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摘要  [ 目的] 用4 种血型的人醛化红细胞测定植物凝集素( PHA) 的活性 ,并用标准抗血清对血型进行复查。同时初步探讨兔醛化红细
胞对植物凝集素( PHA) 凝集活性的测定效果。[ 方法] 将新鲜的人A、B、O、AB 型血以及兔血进行红细胞的提取并醛化 ,然后用抗 A 和抗
B 血清测定醛化后的人红细胞的血型 ,并用醛化的人的4 种血型的红细胞悬液以及兔的醛化红细胞悬液对植物凝集素进行效价的测定。
[ 结果] 醛化后的人的4 种血型的红细胞仍保持原血型不变 ,并且可以与植物凝集素发生凝集反应 ,结果与用新鲜血浆测定的效价一致。
用兔醛化红细胞悬液也测定出同样的植物凝集素效价 ,且灵敏度与用人的醛化红细胞悬液测定相同。[ 结论] 醛化的人的4 种血型的红
细胞以及兔醛化红细胞不仅未改变其表面的抗原 ,而且均可用于对植物凝集素的效价测定 ,同时具有保存时间长的优点。从降低成本
的角度考虑 ,也可采用兔的醛化红细胞血液对植物凝集素进行效价测定。
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Abstract  [ Objective] Phytohemagglutin( PHA) activity was esti mated by the fourtypes of humanfresh blood erythrocytes and thenthe blood type was re-
viewed by the standard anti-serum.Meanwhile ,same experi ment was carried out i n bothfresh and aldehydated blood erythrocytes of rabbit .[ Methods] Fresh
human and rabbit erythrocytes were isolated and aldehydated ,thenthe anti- Aserumand anti- Bserumwere used to esti mate the blood type before and after
human erythrocytes were aldehydated .Thenthey were used to esti mate the PHA activity .[ Results] The four types of human aldehydated blood erythrocytes
maintained withthe same type as fresh blood . Same results can be obtained frombothfresh and aldehydated rabbit erythrocytes .The esti mated sensitivity
to phytohemaggluti n( PHA) activity was same between human and rabbit fresh and al dehydated erythrocytes .[ Conclusion] The four blood types of human
and rabbit aldehydated erythrocytes did not change their surface antigens ,and they also can be used to esti mate the activity of PHA.The aldehydated ery-
throcytes can be kept for much longer ti me thanfresh blood and very easy to use at any ti me . With the lower cost ,the rabbit al dehydated erythrocytes can
be used to substitute the human blood for the esti mation of the PHA activity .
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  长期以来, 对于红细胞的保存一直是个难题, 而经过醛

化的红细胞不仅能够保持细胞骨架的完整性,增加细胞膜的

硬度, 使细胞不易破碎,同时还增加了红细胞的血凝活性[ 1] 。

凝集素是一类具有至少1 个非催化结构域, 能与糖类专

一结合并具有细胞凝集活性的蛋白质, 与糖结合时不需要糖

分子的还原碳原子, 并具有游离的羟基。凝集素广泛存在于

生物界 ,其中豆科植物种子的含量尤为丰富[ 2 - 4] 。由于凝集

素能与糖专一性结合,这样就赋予了凝集素许多的生物学作

用。例如, 凝集素可以凝集红细胞 ,刺激淋巴细胞的有丝分

裂,而且还具有类似胰岛素样的作用。另外少数凝集素还具

有血型专一性的特点, 使其可以用于鉴别血型等, 是血清学

和免疫学研究的有效工具[ 5] 。

在对植物凝集素效价测定上, 一直以来采用的都是人的

新鲜血浆或者是人的新鲜红细胞悬液, 这不仅造价高, 取血

不方便, 而且保存时间也很短。而醛化的红细胞不仅溶血率

低,保存条件简单 ,而且耐渗透能力增强。在此, 笔者比较了

人的新鲜红细胞悬液及人的醛化红细胞对标准抗 A 及抗 B

血清的反应 ,并比较、观察了醛化与否的人及兔红细胞用于

植物凝集素凝集活性的测定。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1.1 血浆。人的新鲜血浆由云南省中心血站献血中心提

供,其中含有EDTA·Na 作为抗凝剂; 兔的新鲜血浆由云南师

范大学生命科学学院实验室采集, 血浆与3 %柠檬酸钠抗凝

剂按1∶2 混合。

1 .1 .2  试剂。戊二醛溶液 ,0 .85 % 医用氯化钠( 注射液) , 柠

檬酸钠。

1 .1.3 保存液。pH 7 .1 的PBS 溶液。

1 .1.4 实验仪器设备。离心机, 倒置显微镜。

1 .2 方法

1 .2.1 红细胞的制备。参照王兰芝等的方法进行[ 7] , 并略

作改变。

1 .2 .2 红细胞的固定。将上述10 %的人和兔的红细胞悬液

以1 500 r/ min 离心10 min ,去上清,重复3 次。然后用pH7 .1

的PBS 稀释红细胞至血细胞的比容为0 .05。

1 .2 .3 红细胞的醛化。用上述0 .05 比容的人和兔的红细胞

4 体积加入1 体积2 .5 % 戊二醛溶液醛化红细胞 ,室温下振荡

45 min 后将醛化红细胞用0 .85 % 生理盐水洗涤[ 7] ,3 000

r/ min离心5 min ,共4 次。最后用保存液 pH 7 .1 的PBS 配成

2 %的人的醛化红细胞悬液和1 % 的兔的醛化红细胞悬液,4

℃保存备用。

1 .3 血型测定试验  取人的4 种血型的醛化红细胞50μl 各

2 份滴在玻璃凹板上, 然后再分别滴加抗 A 和抗 B 血清 , 并

轻摇使其混匀,5 min 后观察是否有凝集反应, 从而进行血型

鉴定。

1 .4  植物凝集素效价的测定 首先将提取的云南白芸豆的

凝集素粗提物制备成1 mg/ ml 悬液( 按Sigma 公司的标准) ,

并以1 mg/ ml 为起始浓度 ,记为①, 再在试管中作倍比稀释 :

1/ 2 ,1/ 4 ,1/ 8 ,⋯,1/ 256。即1/ 2 梯度就是从①中取出1 ml 原

液,并向其中加入1 ml 0 .85 %生理盐水, 而1/ 4 梯度就是从

1/ 2 梯度中取出1 ml ,再向其中加入1 ml 0 .85 % 生理盐水, 依

此类推, 直到1/ 256 梯度。然后从各种梯度的凝集素中取出
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50 μl , 与人的4 种血型的2 %醛化红细胞悬液以及兔的1 %醛

化红细胞悬液各50 μl 分别混匀, 静置30 min , 检查各孔的凝

集情况。对照组为分别加入同等体积的0 .85 % 的生理盐水

到2 %人醛化红细胞悬液中及1 % 兔醛化红细胞悬液中。把

稀释液能够与人及兔的新鲜及醛化红细胞发生凝集时的凝

集素最大稀释度的倒数作为凝集素的最高效价。

1 .5 凝集程度 按以下标准记录: 液体澄清透明, 醛化红细

胞全部凝集于血板底 ,轻摇可见大的凝块 ,为高度凝集( + +

+ ) ; 液体稍浑浊,液体中有明显的凝集物, 凝集块较小, 为中

度凝集( + + ) ; 液体浑浊, 仔细观察可看到液体中有很小的

凝集块 ,为轻度凝集( + ) ;液体与对照组相似, 血细胞的分布

较为均匀,为不凝集( - ) [ 8] 。

2  结果与分析

2 .1  血型反应测试 人的4 种血型醛化红细胞悬液与抗 A

和抗B 血清各滴1 滴于玻璃凹孔板上( 各为50 μl ) ,室温下静

置30 min 以上 ,用体视镜或倒置显微镜观察凝集现象, 观察

结果如表1 所示。

表1 人的4 种血型醛化红细胞悬液与抗A 和抗B血清的反应情况

Table 1 Four types of humanaldehydated erythrocytes suspensions reacted

with anti- A and anti- Bserums

血型Bloodtype
抗A 血清

Anti- Aserums

抗B血清

Anti- Bserums
醛化A型细胞悬液 + -
Cell suspension of aldehydated Atype
醛化B 型细胞悬液 - +
Cell suspension of aldehydated Btype
醛化O型细胞悬液 - -
Cell suspension of aldehydated Otype
醛化AB型细胞悬液 + +
Cell suspension of aldehydated ABtype

 注 :“+”表示出现红细胞凝集块 ,“- ”表示红细胞与抗血清溶合。

 Note : + stands for red cell clump ; - stands for solvation of red cell and anti-

serum.

2 .2  植物凝集素的血凝反应 白芸豆凝集素PHA 均能凝集

人的4 种血型的醛化红细胞 ,无血型特异性关系。对于兔醛

化红细胞也可凝集。白芸豆凝集素的效价测定结果见表2。

表2 白芸豆凝集素的效价测定结果

Table 2 Measured results of theagglutination activityfromphytohemagglutin

白芸豆凝集素PHA浓度梯度Concentration gradient of PHA

醛化红细胞 1/ 2 1/ 4 1/ 8 1/ 16 1/ 32 1/ 64 1/ 128 1/ 256

Aldehydated red cell

醛化A 型红细胞 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Aldehydated Atype cell

醛化B型红细胞 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Aldehydated Btype cell

醛化O 型红细胞 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Aldehydated Otype cell

醛化AB型红细胞 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Aldehydated ABtype cell

兔醛化红细胞 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Aldehydated rabbit erythrocytes

人新鲜血浆 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Humanfresh plasma

兔新鲜血浆 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Rabbit fresh plasma

 注 :“+ + +”高度凝集 ,“+ +”中度凝集 ,“+”轻度凝集 ,“- ”不凝集[9] 。

 Note : + + + . High agglutination; + + . Middle agglutination ; + . Mild agglutination ; - . No agglutination .

3  结论与讨论

用抗A 和抗B 血清来鉴定血型 ,是目前最常用的血型鉴

定方法 ,原理是血清中的抗体与人的新鲜血浆中的红细胞表

面的抗原发生反应, 但是由于新鲜的红细胞保存时间较短 ,

很快就会发生溶血, 所以不利于对血型进行复查, 而醛化红

细胞就可以克服以上缺点,因为醛化的人的4 种血型的红细

胞未改变其表面抗原。

植物凝集素最早的临床运用就是用来区别人的不同血

型红细胞的 ,后来特殊的单克隆抗体就取代了植物凝集素。

现在使用醛化红细胞就可以克服以上的缺点,更好地将醛化

红细胞推广至临床运用,主要原因是醛化红细胞不仅固定红

细胞膜上的抗原, 而且使红细胞的耐渗透压能力增加, 溶血

率降低 ,同时保存条件简单, 只需放在4 ℃下冷藏保存备用 ,

而不会破裂、溶血。笔者在实验室条件下保存至10 个月, 一

天中连续不断地振荡多次,使醛化红细胞与PBS 液混匀成醛

化红细胞悬液, 也不会使醛化红细胞发生溶血和破裂, 更不

会影响PHA 效价测定的结果。有报道认为 , 醛化后的红细

胞在4 ℃下可保存7 年[ 9] 。

经过2 .5 %的戊二醛醛化后的红细胞, 笔者用生理盐水

洗涤时 ,3 000 r/ min 离心5 min , 共4 次, 而在之前的相关文

献[ 7] 报道的是洗涤6 次, 但是该试验选用的是新鲜血浆 , 如

洗涤6 次 ,就会使之后的醛化红细胞保存时间缩短, 并导致

溶血。同时,笔者所制备的兔醛化红细胞悬液的浓度为1 % ,

主要是依据于相关文献中所采用的动物鸡和豚鼠的醛化红

细胞悬液的浓度为1 % 。近来笔者在试验中发现采用0 .5 %

的醛化红细胞浓度, 更容易从外观上观察到凝集反应现象。

该试验中因为凝集素的效价= 1/ 最大稀释度, 所以白芸

豆PHA 的效价为256 ,结果表明人的新鲜血浆及兔的新鲜血

浆测定的效价都一样。

( 下转第8888 页)
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图1 标准品(a) 及样品( b) 的色谱

Fig.1 Chromatograms of standard (a) and sample ( b)

表1 精密度试验结果( n =6)

Table 1 The results for precisiontest

样品

Samples

过氧化苯甲酰含量Benzoyl peroxide content∥mg/ kg

1 2 3 4 5 6

平均值∥mg/ kg

Mean

相对标准偏差∥%

Relative standard deviation
1 46.9 46.5 47 .6 46 .3 46 .1 45 .3 46 .4 1 .7

2 32.1 32.7 31 .6 32 .2 32 .5 31 .9 32 .2 1 .2

表2 回收率测定结果

Table 2 Thedeterminationresults of recovery

加入值∥mg/ kg

Addition value

测得值Determined value∥mg/ kg

1 2 3 4 5 6

平均值∥mg/ kg

Mean

回收率∥%

Recovery
     12 .5   12 .3   12 .3 12 .3 12 .7 12 .1   12 .5      12 .4     98 .9

50 .0 51 .6 52 .1 53 .3 54 .5 50 .0 50 .3 52 .0 103 .9

100 .0 101 .7 100 .0 96 .7 98 .4 98 .7 104 .4 100 .0 100 .0

3  结论

将样品经乙醇溶解提取过氧化苯甲酰, 用盐酸羟胺还原

成苯甲酸后用高效液相色谱系统进行分离测定过氧化苯甲

酰含量。试验结果表明, 回收率在98 .9 % ～103 .9 % , 该方法

的精密度、准确度和线形关系均较好 , 可以作为测定食品中

过氧化苯甲酰的有效方法。
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  该试验所用的植物凝集素( PHA) 来源于云南大白芸豆 ,

此种植物凝集素( PHA) 对人的所有血型的红细胞都会发生

相同程度的凝集反应[ 10] 。试验结果表明, 人的醛化红细胞

和兔的醛化红细胞一样都会对 PHA 提取液产生凝集反应 ,

而且测定结果与用人的醛化红细胞测定的结果一致。据报

道,凝集素的凝集反应与其来源和处理方式有关。如人的红

细胞就不被花生凝集素凝集, 甚至其浓度高达1 mg/ ml 时也

不发生凝集,而对唾液酸处理过的红细胞则发生凝集[ 11] 。

该试验结果表明, 运用人和兔的醛化红细胞测定 PHA

的效价, 不仅没有影响其效价的大小, 而且还可以在低倍显

微镜下明显观察其凝集现象, 不仅未改变其表面的抗原, 而

且均可用于准确地测定植物凝集素的效价。由于其保存时

间长, 且保存条件简单, 溶血率低,因此可考虑用人的醛化红

细胞替代人的新鲜血浆,同时由于醛化红细胞可保存较新鲜

红细胞更长的时间, 并且保存条件简单 ,溶血率低, 这样便可

以解决取血不方便, 做到随用随取, 有利于降低成本。因此 ,

醛化的人的红细胞不仅可以取代新鲜的红细胞进行血凝反

应, 而且醛化的人及兔的红细胞完全可以代替新鲜的红细胞

进行血型的测定和植物凝集素效价的测定。这样 ,醛化红细

胞也为进一步鉴定红细胞表面的稀有抗原, 制备更多的抗体

奠定了基础。
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