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Ｔｗｅｅｎ遮蔽 ＲＢＣ表面抗原制备通用血型的初步研究

陈洪宇１，韩　威２，姜　恒２，尹晓琳１，李　辉１，李玉麒１，伍成淑１　（１．成都医学院检验医学院医学检验输血方向本科班，
四川 成都 ６１０５００；２．成都医学院检验医学院临床输血教研室，四川 成都 ６１０５００）

　　［摘　要］　目的　探讨Ｔｗｅｅｎ对红细胞表面抗原（主要是ＡＢＯ和Ｄ抗原）的遮蔽效果以及红细胞的稳定性。方法　采用不同
浓度的Ｔｗｅｅｎ孵育不同血型红细胞，并对其孵育前后抗原效价进行比较，以及采用形态观察，渗透脆性、自身溶血率、氧饱和度
（ＳＯ２）、ＲＢＣ平均指数检测和上清液游离血红蛋白测定判断孵育后红细胞的基本功能变化，以证实其稳定情况。结果　Ｔｗｅｅｎ２０
对Ｄ抗原的孵育效果较好且稳定，减弱程度保持在“＋”以上，Ｂ抗原遮蔽略差且并不稳定，Ａ抗原的遮蔽效果较弱，优势浓度在
０．００４％附近。Ｔｗｅｅｎ８０对Ｄ、Ｂ遮蔽效果差异并不明显，在０．７４％、０．８０％附近遮蔽效果较好，保持在“＋”以上。结论　Ｔｗｅｅｎ２０，
Ｔｗｅｅｎ８０可以遮蔽ＲＢＣ表面抗原，并使其减弱程度保持在“＋”以上，ＲＢＣ形态及功能没有发生变化。
　　［关键词］红细胞表面抗原；Ｔｗｅｅｎ２０；Ｔｗｅｅｎ８０；化学修饰；通用血型
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　　输血治疗的原则是供受者血型相同或相容。在当
今社会，器官移植已逐渐成为一种常见的治疗方式，而

输注红细胞是其中最常见也是耐受性最好的一种移植

手段。血型系统尤其是ＡＢＯ和Ｒｈ血型系统在输血中
具有重要的作用，ＡＢＯ血型不合引起输血反应的概率
是１００％，而ＲｈＤ不合也有５０％的可能。一般情况下，
要求输入相同型血，但在紧急情况下，例如稀有血型、

重大自然灾害、战争等，由于不能保证同型血的及时供

应，一般要求以交叉配血相容为前提的异型输血，一般

以Ｏ型血作为供血者。对此，希望能通过生物技术将
Ａ、Ｂ和ＡＢ型红细胞转化成通用的 Ｏ型红细胞，使用
大分子化学材料对细胞抗原进行遮蔽，避免机体免疫

系统的攻击，使供体组织器官能更好地在受者体内生

存是一种比较简单可行的方法。

　　美国研究员Ｓｃｏｔｔ利用化学材料：甲氧基聚乙二醇
（ｍｅｔｈｏｘｙｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ｍＰＥＧ）修饰红细胞发现
以共价键结合在 ＲＢＣ膜上的 ｍＰＥＧ可以阻断抗Ａ、
抗Ｂ对Ａ、Ｂ抗原的凝集反应。但是，后又有试验证明
ｍＰＥＧ并不能完全遮蔽抗原，并不能达到临床输血前
配血标准，并有考虑到 ＰＥＧ抗体存在的可能性［１４］。

本实验室期望能找到另一种化学材料能够起到更好的

抗原遮蔽作用。聚山梨醇酯（Ｔｗｅｅｎ，Ｐｏｌｙｓｏｒｂａｔｅ，吐
温），与ＰＥＧ有类似理化性质，是一种非离子型表面活
性剂，为淡黄色至橙黄色的黏稠液体，其结构中既有亲

水基团，又有亲油基团。现将 Ａ、Ｂ、Ｏ３种红细胞采用
Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｗｅｅｎ８０进行化学修饰，并观察其修饰红细
胞Ａ、Ｂ和Ｄ抗原的遮蔽效果，作出初步研究。

１　材料与方法

１．１　研究对象
　　收集合格的健康献血者 Ａ、Ｂ、Ｏ三种血型红细胞（枸橼酸
盐抗凝）。

１．２　主要试剂和仪器
　　Ｔｗｅｅｎ２０（购自美国Ｓｉｇｍａ公司，批号Ｐ１３７９，规格２５ｍＬ）；
Ｔｗｅｅｎ８０（购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号 Ｐ１７５４，规格 ２５ｍＬ）；
抗Ａ、抗Ｂ血型定型试剂（单克隆试剂；购自上海血液生物医药
有限责任公司，批号２０１１０８２０）；ＲｈＤ（ＩｇＭ）血型定型试剂（单克
隆抗体；购自上海生物医药有限责任公司，批号 ２０１１０２１８）；
０．９％氯化钠注射液（购自四川科伦药业股份有限公司，生产批
号Ｍ１１０７２７１５）；自配ｐＨ７．０～７．５等渗磷酸盐缓冲液［４］。血型

血清学专用离心机（ＫＵＢＯＴＡＨＡ２２００，日本）；７２１分光光度计
（Ｔ６新世纪，北京谱析仪器有限责任公司）；电子天平（ＭＰ２００２，
上海舜宇横平科学仪器有限公司）；优普纯水机（购自成都超纯

科技有限公司）。

１．３　方法
１．３．１　Ｔｗｅｅｎ孵育红细胞　　用生理盐水洗涤红细胞 ３次

（２５００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ离心，弃上清）。将制备好的新鲜红细胞压
积加至自制ＰＢＳ配制的孵育液，使终浓度为 Ｔｗｅｅｎ２０：０．４０‰，
０．４４‰，０．５２‰；Ｔｗｅｅｎ８０：０．７４‰，０．８０‰，０．８２‰。加入后轻
轻混匀，Ａ、Ｂ型置于４℃，Ｏ型室温孵育２ｈ，期间每０．５ｈ混匀
１次，以加强反应。
１．３．２　Ｔｗｅｅｎ孵育后红细胞表面抗原效价测定　　２ｈ后取
出，弃上层清液，用生理盐水洗涤 ３次，方法同上。后配成
２％～５％红细胞悬液，与相应抗血清１∶１反应，测定抗原效价。
１．３．３　Ｔｗｅｅｎ孵育前后红细胞形态观察，渗透脆性、自身溶血
率和氧饱和度（ＳＯ２）检测　　取被Ｔｗｅｅｎ孵育后和对照组ＲＢＣ
做推片，经瑞士染色，在光学显微镜下观察其细胞形态的变化；

取 Ｔｗｅｅｎ孵育后与对照组的 ＲＢＣ悬液（５０％）１０μｌ加入
１．２５ｍＬ按《全国临床检验操作规程》第 ２版配制的 ４１．０～
１１６．３ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ梯度溶液，判断ＲＢＣ的渗透脆性变化；取
Ｔｗｅｅｎ组与实验组的ＲＢＣ置３７℃４８ｈ，离心３ｍｉｎ（１０００ｒ／ｍｉｎ）
取上层清液，以ＰＢＳ等渗液为空白对照，检测上清液在５４０ｎｍ
处的光吸收值，计算ＲＢＣ自身溶血率，以溶血者对照管测定值
作为阳性对照（正常 ＲＢＣ），以 ＰＢＳ等渗液测定值作为阴性对
照；ＳＯ２用血气检测试剂（由德国罗氏诊断有限公司提供）
测定。

１．３．４　Ｔｗｅｅｎ孵育前后红细胞形态观察，渗透脆性、自身溶血
率和氧饱和度（ＳＯ２）检测　　查看血细胞分析仪 ＭＣＶ、ＭＣＨ、
ＭＣＨＣ、ＲＤＷＳＤ、ＲＤＷＣＶ及Ｔｗｅｅｎ孵育液是否是红细胞产生
肉眼不可见溶血，使用邻家联苯胺法［５］测定上清中游离血红蛋

白量。

２　结果

２．１　不同浓度遮蔽红细胞上Ａ、Ｂ和Ｄ抗原的情况
　　通过试管法在抗血清１∶４～１∶３２的浓度下分别进行凝集反
应，发现Ｔｗｅｅｎ２０对Ｄ抗原的孵育效果较好且稳定，减弱程度
保持在“＋”以上，Ｂ抗原遮蔽略差且并不稳定，Ａ抗原的遮蔽
效果较弱，优势浓度在０．４‰附近。Ｔｗｅｅｎ８０对 Ｄ、Ｂ遮蔽差异
并不明显，在０．７４％、０．８０％附近遮蔽效果较好，保持“＋”以上
（表１）。

表１　不同浓度遮蔽红细胞上Ａ、Ｂ和Ｄ抗原的情况

组别
红细胞血型抗原（盐水介质）

Ａ Ｂ Ｄ

Ｔｗｅｅｎ２０

０．４０‰ ４＋ｗ→２＋ ４＋→２＋ｗ ２＋→＋　

０．４４‰ ４＋ｗ→２＋ ４＋→２＋ ２＋→＋ｗ　

０．５２‰ ４＋ｗ→３＋ ４＋→２＋　 ２＋→＋　

Ｔｗｅｅｎ８０

０．７４％ ／ ４＋ｗ→２＋ ４＋ｗ→２＋

０．８０％ ／ ４＋ｗ→３＋ ４＋ｗ→３＋

０．８２％ ／ ４＋ｗ→３＋ ４＋ｗ→２＋

＋～４＋：凝集程度逐渐增强；ｗ：表示偏弱红细胞功能改变情况

２．２　红细胞功能改变情况
　　红细胞孵育前后形态涂片检查无异常，红细胞仍为正常大
小的双凹圆盘状；渗透脆性较空白正常或略减弱，但都在

Ｐ＜０．０５；自身溶血率较空白略高，Ｐ＜０．０５，其中 Ｔｗｅｅｎ８０
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０．７４％、０．８２％与空白相比，差异具有统计学意义，见表２；ＳＯ２
都高于９７％（参考值：９５％～９９％）。

２．３　红细胞形态变化
　　ＨＣＴ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＭＣＨＣ、ＲＤＷＳＤ、ＲＤＷＣＶ都处于正常范
围内（表３）；孵育液（孵育后留取上清）血红蛋白量趋于０，见表
２、表３。

３　讨论

　　Ｔｗｅｅｎ２０及 Ｔｗｅｅｎ８０分子中有较多的亲水性基

团一聚氧乙烯基，故亲水性强，为一种非离子型去污

剂，二者区别在于 Ｔｗｅｅｎ的编号依聚合山梨醇所结合
的脂肪酸种类不同而定，Ｔｗｅｅｎ系列产品常作为乳化
剂广泛用在食品，化妆品和其他行业中。Ｔｗｅｅｎ８０已
经在大量的经口途径或非消化道途径的药物制剂中应

用，对其安全性进行了较为深入的研究。Ｔｗｅｅｎ２０、
Ｔｗｅｅｎ８０对红细胞均有溶血作用，以 Ｔｗｅｅｎ８０作用最
弱。二者与ＰＥＧ具有相似的理化性质，国内最近几年

表２　红细胞功能改变情况

对照组
Ｔｗｅｅｎ２０ Ｔｗｅｅｎ８０

正常参考值范围
０．４０‰ ０．４４‰ ０．５２‰ ０．７４％ ０．８０％ ０．８２％

氧饱和度（ＳＯ２） ９８．８ ９７．５ ９８．０ ９８．７ ９７．０ ９７．２ ９７．９ ９５～９９

自身溶血率　　 ０．５７６±０．０５０ ／ ／ ／ ０．６００±０．０１０ ０．６３６±０．００９０．６４５±０．０９０

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
表３　不同浓度Ｔｗｅｅｎ及对照组的红细胞形态变化

项目 对照组
Ｔｗｅｅｎ２０ Ｔｗｅｅｎ８０

正常参考值范围
０．４‰ ０．４４‰ ０．５２‰ ０．７４％ ０．８０％ ０．８２％

ＭＣＶ（ｆＬ）　 ８８．５ ８８．３ ８７．７ ８７．６ ８４．２ ８６．７ ８３．９ ８０～１００

ＭＣＨ（ｐｇ）　 ３０．２ ２９．６ ３０．０ ２９．６ ３０．２ ３０．１ ２９．７ ２７～３２

ＭＣＨＣ（ｇ／Ｌ） ３４１．０ ３３５．０ ３４２．０ ３３８．０ ３５９．０ ３４８．０ ３５５．０ ３１０～３６０

ＲＤＷＳＤ（ｆＬ） ３７．９ ３９．６ ４２．３ ３８．１ ３６．２ ３８．１ ３６．０ ３７．０～５４．０

ＲＤＷＣＶ（％） １２．１ １２．７ １３．６ １２．２ １２．４ １３．０ １２．４ １１．５～１４．５

许多人士对 ＰＥＧ对红细胞表面抗原遮蔽效果进行研
究，研究结果表明ＰＥＧ对红细胞表面抗原有遮蔽的作
用，为制备通用血型奠定了基础［５１１］。本实验证明了

不同浓度 Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｗｅｅｎ８０对红细胞的遮蔽效果有
明显差异，Ｔｗｅｅｎ２０对Ｄ抗原的孵育效果较好且稳定，
减弱程度保持在“＋”以上，Ｂ抗原遮蔽略差且并不稳
定，Ａ抗原的遮蔽效果较弱，优势浓度在０．４０‰附近。
Ｔｗｅｅｎ８０对 Ｄ、Ｂ遮蔽差异并不明显，在 ０．７４％、
０．８０％附近遮蔽效果较好，保持“＋”以上，说明
Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｗｅｅｎ８０也具有和 ＰＥＧ类似的抗原屏蔽作
用，但是目前的研究机制尚未清楚，有待进一步研究。

尽管化学物质遮蔽红细胞的抗原的研究还存在一些问

题，但它为制备通用型血的研究提供了很多线索，具有

很大的研究价值和应用前景。未来，人们可望达到既

完全遮蔽红细胞的血型抗原，又不影响其形态、结构、

功能和寿命的目的，最终实现制备通用型血液的目标。
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