
group ( HD group，n = 30) ． 16 weeks later，obese models ( n = 16) were established from HD group and were ran-
domly divided into obesity group ( OB group，n = 8 ) and sitagliptin group ( SITA group，n = 8 ) ． Measure body
weight ( BW) ，fasting blood glucose ( FBG) ，triglyceride ( TG) ，total cholesterol ( TCH) ，high-density lipoprotein
( HDL-C) ，low-density lipoprotein ( LDL-C) ，fasting insulin ( FINS) ，serum ＲBP4 respectively before and after
the 6 weeks of treatment，and calculate homeostasis model assessment-insulin resistance index( HOMA-IＲ) ． West-
ern blot was used to detect the epididymal adipose tissue and liver ＲBP4 protein expression levels． Ｒesults ①
The levels of BW，FBG，TG，TCH，LDL-C，FINS，HOMA-IＲ and serum ＲBP4 in HD group increased while the
levels of HDL-C decreased compared with those of ND group with a statistical significance ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ．
The differences between OB group and SITA group were of no statistical significance． After treatment with sitaglip-
tin，the levels of FBG，TG，TCH，LDL-C，FINS，HOMA-IＲ and serum ＲBP4 of SITA group decreased while the
levels of HDL-C increased compared with those of OB group with a statistical significance ( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ．
② Epididymal adipose tissue ＲBP4 protein expression levels in OB group increased compared with ND group ( P ＜
0. 05 ) ，epididymal adipose tissue ＲBP4 protein expression levels in SITA group decreased compared with OB group
( P ＜ 0. 01) ． ③ Pearson correlation analysis showed that in ND group，serum ＲBP4 was positively correlated with
TG． In HD group，serum ＲBP4 and FINS，HOMA-IＲ，TG，epididymal adipose tissue ＲBP4 were positively corre-
lated and negative correlation existed between serum ＲBP4 and HDL-C． Conclusion Serum and epididymal adi-
pose tissue ＲBP4 protein levels are elevated in obesity rats． Sitagliptin intervention can lower serum and epididymal
adipose tissue ＲBP4 protein levels in obesity rats and improve the glucose and lipid metabolism．
Key words obesity; insulin resistance; sitagliptin; retinol binding protein 4

◇临床医学研究◇

体外贮存致悬浮红细胞凋亡损伤的研究
马文娟1，卞茂红1，郑美娟2，乔金平2，王 峰3，许 哲3，马胜利4，沈继龙5

摘要 目的 探讨贮存期内不同保存时间致悬浮红细胞凋

亡损伤及可能的机制。方法 采集 12 例健康献血员血液，
常规去除白细胞和血浆。取保存后 3、11、19、27、35 d 5 个时
相点的红细胞，用凋亡试剂染色经流式细胞仪检测红细胞凋

亡率及红细胞体积大小变化，用 Fluo-3 AM 染色经流式细胞
仪检测细胞内 Ca2 +浓度。同时留取上清液，利用酶标仪检
测血红蛋白在 405 nm的吸光度。结果 与保存 3 d的红细
胞比较，红细胞凋亡率和细胞内 Ca2 +浓度逐渐增加，至 27 d
与 35 d差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ; 溶血率早
期增加不明显，至 35 d 差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 而
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红细胞体积逐渐变小，至 27 d与 35 d 差异有统计学意义( P
＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) 。结论 体外贮存的悬浮红细胞随着保存
时间的延长，凋亡逐渐增加，可能是储存损伤的原因之一。
Ca2 +内流可能是凋亡主要的发生机制。

关键词 悬浮红细胞; 储存损伤; 红细胞凋亡; 钙离子
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目前临床使用的血液成分绝大多数是悬浮红细

胞，保存期为 35 ～ 42 d［1］。血液在储存过程中由于
受多种因素的影响，其形态、功能和生化特性等均发
生不同程度的变化; 且随着储存时间的延长，变化更

加显著，这些变化统称为红细胞储存损伤，严重影响

血液的质量及患者的输注效果，给临床输血带来安

全隐患［2］。储存损伤可能由红细胞自身代谢产物、
氧化损伤、酶和红细胞程序性死亡即红细胞凋亡引
起［3］，然而对其研究报道非常有限。该研究旨在进
一步明确悬浮红细胞贮存过程中的凋亡损伤情况及

可能的发生机制，为研究储存损伤积累科学依据。
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1 材料与方法

1． 1 病例资料 在安徽省血液中心无偿献血合格
者中，随机选择 12 例自愿者，其中男 7 例，女 5 例;
年龄 19 ～ 42 岁，中位年龄 28 岁，获得书面知情同
意。利用一次性三联血袋( 血液保存液为 CPDA-1，
即含枸橼酸钠、磷酸盐、葡萄糖和腺嘌呤) 分别采集
200 ml全血后，6 h 内以 3 800 r /min 离心 12 min。
去除白细胞和血浆，加入红细胞保存液，制备成悬浮

红细胞，置 4 ℃贮血冰箱后，在相应的时间内混匀悬
浮红细胞，无菌操作留取 0. 5 ml 的标本，分别进行
有关实验。
1． 2 主要试剂和仪器 三联采血袋购自山东威高
集团医用高分子制品股份有限公司; Annexin V-
FITC 细胞凋亡检测试剂盒和流式细胞检测仪
( FACS Calibur) 购自美国 BD公司; Fluo-3 AM( 钙离
子荧光探针) 购自日本同仁化学研究所; 配制 Fluo-3
AM母液的二甲基亚砜购自美国 Sigma公司; 酶标仪
( Infinite F50) 购自瑞士 TECAN公司; 高速冷冻离心
机( 5415Ｒ) 购自德国 Eppendorf公司。
1． 3 方法
1． 3． 1 Annexin V-FITC 标记流式细胞术检测红细
胞凋亡及红细胞大小 分别取不同保存时间的悬浮

红细胞 50 μl，1 500 r /min离心 5 min，弃上清液，冷
PBS洗涤细胞 2 次，用 1 × Annexin V 结合液重悬，
使细胞数为 1 × 106 个 /ml; 取 100 μl 细胞悬液，加入
5 μl Annexin V-FITC，轻轻混匀，避光室温反应 15
min; 再加入 400 μl 1 × Annexin V 结合液，立即上流
式细胞仪检测，选择激发波长 488 nm、发射波长 530
nm。每组重复 3 次，取平均值，应用 FCS Express V3
软件分析流式数据，其中前散射光( forward scatter，
FSC) 代表红细胞体积。
1． 3． 2 用 Fluo-3 AM 标记流式细胞术检测红细胞
内 Ca2 +浓度 分别离心收集不同保存时间的悬浮

红细胞，用含 Ca2 +的 HBSS溶液重悬使细胞数为1 ×
106 个 /ml; 取 500 μl 细胞悬液和浓度为 2 μmol /L
Fluo-3 AM工作液 500 μl 混匀，置 CO2 培养箱中孵

育 40 min ; 1 500 r /min离心 5 min，弃上清液，用 500
μl含 Ca2 +的 HBSS 溶液重悬，流式细胞仪检测，设
定激发波长为 488 nm，发射波长为 525 nm。每组实
验重复 3 次，取平均值。
1． 3． 3 不同保存时期溶血率的测定 取不同保存
时期悬浮红细胞样本，室温下 1 500 r /min 离心 5
min，取上清液; 利用酶标仪检测上清液血红蛋白

( hemoglobin，Hb) 吸光度，每组实验重复 3 次，取平
均值。选择测定波长为 405 nm，其吸光度与 100%
溶血的吸光度比值代表溶血率，用蒸馏水完全溶解

相应贮存红细胞的上清液作为 100%溶血。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 统计软件进行
分析，计量数据均以 珋x ± s 表示。组间比较运用单
因素方差分析，方差齐性 Levene 检验，P ＞ 0. 05 时，
组间均数比较采用 LSD 法; 反之采用 Dunnett’s T3
法。

2 结果

2． 1 Annexin V-FITC标记法检测红细胞磷脂酰丝
氨酸 ( phosphatidylserine，PS) 外翻率 取保存后
3、11、19、27、35 d 5 个时相点的悬浮红细胞，经流式
细胞仪检测，PS外翻率呈时间依赖性增强。统计分
析显示，方差有齐次性，组间差异有统计学意义( F
= 47. 946，P ＜ 0. 01 ) 。用 LSD 法比较组间 PS 外翻
率，结果表明，与保存 3 d 的悬浮红细胞比较，PS 外
翻的红细胞比例逐渐增多，但保存 11 d和 19 d的差
异无统计学意义，至 27 d 与 35 d PS 外翻率增多差
异有统计学意义( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ，见图 1。
2． 2 不同保存时间悬浮红细胞体积变化 流式细
胞术中 FSC 代表红细胞体积。经流式细胞仪检测
悬浮红细胞体积的直方图结果显示，保存 35 d ( 红
线) 的悬浮红细胞与保存 3 d( 黑线) 的悬浮红细胞
比较，体积明显变小。统计分析结果显示，方差有齐
次性，组间差异有统计学意义( F = 18. 489，P ＜
0. 01) 。用 LSD法比较各组间红细胞体积，与保存 3
d的悬浮红细胞比较，PS 外翻的红细胞比例逐渐增
多，但保存 11 d和 19 d的差异无统计学意义，至 27
d与 35 d明显增加( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ，见图 2。
2． 3 Fluo-3 AM 标记法检测不同保存时期悬浮红
细胞内 Ca2 + Fluo-3 AM 是一新型的高度特异性
Ca2 +荧光指示剂，可以灵敏地反映细胞内游离 Ca2 +

浓度的变化，其荧光强度与游离 Ca2 +浓度成正比。
流式细胞仪检测结果显示，与保存 3 d ( 黑线) 的悬
浮红细胞相比，保存 35 d ( 红线) 的悬浮红细胞内
Ca2 +浓度明显变多。统计分析显示，方差有齐次性，
组间差异有统计学意义( F = 16. 466，P ＜ 0. 01) 。用
LSD法比较各组间胞内 Ca2 +，与保存 3 d 的悬浮红
细胞比较，细胞内 Ca2 +浓度逐渐增多，但保存 11 d
和 19 d增多差异无统计学意义，至 27 d 与 35 d 细
胞内 Ca2 +浓度增多差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，P
＜ 0. 01) ，见图 3。
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图 1 不同保存时期悬浮红细胞 PS外翻率变化
A: 保存 3 d; B: 保存 11 d; C: 保存 19 d; D: 保存 27 d; E: 保存 35 d; F: 不同保存时期悬浮红细胞 PS外翻率( n = 12，珋x ± s) ; 与保存 3 d红细胞

比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 2 不同保存时间悬浮红细胞体积变化

A: 不同保存时期悬浮红细胞体积的直方图; B: 不同保存时期

悬浮红细胞的 FSC ( n = 12，珋x ± s) ; 与保存 3 d 红细胞比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 比色法检测悬浮红细胞的溶血率 以酶标仪
检测悬浮红细胞上清液 Hb 在 405 nm 的吸光度，其
与 100%溶血的吸光度比值代表溶血率。结果显
示，方差有齐次性，组间差异有统计学意义( F =
10. 120，P ＜ 0. 01 ) 。用 LSD 法比较各组间溶血率，
保存 3、11、19、27 d悬浮红细胞溶血率，早期差异无
统计学意义，至 35 d差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，
见图 4。

3 讨论

血液保存液问世后，临床输血都是输注保存期

内的库存血。成分输血因具有一血多用、节约血源
及减少疾病传播等优点而普遍被接受，其中又以悬

浮红细胞应用最为广泛，及时输注，可以有效地纠正

贫血，改善机体缺氧，确保机体生命体征平稳。
目前我国规定，悬浮红细胞保存标准为输血后

24 h内红细胞存活率的平均值至少为 70%，溶血率
不能超过 1%，而这又取决于红细胞内 ATP、2，3-二
磷酸甘油酸等的水平［4］。随着保存时间的延长，红
细胞出现储存损伤，并发生一系列形态学和生化特

性的改变，如细胞膜由光滑双凹盘状变为球状，红细

胞内 ATP、2，3-DPG 的降低，pH 下降，使细胞膜上
Na + -K + -ATP酶活性逐渐下降，红细胞内外离子平
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图 3 不同保存时期红细胞内 Ca2 +浓度变化

A: 不同保存时期悬浮红细胞内 Ca2 + 浓度直方图; B: 不同保存

时期悬浮红细胞内 Ca2 + 浓度( n = 12，珋x ± s) ; 与保存 3 d 红细胞比

较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 4 不同保存时期红细胞溶血率变化
与保存 3 d红细胞比较: ＊＊P ＜ 0. 01

衡改变等，即悬浮红细胞发生了储存损伤［5］。
理化损伤可能导致细胞凋亡，而细胞凋亡是细

胞主动死亡过程，并且是调节细胞生命活动进程的

重要机制之一［6］。红细胞无细胞核和细胞器，是否
发生凋亡一直存在争议。Lang et al［7］提出与有核
细胞相区别的红细胞凋亡概念后，即红细胞在受到

内外因素作用下也能发生自杀性死亡才逐渐被接

受。能量消耗、氧化应激、弱酸及一些药物等因素都
可诱导红细胞凋亡，特征性表现为 PS 从胞膜内侧
翻转到外侧，暴露于细胞表面即 PS 外翻，细胞皱缩
及细胞体积缩小。
本研究经 Annexin V-FITC 荧光染色，利用流式

细胞仪检测不同保存期红细胞 PS 外翻率和细胞体
积。采用 Annexin V-FITC可标记出 PS 外翻的红细
胞，即进入衰亡程序的红细胞，所以 PS 外翻率代表
红细胞凋亡率［8］。结果证实悬浮红细胞在保存过
程中发生凋亡性改变，同时也显示悬浮红细胞保存

的早期凋亡不明显，后期才发生明显变化，可能是

miＲNA在保存早期发挥抗凋亡作用［9］。有文献［10］

报道红细胞在保存 24 d 以后，PS 外翻率明显增多，
本研究结果与之基本一致。
为深入探讨凋亡损伤机制，本研究也进行细胞

内 Ca2 +浓度的检测，结果显示随着保存时间的延

长，细胞内 Ca2 +到后期差异有统计学意义。其机制
可能是随着保存时间延长，细胞内的 ATP 含量下
降、氧化应激等因素，使红细胞内 Ca2 +浓度增加，进

一步刺激 Ca2 +敏感的 K +通道。细胞丢失 KCl后使
细胞因渗透性失水而收缩，更重要的是细胞中的

Ca2 +刺激使细胞膜内部的 PS 转移到细胞表面，使
细胞膜上磷脂成分不对称，引起结构紊乱，使红细胞

进入凋亡程序［11］。
本研究表明红细胞的溶血率开始无明显改变，

到 35 d明显提高，差异有统计学意义，而细胞凋亡
发生比溶血早。一方面，这间接暗示红细胞凋亡的
发生，可以阻止细胞溶解，抑制 Hb 释放入血浆，减
轻炎症反应［12］; 另一方面，红细胞发生凋亡时，暴露

在红细胞膜表面的 PS可以和巨噬细胞表面的 PS受
体结合，使红细胞被巨噬细胞识别并吞噬，很快从循

环系统中被清除［13］，也影响患者输注悬浮红细胞效

果。
有核细胞凋亡现象目前已有深入阐述，然而无

核红细胞的凋亡研究起步较晚。虽然有研究［14 － 15］

表明致红细胞凋亡的发生还存在通过氧化应激活化

半胱天冬酶裂解 Band3，使膜蛋白降解，引起红细胞
PS外翻; 或高渗状态下使红细胞神经酰胺形成，增
加由细胞内 Ca2 +浓度升高引起红细胞衰亡的敏感

性增加等形式。但是悬浮红细胞在保存过程中发生
凋亡是否通过以上机制，还有待进一步研究。
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The study on apoptotic lesion of suspended erythrocytes during storage
Ma Wenjuan1，Bian Maohong1，Zheng Meijuan2，et al

( 1Dept of Transfusion，2Dept of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital
of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To discuss the effect of different blood storage time on apoptotic lesion of suspended erythro-
cytes and possible mechanisms in the preservation period． Methods The blood was collected from 8 healthy volun-
teers． After the leukocyte and plasma were depleted，the suspended erythrocytes were preserved as usual． At 5 time
points including 3，11，19，27，35 days of blood storage，erythrocyte apoptotic rate and the change of cell volume
were measured by Annexin V-FITC apoptosis detection reagent staining and flow cytometry． Fluo 3-AM staining and
flow cytometry were used to measure the intracellular free calcium． At the same time the supernatant of the samples
was harvested． Using microplate reader，the hemoglobin ( Hb) absorbance of the supernatant was determined at
405 nm． Ｒesults Compared with the stored erythrocyte suspensions of 3rd day，erythrocyte apoptotic rate and intra-
cellular free calcium were increasing gradually． After 27 days of storage，there was significant difference ( P ＜ 0. 05，
P ＜ 0. 01) ; the increase of hemolytic rate was not obvious in the early days，but there was statistically significant
difference on 35 days of storage ( P ＜ 0. 01) ; the cell volume was small gradually，but which was remarkably smal-
ler on 27 day than that of 3rd day( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ． Conclusion With increase in storage time，the increase
of erythrocyte apoptotic rate that may be one of the causes of storage lesion． The change of intracellular free calcium
may play pivotal roles in apoptosis of erythrocyte．
Key words suspended erythrocytes; storage lesion; erythrocyte apoptosis; calcium ions
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