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深低温冷冻技术的研究进展

初 超 侯利民△ 刘明辉
（哈尔滨医科大学附属第一医院急诊外科 黑龙江哈尔滨 150001）

摘要：细胞及组织的深低温保存有较高的临床应用和研究价值，在冷冻保存技术中两个关键领域首先发展的是冷冻控制率。冷冻
保护剂能增加溶液粘性，提高冷冻速率从而保护细胞及组织免受冷冻损伤。对最佳冷冻保护剂的研究为保存临床应用的组织工
程产品提供了理论依据。而玻璃化冷冻近年来越来越受到人们的关注，玻璃化冷冻技术具有冷冻速度快、冻融损伤小，操作简单
等优点，能够提高复苏后的存活率。本文对深低温保护剂的组成、分类、应用及冷冻保存的重大进展和障碍进行了综述。
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ABSTRACT: Deep cryopreservation of cells and tissues has high clinical and research value. Controlled-rate freezing, one of the

two key fields in cryopreservation techniques, is the first one to be developed. Cryoprotectants protect cells and tissues from freezing
injury by increasing the solution viscosity and the freezing rate. Researches on the optimal Cryoprotectant provide the theory basis for
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据报道，全球每年有上千万人遭遇到各种创伤，数百万人

因疾病导致重要器官发生纤维化而丧失功能。近年来对组织工
程的研究促进了再生医学的发展，但是对细胞及组织的深低温

保存是目前急需解决的问题。
冷冻保存过程包括冷冻保护剂的加载、冷冻降温、低温储
存、解冻以及冷冻保护剂的移出。上述每一步均可对冷冻后细
胞及组织的存活率及结构功能产生影响。
细胞冷冻和解冻过程中细胞内形成冰和细胞脱水是影响

冷冻过程细胞活性的主要因素[1]。溶质损伤效应是指水的冻结
使细胞间隙内的液体浓缩，从而使电解质的浓度增加。在冷冻
过程中的某一温度范围内溶质损伤效应是最明显的，这一温度

介于水的冰点和该溶液完全固化的温度之间，在冷冻过程中若

能一较高的冷却速率越过这一温度范围，能大大减少溶质损伤

效应产生的不良后果。机械损伤效应是细胞内外产生的冰晶对
细胞的损伤。冷冻时形成的冰晶直接损伤细胞的膜结构，从而
影响细胞的生理及代谢功能的正常发挥。
传统的低温保存采用慢速冷却低温保存法[2-6]。但这一方法
受冷却速率的影响，对保存的细胞及组织造成损伤。若降温速

率过快会形成胞内冰，这些胞内冰会在解冻复温时发生再结晶

使细胞受损。若降温速率过慢细胞过度收缩，并且细胞处于高
浓度溶液中也会受损。
玻璃化是指由液态转为非晶态（玻璃态）的固化过程，其本

质是液体在冷冻固化过程中，形成高度粘稠状态，其内部无晶

体或仅少量结晶形成。在此状态下，由于分子的运动受到高度
的束缚，物质的结构、成分可长期保持稳定不变[7]。
溶液实现玻璃化一般有两条途径，即极大的提高冷却速率

和增加溶液浓度。采用快速或超快速的冷却方法在低浓度保护
剂作用下实现玻璃化，但是由于热传导的原因，不可能使整个

系统都达到如此高的冷却速率。在纯水中加入溶质，可以降低
玻璃化所需的冷却速率。玻璃化所需浓度的范围为 0. 4～0. 6
g/ cm3这对于多数细胞或组织来说是有害的。因此，深低温保
存研究的重点是，寻找细胞毒性较小且容易实现玻璃化的冷冻

保护剂。此外，冷却速度是用液氮或半融雪状液氮取得的，在使
用液氮时，将样品放入后，导致样品的每分钟降温达到数百摄

氏度，这取决于容器、体积、导热系数、溶液的组成等[8]，为了实

现液氮的半融雪状需要将液氮冷却至接近冰点（-210℃），这可
以使用 IMT公司生产的 VitMaster，这一装置可以通过负压将
液氮的温度降至 -205℃至 -210℃之间。半雪融状的液态氮可
以显著提高冷却速度，这样可以提高被保存样品的存活率。
冷冻保护剂是在冷冻和复温过程中取代细胞或组织中的

水分，从而减少冰晶的形成对细胞造成的损害，促进细胞内形
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成无定形的玻璃态[9]。冷冻保护剂能增加溶液粘性，提高冷冻速
率从而保护细胞及组织免收冷冻损伤。目前研究发现大约有
50多种药物或试剂被应用于冷冻保护剂[10]。

1 冷冻保护剂的分类

冷冻保护剂可以根据他们在深低温保存中的作用分为两

大类：渗透性和非渗透性保护剂。渗透性保护剂以多元醇类为
主，包括乙二醇（EG）、二甲基亚砜（DMSO）、丙二醇、丙三醇、甲
酰胺和乙酰胺等[11,12]。渗透性保护剂的作用是通过降低冰点，取
代细胞内蛋白、DNA和其他成分周围的水分，减少或避免细胞
内冰晶形成。冷冻时加入渗透性保护剂可以降低溶质的浓度，
减少细胞对盐的摄入，而由保护剂替代摄取。冷冻保护剂进入
细胞内，改变了细胞内过冷的状态，使细胞内外压相接近，减少

或避免了细胞脱水引起的皱缩程度和速度。解冻复温时，渗透
性保护剂进出细胞缓解了渗透性肿胀引起的损伤。
非渗透性保护剂主要包括低分子量的单糖（如果糖、葡萄

糖、麦芽糖等）、双糖（蔗糖、海藻糖等）、多糖类（棉子糖等）以及
分子量大于 1000Da的高分子化合物(聚蔗糖、右旋糖酐、聚乙
烯吡咯烷酮、聚乙二醇、聚乙烯醇和羟乙基淀粉等)[13,14,18]。非渗
透性保护剂有利于改善保护液的玻璃化性质，提高冷冻保护效

果，同时通过渗透作用促使细胞脱水，稳定细胞膜，降低达到玻

璃化本身所需要的冷冻保护剂的用量，从而减少玻璃化溶液的

毒性。研究证实，在玻璃化冷冻液中添加多种渗透性保护剂及
不同的非渗透行保护剂对细胞和组织进行玻璃化冻存的效果

更好，对细胞和组织解冻复温后的形态和存活率影响较小，一

般情况下，玻璃化溶液中含有的渗透性保护剂的浓度大于

30%，非渗透性保护剂蔗糖的浓度通常在 0.1-1mol/L。

2 冷冻保护剂的应用

近些年来，一种能抑制冰晶生长具有特殊功能的蛋白，主

要由糖肽和多肽组成的抗冻蛋白[15]被应用于冷冻保护剂中。抗
冻蛋白可以与冰晶结合并且控制其生长，在不影响细胞质渗透

压的情况下降低体液的冰点。此外，抗冻蛋白的抗冻作用与本
身的性质有关，而与数量无关，因此它对生物基质的渗透压影

响很小。在温度波动时，冰晶进行重结晶，往往对生物造成致命
伤害，而抗冻蛋白可以抑制重结晶，防止小的冰晶凝结成更大

的冰晶，使形成的晶粒体积小且均匀。另外，有些学者尝试在冷
冻保护剂中加入中药提取物人参总皂甙，人参应用于中医已有

已有两千多年的历史，由于其广泛的药理作用受到众多学者的

重视，其主要的成分包括人参总皂甙、人参多糖和多种活性肽
等，这其中主要的成分是人参总皂甙，它能够抑制或延缓细胞

的死亡[16]。王建伟[17]等人将不同剂量的人参总皂甙与复苏的骨

髓造血细胞共培养，检测人参总皂甙对骨髓造血细胞冷冻损

伤可恢复性的影响，结果他们发现一定浓度的人参总皂甙使

部分受损的冻存造血祖细胞的生物学活性得以快速恢复，这一

浓度为 25～ 50μg /mL。
许多研究已经证实对细胞及组织进行低温冷冻保存时使

用冷冻保护剂比不用冷冻保护剂效果更好[18,19]。Stief[20]等还观
察比较了在不同的冷冻保护剂下，不同的降温速度对保存物所

产生的影响，结果发现降温速度和冷冻保护剂均会对防冻效果

产生很大影响，其中 VS55和 DP6是当前比较常用的由多种成
分组成的冷冻保护剂。
另外，除了选择最佳浓度的保护剂和如何降低其毒性作用

以外，在进行深低温冷冻过程中，不同的操作方法也会对解冻

复温后的细胞及组织的代谢活性、存活率产生不同的影响。
Young S. Song[21]等人制作了一个微流体装置，被保存的细胞从
装置的中间通道注入，同时，冷冻保护剂从两侧流入微流体通

道内，当细胞沿着通道移动时，冷冻保护剂也逐渐向通道内弥

散。通过这一装置，细胞在沿着微流体通道移动时逐渐适应冷
冻保护剂浓度的变化，因此，可以将由于渗透冲击所产生的损

伤降到最小。通过调整冷冻保护剂和细胞液的流速，我们可以
主动控制冷到保护剂的浓度。在解冻复温过程中，应用类似的
装置将冷冻保护剂从已解冻的细胞中移除，这样使得冷冻保护

剂的浓度逐渐降低，减少对细胞的损伤。
最后，通过对使用微流体装置进行低温保存的细胞和未使

用该装置的细胞的活性进行观察，结果表明，通过微流体装置

后大大减少渗透损伤的细胞，其解冻复温后的生物活性明显高

于未使用该装置的细胞。在封闭的系统中可以实现高冷却速率
的优势，并且操作起来更安全，更简单。

3 其他影响因素

减少玻璃化冷冻的体积和增加冷冻速率，可以使冷冻保护

剂浓度缓慢下降，从而减少其毒性和渗透压的有害影响[22]。另
外，增加培养基的粘度可以是玻璃化转化温度变大，从而减少

毒性。结合以上以上三个因素可以总结出玻璃化率的一般方
程：玻璃化率 =（冷却速率×粘度系数）/体积[23]。
为了改善冷冻保存的成活率，几种可能的操作加强生物系

统的薄弱环节，这些比较敏感的方面包括细胞膜，细胞骨架，细

胞内脂质，细胞内水分等。
细胞膜对寒冷非常敏感，往往在冷冻过程中受损[24]。细胞

膜中含有胆固醇成分，胆固醇的含量及胆固醇与膜磷脂之间的

比例很大程度上决定了细胞膜的通透性和对低温的敏感性
[25,26]。细胞骨架是在冷冻过程中经常受损的细胞成分之一[27]。由
于细胞骨架的稳定性，因此可以用来改善冻存后的存活率，这

可以通过增加细胞骨架的成分，如在进行冷冻前可以在培养基

中加入松胞菌素 B或 D或秋水仙碱，但是松胞菌素 B可能造
成不可逆转的肌动蛋白解聚，这可能影响冻存后的存活率[28]。
细胞内脂质的作用尚不完全清楚，有人认为它是细胞生长能量

的来源[29]，有人认为它为细胞分裂提供能量[30]。

4 冷冻保存技术在临床中的应用

目前，玻璃化冻存较多的应用于肝细胞和生殖系统的冻存

及储存。例如，Claire Terry[31]等人对用于肝移植的肝细胞的玻璃
化超低温冷冻保存的研究发现，细胞密度，冷冻保护剂的添加，

冷冻温度的设定及解冻方法都会影响解冻后肝细胞的功能及

活性。他们发现冻存的细胞密度至少要大于 3×106，冷冻保护
剂需要逐步加入，在细胞解冻时加入葡萄糖和果糖可以显著改

善细胞的功能。Mona Sheikhi[32]等人发现使用玻璃化冷冻保存
后的人类卵巢组织中的卵泡的超微结构，在光学显微镜和电镜

下无明显变化。此外，玻璃化冷冻保存组织工程化肌腱种子细
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胞也取得了较好的效果[33】，其保存后的组织工程化肌腱种子细

胞的胶原分泌功能、细胞生长曲线、细胞周期及染色体众数等
不产生明显变化，可以作为人体成纤维细胞的保存方法。Kon-
fron [34] 等也应用深低温技术保存组织工程骨取得了一定的成

功，为创伤或肿瘤而致骨缺损的治疗提供了新的组织来源选

择。
上个世纪低温生物学取得了快速的发展，在冷冻过程中发

生的损害主要与寒害、渗透压、渗透保护剂的毒性、冰结晶有关
[35-37]。一般情况下，我们在进行玻璃化冷冻时增加冷却和复温率
来减少这些损害。在过去，玻璃化冻存是以高的冷却速率和高
浓度的冷冻保护剂为基础的，这会引起化学毒性和渗透压的双

重损害。在玻璃化冷冻领域取得的重大突破是将取样容积减小
到冷冻保护剂浓度允许的水平。我们相信，玻璃化溶液和容器
的商业化可以加快深低温冷冻保存领域的发展。在低温生物学
领域的其他突破，将有助于这一领域的发展。尽管深低温保存
技术在保存某些单细胞和简单多细胞方面取得了成功，但是，

低温冷冻损伤的机制还未完全研究清楚。而且，深低温保存的
成功与否还与不同的冷冻对象，冷冻保护剂、冷冻工具以及最
佳降温速率等条件有关，因此，还需进一步的实验研究，提高其

保存的成功率。
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