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新型血小板添加液对血小板低温液态保存效果的实验研究

王* 昕，李* 静，史蓉华，赵树铭* * （第三军医大学西南医院输血科，重庆 %""")’）

* * 摘* 要：目的* 探讨使用改良的血小板添加液（+,-）替代 ."/自体血浆在低温液态条件下对血小板的保存效果。方
法* 采集 0 单位单采血小板，每一单位单采血小板平均分为 ) 组，,组加入 ."/ +,-#!1 2 )"/血浆 !" 3保存；4 组加入
!""/血浆 && 3保存；5组加入 !""/血浆和海藻糖 6 ’$ 3保存。,、4组在第 !、$、.、( 天取样检测，5组在 &" 7后复苏取
样检测。分别检测 +89计数、+:;、1+<、5:0&=、>-?、+,@9、=>值、8:>以及 A8B的变化。结果* 保存期内随保存时间
延长，,组和 4组 5:0&=表达增加，>-?和最大聚集率降低；,组的 8:> 释放、A8B消耗、5:0&= 表达、>-?、血小板最大
聚集率与 4组比较，差异有统计学意义（! C "D "$）。4组 =>值在第 $ 天起明显降低（! C "D "$）。5组 8:>释放明显较其
他两组增多，但 5:0&=表达较少（! C "D "$）。5组 +:;显著升高，除与 4组第 $ 天结果相似外，均高于 ,、4组各时间点
结果（! C "E "$）。各组 +89计数相差不显著。结论* 改良的 +,-#!1能够很好的替代血浆用于血小板的保存，同时在低
温条件下能够很好地保护血小板的功能，保存效果好于血浆常温保存。
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* * 血小板输注在临床输血中具有重要作用，在大量
失血以及化疗、放疗等处理引起的血小板减少症患者

的治疗过程中，都需要血小板输注。血小板质量受其

保存条件影响，目前常规应用的 && 3振荡保存血小板
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易受细菌污染［!］，保存期短，故低温液态保存血小板

备受关注，但低温液态保存易激活血小板，使其寿命缩

短。研究表明，海藻糖能够抑制低温所致的血小板膜

侧相分离和血小板聚集［"］，是一种良好的血小板低温

保护剂。与传统血浆保存的单采血小板（#$%）相比，
血小板添加液（&’()*’*) (++,),-* %.’/),.0，$12）保存的
#$%减少了血浆含量，从而降低过敏和发热输血反应，
适合 134血型不相配的血小板输注，同时也可以获得
更多的血浆用于其他治疗［5，6］。我们对血小板添加液

进行了改良，用改良的血小板添加液（$127!8）替代
9:;血浆在低温 !: <保存 #$%，在 = + 内观察血小板
的凝集功能等指标的变化，现报告如下。

!" 材料与方法

!> !? 仪器
? ? 血细胞分离仪（@25::: &’/%，3(A)*B 公司，美国），CD7"!E
型血细胞计数仪（ 2F%G*A 公司，日本），HIDE7=! 血液凝集仪
（通用机电公司，上海），J1@72(’,K/B 流式细胞仪（3# 公司，美
国），@.K(% @ L:! 全自动生化分析仪（M.NO*公司，德国），8*+,7
N( P(%F3’..+Q(% 血气分析仪（8*+,N( 公司，美国），DRS7! 型血
小板恒温振荡保存箱（华通公司，苏州）。

!> "? 试剂
? ? 一次性使用塑料血袋（上海输血技术有限公司，上海），
@#6!(7JTH@、@#U"&7$P（ 3# 公司，美国），8./%* TVQ! W JTH@、
8./%* TVQ! W $P（晶美生物公司，北京），1#$（6: "G.’ W X，伯奥
生物，上海），肾上腺素（! GV W G’，重庆西南药业），血小板洗涤
液（E("P#H1 Y $32），:> :! G.’ W X $32缓冲液（&R 9Z 6），RP$P2
缓冲液（&R 9> 6），!;多聚甲醛固定液。

!> 5? 方法
!> 5> !? 改良的血小板添加液的制备? ? 参考血小板添加液的
配方［L］，加入海藻糖作为改良的血小板添加液。表 ! 列出本研
究采用的改良 $127!8组分。

表 !" 血小板添加液 #$%&!’组分（( ) *）

组分 含量

E(57枸橼酸·"R"4 5> ![

E(R"$46·"R"4 !> :L

E("R$46 5> :L

C@’ :> 59

8V@’·U R"4 :> 5:

E(@’ 6> :L

海藻糖 9L> ::

!> 5> "? 样品的采集与分组 ? ? 选择 U 位健康志愿献血者，按
操作规程用血细胞分离仪（@25::: &’/%）采集 #$%，每单位血小
板浓度为（!> : \ "> :）] !:!" W X。将每一单位单采血小板平均
分成 5 组保存。1组：加入 9:; $127!8 W 5:;血浆；3组：加入

!::;血浆；@组：加入 !::;血浆和海藻糖（海藻糖终浓度为
L: GV W G’）。1、@组 59 <水浴 " O（海藻糖内载入血小板细胞
内）后 1组置于 !: <恒温振荡保存，3 组在常温（"" <）恒温
振荡保存，@组于 ^ [L <冰箱储存（保存前加入超滤 #824，终
浓度 L;，封装后放入冰箱保存）。1、3 组分别于保存后第 !、
L、9、= 天取样检测，@组在 ": +后复苏取样检测。
!> 5> 5 ? 血小板膜糖蛋白 @#U"& 的检测 ? ? 每一标本准备 5
管，分别编为#、$、!管，各管加入 9 "’标本和 ==5 "’ 血小板
洗涤液，并调整浓度至 !:U W G’。再分别加入：#管：8./%* TVQ! W
JTH@ Y 8./%* TVQ! W $P；$管：@#6!(7JTH@ Y 8./%* TVQ! W $P；!
管：@#6!(7JTH@ Y @#U"&7$P。以上各管 ": <避光孵育 ": G,0，
分别加入 " G’ $32洗涤，! ::: B W G,0离心 L G,0，弃上清。分别
加入 :> 5 G’冷多聚甲醛（6 <）重悬，" \ [ <避光保存 5: G,0，
流式细胞仪检测。

!> 5> 6? 血小板低渗休克反应? ? 各组标本取适量，分 " 管，一
管经 5 ::: B W G,0离心 !: G,0，上清液即乏血小板血浆（$$$）；
调整另一管血小板浓度至 5> : ] !:!! W X，即富血小板血浆
（$M$），并用 RP$P2缓冲液调节 $M$ &R值为 9> :。以 $$$ 调
零，测试杯中加入 ":: "’ $M$，放入搅拌棒后插入测试孔中，取
":: "’等渗 $32缓冲液迅速注入此测试杯中，并记录凝集仪在
! G,0内的透光率变化；用低渗去离子水代替等渗 $32 缓冲液
重复以上操作，并记录凝集仪在 L G,0内的透光率变化。将等
渗 $32缓冲液透光率变化图中第 ! 分钟的透光率值标记为
H$32，将低渗去离子水透光率变化图中的最大透光率值和第 L
分钟的透光率值分别标记为 HG(A和 HL G,0，并计算低渗休克反应

（R2M）。

? ? R2M _
HG(A ^ HL G,0

HG(A ^ H$32
] !::;

!> 5> L? 血小板聚集试验 ? ? 方法基本同血小板低渗休克反
应。以 $$$调零，在测试杯中加入 ":: "’ $M$，放入搅拌棒后
插入测试孔中，取 !: "’ 1#$（6: "G.’ W X）和 !: "’ 肾上腺素
（! GV W G’），同时迅速注入此测试杯中，记录 L G,0 内的血小板
最大聚集率（以 $1VH表示）。
!> 5> U? &R 值? ? 使用 8*+,N( P(%F3’..+Q(% 血气分析仪检测
各样品的 &R值。
!> 5> 9? X#R和 QX‘检测? ? 使用 @.K(% @ L:! 全自动生化分
析仪检测各样品乳酸脱氢酶（X#R）和葡萄糖（QX‘）。第 !、L、
9、= 天各样品的 X#R、QX‘与第 : 天 X#R、QX‘ 比较得出 X#R
释放和 QX‘消耗数量，并计算出每 !:!!个血小板在保存期间所

释放的 X#R（‘ W !:!!）和消耗的 QX‘（GG.’ W !:!!）。

!> 5> [? 血小板计数、8$a、$#b检测? ? 使用 CD7"!E型血细
胞计数仪测定各标本血小板计数、平均血小板体积（8$a）以及
血小板分布宽度（$#b）。

!> 6? 统计学处理
? ? 实验数据用 !! c "表示，应用统计软件为 2$22 !5> :。对同
一分组采用随机取组设计的方差分析，考察不同时间点之间的

差异，若有差异采用配对 # 检验进一步分析；对同一时间点采
用配对 #检验考察不同处理组之间的差异。
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!" 结果

$# %" &’(消耗和 ’)*释放检测
" " 保存期内，+、,组随保存时间延长 &’( 消耗和 ’)* 释放
增加。! - 内各时间点 + 组 &’( 消耗和 ’)* 释放均低于 ,
组。.组 ’)* 释放远高于 +、, 组（! / 0# 0%），&’( 消耗与 +
组 ! -时相似（表 $）。

$# $" 血小板 1*值的变化
" " ,组在第 2 天起 1*值显著降低（! / 0# 0%），+组 1*值变
化不显著。在 3 4 ! -，, 和 + 组 1* 值近似（表 $）。. 组保存
前后 1*值改变不大（表 $）。

$# 5" 血小板保存过程中血小板计数、678、7)9的变化
" " 保存期内，各组的 7’: 计数无显著改变。+ 组 7)9、678
第 %、3 天升高，, 组 7)9、678 在第 % 天降低（! / 0# 02）。,
组 7)9第 % 天低于 +组，第 2 天高于 +组（! / 0# 02），其余时
间点两组结果相似。+组678在第 % 天高于 ,组，在第 2、! 天
低于 ,组。.组保存后 7)9显著升高（! / 0# 02），除与 ,组第
2 天结果相似外，均高于 +、, 组各时间点结果（! / 0; 02）。.
组 678与 +组第 3 天，,组第 2、3、! 天结果相似（表 $）。

$# <" 血小板膜糖蛋白 .)=$1的表达
" " 在保存期间，随保存时间延长，各组血小板膜糖蛋白
.)=$1表达均呈上升趋势。+ 组在保存期间 .)=$1 表达低于
,组（! / 0; 02）。.组 .)=$1表达低于 +、,组（! / 0; 0%）。见
表 $。

$# 2" 血小板 *>?的变化
" " 在保存期间，随保存时间延长，各组血小板 *>?呈降低趋
势。第 0、% 天 +组与 ,组 *>?相似，第 2 4 ! 天 +组 *>?高于
,组（! / 0# 02）。.组 *>?除与 ,组第 ! 天结果相似外，均低
于 +、,组各时间点结果（表 $）。

$# =" 血小板最大聚集率的改变
" " 随保存时间延长各组血小板最大聚集率呈下降趋势。保存
期间 +组的血小板最大聚集率显著低于 ,组（! /0# 0%，表 $）。

#" 讨论

" " 血小板制剂是临床输血治疗的重要部分，对各种
原因引起的血小板减少和出血具有明显的治疗作用。

常规保存的血小板制剂易受细菌污染［%］，只能在常温

（$$ @ $）A振荡保存 2 -，保存 )7B所用的血浆又增大
了受血者发生过敏和发热输血反应的机会。使用血小

板添加液（7+>）替代自体血浆保存 )7B能够减少受血
者的副反应发生，有利于 +,C血型不合个体间的血小
板输注。

" " 低温生理学研究表明，在低温下血小板形态会从
正常的铁饼状变为圆球状，< A低温保存 $< D 以上会
出现 !$ 颗粒的聚集和释放。细胞质内钙离子的迅速
增加及骨架肌动蛋白的集结装配不仅使血小板形态发

生异常改变，还可以使其膜发生脂相转移，导致血小板

侧向分离，细胞膜通透性增加，变得容易被激活。尽管

加入钙离子螯合剂和细胞松弛素 , 可以维持 < A保
存血小板膜的完整性和提高血小板的存活率，但 < A
保存的血小板输入体内后会很快被清除，使止血功能

下降［=，3］。

" " 最近研究表明，血小板黏附受体复合物（&7EFGEHG8）
中的 &7EF!亚单位能被单核 I巨噬细胞膜上的凝集素
6JKG% 识别，并与之结合后，导致 < A保存血小板被巨
噬细胞吞噬破坏［L］。海藻糖是一种良好的生物大分

子干燥保护剂，在体内可分解成二分子的葡萄糖，对机

体无任何毒副作用。低温下海藻糖可作为一种水分替

代分子［!］，避免血小板生物膜发生固相G液相转变，抑
制血小板膜的侧相分离，阻止 &7EF! 的多聚化［$］。无
论是内源性还是外源性海藻糖，都能够有效抑制寒冷

所致的血小板膜侧相分离和血小板聚集，是一种良好

表 !" 保存期间各组体外参数变化（" M =，!# @ $）
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的血小板低温保护剂。

! ! 我们在实验中采用在 "# $保存血小板，一方面提
高了低温保存的温度，尽量减少了血小板在 % $低温
保存时受到的损伤，另一方面 "# $也不利于细菌的生
长、繁殖，降低了血小板受到细菌污染的概率。同时，

我们在保存液中加入了海藻糖，试图保护血小板在低

温保存过程中免受温度降低带来的影响。实验结果显

示，在低温 "# $条件下细胞代谢降低，血小板代谢消
耗的 &’(明显低于常温条件下 &’(的消耗。’)*多
存在于细胞内，在细胞损伤破坏后会释放出来，+组中
’)*释放量低于 ,组，显示 +组中血小板保存的完整
性较 ,组好。-组 ’)*释放量远高于其他两组，表明
冰冻状态对血小板能够造成较大的损伤，即便添加了

海藻糖，在深低温时血小板仍易受到损伤。

! ! 使用血小板添加液替代自体血浆保存 )./ 在保
存期内能否很好的维持血小板的功能显得尤为重

要［"#，""］。我们使用的改良 .+01!2 是在 .+01!的基
础上增加了氯化钾和氯化镁的含量（钾和镁具有稳定

细胞膜和抑制血小板聚集的作用），并添加了一定量

的海藻糖，实验表明 .+01!2 较好的保持了血小板
*03和 -)456 的表达，.’7 计数、.)8、2.9、6* 值、
’)*释放以及 &’(消耗各方面保存效果与自体血浆
相似甚至更好，能够很好的维持血小板的体外质量。

! ! *03已被证明是评估血小板输入人体后功能好
坏的较好的体外检测指标之一［"5］。在我们实验中，+
组血小板 *03明显高于 ,组以及 -组血小板，表明海
藻糖在液态低温条件下对血小板可起到良好的保护作

用，对于液态低温保存的血小板发挥体内功能提供了

保证。血小板 -)456 表达则是评价发生活化的血小
板指标。本实验结果显示，+ 组血小板 -)456 表达均
低于 ,组，表明在低温条件下血小板发生活化的数目
较常温保存低。+组血小板的最大聚集率低于 , 组，
也表明保存液中的 : ;、2<5 ;以及海藻糖能够抑制血

小板的聚集，减少血小板的活化。

! ! 常温保存条件下，血浆保存组的葡萄糖含量充足，
6*值在保存期间呈下降趋势，表明在高糖酵解活性和
较低缓冲能力的情况下，介质的 6* 值通常降低，这与
其他作者的报道一致［"=］。

! ! 总之，使用加入海藻糖的改良血小板添加液替代
血浆在低温 "# $液态保存血小板可使血小板的功能
能够得到良好的保护，同时能够减少细菌污染，降低常

规保存方法中输血传播疾病的发生概率，延长了血小

板的保存期限，可增大临床对血小板的需求。虽然现

今使用 .+0保存单采血小板的资料比较少，也还没有
单采血小板在 .+0中保存的标准体外质量资料，但是
本实验数据显示，我们采用改良的新型血小板添加液

低温液态保存单采血小板效果优于传统的血浆常温保

存方法，也为应用该添加剂保存手工分浓缩血小板制

剂提供了参考，相信本实验将为血小板保存技术的发

展提供一定的依据。
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