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摘要：目的 利用超声波的生物医学效应可强化冻干保护剂海藻糖对细胞膜的渗透特性，对于不同的生物材料，超声波的强度、频率等对细胞的影响程度不同。本文拟提供一种超声波在生物样品中传播的强度估算方法。方法 针对超声波强化海藻糖载入血小板的实验，建立了血小板悬液中超声波的传播模型，并分析得到符合实验要求的各计算参数及边界条件，通过COMSOL Multiphysics软件计算，评估了超声波在样品中的强度分布。结果 计算结果为实验中超声波强度的选择及超声探头与样品等的布置提供了有效的理论指导。结论 同时，为超声波在生物样品中的传播提供了一种新的强度估算方法。
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Abstract: Purpose The biomedicine effect of ultrasound, it can temporarily permeabilize cell membranes. However, this effect differs from the varieties of bio-material and the intensities or frequencies of the ultrasound. Ultrasound is employed to enhance the loading of trehalose into human platelets. It expected to provide a method of calculating ultrasound transmission in bio-materials. Method A model of ultrasound transmission in platelet solution was conducted. With the operating parameters and boundary conditions for calculation, the ultrasound intensity field in sample solution was analyzed by the software of COMSOL Multiphysics. Results & Conclusion This work is expected to offer an effective instruction to the experiment and to provide a method of calculating ultrasound transmission in bio-materials.
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1   引言
在生物材料低温保存和冻干保存的研究中，海藻糖可作为一种较为理想的保护剂。许多研究发现，海藻糖在细胞内外都存在的情况下保护效果最佳[1]。但是，由于海藻糖对细胞膜的非渗透性，如何将海藻糖载入细胞内部便成为一个研究难点。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[2]。作者所在课题组在2009年提出利用超声波强化海藻糖载入血小板的实验方法[3]，并对不同频率的超声波进行了实验，结果表明，在37°C通过液相内吞作用将海藻糖载入血小板的基础上，施加25 kHz、0.8 W/cm2超声波辐射30 min的血小板细胞内海藻糖含量比仅孵化的对照组有明显提高，并且对血小板细胞生物学特性及功能基本无影响。

超声波法[4]是一种物理的而非化学、非侵入性、非扩散性且无毒的方法，它特别适用于细胞和药物[5]。这为海藻糖载入细胞提供了新的方法。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。按作用机理不同，超声生物效应可分为：热效应、机械效应、声流效应、空化效应以及触变效应等[6]。根据这一原理，许多学者利用一定频率和强度的超声波实现了对生物细胞和组织的处理[7-11]，例如，2003年，Lawrie等发现超声微泡造影剂能使经“裸”DNA转染后的输异基因表达增加约300倍[12]；2009年，Oyane等研究了200 kHz超声对酵母细胞膜渗透性及DNA、RNA表达的影响[13]等。
研究发现，超声波生物医学效应与其声强、频率及生物组织本身的性质有很大关系，可分为可逆效应和不可逆效应两种[11]。可逆效应在声强比较低的情况下发生，声强超过一定阈值后将会产生不可逆效应。对于超声波强化细胞载糖的实验，超声强度和辐射时间要满足既能使细胞膜通透性发生改变，又避免对细胞造成不可逆损伤，即实验所采用的超声强度及作用时间需超出安全阈值范围，但又有一定限制。因此，超声强度是影响实验效果的重要因素之一。1995年，朱霆用荧光法检测856 kHz医用理疗级连续超声波作用于人血清及血浆稀溶液时空化作用产生的自由基，得到超声空化阈值分别为强度0.75～0.85 W/cm2和0.7 W/cm2[14]。在超声波强化血小板载糖实验中，其最佳超声强度为0.8 W/cm2，在此空化阈值范围内[3]。由于超声波在介质中传播时，其强度会随着传播距离的增大而减小，即发生声衰减，在实际实验操作时应考虑超声衰减。综合上述因素，本文通过建立血小板悬液中超声波的传播模型，评估了超声波在样品中的强度分布。

2   研究方法

2.1声衰减分析

引起声衰减的主要原因有：声束扩散或衍射损失、介质非均匀性造成的声散射损失以及声能转换成其它形式的能量（主要是热能）引起的声吸收损失[15]。本文主要从声吸收和声散射两个方面进行分析：
1）声吸收

超声波在纯弹性介质中传播时，各点的声压和质点的速度同相，其动能和弹性势能间反复转换，但总能量保持不变。然而，超声波在实际介质中传播时，其各点的声压和质点的速度间通常会存在相位差，即“弛豫现象”，此时，声能便转化成其它形式的能量。由介质的粘滞性所引起的声吸收系数表示为：

α0=2ηω2/3ρc3，


（1）

其中，η为粘滞系数。

除了粘滞性引起的声吸收外，声吸收还与物理、化学弛豫过程有关。声压与温度变化间的相位延迟
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与声吸收的关系表示如下：
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其中，
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当
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，式（2）可简化为：
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当
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声吸收系数与温度密切相关。以水为例，
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增大的速率大，所以水的声吸收系数随温度的升高而减小。而对于通常的生物组织，
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来决定，因此，它随温度的升高而增大。
2）声散射

由散射引起的声衰减系数
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与超声波的频率、散射体的大小与物性有关。声散射引起的声衰减与声吸收引起的声衰减之和构成总的声衰减。

在超声波强化海藻糖载入血小板的实验中，对于水介质段，只考虑声吸收产生的衰减，流体的粘滞性用系数λ’和μ’来表征，且
[image: image28.wmf]m

j

l

¢

-

=

¢

3

2

，对应的粘滞性弛豫时间为
[image: image29.wmf]2

L

0

c

3

4

r

m

t

¢

=

。若
[image: image30.wmf]1

<<

wt

，
[image: image31.wmf]w

t

1/

<<

，即弛豫时间远小于时间谐振声波的周期
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，粘滞性对应的衰减系数为：
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实际流体的弛豫不仅有粘滞性的影响，还需考虑流体导热性的影响。声波通过流体时，流体受到压缩，温度升高，与周围形成温度梯度，流体的导热性将引起热流，即发生热弛豫。对应的导热性弛豫时间为：
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其中，
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为流体的导热系数，
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当
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其中，CP、
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分别表示定压比热容与定容比热容。

通常假设，实际流体的总衰减系数是粘滞性对应的衰减系数与导热性对应的衰减系数之和，称为经典衰减系数。超声波在水中的经典衰减系数为：

α
[image: image41.wmf]2

p

T

3

0Lvp

C

k

14

[(1)]

2c3CC

w

m

r

¢

=+-

。（7）

2.2 实验条件

经预处理的血小板孵化悬浮液置于37 °C的恒温水浴中孵化4 h，期间对样品施加超声波辐射来强化海藻糖的载入。实验装置图如图1所示。实验用到两种不同的超声波发生器，分别是工作频率为800 kHz的CSL1型超声波治疗仪（大沪医疗设备厂，上海，中国）和工作频率为25 kHz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）。其中，前者采用锆钛酸铅换能器，发出的超声波强度为（0.5~3）W/cm2，辐射面积7 cm2；后者采用单螺钉夹心式压电换能器，发射最大功率为80 W，辐射面直径6 cm，面积28.27 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，样品容器采用特制的有机玻璃容器，如图2所示，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，为了方便固定，上部加长10 cm。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底部圆柱形空间，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。
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	图1 实验装置图
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	图2 样品容器


2.3 模型建立
假设实验采用的超声波发生器发出的超声波为平面纵波，沿垂直于样品容器方向一维传播。超声波的传播轨迹方向如图3所示，A为实物图，B为示意图。
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	A 实物图

	
[image: image44.wmf]stainless 

steel wall

x

y

0

water

sample

water

glass

L

1

L

3

L

5

glass

L

2

L

4



	B 示意图

	图3 超声波传播轨迹方向


如图3B所示，由超声探头发出的超声波沿x方向传播，经过的介质依次为水、有机玻璃、血小板细胞悬液、有机玻璃、水，最后到不锈钢水浴壁。假设超声波沿x轴方向一维传播，其波动方程为[16]：
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p=p(x,ω)，ω=2πf，           
（9）

其中，ρ表示介质密度（kg/m3），p表示声压（Pa），q表示偶极声源，ω表示角频率，c表示声速（m/s），Q表示单极声源，f表示频率（Hz）。

I=p2/(2ρc)，     

    （10）

其中，I表示声强（W/m2）。
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其中，α为衰减系数（Np/m），k为复合波数，Z为复合阻抗，两者均取决于衰减条件的选择，这里选择常规衰减，即α为定值。

2.4 参数条件
许肖梅计算得到常温下水中超声波经典吸收系数α=8.5×10-15f2（Np/m），而实验测得α=25×10-15f2（Np/m）[17]。通常，理论计算得到的衰减系数小于实际测量值，这可能说明，实际流体的弛豫机理不止上述两种。

根据超声波强化海藻糖载入血小板实验的具体情况，设定计算参数值。37 °C时水的定压比热容Cp=4178.84 J/kg·K，运动粘度μ’=0.693×10-3 kg/m·s，导热系数kT=0.626 W/m·K[18]，比热容比Cp/Cv=1.00656，角速度ω=2πf，由（12）得到衰减系数α=5.19×10-15f2（Np/m）。这一结果小于许肖梅的计算结果，这与超声波在水中传播的衰减系数随着温度的升高而降低的变化趋势吻合。

当f =8×105 Hz时，衰减系数α=3.3242×10-3 Np/m（
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）；

当f =25×103 Hz时，衰减系数α=3.2463×10-6 Np/m（
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）。

固体对声波的吸收同样可以用弛豫机理来解释。但是，在固体介质中，只有声波频率很高时，该弛豫机理所产生的声衰减才比较显著。当超声频率100 MHz时，该声衰减与其它种类的损失相比依然很微小，甚至可以忽略[15]。因此，本文忽略超声波在固体介质有机玻璃中的衰减。

血小板样品溶液近似作为血液考虑，频率为1 MHz的纵波超声波在血液中的衰减系数为0.18 dB/cm，与f1.3成正比[15]，由1 dB/cm=8.686 Np/cm得，0.18 dB/cm=1.56 Np/cm，经过频率换算，得到800 kHz的纵波超声波在血液中的衰减系数为116.7 Np/m；25 kHz的纵波超声波在血液中的衰减系数为1.29 Np/m。

表1是超声波传播各介质的物性参数。由于不锈钢、铅(超声探头)、有机玻璃等材料在特定频率800 kHz和25 kHz下的声速没有已测得的确定值，采用室温下频率为1 MHz的超声在介质中的传播数据代替。
表1 物性参数表

	介质
	温度
	声速(m/s)
	密度(kg/m3)
	衰减系数(Np/m) 

	铅L0
	22 °C
	2160
	11400[15]
	----

	水L1,L5
	37 °C
	1523.93[18]
	993.246[19]
	a3.3242×10-3
b3.2463×10-6

	血液L3
	22 °C
	1580[15]
	1055[15]
	a116.7

b1.29

	有机玻璃L2,L4
	22 °C
	2680
	1180
	0

	不锈钢L6
	22 °C
	5790
	7910[19]
	----


af =800 kHz；bf =25 kHz；设室温为22 °C。
边界条件：

x=0，p=p0，




（13）
其中，p0由（10）计算得到。ρ0，c0分别取37 °C水的密度和声速。I0表示超声探头发射强度，I0=W/Sr=IAU/Sr，其中W表示超声探头发射的功率，IA表示电流，U表示电压，取220V，Sr为超声探头辐射面积。
x=0.125，不锈钢壁。

2.5 计算及结果
根据以上各参数条件及计算公式，利用COMSOL Multiphysics软件（COMSOL，瑞典），对超声波在传播方向上的声场进行了模拟。COMSOL Multiphysics软件适用于模拟科学及工程领域的各种物理过程，具有高效的计算性能和杰出的多场直接耦合分析能力，可以实现任意多物理场的高精确数值仿真。
针对两种不同频率（f1=800 kHz，Sr1=7×10-4 m2；f2=25 kHz，Sr2= 2.827×10-3 m2）的超声波进行计算。若将超声探头及样品按照（L1=0.055 m, L2=0.001 m, L3=0.008 m, L4=0.001 m, L5=0.06 m）沿直线布置在37 °C恒温水浴中，根据以上理论计算方法得到超声波传播方向上的强度变化曲线，如图4，对样品段的超声强度曲线进行积分后求平均，得到样品中施加的超声波辐射强度I。调整I0，使样品中超声辐射强度I符合实验要求。
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3   结论

本文针对超声波强化海藻糖载入血小板的实验[3]条件，建立了超声波在血小板悬浮液中的传播模型。利用COMSOL Multiphysics软件，分别对两种不同频率（f1=800 kHz，Sr1=7×10-4 m2；f2=25 kHz，Sr2= 2.827×10-3 m2）的超声波进行了强度场模拟，并计算得到样品中施加的超声波辐射强度。计算结果为实验中超声波强度的选择及超声探头与样品等的布置提供了有效的理论指导，同时，也为超声波在生物样品中的传播提供了一种新的强度估算方法。
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