
protein in maternal liver significantly increased ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the DEHP group，the body weight of
both dams and fetuses significantly increased in DEHP + DMF group ( P ＜ 0. 05) ; the levels of TBA，ALP，AST /
ALT in the serum of dams and amniotic fluid of fetuses decreased ( P ＜ 0. 05) ; the degree of liver lesions was im-
proved; the transcription levels of inflammation-related factors TNF-α，IL-6，IL-1，IL-18 and NLＲP3 in maternal
liver decreased ( P ＜ 0. 05) ; the expression of NF-κB and NLＲP3 protein in maternal liver significantly decreased
( P ＜ 0. 05) ． Conclusion DMF can effectively protect the DEHP exposure to lead to female ICP，and its mecha-
nism may be through inhibiting the NF-κB /NLＲP3 pathway and reducing liver inflammation．
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降低血小板活性氧生成对减少冷藏血小板被吞噬的作用
谢如锋1，王志成2，孙 洁1，杨懿铭1，杨 洁1

( 1 上海市血液中心血液工程学科，上海 200051; 2 复旦大学附属上海华山医院输血科，上海 200040)

摘要 目的 探究 N-乙酰半胱氨酸( NAC) 的添加在血小板冷藏保存期间对活性氧( ＲOS) 异常增加的影响，进而防止血小板
被巨噬细胞和肝细胞识别并清除的作用。方法 将浓缩血小板分成室温组( 22C组) 、冷藏组( 4C组) 和 NAC添加组; NAC添
加组为冷藏血小板中分别添加 5 mmol /L( N5 组) 和 25 mmol /L( N25 组) 的 NAC; 各组血小板保存 5 d后，流式细胞仪检测血小
板 ＲOS、活化等指标。佛波酯诱导的 THP-1 细胞或原代培养的 HepG2 细胞用于检测对各组血小板的吞噬作用。结果 保存 5
d后，4C组血小板 ＲOS水平较 22C组升高( P ＜ 0. 05) ; 加入 NAC后，ＲOS水平则降低( P ＜ 0. 05) 。与 4C组相比，N5 组血小板
CD62P、磷脂酰丝氨酸( PS) 的表达以及 β-N-乙酰萄糖胺( β-GlcNAc) 的暴露程度均降低( P ＜ 0. 05) 。THP-1 和 HepG2 对 N5 组
血小板的吞噬率也低于 4C组( P ＜ 0. 05) 。但添加 5 mmol /L NAC对冷藏 5 d血小板的计数、pH值、CD42b表达、β-半乳糖( β-
Gal) 暴露和血小板凝血功能无显著影响。结论 冷藏血小板添加 NAC可显著降低血小板 ＲOS水平，有效减少冷藏血小板被
细胞吞噬，提示 NAC能防止血小板回输体内后被吞噬清除。
关键词 血小板; 冷藏保存; 活性氧; N-乙酰半胱氨酸; 吞噬; 冷藏损伤
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临床输注血小板一般以 22 ℃ ± 2 ℃的血库标
准方法保存，为保证血小板活力和防止细菌及其他
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病原体污染，其保存期限仅 5 ～ 7 d。与室温保存相
比较，冷藏血小板可保存 10 d 以上，不仅降低污染
风险，且具有更高的体外活力和更强的止血功

能［1 － 3］。然而低温可诱导血小板冷藏损伤，导致输
注的血小板被快速清除，其体内回收率和生存时间

显著下降［4 － 7］。至今未见能应用于临床的、阻断血
小板冷藏损伤的技术和方法。

N-乙酰半胱氨酸( N-acetylcysteine，NAC) 是一
种抗氧化剂，具有清除多种活性氧( reactive oxygen
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species，ＲOS) 成分，进而抑制细胞的损伤和凋亡的
作用［5 － 7］。早期研究［8］表明，添加 NAC 可显著提高
冷藏血小板体外活力。近年来又有研究［9 － 10］表明，

使用含 NAC的血小板添加液冷藏保存，可降低血小
板 ＲOS水平，并保持其体内活力。该研究拟选择合
适浓度的 NAC，探究其对血小板胞质 ＲOS的影响以
及 ＲOS水平与血小板吞噬清除之间的相关性。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 血小板样本 由上海市血液中心采自健康
献血者( 伦理审批号: SBC-IＲB-2019-20 ) ，与血液保
存液Ⅱ混合后，于采集当天以白膜法制备成单人份
浓缩血小板。
1． 1． 2 实验细胞 人单核细胞株 THP-1 和人肝癌
细胞( human hepatocellular carcinoma cell，HepG2) ，
购自中国科学院细胞 /干细胞库( 上海) 。
1． 1． 3 实验设备 血细胞分析仪( 型号: Mindray
BC-5150) 购于中国迈瑞公司; 荧光 /发光酶标仪( 型
号: SpectraMax i3x) 购于美国 MOLECULAＲ DEVIC-
ES公司; 流式细胞分析仪( 型号: CytoFLEX) 购于美
国 BeckmanCoulter 公司; pH 计 ( 型号: SevenCom-
pactTM S230) 购于瑞士 Metter Toledo 公司; 血栓弹力
图仪( 型号: TEG5000 ) 购于美国 HAEMONETICS 公
司; 二氧化碳培养箱( 型号: MCO-18AIC) 购于日本
Panasonic公司。
1． 1． 4 试剂和抗体 NAC、佛波酯购于美国 Sigma-
Aldrich公司; 荧光探针 CellＲOXⓇ Deep Ｒed Ｒeagent
C10422、Lipid Peroxidation 试剂盒 C10445、CFSE 绿
色荧光染料购于美国 Life technologies公司; FITC-琥
珀酰化小麦胚芽凝集素 sWGA、FITC-蓖麻子凝集素
ＲCA120 购于美国 Vector Laboratories 公司; Annexin
V-FITC、CD62P-PE 抗体、CD42b-PE 抗体购于美国
BD Biosciences公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 血小板样品分组和保存 将浓缩血小板每
3 份 ABO 血型同型混合，分装于血小板保存袋中。
将浓缩血小板分成室温组( 22C 组，22 ℃保存) 、冷
藏组( 4C组，4 ℃保存) 和 NAC添加组; NAC添加组
为冷藏血小板中分别添加 5 mmol /L 和 25 mmol /L
的 NAC( N5 组、N25 组，4 ℃保存) 。各组血小板保
存至 5 d。根据实验设计取样测定。

1． 2． 2 血小板 ＲOS和脂质氧化水平的测定 各组
血小板保存 1 d和 5 d后，加入 10 μmol /L荧光探针
Deep Ｒed Ｒeagent，置 37 ℃标记 30 min，流式细胞仪
分析检测血小板荧光强度。脂质氧化测定采用 Lip-
id Peroxidation试剂盒，按照试剂说明书进行标记，
荧光 /发光酶标仪分别读取每个样本的 λ510 nm和

λ591 nm激发光值，并计算比值。λ510 nm /λ591 nm即脂质

氧化比值，脂质氧化比值越大，脂质氧化水平越高。
1． 2． 3 血小板体外活力指标和功能测定 各组血
小板保存 5 d 后，采用 CD62P-PE 抗体、Annexin V-
FITC和 CD42b-PE 抗体进行标记，流式细胞仪检测
各组血小板膜上表面 P-选择素( CD62P) 、磷脂酰丝
氨酸( phosphatidylserine，PS) 和糖蛋白Ⅰbα ( glyco-
protein Ⅰbα，GPⅠbα) 表达量的变化。血小板聚
集功能检测采用 TEG5000 血栓弹力图仪，取各组血
小板样品 1 ml，与 40 μl高岭土混合，加入 20 μl 0. 2
mmol /L CaCl2 开始反应，以血栓弹力图曲线和纤维
蛋白凝块最大振幅( maximum amplitude，MA) 数值
判定血小板聚集功能。
1． 2． 4 β-N-乙酰葡糖胺( β-N-acetylglucosamine，β-
GlcNAc) 和 β-半乳糖( β-galactose，β-Gal) 流式检测
22C组、4C组和 NAC添加组血小板保存 1、3、5 d
后，分别加入 0. 5 μg /ml FITC-sWGA 和 FITC-
ＲCA120，室温孵育 30 min 后，流式细胞仪检测各保
存时间点各组血小板表面糖蛋白残基 β-GlcNAc 和
β-Gal表达的荧光强度。
1． 2． 5 吞噬实验检测 THP-1 和 HepG2 细胞对血小
板的吞噬率 THP-1 细胞经 500 nmol /L 佛波酯诱
导分化 24 h后，与 CFSE 荧光标记的各组血小板孵
育 30 min。去除并冲洗未被吞噬的血小板。胰酶消
化获取 THP-1 细胞，并用 CD42b-PE 抗体标记细胞
( 以此排除黏附有血小板的细胞) 。流式细胞仪检
测 CFSE 阳性 /CD42b-PE 阴性细胞在所有 CD42b-
PE阴性细胞中的百分比，即 THP-1 细胞对血小板的
吞噬率。HepG2 细胞吞噬率检测无需诱导，其余方
法步骤同 THP-1 细胞。
1． 3 统计学处理 采用 GraphPad Prism 9. 0 软件
进行统计分析。数据资料采用 �x ± s 的形式表示。
两组间均数比较采用独立样本配对 t 检验; 多组间
均数比较采用 One-way ANOVA 或 Two-way ANO-
VA，并进行 Tukey 的多重检验; 以 P ＜ 0. 05 为差异
具有统计学意义。
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2 结果

2． 1 血小板 ＲOS 和脂质氧化检测 各组血小板
保存 1 d和 5 d 后，流式检测血小板的 ＲOS 水平和
脂质氧化水平并进行比较。流式结果显示，在相同
的保存时间点，4C 组的血小板 ＲOS 水平均明显高
于 22C组血小板( P ＜ 0. 05) ; 在冷藏血小板中添加
NAC后，与 4C 组比较，N5、N25 组血小板的 ＲOS 水
平均下降( 1 d: P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 000 1; 5 d: P ＜ 0. 05，
P ＜ 0. 01) 。ＲOS 水平的下降程度与添加的 NAC 浓
度呈剂量依赖关系。同时，添加 NAC的各组在保存
5 d后，与 22C组血小板 ＲOS 水平差异均无统计学
意义( 图 1A) 。同时，在保存 5 d 后，4C 组血小板脂
质氧化较 22C组血小板有增加( P ＜ 0. 05) 。虽然添
加 NAC后，血小板的脂质氧化水平发生了下降，但
较 4C组差异无统计学意义( 图 1B) 。
2． 2 血小板基础指标和活化指标检测 各组血小
板保存 5 d后，对血小板进行计数并检测其 pH 值、
平均血小板体积( mean platelet volume，MPV) ( 表
1) 。与 22C组相比，4C 组血小板保存 5 d 后，细胞
数下降( P ＜ 0. 05) 。添加不同浓度 NAC 后，冷藏血
小板的数量略有上升，但 N5 组与 N25 组间差异无
统计学意义。pH值检测结果显示，各组冷藏血小板

间差异无统计学意义，但 N5 组血小板 pH 值高于
22C组血小板( P ＜ 0. 05) 。同时，冷藏 5 d 后，各组
血小板的 MPV 均高于 22C 组血小板，其中 N25 组
较 22C组血小板的MPV升高，差异具有统计学意义
( P ＜ 0. 05) 。
流式检测各组血小板的 CD62P、PS 等活化指标

以及糖蛋白 GPⅠbα 的表达水平。结果显示，与
22C组相比，血小板冷藏 5 d 后，活化指标 CD62P、
PS阳性率均升高( P ＜ 0. 01) 。添加低浓度 NAC后，
N5 组血小板的 CD62P 表达较 4C 组降低 ( P ＜
0. 05) ，而高浓度的 NAC 则无法抑制 CD62P 的表
达，与 4C组差异无统计学意义( 图 2A) 。同时，各
浓度的 NAC 均能有效降低冷藏血小板的 PS 表达
( P ＜ 0. 01 ) ( 图 2B) 。另外，CD42b 的流式结果显
示，与 22C组相比，4C 组血小板冷藏 5 d 后，表面糖
蛋白 GPⅠbα表达有所下降，但差异无统计学意义。
不同浓度 NAC 添加后，CD42b 的表达虽略有上升，
但与 4C组血小板均差异无统计学意义( 图 2C) 。
2． 3 血小板表面糖蛋白残基 β-GlcNAc 和 β-Gal
的暴露情况 流式结果表明，在冷藏过程中，血小板

糖蛋白残基 β-GlcNAc 和 β-Gal 暴露随着保存时间
的延长逐渐增加。保存 5 d 后，与 22C 组相比，4C
组血小板的 β-GlcNAc暴露增加( P ＜ 0. 05) ; 加入

图 1 血小板保存后 ＲOS水平和脂质氧化水平检测
Fig． 1 Detection of the levels of ＲOS and lipid peroxidation after platelet storage

A: ＲOS expression; B: the results of lipid peroxidation; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1 vs 4C group．

表 1 添加 NAC对冷藏 5 d血小板计数、pH和MPV的影响情况( n = 18，�x ± s)

Tab． 1 The effect of NAC on count，pH and MPV of platelets after 5-day storage ( n = 18，�x ± s)

Indicators 22C 4C N5 N25
Platelet count ( × 109 /L) 560． 30 ± 130． 38 485． 70 ± 89． 03* 537． 20 ± 143． 64 527． 60 ± 103． 52
MPV 8． 25 ± 0． 36 8． 57 ± 0． 45 8． 80 ± 0． 46 9． 07 ± 0． 25*

pH 6． 830 ± 0． 027 7． 150 ± 0． 015 7． 230 ± 0． 027* 7． 110 ± 0． 022
* P ＜ 0. 05 vs 22C group．
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NAC后，冷藏血小板的 β-GlcNAc 暴露则降低( P ＜
0. 05) ，且与 22C 组间差异无统计学意义( 图 3A) 。
同时，4C组血小板的 β-Gal表达较 22C 组虽有所增
加，但差异无统计学意义; N5 组的 β-Gal 表达与 4C
组、22C组相比，亦差异无统计学意义( 图 3B) 。
2． 4 血小板聚集功能检测 血栓弹力图曲线和

MA值的结果显示，与室温保存的血小板相比，冷藏
5 d的血小板聚集功能有所升高，但两者差异无统
计学意义。添加 NAC 后，N5 组与 4C 组、22C 组相
比，亦差异无统计学意义。这提示，低浓度 NAC 的
添加对冷藏血小板的聚集功能无显著影响( 图 4) 。
2． 5 THP-1和HepG2细胞对血小板的体外吞噬

图 2 血小板活化标志和糖蛋白表达检测

Fig． 2 Detection of platelet activation markers and glycoprotein expression

A: CD62P expression; B: PS expression; C: CD42b expression; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs 4C group．

图 3 血小板膜糖蛋白残基的暴露情况

Fig． 3 Exposure of glycoprotein residues on the platelet membrane

A: β-GlcNAc expression; B: β-Gal expression; * P ＜ 0. 05 vs 4C group．

图 4 血栓弹力图检测血小板聚集功能

Fig． 4 Platelet aggregation function tested by Thromboelastography

A: 22C group; B: 4C group; C: N5 group; D: MA value．
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作用 吞噬实验结果表明，THP-1 细胞对保存 5 d
的 4C组血小板的吞噬率高于 22C 组( P ＜ 0. 05 ) 。
添加了 NAC后，THP-1 细胞对 N5 组血小板的吞噬
作用较其对 4C组的下降( P ＜ 0. 05) ，较其对 22C组
的吞噬作用差异无统计学意义( 图 5) 。HepG2 细胞
分别对 22C 组、4C 组和 N5 组血小板的体外吞噬情
况也显示，添加了 NAC 后能有效抑制 HepG2 细胞
对冷藏血小板的吞噬作用( 图 6) 。

3 讨论

血小板冷藏损伤包括其骨架结构和形态变化、
胞质钙水平升高、血小板活化和凋亡等［11］。冷藏保
存的血小板虽然能保持较好的聚集功能，但回输体

内后被快速吞噬清除，造成其体内回收率显著降低。
已有研究证实，冷藏后的血小板膜上黏附分子受体

GPⅠb-IX-V 的 GPⅠbα 亚基暴露了糖链末端的 β-
N-乙酰葡萄糖氨基，且 GPⅠbα 发生聚集成簇，从而
导致血小板易被巨噬细胞表面的整合素 αMβ2 识别
并吞噬［4］。进一步研究发现，冷藏超过 48 h 的血小

板在复温后，GPⅠbα 糖链末端在唾液酸转移酶的
作用下发生去唾液酸化，暴露了 β-半乳糖残基，导
致血小板被肝细胞唾液酸糖蛋白受体识别、清
除［12］，进而使得冷藏血小板输注后其体内回收率显

著低于室温保存血小板，影响了临床血小板在临床

输血中的应用。
已有研究证实血小板 ＲOS 水平与其保存损伤

有密切关系。2016 年，来自美国 FDA 的 Xu et
al［13 － 14］采用 4 ℃、12 h与 37 ℃、30 min温度循环方
法( temperature cycling，TC) 在冷藏血小板发生不可
逆损伤前间歇性升高温度。他们发现，TC 保存的血
小板保存 5 ～ 7 d 后，输注到严重联合免疫缺陷( se-
vere combined immunodeficiency，SCID ) 小鼠体内，
小鼠肝细胞唾液酸糖蛋白受体不能识别 TC 保存的
血小板，该血小板的回收率显著高于冷藏保存血小

板。同时发现，与室温保存血小板相比，冷藏保存血
小板胞质 ＲOS 水平显著升高，而 TC 保存方法则能
显著降低血小板的 ＲOS 水平。此外，Ghasemzadeh
et al［15］的研究统计了ＲOS有差异的两组血小板样

图 5 THP-1 细胞吞噬各组血小板的比较
Fig． 5 Comparison of phagocytosis of platelets in each group by THP-1 cells

A: Flow diagram of platelet phagocytosis by THP-1 cells; B: Phagocytic rate of THP-1 cells; * P ＜ 0. 05 vs 4C group．

图 6 HepG2 细胞吞噬各组血小板的比较
Fig． 6 Comparison of phagocytosis of platelets in each group by HepG 2 cells

A: Flow diagram of platelet phagocytosis by HepG2 cells; B: Phagocytic rate of HepG2 cells; * P ＜ 0. 05 vs 4C group．
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品，发现 ＲOS 升高与血小板 GPⅠbα 的脱落、微囊
泡的增加以及磷脂酰丝氨酸表达增加均显著相关。
随后又有一些研究［16 － 18］报道，长时间冷藏使血小板

线粒体功能异常并生成过量 ＲOS，添加 ＲOS 清除剂
如 NAC、L-肉毒碱( L-carnitine) 和白藜芦醇( resvera-
trol) 等，可显著降低冷藏血小板 ＲOS 水平，防止血
小板冷藏损伤。
本文研究了不同浓度的 NAC 对降低冷藏血小

板胞质 ＲOS的作用。在 5 mmol /L和 25 mmol /L 两
个有效浓度中选取了较低剂量作进一步实验，以减

少 NAC可能的抗血小板作用。结果表明，冷藏使血
小板 ＲOS 水平升高的同时，血小板膜脂质氧化增
加，保存 5 d后有显著差异。添加 NAC 冷藏可显著
防止脂质氧化，但保存 5 d 后与冷藏保存的血小板
相比却未见显著差异。同时，本研究与以往的研
究［18］均表明，冷藏后血小板 CD62P 和磷脂酰丝氨
酸表达显著增加，添加 NAC后两者的表达均显著降
低，提示 5 mmol /L NAC 能有效抑制血小板活化和
凋亡，且有效浓度远低于 Handigund et al［8］的研究
结果。另外，本研究证实，添加 NAC 可显著降低冷
藏血小板膜糖蛋白残基 β-GlcNAc 的暴露，并通过
巨噬细胞模型( 诱导活化的 THP-1 细胞) 建立的体
外吞噬实验进一步验证了其保护作用。虽然 NAC
的添加对冷藏血小板 β-Gal 的表达未见明显影响，
但肝细胞模型( HepG2 ) 体外吞噬实验仍显示，添加
NAC能显著降低 HepG2 细胞对冷藏血小板的体外
清除作用。同时，NAC 早已是我国药典收录的一种
常用药，本研究表明，5 mmol /L NAC 的添加对冷藏
血小板聚集功能无显著影响，这也为临床血小板输

注制品中添加 NAC的实际应用提供了实验依据。
综上所述，NAC可有效降低冷藏血小板 ＲOS 水

平，防止脂质氧化、抑制血小板活化和凋亡，进而减
少冷藏血小板被巨噬细胞和肝细胞识别吞噬。NAC
的添加有可能改善冷藏血小板回输体内后被快速吞

噬清除的状况，进一步的研究有待采用合适的动物

模型和人体试验进行验证。
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The effect of reducing platelet reactive oxygen species on
decreasing of the refrigerated platelets being phagocyted

Xie Ｒufeng1，Wang Zhicheng2，Sun Jie1，Yang Yiming1，Yang Jie1

( 1Blood Engineering Laboratory，Shanghai Blood Center，Shanghai 200051;
2Dept of Transfusion，Huashan Hospital，Fudan University，Shanghai 200040)

Abstract Objective To explore the effect of the addition of N-acetylcysteine ( NAC) on the abnormal increase of
reactive oxygen species ( ＲOS) during platelet cold storage，and to clarify its function of preventing the platelets
from being recognized and cleared by macrophages and hepatocytes． Methods Platelets Concentrates were divided
into room temperature group ( 22C) ，cold storage group ( 4C) and NAC addition group． In NAC addition group，
the platelets were supplemented with 5 mmol /L ( N5) and 25 mmol /L ( N25) NAC． After 5-day storage，the levels
of ＲOS，activation markers and other index of platelets in each group were detected by flow cytometry． Platelet
phagocytosis was detected by PMA-activated THP-1 cells or by primary cultured HepG2 cells． Ｒesults After 5
days of storage，ＲOS increased significantly in 4C group than those in 22C group ( P ＜ 0. 05) ，and after NAC addi-
tion，ＲOS level reduced significantly ( P ＜ 0. 05) ． The expression of CD62P and PS and the exposure of β-GlcNAc
on platelets in N5 group significantly decreased compared with those in 4C group ( P ＜ 0. 05) ． The platelet phago-
cytosis by THP-1 and HepG2 cells were also significantly lower in N5 group than those in 4C group ( P ＜ 0. 05) ．
However，the addition of 5 mmol /L NAC did not significantly affect the count，pH，CD42b expression，β-Gal ex-
posure and coagulation function of cold-stored platelet after 5-day storage． Conclusion The addition of NAC to re-
frigerated platelets can significantly decrease the level of platelet ＲOS and effectively reduce their phagocytosis by
cells，suggesting that NAC addition may protect refrigerated platelets from being cleared by phagocytosis after trans-
fusion．
Key words platelet; cold storage; reactive oxygen species; N-acetylcysteine; phagocytosis; cold storage-induced
lesions
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