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摘要 : 建立血小板特异性抗原永生化细胞株 , 为血小板免疫学及血小板交叉配型提供永久的研究材料。采用 EB病毒 ( Ep2
stein2Barr virus)转化技术 , 把携带血小板特异性稀有抗原外周血淋巴细胞转化成永生化淋巴母细胞株。结果 : 成功地建立

了 13个稀有血小板特异性稀有抗原建立了永久细胞株 , 所有的细胞株传代、冻存和复苏的成功率为 100 % , 细胞传至 30

代没有发现基因突变。由所建的细胞株抽提的 DNA样本 , 分发给第 14届国际血小板免疫学研究会做为参比试剂 , 34个国

际实验室基因分型鉴定结果的一致率为 97. 85 %。采用 EB病毒转化技术 , 能成功地血小板特异性抗原外周血淋巴细胞转化

成永生化细胞淋巴母细胞株 , 细胞株稳定传代 , 并可用作为参比试剂。
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　　血小板表面具有复杂的血型抗原 , 一类是 A B

O血型抗原和 HL A抗原 , 另一类是血小板本身特

有的抗原 , 即人类血小板同种异型抗原 ( human

platelet2specific alloantigen , HPA) , 又称为血小

板特异性抗原。HPA 存在于血小板的膜糖蛋白的

特异性抗原 , 能够经免疫途经刺激机体产生抗体。

H PA产生的同种免疫可导致临床综合征和相关输

血症状如新生儿同种异型免疫性血小板减少症

(neonatal alloimmune thrombocytopenia , NAIT) , 输

血后紫癜 (post–transfusion purpura , PTP) , 血小板

输注无效 ( platelet transfusion refractoriness , PTR)

及同种免疫血小板减少症等[1 , 2 ]。在血小板免疫异

常的诊断工作中 , 对患者和献血者进行 HPA 的准

确分型非常重要 , 实验室必须要有实验对照的血小

板特异性抗原参比样本 , 才能对患者血清中所含有

的血小板抗体特异性的正确鉴定、疾病的诊断以及

选择合适的血小板作输注治疗。由于血小板特异性

抗原和受控的基因有种族多态性和地区差异 , 一些

特异性抗原 H PA21b、2b、4b、6bw217bw 又十分

罕见 , 不可能普遍地发现和保持这些抗原的供者 ,

这为血小板的免疫诊断工作带来很大的困难。我国

是多民族国家 , 血小板特异性抗原的多态性十分丰

富 , 要发展我国的血小板免疫学和遗传学的工作 ,

更需要将所发现和应用的血小板特异性抗原和基因

保存及充分利用 , 因此保存血小板特异性抗原和基

因有重要意义[3 ]。

在本研究工作中 , 我们将所发现的携带稀有血

小板特异性抗原的外周血淋巴细胞 , 使用 EB 病

毒 , 使其转化成永生化淋巴细胞株 , 永久保存建立

已知 H PA型供者库 , 使之成为血小板免疫学研究

提供永久的实验材料。

1　材料与方法

1. 1 　材料 　淋巴细胞分离液 ( Sigma 公司 , 美

国) , 分装 4 ml/管 , 避光保存。RPMI 1640 全培

养液内含 73 % RPMI I640 ( Hyclone 公司 , 美

国) 、1 %青霉素和链霉素 (双抗) 、25 %胎牛血清

(新西兰 Biointer2national 公司) 、1 %谷氨酰胺 ,

p H值为 7. 0～7. 2。洗液含 96 %RPMI 1640、4 %

双抗。环孢霉素 A (Sigma公司 , 美国) , 使用终浓

度 2μg/ ml。冻存液含 50 %RPMI 1640全培养液、

40 %胎牛血清和 10 %二甲基亚砜。EB 病毒的

B9528细胞株 (中国科学院上海生命科学研究院) ,

L2谷氨酰胺 , Hepes (Sigma公司 , 美国) 。DNA抽

提试剂盒 ( Gent ra 公司 , 美国) , HPA 基因分型试

剂盒 ( G &T Biotech , 美国) 。

1. 2　血小板特异性抗原外周血的收集　从广西壮

族自治区的 1 000多名无偿献血者中 , 应用血小板

抗原基因检测技术 , 经筛选和鉴定发现 13 例稀有

血小板特异性抗原的个体 , 经办理严格的知情同意
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书等手续 , 在无菌条件下采集这 13 例的血样 , 常

温带回实验室。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　EB病毒悬液的制备　培养 B9528细胞 , 逐

步增加培养液至需要的毫升数 , 将细胞饥饿

4～7 d , 吸取上清到另一培养瓶 , 将上清用

0. 22μm滤器过滤成为待用病毒液。

1. 3. 2　细胞转化实验　3 ml 洗液稀释 3 ml 全血。

3 ml稀释血样缓慢地沿管壁注入 3 ml 淋巴细胞分

离液 (37 ℃预热)管内 , 2 500 ×g离心 30 min。吸

取中间层的淋巴细胞移至另一装有 8 ml 洗液的试

管内 , 轻轻混匀洗涤 , 1 000 ×g离心 10 min。弃

上清液 , 加入 l ml 1640 全培养液悬浮细胞沉淀 ,

转入装有 4 ml EB病毒液的培养瓶内。培养瓶置于

气浴摇床上摇 l h , 转速为 40 次/ min。补加 5 ml

1640全培养液及终浓度为 2μg/ ml 的环孢霉素 A。

37 ℃CO2培养箱内静置培养。显微镜下每日观察

细胞生长特性和形态学变化。

1. 3. 3 　细胞冻存复苏　细胞株在冻存的前 1 d必

须进行换液及时补充新的培养基 , 换液 24 h左右 ,

将细胞用吸管轻轻吹散 , 吸到离心管中 1 000 ×g

离心 10 min , 吸去上清液 , 细胞沉淀中加入 1 ml

冻存液 , 轻轻混匀后吸到冻存管中。冻存过程 :

4 ℃冻 1 h , 220 ℃冻 1 h , 280 ℃冻 1 h , 2180 ℃液

氮罐内长期保存。复苏时很快将冻存管放入 40 ℃

水浴中 , 不停的搅动 , 1 min内解冻。立即将细胞

吸到装有 8 ml洗液的试管中 , 吹打均匀 , 1 000 ×

g离心 10 min。吸走上清 , 将细胞转入装有 5 ml

全培养基的培养瓶中 , 37 ℃培养。24 h 后观察细

胞密度 , 看情况分瓶培养。

1. 3. 4　血小板特异性抗原基因检测　采用以 DNA

为基 础 的 聚 合 酶 链 反 应 序 列 特 异 性 引 物

( polymerase chain reaction2sequence special

p rimers , PCR2SSP)技术 , 特异性扩增 HPA 基因

片段。凝胶电泳检测 PCR 产物 , 根据是否产生

PCR产物以及产物片段的长度来指定相应基因型。

1. 3. 4 　细胞株 DNA 作为第十四届血小板研讨会

参比试剂　成功培养的细胞株后抽提的 DNA 作为

第十四届血小板研讨会参比试剂送到全球 39 个实

验室 , 考评全球各实验来以提高各个实验室实验方

法的灵敏度和特异性 , 对各国际实验室的技术能力

和质量作测评。总共 34 个实验室回复他们的实验

结果 , 包括 HPA126 及 H PA9、HPA15 8 个项

目 , 统称 2b 项目 , 其中 2b21、2b22 细胞株 DNA

由德国吉森大学临床免疫和输血医学研究部血小板

和白细胞实验室提供 , 2b23 至 2b210 细胞株 DNA

由我们提供 , 共 10个细胞株 , 80个实验结果。

2　结果

2. 1　稀有血小板特异性抗原永生细胞株的建立 　

由广西地区无偿献血者中 , 筛选出 13 名具有稀有

血小板 H PA抗原的献血者 , 其中稀有的 H PA21ab

2人、1bb 1人 , 2ab 3 人、 2bb 4 人、4ab 1 人、

6bb 1人 , 同时具有 2ab和 5ab抗原的人有 1人 ;

均成功地应用 EB病毒转化技术对这些供者的外周

血淋巴细胞建立了永生细胞株。

2. 2　EVB转化结果　转化的细胞培养了 7 d后 ,

在倒置显微镜下观察 , 可见淋巴细胞体积增大 , 明

显母细胞化 , 并且凝聚成小细胞团块 (图 1) , 1 mo

左右细胞增殖旺盛 , 形成密集的大细胞团块 , 说明

转化成功 (图 2)。

2. 3　冻存细胞复苏生长情况 　所有冻存的细胞复

苏成功率都为 100 % , 复苏后第 3天即可传代。细

胞建系前后并经传 30 代以及冻存 3～6 mo 复苏

后 , 镜下观察细胞形态正常。
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2. 4　细胞株抽提 DNA进行血小板特异性抗原基因

检测结果　外周血和转化成功培养第 30 代时 , 分

别抽提 DNA , 进行血小板特异性抗原基因 SSP2
PCR的检测 , H PA 1216 分型的结果 (图 3、图 4)

没有差别 , 证明细胞株稳定传代 , 没有产生突变。

2. 5　细胞株 DNA作为参比试剂结果如下　由我们

所建的细胞株抽提的 DNA 样本 , 分发给第 14 届

国际血小板免疫学研究会做为参比试剂 , 由 34 个

国际实验室进行基因分型鉴定 , 鉴定结果的一致率

为 97. 85 % , 其中 33 个实验室的 H PA21、23 基因

分型结果与预期结果无差异 , 31 个实验室的

H PA22、24、25和215基因分型结果与预期结果无

差异 , 我们成功地应用所提供的 DNA 对国际实验

室的基因分型质量进行了鉴定。

3　讨论

血小板特异性稀有抗原非常罕见 , 来之不易 ,

血小板抗原永生细胞株的建立 , 为罕见的人类血小

板特异性抗原细胞和基因的收集、永久的保存和建

库创造了条件 , 这对发展血小板免疫学检测技术 ,

开展相关的临床诊断和治疗建立了基础。同时 , 也

为实施血小板抗原和基因的结构和功能的研究创造

了条件提供了随时可取的可贵实验材料 , 具有显著

的科研和应用价值。

外周血淋巴细胞作为最常用的人类遗传学研究

材料 , 具有寿命短的缺陷 , 而多次取材又存在着诸

多的不便。B9528 细胞株富含 EB 病毒 , 应用广

泛 , 如陶怡等人用其培养上清中的 EB病毒体外感

染人多发性骨髓瘤细胞株 PRMI8226 , 研究 EB 病

毒感染对骨髓瘤细胞生物学特性的影响[ 4 ]。EB 病

毒转化人类外周淋巴细胞以建立淋巴母细胞株的技

术 , 由于只需要少量的外周血 , 即可建成永久性淋

巴母细胞株 , 目前已在免疫学、遗传学、细胞生物

学及分子生物学研究中得到了日益广泛的应用[5 ]。

王明权等人建立的福建省畲族人群永久性淋巴母细

胞株[5 ] , 南方医科大学宋玫、高建华等人建立瘢痕

疙瘩家系永生淋巴细胞株的建立[6 ]为该系基因组的

保存提供一种行之有效的手段。

我们在国内首次将应用分子生物学等技术发现

的中国人群中的携带稀有血小板特异性抗原的外周

血淋巴细胞 , 经 EB 病毒转化 , 成功地建立了 13

株中国人稀有血小板特异性抗原淋巴母细胞株 , 将

细胞建株前和传 30代以及冻存 3～6 mo 复苏后分

别进行 DNA血小板特异性抗原基因检测分析 , 显

示经传代和复苏后 , 细胞稳定 , 未见异常 , 证明了

我们的建株技术是成功的。

环孢霉素 A 是一个影响永生细胞株建立的重

要因素 ,本研究在细胞的转化过程中严格遵守环孢

霉素 A在 2 h内加入的原则 , 用量为 2μg/ ml [7 ]。

我们建立的淋巴母细胞株作为人类血小板特异

性抗原的参比试剂 , 来源稳定 , 保存了原来个体完

整的基因组 , 传 20代经抽提 DNA 作检测 ,没有发

现基因突变 , 作为质量控制试剂成功提供给参加第

14 届国际血小板免疫学研讨会合作研究项目的各

实验室 , 得到了成功 ,我国自主建立的经 EB 病毒

转化的血小板特异性抗原淋巴母细胞株首次获得国

际承认 , 实施了将珍稀的遗传资源获得共享的目

标[8 ]。
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Study on the stability of cell l ines delivered from human paletlet2specif ic
alloantigen and their apptications

SH EN Wei2dong , L I Hai2yan , L I Li2lan , L IU Xue2jun , WU Guo2guang ( N anni ng I nsti t ute of T rans f u2
sion Medici ne , N anni ng B lood Center , N anni ng 530003 , Chi na)

Abstract : To establish an immortal lymphoblastiod cell line of human platelet2specific alloantigen ( HPA) and to use this cell

line to provide perpetual research materials for long term studies , the immortal lymphoblastoid cell lines of human platelet spe2
cific alloantigen were established by Epstein2Barr virus ( EBV) transformation of peripheral blood lymphocytes , in which 13 im2
mortal lymphoblastoid cell lines of human platelet specific alloantigen were obtained successfully in the present study. All of the

immortal lymphoblastoid cell lines obtained were revivified after being f rozen in liquid nit rogen , and no gene2mutation was

found after the cell lines were passed for 30 generations. The DNA samples derived f rom HPA typed B2lymphoblastoid cell

lines were used as the reference materials in the 14th ISB T platelet immunology workshop , and the consensus of genotyping

with 34 international laboratories submitted their result s was 97. 85 %. It is evident that by using the EBV2t ransformation of

peripheral blood lymphocytes the immortal lymphoblastoid cell lines were successfully obtained , and these cell lines can pass

stably and can be used as the available reference materials in the future workshop .

Key words : human platelet specific alloantigen ; Ep stein2Barr virus ; immortal lymphoblastoid cell lines ;reference materials
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