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冰冻机采血小板超微结构回收率以及 CD62P , PAC-Ⅰ的改变

李　维1 ,余梅贵2 ,府伟灵1　　(1 第三军医大学附属西南医院检验科 ,重庆 400038;2重庆市血液中心输血研究室 ,重庆 400015)

　　提　要:目的　研究以终浓度 5%二甲亚砜(DMSO)为主的冷冻保存剂加入机采血小板冻存 1周 、4 周后血小板超微结构 ,体外
回收率(RR)以及 CD62P 和 PAC-Ⅰ的改变。方法　跟踪 30 例机采血小板产品 ,采用全自动血细胞分析仪 ,透射电镜(TEM)技术和流

式细胞术(FCM)等分析并比较加入以 DMSO为主的冷冻保存剂在-120 ℃冻存 1 周 , 4 周后血小板的超微结构 , RR值及 CD62P 和

PAC-Ⅰ的改变。结果　30例冷冻保存 1 周及 4周后的血小板仍然具有相对完整的超微结构。冻存 1周及 4 周后血小板的 RR分别

为冻前的 79.49%±6.14%和 74.07%±5.39%。 新鲜机采血小板的 CD62P 及 PAC-Ⅰ 的值分别为 50.72%±14.31%, 53.23%±

20.26%;冻存一周及四周后CD62P 和PAC-Ⅰ的值分别为 30.96%±11.02%, 22.96%±9.90%;32.07%±9.21%, 19.55%±10.33%。
结论　与新鲜机采血小板相比 ,冰冻血小板仍然具有较高的回收率和相对完整的超微结构 ,但也显示了不同程度的激活。与较高

的回收率相对应 , 冷冻保存 1 周及4 周后的机采血小板产品仍然具有较高的 CD62P及 PAC-Ⅰ活性 , 其CD62P及 PAC-Ⅰ 值无显著性
差异(P>0.05)。
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Changes of ultrastructure , retrieval rate , CD62P and PAC-I of cryopreserved platelets
LI Wei , YU Mei-gui , FU Wei-ling(Department of Blood Transfusion;Chongqing Blood Center , Chongqing 400015, China)

　　Abstract:Objective　To explore the changes of the ultrastructure , in vitro retrieval rate(RR)and the activities of CD62P and PAC-I of the
platelets after 1 or 4 weeks' cryopreservation.Methods　A total of 30 samples of platelets obtained by a cytocentrifuge(BAXTER CS-3000 , USA)
were preserved in DMSO solution at -120℃ for 1 ～ 4 weeks.The ultrastructure , in vitro RR and the activities of CD62P and PAC-I of all the

platelet samples were observed and calculated at fresh , after 1 or 4 weeks' cryopreservation with automated hemocyte analysis , transmission electron

microscopy and flow cytometry.Results　All 30 platelet samples had relatively intact ultrastructure , but in comparison with their fresh counterparts ,
the RR was(79.49±6.14)% for those cryopreserved for 1 week and(74.07±5.39)% for those for 4 weeks.The CD62P value was (50.72±
14.31)%, (30.96±11.02)%, and(32.07±9.21)% respectively for the samples at fresh , and after 1 and 4 weeks' cryopreservation , and the

value of PAC-I was(53.23±20.26)%, (22.19±9.90)% and(19.55±10.33)% for these 3 groups of platelet samples.Conclusion　In com-
parison with fresh platelets , cryopreserved platelets still have higher RR and intact ultrastructure , though the activities of CD62P and PAC-I are de-
creased to some extent.
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　　血小板输注是临床救治出血及各种原因所致血小
板减少的重要手段。特别是近年来随着外科医学新技
术的广泛应用 ,大剂量输血和疑难 、复杂手术的增多使
临床输用血小板需要量急骤增加。新鲜液体血小板不
能满足临床需要 ,而 22 ℃条件保存血小板时间短并有
可能发生细菌污染 ,使战备储血 ,特殊血型和自身输血
的应用受限 。因此 ,研究低温保存血小板对解决临床
输注血小板难题是一大突破。低温保存的血小板具有
良好的止血效果和升高血小板功效 ,副作用少[ 1 ,2] ,并
具有安全 ,快捷 ,疗效好的特点 。笔者根据国际国内文
献报道及多年工作实践采用了以终浓度为 5%DMSO

为主的冷冻保存剂 ,观察了新鲜血小板冻存 1周 、4周
后超微结构和 RR值的改变情况;同时通过流式细胞
术观察新鲜血小板冻存 1 周及 4周后 CD62P ,PAC-Ⅰ
两个单抗指标的改变 。
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1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　仪器　　美国 BAXTER CS-3 000 血细胞分离机;瑞典

AC-920 全自动血细胞分析仪;美国 Becton Dickinson 流式细胞仪

(FACS Calibur);日本 HITACHIH-600 透射电镜;日本 SANYO UL-

TRA LOW深低温冰箱(-152 ℃)。

1.1.2　冷冻保存剂　　二甲亚砜(DMSO),系北京化工厂产品。
为无色稀薄液体 , 浓度 99%, 分子式(CH3)2SO , 分子量 78.13 ,

凝点 18 ℃～ 20 ℃, 比重 1.098～ 1.102 g/ ml。

1.1.3　机采血小板　　30例机采血小板产品来源于本血液中

心成分制备室。

1.2　方法
1.2.1　机采血小板的制备　　筛选献血员严格按照 PLT>150

×109/L ,其余指标符合正常人的标准要求。按照 CS-3 000 的操

作规程采集血小板。采集完毕 ,取出产品 , 并留取产品标本 , 供

全自动血细胞分析仪计数及流式细胞仪检测。

1.2.2　冷冻机采血小板的制备及复苏　　在无菌间的超净工
作台上 , 将 DMSO按终浓度 5%缓慢加入机采血小板保存袋中

并摇匀 ,留样于冷冻管。 将样品立即置于-120 ℃深低温冰箱

内冻存 ,开启至关闭冰箱约 3 ～ 5 min ,温度下降约 10 ℃, 15 min
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后可恢复至-120 ℃。1 周 、4 周后从-120 ℃深低温冰中迅速

取出血小板样品冷冻管 ,在 42 ℃恒温水浴箱内快速解冻融化 ,
3 ～ 5 min内完成冷冻血小板的复苏 , 立即计数及供流式细胞

仪 ,电镜检测。
1.2.3　冷冻前后血小板计数　　吸取新鲜及复苏解冻的血小

板标本 10μl(AC-920 全自动血细胞分析仪检测血小板的最大
值为 1 000×109/ L, 因机采血小板产品血小板计数往往为高浓

度 ,故取半量),作血小板计数(复管), 求均值。
1.2.4　透射电镜标本的制作　　取新鲜及复苏解冻的血小板

标本轻离心 ,去上清 , 用 4%戊二醛固定 2 h ,然后将标本置换到
0.1 mol/ L的 PBS 缓冲液中 , 再以 1%的锇酸固定 2 h , 然后用

50%, 70%, 90%的酒精及 90%, 100%的丙酮常规逐级脱水 , 以
环氧树脂 618浸透包埋 , 制成 0.35 μm 的半薄切片 , 定位 , 并制

成400～ 600? 的超薄切片 , 经醋酸双氧铀及枸橼酸铅染色 , 最

后上H-600型电镜观察结果。
1.2.5　冷冻前后血小板 CD62P及 PAC-Ⅰ的检测 根据血小板

前向角散射(FSC)与侧向角散射(SSC)的特点 ,荧光检测经对数
放大 ,设定阈值 , 即“门” ,以避免 RBC ,WBC ,细胞碎片及机器噪

声的干扰。收集 5 000 ～ 10 000 个以上血小板 , 选用 ADP(0.2
mmol/ L)作为诱聚剂使血小板活化 , CD62P 以 CD61 作门 , 光散

射及荧光数据存入软盘 ,用 CELL QUEST 2.2 版分析结果。

2　结果

2.1　冷冻保存血小板的回收率
　　见表 1。

表 1　30例血小板冷冻保存前 、后一周 、四周计数及体外回收率( x±s)

Tab 1　Retrieval rates of the platelets at fresh and after 1 or

4 weeks' cryopreservation( x±s)

Fresh platelet-products
Cryopreserred for 1 week

of platelet products
Cryopreserred for 4 weeks

of platelet-products

PLT(×109/L) 1 388.4±101.07 1 103.6±77.25 1 028.35±66.84

RR% 79.49±6.14 74.07±5.39

2.2　新鲜机采血小板及冷冻保存 1周 ,4周后血小板超微
结构的观察

　　见图1～ 6。图 1,图 2为新鲜机采血小板的透射电镜照片:血小
板呈星形或多角形,成群分布,有各种细胞器,无细胞核,膜完整,可

见微丝,微管,糖原颗粒,线粒体等图,致密颗粒,α颗粒丰富,开放管
道系统和致密管道系统也清晰可见。图3～ 6 分别为冷冻保存 1周

和4周血小板的透射电镜照片:冰冻血小板外形不规整或有膜损伤 ,
大部分呈圆盘状,可见伪足和凹陷。开放管道系统和致密管道系统

出现一定程度的肿胀 ,空泡明显增加 ,α颗粒和致密颗粒明显减少。
这种改变在冷冻保存四周血小板更加明显。

图 1　正常机采血小板透射电镜　　(×12000)
Fig 1　Transmission electron microgram of fresh platelet-products　　(TEM×12000)

图 2　正常机采血小板透射电镜　　(×20000)
Fig 2　Transmission electron microgram of fresh platelet-products　　(TEM×20000)

图 3　冷冻保存 1周血小板透射电镜　　(×15000)
Fig 3　Transmission electron microgram of platelet-products after 1 week' s cryopreservation　　(TEM×15 000)

图 4　冷冻保存 1周血小板透射电镜　　(×20000)
Fig 4　Transmission electron microgram of platelet-products after 1 week' s cryopreservation　　(TEM×20 000)

图 5　冷冻保存 4周血小板透射电镜　　(×12000)
Fig 5　Transmission electron microgram of platelet-products after 4 weeks' cryopreservation　　(TEM×12000)

图 6　冷冻保存 4周血小板透射电镜　　(×35000)
Fig 6　Transmission electron microgram of platelet-products after 4 weeks' cryopreservation　　(TEM×35 000)
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2.3　新鲜及冻存1周、4周机采血小板表达CD62P和PAC-Ⅰ
的情况

　　见表2。

表 2　新鲜及冻存 1周、4周机采血小板 CD62P和 PAC-Ⅰ(%, x±s)

Tab 2　CD62P and PAC-I of the platelet samples at fresh, and after

1 or 4 weeks' cryopreservation(%, x±s)

CD62P(%) PAC-Ⅰ(%)

Fresh platelet
products

Cryopreserved
for 1week of

platelet-products

Cryopreserved
for 4weeksof

platelet-products

Fresh platelet
products

Cryopreserved
for 1 week of

platelet-products

Cryopreserved
for 4 weeks of
platelet-products

50.72±14.31 30.96±11.02 32.07±9.21 53.23±20.26 22.19±9.90 19.55±10.33

3　讨论

　　本实验结果显示以 DMSO为保护剂-120 ℃深低
温保存 1 周及 4 周机采血小板平均 RR 值分别为

79.49%±6.14%和 74.07%±5.39%, 该结果与国外
报道[ 2]相近。血小板形态学的改变直接关系到冻融后
血小板的 RR值 ,但形态学改变与血小板功能间的关
系尚待进一步研究。冻存 1周及 4周的机采血小板在

超微结构上仍然维持了较好的形态 ,在外形上尽管出
现伪足并向球形转变 ,但尚未发现空泡样血小板以及
血小板互相粘附聚集等严重激活损伤的改变 ,血小板
冻融后形态接近正常 ,基本结构仍清晰可辨 。储存颗
粒仍然散布于血小板细胞内 ,尚未完全进入中央区 ,储
存颗粒仍然可以看到完整的包膜 ,线粒体完整 , DMSO

及-120 ℃的深低温保存对血小板的外衣没有造成破
坏。据报道[ 3] ,低温保存血小板膜表面粘附受体结合
能力明显增强 ,促凝血活性明显提高 ,即刻止血效果显
著。活化血小板与静止血小板相比 , 其质膜糖蛋白
(GP)常发生显著变化 ,尤其是原来存在于颗粒膜上的

GP在质膜上大量表达 ,成为活化血小板的分子标志
物[ 4 ～ 5]血小板被活化时 ,其颗粒膜与质膜或表面连接
小管系统膜融合 ,颗粒膜蛋白 CD62 , CD63 , GMP-33 ,
LAMP-1和 LAMP-2 ,PAC-Ⅰ等检测表达活化标志物在
质膜上表达检测冻存前后血小板 CD62P 和 PAC-Ⅰ的
改变可反映血小板活化功能的改变 ,本实验结果显示
CD62P(%)和 PAC-Ⅰ(%)均有不同程度的下降趋势 ,
实验提示 DMSO除对机采血小板产品有一定的低温保

护作用外 ,对血小板的膜有一定的损害 。
　　多年的临床实践证明 ,冷冻保存机采血小板不但
极大地方便了临床 ,随用随取 ,并有良好的止血效果。
从减少手术出血和减少各种血液成分的需求方面 ,冷
冻保存血小板明显优于液体保存血小板 ,就止血效果
而言 ,前者好于后者[ 6] 。
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文章编号:1000-5404(2002)09-1069-01 个案与短篇

免疫组织化学染色方法在纤维支气管镜细胞学诊断中的应用

Application of immunohistochemical staining in cytological diagnosis by fibrobronchoscopy

刘丽梅 ,柳凤轩 ,段光杰　　(第三军医大学附属西南医院病理研究所 , 重庆 400038)

　　临床对疑为肺癌患者作纤维支气管镜检测活检或刷片进行病
理诊断已广泛开展 ,但对于刷片细胞学常规HE染色诊断中肺癌分

型较为困难。为此 ,我们应用免疫组织化学方法标记 ,检测 4种抗

体在纤维支气管镜刷片细胞的表达 ,旨在探讨分型意义。

1　材料和方法

1.1　材料
　　收集临床疑为肺癌的纤维支气管镜刷片 42 例(每例 2

　　作者简介:刘丽梅(1973-),女 ,四川省通江县人 ,技师 ,主要从事病理实验技

术方面的研究。电话:(023)68754434

　　收稿日期:2001-07-20;修回日期:2001-09-10

张), 年龄最大 76岁 , 最小 25岁 , 平均年龄为 54.26 岁。男女之
比为 3.57∶1。在做刷片的同时作纤维支气管镜组织活检 ,常规

HE 染色。 2 张刷片 , 其中一张刷片用 4%的多聚甲醛固定 10

min ,水洗后 , 行苏木精染色 , 镜下观察细胞形态 , 在查见癌细胞

或可疑癌细胞的刷片处用 DAKO笔画圈 ,防止抗体流动而引起
交叉反应 ,室温干燥 10 min后进行免疫组化染色。另一张刷片

做常规HE染色。

1.2　试剂
　　特异性一抗 CK、CK-HMW、CK-LMW、NSE 及 EnVision 试剂

盒K4001 均购自丹麦 DAKO 公司。以上试剂均为即用型。
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