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摘要目的：探究血小板膜糖蛋白及 T/B淋巴细胞免疫在免疫性血小板输注无效发生机制中的重要作用。方法：采用血小板特异性

抗体检测试剂盒及流式细胞技术检测免疫性 PTR患者血小板特异性抗体（抗 GPIIb/IIIa、抗 GPIa/IIa、抗 GPIb/IX、抗 GPIV）、血小

板膜糖蛋白（CD36、CD61、CD41a）表达情况及外周血 T/B淋巴细胞数量，运用 SPSS19.0软件及 R软件分析免疫性 PTR与血小

板膜糖蛋白、外周血 T/B淋巴细胞的相关性。结果：免疫性 PTR与血小板输注有效者比较，血小板特异性抗体的产生无显著差异，

血小板膜糖蛋白 CD36和 CD61的表达具有显著差异，CD36对免疫性 PTR发生风险具有极大的预测价值，外周血 CD8+T细胞比

例增高，而 CD4+T细胞比例减低。结论：免疫性 PTR患者产生血小板抗体具体机制不明确，了解患者细胞免疫状态有助于明确免

疫性 PTR的发生机制，为患者提供更优质的诊疗策略。
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Expression of Platelet Membrane Glycoprotein and T / B Lymphocyte
Based on Immune PTR*

To explore the important role of platelet membrane glycoprotein and T cell immunity in the pathogenesis of

immune platelet transfusion inefficacy. Platelet specific antibody (anti gpiib/iiia, anti gpia/iia, anti gpib/ix, anti GPIV), platelet

membrane glycoprotein (CD36, CD61, CD41a) and t/b lymphocytoplasma in peripheral blood were detected by using platelet specific

antibody detection kit and flow cytometry. The expression of immune PTR and platelet membrane glycoprotein were analyzed by spss19.

0 software and R software The correlation of t/b lymphocytes in peripheral blood. The expression of platelet membrane

glycoprotein CD36 and CD61 were significantly different. CD36 has great predictive value for the risk of immune PTR. The proportion

of CD8 + T cells in peripheral blood increased, while the proportion of CD4 + T cells decreased. The specific mechanism of

platelet antibody production in patients with immune PTR is not clear. Understanding the cellular immune status of patients will help to

clarify the mechanism of immune PTR and provide better diagnosis and treatment strategies for patients.
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前言

血小板(plantlet, PLT)是人体血液成分之一，可通过粘附、

聚集和释放功能，在凝血与生理性止血中发挥重要作用[1]。随着

血小板临床应用的广泛化和常态化，血小板输注已经成为各种

血液病及肿瘤患者放、化疗的有效支持疗法[2]。但是部分患者在

多次输注 ABO同型 PLT后可能出现血小板计数升高不理想

或不升反降，此为血小板输注无效 (platelet transfusion refrac-

toriness，PTR)[3-6]。

血小板膜糖蛋白 CD41a（GPⅡb）和 CD61（GPⅢa），共同形

成 GPⅡb/Ⅲa 复合体，又称整合素 琢Ⅱb茁3，是血小板( PLT)

膜上含量最多的膜糖蛋白，在血小板止血功能发挥重要作

用[7-11]。CD36亦称为血小板糖蛋白 4(GPIV)，但近年随着分子生

物学和临床研究的不断深入，发现 CD36缺失或称缺乏者可能

通过输血、妊娠、器官移植及药物等免疫途径刺激机体产生抗

CD36同种免疫抗体，导致免疫性 PTR的发生[8-10]。CD4+CD25+

CD127low /-Treg细胞是 T细胞中有免疫抑制功能的细胞，在

维持自我耐受性和调节适应性免疫应答中起关键作用 [13，14]，
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Platelet specific antibody Experimental grouping Positive Negative 掊2 P

GPIIb/IIIa control group 34 46 0.605 0.437

experience group 29 23

GPIa/IIa control group 15 65 0.000 1.000

experience group 12 40

GPIb/IX control group 11 69 0.222 0.638

experience group 13 39

GPIV control group 0 80 0.332 0.239

experience group 4 48

表 1 血小板特异性抗体表达卡方检验分析

Table 1 Analysis of platelet specific antibody expression by chi square test

Treg细胞分泌的 TGF-茁1减少能减弱机体免疫抑制的发生，从
而增加免疫性血小板无效的发生[15-17]。

课题组前期探究 PTR产生的原因时发现血小板抗体阳性

率为 37.3%，还有约 17%-40%的免疫性 PTR患者没有产生明

确的血小板抗体，为进一步探究本地区患者血小板输注无效的

免疫机制，本研究旨在通过流式细胞术检测免疫性血小板输注

无效(病例)组、血小板输注有效组 (对照)血小板膜糖蛋白表达

及外周血 T/B淋巴细胞变化水平，研究血小板膜糖蛋白表达以

及 T/B淋巴细胞在免疫性血小板输注无效患者中的作用及免

疫机制，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 研究对象

2019年 6月到 2020年 12月新疆乌鲁木齐地区各级医疗

机构血小板输注患者 135例，其中男 78例，女 57例，年龄

12-75岁，平均年龄（47.06依4.6）岁纳入标准：（1）遵循知情同意
原则，民族不限；（2）输注的血小板均来自乌鲁木齐市血液中

心；（3）试验征得患者的知情同意，并与之签订临床研究知情同

意书；（4）符合新疆医科大学伦理委员会所制定的伦理学标准。

排除标准：（1）抗 -HIV阳性；（2）DIC；（3）败血症；（4）脾功能亢

进；（5）活动性出血；（6）血容量不足需液体复苏；（7）输注其他

血液制品；（8）住院期间服用两性霉素 B、万古霉素和免疫球蛋

白；（9）不能配合完成本研究。

1.2 免疫性 PTR判定标准

输注 24 h后，若血小板恢复百分率(PPR)＜20 %或者血小

板计数纠正增加指数(CCI)＜10[18]，并且排除非免疫因素（主要

包括血小板质量、患者发热及败血症、DIC、脾脏肿大、造血干

细胞移植等）[19]。

1.3 研究对象分组

实验组为免疫性 PTR患者（52例），对照组为血小板输注

有效者（80例）。

1.4 血小板特异性抗体检测

1.4.1 检测仪器与试剂 GTI血小板抗体检测试剂盒（北京博

富瑞），酶标仪（Bio-Rad），电热恒温培养箱（上海精宏试验设备

有限公司），微量振荡器（金坛市医疗仪器厂）。

1.4.2 检测过程 采集所有纳入研究对象空腹外周静脉血

3-5 mL，分离血浆后冻存与 -80℃冰箱，检测前复温后按照试剂

盒说明书进行操作。

1.5 血小板膜糖蛋白表达检测

1.5.1 检测仪器与试剂 BD LSRFortessa流式细胞仪（美国

BD公司），TGL-16GB台式低速离心机（上海飞鸽仪器有限公

司），Research plus手动单道移液器（德国 Eppendorf公司），

Anti-Human CD61 (Integrin beta 3) PE（联科生物），Anti-Human

CD36 FITC（联科生物），Anti-Human CD41a AP（联科生物），

CMouse IgM Isotype Control FITC（赛默飞），Mouse IgG1 kappa

Isotype Control APC（赛默飞），Mouse IgG1 kappa Isotype Con-

trol PE（赛默飞）等。

1.5.2 检测过程 采集所有纳入研究对象空腹外周静脉血

3-5mL，收集富含血小板血浆并加入血小板冻存液后于 -80℃

冰箱保存，检测前复温浓缩血小板，调定浓度为 3伊1011/mL后，
采用流式细胞技术按照检测血小板膜糖蛋白试剂盒说明书对

血小板膜糖蛋白（CD36、CD61、CD41a）表达情况进行检测。

1.6 外周血 T/B淋巴细胞检测

1.6.1 检测仪器与试剂 FACSCalibure流式细胞仪（美国 BD

公司），藻红素（PE）标记的鼠抗人 CD3抗体（美国 BD公司），别

藻蓝蛋白（APC）标记的鼠抗人 CD4抗体（美国 BD公司），异硫

氰酸荧光素（FITC）标记鼠抗人 CD8抗体（美国 BD公司），异硫

氰酸荧光素（FITC）标记鼠抗人 CD19抗体（美国 BD公司）。

1.6.2 检测过程 采集所有纳入研究对象抽取空腹静脉血

3-5 mL，3 000 r/min离心 10 min，分离保存血清，置于 -70℃条

件下 待测，计 算 T 淋巴 细胞 亚 群 (CD3+、CD4+、CD8+、

CD4+/CD8+)和 B淋巴细胞(CD19+)数量。

1.7 统计方法

所有数据采用均值依标准差(x依s)表示，运用 SPSS19.0 软

件对各组数据进行统计学分析，两组组间比较采用独立样本 T

检测，P<0.05表明有显著性差异。对血小板膜糖蛋白的数据分
析采用 R软件 3.6.1，最终进行列线图及校准曲线的绘制。

2结果

2.1 血小板特异性抗体检测结果

对实验组和对照组进行血小板特异性抗体检测，检测的抗

体包括抗 GPIIb/IIIa抗体、抗 GPIa/IIa、抗 GPIb/IX及抗 GPIV

抗体，结果如下表 1所示。
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图 1流式检测血小板糖蛋白表达情况（左图为对照组、右图为实验组）

Fig. 1 The expression of platelet glycoprotein was detected by flow cytometry

(the left figure is the control group, the right figure is the experimental group)

Experimental

grouping

CD36 CD61 CD41a

Proportion（%） MFI Proportion（%） MFI Proportion（%） MFI

control group

（n=80）
81.416依16.347

17811.789依
8252.187

81.447依18.936
18196.263依
10338.404

20.611依28.354
41694.684依
33531.492

experience group

（n=52）
53.586依24.033△

16448.048依
6292.754

52.814依28.499△
16944.857依
7548.779

10.033依13.708
28699.952依
21018.997

表 2流式检测血小板糖蛋白表达情况（x依s）
Table 2 The expression of platelet glycoprotein was detected by flow cytometry（x依s）

Note: Comparing the △ vs. Controls group, P<0.01.

2.2 流式细胞技术检测血小板糖蛋白表达情况

采用流式细胞技术对实验组和对照组血小板膜糖蛋白

（CD36、CD61、CD41a）表达情况进行检测，结果显示，实验组组

与对照组比较，实验组样本中 CD36、CD61表达显著降低；实

验组 CD41a表达低于对照组，如下表 2和图 1、2所示。采用

R软件分析血小板膜糖蛋白（CD36、CD61、CD41a）后，根据

Logistic回归分析结果，以 CD36和 CD61为预测因素，免疫性

PTR的发生为临床结局，建立 PTR患者列线图预测模型，见图

2，CD36对免疫性 PTR的发生具有预测价值。

2.3 外周血 T/B淋巴细胞变化情况

采用流式细胞技术对免疫性 PTR患者（实验组）和血小板

输注有效患者（对照组）外周血 T/B淋巴细胞表达情况进行检

测，结果显示实验组患者较对照组 CD8+T细胞比例增高，而

CD4+T细胞比例减低，B淋巴细胞比例在实验组和对照组患者

间的无显著性差异，如表 3所示。

3 讨论

血小板输注无效（platelet transfusion refractoriness，PTR）是

治疗出血性疾病过程中常见的难治性临床问题，发生率高达

30%-70%[20]，其发生时，输入的血小板在体内被迅速破坏，严重

情况下可导致患者死亡。临床上引起 PTR的主要原因包括非

免疫因素和免疫因素，非免疫因素引起的 PTR去除病因、对症

处理后可以明显改善血小板的输注疗效，而免疫因素介导的

PTR是目前发生难治性 PTR的重要原因[21-24]。近年来越来越多

的输血人关注免疫性 PTR的发生原因，公认其发生机制是由

于产生血小板抗体引起，如 HLA抗体（80％～90％）、HPA抗

体（5％～10％）、HLA／HPA 复合抗体（10％～15％）、抗

-CD36抗体（2%～7%）是引起 PTR发生的主要原因[25-30]，但临

床上发现有一部分免疫性 PTR没有明确的血小板抗体产生，

图 2患者 CD36和 CD61表达预测免疫性 PTR发生列线分析图

Fig. 2 Nomogram of CD36 and CD61 in predicting the occurrence of

immune PTR
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表 3流式细胞术检测血小板输注患者的 T、B淋巴细胞亚群的表达

Table 3 Expression of the subgroup of T, B lymphocyte in patients with platelet transfusion

Experimental grouping Number of examples CD4+T CD8+T CD4+／CD8+T B lymphocyte ratio

Control group 80 50.35依12.23 43.52依11.68 1.16依1.05 2.75依3.23

experience group 52 37.45依14.31 52.63依14.77 0.71依0.97 3.18依5.62

P - 0.021 0.033 0.043 0.825

其原因尚不明确。

本研究对血小板特异性抗体检测结果显示，PTR患者血小

板抗体阳性频率为抗 GPIIb/IIIa＞抗 GPIa/IIa＞抗 GPIb/IX＞抗

GPIV，GPIIb/IIIa上主要包括 HPA-1/3/4抗原，GPIa/IIa上主要

包括 HPA-5抗原，由此推断 PTR患者产生的主要 HPA抗体可

能是抗 HPA-1、HPA-3、HPA-4、HPA-5抗体，根据前期对血小

板输注无效患者血小板 HPA抗原分型鉴定发现实验组中血小

板抗原 HPA-1、HPA-3及 HPA-15不配合率最高，产生抗体几

率越大，与此实验结果相符。

采用流式细胞技术对 PTR 患者血小板膜糖蛋白（CD36、

CD61、CD41a）表达情况进行检测，发生 PTR患者 CD36、CD61

表达较血小板输注有效组显著降低，而两组样本中 CD41a表

达情况无显著差异。应用 R软件分析血小板膜糖蛋白（CD36、

CD61、CD41a）对免疫性 PTR发生风险预测，结果显示 CD36

对免疫性 PTR的发生风险最具有意义。统计学分析两组血小

板特异性抗体产生无显著性差异，说明部分 PTR患者没有产

生血小板抗体，除血小板抗体外还有其他免疫因素参与 PTR

发生。

进而本研究又对两组的外周血 T/B淋巴细胞表达情况进

行检测，结果显示 PTR患者较血小板输注有效组 CD8+T细胞

比例增高，而 CD4+T细胞比例减低，B淋巴细胞比例在两组间

的无显著性差异，提示 CD8+T细胞在免疫性 PTR患者体内免

疫调控方面发挥了一定作用，同时免疫性 PTR患者较非 PTR

患者 CD4+／CD8+T细胞比值降低，同时也提示 CD4+T细胞和

CD8+T细胞的失衡在免疫性 PTR患者发病中具有一定意义。

综上所述，血小板抗体的产生不能完全解释免疫性 PTR

的发生，患者 T淋巴细胞的异常表达提示 T细胞免疫参与介

导免疫性 PTR发生，了解其机制可以更加有效的预防免疫性

PTR的发生，有助于建立更加全面的血小板输注策略。
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