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摘　 要　 细胞低温保存过程中ꎬ胞内冰损伤是其主要损伤因素之一ꎬ这可以通过控制冰晶成核来降低ꎮ 本文总结了物理、化学及

生物控制成核方法在低温保存领域的应用ꎬ归纳了各类控制成核方法的机理及对细胞产生的影响ꎬ对比得出生物及化学试剂控

制成核方法较为优异ꎮ 并提出最佳成核温度的概念ꎬ在该温度下ꎬ胞外冰产生且引导细胞适当脱水ꎬ减少胞内自由水ꎬ降低胞内

冰的产生几率ꎬ为控制成核在细胞低温保存领域的应用指明了方向ꎮ
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　 　 受损细胞及组织的修复与再生已成为临床医学

面临的巨大难题ꎬ全世界每年有超过 ５０ ０００ 个造血

干细胞和 １００ ８００ 个实体器官移植手术[１]ꎬ但由于免

疫排斥反应ꎬ术后病患的痊愈情况并不理想ꎮ 与此同

时ꎬ组织工程和再生医学领域正在迅速发展ꎬ成人干

细胞如间充质干细胞具有自我更新和分化能力ꎬ可发

展成特定细胞ꎬ用于修复再生医学中受损的组织和器

官[２]ꎬ如能提前提取胚胎干细胞或成人干细胞进行

低温保存ꎬ将解决匹配供体难寻及免疫排斥等问题ꎮ
低温保存细胞时ꎬ降温条件不同ꎬ细胞状态不同ꎬ

如图 １ 所示慢速冷冻保存(图 １￣Ⅰ~图 １￣Ⅵ)和玻璃

化保存(图 １￣Ⅶ)是低温保存的两种方式ꎬ其胞内冰

的生成量及形态不同ꎮ 玻璃化保存是最理想的保存

方式ꎬ细胞的玻璃态固化不会改变细胞的原子或结构

元的位置ꎬ因此并未破坏细胞功能[３]ꎬ但目前很难达

到完全玻璃化保存ꎮ 慢速冷冻保存过程中ꎬ细胞低温

损伤的来源主要有溶质损伤(图 １￣Ⅰ)和胞内冰损伤

(图 １￣Ⅲꎬ图 １￣Ⅳ)ꎬ低温冷却速率慢ꎬ胞内水大量渗

出ꎬ易造成溶质损伤ꎻ而冷却速度快ꎬ细胞内水来不及

渗出易造成胞内冰损伤[４－５]ꎮ 梁玮等[６] 研究表明ꎬ胞
内冰不仅对细胞造成机械损伤ꎬ还可能损伤细胞功

能ꎬ并可能造成细胞内生物大分子的降解或突变等ꎮ
低温保存过程中产生的胞内冰是细胞受损的主要因

素之一ꎮ
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图 １ 不同降温条件下低温保存的细胞状态[１２]

Ｆｉｇ.１ Ｃｅｌｌ ｓｔａｔｕｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ[１２]

　 　 提高细胞的低温保存质量ꎬ降低冰晶损伤主要从

减少冰晶的生成及抑制冰晶生长两方面入手ꎬ两者都

与冰晶成核温度有密切关系ꎮ 成核温度的变化会影

响卵母细胞 /卵巢[７]、胚胎干细胞[８－９] 等各种细胞的

生存能力和结构完整性[１０－１１]ꎮ 本文主要分析成核温

度对于冰晶成核与生长的影响ꎬ总结目前低温保存领

域控制冰晶成核的方法及机理ꎮ

１ 成核温度对冰晶的影响

成核温度对冰晶的影响实际是通过影响过冷度

(Ｔｆ ~Ｔｎ)和危险区(Ｔｆ ~Ｔｇ)ꎬ进而影响冰晶的成核、生
长及形貌ꎬ控制成核温度可以使得胞内冰损伤最

小化[１３]ꎮ
１ １ 成核温度对过冷度的影响

欲使液相自发转成固相ꎬ液体过冷到低于 Ｔｆ(凝
固点)的温度即 Ｔｎ(初始成核温度)是必要的ꎬ此时产

生过冷度 ΔＴ(ΔＴ ＝ Ｔｆ －Ｔｎ)ꎬ形成冰晶的相变驱动力

ΔＧ(固液态的吉布斯自由能之差)ꎬ当 ΔＧ 也大于成

核势垒 ΔＧ∗ꎬ形成冰晶晶核ꎬ结冰自发进行ꎮ
冰晶成核分为均相成核(图 １￣Ⅳ)和异相成核

(图 １￣Ⅲ)两种ꎬ均相成核在一个体系内各处的成核

几率均相同ꎬ异相成核是指水在尘埃、容器表面及其

他异相表面等处形成晶核[４]ꎮ 纯水的均相成核温度

为－３５~ －３８ ℃ [１２]ꎬ生物材料异相成核温度一般在－
１０~ －３０ ℃ [１４]ꎬ异相成核的过冷度比均相成核的过

冷度小很多[１５]ꎮ 过冷度较大则形成的晶核多ꎬ过冷

度小时则形成的晶核少[１６]ꎮ 已有学者研究出晶核生

成模型并验证其在生物领域的适用性ꎬ刘宝林等[１７]

将实验与胞内冰成核模型相结合ꎬ系统地研究了老鼠

成骨细胞在低温保存过程中的胞内冰生成规律ꎬ并应

用数学模型较好地预测了多种降温速率下老鼠成骨

细胞的胞内冰生成率ꎮ
溶液过冷度较小时ꎬ形成的冰晶形貌可能呈针

状、羽状或盘状ꎬ但最终均发展成树枝状ꎮ Ｍ. Ｂａｙｅｒ￣
Ｇｉｒａｌｄｉ 等[１８]研究一种从海冰硅藻中提取出来的冰面

结合蛋白(ｆｃｌＩＢＰｓ)ꎬ结果显示ꎬΔＴ<０ ３ Ｋ 时ꎬ冰晶呈

盘状ꎻ０ ３ Ｋ<ΔＴ<０ ５ Ｋ 时ꎬ平行于基面的冰面开始

出现树枝状分叉ꎬ且随着 ΔＴ 的增大ꎬ树枝状分叉越

密集ꎮ 呈树枝状的原因是结晶过程中所释放的潜热

不能迅速地被传递出去ꎬ树枝状的冰晶棱角锋利ꎬ造
成细胞损伤ꎮ

冰晶的生长是水分子扩散到晶核表面并有序聚

集的过程[１９]ꎮ 通过均相成核或异相成核之后ꎬ冰晶

就从晶核向不同方向扩展生长ꎬ一般在平行于基面的

方向上生长ꎬ垂直于基面的方向上生长十分缓慢ꎬ可
忽略ꎮ 冰晶的生长速率随过冷度的增大而增大ꎬＤ.
Ａ. Ｖｏｒｏｎｔｓｏｖ 等[２０]在研究中提到纯水中冰晶体尖端

生长速率随过冷度的变化:
Ｒ(ΔＴ)＝ βΔＴ ｎ (１)
式中:β 和 ｎ 均为实验常数ꎮ β 是面的动力学系

数ꎬ根据实验数据 ｎ ＝ １ ７０ ~ ２ ３７ꎮ 他们研究了羧化

的多聚赖氨酸(ＣＯＯＨ￣ＣＰＬＬ)保护剂、过冷度与冰晶

—０６１—
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生长速率的关系ꎬ发现无论何种浓度ꎬ溶液冰晶生长

速率均随着过冷度的增加而增加ꎮ
１ ２ 成核温度对危险区的影响

图 ２ 所示为典型低温保护剂溶液相图ꎬＴｍ 为熔

融温度ꎬ℃ꎻＴｈ 为均相成核温度ꎬ℃ꎻＴｇ为玻璃化转变

温度ꎬ℃ꎻＴｄ 为反玻璃化转变温度ꎬ℃ꎮ 降温时ꎬ温度

达到玻璃化转变温度 Ｔｇ 以下ꎬ溶液即固化为玻璃态ꎬ
而 Ｔｆ ~Ｔｇ 区域冰晶快速生长ꎬ损伤细胞ꎬ为第一危险

区ꎻ复温时ꎬ温度达到反玻璃化转变温度 Ｔｄ 后ꎬ冰晶

再次生长ꎬ物质开始脱离玻璃化状态ꎬＴｄ ~ Ｔｍ 区域为

第二危险区ꎮ

图 ２ 典型低温保护剂溶液相图[４]

Ｆｉｇ.２ Ｔｙｐｉｃａｌ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐｈａｓｅ ｄｉａｇｒａｍ[４]

对于玻璃化保存ꎬ第二危险区易再结晶ꎬ出现反

玻璃化现象ꎬ对细胞损伤较大ꎬ解决思路有缩短危险

区或抑制第二危险区冰晶的成核及生长ꎮ Ｈｕａｎｇ
Ｈａｉｓｈｕｉ 等[２１]研究发现可通过控制成核减少第二危

险区胞内冰晶再生长尺寸ꎬ进而降低胞内冰对细胞的

威胁ꎬ且归纳出第二危险区大致在－１０~ －３０ ℃ꎮ
使用海藻酸钠水凝胶封装细胞再进行低温保存ꎬ

不仅可以提升降温过程中保护剂溶液的玻璃化程度ꎬ
而且能够抑制第二危险区的反玻璃化ꎬ抑制原因可能

是海藻酸钠水凝胶高黏度阻碍水分子运动[２２－２３]ꎮ
Ｌｉｕ Ｘｉａｏｌｉ 等[２２]使用海藻酸钠水凝胶封装猪脂肪干

细胞ꎬ保护剂溶液为 １ ｍｏｌ / Ｌ 二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)＋１
ｍｏｌ / Ｌ 乙二醇(ＥＧ)＋１ ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖ꎮ 未被微囊化

细胞的存活率低于 ２７％ꎬ被微囊化细胞具有相对较

高的存活率(６３ ５％)ꎬ低温显微镜观察发现未微囊化

细胞组的 Ｔｎ 为－７０ ８ ℃ꎬ升温时在－２０ ６ ℃开始反

玻璃化ꎬ而微囊化细胞组 Ｔｎ 被抑制到－８４ １ ℃ꎬ未出

现反玻璃ꎬ且冰晶更少更小ꎮ Ｈｕａｎｇ Ｈ. 等[２３] 通过添

加海藻酸钠水凝胶实现了低浓度(２ ｍｏｌ / Ｌ)且较大体

积(２５０ μＬ 麦管)的玻璃化冻存ꎬ研究发现降温过程

中ꎬ冰晶首先在海藻酸钠水凝胶外侧生成ꎬ内侧无冰

晶出现ꎮ 微胶囊化后的小鼠胚胎干细胞(ｍＥＳＣｓ)和
人脂肪干细胞(ｈＡＤＳＣｓ)存活率均显著提高ꎮ

综上所述ꎬ过冷度较小ꎬ产生的晶核数量少ꎬ冰
晶生长速率较慢ꎬ冰晶形态棱角较少ꎬ对细胞产生

的威胁较小ꎮ 而缩短危险区ꎬ可缩短冰晶生长时

间ꎬ降低冰晶尺寸ꎮ 学者们不断研究有效控制冰晶

成核的方法ꎬ以及这些方法对于低温保存过程中细

胞的影响ꎮ

２ 物理方法控制成核

控制成核的物理方法有手动置核和物理场影响

成核ꎬ手动置核是较为成熟的物理诱导成核方式ꎬ外
加物理场也会影响低温保存过程中水分子的相变ꎬ通
过不同的作用机理来诱导或抑制冰晶成核ꎮ
２ １ 手动置核

早期低温保存细胞时ꎬ就有通过将小冰晶体引入

过冷样品中的研究案例ꎮ 外来晶种具有污染培养液

的可能性ꎬ消除方法是通过在低温容器外侧局部产生

过冷点ꎬ使得溶液异相成核ꎬ提高成核温度ꎮ
Ｃ. Ｂ. Ｗａｒｅ 等[７]研究手动置核对人胚胎干细胞

存活率的影响ꎬ保护剂为 １０％(ｖ / ｖꎬ体积浓度) ＤＭ￣
ＳＯꎬ使用经液氮冷却过的钳子在－１０ ℃接触试管外

侧ꎬ将细胞的存活率从 ３ ０％±２％提升至 ７９％±１５％ꎮ
虽存活率提升ꎬ但未研究置核后对胞内外冰晶的影

响ꎬ且置核温度较单一ꎬ未充分研究成核温度对细胞

内外冰晶的影响及细胞存活率的影响ꎮ Ｌ. Ｌａｕｔｅｒｂｏ￣
ｅｃｋ 等[２４]研究了在不同温度诱导成核对间充质干细

胞(ＭＳＣ)的影响ꎬ分别在－４、－１０、－１４ ℃手动置核ꎬ
结果显示 ５％(ｖ / ｖ) ＤＭＳＯ 的自发成核温度为－１９±
３ ℃ꎬ发现只有－１４ ℃组出现胞内冰ꎬ－４ ℃虽未出现

胞内冰ꎬ但胞外冰尺寸较大ꎬ复温后细胞膜破裂ꎬ相对

于对照组(自发成核)ꎬ只有－１０ ℃的再培养率是上

升的ꎬ上升了 ７０％ꎮ
由此可知ꎬ低温保存过程中的成核温度需适当控

制ꎬ在较高温度诱导成核虽然避免了胞内冰损伤ꎬ但
胞外冰晶尺寸过大ꎬ细胞严重脱水ꎬ细胞功能完整性

及存活率会降低ꎬ在较低的温度诱导成核ꎬ有出现胞

内冰的危险ꎮ 因此ꎬ存在一个最佳成核温度使得细胞

保存质量最高ꎮ
２ ２ 物理场控制成核

手动置核原理简单ꎬ但不便于同时操作多个样

本ꎬ物理场可弥补该弊端ꎬ物理场通过干扰水分子运

动或影响水分子内能等改变成核温度ꎬ表 １ 总结了细

胞低温保存过程中用于控制冰晶成核的物理场、原理

—１６１—
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猜想和缺点ꎮ
目前物理场在细胞低温保存领域运用最成功的

例子是日本的 ｃｅｌｌ ａｌｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍ(ＣＡＳ)ꎬＣＡＳ 结合了程

序化的冷冻机和振荡的磁场ꎬ在冷冻过程中磁场能提

升水分子的自由度ꎬ阻止水分子的聚集ꎬ且水分子内

能降低ꎬ水更加稳定ꎬ进而抑制冰晶成核ꎮ Ｓ. Ｙ. Ｌｅｅ
等[３０]使用 ＣＡＳ 冷冻保存牙周干细胞ꎬ发现其存活率

可达 ７３％ꎮ Ｌｉｎ Ｐｅｉｙｉ 等[８]分别使用普通慢速冷冻法

和 ＣＡＳ 机(震荡频率为 ６０ Ｈｚꎬ震荡强度为 ０ １ ｍＴ)
对人胚胎干细胞进行保存ꎬ保护剂为 ５％(ｖ / ｖ) ＤＭ￣
ＳＯꎬ后者复温后的存活率提升了 ２２％ꎮ 虽然物理场

能够影响成核ꎬ但物理场如静电场、微波可能对细胞

产生不利影响ꎬ所以物理场在生物材料低温保存领域

应用较少ꎮ

表 １ 低温保存过程中控制冰晶成核的物理场

Ｔａｂ.１ Ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｓ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｉｃｅ ｎｕｃｌｅａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

方法 效果 机理 缺点

超声波[２５－２６] 诱导 超声波空化产生气泡ꎬ气泡破裂时引发成核 易引发二次成核ꎬ形成碎小冰晶

微波[２７] 抑制 水分子在微波场中产生力矩ꎬ抑制了水分子簇的形成 微波对细胞具有杀伤性

静电场[１３ꎬ ２８－２９] 诱导 静电场降低了成核势垒 ΔＧ∗ꎬ允许水以较低程度的过冷度成核 电场强度较高时ꎬ可能击穿细胞

磁场[８ꎬ ３０] 抑制 震荡磁场可提升水分子的自由度ꎬ水分子内能降低ꎬ水更加稳定 效果不稳定

３ 化学方法控制冰晶成核

３ １ 化学方法诱导成核
有些化合物的结构或表面性质易使溶液形成晶

核ꎬ称之为冰成核剂( ｉｃｅｎｕｃｌｅａｔｉｎｇａｇｅｎｔ:ＩＮＡ)ꎬ作用

机理是其表面可与水分子交互作用ꎬ使得水分子有序

排列ꎬ且随着 ＩＮＡ 表面“有序”水分子数量的增加ꎬ成
核发生的可能性越接近平衡冰点ꎬ过冷度也越小[３１]ꎮ
应用在低温保存领域的 ＩＮＡ 有结晶胆固醇(Ｃｈｏｌｅｓ￣
ｔｅｒｏｌ ｃｒｙｓｔａｌｓ:ＣｈｏｌＣ)和胶囊化的碘化银等ꎮ 碘化银已

被成功地用于诱导牛和兔胚胎的接种[９]ꎮ 结晶胆固

醇是一种有机结晶物ꎬＧ. Ｃ. Ｓｏｓｓｏ 等[３２] 认为 ＣｈｏｌＣ
位于无机(如矿物晶体)和生物(如灭火细菌)冰成核

剂之间ꎬ因为 ＣｈｏｌＣ 既具有前者的有序的表面ꎬ又具

有后者的柔韧性ꎬ通过实验及分子模拟发现 ＣｈｏｌＣ 比

许多无机成核剂更有效ꎬ胆固醇表面的柔韧性及其低

密度的亲水性官能团与水分子形成分子笼ꎬ有助于六

角冰(Ｉｈ)和立方冰(Ｉｃ)的成核ꎬ猜测 ＣｈｏｌＣ 具有显著

冰成核活性的原因如下:１)柔性亲水表面有助于形

成非常规结构的冰结合面ꎻ２)通过晶体表面的多样

化形貌提供了不同的成核位点ꎮ Ｉ. Ｍａｓｓｉｅ 等[３１] 研究

了将 ＣｈｏｌＣ 加入保护剂后的影响ꎮ 在 １２％(ｖ / ｖ)ＤＭ￣
ＳＯ 保护的海藻酸盐包裹的肝球体中ꎬ一组实验组加

入 １ ｍｇ / ｍｌ ＣｈｏｌＣꎬ结果显示未添加 ＣｈｏｌＣ 组的 Ｔｆ 为

－ ２２ １ ℃ ± ２ ４ ℃ꎬΔＴ ＝ １７ ６ ℃ꎬ而添加组 Ｔｆ 为

－８ ５ ℃±１ ４６ ℃ꎬΔＴ＝ ４ ℃ꎬ复温后 ４８ ｈ 检测到的添

加组细胞活力及膜活力约均为未添加组的 ２ 倍ꎮ 由

此可知ꎬ添加 ＩＮＡ 后胞外溶液的成核温度提高ꎬ过冷

度也相应减小ꎬ胞外溶液在 ＩＮＡ 作用下成核ꎬ胞内无

ＩＮＡ 且过冷度较小并不会产生胞内冰ꎬ随着胞外晶核

生长ꎬ胞内缓慢脱水ꎬ减少胞内冰的生成几率ꎮ
纳米微粒加入低温保护剂中时ꎬ溶液异相成核ꎬ

纳米微粒有着成核基体的作用ꎬ影响溶液的过冷度ꎮ
Ｈａｎ Ｘ. 等[３３] 研究发现在多元醇低温保护剂中加入

纳米微粒后ꎬ异相成核ꎬ成核温度点升高ꎬ过冷度降

低ꎬ加速冰晶的形成ꎮ 唐临利等[３４] 利用 ＤＳＣ 测量乙

二醇、丙三醇水溶液中加入不同质量分数、不同粒径

的 ＨＡ 纳米微粒后的过冷度ꎬ结果显示 ＨＡ 纳米微粒

加入后ꎬ线性多元醇水溶液过冷度显著降低ꎬ且过冷

度随着纳米微粒粒径的增大而减小ꎮ 高志新等[３５] 还

发现当纳米微粒质量浓度越高ꎬ保护剂溶液过冷度的

减小越显著ꎮ 当纳米粒子加入溶液中时ꎬ外来颗粒的

加入会造成成核自由能势垒的改变ꎬ纳米粒子会替代

原有的界面成为具有成核基体的存在ꎬ突破成核势垒

所需要的能量更小ꎬ因此促进了晶核生成ꎮ 但对于细

胞而言ꎬ较高浓度的纳米微粒具有毒性ꎬＬｉｕ Ｘｉａｏｌｉ
等[２２]通过使用海藻酸钠水凝封装细胞解决了该问

题ꎬ海藻酸钠水凝壳将纳米微粒与细胞隔开ꎬ降低纳

米微粒对细胞造成的损伤ꎮ 复温时采用 １５ Ａ 磁场作

用于添加了 ０ ５％ (ｗ / ｖꎬ质量浓度) Ｆｅ３Ｏ４ 纳米颗粒

保护剂ꎬ发现其存活率达到了 ８２ ３％ꎮ
３ ２ 化学方法抑制成核

保护剂浓度的改变也会影响成核温度ꎬ一般随着

浓度的增加ꎬ成核温度降低ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ对于大多

数低温保护剂ꎬ如甘油、二甲基亚砜、蔗糖等ꎬ随着溶

液浓度增大ꎬ溶液均相成核温度降低ꎬ冰晶快速生长

—２６１—
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的危险区(Ｔｆ ~ Ｔｇ)缩短ꎬ降低了冰晶尺寸ꎮ Ｔ. Ｇｏｎｄａ
等[１２]还发现随糖类浓度的增加ꎬ单糖(葡萄糖、果糖)
的成核抑制效果逐渐大于二糖(蔗糖、麦芽糖、海藻

糖)ꎮ 目前运用较多的糖类保护剂是海藻糖ꎬ海藻糖

无毒ꎬ其保护机制具有争议ꎬ主要有水替代假说及玻

璃化假说[３６]ꎬ已被成功应用于间充质干细胞[２１]、胚
胎干细胞[２３]和人类诱导的多能干细胞[３７] 等的低温

保存ꎮ
人工合成的抑制冰晶成核生长的试剂有氧化石

墨烯、聚乙烯醇(ＰＶＡ)等ꎮ Ｗｅｎｇ Ｌｉｎｄｏｎｇ 等[３８] 研究

了不同分子量的 ＰＶＡ 的 Ｔｆꎬ结果发现分子量越小ꎬ对
于冰晶的抑制效果越好ꎮ Ｒ. Ｃ. Ｄｅｌｌｅｒ 等[３９]研究了不

同浓度的 ＰＶＡ(分子量为 ９ ＫＤａ)ꎬ发现 Ｔｆ 并不随浓

度的增大而增大ꎬ加入 １ ｍｇ / ｍＬ ＰＶＡ 的 Ｔｆ最小(约为

－５５ ℃)ꎮ 他们还进一步研究了 ＰＶＡ 对 ＢｅＷｏ 细胞

的影响ꎬ发现加入 ２ ｍｇ / ｍＬ ＰＶＡ 的实验组细胞代谢

活性比不加 ＰＶＡ 的对照组增加 ７５％[４０]ꎬＰＶＡ 的生物

相容性较好ꎬ毒性小ꎬ且可以抑制冰晶的成核与生长ꎬ
是较为优异的低温保护剂ꎮ Ｔ. Ｉｎａｄａ 等[４１] 观测了几

种抗 冻 蛋 白 及 人 工 合 成 的 阻 冰 剂 ( 浓 度 均 为

１ ｍｇ / ｍＬ)对于冰点的抑制效果ꎬ使用 ４ ℃ / ｍｉｎ 的速

度将溶液从 １０ ℃降至－５０ ℃ꎮ 为了使效果观测更明

显ꎬ溶液中还加入了碘化银(ＡｇＩ)诱导冰晶成核ꎬ使
得阻冰剂的抑制效果更易被观测到ꎮ 每份样品加入

的 ＡｇＩ 数量为:２≤ＮＡｇＩ≤８ꎮ 观测结果如表 ２ 所示ꎮ

表 ２ 阻冰剂抑制成核效果

Ｔａｂ.２ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｎｔｉ￣ｉｃｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｎｕｃｌｅａｔｉｏｎ

溶液 Ｔｎ / ℃ Ｔｆ / ℃ ΔＴ / ℃

纯水 －６ ６ －１４ ８ ８ ２

ＡＦＰ Ⅰ －１９ ４ －２７ ５ ８ １

ＡＦＰ Ⅲ －１１ ４ －２６ ８ １５ ４

ＰＶＡ(１３~２３ ＫＤａ) －１１ ６ －３０ ６ １９ ０

ＰＶＰ(１０ ＫＤａ) －１１ ８ －２７ ５ １５ ７

ＰＥＧ(１０ ＫＤａ) －８ ６ －２３ ８ １５ ２

注:ＡＦＰ Ⅰ:Ⅰ型抗冻蛋白ꎻＡＦＰ Ⅲ:Ⅲ型抗冻蛋白ꎻＰＶＡ:聚乙

烯醇ꎻＰＶＰ:聚乙烯吡咯烷酮ꎻＰＥＧ:聚乙二醇ꎮ

结果显示ꎬ加入阻冰剂后ꎬＴｆ被抑制ꎬ以 ＰＶＡ 的

抑制效果最为明显ꎬ达到了－３０ ６ ℃ꎬＰＶＡ 易形成玻

璃态ꎬ加入到保护剂中可提升玻璃化转变温度 Ｔｇ
[１１]ꎮ

因此ꎬ降温过程中的危险区被缩小ꎬ但过冷度也相应

增大ꎬ冰晶成核后生长速率相应加快ꎬ此时需降温速

率的配合ꎬ在冰晶未增大至损伤细胞尺寸时使细胞进

入玻璃化状态ꎬ危险区越短ꎬ所需的降温速率越小ꎮ
若能及时进入玻璃化状态ꎬ细胞存活率提升ꎬ否则ꎬ细
胞存活率下降ꎮ

４ 生物方法控制成核

４ １ 生物方法诱导成核
控制成核的生物方法主要有生物诱导成核剂ꎬ大

多是冰核活性细菌ꎬ其成核关键在于冰核活性细菌分

泌的一种蛋白质( Ｉｃｅ￣ｎｕｃｌｅａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ:ＩＮＰｓ)ꎬ可在

高达－２ ℃的温度下诱导冰晶成核[４２]ꎬ如灭活的丁香

假单胞菌(商品名:ＳＮＯＭＡＸ)ꎬ成核关键是 ｉｎａＺ 蛋

白ꎬ不仅能够将水排列成规则结构ꎬ还能有效去除由

于相变引起的潜热ꎬ满足了促进成核的两大条件[４３]ꎮ
Ｈ. Ｄｅｓｎｏｓ 等[４４] 检测了 ＳＮＯＭＡＸ 浓度对纯水成核温

度的影响ꎬ如表 ３ 所示ꎮ

表 ３ ＳＮＯＭＡＸ 浓度对成核温度的影响

Ｔａｂ.３ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＮＯＭＡＸ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｎｕｃｌｅａｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

组别 浓度 / (ｍｇ / Ｌ) Ｔｎ / ℃

１ >１ －２ ０~ －４ ０

２ １０－１ －５ ０~ －６ ０

３ １０－３ ~１０－１ －７ ０~ －８ ７

４ <１０－４ －１７~ －２４

降温速率均为 ２ ５ ℃ / ｍｉｎꎬ每个样本体积均为 ５
μＬꎮ 结果显示成核温度基本是随着浓度的增加而升

高ꎬ且 １ 组基本是在水平线－３ ℃上下浮动ꎬ４ 组在水

平线－２０ ℃上下浮动ꎬ２ 组和 ３ 组浮动较大ꎮ 还有学

者研究了 ＳＮＯＭＡＸ 诱导成核对细胞低温保存的影

响ꎬＧ. Ｍｉｓｓｏｕｓ 等[４５] 在 ０ ９％ ( ｗ / ｖ) Ｎａｃｌ 中添加

ＳＮＯＭＡＸ 保存白地霉菌细胞ꎬ发现 ＳＮＯＭＡＸ 的浓度

大于 １０８ ｆｇ / ｍＬ 时ꎬ冰晶成核温度随浓度的增大逐渐

提升ꎮ 加入 １０ μｇ / ｍＬ 的 ＳＮＯＭＡＸꎬ 成核温度为

－２ ℃ꎬ其存活率相对于未添加 ＳＮＯＭＡＸ 增大了约

２０％ꎬ达到了 ７９％±６％ꎮ 但来源于细菌的置核剂有污

染细胞的可能ꎬ使用需谨慎ꎮ Ｍ. Ｔｅｉｘｅｉｒａ 等[４６] 通过

实验检测到 ＳＮＯＭＡＸ 没有改变冷冻培养基的物理化

学性质ꎬ也没有影响新鲜胚胎的胚胎发育ꎬ可用于小

鼠胚胎的冷冻保存ꎮ
使用生物方法诱导成核ꎬ可弥补手动置核的缺

陷ꎬ同时对多个样本进行置核ꎮ 但灭活的真菌和细菌

除 ＩＮＰｓ 外ꎬ还有其他物质ꎬ如真菌和细菌细胞膜破

裂ꎬ胞内其他物质露出ꎬ可能影响置核准确性ꎬ甚至可
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能污染被保存的细胞ꎮ
４ ２ 生物方法抑制成核

天然抗冻蛋白( ａｎｔｉｆｒｅｅｚｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ:ＡＦＰｓ)发现于

极寒地区的鱼或昆虫ꎬ能够抑制晶核的产生及生长ꎮ
ＡＦＰｓ 具有吸附和抑制功能ꎬ其冰结合面和非冰结合

面的协同作用抑制晶核的产生与生长[４７]ꎮ Ｋ. Ｎｉｓｈｉ￣
ｊｉｍａ 等[４８]研究了抗冻蛋白(ＡＦＰ) ＩＩＩ 补充对兔精子

细胞和胚胎冷冻保存的影响ꎬ发现相对于未添加 ＡＦＰ
ＩＩＩ 的对照组ꎬ添加 ５００ μｇ / ｍＬ ＡＦＰ ＩＩＩ 实验组的胚胎

成活率提升了 １２ ５％ꎬ而添加 １００ μｇ / ｍＬ ＡＦＰ ＩＩＩ 组
胚胎成活率降低了 ７ ５％ꎬ添加 １ ０００ μｇ / ｍＬ ＡＦＰ ＩＩＩ
组胚胎成活率降低了 ２５ ８％ꎮ 结合表 ２ 可知ꎬ即使加

入 １ ０００ μｇ / ｍＬ ＡＦＰ ＩＩＩ 后溶液成核温度被明显抑

制ꎬ但其存活率却降低ꎬ因此ꎬ抑制成核并不一定有利

于细胞存活率ꎮ 由此可知ꎬ细胞存活率是与抗冻蛋白

的浓度相关的ꎬ浓度不同导致成核温度不同ꎬ覆盖冰

面的范围不同ꎬ进而细胞存活率不同ꎮ 存活率降低可

能的原因有:１) 抗冻蛋白具有动态冰晶形态效应

(ＤＩＳ)ꎬＡＦＰｓ 结合到冰面ꎬ抑制冰晶生长ꎬＡＦＰ 浓度

较低时ꎬ会有冰面无 ＡＦＰｓ 结合ꎬ此处冰晶生长ꎬ形成

针状的形态ꎬ从而造成机械损伤ꎻ２)ＡＦＰ 属于非渗透

性保护剂ꎬ浓度较高时ꎬ抑制了胞外溶液冰晶的成核

生长ꎮ 胞内自由水充足ꎬ温度降低ꎬ胞内溶液在一定

过冷度下ꎬ产生胞内冰ꎻ３) ＡＦＰ 浓度较高时ꎬ溶液成

核温度较低ꎬ过冷度增大(表 ２ 可知)ꎬ胞外冰晶成核

后生长速率较快ꎬ且呈树枝状ꎬ棱角锋利ꎬ可能损伤到

细胞膜ꎮ

５ 总结与展望

综上所述ꎬ物理方法诱导成核不便于同时操作多

个样本ꎬ使用置核剂诱导成核可弥补该缺陷(可将生

物诱导成核剂与化学冰成核剂统称为置核剂)ꎬ但成

核温度不精准ꎬ可能原因有置核剂提供的成核位点不

同及置核剂的微观表面结构不同ꎮ 因此ꎬ提高置核法

成核温度的精准度ꎬ可从改变置核剂表面界氢键官能

团的性质(调整成核位点)ꎬ以及调整置核剂的微观

结构着手ꎮ 因物理场同样会对细胞产生影响ꎬ如电场

电压过高会将细胞击穿ꎬ因此物理方法控制成核在细

胞低温保存领域应用较少ꎮ 可将生物与化学方法中

阻止冰晶成核生长的试剂称为阻冰剂ꎬ阻冰剂不仅能

够较好的抑制成核ꎬ还可抑制冰晶生长ꎬ是较为优异

的控制冰晶成核方式ꎮ
细胞低温保存过程中存在一最佳成核温度ꎬ在该

温度下ꎬ胞外冰产生且引导细胞适当脱水ꎬ减少胞内

自由水ꎬ降低胞内冰的产生几率ꎮ 若高于此温度成

核ꎬ虽然避免了胞内冰损伤ꎬ但胞外冰晶生长时间增

加ꎬ胞内细胞器等的结合水可能被剥夺ꎬ细胞功能完

整性及存活率降低ꎻ若低于最佳成核温度成核ꎬ存在

如下潜在的威胁:１)过冷度大ꎬ冰晶形态呈树枝状ꎬ
有刺破细胞膜、损伤细胞器的可能ꎻ２)控制成核的方

法大多是对胞外溶液进行影响ꎬ如 ＰＶＡ、ＡＦＰ 的使

用ꎬ但并不会抑制胞内溶液成核ꎬ随着温度降低ꎬ可能

胞外未成核ꎬ但胞内溶液过冷度达到成核条件ꎬ再加

上胞内自由水充足ꎬ胞内冰产生ꎬ损伤细胞ꎻ３)过冷

度较大ꎬ产生的晶核较多ꎬ是复温过程中的潜在威胁ꎮ
对于不同的细胞ꎬ不同的保护剂溶液ꎬ最佳成核

温度不同ꎬ可针对最佳成核温度进一步研究ꎮ 细胞低

温保存过程中ꎬ可将置核剂与阻冰剂同时使用ꎬ使用

置核剂将细胞悬浮液诱导至最佳温度成核ꎬ减小冰晶

成核率ꎬ使用阻冰剂可抑制冰晶在第一及第二危险区

的成核及生长ꎬ猜测两者同时使用能更好的降低胞内

冰晶尺寸ꎬ极大地提高细胞存活率ꎬ具体效果还有待

深入研究ꎮ
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４５８－４５９.

[１４] ＺＡＣＨＡＲＩＡＳＳＥＮ Ｋ Ｅꎬ ＫＲＩＳＴＩＡＮＳＥＮ Ｅꎬ ＰＥＤＥＲＳＥＮ Ｓ
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ｓｅｃｔｓ￣ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ ｏｒ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ [ Ｊ ]. Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２００４ꎬ ４８(３):３０９－３２１.

[１５] ＷＯＬＦＥ Ｊꎬ ＢＲＹＡＮＴ Ｇ. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙ: ｔｈｅｒｍｏｄｙ￣
ｎａｍｉｃ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ[ Ｊ]. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
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Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１３ꎬ １４(６):
１１６４３－１１６９１.
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ｇｒｏｗｔｈ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌｓ[ Ｊ]. Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｂꎬ ２０１４ꎬ １１８(３４):１０２４０－１０２４９.

[２１] ＨＵＡＮＧ Ｈａｉｓｈｕｉꎬ ＺＨＡＯ Ｇａｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙｕｎｔｉａｎꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｐｒｅｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎａｎｄ ｉｃｅ ｓｅｅｄｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ
ｅｎａｂｌｅ ｃｅｌｌ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ[Ｊ]. ＡＣＳ Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ
＆ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ ２０１７ꎬ ３(８):１７５８－１７６８.
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ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｉｃｅ ｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎ ｅｎａｂｌｅｓ ｌｏｗ￣ｃｒｙｏｐｒｏ￣
ｔｅｃｔａｎｔ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ａｌｇｉｎａｔｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ
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ｔｉｏｎａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ ２０１６ꎬ ２５(４４):６９３９－６８５０.
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Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ ７１(３):３８４－３９０.
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