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摘　 要　 在生物样本的低温保存过程中，胞内冰是造成细胞损伤的主要因素之一。 影响胞内冰形成的因素包括降温速率、细胞

对水分的渗透能力、细胞膜完整性、胞外冰及低温保护剂等。 本文详细讨论并分析了目前有关胞内冰形成机制的主要理论：孔理

论、ＳＣＮ 理论、ＶＣＮ 理论以及细胞膜受损理论，总结了胞内冰最新的研究进展。 提出利用水通道阻断剂或基因敲除的方法来研究

水通道蛋白和胞内冰形成的关系，指明胞内冰形成机制及今后的研究方向。
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　 　 生物样本库的建立和细胞药物的兴起对生物样

本的低温保存质量提出了更高的要求。 如何有效保

存各类生物样本，提高保存质量是目前亟待解决的问

题。 细胞是生物样本最小的结构单元，也是低温保存

生物样本的基本单位。 生物样本的低温保存主要有

两种方式，低温冻存和玻璃化保存［１］。 玻璃化保存

是最理想的细胞低温保存方式，由于没有冰晶的形成

和冰晶形成带来的未冻组分的溶液质量摩尔浓度上

升，理论上认为不会造成细胞损伤［２］，但实现玻璃化

往往要求高质量摩尔浓度的低温保护剂或极快的降

温速率，而高质量摩尔浓度的低温保护剂会对细胞产

生毒性，超快的降温速率也意味着更高的设备要求及

成本，面对大体积样本，受制于传热的问题， 要实现

样本各部分的超快速降温非常困难［３］。 在实验或医

学中常用的是低温冻存，其设备要求更低，但是在冻

存过程中，水分子结晶引起的一系列变化会造成细胞

的损伤。 Ｌｉｕ Ｂａｏｌｉｎ 等［４］研究了低温冻存过程中冰晶

对黏附成骨细胞的损伤机制，发现冰晶的生长会直接

使细胞产生形变，相比于分散的细胞，黏附在载体上

的细胞损伤更严重。 郝保同等［５］ 发现冰晶生长方向

的不同对黏附成骨细胞的损伤也不同，当冰晶生长的

方向与黏附成骨细胞中轴线的夹角为 ０° ～ ３０°时，细
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胞的存活率最高。 梁玮等［６］ 在基因层面上研究了低

温保存对人肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 的影响，发现低温保存

会影响细胞内凋亡基因的表达。 所以提高生物样本

的低温冻存质量，必须了解细胞在低温冻存过程中受

损伤的原因。 如图 １ 所示，细胞在冻存过程中受到的

最主要的损伤有两种［７］：溶质损伤和胞内冰损伤。
溶质损伤是指在降温速率较慢的情况下，细胞外部生

成冰晶使胞外溶液质量摩尔浓度上升，细胞内外的渗

透压差异使细胞内部的水分扩散至胞外，使细胞内的

细胞器以及其他内容物在较长时间内处于高渗的溶

液中而造成的损伤。 胞内冰损伤是指在降温速率较

快时，细胞内的水分来不及渗出而在细胞内部形成冰

晶，细胞内冰晶的形成对细胞结构产生破坏从而产生

机械损伤［８］。

图 １ 两因素假说

Ｆｉｇ． １ Ｔｗｏ⁃ｆａｃｔｏｒ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ

胞内冰的形成往往意味着细胞的死亡。 在生物

样本的低温保存过程中需要抑制胞内冰的形成，而在

低温外科手术过程中要利用胞内冰有效杀死肿瘤细

胞，因此了解胞内冰的形成机理至关重要。 胞内冰形

成的关键在于细胞膜，细胞膜被认为是阻止冰晶生长

的天然屏障［９］，关于胞内冰的形成机理围绕细胞膜

分为两种观点，一种以 Ｐ． Ｍａｚｕｒ 等［１０ － １１］ 为代表，认
为胞内冰的形成破坏了细胞膜结构，胞内冰是细胞膜

被破坏的原因；另一种以 Ｋ． Ｍｕｌｄｒｅｗ 等［９］ 为代表持

相反意见，认为胞内冰是细胞膜被破坏的结果，在低

温冻存过程中，由于胞外冰的生成造成细胞膜损伤，
失去对冰晶的屏蔽作用，导致胞内冰的形成。 但是关

于胞内冰形成的假说至今没有直接的实验证据。 本

文在分析前人研究成果的基础上，综合现有实验结

果，分析上述假说的合理性以及存在的问题。

１ 降温过程的胞内冰

１􀆰 １ 冰晶生长理论
冰晶的生长过程实际是水分子在晶核表面形成

氢键并有序排列的过程，水分子结晶包括两个过

程［１２］：晶核的形成和冰晶的生长。 晶核存在一个临

界尺寸，晶核大于临界尺寸时冰晶才能进一步生长，
晶核小于临界尺寸时则融化。 晶核的大小和体系的

过冷度相关［１３］，过冷度越大，晶核小而多，形成密集

的小冰晶；过冷度小时，晶核大而少，形成大冰晶。 对

于低温保存而言，大冰晶意味着更大的机械损伤，小
而密的冰晶保存效果更理想。 对于低温外科手术而

言，大冰晶的形成具有更大的杀伤力。 在实际冰晶生

长过程中存在匀相成核和异相成核两种情况：匀相成

核是指整个体系中的冰晶成核概率一致，成核均匀地

发生在体系中；异相成核是指体系中存在杂质，可以

作为冰晶生长的晶核使水分子在表面结晶，实际水结

晶过程大多数为非匀相成核。
低温保存过程中形成冰晶需要 ３ 个要素：１）足

够高的自由水分子摩尔浓度；２）足够长的冰晶生长

时间；３）足够低的成键温度。 自由移动的水分子能

够参与冰晶的生长，结合态的水分子不能参与冰晶的

形成。 足够高的自由水分子摩尔浓度保证水分子之

间有足够大的有效碰撞几率来形成氢键，亲水性的低

温保护剂能抑制冰晶生长的原因之一是分子中含有

很多亲水性基团，能够与溶液体系中的自由水分子形

成氢键，减少体系中的自由水分子摩尔浓度［１４］，减少

或者抑制冰晶的生长。 在玻璃化过程中使用高质量

摩尔浓度的低温保护剂使体系中的自由水含量大大

减少，极大地降低了冰晶的生成几率。 冰晶的生长需

要足够长的时间。 在低温保存过程中随着温度的降

低，水分子移动变缓，如果降温速率足够快，使冰晶没

有足够的时间进行生长，玻璃化保存中的超高降温速

率使水分子移动变得十分缓慢，且低的自由水含量使

冰晶难以形成，形成了无冰晶的固体玻璃态。 足够低

的成键温度使氢键有效形成而不被破坏，维持冰晶不

融化。
１􀆰 ２ 影响胞内冰形成的因素

Ｐ． Ｍａｚｕｒ［１０］认为影响胞内冰形成的因素主要是

降温速率、细胞对水的渗透率、胞外冰和细胞外悬浮

介质等。 体积小且渗透水能力高的细胞需要更高的

降温速率才能生成胞内冰， 如红细胞需要超过

５ ０００ ℃ ／ ｍｉｎ 的降温速率才能形成胞内冰，而体积更

大且水渗透能力更低的酵母细胞则只要 １０ ℃ ／ ｍｉｎ
—７２１—
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的降温速率就能形成胞内冰［１５］。
在降温过程中，细胞外的溶液先降温到溶液的凝

固点以下，实验表明胞外冰的产生先于胞内冰［１６］，通
过 ＤＳＣ 测量整个胞内冰的形成过程，结果显示整个

降温过程中出现两个放热事件，大的放热峰表示胞外

冰的形成，小的放热峰表示胞内冰的产生，大放热事

件总是先于小放热事件说明胞外冰的形成总是先于

胞内冰。 胞外冰的形成是细胞在降温过程中形成胞

内冰的前提条件。
Ｈｕａｎｇ Ｈ． 等［３］研究海藻酸盐水凝胶对于细胞的

保护作用时发现，当胶囊外部的溶液产生冰晶时会引

起胞内冰，但是将胶囊外部替换成无法产生冰晶的矿

物油，可以完全抑制胞内冰的产生。 这和实际的细胞

低温保存存在差异：１）细胞低温保存过程中细胞膜

是直接接触到保护剂溶液，而在胶囊中与细胞直接接

触的是水凝胶；２）当胶囊外部的液体由保护剂溶液

替换成油时，不仅改变了胞外冰，也改变了胞外液体

的导热率，需要进行进一步实验验证，如找到和低温

保护剂相同热物性参数的油来减少变量。 １９７０ 年，
有学者通过研究 ＤＮＡ、可溶胶原蛋白、胰岛素及胶原

酶等的水溶液在过冷下的成核能力，表明胞内生物大

分子不能作为形成胞内冰的晶核［１５］。 Ｍ． Ｔｏｎｅｒ
等［１１］也观察到猪卵母细胞降温至 － ２０ ℃时，在没有

胞外冰的情况下，胞内冰也没有产生，直到 － ２０ ℃以

下胞内冰与胞外冰才同时产生。
胞外冰的形成总是先于胞内冰，但胞外冰如何引

起胞内冰还未得到实验验证，因为胞内冰形成时间非

常短，在人工置核的条件下，胞内冰的发生只有 １􀆰 ６
ｍｓ［１７］。 受制于有限的观测手段，现有实验都是间接

的理论验证。 此外，细胞外悬浮介质也能影响胞内冰

的形成，胞内冰的生成温度与低温保护剂的质量摩尔

浓度成正比，增加低温保护剂的质量摩尔浓度能很大

程度上提高细胞的过冷度，抑制胞内冰的发生［１７］。
１􀆰 ３ 孔理论

以 Ｐ． Ｍａｚｕｒ［１０］为代表的学者认为胞内冰晶生长

的晶核直接来自于细胞外部的冰晶，胞外冰可以通过

细胞膜上的微孔进入细胞，为胞内冰晶的生长提供晶

核，胞外冰是胞内冰形成的必需条件。 １９６０ 年，Ｐ．
Ｍａｚｕｒ［１０］以酵母、巴氏杆菌和黄曲霉孢子为研究材

料，在确定低温本身对细胞无害的基础上，发现降温

过程中存在一个使细胞存活率显著下降的较小的温

度区间，且该区间为发生相变的区间，对细胞的伤害

是瞬时的。
Ｐ． Ｍａｚｕｒ［１０］综合实验结果认为胞内冰的具体生

长过程为：细胞悬液在降温过程中随着温度降至０ ℃

以下，细胞内外都没有冰晶形成，细胞内外的水分保

持过冷状态，此时细胞没有受到损伤，实验表明：冰晶

一旦生成，细胞的存活率会急剧下降，说明相比于体

系能量的降低，水分的相变更为致命。 如图 ２ 所示，
随着温度的继续下降，细胞外介质开始结冰，当体系

的温度足够低，降温速率足够快时，冰晶才能通过细

胞膜上的小孔进入胞内引起胞内水分的结晶。 Ｐ．
Ｍａｚｕｒ［１０］假设冰晶若要通过细胞膜上的小孔，其尖端

必须有足够小的曲率半径，而提高降温速率或升高过

冷度能够增大冰晶形成的驱动力，减小冰晶生长前端

的曲率半径，同时提高降温速率也使细胞内的水分来

不及运输到胞外。

图 ２ 冰晶通过细胞膜微孔进入细胞内部

Ｆｉｇ． ２ Ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｅｎｔｅｒ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｒｅ

Ｐ． Ｍａｚｕｒ［１８］１９６５ 年给出了胞内冰形成温度和细

胞膜小孔孔径的数学关系式：

ΔＴ ＝
２ｖ１Ｔｆσｓｌｃｏｓθ

ａＬｆ
（１）

ｃｏｓθ ＝
σｓｃ － σｌｃ

σｓｌ
（２）

式中：ΔＴ 为水在膜孔内的凝固点与水在冰水平

面界面上的凝固点 Ｔｆ 之间的差值，℃；ｖ１ 为水的摩尔

体积，ｍ３；σｓｌ为冰水界面自由能，１０ － ７ Ｊ ／ ｃｍ２；ａ 为膜

孔半径，１０ － １０ ｍ；Ｌｆ 为冰融化的摩尔热，Ｊ；θ 为冰晶前

端与孔壁的接触角；σｓｃ为冰晶和孔壁的界面自由能，
１０ －７ Ｊ ／ ｃｍ２；σｌｃ为水和孔壁的界面自由能，１０ －７ Ｊ ／ ｃｍ２。
其中，σｓｌ≈２ ×１０ －６ Ｊ ／ ｃｍ２，带入其他已知变量可得：

ΔＴ ＝ ３００ｃｏｓθ
ａ （３）

假设冰晶与孔壁之间的接触角 θ ＝ ０°，则 ｃｏｓθ ＝
１，当 ａ ＝ ３ × １０ － ９ ｍ 时，ΔＴ ＝ １０ ℃，符合对应的实验

证据；当假设接触角 θ ＝ ８０°，ａ ＝ ５ × １０ － １０ ｍ，ΔＴ ＝
１０ ℃。 方程显示对于指定大小的膜孔，水在膜孔内

的凝固点与水在冰水平面界面上的凝固点之间存在

一个固定的温度差值，决定了胞内冰能否通过该孔道

生长。 １９９６ 年 Ｗ． Ｋ． Ｂｅｒｇｅｒ 等［１９］ 研究了冰晶在唾
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液腺组织细胞之间的传播，结果显示该传播过程和温

度有很大相关性，在固定温度以上观察不到冰晶在细

胞间的传播。 该结果支持了冰晶可以通过孔道进行

传播。 ２００１ 年 Ｊ． Ｐ． Ａｃｋｅｒ 等［２０］在 Ｐ． Ｍａｚｕｒ［１８］基础

上改进了孔理论模型。 该模型考虑了实际细胞低温

保存过程中，胞外是水溶液而不是纯水，公式为：

ΔＴ ＝
２σｓｌＶ Ｓ

１Ｔ ０
ｆｐｃｏｓθ

ａＬｆ
＋
ｖｌ１πｌ Ｔ ０

ｆｐ

Ｌｆ
（４）

修正后的公式显示，在相同接触角下，相同的膜

孔径，修正后的 ΔＴ 更大，原因是相比于纯水，水溶液

的凝固点会有所下降，使生成胞内冰的温度更低，过
冷度更大。
１􀆰 ４ 体积催化成核理论和表面诱发成核理论

Ｍ． Ｔｏｎｅｒ 等［１１］ 在 １９９１ 年提出了体积催化成核

理论和表面诱发成核理论。 观察了小鼠卵母细胞在

１２０ ℃ ／ ｍｉｎ 降温速率下的胞内冰形成情况，随着温度

的降低，胞内冰的形成概率逐渐增加，且随着溶液渗

透压的增加，胞内冰的形成温度也不断降低，当渗透

压升至 ７３５ ｍＯｓｍ ／ ｋｇ 之后，胞内冰的形成曲线发生

变化，当温度达到 － ３１ ℃时，曲线的斜率陡然增加，
以 － ３１ ℃为界线，温度变化对胞内冰的形成有不同

影响，表明在 － ３１ ℃上下有两种不同的胞内冰形成

机制。 假设温度高于 － ３１ ℃时，形成的胞内冰是由

胞外冰催化形成的，胞内冰形成的温度较高；温度低

于 － ３１ ℃时，形成的胞内冰的晶核来自细胞内部，需
要的温度更低，可能是细胞内的物质或细胞结构作为

晶核异相成核，或者是细胞内部的过冷水匀相成核，
细胞内部成核使在极短的温度区间内胞内冰的形成

概率达到 １００％ 。
Ｍ． Ｔｏｎｅｒ 等［１１］还观察到存在两种不同类型的胞

内冰，在没有加入保护剂的情况下，前者发生的温度

较高，高于 － １７ ℃，表现为细胞在光学显微镜下变

黑；后者的形成温度低于 － ２４ ℃，表现为细胞照片的

灰度没有变化，在静止的照片上无法区分，但在运动

的影像上很容易区分，在两种类型的胞内冰中间存在

一个温度区间 － ２４ ～ － １７ ℃，在该区间内两种类型

的胞内冰同时存在。 中间过渡区域不涉及以 － ３１ ℃
为分界点的胞内冰生成机制的转变。 出现该现象的

原因可能是细胞的内冰晶分支的大小不同，取决于细

胞质的过冷程度。 但 Ｍ． Ｗ． Ｓｃｈｅｉｗｅ 等［２１］ 通过研究

人粒细胞，认为变黑类型的胞内冰是异相成核的结

果，由胞外冰引发；灰度不变的胞内冰是胞内颗粒异

相成核的结果。
Ｍ． Ｔｏｎｅｒ 等［２２］ 认为胞内冰晶生长存在两种机

制，如图 ３ 所示，在 － ３１ ℃以上为表面诱发成核。 胞

外冰晶的形成会产生一些影响细胞膜的因素，如化

学、电、机械、离子或热量等，而细胞膜受影响后产生

的变化会间接地促使胞内冰在细胞膜内表面上形成，
此过程从胞外到胞内没有传质过程。

图 ３ ＳＣＮ 理论

Ｆｉｇ． ３ ＳＣＮ ｔｈｅｏｒｙ

如图 ４ 所示，在 － ３１ ℃以下为体积催化成核，晶
核来自细胞内部，可能是细胞内部存在的一些结构或

生物大分子引发的胞内异相成核，或是胞内水分子的

匀相成核。

图 ４ ＶＣＮ 理论

Ｆｉｇ． ４ ＶＣＮ ｔｈｅｏｒｙ

Ｍ． Ｔｏｎｅｒ 等［２２］给出两种理论的数学模型：

ｌｎ［１ － ＰＩＦ（Ａｓ，Ｔ）］ ＝ １
Ｂ ∫

Ｔ

Ｔｆ

ＡｓＩｓｈｅｔ（Ａｓ，Ｔ）ｄＴ （５）

式中：ＰＩＦ 为胞内冰的生成概率；Ｂ ＝ （ － ∂Ｔ ／ ∂ｔ）；
Ａｓ 为发生成核的细胞膜区域。

Ｉｓｈｅｔ ＝ Ωｈｅｔｅｘｐ －
Ｋｈｅｔ

Ｔ ２ Ｔ ３
æ

è
ç

ö

ø
÷ （６）

式中：Ωｈｅｔ和 Ｋｈｅｔ分别为冰晶成核的动力学和热

力学参数。

Ωｈｅｔ ＝ Ω０
Ｔ
Ｔｆ０

( )
１
２ η０

η
æ
è
ç

ö
ø
÷

Ｎｓ

Ｎｓ
０

( ) ｆ（θ）
ｆ（θ０）

( )
１
６

（７）

Ｋｈｅｔ ＝ Ｋ０
Ｔｆ

Ｔｆ０

æ
è
ç

ö
ø
÷

４ ｆ（θ）
ｆ（θ） ０

( ) （８）

式中：Ω０ 和 Ｋ０ 分别为等渗条件下的冰晶成核动

力学和热力学参数；Ｎｓ 为接触到成核基质的水分子

摩尔数；Ｎｓ
０ 为等渗条件下接触到成核基质的水分子

摩尔数。
—９２１—
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Ｖｏｌ． ３９，Ｎｏ． ３
Ｊｕｎｅ， ２０１８

ｆ（θ） ＝ （１ － ｃｏｓθ） ２（２ ＋ ｃｏｓθ）
４ ，０ ≤ ｆ（θ） ≤ １

（９）
式中：θ 为胞内冰晶形成时和细胞膜的接触角，

取决于溶液和细胞膜基质、冰相和细胞膜基质及冰水

界面三者之间的界面能。 对于在渗透压为 ２８５
ｍＯｓｍ ／ ｋｇ，降温速率为 １２０ ℃ ／ ｍｉｎ 的小鼠卵母细胞

的 ＳＣＮ 模型，Ω０
ＳＣＮ ＝ ３􀆰 ５６ × １０８ （ｍ２·ｓ） － １，Ｋ０

ＳＣＮ ＝
４􀆰 ６０ × １０９ Ｋ５，接触角为 ３５°，结果显示胞内冰形成温

度区间在 － １０ ℃ 左右。 对于在渗透压为 １０３５
ｍＯｓｍ ／ ｋｇ，降温速率为 １２０ ℃ ／ ｍｉｎ 的小鼠卵母细胞

的 ＶＣＮ 模型，Ω０
ＶＣＮ ＝ １􀆰 ８４ × １０５０ （ｍ２·ｓ） － １，Ｋ０

ＶＣＮ ＝
１􀆰 ０８ × １０１２ Ｋ５，对应的胞内冰生成温度在 － ３１ ℃左

右。 模型拟合数据与实验数据相符。
Ｍ． Ｔｏｎｅｒ 等［２２］的胞内冰形成模型被运用在多种

细胞保存的理论研究当中。 张绍志等［２３］ 利用 Ｍ．
Ｔｏｎｅｒ 等［２２］的胞内冰形成模型研究了脐带血干细胞

的冻存特性，降温速率为 ３０ ℃ ／ ｍｉｎ，并且采用人工置

核引发胞外冰，发现脐带血干细胞在没有添加低温保

护剂的情况下，细胞处于 ０􀆰 ０９％ 的等渗溶液中时，降
温过程中胞内冰的生成温度为 － １３ ～ － ４ ℃，认为是

细胞膜内表面催化引起的胞内冰，根据实验拟合得到

的 Ω０
ＳＣＮ ＝ １􀆰 ３１ × １０９ （ｍ２·ｓ） － １，Ｋ０

ＳＣＮ ＝ ２􀆰 ２２ × １０８

Ｋ５。 当加入 １０％ 的二甲基亚砜作为低温保护剂时，
胞内冰的生成温度为 － ３８ ～ － ２７ ℃，认为这是细胞

内部组分异相成核 ＶＣＮ 引起的。 刘宝林等［２４］ 对小

鼠成骨细胞的胞内冰形成情况进行了研究，降温速率

为 ４００ ℃ ／ ｍｉｎ，胞内冰生成温度为 － ２０ ～ － ４ ℃，并
且在 － １０ ℃时包内冰发生的概率显著增大。 易静如

等［２５］观察了子宫颈癌细胞在 ４５ ℃ ／ ｍｉｎ 和 ６０ ℃ ／ ｍｉｎ
降温速率下的胞内冰成核情况，利用 ＳＣＮ 模型拟合

得到了相关的动力学和热力学参数。
Ｍ． Ｔｏｎｅｒ 等［２２］的理论模型被用在多种细胞的低

温保存过程中，验证了正确性，但还缺乏直接实验证

据。 在 ＳＣＮ 理论中细胞膜是如何引发胞内异相成核

的仍是未知，猜想的化学、电、机械、离子或热量等因

素还需要逐项研究；在 ＶＣＮ 理论中细胞内部是如何

成核的，关于细胞内部是否存在有效的成核介质需要

进一步研究，如果是细胞内匀相成核，那么需要的条

件更为苛刻。 只有理想状态下的纯水才能形成匀相

成核［９］，在细胞内部一个多组分的溶液体系里实现

匀相成核的机机制也需要探讨。
１􀆰 ５ 膜受损理论

１９９０ 年 Ｋ． Ｍｕｌｄｒｅｗ 等［９］ 以小鼠成纤细胞为研

究材料，得出膜受损理论。 研究发现胞内冰的形成温

度和降温速率无关，而与保护剂的质量摩尔浓度相

关，结果显示小鼠成纤维细胞在降温速率 ５０ ～ ２００
℃ ／ ｍｉｎ 的温度区间内时，改变降温速率对胞内冰的

形成温度没有显著性差异，根据 Ｐ． Ｍａｚｕｒ［１０］ 的孔理

论，形成胞内冰需要足够快的降温速率使冰晶能通过

细胞膜上的通道生长，而实验结果显示胞内冰形成和

降温速率无关，因而不支持孔理论。 此外，Ｋ． Ｍｕｌ⁃
ｄｒｅｗ 等［９］发现随着溶液质量摩尔浓度的升高，形成

胞内冰所需的冰水界面移动速率在降低。 冰水界面

的电势随着溶液质量摩尔浓度的升高而降低，随着冰

水界面移动速率的加快而上升，理论上提高溶液的质

量摩尔浓度，需要更高的冰水界面移动速率以达到破

坏细胞膜的对应的电势。 因此，Ｋ． Ｍｕｌｄｒｅｗ 等［９］ 否

定胞外冰形成移动时的冰水界面的电势造成细胞膜

损伤从而引发胞内冰的理论，还发现胞内冰的形成温

度随着过冷度的增加而降低，否定了存在一个关键的

过冷度点决定胞内冰产生的理论。
Ｋ． Ｍｕｌｄｒｅｗ 等［９］ 在否定已有的假说的基础上，

提出细胞在降温过程中会在细胞膜两侧形成一个渗

透梯度，且该梯度存在一个临界值，同时低温会造成

细胞膜结构的变化，在低温下细胞膜流动性变差，变
得更脆，这两个因素综合造成了细胞膜的损伤，细胞

膜损伤之后，失去了对冰晶的屏障作用由此而形成胞

内冰。 他们选取整个体系中 ５０％的细胞损伤时对应

的细胞膜两侧渗透梯度为观察对象，发现随着胞内冰

成核温度的降低，细胞膜两侧的渗透梯度逐渐降低，
且呈线性关系。 根据该线性关系得出：在 ０ ℃时，由
于低温造成 ５０％的细胞损伤率对应的细胞膜渗透梯

度为 ９． １１ ＭＰａ；将细胞直接置于 ０ ℃的溶液中，逐渐

提高渗透压，对应的 ５０％ 细胞损伤时的渗透梯度为

９． １５ ＭＰａ，与前者相近，因此认为细胞在低温保存过

程中的损伤是由细胞膜两侧的渗透梯度造成的，胞内

冰是细胞膜损伤的结果。 此观点与一般材料的抗张

强度均为温度的函数的解释一致。 他们还假设膜的

损坏不一定与渗透压本身有关，而与水分的运输速率

有关。
Ｋ． Ｍｕｌｄｒｅｗ 等［９］ 通过实验结合线性拟合研究胞

内冰的方法很有借鉴意义，能有效找出影响胞内冰的

因素，但实验设置还存在一些问题，在质疑孔理论时，
采用的降温速率区间过高，没有覆盖低降温速率区

间，从而错过了在低降温速率区间细胞膜的屏障作

用，而这点是支持 Ｐ． Ｍａｚｕｒ［１０］的孔理论的。

２ 胞内冰的实验观察

观察胞内冰晶的形成需要特殊的设备及方法，常
—０３１—
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用的仪器是低温显微镜，电子显微镜及共聚焦显微

镜。 在显微镜的基础上衍生出一系列观察方法［２６］：
１）“闪光法”，胞内冰晶的散射会使整个细胞内部变

黑，借以判断胞内冰的形成；２）荧光法，利用荧光染

料 ＳＹＴＯ１３ＴＭ 对细胞内部的 ＤＮＡ 以及 ＲＮＡ 进行染

色，胞内冰的生成会损坏细胞核以及胞质内的核酸，
使细胞呈现一种蜂巢状的荧光图案；３）差示扫描量

热法，冰晶的形成会释放结晶潜热，根据降温过程中

的热量变化侧面反映胞内冰的生成情况。
２００５ 年 Ｐ． Ｍａｚｕｒ 等［２７］ 观察了非洲爪蛙和小鼠

的卵母细胞在降温过程中的冰晶生长情况。 他们指

出，按照 Ｋ． Ｍｕｌｄｒｅｗ 等［９］的膜受损理论，在足够快的

降温速率下，细胞内的水分运输是温度的函数而不受

保护剂的质量摩尔浓度和种类的影响，但实验发现胞

内冰的生成温度与保护剂的质量摩尔浓度和种类有

很大关系，因此不支持 Ｋ． Ｍｕｌｄｒｅｗ 等［９］ 的膜受损理

论。 实验进一步支持胞内冰是由胞外冰引起的，结合

实验结果，Ｐ． Ｍａｚｕｒ 等［２７］ 认为由胞外冰引起的细胞

膜上孔结构的改变有可能和胞内冰的形成有关。
杨戈尔等［１７，２８］ 在细胞内的水生长可能是有方向

的基础上，通过高速摄像机直接观察了胞内冰的生长

过程。 研究表明，在慢速降温过程中，胞内冰是在靠

近细胞核的细胞膜内侧开始生长的，逐渐进入细胞核

内，最后穿过细胞核，并在细胞核周围停止生长，冰晶

并未覆盖整个细胞。 这可能是由于细胞膜和核膜表

面附近的水分子排列是有规律的［２９］，而细胞核与细

胞膜相距最近的胞质空间区域的水分子的排列相比

于细胞的其他部分更为规律，更利于冰晶的生长。 而

冰晶的生长过程实际上就是水分子的定向排列成键

过程。 研究指出胞内冰是在细胞膜上发生的，但由于

细胞内水分排列的不同而表现出发生位置的特异性。
此外，冰晶生长进入细胞核而不是绕过细胞核，他们

认为这是由于细胞核内部的水分含量更多造成的，细
胞核内部分水分含量更高有两个原因：１）在低温下

水分子的扩散更加缓慢；２）核膜的阻挡作用。 这两

个假设还缺乏具体的实验证明，如何确定在核膜与细

胞膜之间的水分子排列更加规律，如何测量细胞核与

胞质的水分含量，测量之后如何用实验证明，这些问

题都有待商榷。
２０１６ 年 Ｔ． Ｎｉｎａｇａｗａ 等［３０］ 同样利用高速摄像机

观察了天竺葵叶片背面的细胞在没有加入低温保护

剂时的胞内冰生成情况，得到较为清晰的胞内冰形成

图像，研究发现胞内冰在植物叶片细胞中的形成模式

分为 ３ 种：１）胞内冰在细胞膜内表面开始形成，然后

沿着细胞四周生长；２）胞内冰在细胞膜内表面开始

形成，然后向细胞中心生长；３）胞内冰在细胞中间而

不是细胞膜内表面形成，然后向四周生长，该模式研

究揭示了细胞内存在着有效的晶核。 验证了 ＶＣＮ 理

论的可行性。

３ 复温过程的胞内冰

复温过程中的胞内冰是指经过低温冻存或玻璃

化保存的细胞在复温过程中经历的细胞内部的冰晶

再生长过程。 Ｈ． Ｂａｎｋ［３１］ 研究了低温冻存的酵母细

胞在慢速复温下的胞内冰生长情况，结果显示在慢速

复温过程中，细胞被复温到 － ５０ ℃保持 ２４ ｈ，细胞内

部也只有小冰晶，当细胞被复温到 － ３０ ℃且维持 ３０
ｍｉｎ 时，胞内出现部分大体积冰晶，当细胞被复温到

－ ２０ ℃且只维持 ５ ｍｉｎ 时，胞内出现大量大体积冰

晶。 结合 Ａ． Ｐ． Ｍａｃｌｅｎｚｉｅ［３２］对酵母细胞在复温过程

中细胞存活率的研究表明：复温过程中的胞内冰相比

于降温过程中的胞内冰更为致命，胞内冰晶在由小冰

晶生长到大冰晶的过程中对细胞造成的损伤更大。
目前更倾向于在复温阶段使用快速复温来解冻细胞，
使细胞在复温过程中快速通过危险温区，从而避免胞

内冰晶再生长对细胞产生的损害。 利用交变磁场对

磁纳米粒子进行加热［３３］，此种加热方式快速且均匀，
被认为是复温细胞最有效的手段。

４ 水通道蛋白与胞内冰

一个生物体或器官由很多不同种类的细胞构成，
若想实现整个机体或器官的低温冻存，必须分别对不

同类型的细胞进行研究。 了解胞内冰在不同细胞内

的生成机理并避免在冻结过程中的冰晶损伤对于整

个机体或器官的保存至关重要。 但由于采用不同的

细胞进行研究，导致很多结论难以统一，经典假说的

研究过程中采用不同物种的不同细胞进行研究，Ｐ．
Ｍａｚｕｒ［１０］采用微生物，Ｍ． Ｔｏｎｅｒ 等［１１］ 采用小鼠卵母

细胞，Ｋ． Ｍｕｌｄｒｅｗ 等［９］ 采用小鼠成纤细胞。 尽管不

同的细胞有不同的表现，但在整个过程中细胞膜和胞

内水分含量是关键。
细胞膜上的水通道蛋白调控着水分的运输，水通

道蛋白于 １９８８ 年被 Ａｒｇｅ 发现并命名为 ＣＨＩＰ２８，并
于 １９９１［３４］年被证实参与水分的运输。 其形成的通道

直径很小，只允许单个水分子通过，比如 ＡＱＰ１ 水通

道蛋白形成的亲水通道直径约为 ０􀆰 ２８ ｎｍ［３５］。 研究

表明水通道蛋白通过其内部特定氨基酸结构使水分

子以适当的角度穿过通道到达细胞内部［３４］，而这种

使水分子有序排列的功能可以降低冰晶形成所需的

能量使冰晶能在通道内部生长。
—１３１—
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无毒水通道蛋白阻断剂是一类可以阻断水通道

蛋白的试剂，一般是具有巯基活性的汞复合物被广泛

用于水通道蛋白的研究［３６］。 采用无毒水通道蛋白阻

断剂将细胞膜上面的水通道关闭，在低温显微镜和

ＤＳＣ 上观察胞内冰的生成情况，通过低温显微镜直接

观察胞内冰的形成情况。 如果由于水通道蛋白的关

闭引起冰晶无法穿过通道，造成胞内溶液过冷度提

高，胞内冰形成温度下降，证明水通道蛋白在胞内冰

的形成过程中起了很重要的作用。 利用 ＤＳＣ 研究细

胞的冻结过程，前人的研究显示细胞在降温过程中会

出现两个放热峰，大的峰是细胞外溶液结晶的放热

峰，小的峰是胞内溶液冻结的放热峰，如果水通道被

阻断后，胞内冰发生的热事件后移，也表明水通道蛋

白是胞外冰进入细胞内部的通道。 可通过分子生物

学手段，用基因敲除的办法减少水通道蛋白的数量来

研究水通道蛋白对胞内冰的影响。 此外，可通过相应

的模拟软件对实验无法进行的部分进行模拟计算。

图 ５ 冰晶无法通过关闭后的水通道生长

Ｆｉｇ． ５ Ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ ｃａｎ ｎｏｔ ｇｒｏｗ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｄ
ｗａｔｅｒ ｃｈａｎｎｅｌ

如果胞内冰是由胞外冰通过水通道蛋白进入细

胞内引发的，可以通过减少细胞膜表面的水通道蛋白

的数量，减少胞内冰的发生概率，但同时降低水通道

蛋白也会降低细胞对水分的运输能力，所以在保存细

胞前可对细胞进行适当脱水处理使细胞内部水分含

量降低，再结合水通道蛋白数量的减少或关闭来抑制

胞内冰的形成。 此外，组织或器官中不同细胞的水分

渗透能力不同，这也是组织或器官难以长期低温保存

的原因，通过修饰水通道蛋白使不同类型的细胞具有

相同的水分渗透能力也许是解决组织或器官长期保

存的有效方法。 相反，利用增加水通道蛋白的数量增

加胞内冰发生的概率，可用于低温外科手术中以增加

治疗效果。

５ 结论与展望

本文详细分析了目前关于胞内冰形成的假说，现
有假说都有相对应的实验证据，但都是从侧面进行验

证，由于采用不同的细胞进行研究，难以得到统一的

结论。 冰晶要在胞内形成，需要两个条件：有效的晶

核和足够的自由水分子数。 围绕晶核的来源衍生出

的孔理论、ＳＣＮ 理论、ＶＣＮ 理论都能解释对应的实验

结果。 目前的实验观测到细胞内部存在有效的晶核，
说明 ＶＣＮ 理论是可行的。 关于孔理论和 ＳＣＮ 理论，
区分这两个假说是研究的关键。 对于孔理论存在的

问题是：细胞膜上的水通道蛋白能否作为冰晶生长的

通道；对于 ＳＣＮ 理论存在的问题是：细胞膜内表面如

何催化冰晶形成，如何界定细胞膜催化冰晶形成的能

力。 围绕这些问题需要仔细地设计实验进一步研究。

本文受上海东方学者跟踪计划项目的资助。 （Ｔｈｅ ｐｒｏｊｅｃｔ
ｗａｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｐｒｏｊｅｃｔ Ｔｒａｃｉｎｇ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｏｒｉｅｎｔａｌ Ｓｃｈｏｌ⁃
ａｒｓ． ）
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