗体的患者有84例,
说明ITP患者中游离抗体和放散抗体的检测同样重

要。而无论是在游离抗体还是放散抗体中,针对GP
Ⅱb/Ⅲa、GPⅠb/Ⅸ、GPⅠa/Ⅱa的单一抗体类型数

量不及复合抗体(含两种及以上抗体)例数多,提示联

合不同种类及类型的血小板自身抗体检测可提高实

验总的灵敏度。此外,本研究显示在游离抗体及放散

抗体阳性患者中,抗GPⅡb/Ⅲa血小板自身抗体阳性
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率明 显 高 于 抗 GPⅠb/Ⅸ及 抗 GPⅠa/Ⅱa(P<
0.05),其原因可能与GPⅡb/Ⅲa是血小板膜上重要

的抗原承载体有关[9]。
早在2000年,NIESWANDT等[10]利用注射大鼠

抗小鼠的αⅡbβ3和GPⅠbα复合体的单克隆抗体,观
察到抗αⅡbβ3(GPⅡb/Ⅲa)抗体需Fc段才能引起小

鼠血小板减少,但抗GPⅠbα的抗体在去掉Fc段后仍

能引起小鼠血小板减少,对于抗GPⅠbα抗体介导的

ITP,血小板破坏可能有不依赖Fc段存在的途径。此

后,越来越多研究证实了这一途径的存在[11-12]。在

2016版的中国专家共识中[1],对于ITP患者推荐的

一线治疗方案仍为丙种球蛋白(IVIG)及类皮质激素。
CHEN等[13]通过研究发现与由抗GPⅡb/Ⅲa介导的

ITP患者不同,由抗GPIbα抗体介导的ITP患者对一

线治疗方案地塞米松治疗不敏感。而根据 PENG
等[14]所做的多中心研究分析显示,在成人ITP患者

中,抗GPⅠb/Ⅸ抗体的存在可成为对丙种球蛋白治

疗反应差的预测因子。TAO等[15]学者则认为血小板

的去唾液酸化水平可成为确定ITP患者对一线治疗

手段是否有效的生物学标志,即较高的去唾液酸与

ITP治疗一线方案无效相关;而抗GPⅠb/Ⅸ抗体的

存在可介导高水平的血小板去唾液酸化[16]。上述研

究成果提示血小板自身抗体类型与疾病的发生、发展

和预后相关,若在疾病早期便能详细了解ITP患者的

血小板自身抗体种类及类型对于后续治疗和预后将

起到指导作用。而对一线治疗手段不敏感的抗GPⅠ
b/Ⅸ抗体介导的ITP,应积极寻求其他治疗方法,如
唾液酸酶抑制剂等[16],以免延误病情。总之,深入探

索分析并掌握ITP患者自身抗体的分布规律,进一步

开发和应用针对不同特异性的靶向治疗方式,为制订

和改进ITP诊治指南提供有益的信息,最终改善ITP
的诊疗水平,将会使患者从中受益。

对于有出血倾向的ITP患者,特别是血小板计数

小于10×109/L的患者,临床上应紧急给予 ABO同

型随机供者血小板输注治疗,但经反复输血治疗后

ITP患者可能产生血小板同种免疫反应,从而导致血

小板输注无效的发生。本研究中,共有21例ITP患

者由于之前输血或妊娠等免疫因素发生了同种免疫

反应,其抗体特异性均为抗 HLA抗体,与非ITP患

者一样[17],ITP患者的同种免疫多由抗 HLA抗体所

致。此外,ITP患者的同种抗体特异性是否还存在其

他可能,将有待于积累更多的病例资料进行分析和验

证。本研究中267例ITP患者的输血和其他治疗措

施均由临床实施,仅有1例患者由于血小板计数低,
表现出血倾向而要求本研究所进行血小板交叉配血

以提供匹配血小板供输注,即除该患者外,本研究所

未掌握其他具体输血治疗数据。待明确患者杨某

HLA基因分型之后,从血小板供者资料库中挑选与

其 HLA基因分型相一致的供者血小板给予输注,患

者血小板计数从11×109/L上升至32×109/L,24
 

h
 

CCI为13.45,出血症状明显改善,血小板输血治疗安

全有效。
综上所述,曾有过免疫疾病史的ITP患者除了有

可能存在血小板自身抗体外,尚需警惕同种抗体的存

在。对于有输血需求的ITP患者,建议已经建立有血

小板供者资料库的血液中心或中心血站从血小板供

者资料库中寻找与患者HLA基因分型一致的供者血

小板给予输注,以避免同种免疫反应的发生,确保输

血疗效。
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