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!摘要"

!

目的
!

研究在血小板
#Y

液体低温保存体系中添加
-&

精氨酸对血小板保存效果的影响%方法
!

制

备新鲜富含血小板血浆"

M;M

#

"

份!每份
M;M

分为
'

份平行样品%一份为对照组
**Y

保存!另一份为
#Y

保存!其

余
"

份加入不同浓度
-&

精氨酸溶液!保存第
$

天到第
"

天检测血小板膜
)42*M

表达率的变化!

)42*M

表达率最低

的
-&

精氨酸浓度为最佳介入浓度%所有数据经配对资料采用
@

检验分析%结果
!

血小板
#Y

保存并加入
-&

精氨

酸
#JJ=E

'

-

时每天
)42*M

表达率与对照组比较差异均有统计学意义"

I

$

%6%"

#%结论
!

血小板
#Y

液体低温保

存时
-&

精氨酸的最佳介入终浓度为
#JJ=E

'

-

!在这一浓度下
-&

精氨酸能有效抑制血小板膜
)42*M

表达!提高血

小板的保存质量%

!关键词"
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-&

精氨酸&

!

液体低温&

!

血小板保存
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血小板
**Y

振荡保存是美国血液技术协会规定的血小板

标准保存方法#其体外活化率随着保存时间增加而增加#无效

输注概率也随之增加,而
#Y

液态保存血小板是维持血液细

胞活性的理想方法#

#Y

保存比常规保存的血小板有良好的聚

集功能#但血小板
#Y

液态保存可诱导血小板活化#膜完整性

破坏#液体
#Y

保存血小板超过
*B

寿命即缩短#止血活性明

显下降*

$

+

,本实验通过复制体内一氧化氮&

W5

'抑制血小板活

化的模式*

*&!

+

#利用
W5

供体
-&

精氨酸主动介入血小板液体低

温保存体系#减少血小板保存期间的可逆性活化#从而提高在

液态低温保存条件下血小板的体外保存质量#现报道如下,

>

!

资料与方法

>6>

!

研究对象
!

选择
*%%1

年
1

!

$*

月体检合格的无偿献血

员
"

例#献血员符合0献血者健康检查标准1

*

#

+

,将
0)4

抗凝

全血
*V

用全血成分分离机制备富含血小板血浆&

M;M

'和血

小板,

>6?

!

仪器设备
!

/=ITFEE$*UM

血站专用离心机&美国'#

LIC9&

C:D8C9

全血成分分离机&德国'#

C

KK

C:@=EH

离心机&日本'#自动

接驳器&日本泰尔茂'#

/,&*%%

电子天平&韩国'#血小板专用保

存仪 &美国
(,-O,;

'#

)5V-<,;,

K

8D9b-

流式细胞仪#生

物梅里埃
5I

G

F:=:UFD>

"

0ECI>$*%

全自动血液细菌培养及检

测系统&法国',

>6@

!

试剂材料
!

L.<)

标记
F:>8&B?JF:)42*M

抗体&美国
.J&

J?:=>CDB

'#

M,

标记
F:>8&B?JF:)4#$

&美国
UCDSJF:)=?E&

>CI

'#

L.<)

标记
J=?9C.

G

P89=>

AK

CD=:>I=E

&美国
UCDSJF:

)=?E>CI

'#

-&0I

G

8:8:C

&

/8

G

JF

'#血小板专用保存袋&华南血袋

厂'#滤除白细胞输血器&南京双威',

>6A

!

方法

>6A6>

!

M;M

和血小板制备
!

采血
2B

内
0)4

抗凝的
*V

四

联袋全血置
/=ITFEE$*UM

离心机离心&

**Y

#

$1%%I

"

J8:

离心

$%J8:

',离心完毕将全血置分离机上#分离出上层
M;M

,用

无菌接驳器将装
M;M

的塑料袋与白细胞过滤器连接#白细胞

过滤器与血小板保存袋连接,过滤白细胞的
M;M

置
**Y

血

小板振荡器上保存,血小板制备方法!用上法制备
M;M

#进行

*

次离心&

**Y

#

!"%%I

"

J8:

离心
1J8:

'#分离上层血小板血

-
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检验医学与临床
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年
$$

月第
'

卷第
*$

期
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浆#得血小板悬液#振荡保存备用,

>6A6?

!

采集健康献血者全血
*Va"

袋#制备
M;M

#每份
M;M

分为
'

份平行样品#一份对照组样品
**Y

保存#另一份
#Y

保

存#其余
"

份加入
-&

精氨酸终浓度
$

!

#JJ=E

"

-

的处理组样

品#第
$

天至第
"

天每天监测血小板膜
)42*M

表达率#

)42*M

表达率最低的
-&

精氨酸终浓度为最佳介入浓度,

>6A6@

!

用
K

('6#

的
MU/

将
M;M

或血小板悬液血小板浓度调

整至
$a$%

2

"

-

#

M,

抗
)4#$

标记血小板#

L.<)

抗
)42*M

标记

活化血小板#

L.<)

标记
.

G

P

作非特异性阳性标记血小板#用

流式细胞仪检测血小板膜
)42*M

表达率*

#

+

,

>6A6A

!

抽取保存至第
"

天的对照组和处理组样品#用生物梅

里埃
UFD<0-,;<!4

全自动血液细菌培养及检测系统同时

做需氧菌和厌氧菌培养#连续培养
"@

#观察结果,

>6E

!

统计学方法
!

所得数据用
H\F

表示#采用配对资料
@

检

验分析,

?

!

结
!!

果

?6>

!

-&

精氨酸的最佳介入浓度
!

见表
$

,

表
$

!

-&

精氨酸介入浓度对血小板膜
)42*M

表达率的变化%

H\F

'

( "̂

&

-&

精氨酸

&

JJ=E

"

-

'

)42*M

表达率&

3

'

第
$

天 第
*

天 第
!

天 第
#

天 第
"

天

%

&

**Y

对照组'

+61\*6! $"6#\!6! $16!\*6! *#6$\!6# *'6!\"6%

%

&

#Y

对照组'

$%6*\*6% $"6"\*6" $16'\$6$ *#6+\*6$ *16%\#6%

$

&

#Y

'

$%6*\$6' $"62\$61 $16"\$6% *#62\*62 *262\#6%

#

*

&

#Y

'

+6+\$6+ $"6'\$6' $'61\$6#

#

*#6"\*6$ *"6'\!6%

#

!

&

#Y

'

+6"\*6% $!6#\*62 $26$\$6"

"#

$'6$\$6#

"#

*%6#\$61

"#

#

&

#Y

'

26+\*6%

"#

+6$\*6%

"#

$*61\$62

"#

$#61\$6$

"#

$26'\$6"

"#

!!

注!与
%

&

**Y

对照组'比较#

"

I

$

%6%"

)与
%

&

#Y

对照组'比较#

#

I

$

%6%$

,

!!

由表
$

可见#

#Y

保存期间#

)42*M

表达率随
-&

精氨酸介

入浓度的增加而减少#介入
-&

精氨酸终浓度为
#JJ=E

"

-

的处

理组每天的
)42*M

表达率与
**Y

对照组差异均有统计学意

义&

I

$

%6%$

')介入
-&

精氨酸终浓度为
!JJ=E

"

-

的处理组第

!

天和第
"

天的
)42*M

表达率与
**Y

对照组差异有统计学意

义&

I

$

%6%"

'#第
#

天的
)42*M

表达率与
**Y

对照组差异也

有统计学意义&

I

$

%6%$

')其余
-&

精氨酸处理组的
)42*M

表

达率与
**Y

对照组差异无统计学意义,介入
-&

精氨酸终浓

度为
#JJ=E

"

-

的处理组每天的
)42*M

表达率与
#Y

对照组

差异均有统计学意义&

I

$

%6%$

')介入
-&

精氨酸终浓度为

!JJ=E

"

-

的处理组第
!

(

#

(

"

天的
)42*M

表达率与
#Y

对照组

差异有统计学意义&

I

$

%6%$

')介入
-&

精氨酸终浓度为
*

JJ=E

"

-

的处理组第
!

(

"

天的
)42*M

表达率与
#Y

对照组差

异有 统 计 学 意 义 &

I

$

%6%$

')介 入
-&

精 氨 酸 终 浓 度 为

$JJ=E

"

-

的处理组只有第
"

天的
)42*M

表达率与
#Y

对照

组差异有统计学意义&

I

$

%6%$

',

?6?

!

细菌培养
!

各实验组和对照组细菌培养结果均为阴性,

@

!

讨
!!

论

血小板输注是现代医学治疗的一种有效措施#其保存至今

仍无理想的方法,目前常规应用的血小板保存方法为
**Y

常

温振荡保存#因保存期短和易使血小板遭受细菌污染#且因不

可逆的储存损伤而导致血小板功能下降#严重限制其临床应

用#使血小板长期处于严重供不应求的状态#因此探索新的血

小板保存技术成为输血领域急需解决的热点课题,目前比较

成熟的保存方法有
**Y

振荡保存&美国血液技术协会推荐方

法'和二甲基亚砜冰冻保存#其他尚在研究阶段的方法还有冷

冻干燥脱水保存(

#Y

液态保存(人工血小板(

W5

和
-&

精氨酸

处理血小板等*

$

#

"&1

+

,液态低温保存是维持血液细胞活性的理想

方法#但低温条件易引发血小板膜发生脂相转移#导致膜侧向分

离#膜通透性增加#蛋白变性和水肿#血小板发生激活损伤,

-&

精氨酸是
W5

释放剂作为可逆性血小板激活抑制剂#作

用于血小板环核苷酸系统#刺激腺苷酸环化酶的产生#抑制血

小板颗粒内容物释放#减少血小板可逆性活化#延缓血小板代

谢速率#降低保存损伤,同时
W5

可直接或间接对细菌(真菌

产生杀伤作用#从而减低体外保存血小板的细菌污染风险#提

高血小板输注效果,本研究通过在液态保存血小板系统中添

加可逆性血小板激活抑制剂
-&

精氨酸#防止血小板贮存损伤,

由表
$

可见#

#Y

低温液体保存条件下#

)42*M

表达率随
-&

精

氨酸介 入 浓 度 的 增 加 而 减 少#其 中
-&

精 氨 酸 终 浓 度 为

#JJ=E

"

-

的处理组在各保存期的
)42*M

表达率与
**Y

对照

组和
#Y

对照组比较差异均有统计学意义,

-&

精氨酸终浓度

为
!JJ=E

"

-

处理组的
)42*M

表达率在第
!

天到第
"

天与
**

Y

对照组和
#Y

对照组比较差异均有统计学意义)而
-&

精氨

酸其余处理组的
)42*M

表达率均呈现较低的抑制率,可见#

介入终浓度为
#JJ=E

"

-

的
-&

精氨酸的血小板
)42*M

表达率

最低#对血小板活化的抑制作用最强#因而将
-&

精氨酸的最佳

介入终浓度确定为
#JJ=E

"

-

,

本文通过筛选有效的可逆性血小板激活抑制剂
-&

精氨

酸#在血小板
#Y

低温液体保存条件下介入适当浓度的
-&

精

氨酸后#血小板的活化标志
)42*M

得到显著的抑制#说明
-&

精

氨酸在液态低温条件下体外对血小板能提供一定的保护作用#

能有效减低血小板活化损伤#延长血小板贮存期限,

-&

精氨酸

可能使液态低温保存血小板处于暂时麻醉休眠状态#有效抑制

低温所致的血小板膜侧向分离及损伤#从而最大限度保存血小

板功能#延长体内生存时间#提高在液态低温保存条件下血小

板的体外保存质量*

+

+

,此实验结果有望为血小板保存研究提

供新的思路,
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