
 

文章编号：1007 − 6735(2022)01 − 0011 − 07 DOI: 10.13255/j.cnki.jusst.20211213002

红细胞低温保存中海藻糖的加载方法

刘宝林
1
，    赵子威

2

（1. 上海理工大学 健康科学与工程学院，上海 200093；2. 上海理工大学 能源与动力工程学院，上海 200093）

摘要：在红细胞低温保存中，海藻糖被认为是能够替代甘油的生物相容性保护剂，而海藻糖难以

进入红细胞内提供保护。归纳了使海藻糖加载至红细胞内的各种方法，包括孵育法、渗透休克

法、脂质体法等，详细介绍了每种方法的原理、载入效果及优缺点。最后得出温和且不生成膜孔

的加载方案具有一定的优越性，也可以尝试多种方法联用以提高加载效率和保护效果，并对未来

红细胞低温保存的发展趋势进行了展望。
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Loading methods of trehalose in RBCs cryopreservation
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Abstract: Trehalose  is  considered  to  be  a  biocompatible  CPA  that  can  replace  glycerol  in  red  blood
cells(RBCs)  cryopreservation,  but  it  is  difficult  to  enter  the  RBCs  to  provide  protection.  Various
methods  of  loading  trehalose  into  RBCs  were  summarized,  including  thermal  stress  method,  osmotic
shock method, liposomes method, etc. The principles, loading effects, advantages and disadvantages of
those  methods  were  introduced  in  detail.  The  mild  loading  scheme  without  membrance  pores  had
advantages.  Also,  multiple  methods  can  be  attempted  to  improve  loading  efficiency  and  protective
effect.  Finally,  the  development  trend  of  RBCs  cryopreservation  in  the  future  was  prospected  in  this
review.
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红细胞是血液的重要组成部分，是必不可少

的医疗及军需物资。目前，红细胞的常规保存方

法是在（4±2）℃ 下冷藏保存，此方法最多保存

5～7周[1-2]，无法长期大量储存，仅用于满足各大

血库的临时输血需求。因此，人红细胞长期保存

是目前输血医学领域的重点研究方向。

生物材料在低温条件下可进行长期保存已被

广泛熟知，红细胞的长期保存方案分为冷冻保存

和冻干保存两种，而这两种方法都需要加入低温

保护剂 (CPA)来减少细胞在降温过程中受到的损
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伤。早在 1950年，甘油 (glycerol)就被发现能够作

为红细胞的低温保护剂并成功将其冷冻保存 [3-4]。

1972年，Meryman等 [5] 优化了红细胞的保护剂配

方，包含 6.2 M甘油、0.14 M乳酸钠、5 mM氯化

钾和 5 mM磷酸二氢钠，冷冻保存 1年后，红细胞

恢复率可达 80%～90%，该配方简单高效，人们在

此基础上不断改良。

然而，甘油的毒性一直是个无法避免的话题，

研究表明高浓度的甘油会造成卵母细胞 DNA甲基

化的改变[6]，影响精子的活性[7]，也会造成红细胞

的溶血或变形 [8] 等影响。所以，在临床输血前，

必须对解冻的红细胞进行漫长且复杂的洗脱甘油

过程 [9]，这一过程不仅费时费力，也往往会损失

约 15%的红细胞 [10]。因此，红细胞保护剂的“无

甘油化”显得尤为重要，找到一种具有生物相容

性的低温保护剂并优化保存方法，不需要繁琐的

加载、洗涤过程，能够在短时间内获得高质量的

血液，是目前红细胞保存领域的发展趋势。

其中，海藻糖 (trehalose)就是一种无毒、保护

效果好的生物相容性保护剂 [11]，在细胞处于冷

冻、干燥、热休克、氧化和高渗透压等环境时能

够起到较好的保护效果[12-13]。海藻糖作为一种非渗

透性保护剂，正常情况下对红细胞膜的渗透性非

常低，但只有当海藻糖进入细胞时才能起到最大

限度的保护效果[14-15]。所以，如何将海藻糖成功加

载至红细胞内是一个关键问题，许多学者也通过

各种手段解决这一问题。本文就红细胞保存面临

的保护剂毒性问题，分析了海藻糖的保护机理和

应用领域，着重介绍了目前海藻糖进入红细胞的

加载方案，对未来红细胞的低温保存进行了展望。 

1    海藻糖与红细胞低温保存

海藻糖是一种天然的非还原性双糖，由两个

葡萄糖分子通过半缩醛羟基结合而成，广泛分布

于细菌、真菌和动植物的体内，由于其抗低温、

耐干燥和稳定的化学性质，作为保护剂被应用于

各种生物材料的低温保存[16-19]。研究显示，在对人

体注射高达 30 g海藻糖后的一个小时内，各项生

理指标均正常，身体无明显不良反应 [20]，充分说

明海藻糖作为一种生物相容性保护剂值得被关注。 

1.1    海藻糖的保护机理

海藻糖对维持细胞膜的稳定早有定论，但对

其保护机理的研究还停留在探索层面，目前主要

存在“水替代”和“玻璃化”2种假说。

a. 水替代假说。

冷冻、干燥状态下，海藻糖可以代替水分子

与细胞膜和蛋白质上的亲水基团形成水合键，避

免细胞膜和蛋白质分子结构改变，保持其结构和

功能的稳定 [21]，而细胞膜物理状态的改变和蛋白

质的变性是造成细胞死亡的直接原因[22]。李文慧等[23]

发现海藻糖的负载浓度与冻干红细胞后的残余含

水量呈负相关，且残余水分布只在细胞膜中，进

一步证实了此假说的正确性。

b. 玻璃化假说。

高浓度海藻糖可以提高细胞悬液的玻璃化转

变温度 [24]，而玻璃态的高黏度性质能够降低分子

之间作用力，更容易形成这种稳定的状态，减少

细胞在降温过程中受到的冰晶损伤。Liu等[25] 发现

在降温过程中，海藻糖能抑制溶液共晶的形成，

而共晶往往与低温细胞的低温损伤有关，且随着

海藻糖浓度的提高，溶液玻璃化转变温度也升高。

探索海藻糖对红细胞的保护机理，不仅需要

实验层面的观察，也需结合分子动力学对其微观

机理进行深入探究，如 Kumar等[26] 通过分子动力

学模拟分析了海藻糖与磷脂双分子层的相互作用

机理，成功证实了以上两种假说。实现红细胞的

高质量保存也不能只关注细胞膜完整性，同样要

关注其变形程度、携氧功能等更多特异性指标。 

1.2    海藻糖在红细胞保存中的应用

将海藻糖应用于红细胞低温保存主要有冷冻

保存和冻干保存两种方法。冷冻保存是目前临床

上低温保存红细胞最常用的方法，大多使用甘油

或二甲基亚砜作为冷冻保护剂，但它们对红细胞

的毒性问题也导致冻存结束后需要花费大量时间

洗涤去除，这一过程红细胞损失较大。因此，无

毒无害的海藻糖有望在未来取代甘油成为红细胞

保存主要的保护剂。冷冻保存由于其特定的保存

条件（−196℃ 液氮或−80℃ 冰箱），往往需要额外

的保存成本和占地空间，也难以在特殊的环境下

（长途运输或战争期间）保证使用条件。因此，保

存温度限制小、运输方便、成本更低的冻干保存

逐渐被研究者重视起来 [27]。但由于冻干保存相对

较低的红细胞和血红蛋白恢复率，及复水后的红

细胞活性问题，一直无法真正应用于临床，若这

种技术能够获得突破，将具有十分广泛的应用前景。 
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2    海藻糖的加载方法

由于海藻糖对细胞膜的不可渗透性 [28]，研究

者们尝试使用各种方法将海藻糖载入哺乳动物细

胞。包括修改基因表达法 [29]、蛋白成孔法 [30]、显

微注射法[31]、液相内吞法[32] 等，以实现成纤维细

胞、角质细胞、卵母细胞和血小板等有核细胞的

海藻糖加载。而成熟的红细胞由于缺少细胞核且

体积较小，无法应用以上技术。因此，本文列举

一系列将海藻糖加载至红细胞，并最终成功实现

冷冻保存或冻干保存的方法。 

2.1    孵育法

当红细胞长时间置于高浓度海藻糖、高温度

环境时，细胞膜会发生渗透失衡和磷脂相变，使

得胞外海藻糖进入胞内。孵育法是最早出现，也

是操作最简单的方法，Satpathy等 [33] 将红细胞置

于含有海藻糖的磷酸缓冲溶液中，以观察加载效

率与胞外海藻糖浓度、加载时间与加载温度之间

的关系。研究发现最佳的孵育条件为胞外海藻糖

浓度 800 mM，在 37℃ 下孵育 7 h，胞内海藻糖浓

度可达 40 mM，不过由于红细胞长期暴露在高渗

溶液中，也导致细胞形态出现异常。在何晖等 [34]

的研究中，该方法使冻干恢复率最高达 53.6%，较

未孵育海藻糖提高了 22%。Wolkers等[32] 曾将此方

法应用于血小板的冻干保存中，却发现胞外海藻

糖浓度 35 mM是血小板最佳的孵育环境；而在

Satpathy的实验中，胞外海藻糖浓度在超过 600 mM
才会显著提升加载效率。这也进一步说明，红细

胞不同于有核的血小板以胞吞的方式加载海藻

糖，只能通过细胞内外巨大的渗透压差提供加载

动力。 

2.2    渗透休克法

渗透休克法是对细胞内外渗透压差进行控

制，刺激细胞膜上通道开启与闭合，从而促进海

藻糖载入细胞内的速度和数量。Zhou等[35] 将红细

胞先后置于高渗葡萄糖溶液（28% w/v）中失水皱

缩、低渗海藻糖溶液（4% w/v）中吸水重胀，在此

过程中，借助红细胞内外的渗透压梯度变化促进

了海藻糖的加载。相较于单一步骤的孵育法，整

个过程加载时间大幅缩短，仅需 50 min，胞内海

藻糖浓度可达 43.2 mM，冻干后红细胞恢复率由对

照组的 31.6%提升至 53.6%，形态学和生化指标良

好。但正是因为过程中膜上通道的开放，也导致

胞内一些物质（如血红蛋白）的泄露，红细胞质量

略有下降。

渗透休克法的操作流程比较复杂，需要多次

离心洗涤，人工操作量大、红细胞浪费严重。

Shen等[36] 将此方法与微流控技术相结合，充分利

用微流控芯片精准化、自动化、标准化的特点，

以一种更自动、高效的方法加载海藻糖。在该研

究中，红细胞悬液在微流控芯片中先后流经低渗

包载区、高渗封装区和膜交换区。红细胞在低渗

海藻糖溶液中吸水膨胀，细胞膜上开孔，海藻糖

渗入胞内；在高渗海藻糖溶液中失水皱缩，恢复

等渗状态，并封闭开孔；接着在等渗氯化钠溶液

中清除多余的游离血红蛋白、细胞碎片；最后经

芯片出口流出，以达到海藻糖的自动加载效果。

这种方法在 2 min内即可达到 21 mM的海藻糖负

载量，但由于芯片体积的限制，不足的海藻糖负

载量在冷冻和冻干实验中，并没有得到理想的细

胞恢复率，若能进一步控制海藻糖在芯片内的流

速或开发更大体积的芯片，或许能有更好的效果。 

2.3    脂质体法

脂质体法通过人工合成一种包裹着海藻糖的

双层脂质体微囊，脂质体膜与细胞膜结构相似，具

有可相容性，因此与细胞一同培育，可将海藻糖

递送至细胞内。该方法也被广泛用于生物学、医

学等领域，以将各种药物和小分子物质加载至哺

乳动物细胞内。Holovati等 [37] 用二棕榈酰磷脂酰

胆碱 (DPPC)、磷脂酰丝氨酸 (phosphatidylserine)，
和胆固醇合成了这种脂质体微囊，不仅成功将海

藻糖加载至红细胞内，冷冻存活率由 29%提升至

66%，且显著改善了冻融结束后细胞膜的完整性。

之所以脂质体能够起到这种保护效果，可能

符合“脂质体修复”假说 [38]：“外源性”的磷脂

可以修复细胞冻融过程中导致的细胞膜局部损

伤，进一步增强对细胞的保护作用。Holovati等[39]

也对这一假说进行了证明，利用疏水性的 R18标

记进行荧光实验，发现在脂质体–红细胞的相互作

用中，脂质体的磷脂会转移到红细胞膜上，并随

着脂质相容，脂质体的磷脂会不断向红细胞膜上

扩散。基于这一结果，也许可以将脂质体看作一

种独特的低温保护剂，不同于传统的渗透与非渗

透保护剂的作用机理，在低温保存领域有很好的

应用前景。 

2.4    聚合物法

由 Lynch团队合成的一种基于 pH响应的聚合
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物 PP-50目前为止能使海藻糖的载入量达到最高[40-41]，

该聚合物主链为聚 L-赖氨酸间苯二甲酰胺 (PLP)，
侧链的羧基被 L-苯丙氨酸取代。当环境处于低

pH时，PP-50能够向疏水性结构变化，以增强与

磷脂双分子层的相互作用，实现了细胞膜的可渗

透性 [42]。在对人红细胞的冻干实验中 [41]，最高能

将 251 mM的海藻糖载入胞内，也使细胞膜完整性

较对照组提高了 9倍，改善血红蛋白的被氧化程

度，极大地促进了海藻糖的保护效果，冷冻存活

率由 62.2%提高到 86.6%，但此方法长时间的孵育

时间也会导致溶血的发生。所以，可以在保证保

护效果的前提下，适当降低海藻糖的载入量，以

找到最佳的孵育条件。此外，聚合物的复杂制备

工艺与洗涤环节也限制了该方法的临床使用，且

低 pH环境及聚合物本身对红细胞的影响仍有待研

究。Zhang等 [43] 也尝试对 γ-聚谷氨酸的侧链进行

接枝以制备另一种聚合物，其保护机理与 PP-50增

加海藻糖对细胞膜可渗透性类似，但海藻糖载入

量却远低于 PP-50的表现。 

2.5    电穿孔法

电穿孔法主要通过对细胞悬液施加短时间的

电场脉冲来增大细胞膜的渗透性。当细胞膜处于

外加电场时，膜两边的电解质离子会发生极化，

导致膜内外形成电位差，进而击穿细胞膜形成小

孔，且离子在膜上运动产生的局部焦耳热也进一

步增强了孔的形成，胞外物质得以进入细胞内。

而当电场脉冲消失后，小孔在细胞弛豫现象后重

新闭合 [44]。在实际操作中，可以针对不同细胞，

设置不同的电场参数，以达到最佳的载入条件。

Zhou等[45] 研究了胞外海藻糖浓度、电场强度、

脉宽和脉冲频率这 4种因素对海藻糖加载效率的

影响，最终发现当胞外海藻糖浓度为 800 mM、电

场强度为 1.5 kV/cm、脉宽为 1 ms、频率为 4 次/min
时，细胞可加载 63.7 mM海藻糖，同时红细胞冻

干恢复率达 70.9%。但高的恢复率并不意味着高的

质量，研究结果表明，使用电穿孔法会造成更为

严重的溶血，也未进一步检测细胞膜质量、红细

胞生化活性等指标。有学者认为，这种电穿孔现

象会对细胞造成严重的不可逆损伤 [46]，所以此方

法能否得到广泛应用仍有待考量。 

2.6    超声波法

与电穿孔法类似，超声波法也是通过外加物

理场来改变细胞膜通透性，当细胞周围充斥着微

小气泡时，超声波的能量会使微泡振荡和破裂以

诱导细胞膜上形成暂时性的孔隙，同时在孔隙周

围形成扰流，促使胞外物质向胞内传递。Centner
等[47] 首次利用这种“声孔效应”，往含有海藻糖

和红细胞的缓冲溶液中充入脂质包裹的十氟丁烷

微气泡 [48]，在外界超声的作用下成功将海藻糖加

载到红细胞中，并在冷冻和冻干状态下长期保存。

Janis等[49] 还将这种“声孔效应”与自动射流装置

相结合，在流动的红细胞悬液外部施加超声波，

以一种更高效、均匀的方式完成海藻糖载入过

程。结果显示，自动射流装置仅需 1 min即可使胞

内海藻糖浓度达 150 mM，且胞内海藻糖浓度和红

细胞质量随着微泡数量的增多而提高，同时也不

用考虑十氟丁烷这种生物相容物质的浓度对红细

胞的影响。然而在 Janis的实验中，高效的海藻糖

载入虽然得到了较高的冷冻恢复率（约 95%），而

没有带来良好的冻干恢复率（约 25%），也缺少其

他因素对红细胞的影响实验（如细胞流过时设备的

温度、超声波频率和压力、细胞流速和浓度等），

超声对红细胞是否存在潜在威胁也尚未清楚。 

2.7    纳米粒子法

利用各种各样的材料和制备工艺，许多纳米

粒子已被成功开发并应用于低温保存领域。各种

研究表明，纳米粒子在调节细胞膜渗透性 [50]、改

善溶液热力学性质[51]、强化升降温速率[52] 等环节

都有着显著效果，为细胞、组织和器官的冻存开

辟了一条新途径。利用纳米粒子调节细胞膜渗透

机制可用于强化海藻糖载入红细胞，Stefanic等[53]

在磷灰石纳米粒子周围覆盖带正电的 2-氨基乙基

磷酸离子 (2-aminoethylphosphate,AEP)及带负电的

六偏磷酸离子 (hexametaphosphate,HMP)，以形成

具有胶体性质的悬浮液。这种带电的磷灰石纳米

颗粒可以通过局部地、可逆地、瞬时地改变磷脂

双分子层的性质，来促进海藻糖的渗透。该纳米

粒子具有 pH响应机制，在胞外海藻糖浓度为 350 mM
和 37 ℃ 条件下，pH=6.5时可载入 51 mM海藻糖

进入红细胞，而pH=7.4时海藻糖的载入量只有31 mM，

且在低 pH环境下达到 91%的红细胞冻融存活率

（相较对照组提高了 42%）。该研究还通过荧光显

微观察到纳米粒子只在细胞膜上参与调节机制，

并不会进入红细胞内造成影响。同时也证明了纳

米粒子与细胞膜的相互作用并不是通过生成膜

孔，而是通过局部修饰磷脂双分子层的三维结构

14 上  海  理  工  大  学  学  报 2022 年 第 44 卷



来增加渗透效果。

本文对这些海藻糖加载方法进行了总结，如

表 1所示，不难看出每种方法都各有优缺点。笔

者认为可以将几种方法联合使用，例如在电穿孔

时考虑加入脂质体以修复细胞膜受到的损伤，也

同时保证了高效的海藻糖载入量。
 

  
表 1    红细胞中海藻糖加载方法对比

Tab.1    Comparison of loading methods of trehalose in RBC

加载方法 时间
载入量/
mM

优点 缺点

热渗透法[33]
7 h 40 操作简单

时间长；

渗透损伤大

渗透休克法[35]
50 min 42

时间较短；

渗透损伤可逆

流程复杂；

造成细胞浪费

微流控法[36]
2 min 21 时间短；自动化 芯片制备工艺复杂

脂质体法[37]
4 h 15 改善细胞膜

载入量低；

脂质体制备复杂

聚合物法[40, 41]
9 h 251 载入量高

要洗涤；时间长；

制备成本高

电穿孔法[45]
1 min 64 时间短；参数可控 溶血率高

超声波法[49]
1 min 150 时间短；载入量高 恢复率低

纳米粒子法[53]
7 h 51

不生成膜孔；

纳米粒子不进入细胞
载入时间长

 
  

3    海藻糖加载的安全问题

海藻糖加载量是发挥其保护效果的根本前提，

一般来说胞内海藻糖浓度达到 50 mM才有较好的

保护效果 [40]，低浓度加载量无法提供足够的保

护，高浓度加载量往往是由于细胞结构被破坏所

导致，所以应在保证适当加载量的前提下，最大

限度地保护细胞结构不受破坏。需要长时间孵育

的加载方案不仅会对红细胞造成严重的渗透损

伤，高温环境下的细胞并未停止代谢活动，也会

进一步影响细胞质量；外加物理场这种刺激性强

的加载方案虽然能够快速地载入足够浓度海藻

糖，但对细胞膜产生的不可逆损伤较大；通过在

细胞膜上开孔的方法对海藻糖的加载是非选择性

的，往往导致除海藻糖以外的物质交换，如胞内

离子及血红蛋白的逸出或不必要的胞外物质渗

入。高载入量的海藻糖往往牺牲了原始红细胞为

代价，而这一点在许多文献中都被忽略，从而导

致真实红细胞损失率实际大于文献中给出的数据。

即使列举上述多种海藻糖载入方法，但冻干

红细胞所面临的低恢复率问题仍未得到根本解

决，不仅在于保护剂的突破，更重要的是优化冻

干工艺的创新。因此，从保护剂添加到干燥及复

水各个环节均需要进一步探索最适合红细胞保存

的独特工艺，才有希望突破壁垒，实现红细胞高

质量的低温保存。 

4    结　论

本文从海藻糖替代甘油作为红细胞低温保护

剂的角度出发，分析了海藻糖在红细胞低温保存

中的保护机理与应用领域，并对目前海藻糖进入

红细胞的各种方法进行了详细介绍，最终得出如

下结论：

a. 应尽量减少红细胞在海藻糖加载过程中导

致的细胞损伤，快速、温和、高效的加载方案能

够最大化地保护细胞；

b. 寻找对海藻糖具有选择性吸收的加载方案，

避免生成膜孔带来不必要的物质交换导致红细胞

质量降低问题；

c. 可以考虑将几种海藻糖加载方法联合使用，

在保证高效载入的同时，达到对细胞膜的修复效果。

d. 发展适用于临床批量使用的低温保护剂加

载方案及红细胞保存方案，推动未来红细胞低温

保存实现标准化、规范化的临床应用。
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