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流式细胞仪双色术检测机采血小板活化方法

Determination of platelet activation in platelet concentrated suspension by 2-color flow
cytometry
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　　提　要:目的　探讨一种流式细胞仪检测机采浓缩血小板悬液活化状态的方法。方法　用 CD41-FITC 、CD62-PE双色

标记 ,避光反应 15 min后加入 1 ml 1%多聚甲醛固定 , 上机分析。结果　采用此方法测定 22 ℃保存下不同时间的血小板

CD62P表达 , 表明随着时间的延长 CD62P阳性率增加 , 保存达到 3 d 及以上 , CD62P阳性率增加非常显著。标本以多聚甲

醛固定在 24 h 对CD62P 测试结果无明显影响 ,样品不固定处理 , 不同时间测定对结果影响非常大。 结论　双色标记流式

细胞术检测机采血小板活化敏感 、特异 , 重复性好 , 操作简便 , 能较好地反映储存中血小板的 CD62P的变化。可方便应用

于血小板的保存及输注的质量监控。

　　随着血小板临床应用的与日俱增 ,研究血小板保

存损伤与保存质量也备受关注 。血小板保存损伤与血

小板的体外活化存在相当密切的关系 ,血小板保存中

功能检测的一项重要的指标就是血小板体外活化的检

测
[ 1]
。本实验以双色流式细胞术检测机采浓缩血小板

悬液在不同保存时间中的 CD62P 表达 ,并探讨制样时

间及固定对测试结果的影响。现报告如下。

1　材料与方法

1.1　检测样品
　　10 名健康志愿者 , 按操作规程用 CS3000plus(Baxter 公司 ,

美国)血细胞分离机采集的浓缩血小板悬液。用进口血小板

常温保存袋(Baxter公司 , 美国)保存 ,置 22 ℃血小板保存箱 , 水

平振荡 ,分别于采血当天(0 d),保存 1、3、5 d 取样检测。

1.2　主要试剂
　　CD41-FITC 、CD62P-PE、 Mouse IgG-1 PE(Caltag Laboratory)

ACD-2 抗凝剂(上海血液中心)。 血小板洗涤剂(Na2 EDTA +

PBS)、0.2 mol L磷酸缓冲液(pH 7.4)、1%多聚甲醛固定液。以

上试剂均为分析纯。

1.3　实验方法
1.3.1　样品制备　　取血小板原液 7μl , 加入993 μl血小板洗

涤剂 ,稀释成 1 ml。每一标本取试管 A、B、C , 均 加入上述液体

100 μl。然后分别加入:A 管:Mouse IgG-1PE;B 管:CD41-FITC+

IgG-1 PE;C 管:CD41-FITC+CD62P-PE。室温避光孵育 15 min。

加入或不加入 1 ml 1%冷多聚甲醛 , 2～ 8 ℃避光保存。

1.3.2　流式细胞仪检测　　美国 BD 公司 FACSCalibur 流式细

胞仪 ,氩离子激光器 488 nm 谱线 , CELLQuest3.1 软件。以 CD41-

FITC与侧向角散射 SSC 设门设定血小板群。每管检测 10 000
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个血小板。用A管 , 调整 FL1与 FL2 光电倍增管电压 ,将阴性对

照调整好。 B 管 , 优化 FL1-FL2 与 FL2-FL1 的补偿。 C 管 , 检测

CD62P的表达情况 ,参照阴性对照 ,得出血小板活化的百分率。

1.4　统计学分析
　　数据以( x±s)%表示 ,采用配对 t 检验。

2　结果

2.1　保存时间对血小板 CD62P 的影响 ,见表 1

表 1　不同保存期内 ,血小板 CD62P的变化(n=10)

保存时间(d) CD62P( x±s)%

0 3.77±1.86
1 11.06±4.99＊■

3 20.20±8.04＊＊■■

5 31.59±8.13＊＊■■

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01与 0 d比较;

■:P<0.05 , ■■:P<0.01与前一组比较

2.2　样品制备时间对测定血小板 CD62P 结果的影响

　　5 例采血当天的样品 , 染色后不固定。结果:用 30 min 完成

样品制备并上机检测的 CD62P 阳性率(4.49±1.12)%明显低

于1 h完成的 CD62P阳性率(16.77±0.38)%, 与 3 h 完成的阳

性率(71.22±2.49)%,(P<0.01)。

　　用 1%多聚甲醛固定后 , 不同上机检测时间与血小板

CD62P的测定结果的关系。对 5 例采血当天的样品 , 标记完后

加1%多聚甲醛固定 ,于 30 min 、24 h、48 h 上机检测 , 阳性率分

别为(3.96±0.33)%、(3.48±0.57)%、(3.73±0.41)%。各组

数据间无显著差别(P>0.05)。

3　讨论

　　P-选择素或 CD62P 是血小板α颗粒的膜糖蛋白 ,

在静止期 ,血小板不表达或少量表达 CD62P ,血小板活
化时 ,颗粒膜蛋白与血小板膜蛋白融合 ,使 CD62P 暴

露于血小板膜表面 ,因此 ,CD62P被认为是血小板活化

检测的一项特异 、敏感的标志
[ 2]
。CD41是血小板表面
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特异性的标记 ,血小板无论大小与是否活化 ,均稳定表

达CD41 CD61 ,所以 ,可利用 CD41 CD61来特异性地识

别 、判断血小板
[ 3]
。经血细胞分离机分离后的血小板

悬液仍混有一定数量的其他细胞 ,以往采用前向角散

射光FSC与侧向角散射光SSC设门难以做到对血小板

群的准确认定。用 CD41 与 CD62P 双色标记血小板 ,

以CD41与侧向角散射光 SSC设门来区分选定血小板

群 ,保证了所选定检测的颗粒的特异性 ,从而有效地避

免其他种类的细胞以及碎片 、鞘液杂质及管道中残存

物可能造成的干扰。并且由于流式细胞仪具有同时多

色 、多参数检测分析的能力 ,能够很方便 、同时检测到

血小板的 CD62P 表达情况 。

　　已有分析表明 ,血小板在储存中 ,随着保存时间的

延长 ,破碎的白细胞与红细胞及已活化的血小板会释

放血小板激活物 ,使血小板处于持续的激活状态 ,导致

血小板活化加剧
[ 1]
。我们用此双色法对 22 ℃下不同

保存时间血小板悬液取样检测 ,可以看出 ,在相同保存

和测试条件下 ,随着保存时间增加 ,血小板 CD62P 也

明显增加 ,保存时间≥3 d ,CD62P 较 72 h内有显著变

化。再次体现了储存中血小板活化与储存时间的依赖

关系 ,并表明本方法能真实反映血小板的活化状况 。

　　由于血小板是一种非常敏感的物质 ,在体外更是

十分活跃 ,多种因素均可导致其自身的激活 ,从而导致

错误的测试结果 。对于机采血小板 ,是全自动控制密

闭系统 ,在采集的过程中能较好地防止血小板的激活 ,

在相同的抗凝剂 、孵育反应条件下 ,制备流式细胞仪检

测样品的标记过程及标本制作后放置待上机的时间仍

会造成 CD62P 测定结果的显著不同 。从本实验中可

以看到 ,对于新鲜标记但未用多聚甲醛固定的标本 ,制

样及待上机的时间稍长 ,CD62P 就增加明显。而标记

完再用 1%冷多聚甲醛固定后 ,在 30 min 、24 h 、48 h分

别上机检测 ,得出的 CD62P 阳性率没有明显的差别。

提示只要在标记反应完后及时固定 ,对上机检测时间

没有急迫的要求 。因此 ,我们认为通过流式细胞仪联

合CD41-FITC 、CD62P-PE 双色标记检测机采血小板的

CD62P ,能较好地反映保存中血小板的活化状况 ,并且

敏感 、特异 ,重复性好 ,操作简便 ,能检测到少到 1%的

活化血小板亚群
[ 4]
,作为探讨血小板保存条件 、保存质

量 ,临床输注用血小板的质控方法 ,有较好的应用价

值。但样品的制备非常关键。应尽可能在短时间内完

成取样 、标记 ,并最好要在标记后加 1%多聚甲醛固定

再上机检测才能更好保证测试结果的客观 、准确。
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文章编号:1000-5404(2003)18-1673-01　 个案与短篇

成人先天性巨结肠 1例

A case report of Hirschsprung' s disease in adult

刘占奎 ,张　超 ,余佩武　　(第三军医大学附属西南医院普通外科 , 重庆 400038)

　　患者 , 男性 , 60 岁 , 因反复腹痛 、腹胀 5 年 , 加重 1 年入院。

缘于 5年前因食不洁食物后出现腹痛 、腹胀 、腹泻 , 为黄色稀水

样便 ,无脓血 、粘液 ,无里急后重感 , 在重庆市某医院诊断为“急

性胃肠炎” , 给予抗炎 、补液治疗后症状缓解。其后 ,上述症状

无明显诱因出现 3次 , 均行结肠镜和钡灌肠检查 , 诊断为“慢性

结肠炎” ,口服“结肠炎丸” ,症状缓解出院。 1 年前无明显诱因

出现剧烈腹痛 、腹胀 , 肛门停止排气 、排便 , 遂再次行结肠镜检
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查 ,见结肠有一明显狭窄段 , 活检未见神经节 , 诊断为“先天性

巨结肠” , 给予保守治疗。1 年来 ,上述症状约 2 个月出现 1 次 ,

自觉症状逐渐加重 ,遂到我院。查体:腹平坦 ,柔软 ,无压痛 , 肝

脾肋缘下未及。钡剂灌肠示:升结肠至降结肠肠管明显扩张 ,
降结肠轮廓不整呈锯齿状 , 排便后升结肠 、直肠收缩 , 降结肠 、

横结肠仍扩张。给予清洁灌肠 1 次 d、肠道准备 1 周 , 术中见:

乙状结肠扩张 , 横径约 20 cm , 肠壁增厚 , 在直肠与乙状结肠交

接处有一狭窄肠段 ,长约 2.2 cm ,降 、横 、升结肠亦明显扩张 , 肠

壁较薄。行左半结肠切除 、横结肠直肠吻合器吻合术。病理显
示狭窄肠段内无神经节细胞。诊断为成人先天性巨结肠。
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