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电渗透法载入海藻糖可以提高红细胞冻干效果
周新丽*刘建峰袁骥周国燕
(上海理工大学生物系统热科学研究所，上海 200093)

摘要 冷冻干燥法是保存红细胞的新方法，具有常温下长期保存、使于运输等优势。目前

红细胞的涛、千回收率较低，研究表明将海藻糖载入细胞内可以提高细胞冻干的回收率。本文首先

采用电渗透法将海藻糖载入红细胞，细胞内海藻糖浓度达到(63.68土2.14) mmol/L。然后将载入海

藻糖的红细胞冻干、复水，冻千复水后红细胞平均数目回收率达到(65.9:t2.3)%，扫描电镜观察显

示复水后的红细胞保持了完整的细胞形态。这些数据表明利用电渗透法载入海藻糖后将红细胞冻

干，可以提高红细胞冻干后的回收率。
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冷冻干燥法是一种新的红细胞保存方法，与常规

的 4 0C低温保存和 -80 0C深低温保存方法相比，冻干

的红细胞能在室温下长期保存且使用时复水容易，大

大减少了储存、运输、细胞处理过程中的困难。近

年来，利用冷冻干燥法保存红细胞己经成为低温生物

学的研究热点之一。但是，该方法至今无法解决冻

干过程中红细胞膜破损、血红蛋白外漏、溶血率较

高的难题。

生物学家发现在自然界中，很多生物体在完全脱

水条件下仍然能够存活，是由于它们体内聚集了高浓

度的海藻糖(约占 20% 的干物质)，海藻糖对于在干燥

条件下保护生物材料表现得特别有效。目前，海藻糖

己被广泛应用于生物材料的冻干保存领域，如精子[1] 、

血小板[2]、组织和器官等的冻干保存。但是海藻糖

为非渗透性的二糖，无法自由进入细胞内部起到应有

的保护作用，将海藻糖载入红细胞内部并达到一定的

浓度，是成功冷冻干燥保存红细胞的关键问题。文

献报道的海藻糖载入方法主要有热孵化法、微注射

法、成孔蛋白法、基因修改法[3]等，尽管这些方法

都在一定程度上提高了细胞内海藻糖的浓度，但是由

于细胞特异性、操作繁琐、载入效率低等限制条

件，这些方法不适用于大批量地将海藻糖载入红细胞

并进行冻干保存。

电渗透法作为一种物理作用，可以将外源性的物

质载入细胞内，具有操作简单、损伤小、载入效果

明显的特点[4] 。此方法已经在遗传物质的转移和

DNA 的导入、细胞的电融合、膜蛋白的电嵌入等

领域得到广泛的应用[5]。其基本原理是在短时间内

外加高强度的场脉冲(脉动电场)，产生可逆的细胞膜

电击穿，使细胞膜渗透性暂时增加，使外源性的物质

进入细胞内。

目前，国内外科研人员有利用高渗法将海藻糖载

入红细胞的研究，有用电渗透法将海藻糖载入其他类

型细胞的研究，但是关于电渗透法将海藻糖载入红细

胞并进行冻干的研究还未见报道。本文首先尝试用

电渗透方法将海藻糖载入红细胞内，测定电渗透参数

对红细胞内海藻糖浓度的影响;然后将载有海藻糖的

红细胞冻干、复水，测定复水后的红细胞个数(RBC)

的回收率，利用扫描电镜观察复水后红细胞的形态;探

索采用电渗透技术强化海藻糖载入红细胞，并将红细

胞冻干这一综合技术的可行性和有效性。

1 材料与方法

1.1 材料

Megafuge 2.0 型离心机(贺力氏，德国)， BC 2800 

血细胞分析仪(迈瑞生物医疗电子股份有限公司，中

国)， Advantage2.0 型冰冻干燥机(Virtis，美国)0 S-520 

扫描电镜(Hitacl址，日本)。

电渗透溶液的配制:用双蒸水配制 KCl浓度为 5

mmol/L、海藻糖浓度分别为 800 mmol/L 、 600

mmol/L 、 290 mmol/L 的电渗透溶液。冻干保护液

的配制:用双蒸水配制组成为 24mmollL葡萄糖、 0.43

mmol/L 腺嘿岭、 33 mmollL NaCl 、 8.9 mmol/L 甘

露醇、 6.6 mmollL KCl 、 15% 葡聚糖、 2.5% 牛血

清白蛋白、 3% 拧棱酸铀的冻干保护剂。复水液的
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配制:用双蒸水配制组成为 141 mmollL海藻糖、 5

mmollL抗坏血酸、 38.5 mmollL NaCl、 0.265 mmol/ 

L KH2P04、 1.4 mmol/L Na2HP04 、 12.5% 葡聚糖、

1.9% 牛血清白蛋白、 90 mmol/L KCl 、 100 mmol/ 

L 肌背、 5 mmol/L 腺嘿岭的复水榕液。

1.2 红细胞的制备

新鲜血液由长海医院输血科提供， 2 500 r/mio 

离心 5 mio，弃去血浆及自膜，收集红细胞。将红细

胞用等渗PBS (pH=7.4)溶液洗涤，以 2500r/min离心

5 mio，弃去上清液，反复 3 次备用。将洗涤红细胞

与 3 种配制好的电渗透溶液按照体积比 1 : 1. 5 混合

均匀，得到待渗透的红细胞溶液，压积(HCT)约为

35% 。

1.3 电渗透载入海藻糖

分别取电压 300V、 200V、 100V，脉宽 1 ms 、

100 阳、 10 阳，频率 4 次 /1 mio 、 4 次 /4 mio 、 4

次/15 回n，胞外海藻糖浓度 8∞mmo比、创mmo血、

290 mmollL，四因素三水平进行电渗透实验，正交实

验设计如表 1 所示。取待渗透的红细胞悬液 400μl

放入电击杯，将电击杯放入操作池中，在不同参数下进

行电脉冲。之后将电击杯内的溶液取出，放入 37.C

恒温水浴中温育 1 h。向电渗透后的细胞中加入等

渗PBS (pH=7.4)以 25oor/mio 离心 5mio，去上清液，

如此洗涤 3 次。用血细胞分析仪对洗涤后的红细胞

溶液进行 RBC 计数和细胞体积测定。

1.4 细胞内海藻糖的提取和浓度测定

洗涤后的红细胞加入 10% 三氯乙酸混合均匀，

密封试管并在 80.C恒温水浴中加热 1 h，使胞内海藻

糖充分溶解到溶液中，再以 35∞ r/min离心5mio，收

集上清液，按此方法提取 3 次，将 3 次提取的上清液

收集在一起测定海藻糖浓度。

海藻糖浓度的测定采用硫酸惠酣法，取三氯乙酸

提取的 1 ml 待测液，加入 4 ml 惠酣含量为 0.2% 的

硫酸惠酣溶液，冰水浴中摇匀、冷却，然后放入沸

水精确煮沸 10 mio，随后立即放入冰水浴 10 mio 。

在 6250m 处以标准曲线的首管作为空白，测定各待

测溶液的吸光度，按照文献[6]的计算公式计算出红细

胞内海藻糖的浓度。

1.5 冻干与复水

将冻干保护剂溶液与经过电渗透的红细胞悬液

按照体积 4 : 1 配制成冻干红细胞悬液。取 1 ml 冻

干红细胞悬液放入安培瓶中，将安培瓶放入冷冻干燥

机中预冻结，预冻结的降温速率约为 8 Klmio，冻结

·技术与方法.

终温为 -60.C，在此温度下保持 2h; 一次干燥样品温

度为 -45.C，真空度 1 Pa，持续 15 h; 二次干燥样品温

度 15 .C，真空度 1 Pa，持续 10h。冻干过程结束后，

将样品取出密封保存。复水时，在冻干样品中加入

2ml复水溶液，轻轻振荡直到样品完全溶解于复水溶

液中。

1.6 扫描电镜

将冻干复水后的红细胞用1.5% 戊二醒溶液按

1 : 9 (VI的混合，在 4.C固定过夜，用 0.1 mollL磷酸

缓冲液洗 3 次，每次 15 mio，后用 1% 饿酸固定 2 h; 

然后在浓度为 50% 、 70% 、 80% 、 90% 和 95% 乙

醇溶液中各脱水 15 mio，用 100% 乙醇处理两次共 40

mio。最后用乙醇与醋酸异戊醋的混合液(VIV =1 /1) 

处理 30 mio，并用纯醋酸异戊醋处理样品，临界点干

燥 2h 后喷金，结束后用扫描电镜观察细胞形态。

1.7 细胞回收率的计算

用血细胞计数仪测定冻干前和复水后的 RBC数

量， RBC 回收率冉的计算公式如下:

乓M阶例)恒=2 × m 

式中:R凡0、 R j 分别为冻干处理前、后红细胞个数。

1.8 统计分析

所得数据用数据分析软件 origio 7.0进行统计分

析，所有的实验数据重复 3 次，以平均数土标准差表

刁亏。

2 结果

2.1 电渗透载入海藻糖的浓度

在电压分别是 300 V、 200 V 、 100 V，脉宽为

1 ms 、 100 阳、 10 阳，频率为 4 次 /1 mio 、 4 次 /4

mio、 4 次/15 mio，胞外海藻糖浓度为 800 mmollL、

600mmollL、 290 mmollL条件下进行电渗透正交实

验，得到细胞内的海藻糖浓度如表 1 所示。

从表 1 中可以看出，细胞内海藻糖浓度的最大值

达到(63.68::1:2.14) mmollL，此时的条件为电压 300V、

脉宽 1 ms、频率4 次/1 mio，胞外海藻糖浓度为 800

mmollL。细胞外海藻糖浓度 800 mmollL的实验组，

载入效果要明显好于其他组(P<O.O日。此外，由正交

实验表的极差(均值 Kl、均值 K2、均值 K3 之间的

绝对值之差)可以看出，胞外海藻糖浓度对载入效果

的影响高于电惨透的电压、脉宽、频率这 3 个电惨

透参数。

2.2 冻干红细胞的回收率
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Tablel The orthogonal anaIysis of loading trehaIose into RBC by electropermeabilization 

Extracellular trehalose Voltage Width Fr叫uency Intracellular trehalose 
concentration (mmollL) (V) (ms) (minl4 pluses) concentration (mmollL) 

800 300 1 63.68 :1:2.14 
2 800 200 0.1 4 26.92:1:1.86 
3 800 100 0.01 15 12.42:1:1.98 
4 600 300 0.1 15 4.53土1.02

5 600 200 0.01 1 5.90:1:0.97 
6 600 100 1 4 2.94:1:0.87 
7 290 300 0.01 4 5.97土0.54

8 290 200 15 7.78士1.14

9 290 100 0.1 7.55:1:1.48 
Mean K1 34.340 24.727 24.800 25.710 
Mean K2 4 .457 13.533 13.000 11.943 
Mean K3 7.100 7.637 8.097 8.243 
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Fig.l Recovery ratωof freeze-dried RBC at different intracellular trehaIose concentrations 

将正交实验中细胞内海藻糖浓度有显著差异的

1 、 2 、 4 、 6 、 8 号样品和没有载入海藻糖的样品

(浓度为 0)，按照冻干过程中提到的程序进行冻干、

复水，并测定复水后红细胞的阳C 回收率，图 1 为红

细胞回收率与细胞内海藻糖浓度的关系。

由图 1 可以看出，通过电渗透方法载入海藻糖

后，随着细胞内海藻糖浓度的增加，红细胞的 RBC 回

收率呈明显增加的趋势，当细胞内的海藻糖浓度达到

(63.68 ::t:2.14) mmolι 时，红细胞RBC 的回收率达到

(68.9土2.3)%，比本实验中没有电渗透载糖的回收率

(32.4土2.1)% 提高了 36.5% 。

2.3 冻干复水后红细胞的扫描电镜观察

将正交实验设计表中的 1 号样品进行电渗透实

验，然后将其冻干、复水，复水后红细胞的扫描电

镜照片如图 2 所示。

从图2中可以看出，载入海藻糖并冻干复水后的

红细胞，处于由冻干保护剂和复水保护剂组成的聚合

物网状结构中(图 2a、图 2b、图 2c)，这些保护剂

的存在减缓了冻干和复水等过程中引起的剧烈应力

变化。经电渗透载入海藻糖，并冻干复水后的红细

胞保持了完整的细胞形态，与正常的红细胞相似，呈

现两面凹的圆饼状(图 2b、图 2c)，但也有少量的细
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(a) (b) 。)

Fig.2 Scanning electron microscopy of freeze-dried and rehydrated RBC (3 000叫

a: round shape; b, c: biconcave shape 

胞有膨胀的趋势略呈球形(图 2a) 。

3 讨论

随着对冻干机制研究的深入，研究者发现在干燥

情况下，糖类可以调节渗透压，有助于维持生物细胞

膜的完整性和蛋白质的稳定性。当细胞内缺少这些

糖类时， 冻干过程中蛋白质将失去活性，其中海藻糖

的保护效果最为显著[η 。 Les lie 等(8)报道，在海藻糖

存在的条件下冰冻干燥保存细菌可以获得较高的存

活率 。 Wolkers 等[2)将海藻糖载入血小板， 冻干复水

后回收率高于 85 % 。

但是，细胞膜对于海藻糖是不可渗透的，即海藻

糖不能在渗透压的作用下自由进出细胞， 需要采用特

殊的技术 。 文献报道的海藻糖载入方法主要有 : 利

用内吞作用将海藻糖引入人间充质干细胞和血小板"];

Satpathy 等[ 1 0)采用热孵化法将海藻糖载入红细胞内;

何晖等[6)利用热孵化法进行红细胞载糖的实验，当细

胞外的海藻糖浓度为 1 000 mmol/L 时，载入了 35

mmolJL 海藻糖。 但是上述方法存在细胞特异性、载

入量不高 、 操作复杂、 得到的样品量较少等缺点 。

细胞电渗透的研究始于 20世纪 70年代， 1979年

首次实现了细胞的电融合 1982年又成功地应用于导

入质粒，实现细胞的转化 。 细胞电渗透的主要特点

在于它是一种物理技术，具有普适性，可用于动物、

植物和微生物等各类细胞;而且还具有效率高、 参

数容易控制等特点 。 本文提出利用电渗透的方法将

海藻糖载入细胞内，在细胞外海藻糖浓度为 800

mmol/L 、 电压为 300 V、脉宽为 1 ms 时， 海藻糖

载入量为(63.68土2 . 14) mmol/L Satpathy 等[1 0)在同

等海藻糖浓度下来用热孵法孵化 7 h，红细胞内的海

藻糖浓度为 35 mmol/L 。 电渗透法比热孵法细胞内

的海藻糖浓度提高了 28 .7 mmol/L，且耗时较短。经

电渗透法载入海藻糖后将红细胞冻干，冻干复水后

阻C的回收率达到(65.9:t2.3)%， 比本实验中没有电渗

透载糖的回收率(32.4土2.1)%提高了 36. 5%，而比同样

为 800mmolJL 的细胞外海藻糖浓度的热孵法载糖后

冻干的回收率 55%[门]提高了 10% 。 并且由扫描电镜

的形态观察可以看出，用电渗透方法载入了海藻糖的

红细胞，在冻干复水后保持了完整的细胞形态， 与正

常的红细胞相似。 这些结果表明，通过电渗透法得

到细胞内海藻糖载入量比目前载糖效率较高的热孵

法得到细胞内海藻糖载入量 35 mmolJL 高，而细胞内

海藻糖浓度提高能够进一步提高红细胞的冻干回复

率，从而证明了细胞内海藻糖在冻干红细胞中的作

用 。

由上面的结论可以看出， 采用电渗透技术强化海

藻糖载入红细胞并将红细胞冻干的综合技术， 与目前

报道的其他红细胞冻干方法相比， 冻干后红细胞的回

收率得到了提高。 将电渗透方法应用于红细胞的冻

干保存中是红细胞冻干保存中一个创新， 具有可行性

和有效性。
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Loading Trehalose by Electropermeabilization Increased the Survival of 

Freeze-dried Red Blood Cells 

Xin-Li Zhou* , Jian-Feng Liu, Ji Yuan, Guo-Yan Zhou 
(IJ阳titute of Biothermal Science, Shanghai UniversiηI of Science and Technology, Shanghai 200093, China) 

Abstract Freeze-drying is an ideal altemative for preservation of red blood cells, due to its advantages of 

room temperature storage, lower weight for transportation. However, the recovery rate of freeze-dried red blood 

cel1s is low until now. It has been reported that intracellular trehalose is beneficial for freeze-drying of cells. In this 

investigation, trehalose was loaded into red blood cells by electropermeabilization first, intracellular trehalose con

centration reached (63.68 :1::2.14) mmol/L. Then trehalose-loaded red blood cells were freeze-dried and rehydrated, 

the recovery rate of red blood cells reached (65.9:1::2.3)%. Scanning electron microscopy showed the morphology 

of freeze-dried and rehydrated red blood cells were intact and simi1ar to the fresh ones. These results indicated 

loading trehalose by electropermeabi1ization before freeze-drying could increase the recovery rate of freeze-dried 

red blood cells. 
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