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　　[摘要]　目的:了解广西南宁地区产妇抗 CD36抗体的发生率,探讨抗 CD36抗体对血小板凋亡的影响。方

法:对广西南宁地区303例产妇血样采用流式细胞术(FCM)筛查血小板同种抗体,采用快速血小板抗原单克隆

抗体特异性免疫固定检测技术(F-MAIPA)进行血小板抗体特异性鉴定;对含有抗 CD36抗体的产妇采用 FCM
技术检测其血小板及单核细胞上的CD36抗原表达,并采用 FCM 技术及酶联免疫吸附试验(ELISA)对抗 CD36
抗体诱导血小板凋亡进行检测。同时对娩出的新生儿监测血小板计数、观察临床表现,记录治疗过程。结果:广
西南宁地区303例产妇共有11例产生抗CD36抗体,抗 CD36抗体发生率为3.63%,且均为Ⅰ型 CD36缺失;其
中有2例含抗CD36抗体的产妇血清能诱导血小板凋亡。经临床监测,11例含抗 CD36抗体的产妇所娩出的新

生儿均出现不同程度的血小板减少、皮肤针尖样皮下出血点,但无颅内出血及其他内脏出血表现,经静脉注射丙

种球蛋白/类固醇激素治疗后血小板上升至正常范围。结论:广西南宁地区产妇抗 CD36抗体发生以壮族产妇居

多。含抗CD36抗体的产妇娩出的新生儿被证实为抗CD36介导的新生儿同种免疫血小板减少症。部分抗CD36
抗体能诱导血小板凋亡,其结构特征有待研究。
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Abstract　Objective:Todetectandanalyzetheincidenceofanti-CD36antibodiesproducedbypuerperaein
Nan-ning,andinvestigatetheeffectofanti-CD36antibodyonplateletapoptosis.Methods:Anti-CD36antibodies
weredetectedandidentifiedbyflowcytometry(FCM)andfastmonoclonalantibody-specificimmobilizationof
plateletantigens(F-MAIPA)from303puerperacasesinNanning.TheCD36antigenexpressiononplateletsand
monocytesofthepuerperaewhocontainedanti-CD36antibodiesweredetectedbyFCM;plateletapoptosisinduced
byanti-CD36antibodieswereanalyzedbyFCM andELISA;theplateletcount,clinicalmanifestationandthe
treatmentofthenewbornsweremonitored.Results:Amongthe303puerperacases,11caseswhoweretypeⅠ
CD36deficiencyweredetectedanti-CD36antibodiesintheirsera,theincidenceofanti-CD36antibodywas3.63%.
2sera(case6and8)inthe11casescontainedanti-CD36antibodiescouldinduceplateletapoptosis.Allthenewbo-
rnsdeliveredby11casespresentedwiththrombocytopeniaandneedle-likesubcutaneoushaemorrhage,butnoin-
tracranialhemorrhageorothervisceralhemorrhage.Afterintravenousimmunoglobulin/steroidtherapy,platelet
countofthesenewbornswasincreasedtothenormalrange.Conclusion:Theoccurrenceofanti-CD36antibody
frompuerperaeinNanningismainlyinZhuangpopulation.The11newbornsareapprovedtobeneonatalalloim-
munethrombocytopeniacausedbyanti-CD36antibodies.Someanti-CD36antibodiescouldinduceplateletapopto-
sis,anditsstructuralcharacteristicsneedtobestudied.
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　　CD36又名血小板糖蛋白Ⅳ(GP Ⅳ),是分子 质量约为88000Da的高糖蛋白分子,在血小板、
单核细胞、内皮细胞、乳腺组织等均有表达。健康

人群可以缺失 CD36 抗原,不同地区、不同人群

CD36抗原缺失率各不相同,如 CD36缺失在白种

人中比较罕见,比例仅为0~0.33%[1-2],台湾地区

比例约为1.6%[3],而非洲人群比例约为8%[1]。
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CD36抗原缺失可分为两类,一类是 CD36在血小

板及单核细胞上均无表达,称为Ⅰ型 CD36缺失,
另一类是 CD36仅在血小板上无表达,称为Ⅱ型

CD36缺失。本课题组前期研究发现广西地区人群

CD36缺失比例在汉族为3.59%,壮族为5.76%,
瑶族约为2.38%[4]。鉴于 CD36抗原缺失后通过

各种免疫途径产生的抗 CD36抗体可导致免疫性

血小板输注无效、输血后紫癜以及新生儿同种免疫

血小板减少症 等 发 生[5],而 鉴 定 产 妇 血 清 中 抗

CD36抗体对诊断新生儿同种免疫血小板减少症极

其重要。因此对南宁地区产妇抗 CD36抗体进行

检测,对含有抗体的产妇进行 CD36抗原表达分

析,并对娩出的新生儿进行血小板计数、临床表现

及治疗过程的追踪。此外文献报道抗血小板抗体

可诱导血小板凋亡的发生,从而参与机体疾病的病

理生 理 过 程,如 原 发 性 血 小 板 减 少 性 紫 癜

(ITP)[6]、药物诱导的血小板减少症等[7]。本文对

抗CD36抗体能否诱导血小板凋亡进行研究,现报

告如下。
1　资料与方法

1.1　研究对象

2010年1月—2018年12月进行血小板抗体

检测的广西南宁地区产妇共计303例,其中汉族

187例,壮族91例,瑶族4例,民族不详21例;年龄

22~38岁;经产妇176例,初产妇127例;均无输血

史。每例产妇静脉抽取乙二胺四乙酸(EDTA)抗
凝血4mL用于分离血小板,不抗凝血2mL用于

血清学检测;产妇丈夫抽取EDTA抗凝血4mL用

于分离血小板。随机选择2018年7月—2019年

12月南宁中心血站新鲜单采血小板样本(含 CD36
抗原缺失及 CD36抗原阳性)若干份,每份留取与

单采血小板制品无关、且注满血小板经热合的导管

5cm,约含血小板2mL。所有献血者均符合《献血

者健康检查要求》,无器质性病变,采集前对每例献

血者进行血常规检测,确保血小板计数均在正常值

范围,且近期无服用影响血小板功能的药物。单采

献血者对本研究知情同意。
1.2　主要试剂与仪器

各种类型的血小板抗原谱细胞均由我实验室

制备。CD36 血 小 板 糖 蛋 白 单 克 隆 抗 体 (Clone
FA6-152)、FITC-CD36(CloneFA6-152)、FITC-
IgG1(Clone679.1Mc7)为 BeckmanCoulter公司

产品;CD36 血 小 板 糖 蛋 白 单 克 隆 抗 体 (Clone
131.4)来自美国威斯康辛血液中心惠赠;PE-CD14
(CloneM5E2)为BD公司产品;羊抗鼠IgG、HRP-
羊抗人IgG、FITC-羊抗人IgG为JacksonImmuno
Reasearch 公 司 产 品,OPD 为 Dako 公 司 产 品。
AnnexinV检测试剂盒为BD公司产品,人类活化

Caspases-3ELISA 试剂盒为美国 Abcam 公司产

品。酶标仪(瑞士 TECAN),FACSCalibur流式细

胞仪(美国BectonDickinson)。
1.3　血小板同种抗体筛查

采用流式细胞术(flowcytometry,FCM)筛查

产妇血清中血小板同种抗体[8],若为阳性则需进一

步鉴定该抗体的特异性。
1.4　血小板同种抗体特异性鉴定

采用快速血小板抗原单克隆抗体特异性免疫

固定检测技术(fastmonoclonalantibody-specific
immobilizationofplateletantigens,F-MAIPA)鉴
定产妇血清中血小板同种抗体,具体步骤参照周燕

等[9]报道进行。对经鉴定含有抗 CD36抗体的产

妇血清保存于-80℃冰箱,备用;待进行抗 CD36
抗体诱导血小板凋亡的研究。
1.5　CD36抗原表达分析采用FCM 技术进行

1.5.1　CD36在血小板上的表达　首先采用梯度

离心法分离产妇血样获得血小板扣,并调整血小板

浓度约为200×109/L。10μLFITC-CD36加入50
μL血小板悬液中,同型对照加入 10μLFITC-
IgG1,混匀,室温下避光孵育30min,后加入150
μL PBS/ACD/BSA 缓 冲 液,3000 r/min 离

心3min,去除上清,重复上述洗涤过程1次,后用

500μLPBS/ACD/BSA 缓冲液重悬血小板,上流

式细胞仪分析。
1.5.2　CD36在单核细胞上的表达　取100μL
EDTA抗凝全血分别加入10μLFITC-CD36、PE-
CD14,同 型 对 照 中 加 入 10μL FITC-IgG1、PE-
CD14,室温下避光孵育30min,用2mL×红细胞

裂解液裂解红细胞,经 PBS/ACD/BSA 缓冲液洗

涤后,用500μLPBS/ACD/BSA缓冲液重悬细胞,
上流式细胞仪分析。
1.6　抗CD36抗体诱导血小板凋亡的研究

1.6.1　AnnexinV的检测　含抗 CD36抗体的产

妇血清50μL与新鲜单采血小板样本50μL(CD36
抗原缺失及 CD36抗原阳性)于37℃共同孵育30
min后洗涤、离心,取106 个血小板加入100μL
BindingBuffer,再加入5μLFITC-AnnexinV,在
室温下避光孵育20min,经洗涤后用BindingBuff-
er重悬血小板,上流式细胞仪分析。实验同时以

AB血清作为对照。
1.6.2　活化Caspases-3含量的检测　采用人类活

化Caspases-3ELISA 试剂盒进行检测,分别设置

空白孔、标准品孔及待测样品孔。含抗 CD36抗体

的产妇血清100μL与CD36抗原阳性新鲜单采血

小板样本100μL于37℃共同孵育30min后洗涤、
离心,去除上清,以PBS/ACD/BSA 重悬血小板后

按试剂说明书制备待检样品。在酶标板上标准品

孔中加入不同浓度的标准品50μL或在待测样品

孔中加入待测样品50μL,再加入50μL抗体混合
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物,空白孔除外。封膜后于室温振荡孵育60min,
洗涤3次后加入 TMB显色液反应10min,加入终

止液后立即读取吸光度值。实验同时以 AB血清

作为对照。
1.7　新生儿临床表现监测

新生儿血小板计数、临床表现观察及治疗由各

送检医院负责记录。
1.8　统计学分析

采用SPSS19.0软件,实验数据以■x±s表示,
两样本均数的比较采用成组设计资料的t 检验,
P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　血小板同种抗体筛查

采用FCM 技术对303例产妇血清进行检测,
结果显示共有11例产妇血清与其丈夫血小板及

CD36抗原阳性血小板谱细胞有反应,与 CD36抗

原缺失血小板谱细胞无反应,提示含有抗 CD36抗

体。抗CD36抗体发生率为3.63%。
2.2　血小板同种抗体鉴定

采用F-MAIPA 技术对11例血小板同种抗体

筛查阳性的产妇血清进行抗体特异性鉴定,发现在

使用2种不同克隆号(分别为 FA6-152及131.4)
CD36糖蛋白单克隆抗体的情况下,上述11例产妇

血清与CD36抗原阳性血小板谱细胞均为阳性反

应,与 CD36抗原阴性血小板谱细胞为阴性反应,
证实11例产妇血清中含有抗 CD36抗体;其中病

例2和9另含有 HLA 抗体。对该11例产妇进行

民族分类统计,其中有7例产妇为壮族,剩余4例

产妇为汉族,产生抗CD36抗体的产妇以壮族产妇

居多,见表1。
2.3　血小板及单核细胞上CD36的表达

经FCM 检测,11例含有抗 CD36抗体的产妇

血小板及单核细胞上均无 CD36表达,证实为Ⅰ型

CD36抗原缺失者,见图1。

表1　产生抗CD36抗体的产妇检测结果及娩出的新生儿临床表现和治疗

序号
年龄

/岁
民族

产妇结果

免疫史 CD36缺失类型 抗体特异性

新生儿临床表现及治疗

血小板计数 是否输注血小板 治疗

1 24 汉 孕1产1 Ⅰ型缺失 抗CD36 82×109/L 否 一般对症

2 30 壮 不详 Ⅰ型缺失 抗CD36+抗 HLA 82×109/L 否 一般对症

3 31 壮 孕3产1 Ⅰ型缺失 抗CD36 26×109/L 否 IVIG(1g/kg·d,连用3d)

4 26 汉 孕1产1 Ⅰ型缺失 抗CD36 51×109/L 否 IVIG(1g/kg·d,连用3d)

5 29 壮 孕3产2 Ⅰ型缺失 抗CD36 70×109/L 否 IVIG(1g/kg·d,连用3d)

6 28 壮 孕4产2 Ⅰ型缺失 抗CD36 50×109/L 否 IVIG(1g/kg·d,连用3d)

7 32 壮 孕3产2 Ⅰ型缺失 抗CD36 34×109/L 否 IVIG(1g/kg·d,连用3d)

8 30 汉 不详 Ⅰ型缺失 抗CD36 43×109/L 否 IVIG(1g/kg·d,连用3d)

9 33 汉 孕4产2 Ⅰ型缺失 抗CD36+抗 HLA 34×109/L 否 IVIG(1g/kg·d,连用3d

10 31 壮 孕2产2 Ⅰ型缺失 抗CD36 37×109/L 否
IVIG(1g/kg·d,连用2d)及甲

泼尼龙(2mg/kg·d,连用2d)

11 32 壮 孕4产2 Ⅰ型缺失 抗CD36 113×109/L 否 IVIG(1g/kg·d,连用3d)

图1　I型CD36抗原缺失者CD36在血小板(a)及单

核细胞上(b)的表达

2.4　抗CD36抗体诱导血小板凋亡的研究

2.4.1　AnnexinV的检测　11例含抗CD36抗体

的产妇血清与随机健康人群的 CD36抗原阳性新

鲜单采血小板孵育,仅有2例抗 CD36抗体(例6

及例8)能使血小板 AnnexinV 表达明显增高,而
对CD36缺失的新鲜单采血小板则无作用;其余9
例抗 CD36抗体均不能使血小板 AnnexinV 表达

增高。由于例 6 血清数量不足,仅选取例 8 抗

CD36抗血清与随机18例健康人群 CD36抗原阳

性新鲜单采血小板孵育,与随机5例 CD36缺失的

新鲜单采血小板孵育,检测 AnnexinV 增高比例。
与 AB血清相比,例8的抗 CD36抗体能使 CD36
抗原阳性血小板AnnexinV表达明显增多,差异有

统计学意义(t=19.24,P<0.05)。AnnexinV 检

测结果见图2。
2.4.2　活化Caspases-3含量的检测　将例8的产

妇抗CD36抗体血清与CD36抗原阳性新鲜单采血

小板共孵育,后进行活化 Caspases-3含量的检测。
以标准品的吸光度值为y轴,对应Caspases-3含量
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为x轴,绘制标准曲线,得出拟合方程y=0.006x
+0.135(R2=0.9929),依据待测样品的吸光度在

标准曲线上计算出对应的活化 Caspases-3浓度。
结果显 示 与 抗 CD36 抗 体 孵 育 的 血 小 板 活 化

Caspases-3为50.08pg/mL,与 AB血清孵育的血

小板活化Caspases-3为8.92pg/mL,说明该份抗

CD36抗体的确能诱导血小板凋亡。

a:抗CD36抗体诱导血小板凋亡的流式结果图;b:对照 AB血清的流式结果图;c:11例抗 CD36抗体诱导 CD36抗原阳

性血小板及CD36抗原缺失血小板凋亡结果;d:抗CD36抗体(例8)与 AB血清诱导血小板凋亡的比较,差异有统计学

意义。
图2　抗CD36抗体诱导血小板凋亡

2.5　新生儿临床表现及治疗

11例由含抗CD36抗体产妇娩出的新生儿出

生后立即发现不同程度的血小板计数下降,躯干四

肢出现散在针尖样皮下出血点,但无颅内出血及大

脏器出血表现,给予一般对症治疗或丙种球蛋白/
类固醇皮质激素等治疗,血小板计数即可上升到正

常范围后出院。
3　讨论

检测的303例产妇经确认有11例产妇含抗

CD36抗体,且均为Ⅰ型 CD36缺失,抗 CD36抗体

发生率为3.63%。此外尚有2例产妇(例2和例

9)还同时存在抗 HLA 抗体。根据一项大数据队

列研究显示[10]中国人群中由抗 CD36抗体所致各

类免疫性血小板减少性疾病发生率为3.56%,而
亚洲人群中抗CD36抗体发生率约为3.15%,不管

在中国还是亚洲地区,在所有能统计和分析的病例

中,抗CD36抗体发生率仅次于抗 HLA抗体,成为

诱导各类血小板免疫异常性疾病的第二大因素。
广西地区为壮族人群聚集地,本组数据中有187例

产妇为汉族,91例为壮族,3例为瑶族,剩余22例

民族不详;而在产生抗 CD36抗体的11例产妇中,
以壮族产妇居多,证实广西壮族人群中 CD36抗原

缺失比例高于其他民族,其已成为介导血小板免疫

异常性疾病的重要抗原。11例含有抗 CD36抗体

的产妇中,均无输血史,除2例产妇孕产史不详,有
7例产妇存在多次妊娠史,剩余2例产妇在第1胎

即发生了同种免疫反应,提示有多次妊娠史的妇女

产生有临床意义抗体的概率大幅增加,育龄期妇女

应防止多次妊娠,减少抗原暴露被免疫的机会。与

此同时,对该11例含有抗 CD36抗体的产妇娩出

的新生儿进行随访,发现11例新生儿出生后均出

现血小板减少,血小板计数在26×109/L~113×
109/L,出现散在针尖样皮下出血点,但未发现颅内

出血及其他大脏器出血,结合该11例新生儿母亲

体内均检测到抗CD36抗体,这些新生儿被确诊为

抗CD36抗体介导的新生儿同种免疫血小板减少

症。明确诊断后,大部分新生儿仅给予丙种球蛋

白/类固醇皮质激素等治疗后血小板计数即可上升
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到正常水平。
近年来越来越多研究显示无论是生理还是病

理情况 下 凋 亡 是 血 小 板 在 体 内 清 除 的 重 要 途

径[11-13],凋亡在维持机体血小板稳定过程中起着越

来越重要的作用。血小板凋亡又称为程序性细胞

死亡,是机体为维持内环境稳定,由自身遗传基因

控制的细胞自主、有序地结束生命周期的过程,涉
及一系列基因的激活、表达以及调控等;凋亡不是

病理条件下机体损伤的1种现象,而是机体为更好

地适应生存环境而主动争取的死亡过程[14]。本研

究中的11例含抗CD36抗体的产妇血清与健康献

血员捐献的新鲜单采血小板共孵育,后采用FITC-
AnnexinV标记凋亡的血小板,经流式细胞仪检测

发现其中9例产妇抗CD36抗血清不能诱导CD36
抗原阳性的血小板凋亡;而剩余2例(例6和例8)
产妇抗CD36抗血清则能诱导CD36抗原阳性的血

小板凋亡,且与 AB血清相比,能显著增加血小板

凋亡数量,但不能诱导 CD36缺失的血小板发生凋

亡,提示抗CD36抗体是通过与CD36抗原反应,从
而诱导血小板凋亡,加速血小板在体内被清除的过

程,参 与 血 小 板 减 少 性 疾 病 的 病 理 生 理 过 程。
Caspases-3是凋亡执行蛋白,Caspases-3一旦被激

活则凋亡不可逆转。正常情况下 Caspases-3以酶

原形式存在于胞浆中,在凋亡早期被激活,活化的

Caspases-3仅存在于凋亡细 胞 中。经 采 用 人 类

ActiveCaspases-3ELISA试剂盒检测,发现与例8
的抗 CD36抗体孵育的血小板活化 Caspases-3含

量明显高于对照 AB血清,提示抗 CD36抗体的确

能促使活化的Caspases-3含量增加,从而诱导血小

板凋亡的发生,参与血小板清除过程,导致血小板

计数下降。然而,本研究也发现,这11例抗 CD36
抗体间存在个体差异,仅有2例抗 CD36抗体产生

诱导CD36抗原阳性的血小板凋亡的现象,推测或

许是由于抗体结构或类型的差异,才出现仅有部分

抗CD36抗体能诱导血小板发生凋亡,对此尚需进

一步的实验探讨。
综上,CD36是一个非常重要的具有免疫原性

的抗原,广西壮族妇女通过妊娠途径产生抗 CD36
抗体的高发生率并由此介导新生儿同种免疫血小

板减少症,应引起各级医疗卫生机构的临床医师、
输血工作者的高度重视,加强对孕产妇 CD36抗原

缺失的检测和临床相关知识的普及,预防抗 CD36
抗体所致的各种血小板免疫异常性疾病的发生。
与此同时,深入探索分析 CD36抗体的结构特征及

规律,进一步探讨抗CD36抗体诱导血小板凋亡的

机制,为临床提供更多的用于指导抗 CD36抗体介

导的新生儿同种免疫血小板减少症等疾病的诊疗

的有益信息,将是我们重要的努力方向。
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