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　　［摘要］　目的　应用流式细胞术检测血小板表面特异性抗原和血小板微粒（ｐｌａｔｅｌｅｔｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＰＭＰｓ），并探讨血小板活化程度及ＰＭＰｓ对重型血友病 Ａ患者临床表现异质性的意义。方法　应用特
异性荧光单抗ＣＤ４１ａＡＰＣ，ＣＤ４２ｂＰＥ，ＣＤ６１ＦＩＴＣ，ＣＤ６２ＰＰＥ，ａｎｄＣＤ６３ＰＥ及标准荧光校准微珠流
式细胞术检测血小板微粒，比较不同临床表型重型血友病Ａ患者（ＦⅧ∶Ｃ＜２％）外周血血小板 ＣＤ６２Ｐ
和ＣＤ６３表达率和ＰＭＰｓ水平，其中轻度表型１０例（年出血次数 ＜６），重度表型２１例（年出血次数≥
２４），正常对照者１７例。结果　重度表型组和轻度表型组ＣＤ６２Ｐ阳性率均值高于正常对照组［（３６．２±
９．２７）％ ｖｓ（２２．０６±１０．７２）％，Ｐ＝０．００１］；［（４９±１１．８１）％ ｖｓ（２２．０６±１０．７２）％，Ｐ＝０．０００］；轻度表
型组ＣＤ６２Ｐ表达阳性率高于重度表型组［（４９±１１．８１）％ ｖｓ（３６．２±９．２７）％，Ｐ＝０．０４０８）］。重度出血
表型组和轻度出血表型组ＣＤ６３阳性率均值高于正常对照组［（３４８２±７．１３）％ ｖｓ（１９．０８±１７．０５）％，
Ｐ＝０．０４；（５１．１５±１４．３０）％ ｖｓ（１９．０８±１７．０５）％，Ｐ＝０．０００］；轻度表型组较重度表型组ＣＤ６３阳性
率均值高［（５１．１５±１４．３）％ ｖｓ（３４．８２±７．１３）％，Ｐ＝０．００４４］。轻度表型组 ＰＭＰｓ高于重度表型组
及正常对照组高［（２．０６±１．３３）％ ｖｓ（０．９５±０．６４）％，Ｐ＝０．０２］；［（２．０６±１．３３）％ ｖｓ（１．０６±
１２０）％，Ｐ＝０．０２］。结论　血小板活化功能及血小板微粒是影响重型血友病 Ａ临床表型的因素，轻
度表型患者血小板活化功能、血小板微粒水平较重度表型高。
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　　血友病Ａ是一种较罕见的 Ｘ染色体连锁的隐性
遗传性出血性疾病，以自发性关节和肌肉出血为主要

临床表现。通常根据其血浆中 ＦⅧ水平（ＦⅧ：Ｃ）分为
亚临床型、轻型、中型、重型。在未经治疗的情况下，重

型血友病患者平均每月可发生１～６次自发性关节、肌
肉及软组织出血，重型患者往往反复发生关节出血而

导致关节残疾。然而近年来对血友病人群调查发现，

约有１０％～１５％的重型血友病 Ａ患者仅表现为轻度
的出血（年出血≤６次／年），称作重型血友病 Ａ的临
床表现异质性［１－３］。我们前期工作也发现了存在异质

性的现象。

　　血友病临床表现异质性影响因素的研究在 ＦⅧ基
因突变类型、纤溶蛋白等方面已有较多，血小板在凝血

过程中起着至关重要的作用，然而与血小板相关的因

素在血友病临床表型方面研究还很少。本研究拟通过

比较重型血友病 Ａ不同临床表型的患者及正常人群
血小板活化功能和活化的血小板释放的 ＰＭＰｓ来探
索血小板对于重型血友病 Ａ患者临床表现异质性的
影响。

１　材料与方法

１．１　研究对象
　　依据ＢｅｔｈｉｌＴＣ分型方案，以ＦⅧ活性（ＦⅧ：Ｃ）＜２％
界定重型血友病Ａ患者，分别以自发性出血频率６次／
年、２４次／年为分界点，年出血频率≤６次／年为临床表
现轻度组，＞２４次／年为临床表现重度组［１］，２０１２年
２月至２０１４年４月间，从广东省血友病病例信息管理
中心（南方医科大学南方医院血液科）筛选出登记有

完整病史资料的重型血友病 Ａ患者共３６７例，选取年
满１８岁、１年内未进行连续３个月以上预防治疗且未
合并其他基础疾病的门诊随访患者，排除 ＦⅧ抑制物
阳性患者。经知情告知，有３１例患者（１８～３３岁，中

位年龄２３．５岁）自愿加入本项研究，其中重度表型组
２１例，轻度表型组１０例，另有１７名健康成年男性志
愿者自愿加入本试验。各组间年龄、体质量均匹配，体

质量指数（ＢＭＩ）在正常范围内。该试验获取知情同
意，并通过本院伦理审核。

１．２　标本制备与检验
１．２．１　富血小板血浆（ＰＲＰ）制备　　７２ｈ之内无出血
事件、无用药记录的患者清晨空腹静息状态下第２管静
脉血２．７ｍＬ以枸橼酸钠抗凝，轻轻混匀，８００ｒ／ｍｉｎ室
温离心５ｍｉｎ，分离血浆，上层液为ＰＲＰ。
１．２．２　无血小板血浆（ＰＦＰ）制备　　取富血小板血
浆以１５５０×ｇ室温离心２０ｍｉｎ，取上清液以１８０００×ｇ
２０℃离心２０ｍｉｎ，此为无血小板血浆，取样进行全自
动血细胞分析仪计数，确认血小板血小板浓度为０×
１０９／Ｌ［３］。
１．２．３　血小板表面 ＣＤ６２Ｐ和 ＣＤ６３的表达检测　　
每管取新鲜ＰＲＰ标本５μＬ加入１０μＬ荧光素标记单
抗，抗体组合为 ①ＩｇＧ１ＡＰＣ＋ＣＤ６１ＦＩＴＣ；② ＣＤ６１
ＦＩＴＣ＋ＣＤ４１ａＡＰＣ＋ＣＤ４２ｂＰＥ；③ ＣＤ６１ＦＩＴＣ＋
ＣＤ６２ＰＰＥ；④ＣＤ６１ＦＩＴＣ＋ＣＤ６３ＰＥ。室温避光静置
１５ｍｉｎ，使抗体与细胞表面标记充分结合；加入５ｍＬ
的ｐＨ７．４ＰＢＳ洗涤，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃液，除
去多余的未结合的单克隆抗体，加入１％多聚甲醛０．５ｍＬ
进行稀释，即刻上机收集：以 ＦＳＳＳＳＣ，做双参数散点
图，圈取血小板群，分析血小板群中 ＣＤ６１、ＣＤ６２Ｐ或
ＣＤ６１、ＣＤ６３双阳性细胞的百分率，所得结果ＦＡＣＳＤｉｖａ
Ｖｅｒｓｉｏｎ６．１．３软件进行分析后输出（图１）。
１．２．４　ＰＭＰｓ流式细胞仪检测　　每管取 ＰＦＰ１０μＬ
加入１μＬ标准荧光微珠，同型对照加入ＩｇＧ１ＰＥ５μＬ，
测定管加入 ＣＤ４１ＦＩＣＴ５μＬ，加样后室温避光孵育
３０ｍｉｎ，使荧光单抗与血小板微粒特异性结合，检测前
用ＰＢＳ溶液将容积调整至０．５ｍＬ，上机检测。以直径
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１μｍ标准荧光微球进行定位对照及设门，对门内颗粒
（微颗粒直径在０～１μｍ）进行分析［４］，ＣＤ４１ＦＩＴＣ阳
性颗粒为ＰＭＰｓ。结果经ＦＡＣＳＤｉｖａＶｅｒｓｉｏｎ６．１．３软件
进行分析后输出（图２）。
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图１　流式细胞术检测血小板表面ＣＤ６２Ｐ和ＣＤ６３表达率
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Ｅ：做双对数ＦＳＣＬＯＧＳＳＣＬＯＧ散点图，直径１μｍ荧光微

珠作为定位对照圈门 Ｐ１，分析 ＜１μｍ范围内颗粒 ＣＤ４１

阳性的颗粒百分率；Ｆ：Ｑ２１为ＣＤ４１阳性颗粒

图２　流式细胞术检测ＰＭＰｓ结果

１．３．５　统计学处理　　所得数据使用 ＳＰＳＳ１６．０软
件分析。实验数据以 珋ｘ±ｓ表示。组间比较采用单向
方差分析。重度表型组不同条件下微粒水平比较采用

配对样本ｔ检验。

２　结果

２．１　一般病例资料比较
　　重度表型组（ｎ＝２１）年龄（２３．５±５．３）岁，轻度表
型组（ｎ＝１０）年龄（２８．９±７．１）岁。重度表型组血小
板计数（２９２．５±８３．７）Ｇ／Ｌ，轻度表型组血小板计数
（２５６．３±６０．５）Ｇ／Ｌ，正常对照组平均血小板计数

（２３９．５±５０．８）Ｇ／Ｌ，轻度表型组与正常对照组间Ｐ值
０．３５１９，差别不显著；重度表型组与正常对照组间 Ｐ
值０．３６９，差别不显著，重型血友病Ａ不同表型组间比
较Ｐ值为０．６２１７，差别不显著。正常对照组（ｎ＝１７）
年龄（３１．０８±８．１１）岁，各组间年龄差异不显著。重
度表型组 ＦⅧ：Ｃ均值为［（０．９６±０．３５），（ｎ＝２１）］，
轻度表型组为［（１．０４±０．２４），（ｎ＝１０）］，两组的
ＦⅧ：Ｃ比较Ｐ＝０．３０４，差别不显著。
２．２　各组血小板ＣＤ６２Ｐ和ＣＤ６３表达率的比较
　　重度表型组、轻度表型组ＣＤ６２Ｐ阳性率均值高于
正常对照组［（３６．２０±９．２７）％ ｖｓ（２２．０６±１０．７２）％，
Ｐ＝０．００１；（４９．００±１１．８１）％ ｖｓ（２２．０６±１０．７２）％，
Ｐ＝００００］；轻度表型组较重度表型组 ＣＤ６２Ｐ阳性率
均值高［（４９．００±１１．８１）％ ｖｓ（３６．２０±９．２７）％，Ｐ＝
０．０４０８］。
　　重度出血表型组、轻度出血表型组 ＣＤ６３阳性率
均值高于正常对照组［（３４．８２±７．１３）％ ｖｓ（１９．０８±
１７．０５）％，Ｐ＝０．０４；（５１．１５±１４．３０）％ ｖｓ（１９．０８±
１７．０５）％，Ｐ＝０．０００］；重型血友病Ａ轻度表型组较重
度表型组ＣＤ６３阳性率均值高［（５１．１５±１４．３０）％ ｖｓ
（３４．８２±７．１３）％，Ｐ＝０．００４４］（图３）。
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图３　各组基线状态血小板ＣＤ６２Ｐ（Ａ）、ＣＤ６３（Ｂ）
表达率的比较

２．３　各组基线状态ＰＭＰｓ血小板微粒比较
　　各组基线状态ＰＭＰｓ计数：正常组ＰＭＰｓ百分率为
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（０．９５±０．６４）％，轻度表型组血小板微粒 ＰＭＰｓ百分
率为（２．０６±１．３３）％，重度表型组 ＰＭＰｓ百分率为
（１０６±１．２０）％；各组间差异 Ｐ值为０．０２，各组间差
异显著。见图４。
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图４　各组基线状态ＰＭＰｓ血小板微粒比较

３　讨论

　　血小板活化是凝血过程中重要的环节，ＣＤ６２Ｐ和
ＣＤ６３的表达是衡量血小板活化程度的良好观测指标，
我们的研究首先从血小板活性方面研究重型血友病Ａ
临床表型异质性，初步发现重型血友病 Ａ患者血小板
数目与正常对照无差异，而成人重型血友病 Ａ轻度表
型患者血小板表面ＣＤ６２Ｐ和ＣＤ６３的表达明显高于重
度表型者，且两者均高于正常对照。国外 Ｃａｒｃａｏ等［５］

通过比较血友病 Ａ患者和正常人的血小板活化状态
发现，血友病患者基线状态下血小板活化及对刺激剂

的应答更高，差异显著，提示血友病患者血小板可能存

在预活化，Ｐ选择素表达率越高凝血因子的消耗量越
少。我们的结果证实了Ｃａｒｃａｏ等的报道并进一步发现
重型血友病Ａ轻重临床表型组间血小板活化状态亦存
在差异，这种血小板活化程度的差异可能是引起重型血

友病Ａ患者临床表现异质性的原因之一［６－８］。

　　ＰＭＰｓ是血小板活化过程中的产物，在炎症、肿瘤
等方面研究多见［９］，国内对 ＰＭＰｓ的研究多在特发性
血小板减少性紫癜（ＩＴＰ）、急性冠脉综合征、糖尿病等
多种出血和血栓性疾病可见。有学者报道了ＩＴＰ患者
血小板少而患者外周血中 ＰＭＰｓ升高显著、无临床出
血症状的患者ＰＭＰｓ水平明显高于有出血症状的患者
的现象，提示 ＰＭＰｓ的止血作用在一定程度弥补了血
小板数目减少所引起的出血倾向［９］。国内外关于血

友病ＰＭＰｓ研究几乎是空白。我们的实验发现重型血
友病Ａ轻度表型的患者ＰＭＰｓ水平显著高于重度表型
者，而且不同组血小板活化程度与 ＰＭＰｓ有一致性。
关于ＰＭＰｓ促凝活性的研究有学者认为可能与微粒表

面携带磷脂酰丝氨酸（ＰＳ），表达多种活化标志物如Ｐ
选择素和组织因子（ＴＦ，ＣＤ１４２）［１０－１３］促进凝血有关，
Ｃｅｌｉ等［１４］认为 Ｐ选择素的通路对凝血产生了影响。
Ｈｒａｃｈｏｖｉｎｏｖａ等［１５－１７］在动物模型上发现 Ｐ选择素与
ＰＳＧＬ１作用产生的微粒能纠正血友病鼠的出血。在
凝血作用的启动和进展过程中，更高的活化血小板水

平释放更多的ＰＭＰｓ，ＰＭＰｓ上ＰＳ的暴露为凝血因子提
供结合位点，在促进凝血加速止血过程中发挥了一定

作用。血小板活化程度及活化后微粒释放量的差异是

造成重型血友病患者临床表型异质性的原因。
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　　［关键词］　 动脉瘤；颅内；血肿
　　［中图法分类号］　Ｒ６５１．１　［文献标志码］　Ｂ
　　颅内动脉瘤破裂出血致蛛网膜下腔出血 Ｈｕｎｔ
Ｈｅｓｓ分级Ⅲ～Ⅴ级的治疗方案目前尚有争议，特别是
在手术时机方面［１－２］。我们通过对我院２００７年８月
至２０１４年２月治疗的动脉瘤破裂伴脑内血肿患者的
临床资料进行分析，现报告如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　男性９例，女性５例，年龄５７～７２（６３．０±７．２）岁，
均为单一动脉瘤。后交通动脉６例，前交通动脉５例，
大脑中动脉３例。血肿位于额叶６例，位于颞叶７例，
位于侧裂１例；血肿量３８～６０（４２．２±１２．３）ｍＬ。破裂
后主要表现为轻中度昏迷、瞳孔改变。术前 Ｈｕｎｔ
Ｈｅｓｓ分级为Ⅲ级７例，Ⅳ级６例，Ⅴ级１例。
１．２　手术方法
　　手术均采用显微外科技术，采用不同大小经翼点
入路清除血肿同时夹闭动脉瘤颈，在血肿清除后大多

脑组织塌陷良好，侧裂易于分离，其中２例脑压较高予
以颞极切除，术中尽可能清除脑池内积血，术毕罂粟碱

冲洗。其中８例行去骨瓣外减压，Ⅳ级与Ⅴ级病例共
７例术毕即行气管切开。

２　结果

　　１例术后３ｄ死亡，１例术后１０ｄ因肺部感染引发
呼吸衰竭死亡外，其余患者术后住院时间 １２～３１
（２１４±８．７）ｄ。根据 ＧＯＳ预后评分标准，１４例患者
出院时恢复良好者 ９例，轻度残疾 ２例，重度残疾
１例，死亡２例。术前 ＨｕｎｔＨｅｓｓⅢ级６例恢复良好，
１例轻度残疾；Ⅳ级 ６例，３例恢复良好，１例轻度残
疾，１例重度残疾，１例术后一直深昏迷，后死于呼吸衰
竭；Ｖ级１例术后３ｄ死于脑干功能衰竭。无颅内感
染病例，所有切口一期愈合，术后肺部感染８例，其中
３例行气管切开，均治愈。

３　讨论

　　对ＨｕｎｔＨｅｓｓ临床分级Ⅲ ～Ⅳ级颅内动脉瘤患者
早期手术治疗的报道逐渐增多，Ⅴ级者不宜手术基本
达成共识。本研究表明，Ⅲ级病例恢复良好，Ⅳ级者取
得了较好疗效，Ⅴ级病例一般不宜手术。通过对该组
病例的分析我们有如下体会。

３．１　手术的必要性
　　临床分级Ⅲ～Ⅴ级动脉瘤病情危重，特别是伴有
颅内血肿的病例。因此必须行开颅血肿清除术，但单

纯血肿清除术中操作导致动脉瘤破裂或减压后动脉瘤
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