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j每藻糖载入红细胞及其冷冻干燥的实验研究

何晖刘宝林*华泽钊李川吴正贞

(l".海用 l 一大学低温l云:户.{;技术研究所， LìH 200093) 

摘要 冷碎、干燥保存是长期保存人体红细胞的理想方案之一" ìÆ;、千保护剂海藻糖渗入细胞

内后，对细胞膜和细胞内物质有保护作用，其中的一个作用是增加细胞质的浓度，使冻干过程容

易形成稳定的玻璃态。应用高渗法处理红细胞，通过考察胞内海藻糖含量、红细胞碎、千后的存活

率、腺苦三磷酸晦(ATPase)、超氧化物歧化酶(SOD)活力以及细胞形态变化，研究胞内海藻糖含量

对红细胞冻干后活性的影口向。结果显示:海藻糖对红细胞冻千具有明显的保护作用，随胞内海藻

糖浓度升高，其保护性能逐渐增强; 43.8 mmol/L 的胞内海藻糖浓度对红细胞，保护最好，细胞存活

率达到 53.6% ，形态保持良好， ATP 和 SOD 活力均在正常的范围内。

关键词 冷冻「燥，，.红细胞:胞内海藻糖 1 载入

血)年或血立ii的红细胞通常采用 4 "C{呆在或低温

保扛(80 "C或 196 "C)o 4 "C f~T细胞保存时间不超

过 6 间，且易受到细菌、微生物的污染:低温保

在延长了红细胞的f呆在期(3-10 年)，但甫要配置低

温冰箱或杏措哇，成本白I:r~n维护费用高，既不经

济又不便 r携带运输。相对于 4 0C保 {j手fJ低温f呆在

h"1L ， 冻T-{片飞行一红细胞由于具有不可比拟的优势一

i可以，~;~. ildt {果打，重量轻便 r~$俞而受到人们广泛关

注。 1li~1 细胞在体外容易因生理条件的改变而受到物

理或化学损伤，造成if}T币细胞的存if!;率极低。因

此诗、 r1呆在红细胞伞且是尚未解决的肚界难题，日前

文献报道组细胞比 1后存活率普屈不超过 50%[HI ，

细胞甚手于拟失了某些功能。

海藻糖足~Io届国性工糖，具有在冷冻和「燥脱

水环境 n~(;人i二细胞膜和蛋 (1质结构的功能 ， J但用淘

蝶糖作为生物活细胞的i东 l 保护剂成为近年来研究

的热点。昕究报i且表明外源性的海峰糖在细胞内部

能够tlL白j细胞的热稳定性和冷冻耐受性，并且由藻

糖的含量与细胞对陈「性不利条件的耐受性有密切

关系 1 4 . 5 1 0 [11 h每藻糖是非渗适用保护剂，不能自

由渗透进入细胞膜，需要对细胞经过一定厅法处理

后悔藻椭才能找入细胞内。关于海藻糖载入血小板

Wolkers 哇161进行了报道，发现在培养条件 F通过胞

吞作用细胞 I可以自效地吸收海藻糖。目前，有关海

藻糖和l红细胞相且作用的制究压不多见，对其展开

研究共有实际意义。 i萄渗法是_.-手中将小分子量物质

载入红细胞的主nt ， 己有将吗啡成功载入红细胞的

报道l71，应用海藻糖载入红细胞具有操作简便、载

入效果好的特点。本实验以向海YN守悔藻糖载入红

细胞，通过红细胞冻「后的在活率变化、腺昔三磷

酸酶(ATPase)、超氧化物l岐化酶(SOD)活 )J 以及细

胞形态变化等 4 个}j副研究 f胞内海最糖对红细胞

冻「的影响，月二探索胞内向是糖1、I红细胞的计-;T保

护机制，为进→步研究i3J; I→保有生l 细胞捉供理论与

实验基础。

1 材料与方法

1.1 红细胞的制备

全血取自健康忐愿者静脉血(仁海市血液中心提

供， ACD 抗ì~Æ) 。用 4 "C 的 0.9%NaCl 溶液洗涤 3

次，收集红细胞置于 4 'C冰箱{呆在备用。使用前用

等渗 PBS 缓冲液(pH 7.2)配制红细胞悬液(压积比

40-50%) ，遵守无菌操作规则。

1.2 主要仪器

冷冻干燥机(Freezone2.5 塑，最低冷阱温度

84 "C ，美同 Labconco 公司机白 i)J血球分析仪

(Coulter AC.T 5diff，美 13iJ Beckman 公 riJ) ，全自动冰

点渗透压计(FM-8P，上海 l't~科大学仪器厂)，差示

扫描量热仪 CDSC-Pyris Diamond 型，美国 Perkin

Elmer 公司)，程序降温仪( Ij杠用 1 大学低温医
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·研究论文·

行了检测，降温速率是 150 'C/min，升温过程中的

扫描速率为 20 'C/min 。

1.7 细胞存活率的测定

冻下红细胞经复水后，使用自动血球分析仪计

数，计算冻干后细胞的有活率:

复水后细胞数
存活率(%)= ~→，、1.1_.... 巾;'-x100%

1.8 酶活力的测定

1.8.1 SOD 活力的测定 用黄嘿岭氧化酶法检测

SOD 活力，按试剂盒(购白南京建成生物工程研究

所)的说明书操作，酶活力单位用 U/g 血色素(hemo

globin , Hb)表示。

1.8.2 ATPase 活力的测定[9] 红细胞膜按低渗溶

血法处理，用夺目按酸法测磷(Pi)的含量，计算 AT

Pase 活力，酶活力的单位用 μmol Pi/(g.Hb)表辰。

结果

2.1 冻干溶液的玻璃化转变温度

冻干过程包括冷冻、升华和解析下燥几个关键

环节，细胞及其保护剂溶液在冷冻过程应当形成玻

璃态，以避免冰晶生长对细胞的机械损伤、溶液损

伤和渗透损伤等。图 1 是冻干溶液的差示量热扫描

热流曲线，溶液的玻璃化转变温度 TE 为 28.18 'C 。

冻结过程溶液以足够快的降温速率冷却至 ~60 'C , 

固化形成稳定的破璃态，但胞内可能由于细胞膜热

阻的作用，在相同条件下难以形成玻璃态，细胞内

部的冰晶生长对细胞膜造成损伤。与其他糖类相

比，相同条件下海藻糖具有最高的玻璃化转变温

度，因此悔藻糖在胞内容易形成破璃态。在冷冻条

件下，海藻糖对细胞的保护作用可能基于这种玻璃

Tg=-28.8 "C 
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50 

温度CC)

图 1 差示量热扫描热流曲线

1111 入 30% 聚乙烯毗咯炕酬、 5% 胎牛血泊、 7% 竹橡酸纳、 15%

海藻糖的细胞溶液。

30.0 。100 
5.093 

150 

学与食品冷冻研究所研制)。

1.3 海藻糖载入处理

向红细胞分别加入不同浓度的葡萄糖(20 'C) , 

静置 20 min 后肉，心，测号:上清液渗透压(作为胞内

渗透压)，向获得的浓集红细胞加入终浓度为 4% 的

海藻糖，静置 30 min ，计数和计算细胞平均体积，

离心后测量溶液渗透压(作为胞外渗透压)，检测海

藻糖含量及用于 1东干实验。

1.4 胞内海藻糖的提取和测定

取适量经葡萄糖和海藻糖处理的红细胞离心，

测量上清液渗透压，并将所得浓集红细胞用与其上

请液渗透压.相近的 PBS 缓冲液(pH 7.2)(不影响胞内

海藻糖含量)洗涤 3 次:然后用 10% 三氯乙酸在常

温下抽提 3 次，合并 3 次的抽提液，用硫酸町惠酣

法测定其中的海藻糖含量，按公式计算得到胞内海
T 

藻糖浓度:七=M 一， C 为胞内海藻糖的
xNx(V喃Vb )

浓度， mmollL; T 为抽提液中海藻糖的浓度， μglml;

M 为海藻糖的分 F量， 378.33 g/mol; N 为红细胞计

数，个 /L; V 为红细胞平均体积， μm3 ; Vb 细胞不

可渗体积，取 53%V o(V。为红细胞等渗体积) [8] , 

μm 3 

1.5 冻干实验

1.5.1 冻干保护液的配制 通过前期的实验探索，

选用 30% 聚乙烯毗略知酣、 5% 胎牛血洁、 7% 拧

棱酸铀以及 15% 海藻糖作为红细胞的保护液，将红

细胞配制成冻 f溶液，采用差示扫描量热仪(DSC)

测定冻「溶液的玻璃化转变温度(T'g) 。

1. 5.2 冻干过程 取混匀的冻干悬液 1 ml 加入安

副瓶中，在 4 'C下平衡 20 min; 以 10 K/min 的降

温速率降温至 ~60 'C ，恒温 2h 后快速置入冻于机。

升华干燥过程样品的温度低于 40 'C ，持续 30 h; 

解析干燥过程样品的温度低于 20 'C ，持续 10 h; 

干燥箱内的真空度低于 10 Pa 。冻干过程结束后，

样品放入真空密封袋，并保存于 4 'C冰箱中待测。

1.5.3 复水 采用递减NaCl浓度的梯度溶液对各

个样品复水洗涤。用含有 0.014% 腺嘿岭、 0.7219毛

葡告糖、 1 .4579毛甘露醉、 0.176% 拧橡酸铀的 4.5%

NaCl 、 3%NaCl 、 0.8%NaCl 分别洗涤 1 次，重新

定量至初始体积，在 37 'C , 5%C0 2 中培养 4 h , 

计数并测定各项指标。

1.6 冻干溶液的玻璃化转变温度厅，g)测定

为了考察冻T~容液形成玻璃态能力的情况，使

用差不量热扫描仪对冻「溶坡的玻璃态形成能力进
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8.5 mmo l/L I时，细胞的有 YS;牛气没千]伞 '9J iJ.变化，说明

胞内向藻椭浓度过低或仅úJ血外向峰*唐元j 细胞的保

护作用有限。 11向使椭i农应为 43.2 mmol/L 时，细

胞的有:活率附加到 53.6% ， Jj 不添加沟藻概相比，

细胞的有115率提高了 22% 。

细胞的{f1[i率不 l ，iJ IIJ 以m胞内向澡时浓度的不

|叫来解释，细胞的存活率的升高说明胞内向藻糖浓

度|司细胞在冻「不利条1'1 1< 阳jHr:J单 iflH 受 )J ~I飞正相关

关系。 ;1胞内向 j曼和if浓度为 43.8 mmo l/L IH ，细胞

的在沾率增加却不 'ijHι ， iS~ lijJ 胞内向藻椭达到→屯

的浓度后对细胞的保护作川 1fljl~ 。宅虑到胞内海峰

糖浓度继续升高的幅度有限，认为 43.8 mmol/L 为

较仕的城加浓度。

2.4 酶活力分析

SOD f'HW化超氧化物 (1 LLl且发生歧化反应，防

御t'l 81基对细胞的年~化损伤。对比|前后幻细胞的

SOD 沾 )J ~Yl Ù 击，生i与果出nl冬1 3 IJr 点。 从罔 qCl可以见

r8 ，胞|句不均主加海石在树!时， SOD ~可 )J只有新鲜对

!目的 70%; 胞内 1ftì呆柑浓度为 43.8 mmol/L 时， SOD 

活力与新鲜对照比较 22别不 'UJ~. ，只他浓度的保护

放果相对较差，这 I司能与不间胞内1M藻糖浓度对立1:

细胞 SOD1舌 )J 的保护作川j大小不 样有关。

ATPase 足维持细胞 IL'，吧'体积、血幻蛋白功能、

细胞膜脆性与变形自UJ JíJr必 illi: 的，被认为是细胞似

WI' 吁: ;1') 歧视I(状入组细胞及 II冷冻|燥的实验研究Í"J 

l也7币百豆黯[配原民

(mmo l/L) 

8.5 

13.6 

26.9 

34.6 

43.2 

4 

渗透压差对胞内海藻糖浓度的影晌

胞外的;参选 11: lJírl内外兰 ""J;参远 11; 万

(mmo l/L) (mmol/L) 

96.7 295.8 

98.1 443.1 

95.6 737.1 

90 .4 1 059 .4 

92.6 1 369.8 

97 .4 1 428.7 

表 1

)血|坷的?要 jj} 11: 

(mmo l/L) 

392.5 

54 1. 2 

832.7 

1 149.8 

1 462.4 

1 526.1 

í'11I':,;j :fI,li (1甘 i{， 1又
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2.2 渗透压差对海藻糖载入红细胞的影响

í'，Ji倚帕 IIJ 以渗透进入细胞，红细胞在葡萄-精液

rj' 干枝川11 ，胞内的渗透压洛液的渗透压相当，内心

1月在 4% 的自歧椭中干;如 30 mino 测量胞内、外的

渗透}\;_戊!血内向峰腑的浓度，结果如表 1 月i 水。

从去， l' 叮右巾，胞内;每藻i醋的浓度取决于胞内

外之 l'tIJ浴迢 Jk元。 "'lH包内外之间渗透压差为 295.8

m日10 1/L !.'X 443.1 mmol/L 时，胞内向藻椭浓度均低

r 15 mmol/L; 、气渗j查)\;_芳:为 1 369.8 mmo l/L 11寸，

胞内江山县壮1: ),;"/ JJll 主Ij 43.2 mmol/L。继续增加渗透压

元， JJ包内向~~汪精H浓度达到 43.8 mmol/L ，可见t洛参:

l扣k); 叫!胞血内向}古歧1i址呆;♀桌i且;耕椭i刊i浓农!度支l'的'1<)内ωJ刑刊强{作't J用H井不 l'年寸7分〉明显，

去明 i向T:句:J们h歧注书树腑，1占i斤川4尔t 、干1':λ 己 i达丰到t饱包含态势 O 沟一稳糖进入细胞

内部的机制，'，tó /↑>1 寸〉iiti 楚，我们认为岗楼的葡萄糖

他胞内的渗j到巨咄咄n ，细胞被)巨缩:业l与低渗的悔

?法*m~~~ (i- II、J，细胞在i容液~ifî: ;lifi达到平衡的过料中体

积膨胀 ， J í{，'}DJJ胞内外的渗透压差促使海藻椭渗透

入胞内， )主和l' JY~ %<. J j ifij渗恬出 F膜通j查性变化有密

切关系。

2.3 胞内海藻糖对冻干红细胞存活率的影晌

1、I 斗~1, ú J归 l^lMì束精浓度红细胞流下，检测其在

沾一二年， ~，'[*Ylll引 2 所 /j，。胞内不、添加向藻椭时，细

胞的 {{y，~ 字为 3 1. 6%; 、"， )血内向藻柑浓度增大到

43.8 26.9 13.6 o o 

Il包内 ;IJ;注1'1，I] i农)立(mmollL)

胞内j每藻糖浓度对复水;东干红细胞 SOD 活性的影响图 3

43.8 

胞内j每藻糖浓度对复水;东干红细胞活性的影响

13.6 26.9 34.6 43.2 

1 fu! 1句if0 i阳市 i如立(mmol!L)

8.5 () 

图 2
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:2 4.5 
平 4.0
òl) 

主:;' 3.5 
:: 3.0 
。

在 2.5

三 2.0
2 !5 
'" 1.0 '" ~ 0.5 
• 〈。

新鲜

红细胞

43.8 43.2 34.6 26.9 13.6 8.5 。

红细胞;东干复水后的形态(200 X ) 图 5j池内海藻糖浓度(mmo l/L)

讨论

海藻糖能保护生物细胞抵御冷冻、 干燥脱水，

增强生存能力 ， 保护细胞活性和l酶活性 。 本文探讨

了海藻糖载入红细胞的过程中，胞内外渗透压差对

载入海藻糖的影响。结果显示，随着渗透压差的增

大， 胞内海藻糖浓度上升， 可达到 43. 8 mmol/L， 高

于文献报道的 40 mmol/UI坷，与培养法比较具有操

作简便，载入效率高的优点。冻干结果表明 ， 随

胞内海藻糖浓度的上升 ， 细胞的存活率增大，并获

得较高的细胞存活率，达到 53 . 6% ， 形态保持 良好

且 ATPase 与 SOD 活性均在正常的范围内 。 今后的

实验中仍需进一步研究海藻糖载入时渗透压变化对

红细胞生理、生化功能的影响，以及红细胞的冻干

保存研究 。

3 
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持活性的指标[ll] ，结果如图 4 所示 。 从图中可以见

出，胞内海藻糖浓度越高 ， ATPase 活力越高 。 在

胞内海藻糖浓度为 43 .2 mmol/L 时， ATPase 活力达

到 3.25 μmol PiI(g . Hb) 。 有研究报道 ATPase 低于 1.5

阳nolPν(g.Hb)则表明红细胞活力受到明显损伤[ 1 2J 。实

验的 ATPase 活力值明显高于 1.5μmol Pi/(g .Hb)， 说

明红细胞冻干后仍然具有活性。

在冻干过程海藻糖保护细胞酶活性的确切机制

尚未完全清楚。 Crowe 等[13 J认为海藻糖的起基能替

代水与酶形成氢键，增强酶分子的热稳定性:认为

干燥情况下海藻糖会有玻璃态转变发生，而通常情

况下处于玻璃态物质的分子很稳定 [1叫我们认为由

于海藻糖分子较小，因此可以包围在酶分子周围 ，

将酶分子包裹起来，也可能进入酶分子的空间结构

内部，特别是在酶的活性中心附近，这样海藻糖就

会在酶分子内外形成玻璃态 ， 使得酶分子很难发生

空间结构的变化 。

2.5 形态观察

在冻结过程和干燥脱水过程，红细胞膜是受到

损伤的主要部位，复水后不能抵抗溶液渗透压急剧

变化的冲击 ， 导致细胞膜破裂。 前期的工作表明红

细胞首先在其 3-5 倍生理渗透压的熔液中平衡，逐

渐过渡到等渗状态， 可以有效地减小渗透压对膜的

冲击。染色后光镜观察其形态， 43.8 mmol/L 的胞

内海藻糖浓度的冻干红细胞复水后的形态如图 5 所

示，从图中可以看到 ， 细胞结构保持完整 ， 表面

均呈凹状，分布均匀。

胞内j每藻糖浓度对复水;东干红细胞ATPase 活性的影晌图 4
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Effects of Intracellular Trehalose on the Freeze-Dried Red Blood Cells 

Hui He, Bao-Lin Liu* , Ze-Zhao Hua, Chuan Li, Zheng-Zhen Wu 
(/nstitute of Cηogenic Engineering, Shanghai University of Science and Technology, Shanghai 200093, China) 

Abslract Freeze-drying is one potentially ideal technology for long-term preservation of living biological 

cells. To increase the survival and stability of human red blood cells (RBCs) after freeze-drying and rehydration, 

trehalose is introduced in RBCs using a hypertonic method before freeze-drying. The effects of intracellular treha

lose concentration on RBCs after freeze-drying and rehydration are investigated. The results indicate that the sur

vival of RBCs after freeze-drying and rehydration increases with the increment of intracellular trehalose concentration, 

the survival of RBCs after freeze-drying and rehydration is over 53.6% with 43.8 mmoll/L of intracellular trehalose, 

the levels of ATPase and superoxide dismutase (SOD) are maintained close to the levels of fresh RBCs. Morphologi

cal study also confirms the results. 1t demonstrates that disiccation tolerance of RBCs increases along with the 

concentration of intracellular trehalose. Our study demonstrates that trehalose has protective effects on freeze-dried 

RBCs , the survival of freeze-dried RBCs depends on both extracellular and intracellular vitrification. 

Key words freeze-drying; red blood cells; intracellular trehalose; loading 
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