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差示扫描量热法确定红细胞的渗透参数及最佳冷却速率
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摘   要   了解细胞膜的水分渗透性质对优化红细胞低温保存方案具有指导意义。采用差示扫描量热技术得到红细胞在特

定低温保护剂中在降温过程的体积变化，将实验得到的差示扫描量热数据代入水分传递模型拟合，确定红细胞在生理盐

水、20% 二甲基亚砜、10%甘油及20%甘油中对水的渗透率和水分渗透过程的表观活化能。将以上参数用于模拟红细胞在

0.5~50℃/min间以恒定速率冷却时的水分传递状况，由此预测红细胞在20%二甲基亚砜中最佳降温速度为5.2℃/min，在10%

甘油及20%甘油中则分别为5.5℃/min和4.6℃/min。
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Determination of Water Permeability Parameters and Optimal Freezing 
Rates of Human Red Blood Cells by Differential Scanning Calorimeter

Zhou Xinli   Yuan Ji   Wang Haisong   Li Weijie
(Institute of Biothermal Technology, University of Shanghai for Science and Technology, Shanghai, 200093, 
China)
Abstract  Optimization of human red blood cells (RBCs) cryopreservation protocols requires an understanding of the water 
permeability characteristics. Volume shrinkage during freezing of RBCs can be obtained by using a shape-independent differential 
scanning calorimeter (DSC) technique. By fitting the water transport model to the experimentally obtained DSC data, the best-
fit membrane permeability parameters (reference membrane permeability to water and the activation energy) in normal saline, 20 
% dimethyl sulfoxide (Me2SO), 10% glycerol and 20% glycerol were determined. These parameters were then used to simulate 
water transport of RBCs at constant cooling rates between 0.5~50℃/min. The simulation results showed “optimal cooling rate” for 
erythrocytes were 5.2℃/min, 5.5℃/min and 4.6℃/min in 20 % Me2SO, 10% and 20% glycerol respectively.
Keywords  Pyrology; Permeability parameters; Optimal cooling rate; DSC; Red blood cell

低温保存是延长红细胞保存期限的有效方

法，但是冻结和复温过程会造成红细胞的损伤甚至

死亡，影响红细胞保存的回收率。为了优化红细胞

的低温保存方案，研究人员常改变保存液成分、降

温速度、冷冻温度等因素进行重复实验，借助生化

检测筛选出回收率最高的方案，过程耗时又繁琐。

另一方面，理论研究表明了解细胞膜的渗透性质，

掌握胞内水分跨膜迁移过程对细胞低温保存方案的

设计和优化有指导意义。

确定细胞膜渗透性质的常用方法是低温显微

镜，但是此方法不适用于形状不规则/非球形的细

胞，如红细胞、血小板等。Devireddy等[1]提出了用

差示扫描量热法(Differential scanning calorimetry, 

DSC)来确定细胞膜的渗透性质，已经在猴[2]、马

[3]、犬[4]、牛[5]、猪[6]、鱼[7]的精子悬浮液中得到很

好的验证。采用差示扫描量热技术，根据红细胞在

降温过程中的放热量来评估其在特定低温保护剂中

的体积变化，确定红细胞在不同溶液中对水的渗透

参数，随后根据水分跨膜转运模型推算细胞失水状

况，由此预测红细胞在特定保存液中的最佳降温速

度，优化红细胞的低温保存方案，大幅减少了工作

量。

1  材料与方法

1.1  制备红细胞悬液

新鲜血液来自健康无偿献血者，由第二军医

大学附属长海医院输血科提供。将新鲜血液以2500 

r/min离心5min，弃去血浆及白膜，用0.9%NaCl溶
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液以同一条件反复洗涤3次，弃去上清液，得到红

细胞浓缩液备用。

1.2 DSC实验

将红细胞浓缩液用0.9%NaCl，20%二甲基亚

砜(Me2SO)，10%甘油，20%甘油，稀释为压积

为0.4的细胞悬液，其中渗透性低温保护剂(甘油

及Me2SO)按四步等体积法添加到红细胞浓缩液

中，使Me2SO终浓度为20%，甘油终浓度分别为

10%、20%，在两次添加间隙需将试样在室温下静

置5min防止渗透压损伤[8]。在不同细胞悬液中加入

0.5~1mg丁香假单胞菌(Pseudomonas syringae)，混

匀，滴加到标准铝皿中，称重密封。

第1步：细胞悬浮液以5℃/min冷却至细胞外溶

液形成冰晶，在DSC曲线上出现明显的放热峰。

第2步：样品以10℃/min的速率升温达到(但不要

超越)相转变温度(Tph)并维持5min，细胞外冰晶

维持稳定状态。经测定0.9%NaCl，20%Me2SO, 

10%甘油，20%甘油的相转变温度分别为271.5K，

260.8K，268.2K，263.2K。第3步：样品从Tph以

5℃/min降温至-50℃使红细胞脱水，测量具有渗

透活性的红细胞的初始放热量 (q initial)，图1中的

下面一条曲线对应此热量释放。第4步：样品以

100℃/min的速率升温至Tph并平衡5min，细胞外冰

晶维持稳定状态。第5步：样品以200℃/min降温

至-150℃，使细胞由于冻结损伤而溶解或失去渗

透活性。第6步：重复第4步。第7步：样品从Tph以

5℃/min降温至-50℃，测量溶解或没有渗透活性的

红细胞的最终放热量(qfinal)。图1中的上面一条曲

线对应此热量释放。

 

图� 红细胞在0.�%NaCl溶液中按照DSC方案以�℃/min冷却

时，初始和最终放热过程叠加的热流曲线

Fig.1 Superimposed heat flow thermograms measured in 
the initial and the final steps of the DSC cooling protocol for 
human erythrocytes are shown at a cooling rate of �℃/min 

in 0.�% NaCl solution.

1.3 放热量转化为细胞体积

实验证明细胞在冷冻过程中的体积变化符合

以下方程[4]：

             (1)

DSC实验记录下细胞悬液(第3步)及失活细胞

溶液(第7步)在同一DSC降温条件下的热流曲线，

用Origin 7.0软件对热流曲线交叠部分进行积分，

得到细胞悬液的总热量差Δqdsc，对高于温度T的热

流曲线交叠部分进行积分，得到细胞悬液降至某

一温度T时的热量差Δq(T)dsc。红细胞的初始体积

(V0)由BC 2800全自动三分群血液细胞分析仪(深

圳迈瑞生物医疗电子股份有限公司)测定，约为

95μm3。红细胞的非渗透性体积(Vb)由Boyle Van′t 
Haff关系式推算，细胞在不同溶液中的体积与溶液

的渗透压倒数呈线性关系，通过延长直线使溶液渗

透压达到无限大时，即可求得红细胞的非渗透性体

积(Vb)约为47.2%的V0。

1.4 水分传递模型

Mazur等建立了细胞在冻结过程中水分运输的

热力学模型，细胞体积的变化由下式描述[9-10]：

       (3)

式中：V—细胞体积， μ m 3； T—绝对温

度，K；Lp—细胞膜对水的渗透率，m3/(N.s)；
Lpg[cpa]—细胞膜在参考温度TR(273.15K)时对水

的渗透率，m3/(N.s)；ELp[cpa]—水分渗透过程的

表观活化能，kJ/mol；R—理想气体常数，8.314 

J/(mol.K)；Ac—膜上水分输运的有效面积，μm2；

B—冷冻速度，K/min；υw—水的偏摩尔体积，18

×1012μm3/mol；Vb—细胞非渗透性体积，μm3；

ncpa—细胞内的低温保护剂摩尔数，mol；υcpa—低

温保护剂的偏摩尔体积，μm3/mol；φs—盐的溶解

常数，2；ns—细胞内的溶质摩尔数，mol；这可由

初始细胞渗透率Ci及细胞中参与渗透过程的水分总

体积(V0-Vb)的乘积求得，ΔHf—水的融化潜热，

333.88J/g；ρ—纯水密度，1000kg/m3。

(2)
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1.5  预测最佳冷却速率

最佳降温速度与细胞在某一温度下的含水量

存在直接关系。由于细胞降温至-30℃时，胞内水

分发生均相成核形成胞内冰，可认为细胞已停止渗

透现象，因此实验选用-30℃作为参考温度，细胞

在-30℃时束缚水含量可用下式计算：

                         (4)

式中：V-30—-30℃时的细胞体积；W-30—-30 

℃时的细胞束缚水含量。

Mazur[11]指出细胞束缚水含量超过细胞总含水

量的10%~15%，胞内冰便会破坏细胞。这里将细

胞冷冻到-30℃，按式(4)计算束缚水含量未超过

细胞含水量的5%时的降温速度认定为细胞在特定

保存液中的最佳降温速度。

1.6  数值方法和计算机模拟

将DSC实验得到的细胞体积变化数据代入方程

(2)(3)，运用MatLab软件中的Lsqnonlin函数(非线

性最小二乘法)进行曲线拟合，可求解出红细胞在

正常生理状态下及不同低温保护剂下的渗透性质

(Lpg/ Lpg[cpa]及ELp /ELp[cpa])。

将红细胞在不同保存液中的渗透参数(Lpg[cpa]

及ELp[cpa])代入方程(2)(3)，用MatLab软件中四阶

Runge-Kutta法模拟细胞不同降温速度下(0.5~50℃

/min)的胞内水分流失状况。 

2  结果

2.1 红细胞膜的渗透参数

红细胞在0.9%NaCl，20%Me2SO，10%甘油，

20%甘油中以5℃/min的速率冷却时，体积随温度

的变化曲线如图2所示。DSC实验得出的体积变化

数据用最小二乘法进行曲线拟合，实验数据与拟合

曲线的拟合度R2≥0.90。

得到最小二乘法拟合曲线时的最佳匹配细胞

膜渗透参数如表1所示。在生理条件下红细胞膜

对水的渗透参数，Lpg为1.69×10-14m3/(N.s)(TR= 

273.15K)，ELp为345.72kJ/mol(R2=0.936)，此结

果与Han等 [12]报道的生理条件下红细胞膜对水的

渗透参数(Lpg=1.64×10-14m3/(N.s)(TR=273.15K)，

ELp=279.25kJ/mol)相近。细胞膜渗透参数随着低温

保护剂的加入而减少。在20%Me2SO中，Lpg[cpa]

为0.28×10-14m3/(N.s)(TR=273.15K)，ELp[cpa]为

69.03kJ/mol(R2=0.913)；在10%甘油中Lpg[cpa]

为0.18×10-14m3/(N.s)(TR=273.15K)，ELp[cpa]为

83.68kJ/mol(R2=0.960)；在20%甘油中Lpg[cpa]

为0.30×10-14m3/(N.s)(TR=273.15K)，ELp[cpa]为

96.36kJ/mol(R2=0.987)。这解释了渗透性低温保护

剂如Me2SO、甘油的保护机理，保护剂与水分子之

间形成相互作用力，增进了细胞在低温环境中的持

水能力，有效地遏制细胞在温度急剧下降时胞内水

分的流失速率。 
 
 

 

(a) 0.9% NaCl                   (b) 20% Me2SO

(c) 10%甘油 (10% glycerol) (d) 20%甘油 (20% glycerol)

图2 红细胞在不同溶液中以�℃/min冷却时体积随温度

的变化曲线

Fig. 2 Volumetric response of human erythrocytes as a 
function of subzero temperatures in different media 

表1 红细胞在特定溶液中细胞膜渗透参数的拟合值

Tab. � Fitted membrane permeability parameters for 
human RBCs in a given media

溶液
Lpg/Lpg[cpa] ×1014

 /(m3/(N·s))

ELp/ELp[cpa]

/(kJ/mol)
R2

0.9 % NaCl 1.69 345.72 0.936
20 % Me2SO 0.28 69.03 0.913
10 % 甘油 0.18 83.68 0.960
20 % 甘油 0.30 96.36 0.987

2.2  红细胞的最优冷却速率

将表1中的渗透参数代入水分传递模型，红细

胞在20%Me2SO，10%甘油，20%甘油中以0.5, 1, 

2, 5, 10, 20和50℃/min冷却至-30℃时束缚水的含

量W-30如表2所示。在20%Me2SO中，降温速率为

0.5, 1, 2, 5, 10, 20和50℃/min时，束缚水含量为初

始水分含量的0.25, 0.70, 1.59, 4.73, 20.83, 52.03，

79.27%。根据W-30不超过细胞含水量的5%来确定

最佳降温速度范围在5℃/min到10℃/min之间，再
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经过不断迭代最终确定细胞在特定保存液中的最佳

降温速度，结果为在20% Me2SO中红细胞的最佳降

温速度为5.2℃/min，按照同样的方法，预测出在

10%甘油及20%甘油中红细胞的最佳降温速度分别

为5.5℃/min及4.6℃/min。

表2  红细胞在不同冷却速率下到达-30℃时束缚水的含量
Tab.2  The percentage of trapped water at -30℃ for human 

RBCs at various cooling rates in a given media

冷却速率

/(℃/min)

W-30 /%
20%Me2SO 10%甘油 20%甘油

0.5 0.25 0.16 0.26
1 0.70 0.45 0.66
2 1.59 1.03 1.48
5 4.73 3.76 6.15
10 20.83 30.29 32.22
20 52.03 61.88 62.14
50 79.27 84.19 84.12

3  讨论

虽然采用DSC方法确定红细胞的渗透参数和最

佳冷却速率取得相对满意的结果，但是该方法仍存

在一定的误差。DSC方法是基于假设：第二次冷却

过程有足够高冷却速率，可以使所有细胞溶解/失

去渗透活性。然而，由于DSC设备的限制，能够达

到的最高冷却速率约为200℃/min，此冷却速率不

能使所有红细胞溶解。因此，建议第二次冷却过程

能够重复几次以确保所有红细胞溶解，减少在第三

次冷却过程中放热量测量的误差。

本文受上海市重点学科项目(S30503)资助。(The 

project was supported by Shanghai Leading Academic 

Discipline Project (No.S30503).)
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