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要"目的
!

评估经甲氧基聚乙二醇
2

琥珀酰亚胺丙酸酯!

=>E;2M>%

"修饰后红细胞!

T̂&

"的保存性能%方法
!

以
=>E;2

M>%

体外修饰健康人
T̂&

)观察修饰前后
T̂&

的变形性$渗透脆性$自身溶血率$磷脂酰丝氨酸和
&W$"

#评估修饰对
T̂&

保存性

能的影响%结果
!

=>E;2M>%

修饰后
T̂&

的变形性略有下降$渗透脆性和自身溶血率有所增加)修饰后红细胞磷脂酰丝氨酸表

达明显增加)红细胞
&W$"

的表达严重下降#其表达率几近于零%结论
!

=>E;2M>%

修饰后红细胞的保存性能下降#可能影响修

饰后红细胞的寿命和输入体内的存活率%

关键词"聚乙烯二醇类)
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研究表明!聚乙二醇$
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%衍生物修

饰的红细胞具有正常红细胞的结构与功能!可以遮蔽多种血型

抗原!减少受血者体内相应抗体对
%

"

T

特别非
%T

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配血困

难-

!2(

.

#由于修饰过程中的反复洗涤可能造成机械损伤以及修

饰本身可能的影响!修饰后红细胞的保存性能有所降低!笔者

用甲氧基聚乙二醇$
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%衍生物
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琥珀酰亚胺丙酸酯$
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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"磷

脂酰丝氨酸$

F

S8/

F

S97.I
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>M

%和
&W$"

!进行修饰后红细

胞的保存性能研究#

$

!

材料与方法

$,$

!

材料

$,$,$

!

仪器
!

北京普利生公司
HT_2Ti

型红细胞变形仪/美

国
TW

公司
4%&M&9078

流式细胞仪#

$,$,%

!

试剂
!

=>E;

$相对分子质量
$g!)

*

!德国
4:5R9

公

司%/

=>E;2M>%

$相对分子质量
()g!)

*

!北京凯正公司%/

&>W

保养液$南京市红十字血液中心%/细胞凋亡试剂盒
%00<P.0

7

2E;4>24AV&

$南京凯基生物公司%/藻红蛋白$

>E

%标记

&W$"

单抗为美国
TW

公司产品#

$,%

!

方法

$,%,$

!

=>E;2M>%

修饰红细胞
!

选取
!$

例健康成年人
&>W

保养液抗凝血液
$=H

!

())

B

离心
*=.0

!去除血浆!生理盐水

洗涤
*

次待用#实验组(

&>W

中加入
=>E;2M>%

!使终浓度为

(,)==8:

)

H

!各加入洗净的红细胞配制约为
!(Z

的红细胞悬

浮液!颠倒混匀!

($`

孵育
!S

!其间每十分钟混匀一次!反应

结束后经离心半径
+6=

!

())?

)

=.0

离心
$=.0

!生理盐水洗涤

*

次#对照组用
(,)==8:

)

H=>E;

代替
=>E;2M>%

进行修

饰反应#

$,%,%

!

修饰前后红细胞自身溶血率和渗透脆性测定
!

!$

例

健康献血者血液用自身血浆配制成红细胞压积约
3$Z

的悬液

(=H

!

*1`

孵育
3+S

后!取上清液
$3)0=

波长处检测吸光度

值!计算自身溶血率#

测定管溶血率$

Z

%

c

测定管
%g

$

!2

红细胞压积%

溶血对照管
%g3

按&全国临床检验操作规程$第
*

版%'

-

*

.进行红细胞渗透

脆性试验#

$,%,&

!

修饰前后红细胞变形性测定
!

将待测红细胞加入

C%>

红细胞保存液!配制
T̂&

(

C%>

为
(k!

的悬浮红细胞!

再加入
!$Z

聚乙烯吡咯烷酮至红细胞终压积
!$h

左右!于

HT_2Ti

红细胞变形仪激光衍射法切变率$

M\̂

%为
+))

条件

下测定红细胞变形性#

*
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!

红细胞表面磷脂酰丝氨酸$

>M

%测定
!

将修饰前后的

红细胞加入红细胞保存液$

C%>

%$红细胞(

C%>c(k!

%!

3`

保存!在修饰后当天第
(

天"第
*

天分别将
(

*

H

的
%00<P.0

7

2

E;4>24AV&

抗体与
!

*

H

的红细胞混合在
3))

*

H

缓冲液中孵

育
!$=.0

!

TW4%&M&9078

流式细胞仪测定红细胞表面
>M

的

表达情况#

$,%,(

!

红细胞表面
&W$"

的检测
!

以
=>E;

$

(,)==8:

)

H

%孵

育红细胞为对照!测定
=>E;2M>%

$

(,)==8:

)

H

%修饰的
!$

例

健康人血液
&W$"

#将血液稀释
())

倍#对照组用
()

*

H

稀释

的
=>E;

孵育全血加
!)

*

H&W$"2>E

单抗/实验组用
()

*

H

稀释的
=>E;2M>%

修饰后全血!加
!)

*

H&W$"2>E

单抗#混

匀!室温
($ `

避光孵育
!$=.0

后加
>TM!=H

!

TW4%&M2

&9078

流式细胞仪检测红细胞表面
&W$"

#每份样品收集
!))

)))

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$

)

天%"第
(

天和第
*

天的
&W$"

表达情况#

$,%,)

!

统计学处理
!

连续性变量以
Dj;

表示!采用配对样本

4

检验和秩和检验的方法!

<

$

),)$

为具有统计学意义!使用

M>MM

和
Ei&EH

软件作结果分析#

%

!

结
!!

果

%,$

!

修饰后红细胞自身溶血率增加!变形性略有降低!渗透脆

性也略有增加!但仍属正常范围!结果见表
!

#

表
!

!!

=>E;2M>%

修饰后红细胞自身溶血率%

!!!

变形性和渗透脆性#

!c!$

$

项目 未修饰 修饰 参考范围

自身溶血率$

Z

%

(,!#j),(1 *,#)j),*$

$

3

变形性$

Z

%

$+,#(j*,"* $$,+"j*,13

%

$#

渗透脆性$

B

)

H

%

3,(!j),!# 3,$3j),!3

开始溶血$

*,+

"

3,#

%

渗透脆性$

B

)

H

%

(,"1j),!$ *,()j),!*

完全溶血$

(,+

"

(

%

%,%

!

与未经修饰的红细胞相比!修饰后的红细胞表面
>M

表

达增加!保存
*

天后差别更为显著!差异有统计学意义$

<

$

),

)$

%#见表
(

"图
!

#

表
(

!!

=>E;2M>%

修饰前后红细胞表面
>M

!!

表达情况#

!c!$

$

组别 当天 第
(

天 第
*

天

未修饰
),(!j),!( ),()j),!# ),3#j),*(

修饰
),*3j),!( ),")j),(1 ),"$j),$$

图
!

!!

未修饰#

&T!

$和修饰后#

T!

$当天红细胞

表面
>M

表达情况

%,&

!

红细胞修饰后当天到修饰后第
*

天的
&W$"

抗原的表达

情况 结果显示修饰后
&W$"

表达率严重下降!其表达率几乎

为零#结果见表
*

"图
(

#

表
*

!!

=>E;2M>%

修饰后当天至第
*

天红细胞

!!

表面
&W$"

抗原表达情况#

!c!$

$

组别 当天 第
(

天 第
*

天

未修饰
"",+"j),)1 "",33j),3* "",#!j),3)

修饰
!,($j!,*( !,)!j),$$ (,)3j!,3(

图
(

!!

=>E;2M>%

修饰前#

%

$%后#

T

$

红细胞表面
&W$"

检测结果

&

!

讨
!!

论

聚乙二醇衍生物修饰红细胞减弱了红细胞血型抗原与相

应抗体的反应性"有效地解决了不规则抗体和自身抗体所致的

配血困难!而红细胞的形态与结构未发生明显变化-

(

!

3

.

#然

而!修饰本身以及修饰过程反复洗涤的机械损伤可能影响修饰

后红细胞的保存性能!甚至影响修饰红细胞输血后的体内存活

率#因此!有必要研究并改善修饰红细胞的保存性能!为修饰

红细胞的临床应用奠定基础#

修饰后红细胞的自身溶血率和渗透脆性虽属正常范围但

有所增高#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#红细胞保存期越长!

变形性降低愈明显!表明变形性下降是衰老红细胞被破坏的一

个重要因素#修饰后红细胞的变形性能降低"自身溶血率和渗

透脆性增加都可能影响修饰红细胞的保存性能#

>M

约占人红细胞磷脂的
!3Z

!主要分布于红细胞膜脂质

双层的内层#当细胞发生程序性死亡即凋亡的时候!膜脂上磷

脂的不对称分布发生变化!正常时位于胞质层的
>M

快速转移

至胞膜外层!俗称
>M

外翻#巨噬细胞表面存在
>M

受体!

>M

外翻暴露于细胞表面可作为一种信号!促进巨噬细胞对衰老红

细胞的识别"吞噬和降解-

$

.

#膜脂的不对称分布是维持红细胞

形态的基础!如果膜脂的双层结构发生变化!会使红细胞形态

发生变化!转变成棘状"口形等#临床观察发现!镰状细胞性贫

血患者发生迟发性溶血性输血反应时!体内
>M

增高!标志着

伴随
>M

的增高!体内红细胞被过度破坏-

#

.

#

>M

是凝血酶原的

激活剂!

>M

外翻还可以促进血液凝固和血栓的形成-

12+

.

#本研

究表明!修饰后红细胞表面
>M

的表达增加!保存
(

天后的修饰

红细胞的
>M

表达增加更加明显!与对照组比较差异具有统计

学意义#

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!对红细胞来说即造成溶血#

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#红细胞表面有膜攻

击复合物抑制因子$

=<=D?90<.0S.D.78??<967.[<:

J

/./

!

CÂ H

!

&W$"

%!

&W$"

是红细胞膜上重要的免疫分子!在体内发挥着保

护自身细胞免受补体的活化和攻击的作用-

"

.

!

&W$"

的缺失是

溶血或溶血发作的重要原因#用抗体抑制正常红细胞的

&W$"

!可增加细胞对补体的敏感性!先天缺乏$下转第
*(#

页%

*
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道的
1,!Z

稍微偏低-

$

.

!可能与不同地区用药情况有关#

表
(

!!

CA&

法检测
*!+

株病原菌对
3

种药物的耐药率

耐药率$

Z

%

&>e

&>e

)

VeT

$

+k!

%

&>e

)

MTV

$

!k!

%

&>e

)

MTV

$

(k!

%

大肠埃希菌$不产
EMTH/

%

",1 *,( *,( *,(

大肠埃希菌$产
EMTH/

%

"#,# #,+ +,$ !*,#
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