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摘
!

要"目的
!

探讨洗涤人血小板在体外对革兰阳性球菌代表菌"金黄色葡萄球菌#及革兰阴性杆菌代表菌"大肠埃希菌#活

性的影响$方法
!

分离和洗涤人血小板!加入
#"

倍的细菌共孵育
*:

$将共孵育后的反应液梯度稀释后涂平板!计数细菌菌落形

成单位"

QaH

#来判断活菌数量&将共孵育后反应液离心!检测上清液中
1:'

(

1:#

(

1:'(

细胞因子!分析与细菌作用后的血小板细

胞因子释放情况$结果
!

金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌与血小板共孵育后!细菌
QaH

数目均明显下降$血小板对金黄色葡萄球

菌和大肠埃希菌的杀菌率分别为
/),V.

和
!",-.

$金黄色葡萄球菌可以促进血小板产生
1

+

干扰素和白细胞介素
+'($

!而大肠埃

希菌没有显示出明显作用$结论
!

洗涤血小板能够明显抑制金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌的活性!并释放出较高浓度的炎性细

胞因子$

关键词"洗涤血小板&
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血小板是骨髓中成熟巨核细胞脱落下来的小细胞质#是血

液中的一个重要成分(既往大量研究多围绕血小板参与止血

和血栓形成而展开)

'

*

(然而最新研究显示#血小板作为机体防

御体系中的一部分#在抗细菌感染及杀菌方面有明显的作用(

比如#血小板可以产生趋化因子募集吞噬细胞#活化血小板表

达特异性受体以结合病毒和细菌#释放抗感染物质消灭病原微

生物等)

#+!

*

(此外#血小板在体内可以与巨噬细胞'单核细胞'

中性粒细胞及
1

淋巴细胞相互作用(当血管损伤时#血小板

会聚集在伤口周围帮助止血#促进伤口愈合#当碰到病原微生

物及微生物相关分子时#血小板则会发生聚集#将病原微生物

包围#限制其活动)

-+)

*

(有研究显示#从血小板中分离提纯的蛋

白多肽#如血小板型磷脂酶
0#

$

XS0#

%具有较明显的抗菌作

用#但利用血小板直接进行抗菌或杀菌试验的研究却少见报

道)

(

*

(因此#本研究将血小板与金黄色葡萄球菌及大肠埃希菌

进行共同反应#计数残留细菌的菌落形成能力#用来判断血小

板的杀菌功能#同时检测血小板与细菌直接作用后释放细胞因

子的情况#现报道如下(

$

!

材料与方法

$,$

!

材料

$,$,$

!

细菌
!

金黄色葡萄球菌标准菌株$

01QQ#-/#*

%'大肠

埃希菌标准菌株$

01QQ#-/##

%购自中国生物制品鉴定所(

$,$,/

!

试剂
!

1:'

"

1:#

细胞因子检测试剂盒$

ZT

公司产

品%#琼脂平板培养基$杭州百思生物技术有限公司产品%(

$,/

!

方法

$,/,$

!

血小板分离
!

洗涤血小板$

PX7

%的制备!

0QT

$

(m'

%

抗凝血#以
''""B

"

?34

离心
''?34

#吸取上层液为富含血小板

血浆$

XRX

%#计数调整浓度为
*k'"

V

"

?S

#室温静息
",-:

备

用(

XRX

以
*"""B

"

?34

离心
#?34

#弃上清液#

Q&O

缓冲液

$

@

F(,"

%重悬#

##""B

"

?34

离心
#?34

#弃上清液#

G1Z

缓冲

液$

@

F(,"

%重悬(调整血小板数为
*k'"

V

"

?S

#即为
PX7

#加

入
'

$

?2<

"

SQ$

#[

'

G

9

#[

#室温静息
',"

!

',-:

备用$试验所

用试剂及器材经无菌处理#操作也遵循无菌原则%(

+

*V-*

+

检验医学与临床
#"'(

年
'#

月第
'!

卷第
#!

期
!

S$KG6AQ<34

!

T6;6?K6B#"'(

!

U2<,'!

!

J2,#!

"

基金项目!江苏省医学青年人才资助项目$

gJRQ#"')V)-

%(

!!

作者简介!顾昊宇#男#技师#主要从事自身免疫疾病方面的研究(

!

#

!

通信作者#
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!

细菌计数
!

金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌经过液体

SZ

培养基扩增后#经
'""""

倍稀释后取
'""

$

S

接种血平板#

将培养皿放入
*(l

温箱培养(

'V

!

#!:

后取出计数细菌菌落

形成单位$

QaH

%#通过
QaH

数目计数细菌浓度(

$,/,'

!

杀菌试验
!

取
'k'"

( 个血小板加入
#k'"

V 个细菌#

用
G1Z

调整反应体积至
'""

$

S

#轻轻混匀后放入
*(l

培养

箱中孵育
*:

作为试验组(对照组不加细菌(杀菌活性测定

采用梯度稀释的方法)

V

*

!取
-"

$

S

反应液加入
!-"

$

S

生理盐

水
'"

倍稀释#连续稀释
!

次#每次稀释都取出
'""

$

S

的稀释

液接种至血平板#将培养皿放入
*(l

温箱培养(

'V

!

#!:

后

取出计数
QaH

(杀菌率
]

$对照组
QaH\

试验组
QaH

%"对照

组
QaHk'"".

(

$,/,1

!

细胞因子检测
!

血小板与细菌共孵育
*:

后取
-"

$

S

反应液#

*"""B

"

?34

离心
-?34

#取上清液检测细胞因子水平#

包括白细胞介素
+#

$

LS+#

%'

LS+!

'

LS+)

'

LS+'"

'肿瘤坏死因子
+

*

$

1Ja+

*

%'

1

+

干扰$

LaJ+

1

%'

LS+'($

(检测方法如下!$

'

%混合微

球#

(

种微球分别检测
(

种细胞因子#每种微球取
'"

$

S

"样本(

将所有
(

种捕获微球都装入一根流式管中#标记为.混合微

球/#充分漩涡混匀&$

#

%重悬微球#将混合好的微球用
'-""

B

"

?34

离心
-?34

#去除上清液#加入等体积的血清增强液#充分

漩涡混匀#室温避光孵育
*"?34

&$

*

%取
#-

$

S

混合微球#加入

#-

$

S

待测样本或标准品#最后加入
#-

$

S

藻红蛋白$

X%

%检测

试剂#充分混匀#室温避光孵育
*:

(每管加入
'?S

洗液#

'

-""B

"

?34

离心
-?34

#去除上清液#加入
#""

$

S

洗液#重悬微

球上流式细胞仪检测(

$,'

!

统计学处理
!

采用
&B$

@

:X$AXB37?-,"

软件对所获得

的数据进行统计分析#

QaH

数据及细胞因子水平均以
IWA

表

示#两组间均数比较采用
G$44+P:3846

D

检验#以
!

%

","-

为

差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/,$

!

血小板杀菌试验结果
!

将洗涤血小板与金黄色葡萄球菌

和大肠埃希菌分别共孵育
*:

后检测残留细菌的
QaH

数目#

计算杀菌率#

G1Z[

金黄色葡萄球菌
QaH

数目为$

'(,#"W

',"!

%

k'"

( 个"
?S

#杀菌率为
'"",".

&血小板
[

金黄色葡萄

球菌
QaH

数目为$

",-"W","-

%

k'"

( 个"
?S

#杀菌率为
/),

V.

&

G1Z[

大肠埃希菌
QaH

数目为$

(,!"W',")

%

k'"

( 个"

?S

#杀菌率为
'"",".

&血小板
[

大肠埃希菌
QaH

数目为$

*,

!"W",//

%

k'"

( 个"
?S

#杀菌率为
!",-.

(金黄色葡萄球菌和

大肠埃希菌与血小板共孵育后#细菌
QaH

数目均明显下降#分

别降为
-,!k'"

) 个"
?S

和
*,!k'"

( 个"
?S

(血小板对金黄

色葡萄球菌的杀菌率为
/),V.

#对大肠埃希菌的杀菌率为

!",-.

#与对照组比较差异有统计学意义$

!

%

","-

%(此外#

从
SZ

琼脂平板上也可以看出#金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌

与血小板共孵育后#细菌
QaH

数量明显减少#见图
'

(

图
'

!!

血小板对金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌

QaH

数目的作用

/,/

!

血小板释放细胞因子结果
!

洗涤血小板与金黄色葡萄球

菌和大肠埃希菌分别共孵育
*:

后上清液中细胞因子浓度见

表
'

(金黄色葡萄球菌可以促进血小板产生大量
LaJ+

1

)$

*"-,(W-V,-

%

@9

"

?S

*和
LS+'($

)$

)*/,*W/!,)

%

@9

"

?S

*#与

其他组比较差异均有统计学意义$

!

%

","-

%(大肠埃希菌没

有显示出明显作用(

表
'

!!

血小板与细菌作用后分泌细胞因子情况%

IWA

(

@9

)

?S

&

组别
LS+'($ LaJ+

1

1Ja+

*

LS+'" LS+) LS+! LS+#

血小板
[G1Z -,"W","

"

',"W","

"

',"W"," ',#W",* *,/W',' ',*W"," ),-W",'

G1Z[

金黄色葡萄球菌
/,*W",#

"

*,'W",)

"

#,-W",' #,/W",# ',"W"," *,*W",( (,-W",/

G1Z[

大肠埃希菌
-,"W","

"

*,(W",!

"

',(W",# ',!W"," ',)W",' ',)W",' ),'W",#

血小板
[

金黄色葡萄球菌
)*/,*W/!,) *"-,(W-V,- ',/W",/ ',"W"," ',/W',# ',"W"," (,(W',)

血小板
[

大肠埃希菌
/,!W),#

"

#,(W#,*

"

#,-W",' ',#W",' *,/W#," ',*W",! (,*W',V

!!

注!与血小板
[

金黄色葡萄球菌组比较#

"

!

%

","-

'

!

讨
!!

论

众所周知#血小板在止"凝血过程中发挥了重要作用#而最

新研究证实#血小板也有直接免疫功能及间接免疫调控作用(

从进化论的角度分析这也是有道理的#无脊椎动物的生理结构

比较简单#它们的血细胞还没有分化#需要同时介导止血和抗

感染两大功能(在低等生物中#血栓不仅对防止损伤形成有重

要作用#同时对预防病原微生物感染也有重要作用#因为血栓

能够有效地将病原微生物封闭起来#形成一个相对隔离的空

间#防止病原微生物进一步扩散(而高等生物进化出了更为复

杂的血液系统#分化出血小板和免疫细胞(血小板负责止"凝

+

!V-*

+

检验医学与临床
#"'(

年
'#

月第
'!

卷第
#!

期
!

S$KG6AQ<34

!

T6;6?K6B#"'(

!

U2<,'!

!

J2,#!



血#免疫细胞承担免疫功能(尽管如此#血小板在发挥免疫功

能方面并非毫无作为(血小板产生'表达及释放很多与免疫和

炎性反应相关的分子有关(比如#血小板产生趋化因子募集免

疫细胞#血小板表面表达结合病毒和细菌的受体#释放抗感染

物质消灭病原微生物等(此外#大量研究证据表明#血小板在

体内可以与中性粒细胞'单核细胞'巨噬细胞#甚至
1

淋巴细

胞相互作用(血管损伤时血小板会聚集帮助止血和伤口愈合#

当碰到病原微生物及微生物相关分子时#血小板也会发生聚集

网络和封闭病原微生物(因此#原来关于血小板和免疫细胞各

司其职的模式可能会被打破#血小板在抗感染方面可能有非常

重要的作用)

/+''

*

(

血小板减少在感染性疾病特别是脓毒血症中被认为是与

发病率和病死率相关的一项指标)

'#

*

(在重症监护室患者中血

小板减少与多器官功能衰竭及病死率之间有直接相关性#血小

板急剧减少的程度往往提示存在严重的脓毒血症且预后较

差)

'*

*

(在小鼠脓毒血症模型中也证实了这一结论(随着小鼠

体内血小板数量的下降#脓毒血症小鼠的病死率逐步上升#血

流'肺'肝及脾中细菌水平明显增加(当小鼠血小板数量低于

'.

并出现脓毒血症时#

!V:

内所有的感染小鼠均死亡)

'!

*

(说

明小鼠体内血小板数量需要维持在一定水平#才能有效启动机

体抗感染和免疫功能(关于血小板抗菌的机制也得到大量的

研究#主要有以下几个方面!$

'

%活化的血小板可以释放大量的

抗菌物质#主要包括阳离子抗菌肽'血小板抗菌蛋白$

XGX

%

)

'-

*

及血小板来源的
XS0#

)

')

*

(有研究证实#阳离子抗菌肽'

XGX

及血小板来源的
XS0#

这
*

种物质有直接杀灭细菌的作用(

$

#

%血小板可以与损伤部位的内皮细胞相互作用#形成血栓将

细菌包裹起来#有效阻止细菌扩散到远端器官)

'(

*

($

*

%血小板

黏附细菌后可以与其他吞噬细胞#如中性粒细胞和巨噬细胞相

互作用#促进吞噬细胞的吞噬功能(

目前#临床耐药菌日趋增多#而金黄色葡萄球菌和大肠埃

希菌是最常见的医院感染致病菌(金黄色葡萄球菌极易产生

耐药性#该类细菌对除万古霉素以外的大多数抗菌药物均有耐

药性#使临床治疗十分困难(因此#研发有效抑制'杀灭临床常

见耐药菌的新型治疗药物有重要意义(血液系统中除了已经

认识的各种吞噬细胞外#其他细胞如血小板也具有明显抗菌作

用#对于血小板新型功能的发现和应用有可能为治疗细菌感染

提供一种新的思路#尤其是应对不断出现的多重耐药菌株#甚

至超级细菌可能有良好的前景(
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