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生理性流动条件下血小板在玻璃表面的聚集行为
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摘要：目的　 研究生理性流动条件下血小板在玻璃表面的聚集行为。 方法　 采用软光刻工艺加工聚二甲基硅氧烷

（ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ， ＰＤＭＳ）⁃玻璃微通道芯片。 将抗凝人外周全血以 ３００、１ ５００ ｓ－１壁剪切率流过微通道芯片，倒
置荧光显微镜拍摄荧光标记血小板在微通道玻璃表面形成的血小板聚集体荧光图像，通过图像分析得到血小板聚

集体数量、平均尺寸、表面覆盖率和平均荧光强度。 分别对玻璃表面进行亲水性处理、牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）封闭和胶原纤维蛋白修饰处理，调整血液样品红细胞比容（ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ，Ｈｃｔ），用抗血小板制剂处理血

液样品，观察上述条件下血小板在玻璃表面的聚集行为；比较分析健康人群和糖尿病患者的血小板聚集情况。
结果　 流动条件下，血小板在玻璃表面发生聚集形成三维血小板聚集体；血小板聚集依赖于壁剪切率大小、玻璃表

面亲疏水性和 Ｈｃｔ；血小板聚集主要由血小板膜糖蛋白 ＧＰＩＩｂ ／ ＩＩＩａ⁃纤维蛋白原和 ＡＤＰ⁃Ｐ２Ｙ１２受体通路调控；血小板

在玻璃表面的聚集能够反映糖尿病患者血小板的高活化状态。 结论　 在 ３００、１ ５００ ｓ－１流动条件下，血小板在玻璃

表面的聚集与剪切率、蛋白吸附、血小板相关受体和血小板自身活化状态相关。 本文建立了一种无需额外黏附蛋

白修饰的微流控血小板功能分析的新模型，可用于临床血小板功能评估。
关键词： 玻璃⁃血小板相互作用； 血小板聚集； 剪切率； 抗血小板药物； 糖尿病
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　 　 血小板是人体血液循环系统中重要的无核血

细胞，参与众多的生理和病理进程。 血小板聚集体

形成是实现其功能的最终环节，需经历黏附、活化

和聚集 ３ 个步骤，每个步骤均严格受到不同受体通

路调控［１］。 当血管损伤时，少量的血小板通过血小

板糖蛋白 （ ＧＰ） Ⅵ⁃胶原、ＧＰ ＩＩｂ ／ ＩＩＩａ⁃纤维蛋白原

（Ｆｇ）、 ＧＰ Ｉｂ⁃Ⅸ⁃Ｖ⁃血管性假性血友病因子 （ ｖｏｎ
Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ ｆａｃｔｏｒ， ｖＷＦ）等相互作用黏附在血管暴

露的细胞外基质蛋白表面，随后被激活，自分泌二

磷酸腺苷（ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＤＰ）、血栓烷素

Ａ２（ＴＸＡ２）等激动剂，激活血液中邻近的血小板，活
化血小板之间通过 ＧＰ ＩＩｂ ／ ＩＩＩａ⁃Ｆｇ 连接形成血小板

聚集体，完成初步止血功能［２］。
大量研究已证实，血小板聚集行为依赖于流体

剪切力环境。 微流控芯片可降低血液样品用量，通
过设计与体内微血管尺寸和结构特征相似的微通

道，可实现在精准调控的流体动力学环境下研究血

小板功能［５］。 将微流控芯片与荧光显微成像平台

结合，能进一步实现对体外血小板聚集行为进行动

态、直观地观察，用于探索剪切力调控下的血小板

聚集［６］、血小板⁃血管内皮细胞相互作用［７］、抗血小

板药物抑制效能［８］ 等。 在实践过程中，为促进血小

板黏附聚集和受损血管模拟，研究者通常采用在微

通道内修饰支撑黏附蛋白，如 Ｆｇ、胶原、胶原多肽、
ｖＷＦ 等［９⁃１２］。 然而，微通道修饰步骤不但造成实验

复杂性增加，限制芯片的保存；而且修饰蛋白在微

通道分布的不均匀性导致检测误差增大，限制微流

控芯片在血小板功能体外分析中的应用。
外源性材料表面可通过非特异性吸附血液中

相关蛋白促进血小板黏附、活化和聚集［１３］。 在静态

条件下，洁净的玻璃表面能够支持血小板发生黏附

和活化［１４］；而流动条件下，有关玻璃和血小板相互

作用报道较少［１５］。 本文以微流控芯片技术为基础，
研究流动条件下血小板在玻璃表面上的聚集行为，
分析流动壁剪切率、玻璃亲疏水性质、红细胞比容

（ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ，Ｈｃｔ）、抗血小板制剂对血小板聚集的影

响，最后比较糖尿病患者和健康志愿者血小板在玻

璃表面上聚集行为。 结果显示，流动条件下血小板

可在玻璃表面形成三维聚集体，聚集依赖于流动壁

剪切率、玻璃亲疏水性和血小板自身状态。 通过本

研究，期望建立一种无需黏附蛋白修饰的微流控芯

片血小板功能分析的新模型。

１　 实验

１􀆰 １　 仪器与试剂

　 　 Ⅸ７１ 倒置荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司，日本）；
单色制冷 ＣＣＤ 相机 （ Ｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃｓ 公司，美国）；
ＶＫ⁃Ｘ１５０激光三维显微成像系统（Ｋｅｙｅｎｃｅ 公司，日
本）；ＰＳＰ０１⁃ＣＳ 双向推拉型精密注射泵（嘉善瑞创

电子科技有限公司）； ＰＤＧ⁃３２Ｇ⁃２ 等离子清洗机

（Ｈａｒｒｉｃｋ 公司，德国）；Ｓｔｒｅａｍｐｉｘ ７􀆰 ０ 视频录制软件

（Ｎｏｒｐｉｘ 公司，加拿大）；Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像处理软件。
阿司匹林和替格瑞洛（Ｔｏｐｓｃｉｅｎｃｅ 公司，美国）；

依替巴肽（ＭＣＥ 公司，美国）；ＧＰＩｂ⁃Ⅸ⁃ｖＷＦ 抑制剂

（Ａｂｃａｍ 公 司， 美 国 ）； Ｓｙｌｇａｒｄ １８４ ＰＤＭＳ （ Ｄｏｗ
Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司，美国）；Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ 荧光染料（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司，美国）；胶原纤维蛋白（山东泰利康信医疗科技

有限公司）；３􀆰 ２％ 柠檬酸钠抗凝真空采血管（山东威

高采血耗材有限公司）；显微镜载玻片（江苏世泰实

验器材有限公司）；牛血清白蛋白 （ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）和磷酸盐缓存液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）［生工生物工程（上海）有限公司］。

６２４
医用生物力学　 第 ３７ 卷　 第 ３ 期　 ２０２２ 年 ６ 月

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３７　 Ｎｏ．３， Ｊｕｎ． ２０２２



１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 血液样品采集和处理 　 ６ 名健康志愿者

［男、女性各 ３ 名，年龄（３２􀆰 ４±６􀆰 ８）岁］由重庆市血

液中心永川分中心招募。 入选标准：志愿者自述

１ 月内无服药史、手术史和酗酒史，血小板数量、
Ｈｃｔ、凝血功能均在正常参考值区间。

１２ 名 ２ 型糖尿病患者从门诊患者中招募（男性

９ 名，女性 ３ 名），糖尿病病史超过 １ 年，近半年无住

院史，符合世界卫生组织糖尿病诊断标准；１２ 名健康

体检人员（男性 ８ 名，女性 ４ 名）作为对照组，无心脑

血管疾病或其他慢性病。 糖尿病组和对照组年龄、性
别、血小板计数及 Ｈｃｔ 的差异无统计学意义。 本研究

经重庆医科大学附属永川医院伦理委员会批准，采血

前志愿者和患者均签署知情同意。 真空采血管采集

静脉血液样品，室温放置，２ ｈ 内使用。

图 １　 流动条件下血小板聚集分析

Ｆｉｇ．１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｆｌｏｗ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　 （ ａ） Ｍｉｃｒｏｃｈａｎｎｅｌ ｃｈｉｐ， （ ｂ） Ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， （ｃ） Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ

６ 名健康志愿者血液样品进行以下处理：① 全

血在 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速下离心 １０ ｍｉｎ，收集下层红细

胞和上层富血小板血浆（ ＰＲＰ），配制 Ｈｃｔ 分别为

４５％ 、２０％ 和 ０％ 的血液样品； ② 将每位志愿者全血

等分成 ５ 份，其中 ４ 份作为处理组，分别加入不同的

抗血小板制剂，３７ ℃静止孵育 ３０ ｍｉｎ，抗血小板制

剂名称和终浓度分别为： 阿司匹林（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、替
格瑞洛 （ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ）、依替巴肽 （ ３􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和

ＧＰＩｂ⁃Ⅸ⁃ｖＷＦ 抑制剂（４ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 剩余 １ 份加入

ＰＢＳ 作为实验对照，３７ ℃静止孵育 ３０ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 微通道芯片设计、加工和处理 　 微通道芯

片设计参考课题组前期文献报道［１６］。 ＰＤＭＳ 微通

道加工采用感光干膜软光刻工艺［９］，通过氧等离子

处理（３０ Ｗ，１ ｍｉｎ）将 ＰＤＭＳ 微通道和载玻片进行

不可逆键合，制备成玻璃⁃ＰＤＭＳ 微通道芯片 ［见

图 １（ａ）］。 芯片由微通道（高 ７０ μｍ，宽 ７００ μｍ，长
７ ｍｍ）、样品池（直径 ７ ｍｍ）和出口（直径 １􀆰 ５ ｍｍ）
构成，每片芯片含 ６ 条独立测试微通道。 根据实验

设计对微流控芯片进行处理。 ① 封闭处理：微通道

内注入 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ，室温孵育 １ ｈ，吸出 ＢＳＡ，ＰＢＳ
冲洗； ② 胶 原 纤 维 蛋 白 修 饰： 微 通 道 内 注 入

４０ μｇ ／ ｍＬ的胶原纤维蛋白溶液，室温孵育 １ ｈ，吸出

后 ＰＢＳ 冲洗，加入 ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ 室温孵育 １ ｈ 封

闭，吸出 ＢＳＡ，ＰＢＳ 冲洗；③ 亲水性处理：将微通道

芯片用等离子清洗机 ３０ Ｗ 处理 １ ｍｉｎ 和 ２ ｍｉｎ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 流动条件下血小板聚集分析 　 实验装置

图 １（ｂ）所示。 将芯片放置于显微镜载物台上，用聚

四氟乙烯管将芯片出口和注射泵相连；在血液样品中

加入 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ 荧光染料，３７ ℃ 孵育

１５ ｍｉｎ对血小板进行荧光标记；将血液样品加载到样

品池中，注射泵设置为回拉模式。 血液流过微通道的

壁剪切率和流量间的关系由 Ｐｏｉｓｅｕｉｌｌｅ 定律计算：
ν ＝ ６Ｑ ／ （ａ２ｂ）

式中：ν 为壁剪切率；Ｑ 为流量；ａ 为微通道深度；
ｂ 为微通道宽度。 本文设定壁剪切率为 ３００ ｓ－１ 和

１ ５００ ｓ－１，分别代表生理条件下人体静脉和动脉内

的血液流动壁剪切率。
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用 Ｓｔｒｅａｍｐｉｘ ７􀆰 ０ 软件控制 ＣＣＤ 记录玻璃表面

形成的血小板聚集体荧光图像。 预实验显示流动

１５０ ｓ 时可观察到稳定增长的血小板聚集体，且血

小板解聚行为较弱，故本文选择流动 １５０ ｓ 时形成

的血小板聚集体进行分析。 流动 １５０ ｓ 时玻璃表

面上 形 成 的 血 小 板 聚 集 体 典 型 荧 光 图 像 如

图 １（ｃ）所示。
血小板聚集体用 ４％ 多聚甲醛固定，通过激光

三维显微成像系统观察聚集体的三维形貌。 血小

板聚集体荧光图像用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行分析。 为避

免微通道侧壁效应影响，选择微通道中部 ７０％ 区域

作为分析区域，通过图像阈值分割、二值化和颗粒

度分析，计算出血小板聚集体数量、平均尺寸、表面

覆盖率和平均荧光强度。
１􀆰 ３　 统计学分析

　 　 计量资料用均值±标准差表示，统计分析采用

ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件。 两组间比较采用配对 ｔ 检验或ｔ 检
验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 流动条件下血小板在玻璃表面的聚集

　 　 在 ３００、１ ５００ ｓ－１流动条件下，血小板在玻璃表

面形成稳定的血小板聚集体。 其中，３００ ｓ－１条件下

血小板聚集体尺寸和荧光强度较小，分布无方向

性。 １ ５００ ｓ－１条件下血小板聚集体尺寸和荧光强度

均较大，沿流动方向延伸。 １ ５００ ｓ－１条件下，血小板

聚集体高度和横截面积均大于 ３００ ｓ－１条件形成的

血小板聚集体。 两种流动条件下，三维显微成像结

果显示血小板聚集体由活化血小板之间紧密连接

形成（无法分辨出单个血小板），在流动平面和高度

方向同时发生聚集形成三维状血小板聚集体（见
图 ２）。

图 ２　 不同流动条件下玻璃基底表面形成的血小板聚集体

Ｆｉｇ．２　 Ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｅｓ ｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｇｌａｓｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　 （ａ） Ａｔ ｆｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅ

ｏｆ ３００ ｓ－１， （ｂ） Ａｔ ｆｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅ ｏｆ １ ５００ ｓ－１

注：箭头指示血液流动方向。

２􀆰 ２　 玻璃表面性质影响血小板的聚集

　 　 ３００、１ ５００ ｓ－１流动条件下等离子亲水性处理后

玻璃表面形成的血小板聚集体荧光图像如图 ３（ａ）
所示。 相比未处理玻璃表面，亲水性处理后血小板

聚集体数量、尺寸和荧光强度均降低，处理时间

２ ｍｉｎ相较 １ ｍｉｎ 降低程度更明显。 综合考虑背景

荧光和血小板聚集活性，后续实验前均对芯片进行

亲水性处理 １ ｍｉｎ。 玻璃表面用胶原纤维蛋白修饰

和用 ＢＳＡ 进行封闭，３００、１ ５００ ｓ－１条件下血小板聚

集荧光图像如图 ３（ｂ）所示。 结果显示，血小板能够

在胶原纤维蛋白上发生聚集，而 ＢＳＡ 封闭后血小板

聚集被完全抑制。 ６ 个独立生物学样品间的实验结

果相同。
２􀆰 ３　 Ｈｃｔ 对血小板聚集的影响

　 　 不同 Ｈｃｔ 的血液样品（０％ 、２０％ 、４８％ ）在玻璃

表面形成的血小板聚集荧光图像如图 ４ 所示。 结

果显示，随着 Ｈｃｔ 降低，血小板聚集体数量和尺寸均

降低。 当 Ｈｃｔ 为 ０％ 时（即为 ＰＲＰ 样品），没有发现

明显的血小板聚集现象。 ６ 个独立生物样品实验结

果相似。
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图 ３　 玻璃表面亲疏水性和蛋白修饰对血小板聚集的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ　 （ａ） Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｕｓｉｎｇ ｐｌａｓｍａ， （ｂ） Ｃｏｌｌａｇｅｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ＢＳＡ ｂｌｏｃｋｉｎｇ

图 ４　 不同流动条件下血液样品 Ｈｃｔ 对血小板聚集的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ Ｈｃｔ ｏｎ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ 　 （ ａ ） Ａｔ ｆｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅ ｏｆ

３００ ｓ－１， （ｂ） Ａｔ ｆｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｒａｔｅ ｏｆ １ ５００ ｓ－１

２􀆰 ４　 抗血小板制剂对血小板聚集的影响

　 　 血液样品用推荐浓度的血小板抑制剂进行处

理后玻璃表面形成的血小板聚集荧光图像和统计

结果如图 ５ 所示。 两种流动条件下，相比对照组，
ＧＰＩｂ⁃Ⅸ⁃ｖＷＦ 抑制剂处理后血小板聚集未见显著改

变；替格瑞洛和依替巴肽处理未见明显的血小板聚

集体形成，且血小板聚集体数量、平均尺寸、表面覆

盖率和平均荧光强度均显著降低；在 １ ５００ ｓ－１流动

条件下，阿司匹林处理血小板聚集体相关参数显著

降低；在 ３００ ｓ－１流动条件下，血小板聚集体相关参

数相比对照未见显著改变。
２􀆰 ５　 糖尿病患者血小板聚集功能

　 　 流动条件下糖尿病患者和健康人血小板在玻

璃表面的聚集行为如图 ６ 所示。 两种流动条件下，
相比健康对照组，糖尿病组血小板聚集体数量减

少，而血小板聚集体的平均尺寸、表面覆盖率和平

均荧光强度均显著增加，糖尿病患者组相比健康对

照组的血小板在玻璃表面的聚集能力增强。

３　 讨论

　 　 大量研究证实，血小板聚集依赖于流体剪切应

力［１６］。 本文发现，在 ３００、１ ５００ ｓ－１流动条件下流动

１５０ ｓ，血小板能够在玻璃表面发生聚集，形成分布

均匀和稳定黏附的三维血小板聚集体（见图 １）。 相

比 ３００ ｓ－１，１ ５００ ｓ－１条件下形成的血小板聚集体沿

流动方向延伸，平均尺寸和荧光强度均明显提高，
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图 ５　 抗血小板制剂对血小板聚集的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ　 （ａ） Ｔｙｐｉｃａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ，
（ｂ） Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

注：与对照组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 流动条件下健康人群和糖尿病患者血小板在玻璃表面的聚集行为

Ｆｉｇ．６　 Ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｇｌａｓｓ ｓｕｒｆａｃｅ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｏｐｌｅ ａｎｄ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｆｌｏｗ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　 （ａ） Ｔｙｐｉｃａｌ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ， （ｂ） Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

注：与对照组相比，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

说明血小板聚集受壁剪切率大小调控，推测原因与

高壁剪切率条件下玻璃表面附近血小板数量增多

和 ｖＷＦ 因子参与程度增加有关。 该结果与血小板

在胶原表面的聚集行为相似［９，１４］。
微通道芯片进行等离子处理后血小板在玻璃

表面聚集程度降低，推测原因如下：等离子处理增

加玻璃表面亲水性，从而减弱了玻璃表面对血浆中

蛋白的吸附能力，进而降低血小板在玻璃表面的聚

集。 微通道玻璃表面用胶原纤维蛋白修饰能支撑

血小板聚集，ＢＳＡ 封闭后则血小板聚集被完全抑

制。 上述结果说明，流动条件下血小板聚集需要黏

附蛋白，血小板在玻璃表面聚集依赖于玻璃表面吸

附的相关血浆蛋白。
血小板在玻璃表面聚集与 Ｈｃｔ 相关。 血小板聚
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集随 Ｈｃｔ 降低而减弱，当 Ｈｃｔ 降低为 ０ 时，未见血小

板聚集（见图 ４）。 微尺度流体动力学仿真研究显

示，流动条件下血小板向壁面迁移能力随着 Ｈｃｔ 增
加而增强，原因与红细胞碰撞力和细胞间排斥力有

关［１７］。 本研究与上述流体仿真结果相符，说明在流

动条件下，血小板依赖红细胞的碰撞和排斥才能迁

移到玻璃表面发生聚集。
血小板聚集由一系列受体通路调控，抗血小

板药物通过抑制特定的受体通路实现抗血小板临

床治疗目的。 其中，ＧＰＩｂ⁃Ⅸ⁃ｖＷＦ 抑制剂能够通过

抑制 ＧＰＩｂ⁃Ⅸ依赖的 ｖＷＦ 与血小板结合抑制血小

板黏附和聚集；阿司匹林通过不可逆抑制环氧合

酶⁃１（ ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃１，ＣＯＸ⁃１） 活性，降低花生四

烯酸（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＡＡ）向 ＴＸＡ２ 的转变，抑制

血小板聚集［１８］ ；替格瑞洛通过占领二磷酸腺苷

（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＤＰ）与 Ｐ２Ｙ１２受体结合位

点的相邻位点引发 Ｐ２Ｙ１２受体发生可逆性构型变

化，抑制 ＡＤＰ⁃Ｐ２Ｙ１２ 受体途径的血小板聚集［１９］ ；
依替巴肽通过与血小板 ＧＰＩＩｂ ／ ＩＩＩａ 受体结合进而

抑制血小板聚集［１０］ 。 两种流动条件下，不同抗血

小板制剂处理后血小板在玻璃表面的聚集结果显

示，不同抗血小板抑制剂抑制血小板聚集的功效

存在差异，且依赖于壁剪切率大小。 本文认为，在
３００、１ ５００ ｓ－１流动条件下，血小板在玻璃表面的聚

集少部分由 ＧＰＩｂ⁃Ⅸ⁃ｖＷＦ 和 ＴＸＡ２ 受体通路途径

控制，大部分由 ＡＤＰ⁃Ｐ２Ｙ１２ 和 ＧＰＩＩｂ ／ ＩＩＩａ⁃Ｆｇ 受体

通路途径控制。
糖尿病患者和健康人血小板在玻璃表面聚

集行为显示，相比健康对照组，糖尿病组血小板

在玻璃表面的聚集能力增强，且不依赖于流体剪

切率（见图 ６） 。 该结果与文献［２０］报道相符，即
糖尿病患者血小板活性增加，其原因可能与血小

板膜上 ＧＰＩＩｂ ／ ＩＩＩａ 表达上调、ＡＤＰ 受体 Ｐ２Ｙ１２ 活

性增加有关。 本文认为，在流动条件下，血小板

在玻璃表面聚集可反应糖尿病患者血小板的高

活化状态。

４　 结论

　 　 本文在两种生理性流动剪切率下研究了血小

板在玻璃表面的聚集行为。 结果显示：血小板在玻

璃表面发生聚集形成三维血小板聚集体；血小板聚

集依赖于剪切率大小、玻璃表面亲疏水性质（血浆

蛋白吸附）和血液样品中红细胞压积（碰撞和排斥

使血小板迁移）；血小板聚集主要受到 ＧＰＩＩｂ ／ ＩＩＩａ⁃
Ｆｇ 和 ＡＤＰ⁃Ｐ２Ｙ１２受体通路调控；血小板在玻璃表面

的聚集行为能够反映出糖尿病患者血小板的高活性

状态。 通过对本研究的实验方法进行标准化，以期后

续能够建立无需额外黏附蛋白修饰的微流控血小板

功能分析的新模型，用于临床血小板功能评估。
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