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血小板抗原谱细胞的建立在血小板同种抗体检测及鉴定中的应用
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　　摘　要：目的　建立血小板抗原谱细胞并应用于血小板同种抗体检测及鉴定。方法　采用ＰＣＲＳＳＰ方法对南宁地区１５００

名无偿献血员做ＨＰＡ１１６基因分型，根据结果挑选Ｏ型血小板建立一组血小板抗原谱细胞，并用第１４届ＩＳＢＴ血小板免疫学研

讨会参比血清验证该组血小板抗原谱细胞的表型。后应用于临床血小板同种抗体检测及第１４～１５届ＩＳＢＴ血小板免疫学研讨

会样本检测。结果　挑选了６个表型与基因型一致、覆盖 ＨＰＡ１５和１５系统的血小板建成血小板抗原谱细胞并成功应用于临

床、科研样本检测及鉴定工作。结论　成功建立血小板抗原谱细胞，为血小板同种免疫异常性疾病的诊断和研究提供了实验

依据。
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　　血小板表面有特异性人类血小板抗原（ｈｕｍａｎｐｌａｔｅｌｅｔａｎ

ｔｉｇｅｎ，ＨＰＡ），迄今已经被血小板命名委员会（ＰＮＣ）正式命名

的有３３个血小板抗原
［１］，一个未正式命名，其中１２个抗原被

归为６个双等位基因系统（ＨＰＡ１、２、３、４、５、１５）。根据制定的

命名法，在由２个对偶抗原组成的系统中，对偶基因分别用字

母ａ和ｂ表示。字母ａ代表其中基因频率大于５０％的等位基

因，字母ｂ代表基因频率小于５０％的另一等位基因。如果某

血小板抗原的对偶抗原尚未被发现，将给予暂时命名，在等位

基因数字后加后缀“ｗ”表示，如 ＨＰＡ６ｂｗ、ＨＰＡ７ｂｗ 等。只

有在２个对偶抗原全被检测出来后，才能被称为系统。ＨＰＡ

均有特异性的免疫原性，可通过输血、妊娠及骨髓移植等免疫

因素而产生相应的抗体，血小板抗原、抗体间的免疫反应将会

导致血小板输注无效，输血后紫癜，新生儿同种免疫血小板减

少症等血小板免疫异常性疾病［２３］。此类疾病的诊断须依据血

小板同种抗体的检测及鉴定结果，而血小板抗原单克隆抗体特

异性免疫固定检测技术（ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｓｐｅｃｉｆｉｃｉｍｍｏｂｉ

ｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｅｌｅｔａｎｔｉｇｅｎｓ，ＭＡＩＰＡ）被公认是检测及鉴定血小

板同种抗体的金标准［４］。ＭＡＩＰＡ技术涉及的关键问题很多，

其中最核心的环节就是血小板抗原谱细胞，但该谱细胞在市场

上并无商品化试剂出售，这严重阻碍了血小板免疫异常性疾病

的诊断与治疗。为此，本研究组建了一组血小板抗原谱细胞并

应用到临床及各项研究实践中，为血小板同种抗体鉴定奠定技

术基础，为血小板免疫异常性疾病的诊断和治疗提供支持与保

障，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　２００８年南宁机采血小板献血员及南宁地区上林

县、马山县和武鸣县等无血缘关系的成年人血样共１５００份，

每人均采集乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝血５ｍＬ，－８０℃保存。

南宁各临床医疗机构近年送检的疑似血小板免疫异常性疾病

样本及第１４～１５届ＩＳＢＴ血小板免疫学研讨会血清学检测

样品。

１．２　试剂　ＤＮＡ抽提试剂盒（批号：１５８３８９）购自美国Ｇｅｎｔｒａ

９１３３重庆医学２０１４年９月第４３卷第２５期

 基金项目：广西科技厅主席资金项目（０８１６００５）；南宁市科技局项目（２０１００３０４８Ｃ２）。　作者简介：周燕（１９７９－），硕士研究生，助理研究

员，主要从事输血医学的研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０７７１）３２１７５２２；Ｅｍａｉｌ：ｇｕａｎｇｗｕ＠ｓｚｏｎｌｉｎｅ．ｎｅｔ。



公司，ＨＰＡ基因ＰＣＲＳＳＰ试剂盒（批号：Ｈ０３Ｈ０５）购自美国

Ｇ＆Ｔ公司。各类血小板膜糖蛋白单克隆抗体 ＣＤ４１（批号：

２５）、ＣＤ４９ｂ（批号：１９）购自 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，ＣＤ６１（批

号：６１１１４０）、ＣＤ４２ｂ（批号：５５５４７１）、ＣＤ１０９（批号：４８４６２）购自

ＢＤ公司，ＨＬＡ单克隆抗体（批号：０９９Ｋ４７６２）购自Ｓｉｇｍａ公

司，羊抗鼠ＩｇＧ（批号：１００３７８）、ＨＲＰ羊抗人ＩｇＧ（批号：７８５９６）

购自 ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅａｓｅａｒｃｈ 公 司，ＯＰＤ 片 剂 （批 号：

０００７１５８３）购自Ｄａｋｏ公司。

１．３　 仪器 　ＧｅｎｅＡｍｐ９７００ 型 ＰＣＲ 扩增仪 （美国 ＡＢＩ），

Ｒｕｎｏｎｅ全套水平电泳仪（美国Ｅｍｂｉｔｅｃ），ＢＩＯＢＥＳＴ凝胶成像

仪（德国Ｓｉｍｅｎ），酶标仪及洗板机（瑞士ＴＥＣＡＮ）。

１．４　实验方法

１．４．１　ＤＮＡ提取　取ＥＤＴＡ抗凝血３００μＬ，用ＤＮＡ试剂盒

提取ＤＮＡ。详细步骤见ＤＮＡ抽提试剂盒说明书。

１．４．２　ＰＣＲＳＳＰ扩增　在３８４孔板分装 ＨＰＡ１～１６ｂｗ系统

基因分型引物混合物７μＬ，备用。详细步骤见 ＨＰＡ 基因

ＰＣＲＳＳＰ试剂盒说明书。

１．４．３　电泳　取扩增产物５μＬ，加样于２％琼脂糖凝胶（含

０．５μｇ／ｍＬ溴乙锭）孔中，０．５×Ｔｒｉｓ硼酸电泳（ＴＢＥ）缓冲液，

１０ｖ／ｃｍ电泳２０ｍｉｎ后，置ＵＶＰ凝胶成像仪上观察特异性条

带，记录并分析实验结果。

１．５　血小板抗原谱细胞的挑选　按照血小板特异性抗原在南

宁地区人群中的分布频率，尽可能地挑选出可覆盖ＨＰＡ１５和

１５系统、且为纯合子的Ｏ型血小板抗原谱细胞。

１．６　血小板抗原谱细胞表型的鉴定　采用 ＭＡＩＰＡ技术进行

鉴定。将已知含血小板特异性抗体的参比血清与选定的血小

板抗原谱细胞反应，以确认挑选出的血小板抗原谱细胞的表

型。详细步骤见本课题组前期报道［５］。

１．７　血小板抗原谱细胞的应用　应用该组血小板抗原谱细

胞，采用 ＭＡＩＰＡ技术对近年南宁各临床医疗机构送检样本及

第１４～１５届ＩＳＢＴ血小板免疫学研讨会血清学样本进行血小

板同种抗体检测及特异性鉴定。

２　结　　果

２．１　建立血小板抗原谱细胞　根据１５００例样本ＨＰＡ１～１６

系统基因型分布频率认真挑选了６份Ｏ型样本，尽可能覆盖

ＨＰＡ１～５和１５系统中所有抗原，且要求尽量为纯合子的血

小板细胞，组建成血小板抗原谱细胞，见表１。

表１　　６个血小板谱细胞的 ＨＰＡ１５和１５

　　　　系统的抗原分型表

序号 ＨＰＡ１ ＨＰＡ２ ＨＰＡ３ ＨＰＡ４ ＨＰＡ５ ＨＰＡ１５

Ｃ１ １ａａ ２ａａ ３ａａ ４ａａ ５ａａ １５ａａ

Ｃ２ １ｂｂ ２ａａ ３ａｂ ４ａａ ５ａａ １５ａａ

Ｃ３ １ａａ ２ｂｂ ３ｂｂ ４ａａ ５ａａ １５ａｂ

Ｃ４ １ａａ ２ａａ ３ｂｂ ４ａａ ５ａａ １５ｂｂ

Ｃ５ １ａａ ２ａａ ３ａｂ ４ａｂ ５ａａ １５ａｂ

Ｃ６ １ａａ ２ａｂ ３ａａ ４ａａ ５ａｂ １５ａｂ

２．２　血小板抗原谱细胞表型的鉴定　经 ＭＡＩＰＡ技术鉴定，

所挑选的６份血小板抗原谱细胞表型与基因型一致，可用于血

小板同种抗体的检测及特异性鉴定。

２．３　血小板抗原谱细胞的应用　临床样本检测：２００８～２０１２

年南宁各临床医疗机构送检疑似血小板同种免疫异常性疾病

样本共５６８份，全部采用本组血小板抗原谱细胞进行血小板同

种抗体检测及鉴定。科研样本检测：采用本组血小板抗原谱细

胞检测第１４～１５届ＩＳＢＴ血小板免疫学研讨会血清学样本。

３　讨　　论

血小板抗体检测及鉴定在分析血小板免疫异常性疾病方

面有着重要的价值。目前血小板免疫学诊断技术已从血清学

技术发展到分子生物学水平。但是血小板抗体的检测技术无

论是检测血小板自身抗体，还是检测血小板同种抗体，都比检

测其他血液成分抗体困难［６］，虽然目前已有非常成熟的分子生

物学商业试剂盒用于检测血小板抗原，但ＤＮＡ技术不能用于

抗体的筛查和鉴定，各种抗体的检测方法仍然是建立在抗原、

抗体反应的血清学技术的基础之上，因此血小板抗原谱细胞的

筛选及组建是鉴定血小板抗体特异性的重要步骤。

本研究中，采用ＰＣＲＳＳＰ方法检测了１５００名南宁地区

无血缘关系人群的血小板基因型［７］，根据南宁地区人群中

ＨＰＡ１～１６系统基因型分布频率选择了 ＨＰＡ１ａａ／２ａａ／３ａａ／

４ａａ／５ａａ／１５ａａ（标记为 Ｃ１）、ＨＰＡ１ｂｂ／２ａａ／３ａｂ／４ａａ／５ａａ／１５ａａ

（标记为Ｃ２）、ＨＰＡ１ａａ／２ｂｂ／３ｂｂ／４ａａ／５ａａ／１５ａｂ（标记为Ｃ３）、

ＨＰＡ１ａａ／２ａａ／３ｂｂ／４ａａ／５ａａ／１５ｂｂ（标记为Ｃ４）、ＨＰＡ１ａａ／２ａａ／

３ａｂ／４ａｂ／５ａａ／１５ａｂ（标记为Ｃ５）及 ＨＰＡ１ａａ／２ａｂ／３ａａ／４ａａ／５ａｂ／

１５ａｂ（标记为Ｃ６）共６个“Ｏ”型细胞作为血小板抗原谱细胞，这

６个细胞覆盖了 ＨＰＡ１～５及１５系统所有血小板抗原。

因ＰＣＲＳＳＰ技术检测的是血小板基因型，故在确定６个

血小板抗原谱细胞之后，本研究利用已知含血小板特异性抗体

的参比血清检测这６份血小板抗原谱细胞的表现型，结果该６

份血小板抗原谱细胞的表现型与基因型相一致，能运用于血小

板同种抗体的检测及鉴定。

在南宁各临床医疗单位送检的疑似血小板同种免疫异常

患者血样中，通过该组血小板抗原谱细胞成功诊断了国内首例

由抗 ＨＰＡ３ａ抗体导致的新生儿同种免疫性血小板减少症，有

关该例患儿的实验室检测及诊断本课题组前期已报道［５］，与同

行共同分享血小板免疫学检测的经验与心得。本研究快速诊

断也为该患儿的后续治疗争取到了宝贵时间，提供了基础和保

障。此后，通过该组血小板抗原谱细胞亦成功诊断了１例抗

ＨＰＡ５ｂ抗体引起的新生儿同种免疫血小板减少症
［８］，４例抗

ＣＤ３６抗体引起的血小板输注无效病例
［９］，为患者明确了诊断，

确保后续输血治疗安全有效。通过５００多例临床样本的检测，

发现白种人中多见的由抗 ＨＰＡ１ａ及５ｂ抗体导致的血小板免

疫异常性疾病在我国人群中不算多见［１０１１］，而由抗ＣＤ３６抗体

介导的血小板免疫异常性疾病所占比例较高［９，１２］，说明我国的

血小板免疫异常性疾病的病因与白种人存在差异，这也是值得

注意和警惕的问题。

此外，在２００８年第１４届、２０１０年第１５届ＩＳＢＴ血小板免

疫学研讨会血清学样本检测中，亦使用该组血小板谱细胞进行

血小板同种抗体检测和特异性鉴定，本次的检测结果与主办方

公布的结果相符［２，１３］。

总之，本研究成功组建了血小板抗原谱细胞并在临床及科
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研实践中证明：该组血小板抗原谱细胞可应用于血小板同种免

疫异常性疾病的检测和诊断，为同种免疫血小板减少症等疾病

的诊断和研究提供了依据，为后续治疗奠定基础。
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