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摘要 探讨冷藏是否导致新鲜冰冻血浆(fresh frozen plasma，FFP)中的转化生长因子 -茁(transform growth factor-茁，TGF-茁)发生
变化并降低其对内皮细胞迁移的诱导能力及其分子机制．为证实冷藏可能导致 FFP中 TGF-茁的水平升高进而影响其功能，
首先采用 ELISA法分析当天解冻 FFP(FFP Day 0)和解冻后 4℃冷藏 1～ 5天 FFP中 TGF-茁含量，迁移实验及Western blot分
析比较 FFP(Day 0)和 FFP (Day 5)处理人肺微血管内皮细胞(human pulmonary microvascular endothelial cells， HPMECs)后的细
胞迁移率及 TGF-茁信号通路 Smad2和 Smad3磷酸化，进一步采用 ALK5-siRNA和 ALK5特异性抑制剂阻断细胞 TGF-茁玉型
受体 ALK5的活性，分析下调 TGF-茁/Smad2/3 信号传导后的内皮细胞迁移率．结果显示：随着冷藏时间的延长，FFP中
TGF-茁1 水平逐渐增加，其增加率为 244.31 ng/(L·d)(P < 0.05)；与 FFP( Day 0)相比，FFP (Day 5)诱导内皮细胞 HPMECs的
TGF-茁信号通路 Smad2/3磷酸化显著增加(P < 0.05)；不管是 FFP(Day 0)还是 FFP (Day 5)体外均能诱导内皮细胞迁移，与 FFP
( Day 0)相比，FFP(Day 5)诱导细胞迁移能力显著降低(P < 0.05)；阻断 TGF-茁玉型受体 ALK5的活性、下调 Smad 3信号传导可
恢复 FFP(Day 5)诱导细胞迁移能力．上述结果表明，FFP能显著诱导内皮细胞迁移， 4℃冷藏增加 FFP中 TGF-茁1水平并增
加内皮细胞 TGF-茁1信号传导，进而降低 FFP诱导内皮细胞迁移．提示，FFP复苏疗效的提高可能与增加内皮细胞迁移有
关，冷藏导致内皮细胞迁移降低进而降低 FFP复苏疗效．
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出血性休克(hemorrhagic shock， HS)是创伤性
死亡的主要原因[1]．研究显示，采用新鲜冰冻血浆

(fresh frozen plasma，FFP)复苏能大大地降低 HS病
人的死亡率，提高临床疗效，因此 FFP 正在取代
传统的晶体复苏液而成为首选[2-6]．已有的研究显

示，FFP对血管内皮细胞具有保护作用[7-8]．内皮细

胞是一层连续覆盖整个血管腔表面的扁平鳞状细

胞，参与了血管舒缩、炎症发生以及血管形成等生

理或病理过程调节[9-10]．HS或严重损伤的病人往往
存在内皮细胞等脉管系统严重受损[11]．内皮细胞迁

移是血管内皮细胞修复损伤的关键环节，对内皮屏

障修复和功能完整具有重要作用[12]．FFP复苏疗效
的提高是否与其诱导内皮细胞迁移相关，目前还未

见报道．

为了满足对 FFP日益增长的需求及快速便捷
获得 FFP，各损伤救治中心或血库通常将 FFP解冻

并 4℃左右冷藏，最长可达 5天[13]．FFP是由大量
的生物活性分子组成，像其他血制品一样，这些生

物活性分子由于其客观保存条件不同，冷藏往往因

蛋白质降解、聚集等原因致使部分生物活性分子的

结构和活性发生改变[14]．有报道，4℃冷藏往往会
导致血液制品中细胞因子、炎症脂类因子及生长因

子等水平升高并影响其临床疗效[15]．因此，采用标

准 4℃冷藏是否削弱 FFP 的生物学功能还不是很
清楚．
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转化生长因子 -茁 (transform growth factor-茁，
TGF-茁)是一种多功能生长因子，在正常血管生长发
育中起着重要作用[16]．TGF-茁家族包含有 TGF-茁1、
TGF-茁2 和 TGF-茁3．三种成员均可与细胞膜上
TGF-茁丝氨酸 /苏氨酸激酶域型受体结合并激活其
玉型受体，随后进一步激活细胞内效应分子 Smad
蛋白家族，活化的 Smad蛋白家族转移到细胞核内
调节下游靶基因的转录[17]．体外 TGF-茁通常抑制
内皮细胞的迁移[18]．早期有报道 4℃冷藏可导致血
小板释放 TGF-茁至血浆中[19]，然而 FFP 在冷藏过
程中 TGF-茁含量是否会发生变化并降低其对内皮
细胞有益作用仍然不清楚．因此本研究以内皮细胞

迁移率作为功能研究点，探讨冷藏后 FFP 诱导内
皮细胞迁移是否降低及是否因冷藏导致细胞因子

TGF-茁浓度增加所致．
1 材料和方法

1.1 材料

人肺微血管内皮细胞 HPMECs、内皮细胞培
养液MV2、Trypsin/EDTA消化液( 0.025%/0.01%)、
中 和 液 (0.05% ， 德 国 PromoCell 公 司 )；
LipofectamineTM2000 转染试剂盒(Invitrogen 公司)；
抗磷酸化 Smad2和 Smad3抗体(美国 Cell Signaling
公司)；抗 TGF-茁玉型受体(ALK5)抗体(美国 Santa
Cruz 公司 )；茁-actin 抗体 (美国 Sigma-Aldrich 公
司)；TGF-茁玉型受体激酶特异抑制剂 SB431542
(SB, Tocris Bioscience公司)；TGF-茁1、TGF-茁2和
TGF-茁3 ELISA试剂盒(美国 R&D公司)；新鲜冰冻
血浆(FFP，墨西哥湾海岸血液中心)；乳酸钠林格
液(LR，美国 Pharmacopeia 公司)；人 ALK5 siRNA
及阴性对照 siRNA(产品号 4611，美国 Ambion公
司)；24孔 Transwell培养板(美国 Corning公司)．
1.2 方法

1.2.1 内皮细胞培养． 人肺微血管内皮细胞

HPMECs，置于 10% FBS和适量生长因子的 MV2
培养基 37℃ 5% CO2中培养，按照 PromoCell公司
提供的方法消化细胞及传代培养．

1.2.2 siRNA制备及转染．参考 Casta觡ares等[18]报

道序列合成人 ALK5 siRNA，正义链: 5忆 CAUAU-
UGCUGCAACCAGGAtt 3忆，反义链：5忆 UCCUGG-
UUGCAGCAAUAUGtt 3忆 )，阴性对照 siRNA 由
Ambion (reference 4611)公司提供．siRNA 成品为
已退火的冻干粉，使用前用稀释缓冲液将其溶解成

20 滋mol/L的工作母液．所有 siRNA均经过变性和

非变性聚丙酰胺凝胶电泳纯化，去除未配对单链．

LipofectamineTM 2000脂质体介导 ALK5 siRNA及阴
性对照 siRNA转染细胞．在 5 nmol/L的 siRNA中
加入 250 滋l无 RNA酶水，得到浓度为 20 滋mol/L
的 siRNA 母液．转染前 24 h 将细胞接种至 6 孔
板．siRNA用无血清培养基稀释，待加入细胞后，
终浓度约 80 nmol/L．
1.2.3 RT-PCR检测转染后 ALK5 mRNA的表达．
转染不同浓度的 siRNA 48 h后，用 TRIzol试剂提
取总 RNA，逆转录成 cDNA，再进行 PCR循环扩
增．ALK5的引物序列：上游 5忆 TGGACTCAGCT-
CTGGTTGGTGTCA 3忆，下游 5忆 GCTCGCCGTGG-
ACAGAGCAA 3忆，扩增片段长度为 110 bp． 内参
照采用 茁-actin，引物序列：上游 5忆 AAATCGTG-
CGTGACATCAAA 3忆，下游 5忆 AAGGAAGGCT-
GGAAAAGAGC 3忆，扩增片段长度为 195 bp．取
RT-PCR产物在 1.2%琼脂糖凝胶中电泳，ALK5加
样量均为 10 滋l，内参的加样量为 3 滋l，溴化乙锭
染色．电泳条带采用 UVP型凝胶图像分析系统做
积分吸光度测定和分析．

1.2.4 FFP冷藏保存及细胞处理．枸橼酸抗凝后
FFP置-80℃保存，使用时 37℃水浴融化，若当天
使用的 FFP 称为 FFP (Day 0)，解冻融化后 4℃放
置 5天 FFP称为 FFP (Day 5)．内皮细胞接种原代
培养的内皮细胞 HPMECs，细胞于 35 mm培养皿
(1.6 伊 106/培养皿)或 6孔培养板(2.5 伊 105/培养板)
中，过夜后加入 0.1% FBS 培养基继续培养 4 h，
随后用不同浓度的 FFP 处理 30 min， 收集细胞
提取总蛋白，Western blot 分析蛋白质磷酸化水
平，或 16 h分析细胞迁移率．无血清培养基为空
白对照．

1.2.5 细胞迁移实验．

Transwell实验：Transwell insert 8 滋m孔径过
滤膜将 24孔培养板每个孔分隔为上下两室．培养
前，先用 0.1%明胶包被培养板过滤膜．上室接种
细胞浓度为 3伊104个 /孔，下室中加入含不同浓度
FFP(Day 0)、FFP(Day 5)及 10% LR的培养基或加入
TGF-茁玉受体抑制剂 SB431542预处理 30 min后再
加入 FFP，16 h后，细胞经 transwell底部滤膜的孔
隙迁移至膜的另一面，用棉签轻轻擦拭掉膜上表面

的未迁移细胞， 70%乙醇固定过滤膜 10 min, 细胞
核染料碘化丙锭(30 mg/L)染色 30 min，倒置荧光
显微镜观察迁移细胞，并通过荧光显微图像采集和

分析系统随机拍摄和记录 5 个视野，计算迁移细
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2.2 冷藏增强 FFP诱导 TGF鄄茁/Smad2/3 信号通
路传导

为了探讨 FFP 是否激活 TGF-茁/Smad2/3 信号

转导，不同剂量的 FFP处理内皮细胞，抗磷酸化
抗体免疫印迹分析细胞 Smad2和 Smad3磷酸化水
平，结果发现，与对照组单独培养基相比，FFP显

Fig. 1 TGF鄄茁1 protein level in FFP increases during storage
TGF-茁1 (a), TGF-茁2 (b) and TGF-茁3(c) protein levels in FFP stored at 4℃ up to 5 days were measured by Quantikine ELISA kits. The data were

presented as x 依 s (n=3 pooled FFPs). TGF-茁1 increases at a rate of 244.31 ng/(L·d) (P=0.002). There are no statistical evidence that TGF-茁2 (P=0.7)

and TGF-茁3(P = 0.65) changes with day.

胞，然后依据迁移的细胞数评估 FFP 对内皮细胞
迁移的诱导能力．

细胞划痕实验：浓度为 2.5 伊 105个 /孔接种于
6孔培养板，待细胞长满无缝隙后，用 200 滋l吸管
尖端划“十”或“井”痕线，PBS漂洗，去掉漂浮
的细胞，然后加入含 10% FFPs或 LR的培养基继
续培养 24 h．倒置显微镜观察细胞划痕生长，并通
过显微图像采集和分析系统随机拍摄和记录 5个视
野．用 Kodak 1D软件的图像分析系统(version 3.6)
测量划痕区域面积．细胞生长率即愈合率 (the
percentage of recovery) R% = [1-(划痕区域 Tt /划痕
区域 T0)] 伊 100%，Tt代表实验后愈合时间的面积

和 T0代表划痕后立即拍摄的面积[18]．依据愈合率

确定 FFP对内皮细胞迁移力影响．
1.2.6 Western blot检测蛋白质磷酸化水平．将每
个 35 mm平皿浓度为 1.6 伊 106个内皮细胞接种于

培养皿中，不同条件处理后，加人预冷 PBS漂洗
的内皮细胞，随后加入细胞裂解液(150 mmol/L NaCl,
50 mmol/L Tris-HCl pH8.0, 0.1% NP-40, 1 mmol/L
PMSF, 25 mg/L Aprotinin, 25 mg/L Leupeptin)冰上裂
解 30 min， 4℃ 12 000 r/min离心 30 min，吸取上
清，BAC 法进行蛋白质定量 [20]．取 30 滋g总蛋白
4%～12%聚丙烯酰胺梯度凝胶电泳分离，电转至
PVDF上．3% BSA 室温封闭 2 h，加入第一抗体
4℃孵育过夜，然后 TBS-T缓冲液洗膜 3次，每次
10 min，加入 HRP标记的第二抗体室温孵育 1 h，
TBS-T缓冲液洗膜 3次，每次 10 min．ECL试剂
发光、显影和定影．以 茁-actin为内参照，实验重

复 3次. Kodak 1D软件的图像分析系统(version 3.6)
测量蛋白质显带颜色深浅和面积并计算分子表达

丰度．

1.2.7 TGF-茁 信号的阻断． 二甲基亚砜配制
TGF-茁玉型受体激酶特异抑制剂 SB431542，参考
文献[18]对内皮细胞 HPMECs 预处理 45 min，阻
断 TGF-茁 信号通路，随后加入 FFP 处理 30 min
进一步做Western blot分析，或 16 h做细胞迁移率
分析．

1.2.8 FFP中 TGF-茁浓度测定．采用商业化的酶
联免疫吸附(ELISA)试剂盒测量分析 9名不同献血
者 FFP 的 TGF-茁1、TGF-茁2 及 TGF-茁3 蛋白质水
平，方法参考 ELISA试剂盒说明书．所有样品重
复 3次．
1.2.9 统计分析．所有实验重复 3 次，数据采用
x 依 s 表示，以 SPSS 11. 0统计软件 t检验或析因设
计方差分析，P < 0.05为有统计学意义．

2 结 果

2.1 冷藏将增加 FFP中 TGF鄄茁1浓度
为了探讨冷藏是否导致 FFP中 TGF-茁水平升

高，采用 ELISA法检测了当天解冻及解冻后 4℃放
置 1～5天 FFP中 TGF-茁水平，结果为当天 FFP中
含有一定量 TGF-茁1(5 366.81 ng/L)，但随着冷藏时
间的增加 FFP中 TGF-茁1水平逐渐增加，其增加率
为 244.31 ng/(L·d)(图 1a)(P < 0.05)相反，FFP中的
TGF-茁2及 TGF-茁3水平在冷藏过程中没有发生显
著性改变(P > 0.05，图 1b和图 1c)．
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著增强细胞 Smad2和 Smad3磷酸化(图 2a)且呈剂
量递增趋势，然而，相对于 FFP(Day 0), FFP(Day 5)
诱导细胞 Smad2和 Smad3磷酸化水平更强(图 2a, b)
(P < 0.05)．传统复苏液 LR却未能诱导细胞 Smad2

和 Smad3磷酸化，类似单独培养基．表明冷藏将
导致 FFP 诱导细胞 Smad2 和 Smad3 磷酸化增强
TGF-茁信号传导．

Fig. 2 Activation of TGF鄄茁/Smad2/3 signaling by FFPs is dose鄄dependent and is enhanced during FFP storage
The ECs were serum-starved with medium containing 0.1% serum for 4 h and then treated with FFPs at the concentration of 2.5%, 5%, 10%, and 30%,

or 30% LR for 30 min. Medium alone was a baseline control. Whole cell lysates were prepared and subjected to Western blotting. (a) Representative

Western blots. (b) Representative Western blots from 3 independent experiments were shown and relative quantifications were expressed as x 依 s of 3

independent experiments. *P < 0.05 compared to medium. #P < 0.05 compared to the matching concentration of Day 0 FFP.

2.3 冷藏降低 FFP诱导内皮细胞迁移
内皮细胞迁移对创伤和 /或出血性休克的血管

修复起重要作用．为此，首先采用标准的滤孔迁移

实验检测 FFP对内皮细胞迁移的影响．与对照组

单独培养基或 LR组相比，FFP(Day 0)和 FFP(Day 5)
均能显著诱导内皮细胞迁移且诱导内皮细胞迁

移呈剂量依赖性增加(图 3a，b)，与 FFP(Day 0)
相比，FFP(Day 5)诱导内皮细胞迁移能力明显降
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Fig. 3 FFP (Day 0) promotes EC migration which diminishes during storage
The ECs were seeded in transwell inserts (a) or 12-well plates (c) and cultured with various concentrations of FFPs or LR for 16 h. Cell culture medium
was a baseline control. EC migration was measured by tranwell assay. (a) Representative pictures showing transwell migration of cells treated with or
without 10% FFP or LR. " " points to the migrating white color cells. "荨" points to the dark pores of the filter. (b) Number of migrating cells was
expressed as x 依 s (n=3). *P < 0.05 compared to LR. #P < 0.05 compared between Day 0 and Day 5 FFP. : Medium; : LR; : FFP(Day 0); :
FFP(Day 5). (c) Representative pictures of scratching assay showing migration of the cells treated with or without 10% FFP or LR. (d) Quantification
of cell migration was expressed as x 依 s (n=3). *P < 0.05 compared to LR. #P < 0.05 compared between Day 0 and Day 5 FFP. 1: Medium; 2: LR; 3:
FFP(Day 0); 4: FFP(Day 5).
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低(P < 0.05)．单独培养基和 LR组之间没有显著差
异．单层细胞划痕实验结果显示，与对照组或 LR
组相比，FFP(Day 0)和 FFP(Day 5)均显著诱导单层
内皮细胞迁移，与 FFP(Day 0)相比，FFP(Day 5)诱
导细胞迁移能力明显降低(图 3c, d，P < 0.05)．表
明 FFP能诱导内皮细胞迁移，其诱导迁移能力经 5
天 4℃冷藏后将显著降低．

2.4 抑制 TGF鄄茁/Smad3信号转导增加 FFP诱导
内皮细胞迁移

为了探讨 FFP(Day5) TGF-茁1水平的升高导致其
诱导内皮细胞迁移力降低，首先采用 TGF-茁受体玉
ALK5 特异的抑制剂 SB431542 阻断 TGF-茁/ALK5
信号通路．如图 4a 和 4b 所示，与溶剂对照组
相比，SB431542 预处理显著提高 FFP(Day 0)和

(a) (b)

(c) (d)
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M 1 2 3

1 2 3
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0
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*
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*
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*§
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Fig. 4 Blocking ALK5 restores EC migration capacity of Day 5 FFP comparable to that of Day 0 FFP
Transwell assay was used to measured EC cells migration and the cells were seeded in transwell inserts. (a) Treated with SB431542 (SB, 3 滋mol/L) for

45 min followed by treatment with 2.5% of FFPs. Equal volume of DMSO was the vehicle control. Representative pictures showing migrating cells in

transwell. " " points to the migrating "white color" cells. "荨" points to the dark pores of the filter. (b) Number of migrating cells was expressed as

x 依 s (n=3). *P < 0.05 compared to vehicle (DMSO). #P < 0.05 compared between Day 0 FFP and Day 5 FFP. 异P < 0.05 compared between vehicle and

SB. : Medium; : FFP(Day 0); : FFP(Day 5). (c) The total RNA of the cell line EC-Negative or EC-ALK5 siRNA was isolated and performed

to RT-PCR for ALK5 mRNA level assay and Whole cell lysates were prepared and subjected to Western blotting. The expression of ALK5 mRNA

(Top) and protein (Middle & Bottom). M: Marker; 1: EC; 2: EC-siRNA; 3: EC-Neg. (d) The EC-Negative or EC-siRNA cells were treated with 2.5% of
FFPs. Number of migrating cells was expressed as x 依 s (n=3). *P < 0.05 compared to Medium. #P < 0.05 compared between Day 0 FFP and Day 5 FFP.
异P < 0.05 compared between EC-Negative and EC-siRNA. : Medium; : FFP(Day 0); : FFP(Day 5).
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Fig. 5 Inhibition of ALK5 attenuates
the activation of Smad3 by FFP

The ECs were serum-starved with medium containing 0.1% serum for 4 h.

(a) Treated with various concentrations of ALK5 inhibitor SB431542

(1 滋mol/L or 3 滋mol/L) for 45 min followed by treatment with 10%FFP

for 30 min. (b) The cell line EC-Neg or EC-ALK5 siRNA treatment with
10% FFP for 30 min. The whole cell lysates were prepared and subjected

to Western blotting.

FFP(Day5)诱导内皮细胞迁移，与单独培养基加入
溶剂对照组相比，SB431542预处理后，提高 FFP
(Day 0)诱导细胞的迁移率达 30%，同时恢复 FFP
(Day5)诱导细胞迁移率至 FFP(Day 0)水平，但单独
培养基组与单独培养基加溶剂组间无显著性差异．

进一步采用 ALK5 siRNA 下调内皮细胞中 TGF-茁
玉型受体(ALK5)的表达(图 4c)，结果显示，与阴性
对照 siRNA 转染内皮细胞(EC-Negative，EC-Neg)
相比，FFP诱导 EC- ALK5 siRNA细胞迁移显著提
高(图 4d，P < 0.05)．
为了确定 SB431542 预处理或转染 ALK5

siRNA是否阻断 TGF-茁信号传导，我们检测细胞
Smad3磷酸化水平，如图 5所示，SB431542预处
理后，FFP诱导内皮细胞的 Smad3磷酸化呈剂量
依赖性下调，而单独 SB431542对细胞 Smad3磷酸
化无影响，与溶剂对照组相比无显著差异(P < 0.05),
同理检测转染 ALK5 siRNA 内皮细胞(EC-siRNA)
Smad3磷酸化水平，结果显示，与阴性对照 siRNA
转染内皮细胞(EC-Negative，EC-Neg)相比，Smad3
磷酸化显著下调，表明 FFP中 TGF-茁1具有抑制内
皮细胞的迁移作用，内皮细胞迁移力的降低可能由

ALK5/Smad3信号介导，FFP(Day5)诱导内皮细胞
迁移力的降低与冷藏导致 TGF-茁1水平增加有关.

猿 讨 论

FFP正在取代传统的晶体液而成为早期和需要
大量输液休克病人复苏液．为了满足这种日益增长

的需求，血库中解冻的血浆常常被运往各创伤救治

中心．虽然与 FFP相关的风险都有清晰的记录(包
括传染病性、免疫性等风险)，然而 FFP作用机制
以及冷藏是否降低 FFP疗效仍然不清楚．本研究
结果显示，FFP 中含有大量的细胞因子 TGF-茁，
随着冷藏时间的延长 TGF-茁含量逐渐增加，与之
一致的是，与 FFP(Day 0)相比，冷藏 5天血浆即
FFP(Day 5)诱导 Smad2和 Smad3磷酸化显著增强，
尽管 FFP(Day 0)和 FFP(Day 5)均能诱导内皮细胞迁
移，但冷藏后 FFP 诱导细胞迁移能力显著降低，
阻断 TGF-茁1/ALK5/ Smad3信号转导将增强 FFP诱
导内皮细胞迁移和恢复 FFP(Day 5)诱导内皮细胞迁
移力．因此，表明标准冷藏将增加 FFP中的细胞
因子 TGF-茁1含量并导致其诱导内皮细胞迁移能力
降低．

为了研究冷藏导致 FFP 诱导内皮细胞迁移力
降低，本研究重点关注与内皮细胞迁移调节相关的

关键因子 TGF-茁，结果表明冷藏将导致细胞因子
TGF-茁1 水平增加并增强胞内 Smad2 及 Smad3 的
磷酸化，进而降低 FFP诱导内皮细胞迁移．研究
报道， 血小板在冷藏过程中有 10%～15%被活
化并导致其 琢颗粒(琢-granule)释放大量转化生长因
子[19]，因此我们推测血库标准程序制备 FFP解冻后
经过 1～5天 4℃冷藏，其 TGF-茁1浓度显著增加，
增加的 TGF-茁1 可能来源于活化的 琢 颗粒
(琢-granule)，但是否还可能来源于 FFP中其他残余
的血细胞，有待进一步研究．

在内皮细胞中 TGF-茁 活化 ALK5/Smad2/3 信
号通路导致内皮细胞迁移受抑制 [16, 18]．本研究发

现，FFP(Day 0)能诱导 Smad2/3磷酸化活化，但与
FFP(Day 0)相比，FFP(Day 5)诱导 Smad2/3磷酸化
水平显著增加， ALK5特异性抑制剂 SB431542或
转染 ALK5 siRNA下调 ALK5活性却能显著性抑制
ALK5/Smad3信号传导，与之一致的是， FFP(Day 0)
能够功能性诱导内皮细胞迁移，FFP(Day 5)诱导内
皮细胞迁移却显著降低，阻断 ALK5/Smad2/3信号
传导不仅能增强 FFP(Day 0)诱导内皮细胞迁移而且
还能恢复 FFP(Day 5)诱导细胞迁移水平．因此，提
示 FFP 中含有大量的具有抑制内皮细胞迁移的
TGF-茁1，冷藏可导致 TGF-茁1大量释放并增强其
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信号转导，降低 FFP诱导内皮细胞迁移．
综上所述，本研究证实 FFP能够促进内皮细

胞迁移，冷藏将降低其功效，其部分缘由可能与冷

藏增加 FFP 中 TGF-茁1含量有关．以往研究显示
FFP具有修补和恢复血管正常结构和功能，因此冷
藏导致 FFP中 TGF-茁1含量增加并降低内皮细胞迁
移可能是冷藏后 FFP疗效降低的一种新机制．
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Effect of Fresh Frozen Plasma on Endothelial Cell Migration Diminishes
During Storage and Its Molecular Mechanisms*

ZHANG Chun-Fang1)**, TAN Tan1, 3)**, LI Jian-Guo1), MA Hong-Ying1), CHEN Zhu-Chu1), DUAN Chao-Jun1, 2)***
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Central South University, Changsha 410008, China;
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3) Department of Clinical Laboratory, The First People忆s Hospital of Chenzhou, Chenzhou 432000, China)

Abstract To determine whether TGF-茁s and the effect on endothelial cell migration were altered during fresh
frozen plasma (FFP) refrigeration, ELISA assay was carried out to quantify TGF-茁s protein levels in FFP stored at
4℃ for up to 5 days. Human pulmonary microvascular endothelial cells (HPMECs) were treated with various
concentrations of Day 0 and Day 5 FFPs or 10% Lactated Ringer's (LR) and were subjected to migration assay or
Western blot analysis. ALK5 siRNA or ALK5 inhibitor were used to block FFP-induced Smad3 signaling in EC
cells. It was found that TGF-茁1 protein levels increased in a time-dependent fashion at a rate of 244.31 ng/(L·d)
(P < 0.05) and greater activation of its downstream mediators Smad2/3 during storage of FFP (P < 0.05). Both Day 0
FFP and Day 5 FFP stimulated EC migration in vitro; however, the effect of Day 5 FFP was significantly reduced.
Inhibition of TGF-茁 type 玉 receptor blocked FFP-induced Smad3 signaling in EC cells and restored the
effectiveness of Day 5 FFP on EC migration to a comparable level as Day 0 FFP. These data suggest that the
increased TGF-茁 levels during FFP storage contributes to the deterioration of stored FFP忆s effects on EC migration.
A novel molecular mechanism contributing to the reduced efficacy of stored FFP was identified.
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