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降温速率对血小板冰冻保存质量的影响
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［摘要］　目的：观察不同降温速率下血小板冰冻保存效果，探讨血小板冰冻保存的最佳降温速率。方法：在新型血小板冷冻

保护剂作用下，血小板以不同速率（１、１０、２０℃／ｍｉｎ）降温至－８０℃后直接转入深低温冰箱保存，冻存１周后复温检测其体外功

能和表面分子的变化，与非程序降温组及新鲜血小板作比较。结果：复温后各冰冻保存组的血小板计数均低于新鲜对照组

（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。肾上腺素诱导的最大聚集率１０℃／ｍｉｎ组与１℃／ｍｉｎ组、非程序降温组两两比较无统计学差异，低于

新鲜对照组（Ｐ＜０．０１），但高于２０℃／ｍｉｎ组（Ｐ＜０．０５）。ＣＤ４２ｂ表达的平均荧光强度１０℃／ｍｉｎ组高于其他各冷冻保存组

（Ｐ＜０．０５），低于新鲜对照组，但无统计学意义。血小板复温后１℃／ｍｉｎ组、２０℃／ｍｉｎ组、非程序降温组表面的ＣＤ６２ｐ荧光强

度均高于新鲜对照组（Ｐ＜０．０５），１０℃／ｍｉｎ组ＣＤ６２ｐ荧光强度高于新鲜对照组，但无统计学差异。结论：降温速率对冰冻保

存血小板效果影响较大，在新型血小板冷冻保护剂作用下，相对于１、２０℃／ｍｉｎ，１０℃／ｍｉｎ降温速率效果最佳。
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　　血小板是血液的重要组成成分，参与机体凝血
过程，发挥正常的止血功能；输注血小板对各种原因

引起的血小板减少性和（或）功能障碍性出血具有药
物不可替代的治疗作用［１２］。由于血小板寿命短、结
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构和功能易受多种因素的影响，体外不易保存。因
此，血小板体外保存成为目前研究的热点［１］。冰冻
保存被认为是延长血小板保存时间的最佳选择之

一［３］。目前国内外研究主要集中于血小板冰冻保存
保护剂的开发、保护剂各成分的优化以及冰冻保存
血小板的临床应用［４９］，缺乏降温程序方面的研究。

　　细胞的低温生物物理特性对细胞的低温保存至
关重要，降温速率是其中重要参数之一［１０］。降温速
度过快，细胞内的水来不及渗出到细胞外，则会有胞
内冰晶形成（ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｉｃｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＩＩＦ），造成
细胞的致命损伤。而慢速冷冻过程中，细胞外液的
水分不断结冰导致大量的水分由胞内渗出、胞内渗
透压升高，造成“溶质效应”［１１］。目前的降温方法均
为非程序性降温，无法控制降温速率，存在很多的不
可控因素，不利于血小板保存。因此必须寻求一个
冷冻保存的最佳降温速率，既能防止“胞内冰”的形
成，又能使“溶质效应”最小化。

　　本实验采用的血小板冷冻保存试剂是一种新型
血小板冷冻 保 护 剂［４５］，我们 课 题 组 的 前 期 研
究［２，９，１２］证实其有利于血小板保存，能明显降低二甲
亚砜（ＤＭＳＯ）的用量。在此基础上，本研究观察此
血小板冷冻保护剂条件下不同降温速率对血小板保

存活性的影响，以探讨最佳的降温速率。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　全自动血细胞分析仪（Ｍｅｔ
ＢＣ２８００，深圳），冷冻离心机（ＨｅｒａｅｕｓＣｒｙｏｆｕｇｅＲ○

６ｏｏｏｉ，德国），深低温冰箱（Ｆｏｒｍａ８５００２３，ＵＳＡ），血液
凝聚仪（ＳＨ９３，上海），ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（Ｂｅｃ
ｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎＦＡＣＳｃａｌｉｂｅｒ，ＵＳＡ）和ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ分析
软件，升降式微机控制程序降温仪（上海理工大学低
温生物医学技术研究所自制）。所用试剂均为分析
纯，ＤＭＳＯ、硝普钠、阿米洛利（Ｓｉｇｍａ，美国），腺苷
（Ａｍｒｅｓｃｏ，美国），ＦＩＴＣ标记抗人ＣＤ４２ｂ、ＰＥ／Ｃｙ５标
记抗人ＣＤ４１（ＢＤ，美国），ＰＥ标记抗人ＣＤ６２ｐ（Ｂｉｏｌｅｇ
ｎｅｎｄ，美国）。

１．２　冷冻保护剂的配制　阿米洛利０．００３３ｇ、硝普
钠０．０００７ｇ、腺苷０．００１３ｇ，溶解于１ｍｌＤＭＳＯ中，
在作为血小板冻存保护剂时，以１５０比例加入浓缩
血小板，ＤＭＳＯ浓度为２％［９，１３］。

１．３　浓缩血小板的制备及分组　采集１２例健康合
格捐血者全血２００ｍｌ（ＡＣＤＢ抗凝），ＰＲＰ二次离心
法（１６１７×ｇ８ｍｉｎ和３４２３×ｇ８ｍｉｎ），２ｈ内完成浓
缩血小板的制备。将采集的浓缩血小板分成４份，每
份１ｍｌ，并预留部分新鲜血小板作对照，加入新型血

小板冷冻保护剂，将每单位浓缩血小板按不同的冷冻
速率等分为４组（ｎ＝１２），分别以１℃／ｍｉｎ、１０℃／ｍｉｎ、

２０℃／ｍｉｎ降温至－８０℃后转入深低温冰箱保存，非程
序降温组直接置入深低温冰箱－８０℃保存，１周后复
温进行下一步实验。

１．４　血小板计数与血小板回收率　用全自动血细胞
分析仪，测定冷冻前及复温后的血小板。血小板体外
回收率（ＲＲ）＝（复温后血小板数／降温前血小板
数）×１００％。

１．５　血小板聚集功能的检测　采用肾上腺素（５．６
ｍｍｏｌ／ｍｌ）作为聚集诱导剂。ＰＰＰ调零，ＰＲＰ调幅，检
测并记录５ｍｉｎ血小板聚集曲线和血小板最大聚集
率。

１．６　血小板表面ＣＤ６２ｐ、ＣＤ４１、ＣＤ４２ｂ表达　采用直
接法检测血小板ＣＤ６２ｐ、ＣＤ４１、ＣＤ４２ｂ表达：在流式专
用管中加入３０μｌＰＢＳ，然后加入待测浓缩血小板标本

５μｌ，再分别加入５μｌ的ＰＥＣＤ６２ｐ、ＰＥ／Ｃｙ５ＣＤ４１、

ＦＩＴＣＣＤ４２ｂ，常温下避光孵育２０ｍｉｎ，洗涤、离心后
加入３００μｌ１％多聚甲醛，上机检测。

１．７　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１３．０，统计方
法为 单 因 素 方 差 分 析 和 ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ
（ＳＮＫ）法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　３种不同程序降温速率的降温曲线　１℃／ｍｉｎ、

１０℃／ｍｉｎ、２０℃／ｍｉｎ３种冷冻方法得到的降温过程曲
线见图１，３种降温速率之间的差异明显。

图１　不同速率的降温曲线

Ｆｉｇ１　Ｃｏｏｌｉｎｇｃｕｒｖｅａｔｖａｒｉｏｕｓｃｏｏｌｉｎｇｒａｔｅｓ

２．２　不同降温速率冷冻保存后血小板计数的比
较　血小板复温后，１℃／ｍｉｎ组、１０℃／ｍｉｎ组、２０℃／

ｍｉｎ组、非程序降温组的血小板计数均低于新鲜对照
组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。冰冻血小板中１０℃／ｍｉｎ
组与２０℃／ｍｉｎ组比较有统计学差异（Ｐ＜０．０５），与

１℃／ｍｉｎ组、非程序降温组比较无统计学差异。１０℃／
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ｍｉｎ组、１℃／ｍｉｎ组、非程序降温组均高于２０℃／ｍｉｎ
组（表１）。

２．３　冷冻前后血小板聚集功能改变　冷冻后血小板
肾上腺素诱导的最大聚集率各处理组相对新鲜对照

组显著降低（Ｐ＜０．０１）。其中１０℃／ｍｉｎ组与１℃／

ｍｉｎ组、非程序降温组两两比较无明显差异均高于

２０℃／ｍｉｎ组（Ｐ＜０．０５，表１）。

２．４　流式细胞仪检查结果　与新鲜血小板相比，冰
冻复温后的各组血小板表面ＣＤ４１荧光强度无明显变

化（Ｐ＞０．０５）。１℃／ｍｉｎ组、２０℃／ｍｉｎ组、非程序降温
组ＣＤ４２ｂ的荧光强度比新鲜对照组的显著减低（Ｐ＜
０．０５），其中１０℃／ｍｉｎ组ＣＤ４２ｂ的表达水平低于新鲜
对照组，但无统计学意义，且高于其他各冰冻组（Ｐ＜
０．０５）。冰冻血小板复温１℃／ｍｉｎ组、２０℃／ｍｉｎ组、非
程序降温组表面的ＣＤ６２ｐ荧光强度明显高于新鲜对
照组（Ｐ＜０．０５），１０℃／ｍｉｎ组ＣＤ６２ｐ荧光强度高于新
鲜对照组，但无统计学差异，与其他３组比较有统计
学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　冰冻血小板复温后的体外功能测定

Ｔａｂ１　Ｆｕｎｃｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｔｈａｗｅｄｐｌａｔｅｌｅｔｓｉｎｖｉｔｒｏ
（ｎ＝１２，珔ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｐｌａｔｅｌｅｔｃｏｕｎｔ
（×１０９／Ｌ） ＲＲ（％）

Ａｄｒｅｎａｌｉｎｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ

ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ（％）
ＣＤ４１
（ＭＦＩ）

ＣＤ４２ｂ
（ＭＦＩ）

ＣＤ６２ｐ
（ＭＦＩ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８５０±２８１ １００ ５１．９±４．４ １７１９±５２２ １０６．４±４３．４ ２３．２±８．２
Ｇｒｏｕｐ１ ７３３±２１４ ８６ ２９．２±７．９ １８４４±４２７ ７８．２±１６．２ ３８．３±１０．８

Ｇｒｏｕｐ２ ７８０±２４４ ９２ ３４．４±７．１ １７０４±５８３ ８７．４±２５．８△ ２８．７±６．９△

Ｇｒｏｕｐ３ ６８９±２０６ ８１ ２５．５±９．５ １８５２±４１３ ６９．９±１６ ４５．０±１２．８

Ｇｒｏｕｐ４ ６９９±１９９ ８３ ２９．８±６．３ １７９１±３８０ ７２．１±２２．７ ４２．２±１２．８

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐ１，ｇｒｏｕｐ３ｏｒｇｒｏｕｐ４．Ｇｒｏｕｐ１：１℃／ｍｉｎ；Ｇｒｏｕｐ２：１０℃／ｍｉｎ；Ｇｒｏｕｐ３：２０℃／ｍｉｎ；

Ｇｒｏｕｐ４：Ｎｏｎｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｏｏｌｉｎｇｇｒｏｕｐ；ＲＲ：Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

３　讨　论

　　近年来，临床应用血小板数量急剧增加，使用新
鲜液体血小板及时供给性已远远不能满足临床需要。
冰冻保存后的的血小板具有良好的即刻止血效果和

升高血小板功效，为血小板保存开辟了新途径［１４１５］。
但冰冻保存过程本身对血小板具有损伤，影响保存效
果，阻碍冰冻保存技术的推广。降温速率是决定细胞
冰冻保存效果的重要因素，可根据不同降温速率将细
胞损伤分为慢速降温下的溶质效应及快速降温下的

胞内冰晶形成［１１，１６］。降温过程中，当细胞悬液冷至－
５℃时，细胞及周围介质还未结冰，只是处于过冷状
态，降温至－５～－１５℃之间时，细胞外溶液先出现结
冰而细胞内仍未结冰，处于过冷状态，如果降温速率
过快，细胞内的水来不及渗出到细胞外，则会在胞内
形成冰晶，使胞内外渗透压达到平衡，损伤细胞膜，造
成细胞的致命损伤。而降温速度慢的时候，会因为细
胞脱水、皱缩和胞内高渗透压状态，损坏细胞膜上的
脂质分子，复温时，大量水分进入细胞内，造成细胞死
亡［１１］。由于过快或过慢的降温速率都会对细胞造成
一定的损伤，因此，必须寻求一个冰冻保存的最佳速
率，既慢到足以防止“胞内冰”的形成，又快到使“溶质
效应”最小化，使降温速率达到平衡。对于不同的细
胞种类和不同的冷冻保护剂，需要探索不同的最佳降

温速率［１１］。

　　本实验所采用的血小板冷冻保护剂是低浓度

ＤＭＳＯ（２％）和第二信使调节剂混合物，通过可逆的作
用于特异的活化通路抑制血小板体外激活、稳定血小
板细胞内生化、减少血小板冻存损伤、降低ＤＭＳＯ的
浓度，提高保存血小板的质量。前期研究［９，１２］已经证

实其保存效果等同于６％的ＤＭＳＯ。

　　本研究利用程序降温仪分别以１℃／ｍｉｎ、１０℃／

ｍｉｎ、２０℃／ｍｉｎ不同速率将标本降温至－８０℃后转至
深低温冰箱内保存，１周后复温检测血小板计数、肾上
腺素诱导的最大聚集率，１０℃／ｍｉｎ组相对新鲜对照组
有显著降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），但高于其他各处
理组，与文献［１７］结果类似。

　　ＣＤ４１是血小板膜糖蛋白Ⅱｂ／Ⅲａ复合物的α亚单
位，在静息和活化的血小板上均表达，可作为血小板
特异性膜抗原来鉴别血小板群［１８］。ＣＤ４２ｂ即ＧＰＩｂ，
是血小板ｖＷ 因子受体，介导血小板黏附于受伤的血
管壁，参与血小板止血。血小板体外保存可激活血浆
蛋白酶分解ＧＰＩｂ，导致其水平下降［１８］。各冰冻组血
小板的ＣＤ４２ｂ的荧光强度比新鲜对照组的显著减低
（Ｐ＜０．０５），其中１０℃／ｍｉｎ组ＣＤ４２ｂ的表达低于新
鲜对照组，无统计学意义，但高于其他各组（Ｐ＜０．
０５），表明以１０℃／ｍｉｎ降温的冰冻血小板ＧＰＩｂ水平
与新鲜血小板最为接近。ＣＤ６２ｐ即血小板颗粒膜蛋
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白１４０，也称Ｐ选择蛋白（Ｐｓｅｌｅｃｔｉｎ），属于蛋白黏附分
子家族。血小板未活化时不表达ＣＤ６２ｐ，当血小板被
激活时，在质膜上表达ＣＤ６２ｐ。由于ＣＤ６２ｐ在活化和
非活化血小板间的差异最显著，因此ＣＤ６２ｐ可以作为
最准确的血小板激活标志物之一［１９２０］。熔融血小板
中１℃／ｍｉｎ组、２０℃／ｍｉｎ组、非程序降温组表面的

ＣＤ６２ｐ的荧光强度高于新鲜血小板（Ｐ＜０．０５），其中

１０℃／ｍｉｎ组的ＣＤ６２ｐ荧光强度低于其他３组冰冻血
小板（Ｐ＜０．０５），高于新鲜血小板对照组，但无统计学
意义。这表明以１０℃／ｍｉｎ降温的冰冻血小板活化程
度低于其他冰冻组。

　　本研究结果表明，以１０℃／ｍｉｎ进行程序降温的
血小板复温后在各方面与新鲜血小板最为接近，优于
其他各组，证明降温速率对血小板冰冻保存效果有影
响，选择适当的降温速率可以提高血小板冰冻保存效
果，但仍需在血小板低温生物物理学机制方面进行深
入的研究，同时进一步改进和优化冰冻参数，使冰冻
血小板最大限度的保持正常生理功能，从而具有更大
的临床应用价值。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学卫生勤务学系
卫生统计学教研室孙亚林老师、上海理工大学低温生
物技术研究所周国燕副教授、周新丽老师的支持和帮
助，在此一并表示感谢！）
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