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超声波用于海藻糖载入血小板
张绍志 l 朱发明 2 范菊莉 l 吴丹红 l 陈光明 1 * 

('浙江大学制冷与低温研究所低温生物实验室，杭州 310027; 2 浙江省血液中心，杭州1 310006)

摘要 研究超声波对海藻糖载入人血小板过程的影响。将浓度约 lxl09 个 Iml 的人血小板

在含 50 mmoJJL 海藻糖、 100 mmoJJL NaCl 、 10 mmoJJL KCl, 10 mmoJJL EGT A 、 10 mmoJJL 味哇的

溶液中孵化，温度为 37 .C ，持续时间 4h。孵化期间对各试样分别施加 800 kHz 、 不同强度和不同

时间的超声波辐射，以不施加超声波辐射的血小板样品为对照组。 采用葱自同硫酸法和分光光度计

测量糖含量， 并据此计算渗入血小板的海藻糖浓度。 结果表明，在超声波辐射强度 1=0.8 W/cm2 、

辐射时间 1 h 时海藻糖载入血小板的浓度最高，达(17.40:t2.90) mmoJJL，比对照组(11.27:t2.53) mmoJJL 

高 54.3%。在光学显微镜下观察经超声波法载入海藻糖后的血小板，发现形态保持完好，与新鲜血

小板形态几乎无差别，合适的超声波辐射能够有效强化海藻糖载入人血小板的过程，同时为进一步

的血小板冻千研究提供了基础 。

关键词 血小板;超声波;海藻糖;液相内吞

在生物材料低温保存和冻干保存的研究中，保护

剂系统的研究一直备受关注。近几年， 根据生物学

研究的发现，人们采用海藻糖作为冻干保护剂，使哺

乳动物细胞冻干取得了令人兴奋的进展[1] 。

1999年， Rindl町等[2]将海藻糖应用于红细胞的冻

干保护; 2001 年 Wolkers 等[3]利用海藻糖的保护作用

将人血小板成功冻干。 研究发现， 海藻糖在细胞内

外都存在的情况下保护作用较好[3] 。 但是， 海藻糖是

非渗透性保护剂，不能自由穿过细胞膜进入细胞内，

因此，对海藻糖载入细胞方法的研究成为一个新的课

题和难点 。 目前已经提出的将海藻糖引入哺乳动物

细胞的实验方法有: 热孵化、利用化学物质改变膜

渗透性、基因法、电穿孔、显微注射等[4] 。

自 1955 年， Lota 等[5]采用 1 MHz , (0.5-3.0) WI 

cm2的超声波辐射成功提高了人类红血球细胞膜对饵

离子的渗透性之后，利用超声波将大分子物质渗入细

胞的研究进展迅速， 2002 年， Tang 等[6]应用超声波实

现了皮肤对甘露醇和煎糖的渗透。 超声波法[7]是一

种物理的而非化学的、非滤过性病毒的 、 非侵入性

的、非扩散性的方法，适用于药物和细胞 。 由此，

本文以人血小板为模型，提出将超声波用于海藻糖载

入血小板的研究中，在 37 .C通过液相内吞作用成功

将海藻糖载入血小板的实验基础上[坷，施加超声波进

行实验，初步揭示了超声波法用于海藻糖载入血小板

的一些规律。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂

CELL-DYNI700 型血球计数仪(雅培，美国)， 37

℃的恒温水浴(Julaba) ， KA-1000 型离心机， 722 型可

见分光光度计， CSL1 型超声波治疗仪(上海大沪医疗

设备厂)， Nikon TE2000-U 型光学显微镜(尼康，日

本) 。

1.2 血小板预处理

实验用新鲜浓缩血小板[(1-1.5)xl09 个 Irnl]来自

健康无偿献血者，由浙江省血液中心提供。首先将

富含血小板的血浆在 480 g 离心 15 min， 使血小板沉

淀，弃去上层血浆 。 然后加适量生理盐水重悬，再

480 g 离心 10 min 收集血小板， 重复此操作三次。

1.3 孵化j夜

孵化缓冲液含 50 mmol/L 海藻糖， 100 mmol/L 

N aCl, 10 mmol/L KCl , 10 mmoνL EGTA, 10 mmol/L 

咪 l哇 。

用该孵化液将预处理后的血小板配制成浓度约

1xl09 个 Iml 的血小板孵化悬液备用 。

1.4 实验装置

收和1日期 : 2007-08-13 接受日期: 2007-10-11 
国家卫生部科学研究基金(No.WKJ2005-2-037)、国家留学回国人

员基金和浙江省留学回国人员基金(张绍志)
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超声波发生器

图 1 实验装置图

图 2 载样品玻璃容器示意图

图 l 为实验的装置图。其中，超声波治疗仪发

出的超声波强度为 0.5 W/cm2 到 3 W/cm2 间分 11 档

可选，工作频率 800 kHz，换能器材质为错铁酸铅，辐

射面积 7 cm2，由其主要性能参数认为发出的超声波

为平面纵波。实验采用连续正弦波，并利用特制的

玻璃容器，其与普通试管不同是其底部做成直径为 3

cm (小于超声波探头截面直径)、厚度 0.8 cm 的圆

柱形，可装约 4 ml 样品溶液，出于方便固定考虑，上

部加长 10 cm，如图 2。容器底部圆柱形截面与超声

波传播方向垂直，样品溶液充满特制容器圆柱形空间，

从而使在超声波传播方向上样品受到的辐射保持稳

定一 致。

1.5 实验

将上述预处理后的血小板孵化悬浮液置于37 'C 
的恒温水浴中孵化 4h 并在孵化期间对各试样分别

施加超声波辐射，按强度 1=0 .4 W/cm2 、 1=0.8 W/ 

cm2 、 1= 1. 2 W/cm2，各强度下辐射时间 15 min 、 30

min 、 1 h 、 2 h 不同共分成 12 组。以不施加超声

波辐射，直接进行 37 'C孵化 4h 的血小板样品为对

照组，进行海穰糖载入血小板量的对比实验。

1.6 海藻糖的检测

血小板样品孵化 4h 后，用适量生理盐水洗涤 3

次，洗去细胞外残留未被吸收的海藻糖，并在 480 g 

离心 10 min 收集后，重悬于生理盐水，用 CELL-

与世界接轨， 用宝尔超纯水系统

-研究论文·

DYN1700 型血球计数仪进行血小板计数及血小板平

均体积的计算。 血小板细胞内海藻糖用 80% 的甲醇

萃取， 即将 lml 血小板悬液与 4 日ù 甲醇混合，严格密

封试管后将混合物在 80 'C水浴中孵化 1 h，海藻糖进

入上清液， 480 g 离心 10 min 收集上清液，并将其置

于 80 'C J.)(浴蒸发 1 2 h，将干燥残余溶解在 3 ml 蒸馆

水中 。 同时， 测量 1 ml 未加孵化液的血小板溶液含

糖量， 并将该值扣除，从而排除血小板自身内部的含

糖的影响。根据 Umbreit 等[8J提出的葱酣硫酸法，利

用 722 型分光光度计进行海藻糖的定量测定 。

血小板内海藻糖浓度的计算方法如下:假设血小

板内细胞液占血小板总体积的 50%[町，根据待测液中

海藻糖的浓度和被测血小板的总体积，由下式计算血

小板内海藻糖的浓度:

c 主旦旦-
vNV /2 

C : 血小板内海藻糖的浓度， rnmol/L; 

A: 待测液体积， A=3 ml; 
X: 由海藻糖标准曲线得到的待测液中海藻糖的

浓度， μg闭1 ;

M: 海藻糖分子量， g/mol; 

v: 测细胞内海藻糖浓度所取的血小板悬液的体

积， v=1 ml; 

N: 由血球计数仪得到的血小板浓度，个几;

V: 由血球计数仪得到的血小板平均体积 n。

1.7 血小板形态检测

用Nikon TE2000-U型光学显微镜观察经超声波

法载入海藻糖后的血小板形态，如图 3 和图 4，发现

超声波辐射法载入海藻糖后的血小板保持形态完好，

与新鲜血小板形态几乎无差别 。 这表明超声波辐射

对血小板细胞伤害极小， 利用超声波法将冻干保护剂

海藻糖载入血小板不造成细胞破坏 。

1.8 数据统计及误差分析

将多次重复实验并计算得到的细胞内海藻糖含

量(mmol)数据按 t检验[IOJ准则剔除粗大误差， 取显著

度 α=0.05 ， 结果见表 1 。对其进行两个样本方差的

同质性 F检验和成组数据平均数比较的假设检验[ I IJ

分析， 得出实验结论。

2 结果与讨论

根据以上检验分析，在所研究的范围内，超声波

辐射强度 1=0. 8 W/cm2 时海藻糖载入血小板的效果普

遍比其他强度下好，在此基础上，超声波辐射的时间

Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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表 1 超声孵化与不加超声孵化后血小报内海藻糖含量比较(王挡， n兰3)

辐射强度

1=0 .4 W/cm2 

1=0.8 W/cm2 

1= 1.2 W/cm 2 

对 !照组 (未加 1)出声)

辐射 1 5 min 

1 2 .4 8立 3 . 6 7

1 6.73主 5.64

1 3 .15 土 4.04

图 3 经 37.C孵化 4h 的血小饭

f画身才 3 0 min 

1 1. 70土4.93

1 6.10土 4 .77

1 3.13 土 2.9 1

11 . 27土2.53

辐射 1 h 

11 .1 5 土 5.09

17 .40 :t2.90 

1 3 .4 0土 7 . 8 6

辐射 2 h 

1 0. 79土 3.91

1 9.11 主 9.60

1 6 .44土 7 . 97

经 2 h 超声孵化后(l 9.11 :t 9 . 60) mmol/L 的数据实际

上已没有意义 。

普遍观点认为，超声波的生物效应中最重要的就

是超声空化效应[ 1 2] 。 气穴的形成和破裂是超声波影

响细胞膜渗透性的主要原因 。 超声波的空化作用可

能导致空泡周围细胞的质膜击穿或透性改变，这种改

变如果可逆，细胞自身能修复膜的破损，便能提高细

胞膜的通透性， 且不影响细胞的生物活性 。 而本研究

将超声辐射时间延长为 2h 时， 经此孵化后的细胞在

光学显微镜下观察发现血小板已破碎，可见，超声波

对细胞膜渗透性的影响作用是在一定条件范围内的 。

我们实验表 i细: 在超声波的作用下， 血小板细胞

膜的渗透性能发生改变，利用这一改变能加速将海藻

糖等非渗透性保护剂载入血小板细胞内部 。
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Loading Trehalose into Platelets by Ultrasound 

Shao-Zhi Zhang 1, Fa-Ming Zhu 2, Ju-Li Fan1, Dan-Hong WU 1, Guang-Ming Chen 1* 
('Cryobiology Laboratory, Institute of R哩frigeration and Cryogenics, Zhejiang Uniνersl砂， Hangzhou 310027, China; 

2Blood Center ofZhejiang Province, Hangzhou 310006, China) 

Abstract To investi gate the infl ue nce of ultrasound on loading trehalose into human plate le ts, human 

platelets at concentration of about l x 109 cells/ml were hatched in solution that contained 50 mmo l/L trehalose, 100 

mrnollL NaCI, 10 rnmollL KCl, 10 mrnol/L EGTA and 10 rnmollL imidazole. The hatching lasted for 4 h at 37 "C. 800 

kHz ultrasound with several intensities was added on the samples for varying periods. The platelet sample hatched 

without ultrasound was chosen as the reference. The quantities of sugar were measured through vitrio l-authrone 

method with spectrophotometer and used to calculate trehalose concentration that had been loaded into platelets. 

Results demonstrated that whe n the ultrasound intensity 1=0.8 W/cm2 and the radiation duration was one hour, the 

trehalose concentration loaded into pl atelets was the highest, (1 7 .40土2 . 90) mmol/L. T his value was 54 . 3 9毛 higher

than the reference group , (1 1.27 ::t2.53) rnmo l/L. Through microscope observation , it was fou nd that the platelets 

after loading trehalose with ultrasound kept integrity and normal shape , and showed almost no difference with fresh 

platelets. Appropriate ultrasound radiation can effectively enhance the loading of trehalose into human platelets, and 

fundamental conditions for further research on freeze-drying of plate lets. 

Key words plate lets; ultrasound; trehalose ; fluid-phase endocytosis 
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