
서 론

혈소판의 냉동보관은 보관 유효기간이 짧은 혈소판을 장기간

보관 가능하게 함으로써 혈소판 감소 환자의 수혈에 큰 도움을

줄 수 있다. 보관백 내의 혈소판 활성화의 지표로 자주 사용되

는혈소판내 과립의막단백인P-selectin (CD62P)의발현은

채혈이나 원심분리 과정에서는 큰 변화가 없지만, 냉동 과정에

서 급격하게 증가되는 것으로 알려져 있다[1]. 일반적으로 동결

보호제(cryoprotectant)는 냉동으로 인한 손상으로부터 세포나

조직을 보호하기 위해 사용되는 물질로, 혈소판 냉동보관에는

glycerol, propane-1,2-diol, polyvinylpyrrolidone, hydrox-

yethyl starch 등의유기화합물이사용되어왔다[2-6]. Dimethyl

sulfoxide (DMSO)는 가장 좋은 혈소판 동결보호제로 알려져

있으며, 동결 혈소판의 annexin V 결합을 감소시킨다고 보고

되었다[6, 7]. 그러나 세포막을 쉽게 통과함으로써 삼투스트레
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혈소판의 냉동보존에 미치는 일산화질소의 효과

Effect of Nitric Oxide on the Cryopreservation of Platelets

Jae Hyeon Lee, M.D.1, Jeong Tae Kim, M.D.1, and Yong Gon Cho, M.D.1,2

Department of Laboratory Medicine1, Chonbuk National University Medical School; Research Institute of Clinical Medicine2, 
Chonbuk National University, Jeonju, Korea

이재현1∙김정태1∙조용곤1,2

전북대학교 의과전문대학원 진단검사의학교실1, 전북대학교 임상의학연구소2

Background : To determine whether nitric oxide (NO) could inhibit activation of platelets stored in
a cold or frozen state, we measured platelet P-selectin expression and platelet-bound fibrinogen in
platelet-rich plasma (PRP) with S-nitrosoglutathione (GSNO) (Sigma, USA) by flow cytometry. 

Methods : PRP was prepared by centrifuging venous blood collected in a 3.2% sodium citrate
tube from 10 healthy donors. It was aliquotted into 4 groups (no cryoprotectant, GSNO, GSNO/
dimethyl sulfoxide [DMSO] [Sigma], and DMSO), and stored at room, cold and freezing tempera-
tures for 24 hrs. We performed a flow cytometric analysis of all specimens stained with FITC-fibrino-
gen and PE-CD62P monoclonal antibodies (Becton Dickinson, USA). The results were compared
according to the storage temperature and agonist among 4 groups. 

Results : GSNO inhibited significantly the activation of frozen platelets, but not in the presence of
DMSO. GSNO was also shown to preserve the aggregability of frozen platelets because in the pres-
ence of GSNO the delta percent change of P-selectin expression and fibrinogen binding of frozen
platelets increased significantly irrelevant to DMSO. 

Conclusions : GSNO inhibited the activation of frozen platelets and preserved the platelet aggre-
gability; therefore, it may be used as a protectant for platelet cryopreservation. (Korean J Lab Med
2008;28:136-43)

Key Words : Platelets, Cryopreservation, Nitric oxide
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스로 인한 세포 손상을 일으키기 때문에, 그 양을 줄이는 방법이

시도되었다[8-10].

일산화질소(nitric oxide, NO)는 실온보관 중인 혈소판에서

분비되어 여러 경로를 통해 혈소판의 활성화 및 응집을 억제하

지만[11-14], 보관기간 동안에 혈소판의 활성화를 억제할 정도

의 충분한 양이 나오지는 않는 것으로 알려져 있다[15]. 일산화

질소 공여체인 S-nitrosoglutathione (GSNO)은 실온에 보관

된 전혈 및 혈소판풍부혈장 상태의 혈소판에 작용하여 adeno-

sine diphosphate (ADP) 유도 P-selectin 발현 및 혈소판 섬

유소원 부착을 억제하며, 그 작용 최소 농도는 전혈에서 10-5M,

혈소판풍부혈장에서 10-6M로 보고되었다[16]. 이에 저자들은

냉동혈소판제제를 위한 기초 연구로써 일산화질소가 냉장 및

냉동 온도에서도 혈소판의 활성화를 차단하는 효과가 있는지

알아보기 위해서 GSNO와 DMSO를 처리한 혈소판을 냉장 및

냉동보관하고, 혈소판 응집 촉진제인 ADP와 트롬빈(throm-

bin)을 처리하여 촉진제 투여 전후의 P-selectin 발현과 혈소

판 섬유소원 부착을 유세포 분석기로 측정하였다. 

대상 및 방법

1. 대상 및 정맥채혈

3주 이상 혈소판의 기능에 영향을 주는 약물을 복용한 적이

없는 건강한 성인 공여자 10명으로부터 정맥혈을 채취하였다.

공여자 중에서 6명은 남자, 4명은 여자였고, 이들의 평균 연령

은 24.9±0.9세였으며, 모든 대상에게 충분한 설명 후 동의서

를 받았다. 혈액은 19G 바늘이 달린 10 mL 주사기를 사용하여

3.2% sodium citrate 시험관에 채혈한 후에, 혈소판풍부혈장

을 얻기 위해 원심분리(190 g, 10분, 20°C)하였다. 

2. P-selectin의 발현 및 혈소판 섬유소원 부착의 측정

검체의 처리는 Albert 등[16]이 사용한 방법을 약간 변형하여

사용하였다. 혈소판풍부혈장을 1×HEPES buffered saline

(HEPES-BS)과 섞어 혈소판 수가 1×108/mL가 되도록 희석하

고, 희석된 검체 5 L를 시험관 24개에 각각 분주하였다. 검체

가 분주된 시험관(Cryovial, Simport Plastics Ltd., Quebec,

Canada)은 4개의 군으로 조건을 다르게 하여 시약을 첨가하였

다. 4개의 군은 동결보호제를 넣지 않은 무첨가군과 GSNO

(Sigma, St. Louis, MO, USA)만 넣은 GSNO군, GSNO와 2%

의 DMSO (Sigma)를넣은GSNO/DMSO군, 그리고6% DMSO

만 넣은 DMSO군으로 구성하였다. 혈소판의 P-selectin 발현

과 섬유소원 부착을 측정하기 위해 단클론항체 형광염색을 시

행하였고, phycoerythrin conjugated CD62P (PE-CD62P,

Pharmingen Becton Dickinson [BD], Biosciences, San Diego,

CA, USA)와 fluorescein isothiocyanate conjugated fibrino-

gen (FITC-fibrinogen, DAKO, Carpinteria, CA, USA)을

각각 사용하였다. GSNO는 1×HEPES-BS로 최종농도가 1×

10-6M이 되도록 희석하여 사용하였고, FITC-fibrinogen 및

PE-CD62P 단클론항체는 각각 5 L를 넣고 실온에서 2분간

반응시킨 후, 혈소판의 활성화를 촉진시키는 ADP와 트롬빈

(Chrono-Log CORP., Haverton, PA, USA)은 최종 농도 1×

10-6M이 되도록 첨가한 후 20분씩 반응시켰고, 반응을 정지시

키기 위해서 0.2% formyl saline 500 L를 사용하였다. 냉장

과 냉동 처리한 검체들은 24시간 후 해동하였고, ADP와 트롬

빈은 해동 후 첨가하였으며, 냉동을 위한 검체는 1°C/min의 속

도로 -70°C까지 온도를 낮춰 보관 후, 해동은 37°C에서 시행하

였다. 냉장 및 냉동 보관 자체가 혈소판 응집을 억제하므로 트롬

빈 처리로 인한 혈소판 응집을 방지하기 위해 사용되는 Gly-

Pro-Arg-Pro (GPRP) 펩타이드는본실험에사용하지않았다.

유세포분석은혈소판활성화반응정지후1시간이내에시행

하였고, FACS Calibur (Becton Dickinson, San Jose, CA,

USA)를 이용하였으며, 기기에 내장된 CELLQuest (Becton

Dickinson) 프로그램을 사용하여 forward light scatter (FSC)

와 side light scatter (SSC)를 log 증폭하였다. 매 검체마다

5,000개의 혈소판을 획득하였고, ADP와 트롬빈을 처리하지

않은 실온 검체를 정상 대조로 삼아 섬유소원과 CD62P의 단일

지표 히스토그램을 그리고 음성과 양성을 구별하는 임계치를

구하였다(Fig. 1). 임계치를 냉장, 냉동 및 촉진제 투여 후의 검

체에서 얻은 히스토그램에 적용하여 섬유소원과 CD62P 양성

혈소판의백분율을계산하였다.

3. 혈소판의 활성화 및 응집능의 계산

촉진제투여전의P-selectin 발현및혈소판섬유소원부착은

냉장 및 냉동에 의한 혈소판 활성화를 나타내고, 촉진제 투여 전

후 결과의 차이는 혈소판 응집능의 보존 정도로 생각하였다. 촉

진제 투여 전후의 결과 차이는 변화비율(delta percent change)

로 나타내었는데, 이는 다음의 공식에 따라 계산하였다. 

D (%)=(A-B)/B×100

D : 변화비율

A : 촉진제 투여 후의 결과
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B : 촉진제투여 전의 결과

4. 통계처리

통계처리는 SPSS 13.0 for Window (SPSS, Chicago, IL,

USA)를 이용하였다. 각 조건에 따른 섬유소원과 CD62P 양성

율의 비교는 95% 유의수준으로 분산분석을 이용하여 시행하였

고, 같은 온도에서의 다른 조건 검체의 결과 비교에는 Wilcox-

on signed ranks test를 사용하였다. P<0.05인 경우를 통계

학적으로 유의한 것으로 간주하였다. 

결 과

1. GSNO에 의한 혈소판 활성화의 억제

1) DMSO를 처리하지 않은 혈소판

촉진제를 투여하지 않은 GSNO군 혈소판의 P-selectin 발현

및 섬유소원 부착의 실온과 냉장온도 결과는 무첨가군의 결과

와 유의한 차이가 없었지만(P>0.05), 냉동온도의 결과는 무첨

가군의 결과보다 유의하게 낮아(P<0.05), GSNO가 냉장보관

혈소판의 활성화에는 영향을 주지 않지만 냉동보관 혈소판의

활성화는 억제함을 보여주었다(Table 1). 

2) DMSO를 처리한 혈소판

GSNO를첨가한GSNO/DMSO군혈소판의P-selectin 발현

및 섬유소원 부착의 결과는 GSNO가 첨가되지 않은 DMSO군

의 결과와 유의한 차이가 없었고(P>0.05), 이는 보관온도와 무

관하였다(Table 1). GSNO를 처리하지 않은 혈소판에서, DMSO

를 처리한 혈소판의 냉동온도에서의 활성화는 실온에 비해 증가

되었지만, 이는 DMSO를 처리하지 않은 무첨가군의 증가와 유

의하게 다르지 않아, DMSO가 냉동보관 혈소판의 활성화를 억

제하지 않음을 보여주었다. 

2. GSNO에 의한 혈소판 응집능의 보존

1) DMSO를 처리하지 않은 혈소판

GSNO군 혈소판의 촉진제 투여 후 P-selectin 발현 및 섬유

소원 부착은 무첨가군의 결과와 유의한 차이가 없었고, 이는 보

관온도와 무관하였다(Table 2, 3). 실온 및 냉장보관된 GSNO

군 혈소판의 ADP 투여 전후 평균 P-selectin 발현 및 섬유소원

부착의 변화비율 또한 무첨가 군과 유의한 차이가 없었다(Table

4). 그러나, 냉동보관 혈소판의 ADP 투여 전후 평균 P-selectin
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Fig. 1. The histogram of flow cytometric results with fibrinogen (FL1) and CD62P (FL2). A and C show the setting of a threshold discrimi-
nating between negative and positive platelets. B and D show the percentage of positive platelets above the threshold.
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D

Marker Temp None GSNO GSNO/DMSO DMSO
P value

N&G D&DG N&D

P-selectin R 3.1±1.5 8.6±7.6 5.3±7.3 6.1±3.7 0.075 0.344 0.116
P-selectin C 21.3±14.3 21.3±11.9 29.5±12.5 29.6±16.0 0.463 0.917 0.075
P-selectin F 38.5±13.9 23.9±9.9 25.3±12.8 26.7±8.5 0.028 0.345 0.173
Fibrinogen R 5.5±3.1 13.0±12.5 8.5±13.0 11.7±8.4 0.116 0.463 0.173
Fibrinogen C 23.7±16.7 28.2±14.2 38.7±16.1 42.5±25.5 0.249 0.600 0.046
Fibrinogen F 40.9±14.3 20.6±13.2 21.8±18.0 36.6±16.4 0.028 0.173 0.345

Table 1. Comparison of P-selectin expression and platelet-bound fibrinogen measured in platelets without treatment of agonists among
groups (N=10)

Abbreviations: R, room temperature; C, cold temperature; F, freezing temperature; N, none; G, GSNO; D, DMSO; DG, GSNO/DMSO.
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발현 및 섬유소원 부착의 변화비율은 무첨가군의 경우 음의 값

을 보여 의미가 없는 반면, GSNO군은 평균 P-selectin 발현

및 섬유소원 부착의 변화비율이 각각 43.3%와 127.9%로 무첨

가군에 비해 유의하게 높았다(P<0.05). 냉동보관 혈소판의 트

롬빈 투여 전후의 평균 P-selectin 발현 및 섬유소원 부착의 변

화비율은 무첨가군의 경우 각각 29.9%, 47.0%이었고, GSNO

군에서는 135.6%, 293.5%로 나타나 무첨가군에 비해 유의하게

높았다(Table 5).

냉동온도에서 촉진제에 대한 혈소판의 응집 반응은 GSNO를

처리한 혈소판에서 무첨가군에 비해 유의하게 보존됨을 알 수

있었다. 

2) DMSO를 처리한 혈소판

GSNO를 첨가한 GSNO/DMSO군 혈소판의 촉진제 투여 후

P-selectin 발현은 GSNO를 첨가하지 않은 DMSO군의 결과에

비해 실온과 냉동온도에서 유의하게 높았다(Table 2, 3). 실온

보관된 GSNO/DMSO군 혈소판의 촉진제 투여 전후 평균 P-

selectin 발현의 변화비율은 DMSO군에 비해 유의하게 높았지

만, 섬유소원 부착은 유의한 차이를 보이지 않았다(Table 4, 5).

냉동보관 혈소판의 ADP 투여 전후 평균 P-selectin 발현 및 섬

Marker Temp None GSNO GSNO/DMSO DMSO
P value

N&G D&DG N&D

P-selectin R 72.6±3.5 69.6±6.3 28.3±9.7 9.5±5.9 0.075 0.028 0.028
P-selectin C 45.1±18.9 45.5±20.5 29.8±19.0 24.2±16.3 0.917 0.600 0.028
P-selectin F 24.5±10.7 29.0±7.5 32.3±7.5 16.5±3.4 0.345 0.028 0.173
Fibrinogen R 71.4±5.9 70.9±10.1 22.2±10.8 10.1±10.3 0.917 0.116 0.028
Fibrinogen C 43.6±17.6 44.8±20.0 30.1±20.8 36.3±19.5 0.917 0.600 0.463
Fibrinogen F 22.8±14.2 30.0±10.7 29.9±6.5 20.0±9.7 0.249 0.116 0.753

Table 2. Comparison of P-selectin expression and platelet-bound fibrinogen measured in platelets with treatment of ADP among groups
(N=10)

Abbreviations: See Table 1.

Marker Temp None GSNO GSNO/DMSO DMSO
P value

N&G D&DG N&D

P-selectin R 57.8±34.0 51.8±38.5 46.5±37.9 27.5±22.0 0.075 0.046 0.028
P-selectin C 53.3±30.3 50.0±33.4 47.6±32.3 37.2±24.8 0.753 0.173 0.046
P-selectin F 49.4±19.5 50.4±15.1 45.4±29.9 29.3±27.5 0.917 0.028 0.028
Fibrinogen R 67.3±29.3 64.1±24.1 58.9±33.3 51.7±39.2 0.248 0.028 0.028
Fibrinogen C 62.3±22.2 61.6±24.1 58.1±26.0 54.8±32.5 0.917 0.753 0.249
Fibrinogen F 57.6±15.2 58.5±9.8 47.9±32.2 38.7±40.1 0.917 0.116 0.173

Table 3. Comparison of P-selectin expression and platelet-bound fibrinogen measured in platelets with treatment of thrombin among
groups (N=10)

Abbreviations: See Table 1.

Marker Temp None GSNO GSNO/DMSO DMSO
P value

N&G D&DG N&D

P-selectin R 2,851.7±1,773.4 1,234.1±813.5 1,048.4±772.9 85.1±111.3 0.075 0.046 0.028
P-selectin C 235.3±296.9 167.6±130.5 26.8±134.5 50.1±163.6 0.463 0.917 0.173
P-selectin F -35.2±20.0 43.3±80.6 51.5±75.7 -29.3±34.2 0.028 0.028 0.917
Fibrinogen R 1,772.6±1,457.2 1,401.1±1,476.6 2,125.2±2,810.5 99.1±264.0 0.753 0.116 0.028
Fibrinogen C 235.3±371.9 79.4±88.4 27.5±187.0 174.2±447.3 0.173 0.753 0.753
Fibrinogen F -45.5±23.7 127.9±176.3 168.6±225.2 -32.5±43.4 0.028 0.028 0.600

Table 4. Comparison of delta percent change of P-selectin expression and platelet-bound fibrinogen measured in platelets with treat-
ment of ADP among groups (N=10)

Delta percent change is calculated according to next equation. D (%)=([A-B]/B)×100. D, delta percent change; A, results after treatment of agonists;
B, results before treatment of agonists.
Abbreviations: See Table 1.
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유소원 부착의 변화비율은 DMSO군의 경우 음의 값을 보였고,

GSNO/DMSO군에서는 각각 51.5%와 168.6%를 보여 응집능이

DMSO군의 결과에 비해 유의하게 보존됨을 나타내었다(Table

4). 또한, 냉동보관혈소판의트롬빈투여전후의평균P-selec-

tin 발현 및 섬유소원 부착의 변화비율은 DMSO군의 경우 각각

47.6%, 108.7%로 나타났으나, GSNO/DMSO군에서는 130.5%,

422.8%를 보여 응집능이 DMSO군에 비해 유의하게 보존됨을

보여주었다(Table 5).

GSNO를첨가하지않은DMSO군의촉진제투여후P-selec-

tin 발현은 무첨가군의 결과에 비해서 실온과 냉장온도에서 유

의하게 낮았고, 혈소판 섬유소원 부착은 실온보관의 경우 무첨

가군에 비해 유의하게 낮았다(Table 2, 3). 또한, GSNO를 처리

하지 않은 실온보관 혈소판에서 DMSO를 처리한 혈소판의 촉

진제투여전후평균P-selectin 발현의변화비율은각각85.1%,

469.7%이었으나, 무첨가군의경우에는각각2,851.7%, 2,648.7%

로 나타나 DMSO군의 결과가 무첨가군에 비해 유의하게 낮았

다(Table 4, 5). 실온보관 혈소판의 응집능은 DMSO를 처리한

혈소판에서 무첨가군에 비해 유의하게 억제되었다. 냉동보관

혈소판의 경우에는 트롬빈 투여 후 P-selectin 발현이 무첨가

군에 비해 유의하게 낮은 것을 제외하고는 무첨가군과 유의한

차이가 없었다. 

고 찰

본 연구에서는 혈소판의 활성화 정도를 나타내기 위해 혈소

판 표면의 P-selectin의 발현과 섬유소원 부착을 유세포 분석

기로 측정하였다. 냉장 온도에서의 혈소판 활성화는 혈소판 막

의 인지질(phosphatidyl serine)이 세포 내부에서 외부로 이동

하는 것으로 알 수 있으며, 이는 annexin V나 P-selectin 발현

을 측정함으로써 검출할 수 있다[17, 18]. 또한, 혈소판의 활성

화는 혈소판 막의 glycoprotein (GP) IIb/IIIa 복합체를 섬유소

원의 기능적 수용체로 변환시키기 때문에, 섬유소원의 결합 여

부를 측정함으로써 혈소판 활성화를 검출할 수 있다[19].

냉동 혈소판은 실온 보관 혈소판에 비해 수혈 후 생존능이 유

의하게 감소하며[20], DMSO를 처리한 상태로 혈소판을 냉동

시키는 경우, 실온보관 혈소판에 비해 혈소판의 응집능과 분비

작용, 삼투스트레스에 대한 저항력은 감소하고, 혈관내피세포

에 대한 부착능력이 신선한 혈소판의 40% 정도로 감소한다고

알려져 있다[21, 22]. 본 실험에서 DMSO를 처리한 냉동보관

혈소판의 촉진제 투여 후 P-selectin 발현 및 섬유소원 부착은

무첨가군 실온보관 혈소판에 비해 유의하게 낮았으며, 변화비

율도 음의 값을 보이거나 실온보관 무첨가군에 비해 유의하게

낮은 결과를 보여 기존의 보고와 부합되었다. 또한 DMSO처리

혈소판의 P-selectin의 발현은 냉동시에 급격하게 증가된다고

하였지만[1], 본 실험에서는 이미 냉장 온도에서 실온보다 유의

하게 증가하였다(Table 1). 이러한 DMSO의 혈소판에 대한 작

용은 가역적이기 때문에, 해동 후에 혈소판을 세척함으로써 극

복될 수 있다[23]. 그러나 많은 연구자들은 DMSO 자체의 독성

을 줄이기 위해 epinephrine[10], polyethylene glycol[24],

ThromboSol[25] 등 다른 동결보호제와의 혼용을 시도하였다.

일산화질소는 혈소판의 생리적 억제인자로 보관중인 혈소판

의 P-selectin 발현을 50% 정도 감소시킬 수 있으므로[26], 저

자들은 일산화질소를 DMSO와 병용하거나 단독 사용함으로써

혈소판 냉동보관에 유용하게 사용할 수 있을 것으로 생각하였

다. Nitroglycerin이나 isosorbide dinitrate, GSNO 등 일산

화질소를 발생시키는 여러 물질은 일산화질소와 같이 혈소판의

기능을 억제한다고 보고되거나[27, 28], 상반된 결과로 보고되

었다[29, 30]. 본 실험의 촉진제 투여 전 P-selectin 발현 및 혈

소판 섬유소원 부착 결과는 GSNO가 실온과 냉장온도에 보관된

혈소판의 활성화에는 영향을 주지 않지만, 냉동보관 혈소판의

Marker Temp None GSNO GSNO/DMSO DMSO
P value

N&G D&DG N&D

P-selectin R 2,648.7±2,610.8 971.4±1053.0 3,390.0±5,076.4 469.7±497.3 0.046 0.046 0.028
P-selectin C 316.2±419.5 232.7±265.3 77.5±129.1 249.6±540.3 0.345 0.345 0.345
P-selectin F 29.9±38.6 135.6±114.4 130.5±230.4 47.6±209.5 0.028 0.028 0.345
Fibrinogen R 1,885.2±2,182.3 1,256.0±1,476.7 7,238.2±11,580.2 1,295.2±2,177.2 0.753 0.249 0.345
Fibrinogen C 393.1±543.2 187.8±191.7 91.7±135.6 716.2±1670.8 0.173 0.917 0.345
Fibrinogen F 47.0±33.2 293.5±227.6 422.8±667.7 108.7±364.7 0.028 0.028 0.463

Table 5. Comparison of delta percent change of P-selectin expression and platelet-bound fibrinogen measured in platelets with treat-
ment of thrombin among groups (N=10)

Delta percent change is calculated according to next equation. D (%)=[(A-B)/B]×100. D, delta percent change; A, results after treatment of agonists;
B, results before treatment of agonists.
Abbreviations: See Table 1.
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활성화는 유의하게 억제함을 보여주었다(Table 1). 반면, DMSO

를 처리한 혈소판에서는 GSNO가 냉동온도에서도 유의한 영향

을 보이지 않았다. 이는 제거되지 않은 DMSO가 GSNO의 혈소

판 활성화 억제 작용을 방해하기 때문으로 생각되었다. 촉진제

투여 전후 혈소판의 P-selectin 발현 및 섬유소원 부착 변화비

율은 GSNO가 냉동온도에서 혈소판의 응집능을 보존함을 나타

내었고, DMSO와 병용 처리한 경우에도 응집능 보존효과가 있

다는 것을 보여주었다(Table 4, 5). 실험결과 중에서 ADP 투여

후의 P-selectin발현 및 섬유소원 부착이 ADP 투여 전보다 더

낮은 경우가 냉장 및 냉동보관 혈소판에서 관찰되었다(Table 2,

3). 특히, 무첨가군과 DMSO군의 냉동보관 혈소판에서는 유의

한 차이로 나타났고, GSNO가 첨가된 GSNO군 및 GSNO/

DMSO군에서는 보이지 않았다. 일반적으로, 촉진제 투여 후의

혈소판 활성화 표지자 결과는 투여 전보다 증가하고, 본 실험의

실온보관 혈소판의 결과도 그러하였다. 냉동보관 혈소판의 결과

는 해동한 후에 PE-CD62P와 FITC-fibrinogen 단클론항체로

형광염색을 시행하여 얻어졌기 때문에 냉동과 해동 과정에서

일어난 혈소판의 변화를 모두 반영했다고 볼 수 있다. 혈소판은

냉동에 의해 형태 변화 및 활성화 등의 병적 변화를 거쳐 손상

되거나 파괴되는 것으로 알려져 있으며, DMSO의 경우 제거되

지 않으면 해동과정에서 삼투스트레스에 의해 혈소판을 파괴한

다[7]. 따라서, 동결보호제를 넣지 않은 무첨가군과 6% DMSO

를 넣은 DMSO군에서 ADP 투여 후의 결과가 투여 전보다 오히

려 낮아진 원인으로 해동 후 투여된 촉진제에 의한 혈소판의 추

가적인 파괴를 생각할 수 있지만, 트롬빈의 결과는 투여 후가

전보다 증가되어 ADP 투여 후의 결과는 실험과정의 일부 오류

도 완전히 배제할 수 없었다. 그러나, GSNO가 포함된 GSNO

군과 GSNO/DMSO군의 혈소판의 결과는 ADP 투여 후의 결과

가 투여 전보다 증가되었고 무첨가군에 비해 유의한 차이를 보

였기 때문에, GSNO가 냉동온도에서 혈소판의 응집능이 보존

되도록 역할을 한 것이라고 추정할 수 있었다.

일산화질소는 흡수된 후 생체 내의 혈소판 기능에 유의한 영

향을 주지 못하며[31, 32], 이는 일산화질소가 혈관내피세포를

지나 혈관 내로 들어간 후 oxyhemoglobin과 결합하기 때문으

로 알려져 있다[33, 34]. 그러므로, 일산화질소는 혈소판 제제

와 함께 수혈된 후에도 안전할 것으로 예상되며, 충분한 임상시

험을 거쳐 적용할 수 있을 것으로 생각되었다. 

요 약

배경 : 저자들은 일산화질소가 냉장 및 냉동보관 혈소판의 활

성화를 차단하는 효과가 있는지 알아보기 위해서 S-nitrosog-

lutathione (GSNO) (Sigma, USA)을 처리하고 냉장 또는 냉동

보관한 혈소판의 P-selectin의 발현과 혈소판 섬유소원 부착을

유세포 분석기로 측정하였다. 

방법 : 건강한 성인 공여자 10명의 정맥혈을 3.2% sodium

citrate 시험관에 채혈하여 원심분리로 얻은 혈소판풍부혈장을

4종류의 시험관(동결보호제 무첨가, GSNO, GSNO/dimethyl

sulfoxide [DMSO] [Sigma], 그리고 DMSO)에 나눠 분주하고

실온과 냉장, 그리고 냉동 온도에 24시간 보관하였다. 각 검체

는 FITC-섬유소원과 PE-CD62P (Becton Dickinson, USA)

단클론항체로 염색하여 유세포분석을 시행하였고, 그 결과를

온도에 따라 비교하고, 촉진제 처리후의 4개 검체군의 결과를

서로 비교하였다. 

결과 : GSNO는 DMSO를 처리하지 않은 냉동보관 혈소판의

활성화를 유의하게 억제하였지만, DMSO를 처리한 혈소판의

활성화는 억제하지 못하였다. 또한, GSNO는 DMSO의 처리와

무관하게 냉동보관 혈소판의 P-selectin 발현 및 섬유소원 부

착의 변화비율을 유의하게 증가시켜 냉동보관 혈소판의 응집능

보존효과가 있음을 나타내었다. 

결론 : GSNO는 냉동보관 혈소판의 활성화를 차단하였고, 혈

소판의 응집능을 보존하였기 때문에, 혈소판 냉동보관의 동결

보호제로 사용될 수 있을 것으로 생각되었다. 
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