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22℃和-80℃保存血小板磷脂的改变

Changes of platelet phospholipid in course of the storage at 22℃and -80℃
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　　采用 HPLC-UV 分析在 22℃和-80℃保存条件下血小板

的 4种主要磷脂 PC、PE 、PS 、PI 的变化情况 , 并就血小板磷脂

改变对血小板聚集功能的影响和在血小板贮存损伤(Platelet

storage lesion , PSL)发展过程中的作用进行探讨。

1　材料与方法

1.1　浓缩血小板的制备
20 位健康献血者 ,按血库操作规程采血 , 每人捐献 400 ml

全血;经二次离心制成浓缩血小板悬液20 单位(从 400 ml全血

中提取的血小板为 1 单位)。血袋为 ACD-B 三联袋(上海血液

中心产品)。

1.2　分组
将每单位浓缩血小板分装成两份 , 分别编为甲 ,乙两组 , 每

组 20 个样本。采血当天的新鲜血小板为对照组。甲组于 22℃

水平振摇保存(XHZ-1 型血小板恒温振荡保存箱 , 60 次/min ,

苏州产),分别在第 3 天 、第 5 天取样检测 , 与对照组比较作动

态观察。乙组用二甲亚砜(DMSO)作为防冻剂 ,终浓度为 5%,

-80℃冰箱(Scien Temp Model 85-6.8 ,美国产)保存 , 分别在 1

月 , 3 月 , 6 月取样测定 , 与对照组比较进行动态观察 , 用前在

37℃水浴快速融化。

1.3　实验方法
1.3.1　提取脂质　　按文献[ 1] 报道 ,将血小板悬液用冷生理

盐水(4℃)洗涤 , 直到完全去除血浆。再用冷生理盐水将血小

板调至 400×109/ L ,白细胞和红细胞污染数量少于 1/ 4 000 血

小板。将洗涤后的血小板在冰水浴中匀浆。取 3 ml血小板匀

浆液+2倍的氯仿-甲醇提取液(2∶1 , v/ v),离心去上层液;再

加入甲醇-水提取液 ,离心去上层液;取 1 ml氯仿液 ,用氮气吹

干 , -20℃保存备用
[ 2]
。

1.3.2　试剂 　　4 种磷 脂标准品:磷脂酰胆碱(Phos-

phatidylchuline , PC), 磷脂酰乙醇胺(Phosphatidylethanol-

amine , PE), 磷脂酰丝氨酸(Phosphalidy lserine , PS), 磷脂酰

肌醇(Phosphatidy lino sitol , PI)均为 Sigma 公司产品;乙腈 、甲醇

为HPLC(色谱)纯级 , 上海吴泾化工厂生产;其它试剂均为分析

纯。

1.3.3　仪器与色谱条件　　高效液相色谱系统(法国 Gilson

公司);色谱工作数据站(中科院大连化物所)。色谱柱:μPorasil

silica , 300×4.0 mm ,粒径 10 μm;流动相:乙腈-甲醇-磷酸(90∶3

∶1 , v/v);流速:0.8 ml/ min;进样量:20μl;紫外检测波长 203

nm;时间 25 min;柱温:室温;色谱数据:工作站进行数据处理。

1.4　血小板聚集功能测定
诱导剂:ADP , 浓度分别为 0.2 , 0.1 , 0.05 mmol/ L;测定 5

min , 记录血小板最大聚集率(PAG);仪器:TYXN-91 型血液凝

集仪(上海产)。
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2 　结果

新鲜血小板 4 种主要磷脂的总量为 71.4 μg/ ml , 各自含量

依次为 PC >PE >PS >PI。 22℃水平振摇保存 3 d、5 d , 4 种

磷脂的总量分别下降 5.8%, 31.8%;保存 5 d PC , PE , PS , PI 的

下降具有统计学意义(P< 0.01)。

血小板-80℃保存 1、3 、6 月 , 4 种磷脂总量比新鲜血小板

分别减少了 33.3%、34.6%、36.3%, P <0.01;3 者之间相比

较 ,磷脂改变差异不显著(P >0.05)[ 3] 。

血小板聚集功能改变:22℃保存 24 h , 血小板 PAG 下降约

50%;保存 72 h , PAG 降至 10%以下;保存 96 h 的血小板对

ADP诱导无明显的聚集反应。与对照组相比较 , -80℃保存的

血小板融化后 PAG 显著下降(P < 0.01), 即使增加 ADP浓度

也不能提高 PAG , 血小板在-80℃冰冻保存 1 、3 、6 月 , PAG 分

别为 9.2%、9.7%、10.9%, 3 者之间差异不显著(P >0.05)。

3　讨论

保存期间血小板膜脂质结构发生了变化 ,血小板活化和细

胞溶解使磷脂释放到血浆中。实验显示 , 22℃保存血小板 , 随

保存时间延长 ,磷脂丢失呈持续状态 , 血小板聚集功能亦表现

为持续下降。 -80℃冰冻保存血小板 ,冻融后磷脂减少约 1/ 3 ,

但是随着保存时间延长 , 磷脂的丧失却没有增加 , 而是保持在

一相对稳定的水平 , 同时反映血小板功能的 PAG 的变化趋势

与磷脂的改变极为相似。提示:①血小板磷脂丧失与血小板功

能下降有密切关系。 ②-80℃冰冻保存血小板 , 其损伤主要来

自冻-融过程 ,与保存时间长短无明显关系。

贮存期间血小板磷脂丧失的机制目前还不完全明确 ,有以

下几种可能:①提前消耗。某些非生理性刺激 , 如采集技术 、贮

存容器 、保存介质 、保存温度等影响 , 引起血小板活化 , 释放颗

粒 ,进而聚集 , 脂质被提前消耗。 ②酶的作用。如血小板释放

磷脂酶 、脂质酶或受白细胞污染等使血小板膜脂质消耗或丢

失。③脂质过氧化作用。在贮存期间血小板内源性抗氧化物

(如谷胱甘肽)逐渐耗尽 ,使得氧分子能够对无保护功能的脂质

进行过氧化反应 ,最终导致脂链破碎 。由于维持血小板生理功

能的花生四烯酸前体缺乏 ,以及能破坏生物膜的脂肪酰基醛生

成 ,使血小板膜脂质双层稳定性下降 , 磷脂丧失[ 4] , 最终导致血

小板止血功能下降 ,存活时间缩短。血小板的活化使磷脂 PS 、

PE在脂质膜外侧暴露形成血小板第三因子(PF 3)。 PF 3 能大

大加快凝血酶产生的速度 ,引起血小板广泛聚集。

防止 PSL 发生已成为输血工作亟待解决的问题。据报道 ,

使用抗氧化剂如维生素 E 和硒蛋氨酸 , 能抑制脂质过氧化作

用 ,延长血小板的保存时间[ 5] 。在制备中减少白细胞污染有助

于提高血小板贮存质量。
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