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亚甲兰光化学法对红细胞膜损伤的研究

李秀娟#

!陈静静!黄革玲

"福建省厦门市妇幼保健院检验科
!

)(%+++

%

!!

摘
!

要"目的
!

分析亚甲蓝"

/.

%对红细胞膜的损伤作用!探讨亚甲蓝光化学法"

/.!

%在红细胞制品病毒灭活方面的可行

性&方法
!

以
/.!

处理红细胞悬液!光照度为
4++++Zb<

!

/.

浓度为
1'+

#

6AF

(

Z

!在光照
+

#

&+

#

4+

#

(+6>@

后的不同时间点测

定红细胞膜
PD

c

$h

c

$-8!

酶和
-KG5

活性!并观察红细胞形态的变化及膜通透性的改变&结果
!

在红细胞制品灭活方面!

/.!

还有缺陷!对红细胞膜的损伤较明显&随着照射时间的延长!红细胞的边缘出现了不规则#粘连!附着物也逐渐增多&红细胞的溶

血度显著增大"

%

&

+'+1

%!几乎呈线性&在照射过程中!膜
PD

c

$h

c

$-8!

酶无明显下降"

%

'

+'+1

%&膜
-KG5

在
4+6>@

后下降速

率增大!与对照组比!下降了大约
(13

"

%

&

+'+1

%&在照射
&+6>@

后渗透脆性也渐出现明显升高"

%

&

+'+1

%&结论
!

/.!

对红

细胞膜有损伤作用&

关键词"亚甲蓝$

!

红细胞膜$

!

研究
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红细胞制品的病毒灭活!大多是通过加入光敏剂!如血卟

啉衍生物)苯卟啉衍生物)部花菁
14+

)酞菁衍生物)酚噻嗪染

料等(部花菁
14+

主要作用于血液制品的包膜病毒!可以氧化

损伤膜相关的酶&

%

'

!需要稀释红细胞制品!减少血红蛋白的光

吸收作用!以保证光照可以激活部花菁
14+

!而其灭活能力与

激活水平密切相关&

&

'

(酞菁衍生物对红细胞液层厚度有限制!

其杀灭病毒的广度也需要试验证实(经光敏剂
9$)+)

处理的

红细胞!其生命周期与对照红细胞没有差别&

)

'

(国内外学者对

亚甲蓝"

/.

$法灭活红细胞制品中病毒成分的研究已开展了多

年&

4$1

'

!发现
1'+

#

6AF

*

Z/.

浓度即可获得良好的病毒灭活效

果(本研究选用
1'+

#

6AF

*

Z /.

浓度!观察随着灭活时间的

延长!红细胞形态)渗透脆性)红细胞溶血度)膜
-KG5

)膜
PD

c

$

h

c

$-8!

酶的变化!探讨红细胞膜的损伤程度!以评估
/.

对

红细胞膜的影响(

C

!

材料与方法

C'C

!

主要材料
!

新鲜红细胞悬液"福建省血液中心$!亚甲蓝

注射液"江苏济川$!

PD

c

$h

c

$-8!

酶检测试剂盒)游离血红蛋

白"

V:E

$测定试剂盒)蛋白测定试剂盒)乙酰胆碱酯酶"

-"G5

$

测定试剂盒"南京建成生物工程研究所$(

C'D

!

主要仪器
!

\9/$()2+Z;

电镜"

\5_Z

!日本$)

b;$*14

型

紫外分光光度计"上海精密科学仪器有限公司$)

%$%1h

型台式

冷冻离心机"

9>

L

6D

!美国$)高速冷冻离心机"

9>

L

6D

!美国$(

C'E

!

方法
!

"

%

$红细胞悬液的处理%制备含
1'+

#

6AF

*

Z /.

的红细胞悬液!在无菌)直径
%+K6

玻璃平皿中加入
&+6Z

含

/.

红细胞悬液!在冰袋保持低温和轻微震荡条件下!用波长

(++

"

*++@6

的荧光!光照度为
4++++Zb<

!照射
&+

)

4+

和
(+

6>@

(未经光照处理的血液样本作为对照("

&

$红细胞形态观

察%用
13

戊二醛稀释)固定样本!点样上台!喷金!在电子扫描

+
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显微镜下观察红细胞形态("

)

$溶血度测定%对葛斌等&

(

'报道

方法稍加改良(吸取待测红细胞悬液
%++

#

Z

于洁净试管中!

加
4++

#

Z

生理盐水!

)*[

孵育
&4G

!

)+++

L

离心
(6>@

!取上

清液
%++

#

Z

用
V:E

试剂盒检测!于
1%+@6

波长处比色(溶

血度
^

"测试管
-T

空白管
-

$*"标准管
-T

空白管
-

$

W

%++3

("

4

$红细胞渗透脆性测定%根据潘恩潭&

*

'介绍的方法测

定经亚甲兰光化学法"

/.!

$处理的红细胞悬液及对照品的红

细胞渗透脆性"以每组刚开始溶血管的浓度为渗透脆性结果$(

"

1

$红细胞膜蛋白浓度测定%根据李家增等&

2

'介绍的方法测定

红细胞膜蛋白浓度("

(

$红细胞
-"G5

测定%按照试剂盒说明

书操作(

C'F

!

统计学处理
!

结果以"

Nj/

$表示!采用
0

检验对结果进

行统计学处理(

%

&

+'+1

为差异有统计学意义(

D

!

结
!!

果

D'C

!

红细胞形态学变化
!

随着照射时间的延长!红细胞边缘

逐渐不规则!部分出现膜粘连!且附着物逐渐增多(照射

(+6>@

后出现大片红细胞膜粘连(结果见图
%

(

D'D

!

红细胞生物学功能影响
!

红细胞的各项生物学功能检测

结果见表
%

(

表
C

!

/.!

对红细胞膜
PD

c

$h

c

$-8!

酶)

-KG5

活性)红细胞渗透脆性和溶血度的影响"

Nj/

!

# 2̂

$

指标 对照组
&+6>@ 4+6>@ (+6>@

PD

c

$h

c

$-8!

酶活性"

b

*

6

L

$

%'+1j+'(* +'*1j+'4( +'(%j+')+ +'4,j+')&

膜
-KG5

活性"

b

*

6

L

$

&')4j+'*) &'&1j+')4 &'++j+'()

+'*(j+'1+

"#

红细胞脆性"

3

$

+'4*j+'+& +'42j+'+&

+'1&j+'+)

"

!

+'12j+'+)

"#

溶血度"

3

$

%++'++j('++

%))'++j%4'++

"

%12'++j&+'++

"

!

%2+'++j&)'++

"#

!!

注%与对照组比较!

"

%

&

+'+1

#与
&+6>@

组比较!

!

%

&

+'+1

#与
4+6>@

组比较!

#

%

&

+'+1

(

!!

注%

-

为对照组!

.

为照射
&+6>@

!

"

为照射
4+6>@

!

0

为照射

(+6>@

(

图
%

!!

处理不同时间的红细胞扫描电镜图片#

W)1++

%

E

!

讨
!!

论

红细胞膜约含脂类
4+3

)蛋白质
1+3

)碳水化合物

%+3

&

,

'

!透射电镜观察红细胞膜呈暗
$

亮
$

暗区带(红细胞膜中

层蛋白以
909$!-g5

可分为
*

条带区!主要为带
)

和血型糖

蛋白&

%+

'

(影响红细胞膜稳定性的因素主要有能量代谢紊乱)

离子通道功能失调)水外渗所致细胞脱水变形和红细胞膜遗传

性缺陷等(红细胞是一类具有特殊生理功能的细胞!对外界物

理)化学)生物因素的耐受性较低&

1

'

(细胞膜隔开了细胞内外

环境!是红细胞的重要结构!对外界变化敏感且迅速!因而膜损

伤程度可间接反映细胞功能状态(

本研究结果显示!随着荧光照射时间的延长!红细胞边缘

逐渐不规则!部分出现膜粘连!细胞外附着物也逐渐增多!说明

红细胞表面负电荷下降!粘滞度上升!照射
(+6>@

后红细胞膜

出现严重损伤(红细胞渗透脆性和溶血度也随荧光照射时间

的延长而逐渐增大!提示红细胞对低渗氯化纳溶液抵抗力减

小!脆性变大#溶血度反映红细胞膜通透性!随着时间的延长!

溶血度增大!说明红细胞膜溶解或红细胞破坏增多(

-"G5

是

红细胞膜上的一种含巯基的酶!当细胞受到氧化损伤后!巯基

相互交联!

-"G5

构像发生改变!可使酶活性下降(本研究中!

-"G5

活性下降为非匀速过程!推测红细胞经
/.

处理后!只

有在荧光照射时间较长的情况下才出现氧化损伤(红细胞膜

PD

c

$h

c

$-8!

酶是一种镶嵌在红细胞膜脂质双层中的蛋白

质!具有水解
-8!

的活性!随着时间的变化!

PD

c

$h

c

$-8!

酶

活性没有显著性变化(

研究表明
/.!

对红细胞膜有一定的损伤作用!但作用机

制还不明确!一般从化学机制方面来解释!包括
Y

型和
'

型反

应&

%%$%&

'

(红细胞膜中含有多价不饱和脂肪酸!易受自由基攻击

而氧化产生脂类过氧化物!使蛋白质变性)酶失活!导致膜结构

改变和功能受损&

%)

'

(本研究证实在应用
/.!

灭活红细胞制品

病毒成分过程中!红细胞膜也易受到损伤(
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检测
!

位于
,13

一致性界限外的点数有
%

个

"

+'43

$!

,13

一致性界限内最大差值为
%'4?

!差值均值为
+'

2)?

!相差幅度在临床上可接受!见图
4

(

图
4
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论

在医学实验室中!经常会对两种或多种检测方法的结果一

致性进行分析(一般情况下!其中一种方法是广泛应用或被称

为-金标准.的方法!而另一种方法则是更先进)更便于应用)更

经济)无创或微创的方法(通过对两种测量方法进行一致性评

价!可以回答-两种方法能否互相替代.等类似问题(

.FD@I$

-FC6D@

分析最初是由
.FD@I

和
-FC6D@

&

%

'于
%,2(

年提出的!其

基本思想是计算出两种检测结果的一致性界限!并以图形的方

法直观反映该一致性界限!最后结合临床实际!得出两种检测

方法是否具有一致性的结论(在进行两种方法的测定时!通常

是对同一批受试对象同时进行测量!一般情况下不会获得完全

相同的结果!总是存在着有一定趋势的差异!这种差异被称为

偏倚(偏倚可以用两种方法检测结果差值的均数"

,

$进行估计!

,

的变异情况则用差值的标准差"

<6

$来描述(如果差值的分

布服从正态分布!则
,13

的差值应该位于"

,j%',(<6

$之间!

这一区间即为
,13

一致性界限!

,13

的差值都应位于该区间

内(如果两种测量结果的差值位于
,13

一致性界限内!在临

床上是可以接受的!提示两种方法具有较好的一致性!可以互

换使用(

本研究显示!

-"Z8_!

血凝仪应用两种不同比色杯检测

-!88

)

88

)

VY.

和
!8

!结果的相差幅度在临床上均可接受#同

时!由于比色杯是一次性耗材!不必担心其对仪器寿命的影响!

因此国产比色杯完全可以取代原装配套产品(

对于本研究所获得的数据!也可进行相关分析和
0

检验(

但相关分析回答的是-两种测量方法结果间密切程度如何.的

问题&

&$)

'

!配对
0

检验回答的是-两种测量结果的平均差值是否

等于
+

.的问题&

4$(

'

!不能代替
.FD@I$-FC6D@

一致性分析&

*$%+

'

(

对于比对问题也可依据美国国家临床实验室标准化委员会颁

布的1用患者样本进行方法学对比及偏差评估
5!,$-

指南文

件2对结果进行方法比对及偏差评估!但费时费力!且难以掌

握(因此笔者认为
.FD@I$-FC6D@

分析是解决临床上连续数值

变量比对问题的有效手段(
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