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#修饰后红细胞"
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的表达情况!评

估其对修饰后红细胞保存性能的影响$方法
!

以
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体外修饰健康者
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&观察修饰前后
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的变形性%渗透脆性%自

身溶血率%
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!判断修饰后对
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保存性能的影响$结果
!
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修饰后红细胞的变形性%渗透脆性和自身溶

血率虽属正常范围!但
]'(

的变形性略有下降%渗透脆性和自身溶血率有所增加&修饰后红细胞
(̂ ""

表达基本不变!

(̂ "3

的表

达严重下降!其表达率接近于零$结论
!
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修饰后红细胞
(̂ "3

的表达严重降低!可能影响红细胞的保存性能!甚至影

响修饰后红细胞输血后的体内存活率$
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%衍生物修饰的红细胞

不仅具有正常红细胞的结构与功能#而且可以遮蔽多种血型抗

原#减少受血者体内相应抗体对
;

(

'

特别是非
;'

血型抗原

的反应性#有效地解决了不规则抗体和自身抗体所致的配血困

难*
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'近年来#利用修饰技术的动物血人源化改造也取得了一

定的进展#但是由于修饰过程的机械损伤以及修饰本身可能造

成的影响#修饰后红细胞的保存性能有所降低'本组采用甲氧
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%修饰红细胞(遮蔽红细胞表面血型抗原#检测修

饰前后的红细胞自身溶血率(渗透脆性(变形性以及红细胞表

面
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进行修饰后红细胞的保存效果研究'
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资料与方法
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仪器与试剂
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北京普利生公司
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型红细胞变形

仪&美国
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流式细胞仪'
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$相对分子

质量
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#德国
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$相对分子质量
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#北京凯正公司%&
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保养液$南京市红十字血液中
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的

红细胞悬浮液#颠倒混匀#
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孵育
0B

#其间每
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分钟混匀
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次#反应结束后
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"G57

#生理盐水洗涤
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次'对照
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进行修饰

反应'
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修饰前后红细胞自身溶血率和渗透脆性检测
!
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例健

康献血者血液用自身血浆配制成红细胞压积约
9"1

的悬液
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波长处检测吸光度值#

计算自身溶血率'测定管溶血率
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*测定管
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红细胞压

积%+"溶血对照管
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#按/全国临床检验操作规程0进行红细

胞渗透脆性试验*
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修饰前后红细胞变形性测定
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将待测红细胞加入
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红细胞保存液#配制
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为
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胞#再加入
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聚乙烯吡咯烷酮至红细胞终压积
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左右#用
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红细胞变形仪激光衍射法切变率$
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和
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'将

血液稀释
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倍'对照组用
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稀释的
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0#
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和
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Q(̂ "3+[W

单抗&实验组用
%#
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Q

稀

释的
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修饰后全血#加
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和
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Q

(̂ "3+[W

单抗'混匀#室温
%"f

避光孵育
0"G57

后加
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#
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流式细胞仪检测红细胞
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和
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'

每份样品收集
0##/0#

$ 个细胞#以阳性细胞占细胞总数的百

分比来表示'连续测定修饰当天$

#@

%(修饰后
0@

和修饰后
$

@

的
(̂ ""

和
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表达情况'
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统计学处理
!

连续性变量以$

5_9

%表示#采用配对样本
=

检验和秩和检验的方法#以
)

$

#2#"

为差异有统计学意义#使

用
,[,,

和
Wc(WQ

软件作结果分析'
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结
!!

果
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!

修饰后的自身溶血率增加(变形能力略有降低#红细胞渗

透脆性也略有增加#但仍属正常范围'见表
0

'

表
0
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修饰后红细胞自身溶血率'

!!

变形性和渗透脆性结果#

$h0"
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项目 未修饰 修饰 参考范围

自身溶血率$
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%

%20!_#2%8 $2!#_#2$"

$

9

变形性$

,\]h:##

#

1

%

":2!%_$23$ ""2:3_$289

'

"!

渗透脆性$

N

"

Q

%

92%0_#20! 92"9_#209

开始溶血$

$2:

!

92!

%

渗透脆性$

N

"

Q

%

%238_#20" $2%#_#20$

完全溶血$

%2:

!

$2%

%

?2?

!

红细胞修饰后当天$

#@

%到修饰后
$@

的
(̂ ""

和
(̂ "3

抗原的表达情况#结果显示修饰前后
(̂ ""

差异不显著#但修

饰后
(̂ "3

表达率严重下降#其表达率几乎为零'见表
%

和

表
$

'

表
%
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修饰后当天至第
$

天红细胞表面

!!!

(̂ ""

抗原表达情况#

$h0"

)

1

$

项目
#@ 0@ $@

修饰前
33239_#2#: 332::_#2#: 332:3_#2#3

修饰后
33233_#2#$ 33230_#209 3328$_#2":

表
$
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G[W-+,[;

修饰后当天至第
$

天红细胞表面

!!!

(̂ "3

抗原表达情况#

$h0"

)

1

$

项目
#@ 0@ $@

修饰前
332:3_#2#8 33299_#29$ 332!0_#29#

修饰后
02%"_02$% 02#0_#2"" %2#9_029%

@
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讨
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论
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0338

年首先报道了用氰脲酰氯活化的
G[W-

修饰红细胞#修饰后红细胞血型抗原与相应抗体的反应减弱#

即抗原性减弱#而红细胞的形态(结构及功能未发生明显变化'

国内这方面的研究也取得了一定的进展*

9

+

'

红细胞的变形性与红细胞的功能及寿命密切相关#红细胞

具有的变形性有利于通过比其自身直径小得多的微血管&如变

形性差#红细胞将无法通过微循环'红细胞的变形性是机体清

除异常红细胞的一个重要手段'红细胞保存期越长#变形性降

低越明显#表明变形性下降是老化红细胞破坏的一个重要因素'

修饰后红细胞的变形性能略有降低#可能影响修饰红细胞的保

存能力'修饰后红细胞的自身溶血率和渗透脆性虽属正常范

围#但自身溶血率和渗透脆性均有所增加#这表明修饰可能对

红细胞的保存性能有一定的影响#修饰过程中的反复洗涤也可

能造成红细胞的损伤并可能导致修饰红细胞的保存性能下降'

补体的调控作用直接影响红细胞的保存性能#补体被激活

并形成补体复合物#可使细胞破溶#对红细胞而言即造成溶血'

在一系列的补体反应中#有激活(也有抑制补体活化的分子参

与并起调控作用#任何异常都会引起疾病'

(̂ ""

可同
(%

竞

争结合
(9M

#从而抑制
($

转化酶的形成并促进其加速分解和

衰变#

(̂ ""

可下调
($

转化酶的活性#阻止补体活化过程的继

续和放大'红细胞表面
(̂ ""

的表达明显降低或缺失可能造

成溶血'

(̂ "3

可阻碍
(8

(

(:

与
("M!

的结合#从而抑制
(3

的

聚合和膜攻击复合物$

T;(

%的形成#最终抑制补体对膜的攻

击#使红细胞免受损伤'目前认为
(̂ ""

和
(̂ "3

是红细胞膜

上重要的免疫分子#在体内发挥着保护自身细胞的作用#

(̂ ""

和
(̂ "3

的缺失是溶血或溶血发作的重要原因'其中
(̂ "3

的

重要性可能比
(̂ ""

更大#因为用抗体抑制正常红细胞的

(̂ ""

或先天缺乏
(̂ ""

者#并不改变红细胞对补体的敏感性#

也不引起溶血&而用抗体抑制
(̂ "3

#则增加细胞对补体的敏感

性#先天缺乏
(̂ "3

者可有严重的溶血*

"+8

+

'

(̂ ""

和
(̂ "3

在

特发性血小板减少性紫癜的发病中起重要的作用*

:

+

'本研究

修饰前后红细胞
(̂ ""

基本不变而
(̂ "3

的差异显著#修饰后

(̂ "3

的表达严重下降#其表达率几乎为零#修饰后红细胞

(̂ "3

的缺失可能提高红细胞对补体的敏感性并进一步影响

红细胞的保存性能'

修饰后红细胞的自身溶血率(渗透脆性和变形性虽属正常

范围但红细胞自身溶血率和渗透脆性有所增高(红细胞变形性

略有下降#红细胞
(̂ "3

的表达明显降低#这可能是修饰过程

中反复洗涤对红细胞的机械损伤所致#红细胞
(̂ "3

的降低也

可能是
G[W-+,[;

对
(̂ "3

的修饰(遮蔽作用所致#这些因素

都将影响红细胞的保存性能#甚至影响修饰后红细胞输血后的

体内存活率'

应用
G[W-+,[;

修饰后红细胞有效地解决了不规则抗体

和自身抗体所致的配血困难#但修饰后红细胞的保存性能有所

下降#如何提高修饰后红细胞的保存性能并保证输入体内后的

存活率#有待进一步研究'
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表
9

!!

人附红细胞体感染成年家兔血浆游离血红蛋白测定结果#

5_9

)

G

N

(

Q

$

组别 例数$

$

% 接种前 窗口期 高峰期 消失期

观察
0

组
$# $920#_%29" !02$$_0#290

/"

09"2##_0$2%!

.#

$!2"0_"29#

观察
%

组
$# $92$#_%2"3 !82"$_00293

/"

0892##_0%28#

.#

$329:_92$3

/"

观察
$

组
$# $$2:8_%2:3 :02"$_0#2$:

/"

%%92##_0!2$#

.#

9:2"9_"2!!

/"

阴性对照组
$# $$28#_%2!3 $%2$#_$2$0 $920:_92#! $$2!"_$208

盐水对照组
$# $$23#_%28# $$29$_%29% $"2%9_$2!$ $%280_$2#!

!!

/

(

.

!与接种前比较#

)

$

#2#"

#

)

$

#2#0

&

"

(

#与对照组比较#

)

$

#2#"

#

)

$

#2#0

'

@

!

讨
!!

论

人附红细胞体在人群中感染虽然较高#但发病率较低'多

数学者认为#人附红细胞体的毒力较低#致病力较弱#多呈潜伏

状态#只有当机体处于应激状态下才可能发病*

!+:

+

'人附红细

胞体感染机体后引起人附红细胞体病的发病机制#目前还不十

分清楚#有学者认为人附红细胞体病的发病主要是自身免疫和

吞噬细胞的作用所致*

3+0#

+

'选用红细胞渗透脆性实验和血浆

游离血红蛋白作为红细胞损伤指标#观察高原人人附红细胞感

染高原适应
0

个月的成年家兔红细胞损伤状况#以探讨高原环

境条件下人附红细胞体病的发病机制'

@2>

!

接种剂量与各期出现时间
!

本实验结果显示#在高原低

氧(低气压(强幅射(低湿度的特殊自然环境条件下#高原人附

红细胞体感染成年家兔后#相同的接种方式#不同的接种剂量

窗口期出现时间为
9

!

!@

#高峰期出现时间为
0"

!

0!@

#消失

期出现的时间为
%8

!

%3@

'接种量多者窗口期出现时间早#高

峰期出现时间早#而消失期出现时间晚#接种量少者则与之相

反'这一现象对人附红细胞体病病情的判断与评估具有重要

的临床意义'

@2?

!

接种剂量与红细胞脆性
!

红细胞渗透脆性是红细胞损伤

破坏的重要指标#以开始溶血和完全溶血表示'相同的接种方

式#随着接种剂量加大#人附红细胞体感染成年家兔后#窗口期

时红细胞渗透脆性实验开始溶血与完全溶血的值均有不程度

的增加#并随接种人附红细胞体感染剂量的增加而升高&高峰

时期各观察组红细胞渗透脆性实验开始溶血与完全溶血的值

均增加&消失期随接种人附红细胞体感染剂量的增加开始溶血

与完全溶血的值也有不同程度的增加'说明人附红细胞体感

染机体(黏附红细胞后影响红细胞的变型性#红细胞脆性增加

致红细胞损伤#破坏溶血'

@2@

!

接种剂量与血浆游离血红蛋白
!

血浆中游离血红蛋白系

血管内溶血的血红蛋白超过触珠所能结合的量时出现#常因机

体内红细胞破坏增加(增速(超过造血补偿能力范围所致'本

实验结果显示#相同的接种方式#不同的接种剂量#人附红细胞

体感染成年家兔后#各观察组在窗口期和高峰期血浆中游离血

红蛋白均明显增加#与接种前和对照组比较差异有统计学意义

$

)

$

#2#"

和
)

$

#2#0

%&消失期观察
0

组血浆中游离血红蛋白

接近接种前水平$

)

'

#2#"

%#观察
%

组(观察
$

组血浆中游离

血红蛋白仍高于接种前和对照组#差异有统计学意义$

)

$

#2#"

%'表明人附红细胞体虽已在体内消失#红细胞未能续继

损伤破坏#红细胞脆性未能再增加#但血浆中游离血红蛋白仍

在分解代谢#提示机体仍处于恢复期'
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