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摘要 取健康志愿者外周静脉血并分离血小板，采用随机分

组的方式将血小板分成 6 组。通过检测血小板最大聚集率、

膜表面 CD62P 及 PAC-1 阳性表达率，探讨不同浓度的牛磺

酸( Tau) 对苯并芘( BAP) 体外诱导血小板聚集活化功能的

影响。结果表明，血小板最大聚集率在二磷酸腺苷( ADP) 和

胶原诱导下各浓度 BAP-Tau 组与溶剂对照组之间比较差异

均有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。血小板膜表面 CD62P、PAC-1

表达率 BAP-Tau 高浓度组与溶剂对照组比较差异有统计学

意义( P ＜ 0. 01) 。不同浓度的 Tau 均可拮抗 BAP 致血小板

功能损伤的作用，且呈浓度梯度性变化。
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牛磺酸( taurine，Tau) 是人体内一种条件必需氨

基酸，具有广泛的生物学作用［1］。研究［2］证实 Tau
在体内能抑制血小板聚集降低血小板活化等作用。
苯并芘( benzo pyrene，BAP) 广泛存在于香烟等燃烧

产生的烟气中，通过增强体内血小板活化促进动脉

粥样硬化和血栓的形成［3 － 4］。血小板可以被胶原、
二磷酸腺苷( adenosine diphosphate，ADP) 等诱导剂

诱发聚集，活化后会释放出特异性的血小板膜表面

CD62P 和血小板活化复合物 PAC-1［5］。但 Tau 对

BAP 在体外保存血小板中致血小板的聚集和活化

功能怎样，目前很少有报道。根据研究［4］，BAP 选

用 10 μmol /L、Tau 选用正常成人血浆浓度值上限约

5 倍值( 1、5、25 mmol /L) 作为实验浓度梯度，观测

Tau 对 BAP 体外诱导血小板功能的影响。

1 材料与方法

1． 1 主要仪器和试剂 FACSCalibur 流式细胞仪和

CellQuest 分析软件，FITC 标记的单克隆抗体 PAC-

1-FITC、IgG1-FITC，PE 标记的单克隆抗体 CD62P-
PE、IgG1-PE、PerCP 标记的单克隆抗体 CD41a-Per-
CP( 美国 BD 公司) ; PL-11 血小板分析仪，ADP ﹑胶

原诱导剂( 江苏英诺华公司) ; PH-A 型恒温摆动保

存箱( 潍坊普华公司) ; Tau、BAP( 美国 Sigma 公司) 。
1． 2 样本制备与处理 用枸橼酸纳抗凝真空采血

管采集健康体检志愿者全血 190 份，抗凝剂与全血

比例 1 ∶ 9。志愿者纳入标准包括: ① 年龄 18 ～ 55
周岁;② 血小板计数 ＞ 150 × 109 /L 或 ＜ 450 × 109 /
L;③ 无吸烟史;④ 近 2 周未服用抗血小板类药物;

⑤ 非月经期。将采集后的血样 1 000 r /min 离心 10
min 即得富血小板血浆( platelet-rich plasma，PＲP) ;

再 3 000 r /min 离心 10 min，去除部分上清液得到浓

缩血小板血浆。取其中 10 份于采集后 30 min 内用

1%甲醛固定处理，作为血小板采集和制备过程中导

致 CD62P 及 PAC-1 表达阳性率的测定。其余 180
份随机分成 6 组: 空白对照组，溶剂对照组 ( 10%
DMSO 液) 、BAP 组( 10 μmol /L BAP 液) 、BAP-Tau
低浓 度 组 ( 10 μmol /L BAP + 1 mmol /L Tau 液) 、
BAP-Tau 中浓度组( 10 μmol /L BAP + 5 mmol /L Tau
液) 、BAP-Tau 高浓度组( 10 μmol /L BAP +25 mmol /
L Tau 液) 。上述操作均在生物安全柜内进行。将

制备好的各组血小板样本轻摇混匀后，置血小板振

荡保存箱内( 22 ± 2) ℃保存 24 h。
1． 3 血小板膜表面 CD62P 和 PAC-1 阳性表达率

的测定 采用 FACSCalibur 流式细胞仪进行检测。
检测管: 在 FCM 专用上样管中依次加入 CD62P-PE、
PAC-1-FITC、CD41a-PerCP、血小板悬液; 同型对照

管: 依次加入 IgG1-PE ﹑ IgG1-FITC ﹑ CD41a-Per-
CP、血小板悬液; 轻轻混匀置室温避光反应 15 min，

用 PBS 洗一次，加入 1%甲醛 1 ml 避光固定 15 min，

24 h 内上机检测分析。以 CD41a-PerCP 和侧散射光

散点图设血小板门，用同型对照管设定阴性群体，测

定血 小 板 膜 表 面 CD62P 和 PAC-1 阳 性 表 达 率

( % ) 。见图 1。
1． 4 血小板聚集功能测定 采用 PL-11 血小板分

析仪进行检测。将各组浓缩血小板按仪器流程要求
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进行检测，适时加入 40 μl ADP( 20 μmol /L) 或胶原

( 0. 2 mg /ml) 诱导剂，记录血小板最大聚集率( % ) 。

图 1 血小板膜表面 CD62P、PAC-1 阳性表达率检测

A: 同型对照管; B: 检测管

1． 5 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 软件进行统计

分析，数据以 珋x ± s 表示，多组之间的比较采用单因

素方差分析，组间两两比较方差齐时采用 LSD 检

验，方差不齐时采用 Dunnett's T3 检验。

2 结果

2． 1 血小板膜表面 CD62P 和 PAC-1 表达 采集

样本 30 min 内固定的血小板膜表面 CD62P 和 PAC-
1 表达阳性率( % ) 说明血小板在采集和制备过程中

并没有过度激活血小板。BAP-Tau 高浓度组与 BAP
组、BAP-Tau 低、中浓度组 CD62P 比较差异有统计

学意义( F = 9. 919，P ＜ 0. 01) ; PAC-1 比较差异有统

计学意义( F = 5. 534，P ＜ 0. 01 ) 。提示不同浓度的

Tau 对体外保存血小板活化均具有抑制作用。见表

1。

表 1 不同组别血小板膜表面 CD62P 和

PAC-1 表达测定结果( 珋x ± s，% )

组别 n CD62P PAC-1
30 min 内固定 10 3． 96 ± 0． 90 0． 88 ± 0． 22
空白对照 30 60． 60 ± 4． 09 2． 08 ± 0． 47
溶剂对照 30 60． 81 ± 4． 04 2． 10 ± 0． 48
BAP 30 62． 47 ± 4． 14 2． 17 ± 0． 39
BAP-Tau 低浓度 30 60． 51 ± 3． 87 2． 17 ± 0． 48
BAP-Tau 中浓度 30 59． 16 ± 2． 83## 1． 90 ± 0． 34#△

BAP-Tau 高浓度 30 55． 93 ± 4． 04＊＊##△△▲▲ 1． 72 ± 0． 36＊＊# #△△

与溶剂对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 BAP 组比较: # P ＜ 0． 05，

##P ＜ 0. 01; 与 BAP-Tau 低浓度组比较: △P ＜ 0. 05，△△ P ＜ 0. 01; 与

BAP-Tau 中浓度组比较: ▲▲P ＜ 0. 01

2． 2 血小板最大聚集率情况 胶原诱导的血小板

最大聚集率 BAP-Tau 低、中、高浓度组 3 组之间及

与其他 各 组 之 间 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 ( F =

3 841. 677，P ＜ 0. 01) ; ADP 诱导的血小板最大聚集

率 BAP 组与 BAP-Tau 中、高浓度组之间比较差异有

统计学意义( F = 514. 953，P ＜ 0. 01 ) 。提示不同浓

度的 Tau 均可拮抗 BAP 对血小板的作用，且呈浓度

梯度性改变。见表 2。

表 2 不同组别血小板最大聚集率测定结果( n = 30，% ，珋x ± s)

组别 胶原 ( 0． 2 mg /ml) ADP( 20 μmol /L)

空白对照 4． 59 ± 0． 51 7． 20 ± 0． 81
溶剂对照 4． 56 ± 0． 47 7． 17 ± 0． 66
BAP 4． 28 ± 0． 45 4． 63 ± 0． 85##

BAP-Tau 低浓度 6． 43 ± 0． 46＊＊## 4． 82 ± 0． 64##

BAP-Tau 中浓度 7． 12 ± 0． 99△＊＊## 7． 31 ± 0． 70＊＊△△

BAP-Tau 高浓度 23． 24 ± 0． 82＊＊##△△▲▲ 13． 49 ± 0． 94＊＊# #△△▲▲

与溶剂对照组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 BAP 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与

BAP-Tau 低浓度组比较: △P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0． 01; 与 BAP-Tau 中浓度

组比较: ▲▲P ＜ 0． 01

3 讨论

目前，体外血小板功能评价还没有一套完整的

评价体系［6］，但大多影响血小板功能的因素都可能

引起血小板聚集和活化功能改变。Dumont et al［7］

研究认为，CD62P 表达率是有效预测血小板输注体

内回收率和存活率的最佳指标。血小板随着体外保

存时间的延长，其聚集功能逐渐下降，CD62P 等活

化功能指标会逐渐升高［8］。因此，本研究运用流式

细胞术等技术，同时检测血小板各实验组的最大聚

集率、膜表面 CD62P、PAC-1 表达率，来判断和评价

保存血小板聚集活化功能的变化。
Tau 是一种细胞保护剂，除对外源化合物解毒

外，还具有稳定溶酶体膜，调节细胞钙稳态，抗脂质

过氧化，调节渗透压以及促进血小板内 NO 合成增

加 NOS 活性等作用［1］。动物实验［9］显示 BAP 能加

速血小板脂质过氧化反应，减少氧自由基的生成，加

快血小板膜的破坏。本研究基于 Tau、BAP 和血小

板之间的联系，观察 Tau 对 BAP 致体外保存血小板

聚集活化功能的影响，以探讨二者在血小板保存质

量方面的作用。
结果显示空白对照组测得值与谢作听 等［10］报

道基本一致。BAP 组和溶剂对照组相比，对胶原诱

导的保存血小板聚集功能未见影响; 对 ADP 诱导的

保存血小板聚集功能有明显的抑制作用，对保存血

小板功能产生明显损伤。和上述报道［4］略有不同，
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推测是由于血小板体外保存与体内生理环境存有的

差异，活化后血小板对聚集诱导剂的致聚反应能力

会产生不同的现象。体外血小板会随着保存时间的

延长，脂质过氧化的加速，从血小板内部移位到血小

板表面的 GPⅡb /Ⅲa 受到保存体系中蛋白酶的降

解失去正常聚集功能，且体外血小板内 GPⅡb /Ⅲa
储备有限，导致活化后血小板对聚集诱导剂的致聚

反应能力逐渐下降 。同时设置 BAP 组、BAP-Tau 低

浓度组、BAP-Tau 中浓度组、BAP-Tau 高浓度组，探

讨不同浓度 Tau 对 BAP 致血小板损伤的作用。结

果表明，高、中、低浓度的 Tau 都可拮抗 BAP 对保存

血小板产生的影响，且高浓度的 Tau 作用尤为明显。
另外，选用比人体血浆浓度高多倍的 Tau 作为实验

终浓度，保障保存血小板回输体内后 Tau 依然能达

到实验效果的浓度。
综上所述，本研究可为在血小板捐献者筛选时

规避吸烟等不利因素，或在血小板保存液中注入一

定浓度的 Tau 保护血小板功能，提高血小板输注效

果提供了一种思路。
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Effects of taurine on platelet aggregation induced by
benzo pyrene in vitro activation function

Yang Guoxiang，Xu Yuanhong
( Dept of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract The peripheral renous blood which were taken from healthy volunteers and platelet was isolated． Platelet
samples were randomly divided into six groups． The effects of different concentration of taurine( Tau) on benzo py-
rene( BAP) induced platelet aggregation in vitro activation function were investigated by detecting the maximum
platelet aggregation rate，the positive expression rates of platelet membrane surface CD62P and PAC-1． The results
showed that platelet maximum aggregation rate had significant differences between each concentration of BAP-Tau
groups and solvent control group in adenosine diphosphate( ADP) and collagen induced ( P ＜ 0. 01) ． The positive
expression rates of platelet membrane surface CD62P and PAC-1 in BAP-Tau high concentration group had signifi-
cant differences compared with solvent control group ( P ＜ 0. 01) ． Different concentration of Tau could antagonize
platelet function damage induced by BAP with a concentration gradient change．
Key words benzo pyrene; taurine; platelet function; flow cytometry
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