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库存全血血浆中性粒细胞肽和弹性蛋 白酶 

含量的动态观察 

王永杰，李晓洲，骆晓梅，徐 

(解放军第97医院，江苏徐州 

涛，陶征 中，周 军，张育才 

221004) 

[摘 要] 目的 观察血库常规保存的全血不同保存时间血浆中性粒细胞肽(HNP)和中性粒细胞 

弹性蛋白酶(NE)含量的动态变化，探讨不同保存时间对多形核中性粒细胞(PMN)稳定性的影响。方 

法 使用ELISA夹心法，对36名健康献血者新鲜血浆和血库常规保存的9份全血不同保存时间血浆 

HNP和NE含量进行了定量测定。结果 36名健康献血者血浆HNP和NE含量分别为(46±48)ng／ 

ml和(35±28)ng／ml；常规保存的9份全血随保存时间的延长血浆HNP和NE含量逐渐升高，保存到 

1O天时的全血血浆HNP浓度和保存到15天时的全血血浆NE浓度(77±43)ng／ml与第 1天相比升 

高显著(P<O．O1)，且HNP和NE之间的含量变化呈正相关(r=0，96，P<O．O1)。结论 库存全血血 

浆中HNP和NE随保存时间延长含量增加，可能是PMN胞浆成分逐渐进入血浆所致。 
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Dynamic observation of human neutrophil peptide and neutrophil elastase contents of 

preserved whole plasma 
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Yu—cai (The 97th Hospital of PLA，Xuzhou 221004。Jiangsu，China) 

[Abstract] Objective To dynamic observe plasma human neutrophil peptide(HNP)and neutrophil 

elastase(NE)content and stability of PM N in different time of preservation．Methods According to 

the ELISA method．the HNP and NE content of 36 healthy plasma and 9 plasma of the blood bank 

conventional preservation were determined．Results The HNP contents of 36 healthy plasma were 

(46±48)ng／m1．The NE contents of 36 healthy plasma were(35±28)ng／m1．The HNP and NE 

contents of 9 plasma were increase along with the increased storage time for t he blood bank 

conventional preservation．When saving to 10 days。there was significant difference in ItMP content 

between the first day[(45~42)ng／ml3 and the 10th day[(98：J=61)ng／ml3(尸<O．01)，When saving 

to 15 days，there was significant difference in NE content between the first day[(34±27)ng／ml3·and 

the 15th day[(77±43)ng／ml3(P<O．O1)．HNP presented positive related to the NE(r=0．96。P< 

0·01)·Conclusion For reason that the PMN cytoplasmic components soak into plasma gradually。 

the plasma HNP and NE content is increase along with the increased storage time for the blood bank 

conventional preservation． 
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人 中性 粒细胞 肽 (human neutrophil peptide， 

HNP)和 中 性 粒 细 胞 弹 性 蛋 白 酶 (neutrophil 

elastase，NE)是存在于多形核中性粒细胞(PMN) 

胞浆嗜天青颗粒中的主要杀菌成分。正常情况下，血 
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· 论 著 · 

浆中HNP和NE的浓度很低，当PMN受到细菌或 

炎症因子的刺激时，HNP和NE被释放进入细胞外 

液，参与机体免疫防御、炎症和病理损伤过程口 ]。体 

液中HNP和NE的动态变化是临床细菌感染和炎 

症早期诊断的重要指标 '6]。本文采用血库常规血液 

保养液在 4C条件下保存的全血，通过ELISA法对 

不同保存时间内血浆中HNP和NE含量进行定量 
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测定，探讨不同保存时间对PMN稳定性的影响。 

1 材料与方法 

1．1 标本采集 从血库常规采集的新鲜全血中随 

机提取A、B、O血型共9袋(O型4袋 ，A型和B型各 

2袋，AB型 1袋)，献血者均为男性，年龄在2O～25 

岁之间，白细胞总数等各项指标正常，使用常规血液 

保存液(gg橼酸盐葡萄糖聚氯乙烯塑料采血袋)，每 

袋200 ml，在4 C条件下保存，每 5天在无菌条件下 

从各袋中取出混合全血2 ml，4 C条件下3 000 r／min 

离心 15 min，吸取无细胞血浆至塑料管中，一30 C冰 

冻保存。正常对照组36例血浆标本均来自健康献血 

者，每份取新鲜全血 2 m1分离血浆 ，方法同上 。 

1．2 试剂和仪器 HNP ELISA夹心法检测试剂 

盒由本 室研制[7]。NE ELISA试剂盒(Bender Med 

Systems公司)。全 自动酶联仪(CODA公司)。 

1．3 HNP测定 HNP测定方法参见文献E7]。取 

出已包被的反应板、待测血浆标本和 HNP标准 (浓 

度 8，4，2，1，0．5，0．25，0．125 ng／m1)恢复到室温 ， 

血浆用含0．01 9／6阳离子去垢剂 (CETAB)的TBS作 

1：1 000倍稀释，室温放置1 h待用。除空白孔外，每 

孔加 入 已稀 释 的标 准或 待测样 本 100 l(均 做复 

孔 )，反应板置 37 C温育 2 h，PBS—T洗 4次 ，加入生 

物素化 的抗 HNP一单抗 (0．01 CETAB的 TBS稀 

释到 0．5 g／m1)每孔 1OO l，37C温育 1 h，PBS—T 

洗 4次 ，加入用含10 g／L明胶的TBS 1：4 000稀释 

的亲合素一HRP每孔100 l，37 C孵育1 h，PBS—T洗 

4次，加入HzOz／TMB溶液每孔1OO vtl，(10 mmol／L 

枸橼酸盐缓冲液，pH 4．7，每 l含0．25 l 30 H。O 

和0．2 mg TMB)，37 C孵育15 min，加入2．5 mol／L 

H。SO 50 l终止反应 ，测定波长 450 nm，参考波长 

600 nm，结果乘以稀释倍数。 

1．4 NE测定 按 Systems公司提供 的ELISA试 

剂盒说明书对标本中NE进行定量测定。 

1．5 统计 学处理 计量资料用均数±标准差(z± 

S)表示，用方差分析法进行检验。 

2 结 果 

36例健康献血者新鲜血浆 HNP和NE水平分 

别为(46±48)ng／ml和(32±28)ng／ml。经 4lC保 

存1～25天的9份库存全血血浆HNP和NE含量的 

动态变化(两次测定均值)见表 1。 

表 1 库存全血不同保存期血浆HNP和NE含量变化 (z±s，ng／m1) 

注：HNP和NE含量与第 1d比较， P<O，O1 

3 讨 论 

HNP是 Lehrer等首先从人 PMN 的嗜天青颗 

粒中分离 出来的一族具有广谱抗微生物和细胞毒活 

性 的 小 分 子 阳 离 子 多 肽 ，并 命 名 为 防 御 素 

(defensins)。NE是丝氨酸蛋 白酶家族的重要成员 ， 

是高效的蛋白水解酶，能降解弹性蛋白、纤维蛋白 

原、蛋白多糖及胶原等多种细胞外基质蛋白。HNP 

和NE存在于PMN胞浆嗜天青颗粒中，血浆中HNP 

和NE含量很低。本实验测定了36名健康献血者新 

鲜血浆 HNP水平 为(46±48)ng／ml，与 Panyutich 

等 用 EI ISA法检测 24名健康人血浆 HNP水 平 

(42±53)ng／ml基本一致 ；血浆 NE为 (32±28) 

ng／ml，也与本试剂盒提供的参考范围(57名健康献 

血者血浆NE平均值35 ng／m1)基本一致。然而，血 

库4 C保存1～25天的9份全血，随保存时间延长血 

浆 HNP和NE含量逐渐升高，10天时血浆中HNP 

— R 一  

浓度 (98±61)ng／ml与第 1天(45±42)ng／ml相 

比升高显著(P<O．01)；15天时血浆中NE浓度 (77 

±43)ng／ml与第 1天(34±27)ng／ml相 比升高显 

著(P<0．01)，且 HNP和 NE之间的含量变化呈正 

相关(r一0．96，P<O．O1)。保存25天的血浆HNP和 

NE平均含量分别为783 ng／ml和279 ng／ml。全血 

随保存时间延长血浆中HNP和NE含量逐渐升高， 

应是PMN 胞浆成分逐渐被释放进入血浆所致 。 

Christopher等 研究了不同保存时间对血小 

板的影响，他们测定了61份不同保存时间(i～5天) 

血小板单位的血浆标本 PMN激发活性发现 ，新鲜 

血浆和保存 1天的(WB—PLT)血浆与对照缓 冲液一 

样不能测出PMN激发活性，而保存 2～5天的血浆 

标本与对照缓冲液或保存1天的血浆相比，PMN激 

发活性显著增加(P<0．05)，血小板保存时间与生 

物反应因子产生的量成正比，与输血相关急性肺损 

伤的发生率显著相关 。 
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Nishiyama等口 应用抗一a 一蛋白酶抑制剂抗体 

ELISA法测定了保存浓缩红细胞和胃切除患者输 

血后血浆 中中性粒细胞弹性蛋 白酶一a 一蛋 白酶抑制 

剂复合物浓度。保存13天的浓缩红细胞中NE含量 

约为1 500 t~g／I ；胃切除患者输血组血浆NE含量比 

未输血的对照组显著升高，输入3个单位浓缩红细 

胞 (200 ml／单位 )可使患者血浆 NE浓度升高约 200 

g／L，保存血制品中的NE来自裂解的PMN。 

血液保存与HNP的相关研究目前尚未见报道。 

然而，HNP与NE具有三个基本的共性：它们都是 

存在于PMN胞浆嗜天青颗粒中的主要杀菌成分． 

PMN通过脱颗粒或裂解被释放进 入细胞外液 ；它 

们都具有很强的生物学活性 ，且主要通过与 a1-蛋 白 

酶抑制物质形成复合物失去活性；它们都与 PMN 

为主的肺部炎症密切相关。因此，我们在探讨不同保 

存时间对 PMN稳定性影响的过程中，同时对血浆 

HNP和NE进行了定量测定。结果显示，全血在保 

存期间随保存时间延长血浆HNP含量也逐渐升高， 

且与 NE含量变化成正相关。 

大量的研究资料表明，HNP、NE浓度和酶活性 

与临床上急性肺损伤的发生密切相关。Lee等[113观 

测23例成人呼吸窘迫综合征(ARDs)患者和55例 

非ARDS患者，发现ARDS患者的支气管肺泡灌洗 

液(BALF)中NE的活性明显增加 。给仓鼠气管 内滴 

注NE可引起出血性 肺水肿伴有 PMN浸润进而发 

展为肺气肿[2]。给动物应用 NE引起急性肺损伤 的 

病理生理学改变 ，包括肺间质和肺泡水肿、肺泡内出 

血和PMN浸润等口 。相似的研究发现，ARDs患者 

的BALF中HNP均高于健康志愿者。向小鼠气管内 

滴入高浓度的中性粒细胞防御素(5～30 mg／kg)， 

可引起小鼠肺内渗透性增加，PMN聚集等急性肺 

炎症及功能紊乱表现[1]。因此 ，HNP、NE浓度和酶 

活性增加被认为是引起急性肺损伤的病理生理学改 

变的重要机制，是脓毒血症、ARDS等疾病重要诱因 

之 一 。 

总之，本研究结果表明，血库常规保存的全血血 

浆中HNP和NE随保存时间的延长而增加，且可能 

对受血者产生不良反应。由此认为，血液的保存应尽 
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量去除血制品中的PMN和缩短保存时间，以减少 

输血不 良反应的发生。 
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