
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２１０３０２３

血小板病毒灭活后深低温保存的可行性研究
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　　［摘要］　目的　探讨新鲜血小板经核黄素光化学法病毒灭活后进行深低温保存的可行性。方法
　采集本院Ｏ型健康无偿献血者单采血小板共２４Ｕ。实验分为４个组：Ａ为新鲜血小板对照组，Ｂ为
血小板病毒灭活组（核黄素光化学法灭活处理），Ｃ为新鲜血小板的深低温保存组（－８０℃保存），Ｄ为
病毒灭活血小板的深低温保存组（核黄素光化学法灭活处理后－８０℃保存）。用１５０μｍｏｌ／Ｌ的核黄素
结合１．５Ｊ／ｃｍ２的ＵＶＢ光源对血小板进行病毒灭活。深低温保存后隔日定义为第１天，取样通过扫描
电镜观察血小板超微结构的变化；第１、３、５、７天取样检测血小板数量、质量、功能与代谢相关指标。使
用全自动血常规计数仪检测血小板计数（ｐｌａｔｅｌｅｔｃｏｕｎｔ，ＰＬＴ）和平均血小板体积（ｍｅａｎｐｌａｔｅｌｅｔｖｏｌｕｍｅ，
ＭＰＶ），使用比色法观察低渗休克反应能力（ｈｙｐｏｔｏｎｉｃｓｈｏｃｋｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＨＳＲ）变化；使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
和ＣＤ６２ｐＰＥ试剂盒和流式细胞术检测细胞凋亡和激活情况；使用血栓弹力图试验（ｔｈｒｏｍｂｏｅｌａｓｔｏｇｒａｍ
ｔｅｓｔ，ＴＥＧ）检测功能变化，记录最大振幅（ｍａｘｉｍｕｍａｍｐｌｉｔｕｄｅ，ＭＡ）值；使用速率法检测葡萄糖、乳酸变
化。综合评估血小板病毒灭活后深低温保存的可行性。结果　与Ａ组相比较，扫描电镜中Ｂ、Ｃ、Ｄ组血
小板伸出伪足数量增多，形状不规则，有明显激活现象；４组 ＭＰＶ均随着保存时间的延长而增大，Ｃ、Ｄ
组明显大于Ａ、Ｂ组；４组ＨＳＲ能力均随着保存时间的延长逐渐降低，Ｃ、Ｄ组明显不如 Ａ、Ｂ组；４组的
ＣＤ６２ｐ和ＡｎｎｅｘｉｎＶ阳性率中均随着储存时间的延长而增加，Ｄ组凋亡与激活现象最明显；组间 ＭＡ值
变化没有统计学差异；Ａ、Ｂ组葡萄糖水平均随着储存时间的延长呈明显下降；乳酸含量与葡萄糖含量
变化基本相反。综合分析，深低温保存对血小板形态和质量指标的有一定的影响，深低温保存过程对血

小板形态和质量指标影响明显大于病毒灭活过程，但其功能和代谢指标变化不明显。结论　核黄素／
ＵＶＢ光化学法病毒灭活的血小板进行深低温保存存在一定可行性。
　　［关键词］　血小板；病毒灭活；ＵＶＢ；核黄素；光化学法；深低温保存
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　　临床输注血小板主要用于防治血小板减少及其功
能障碍引起的出血。血小板来源为异体献血者，尽管

采供血机构已经按国家规定对其进行检测，但是由于

筛查方法的局限性、检测“窗口期”、病原体变异、新生

或未知病原体的存在等原因，输注血小板依然存在传

播输血相关性疾病残余风险［１］。为了解决这一风险，

国内外学者已经对血小板的病原体灭活技术（ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＰＩＴ）进行了研究，其中核黄素／
ＵＶＢ光化学法以人体必需的维生素———核黄素为光
敏剂，该技术可以有效灭活大多数病原体，包括病毒、

细菌和原虫等［２－４］。国外已研制了商用的 Ｍｉｒａｓｏｌ系
统并证明了该技术的有效性和安全性，并应用于临

床［５］。然而，国内尚未有成熟应用相关报道。

　　目前临床输注的血小板常规储存在２０～２４℃的
振荡器中，保存期为 ５ｄ［６］。有研究报道将血小板储
存在 ４℃可以延长其保存期限至 ７ｄ以上［７］，在

－８０℃可保存两年，但血小板在深低温保存之前需加
入浓度为５％～６％的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）作为冷冻保
护剂［８］，由于 ＤＭＳＯ有一定的毒性、血小板质量部分
下降而不作为临床常规使用。有研究报道，深低温保

存的血小板仍保持较好的止血功能，在临床危重症创

伤手术救治中有现实止血价值，也没有引起与输血有

关的严重不良事件［９］。目前，核黄素光化学法灭活后

的血小板与常规血小板储存方式相同，因此也存在保

存时间短的难题。国外已有研究报道对补骨脂素／
ＵＶＡ和 ＵＶＣ两种灭活技术病毒灭活后的血小板进行
冷藏或深低温保存［１０－１３］。基于此，本研究进行了核黄

素／ＵＶＢ灭活后的血小板深低温保存的可行性研究，
以期提高血小板安全性同时，延长灭活后血小板的保

存期，确保足够的库存来解决临床大量急需血小板情

况，同时为延长核黄素／ＵＶＢ病毒灭活的血小板保存
期提供新方法和实验依据。现报道如下：

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　ＰＢＳ缓冲液（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ），核黄素溶液（美国
ＭＣＥ），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ），ＣＤ６１ＡＰＣ，
ＣＤ６２ｐＰＥ（均购买自美国Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。
１．２　主要仪器
　　ＵＶＢ灭活装置（本实验室与广州朗普合作公司共
同研制），一次性使用紫外线透疗专用血液容器（万

泰，河北），全自动血细胞分析仪（ＢＣ３０００，深圳迈瑞
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公司），扫描电镜（Ｓ３０００Ｎ，日本Ｈｉｔａｃｈｉ），全自动生化
分析仪（ＣＯＢＡＳ８０００，瑞士罗氏），血栓弹力图检测仪
（ＴＥＧ５０００，美国Ｈａｅｍｏｓｃｏｐｅ），７２５型紫外可见分光光
度计（上海菁华），流式细胞仪（Ｘ２０，美国ＢＤ）
１．３　血小板来源
　　来自南部战区血液中心采集的 Ｏ型健康无偿献
血者共２４份。所有血液成分均按我国献血者血液检
测标准检测合格。标本采集前一周，献血者禁服用阿

司匹林等影响血小板功能的药物。

１．４　分组
　　本研究设计共分为 ４组：Ａ为新鲜血小板对照
组，Ｂ为病毒灭活血小板对照组，Ｃ为新鲜血小板的
深低温保存对照组，Ｄ为核黄素／ＵＶＢ病毒灭活的血
小板的深低温保存实验组。

１．５　血小板添加液的制备
　　参照其他文献进行血小板添加液（ｐｌａｔｅｌｅｔａｄｄｉｔｉｏｎａｌ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＡＳ）配制［１４］。将保存液经０．２２μｍ的细菌
滤器过滤分装，４℃保存备用。
１．６　血小板重悬液的制备
　　将收集的血小板进行２８８０×ｇ离心１５ｍｉｎ，获得
上清为贫血小板血浆（ＰＰＰ），用上述的 ＰＡＳ∶ＰＰＰ按
６５∶３５的比例重悬血小板，即为血小板重悬液，将血小
板浓度调整为１０００×１０９／Ｌ。
１．７　核黄素／ＵＶＢ法血小板病毒灭活
　　根据前期实验研究摸索，选择核黄素终浓度为
１５０μｍｏｌ／Ｌ、辐照剂量为１．５Ｊ／ｃｍ２的 ＵＶＢ紫外线对
血小板进行灭活处理。将血小板转移至一次性透疗血

液容器中，加入终浓度为 １５０μｍｏｌ／Ｌ的核黄素磷酸
钠，转移至紫外线透疗专用血液容器内，液层厚度约为

３ｍｍ，在室温中避光放置１０ｍｉｎ后放置至 ＵＶＢ灭活
装置中进行灭活处理。

１．８　深低温保存血小板
　　在血小板悬液加入终浓度为５％的 ＤＭＳＯ作为冰
冻保护剂。将血小板袋置于振荡器上，将抽取有

ＤＭＳＯ的空针安装在注射泵上，连接好延长管，使用微
量注射泵调节 ＤＭＳＯ的加入速度为 ６０ｍＬ／ｈ，边匀速
振荡边加入保护剂。结束后迅速将样品置于－８０℃中
保存。

１．９　血小板体外质量和功能检测
　　扫描电镜下观察血小板超微结构的变化；血小板
计数（ｐｌａｔｅｌｅｔｃｏｕｎｔ，ＰＬＴ）观察血小板数量变化；平均
血小板体积（ｍｅａｎｐｌａｔｅｌｅｔｖｏｌｕｍｅ，ＭＰＶ）、低渗休克反
应（ｈｙｐｏｔｏｎｉｃｓｈｏｃｋｒｅａｃｔｉｏｎ，ＨＳＲ）和血小板表型即血
小板激活标志 ＣＤ６２ｐ、凋亡标志 ＡｎｎｅｘｉｎＶ观察血小
板的功能变化；血栓弹力图试验观察血小板止血功能

变化；葡萄糖、乳酸含量和 ｐＨ值观察血小板能量代谢
的变化。将深低温保存后的隔日定义为第１天。第１天
取样血小板超微结构的变化，第１、３、５、７天取样检测
血小板数量、质量、功能与能量代谢其他相关指标。深

低温保存的血小板在检测前需置于 ３７℃中复温
２０ｍｉｎ。检测方法均按说明书进行。
１．９．１　超微结构观察　　取１ｍＬ血小板悬液于ＥＰ管
中，加入０．２％的戊二醛溶液进行预固定，２８８０×ｇ离心
１５ｍｉｎ。弃去上清，加入 ３％的戊二醛溶液固定至少
４ｈ，送至中国科学院微生物所进行扫描电镜处理观察。
１．９．２　质量指标检测　　ＰＬＴ和ＭＰＶ用全自动血常
规计数仪检测；ＨＳＲ参照其他文献方法［１５］，通过紫外

分光光度计进行检测，检测前用同型贫血小板血浆

（ＰＰＰ）调整计数为 ２５０×１０９／Ｌ；血小板表面激活标志
ＣＤ６２ｐ和凋亡标志ＡｎｎｅｘｉｎＶ阳性率用流式细胞仪进
行免疫荧光检测，检测前用 ２００μＬＰＢＳ调整计数为
１０×１０９／Ｌ。
１．９．３　功能指标检测 　 采用血栓弹力图分析仪进
行检测，检测前用同型ＰＰＰ调整计数为２００×１０９／Ｌ。
１．９．４　能量代谢指标检测 　 将血小板进行２８８０×ｇ
离心１５ｍｉｎ分离得到上清液，采用自动生化分析仪进
行速率法检测葡萄糖、乳酸；ｐＨ计检测ｐＨ值
１．１０　统计学分析
　　所有实验数据均使用 ＳＰＳＳ２３．０和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ５．０进行分析与绘图。组间采用单因素方差分
析，数据以珋ｘ±ｓ表示，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　血小板超微结构的变化
　　如图１所示：Ａ组血小板形状规则，表面光滑，较
少伸出伪足，此时血小板多呈静息状态；Ｂ、Ｃ、Ｄ组血
小板粗糙，伸出伪足的数量明显增多、增粗，处于较为

明显的被激活状态。

２．２　血小板质量的变化
２．２．１　ＰＬＴ和ＭＰＶ　　Ａ、Ｂ组随着保存时间的延长
ＰＬＴ呈现依次下降，Ｃ、Ｄ组比 Ａ、Ｂ组稍高。第 ７天
时，Ｄ组比Ｂ组 ＰＬＴ显著增加（Ｐ＜０．０５）。如表 １所
示。Ａ、Ｂ和Ｃ、Ｄ组ＭＰＶ均随着保存时间的延长而增
大，Ｃ、Ｄ明显大于Ａ、Ｂ组。Ｃ组与Ａ组，Ｄ组与Ｂ组比
较，ＭＰＶ的增加都具有统计学差异（Ｐ＜０．０１），Ｃ、Ｄ两
组ＭＰＶ无统计学差异（表１）。
２．２．２　ＨＳＲ的变化　　各组ＨＳＲ均随着保存时间的
延长逐渐降低，Ｃ组与Ａ组，Ｄ组与Ｂ组比较，ＨＳＲ的
下降都具有统计学差异。Ｃ、Ｄ两组 ＨＳＲ的差异也具
有统计学意义（图２）。
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Ａ：新鲜血小板对照组；Ｂ：病毒灭活血小板对照组；Ｃ：新鲜血小板的深低温保存对照组；Ｄ：核黄素／ＵＶＢ病毒灭活的血小板的深
低温保存实验组

图１　各组血小板扫描电镜下的超微结构　（×５０００）

表１　各组ＰＬＴ和ＭＰＶ检测结果 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

ＰＬＴ／×１０９／Ｌ ＭＰＶ／ｆＬ
组别

第１天 第３天 第５天 第７天 第１天 第３天 第５天 第７天

Ａ组 １０３０．８２±１．１０ ９７４．３３±６４．２０ ９７０．００±１０５．３９ ８６６．６０±７９．０１ａ ６．４２±０．５２ ６．５５±０．２６ｂｃ ６．６７±０．５２ｂｃ ６．８０±０．２２ｂｃ

Ｂ组 １０３１．００±４８．０１ ９３０．８０±９６．３５ ９１０．２０±９５．６１ ８０８．２０±５９．２５ａ ６．４７±０．５８ ６．８３±０．１５ｂｃ ７．５７±０．１２ｂｃ ７．６０±０．８２ｂｃ

Ｃ组 １０３７．６６±４４．４６１０００．３３±５３．１２ １０１４．００±８１．３１ ９８２．００±４９．００ ６．７７±０．４０ ７．０３±０．７６ ７．７０±０．１４ ７．７０±０．８２

Ｄ组 １０３３．６７±３１．９０１００１．３３±２３．０２ ９９７．３３±４２．５０ ９７５．００±６２．００ ７．０３±０．４７ ７．４４±０．６８ ８．１７±０．１２ ８．６７±１．０２

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｄ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比较
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图２　血小板低渗休克反应的能力　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．２．３　血小板表面 ＣＤ６２ｐ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ的表达　　
Ａ、Ｂ和Ｃ、Ｄ组 ＣＤ６２ｐ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ阳性率均随着储

存时间的延长，表明血小板的激活率和凋亡率均呈现

上升的趋势。Ｂ组与Ａ组、Ｃ组与Ａ组、Ｄ组与Ｂ组之
间ＣＤ６２ｐ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ的表达率有统计学差异，Ｃ、Ｄ
两组ＣＤ６２ｐ的阳性率也有显著差异，但 ＡｎｎｅｘｉｎＶ没
有统计学差异（图３）。
２．２．４　血小板功能的变化　　血栓弹力图检测指标
中，最大振幅（ｍａｘｉｍｕｍａｍｐｌｉｔｕｄｅ，ＭＡ）值呈现轻微的
下降趋势，Ａ、Ｂ组相对明显，但各组间变化没有统计
学差异（图４）。
２．２．５　血小板能量代谢指标的变化　　各组葡萄糖
水平均随着储存时间的延长呈现下降趋势，乳酸含量

堆积；与Ａ组相比，Ｂ组葡萄糖含量显著降低，乳酸含
量显著增加，ｐＨ值显著下降；Ｃ、Ｄ两组葡萄糖含量有
统计学差异；Ｂ、Ｄ两组葡萄糖、乳酸、ｐＨ值差异具有统
计学意义（图５）。
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Ａ：各检测时间点各组血小板ＣＤ６２ｐ的阳性表达率；Ｂ：检测时间点各组血小板ＡｎｎｅｘｉｎＶ的阳性表达率（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）；ａ：Ｐ＜０．０５，
与Ａ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｂ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０１，与Ａ组比较；ｅ：Ｐ＜０．０１，与Ｂ组比较；ｆ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃ组比较；Ｃ：各组血小板
第一天ＡｎｎｅｘｉｎＶ的流式图；Ｄ：各组血小板第一天ＣＤ６２ｐ的流式图

图３　流式细胞仪分析血小板膜标记物水平的变化　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图４　血小板ＴＥＧ参数的变化　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

　　血小板病原体灭活技术主要包括补骨脂素／长波
紫外线（ＵＶＡ）、核黄素／ＵＶＡ中波紫外线（ＵＶＢ）和短
波紫外线（ＵＶＣ），其中补骨脂素及其辐照后产物为有
毒物质，灭活病毒后需将其去除［１６］；ＵＶＣ技术不需要
光敏剂，但其对血小板损伤较大，本实验室前期也对

ＵＶＣ灭活技术进行了研究，发现其对血小板有损伤作
用［１７－１８］；核黄素／ＵＶＡＵＶＢ通过光敏剂核醇结构结
合病原体 ＤＮＡ／ＲＮＡ链，紫外光 ＵＶＡ／ＵＶＢ辐照下发
生氧化还原反应，形成共价键，诱导核酸链断裂，阻止

病原体的复制［１９］。该技术对血小板病毒灭活效果显

著，光敏剂及其辐照产物为无毒物质［２］。

　　Ｂ、Ｃ、Ｄ组的血小板伪足增多、增粗，结构不规则。
病毒灭活和深低温保存过程对血小板的刺激可能是导

致其活化的主要原因深低温保存过程比核黄素／ＵＶＢ
辐照灭活过程对血小板的激活作用更大。

　　ＭＰＶ是血小板活化的形态学指标［２０］，随着储存

时间的延长，血小板 ＭＰＶ有增大的趋势，Ｃ、Ｄ两组血
小板ＭＰＶ的增大趋势相似。深低温保存对血小板的
激活增加，与扫描电镜下观察的结果一致，可能是通过

破坏血小板膜，影响其通透性，进而导致血小板发生肿

胀 ［２１］。

　　ＨＳＲ是检测血小板在低渗环境中发生肿胀而后
又可恢复其原有形状的能力。随着储存时间的延长，

各组ＨＳＲ逐渐下降，核黄素／ＵＶＢ灭活和深低温保存
均可降低血小板的低渗休克反应能力。先前的研究报

道，深低温保存可引起血小板形态改变，从而导致

ＭＰＶ升高和ＨＳＲ降低，该理论报道与本实验上述结
果一致［２１］。尽管深低温保存对核黄素／ＵＶＢ处理血小
板的ＨＳＲ能力有一定的损伤作用，但是其 ＨＳＲ值均＞
４０％，考虑到接受冰冻血小板输注的患者主要是是进行
大出血手术的患者，这种负面影响可不作为决定因素。

　　细胞凋亡早期磷脂酰丝氨酸 ＰＳ发生外翻，
ＡｎｎｅｘｉｎＶ与外显化的 ＰＳ结合可作为早期凋亡的标
志［２２］。核黄素／ＵＶＢ病毒灭活和深低温保存均可造成
血小板凋亡数量增加，Ｃ、Ｄ两组血小板的凋亡数量没
有统计学差异。Ｐ选择素（ＣＤ６２ｐ）是一种跨膜蛋白，
储存在 α颗粒中，当血小板被激活时，ＣＤ６２ｐ的释放
和表达显著增强［２３］，可作为血小板的活化标志。流式

实验结果表明，核黄素／ＵＶＢ病毒灭活和深低温保存
均可导致血小板活化显著增加，深低温保存可以引起

病毒灭活后血小板的激活增加，这结果也支持了 Ｄ组
ＭＰＶ增加现象。
　　尽管血小板的质量在深低温保存后有一定的变
化，但是Ｃ、Ｄ两组参数变化相似。与 Ａ组比较，Ｃ组
的质量发生一定的改变，但仍然可以发挥其止血功能，

在临床上得以应用。血栓弹力图试验是全血中的即时

止血测试，可以实时监控整体血块的形成和溶解，是临

床上评价输注血小板是否有效的重要功能指标。虽然

８１５１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



在临床上的血液类型并非血小板，但是先前的研究表

明在实验中，血小板悬液也可以作为其样本类型［２４］。

在本研究中，我们发现各组之间ＭＡ值相似，表明了深
低温保存仍然保持核黄素／ＵＶＢ灭活的血小板的收缩
凝血功能。

　　血小板是活细胞，需要充足的能量供应可以确保
血小板在体外储存过程中的生存，供能物质主要时葡

萄糖［２５］，温度因素可影响能量代谢，２２℃时血小板糖
酵解速率较快，－８０℃血小板处于“休眠状态”，糖酵
解速率较慢。先前已有研究表明，紫外线辐照可以加

速血小板的糖酵解速率，导致葡萄糖消耗的增加以及

乳酸的堆积，进而导致 ｐＨ的降低［２６］，本实验结果与

上述描述一致。对病毒灭活后的血小板进行冰冻保存

后，实验发现其葡萄糖含量显著增加，乳酸水平下降。

ＪＯＨＮＳＯＮ等［１３］对ＵＶＣ处理血小板深低温保存也报
道了类似的现象，认为深低温保存可以防止病毒灭活

后血小板的无氧呼吸，减缓葡萄糖的消耗，改善乳酸堆

积的情况。

　　随着时间的延长，血小板的质量和功能有一定的
损伤作用。深低温保存不影响核黄素／ＵＶＢ病毒灭活
血小板的止血功能。此外，深低温保存还可以降低病

毒灭活血小板的糖酵解速率，保证足够的葡萄糖含量。

由于临床上深低温保存血小板的应用的有效性已被证

实，核黄素／ＵＶＢ病毒灭活后血小板深低温保存的主
要评价指标与新鲜血小板深低温保存后变化相似。实

验结果发现，深低温保存对病毒灭活血小板凋亡和激

活有一定的影响，但是由于国内对血小板质量标准评

价不涉及到凋亡和激活实验，因此无法进行比较。另

外，国内外现有的补骨脂素／ＵＶＡ或 ＵＶＣ病毒灭活后
深低温保存的研究也表明其对血小板有一定的损伤作

用，但结果证明其依旧具有促进凝血的效果［１０－１３］，这

与我们的实验结果相似。本实验初步探索了核黄素／
ＵＶＢ灭活后血小板深低温保存的可行性，为进一步的
临床实验研究提供一定的参考依据。
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