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 هاي كنسانتره پلاكتي فعال شدن پلاكتي طي نگهداري در فرآوردهارزيابي

 1383، سال ايراندر آزمايشگاه كنترل كيفي سازمان انتقال خون
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13/10/83:تاريخ دريافت
22/4/84: تاريخ پذيرش

و بانك خون كارشناس ارشد خون:مؤلف مسؤول-1 و-شناسي  14665-1157 صندوق پستي-مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران دانشگاه تربيت مدرس
و-2  مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايراناستاديار-ي تشريحمتخصص آسيب شناسي باليني
3-PhD دانشيار دانشگاه تربيت مدرس-ولوژينيموا 
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1- Viability
2- Citrate, Phosphate, Dextrose, Adenine 
3- Extractor 

���	� 
فعال شدن پلاكتي يكي ازعملكردهاي مهم آن در جهت

مي. گردد انجام فرآيند انعقاد محسوب مي تواند اين فرآيند

با نتيجه تماس پلاكت در ياعوامل فيزيكي، ها  بيولوژي

به آگونيست صورت)، ترومبينADP(هاي متفاوت پاسخ

و سازي، جمع ين مراحل آمادهبنابرا. پذيرد چگونگي آوري

به نگهداري پلاكت را، مي عنوان عوامل مهمي درجهت توان

نظر فعال كردن پلاكتي در محصولات ذخيره شده آن در

وبا).1-4(گرفت  آـچگونگ توجه به نوع تحريك ن،ي

بهـفعال شدن پلاكت ورت تغييرات مختلفي قابلـصي

وـشناساي ميـارزيابي مي.دـباشي دردــتوان اين تغييرات

هاي گليكوپروتئين بيولوژيكي، متابوليكي، هاي شكل، فعاليت

و يا آزاد شدن محتويات سيتوپلاسمي پلاكت ديده سطحي

. شود

ي،ــ پلاكتاي فعال شدنــه يكي از بارزترين علامت

ها تغييرات در وضعيت گليكوپروتئيني غشاي سطحي آن

هاي تواند ناشي از آزاد شدن محتويات گرانول است كه مي

از فعال هاي مهمي كه بعد پروتئيناز. سيتوپلاسمي باشد

سطـش ميـح پلاكتـدن بر روي ميـيابني افزايش  تواند

.)5( را نام بردV،CD63 ،CD62P ،CD36 ،CD41آنكسين

عنوان بهCD62Pو CD63اين مطالعه از ماركرهاي ما در

، CD62P. ايم هاي فعال شدن پلاكتي استفاده نموده شاخص

ي پلاكتـاي سيتوپلاسمـاي آلفـه پروتئين غشاي گرانول

كه پلاكت محتويات گرانول مي كه بعد از اين هاي باشد

كـخ بيـرد، اين پروتئين در سطح غشايـود را آزاد انـي

.)8،7،6(گردد مي

 ليزوزومييها، پروتئين غشاي گرانولCD63 همچنين

آن باشد كه بعد از آزادسازي اين گرانول مي درها ها، ميزان

كه ميزان اين پروتئين. يابد سطح افزايش مي ها بايد ذكرنمود

در بر روي غشاي پلاكت %10حال استراحت، كمتر از هاي

پر. است هاي مهمي براي ها شاخص وتئينبنابراين اين

كه فعال از آنجايي. هاي فعال شده هستند ارزيابي پلاكت

به ميزان حيات و عملكرد آن بستگي دارد، ما1شدن پلاكتي

به بررسي تأثير نيز در اين مطالعه به صورت غيرمستقيم

بر فعال شدن) سازي زمان ذخيره(روند نگهداري پلاكت 

بههاي ذخيره آن در فرآورده يروش پلاسما شده پلاكتي كه

ايـروش راي(ي از پلاكتــغن آمبه) رانـج در دهـدست

.ايم پرداخته
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از. انجام شده از نوع توصيفي بود مطالعه در اين مطالعه

 داوطلب اهداكننده خون كـه بـه پايگـاه مركـزي انتقـال 24

 ليتر خون كامـل ميلي 450تهران مراجعه نموده بودند، خون

) SA ،La chater ،France Baxter( تـايي3هـاي در كيسـه

ــاوي  ــي63ح ض ميل ــر ـــليت ــيترات،(CPDA2ادـدانعق س

وسـيله هـا بـه كيسـه. گرفته شـد)فسفات، دكستروز، آدنين 

3000 با سرعت (Jouan, Inc, Winchester, VA)سانتريفوژ

و پلاسماي7به مدت دور در دقيقه  دقيقه سانتريفوژ شدند

. غني از پلاكت حاصـله بـه كيسـه جـانبي انتقـال داده شـد

 دقيقـه5 دور در دقيقـه بـه مـدت 7000ها با سرعت كيسه

و در نتيجه پلاكت فشـرده شـده در كيسـه سانتريفوژ شدند

و پلاسماي فقير از پلاكت كه بـر روي آن قـرار  باقي مانده

 بـه كيسـه ديگـر انتقـال3جداكننده دستگاه وسيله داشت، به 

به. داده شد صورت فشرده شـده در نهايت محصول پلاكتي

تمـامي. ليتـر حاصـل شـد ميلـي50يا كنسـانتره بـا حجـم 

در60محصولات در دستگاه با سرعت   چـرخش در دقيقـه

به مدت درجه سانتي22دماي . روز نگهداري شدند3گراد

اي داخـلرت وجـود فـرآورده برداري در صـو قبل از نمونه

به سگمانت داخل كيسه انتقـال داده هاي كيسه، محتويات آن

و كيسه  به مدت شد . دقيقه به آرامي مخلـوط گرديـد10ها

وسـيله سـيلر متري بالاي محلـي كـه از قبـل بـه سانتي3از

به كمك قيچي) كيسهيها از سگمانت(مسدود گرديده بود 

هـا ليتر پلاكت از كيسه يليم1سپس. استريل برش داده شد 

و به  يك داخل لوله برداشت شد بـار مصـرف هاي پلاستيكي

متر بالاتر از محـل بـرش، سـگمانت سانتي3. منتقل گرديد 

به  در عمل نمونه. وسيله سيلر مسدود گرديد مربوطه برداري

و سه صورت گرفت  در طي اين مدت،. روزهاي صفر، يك

دارهاي پلاكتي بر روي شيك فرآورده ه شـدندد پلاكتي قرار

. مورد ارزيابي قرار گرفتندCD63 ،CD62Pو
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1- Phosphate Buffer Solution
2- Bovin Serum Albumin 
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و به داخل يـك لولـه ميلي1/0 ابتدا ليتر پلاكت برداشته

ليتر از اگـزالات آمونيـوم ميلي9/9. پلاستيكي منتقل گرديد 

.ت آيـد دسـبه اي با رقتبه آن اضافه شد تا نمونه1%

هـا مـورد شـمارش قـرار وسيله لام نئوبار، پلاكـت سپس به

.گرفتند

هـاي مـوردنظر، چنـين بـراي تعيـين اسـيديته نمونـه هم

 قـرار داده7و4هـاي متر در محدوده اسـيديته pHدستگاه 

به مدت  دقيقه روشـن30شد، ابتدا دستگاه قبل از آزمايش

. ايشـگاه رسـيد شد تا دمـاي كاليبراسـيون آن بـه دمـاي آزم

كه در محدوده اسيديته 4سپس با استفاده از كاليبراتورهايي

آن، قرار داشت7و و دستگاه موردنظر با ها كـاليبره گرديـد

. هـا آمـاده شـد گيـري نمونـه متر براي اندازه pHدر نهايت 

وسـيله آن مـورد هـاي پلاكتـي بـه ترتيب تمامي نمونه بدين

.ارزيابي اسيديته قرار گرفت

>=�b8���,;� < �!�� ���CD63�CD62P 

 از هر محصول پلاكتي در روزهاي مشخص صفر، يـك

تا ميلي1و سه، ليتر نمونه در زير هود بيولوژيك گرفته شد

آلــودگي باكتريــايي محيطــي باعــث تغييراتــي در عملكــرد 

.ها نگردد پلاكت

ــه ــه500هــا از نمون و در لول ــر برداشــته هــاي ميكروليت

و سـپس تيكي يك پلاس ليتـر بـافر ميلـي1بارمصرف ريخته

و با سرعت فسفات به مـدت1200به آن اضافه شد 5گرم

. دقيقه سانتريفوژ گرديد

و،بعد از پايان سانتريفوژ  محلول رويـي را خـالي كـرده

به آرامي تكان داديم تـا بـه پلاكت ته صـورت نشين شده را

و دو بـار تكـرار اين عمل شستشـ. يكنواخت درآورده شود 

و مرحله سوم شستشـو بـا بـافر پـارافرم آلدئيـد %1گرديد

و شرايط(انجام داده شد سپس بـا خـالي). با همان سرعت

ليتر بافر فسـفات، ميلي1كردن محلول رويي، با اضافه كردن 

از. دســـت آمـــد سوسپانســـيون يكنواخـــت پلاكتـــي بـــه

سوسپانســيون حاصــله بــا توجــه بــه ايــن كــه بــراي عمــل

شــمارش باشــد، ســلول موردنيــاز مــي106وســيتومتري، فل

از سوسپانسـيون. نظر تعداد پلاكت انجام گرفـت سلولي از 

حاصله رقتي مناسب براساس تعـداد پلاكـت موجـود تهيـه 

بـراي انجـام. شد تا تعـداد سـلول موردنيـاز حاصـل شـود 

و106آميزي فلوسيتومتري، رنگ 5با سلول پلاكت برداشته

ترتيـب هاي منوكلونال كنژوگه شـده بـه بادي ميكروليتر آنتي

از50،مديكرزيــر مجــاور پلاكــت آمــاده شــده ميكروليتــر

ــل  ــه داخ ــته وب ــال داد3برداش ــتيكي انتق ــه پلاس ــم لول .ي

ــر50 ــهPBS1+2%BSA2 ميكروليتـ ــه لولـ ــافه بـ ــا اضـ  هـ

و را لوله كرده  ـهـا در5 مـدتهب  دمـاي اتـاق قـرار دقيقـه

ــمداد ــپس. يـ ــرو5 سـ ــر ميكـ ــيآ از ليتـ ــادي نتـ ــاي بـ  هـ

CD63-FITC ،CD62P-PE،IgG1 PE/FITC به هـر لولـه

در25هـا بـه مـدت لوله. اضافه شد   دقيقـه در دمـاي اتـاق

. تاريكي قرار داده شد

به تمامي لوله  ميكروليتر پـارافرم آلدئيـد700ها در آخر

و نمونه5/0% هـا جهـت فلوسـيتومتري مـورد اضافه گشت

عنـوان بـه IgG1-PE/FITCبـادييآنت. گرفتارزيابي قرار 

.كنترل منفي استفاده شد

��*),*�!, � 

 Partec-PAS-III عمل فلوسيتومتري با استفاده ازدستگاه

بـراي انجـام فلوسـيتومتري. از شركت داكو صورت گرفت

به مدت   دقيقه روشن30ابتدا دستگاه قبل از عمليات آناليز

و سپس لام شد ليز قرارپ دستگاه در محدوده نور شد . داده

و ارزيـابي براي مشخص كردن چگونگي وضعيت سـلولي

FL2 ،FL1 ،SSC ،FSC طيخ-خطي، نمودارهادر وضعيت

و FL2( بـراي لگـاريتمي-و لگـاريتمي (FSC,SSC)براي

FL1 ( همچنين ولتاژهاي مورد استفاده بـراي. قرار داده شد

،370ترتيب در محدودهبه، SSC ،FSC ،FL2 ،FLIبررسي 

شد300، 450،295 . قرار داده

ــده ــاده ش ــه آم ــدا نمون ــل،ابت ــوص داخ ــه مخص لول

شد فلوسيتومتري ريخته به دستگاه  فلوسيتومتري انتقال داده

هـاكه در واقـع بـراي پلاكـت CD61و با استفاده از ماركر 

مي  و همگوني سلولي در آن ناحيه اختصاصي باشد، فراواني

تعيـين جمعيـتر واقـع عمـلد. مورد نظر مشخص گرديد 

به با استفاده از سلولي  عنـوان شناسـاگر جمعيـت اين ماركر

.سلولي مورد نظر صورت گرفت
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 .PEPI-Version 4.0افزار ها از برنامه نرم براي آناليز داده

و 2001  جهـت بررسـيtو زوج-t آزمـون جهت محاسبه

مــدت نگهــداري رونــد افــزايش ماركرهــاي فــوق در طــي

به. استفاده شد  هـا كار رفته در آناليز آزمـايش فاصله اطمينان

.باشدمي%95در محدوده 

����� ��
طي درمحصولات pHتعدادپلاكت شمارش شده وميزان

سه(مدت نگهداري . آمده است1جدولدر) صفر، يك،

����	 4��Q�:*
��!0 70��) � 5+6� A���	 �!��>B
R�) ����'�

24= انحراف استاندارد تعداد± ميانگين
و  مقايسـه شـده روز نسـبت بـه روز صـفر3 در طي pHتعداد پلاكت

. است
 باشد دار نمي معني*
)>05/0p(باشد معني دار مي*

متعاقـب فعـال شـدن،CD62Pو CD63 دو ماركر مهم

 در CD62Pميــزان بيـان مــاركر. يابـد پلاكـت افـزايش مــي 

ــب؛ ــه ترتي ــه ب و س ــك ــاي صــفر، ي ،93/17±7/7روزه

ــاركر57/28±8/9و81/8±55/22 ــه م ــوده ك  درصــد ب

CD62P درصد افزايش نسبت64/10±3/3، روز3 بعد از 

چنـين مـاركر هـم ). >05/0p(دهـدبه روز صفر نشـان مـي

CD63 طي مدت نگهداري سهدر در و روزهاي صفر، يك

4/19±73/3و61/13±14/9،2/2±95/2بـــه ترتيـــب 

در. درصد بوده است اين افزايش درصد مـاركر مـورد نظـر

دارر از نظـر آمـاري معنـي روز نسـبت بـه روز صـف3طي 

(>05/0p(باشد مي ).2جدول)

. آمده است1روند بيان ماركرهاي فوق در نمودار شماره

����	 4��Q�:7�	 4�3� �O��5+6� R�) �� ���'�� 

24= انحراف استاندارد تعداد±ميانگين
 باشد دار نمي معني*
)>05/0p(باشد معني دار مي*
)ميزان بيان ماركرهاي موردنظر نسبت به روز صفر مقايسه شده است(

����	�0�,���:����+��)'��>CD63�CD62P�� �W��0�(?� R�) 

��� 
ــم ــي از مه ــر يك ــه اخي در در ده ــه ــواردي ك ــرين م ت

هاي انتقال خـون مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت، سازمان

به به و توليـد كارگيري كنترل كيفي عنوان يك اصل در تهيـه

مي  كارهاي مناسب اين امر منجر به ايجاد راه. باشد محصول

بـر اسـاس. گـردد اي سـالم مـيهـ توليد فرآورده در جهت 

و غذا استانداردهاي  آمريكا، فرآورده خـونييسازمان دارو

).9(علاوه بر سالم بودن بايد داراي بازده درماني بالا باشـد

هـاي پلاكتـي ترين ايـن محصـولات، فـرآوردهيكي از مهم

آن. باشـند مي و حيـاتي در بـا توجـه بـه عملكـرد مهـم هـا

پ  كه دچار كاهش اند، كنترل كيفـي ايـن لاكت شده بيماراني

در بدين.ي است داراي اهميت خاص نيزتمحصولا منظور

تمامي كشورهاي توسعه يافتـه، تغييـرات نـوين زيـادي در 

��0�(?� 7�)' '�� 

310

5/0±8/5*6/0±8/5*7/0±9/5

شـــــــمارش

X106پلاكت 

 ميكروليتر

14/0±41/7*16/0±64/7*075/0±49/7pH 

��0�(?� 7�)'

310
'�� 

 رصدد7/7±93/17*81/8±55/22*8/9±57/28
CD62p 

 درصد95/2±14/9*2/2±61/13*73/3±4/19
CD63 
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1- Donor-Random
2- Functional Assay 

هـاي هاي كيفيت فـرآورده جهت بالا بردن حساسيت آزمون

ب  بههخوني، وجود آمده است تـا بـا ايـن عمـل ويژه پلاكت

ري كه ممكن اسـت كيفيـتگ بتوان از تمامي عوامل مداخله 

).11،10(محصول پلاكتي را كاهش دهند، جلوگيري نمود 

و جمـع و زمـان نگهـداري در طـي فرآيندهاي تهيـه آوري

تواننـد تغييراتـي را در خصوصـيات سازي مـي مدت ذخيره 

ــيميايي آن  و بيوش ــوژيكي ــمي، فيزيول ــايي، سيتوپلاس غش

 تغييـرات تـرين ايـن يكي از مهم).12-15(وجود آورند به

مي فعال شدن پلاكت هم. باشد ها كه زمـان قابل توجه است

و حيـات آن دچـار تغييـر  با فعال شـدن پلاكـت، عملكـرد

و اين تغيير براي فعاليت آن مناسب نمي مي ،17(باشد گردد

و همكارانش نشـان دادنـد 1998در سال ). 16  گرين برگ

كه فعال شده كه در پلاكت ياليك غشا اند، ميزان اسيدس هايي

و  و ايـن امـر بـا پـايين آمـدن نيمـه عمـر تغيير كرده است

هـاي بنابراين يكـي از آزمـون. عملكرد پلاكت همراه است 

باشـد بررسي فعـال شـدن آن مـي،بررسي عملكرد پلاكتي 

به با توجه به اين).20،19،18( هاي وسيله روش كه پلاكت

مي  ع گردد، چگـونگي فعـال شـدن آن بـه نـو مختلف فعال

 روشـي را لازم اسـت بنـابراين. عامل تحريكي بستگي دارد

هـايو دسـتكاري داشـته يم كـه حساسـيت بـالا كار گير به

 ميـاندر. فيزيكي زيادي را بـر روي نمونـه اعمـال ننمايـد 

ــاي موجــود، روش و ه ــيتومتري از حساســيت  روش فلوس

هم دار مي اختصاصيت مناسب برخور و كم باشد تـرين چنين

هـا سـازي نمونـهن كـاذب را در طـي آمـاده ميزان فعال شد 

مي به ).11،10(آورد وجود

،ز در ايـن مطالعـه از دو مـاركر مهـمبه اين منظور ما ني

CD63وCD62Pهــا بــراي ارزيــابي فعــال شــدن پلاكــت

اي لعهدر مطا. ايم وسيله روش فلوسيتومتري استفاده نموده به

و همكـارانش در سـال جـام دادنـد،ان1999كه هيدوهيكو

 از مـاركر CD63نشان دادند كه ميـزان فعـال شـدن مـاركر 

CD62P اين نتايج).19( در طي مدت نگهداري كمتر است 

علـت. باشـد با نتايج پژوهش مورد مطالعه مـا يكسـان مـي

به CD63كاهش تأخير بيان  به ايـن خـاطر CD62P نسبت

كه گرانول مي هـاي هاي ليزوزومـي بـرخلاف گرانـول باشد

به آل طور كامل فا، بعد از فعال شدن تمامي محتويات خود را

به اين موضـوع كـه در كشـور مـا.دننماي آزاد نمي  با توجه

ــه  ــت ب ــه پلاك ــداول تهي ــي روش مت ــتاندارد يعن  روش اس

صـورت پلاسـماي غنـي از پلاكـت بـه1تصـادفيـ دهنده

به مي عنوان روشي باشد، ما نيز در اين مطالعه از روش فوق

ت  به بررسـي تـأثير زمـان جهت و هيه پلاكت استفاده نموده

آن در جهتها نگهداري پلاكت  و فعال شـدن  ايـن كـه هـا

زمــان نگهــداري نقــش مهمــي را در تغييــرات عملكــردي

).22،21(ايم پلاكت دارد پرداخته

����� ���� 
 اين مطالعه نشان داد كه زمان نگهـداري از عوامـل مهـم

م كـه در روز سـوم طـوري بـه. باشديدر فعال شدن پلاكتي

را افـزايش معنـي CD62Pو CD63ميزان ماركرهـاي  داري

با توجه بـه حساسـيت. روز صفر نشان داده است نسبت به 

 مــدت(هــا بــه عوامــل مختلــف فعــال شــدن زيــاد پلاكــت

و ها، گلبول نگهداري، نگهدارنده هاي سفيد، درجه حـرارت

و جلــوگ، پــيش)ســازي مراحــل آمــاده يري نمــودن از بينــي

آن حوادث ناشي از ذخيره  و ايجاد ها، از اصـول مهـم سازي

بنـابراين. باشـد اي بـا كيفيـت بـالا مـي براي توليد فرآورده 

هـاي از روش با اسـتفاده2هاي عملكردي كارگيري آزمون به

به  كاري مناسـب در برنامـه كنتـرل عنوان راه حساس را بايد

بررسي ماركرهاي. گرفتهاي پلاكتي در نظر كيفي فرآورده 

CD63 وCD62P از در پلاكت هاي ذخيره شده با اسـتفاده

ف  وسيتومتري ابـزاري مهـم در جهـت كنتـرل كيفـيلروش

عملكرد محصولات پلاكتـي در شـرايط مختلـف توليـد آن 

.شوند محسوب مي

���
��� � ���  
از بدين سازمان انتقال خون ايـران مركز تحقيقات وسيله

و آقايان كامران عطاردي، دكتر شـهرام در حماي  ت از پروژه

و خــانم الســادات هــا دكتــر زهــره عطــارچي، اعظــم وائلــي

و پرسنل محترم پايگاه  و مهين نيكوگفتار طباطبائيان كاشاني

انتقـال خـون تهـران صـميمانه قـدرداني اي آموزشي منطقه

.شود مي
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Evaluation of platelet activation in platelet concentrates during 
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Abstract 
 
Background and Objectives 
Conditions for preparation and storage of platelets for transfusion purposes may lead to platelet 
activation which in turn contributes to decreased ability of stored platelets to function and to 
survive in vivo after transfusion as compared with freshly prepared platelets. We investigated 
platelet membrane expression of CD62P, CD63 in platelet stored for up to 3 days under 
standard blood banking conditions. 
 
Materials and Methods 

Twenty-four platelet units prepared by platelet-rich-plasma and platelet concentrates were 
evaluated during storage for markers CD62P, CD63 and pH. 
 
Results 
During storage for up to 3 days platelet units displayed no significant pH (p>0.05). During 
storage for up to 3 days (days 1 and 3) platelet units were significant in the CD62P and CD63 
expressions as compared with day 0 (p<0.05). 
 
Conclusions 
Storage of platelet concentrates causes activated platelets. Moreover, these markers (CD62P 
and CD63) can act as useful in vitro means in the quality control of platelet components. 
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