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摘!要!对红细胞进行蛋白酶处理"戊二醛固定!采用456)!等渗磷酸盐作为缓冲液!用光径$)2
78比色池测定凝集活性!读取测定终点的时间以!9为宜)建立的检测方法简单易行!得出的结果
具有良好的灵敏度及重现性)
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7?/0$&;0!H9G4J’7GFBJGD’JFGIGJ8>-,I>’-’D9G8,??(BI>-,I>’-,7I>M>IC#5;$’DR9G,I?GJ8
,??(BI>->-#OS;$R,N>84J’MGF)T,U’J>84J’MG8G-IN>-7(BFG!#$)I9GNG(DNGF>8G-I,I>’-’D
GJCI9J’7CIGNR,NFGFB7IGF>-I9GFGD>->I>’-,-F7,(7B(,I>’-’D5;"!$)GJCI9J’7CIGNRGJG
NG-N>I>KGFR>I9IJC4N>-,-FD>PGFR>I9?(BI,J,(FG9CFG4J>’JI’5;IGNIN""$)456)!>N’I’->7
49’N49,IGVBDDGJGFN,(>-GR,NBNGF,NI9GR’JW>-?(>XB>F"%$)L&,VN’J4I>’-’DGJCI9J’7CIG
NBN4G-N>’-NR,NI,WG-BN>-?$)278 4,I9/(G-?I97G((N",-F2$),44J’4J>,IGG-F/4’>-IR,N
FGIGJ8>-GF,N!9’BJN,DIGJ,FF>-?OS;>-I’I9GNBN4G-N>’-)H9G4J’I’7’(I9BNFGJ>MGFR,N
4J’MGFI’VG7’-MG->G-I%7,4,V(G’D9,M>-??’’FNG-N>I>M>IC,-FJG4J’FB7>V>(>IC)
@.1A"$6/!R9G,I?GJ8,??(BI>->-#OS;$"9G8,??(BI>-,I>-?,7I>M>IC#5;$"FGIGJ8>-,I>’-

!!麦胚凝集素#R9G,I?GJ8,??(BI>->-%OS;$是
具有结合甲壳素功能的凝集素家族#SJ,8>-G,G$中
的一员%与其它家族相比%这类凝集素的独特性在
于其分子内部的四重折叠结构具有多个结合位点)
OS;以"种变异体#同功凝集素$的形式存在%三
者都是"3$$$的二聚体%由!个相同的具有#6#个
残基的多肽链缔合而成%每条多肽链包含%个重复
的%!!%"个残基的橡胶蛋白型结构域)这些结构
域以相似的方式折叠而成%并由相对位置相同的%

个二硫键稳定其结构%这些结构域依次排列%以&头
对尾’的方式形成二聚体%形成广泛的单体(单体界
面)这种界面容纳接触亚基之间0个独立的糖结合
位点#%个异常位点$%其特点是具有一簇!!"个芳
香氨基酸)#%!*)凝集素与复合多糖的特异性相互作
用参与噬菌作用+细胞内吞作用+细胞内运送+信号
转换+细胞/细胞识别+发炎过程+细胞基质粘着+调
理作用+细胞生长控制+细胞调节和分化+细胞运送
以及肿瘤细胞转移等)2*)
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OS;具有特定的细胞凝集活性!其活性可以
利用天然的"酶处理的"戊二醛固定的人"兔"绵羊
血红细胞!或者#YZ$细胞"成纤维细胞配制成一定
浓度的悬液!将#8?%8=的 OS;溶液进行系列!
倍稀释!然后向其中加入等量的细胞悬液!在一定
条件下静置一定时间后!利用肉眼观测"比色等方
法进行判定)在建立标准的红细胞凝集/红细胞抑制
实验方法时!有!个方面值得注意&首先!在诊断学
中!病毒的红细胞凝集/红细胞凝集抑制实验必须尽
可能敏感可靠’其次!需要有一个标准化的操作过
程!不同实验室测定时可作为参照(%))现有的 OS;
红细胞凝集活性检测方法主要存在以下问题&##$
是配制标准细胞悬液方法不一!重现性差!而且许
多方法要求用新鲜血液当天配制红细胞悬液’#!$
确定读取终点时间的随意性较大’#"$测定方法繁
多!测定结果难以进行比较)对于上述问题的解决!
将有助于改善测定方法的适用性"测定结果的灵敏
度和重现性)

B!材料与方法

BCB!材料与仪器

OS;标准品&<>?8,公司产品!批号=/.3%$’
测试样品 OS;&作者自行纯化!在<[</\;S]上
显示单带’人全血;型&:9#/$!购自无锡市红十字
中心血站’胰蛋白酶&\H*3)$<无盐型!*’M’KC8GN
公司上海代表处提供’戊二醛!2̂ 水溶液&上海生
化试剂公司产品)
冷冻离心机&!$\:/2![型!日本 5>I,79>Y’W>

Q’)=IF)产品’L&/##$$紫外/可见分光光度计&北
京瑞利分析仪器公司产品)
BCD!实验方法

B)D)B! 标准血红细胞悬液的配制!红细胞的分
离&采用参考文献(2)方法分离’红细胞的胰蛋白酶
处理&&JGIV(,F方法(3)’红细胞的戊二醛固定及贮藏
悬液的配制&采用 &JGIV(,F和 HBJ-GJ 和 =>G-GJ方
法(6)’标准红细胞悬液的配制&采用HBJ-GJ和=>G-GJ
方法)在上述步骤中!溶液均采用456)!等渗磷酸盐
缓冲液(2)#等渗\Z<$!超过!%9需重新配)
B)D)D!标准红细胞悬液标准曲线的制作!采用

HBJ-GJ和=>G-GJ方法)
B)D)E! 红细胞在悬液中沉降监测! 将购自 OS;
标准品用等渗\Z<配制成#8?%8=溶液!然后进
行系列!倍稀释)将洗涤后的天然红细胞#-:ZQ$
和经过敏感化"固定化处理的红细胞#I:ZQ$分别按
照#)!)#和#)!)!配制标准悬液并制作对应的标准

曲线)取不同稀释倍数的 OS;溶液和标准红细胞
悬液各#8=!先后装入$)278_078的试管!盖紧
橡皮塞后立即上下颠倒"次!随即装入光径$)278
比色池!在分光光度计上对其!3!$进行时间扫描)根
据读取的!3!$可以从对应的标准曲线上换算得到留
在悬液中红细胞的百分数)
B)D)F!OS;红细胞凝集活性的测定!将 OS;
配制成#8?%8=溶液!然后进行系列!倍#!#!!#%

倍$稀释后依次进行如下操作&吸取上述溶液各#
8=分别装入#2支$)278_078的试管!再分别
取#8=标准红细胞悬液加入每支试管!用橡皮塞
盖紧后立即上下颠倒"次!随即装入光径$)278比
色池并静置一段时间!尽量减小摇动将每支试管放
入分光光度计测定!3!$)再将上述操作中的 OS;
溶液换成等渗\Z<!平行测定红细胞的自沉降数值
#对照悬液$!计算 OS;红细胞凝集活性!同时采用

=>G-GJ(0)法进行测定并对结果进行比较)

D!结果与讨论

DCB!标准红细胞悬液吸收标准曲线
标准红细胞悬液在3!$-8处吸收测定结果见

图#)由图#可见!!3!$与悬液中红细胞数量百分数
之间呈现显著的线性关系)因此!可以直接利用!3!$
数值表示处于悬浮状态红细胞的相对数量)

图B!吸光度与悬浮红细胞百分数关系标准曲线

G+3CB!H0&%6&$6;#$-.$.’&0+%304.&?/"$?&%;.0"04.

9.$;.%0&3."(;.’’/+%/#/9.%/+"%

DCD!红细胞的沉降过程

OS; 的质量浓度越高!引起-:ZQ或I:ZQ
在悬液中的沉降速度越快#见图!!"$)在前!9内!
加入不同质量浓度 OS;的-:ZQ悬液比对照悬液
的沉降速度快’而在后!9内!含有较高质量浓度

OS;的-:ZQ悬液比对照悬液的沉降速度快!但
是含有较低质量浓度 OS;的-:ZQ悬液反而比对
照悬液的沉降速度慢#见图!$)在全部扫描时间和
测试的 OS;溶液稀释倍数范围内!加入不同质量
浓度 OS;的I:ZQ悬液均比对照悬液的沉降速度
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快!见图"")估计如果进一步增大 OS;溶液的稀
释倍数#则可能出现与-:ZQ悬液相似的沉降行
为#即在后!9内#含有较低质量浓度 OS;的I:/
ZQ悬液反而会比对照悬液的沉降速度慢)其主要
原因可能是在加入 OS;溶液的初期#混合液中的

OS;优先使容易沉降的红细胞发生沉降#这些红

细胞可能具有较大的比重和较多的膜上受体$但是
到了后期#悬液中剩余的主要是相对不易沉降的红
细胞#而且悬液中可供结合的 OS;质量浓度也降
低#而对照悬液在此期间剩余的相对容易沉降的红
细胞数目更多#以致其沉降速度反而超过加入

OS;的红细胞悬液)

图D!含有不同质量浓度 )>7的新鲜%IJK沉降过程

G+3CD!H.6+8.%0&0+"%9$";.//"(($./4%IJK/#/9.%/+"%/&06+((.$.%0)>7;"%;.%0$&0+"%/

图E!含有不同质量浓度 )>7的新鲜0IJK悬液的沉

降曲线

G+3CE!H.6+8.%0&0+"%9$";.//"(($./4IJK/#/9.%/+"%&0

6+((.$.%0)>7;"%;.%0$&0+"%/

!!对于同一批次的自制 OS;#测得其对于冷藏#
个月的I:ZQ的凝集活性降低见图%#这可能是由
于I:ZQ在存放过程中发生一定程度的溶血现象#
导致细胞内含物的渗出#以及细胞膜上受体的状
态%数量%分布变化引起的)
!!利用L&/##$$紫外/可见分光光度计的图谱对
比与计算功能#可以作出对照悬液和加入不同质量
浓度 OS;的标准红细胞悬液的!3!$差值随时间的
变化曲线)这种曲线反映扣除红细胞自沉降之后

OS;引起的沉降情况)读取的!种标准红细胞悬
液对应的上述差值!数据略"在前!9内逐渐升高#
在后!9内则变化较小#而且波动较大)这一规律与
不扣除红细胞自沉降时!3!$的变化规律相吻合#推
测其原因也应该相近)

图F!含有不同质量浓度 )>7冷藏B月的0IJK悬液
的沉降曲线

G+3CF!H.6+8.%0&0+"%9$";.//"(BL8"%04L"’60IJK/#/L
9.%/+"%&06+((.$.%0)>7;"%;.%0$&0+"%/

!!观察 OS;与标准红细胞悬液混合均匀静置开
始!9处#可以发现以下!点&!#"不加 OS;的!种
标准红细胞悬液!3!$降低幅度小于!2̂ !均约为
!"̂ "$!!"扣除红细胞自沉降之后的OS;引起的沉
降达到最大值)因此#选择静置时间!9进行测定)
DCE!红细胞凝集活性的测定和计算
考虑到对照悬液中红细胞的自沉降#在加入

OS;的情况下虽然有可能被加速#但是其自沉降
特性的贡献可能更大)所以在实验确定的测定方法
中##个红细胞凝集活力单位!L"的定义公式为#在
沉降开始!9处的 OS;质量浓度!8?’8="#该质量
浓度引起!扣除红细胞自沉降之后"的沉降增加值达
到不加 OS;的标准红细胞悬液!3!$的2$̂ #即在沉
降开始!9处满足下式的 OS;质量浓度&

!!!7IJ("!#!7IJ( $2$̂ !#"
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式中!!#指!9处含有 OS;的悬液吸收值!!7IJ(为
对照悬液的吸光度%
由式"##可得出满足要求的悬液吸光度$

!!!!!#$$%2&!7IJ( "!#
应用 5>JNI/\>7WG(N公式%0&!可以计算出满足式

"!#要求的 OS;受试溶液的稀释倍数’$

!!(?’$(?’!#!#"!;!Z"!;&
(?!

! $(?!#$%2&!7IJ("!;!Z"!; &(?! ""#

式中!’; 为管!的稀释倍数!!为吸光度数值低于
但最接近$%2&!7IJ(的试管’!; 为管!的吸光度’

!Z为管(的吸光度!管(为吸光度数值高于但是最
接近$%2&!7IJ(的试管%
根据式""#求出’的数值之后!将’取倒数即为

#L的数值$

#L$ #’
"%#

采用<>?8,公司OS;标准品作为外标!测定#
L对应的质量浓度!根据以下公式即可计算受试

OS;的校正L数值$

LI$
LN&LI’
LN’

"2#

式中!LI为受试 OS;换算成初次测定外标 OS;条
件下的红细胞凝集活力数值’LN 为初次测定外标

OS;的红细胞凝集活力数值’LI’和LN’分别为受试

OS;和外标 OS;在随后某次测量中得到的数值%
=>G-GJ采用天然红细胞作为效应细胞!他给出

的红细胞凝集活力单位"L#的定义为$在!%29内
引起标准红细胞悬液2$̂ 沉降的受试溶液水平"质
量浓度#!他计算’的 5>JNI/\>7WG(N公式为

!!(?’$(?’!#!2$"!;!Z"!; &
(?!

!!! $(?’!#$%!2"!;!Z"); &
(?! "3#

式中!’为满足=>G-GJ"#.22#定义的OS;溶液稀释
倍数’!2$ 是从标准曲线得到的相当于标准红细胞
悬液2$̂ 的吸光度’!为管! 的稀释倍数!管!为
吸光度数值低于但最接近!2$的试管’!! 为管!的
吸光度’!( 为管( 的吸光度!管(为吸光度数值高
于但最接近!2$的试管%采用的工作溶液是$%.̂ 盐
水%迄今为止!=>G-GJ法是一种广为采用而且效果较
好的测定方法)作者采用他给出的测定规程对

OS;的红细胞凝集活性进行平行测定!以进行比
较)=>G-GJ法使用试管进行测定!考虑到试管的制造
均一性不好以及光散射可能带来的误差!测定过程
中改用光径$)278 比色池代替!参照标准改用

<>?8,公司的 OS;标准品)
DCF!测定结果的灵敏度和精确度
对于自行提取的同一批次的 OS;!使用!个

批次的;型人红细胞!在采血当日进行处理!在不
同冷藏时间后分别用-:ZQ和I:ZQ测定 OS;的
红细胞凝集活力数值!对测定方法的灵敏度和精密
度进行检验!测定结果分别见表#!")与=>G-GJ法
相比!实验确定的测定方法给出的凝集活力绝对数
值较低!这是由于定义读取终点吸收值的时间较
短!以及扣除红细胞自沉降的贡献所引起的"见表

#!!#)在采用I:ZQ替代-:ZQ测定 OS;凝集活
力的情况下!=>G-GJ法和此实验法均能大幅度提高
测定结果的灵敏度!其中前法的提高幅度更高!但
是!前法测定结果的相对误差也较高"见表"#)本实
验法所提供的灵敏度可以满足测定分析的灵敏度

要求!而且相对误差更低!可以作为麦胚凝集素红
细胞凝集活性测定的规程)而且!天然状态的红细
胞悬液只能存放#%F!而采用本实验法处理的红细
胞悬液冷藏期达#2$F之久!仍能给出较为理想的
测定结果!为研究人员提供了极大的便利)

表B!用%IJK测定的自制 )>7红细胞凝集活力

M&?CB!=76.0.$8+%&0+"%"(/.’(L9$.9&$.6)>7#/+%3%IJK/#/9.%/+"%/

测定法

凝集素数值

第#批
冷藏当日 冷藏6F后

第!批
冷藏当日 冷藏6F后

=>G-GJ法
测定

校正

外标 #0"‘## #3.‘#! #.%‘#$ #6%‘#!
自制 #"3‘. #"#‘#$ #%6‘6 #%$‘.

#%" #%. #%2 #2%

实验法
测定

校正

外标 .$‘% .%‘% #$"‘3 #$#‘2
自制 3"‘3 3#‘% 3.‘3 33‘2

3. 3% 33 3%

!注$以2次测得*平均数值‘标准方差表示)

!2 无!锡!轻!工!大!学!学!报!!!!!!!!!!!!!第!"卷!

万方数据



表D!用0IJK测定的自制 )>7红细胞凝集活力

M&?CD!=76.0.$8+%&0+"%"(/.’(L9$.9&$.6)>7#/+%30IJK/#/9.%/+"%/

测定法

凝集素数值

第#批
冷藏当日 冷藏"$F 冷藏#2$F

第!批
冷藏当日 冷藏"$F 冷藏#2$F

=>G-GJ法
测定

校正

外标 23."‘#0. "03$‘#"0 ".36‘#"0 3!".‘!!% %!$3‘!$! %$!2‘!"$

自制 "!%$‘2% !%2#‘%2 !2.#‘%2 "22.‘0! !3.#‘6" !$0.‘06

"%0! "002 "..6 "%.# ".#2 "#63

实验法
测定

校正

外标 3%%‘!" %%6‘"# %6.‘#. 6##‘"$ 2#!‘!# %06‘#"

自制 3$#‘!6 %%$‘#% %3%‘#% 332‘#3 %.6‘!! %30‘#%

32# 303 362 32! 366 36$

!注!以2次测得*平均数值‘标准方差表示)

表E!用0IJK和%IJK测定的自制 )>7红细胞凝集活力

比较

M&?CE!H.%/+0+-+01&%6&;;#$&;1;"89&$+/"%"(=76.0.$8+L

%&0+"%$./#’0/"(/.’(L9$.9&$.6)>7#/+%3%IJK&%6

0IJK&/.((.;0"$;.’’/

测定方法 灵敏度, 精密度V

=>G-GJ法 !%).2 $)""
实验法 #$)#! #)%2

!注!,)用I:ZQ和-:ZQ测定并且经过校正的外标*数值

平均值的比值表示"V)用-:ZQ和I:ZQ测定并且经过校正

的外标*数值相对误差的比值表示)

E!结!论

对于红细胞进行蛋白酶处理#戊二醛固定$可

以提高红细胞的感受性和稳定性$从而增加检测的

灵敏度和重复性"采用456)!等渗磷酸盐作为缓

冲液$可以控制红细胞的溶血"测定过程中改用光

径$)278比色池代替=>G-GJ法采用的试管$以避

免后者均一性差异以及光散射可能带来的误差"更

具科学性地确定读取测定终点的时间为!9$扣除

红细胞自身的沉降$引入外标对于测定结果进行校

正)以上改进措施显著地提高了测定结果的灵敏度

和精密度)据此建立的测定标准操作过程具有灵

敏#可靠#简单易行的特点$同时也避免了使用天然

红细胞测定时由于保存期较短而频繁需要重新配

制的问题)
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