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显微相衬技术分析去白细胞悬浮红细胞上清液不同

存储期内细胞碎片及微粒的图像变化#
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要"目的
!

探索库存去白细胞悬浮红细胞!随着保存时间的延长!红细胞破损或溶血而产生的细胞碎片及微粒变化!为输

血安全提供启示性实验基础%方法
!

取不同保存天数"

2

&

*

&

'4

&

+'<

$的库存去白细胞悬浮红细胞进行上清液制备!通过显微静态

图像分析技术对上清液中的微粒进行观察和形态分析%结果
!

保存
2<

和
*<

的样品上清液中可见少量微粒!微粒大小和细胞相

仿#从
'4<

开始微粒的数量显著增加!微粒粒径更小!到
+'<

微粒铺满了整个视场!呈现碎片化%结论
!

保存期超过
'4<

的库存

去白细胞悬浮红细胞!其上清液的细胞碎片及微粒显著增多!较保存期不到
'4<

的细胞均有显著的差异%这些外源细胞碎片或

微粒可能会成为抗原并引起机体的免疫反应!导致输血不良反应发生!建议临床上给患者输注保存期在
'4<

以内的去白细胞悬

浮红细胞%

关键词"去白细胞悬浮红细胞#

!

不同存储期#

!

显微相衬图像
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长时间库存的血液制品是否存在隐患已吸引了学界越来

越多的关注"时有报道的因输注旧血而导致的医疗事故也引起

了人们恐慌#

+(()

年"

:%8#1;?@

等)

'

*报道"输注了保存时间

超过
'4<

的库存红细胞的患者出现并发症的概率明显比输注

保存时间短%少于
*<

'的红细胞的患者高#

\CC8=>

等)

+

*在对因

外伤而需要接受输血的患者的研究中发现输注保存超过
'4<

红细胞的患者比输注保存时间少于
'4<

的患者更容易发生感

染#

W10@

等)

2

*分析了
'55,

"

+(()

年
+,*+

例接受心脏搭桥

手术的患者手术结束当天(术后
2<

及术后恢复
'

年内发生并

发症的情况"发现输注保存超过
+

周的红细胞会明显增加术后

并发症的发生概率"并提出将保存超过
'4<

的血液划分为旧

血#在通常情况下"库存红细胞在储存过程中会发生一系列生

物化学与结构上的改变"且随着储存时间的延长变化更加显

著"这些改变通常被统称为红细胞的储存损伤"临床数据显示

全血及红细胞制品储存时间越长输血效果越差且可增加输血

相关不良反应发生的风险)

4")

*

#其中"细胞碎片或微粒是红细

胞储存损伤的
'

种重要产物"会在红细胞破损时释放到基质液

体中"具有免疫调节作用"与输血相关不良反应%炎症(血栓等'

的发生密切相关)

)"*

*

#

G=&%N$%>=

等)

,

*利用小鼠模型证明储存红

细胞来源的细胞碎片或微粒能活化中性粒细胞并且引起输血

相关肺损伤&同样还有研究证实储存红细胞制品中的细胞碎片

或微粒可通过与补体和
I

B

O

结合"活化中性粒细胞来介导输血

相关急性肺损伤)

5

*

#因此"这些保存时间较长的红细胞"引起

的副作用有一部分可能是由于库存红细胞在保存和处理过程

中溶血所产生的细胞碎片或微粒导致的#为了了解库存去白

细胞悬浮红细胞的溶血情况及其溶血产物状态随存储时间的

变化"本文在标准的血站采集(制备(运输和保存条件下"对不

同保存期的库存去白细胞悬浮红细胞进行溶血情况及其溶血

产物方面的系统研究#本文主要采用了相衬显微成像技术来

对库存去白细胞悬浮红细胞上清液中的细胞碎片及微粒进行

图像拍摄及分析"观察红细胞老化与溶血(细胞碎片生成等一

系列变化#
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'4
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材料与方法

?/?

!

材料
!

本文所用到的去白细胞悬浮红细胞均是由本站根

据标准规范完成制备"放置于专用储血冰箱中
+

"

)U

保存&随

机选取
-

份库存去白细胞悬浮红细胞"在保存到第
2

(

*

(

'4

(

+'

天时"在无菌环境下从血袋中各取出
+#V

作为样品"进行平

行试验&剩余的去白细胞悬浮红细胞则在血袋热合封口后待下

一次实验使用#

?/@

!

仪器与试剂
!

(/53 Y$E&

溶液%生理盐水'&日立
Eg*X+

离心机&

Y%R18:!2((

倒置显微镜#

?/A

!

方法
!

使用日立
Eg*X+

离心机在
4U

下以
'-((>

$

#%8

速度将样品离心
'(#%8

"制备上清液"并做好标记&离心后各取

2(

%

V

上清液滴加到载玻片上"并置于
Y%R18:!2((

倒置显微

镜下"然后调节到相衬图像模式"使用
4(

倍物镜观察"再通过

$̂8$718%0

高灵敏度
EEX

摄取显微镜观察到的图像#对保存

时间为
2

(

*

(

'4

(

+'<

的库存去白细胞悬浮红细胞上清液进行

了显微相衬图像的拍摄和研究"每份样品均进行
+-

"

2(

个视

场拍摄"然后再使用显微静态图像分析技术进行图像处理和

分析#

@

!

结
!!

果

!!

-

组平行样品在不同时期的显微图像均无显著差异"各选

取
'

张典型显微相衬图片来反映库存去白细胞悬浮红细胞上

清液在保存过程中微粒数量和粒径大小的变化"如图
'

所示#

从图
'

中
4

张较有代表性的显微图像可观察到"从细胞碎片及

微粒数量上比较"保存
2<

和
*<

样品上清液中可见少量微粒"

从
'4<

开始微粒的数量显著增加"到
+'<

微粒铺满了整个视

场#从细胞碎片及微粒粒径上比较"保存
2<

和
*<

的样品上

清液中微粒大小和细胞相仿"从
'4<

开始观察到的微粒粒径

更小"到
+'<

时逐渐呈现碎片化#细胞碎片及微粒整体变化

趋势为!微粒数量在不断增多"微粒的粒径分布也有差异"形状

在改变"到
+'<

时逐渐呈现碎片化#

!!

注!

9

"

X

分别表示保存
2

(

*

(

'4

(

+'<

的去白细胞悬浮红细胞上

清液#

图
'

!!

不同保存期库存去白细胞悬浮红细胞

上清液的显微相衬图像

A

!

讨
!!

论

!!

随着科学的发展"人们对血液的了解越来越深"血液保存

技术的进步促使了库存血的产生#输库存血已成为现今输血

治疗中应用最广泛和最重要的一种方式"如何让新鲜血液获得

最有效的保存"使血细胞生命力和活力不在保存过程中损失"

使血液在保存过程中保持新鲜"如何保证库存血的输注安全已

成为现今临床医学治疗中最关注的问题之一#库存血液从收

集(检测(分离(保存"再配送到临床上输注使用"无法避免的有

一定时间的周转过程#需要输注进入人体内的红细胞制品均

存在一个保存时间的问题"从理论上来说"血液从献血者身上

采集到制备成红细胞制品"再到入库编排保存"再发放到临床

使用至少需要
2<

"那就是说"在医院临床上使用到的由血站配

送的红细胞制品至少是
2<

以前采集的血液了#随着时间的

变化"正常状态的红细胞在内外环境等物理及化学因素的影响

下"会发生不同程度的改变#这个改变是整体的"除了包含红

细胞本身的储存损伤之外"还包括了随着红细胞破损而释放到

其悬液基质中的微粒"红细胞破损后而产生的细胞碎片以及其

他由于细胞溶血而产生的微粒会被释放到库存去白细胞悬浮

红细胞液体基质的改变#但是研究人员往往将注意力集中在

红细胞本身的变化#任素萍等)

'(

*在用电子显微镜研究延期保

存的红细胞的超微结构时发现"在使用超氧化物歧化酶保存液

的条件下"红细胞随着储存时间的延长"棘形红细胞和畸形红

细胞越来越多#王爱梅等)

''

*在用不同保存时期的全血制备洗

涤红细胞的时候"发现用保存
'-<

以上的全血制备的洗涤红

细胞的形态发生不正常的变化"观察到了棘形红细胞的出现#

许利民等)

'+

*研究了红细胞在不同温度环境下长期冻存后平均

体积的变化后"发现长期冻存的红细胞平均体积均比正常的红

细胞大#本研究通过对不同保存时间的库存去白细胞悬浮红

细胞上清液的观察发现"随着保存时间的延长"库存去白细胞

悬浮红细胞上清液样品的单位体积内的微粒数量呈不断上升

的趋势"微粒数目随着保存时间的增长而上升"更突出的是"保

存期在
'4<

以内"样品中的微粒数目的增长速度较为缓慢"而

在保存期达到了
'4<

以后"从保存的第
2

周开始"微粒数目的

增长明显#从保存
'4<

的上清液显微图像中可以发现"形态

尺寸也发生了变化"尺寸更小"形态更像一些囊泡和细胞碎片"

到了保存后期%

+'<

'的上清液显微图像中的微粒已铺满整个

视场"并且形态已呈现碎片化#结果表明"保存期超过
'4<

的

库存去白细胞悬浮红细胞"红细胞会由青龄红细胞加速向老龄

红细胞发展"其上清液的细胞碎片及微粒显著增多"较保存期

不到
'4<

的细胞均有显著差异#

综上所述"库存去白细胞悬浮红细胞保存质量的评价不应当

只关注红细胞本身"其上清液的变化同样有着重要的意义#外源

细胞碎片或微粒可能会成为抗原并引起机体的免疫反应"导致输

血不良反应发生#因此"建议临床上给患者输注保存期在
'4<

以

内的去白细胞悬浮红细胞"以减少输血不良反应的发生#
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显低于正常组"提示甲状腺疾病孕妇体内的抗氧化能力下降"

表明氧化应激可能在妊娠期甲状腺疾病中起着重要作用"同时

表明了甲状腺疾病孕妇处于氧化应激激活状态#

低浓度碘可刺激甲状腺内
[

+

\

+

的产生"高浓度碘则抑制

[

+

\

+

的产生)

)

*

"碘缺乏时"

:H[

的慢性刺激使
[

+

\

+

产生增

多"碘离子相对不足"

[

+

\

+

作为电子受体和供体"可单独与

:̂ \

发生级联反应"产生更多的氧自由基)

*

*

&碘过量时可刺激

机体产生更多的自由基"但抗氧化酶活性没有明显升高"机体

不能有效地清除过多的自由基"同时高碘可降低甲状腺潜在的

抗氧化能力"而甲状腺潜在的抗氧化能力下降"将降低甲状腺

抵御自由基损伤的能力"使甲状腺更易于发生氧化损伤"增加

进展为自身免疫性甲状腺疾病的危险性#人类胚胎期脑神经

发育时主要依赖于甲状腺激素)

,

*

"在
+(

周前供给胎儿脑发育

所需的甲状腺激素主要来源于母体"因此"妊娠期间甲状腺功

能异常可直接影响其后代的发育)

5

*

#本次实验发现"碘适量组

孕妇
H\X

浓度明显高于碘异常组"说明碘异常组孕妇易出现

氧化应激反应"从而证明了碘与氧化应激反应密切相关"因此"

监测孕妇
H\X

浓度变化来了解妊娠期氧化应激状态"氧化应

激可能是碘缺乏导致甲状腺疾病的机制之一"协助诊断妊娠期

甲状腺疾病对妊娠结局的影响具有重要意义#

有学者认为妊娠处于高氧化应激状态"

K$;8%$;_

等)

'(

*实

验证明胎盘外周血液中高氧浓度可以引起局部区域的绒毛退

行性改变"从而促进平滑绒毛膜的形成#研究发现孕妇抗氧化

能力下降或生成减少"则可导致妊娠妇女流产#妊娠期可能由

于胎盘功能减退"母胎液体循环障碍使得氧自由基与代谢废物

过多堆积"容易使宫内局部环境的炎症与氧化应激平衡被打

破"机体抗氧化能力下降可造成胎儿宫内窘迫(新生儿窒息率

等发生率上升"从而影响妊娠结局)

''"'+

*

#本次研究表明甲状

腺疾病孕妇不良妊娠结局明显高于对照组"且不良妊娠结局孕

妇
H\X

浓度明显低于妊娠者"提示体内抗氧化应激能力的下

降可能造成不良妊娠的发生#

综上所述"分析甲状腺疾病孕妇尿碘(

H\X

及甲状腺激素

之间互相关系"对预防甲状腺疾病孕妇不良妊娠的发生具有重

要意义#

参考文献

)

'

* 中华医学会内泌学会"中华医学会围产医学分会
/

妊娠和

产后甲状腺疾病诊治指南)

K

*

/

中华内分泌代谢杂志"

+('+

"

+,

%

-

'!

2-4"2*'/

)

+

*

97&$8P

"

E17$>Y

"

E=&%R[

"

=?$&/!J$&;$?%181C1_%<$?%J=

7?$?;7%8

D

$?%=8?7M%?@@

LD

=>?@

L

>1%<%7#

)

K

*

/!8<10>%8=

"

+(''

"

4(

%

+

'!

+,-"+,5/

)

2

*

9A$&1J%0@P

"

V&=7;

L

H

"

O;?%=>>=NH

"

=?$&/̂=>%

D

@=>$&

D

$"

>$#=?=>71C1_%<$?%J=7?>=77%8O>$J=7a<%7=$7=

!

?@==CC=0?7

1C#=?@%#$N1&=$8<'2'I1<%8=?>=$?#=8?7

)

K

*

/E&%8!8<1"

0>%81&

%

\_C

'"

+((2

"

-5

%

2

'!

2+'"2+*/

)

4

*

F17?$#%F

"

9

B

@$7%PF

"

P1@$##$<%9

"

=?$&/!8@$80=<

1_%<$?%J=7?>=77%8[$7@%#1?1a7?@

L

>1%<%?%7

!

%8?=>">=&$?%18"

7@%

D

7?1A%1#$>R=>71C?@

L

>1%<C;80?%18

)

K

*

/E&%8G%10@=#

"

+('2

"

4)

%

4

$

-

'!

2(,"2'+/

)

-

* 宋长虹
/

甲状腺功能减退与亚临床甲减症患者氧化应激

指标变化分析)

K

*

/

中国医学创新"

+('+

"

5

%

+*

'!

)'")+/

)

)

*

G;>?18OK

"

K$;8%$;_!/̂&$0=8?$&1_%<$?%J=7?>=77

!

C>1#

#%70$>>%$

B

=?1

D

>==0&$#

D

7%$

)

K

*

/KH10O

L

8=01&I8J=7?%

B

"

+((4

"

''

%

)

'!

24+"2-+/

)

*

*

K=8R%87E

"

Z%&718F

"

F1A=>?7K

"

=?$&/98?%1_%<$8?7

!

?@=%>

>1&=%8

D

>=

B

8$80

L

$8< #%70$>>%$

B

=

)

K

*

/98?%1_%< F=<1_

H%

B

8$&

"

+(((

"

+

%

2

'!

)+2")+,/

)

,

*

$̂?=&K

"

V$8<=>7W

"

V%[

"

=?$&/:@

L

>1%<@1>#18=7$8<C="

?$&8=;>1&1

B

%0$&<=J=&1

D

#=8?

)

K

*

/K!8<10>%81&

"

+(''

"

+(5

%

'

'!

'",/

)

5

*

E$7=

L

GP

"

X$7@=KH

"

Z=&&7E!

"

=?$&/H;A0&%8%0$&@

LD

1?@

L

"

>1%<%7#$8<

D

>=

B

8$80

L

1;?01#=7

)

K

*

/\A7?=?O

L

8=01&

"

+((-

"

'(-

%

+

'!

+25"+4-/

)

'(

*

K$;8%$;_!

"

[=#

D

7?10RK

"

O>==8M1&<Y

"

=?$&/:>1

D

@1"

A&$7?%01_%<$?%J=7?>=77%8>=&$?%18?1?=#

D

1>$&$8<>=

B

%18"

$&<%CC=>=80=7%8#$?=>8$&

D

&$0=8?$&A&11<C&1M%881>#$&

$8<$A81>#$&=$>&

LD

>=

B

8$80%=7

)

K

*

/9#K $̂?@1&

"

+((2

"

')+

%

'

'!

''-"'+-/

)

''

*

V$

B

m<V

"

$̂7NR1M7R%:

"

H%R1>7R%F

"

=?$&/:@=$8?%1_%"

<$8?"

D

>11_%<$8?A$&$80=%8

D

>=

B

8$80

L

01#

D

&%0$?=< A

L

7

D

18?$8=1;7$A1>?%18

)

K

*

/O%8=R1& 1̂&

"

+(('

"

*+

%

'+

'!

'(*2"'(*,/

)

'+

*马秀菊"肖文霞
/

氧化应激与胎膜早破的相关性研究)

K

*

/

中国优生与遗传杂志"

+(()

"

'4

%

'

'!

)5"*(/

%收稿日期!

+(')"(+"',

!

修回日期!

+(')"(4"++

'

%上接第
'54(

页'

)

)

* 张宁洁"卜艳红"王勇军
/

红细胞血液制品中红细胞微粒

检测方法的建立)

K

*

/

中国输血杂志"

+('-

"

+,

%

'(

'!

'+',"

'++'/

)

*

*

[1<!9

"

e@$8

B

Y

"

H1R1&H9

"

=?$&/:>$87C;7%181C>=<

A&11<0=&&7$C?=>

D

>1&18

B

=<7?1>$

B

=

D

>1<;0=7 @$>#C;&

=CC=0?7?@$?$>=#=<%$?=<A

L

%>18$8<%8C&$##$?%18

)

K

*

/

G&11<

"

+('(

"

''-

%

+'

'!

4+,4"4+5+/

)

,

*

G=&%N$%>=FP

"

>̂$R$7@ Ĥ
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