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血小板相关抗体及淋巴细胞亚群检测在儿童原发免疫性

血小板减少症早期治疗效果评估中的作用"

张
!

雪!陈振萍#

!巩文玉"首都医科大学附属北京儿童医院血液肿瘤中心!儿童血液病

与肿瘤分子分型北京市重点实验室!儿科学国家重点学科
!
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!!

"摘要#

!

目的
!

研究血小板相关抗体"

F-.W

;

%水平及淋巴细胞亚群检测在原发免疫性血小板减少症"

W/F

%患

儿早期临床治疗效果评估中的作用&方法
!

采用流式细胞术检测
!!!

例
W/F

患儿和
"$

例健康儿童"对照组%的

F-.W

;

N

'

F-.W

;

S

'

F-.W

;

-

水平及淋巴细胞亚群!同时对患儿早期治疗效果进行评估&结果
!

根据早期治疗效果!

将
W/F

患儿分为完全反应组'有效组'无效组&

W/F

患儿各组
F-.W

;

N

'

F-.W

;

S

水平较对照组均有明显升高"

H

$

%#%(

%!无效组
F-.W

;

-

水平显著高于对照组"

H

$

%#%(

%!完全反应组和有效组
F-.W

;

-

水平与对照组差异无统计学

意义"

H

%

%#%(

%&完全反应组
F-.W

;

N

'

F-.W

;

S

水平明显低于有效组和无效组"

H

$

%#%(

%!有效组
F-.W

;

N

'

F-.W

;

S

水平明显低于无效组"

H

$

%#%(

%&无效组
F-.W

;

-

水平最高&完全反应组'有效组及无效组
ZM+

d

'

ZM+

d

(

ZM'

d

'

ZM+

d

(

ZM)

d及
ZM!*

d表达水平与对照组比较!差异均有统计学意义"

H

$

%#%(

%!但
W/F

患儿各组
ZM!&

d

(

ZM(&

d

表达水平与对照组差异无统计学意义"

H

%

%#%(

%&结论
!

W/F

患儿血液中
F-.W

;

高水平表达及多种抗体混合高表

达提示早期治疗效果欠佳!淋巴细胞亚群结果提示
W/F

患儿存在细胞及体液免疫功能异常!这将为调整治疗方案

提供重要的实验室依据&
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原发免疫性血小板减少症$

W/F

&是一种获得性自身免疫

性出血性疾病#以免疫介导的血小板破坏为特征#临床症状以

皮肤黏膜出血为主#严重者可有内脏出血#甚至颅内出血#是临

床常见的出血性疾病#在儿童及青少年中较多见#年发病率为

!#*

"

!%%%%%

"

&#'

"

!%%%%%

*

!

+

#患者发病前常有急性病毒感染

或免疫接种史*

"

+

)目前#

W/F

的临床诊断为排他性诊断#没有

,

!)*"

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!

V:BS18Z49<

!

X>60B15"%!(

!

U04#!"

!

[0#"%

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

)!"%%+(!

&%北京市自然科学基金资助项目$

$!("%(+

&%北京市医院管理局临床医学发展专项经费

资助$

c̀ "%!'%'

&)

!!

作者介绍!张雪#男#本科#主管技师#主要从事临床血液学检验工作)
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通讯作者#
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特异性指标和统一的/金标准0#诊断往往需要根据临床表现及

实验室相关检查*

+.(

+

)本研究通过检测
W/F

儿童血小板相关

抗体$

F-.W

;

&水平及淋巴细胞亚群分子表达水平的变化#进一

步研究
W/F

患儿的发病特点#以期为临床诊断提供实验室依

据)同时在患儿治疗期间#根据
F-.W

;

水平及淋巴细胞亚群分

子表达情况及时地调整治疗方案#为今后进行更科学.合理的

个体化治疗提供实验基础)

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

选择
"%!+

年
$

"

!"

月首都医科大学附属北

京儿童医院血液肿瘤中心收治的
!!!

例新诊断
W/F

患儿作为

研究对象#临床诊断均符合儿童
W/F

诊断标准*

&

+

#且骨髓细胞

形态学检查符合
W/F

骨髓象特点#检测前未使用激素.免疫抑

制剂等药物治疗)其中男性
&%

例#女性
(!

例#中位年龄
'#%

岁$

%#(

"

!(#%

岁&)另选取同期健康体检儿童
"$

例作为对照

组#其中男性
!(

例#女性
!"

例#中位年龄
'#%

岁$

"#%

"

!(#%

岁&)

$#/

!

仪器与试剂
!

]MG-ZYZ:49B@5

流式细胞仪)主要试剂

包括!

F]Y

缓冲液%

F-.W

;

检测试剂盒$美国联科公司&%淋巴细

胞功能检查试剂盒$

]M

公司&)

$#'

!

方法

$#'#$

!

F-.W

;

水平检测
!

所有纳入儿童清晨空腹#使用含

\M/-.̂

"

的真空取血管采集静脉血
"DV

#轻微混匀)

)%%5

"

D9<

离心
!(D9<

#将上清液$富血小板血浆&转移到流式标准管

中)将流式标准管
"%%%5

"

D9<

离心
+D9<

#弃血浆#

F]Y

缓冲

液洗涤血小板
+

次#每次
"%%%5

"

D9<

离心
+D9<

)用
F]Y

缓

冲液将血小板浓度调整为$

(

"

!%

&

g!%

*

"

V

)取
+

支流式标准

管#每管加入已调整血小板浓度的标本
!%%

#

V

#分别加入抗

F-.W

;

N

.抗
F-.W

;

S

.抗
F-.W

;

-

抗体各
"%

#

V

#同时每管加入

抗
ZM'!

抗体
"%

#

V

#混匀#室温避光静置
!(D9<

)使用
F]Y

缓冲液洗涤检测标本
!

次#

"%%%5

"

D9<

离心
+D9<

#弃上清液)

流式标准管中加入
F]Y

缓冲液
%#(DV

#立即上机检测)

$#'#/

!

淋巴细胞亚群分子表达水平检测
!

所有纳入儿童清晨

空腹#使用含
\M/-.̂

"

的真空取血管采集静脉血
"DV

#轻微

混匀)取流式标准管
"

支#各加入全血标本
!%%

#

V

#同时分别

加入
ZM+

"

ZM!&

"

ZM(&

"

ZM'(

"

ZM!*

抗 体.

ZM+

"

ZM)

"

ZM'(

"

ZM'

抗体各
"%

#

V

#混匀#室温避光静置
!(D9<

)流式标准管

分别加入红细胞裂解液
!DV

#室温避光静置
!%D9<

)

!%%%5

"

D9<

离心
(D9<

#弃上清液)使用
F]Y

缓冲液洗涤检测标本
!

次#

!%%%5

"

D9<

离心
(D9<

#弃上清液)流式标准管中加入

F]Y

缓冲液
%#(DV

#立即上机检测)

$#1

!

W/F

患儿早期治疗及疗效判断标准
!

临床治疗参考1儿

童原发性免疫性血小板减少症诊疗建议2$以下简称1诊疗建

议2&

*

&

+

#采用肾上腺糖皮质激素及丙种球蛋白治疗方案)治疗

!

周后#根据1诊疗建议2对早期治疗效果进行评价!$

!

&完全反

应#治疗后血小板计数$

FV/

&

&

!%%g!%

*

"

V

#且没有出血表现%

$

"

&有效#治疗后
FV/

&

+%g!%

*

"

V

#并且至少比基础
FV/

增

加
"

倍#且没有出血表现%$

+

&无效#治疗后
FV/

$

+%g!%

*

"

V

或者
FV/

增加不到基础值的
"

倍或者有出血表现)根据治疗

效果#将
!!!

例
W/F

患儿分为完全反应组.有效组.无效组)

$#2

!

统计学处理
!

采用
YFYY!+#%

软件包进行统计学处理#

计量资料以
Gh?

表示#组间比较采用
6

检验#以
H

$

%#%(

为差

异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/#$

!

W/F

患儿早期治疗效果
!

经治疗#

!!!

例
W/F

患儿中#完

全反应
*!

例$完全反应组&.有效
!"

例$有效组&.无效
)

例$无

效组&)

/#/

!

各组
F-.W

;

水平比较
!

完全反应组.有效组.无效组
F-.

W

;

N

.

F-.W

;

S

水平均较对照组有明显升高$

H

$

%#%(

&%完全反

应组.有效组
F-.W

;

-

水平与对照组比较差异无统计学意义

$

H

%

%#%(

&#无效组
F-.W

;

-

水平较对照组明显升高$

H

$

%#%(

&)

W/F

患儿各组间比较发现#完全反应组
F-.W

;

N

.

F-.

W

;

S

水平明显低于有效组$

H

$

%#%(

&#但两组间
F-.W

;

-

差异

无统计学意义$

H

%

%#%(

&%完全反应组
F-.W

;

N

.

F-.W

;

S

.

F-.

W

;

-

水平明显低于无效组$

H

$

%#%(

&)有效组
F-.W

;

N

.

F-.

W

;

S

水平明显低于无效组$

H

$

%#%(

&#但两组间
F-.W

;

-

差异

无统计学意义$

H

%

%#%(

&)见表
!

)

表
!

!

各组
F-.W

;

水平比较&

,

)

Gh?

'

组别
F-.W

;

N F-.W

;

S F-.W

;

-

完全反应组
!%#(*h*#)! $#**h&#"' +#++h+#")

有效组
"%#$"h!'#!+ !+#""h*#%+ (#&"h+#)*

无效组
"&#&)h!)#&' "'#""h!"#%+ *#%!h(#*!

对照组
"#(&h!#'! "#+&h!#++ "#'!h!#"%

/#'

!

各组淋巴细胞亚群分子表达水平比较
!

完全反应组.有

效组及无效组
ZM+

d

.

ZM+

d

"

ZM'

d

.

ZM+

d

"

ZM)

d及
ZM!*

d水

平与对照组差异均有统计学意义$

H

$

%#%(

&#而
ZM!&

d

ZM(&

d

水平与对照组比较差异无统计学意义$

H

%

%#%(

&)完全反应

组.有效组及无效组间两两比较#

ZM+

d

.

ZM+

d

"

ZM'

d

.

ZM+

d

"

ZM)

d

.

ZM!*

d 及
ZM!&

d

"

ZM(&

d 水平差异均无统计学意义

$

H

%

%#%(

&)见表
"

)

表
"

!

W/F

患儿淋巴细胞亚群分子表达比较&

,

)

Gh?

'

组别
ZM+

d

ZM+

d

"

ZM'

d

ZM+

d

"

ZM)

d

ZM!*

d

ZM!&

d

"

ZM(&

d

完全反应组
($#!'h!!#%$ "'#&!h)#!* ")#)&h!"#+( "&#)&h)#'" !+#+"h$#''

有效组
((#)&h!!#%) ""#%(h)#)* "*#+"h)#!) "(#)&h$#%( !"#&)h$#&"

无效组
($#+&h*#)( "+#&'h*#)' "*#((h*#"$ "'#!)h$#($ !"#((h&#'!

对照组
&'#)(h)#%& +%#()h$#&* ""#'!h$#)+ !(#!%h(#!( !%#*!h'#%(

'

!

讨
!!

论

有研究认为体液免疫和细胞免疫共同参与了
W/F

的发病

机制#导致自身免疫功能紊乱*

$.)

+

)

/

细胞异常活化#导致
]

细

胞被激活#

]

细胞产生针对自身血小板的抗体#该抗体在血液

循环中与血小板表面相关抗原结合#抗体分子的
G>

段暴露#单

核
.

巨噬细胞系统对血小板破坏*

*

+

#导致外周血
FV/

减低)研

究发现
F-.W

;

水平与全血
FV/

呈负相关*

!%

+

)

目前#

F-.W

;

检 测 作 为
W/F

的 辅 助 诊 断 得 到 广 泛 应

,

")*"

,

检验医学与临床
"%!(

年
!%

月第
!"

卷第
"%

期
!

V:BS18Z49<

!

X>60B15"%!(

!

U04#!"

!

[0#"%



用*

!!.!"

+

#而通过流式细胞术检测
W/F

患者体内
F-.W

;

水平#可

以为临床诊断及治疗提供可靠的实验室依据)本研究中#患儿

采用统一的
W/F

治疗方案#并通过早期治疗效果观察#发现患

儿血液中
F-.W

;

N

.

F-.W

;

S

.

F-.W

;

-

高水平的表达明显影响患

儿血液中
FV/

的恢复)同时#本研究发现患儿体内单一
F-.

W

;

水平增高时#其治疗效果优于
"

种及以上
F-.W

;

水平增高

时的治疗效果#可能原因为患儿体内同时存在大量复杂
F-.W

;

时#激素免疫调节机制不理想#不能很好地抑制单核
.

巨噬细胞

系统对血小板的清除并减少自身抗体产生#而丙种球蛋白不能

完全封闭单核
.

巨噬细胞系统的
G>

受体#使脾脏与其他免疫器

官仍然可以清除结合了自身抗体的血小板#从而使血小板在体

内破坏程度无法得到明显改善*

!+

+

)因此#当
W/F

患儿血液中

F-.W

;

高水平表达或存在
"

种及以上
F-.W

;

水平增高时#其早

期治疗效果往往不理想#外周血
FV/

达不到
W/F

治疗的预期

标准)本研究中#无效组患儿体内
F-.W

;

相对复杂#且抗体水

平明显高于其他组#因此该组患儿经过早期治疗#外周血
FV/

仍很难恢复#需要进一步调整治疗方案#延长治疗时间)

W/F

的免疫异常是其发病机制的核心#而
/

.

]

淋巴细胞

的功能状态在
W/F

的发生机制中起着关键作用)

/

细胞亚群

是参与细胞免疫的主要成分#同时在抗原刺激下可以活化产生

相应的细胞因子#执行细胞免疫及免疫调节功能)其中
ZM'

d

/

细胞为免疫应答中的主要反应细胞#具有增强和扩大其他免

疫细胞功能的作用#

ZM)

d

/

细胞可对靶细胞产生细胞介导的

细胞毒作用#同时对
ZM'

d

/

细胞具有调节性免疫抑制作用)

本研究中#

W/F

患儿各组
ZM+

d

.

ZM+

d

"

ZM'

d

.

ZM+

d

"

ZM)

d表

达水平与对照组均存在明显差异#提示
/

淋巴细胞免疫调节

机制的紊乱#在
W/F

发生.发展过程中起重要作用*

!'.!(

+

)同

时#

W/F

患儿各组
ZM!*

d表达水平明显高于对照组#提示
]

淋

巴细胞数量增多#而异常增殖的
]

淋巴细胞可以产生过多的

自身抗体#附着在血小板表面#进而导致血小板的破坏增多)

综上所述#联合检测
W/F

患儿外周血
F-.W

;

及淋巴细胞

亚群#可以及时了解患儿体内
F-.W

;

类型.水平及机体免疫调

节等情况#这将为今后及时有效地进行
W/F

患儿个体化治疗

和早期疗效评估#减少患儿治疗风险提供可能的实验依据)
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