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海藻糖载入血小板的研究

周新丽*祝宏 1 张绍志朱发明 1 陈光明严力行 l

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

摘要 将不可渗透型的保护剂海藻糖有效地载入血小板内部是用冷冻干燥法保存血小板重

要的第一步。研究血小板对海藻糖的载入量随外部海藻糖浓度、孵化时间、孵化温度改变的变化

规律，发现在细胞外海藻糖浓度为 50 mmol/L、孵化温度 37 0C 、孵化时间 4h 的条件下，血小板

能有效地吸收海藻糖，细胞内海藻糖浓度达到 15 mmol/L以上。对孵化后的血小板进行形态观察、

血液学分析和膜联蛋白 (annexin)V结合活化分析，结果表明孵化后的血小板保持了正常血小板的形

态和功能。

关键词 血小板:海藻糖:载入:冷冻干燥

血小板是血液中的一种重要组成成分，它主要

参与血栓的形成和凝血过程。在对大量失血和低血

小板症患者的治疗过程中，需要进行血小板输注。

目前的血站主要采用 22 oC 震荡保存浓缩血小板，

此条件下保存的血小板由于活性的丧失和微生物的

污染，按照国家标准最多只能保存 5 天，这在临床

应用中会产生供应不足和浪费的问题。用 DMSO 溶

液做低温保护剂，在 80 0C或一 196 "C低温保存血

小板可以延民保存期限，但它在储存和运输过程中

需要特殊的低温设备。冷冻下燥法为血小板的长期

保存提供了→种理想的方法。它是将浓缩血小板在

低温 fi东结，然后在真空条件下使其中的水分升

华、解吸而获得干燥血小板的一种技术。与低温保

存方法相比，经冷冻 F燥的血小板能够在环境温度

下长时间稳定储存，并且在使用时能够直接复水而

恢复活性，在临床上有巨大的应用潜力。

关于血液细胞冷冻干燥保存的研究己经进行了

半个世纪之久，但是细胞冻干复水后很低的存活率

使这项技术一直无法应用于临床。直到最近几年，

随着生物学家对细胞在冷冻和干燥状态下存活机制

研究的深入，这个领域展现出了新的曙光，他们发

现细胞内部的海藻糖具有替代水分子以及形成玻璃

态的能力，能够阻止冻结和脱水对细胞造成的损

伤，从而大大提高细胞的存活率[1叫。因此，将海

藻糖应用于细胞的冷冻干燥过程成为这一领域的研

究热点。然而，用海藻糖作为细胞的冻干保护剂所

面临的最大困难是克服细胞膜对双糖的不可渗透

性，将海藻糖引入细胞内部并达到←一定的浓度。作

为用冻干法保存血小板的第一一步，本文利用

Wolkers 等[5，6]和 Oliver 等[7]提出的液相内吞作用将海

藻糖载入血小板，研究血小板对海藻糖的载入量与

细胞外海藻糖浓度、孵化时间、孵化温度之间的依

赖关系，确定海藻糖载入血小板的优化条件，并通

过形态观察、血液学分析、膜联蛋白(annexin)V 结

合活化分析 3 种方法，对孵化后血小板的状态进行

评价。我们的目标是在不破坏血小板细胞形态和功

能的前提下，通过改变海藻糖载入血小板的条件，

使细胞内部的海藻糖达到一定的浓度。

1 材料与方法

1. 1 血小板的洗涤

新鲜浓缩血小板(1 X 109- 1.5 X 109 个 Iml)来自

健康无偿献血者，由浙江省血液中心提供。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，打碎板块使

之悬浮，在 480 g 离心 10 min 收集血小板，重复

此操作两次。最后用含不同浓度海藻糖的缓冲液 A

(100 mmol/L NaCl, 10 mmol/L KCl, 10 mmol/L 

EGTA , 10 mmol/L 咪瞠)使之重悬，制成浓度约 1

X 109 个 Iml 的血小板孵化悬液备用。

1.2 海藻糖的载入与检测
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本文进行了 3 组实验分别研究血小板对海藻糖

的载入量与细胞外海藻糖浓度、孵化时间、孵化温

度之间的依赖关系。浓度组:细胞在 37 oc 孵化 4

h，外部海藻糖浓度分别为 10 、 30 、 50 、 70 、 100

mmol/Lo 时间组:细胞在外部海藻糖浓度为 50

mmol/L，孵化温度为 37 oc 条件下分别孵化 1 、 2 、

3 、 4 h 。温度组:细胞在外部海藻糖浓度为 50

mmol/L 条件下孵化 4 h，孵化温度分别为 23 、 30 、

37 、 40 oc 。每组实验重复 3 次，每次实验不同的

孵化条件平行处理 3 个样本。

孵化结束后，血小板用适量生理盐水洗涤两

次，在 20 0C左右的室温下 480 g 离心 3 min 收集。

此温度不在血小板膜的相转变温度范围，洗涤过程

不会造成海藻糖从血小板中渗出。将离心收集的血

小板重悬于生理盐水，用 CELL-DYNI700 型血球计

数仪(雅培，美国)进行血小板计数及血小板平均体

积的计算。血小板细胞内的海藻糖用 80% 的甲醇萃

取，即将 1 ml 血小板悬液与 4 ml 甲醇混合，密封

试管后将混合物在 80 0C孵化 1 h，海藻糖进入上请

液， 480 g 离心 5 min 收集上清液。上清液蒸发后，将

干燥残余溶解在 3 ml 蒸馆水中。根据 Umbreit 等[8]

提出的惠酣硫酸法进行海藻糖的定量测定，即将 3

ml 待测液与 6ml 惠酣试剂(2% 惠酣·浓硫酸洛液)混

合，在 100 oC加热 3 min 后立即在冰浴中冷却至宝

温，用 722 型分光光度计读取反应后悔液在 620 nm 

处的吸收值，与海藻糖标准曲线比较得到待测液中

海藻糖的浓度。海藻糖标准曲线在每次实验中绘

制。由于惠酣硫酸法可以检测所有糖，因此每次实

验平行处理未经海藻糖孵化的血小板，将其值从中

减去，避免血小板内生糖的干扰。

1.3 血小板内海藻糖浓度的计算

假设血小板内细胞液占血小板总体积的 50%[5] ，

根据待测液中海藻糖的浓度和被测血小板的总体

积，由下式可以计算出血小板内海藻糖的浓度:

C: 血小板内海藻糖的浓度， mmol/L; 

3X/M 
c= 一一一一一一 X 103 

vpV/2 

X: 由海藻糖标准曲线得到的待测液中海藻糖的浓

度， μg/ml;

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， ml; 

p: 由血球计数仪得到的血小板悬液的浓度，个/
m 

V: 由血球计数仪得到的血小板平均体积，[1。

1.4 形态观察

孵化后血小板的形态用 Nikon TE2000-U型光学

显微镜(尼康，日本)放大 600 倍观察，并用连接在

显微镜图像输出接口的 Nikon DXM1200F 数码显微

成像系统及其附带的图像采集软件 Nikon ACT-l 拍

摄血小板形态的显微照片。同时拍摄新鲜分离的血

小板形态的显微照片进行对照。

1.5 血液学分析

用 CELL-DYNI700 型血球计数仪测定孵化前、

后血小板数(platelet ， PL T)、血小板平均体积(mean

platelet volume, MPV) ，计算细胞数量及平均体积的

变化率。

1.6 流式细胞术分析

血小板是一种极其敏感的细胞，在受到外界环

境的剌激后，很容易从静息状态转变成活化状态，

活化状态的血小板不能正常参与止血，它的一个重

要特征是磷脂酷丝氨酸(PS)分子从细胞膜的内侧翻

转到细胞膜的外侧。膜联蛋白 V 是一种在 Ca2+ 有」在

条件下能与 PS 结合的蛋白质，常用于检测活化血

小板中 PS 外翻的现象。本文用 FACSCalibur 型流式

细胞仪(Becton Dickinson, USA)分析孵化后血小版与

膜联蛋白 V 结合的比例，以此确定孵化后血小板的

活化情况。在流式专用试管中加入 30μl 血小板悬

液，然后加入 3μ1 CD41-FITC , 3μl 膜联蛋白 V­

PE 以及 30μl 含 2.7 mmol/L CaC12 的 Tyrode 缓冲液

(TB 溶液)， TB 溶液: 137 mmol/L NaCl, 2.8 mmol/L 

KCI, 1 mmollL MgCI2, 12 mmollL NaHC03, 0.4 mmollL 

Na2HP04, 10 mmol/L Hepes , 5.5 mmol/L D- 葡萄糖，

pH=7.4。将样本充分混合后，在 25 0C避光放置 15

min，然后加入 240μl 含 2.7 mmol/L CaCl2 的 TB 溶

液稀释，用流式细胞仪进行分析。每个样本计数

10 4 个微粒，用前向角(FSC) 、侧|句角 (SSC) 以及

CD41-FITC 染色区分血小板和碎片，用膜联蛋白 V­

PE 染色区分活化血小板与非活化血小板。数据结果

用 CeUQuest 软件进行分析。

2 结果

2.1 海藻糖载入量与外部海藻糖浓度的关系

图 1 表示在 37 0C孵化 4 h，血小板对海穰糖的

载入量随细胞外海藻糖浓度的变化关系。细胞外海
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() 

海藻糖载入量与孵化温度的关系

温度对自藻腑的 l殷 l立起看关till性的作用。国 3

表马二细胞外向藻糖浓度为 50 mmo l/L ，孵化 4 h , 

血小板对海峰拙的就入最随孵化温度的变化关系。

在 23 'c 和 30 'C 时，血小板对沟 i革糖的 l股收且很

低，细胞内海藻椭浓度只有伞约 4~5 mmo l!L; r而在

37 'C 时，收收茧有 !IILJ们也增加，细胞内;4<J 峰时浓

度达到 15 mmol/L 。继续升向温度到 40 'C ，细胞

内陆藻耕j浓度进 步增加到 17 mmol/L。这与 Tsvet­

kova 等问报道的 I归小板在 30 'C 和 137 'C 之I'nJ 会发生

高温膜相转变有很大的相关件。 ~I为细胞膜发生柑

转变时，其通透性会暂时性地增加，使细胞外海藻

糖加速进入细胞内部。

形态观察

新鲜分离血小板与 50mmol/L外部海藻糖 37 'C 
孵化 4 h 后血小板的显微照片如因 4 所示。由图中

可以看出孵化后的血小板保持了 E常的困盘形态，

与新鲜分离血小板的形态没有差异。 这说明孵化过

和可以使海藻糖有放地载入白小板细胞内而不破坏

血小板的形态。

血液学分析

对 3 种孵化条件一一-50 mmol/L 外部悔藻糖 37

℃孵化 4 h , 100 mmol/L 外 f川阳模特~ 37 'C 孵化 4

h , 100 mmol!L 外部海峡帕 40 'C孵化 4h 处则

前、后的血小版进行 ~I 数和平均休积的测庄，结果

40 42 

血小板对海藻糖的载入量与孵化温度的关系(n=3)

36 3~ 34 

孵化温尸汪 ("C)

30 32 26 2R 24 22 

图 3图 1 血小板对海藻糖的载入量与细胞外海藻糖浓度的关系

(n=3) 

藻糖浓度在 0~50 m日lol/L 范围增加时，血小板对海

藻糖的载入量随之呈线性增加。此后继续增加细胞

外向藻糖的浓度，细胞内海藻糖浓度没有很大增

加，在外部自藻糖浓度为 70 mmol/L 和 100 m日lol/L

处形成了一个干台，这说明血小板对外部海藻糖的

l吸收已经达到了饱和。

;每藻糖载入量与孵化时间的关系

|冬12 灰心之外部海藻糖浓度为 50 mmol/L.孵化

温度为 37 'C 条件 F，血小板对海藻糖载入量随孵

化时间的变化关系。细胞内海藻糖浓度随孵化时间

{i: 0~4 h 、;也悻|内坐良好的线性I曾 )JU(r2=0 ， 98) ，以每

小时 3.66 mmol凡的j副主战近外部海深棉浓度。孵

化 4 h )I~ ， 1缸小 t反内 j何?祟帕浓度已达到 15 mmol/L 

2.3 

2.4 

y 

//1 

血小板对海藻糖的载入量与孵化时间的关系(n=3)

240 

f二~O ， 98

IRO 

孵化II，]I'IIJ (min) 
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图 2

2.5 

2.2 

MPV 

J'，'(，/}JII 午

2.59 '10 

1.79 CIr 

3 , 1 'k 

PLT 

í;'~/炉中

6.82% 

10.649毛

10.56% 

3 种孵化条件下血小板计数与平均细胞体积的变化(n=5)

11'1化 rìü ，[11化 4 h Jii 
PLT MPV PLT MPV 

SO Ill lllol/L、 37 'C , 4 h 983 土 8 9 ， 28 土 0.13 916 士 12 9.52 士。 15

IOOmmol/L. 37'C.4h 940 ::1:: 13 8.92 ::1:: 0.08 840 土 13 9.08 士 0.16

5o rnrnol/L , 40 'C ‘ 4 h 947 土 11 9.02 士 0.13 847 土 19 9.3 士。 16

PL T (platclet) 点小 1I11 小以戳. MPV (mean platelet volume) ~川、山川、板、YJ句休拟。
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(B) (A) 

却 μm

新鲜分离(A)与 50mmoVL 外部海藻糖 37 oc孵化 4 h (B)血小板的显微照片图 4

(8 ) (A) 
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见表 1 。 随着细胞外海藻椭浓度的增加和孵化温度

的升高，血小板细胞数量减少率增加]: 50 mmo l/L 

外部海藻f~f 37 oC孵化 4 h , PLT 的减少率为 6.82% ，

100 mmol /L 外部海藻椭 37 oC孵化 4 h , PLT 减少

率为 10 . 64% ， 50 mmol/L 外部海藻糖 40
0

C孵化 4

b , PLT 减少率为 10 . 56% 。 而 3 种条件下血小板的

平均体积变化不大，体积膨胀率在 4% 以内 。

2.6 流式细胞术分析

图 5 表示由流式细胞术分析得到的两种血小板

与j民联蛋 |气 V和 CD4 1 抗体结合的荧光密度点图 。 |蜀

中第-象限和第二象限的点分别表示膜联蛋白 V 阳

性(活化)和阴性(非活化)血小板， 第二象限和第四

象限的点表示 CD41 阴性的粒子(污染物) 0 CellQuest 

软件分析结果显示新鲜分离的血小板样本位于第二

象限内的点数占总点数的 98.85% ， 50 mmol/L 外部

海藻糖 37 'C孵化 4 h 后的血小板样本位于第二象限

内 的点数占总点数的 97.94% 。 这表明孵化后的血

新鲜分离(A)和 50mmoVL 外部海藻糖 37
0

C孵化 4 h (B)血小板的流式细胞术分析

小板只有少量的激活现象，在血小板保存的可接受

范围之内 。

图 5

讨论

作为用冻守法保存血小板的第一步，将不可渗

透型的保护剂悔藻糖有效地载入血小板内部是至关

重要的 。 Wolkers 等[冈报道当细胞内部海藻糖浓度为

15~25 mmol/L 时 ， 冻下后血小板的恢复率达 85% 以

七 。 因此， 本文的目标是在不破坏血小板形态和功

能的前提下 ， 通过改变海藻糖载入血小板的载入条

件， 使细胞内部的海藻糖达到一定的浓度，为下一

步成功地冷冻干燥保存血小板提供基础 。

实验数据显示血小板对海藻糖的载入量与外部

海藻糖浓度、 孵化时间、 孵化温度等因素有很强的

依赖关系 。 本文得出的结论与 Wolkers 等[句报道的结

论对比有以下几点不同: (1)本文发现海藻糖的载入

量随细胞外海藻糖浓度的增加在 0~50 mmol/L 范围
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用新丽等:海藻糖载入血小饭的研究

内里线性增加，当细胞外海藻糖浓度大于 50 mmoVL 

时出现饱和， Wolkers 等报道海藻糖的载入量随细

胞外海藻糖浓度的增加在 0-30 mmol/L 范围内呈线

性增加，在细胞外海藻糖浓度为 50 mmol/L 时达到

最大，而细胞外海藻糖浓度大于 50 mmol/L 时叉开

始下降; (2)本文发现海藻糖的载入量随孵化时间在

0--4 h 范围内呈良好的线性增加， Wolkers 等报道海

藻糖的载入量在 2 h 内较低， 2 h 后开始快速线性

增加; (3)本文在 Wolkers 等实验的基础上补充了孵

化温度为 30 "C和 40 "C 的实验数据，发现海藻糖的

载入量随孵化温度的变化出现明显的两段现象，当

孵化温度低于 30 "C ，载入量很低，当孵化温度在

30 "C-40 "C之间时，载入量增加很快。以上结论

的偏差可能是由于血小板内海藻糖浓度测量方法本

身存在的随机误差造成，可以采用更准确的定量测

定微量糖的方法，如高效液相色谱法，对实验数据

加以验证。

通过对孵化后的血小板进行形态观察、血液学

分析和膜联蛋白 V 结合活化分析，发现孵化后的血

小板保持了正常血小板的困盘形态并且仍然处于静

息状态，只是随着细胞外海藻糖浓度的增加和孵化

111 

温度的升高，血小板细胞数量减少率增加，因此，

海藻糖载入血小板不宜采用较高的细胞外海藻糖浓

度和较高的孵化温度。综合考虑血小板对海藻糖的

载入量与孵化对血小板的损伤，我们采用细胞外海

藻糖浓度为 50 mmol/L，孵化温度 37 "C ，孵化时

间 4h 作为血小板冷冻干燥前的孵化条件，这既能

使血小板内部的海穰糖浓度达到 15 mmol/L，满足

在冷冻干燥过程中对血小板的保护作用，又尽可能

地降低了孵化对血小板形态和功能的损伤。
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Abstract Introducing the impermeable lyoprotectant trehalose into the cytoplasm is the first step toward 

preserving platelets by freeze-drying. We investigated the loading of the human platelets with trehalose. Trehalose 

uptake was measured as a function of extracellular trehalose concentration, incubation time and incubation temperature. 

We found an effective uptake of the trehalose at 37 "C in a time span of 4 h in the presence of 50 mmol/L extemal 

trehalose. The intema1 trehalose concentration reached above 15 mmoνL. Mo甲hological study, hematology analysis 

and annexin V binding assay showed that trehalose loaded platelets maintain the normal mo叩hology and function of 

platelets. These data provide the foundation in developing a protocol for freeze-drying platelets. 
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