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　　[摘要]　目的:研究运用甘露醇-腺嘌呤-磷酸盐红细胞保养液(mannitoladeninephosphateredbloodcellma-
intenancesolution,MAP)重悬去白细胞洗涤红细胞对红细胞pH 值、膜蛋白 CD47分子和磷脂酰丝氨酸(phos-
phatidylserine,PS)表达变化。方法:随机选取10袋全血,滤除白细胞后,每袋去白细胞全血平均分成2份,分别

制备成去白细胞悬浮红细胞和 MAP去白细胞洗涤红细胞,分别于采血第2、7、14、21、28和35天,检测 CD47蛋

白平均荧光强度、PS蛋白阳性率和pH 值。结果:去白细胞洗涤红细胞组CD47平均荧光强度降低,第2、7、14和

21天与去白细胞悬浮红细胞第35天比较,差异有统计学意义(457.35±81.67、421.93±54.01、304.03±26.08、

288.79±107.07vs209.81±26.17,P<0.05);去白细胞洗涤红细胞组 PS蛋白阳性率逐渐升高,第2、7、14、21
和35天与去白细胞悬浮红细胞第35天比较,差异有统计学意义(0.08±0.13、0.07±0.13、0.03±0.02、1.34±
0.56、4.14±1.53vs2.29±0.31,P<0.05);相同时间点 MAP去白洗涤红细胞pH 值均低于去白细胞悬浮红细

胞,差异有统计学意义(第2天:6.82±0.04vs6.9±0.09、第7天:6.64±0.04vs6.72±0.07、第14天:6.57±
0.03vs6.66±0.08、第21天:6.49±0.02vs6.58±0.04、第35天:6.45±0.02vs6.52±0.03,均P<0.05;第

28天:6.46±0.02vs6.55±0.03,P<0.01)。结论:保存期内 MAP去白细胞洗涤红细胞膜 CD47蛋白表达降

低,PS蛋白外翻增加,损伤加重与pH 相关,建议第21天为 MAP去白洗涤红细胞最佳保存期。
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Abstract　Objective:Toinvestigatetheeffectsofsalinewashingand(mannitoladeninephosphateredblood
cellmaintenancesolution,MAP)resuspensionredbloodcellsonpHvalueandexpressionofmembraneprotein
CD47andphosphatidylserine(PS).Methods:Tenbagsofwholebloodwererandomlyselected,eachbagofwhole
bloodwaspreparedintoleukocyte-reducedsuspendedredbloodcells(L-SRBC)andMAPresuspendedleukocyte-
reducedwashedredbloodcells(MAP-WRBC).Onthe2nd,7th,14th,21st,28thand35thdayofbloodsam-
pling,sterilitytest,pHvalue,CD47proteinaveragefluorescenceintensityandPSproteinpositiveratewerede-
tected.Results:ThemeanfluorescenceintensityofCD47wassignificantlydecreasedondays2,7,14and21in
MAP-WRBCcomparedwithL-SRBCondays35(457.35±81.67,421.93±54.01,304.03±26.08,288.79±
107.07vs209.81±26.17,P<0.05).ThepositiverateofPSproteinwassignificantlydecreasedonthe2nd,

7th,14th,21stand35thdaysinMAP-WRBCcomparedwithL-SRBConthe35th(0.08 ±0.13,0.07±0.13,

0.03±0.02,4.14±1.53,1.34±0.56vs2.29±0.31,P<0.05).ThepHvalueofMAP-WRBCwassignifi-
cantlylowerthanthatofL-SRBC(day2:6.82±0.04vs6.9±0.09,day7:6.64±0.04vs6.72±0.07,day14:

6.57±0.03vs6.66±0.08,day21:6.49±0.02vs6.58±0.04,day35:6.45±0.02vs6.52±0.03,P<0.05;

day28:6.46±0.02vs6.55±0.03,P<0.01).Conclusion:MultipleadditionoflowpHsolutioncanaggravate
thedamageoferythrocytemembrane,decreasetheexpressionofCD47protein,andincreasePSproteinectropion
ofMAP-WRBC.Thedamageoferythrocytemembraneat21dayswaslowerthanthatattheendofthepreserva-
tionperiodofL-SRBC.Itissuggestedthat21daysshouldbethepreservationperiodofMAP-WRBC.

Keywords　mannitoladeninephosphateredbloodcellmaintenancesolution;washedredbloodcells;CD47;

phosphatidylserine
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　　去白细胞洗涤红细胞属于临床常用红细胞制

品,主要用于血浆蛋白过敏肾功能不全等患者[1],
通过向去白细胞悬浮红细胞中多次添加氯化钠溶

液并离心的方式除去其残留血浆。通常最后以氯

化钠溶液混悬,如在密闭系统中洗涤且最后以保存

液混悬,保存期与洗涤前的红细胞悬液相同。但制

备过程中的洗涤液和保存液的溶液损伤都会对红

细胞造成损伤,由于红细胞无核,其损伤情况主要

表现在其膜蛋白[2],因此本试验对红细胞损伤相关

膜蛋白连续检测分析,旨在为制定甘露醇-腺嘌呤-
磷酸盐红细胞保养液(mannitoladeninephosphate
redbloodcellmaintenancesolution,MAP)去白细

胞洗涤红细胞制备及保存提供数据支持。
1　资料与方法

1.1　原料血液

10份400mL全血均为无偿献血者捐献的合

格血液,保存液为 MAP红细胞保存液。
1.2　仪器与试剂

BDFACSCantoII流式细胞仪 (美国 BD),
TSCDⅡ无菌接合机(日本 Terumo),RC12BP低温

离心机 (美国 Thermo),多参数测试仪 (Mettler
ToledoSG78),一次性使用去白细胞塑料血袋(山
东威高),FITCAnnexinV(生产批号:B335811),
AnnexinVBindingBuffer(生产批号:B341944),
APCanti-CD47(生产批号:B338988)均购自于Bi-
olegend(美国),氯化钠注射液(上海输血技术)。
1.3　方法

随机选取采集的400mL全血于6h内完成滤

白、离心、分离操作,制成去白细胞悬浮红细胞,保
存于(4±2)℃备用。采集第2天(48h内),将合格

的去白悬浮红细胞作为起始血液,通过无菌接合机

将血液分装成2等份,分为去白洗涤红细胞组和去

白悬浮红细胞组。去白洗涤红细胞组通过无菌接

合机与预冷的氯化钠注射液连接,添加氯化钠溶液

150mL,充分混匀,以3500g/min离心8min,离
心后去除上清,重复3次,最后一次去除上清后添

加50mLMAP保存液,混匀后于(4±2)℃保存;
去白悬浮红细胞组不进行任何处理于(4±2)℃保

存。2组分别于采集后第2、7、14、21、28、35天对

血液检测。
1.4　流式细胞术检测

采用 APCanti-CD47标记 CD47分子,采用

FITCAnnexinV标记PS蛋白。用PBS调整红细

胞浓度至106 个/mL,离心后分别重悬与 PBS和

AnnexinVBindingBuffer,取100μL悬液,分别加

入5μLAPCanti-CD47和FITCAnnexinV,流式

细胞仪测定不同储存时间红细胞膜表面 CD47分

子和磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine,PS)蛋白表

达情况。
1.5　pH 检测

按照仪器使用说明书进行pH 检测。
1.6　统计学处理

使用 Graphpadprism8统计软件分析处理数

据,以■X±S 表示,组间采用独立样本t检验两两

比较,相关性分析采用Pearson相关性分析,以P<
0.05为差异有统计学意义。
2　结果

去白悬浮红细胞组和去白洗涤红细胞组CD47
平均荧光强度比较,见图1、表1。

a~f:分别为去白细胞洗涤红细胞组第2、7、14、21、28、35天 CD47分子平均荧光强度;g:去白细胞悬浮红细胞第35天

CD47分子平均荧光强度。

图1　2组红细胞CD47分子流式检测结果
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表1　2组CD47平均荧光强度比较 ■X±S

组别 第2天 第7天 第14天 第21天 第28天 第35天

去白细胞洗涤红细胞 457.35±81.67 421.93±54.01 304.03±26.08288.79±107.07235.46±45.17220.95±31.40
去白细胞悬浮红细胞 209.81±26.17
P <0.01 <0.01 <0.01 <0.05 >0.05 >0.05

　　去白细胞悬浮红细胞组和去白细胞洗涤红细

胞组 AnnexinV(AV)阳性率比较,见图2、表2。
去白细胞悬浮红细胞组和去白细胞洗涤红细

胞组pH 值比较见表3。

Pearson相关性分析显示,pH 值与CD47平均

荧光强度呈正相关,P<0.01,R2=0.5557;pH 值

与 PS 蛋 白 阳 性 率 呈 负 相 关,P <0.01,R2 =
0.3856,见图3、图4。

a~f:分别为去白细胞洗涤红细胞组第2、7、14、21、28、35天 AV染色阳性率;g:去白细胞悬浮红细胞第35天 AV染色

阳性率。
图2　2组红细胞AV染色流式检测结果

表2　2组AV标记阳性率比较 ■X±S

组别 第2天 第7天 第14天 第21天 第28天 第35天

去白细胞洗涤红细胞 0.08±0.13 0.07±0.13 0.03±0.02 1.34±0.52 2.19±0.56 4.14±1.53
去白细胞悬浮红细胞 2.29±0.31
P <0.01 <0.01 <0.01 <0.05 >0.05 <0.01

表3　2组pH值比较 ■X±S

组别 第2天 第7天 第14天 第21天 第28天 第35天

去白细胞洗涤红细胞 6.82±0.04 6.64±0.04 6.57±0.03 6.49±0.02 6.46±0.02 6.45±0.02
去白细胞悬浮红细胞 6.90±0.09 6.72±0.07 6.66±0.08 6.58±0.04 6.55±0.03 6.52±0.03
P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.01 <0.05

图3　pH值与CD47平均荧光强度相关性分析 图4　pH值与AV阳性率相关性分析
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3　讨论

去白细胞洗涤红细胞属于临床常用红细胞制

品,主要用于血浆成分过敏者、IgA 缺乏者、非同性

造血干细胞移植者及肝肾功能障碍、新生儿输血、
宫内输血及换血等患者。由于去白细胞洗涤红细

胞制备步骤多,耗时长,保存期仅24h,目前临床应

用过程中采用现用现洗方法,极大的限制了去白细

胞洗涤红细胞的应用推广。《血站技术操作规程

(2019版)》规定如果是在密闭系统中洗涤且最后

以红细胞保存剂混悬,保存期与洗涤前的红细胞悬

液相同。国内已有多位学者针对 MAP洗涤红细

胞保存期内常规质控指标进行报道,与氯化钠溶液

保存洗涤红细胞比较,结果显示其钾离子、钠离子、
溶血率和上清蛋白质含量升高明显[3-5],各研究对

于 MAP洗涤红细胞最佳保存期的结论存在分歧,
从第1~28天不等。由于成熟红细胞无核,缺乏合

成蛋白质的能力,因此红细胞的损伤信号主要来自

自身膜蛋白[2]。红细胞膜表面蛋白发生变构或聚

集,从而暴露相应抗原决定簇被巨噬细胞识别、清
除。因此本试验关注点在于 MAP重悬去白细胞

洗涤红细胞pH 值和膜蛋白表达变化。
通过检测红细胞膜 CD47分子平均荧光强度

和PS蛋白阳性率发现:MAP去白细胞洗涤红细

胞CD47平均荧光强度随储存时间延长降低,与去

白细胞悬浮红细胞保存期末(第35天)比较,MAP
去白细胞洗涤红细胞CD47平均荧光强度第21天

时较高,差异有统计学意义,而第28天时差异无统

计学意义。MAP去白细胞洗涤红细胞PS蛋白阳

性率随储存时间延长升高,与去白细胞悬浮红细胞

保存期末(第35天)比较,MAP去白细胞洗涤红细

胞PS蛋白阳性率第21天时较低且差异有统计学

意义,而第28天时差异无统计学意义,第35天时

较高且差异有统计学意义。王伟等[6]研究报道,红
细胞体外储存时间延长,其结构与功能受到损伤,
红细胞膜和膜蛋白发生损伤后,PS 暴露 增 加,
CD47分子含量降低。CD47属于整合素相关蛋

白,是免疫球蛋白超家族的成员,广泛表达于体内

各种细胞,如红细胞和血小板等。红细胞老化过程

中CD47表达缺失被认为是正常老化过程中红细

胞清除的一种机制。红细胞表面 CD47分子可与

巨噬细胞表面分子信号调节蛋白α结合,抑制吞噬

细胞对其的吞噬作用,若细胞损伤导致 CD47分子

丢失,可被机体视为“异物”,迅速在脾脏被巨噬细

胞清除,从而发生溶血,影响输血的效果[7]。新生

红细胞中PS位于细胞膜内侧,不会被巨噬细胞识

别,当衰老红细胞时PS蛋白细胞内外动态分布失

衡并外翻增加,可被巨噬细胞表面PS分子的受体

特异性识别并结合,促进巨噬细胞对PS外翻红细

胞的吞噬作用[8-9]。由此推测,MAP去白细胞洗涤

红细胞制备和储存过程中,由于机械和溶液损伤导

致红细胞膜损伤加重,致使 CD47蛋白表达降低,
PS蛋白外翻增加。

本试验进一步对pH 值检测发现,相同时间点

MAP去白细胞洗涤红细胞均低于去白细胞悬浮红

细胞,并分析pH 值与 CD47平均荧光强度和 PS
蛋白阳性率,结果显示pH 值与 CD47平均荧光强

度呈正相关,与PS蛋白阳性率呈负相关。究其原

因发现,低pH 值环境与红细胞膜损伤相关,与去

白细胞悬浮红细胞比较,CD47平均荧光强度降低,
PS蛋白阳性率升高,这种改变可能与红细胞pH
值降低程度有关。红细胞为了实现携带氧气和二

氧化碳功能,就需要维持在稳定的pH 环境中,正
常情况下,循环血液pH 值在7.35~7.45。有研究

显示,过低的pH 值将损伤红细胞,改变红细胞膜

形态结构,降低其变形能力、流动性及血红蛋白的

携氧能力,进而导致红细胞运输氧气和二氧化碳的

功能受阻[10-11]。Alex等[12]研究显示,在低pH 值

环境中,储存期末红细胞的氧化应激水平升高、膜
稳定性降低,红细胞半衰期缩短且输注后存活率降

低。而根据血液制备技术要求,洗涤过程中红细胞

需要经历多次与氯化钠溶液相混合,且洗涤后需再

次离心并添加 MAP添加剂,而 MAP添加剂和氯

化钠溶液pH 值均为5.5,多次洗涤和重悬会降低

红细胞的储存期pH 值,使其远离最佳的pH 值,
这将导致红细胞膜受损加重,输注后更快速被脾脏

清除,最终影响输血效果。
综上所述,在制备过程中多次添加低pH 值溶

液将降低 MAP去白细胞洗涤红细胞储存环境pH
值,并损伤红细胞膜蛋白。此外,MAP去白细胞洗

涤红细胞第21天时与去白细胞悬浮红细胞保存期

末CD47平均荧光强度和PS蛋白阳性率差异有统

计学意义,说明储存第21天时红细胞膜损伤低于

去白细胞悬浮红细胞保存期末,质量优于去白细胞

悬浮红细胞保存期末,为保证输注有效建议将第

21天作为 MAP去白细胞洗涤红细胞保存期限。
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