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摘
"

要#目的
"

探讨一次离心法制备大%小鼠富血小板血浆"

)*)

$的最佳离心条件&方法
"

分别采用股动

脉插管和心脏穿刺的方法获取大%小鼠动脉血!

!&+ ,)-./!

抗凝!滤除白细胞后分装入无菌
0)

管中!不同条

件下"离心力'

#''1

2!

3''1

2

!离心时间'

&

!

!"456

$离心制备大%小鼠
)*)

!利用血液分析仪分别对抗凝全

血%滤除白细胞后的血样及
)*)

进行细胞计数!比较不同方法间的血小板回收率&结果
"

大%小鼠抗凝全血滤

除白细胞后分别以
&''1

2

和
#''1

2

的离心力离心
(456

时!血小板回收率最高&结论
"

选择合适的离心力和

离心时间!达到白膜形成前的临界状态!是一次离心法制备
)*)

的关键&

关键词#大鼠#
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研究表明#富血小板血浆$

)*)

%因含有多种生长

因子#如血小板源生长因子$

)-QR

%&转化生长因子

$

<QR/

"

%&血管内皮生长因子$

S0QR

%&胰岛素样生长

因子$

PQR/!

%&成纤维细胞生长因子$

JRQR

%等#在参

与止血的同时#具有调控细胞增殖与分化#刺激血管

和周围神经再生#促进伤口愈合等功能'

!/#

(

)人们开

展了大量的动物实验探索
)*)

在医疗领域的应用前

景)然而#由于
)*)

的制备方法各不相同#产品质量

参差不齐#研究者在相似的实验中往往得到不同甚至

相反的实验结果'

&/%

(

#严重影响了血小板相关研究的

可靠性)

大&小鼠作为实验动物在
)*)

的研究中具有很
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多优点#如与人的基因同源性高#便于基因修饰#适于

分子机制研究+有大量的鼠源抗体#便于进行免疫学

研究+药品用量少#适于体内输注实验等'

3/(

(

)大&小

鼠血小板的提取方法也有很多种#既有白膜法#也有

富血小板血浆法+既有二次离心法#也有一次离心

法'

7/!%

(

)研究表明#小动物血小板提取过程中#由于血

量较少#采用白膜法第一次离心后形成的血小板堆积

层很薄#手工分离难度较大#故推荐采用富血小板血

浆法'

!3

(

)同时#一次离心法的血小板提取率虽不及二

次离心法#但其获得的血小板活性明显高于二次离心

法#更适于血小板功能试验'

!:

(

)本研究旨在优化一次

离心法制备大&小鼠
)*)

的实验条件#筛选出一种稳

定可靠的血小板提取方法#为血小板相关研究提供

参考)
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材料与方法

A$A

"

实验动物
"

Y)R

级雄性
Z59@AF

大鼠$
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%购自北京维通利华实验动物技术有限公司'动

物合格证号!

Y,[\

$京%

"'!"/'''!
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Y)R

级雄性

].U]

"

,

小鼠$

!!

!

!#

周龄#
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"(
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%购自军事科学

院军事医学研究院动物中心'动物合格证号!

Y,[\/

$军%()常规饲养#实验当天从动物房取出)

A$B

"

实验器材
"

小动物呼吸机$
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#德国

Ŷ0

%#无纺布滤器$
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#江苏东润%#高速离心机$
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#德国
YPQV.

%#动物血液分析仪$
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#英国
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RY/).\

鞘液$英国
-F?LYE5?6@5G5E

#

批号!

%:'"3%"&7

%#戊巴比妥钠$北京化学试剂公司#

化学 纯%#肝 素 钠 $国 药 集 团#批 号!

"'!#!'!3

%#

,)-./!

血液保养液$美国
YPQV./.U-*P,̂

#货号!
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氯化钠注射液$石家庄四药有限公司%)

A$C

"

实验方法

A$C$A

"

麻醉
"

配制
"$%+

$

2

"

4U

%戊巴比妥钠溶液#

分别腹腔注射
'$"#+

&

'$#%+

$容积"大&小鼠的体质

量%的戊巴比妥钠溶液麻醉大&小鼠)

A$C$B

"

取血
"

配制
'$#+

$

2

"

4U

%肝素钠溶液#湿润

管壁后进行大鼠左侧股动脉插管放血#每只大鼠放血

!' 4U

#加入
!&+ ,)-./!

抗凝#实验一次取血

#'4U

)对小鼠行气管插管通气#以吸入
'$!&4U

,)-./!

的注射器心脏穿刺取血
!4U

#实验一次取血

!(4U

#贴壁缓慢注入
%'4U

离心管中#混匀'

!(

(

)

A$C$C

"

滤白
"

超净工作台中#取出无菌滤器$滤过直

径
%

!

!'

$

4

%#上端连接拔除针头和内芯的
!'4U

注

射器#下端紧贴另一离心管管壁#将全血缓慢注入上

端注射器管内#依靠重力作用使血液自然滤过)

A$C$D

"

离心
"

将滤除白细胞的血样每份
!$%4U

分

装入无菌的
%4U0)

管中#封口膜封口#

""`

条件下

离心)血样分成两层#上层为
)*)

层#下层为红细胞

层)超净工作台中用移液器转移上层
)*)

于另一无

菌
0)

管中)离心过程中以离心力和离心时间为考察

因素#进行正交设计)大鼠血样离心过程中离心力分

别取
#''1

2

&

&''1

2

&

%''1

2

&

3''1

2

&

个水平#小鼠

血样离心过程中离心力分别取
#''1

2

&

&''1

2

"

个水

平#离心时间均取
&

&

3

&

(

&

!'

&

!"456%

个水平#每个试

验点重复
#

次#见图
!

)

""

注!

.

为
!&+,)-./!

抗凝全血+

]

为白细胞滤除过程+

,

为滤白

全血离心后血液分层

图
!
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)*)

提取过程

A$C$E

"

计数
"

测定抗凝全血&滤除白细胞后的血样

和离心后的上层
)*)

体积#各自混匀后取
!''

$

U

用

动物血液分析仪进行细胞计数#计算白细胞滤除率和

不同离心方法的血小板回收率)白细胞滤除率
a!M

$滤除白细胞后血样体积
1

血样中白细胞计数%"$抗

凝全血体积
1

全血中白细胞计数%+血小板回收率
a

$富血小板血浆体积
1

富血小板血浆中血小板计数%"

$滤除白细胞后血样体积
1

血样中血小板计数%)

A$D

"

统计学处理
"

使用
Y.Y7$"

软件包进行数据统

计分析#计量资料以
8bA

表示#对不同试验点数据间

的差异进行正交设计一元定量资料方差分析)

:

$

'$'%

为差异有统计学意义)

B

"

结
""

果

B$A

"

白细胞滤除率
"

大&小鼠抗凝全血白细胞滤除

率分别为$

(($#"b&$!(

%

+

和$

(%$!3b3$'3

%

+

#滤除

白细胞前后血样中红细胞&血小板计数结果差异均无

统计学意义$

:

%

'$'%

%)

B$B

"

大鼠血小板回收率
"

在
&

!

!"456

的时间段内#

随着离心时间的延长#

#''1

2

离心力条件下#血小板

回收率逐渐升高+

&''1

2

离心力条件下#血小板回收

率先升高再降低#并在离心
( 456

时达到峰值+

%''1

2

和
3''1

2

离心力条件下#血小板回收率逐渐

降低)见表
!

)

表
!

""

不同离心条件下大鼠血小板回收率$

+

%

离心力
时间

&456 3456 (456 !'456 !"456

#''1

2

!"$!b'$: !($!b!$" "'$!b'$7 ""$!b!$% "%$!b"$!

&''1
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&!$!b"$3 &"$!b'$7 &&$!b!$: "3$!b#$& !'$!b'$"

%''1

2

#&$!b!$( "3$!b"$# !:$!b'$( !&$!b'$3 &$!b'$%
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#:$!b"$7 #'$!b!$& !&$!b!$% :$!b'$( %$!b'$&
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B$C

"

小鼠血小板回收率
"

在
&

!

!"456

时间段内#

随着离心时间的延长#

#''1

2

离心力条件下#血小板

回收率先升高再降低#并在离心
(456

时达到峰值+

&''1

2

离心力条件下#血小板回收率逐渐降低)见

表
"

)

表
"

""

不同离心条件下小鼠血小板回收率$

+

%

离心力
时间

&456 3456 (456 !'456 !"456

#''1

2

#!$&b"$%&"$'b#$!&($3b"$7&"$%b!$:#:$%b"$"

&''1

2

&'$!b#$"#%$:b!$7"($3b"$:!7$!b'$: :$:b'$%

C

"

讨
""

论

""

全血中各组分的密度不同是离心法提取血小板

的基础)在离心过程中#红细胞由于密度最大最先沉

降于底部#血浆由于密度最小而形成上清层#白细胞

和血小板的密度介于红细胞和血浆之间#随着离心过

程的深入逐渐堆积于两者之间形成白膜层)本研究

选用的无纺布滤器可有效滤除直径
!'

$

4

以上的白

细胞#且对直径
%

$

4

以下的血小板有良好的透过

性'

!7

(

#提高了一次离心法制备
)*)

的纯度)一次离

心法制备
)*)

实验条件优化的意义在于寻找到形成

白膜层前的临界状态#以尽可能简单并最大量获取上

层血浆中的血小板)

离心法提取血小板过程中影响血小板回收率的

因素有很多#如采血过程&抗凝方法&样本量&离心力&

离心加速度&离心时间&离心温度&离心机类型等#其

中以离心力和离心时间影响最为显著'

!3

(

#本研究在固

定其余参数的基础上#重点对这两项实验条件进行了

优化)

\c

d

c\

等'

!'

(

&

V.VVe<e

等'

!!

(和
^eŶ P

等'

!#

(采用一次离心法提取大&小鼠血小板时多把离心

力设定在
!''1

2!

:''1

2

#离心时间设定在
%

!

!%

456

)根据预实验结果#以
#''1

2!

3''1

2

的离心力

和
&

!

!"456

的离心时间为考察因素#进行正交试验

设计#综合考察了二者对血小板回收率的交互影响

作用)

研究表明#离心力相同的情况下#随着离心时间

的延长#

)*)

的体积逐渐增大#

)*)

中血小板的计数

值逐渐减少)随着离心力的增加#

)*)

体积增大的速

度和
)*)

中血小板计数减少速度加快)探寻最佳离

心条件的过程即是在
)*)

体积与
)*)

血小板计数值

此消彼长的过程中获取二者最大乘积时的离心力和

离心时间)本实验发现#大&小鼠抗凝全血滤除白细

胞后分别以
&''1

2

和
#''1

2

的离心力离心
(456

时#血小板回收率最高)离心力和离心时间应该保持

在一定范围内#不宜过大或过小)如果离心力过小或

离心时间过短#则离心后分离出来的
)*)

体积有限#

血小板回收率较低)相反#如果离心力过大或者离心

时间过长#则血液中的血小板大部分进入白膜层#

)*)

中血小板计数值很低#血小板回收率同样不高)

D

"

结
""

论

""

选择合适的离心力和离心时间#达到白膜形成前

的临界状态#是一次离心法制备
)*)

的关键)本次

实验条件范围内#大&小鼠抗凝全血滤除白细胞后分

别以
&''1

2

和
#''1

2

的离心力离心
(456

时#血小

板回收率最高)
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性
*W.

$

E?*W.

%与
45*W.

相互作用#

D6E*W.

与

45*W.

之间具有相互调控关系#并通过调控靶基因

的表达#在卵巢癌发生&发展中发挥重要作用)

D

"

结
""

论

""

卵巢癌侵袭转移是多因素作用的结果#

45*W.

及
D6E*W.

均在上皮性卵巢癌中的侵袭&转移方面有

着重要意义)

45*LADN

&

^V--

&

9@AF]A9?

等是常用的

生物信息学分析数据库#可有效地用于
45*W.

与疾

病关系研究'

!#

(

)本研究利用生物信息学分析技术成

功描绘了一张与卵巢癌相关的
45*W.

分子调控网

络#为卵巢癌相关分子机制研究&早期诊断&早期治疗

提供了有力的技术支撑)
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Yg\0Ŷ V$)F56E5

C

D?9A6I 4?@B=I9=G

C

F?

C

AFA@5=6=G

C

DA@?D?@/F5EB

C

DA94A

!

AF?>5?LA6IAH@B=Fm9

C

?F9

C

?E@5>?

'

T

(

$T,H@A6.?9@B?@YHF

2

#

"'!&

#

:

$

&

%!

!(7/

!7:$

'

!:

(

.*Qc0UU0Y -

#

,.*VeW.Tg

#

).Y<e*T

#

?@AD$

0>ADHA@5=6=G956

2

D?A6II=HJD?E?6@F5GH

2

A@5=6@HJ?4?@B/

=I9G=FE=6E?6@FA@56

2

?

X

H56?

C

DA@?D?@9

'

T

(

$*?9S?@YE5

#

"''3

#

(!

$

"

%!

"#:/"&%$

'

!(

(

[P.Y

#

,̂ 0W Q

#

Z.WQ]

#

?@AD$.II5@5=6=G9=I5H4

CK

FH>A@?@=9@=F?IF?IJD==IE?DD9A@@?6HA@?9D5>?F56

8

HF

K

56A4HF56?@FA69GH95=64=I?D

'

T

(

$V?I5A@=F9P6GDA44

#

"'!3

#

"'!3

!

#%&7"':$

'

!7

(

<.e_f

#

[P.^

#

,.eT

#

?@AD$-?>?D=

C

4?6@A6I?>ADHA/

@5=6=GA

C

F=@=@

KC

?6=6/L=>?6GAJF5EG5D@?FG=F

C

HF5G5EA@5=6

=G4ADAF5A/56G?E@?IJD==I

'

T

(

$VADAFT

#

"'!!

#

!'

!

"%!$

$收稿日期!

"'!(/'3/"3

"

修回日期!

"'!(/'7/"%

%

*

%#!

*

国际检验医学杂志
"'!7

年
!

月第
&'

卷第
"

期
"

P6@TUAJV?I

!

TA6HAF

K

"'!7

!

S=D$&'

!

W=$"


