红细胞衍生的细胞外囊泡对红细胞的储存损伤的初步研究
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【摘要】目的 研究红细胞衍生的细胞外囊泡在红细胞储存损伤中的作用及其机制。方法 收集红悬液样本，制备红细胞衍生的细胞外囊泡，鉴定红细胞衍生的细胞外囊泡（Red blood cell Extracellular vesicles，RBC-EVs）的直径和蛋白种类；检测红细胞的渗透脆性、变形性，分析两者之间的关联性。结果 （1）随着红细胞悬液储存时间的增加，RBC-EVs的主要颗粒的直径逐渐减小，但在7~11天之间RBC-EVs的主要颗粒的直径存在异常增大的状况。（2）RBC-EVs中具有来自亲本细胞的蛋白质，CD63、TSG101、Cal的表达均呈阳性。（3）随着体外储存时间的增加，红细胞的渗透脆性升高，红细胞对低渗溶液的耐受性减弱。（4）随着体外储存时间的增加，红细胞的变形指数以及刚性指数升高，红细胞的变形性降低。（5）以红细胞的储存时间作为自变量，RBC-EVs与红细胞的物理性状之间具有显著的相关性。结论 随着储存时间的推移，红细胞会发生储存损伤，导致红细胞的渗透脆性指标增大和变形性指标的降低。RBC-EVs能够显著影响红细胞的理化性质，通过监测RBC-EVs的变化情况，能够帮助我们了解红细胞体外储存的生理状况，评估红细胞的储存质量。
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Preliminary research on the storage damage of extracellular vesicles derived from red blood cells to red blood cells
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Abstract  Objective  To investigate the effect and mechanism of extracellular vesicles derived from red blood cells on red blood cell storage damage. Results  A sufficient amount of 
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qualified red suspension samples were collected to prepare the extracellular vesicle products derived from qualified red blood cells, determine the particle size distribution of extracellular vesicles, and draw the relationship between storage time and. Immunoblotting was used to detect the expression of CD63, TSG101, Cal, Gly-A, and GAPDH in extracellular vesicles. Dilute the red blood cell suspension using a NaCl concentration gradient, measure the absorbance values of red blood cell solutions stored for different days, obtain their osmotic fragility related indicators, record the data, and draw a curve between absorbance and red blood cell storage time. The hemorheology indexes of red blood cells under different storage times were detected by automatic hemorheometer to determine the deformability of red blood cells, record the data and draw the relationship curve between the deformability of red blood cells and different storage times. Finally, using storage time as the independent variable, analyze whether there is a correlation between the diameter of extracellular vesicles and the physical properties of red blood cells. Results  (1) As the storage time of red blood cell suspension increases, the diameter of the main particles of RBC-EVs decreases, but there is an abnormal increase in the main particles of RBC-EVs between 7 and 11 days. (2) RBC-EVs contain proteins from parental cells, and the expressions of CD63, CD63, TSG101, Cal, Gly-A, and GAPDH are all positive. (3) As the in vitro storage time increases, the osmotic fragility of red blood cells increases, and their tolerance to low osmotic solutions weakens. (4) As the in vitro storage time increases, the deformation index and rigidity index of red blood cells increase, and the deformability of red blood cells decreases. (5) There is a significant correlation between RBC-EVs and the physical properties of red blood cells, with the storage time of red blood cells as the independent variable. Conclusion  There is an impact between extracellular vesicles derived from red blood cells and the storage damage of red blood cells, and the generation of extracellular vesicles is accompanied by the storage damage of red blood cells simultaneously.
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细胞外囊泡（Extracellular vesicles，EVs）是由磷脂双分子层包裹而成的微小膜性颗粒，可由人体所有的体细胞产生，具有来自亲本细胞的遗传物质、蛋白质和脂质成分[1]。常作为细胞间通讯的重要介质，在生理与病理反应的过程中起着不可忽视的作用[2]。一般根据EVs的直径差异与生成方式的不同，将其分类为：微囊泡（100-1000nm）、外泌体（30-150nm）及凋亡小体（>1000nm）[3]。在多个医疗领域的探究过程中，如药物运输，信息传递，癌症免疫、代谢障碍等[4]，都可以发现细胞外囊泡的存在。细胞外囊泡通常作为物质运输载体，传递亲本细胞的物质，介导细胞间的通讯交流[5]。

红细胞衍生的细胞外囊泡（Red blood cell Extracellular vesicles，RBC-EVs）是指亲本细胞为红细胞的EVs，具有红细胞的部分特点和性质[6]。RBC-EVs会因为储存伴随着红细胞的结构变化而形成，通过测定RBC-EVs中蛋白质的种类，能够帮助我们了解红细胞制品质量的变化[7]。

伴随着胞膜与细胞骨架碎片的脱落，RBC-EVs也通过出芽或形成内吞体的方式相继出现，通过设计特异性抗体，验证胞外囊泡所具有的蛋白质种类，如CD63，TSG101，Gly-A，Cal等能够帮助我们快速识别EVs的种类和性质，了解EVs的功能。在这过程中，红细胞结构丢失与胞外囊泡的生成，与红细胞的储存损伤同步进行，不禁让我们思考胞外囊泡与红细胞的储存损伤之间的作用与关系。通过测定RBC-EVs的结构数据与蛋白种类与红细胞的物理性质之间的关系，帮助我们了解RBC-EVs对红细胞储存损伤的作用和意义。
1材料与方法
1.1材料

1.1.1样本来源 
实验样本取自志愿者的红细胞悬液，样本按照血站同样的操作规范进行采集、处理、保存，共计12例。分别来自2023年1月-3月期间的入库留存样本，样本采集时间明确，血液合格无异常。志愿者年龄集中在27-32岁之间，献血者性别随机，身体健康，无不良习惯。将样本置于（4±2）℃条件下低温保藏，每次实验前充分振荡混匀，并于无菌条件下进行实验。
1.1.2主要试剂及仪器

超速离心机（Himac CS150GXII，HITACHI，日本），纳米跟踪分析仪（ZetaSizer 3000-HA，Malvern Instruments，UK），PM5100ExcelBand™三色高频蛋白质阶梯（SmoBio，台湾），Azure Biossystems凝胶文档显影成像系统，SA6000自动血液流变测试仪（赛德希德科技发展有限公司，北京），BSC-1604ⅡA2生物安全柜（苏州安泰空气技术有限公司），Western Blot 抗体：anti-CD63（abcam,;GR3212162-19）；anti-Gly-A （批号：GR194643-22;abcam,）；anti-TSG101（批号：GR299332-35;abcam）；anti-Cal（批号：GR3227035-1;abcam,）；anti-bioworld（批号：210046，Bioworld ）
1.2方法
1.2.1 RBC-EVs的提取
取21d的待测库红悬液置于离心机中，按照600g离心20min，1600g离心15min，3200g离心15min，10000g离心30min的程序运行。差速离心完毕后，清除红细胞碎片，并置于超高速离心机中，100,000g，4℃，离心70min。弃去上清液，取沉淀得到RBC-EVs。用适当体积PBS重悬后，4摄氏度低温保存待用，整个过程置于无菌条件下。
1.2.2 NTA法分析EVs粒径
纳米跟踪分析法（nanoparticle tracking analysis, NTA），具有跟踪单个粒子功能的激光光散射电镜仪，能够计数微粒的直径及粒度分布情况。获得RBC-EVs的粒径分析结果，取均值后记录数据、绘制RBC-EVs分布曲线。

1.2.3蛋白质印迹法
通过Western blot 法检测RBC-EVs中CD63，TSG101，Gly-A的表达（Cal作为阳性对照，GAPDH作为内参）。
1.2.4渗透脆性研究
将100ul待测红细胞悬液等比添加到9份梯度稀释的pbs-NaCl溶液中，其浓度范围为（0.9%~0.09%），轻轻振荡混匀后，置于室温下孵育30min后，500g离心20min，丢弃沉淀后取上清液，使用多功能酶标仪进行测量，设置波长为540mm，记录样本结果的溶血率或吸光度，记录并取各血型平均值，绘制图像。利用分光光度计检测。设置波长540nm，检测待测溶液吸光度值。

1.2.5可塑变形性研究
在2d~35d的既定测定时间点取出红悬液样本，复温后使用自动血液流变仪进行测定，并记录相关数据。SA6000自动血液流变仪具有椎板式旋转结构，通过对血液施加剪切力，采用粘度测量法检测血液流变学相关指标。本次检测中，变形指数升高，红细胞的变形性减弱；聚集指数升高，红细胞的聚集程度升高。
1.3统计学方法

设定血型之间互为对照组，ABO血型差异不会对实验结果产生明确影响；RBC-EVs分别与渗透脆性、变形性之间采用斯皮尔曼－相关性分析，通过分析结果判断RBC-EVs与红细胞的物理性质之间有无显著相关性。进而确定RBC-EVs与红细胞的氧化损伤之间有无影响作用。使用SPSS 26.0进行数据的统计分析及绘制图像，p<0.05表明结果具有统计学意义。
2结果

2.1储存期间RBC-EVs的粒径分析结果

总计12份样本，设置测量时间：2d~35d，在预定时间点取出12份样品的部分待测红细胞悬液，测定RBC-EVs的直径以及粒度分布，取结果均值并记录数据。（表-1）NTA结果显示，EVs的直径随储存时间的延长而减小（图-1），从2~11天，提取液中的细胞外囊泡直径快速减小，11~14天细胞外囊泡整体直径略微增大，14~35天，细胞外囊泡整体直径逐渐减小。
	表1  RBC-EVs粒径分析结果

	天数（d）
	A型（nm）
	B型
	O型
	AB型

	2
	258.27±7.75
	297.67±5.08
	450.18±3.01
	168.59±9.50

	7
	301.25±3.48
	256.78±3.59
	343.11±6.12
	227.21±11.83

	9
	281.6±5.61
	264.65±8.41
	344.43±9.27
	182.28±7.68

	11
	286.74±4.68
	208.98±4.67
	250.37±6.15
	146.4±7.47

	14
	254.49±7.47
	239.14±2.91
	279.38±7.97
	163.22±6.60

	21
	213.71±7.26
	198.44±2.21
	242.41±3.64
	158.92±8.97

	28
	202.16±10.17
	186.25±4.72
	234.23±9.37
	156.23±8.05

	35
	195.27±1.75
	182.16±6.72
	215.32±7.44
	151.27±7.20
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图1  胞外囊泡的主要粒径随时间变化情况
2.2蛋白印迹分析结果

Western blot结果显示，RBC-EVs表达了来源于亲本细胞的蛋白质，CD63、TSG101、Gly-A、Cal，其中，CD63是细胞膜表面蛋白，与细胞的黏附、转移等相关近年来常作为胞外囊泡的标志蛋白；Gly-A是红细胞的标志性蛋白，认为EVs来源于红细胞；TSG101是构成内吞体分选转运复合体（Endosomal sorting complex required for transport,ESCRT）的特殊蛋白，该蛋白与细胞外囊泡的生成相关；Cal作为本次实验的阳性对照，其一般结果在实验中往往显示强阳性，条带亮度明显；GAPDH作为本次实验的内参，用以评价本次实验的质量。该结果表明EVs具有来自亲本细胞的蛋白质（图-2)。
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图-2  western blot分析结果
2.3渗透脆性分析结果

通过测定红细胞溶液的吸光度，间接获得红细胞的渗透脆性指标。储存期间，随储存时间的延长，红细胞渗透脆性变化显著。（图-3）第9天前，红细胞的吸光度值曲线变化趋势平缓，红细胞耐低渗溶液的能力强，认为红细胞尚具有完整的功能；11~14天，吸光度值曲线开始变得陡峭，反映红细胞对抗低渗溶液的能力降低，开始出现溶血的情况，平均吸光度值降低；14~35天，红细胞渗透脆性高，对抗低渗溶液的能力弱，当溶液浓度降低时，红细胞吸光度值变化显著，表明红细胞对低渗溶液丧失抵抗力，溶液浓度的降低会明显引起溶血反应。
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图-3储存悬浮红细胞的渗透脆性试验

2.4变形性分析结果
经自动血液流变仪测定后，获得红细胞变形性相关指标。（表2）红细胞的变形指数及刚性指数随储存时间上升而增大，表示红细胞的变形性储存时间增大而降低；红细胞压积测定显示红细胞的体积及形态在储存期间维持原样，无显著变化。在2~7天变形指数与刚性指数快速升高，7~21天上升趋势趋于平缓，21~35天又快速上升。
	表2 红细胞血液流变学相关指标（x±s,n=12）

	储存时间（d）
	变形指数
	聚集指数
	刚性指数
	红细胞压积

	2
	0.84±0.03
	5.14±0.24
	4.18±0.17
	0.37±0.02

	7
	0.88±0.02
	5.84±0.35
	4.67±0.08
	0.37±0.03

	9
	0.89±0.04*
	5.85±0.29
	4.75±0.23*
	0.37±0.03

	11
	0.89±0.03*
	5.85±0.31*
	4.76±0.28*
	0.37±0.02

	14
	0.90±0.06
	5.89±0.20*
	4.81±0.32*
	0.37±0.02

	21
	0.92±0.04*
	5.98±0.60*
	4.83±0.46*
	0.37±0.03

	28
	0.95±0.04*
	7.84±0.56*
	5.44±0.27*
	0.37±0.02

	35
	0.97±0.02*
	8.83±0.48*
	5.48±0.54*
	0.37±0.02


*与2d组比较：P<0,05

2.5相关性分析
经过SPSS 26.0分析处理数据后可知，细胞外囊泡直径变化与红细胞的理化性质之间存在相关性，通过随机抽取2~35天内各个血型的样本各1组，共计4组所测得红细胞的变形性相关指标与渗透脆性指标，合计32项，与细胞外囊泡直径之间进行相关性分析。以细胞外囊泡的储存时间作为自变量，可见细胞外囊泡直径变化与变形指数、刚性指数、渗透脆性指标之间呈负相关，p<0.01认为比对结果相关性显著（表5），细胞外囊泡直径变化与红细胞的理化性质之间存在相关性。
	RBC-EVs的直径与变形指数、刚性指数间的相关性分析

	
	变形指数
	刚性指数
	渗透脆性
	

	EVs的直径（d）
	相关指数r
	-.561**
	-.544**
	-.538**
	斯皮尔曼

Rho

	
	p
	.001
	.001
	.002
	

	
	N
	32
	32
	32
	


**. 在 0.01 级别（双尾），p<P=0.01认为两者具有显著相关性，认为结果可信。
3讨论

通过体外低温储存，我们希望获得更高质量的红细胞以满足临床用血的需要[8]，因此，如何提高血液储存质量，延长红细胞储存时间及效用，减小输血不良反应，具有重大的意义。[9]红细胞独特的细胞结构使红细胞具有良好的变形性和运输O2的能力，这种结构也让红细胞具有受环境的影响大、寿命短的特点，在体外易发生有害病变。
本次实验中，我们通过差速离心法提取RBC-EVs，通过离心后取上清液，获得细胞外空间生成的所有EVs。EVs的生成，受多种因素的影响，在本次实验中，没有限制献血者的性别且仅对患者的年龄做一定范围的限制，使实验的干扰因素更多，因此实验中各血型之间数据的结果的拟合度较低，各组数据的差异明显，但整体趋势走向符合原本实验预期。有研究表明，献血者的性别和年龄会对库血质量造成实质性影响[10]，该结论与本研究结果相匹配。

EVs的生成会伴随着亲本细胞的物质丢失，红细胞的胞膜结构与细胞骨架结构会随EVs进入细胞外。随着红细胞的结构损伤以及EVs的增多，红细胞的膜性成分与蛋白组分含量明显降低，严重时红细胞甚至会丢失近20%的膜性成分[11]。通过纳米跟踪分析可知，在红细胞的储存过程中，RBC-EVs的主要颗粒的直径随储存时间推移而减小，在第9天左右，RBC-EVs的直径在图像上存在特异值，认为在红细胞的储存过程中，生成的EVs存在某些特定的蛋白或分子，这些物质的构成使胞外囊泡能够维持较大的直径，进而引起红细胞的直径异常的情况出现。随着储存时间的延长，红细胞本身的性质变化与膜性成分的减少，因此难以形成较大体积的EVs，因而EVs的直径减小。
EVs的WB分析结果显示，RBC-EVs含有其亲本细胞的蛋白质，具有其亲本细胞的部分特点。CD63，TSG101，Gly-A等蛋白分子显像结果阳性，直接表明RBC-EVs的亲本细胞为红细胞，是红细胞在储存过程中逐渐生成累计的。CD63是在一般的小EVs中累计，当有EVs存在时，CD63呈稳态增长的表达方式，因此CD63可作为胞外囊泡的标志蛋白分子，验证WB分析的目标蛋白是否正确[12]；TSG101是形成ESCRT复合体的标志性蛋白，具有促进胞吞，形成囊泡的作用，具有保护细胞免受损害的功能。该蛋白WB结果阳性与胞外囊泡直接相关[13]。
伴随着红细胞储存损伤的进行，红细胞的理化性质随之而发生改变。其中，发生损害的部位主要集中在红细胞的细胞膜和细胞骨架。形成红细胞的细胞骨架的蛋白丝经历了三个时期的发展：正常的细胞骨架具有完整的网状结构，蛋白骨架附着于Band3蛋白胞膜位点上，维持红细胞完整的形态及功能[14]；发生储存损伤时，细胞骨架中部分位点被破坏，细胞骨架开始断裂成簇，细胞骨架的孔隙减少，细胞刚性增加；严重损伤时，细胞骨架结构坍塌，蛋白骨架大范围增粗并成簇状堆积，严重影响红细胞的结构和功能[15]。胞膜的损伤主要表现在膜性结构的丢失，形成胞膜的磷脂双分子层是EVs的主要成分，胞膜通过出芽的方式离开红细胞，该过程不可逆，因而对红细胞的损害会一直发生累积。这种累积最直观表现在红细胞的物理性质上。

4结论
本研究通过观察测定红细胞储存期间EVs与红细胞各自的相关指标变化，分析两者之间的数量关系，讨论在红细胞发生储存损伤时RBC-EVs所起到的作用，得出以下结论：

1.RBC-EVs的主要颗粒的直径随储存时间的延长而减小。生成EVs的红细胞的体积减小与成分的丢失，让红细胞更容易生成小EVs。

2.RBC-EVs具有来自亲本细胞的蛋白质。通过WB分析，能够从EVs中提取到具有红细胞特性的蛋白，RBC-EVs从红细胞中脱落，并携带了部分红细胞成分。

3.红细胞的结构和功能随储存时间的延长而发生损伤的累计。红细胞的胞膜与细胞骨架的丢失，是红细胞的功能持续下降，该过程会持续累积在红细胞中且不可逆。

4.RBC-EVs与红细胞的储存损伤之间存在显著相关性。通过统计学分析，RBC-EVs的变化情况与红细胞的结构功能损伤相吻合，两者之间具有显著的相关性，认为RBC-EVs对红细胞的储存损伤具有影响关系。
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