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小肠类器官慢速冷冻工艺的优化研究
贾淑芹 曹裕坤 胡叶静 周新丽

（上海理工大学健康科学与工程学院 生物系统热科学研究所 上海 200093）
摘　要　小肠类器官在肠道生理研究与药物筛选中具有重要价值，但其冷冻保存技术常面临复苏存活率低、结构与功能受损等

瓶颈。本文旨在通过引入冷冲击置核技术并优化降温参数，建立一种高效、稳定的小肠类器官慢速冷冻方案。在传统慢速冷冻

工艺中引入置核环节，系统研究置核温度、冰晶生长阶段终点温度及降温速率对冻存效果的影响。通过检测复苏后的存活率评

估冻存效果，采用H&E染色观察形态完整性、免疫荧光检测增殖标志物及连接蛋白，并利用RT-qPCR定量检测干性指标和多分

化谱系的表达水平。置核技术显著提升了复苏效果，存活率从（85. 05±3. 06）%提升至（88. 84±1. 78）%，H&E显示置核后结构较

完整。-8 ℃置核并以 0. 5 ℃/min的速度降温至-60 ℃，其存活率（89. 02%±2. 06%）显著优于传统降温盒组（83. 11%±2. 45%）。形

态学和相关染色进一步证实，优化组类器官复苏后结构致密，增殖能力增强。同时，干性标志物、上皮连接蛋白及多谱系分化相

关基因表达均显著上调，成功维持了全谱系分化潜能。置核技术通过主动诱导有序成核，有效降低了过冷度引起的机械损伤。

优化后的工艺在存活率、结构完整性及生物学功能维持方面均优于传统方法，为类器官库构建及标准化应用提供了可靠技术

方案。
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Optimization of Slow-Freezing Protocols for Small Intestinal Organoids
Jia Shuqin　Cao Yukun　Hu Yejing　Zhou Xinli

（School of Health Science and Engineering， University of Shanghai for Science and Technology， Institute of Thermal 
Science for Biological Systems， Shanghai 200093， China）
Abstract　

Objective　 Small-intestinal organoids are highly valuable for intestinal physiological research and drug screening.  However， their 
cryopreservation is often limited by low recovery rates as well as structural and functional damage.  This study aimed to establish an 
efficient and stable slow-freezing protocol for small intestinal organoids by introducing controlled ice nucleation （seeding） and optimizing 
the key cooling parameters.
Methods　Focusing on slow-freezing， a seeding step was incorporated into the conventional protocol to investigate the effects of seeding 
temperature， terminal temperature for ice crystal growth， and cooling rate on cryopreservation outcomes.  Evaluations included assessing 
survival rates， H&E staining for morphology， and immunofluorescence for proliferation markers and junction proteins.  RT-qPCR was 
used to measure the expression of stemness and multilineage markers.
Results and Discussions　Seeding significantly enhanced post-thaw recovery， increasing viability from （85. 05±3. 06）% to （88. 84±
1. 78）%， with H&E staining revealing better organoid architectural preservation.  Parameter optimization identified an optimal protocol 
consisting of ice nucleation at -8 ℃ followed by cooling at 0. 5 ℃/min to -60 ℃.  This optimized regimen achieved a significantly higher 
survival rate （89. 02%±2. 06%） than the conventional passive cooling box method （83. 11%±2. 45%）.  Morphological and 
immunostaining analyses demonstrated that recovered organoids exhibited compact structures and enhanced proliferation.  Additionally， 
upregulated expression of stemness， epithelial junction integrity， and multilineage genes confirmed the effective preservation of their full-
spectrum differentiation potential.
Conclusions　 Seeding actively induces ordered ice nucleation， thereby reducing the mechanical damage caused by excessive 
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supercooling.  The optimized protocol outperforms traditional methods in survival， structural integrity， and biological function， thus 
providing technical support for organoid biobanking and standardized applications.
Keywords　organoids； slow-freezing； seeding； cryopreservation protocol； controlled-rate freezing

小肠类器官来源于肠干细胞，能够高度再现肠

上皮的腺窝结构、分化谱系与屏障功能，被认为是目

前最接近体内生理状态的肠道研究模型。小肠类器

官用于解析肠道发育、炎症、感染、肿瘤发生等机

制［1］，并广泛应用于药物筛选、毒性评价和再生医学

研究［2］。然而，其培养周期长、成本高且存在批次差

异，长期持续传代可能导致表观遗传漂移［3］。冷冻保

存为类器官的大规模应用、多中心共享和标准化研

究提供了技术基础，一方面，可靠的冻存体系可实现

类器官库的构建与标准化供应，支持多中心研究及

大规模药物测试；另一方面，有助于减少连续培养带

来的批次间差异与成本消耗，提高模型的一致性与

可追溯性。

小肠类器官具有空腔结构、细胞极性强、基底膜

依赖性高等特征［4］，这使其在冷冻过程中对冰晶损伤

和渗透压变化尤为敏感［5］。虽然已有研究利用程序

降温盒实现了小肠类器官的冻存与复苏，但其保存

质量仍难以达到标准化应用的需求［6］。B. E. Lee等［7］

使用 10% DMSO（dimethyl sulfoxide）的保护剂冻存肠

道类器官，复苏后的存活率（83%）与新鲜对照存在显

著差异，且冻存后的类器官在复苏初期生长缓慢。

T. F. Zur Bruegge 等［8］使用程序降温盒冻存正常和被

感染的结肠类器官，经冷冻保存的类器官在细菌刺

激下表现出更高的促炎反应和增殖活性，但对屏障

相关基因Cldn4的上调幅度减弱。

由于程序降温盒未对成核过程进行干预，样本

可能出现深度过冷现象，其成核时瞬间释放的潜热

可引起显著的渗透压变化［9−10］，从而对细胞活性及类

器官结构产生不可控的机械应力。这类物理损伤可

能是造成类器官结构破碎及复苏后生长缓慢的重要

因素。置核被认为是消除过冷现象、调控冰晶形态

的关键手段［11−12］。通过在较高的零下温度下诱导成

核，可有效抑制胞内成冰［13］，使水分以受控方式从细

胞内外溢，从而减轻对敏感三维结构的机械挤压。

虽然物理置核、化学置核及超声辅助成核等工程化

技术［14−16］已在细胞聚集体和球体中显示出提升活性

的潜力［17−19］，但针对具有高度极性和空腔结构的小肠

类器官，如何通过精确的置核控制来优化其冷冻结

局，目前仍缺乏系统性研究与报道。

在慢速冷冻工艺中，降温程序可划分为 4 个阶

段：液体降温、成核、冰晶生长和固体冷却［20−21］。根据

P.  Mazur［22］的两因子假说，水分外渗速率与环境降温

速率之间的动态平衡直接决定了“溶液损伤”与“胞

内成冰”的博弈结果。与单细胞悬液相比，对于体积

较大且具有单层上皮结构的小肠类器官而言，其水

分外渗面临更高的跨膜阻力与胞间输运路径。因

此，不同的起始置核温度、降温速率及冰晶生长的终

止温度，不仅影响胞外冰晶的生长排布，更直接关系

到类器官在相变过程中的渗透压梯度变化。若相关

参数设定不当，类器官在未达到渗透压平衡前即进

入固体冷却阶段，将加剧细胞膜张力与应力的累积，

进而诱发不可逆的结构溃散。

本研究的主要目的是建立一套更加高效的适用

于小肠类器官的慢速冷冻工艺。首先，研究冷冲击

置核对小肠类器官冷冻保存的效果。其次，优化小

肠类器官冷冻过程中的程序降温参数，包括置核温

度的设定、冰晶生长阶段的终止温度以及降温速率。

最后，通过存活率检测、H&E 染色、免疫荧光和 RT-
qPCR多层次指标，从形态、结构和功能多方面评估优

化慢速冷冻工艺对小肠类器官的保存效果。

1 材料与方法

1. 1 主要试剂
胎 牛 血 清（fetal bovine serum，FBS）、培 养 基

（DMEM/F-12）、0. 25% 胰蛋白酶-EDTA（ethylenedi⁃
aminetetraacetic acid）消化液购自美国 Gibco 公司，

DMSO 购自美国 Sigma 公司，小鼠小肠类器官完全培

养基、基质胶购自中国上海瑞瑟齐生物科技有限公

司，EDTA 消化液购自中国北京索莱宝科技有限公

司，I 型胶原酶（Collagenase I）、DNase I 购自德国

BioFroxx公司，AO/PI溶液购自美国 Revvity公司。冷

冻保护剂配方为 10%DMSO+10%FBS+DMEM/F-12
培养基，按照体积分数配制。

1. 2 小肠类器官的构建
实验动物的饲养与处置过程符合国家实验动物

管理条例及相关规范，动物处死采用快速颈椎脱臼

法以减少痛苦。如前所述方法建立小肠类器官［23］。
处死 5~7 周龄 C57BL/6 小鼠，获得小肠组织。使用

DPBS（Dulbecco's phosphate-buffered saline）冲洗肠

道，纵向剪开组织，使绒毛面朝上。使用载玻片刮掉

肠绒毛，然后剪成 3 mm2的肠段，清洗 3~5 次。使用

DPBS 配制 5 mmol/L EDTA 消化液，将肠段转移至消
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化液，4 ℃消化 25~30 min。将肠段转移至DPBS终止

消化，使用巴氏吸管吹打组织，镜检观察隐窝分离情

况。将溶液通过 70 μm 细胞筛网过滤，获得隐窝悬

液。转移至离心管，以 1 200 r/min 离心 4 min。将沉

淀重悬于基质胶中，接种于 48孔板中，在培养箱中孵

育 30 min使基质胶凝固。之后加入小肠类器官完全

培养基，2 d全换液，4~5 d进行传代，有广泛出芽即可

用于后续实验。

1. 3 慢速冷冻程序及复苏
传统慢速冷冻方法：将类器官重悬于 1 mL 冷冻

保护剂中，转移至冻存管，在 4 ℃平衡 30 min后，放入

程序降温盒（BS-02-CFC，Biosharp，中国），转移至

−80 ℃冰箱，该降温盒的冷却速率约为 1 ℃/min，24 h
后放入液氮中长期储存。

冷冲击置核慢速冷冻方法：将盛有 1 mL 小肠类

器官悬液的冻存管转移至程序降温仪（CryoMed 
Freezer 7453，Thermo Fisher Scientific，USA），4 ℃平衡

30 min 以加载保护剂，之后以 1 ℃/min 降至-8 ℃，从

该温度开始进行冷冲击程序，以 50. 0 ℃/min 降温至

-50 ℃，再立即以 35. 0 ℃/min 升温至-15 ℃并平衡

10 min。随后样品以 1 ℃/min 降温至 -40 ℃ ，以

10. 0 ℃/min降温至-80 ℃，最后放入液氮中进行长期

储存。

复温时从液氮中快速取出冻存管，置于 37 ℃恒

温水浴锅复温，至冰晶融化。后将冻存管中的溶液

吸出，放入 1 mL 的培养基中离心去除冷冻保护剂溶

液，并用培养液洗涤3次，进行后续的检测。

1. 4 冷冲击慢速冷冻程序参数的优化
置核温度：除置核温度外，其余冷冻程序均与

1. 3节所述冷冲击置核慢速冷冻方法一致。4 ℃平衡

30 min，以 1 ℃/min分别降至-6、-8、-12 ℃，开始进行

冷冲击程序，对比不同置核温度对类器官冻存效果

的影响。程序降温仪腔内温度及样品温度曲线，如

图1所示。

冰晶生长阶段的终点温度：在最优置核温度条

件下，除冰晶生长阶段终点温度外，其余冷冻程序均

与1. 3节所述方法一致。冷冲击置核程序结束等温平

衡10 min后，样品以1 ℃/min降温至-40、-50、-60 ℃。

冰晶生长阶段的降温速率：在最优置核温度及

终点温度条件下，除冰晶生长阶段降温速率外，其余

冷冻程序均与 1. 3 节所述方法一致。冷冲击置核程

序结束等温平衡 10 min后，样品以 0. 5、1、3 ℃/min降

温至-40 ℃。

1. 5 存活率测定
使用两步酶解法解离新鲜或复苏后的小肠类器

官，进行存活率测定。用 4 mg/mL I 型胶原酶的消化

液在培养箱中消化 15 min，随后加入含有 5 mg/mL 
Dnase I 的 0. 25% 胰蛋白酶溶液进行同样的消化处

理。消化完成后，立即加入等体积含有体积分数

10% FBS的DMEM/F-12培养基以终止酶解反应。期

间使用移液枪进行吹打，吹散细胞团。之后使用AO/
PI 溶液对单细胞进行染色。取细胞悬液和 AO/PI 溶
液各 10 μL，混匀滴加在细胞计数板上，放入细胞计

数仪（JSY-FL-045H，广州博大博聚科技有限公司）进

行计数和活性检测。

1. 6 复苏后小肠类器官组织学和免疫荧光染

色分析
形态学结构的完整性是评价小肠类器官冷冻复

苏效果的基础。通过H&E染色直观观察冷冻保存对

类器官结构及细胞排列的影响，判定是否存在明显

图1　冷却过程中腔室与样品的温度曲线

Fig.1　Temperature curves of chamber and sample during 
cooling
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的结构破坏。小肠类器官经固定后进行常规H&E染

色。使用多聚甲醛固定 24 h 后，PBS（phosphate-
buffered saline）冲洗 3次，依次梯度乙醇脱水，二甲苯

透明，石蜡包埋。切片机切取 5 μm 厚连续切片，

42 ℃展片，60 ℃烤片 2 h。切片经二甲苯Ⅰ、Ⅱ各

10 min 脱蜡，梯度乙醇复水，蒸馏水冲洗。Harris 苏
木素染核 5 min，流水返蓝 10 min；0. 5% 伊红 Y（醇

溶）染胞质 1 min，快速蒸馏水轻冲。再次梯度乙醇脱

水，二甲苯透明，中性树胶封片。染色结束，显微镜

采集图像。

免疫荧光染色能够从分子水平进一步评价冷冻

复苏后小肠类器官的生物学功能恢复与表型维持情

况。通过检测增殖标志物（Ki-67）以验证类器官在

经历慢冻应激后是否仍保留增殖能力，然后利用杯

状细胞特异性标志物（MUC2）评价类器官向功能性

肠道细胞谱系分化的能力，最后观察上皮细胞间紧

密连接（ZO-1）的连续性，用于评估细胞极性的建立

与物理屏障功能的完整性。小肠类器官经固定后进

行免疫荧光染色。使用多聚甲醛固定、石蜡包埋切

片。烤片脱蜡复水后，使用柠檬酸钠缓冲液微波抗

原修复，之后血清室温封闭 30 min，弃封闭液。滴加

兔抗 ZO-1（Invitrogen，61-7300，1：200）、兔抗 Ki-67
（Abcam，ab15580，1：200）和小鼠抗 MUC2（Abcam，

ab272692，1：100），4 ℃孵育过夜。滴加 Alexa Fluor 
488-标记山羊抗兔 IgG（Invitrogen，A32731，1：400，含
4'，6-diamidino-2-phenylindole（DAPI） 1 μg/mL）避光

室温孵育 2 h。抗荧光淬灭剂封片，指甲油密封，显微

镜采集图像。使用 ImageJ对免疫荧光染色图像信息

进行定量，对于类器官增殖活性的评估，通过计算

Ki-67阳性细胞核数占DAPI染色总细胞核数的比例

来确定。对于屏障蛋白 ZO-1 及黏蛋白 MUC2，通过

设定统一的荧光阈值，测量其荧光阳性面积占比。

为直观对比各组间的差异，所有定量结果均相对于

新鲜对照组进行归一化处理，即将新鲜组的数据设

定为1. 0，实验组结果以其相对倍数表示。

1. 7 实时荧光定量聚合酶链反应分析（RT-
qPCR）

解冻小肠类器官后继续培养，培养至第 6 天，收

集类器官并去除基质胶。总RNA（ribonucleic acid）采

用 TRIpure Total RNA Extraction Reagent （ELK 
Biotechnology，EP013）提取，经 EntiLinkTM 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit（ELK Biotechnology，EQ003）反转

录为 cDNA（complementary deoxyribonucleic acid）后，

使 用 EnTurboTM SYBR Green PCR SuperMix（ELK 

Biotechnology，EQ001）在 QuantStudio 6 Flex 荧光定量

PCR 仪（Life Technologies）上进行 qPCR 检测。数据

采用 2-△△CT法进行相对定量分析。所有目标基因的

转录水平首先归一化至内参基因 actin以校正样本间

的差异。在结果图中，数据以新鲜组的基因表达水

平为基准（设定为 1）进行展示，反映各实验组与新鲜

组之间的比值关系。

1. 8 统计分析
每组实验重复 3 次，数据以平均值 ±标准差

（Mean±SD）表示。数据采用 GraphPad软件进行统计

分析。多组间对比使用单因素方差分析（analysis of 
variance，ANOVA），以 P<0. 05 作为差异显著性评判

标准。下图中不同字母（a、b、c）表示经单因素方差分

析（One-way ANOVA）及 Tukey's HSD 多重比较检验

后，各组间差异具有统计学意义（P<0. 05）。

2 结果与讨论

2. 1 小肠类器官的构建及鉴定
按照 1. 2 节的方法构建的小鼠小肠来源的类器

官，其明场显微图像如图 2（a）所示。可以看出，类器

官形成典型的空腔-芽状结构，多个隐窝样突起围绕

中央空腔排列（箭头所示为出芽结构的代表性图

像），模拟体内小肠的隐窝绒毛结构。此外，类器官

边界光滑，内部空腔透明或含有少量细胞碎片，表明

其具备良好的生物活性。H&E染色结果如图 2（b）所

示，进一步证实了小肠类器官由单层极化上皮细胞

图2　小鼠小肠类器官的明场和H&E图像

Fig.2　Brightfield and H&E staining images of mouse small 
intestinal organoids
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构成，细胞核整齐排列于基底侧，中央形成清晰空

腔。同时芽状突起部分存在大量单层柱状上皮细

胞，表明其良好的增殖性［5］。
免疫荧光染色结果如图 3 所示，Merge 表示各荧

光通道图像的叠加结果（merged image）。增殖标志

物 Ki-67 的阳性信号主要集中于类器官的出芽区

域，呈核内点状分布，提示该区域具有较高的增殖

活性；MUC2 黏液分泌细胞标志物呈阳性表达，表明

类器官存在杯状细胞的分化及其黏液分泌功能；

ZO-1 紧密连接标志物呈连续的网状荧光分布于细

胞间，证实类器官的紧密连接结构完整，上皮屏障

保持良好。上述标志物表达模式均符合成熟小肠

类器官的典型结构与功能特征，可用于后续冷冻保

存实验。

2. 2 不同冷冻程序对冻存效果的影响

传统程序降温盒冻存和冷冲击置核冻存的类器

官存活率如图 4（a）所示。使用程序降温盒冻存类器

官的存活率为（85. 05±3. 06）%，显著低于新鲜组的

（93. 81±0. 68）%（P<0. 05）。-8 ℃冷冲击置核处理后

类器官复苏存活率显著高于传统程序降温盒法（P<
0. 05），为（88. 84±1. 78）%。图 4（b）和（c）形态学观察

显示，传统程序降温盒组复苏后，部分类器官结构破

碎；而置核组类器官结构保持相对完整，腔体清晰，

上皮层连续性好。

传统程序降温盒法中，冰核随机形成且生长不

受控，不受控的深度过冷会使致命的细胞内冰在相

邻细胞间传播，造成大规模细胞死亡［19］。置核通过

在较高温度下触发受控成核，降低溶液过冷度，从而

减少冰晶成核数量、减缓冰晶生长速率并重塑冰晶

形态，显著降低冰晶介导的机械损伤和细胞内冰形

成风险［11］。Li Rui 等［17］在细胞聚集体冻存中使用共

聚焦拉曼成像观察到置核可有效限制冰晶形成。

Gao Yanan 等［18］研究指出诱导胞外冰核形成能有效

保护 3D球体的内部结构，防止细胞在冷冻过程中因

冰晶穿刺而发生剥落。这些研究印证了可控冰形成

在复杂结构生物样本冻存中的价值。

2. 3 冷冲击慢速冷冻程序参数对冻存效果的

影响
不同置核温度保存小肠类器官的复苏存活率如

图 5（a）所示，-6、-8、-12 ℃置核后的存活率分别为

（79. 10±2. 76）%、（89. 79±1. 76）%、（83. 43±2. 00）%，

其中 -8 ℃ 置核组存活率显著高于其他 2 组（P<
0. 05）。置核通过主动诱导冰晶有序成核，减少因过

冷导致的瞬时大量冰核形成。-6 ℃时冰晶成核效率

低，可能会导致局部渗透压失衡，从而使细胞受损；

-12 ℃时过冷度过大，冰晶瞬间大量生长，会损伤细

胞膜和细胞间连接［24］；而-8 ℃时过冷度适中，不仅能

保证结晶过程完成，而且有时间使细胞适应渗透压

变化。N.  Dan等［12］提出在接近体系平衡冰点的高成

核温度下主动诱导成核，可最大化 T细胞脱水、抑制

胞内冰，获得最优冻存存活率。这与蒋沛等［13］提出

的适宜过冷度可减少细胞冷冻损伤一致。

在-8 ℃置核条件下，不同终点温度的复苏存活

率如图 5（b）所示，-40、-50、-60 ℃对应的存活率分别

为（87. 80±2. 30）%、（81. 72±1. 53）%、（89. 00±0. 60）%，

其中-50 ℃组存活率显著低于其他 2 组（P<0. 05）。

冰晶生长阶段的终点温度，核心在于确保细胞充分

脱水以规避胞内结冰，与缩短高渗暴露时长以减轻

渗透损伤之间，寻求一个最佳终点温度。-40 ℃既保

图3　小鼠小肠类器官免疫荧光染色图像

Fig.3　Immunofluorescence staining image of mouse small intestinal organoids
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证了足够的脱水，又减少了细胞暴露在保护剂中的

毒性暴露时间［25］；-60 ℃则可能利用了低温下溶液黏

度剧增带来的物理保护［26］。针对小肠类器官这一具

有管腔结构的特殊模型，-50 ℃可能是跨膜渗透压平

衡最脆弱的临界点。

降温速率对复苏存活率的影响如图 5（c）所示，

0. 5、1、3 ℃/min 降温后的存活率分别为（90. 42±
2. 06）% 、（86. 47±0. 85）% 、（83. 69±2. 26）% ，其 中

0. 5 ℃/min 与 1 ℃/min 组无显著差异，但均显著高于

3 ℃/min 组（P<0. 05）。降温速率的核心在于平衡胞

内结冰与溶质效应，3 ℃/min的较快冷却速度超越了

类器官细胞的水渗透外流能力，使胞内水分未能及

时流出，从而诱发了致死性的胞内结冰及相关的细

胞骨架紊乱；而 0. 5 ℃/min与 1 ℃/min的慢速降温，胞

外冰晶缓慢生长，产生适度渗透压梯度，驱动细胞适

度脱水，有效避免了胞内结冰。虽然较慢的速率会

延长细胞暴露于高渗残余液的时间（即溶质效应），

但对于结构复杂的小肠类器官而言，这种适度的脱

水平衡了机械损伤与渗透压冲击，更有利于维持基

底膜完整性与三维结构稳定。

综上所述，确定小肠类器官慢速冷冻的最佳工

艺参数为-8 ℃置核，以 0. 5 ℃/min 降温至-60 ℃，再

以10 ℃/min降温至-80 ℃后转入液氮储存。

2. 4 传统与优化工艺慢冻的复苏质量对比
使用传统方法与优化工艺慢冻小肠类器官复苏

后立即的存活率如图 6（a）所示。优化程序组复苏存

活率（89. 02%±2. 06%）显著高于传统程序降温盒组

（83. 11%±2. 45%），且 与 新 鲜 组 无 显 著 差 异（P>
0. 05），表明该优化工艺能够有效维持类器官的

活性。

复苏后培养 4 d 后明场观察如图 6（b）和（c）所

示，传统程序降温盒组类器官以囊泡样结构为主，圆

形单腔囊泡占多数，出芽数量少，囊腔扩张；而优化

程序组类器官出芽丰富，结构致密。图 6（d）和（e）的

H&E 染色结果进一步证实，传统程序降温盒组肠上

皮细胞形态不均一，排列不规则；优化程序组细胞层

排列紧密，细胞核形态均一，可见多个典型芽状结

构，与未冻存类器官的染色结果相似。

免疫荧光染色结果如图 7所示，2组冻存复苏后

图4　置核操作对小肠类器官冻存的影响

Fig.4　Effect of seeding on cryopreservation of small 
intestinal organoids

图5　多参数优化后的小肠类器官在解冻后的存活情况

Fig.5　Post-thaw survival of small intestinal organoids following multi-parameter optimization
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的类器官均能检测到 Ki-67、MUC2 和 ZO-1 的表达。

同时根据阳性信号进行定量的数据如图 8所示，与未

冻存类器官相比，冻存后Ki-67表达显著增加，MUC2
和 ZO-1表达显著减弱。Ki-67表达增加可能是类器

官复苏后的损伤修复［27］，而 ZO-1表达减弱可能是受

到冰晶损伤，这与 T. F. Zur Bruegge 等［8］在结肠类器

官冻存中观察到的屏障功能相关基因表达异常规律

一致。此外，MUZ2表达情况与RT-qPCR结果一致。

*表示典型囊泡状类器官，箭头表示典型芽结构。

图6　不同冻存方案解冻后第4天小肠类器官的存活率、明场及H&E染色图像

Fig.6　Morphology and H&E staining of small intestinal organoids 4 days post-thaw

图7　不同冻存方案解冻后第4天小肠类器官的免疫荧光染色图像

Fig.7　Immunofluorescence staining of small intestinal organoids 4 days post-thaw

图8　免疫荧光阳性信号的定量分析

Fig.8　Quantitative analysis of immunofluorescence-positive signals
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RT-qPCR检测结果如图 9所示，与未冻存类器官

相比，冻存后肠干细胞标志物 Lgr5、上皮细胞标志物

E-cad、肠吸收细胞标志物 Villin 及杯状细胞标志物

MUC2的表达均显著降低，且优化程序组的表达水平

显著高于传统程序降温盒组。潘氏细胞标志物 Lyz
与肠内分泌细胞标志物ChrgA的表达，在优化程序组

与未冻存组间无显著差异。

在类器官冷冻保存中，干细胞的活性和结构的

完整性会受到攻击。肠干细胞、上皮细胞、肠吸收细

胞对冷冻损伤是敏感的，冰晶损伤与渗透压冲击易

导致其基因表达下调。Lgr5表达水平是衡量肠道类

器官复苏后增殖潜能的核心指标［28］。E-cad及 Villin
的下调通常意味着肠道类器官极性的丧失和极性上

皮结构的破坏。杯状细胞的耐受性相对较弱，优化

程序组通过调控降温速率和冰晶生长，避免这些细

胞损伤。相比之下，潘氏细胞和肠内分泌细胞的耐

受性相对较强，冻存对其影响较小。通过优化冻存

工艺证明其在保存类器官多谱系分化特征方面的优

越性，这对于药物筛选等需要功能性细胞参与的研

究至关重要。

在本研究中，传统程序降温盒组（1 ℃/min）显示

出标志基因的显著下调，这直观地反映了冷冻过程

对类器官细胞活力的削弱。虽然有研究［7］报道

10%DMSO 冻存组与新鲜组在某些标记物表达上无

统计学显著差异，观察到冻存组表达量反而高于新

鲜组且无显著差异。这种差异可能源于实验系统的

敏感度不同，观察之前的数据可以发现，其组间波动

较大（误差棒较宽），这可能掩盖了潜在的生物学差

异。本研究通过严格控制类器官的起始状态和复苏

后的培养一致性，揭示了标准冻存对类器官功能单

元的削弱作用。该结果与免疫荧光检测结果相互印

证，表明优化程序不仅能维持类器官的形态与结构

完整，更能有效保护其多谱系分化功能，为后续研究

提供了功能稳定的模型资源。

3 结论

本文针对小肠类器官开展慢速冷冻工艺优化，

得到结论如下：

1）与传统程序降温盒法相比，置核处理后类器

官复苏存活率从（85. 05±3. 06）% 提升至（88. 84±
1. 78）%，H&E 染色显示腔体结构更清晰、上皮层连

续性更好。置核处理能够减少过冷诱发的瞬时大量

成核，从而有效降低冰晶形成与生长过程中产生的

机械性损伤。

2）确定小肠类器官慢速冷冻的最佳工艺参数是

-8 ℃置核、以 0. 5 ℃/min 降温至-60 ℃，相较于传统

程序降温盒法（83. 11%±2. 45%）显著提升存活率

（89. 02%±2. 06%）。 其 中 ，-8 ℃ 置 核 后 存 活 率

（89. 79%±1. 76%）显著优于-6 ℃和-12 ℃置核组；冰

晶生长终点温度为-60 ℃时存活率最高（89. 00%± 
0. 60%），显著优于-50 ℃组；0. 5 ℃/min与 1 ℃/min的

降温速率显著优于3 ℃/min组。

3）优化后的慢速冷冻程序改善了类器官的复苏

质量与生物学功能，与传统方法相比，优化程序组复

苏后芽状结构更多、结构更致密，囊泡样比例较低；

H&E染色显示细胞排列紧密、核形态均一，并保留典

型芽状结构；免疫荧光检测显示 Ki-67 及紧密连接

ZO-1 均能够表达；RT-qPCR 结果证实，优化程序能

Lgr5肠道干细胞标志物；E-cad上皮细胞黏附分子；Villin吸收性上

皮细胞标志物；MUC2杯状细胞标志物；Lyz潘氏细胞标志物；ChgA
（Chromogranin A）肠内分泌细胞标志物。

图9　不同方案冻存解冻后类器官的基因表达分析

Fig.9　Post-thaw gene expression of small intestinal organoids 
by conventional and optimized protocols
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显著提高Lgr5、E-cad、Villin和MUC2的表达水平，Lyz
和ChrgA的表达水平与新鲜组无显著差异，维持了类

器官的多谱系分化功能。

综上，本研究建立的小肠类器官慢速冷冻优化

工艺，在存活率、结构完整性及生物学功能维持方面

均显著优于传统方法。本研究为其他类器官的保存

提供了一个范式，即通过置核、参数优化和功能评价

（多谱系标志物）来替代传统的经验性冷冻，这对于

建立标准化类器官生物样本库及实现跨中心的数据

共享具有直接的指导价值。
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