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差示扫描量热法在红细胞研究中的应用
袁骥周新丽 *王海松

(上海理工大学生物系统热科学研究所，上海 200093)

摘要 差示扫描量热法(DSC)是在程序拉制温度下， 测量试样和参比物能量差随温度(时间)

的变化关系的一种技术。 它通过捕捉细胞升降温过程中的吸放热现象，利用热学参数(始变、比热、

相变温度)来表征其问细胞结构的变化情况。量热学方法与结构分析方法相结合， 有助于深入剖析

细胞的生理变化。 本文从预测低温保存过程中最佳降温速度及分析细胞膜损伤机理两方面探讨差

示扫描量热法在红细胞研究中的应用 。
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红细胞是血液中数量最多的一种血细胞，成熟红

细胞内含有大量的血红蛋白，能供给全身组织和细胞

所需的 O2，带走所产生的部分 CO2 。 随着现代临床

医学对红细胞需求的增多，关于红细胞的保存技术和

红细胞疾病的研究也 日益深入， 一些关键问题，如红

细胞膜的组成、老化损伤机理等，亟待解答。 现在

普遍采用光谱分析法鉴定红细胞的组分，例如紫外

可见分光光度法(UV -Vis) 、 红外光谱法(IR)、分子

荧光光谱法(MFS)，但是完整细胞结构复杂、光散射

率高，会影响其分析的准确性 。

差示扫描量热法(differential scanning calorime町，

DSC)是在程序控制温度下，测量试样和参比物能量差

随温度(时间)的变化关系的一种技术[ 11 0 DSC 热分

析法从热学角度解决了上述问题，通过捕捉细胞升降

温过程中的吸放热现象， 利用热学参数(始变、比

热、相变温度)来表征其间细胞结构的变化情况 。

量热学方法与结构分析方法相结合， 有助于深入剖析

细胞生理变化，并可推广成为疾病诊断手段付诸于临

床治疗中去 。 本文将从预测低温保存过程中最佳降

温速度及分析细胞膜损伤机理两方面探讨差示扫描

量热法在红细胞研究中的应用 。

1 预测最佳降温速度

低温保存是延长细胞保存期限的一种基本技术，

但是低温保存对细胞膜的力学性质及相稳定性的破

坏是无法避免的 。 为了减少细胞膜在降温过程中受

到的溶质损伤及胞内冰损伤，研究人员通常采用不同

的保存液配方，在不同降温速度下，通过多次重复试

验和繁琐的生化指标检测，筛选出效果最佳的冷冻方

案 。 而 DSC 热分析技术恰恰能摆脱这一模式，借助

细胞降温过程中的放热量评估细胞在固定低温保护剂

。pa)中的体积变化，依托水分迁移模型理论进行推算，

获得合适的降温速度范围使原本工作量大为降低。

在确定细胞悬液放热量与细胞体积间关系前需

要作出以下假设[21: (1)慢速冷冻不出现胞内冰现象;

(2)冷冻时，胞内水分扩散至细胞外立即结冰; (3)细

胞悬液内所有组分(包括溶液和细胞本身)具有相等的

密度。 随后即可使用 DSC 捕捉单位质量细胞悬液

从某个起始温度冷冻至任意终结温度T时的放热量

q(T) ec+cw 。 如式[1]所示，这一热量值由两部分组成，

即从细胞内扩散至胞外的这一部分水及原本胞外悬

液在冷冻时产生的热量之和。

I Vo-V(T) I 
q(T)ec+cw =αI '0 ;0\' J I屏风 +( 1一叫的(T) 民 [1] 

其中， α是细胞悬液的压积;y.。是初始温度下的

等渗细胞体积; V(T)是温度降至T时的细胞体积;~Hf

是单位质量纯冰的融解热; q(T)ec 是细胞外悬浮液在

温度降至T时的放热量(不包括细胞内的水扩散至细

胞外后结冰产生的热量释放) 。

随后将细胞全部灭活，重现先前降温方案并测定其

放热量 qec+c内d' 并与 q(1丁酣cw 相比较得到 ~q(1)dsc，即

(_I Vo- V(T)LTT . r, _. '__r .,..\ ì 
此 = 1 α | 一飞一一 |醉H， + [I -a]gq(T) 民 l- q(Tt+cw咐 [2]

图 l 完整记录下细胞悬液及失活细胞溶液在同

- DSC 降温条件下的热流曲线，曲线交叠部分形成
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Fig.l Heat flow thermograms obtained between the initial and final steps of the DSC cooling protocol for eq uine sperm at 

the rate of 5 "C /min in the Kenney extenderl31 

A: total difference between the two cooling runs; B: fractional difference between the two cooling runs down to a subzero temp巳rature (T) 

dV LA~RT 
一_ ~P' 'C '一(C j -Co )
dT B [4] 

[5] 川同忡斗斗时(十一去J]

热量差 ilqω 并对某一温度 T 的热量差进行局部积

分，即得 ilq(T)dsc。实验前已知细胞压积 α，便可对

式[2]进行重排整理， 即能掌握溶液降温到任意温度下

细胞体积变化动态(如式[3]所示)， 其中Vb是细胞非渗
透性体积。

其中 ， V 是细胞体积， T 是绝对温度， Lpg[cpa] 

是细胞膜在参考温度(TR=273.15 K)下的渗透率，

ELP [cpa]是这一渗透过程的表现活化能， R是气体常

数， B 是恒定降温速度， Ac 是水分转运的细胞膜有效

面积， Cj 及 Co 分别表示细胞内外溶液浓度。

该方法借助细胞悬液放热量与胞内水分变化之

间的联系，理论推算出最佳降温速度，目前研究人员

主要对各种动物细胞进行了相关研究，并取得了良好

效果(表 1 )[口ι 12 J o DSC 热分析法同样可以推广到结

八q(T)
V(T)= 飞 -一一」正(飞一飞)

L'l.qdsc 
[3] 

将细胞体积变化情况代入Mazur[41描述冷冻过程

中细胞体积变化的数学模型中(式[4]， [5])，求解出

Lpg[cpa]及ELP[cpa]，随后模拟细胞不同降温速度下的

水分流失状况，再根据最佳降温速度的推荐指标(即

细胞液温度降至 -30 .C 时，胞内细胞液含量占初始细

胞液总量的 5%)确定最佳降温速度的理论值。

Summary of the selected studies on the predicted subzero membra ne permeability parameters and the optimal 

rates of freezing for sperm cells 

Lp.(μm/min-atm) 

Table 1 

Predicted optimal cool rate 

CC/min) 

29.0 

60.0 

28.0 

47.0 

36.0 

21 .4 

22.0 

29 .0 

29 .0 

52.0 

56 . 。

ELp(kcal/mol) 

32.7 

12 .1 

29.0 

9.8 

16 .1 

3 1.4 

20.6 

16 .4 

10.6 

4 1. 1 

27.8 

0 .0200 

0.0080 

0.0093 

0.0050 

0.0060 

0.008 0 

0.0040 

0 .0025 

0.0023 

0.0380 

0.0210 

Freezing media 

Kenney extender 

Lactose-EDTA extender 

E也SS

14% glycerol 

10% DMSO 

Ca-free HBSS 

5% DMSO 

Egg yolk diluent 

6% glycerol 

Egg yolk-based Tris extender 

6% glycerol 

Note that all values have a goodness of fit parameter of R2 ? 0.96. 

Experimental system 

Xiphophorus maculatus 

Bovine 

Rhesus monkey 

White bass 

Equine 
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袁 骥等·差示扫描量热法在红细胞研究中的应用 797 

构相对简单的红细胞中去，确定不同保存液中红细胞

的最佳降温速度范围，这不但能够大大减轻工作量， 而

且还可从机理上深入探究生物材料的低温应激反应，

显著提高冷冻红细胞的存活率， 缓解临床使用中容易

出现的血量、配型缺口 。

2 分析细胞膜损伤机理

在用差示扫描量热法得到的热流图谱上，相变峰

最高点所对应的温度为相变温度，相变曲线之下所包

围的面积积分为相变始(图 2) 。 记录细胞膜在升温过

程中的热流曲线， 通过分析曲线上相变温度和相变始

的变化，可以直接或间接地推断细胞膜的结构变化。

2.1 分析红细胞膜膜脂的结构变化

研究者通常利用二肉豆寇酌磷脂酌胆碱(DMPC)

及二肉豆寇酷磷酸乙醇肢(DMPE)模拟红细胞膜内外

层膜脂的结构，借助扫描电镜检查或 X 光衍射技术

从分子层面上分析不同药物、化学物质对红细胞膜

膜脂结构的影响I川l门以3 . 14

参数变化来分析红细胞膜膜脂结构变化 。 例 如

Suwalsky[l 51采用相同方式模拟红细胞膜膜脂结构，并

用 DSC 记录其在添加呻化物(NaAs02)后的热流曲线
变化， 从而剖析肺化物的致病机理。 如图 2A 所示，

将 DMPC在 10 0C -40
0

C范围内进行扫描，热流曲线显

示未添加刑化物前， DMPC在 24.3
0

C时会由凝胶态转

变为液晶态(焰值为 18 . 8 kJ/mol)，曲线波形基本对称，

添加不同浓度碑化物后曲线形状未发生显著变化 。

如图 2B 所示，将 DMPE 在 25
0

C _80
0

C范围内进行扫

描，曲线则显示其在50.2
0

C时经历相同的相变过程(焰

值为 26 .0 kJ/mol )，肺化物的添加导致其相变波形明

显变宽，相转变温度几乎呈线性下降，这表明碑化物

(A) 

。
m -vh ,,,,, j i

v
R A

怜
ι

ox
υ
 

TIll--4 

h-
5
由
且
目
。

】咽
。
工

己影响到脂质酷基链协同作用 ， 高浓度 NaAsOz(注

5 mmollL)会使其热流曲线向低温偏移，这表示DMPE

液晶态部分与耐化物会优先结合， 当 NaAs02 量达到
最大(20 mmollL)时，曲线上出现一个平台， 这表示此

时DMPE相数增多。 根据上述热学现象可认为 DMPC

分子间作用力未受肺化物影响 ; 而 DMPE 出现的变化

不仅与 Ho位neister效应相关肘. 1η，肺化物减少其首基接

触面积，降低脂质酷基链间的协同作用，也是破坏

DMPE 结构的原因 。 此外， Farkas[1 81及 Castell i [191借

助相似方式也完成了多环芳:怪(PAHs)引起膜脂结构

变化的类似研究。 由此可见，借助相变温度、比热

等热学参数对于研究细胞膜损伤是可行的 。

2.2 与其它分析方法结合研究红细胞膜的结构变化

DSC 曲线中的热学现象可以研究细胞膜膜脂及

膜蛋白热学性质，从而深入探讨化学损伤、疾病等外

在因素对细胞膜的影响。 然而，热学参数单纯是从相

态变化及分子运动为着眼点，无法从微观角度确切证

实细胞组分发生何种变化， 因此细胞膜热学性质研究

常需要与 SDS-PAGE 电泳技术、 荧光检测技术、 蛋

白质印迹法等技术结合使用 。 Hem缸dez-Hem缸dez[201

根据始变值及最大相变温度研究晚期非小细胞肺癌

(NSCLC)患者红细胞膜蛋白变化， 其中A-相变表示收

缩蛋白发生变性; B l- 相变证明 2. 1 蛋白 、 4. 1 蛋白、

4 .2 蛋白及血型糖蛋白发生变性; B2- 相变、 C- 相变

分别对应带 3 蛋白胞浆区及 55 kDa 阴离子转运域热

解旋现象。 如表 2 所示 A- 相变参数、 最大相变温

度基本一致， Bl-相变始变值与正常值相差近 13%，与

膜组分的热学参数相对照，发现患者收缩蛋白正常，但

其血型糖蛋白含量较低 。 B2- 相变、 C- 相变情况则

证实了病人带 3 蛋白发生变性， 作者利用免疫印迹法

(8) 
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798 -综述.

Table 2 Parameters of elemental thermal transitions of erythrocyte ghosts from 6 control subjects (Con) and 6 NSCLC 

patients (Pat) at pH7.4 

Con Pat Pat 

Parameters A Bl 

Con Pat 

B2 C D 

Con Pat Con Pat Con 

Tm ('C) 50.4 

ÔH (callg) 0.57 

56.1 

0.55 

50.3 

0.57 

55.1 

0.48 

64.1 

0 .31 

63.5 

0.28 

67.1 

0.52 

66 .4 

0.48 

80.9 

0.15 

8 1.1 

0 .14 

A: spectrin complex denaturation; BI: bands 2.1 , 4. 1, 4.2 and glycophorins denaturation; B2: unfold ing of the cytoplasmic domain of band 

3; C: thermal unfolding of the 55 kDa anion-transporting domain of band 3; D: unknown. 

对病人的细胞膜糖蛋白及带 3 蛋白做了相应检测，结

果显示患者的 GPAB 、 GPB 、 GPC、带 3 蛋白含量

明显下降，证实 NSCLC 病人的血型糖蛋白、带 3 蛋

白出现异常(图 3)，其他研究也同样证明带 3 蛋白的阴

离子转运活性与非小细胞肺癌的发生、发展存在一

定的关系[211。类似的， Akoev[221基于氧自 由基与膜脂

质过氧化及骨架蛋白变性密切相关，将DSC热分析技

术与 TBARS及 SDS-PAGE联合共同解释氧化反应对

细胞膜结构影响，结果证实氧化反应会改变收缩蛋白

肌动蛋白 -带 4.1 蛋白、收缩蛋白 - 带 4.2 蛋白、收

缩蛋白 -锚蛋白-带 3 蛋白的相互作用，多不饱和脂肪

酸也同时发生降解，这一结论与其他人的研究成果吻

合[23-约1 0 DSC 热分析法从物性学角度进行分析，有

利于加深人们对细胞膜组成结构的了解，这将大力推

动红细胞生理学研究及临床治疗 。

a kDa 
105 

b 75 

105 -
75-

(A) 

C , C, Ca, Ca, 
kDa C , C, Ca, Ca, 

) B ( 

• A2 

1 00由

60 -

45-30 -

唰---胁4… 1. B 
30-
20-

c 35 -垣雪

在不同外界因素下细胞膜的结构变化，很好地补充了

结构分析技术在这方面的不足。 但是 DSC 仍存在难

点与不足，由于 DSC 热分析技术通过热学参数(如比

热、始变)来评估试样变化，使用前需要进行精确标

定;细胞是由核酸、蛋白质等多组分构成，各成分

都会随温度变化发生吸放热现象，借助热学参数变化

来掌握细胞结构变化或代谢情况，往往只适用于结构

相对简单的细胞，而且 DSC 是从物性角度上诠释细

胞在不同条件下的性状变化，难以从反应机理等理论

角度上深层次探讨，往往需要结合其他生化检测技术

来加以分析， 例如荧光检测、 SDS -PAGE、扫描电

镜，由此进一步明确细胞成分变化 。 尽管如此，随

着热分析技术不断发展、研究成果不断积累，不难

预料差示扫描量热法在红细胞乃至其他生物材料上

将有广阔的应用前景，有利于更为深入全面地研究红

细胞的生理特性、致畸致病机理。
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3 展望

差示扫描量热技术能够预测红细胞低温保存过

程的最优冷却速率，该技术同样能够灵敏捕捉红细胞

Devireddy RV. Cryopreservation of canine spermatozoa: theo

retical prediction of optimal cooling rates in the presence and 

absence of cryoprotective agents. Cryobiol 2003 ; 47(2): 109-24 

7 Pinisetty D, Huang C, Dong Q, Tiersch TR, Devireddy RV 

Subzero water permeability parameters and optimal freezing 

rates for sperm cells of the southern platyfish , Xiphophorus 
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Application of DSC in E巧rthrocyte

Ji Yuan, Xin-Li Zhou* , Hai-Song Wang 

(lnstitute of Bio仇ermal Science, Shanghai University of Science and Technology, Shanghai 200093, China) 

Abstract Differential scanning calorimetry (DSC) measures the difference of heat flow rate between 

samp)e and reference sample under controlled temperature program. Thermal parameters (e.g. , e n thalpy , heat ca

pacity and phase transition temperatu re) derived from thermogram can be used to access th e structu al changes in 

cel l. The combination of thermoanalytical techniq ue and structural analysis contributes sign ifican tl y to interpreting 

physiological changes in cells. This paper introduced theoretical evaluation on optimal cooling r ate a n d membrane 

damage, which shed lights on the application of DSC in erythrocyte. 

Key words DSC; erythrocyte; optimal cooling rate; membrane damage 
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