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1""",*

#

""

摘
"

要!目的
"

探讨亚甲蓝"

XO

#光化学法血浆病毒灭活对主要凝血因子活性的影响!以及血浆病毒灭活后制备冷沉淀的可

行性%方法
"

将
#+

袋
1""J3

全血成分分得的新鲜血浆均分为两份!分别归为实验组和对照组&实验组加入
XO

进行病毒灭活!

对照组不加
XO

但仍然进行病毒灭活光照过滤!检测各阶段标本凝血因子
1

"

/

1

#+

0

及纤维蛋白原"

/;_

#%结果
"

实验组与对照

组之间
/

1

+

0

及
/;_

差异有统计学意义"

!

#

"@"2

#!经过病毒灭活后实验组血浆中
/

1

及
/;_

损失较大且含量未达制备冷沉淀的

理论要求%结论
"

血浆病毒灭活对血浆中
/

1

及
/;_

均有较为显著的影响!且其损耗主要来自
XO

光化学反应!血浆病毒灭活后

不宜用于制备冷沉淀%

关键词!病毒灭活&纤维蛋白原&凝血因子
1

&亚甲蓝&冷沉淀
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近年来$随着人们生活水平和医疗保障水平的不断提高$

输血的安全性问题$越来越受到公众的重视和关注$虽然对献

血员都进行了筛选$但是由于当前科技水平的限制$检测方法

较为局限$存在病毒标记物检测技术的局限性&窗口期&试剂敏

感性&检测病毒种类的局限性等*

#

+

$血液输注仍无法达到/零风

险0#由于有些病毒颗粒片段存在于血浆中*

!

+

$输注血浆传播

某些传染病的可能性高于全血$故对血浆进行病毒灭活是当前

提高输血安全性的重要措施#目前已有的血浆病毒灭活方法

很多*

,

+

$但对于单袋血浆病毒灭活最常用的是亚甲蓝!

XO

"光

化学法血浆病毒灭活*

1B2

+

$该方法现已在我国多家血站实行#

据报道$

XO

光化学血浆病毒灭活方法几乎可以灭活所有细胞

外的含脂薄膜病毒$如可经血液传播的艾滋病毒!

S=F

"$乙型

肝炎病毒!

SOF

"$丙型肝炎病毒!

S0F

"等*

+

+

$但对于细胞内的

病毒不具灭活作用$因此$在采用该方法进行血浆病毒灭活的

同时$还需滤除血液中的白细胞*

(

+

#但是$如果经过病毒灭活

处理后$虽然杀灭或去除了可能存在的病毒$但却对其中的有

效血液成分的活性和!或"活力造成严重损伤$那就失去了病毒

灭活的意义#尤其是现已证明冷沉淀是所有血液成分中病毒

含量最高的*

!

+

$用病毒灭活血浆制备冷沉淀就显得尤为重要

了#基于此$本研究对冷沉淀的主要有效成分且对病毒灭活较

为敏感的凝血因子
1

!

/

1

"及纤维蛋白原!

/;_

"进行了如下实

验研究#

!

"

材料与方法

!@!

"

仪器与试剂
"

日本蓝桥血凝仪!

.

K

'J8%0CB("""

"$淄博

中保康医用病毒灭活柜!

cOEBiOXB"#

"$

OZ0EXC-

低温离

心机!

g_BX0085M9;̂4

$

8

"$

.C-iW

速冻冰箱!

0/0B̂988

型"$四

联采血袋!南京赛尔金"$含有
XO

添加元件的病毒灭活柜配套

一次性病毒灭活血袋!淄博中保康"$

/;_

检测试剂!德国
X69B

_49

$

3?M

%

2,(2##

"$

/

1

%

0

!

/

1

活性"检测试剂!德国
X69_49

$

3?M

%

2""**#O

"#

!@"

"

标本来源
"

均来自本血站街头无偿献血血液标本#随机

抽取
#+

袋
1""J3

全血$于
+G

内进行血液成分分离#将所得

血浆充分混匀后无菌等量分装于两个相同空血袋内$热合封口

后分别归为实验组和对照组#同时留取血浆小辫子一份$做好

标记用于检测
/

1

及
/;_

#整个操作过程严格按照标准操作规

程!

.WP

"文件!根据'血站质量管理规范(制定"要求进行#

!@#

"

血浆病毒灭活处理
"

采用一次性病毒灭活血袋对血浆进

行病毒灭活处理主要有两个步骤%光照及过滤#作者通过无菌

操作将两组血浆与一次性血浆病毒灭活专用血袋相连$其中实

验组血浆中加入
XO

!浓度
#

(

J?:

)

3

"$对照组血浆中不加入

XO

$两组血浆同时放入病毒灭活辐照箱内进行光照处理!光照

强度
!2"""

"

,""""#4%

$温度
2

"

#"Y

$摆动频率
+"

次)分钟

条件下作用
,"J;5

"$光照后分别留取血浆小辫子一份$做好标

记用于检测
/

1

及
/;_

,按要求过滤后再分别留取血浆小辫子

!A"#

重庆医学
!"#!

年
1

月第
1#

卷第
##

期



一份$做好标记备检#将三组备检小辫子立即放于
)2"Y

冰

箱速冻#整个操作过程严格按照
.WP

文件!根据'血站质量管

理规范(制定"要求进行#

!@$

"

凝血因子检测
"

,>

后$于
)2"Y

冰箱取出三组小辫子$

,(Y

水浴箱中复溶后$立即检测
/

1

及
/;_

#

.

K

'J8%0CB("""

血凝仪检测原理为免疫比浊法#检测过程严格按照凝血因子

检测操作规程进行#

!@%

"

统计学处理
"

结果在
.P..##@"

统计学软件上进行
5

检

验分析$

!

#

"@"2

为差异有统计学意义#

"

"

结
""

果

实验组与对照组
/

1

%

0

及
/;_

浓度病毒灭活处理前后&光

照前后变化差异有统计学意义!

!

#

"@"2

"$见表
#

&

!

$两组过滤

前后比较差异无统计学意义!

!

&

"@"2

"$见表
,

#

表
#

""

两组血浆病毒灭活处理前后凝血因子减少值'

1U4

(

组别
% /

1

%

0

!

R

"

/;_

!

$

)

3

"

对照组
#+ 1@21U(@2* "@"2U"@"+A

实验组
#+ ,!@*#U#"@1( #@"+U"@!+"

表
!

""

两组血浆光照前后凝血因子减少值'

1U4

(

组别
% /

1

%

0

!

R

"

/;_

!

$

)

3

"

对照组
#+ 1@!(U*@!! "@"#U"@"++

实验组
#+ ,!@+,U##@,( "@A2U"@!A"

表
,

""

两组血浆过滤前后凝血因子减少值'

1U4

(

组别
% /

1

%

0

!

R

"

/;_

!

$

)

3

"

对照组
#+ "@!(U1@*, "@"1U"@"!A

实验组
#+ "@#*U+@,+ "@##U"@!*"

#

"

讨
""

论

XO

光化学法血浆病毒灭活技术已相当成熟$该方法进行

血浆病毒灭活操作简便$且能灭活几乎所有有包膜病毒*

*

+

$但

是$关于用
XO

光化学法病毒灭活后的血浆能否用于制备符合

质量要求的冷沉淀还尚有争议*

AB#!

+

#本实验中将同一人份血

浆均分为两份$分别进行加入
XO

与未加
XO

光照处理$观察

XO

光化学法血浆病毒灭活对冷沉淀中较为重要且较敏感的

凝血因子的影响$实验结果显示$

XO

光化学法血浆病毒灭活

对
/

1

及
/;_

均有较大程度上的影响#加入
XO

的实验组血

浆经病毒灭活后$

/

1

%

0

平均损失率达
1"@2R

$

/;_

平均损失

率达
1(@+R

$与未加入
XO

的对照组比较差异有统计学意义

!

!

#

"@"2

"#同时由三组数据对比可看出$病毒灭活过程中
/

1

%

0

及
/;_

的损耗主要来源于
XO

光化学反应$而单纯光照

处理影响不大$且实验组和对照组过滤前后
/

1

%

0

及
/;_

浓度

的损失率相比较差异无统计学意义!

!

&

"@"2

"#本实验中$考

虑到冷沉淀制备过程中人为因素影响较大$如冷沉淀中血浆保

留量的影响等$未直接跟踪检测在制备为冷沉淀以后凝血因子

的水平$而是留取检测标本后均按照冷沉淀原料血浆保存过程

处理%三组小辫子标本留取后立即放于
)2"Y

冰箱速冻$待
,

>

以后于
,(Y

水浴箱中复溶待检$故本实验可以对制备成冷

沉淀后质量进行预测#由于通过常规标准操作制备冷沉淀时$

凝血因子也还会有一定的损失$故由实验结果可看出病毒灭活

血浆制备为冷沉淀后凝血因子活性不符合质量要求标准#因

此$在血液成分制备中$可考虑先将新鲜冰冻血浆制备成冷沉

淀后再将血浆进行病毒灭活#

目前输血安全性已获得显著提高$总体上血液已非常安

全$但是由于病毒窗口期以及检测试剂灵敏度等问题$仍然存

在输血传播艾滋病和肝炎等传染病的危险#据报道美国
A"R

以上输血传播
S=F

和
SOF

以及
(2R

以上输血传播
S0F

的

危险均来自窗口期感染献血*

#,

+

#我国血站主要采用
Z3=.C

!酶联免疫吸附试验"方法对血液中
SOF

$

S0F

及
S=F

等进

行检测$该法试剂灵敏度差异较大且窗口期较长*

#1

+

$而据报道

即便是用灵敏度较高的核酸检测也只能将
S=F

检测窗口期由

!!>

缩短到
#!>

$

S0F

检测窗口期由
(">

缩短到
#1>

*

#2

+

#另

外尚有很多未被认识或一时难以找到有效检测手段的病毒存

在经输血传播给受血者的危险#因此$对血液成分进行病毒灭

活处理$是从根本上控制或杜绝经输血途径传播疾病的重要措

施#现在都提倡成分输血$对于所有血液成分中病毒含量最

高&输注危险性最大的冷沉淀$则更应进行病毒灭活处理后用

于临床#但是我国目前推广使用的
XO

光化学法血浆病毒灭

活对血浆中一些有效成分$尤其是凝血因子影响较大$病毒灭

活后血浆不适合用于制备冷沉淀$因此$还有待努力寻找一种

更安全可靠的病毒灭活技术$以更大限度地提高输血安全性#
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模型#传统的心肌梗死模型通过开胸结扎冠状动脉完成$该方

法破坏胸腔的正常解剖结构$对心肺功能影响大,同时手术造

成损伤和炎症对动物的创伤大$不利于术后恢复#而利用介入

方法行球囊封堵冠状动脉建立猪闭胸式心肌梗死模型$对动物

机体的生理状态干扰降到最小$并可最大程度地模拟临床心肌

梗死发生#因该方法有影像学的支持$使球囊封堵冠状动脉的

位置相对固定$从而使心肌梗死的面积相对稳定,同时实验中

可通过控制球囊的放气
B

充气$实现对心肌缺血和再灌注时间

的准确控制*

#+

+

#

研究结果显示$再灌注
(!G

$采用
Nh-Z3

法检测心肌梗

死后各区的凋亡细胞$假手术组未发生心肌细胞凋亡$而缺血

再灌注组心肌梗死区&边缘区及非梗死区均有细胞凋亡发生$

提示细胞凋亡参与心肌缺血再灌注损伤#通过
Nh-Z3

阳性

细胞
C=

的检测$细胞凋亡主要出现在坏死中心区域和低灌注

梗死边缘区$这与其他文献报道的研究结果一致*

#

$

#1

$

#(

+

#

细胞凋亡是一种细胞主动的死亡过程$在整个过程中牵涉

到一系列相关基因的表达$其中
O7:B!

基因家族是目前较为公

认与凋亡密切相关的基因$研究表明$

O7:B!

和
O6%

分别是
O7:B

!

家族中具有代表性的抗凋亡和促凋亡蛋白*

#*

+

#本研究采用

免疫组织化学法检测猪不同心肌梗死区域中
O7:B!

家族中
O7:B

!

和
O6%

的蛋白表达#实验中采用高清晰度彩色病理图文分

析系统$用阳性单位定量表达免疫组织化学阳性反应的程度#

结果表明$缺血再灌注损伤可使心肌梗死区&边缘区及非梗死

区中凋亡相关基因
O6%

的蛋白表达及
O6%

)

O7:B!

增加$与相应

区域心肌细胞凋亡增多的结果一致$但缺血再灌注梗死边缘区

及非梗死区的
O7:B!

蛋白表达也增加值得进一步研究#同时$

缺血再灌注组心肌梗死区及边缘区的
O6%

蛋白表达及
O6%

)

O7:B!

比值较非梗死区增加$与细胞凋亡主要分布在心肌梗死

区及边缘区的结果一致#

本文对猪不同心肌梗死区域细胞凋亡的分布和凋亡密切

相关
O7:B!

&

O6%

蛋白表达的变化进行了探讨和分析$结果表明

细胞凋亡参与心肌缺血再灌注损伤$细胞凋亡主要出现在坏死

中心区域和低灌注梗死边缘区$对心肌再灌注损伤的发生机制

进行了有益的探索$抑制心肌细胞凋亡可能是心肌保护作用的

有效途径#
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