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３种不同模式汇集白膜层法制备浓缩血小板质量和保存效果比较
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　　摘　要：目的　比较３种不同模式汇集白膜层（ＰＢＣ）法制备浓缩血小板（ＰＣ）的质量及保存效果。方法　使用３种不同模式

ＰＢＣ法制备ＰＣ，依据获得ＰＣ的模式不同分为即时ＰＢＣ组、白膜法（ＢＣ）室温过夜组和全血（ＷＢ）室温过夜组，所有制备的ＰＣ过

滤白细胞用血小板添加液（２／３ＰＡＳⅢＭ＋１／３血浆）保存。比较３组ＰＣ在（２２±２）℃保存７ｄ内血小板含量、红细胞残留量、血

小板聚集功能、ＣＤ６２ｐ阳性表达率、抗低渗休克（ＨＳＲ）能力、ｐＨ值及细菌生长等指标。结果　与即时ＰＢＣ组相比，在保存期７ｄ

内ＢＣ室温过夜组血小板含量更高且能改善血小板聚集功能，而红细胞残留量、ＣＤ６２ｐ阳性表达率、ＨＳＲ能力、ｐＨ 值及细菌生长

等指标无明显差异；与即时ＰＢＣ组相比，在保存期７ｄ内 ＷＢ室温过夜组血小板含量更高且血小板ＨＳＲ能力也更强，而红细胞残

留量、血小板聚集功能、ＣＤ６２ｐ阳性表达率、ｐＨ 值及细菌生长等指标两组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＢＣ室温过夜、

ＰＢＣ法和 ＷＢ室温过夜ＰＢＣ法均能安全、可靠、方便地制备ＰＣ，且均可代替即时ＰＢＣ法制备ＰＣ。

关键词：浓缩血小板；汇集白膜层法；质量分析
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　　目前，国内传统手工制备浓缩血小板（ＰＣ）方法包括富含

血小板血浆法和白膜法（ＢＣ），而汇集白膜层法（ＰＢＣ）手工制

备ＰＣ已在欧美国家广泛开展，且这一方法也逐渐在国内推

广［１］。ＰＢＣ制备ＰＣ又分为即时ＰＢＣ法、ＢＣ室温过夜法和全

血（ＷＢ）室温过夜法３种不同模式，后两种模式是在即时ＰＢＣ

法基础之上进行改进获得的工艺，但这两种模式获得ＰＣ的质

量及保存效果与即时ＰＢＣ法有无差异却不得而知。因此，本

研究中采用这３种模式ＰＢＣ法制备ＰＣ并对不同模式获得的

ＰＣ质量及保存效果进行了比较，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取ＡＢＯ血型均为Ｏ型志愿献血者６３名，

所有志愿者均符合《中华人民共和国献血法》健康检查标准，其

中男３８例，女２５例，平均（３１．１５±１０．７５）岁，志愿献血者血液

来源及ＰＣ制备过程均在承德市中心血站完成。依据制备

ＰＢＣ的３种不同模式将６３名志愿献血者分为：即时ＰＢＣ组、

ＢＣ室温过夜组和 ＷＢ室温过夜组，每组２１例，采集每名志愿

献血者新鲜 ＷＢ４００ｍＬ。

１．２　仪器及试剂　ＲＣ１２ＢＰ大型离心机、Ｃｏｕｌｔｅｒ７５５全自动

血细胞分析仪、流式细胞仪、荧光标记抗血小板表面糖蛋白单

克隆抗体ＣＤ６２ｐＰＥ（批号：３５８２１７）及同型对照ＩＧ１ＰＥ（批号：

５５６３７２）均购于美国贝克曼库尔特公司；ＴＳＣＤ２０１Ａ无菌导管

接口机购于日本泰尔茂公司；血小板恒温保存箱购于苏州医用

仪器厂；ＰＡＳⅢＭ联袋及ＰＡＳⅢＭ 血小板保存液购于山东

威高集团（ｐＨ７．２）；四联采血袋购于日本泰尔茂公司；血小板
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表１　　ＢＣ室温过夜组、ＷＢ室温过夜组与即时ＰＢＣ组相关指标比较（狓±狊，狀＝７）

分组
血小板计数

第１天 第３天 第５天 第７天

红细胞残留量

第１天 第３天 第５天 第７天

ＣＤ６２ｐ阳性表达率

第１天 第３天 第５天 第７天

即时ＰＢＣ组 １０．５１±３．７９ １０．３１±３．６５ １０．２５±３．６２ １０．１９±３．５８ ３．２１±０．６８３．１１±０．６４２．９７±０．６７２．８７±０．６３ ２５．２３±７．３４３０．１２±８．７１３８．４５±１０．６４４２．３５±９．２７

ＢＣ室温过夜组 １４．９６±３．１８ １４．８９±３．１３ １４．８５±３．０８ １４．７９±３．０１ ３．１８±０．６３３．０７±０．５９２．９４±０．６３２．８２±０．６０ ２３．８９±８．６５２８．９７±７．８９３７．９６±９．４６ ４０．７８±１０．３４

ＷＢ室温过夜组 １５．９３±２．７３＃ １５．７５±２．５９＃ １５．６８±２．４７＃ １５．５４±２．４１＃ ３．１２±０．５８３．０８±０．６１２．８７±０．５６２．７７±０．５９ ２４．３９±７．６９２９．４３±９．１１３９．１２±９．３９ ４１．３７±１０．４９

续表１　　ＢＣ室温过夜组、ＷＢ室温过夜组与即时ＰＢＣ组相关指标比较（狓±狊，狀＝７）

分组
ＨＳＲ能力

第１天 第３天 第５天 第７天

ｐＨ值

第１天 第３天 第５天 第７天

血小板对ＡＤＰ聚集率（％）

第１天 第３天 第５天 第７天

即时ＰＢＣ组 ６６．８７±８．７６ ５５．４３±８．２８ ５０．６７±７．９９ ４４．９３±８．３５ ７．１２±０．０５７．０９±０．０４７．０５±０．０６７．０８±０．０４ ８４．４３±１１．２９６７．７６±１０．０３ ３１．１７±６．４５ ２１．３５±５．４９

ＢＣ室温过夜组 ６７．３４±８．４２ ５６．３８±８．３９ ５１．１７±８．１８ ４６．０８±８．０９ ７．０８±０．０３７．１１±０．０５７．０９±０．０４７．０４±０．０６ ８６．４９±１１．８７７７．１４±１０．７６５０．３４±８．３４３９．９８±７．３４

ＷＢ室温过夜组 ６８．４９±９．３４ ６５．３９±８．１５５９．１７±８．６４５３．１２±７．６９ ６．９９±０．０６７．０３±０．０４７．０１±０．０６７．０２±０．０３ ８４．２９±１１．４５６８．１３±１０．２８ ３４．３３±６．３２ ２３．１７±４．９３

　　：犘＜０．０５，与即时ＰＢＣ组比较；＃：犘＜０．０１，与即时ＰＢＣ组比较。

型白细胞过滤器汇集袋购于南京双威；血小板贮存袋购于美国

Ｈａｅｍｏｎｅｔｉｃｓ公司；任一志愿献血者的新鲜血浆（ＦＦＰ）；血气仪

及血气试剂盒购于美国雅培（批号：Ａ１１８２４）；Ｔｈ肉汤培养基

（巯基乙酸酯培养基，批号１２Ａ０２１９）购于武汉众一生物科学

技术公司；血小板聚集诱导剂二磷酸腺苷（ＡＤＰ）购于美国ｓｉｇ

ｍａ公司（批号：Ａ２１１６９）；ＵＮＩＣ７２００型分光光度计购于上海

分析仪器厂。

１．３　方法

１．３．１　ＰＡＳⅢＭＰＢＣＰＣ的制备方法　（１）将四联袋采集的

志愿献血者新鲜全血（每袋４００ｍＬ）于（２２±２）℃保存，以

２６００ｒ／ｍｉｎ的转速强离心１３ｍｉｎ分离出ＢＣ，热合后与联袋离

断；（２）将３袋检验合格的 ＢＣ通过无菌导管接口机汇集到

ＰＡＳⅢＭ联袋中
［２］，并往ＰＡＳⅢＭ联袋加入１００ｍＬＰＡＳⅢ

Ｍ血小板保存液（包括冲洗装ＢＣ的袋子所用的ＰＡＳⅢＭ）获

得ＰＢＣ；（３）将ＰＢＣ轻轻混合均匀后以１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，分离出富含血小板血浆；（４）将富含血小板血浆再以６００

ｒ／ｍｉｎ轻离心５ｍｉｎ以除去残留的红细胞，至此即获得由ＰＢＣ

制备出的ＰＣ；（５）将获得ＰＣ通过血小板型白细胞过滤器过

滤。即时ＰＢＣ组上述过程于采集 ＷＢ当天完成；ＢＣ室温过夜

组先在第１天完成前２步分离出ＢＣ，将ＢＣ于（２２±２）℃保存

放置过夜，于第２天继续后续步骤；ＷＢ室温过夜组则将 ＷＢ

于（２２±２）℃保存放置过夜，第２天完成全部制备步骤。所有

获得的ＰＣ均保存在由２／３ＰＡＳⅢＭ 和１／３血浆组成的保存

液中，于４℃保存７ｄ。

１．３．２　血小板及红细胞残留量计数　于保存期第１、３、５、７

天，使用全自动血细胞分析仪对获得的ＰＣ作血细胞计数。

１．３．３　血小板聚集反应的测定　使用任一志愿献血者的新鲜

贫血小板血浆将３组ＰＣ样本中血小板浓度稀释到２５０×１０９

Ｌ－１，在２５０μＬ稀释后血小板样本中加入２５μＬＡＤＰ，再使用

血小板聚集仪测定样本中血小板对诱导剂 ＡＤＰ（浓度为２０

μｍｏｌ／Ｌ）的最大聚集率
［３］，于保存期第１、３、５、７天各检测

１次。

１．３．４　血小板膜表面糖蛋白ＣＤ６２ｐ表达率检测　于保存期

第１、３、５、７天，参照文献［４］应用流式细胞仪对３组ＰＣ进行血

小板表面糖蛋白ＣＤ６２ｐ表达率的检测：在两只流式细胞仪试

管中分别加入ＩＧ１ＰＥ及ＣＤ６２ｐＰＥ，随后加入一组经稀释处

理好的血小板样本，混合均匀后置于避光处２０ｍｉｎ，再用１％

的多聚甲醛于４℃固定，１０ｍｉｎ后用流式细胞仪检测ＣＤ６２表

达率。

１．３．５　抗低渗休克（ＨＳＲ）能力的测定　于保存期第１、３、５、７

天，参照文献［５］使用分光光度计对３组ＰＣ的 ＨＳＲ进行测

定。分光光度计使用波长６３０ｎｍ，将乏血小板血浆（ＰＰＰ）调

零，一只测试杯加入用蒸馏水稀释的样本（稀释比例为１．０∶

１．５），测最大透光率Ｔｍａｘ，１０ｍｉｎ后测透光率Ｔ１０；另一只测

试杯则加入用血浆稀释的样本（稀释比例为１．０∶１．５），测透

光率 ＴＰ。ＨＳＲ 恢复率＝（Ｔｍａｘ－Ｔ１０）／（Ｔｍａｘ－ＴＰ）×

１００％。

１．３．６　测定ｐＨ值　使用血气分析仪及血气试剂盒测定３组

ＰＣ保存期第１、３、５、７天的ｐＨ值。

１．３．７　细菌培养　细菌培养采用肉汤培养基，取各组样本后

进行细菌培养。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示；采用独立样本狋检验，计数资料采用χ
２ 检

验，结果以率和构成比表示，以 犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　取各组保存期第１、３、５、７天的样本进行细菌培养，结果

均无细菌生长。

２．２　ＢＣ室温过夜组与即时ＰＢＣ组相关指标比较　与即时

ＰＢＣ组相比，在保存期７ｄ内ＢＣ室温过夜组血小板含量均更

高，且能改善血小板聚集功能，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

而红细胞残留量、ＣＤ６２ｐ阳性表达率、ＨＳＲ能力、ｐＨ值等指标

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

２．３　ＷＢ室温过夜组与即时ＰＢＣ组相关指标比较　与即时

ＰＢＣ组相比，在保存期７ｄ内全血室温过夜组血小板含量更高

且血小板 ＨＳＲ能力增强，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而红

细胞残留量、血小板聚集功能、ＣＤ６２ｐ阳性表达率、ｐＨ值等指

标两组差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

３　讨　　论

ＰＢＣ制备ＰＣ的方法最早由Ｂｅｒｔｏｌｉｎｉ等
［６］于１９８９年报

道，既往研究报道患者在输入此方法制备并保存１２ｄ的ＰＣ仍

可使血小板计数迅速升高且出血时间缩短，而保存期间反映

ＰＣ功能和质量的指标如 ＨＳＲ能力及ｐＨ值等均符合要求
［７］。

此外，ＰＢＣ手工制备ＰＣ具有以下优点：（１）ＰＢＣ法制备的ＰＣ

保存液由２／３ＰＡＳⅢＭ和１／３血浆组成，这使血浆得到了节

约；（２）由于在制备过程中使用多次过滤处理去除了白细胞且
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保存液中血浆较少，这大大减少了患者再输注过程中不良反应

的发生；（３）该法制备的ＰＣ保存期可长达７ｄ或以上
［８］；（４）患

者所需的治疗费用明显降低，正是以上这些优点使得ＰＢＣ制

备ＰＣ有广阔的前景。但是传统的即时ＰＢＣ制备ＰＣ模式要

求在１ｄ内完成血液的采集、ＢＣ分离与合格性的检测、汇集

ＢＣ制备ＰＣ以及后续的ＰＣ保存处理等多项工作，由于时间紧

迫往往增加工作人员的夜间工作量及各采血点到血液中心或

中心血站运送血液频次［９］，给制备工作带来了很大的不便。为

解决上述问题，近年来研究人员尝试采用ＢＣ室温过夜法和

ＷＢ室温过夜法这两种新模式进行ＰＣ制备，但室温过夜是否

会对ＰＣ的质量及保存效果有所影响却有待评价。因此，笔者

尝试依据制备ＰＢＣ的３种不同模式对志愿者的血液进行分

组，以探讨这３种ＰＢＣ模式制备的ＰＣ质量及保存效果有无

差异。

在本研究中，与即时ＰＢＣ组相比ＢＣ室温过夜ＰＢＣ组制

备的ＰＣ含量更高，且能改善血小板聚集功能，而其他相关指

标却无明显差异。其原因可能为：刚分离出的ＢＣ，其中的白细

胞和血小板极易相互黏附聚集形成微聚体，如果此时立即制备

ＰＣ，由于血小板与白细胞分离不够完全，一方面可导致血细胞

计数仪无法识别出微聚体中的血小板，从而使即时ＰＢＣ模式

制备出的ＰＣ含量往往较低，另一方面也导致血小板聚集功能

大大受损。而随着ＢＣ储存时间的延长（如ＢＣ室温过夜处

理），由于血小板对外界刺激的敏感性降低，血小板可与白细胞

分离使已形成的微聚体充分解聚，此时的血小板就可以被血细

胞计数仪识别从而使ＢＣ室温过夜模式制备的ＰＣ含量增加，

而制备出的ＰＣ也能重新发挥其聚集功能
［１０１１］。此外，最近的

研究提示 ＷＢ室温过夜ＰＢＣ法制备的ＰＣ含量可较即时ＰＢＣ

制备的ＰＣ平均高出１８．６０％～３３．００％
［１２１３］，与本研究结果相

符，其原因可能与 ＷＢ室温放置过夜后更容易分离出血小板有

关［４］。笔者还观察到，ＷＢ室温过夜ＰＢＣ法制备的ＰＣ其ＨＳＲ

能力也较即时ＰＢＣ法制备的ＰＣ强，血小板 ＨＳＲ能力与其在

体内的存活率密切相关［１４］，制备出的血小板 ＨＳＲ能力越强，

其形态与功能也就越接近正常的血小板，但 ＷＢ室温过夜

ＰＢＣ法制备的ＰＣ其 ＨＳＲ能力增强的原因目前尚不清楚，其

机制有待进一步地研究。

本研究中获得的ＰＣ保存于４℃条件下，这与以往ＰＣ采

取（２２±２）℃保存不同，其原因在于本研究采用的是ＰＣ保存

液由２／３ＰＡＳⅢＭ和１／３血浆组成，而传统方法则完全使用

血浆进行ＰＣ保存。既往研究表明，在完全使用血浆保存ＰＣ

时，４℃保存条件下，血小板易发生激活、凝集等现象，这大大

减弱了血小板的功能［１５］。而采用ＰＣ保存液进行ＰＣ保存时，

４℃与（２２±２）℃条件下保存的ＰＣ其功能并无明显差异
［５］，即

ＰＣ保存液能大大减少４℃条件下血小板发生激活、凝集的可

能，因此在ＰＣ保存液中的ＰＣ于４℃条件下保存是可行的。

此外，本研究涉及长期保存血小板且在研究过程中需多次检测

多项指标，如ＰＣ保存于（２２±２）℃条件下，将大大增加发生细

菌生长的可能，所以本研究最终采取了４℃条件下保存。

总之，ＢＣ室温过夜ＰＢＣ法和 ＷＢ室温过夜ＰＢＣ法均能

安全、可靠、方便地制备ＰＣ，且均可代替即时ＰＢＣ法制备ＰＣ。
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ｖｅｒｎｉｇｈｔｈｏｌｄｏｆｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｂｅｆｏｒｅ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ：ｐｌａｔｅｌｅｔｓ（ＰＬＴｓ）ｆｒｏｍ ＰＬＴｒｉｃｈ

ｐｌａｓｍａ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２０１１，５１（１Ｓ）：Ｓ４５４９．

［１３］ＬｕＦＱ，ＫａｎｇＷ，ＰｅｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｂｌｏｏｄ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｄｏｎａｔｅｄｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄａｆｔｅｒａｎ

ｏｖｅｒｎｉｇｈｔｈｏｌｄｉｎｇａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗｉｔｈｔｈｅｂｕｆｆｙ

ｃｏａｔｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，２０１１，５１（１０）：２１９９２２０７．

［１４］ＭｕｒｐｈｙＳ，ＲｅｂｕｌｌａＰ，ＢｅＩｔｏｌｉｎｉＦ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｍｍｍｅｎｔｏｆ

ｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆｓｔｏｒｅｄｐｌａｉｅｌｅｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓ．ＴｈｅＢＥＳＴ

（ｂｉｏｍｅｄｉｅａｌｅｘｃｅｌｌｅｎｃｅｆｏｒｓａｆｅｒｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ）ｔａｓｋｆｏｒｃｅｏｆ

ｔｈｅｉｎｔｅｍａｄｏｎａｌｓｏｃｉｅｔｙｏｆｂｌｏｏｄｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕｓ

ＭｅｄＢｅｙ，１９９４，８（１）：２９３６．

［１５］ＣｏｎｎｏｒＪ，ＣｕｒｒｉｅＬＭ，ＡｌｌａｎＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｉｎｖｉｔｒｏ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｌａｔｅｌｅｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓｓｔｏｒｅｄａｔ４℃

ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｅｃｏｎｄｍｅｓｓｅｎｇｅｒｅｆｆｅｃｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｆｕ

ｓｉｏｎ，１９９６，３６（８）：６９１６９８．

（收稿日期：２０１３０９０８　修回日期：２０１３１０２２）
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