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Tokio NEI 1970 Freezing Injury of Erythrocyte Membranes. 1. Effect of Freezing on 

Cholinesterase Activity. Low Temperature Sciellce， Ser. B， 28. (羽TithEnglish Summary 
p. 19) 

凍結による赤血球膜の障害 r
コリンエステラーゼ活性におよぼす凍結の影響

根井外喜男

(低温科学研究所1

(1昭和 45年7月受理)

I.緒昌

凍結によって生細胞がどのような障害をうけるかについては，近年多くの研究者により

種々の角度から検討されるようになってきた。特に微生物に関してはかなり詳細な吟味が行な

われ，幾つかの事実がみとめられた1)。代謝障害や細胞膜障害(選択透過性の変化)などが次第

に明らかになってきたのである。

一方，赤血球については，凍結に関する実験は極めて多数にのぼるにかかわらず，そのほ

とんどが熔血だけをめやすにしてしらべられたものであるο11甫乳類の赤血球のように核のない

細胞では，他の増殖性の細胞のような複雑な細胞内構成物を考産する必要はなし凍結障害

としては，まず細胞膜の変化だけを考えればよいことになる。溶血即ちヘモグロビンの遊出と

は，細胞膜の変化の結果としておこる一つの現象といえよう。しかも溶血の原因としてはい

ろいろの因子があげられているので，等しく溶血とはいっても，その因子によって細胞膜の

変化に質的な差異のあることが想像、される。本研究の主題である凍結融解でも溶血をおこすこ

とは阜くからわかっているが，それがどのような膜障害によるものかは，まだ充分明らかにさ

れていない。 Lovelockの塩害説Z)も，高張塩溶液での実験結果を凍結にあてはめて推測したに

すぎず，最近では塩害説に対する種々の批判3，4)も出ているので，もっとよく検討する必要が

ある。

凍結による血球膜の機能の変化に関する砂|究としてはフ保護物質を加えでの保存で正常血

球と比較して差の有無を論じたものがほとんどである。凍結融解そのものによる膜の影響とし

ては，僅かに酵素機能の増加5-7)，抗原性の低下8)などが報告されているにすぎない。コリンエ

ステラーゼについては Doebblerら9)の学会報告が唯一のもので，彼らは， 凍結融解によるコ

リンエステラーゼの血球膜よりの遊離と ATPase活性の増加をみとめた。更に竹原は惨透!王

溶血をしたゴーストの ATPaseが凍結によって活性化する機構について論じている 10，11)。

われわれも，凍結による赤血球膜障害の機序を明らかにしたし、と考え，かねてから実験を

継続中である。特に膜変化に凍結条件による量的あるいは質的な差異があるかどうか，また凍

結による膜変化と渉透圧その他関連の因子による膜変化との比較など¥種々の角度から検討し
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12 根労二外喜男

たいと考え，さしあたり酵素機能をとりあげることにしたのである。赤血球には，その機能を

維持するための各種の酵素が含まれるが，そのうちで膜の外層にあるといわれているアセチー

ルコリンエステラーゼを，先ず検査の対象としてとりあげることにした。

II. 方法

試 料 ACD加人血液のどC保存， 3週間以内のものを用いた。使用に際して， 0.15 M NaCl 

で3回洗い， 3，000 rpm， 10分間遠心の packedce11を0.15M NaClで5倍の浮遊液とした。洗

浄血球浮遊液は必ずその日のうちに使用した。

凍結融解: 径20mmの試験管に，血球浮遊液2mlを入れ， Haakeの低温恒温槽を用いて冷

却し， -1.5
0

Cに達したところで植氷して凍結させ，その後ほぼ 10C/minの冷却速度で -10
0

C

まで冷却した。 この温度に 10分間おいた後， 20
0
Cの水に移して，握謹しながら融解した。こ

れが緩慢凍結で、ある。別に急速凍結として，同じような試料を，液体窒素中に急激に浸し，管

壁に簿層を作らせるように激しく振りながら凍結させた。この時の冷却速度は測定できないが

200 ~ 250oC/minと推定された。

蒸溜水溶血 packedce11を蒸溜水で、5倍にうすめて溶血させた。 このくらいの量の蒸溜水で

は完全溶血せず血球が多少残る。

超音波処理: 細胞膜破壊の目的で鼠球浮遊液を超音波で、処理した， クボタ製 ultrasonic

generator KMS-250を使用し， lOKC，出力 160Wで5分間の処理を行なった。

高張食塩水処理: 坂害説の検討を行なうため，高張食塩水に packedce11を浮遊させて最終濃

度を 1，2，3Mになるようにした。例えば3Mにするには， 3.7MNaC14に packedc巴111を加

えた。 10分おいた後，遠心して上清の活性をはかった。沈殿した血球は再浮遊し難いので，し

らべなかった。凍結融解に対応させるため，高張溶液にさらした血球を更に 0.15Mになるよう

蒸溜水で適宜にうすめた。遠心後の上清はうすくて活性は測れないので，この場合は沈溢のゴ

ーストだけをしらベた。 これらの一連の操作は OoCにおいて行なった。特に -10oCまでの凍

結融解に対応させる意味で， 3MNaCl血球浮遊液は -10
o
Cに保持して，温度に対する検討を

行なった。

遠心沈澱: 細胞膜破壊の状態を考慮して，各処理後の遠心沈澱には，特に留意した。 即ち後

でも述べるように，細胞)J莫よりの酵素の遊離を吟味する場合に問題になるので， 3，000， 10，000 

rpm各 10分間および超遠心機による 40，000rpm， 30分間の遠心を行ない， 上清及び沈澄(ゴ

ースト)の活性を測ったのである。 その結果，特別の比較を論ずる場合の外，通常の活性の測

定のためには，すべて 10，000rpm， 10分間の遠心を行ない，上清は上音1)1/3を静かにピペット

で分けてとり，沈j査は上清を除いた後もとの量まで食塩水でうすめたものを用いた。

コリンエステラーゼ活性の測定: 血清コリン且ステラーゼ活性測定法にならい柴田・高橋法m

を用いた。ただ血清の場合とちがい，血球浮遊液では処理によってほとんど溶血し試料中にヘ

モグロビンが遊出するので，フェノールレッドによる比色は不適当である。 そこで MicheP3)

の用いた pH変化測定法をこれに{)1:用することにした。

{Jjlj定方法の詳細は次の通りである。
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試料 0.5ml 

パルピタール緩衝液 (pH8.3) 1.5 ml 

水 3.0ml

アセチールコリン(第一製薬製オピソート 0.1gを

水 2.0mlにとかしたもの 0.5ml

13 

以上を試験管にとりよく混和して 370Cの恒温構におく， 1時間後とり出してエゼ、リン液 l

滴を加えて反応を停止させる。試料温度が室温に戻ったところで， 日立堀場の pH計を用いて

pHを測定した。

対照には，最初からエゼリンを加えてコリンエステラーゼの活性を阻害したものをおきそ

の対照と処理試料との pHの差(.dpH)を求め， 更に無処理正常血液についてのその対照との

pI-I 差に対する I~i分率をもって，コザンエステラーゼの活性度として表わすことにした。 なお

活性を知るための実験は，同じ条件のものそれぞれ少なくもら例以上行なった。

ゴーストの蛋白定量: 遠心沈i査のゴーストの酵素活性を測定する時， 凍結融解とか惨透)王と

か処埋の方法によって沈澱量が一定であるとは限らないので，ゴーストの定量をする必要があ

る。そこで蛋白の定量:を行なったが，この場合，試料中にヘモグロビンが残っていると測定値

に大きく影響するので，できるだけ除去しなければならない。そのためくりかえし蒸溜水で洗

った沈溢を測定に用いたが，処埋によってヘモグロビンのとれかたがまちまちなので，凍結融

解と 3M高張液との比較しかできなかった。蛋自の定量は次のような Lowry法によった。 民]

ち試料を適度にうすめ(大体 10-20倍)，その 1mlに試薬 (0.2%Na2C03のO.lNNaOH溶液

50mlに0.5%CUS04・1%酒石駿カリまたはナトリウム溶液 1mlを加えたもの)3mlを加え

て室温に 10分間おき，更に Folin試薬を 0.3ml加えて室温に 30分間おいた後660mμ で比色

定量した。予め血清アルブミンを用いて作った較正曲線から蛋自量を求めた。

III. 結果

1 予備実験

1) 実験誤差: 本実験で用いた pH凶meterでは測定器の読みの誤差は土0.02，同一試料を

別々に反応させた場合の実験誤差がこと0.05であった。対照の正常血球では大体 1pH単位の変

化があった。

2) 反応時の pH: 本試験ではすべて pH8.3のノりレピタール緩衝液を片h、たが， 予備試

験でpH6-8の範関内では活性)主に差のないことを確かめた。

3) 試料濃度と活性度との関係- 正常血球液の濃度を変えて，その活性度との関係をしら

べてみると，試料濃度で原液 (packedcellの5倍)からその5倍までの間では，両者の間には

ほぼ直線的な比例関係があった。

4) 巴ndogenous基質に対する隣索活性. アセチールコリンを力11えないものでは pI-Iの変

動がみられないことから， endog巴nous基質の分解はないものと考えられた。

2. 凍結融解処理

以 f各種条件下のコリンエステラーゼ活性値をしらべるにあたっては，処理を行なった浮遊
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液全体そのままと吏にそれを遠心 (10，000

rpm， 10分)して上清と沈溢(ゴースト)

に分け匂たものの三者について測定した。

いずれも対照である正常血球液の活性値

に対する百分率で、表わしたもので， これ

は上清と沈j般の割合を知ると向時に， 並

第1表 凍結局9!解とコリンエス
テラーピ活性皮(%)

処浬法

緩慢凍結{ー10
0
C)

急速凍結(-196
0
C) I 98 :!: 2 I 10土 3 I 91土2

行して行なっている血球の形態的観察や物理的性状(沈|毒性)の検討と関連づけて考えるため

の便宜的な扱い方である。従って遠心力の差による上清への活性物質の遊離の違いや，沈澱し

たゴーストの単位量当りの活性値などは， .31Jに検討したので，後でまとめて述べる。

凍結融解をしたものでは， 全体としての酵素活性は変わらないが， そのうち約 10%が膜

から離れてと清に移ったような結果を示している。緩慢凍結と急速凍結との聞にほとんど差は

みとめられなかった。ただ一般に緩慢凍結では測定値のふれが大きかった(第 1表)。

緩慢凍結で -lOOCに達したものは，通常その温度に 10分間おいてから融解し測定したが

特に凍結時間の影響を吟味するため 30分， 1， 2時間と長時間おいてしらべても，凍結時間に

よる影響はみとめられなかった。

急速凍結融解を反覆5固まで行なった結果でも，上清活性値にほとんど変化はみとめられ

第2表 蒸潟水溶血とコリンエス
テヲーゼ活性皮 (%1

処耳n 法

なかった0

3 漆透圧的溶血

1) 低張液

蒸 j協 7J¥. 容血

pack巴dcellを蒸溜水で、5倍の浮遊液

にしたのでは， 完全溶血には至らず血球

が少し残る。 しかし，試料全体としての

コリンエステラーゼ活性はほとんど変らず，上清への遊離もみとめられない(第2表)。

2) 高張塩溶液

-lOOCまで、の緩慢凍結における濃縮温溶液の影響を検討する目的で packedcellを高張

塩溶液に浮遊させたもの，更にそれを等張まで戻したものについて活性をしらベた。

特に高張液にさらしたものの全体および上清をそのまま測定するときは，媒液中の塩濃度

が高くなるのでインキュベーションの聞の酵素反応への影響が問題になる。この点を吟味する

ために， 試料と同量に 1M， 2 M， 3 M NaCl溶液を予め 0.5mlずつ加えた媒液で、正常血球の活

性をしらべたところ，基質と反応するときの塩濃度が活性値に影響することを知った。即ち塩

濃度が増すに従ってほぼ直線的に活性{肢が増し， 3Mでは 0.15Mのときの凡そ 125%となった。

そこで高張塩捺液を用いるときの実験には，インキュベーションの時に，それに相当する損溶

液を加えた正常血球の対照をおき，その対照に対する比率で活性度を表わした。

実際の実験では， 1， 2， 3 Mと高張塩の血球浮遊液を作り， これを OoCに 10乃至 30分間

おし、た後そのままのものと遠心上清とをとった。 それとは別に高張溶液に水を力11えて 0.15M

の等張まで戻したものについてゴーストを集め，これら三者について活性を測った。その結果

は第3表に示す通りである。
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即ち試料全体としては 3Mの高濃

度にさらしたものでも， 活性は殆ど変わ

らない。 しかし，上清の活性値は塩濃度

が婚すとともに急激に噌加しているの ま

た上清に対応して沈澄のゴーストの活性

は逆に低下しているという結果が得られ

た。 3Mのものでは， 上清とゴーストの

活性値の和が 100roをと廻ったが， これ

は，後でも述べるように，遠心時の試料

条件によるものかもしれない。

第3表 高張塩処理とコリンエス

テラーゼ活性度(~も1

処 ;国! 法 試料金体 1丞心上清 遠心沈澄

I(コースト)
1 MNaCl 100 12 

1M→0.15MNaCl 83 

2M NaCl 96:t 6 24:t 2 

2 M-.0.15 M NaCl 76:t 5 

3M NaCl 104:t 7 ヲ1:t4

3M→0.15MNaCl 69士17

高濃度塩溶液の影響についての実験 一:測定ぜず

は，凍結のそれに対比して行なわれるものであるから，実験の|擦の温度については慎重な吟味

が必要である。 本実験では，操作の過程を通じ試料はすべてOocに保持したが， 3M場溶液の

実験では特に…lOoC，OoC及び室温にそれぞれ30分おいたものについて， 温度の影響を検討

した。その結果，これらの温度の間では，活性備に差がないことを確かめたので，実験の便宜

上その後はすべてOocを用いた。

4. 超音波処理

凍結融解による刺胞障害を考える場合，特に赤血球においては，塩害の外に機械的障害も

無視することはできない向。そこで血球膜を機械的に破壊する一つの方法として超音波処理を

とりあげてみた。 出力を 160Wとしたのは，かつて行なった溶血の実験15)で， この出力が高

第4表

処 3m 法

超音波
(10 KC， 160 W 5分)

超音波処理とコリンエス

テラーゼ活性度(%)

度の溶血をおこすことをみとめたからで

ある。 超音波処理の結果は，第4表に示

すように， 試料全体としての活性はこの

場合においてもほとんど変りはなかった

しかし予想通り上清の活性は非常に噌大

し， それに対応してゴーストの活性は低

かった。なお顕微鏡的観察で、大小種々でしかも不規則な形態のゴーストをみとめたことからも

と清には破壊されたゴーストの破片がかなり多く残っているものと想像された。超音波処理の

上清は急、速凍結融解を5回反覆しでも，活性値は変わらなかった。

5. ゴーストの比活性度

ゴーストの活性を棋る場合，試料はすべて packedcellの5倍量浮遊液で，蒸溜水溶血，

凍結融f払超音波処理では，そのまま遠心した沈法の活性を測ったが，高張塩溶液では 0.15M 

まで戻した (3Mならば水で 20倍にうすめることになる)後の遠心沈j査を元の量までうすめて

活性を測っているので，遠心の時の試料条件はかなり異なることになる。例えば，処理によっ

てゴーストの形態はかなり異なっているし，メジウムの量，比重も異なることになるので，な

るべく条件をそろえる意味で， 処理後はいずれも 20倍に (3M→0.15Mにそろえるために)う
すめた上，最終試料のメジウムをすべて 0.15M にして，遠心した。それらの沈漆について酵素
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第5表 コースト単位量(蛋出産)当りのヨ 1)ンエステラーゼ活性億

更に蒸溜水で 3回i洗ったゴ スト

処 羽! 法
20倍試料中コース

活性値 (dpH) 蛋白;量 (mg) 単位(d主主p当HIりm活g)性依ト活性{直 (dpH)

急速凍結融角~ 0.83 0.88 0.93 0.94 

3M→0.15M 0.58 0.48 0.72 0.66 

活性の在!日定を行なうと同時に試料の一部を更に蒸溜水で3回洗い，できるだけヘモグロビンを

除去してから， Lowryの方法で膜蛋白の定量を行なった。この場合，凍結融解と高張塩処理の

ものとは大体似ているが，蒸潟水読ま血のものは形態がかなり異なり， しかもヘモグロビンの除

去が困難で， Lowry法でのiJllJ定値が異常に高かった(これらの点に関しては， JJIjに報告する)。

そこで，凍結融解と高張塩処理のものの比較だけを行なった。その結果は， ゴースト蛋白の単

位量あたりにしても， 3MNaClのものがはるかに低い活性値を示した。 なお，蒸溜水で洗う

前の活性値に対しでも， 3Mのほうが低かった。

IV. 考察

本実験の目的は，緒言においても述べたように，これまで凍結による赤血球の変化として

は溶血のほかあまりしらべられていなかったことから，所IlH包膜の変化をもう少し詳しく検討し

たいと考えたことにある。

血球膜の凍結障害について，その機序を明らかにするためには，多角的に各方面から追究

する必要がある。われわれは形態的機能的な追究として，あるいは電子顕微鏡を用いて膜の微

細構造を，あるいは生化学的方法で膜の構成成分をしらべつつあるが，本実験では，特に膜の

外層にあるといわれているコリンエステラーゼ16)をとりあげてみた。

まず溶鼠と酵素活性との関係をみるのに，本実験で行なった諸処置では，いずれもほぼ完

全溶血を起すにかかわらず，試料全体としての活性度は同じであることから，酵素活性そのも

のはこれらの処置では活性化も不活化もしないものと思われる。即ち，超音波のような膜に対

しはげしい機械的破壊をおこすような処置であっても酵素活性の変わらないことから，その活

性はかなり安定なものであることがわかる。それに比較すれば，溶血という現象は，はるかに

穏やかな悶子によっても容易におこるものであることがわかる。例えば多くの膜実験に供試さ

れているように，適当な惨透濃度をもった塩溶液で処理した場合，ほぼ完全溶血をおこしても

生理的な膜機能はほとんどおかされずに保持されるという。要するに，ヘモグロビンの脱失は

j撲の透過性の変化によるものであるから，それほど重大な膜障害がなくても溶血はおこりうる

だろう。従って，膜障害の原因が異なっていても，あるいはそれによっておこる膜障害の機構

が違っていても，結果として同じ程度の溶血のおこることがありうる。し、し、かえれば，溶血は

膜変化の結果であるから， 1容血だけをみて逆に膜障害の実態をつかもうとするのは難しいと思

われる。本実験で溶血以外に，膜の種々の性質を追究しようと考えた根拠はこの点にある。

以上のように，酵素活性そのものは安定であるとしても，種々の処置によって，膜構成蛋

白特に外層部にあると考えられる酵素蛋白が遊離することがないかどうかを吟味する必要があ
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った。そのために遠心分離の方法がとられたが，遠心後の上清とし、し、沈澄といい，その活性を

測る;場合に問題になるのは， それらが果して完全に分離されているかどうかということであ

る。もし完全に分離されているものならば，上清中の活性は細胞膜からメジウム中に遊離溶解

した酵素によるものといえよう。完全に沈澱しない場合は， J二i釦こ残った一部のffim胞膜又はそ

の破片中の酵素が反応にあずかることになる。しかし完全に沈澱するかどうかは，遠心力や試

料の性状に関連する問題で，はっきりした限界があるわけではない。むしろ，種々の処理によ

って細胞の変形や破壊などに質的量的な差ができるとすれば，遠心操作を工夫することによっ

てその傷害の様子を知ることができ，ひいては細胞障害の機構を多角的に検索するための一助

ともなるであろう。この意味での検討は，本実験と並行して行なわれているが，今その一部の

成績を引用すると， 各種処理血球浮遊液に対し 3，000rpm， 10，000 rpm各 10分間，および

40，000 rpm， 30分間の 3種の遠心による上清の活性の比較で，遠心力の増加によって活性値の

低下がみとめられた。膜自身あるいはその破片が遠心の条件によっては上清に残ることがわか

るわけである。 実際の実験結果として，凍結融解のものは， 10，000 rpmでも 40，000rpmでも

ともに活性は 10%で差がないことから， この条件では上清の活性物質はほとんど溶液状態に

あることが想像されたが，超音波処理のものでは， 10，000 rpmでの 78%に対し 40，000rpmで

は20%とかなり沈澱するものがあることから， 細胞膜が破壊されて小さな粒子になっている

ことが推定された。 3M NaCl処理のものでは 10，000rpmの51%に比較して， 40，000 rpmでも

依然として 48%という高い値を示したのは，メジウムの比重が高いために沈澱しにくいという

こともあろうが，他方ゴーストの活性が落ちたという結果と合せて考えると，高濃度の塩にさ

らされたことによってかなりの量の活性物質が膜から遊離したことが想定される。特に凍結融

解による遊離に比較してはるかに高度である点に柱.目すれば，凍結融解における塩害の役割に

ついては再考を要するものと思われる。

そもそも Lovelock2)は，凍結融解による溶血度と，それに相当する塩濃度の漆液での処理

による溶血度の一致することから，血球の凍害を塩害で説明しようとした。溶血度を規準とし

てみる限りでは，確かに両者は平行する関係にある。しかし，だからといって凍結融解と塩害

とが全く同じ障害を血球膜に与えているかどうかはわからない。この点についての吟味がわれ

われの研究の重要な目標であり，他にもいろいろと関心のょせられているところ3，4)である。

われわれはさきに，凍結温度(凍結速度)例えば -30
0
Cと-1500Cでは血球の凍結の機構

の異なることを報告した17)。 しかも溶血度でしらべる限りではどちらも 100%溶血で差はみと

められなかった。今回もこの点を重視して実験を進めたのだが，緩慢凍結と急速凍結とで差を

みとめることができなかった。これは試料を多量に要することから，前回ほどの急速凍結合行

なうことができなかったことによるのかもしれない。今後更に検討する必要があると考えて

いる。

一般に細胞に含まれたままの酵素に対する凍結の影響の研究としては， ミトコンドリアや

りソゾームに関するものが多い18)。血球に関しては， ATPase，ジグリセリドキナーゼ，グリセ

ロアルデヒド燐酸脱水素酵素についてしらべられているがト7)， ~ 、ず、れも凍結融解によって活性

の増加することがみとめられている。これらの活性は，処理後のゴーストについて測定された
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もので，これらの酵素が血球膜の内部に存在することが想定され，凍結融解によって膜の透過

性が増し，基質との接触が容易になったために，活性の増加をきたしたものと考えられている。

しかもこれらの酵素は，膜組織との結合が強闘で，簡単には周囲に遊離してこないものと思わ

れる。これに反して，本実験でとりあげ、たコリンエステラーゼは，血球膜の外層にあると考え

られるので，凍結融解などで膜の透過性に変化があったとしても，試料全体としての活性には

影響を及ぼさないものと思われる。

赤血球のコリンエステラーゼについての研究は保存あるいは年齢に関するものが多い問。

凍結に関連しては， 僅かに Doebblerらの報告9)があるのみで，彼らは凍結によってコリンエ

ステラーゼ1土遊離するが，惨透!主的溶血または高張塩にさらすことによっては遊離しないと述

べている。

本実験の結果とは多少の食いちがし、はあるが，凍結融解とそれに相当する高張塩処理とが

一致しないという点では，両報文の成績に共通の問題があるように感ぜ、られる。しかし著者の

成績同様，高濃度塩によってコリンエステラーゼは遊離するとの報告もある 20)0 Lovelockの塩

害説に対するH今味の意味においても，今少し検討を続けたいと思う。

いずれにせよ，これら種々の条件での処理による赤血球膜からの酵素の遊離には機械的あ

るいは化学的などいろいろの場合が考えられるであろう。これを凍結融解あるいは渉透圧的溶

血の機構と関連づけて，膜樟筈の本態を知るための手がかりにしたし、ものと思う。

V.摘要

凍結融解による赤血球膜の障害を，酵素機能の面から検討したいと考え，コリンエステラ

ーゼの活性をしらベた。その結果，凍結融解，惨透庄，超音波などの処理で完全溶血をおこし

たものでも，試料全体としての酵素活性は変わらなかった。遠心によって上清とゴーストに分

けてしらべると，凍結融解では僅かに，高張溶液と超音波処理ではかなり強度の酵素の遊離が

みられた。
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Summary 

In order to investigate the m巴chanismof freezing injury of erythrocyte membranes， 

cho1inesterase activity was examined with specimens treated in severa1 ways. 

There was no change in the tota1 activity of cholinesteras巴 inthe cell suspensions 

complet巴1yhemolysed with fre巴ze-thawing，hyper-and hypotonic lysis and sonication. 

A release of cholinesteras巴 intothe supernatant of the specimens tested was found 

after centrifugation; namely a small amount of cholinesterase was releas巴d by fre巴ze-

thawing， while a considerable amount was rel巴asedby巴xposureto hypertonic salt solu-

tion and sonication. 


