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血液辐照对悬浮红细胞中红细胞微粒释放及
创伤患者深静脉血栓形成的影响*

武丽芳1,陆 华2,许桂平2△

(重庆医科大学附属第二医院:1.检验科;2.输血科,重庆
 

400010)

  [摘要] 目的 探讨血液辐照对悬浮红细胞(SRBC)中红细胞微粒(RMP)释放及创伤患者深静脉血栓

(DVT)形成的影响。方法 收集该院2022年未辐照SRBC和辐照SRBC血辫各105例,检测RMP和电解质

随储存时间的变化。收集该院2018年1月至2023年4月创伤患者297例,其中未输血患者148例(未输血

组),有红细胞(RBC)输血的患者149例(RBC输血组),其中行未辐照SRBC输血的患者76例(未辐照组)、含

有辐照SRBC输血的患者73例(辐照组),分析各组之间DVT发生率的差异。结果 与未辐照SRBC血辫相

比,辐照SRBC血辫中RMP、K+ 分别从第3天[(5
 

280±402)个/μL
 

vs.
 

(1
 

839±384)个/μL、(14.1±1.4)

mmol/L
 

vs.
 

(5.8±0.3)mmol/L]增加到第42天[(57
 

393±3
 

966)个/μL
 

vs.
 

(32
 

310±2
 

077)个/μL、(31.3±
1.1)mmol/L

 

vs.
 

(19.8±1.9)mmol/L]。RBC输血组比未输血组的DVT发生率更高(30.2%
  

vs.
  

11.5%,

P<0.001)。辐照组比未辐照组DVT发生率更高(38.4%
  

vs.
  

22.4%,P<0.05),辐照SRBC输血与DVT发

生率增加相关(OR=2.16,95%CI:1.06~4.42,P=0.03),DVT发生率随输注辐照SRBC含量增加而升高。
结论 SRBC辐照后RMP升高更快,辐照SRBC输血增加创伤患者DVT风险,其发生率与辐照SRBC含量呈正

相关。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

blood
 

irradiation
 

on
 

the
 

release
 

of
 

red
 

blood
 

cell
 

microp-
articles

 

(RMP)
 

in
 

suspended
 

red
 

blood
 

cells
 

(SRBC)
 

and
 

the
 

formation
 

of
 

deep
 

vein
 

thrombosis
 

(DVT)
 

in
 

trauma
 

patients.Methods In
 

2022,105
 

cases
 

of
 

unirradiated
 

SRBC
 

and
 

105
 

cases
 

of
 

irradiated
 

SRBC
 

blood
 

braid
 

were
 

collected
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

of
 

RMP
 

and
 

electrolyte
 

with
 

storage
 

time.A
 

total
 

of
 

297
 

trauma
 

pa-
tients

 

from
 

January
 

2018
 

to
 

April
 

2023
 

were
 

collected,including
 

148
 

patients
 

without
 

blood
 

transfusion
 

(the
 

non-transfusion
 

group)
 

and
 

149
 

patients
 

with
 

red
 

blood
 

cell
 

(RBC)
 

transfusion
 

(the
 

RBC
 

transfusion
 

group),

including
 

76
 

patients
 

without
 

SRBC
 

transfusion
 

(the
 

non-irradiation
 

group)
 

and
 

73
 

patients
 

with
 

SRBC
 

trans-
fusion

 

(the
 

irradiation
 

group).The
 

differences
 

in
 

the
 

incidence
 

of
 

DVT
 

among
 

the
 

groups
 

were
 

analyzed.Re-
sults Compared

 

with
 

the
 

non-irradiation
 

SRBC,RMP
 

and
 

K+
 

in
 

the
 

irradiation
 

SRBC
 

increased
 

from
 

[(5
 

280±402)
 

particles/μL
 

vs.
 

(1
 

839±384)
 

particles/μL
 

and
 

(14.1±1.4)
 

mmol/L
 

vs.
 

(5.8±0.3)mmol/L]
 

on
 

day
 

3
 

to
 

[(57
 

393±3
 

966)
 

particles/μL
 

vs.
 

(32
 

310±2
 

077)
 

particles/μL
 

and
 

(31.3±1.1)
 

mmol/L
 

vs.
 

(19.8±1.9)
 

mmol/L]
 

on
 

day
 

42.The
 

RBC
 

transfusion
 

group
 

had
 

a
 

higher
 

incidence
 

of
 

DVT
 

than
 

the
 

non-
transfusion

 

group
 

(30.2%
 

vs.
 

11.5%,P<0.001).The
 

incidence
 

of
 

DVT
 

in
 

the
 

irradiation
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

non-irradiation
 

group
 

(38.4%
 

vs.
 

22.4%,P<0.05).Transfusion
 

of
 

irradiated
 

SRBC
 

was
 

as-
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sociated
 

with
 

an
 

increased
 

incidence
 

of
 

DVT
 

(OR=2.16,95%CI:1.06-4.42,P=0.03),and
 

the
 

incidence
 

of
 

DVT
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

percentage
 

of
 

input
 

irradiated
 

SRBC.Conclusion After
 

SRBC
 

irradia-
tion,RMP

 

increases
 

faster,and
 

SRBC
 

transfusion
 

increases
 

the
 

risk
 

of
 

DVT
 

in
 

trauma
 

patients,and
 

the
 

inci-
dence

 

is
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

percentage
 

of
 

irradiated
 

SRBC.
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  红细胞(red
 

blood
 

cell,RBC)在保存过程中会发

生储存损伤,其主要表现在腺苷三磷酸(adenosine
 

triphosphate,ATP)先升高后降低、2,3-二磷酸甘油酸

(2,3-DPG)下降、S-亚硝基血红蛋白(SNO-Hb)下降、
乳酸增加与pH值降低、结合珠蛋白下降、K+ 浓度增

加、生物活性分子堆积(如细胞因子、组胺等)、RBC形

态球形棘状改变、磷脂酰丝氨酸外翻等[1-3]。此外,在

RBC保存过程中,其细胞膜可向细胞外释放大小为

0.1~1.0
 

μm的囊泡,这些囊泡称为红细胞微粒(red
 

blood
 

cell-derived
 

microparticles,RMP),RMP数量

随着RBC保存时间延长而增加[4]。目前研究发现,

Ca2+升高、ATP缺失、K+升高、GPCR等信号通路的

激活是促进RMP产生的重要因素[4-6]。进一步研究

发现RMP具有促进凝血、促进炎性反应、加速一氧化

氮清除、促进内皮细胞黏附等功能[6]。由于RMP功

能的多样性,RMP被认为与地中海贫血、阵发性睡眠

性血红蛋白尿症等血栓并发症有关[7],也可能是输血

后血栓并发症的主要因素[8]。
血液辐照(通常为γ射线)可以减灭淋巴细胞的

免疫活性,辐照后的血液多用于器官移植患者,达到

预防输血相关性移植物抗宿主病的目的[9]。γ射线直

接使淋巴细胞核DNA变性,使其停止增殖,但也会损

伤其他细胞。有研究报道,当受到辐照时,RBC脂质

过氧化、细胞膜受损、血浆K+ 升高、乳酸脱氢酶和血

红蛋白浓度升高、细胞弹性和变形能力降低[10-11]。由

于K+是RMP产生的重要原因之一,所以悬浮红细

胞(suspended
 

red
 

blood
 

cells,SRBC)经辐照后RMP
含量有可能会增加。在临床使用过程中,富余的辐照

SRBC也常用于其他非移植患者。鉴于RMP的促凝

血功能及其与输血后血栓形成的关系[6,12],因此将辐

照SRBC输注给非移植患者,尤其是好发深静脉血栓

(deep
 

vein
 

thrombosis,DVT)的创伤患者[13],可能会

增加其DVT的发生率。本研究旨在探讨血液辐照后

SRBC中RMP的变化特点,分析辐照SRBC输血与

创伤患者DVT形成之间的关系,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 献血员资料

收集2022年本院输血科献血员未辐照SRBC和

辐照SRBC血辫各105例,辐照由重庆市血液中心采

用德国Biobeam
 

GM8000辐照仪25
 

Gy
 

γ射线照射

10
 

min。按保存时间分成3、7、14、21、28、35、42
 

d共

7组,取血辫血液1.5
 

mL经1
 

550
 

g×5
 

min离心,留
取上层血浆于-80

 

℃保存备用。

1.1.2 创伤患者资料

收集2018年1月至2023年4月本院急救部297
例创伤患者,纳入标准:(1)主要诊断为骨折、多发伤、
高坠伤、挤压伤、摔伤;(2)行动受限,需要卧床治疗;
(3)住院超过3

 

d。排除标准:(1)入院前已卧床超过

3
 

d;(2)入院前使用雌激素治疗;(3)合并肿瘤;(4)
 

合

并炎症性肠病、系统性红斑狼疮等静脉血栓栓塞风险

增加的疾病;(5)入院时已有DVT;(6)拒绝签订知情

同意书。其中未输血患者148例(未输血组),入院至

确诊DVT之间有SRBC输血的患者149例(RBC输

血组),其中未辐照SRBC输血的患者76例(未辐照

组),含有辐照SRBC输血的患者73例(辐照组),对
患者年龄、性别、创伤类型、是否长骨骨折、是否脊髓

损伤、入院时(血压、心率、体温、Hb)、住院时间、住院

期间死亡率、SRBC总输血量(入院至确诊 DVT期

间)、RBC 储存时间、DVT 发 生 率 进 行 统 计 分 析。

DVT诊断标准[14]:患肢出现胀痛、压痛、皮肤呈暗红

色、浅表静脉怒张等症状,经血管超声或造影确诊存

在DVT(管腔内探及实性回声,充盈缺损,管腔不能

完全压闭,非期相性血流,连续探测血管腔、管径)。
本研究经医院伦理委员会批准[2020年科伦审第

(178)号]。

1.2 方法

1.2.1 流式细胞术检测RMP
取5管ABO、RhD均同型且储存时间相同的冻

存标本,经冰上缓慢解冻后取1
 

mL离心20
 

000
 

g×
90

 

min沉淀RMP,弃掉上层900
 

μL,留取底部包含红

色沉淀液体100
 

μL。5个标本混合后再加入1
 

mL
 

磷

酸盐 缓 冲 液(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)混 匀,

20
 

000
 

g×90
 

min洗涤1次,留取底部100
 

μL制成

RMP悬液。取1
 

mL健康体检者新鲜全血用2
 

mL
 

PBS
 

1
 

000
 

g×2
 

min洗涤2次,重悬至总体积1
 

mL。30
 

μL
标本中加入265

 

μL
 

PBS和5
 

μL荧光抗体,抗体异硫氰

酸荧光素(fluoresce
 

in
 

isothiocyante,FITC)
 

anti-235a
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(559943)、PE膜联蛋白Ⅴ(Annexin
 

Ⅴ,560930)、FITC
鼠IgG2b(556655)和Annexin

 

Ⅴ结合缓冲液(556454)
均购自美国BD

 

Biosciences公司,1.0~1.4
 

μm
 

质控

微球(Beads)(FH-1056-2)购自美国Spherotech公司,
混匀后暗室孵育15

 

min,1
 

h内上机检测(CytoFLEX
流式分析仪,美国Beckmancoulter公司)。检测速度

10
 

μL/min,连续记数1
 

min。取储存时间相同的3个

富集标本的平均值作为最终结果。

1.2.2 血浆电解质测定

血辫血液1.5
 

mL经1
 

550
 

g×5
 

min离心,留取

上层血浆,用美国Beckmancoulter
 

AU5800全自动生

化分析仪检测K+、Na+、Cl-的浓度,取储存时间相同

的3个不同标本的平均值作为最终结果。

1.3 
 

统计学处理

使用GraphPad
 

Prism 软件进行统计分析,计量

资料用x±s表示,比较采用非配对t检验;计数资料

用率表示,比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 RMP的分离鉴定

采用流式细胞术通过颗粒的大小和形态区分

RBC和RMP颗粒群。红细胞群比Beads直径大,且

96.8%表达红细胞系标志物CD235a,4.7%表达膜损

伤标志物Annexin
 

Ⅴ。而RMP群比Beads直径小,
且97.4%表达红细胞系标志物CD235a,98.1%表达

膜损伤标志物Annexin
 

Ⅴ(图1)。无论是颗粒大小还

是表面标志物表达特点均符合RMP的特征,说明通

过流式细胞术分离的这群较小颗粒属于RMP。

  A:根据大小和形态区分三个颗粒群的门;B、C:分别为RBC群细胞膜表面CD235a、Annexin
 

Ⅴ的表达水平;D、E:分别为 RMP群膜表面

CD235a、Annexin
 

Ⅴ的表达水平。

图1  流式细胞术分离RMP

2.2 辐照对SRBC血辫中RMP释放的影响

在所有相同储存时间点,辐照SRBC的RMP均

明显高于未辐照SRBC(P<0.01),见表1。
表1  不同储存时间SRBC血辫血液中RMP

   数量(n=5,x±s,个/μL)

储存时间 未辐照SRBC 辐照SRBC P

3
 

d 1
 

839±384 5
 

280±402 <0.001

7
 

d 2
 

917±365 6
 

734±718 0.003

14
 

d 4
 

683±561 13
 

167±1
 

044 <0.001

21
 

d 6
 

439±785 21
 

177±1
 

869 <0.001

28
 

d 12
 

413±1
 

358 33
 

226±3
 

140 0.001

35
 

d 20
 

471±1
 

964 43
 

393±2
 

454 <0.001

42
 

d 32
 

310±2
 

077 57
 

393±3
 

966 0.001

2.3 辐照对SRBC血辫中其他电解质的影响

无论是否辐照,随储存时间延长,SRBC血辫中的

Cl-含量没有明显的变化(P>0.05),Na+ 含量随储

存时间延长而降低,且辐照SRBC血辫中的Na+含量

略低于未辐照SRBC(除28
 

d外)。SRBC血辫中的

K+含量随储存时间延长而升高,第28天达峰后略有

下降;与未辐照SRBC血辫相比,除了第28天和35
天,每个检测点辐照SRBC血辫中的 K+ 含量更高

(P<0.05),见表2。

2.4 辐照SRBC输注对创伤患者DVT形成的影响

RBC输血组(45/149,30.2%)比未输血组(17/

148,11.5%)的DVT发生率更高(P<0.001),同时

也有更高的长骨骨折率、入院心率、住院时间、住院死

亡率。在RBC输血组患者中,未辐照组和辐照组的

年龄、性别、损伤类型、入院时基本指标、住院时间、住
院死亡率均没有明显差异(P>0.05),辐照组的DVT
发生率高于未辐照组(P<0.05)。辐照组中的平均储

存天数低于未辐照组(P<0.001)。此外辐照组的

RBC输血量明显高于未辐照组(P<0.001),见表3。
为了阐明RBC输血量、RBC储存时间、辐照SR-

BC输血等与DVT发生的关系,进一步进行多因素逻

辑回归分析,结果显示:辐照SRBC输血是DVT的风

险因素(OR=2.16,P<0.05),而且DVT发生率随

着所输注辐照SRBC的含量增加而升高,含量超过

50%时有显著差异(P<0.05),见图2。
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表2  辐照前后SRBC血辫血液中部分电解质随储存时间的变化(n=5,x±s,mmol/L)

储存

时间

K+

未辐照 辐照 P

Na+

未辐照 辐照 P

Cl-

未辐照 辐照 P

3
 

d 5.8±0.3 14.1±1.4 0.001 150.5±1.5 144.4±1.3 0.013 61.6±0.9 64.4±1.3 0.067

7
 

d 7.5±0.8 21.2±1.3 <0.001 147.6±0.7 137.5±1.3 <0.001 62.2±1.0 64.3±2.8 0.374

14d 10.8±0.4 22.1±2.3 0.003 146.0±0.5 133.9±7.5 0.085 63.8±0.8 68.7±3.3 0.114

21
  

d 15.7±0.9 24.7±1.8 0.003 142.8±0.6 131.7±4.6 0.025 66.3±2.5 68.7±1.0 0.280

28
 

d 24.3±6.1 24.9±1.6 0.897 133.4±5.7 134.0±3.8 0.907 65.0±0.5 65.1±1.8 0.907

35
 

d 22.0±1.1 22.9±1.1 0.445 135.2±0.7 133.1±0.1 0.014 63.5±3.3 67.3±0.4 0.172

42
 

d 19.8±1.9 31.3±1.1 0.024 138.0±0.7 128.2±2.7 0.013 65.4±2.5 64.1±2.1 0.618

表3  不同输血组的病例特点及DVT发生率

项目 未输血组(n=148)
RBC输血组(n=149)

未辐照组(n=76) 辐照组(n=73)

年龄(x±s,岁) 54.1±17.6 52.3±17.8 52.1±18.8

男性[n(%)] 104(70.3) 49(64.5) 46(63.0)

钝器伤[n(%)] 145(98.0) 74(97.4) 72(98.6)

长骨骨折[n(%)] 53(35.8) 39(51.3) 41(56.2)

脊髓损伤[n(%)] 7(4.8) 6(7.9) 3(4.1)

入院收缩压(x±s,mmHg) 129.6±20.5 122.1±21.3 115.1±22.1

入院舒张压(x±s,mmHg) 77.1±12.2 72.1±12.3 67.4±16.3

入院心率(x±s,次/min) 83.2±15.6 90.1±18.6 96.2±20.3

入院体温(x±s,℃) 36.7±0.5 36.7±0.5 36.6±0.6

入院 Hb(x±s,g/L) 123.0±19.4 101.7±23.5 98.6±24.4

住院时间(x±s,d) 18.3±17.8 29.7±27.8 34.3±28.1

住院期间死亡率[n(%)] 1(0.7) 4(5.3) 4(5.5)

RBC输血量(x±s,U) 4.9±3.6 9.0±6.4b

RBC最长储存天数(x±s,d) 19.3±7.4 17.9±8.7

RBC平均储存天数(x±s,d) 16.8±6.4 11.0±5.1b

DVT发生率[n(%)] 17(11.5) 17(22.4) 28(38.4)a

  a:P<0.05,与未辐照组比较;b:P<0.001,与未辐照组比较。

  A:对RBC输血组DVT发生率进行多因素逻辑回归分析;B:总输入RBC含量辐照SRBC与DVT发生率的关系;a:P<0.05,与辐照SRBC含

量为0比较。

图2  DVT发生风险的多因素逻辑回归分析

3 讨  论

  1933年 AUER首次报道RBC产生丝状物的现

象,20世纪70年代人们分离了RBC产生的微粒,并
描述了其特点,至此拉开了RMP研究的帷幕[15]。研
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究表明,健康人外周血RMP约为8.5×108 个/L,其
生成速度约为RBC生成速度的8

 

120倍。储存过程

中RMP随储存时间逐渐增多,保存20
 

d以后,RMP
产生速度会逐渐加快[5]。由于γ射线在灭活淋巴细

胞的同时也加速红细胞 K+ 渗漏[16],而 K+ 升高是

RMP产生的原因之一,因此推测辐照可能通过K+变

化引起RMP释放加快。本研究检测了辐照前后SR-
BC中的RMP含量,发现辐照SRBC比相同储存时间

未辐照SRBC中的 RMP含量更高,且SRBC中的

RMP随储存时间延长而增加。进一步检测辐照SR-
BC中的电解质,辐照后K+在短时间内迅速升高,与
其他研究报道相似[16]。推测K+可能是促进RMP释

放的重要原因之一。
研究发现,RMP会以组织因子依赖的方式增强

体内凝血过程,也可促进蛋白C系统的抗凝反应,具
有广泛的止血活性,在自发性高血压大鼠中注射

RMP可以控制其颅内出血的程度[17]。RMP也可以

作为止血剂抑制患者和大鼠颅内血肿的形成[18-19]。
此外,RMP可以调节免疫和抑制一氧化氮引起的血

管舒张功能[20-21]。由于SRBC保存过程中RMP的增

加及RMP的促凝血活性,一些研究认为RMP与输

血后某些不良反应有关。RMP既可以通过结合大量

补体和免疫球蛋白活化白细胞,进而可能诱发输血相

关性急性肺损伤,也可以与大多数CD40L相结合,进
而活化PMC氧化酶,引起肺内皮细胞损伤[22]。此

外,有研究发现,创伤患者输注储存时间更长的RBC,

DVT发生率更高,说明 RBC储存损伤确实与DVT
的发生有关,而RMP可能在DVT形成过程中发挥了

一定作用[23]。进一步研究发现,RMP可以通过P-选
择素促进微血栓的形成[24]。也有研究报道,向小鼠直

接输入 RMP提取物可以引起血液高凝状态[25],但
RMP与DVT直接的相关性尚未见报道。本研究在

辐照SRBC中检测到RMP升高,辐照SRBC输血者

DVT发生率较高,但RMP与DVT的关系尚需体内

和体外实验去验证,RMP在创伤患者DVT形成中的

作用和机制也需进一步研究。受限于更早时间的数

据缺失及创伤患者使用辐照SRBC次数不多,统计的

病例有限,因此下一步将纳入更多的数据进行分析。
综上所述,随着储存时间延长,辐照 SRBC中

RMP和K+含量会逐渐升高,K+可能是促进RMP释

放的因素之一。此外辐照SRBC输血是创伤患者发

生DVT的风险因素之一,应严格把控辐照SRBC的

输血适应证。
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