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　　[摘要]　目的:研究认识血小板单采活化的特点,分析单采血小板活化的相关因素,识别验证对单采过程诱

导活化敏感个体,合理处置,减少血小板输注无效(PTR)发生频率。方法:随机收集台州市中心血站的单采血小

板样本,在下机后30min内用PAC-1、CD62p荧光抗体标记并用1%甲醛固定,随后及时上机检测活化百分率,
同时收集该样本对应献血者的体检、献血前筛查、单采数据。对收集的各类数据进行相应的统计分析。结果:

PAC-1、CD62p阳性表达率分别为(35.3±23.5)%、(2.7±2.9)%,两者配对t检验统计分析显示两者的差异有

统计学意义(t=18.853,P<0.01);相关分析显示,PAC-1、CD62p的阳性表达率分别与 HGB和 HCT呈负相关

(r=-0.257,P=0.001;r=-0.177,P=0.021;r=-0.262,P=0.001;r=-0.187,P=0.015),与献血者年龄

呈正相关(r=0.237,P=0.002;r=0.242,P=0.002);以献血者为自变量、PAC-1阳性表达率为因变量的单因素

方差分析,差异有统计学意义。结论:单采活化是以 GPⅡbⅢa构象改变暴露出纤维蛋白原结合位点为特征的血

小板早期活化形式为主,而α颗粒膜融合表达CD62p的晚期活化则处于较低的水平,且这2种活化形式存在正

相关关系(r=0.503,P<0.01);与活化百分率相关指标可以为献血者的筛查及单采血小板产品的合理处置提供

参考;血小板单采PAC-1阳性表达存在个体差异,是献血者固有的血小板反应特性。
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Abstract　Objective:Tostudyandunderstandthecharacteristicsofplateletapheresisactivation,analyzethe
relatedfactorsofplateletactivationduringapheresis,identifyandverifyindividualswhoweresensitivetoactiva-
tioninducedbyapheresis,andhandlethemrationallytoreducethefrequencyofplatelettransfusionfailure(PTR).
Methods:Apheresisplateletsamplesfromthisstationwererandomlycollected,labeledwithPAC-1andCD62p
fluorescentantibodiesandfixedwith1%formaldehydewithinhalfanhouraftergettingoffthemachine,andthen
theactivationpercentagewasdetectedonthemachineintime,andthemedicalexaminationdata,pre-donation
screeningdataandapheresisdataoftheblooddonorscorrespondingtothesampleswascollected.Thecollected
datawasstatisticallyanalyzed.Results:ThepositiveexpressionratesofPAC-1andCD62pwere(35.3±23.5)%
and(2.7±2.9)%,respectively.Thepairedt-teststatisticalanalysisshowedthatthedifferencewasstatistically
significant(t=18.853,P<0.01);correlationanalysisshowedthatthepositiveexpressionratesofPAC-1and
CD62pwerenegativelycorrelatedwith HGBand HCT,respectively(r= -0.257,P=0.001;r= -0.177,

P=0.021;r=-0.262,P=0.001;r=-0.187,P=0.015),positivelycorrelatedwiththeageofblooddonors
(r=0.237,P=0.002;r=0.242,P=0.002);one-wayANOVAwithblooddonorsastheindependentvariable
PAC-1positiveexpressionrateasthedependentvariable.Itwasstatisticallysignificant.Conclusion:Apheresis
activationismainlytheearlyactivationformofplateletscharacterizedbytheconformationalchangeofGPⅡbⅢa
exposingthefibrinogenbindingsite,whilethelateactivationofα-granulemembranefusionexpressingCD62pisat
alowerlevel,andthereisapositivecorrelationbetweenthetwoactivationforms(r=0.503,P<0.01);theindex
relatedtotheactivationpercentagecanbeusedforthescreeningofblooddonorsandprovidereferencefortherea-
sonabledisposalofapheresisplateletproduct.TherewereindividualdifferencesinthepositiveexpressionofPAC-
1inplateletapheresis,whichmightbetheinherentplateletreactioncharacteristicofblooddonors.
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　　单采血小板由于数量多、纯度高等诸多优势已

经越来越受到临床青睐,需求量也是与日俱增,但
血小板输注无效(ineffectiveplatelettransfusion,
PTR)一直有着较高的发生率,在免疫性因素和非

免疫性因素中,前者最被业界关注,开展各种血小

板配型包括 HLA配型[1];然而活化的血小板寿命

短疗效差,是血小板体内回收率和存活率的重要影

响因素[2-3],目前机采血小板储存活化损伤方面研

究较多[4],而机采血小板单采活化的特点和相关因

素及献血者的个体差异目前国内外相关研究较少,
本研究对这一问题进行探讨。
1　资料与方法

1.1　对象

随机收集我站献血者捐献的单采血小板样本

170份(收集时间为2021年6月10日至2021年7
月31日,每周不定期2~3d收集当日全部样本),
采集完成下机后立即混匀取样并在30min内完成

FCM 样本制备。同时收集献血者体检数据(身高、
体重、脉搏、血压、年龄、血小板捐献总次数、两次相

邻血小板捐献间隔天数)、献血前筛查数据(WBC、
HCT、HGB、ALT、PLT)、单采数据(循环血量、抗
凝剂用量)与活化百分率进行统计分析。这些连续

性变量均为正态分布。
1.2　试剂和设备

抗-PAC-1-FITC(批 号 0349354,有 效 期 至

2022-04-30,美国BDBIOSCIENCE);同型对照(批
号9322641,有效期至2022-08-31,美国BDPharm-
ingen);抗-CD62p-FITC(批号 9273414,美国 BD
Pharmingen);同型对照(批号0030768,美国 BD
Pharmingen);多聚甲醛(批号abs9179,爱必信上

海生物科技有限公司);单采血小板设备 (MCS
PLUS美国血液技术公司,TRIMA 美国泰尔茂比

司特公司,AMICUS德国费森尤斯公司);流式细

胞仪(FACSVia美国 BD);血细胞计数仪(SYS-
MEXXS-500i日本希森美康公司)。
1.3　方法

1.3.1　FCM 样本制备　血小板单采完成下机后

立即留样,无需稀释(合格成品单采血小板浓度约

1×106 个/μL,符合试剂公司推荐的反应体系106

量级细胞含量的要求,且 PAC-1抗原抗体反应需

要钙离子环境[5],而 PBS一般不能提供钙离子环

境),取2只试管分别加入血小板原液5μL、10μL,
对应分别加入 5μL 抗-PAC-1-FITC、10μL 抗-
CD62p-FITC轻叩混匀室温避光反应15min(设立

定时器),反应结束后立即加入1%(2~8℃)的冷

多聚甲醛固定(甲醛固定后48h内血小板活化情

况维持稳定[6]),放置2~8℃避光反应10min后上

机检测;用相同的方法制备同型对照样本备用。所

有样 本 制 备 均 在 单 采 血 小 板 下 机 后 30 min
内完成。
1.3.2　FCM 检测　用BDAccuriC6Software软

件对样本进行流式细胞术检测分析。设门策略:在
流式散点图FSC-SSC中根据血小板形态圈出血小

板群体,在血小板群体中看 FITC通道的 PAC-1-
FITC、CD62p-FITC阳性表达量。检测10000个

血小板细胞,分析PAC-1、CD62p表达情况即活化

百分率。
1.4　统计学处理

采 用 SPSS26.0 统 计 学 软 件,对 PAC-1、
CD62p阳性表达率进行配对t检验以及描述性统

计分析;对收集到多个样本的献血者活化数据作单

因素方差分析;活化百分率与体检、筛查、单采数据

分别作Spearman相关分析。
2　结果

2.1　FCM 检测

使用PAC-1、CD62pFITC染色流式细胞仪分

析血小板活化状态,见图1。
2.2　统计分析

对PAC-1和CD62p阳性表达率进行配对t检

验分析(t=18.853,P<0.01);PAC-1和 CD62p
阳性表达率作描述性统计分析,分别为(35.3±
23.5)%、(2.7±2.9)%。
2.3　表达PAC-1活化的个体差异

收集到多次捐献的18例捐献者数据,按PAC-
1阳性表达率分为高反应组(≥60%)、中反应组

(<60%且≥40%)、低反应组(<40%),每组数据

以其中最大者作分组依据,见表1~3。其中有13
例献血者在 TRIMA上捐献双份血小板的13组活

化数据和在 MCSPLUS上捐献单份血小板的5例

献血者(B、D、E、P、K)的5组活化据,鉴于不同分

离方式所采集的单采血小板其活化程度之间存在

差异[7],对这2种机型的活化数据分别作单因素方

差分析,结果为 TRIMA组:F=6.445,P=0.001,
组间均方(MSG)=1242.472,组内均方(MSE)=
192.785;MCSPLUS 组:F=6.371,P =0.024,
MSG=1841.870.472,MSE=289.124。
2.4　活化百分率与各变量进行Spearman双变量

相关分析

分别将活化百分率与各变量进行 Spearman
双变量相关分析,见表4。

·637· 临床血液学杂志　 第35卷



图1　PAC-1、CD62pFITC染色流式细胞仪分析血小板活化状态

表1　高反应组阳性表达率 %

献血者
样本1

PAC-1 CD62p

样本2
PAC-1 CD62p

样本3
PAC-1 CD62p

A 79.9 1.1 72.8 4.0 77.8 1.6
B 90.1 4.6 79.7 5.5 68.6 6.9
C 87.6 6.1 68.8 1.0
D 81.9 2.3 71.0 1.8
E 77.5 1.0 39.2 0.7
F 72.1 3.6 47.4 2.2

表2　中反应组阳性表达率 %

献血者
样本1

PAC-1 CD62p

样本2
PAC-1 CD62p

N 54.0 2.6 22.3 0.5
O 21.4 0.6 52.1 7.1
P 45.7 2.7 14.8 0.9
Q 57.4 0.5 46.9 2.8
R 16.7 1.2 41.2 3.3

表3　低反应组阳性表达率 %

献血者
样本1

PAC-1 CD62p

样本2
PAC-1 CD62p

G 17.9 1.2 5.2 0.7
H 29.1 1.2 9.7 0.2
I 28.1 3.0 1.9 0.3
J 35.2 2.4 26.4 1.8
K 24.5 1.2 2.9 2.4
L 13.8 0.3 6.0 0.8
M 27.4 1.0 8.4 0.7

表4　Spearman双变量相关分析结果

献血者
PAC-1

r P
CD62p

r P
CD62P 0.503 0　　
身高 -0.121 0.116 -0.129 0.093
体重 -0.066 0.392 -0.026 0.739
脉搏 -0.125 0.105 0.032 0.683
收缩压 -0.001 0.986 0.132 0.086
舒张压 -0.064 0.406 0.038 0.624
年龄 0.237 0.002 0.242 0.002
总次数 -0.049 0.526 -0.020 0.793
间隔 0.031 0.689 0.093 0.226
WBC 0.125 0.105 0.048 0.538
HCT -0.262 0.001 -0.187 0.015
HGB -0.257 0.001 -0.177 0.021
ALT -0.038 0.623 0.068 0.375
PLT -0.051 0.510 0.029 0.705
循环血量 -0.229 0.003 0.041 0.599
抗凝剂 -0.229 0.003 0.030 0.698

　　总次数为血小板捐献者捐献血小板总次数;间隔为本

次捐献与上次血小板捐献间隔天数。

3　讨论

循环血液中约90%以上的血小板处于静息状

态,GPⅡbⅢa受体和α颗粒膜上的P-选择素不表

达或很少表达,GPⅡbⅢa位于血小板膜内侧,当血

小板活化变形后,GPⅡbⅢa明显表达增多并发生

分子构象改变,暴露出纤维蛋白原受体,α颗粒膜

则与血小板外衣融合表达 CD62p[8]。由此可见血

小板捐献者循环血液中绝大部分(90%以上)血小

板是不与PAC-1和CD62p抗体反应的静息状态血
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小板[8-9],而从本次流式细胞仪检测的数据看PAC-
1阳性表达率为(35.3±23.5)%;CD62p阳性表达

率为(2.7±2.9)%,与傅晓岚等[6]研究结果相符,
可见绝大多数单采血小板的活化程度都要高于其

捐献者循环血液中的血小板,而且从 FSC的情况

可见看活化的细胞都是较大的细胞。
将PAC-1、CD62p阳性表达率进行配对t检验

统计分析,结果t=18.853,P<0.01,拒绝原假设

认 为 两 者 的 差 异 有 统 计 学 意 义,且 PAC-1 和

CD62p 分 别 是 血 小 板 早 期 和 晚 期 的 活 化 标 志

物[10],而且抗-PAC-1抗体识别的位点位于纤维蛋

白原受体上或紧邻纤维蛋白原受体,由此可知单采

活化是以 GPⅡbⅢa构象改变暴露出纤维蛋白原

结合位点为特征的血小板早期活化形式为主(均值

为35.264%),而α颗粒膜与血小板外衣融合表达

CD62p的晚期活化则处于较低的水平 (均值为

2.704%),且这2种活化形式存在正相关关系(r=
0.503,P<0.01)。由于配体结合 GPⅡbⅢa的细

胞膜外功能区,会导致血小板细胞膜整合蛋白 GP
ⅡbⅢa簇集,同时整合蛋白细胞质内的功能区也

发生构型改变,产生一系列信号,进而导致细胞骨

架构型发生改变,颗粒分泌及促进凝聚活性,血小

板活化[11],因此纤维蛋白原与 GPⅡbⅢa上的受体

结合会进一步活化血小板,可能是这2种活化形式

正相关的理论依据。
收集的数据中包含了同一献血者多次捐献的

活化数据,从表1~3可以看出,献血者的 PAC-1
阳性表达率在一个区间内维持相对稳定的水平,即
这种反应性随着时间的推移保持稳定[12]。18例献

血者捐献频次较高,一般都有固定的捐献习惯(坚
持献单份或双份血小板甚至偏爱某台设备)且捐献

双份 血 小 板 对 捐 献 前 的 血 小 板 基 数 有 要 求

(≥220×109/L),这也使得本研究各组数据均在相

同机型下获得(双份在 TRIMA 采集,单份在 MCS
PLUS采集,AMICUS仅1台设备也可采双份但使

用频率低,本次仅收集到2份该机型样本)。由此

将这18例多样本献血者的数据再按照其单采设备

机型分组并分别作单因素方差分析,TRIMA 组和

MCSPLUS组PAC-1阳性表达率的分析结果差异

有统 计 学 意 义,且 组 间 均 方 MSG(1242.472,
1841.870)显示其组间变异非常大,而从较小的组

内均方 MSE(192.785,289.124)可以看出组内变

异小而稳定,可见献血者个体作为自变量对PAC-1
阳性表达率这一因变量是一个重要的影响因素,即
单采 PAC-1阳性表达存在个体差异。与 Garner
等[13]研究结果一致,根据献血者血小板体外对激

动剂(ADP等)的反应程度高低将血小板捐献者分

为高反应组、中反应组、低反应组,由高反应组所采

集的单采血小板对应有更高的活化水平,亦即有些

献血者体内的血小板对单采过程诱导的活化比其

他人的更为敏感,是献血者固有的血小板反应特

性。对单采过程敏感的献血者,有更多的血小板表

达 GPⅡbⅢa并发生构象改变暴露出纤维蛋白原

结合位点(PAC-1阳性表达率高),而与纤维蛋白原

结合的血小板会迅速从受血者外周血中被清除[2],
因此,这样的单采血小板不适合预防性输注,更适

合急性出血患者的快速止血[13]。因为个体的血小

板反应性随时间推移是一致的[12,14],所以应该对血

小板捐献者进行筛查分类,对于高反应组建议用于

急诊治疗,快速止血,而低反应组的血小板则可用

于储存备血,因为低活化水平相对易储存。有文献

研究显示,单采血小板在采集这个时间点上的活化

水平将 是 储 存 过 程 中 持 续 活 化 的 一 个 预 测 指

标[15]。
各变量间的相关分析显示,血红蛋白和血细胞

比容分别与 PAC-1和 CD62p阳性表达率呈负相

关,可见血红蛋白偏低、血细胞比容低的献血者血

小板更容易单采活化;另外,2种活化形式均与年

龄呈正相关,年轻人的血小板相对较不容易活化;
PAC-1阳性表达率还与机采循环血量、抗凝剂量的

相关性有统计学意义;献血者血小板捐献总次数以

及2次捐献间隔天数与活化百分率无相关性,这也

与 Garner等[13]研究结果一致。
本次研究的相关指标,多数在0.01水平上具

有统计学意义,这其中是否存在某种机制还有待进

一步研究,但这些相关性指标可以在献血者筛查和

单采血小板的处置(如用于快速止血还是储存备

血)方面为临床提供一个有意义的参考指标。同时

也发现单采活化是以 GPⅡbⅢa构象改变暴露出

纤维蛋白原结合位点为特征的血小板早期活化形

式为主,而且存在个体差异,可以根据这些个体差

异将不同活化程度的单采血小板供给更合适的患

者,从而减少PTR的发生率。
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以上猜测。
综上所述,本研究通过本地区献血人群41例

血清学RHD 变异型基因多态性,初步了解其分布

特征。对于出现定量缺陷的患者表达正常D抗原,
尽管密度较低也可以安全地输注RHD 阳性红细

胞。相反,出现定性缺陷的患者表现出改变的D抗

原,其特征在于没有一个或多个 D表位,建议输注

D阴性红细胞以防止同种异体免疫。尤其是不同

RHD 变异型在受血者、孕妇和献血者人群中应合

理区别对待,为精准输血治疗及建立RHD 变异型

数据库提供样本来源及理论基础。
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