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细胞松弛素D在TEG中对血小板制品凝血功能
检测的应用研究*

钟周琳,周 燕,卢 芳,李丽兰,吴国光△

(广西壮族自治区南宁输血医学研究所,南宁
 

530007)

  [摘要] 目的 应用细胞松弛素D(CD)抑制血小板参与凝血,建立血栓弹力图(TEG)检测血小板制品凝

血功能的方法。方法 通过优化实验条件,选择合适血小板浓度作为TEG检测血小板制品的工作浓度及合适

浓度的CD抑制血小板,并与Functional
 

Fibrinogen(FF)试剂盒比较抑制血小板的效果。应用CD抑制血小

板,TEG检测获得血浆纤维蛋白原对最大振幅(MA)的贡献值 MAfib,计算血小板贡献值 MAplt;采用建立的

方法检测30份单采血小板制品,获得正常参考范围。结果 选择血小板浓度100×109/L作为TEG检测血小

板制品的工作浓度,终浓度为3.0
 

μmol/L的CD用于抑制血小板。CD可完全抑制浓度为50×109/L~500×
109/L的血小板,而FF试剂盒无法完全抑制浓度大于200×109/L的血小板。检测30份不同献血者的单采血

小板制品 MA为(64.95±5.67)mm,MAfib为(24.65±5.42)mm,MAplt为(40.30±3.63)mm。结论 本研

究方法可应用于血小板制品功能的评估。
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  [Abstract] Objective To

 

establish
 

a
 

method
 

for
 

platelet
 

concentrates
 

aggregation
 

based
 

on
 

throm-
boelastography(TEG)

 

using
 

cytochalasin
 

D
 

(CD)
 

to
 

inhibit
 

the
 

contribution
 

of
 

platelet
 

to
 

clot
 

strength.Meth-
ods Appropriate

 

platelet
 

concentration
 

and
 

CD
 

concentration
 

were
 

selected
 

for
 

TEG
 

assay
 

and
 

platelet
 

inhibi-
tion,while

 

Functional
 

Fibrinogen
 

(FF)
 

kit
 

was
 

applied
 

for
 

comparing
 

with
 

CD
 

for
 

the
 

effect
 

of
 

platelet
 

inhibi-
tion.MAfib

 

of
 

TEG
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

CD
 

to
 

inhibit
 

platelet,then
 

MAplt
 

was
 

calculated.A
 

total
 

of
 

30
 

PCs
 

from
 

different
 

donors
 

were
 

detected
 

to
 

obtain
 

the
 

reference
 

range
 

of
 

normal
 

value
 

of
 

MAplt.Results Platelet
 

100×109/L
 

as
 

a
 

working
 

concentration
 

was
 

selected
 

for
 

detecting
 

PCs
 

by
 

TEG,and
 

CD
 

with
 

a
 

final
 

concentra-
tion

 

of
 

3.0
 

μmol/L
 

was
 

applied
 

for
 

platelet
 

inhibition.CD
 

could
 

effectively
 

inhibit
 

50×109/L-500×109/L
 

platelet,while
 

FF
 

kit
 

could
 

not
 

effectively
 

inhibit
 

platelet>200×109/L.The
 

reference
 

range
 

of
 

MA
 

was
 

(64.95±5.67)mm,MAfib
 

was
 

(24.65±5.42)mm,MAplt
 

was
 

(40.30±3.63)mm,respectively.Conclusion 
This

 

method
 

can
 

be
 

applied
 

to
 

evaluate
 

the
 

platelet
 

function.
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  血小板制品在血液系统、肿瘤等血小板减少疾病

中的应用越来越广泛,血小板质量是血小板有效输注

的重 要 因 素[1-4]。根 据《全 血 及 成 分 血 质 量 要 求》
(GB18469-2012),血小板制品的质量控制只有血小板

计数、pH值等少量指标,而血小板制品功能性检测的

文献 报 道 较 少。本 研 究 通 过 血 栓 弹 力 图(throm-
boelastography,TEG)检测血小板制品,应用细胞松

弛素D(cytochalasin
 

D,CD)抑制血小板细胞骨架重

排,消除血小板对最大振幅(maximum
 

amplitude,
MA)的作用,区分纤维蛋白原对 MA的贡献值(MA-
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fib),计算血小板对 MA 的贡献值(MAplt),并 与

Functional
 

Fibrinogen(FF)试剂盒比较抑制血小板的

效果,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

血液标本来自2019年1-10月南宁中心血站单

采血小板制品标本,献血者捐献单采血小板完成后留

取3
 

mL标本,(22±2)℃条件下震荡保存,3
 

h内完成

检测。献血者男女比例为1∶1,年龄18~55岁,符合

《献血者健康检查要求》,献血前5
 

d内未服用抑制或

损害血小板功能的药物,献血者对本研究知情同意。
1.2 方法

1.2.1 试剂与仪器

Hemostasis
 

System
 

Kaolin试剂盒、FF试剂盒、
TEG5000购于美国 Haemoscope公司;CD购于美国

Life
 

technologies公司;Sysmex-XT2000i五分类血细

胞计数仪购于日本Sysmex公司。
1.2.2 TEG检测血小板制品浓度的选择

将血小板制品用AB型冰冻血浆分别稀释至50、
100、200、300、400、500×109/L浓度梯度,按 Hemo-
stasis

 

System
 

Kaolin试剂盒说明书,分别吸取1
 

mL
不同浓度的血小板至含高岭土的活化试剂瓶,轻轻颠

倒混匀5次,吸取330
 

μL至预先加入30
 

μL的0.2
 

mmol/L
 

CaCl2 的样品杯,TEG用CK模式运行检测,
直到 MA确定。分析血小板浓度对TEG检测结果的

影响,选择TEG检测敏感的血小板工作浓度。
1.2.3 CD抑制血小板凝血功能的TEG检测

将CD 试 剂 溶 解 于 二 甲 基 亚 砜 (DMSO),1
 

mmol/L,分装冻存于-20
 

℃备用。实验前将CD与

血小板充分混匀,吸取1
 

mL至含高岭土的活化试剂

瓶,轻轻颠倒混匀5次,吸取330
 

μL至预先加入30
 

μL的0.2
 

mmol/L
 

CaCl2 的反应杯,TEG用CK模式

运行检测,直到 MA 确定。分别以终浓度为0.5、
1.0、1.5、2.0、2.5、3.0

 

μmol/L的CD抑制血小板,分
析不同浓度的CD对抑制血小板凝血效果的影响,选

择合适的浓度应用于抑制血小板;CD分别与血小板

孵育0、5、10、20、30
 

min,分析孵育时间对抑制血小板

凝血效果的影响。
1.2.4 CD与FF试剂盒抑制血小板凝血效果的比较

按FF试剂盒说明书将试剂盒放置室温平衡,轻
敲含GPⅡb/Ⅲa抑制剂的试剂瓶,确保内容物在小瓶

底部,吸取500
 

μL血小板至试剂瓶,轻轻旋转倒置混

匀5次后,吸取330
 

μL至预先加入30
 

μL的0.2
 

mmol/L
 

CaCl2 的反应杯,TEG用有功能性纤维蛋白

原检测功能(CFF)模式运行检测,直到 MA确定。分

别检测浓度为50、100、200、300、400、500×109/L的

血小板,同时按前述方法用CD处理抑制相同血小板

浓度的血小板,并用TEG检测。通过比较相同血小

板浓度的 MA,比较两种方法抑制血小板的效果。
1.2.5 MAplt的计算及检测30份单采血小板获得

MAplt的参考范围

应用前述血小板工作浓度,按前所述检测30份

不同献血者的单采血小板获得 MA,按前述合适的

CD抑制血小板实验条件检测单采血小板获得 MA-
fib,按公式MAplt=MA-MAfib计算MAplt的参考

范围。
1.3 统计学处理

采用SPSS
 

19.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,组间两两比较采用t检验和Bonferroni校

正法,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 血小板浓度对TEG检测结果的影响

MA随血小板浓度升高而升高,血小板浓度高于

300×109/L 时,MA 升 高 不 明 显,血 小 板 浓 度 为

300×109/L、400×109/L、500×109/L时 MA比较,
差异无统计学意义(P>0.05),而血小板浓度低于

100×109/L时,MA明显降低。血小板50×109/L、
100×109/L

 

分别与不同血小板浓度两两比较差异有

统计学意义(P<0.05),血小板为50×109/L时 MA
接近试剂盒参考范围的最低临界值,见表1。

表1  不同浓度血小板的TEG检测结果(n=6,x±s,mm)

血小板浓度 MA
CD抑制血小板

MAfib MAplt

FF试剂盒

MAfib MAplt

50×109/L 51.54±2.35a 24.58±1.64 26.96±2.04 24.14±1.38 27.40±3.50

100×109/L 63.64±1.61a 24.36±1.33 39.28±2.82 24.40±1.73 39.24±2.54

200×109/L 67.48±1.23 24.22±1.98 43.26±3.09 27.68±1.81a 39.80±2.87

300×109/L 69.08±2.48 24.34±1.94 44.74±3.75 34.06±1.84a 35.02±1.28

400×109/L 68.88±2.41 24.22±1.85 44.66±3.69 36.88±1.93a 32.00±3.84

500×109/L 70.80±3.00 24.54±1.90 46.26±3.00 41.88±2.12a 28.92±3.78

  a:P<0.05,与其他血小板浓度比较。
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表2  单采血小板血液制品TEG检测结果(n=30,x±s)

检测方法 R(min) K(min) α角(度) MA(mm) MAplt(mm)

CK 15.00±7.06 1.40±0.88 68.44±9.76 64.95±5.67 40.30±7.11

CK-CD 14.94±8.60 5.22±4.28 40.99±11.41 24.65±5.42 -

  R:凝血反应时间;-:无数据。

2.2 CD的浓度对抑制血小板凝血效果的影响

浓度0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0
 

μmol/L的CD
抑制血小板,MAfib分别为(38.12±1.78)、(32.94±
1.75)、(26.80±1.67)、(24.10±1.76)、(24.14±
1.32)、(24.18±1.66)mm。2.0、2.5、3.0

 

μmol/L的

CD抑制血小板的 MAfib组间比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。
2.3 CD孵育时间对抑制血小板凝血效果的影响

3.0
 

μmol/L的CD与100×109/L的血小板分别

孵育0、5、10、20、30
 

min,MAfib
 

分别为(24.36±
1.33)、(25.16±1.86)、(24.87±1.74)、(24.43±
1.92)、(24.15±1.82)mm,差异无统计学意义(P>
0.05)。
2.4 CD与FF试剂盒抑制血小板凝血效果的比较

3.0
 

μmol/L
 

CD抑制50×109/L~500×109/L
的血 小 板,MAfib比 较,差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05)。而FF试剂盒仅可以有效抑制50×109/L、
100×109/L的血小板,MAfib比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。血小板浓度大于200×109/L,则不能

完全抑制血小板,而血小板浓度为200×109/L~
500×109/L的 MAfib两两比较,差异有统计学意义

(P<0.05),见表1。
2.5 单采血小板血液制品TEG检测结果

以血小板100×109/L、CD终浓度3.0
 

μmol/L
抑制血小板,检测30份来自不同献血者的血小板制

品发现,血小板被抑制后,TEG其他参数也发生变

化,血块形成时间(K)延长、α角变小,见表2。
3 讨  论

TEG可提供由凝血启动到血小板联结、纤维蛋

白丝形成、血块形成及降解的全部信息,广泛应用于

监控创伤、手术、肝移植等患者的凝血状态,对临床输

血、抗血小板药物治疗指导[5-10]。然而,应用于血小板

制品检测上较少见,相关检测的过程更需标准化。由

于血小板制品的浓度很高(约1
 

000×109/L),可导致

TEG检测的灵敏度降低,使凝血功能异常的血小板

会有漏检现象产生。为提高TEG检测灵敏度,本研

究用同一来源的 AB型冰冻血浆稀释成不同的血小

板浓度梯度,发现血小板浓度小于或等于100×109/L
时,MA明显随血小板浓度降低而减少,当血小板浓

度小于50×109/L时,MA接近试剂盒参考范围的最

低临界值,从而本研究将血小板检测浓度设定为

100×109/L。MA反映血凝块最大强度或硬度,其影

响因素有2个,即血小板和纤维蛋白原[11-12],如何区

分二者对血块凝集的贡献值是TEG检测血小板凝血

功能的关键。
本研究探讨了在TEG技术中,应用细胞松弛素

D中对血小板制品凝血功能的检测效果和相关价值。
血小板活化凝血过程从无黏性的圆盘状细胞变成有

黏性的、有突起的胶状物,这种变化依赖于肌动蛋白

聚合,血小板的肌动蛋白含量约占总蛋白20%,其作

为细胞骨架对血小板的生物学功能起关键作用[13-14]。
而细胞松弛素D是肌动蛋白聚合的抑制剂,其与F-肌
动蛋白的(+)端结合,干扰肌动蛋白丝的延长,减少

微丝的形成,阻止F-肌动蛋白的功能,抑制血小板细

胞骨架重排,从而消除血小板对血块凝集的作用[15],
 

CD浓度可影响抑制血小板的效果,本研究确定CD
终浓度3.0

 

μmol/L可完全抑制浓度为50×109/L~
500×109/L的血小板。本研究还比较了作用时间对

抑制血小板凝血效果的影响,CD分别与血小板作用

0、5、10、20、30
 

min,TEG检测 MAfib无显著性差异,
表明CD不预先与血小板作用,混匀后即可检测。而

FINKENSTAEDT-QUINN等[16]通过荧光标记单细

胞图像研究血小板细胞骨架动力学,发现血小板与

CD接触后发生形状改变40
 

s内即可达到稳定的状

态,从另一方面说明了CD抑制血小板的高效性。

FF试剂盒通过阿昔单抗等GPⅡb/Ⅲa受体抑制

剂,阻止纤维蛋白原与血小板 GPⅡb/Ⅲa受体的结

合,其抑制效果更依赖于抑制剂的浓度,SCHLIMP
等[17]报道FF试剂盒不能完全抑制血小板,本研究发

现血小板大于或等于200时FF试剂盒不能完全抑制

血小板,MAfib随血小板浓度升高而升高。与FF试

剂盒相比,CD用量少、可抑制更高浓度的血小板,成
本大幅低于FF试剂盒,除了用于检测血小板制品以

外,还可应用于检测患者纤维蛋白原功能等,具有推

广价值。
综上所述,本研究应用细胞松弛素D抑制血小板

凝血功能,区分血小板和血浆纤维蛋白原对 MA的贡

献值 MAplt和 MAfib,建立了TEG检测血小板制品

凝血功能的方法及本室的正常参考范围,可推广应用

于血小板制品质量的监控。
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