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　　[摘要]　目的:探究不同储存条件及不同样本类型对血样中可溶性白细胞分化抗原 CD40配体(sCD40L)浓
度的影响,为临床更精确检测sCD40L提供保障。方法:随机选取正常人的血浆和血清标本,分别在4℃和室温下

储存0、2、4、8、16、24、36、48h,利用ELISA方法检测其中sCD40L的表达水平。结果:室温及4℃条件下,血清中

sCD40L浓度显著高于其血浆中sCD40L浓度(P<0.05);4℃条件下,同一检测者血浆和血清中sCD40L浓度随

放置时间变化差异无统计学意义(P>0.05);室温条件下,血浆内sCD40L浓度随放置时间延长而升高,血清中

sCD40L浓度随时间变化先升高再降低。结论:sCD40L作为人体一种重要的炎性因子,在其精确检测的过程中,
要确定待检标本是血清或血浆及不同的储存时间。
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Abstract　Objective:Toexploretheeffectsofdifferentstorageconditionsanddifferentsampletypesonthe
concentrationofsolubleleukocytedifferentiationantigenCD40Ligand(sCD40L)inbloodsamples,soastoprovide
guaranteeformoreaccurateclinicaldetectionofsCD40L.Methods:Normalplasmaandserumsampleswereran-
domlyselectedandstoredat4℃androomtemperaturefor0,2,4,8,16,24,36,48h,respectively.Theex-
pressionlevelofsCD40LwasdetectedbyELISA.Results:Atroomtemperatureand4℃,serumsCD40Lconcen-
trationwassignificantlyhigherthanplasmasCD40Lconcentration(P<0.05).At4℃,sCD40Lconcentrationin
plasmaandserumofthesametestsubjectshadnosignificantdifferencewiththetimeofplacement(P>0.05).At
roomtemperature,plasmasCD40Lconcentrationincreasedwithtime,whileserumsCD40Lconcentrationfirstin-
creasedandthendecreasedwithtime.Conclusion:sCD40Lisanimportantinflammatoryfactorinhumanbody.In
theprocessofitsaccuratedetection,itisnecessarytodeterminewhetherthespecimentobetestedisserumor
plasmaandthedifferentstoragetime.
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　　白细胞分化抗原 CD40配体(CD40L)及其受

体CD40属于肿瘤坏死因子(TNF)和 TNF受体家

族的一对共刺激分子,CD40L 分子通过其受体

CD40发出CD40L信号在适应性免疫反应中起着

重要作用,包括抗体产生、生发中心形成和胸腺选

择[1-2]。CD40L是一种跨膜分子,CD40L主要由 T

淋巴细胞和血小板表达,膜结合 CD40L通过基质

金属蛋白酶 MMP2和 MMP9水解[3],以可溶性

CD40L(sCD40L)的形式释放,虽然 T 细胞和血小

板在激活时都具有释放sCD40L的能力,但循环中

高 达 95% 的 sCD40L 都 来 源 于 血 小 板[4-5]。
sCD40L作为血小板活化及心血管疾病预后的重要

标志,具有非常重要的诊断价值[6-7]。
本实验通过随机抽取健康人血液,吸取血浆和

血清,利用 ELISA 学方法探究不同储存温度及存

放时间是否对样本中sCD40L的检测产生影响,为
临床相关血小板活化及其心血管疾病预后等方向
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提供更科学、准确的指导依据。
1　材料与方法

1.1　仪器及试剂

化学发光检测仪,多功能洗板机,低速涡旋振

荡仪,温 育 箱,sCD40L 原 装 进 口 试 剂,96 孔

ELASE空白包被板,双蒸去离子水。
1.2　健康人血浆、血清标本采集以及处理

抽取健康人(共6例)早晨空腹血浆及非血浆

各9份,其中1份立马离心取血浆及血清,剩余8
份,每份一分为二,分为室温组和4℃组,每隔0、2、
4、8、16、24、36、48h 对 4 组标本进行离心处理

(4000r/min,离心10 min),取血浆及上清进行

sCD40L浓度检测。
1.3　ELISA检测板的预处理

对冷藏试剂进行室温复温;对标准品进行倍比

稀释后备用;板条各孔加入300μL洗液,浸泡30s
处理。
1.4　ELISA方法对血浆/血清标本的检测

①标准品孔加入100μL倍比稀释的标准品,
空白孔加入100μL 标准品稀释液,样本孔加入

80μL检测缓冲液和20μL血浆或血清样本。然

后每孔各加入50μL1∶100稀释的检测抗体。以

上步骤在15 min内完成。封膜,室温孵育2h;
②按照板条准备里的步骤进行洗板,洗涤6次;
③洗涤完成后,每孔各加入100μL辣根过氧化物

酶标记的链霉亲和素(1∶100稀释)。封膜后室温

孵育45min;④按照板条准备里的步骤进行洗板,
洗涤6次;⑤洗涤完成后,在避光条件下,每孔迅速

加入100μL显色底物,室温孵育5~30min即可;
⑥每孔立即加入100μL终止液;⑦30min内,利用

紫外分光光度计450nm 波长检测各孔A 值,参考

波长为570nm。
1.5　统计学方法

应用SPSS20.0软件对实验数据进行统计分

析。各组不同时间点所测 A 值,以 ■X ±S 表示。
组内不同时间点所测A 值均与立即检测组进行比

较,组间同一时间点所测A 值相互比较,均采用配

对t检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　不同储存温度对血清与血浆标本中sCD40L
浓度的影响

通过比较同一人血标本,血清中sCD40L浓度

显著高于血浆中sCD40L浓度,见图1、2。
2.2　不同储存时间对血清与血浆标本中sCD40L
浓度的影响

通过对同一人血标本,在4℃保存条件下,血
清和血浆中sCD40L浓度随保存时间延长变化不

大,差异无统计学意义,见表1。

与血浆标本比较,1)P<0.05。
图1　室温储存条件下血浆与血清标本中sCD40L差异对比

与血浆标本比较,1)P<0.05。
图2　4℃储存条件下血浆与血清标本中sCD40L差异对比

2.3　不同储存条件下血清与血浆标本中sCD40L
浓度变化趋势

通过对同一人血标本,在室温保存条件下,血
清中sCD40L浓度随时间变化先升高再降低,血浆

中sCD40L浓度随保存时间延长而升高,见图1。
3　讨论

血小板在凝血和止血系统中起着非常重要的

作用,而CD40L作为重要的炎症和亲血栓介质,在
血小板的活化过程中发挥着关键性作用[8-9]。从实

验结果来看,我们对同一人抗凝血和非抗凝血之间

sCD40L 含 量 做 了 对 比,发 现 在 非 抗 凝 血 中

sCD40L的含量明显高于抗凝血中含量,由此猜测,
在非抗凝血中可能存在血小板的活化,进而引起

sCD40L的释放增加,对真正因自身炎症反应而引

起sCD40L含量的测定有一定误导作用。血小板

是炎症反应的关键介质,活化的血小板可表达P选

择素、CD40及 CD40L,其可作为血小板激活的指

标[10-11]。相 较 于 室 温,4℃ 储 存 条 件 下,抗 凝 血

sCD40L含量随时间变化无显著性差异,因由低温

条件下血小板活化减缓所致[12-14]。近几年较多专

家和学者提出4℃保存血小板的可实施性[15-18],利
用较低的温度延长血小板的保存有效期,同时有助

于降低因输注高活化程度的血小板引发的血小板

输注无效症,本次结果亦为此提供了佐证。
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表1　不同温度储存条件下,血浆及血清中sCD40L(测量A 值)随时间变化差异 ■X±S

不同时间 室温保存血浆标本 室温保存血清标本 4℃保存血浆标本 4℃保存血清标本

对照组(0h) 0.015±0.003 0.448±0.090 0.015±0.003 0.448±0.090
2h 0.022±0.008 0.574±0.076 0.017±0.004 0.475±0.144
4h 0.047±0.0131) 0.625±0.107 0.017±0.002 0.484±0.101
6h 0.097±0.0151) 0.652±0.102 0.017±0.003 0.461±0.098
8h 0.133±0.0131) 0.603±0.111 0.016±0.001 0.489±0.109
12h 0.148±0.0061) 0.512±0.062 0.018±0.004 0.454±0.095
24h 0.166±0.0101) 0.486±0.079 0.018±0.003 0.457±0.057
36h 0.189±0.0031) 0.362±0.101 0.018±0.001 0.473±0.050
48h 0.202±0.0121) 0.292±0.041 0.018±0.003 0.472±0.067

　　与对照组比较,1)P<0.05。

　　由 此 可 见 如 何 高 效 并 准 确 地 检 测 血 浆 中

sCD40L的水平至关重要。从本实验结果分析,室
温条件下,随着储存时间延长,血小板被不断激活,
释放到血浆中的sCD40L浓度增加[19-21],不建议作

为sCD40L检测标本的常规处理条件;在4℃条件

下,利用常规离心力及离心时间获取的血浆标本中

sCD40L浓 度 在 48 h 内 变 化 不 明 显,可 作 为

sCD40L检测标本的常规处理条件,虽与部分报道

不完全一致[22],但综合分析后,推断可能和选取标

本检测时间点的长短有关。
综上所述,本实验通过ELISA方法,检测不同

储存条件及不同样本类型中sCD40L浓度并对其

分析,为临床科室高效精确地检测sCD40L水平变

化提供了可靠的依据。
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