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血2%%$%%9B在不同离心参数下离心!手工分离白膜!比较白膜层血小板回收率&将白膜$%%1%9B在不同离
心参数下离心!分离M<M!比较M<M血小板回收率&对M<M进行血小板低渗休克反应"IL<#!验证血小板功
能$结果!第$次离心!2%%$%%9B全血分别在0-%%(0%R离心$$9#,白膜层血小板回收率即达到较高水平
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板回收率达到最高水平*"(2&%-e0&(%#̂ %"/2&$2e1&1/#̂ +$$%9B白膜在-%R离心$'9#,%$%%R离心(
9#,M<MIL<比率达到最高水平*"2'&1)e'&)$#̂ %"22&2%e'&(0#̂ +&1%9B白膜在-%R离心$-9#,%
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膜法制备M<M可获得理想的回收率!是现有制备剂量的补充$
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!!富血小板血浆#5;:48;84.N#735;:+9:%M<M$在治
疗难愈合性创面+关节损伤及皮肤年轻化等应用医学
的效果优势%让 M<M 的制备技术也得到飞速发
展&$.1')目前M<M分为手工分离制备和血细胞分离
机采集#机采$%机采回收率稳定%但需患者有足够的
血容量及良好的心肺功能%在采集过程中%能够耐受
短时间内%0%%9B血液短暂离体)体重较轻的患者
血容量较少+年纪较大的患者心功能对失血的耐受性
差%采集风险较大)对于低体重又需用自体M<M的
患者%小剂量全血白膜法血袋制备技术显得尤为重
要)全血来源现有制备剂量1%%+'%%+0%%9B%采血
袋制备M<M均有相关制备技术的报道&'.2'%为了弥补
更小剂量全血采血袋制备M<M的研究空白%本课题
组对2%+$%%9B全血不同制备参数下获得M<M回收
率进行了比较分析%旨在确定该条件下制备M<M的
最佳方法%更好地满足临床需求%现报道如下)
?!资料与方法
?&?!一般资料

收集相同来源的全血2%+$%%9B各-2袋)仪器
和试剂!一次性使用塑料四联采血袋#批号1$%/$/%四
川南格尔公司$%2%+$%%9B转移袋#批号1$%0%$+
1$%0%1%四川南格尔公司$%大容量低温离心机#型号
)%%%#%德国 J38N9"公司$%I89:T''%血球计数仪
#山东烟台$%DH-'2@ 采血秤#韩国森通公司$%
L=12%热合机#韩国森通公司$%分光光度计#型号
\?ZD-1%%%上海尤尼柯公司$)本研究经陆军军医大
学第一附属医院伦理委员会审批通过&伦理批件号!
#@$E[1%1$%2-')
?&@!方法
?&@&?!分组

将相同来源的全血2%+$%%9B各-2袋根据离心
时间#(+$$+$'+$2+$-9#,$分为2组%每组$2例%手工
分离 白 膜%比 较 白 膜 层 血 小 板 回 收 率)将 白 膜
$%9Ba)%袋+1%9Ba-%袋根据离心时间#(+$'+$-
9#,$分为'组%分离M<M%在1%9B白膜-%R离心力
时增加$组1$9#,离心时间%分组增加为0组%每组
均为$%例%比较M<M血小板回收率(同时检测并比较
在该条件下 M<M血小板低渗休克反应#3U5"4",#7
+3"76N8+5",+8%IL<$比率%每组各)例)
?&@&@!确定离心力

第$次离心!根据团队前期制备浓缩血小板的经
验参数#$/-2R%11_%$29#,$&)'%离心时间及温度不
变%均使用$%%9B转移袋%倍比下降整数设置离心力
梯度%依次为(0%+0-%+10%R)肉眼观察白膜层的紧
实度适宜!全血取出时%白膜层无浑浊%分离时白膜层
上浮无附壁)2%+$%% 9B全血分别确定离心力为

0-%+(0%R)第1次离心!参照参数#-%"$%%R%11_%
$%9#,$&-./'%离心时间及温度不变%均使用2%9B转
移袋%设置离心力梯度为$%%+-%R%肉眼观察红细胞
下沉的紧实度适宜%$%+1%9B白膜分别确定离心力
为-%+$%%R)
?&@&A!制备M<M

将2%+$%%9B全血进行第$次离心%分别按照
0-%+(0%R%#11e1$_%(+$$+$'+$2+$-9#,离心%分
离白膜层为$%+1%9B%分离后静置$3%震摇'%9#,%
测量白膜层血小板计数%计算白膜层血小板回收率)
将白膜$%+1%9B分别以-%+$%%R%#11e1$_%(+$'+
$-+1$9#,#仅在-%R比较$进行第1次轻离心%分离
M<M%静置$3%震摇'%9#,%检测血小板计数%计算
M<M血小板回收率)
?&@&B!测定 IL<比率

M<M用自身贫血小板血浆#5;:48;845""N5;:+.
9:%MMM$稀释至血小板1%%a$%("B"0%%a$%("B%
与MMM+蒸馏水均置于'- _保温%磷酸盐缓冲溶液
#53"+53:48WSOO8N+:;#,8%MGL$5I-&0%MMM与MGL
按1̀ $的体积比混合调零%M<M与MGL按1̀ $的体
积比混合作为对照管%M<M与蒸馏水按1`$的体积
比混合作为样品管%在)$%,9处读取样品最小吸光
度#/$值及$29#,时/ 值%并按下列公式计算 IL<
比率!

IL<比率#̂ $h
样品/值Y 样品最小/值
对照/值Y 样品最小/值a$%%̂

?&@&C!观察指标
全血白膜层血小板回收率+白膜层M<M血小板

回收率+M<MIL<比率)
?&@&D!标本留取

白膜混匀后留取%&29B%测定血小板计数(M<M
留取0"-9B%进行血小板计数%再检测 IL<比率)
?&A!统计学处理

采用LMLL12&%软件进行数据分析%计量资料以
EeA表示%多组间比较采用单因素方差分析#F,8.
V:U@?Fg@$%方差齐时采用BLC分析结果%方差不
齐时采用CS,,844J'分析结果%以!$%&%2为差异
有统计学意义)
@!结!!果
@&?!不同离心时间白膜层血小板回收率比较

2%9B全血在0-%R离心$$"$-9#,白膜层血
小板回收率处于较高水平%差异有统计学意义#!$
%&%2$($%%9B全血在(0%R离心$$"$29#,白膜层
血小板回收率处于较高水平%差异有统计学意义#!$
%&%2$)两种剂量白膜层血小板回收率可在离心$$
9#,时即达到较高水平%见表$)
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表$!!不同离心时间白膜层血小板回收率比较%'h$2'EeA'̂ &

项目 离心力#R$ (9#, $$9#, $'9#, $29#, $-9#,

2%9B 0-% )(&)%e$1&-%: -'&2%e$'&1% -0&-%e$1&%) -$&1%e$1&2- -0&0%e$-&$%

$%%9B (0% )'&'%e$%&($: -$&'%e$$&$1 -'&(%e$'&'' -1&/%e$1&1( )/&1%e$'&%(:

!!:!!$%&%2%与$'9#,白膜层血小板回收率比较)

@&@!不同离心时间M<M血小板回收率比较
$%9B白膜在-%R+离心$'9#,M<M血小板回

收率最高%差异有统计学意义#!$%&%2$(1%9B白膜
在$%%R+离心$'9#,M<M血小板回收率最高%差异
有统计学意义#!$%&%2$%见表1)
@&A!不同离心时间M<MIL<比率比较

$%9B白膜在-%R+离心$'9#,及$%%R+离心(
9#,M<MIL<比率最高%差异有统计学意义#!$
%&%2$(1%9B白膜在-%R+离心$-9#,及$%%R+离
心$'9#,M<MIL<比率最高%差异有统计学意义
#!$%&%2$%见表')

表1!!不同离心时间M<M血小板回收率比较%'h$%'EeA'̂ &

项目 离心力#R$ (9#, $'9#, $-9#, 1$9#,

$%9B -% -$&2'e1&'(: (2&%-e0&(% /'&0'e0&-%: 2

$%9B $%% )0&2%e0&(): --&0/e'&$( -1&/%e0&)': 2

1%9B -% )-&%-e'&$2: -0&-%e2&(0 -/&0%e0&'0 -2&%)e'&$2

1%9B $%% )0&'-e2&)0: /2&$2e1&1/ --&('e0&%$: 2

!!:!!$%&%2%与$'9#,M<M血小板回收率比较(2!无数据)

表'!!不同离心时间M<MIL<比率比较%'h)'EeA'̂ &

项目 离心力#R$ (9#, $'9#, $-9#, 1$9#,

$%9B -% 00&(0e0&((: 2'&1)e'&)$ 0'&02e'&0): 2

$%9B $%% 22&2%e'&(0: 02&-0e'&1/ 0%&%%e1&(1 2

1%9B -% 2 '0&-1e0&0- 2(&2'e)&)%: 2-&1$e)&02:

1%9B $%% 2%&'%e$&-1: 2(&'(e0&$% 0-&$/e'&-1: 2

!!:!!$%&%2%与$'9#,M<MIL<比率比较(2!无数据)

A!讨!!论
血小板制剂用于临床非输注性#局部$治疗或输

注性#全身$治疗%均是全血来源的血小板浓缩物%制
备技术及临床需求既有重叠又存在较大区别#为了方
便论述%文中M<M仅指非输注性血小板制剂$%如两
者血袋白膜法制备的技术原理完全相同%但2%+$%%
9B全血提取的血小板终产品由于剂量小#$%"1%
9B$%输注后不能达到治疗效果%既无临床需求%也未
发现相关的制备参数报道%但作为M<M进行局部治
疗有广阔的应用空间%相应的制备参数也需研究确定
并完善发展)M<M含有大量的生长因子及纤维蛋白%
对创面及损伤的修复有极大优势&-%(.$%')小剂量全血
制备M<M适合低体重及创面小的患者%因容量小%手
工分离制备技术更加精细(且相关研究较少%可借鉴
的经验不足(较标准量全血#1%%+'%%+0%%9B$制备

M<M更加困难)文献报道小剂量全血多采用离心管
制备%制备过程开放环节有污染的风险&/'(或是套装
制备%需要现场采集%立即制备%尽快使用%且不可储
存%在使用时间上受到制约)小剂量全血采血袋制备

M<M技术全程封闭%无菌接驳分装备用%既规避了开
放环节风险的发生%又可储存%可灵活地调整使用
时间)

2%+$%%9B全血第$次离心后收集白膜为$%+1%
9B#定量$%血小板回收率#变量$最高的数据反映的
是最佳离心条件)本研究显示%使用采血袋制备小剂
量全血%2%+$%%9B全血0-%+(0%R%#11e1$_%离心

$$9#,时%全血白膜层血小板回收率即达到较高水
平)与文献报道0%%9B全血四联采血袋制备的白膜
层血小板回收率#/-&%̂ $相比较&$$'%本研究白膜层血
小板回收率略低%因本实验使用的全血剂量小%如果
血袋的整个制备流程血小板耗损量相同%由于全血剂
量小而耗损占比更高%白膜层血小板回收率则会较
低)该报道还阐述了改变制备血袋的结构%可减少血
小板损失%明显提高回收率%所以改变血袋结构可成
为提升小剂量全血白膜层回收率的研究方向之一)本
研究显示%$%+1%9B白膜在-%+$%%R%#11e1$_%离
心$'9#,M<M血小板回收率最高)与本课题组前期
研究的0%%9B全血)联袋制备浓缩血小板回收率
#)/&-̂ $相比%离心温度无改变%但本研究得到的

M<M血小板回收率较高&$1'%说明2%+$%%9B全血第

1次#即对白膜层的离心$离心力及离心时间均是更加
适宜的离心参数)

IL<是通过在体外低渗休克环境中%血小板膨
胀后再恢复正常体积的能力来反映血小板体内存活
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率%是评价血小板功能的体外指标%IL<比率越高%
血小板活性恢复越好&$'')本研究显示%$%%9B全血
制备的M<M第1次离心为-%R+离心$-9#,时%IL<
比率为#2(&2'e)&)%$̂ %继续延长离心时间到1$
9#,也不会导致 IL<比率下降%即体内存活无明显
下降%与离心$%%R相比%离心$'9#,IL<比率为
#02&-0e'&1/$̂ %说明离心力越轻%IL<比率越高%
血小板损伤越小)离心-%R+$'9#,时%IL<比率最
低&#'0&-1e0&0-$̂ $'%离心力最轻%IL<比率却最
低)分析认为%虽然 IL<受M<M温度+存放时间等
因素影响%但因各组的条件一致%不是差异产生的决
定性条件&$0.$)')此外%M<M中混杂的红细胞较多%在
IL<实验中添加蒸馏水的环节造成细胞部分溶血%
影响透光度导致离心时间更长时 IL<比率更低%而
非M<M中血小板功能受到影响&$0')同时表明%检测
IL<比率时%红细胞应尽可能去除完全%否则影响实
验结果)在$%%R+离心$' 9#,时%IL< 比率为

#2(&'(e0&$%$̂ %与-%R+离心$-"1$9#,相当%随
着离心时间延长%IL<比率下降%说明离心时间越
短%IL<比率越高%血小板损伤越小&$-')本着提升工
作效率的原则%相同的 IL<比率选取用时最短的参
数%综合M<M回收率%$%%9B全血制备M<M%第1次
离心的优选参数为$%%R+#11e1$_+$'9#,)同理
2%9B全血制备M<M%第1次离心优选参数为-%R+
#11e1$_+$'9#,)

综上所述%2%+$%%9B全血白膜法采血袋制备
M<M能够获得理想的回收率%在其他离心条件相同的
情况下%第$次离心力分别为0-%+(0%R%离心$$
9#,%第1次离心力分别为-%+$%%R%离心$'9#,%回
收率最佳)该方法是标准剂量全血#1%%+'%%+0%%
9B$制备M<M的补充方法)
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