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超声波预处理的人血小板冻干保存实验
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摘要：在热孵化的基础上增加超声波辐射以强化海藻糖载入血小板，将处理后的血小板进行冷冻干燥保存，以未

经超声波辐射仅受热孵化预处理的血小板为对照组，研究超声波预处理对人血小板冻干保存的影响。结果表明，

经２５ｋＨｚ，０８Ｗ燉ｃｍ
２的超声波辐射３０ｍｉｎ的血小板细胞内海藻糖浓度达到（２８９±４４８）ｍｍｏｌ燉Ｌ，比对照组提

高１１８９％，超声处理后样品经血液学检测各项指标均为正常。两组血小板同时进行冻干后复水，经检验，样品组

冻干血小板数值恢复率为（８３３±４８８）％，血小板分布宽度值（Ｐｌａｔｅｌｅｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗｉｄｔｈ，ＰＤＷ）为（１８９±

１５５）％；对照组血小板数值恢复率为（８０８±４５４）％，ＰＤＷ 值为（１８１±１１５）％，两者不存在统计学差异。据

此实验结果可以认为，超声波载糖法用于血小板冻干预处理是可行的，这为进一步进行血小板冻干研究提供了

参考。
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近年来，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。在细胞冻

干前，需要对其进行预处理，以实现保护剂系统的

加载。Ｗｏｌｋｅｒｓ和Ｔａｎｇ等人利用热孵化法对血小

板进行预处理，将冻干保护剂海藻糖载入细胞内

部，成功实现了血小板的冻干保存
［１２］
。２００５年，

Ｈａｎ等在进行人红细胞冻干保存前，将其置于葡萄

糖和ＰＢＳ的缓冲液中进行预处理，以实现保护剂

的加载，冻干复水后细胞恢复率大于８０％
［３］
。２００６

年，卢发强等人对人血小板冻干保存前胞内海藻糖

负载技术进行了研究，筛选出最佳负载海藻糖试验

条件为３７°Ｃ，孵化４ｈ
［４］
。２００７年，Ｓｕｍ和Ｐｉｅｔｒａｍ

ａｇｇｉｏｒｉ等在进行血小板冻干研究时，将血小板置

于含海藻糖的缓冲液中进行预处理，他们对冻干后

血小板治愈伤口的特性进行了验证［５６］
。２００７年，

Ｚｈｏｕ等采用热孵化的方式加载保护剂，研究了不

同的糖类保护剂对血小板冻干的影响［７］
。２００８年，

刘景汉等在兔血小板冻干保存前，添加血小板可逆

性激活抑制剂、海藻糖和二甲基亚砜（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）冻干后的兔血小板具有较好的

聚集活性和体内存活率［８］
。２０１０年，姚根宏等人研

究了不同浓度海藻糖和葡萄糖在３７°Ｃ联合负载红

细胞６ｈ后的实验效果，为冷冻干燥红细胞提供新

的保护剂［９］
。

普遍认为，海藻糖在细胞内外都存在的情况下

保护作用较好［１０］
。海藻糖作为一种非渗透性的冻

干保护剂，如何将其载入细胞内部已成为研究的难

点之一。目前已经提出的将海藻糖载入哺乳动物细

胞内的试验方法主要有：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
［１１］
。作者

所在课题组Ｚｈａｎｇ等在２００９年提出利用超声波强

化海藻糖载入血小板的试验方法［１２］
，并对不同频

率和强度的超声波进行了试验。超声波法
［１３］是一

种物理的而非化学的、非侵入性的、非扩散性的且

无毒的方法，它特别适用于细胞和药物
［１４］
。该方法

的实质在于超声波的生物医学效应，即一定能量的

超声波可引起生物体系的功能或结构发生变化，这

种效应对于生物体的作用可分为可逆和不可逆两

种［１５］
。为了研究超声波强化载糖处理对血小板冻

干保存的影响，本文在前期试验的基础上，以３７°Ｃ

水浴热孵化４ｈ并施加２５ｋＨｚ，０８Ｗ燉ｃｍ
２超声波

辐射３０ｍｉｎ强化载糖预处理的血小板为样品进行

冻干保存，以未经超声波辐射仅４ｈ热孵化载糖预

处理的血小板为对照组，以期验证超声波预处理载

糖应用于人血小板冻干保存的可行性，并为血小板

冻干保存的进一步研究提供参考。

 材料与方法

 溶液配制

孵化保护液含 ５０ｍｍｏｌ燉Ｌ海藻糖（Ｃ１０Ｈ２２Ｏ１１

·２Ｈ２Ｏ，北京经科宏达生物技术有限公司），１００

ｍｍｏｌ燉Ｌ氯 化 钠 （ＮａＣｌ），１０ｍｍｏｌ燉Ｌ 氯 化 钾

（ＫＣｌ），１０ｍｍｏｌ燉Ｌ乙二醇双乙胺醚Ｎ，Ｎ′四乙酸

（ＥＧＴＡ），１０ｍｍｏｌ燉Ｌ咪唑。

冻干缓冲液含９５ｍｍｏｌ燉Ｌ４羟乙基哌嗪乙磺

酸（ＨＥＰＥＳ），１４２５ｍｍｏｌ燉ＬＮａＣｌ，４８ｍｍｏｌ燉Ｌ

ＫＣｌ，１ｍｍｏｌ燉Ｌ氯化镁（ＭｇＣｌ２）。以冻干缓冲液为

基准液，添加１％牛血清白蛋白（ＢＳＡ，上海生工）和

２０％海藻糖作为细胞外保护剂，浓度百分比以

ｇ燉１００ｍＬ表示，配置成血小板冻干保护液备用。

 血小板预处理

实 验用新鲜浓缩血小板［（１～１５）×１０
９

个燉ｍｌ］由浙江省血液中心提供，来自健康无偿献

血者。首先将富含血小板的血浆以 ４８０牋离心 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，再以４８０牋离心１０ｍｉｎ收集血小板，

重复洗涤３次。洗涤后的血小板用孵化保护液配制

成浓度约 １×１０
９个燉ｍＬ的血小板孵化悬浮液

备用。

图１ 实验装置示意图

 血小板载糖试验

将上述血小板孵化悬浮液置于３７°Ｃ的恒温水

浴中孵化４ｈ，同时对样品施加超声波辐射以达到

强化海藻糖载入血小板的目的。为防止血小板聚

集，孵化时每隔半小时振荡样品。实验装置如图１

所示。试验用超声波发生器为工作频率２５ｋＨｚ的

ＣＧＴ系列超声波清洗机的改装装置（港威超声电

子有限公司，张家港，中国），最大发射功率为 ８０

Ｗ，采用连续正弦波，辐射面直径６ｃｍ，面积２８２７

ｃｍ
２
。血小板孵化悬浮液装入特制的有机玻璃容器
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中［１２］
。样品溶液充满容器底部圆柱形空间，其圆柱

形截面与超声波传播方向垂直，从而保证样品溶液

在超声波传播方向上受到的辐射保持稳定一致。

作者所在课题组曾对超声波辐射强度（空化阈

值范围附近０４，０８和１２Ｗ燉ｃｍ
２
３种强度）及时

间（５，１０，１５，３０ｍｉｎ，１，２ｈ）进行了双因素试验研

究，以无超声波辐射仅在３７°Ｃ孵化４ｈ的血小板样

品为对照组。试验结果表明：经２５ｋＨｚ，０４Ｗ燉ｃｍ
２

或０８Ｗ燉ｃｍ
２超声波辐射３０ｍｉｎ或１ｈ并同时孵

化４ｈ处理后的血小板细胞内海藻糖含量比无超

声波辐射的对照组明显增加［１２］
。

本文采取２５ｋＨｚ，０８Ｗ燉ｃｍ
２的超声波辐射３０

ｍｉｎ，并伴随３７°Ｃ孵化４ｈ，作为冻干前海藻糖载入

血小板的预处理方案。

 海藻糖含量的检测

载糖处理后的部分血小板样品用于细胞内海

藻糖含量的检测。将样品溶液用生理盐水洗涤

（４８０牋离心１０ｍｉｎ），以排除细胞外残留的未载入

的海藻糖，重复洗涤３次后重悬于生理盐水中。用

ＣＥＬＬＤＹＮ１７００型血球计数仪（Ａｂｂｏｔｔ，美国）进

行血小板计数及平均体积检测。血小板细胞内海藻

糖用 ８０％的甲醇溶液萃取，并采用蒽酮硫酸法
［１６］

测定细胞内海藻糖含量。

蒽酮硫酸法是由于糖类在高温下受硫酸作用

而脱水，生成糠醛或糠醛衍生物，再与蒽酮反应后

生成蓝绿色化合物，生成物颜色的深浅反映了样品

含糖量的多少。根据该原理，利用分光光度计对蒽

酮硫酸处理后的样品进行比色对照，制定海藻糖浓

度的标准曲线，将样品比色结果与标准曲线对照，

即可计算出待测液中的海藻糖含量。由于蒽酮硫酸

法也可以检测到海藻糖以外的其他糖类，因此，每

次试验平行处理未经海藻糖孵化的血小板，将其值

从中减去，避免血小板内其他糖类对细胞内海藻糖

检测计算的影响。每次试验均绘制新的海藻糖标准

曲线，以减小环境变化引起的误差。

假设血小板内细胞液占血小板总体积的

５０％
［１７］
，根据待测液中海藻糖的浓度和被测血小

板的总体积，血小板内海藻糖浓度的计算公式为

爞牠＝
牃爞燉爩

牤爫爼燉２
（１）

式中：爞牠单位为 ｍｍｏｌ燉Ｌ；牃为待测液体积，牃＝

３ｍＬ；爞为由海藻糖标准曲线得到的待测液中海

藻糖的质量浓度，μｇ燉ｍＬ；爩 为海藻糖摩尔质量，

爩＝３７８３３ｇ燉ｍｏｌ；牤为测细胞内海藻糖浓度所取

的血小板悬液的体积，牤＝１ｍＬ；爫为由血球计数

仪得到的血小板浓度（个燉Ｌ）；爼为由血球计数仪

得到的血小板平均体积ｆＬ。

 血小板冷冻干燥

载糖处理后的血小板细胞经洗涤后用血小板

冻干保护液重悬，调整细胞浓度至 １×１０
９个燉ｍＬ

左右。取１ｍＬ血小板冻干悬浮液装入直径为 ２５

ｍｍ 的玻璃瓶中，放入－６０°Ｃ低温冰箱（Ｔｈｅｒｍｏ

ｆｏｒｍａ，美国）冷冻２ｈ，将完全冻结的血小板样品迅

速取出，置于ＦｒｅｅＺｏｎｅ
１２ｐｌｕｓ型冻干机（ＬａｂＣｏｎｃｏ，美

国）的干燥箱内搁板上，冷冻干燥箱搁板预先冷却

至－４０°Ｃ，冷阱预冷至－８０°Ｃ。加载样品后对冻

干箱进行抽真空，整个干燥过程中冻干箱内真空度

维持在１Ｐａ左右。一次干燥开始，搁板温度控制在

－４０°Ｃ，持续２０ｈ；然后搁板温度以０２°Ｃ燉ｍｉｎ升

温至２０°Ｃ，开始二次干燥，持续约１０ｈ以上。冻干

结束利用自动压盖系统将血小板玻璃样品瓶用橡

皮塞密封。

 血小板血液学分析

冻干后的血小板样品在２５°Ｃ室温下用５０％血

浆溶液（体积比）直接复水。用ＣＥＬＬＤＹＮ１７００型

血球计数仪（Ａｂｂｏｔｔ，美国）对冻干前及复水后的

血小板溶液进行计数，并测定其血小板分布宽度

（Ｐｌａｔｅｌｅｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｗｉｄｔｈ，ＰＤＷ）。冻干复水后

血小板恢复率爲ｐ为到

爲ｐ＝
爫牃

爫牄
× １００％ （２）

式中：爫牃表示冻干复水后的血小板计数，爫牄表示

冻干前血小板计数。

 统计学分析

为使试验数据具有生物统计学意义，每组试验

平行处理４组样品，并重复实验４次。试验数据采用

双尾牠检验法
［１８］进行统计学分析，以爮≤００５为统

计学显著性差异标准。

 结果与讨论

 海藻糖的载入量

在 ３７°Ｃ水浴中孵化 ４ｈ，同时经频率为 ２５

ｋＨｚ，强度为０８Ｗ燉ｃｍ
２的超声波处理３０ｍｉｎ的血

小板样品，其细胞内海藻糖浓度达到（２８９±４４８）

ｍｍｏｌ燉Ｌ，以不施加超声波辐射的样品为对照组，

其细胞内海藻糖浓度为（１３２±１２７）ｍｍｏｌ燉Ｌ，两

者相比，超声波辐射组细胞胞内海藻糖浓度比对照

组提高了１１８９％。经统计学分析，两者存在显著性

差异，爮＝００１≤００５。

 超声波处理对冻干血小板的影响

以经频率为２５ｋＨｚ，强度为０８Ｗ燉ｃｍ
２的超声
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波处理３０ｍｉｎ并经４ｈ孵化的部分血小板为样品，

仅以孵化的血小板为对照组。表１为孵化后血小板

的数值减少率及平均体积（Ｍｅａｎｐｌａｔｅｌｅｔｖｏｌｕｍｅ，

ＭＰＶ）膨胀率。由表１可以看出，经２５ｋＨｚ，０８Ｗ燉

ｃｍ
２的超声波辐射３０ｍｉｎ并孵化４ｈ后的血小板数

值减少率及ＭＰＶ膨胀率与仅孵化的血小板无显

著性差异。图２为血小板尺寸分布宽度曲线，图２

（ａ～ｃ）分别表示孵化前血小板、４ｈ孵化处理后的

血小板和经３０ｍｉｎ超声波（频率牊＝２５ｋＨｚ，强度

爤＝０８Ｗ燉ｃｍ
２
）辐射并４ｈ孵化的血小板。由图２

可以看出，孵化后的血小板尺寸分布比孵化前血小

板尺寸分布略宽，但仍较为集中，说明孵化对血小

板尺寸分布宽度影响极小，而且，经超声波辐射的

血小板与不加超声波辐射仅孵化的血小板相比，其

尺寸分布宽度曲线基本相同，这表明３０ｍｉｎ超声

波（牊＝２５ｋＨｚ，爤＝０８Ｗ燉ｃｍ
２
）辐射对血小板尺寸

分布宽度基本无影响。

表 血小板数值减少率及膨胀率 ％

组别
血小板数

值减少率
ＭＰＶ膨胀率

超声波处理组 ９１±２４１ ６５±０９８

对照组 ８０±０９８ ６３±１９４

图２ 血小板尺寸分布曲线

两组样品经扫描电子显微镜观察，细胞保持结

构完整，形态上不存在显著性差异
［１２］
。经流式细胞

术［１９］分析，样品组细胞非活化的血小板达到

８９９％，这表明，２５ｋＨｚ，强度为 ０８Ｗ燉ｃｍ
２的超

声波处理３０ｍｉｎ并经过４ｈ的孵化处理对血小板

的生物学特性基本没有影响。

将两组血小板进行冻干保存，复水后，对其进

行血液学分析。表２给出了冻干复水后血小板的数

值恢复率及血小板分布宽度值（Ｐｌａｔｅｌｅｔｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎｗｉｄｔｈ，ＰＤＷ）。由表２可以看出，经２５ｋＨｚ，０８

Ｗ燉ｃｍ
２的超声波辐射３０ｍｉｎ并孵化４ｈ后冻干复

水的血小板数值恢复率及ＰＤＷ 值与对照组无显著

性差异，爮≤００５。新鲜血小板的 ＰＤＷ 范围为

１５５％ ～ １８１％，两组血小板的ＰＤＷ 值均在正

常范围内。

表 冻干血小板数值恢复率及﹥〇 值

组别
血小板数

值恢复率燉％
ＰＤＷ燉％

超声波处理组 ８３３±４８８ １８９±１５５

对照组 ８０８±４５４ １８１±１１５

 结 论

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［２０］
。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。

本文利用超声波法强化海藻糖载入血小板，试

验表明，在超声波的作用下，血小板细胞膜的渗透

性能发生改变，利用这一改变能强化将海藻糖等非

渗透性保护剂载入血小板细胞内部。在超声波频率

２５ｋＨｚ、强度０８Ｗ燉ｃｍ
２
、辐射时间３０ｍｉｎ的条件

下细胞内海藻糖的载入量仅比孵化组提高了

１１８９％。并且，该超声波作用对血小板细胞的形态

结构及生物特性几乎不存在影响。

对载糖处理后的人血小板进行冻干保存实验

研究，比较了经超声波强化载糖处理后的血小板以

及仅以热孵化方法载糖处理的血小板的冻干效果。

结果表明，两组血小板均能成功实现冻干，冻干复

水后细胞恢复率达到８０％以上，血小板血液学指标

也在正常范围内，两组细胞的冻干效果经生物统计

学分析，不存在显著性差异。这说明，超声波载糖法
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用于冻干血小板的预处理是可行的。尽管实验的超

声波强化处理方法明显提高了海藻糖对血小板的

载入量，但是，该处理后的胞内保护剂浓度的增加，

并未显著提高血小板的冷冻干燥保存效果。分析认

为，这可能是由于冻干前血小板细胞内保护剂海藻

糖的浓度存在一个最佳值，而并不是保护剂浓度越

高越好。本文研究表明，超声波载糖法用于血小板

冻干预处理是可行的，这为血小板冻干保存的深入

研究提供了参考。
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