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脂肪干细胞低温保存方法研究进展

刘　 琴,朱以良,陈　 芳,喻　 晶,杨丽君,张　 宜∗

(中部战区总医院医疗保障中心实验动物室,武汉　 430070)

　 　 【摘要】 　
 

脂肪干细胞因其独特的优势,是组织工程研究的热点种子细胞之一。 寻找理想的脂肪干细胞

低温保存方法是研究者们一直努力的目标。 迄今为止,关于脂肪干细胞低温保存方法的研究已比较多。 本文

综述了基础低温生物学和脂肪干细胞低温保存的方法,并对其未来研究方向进行了展望。
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　 　 【Abstract】 　
 

Adipose-derived
 

stem
 

cells
 

( ASCs)
 

have
 

become
 

important
 

seed
 

cells
 

in
 

tissue
 

engineering,
 

because
 

of
 

their
 

unique
 

advantages.
 

Extensive
 

research
 

has
 

been
 

conducted
 

to
 

determine
 

the
 

ideal
 

method
  

of
 

cryopreservation
 

for
 

ASCs.
 

In
 

this
 

review,
 

we
 

summarize
 

the
 

basic
 

cryobiology
 

and
 

cryopreservation
 

protocols
 

for
 

ASCs,
 

and
 

look
 

forward
 

to
 

future
 

research
 

into
 

cryopreservation
 

protocols
 

for
 

ASCs.
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　 　 脂 肪 干 细 胞 ( adipose-derived
 

stem
 

cells,
 

ASCs),来源于脂肪组织、取材方便、对自体损伤

较小,具有自我更新能力强、多向分化潜能突出、
排斥反应概率低、自体移植不发生反应等众多优

势,在组织工程领域显示出广阔的应用前景和发

展未来, 是组织工程研究的热点种子细胞之

一[1] 。 高效的细胞低温保存是有效保障 ASCs 作
为组织工程的一种热点种子细胞关键点之一。
目前,关于 ASCs 低温保存方法的研究已比较多,

但是缺乏系统的归纳和总结。 本文较系统地综

述了基础低温生物学和 ASCs 现有的低温保存方

法,并对其未来研究方向进行了展望。

1　 基础低温生物学

1. 1　 低温保存原理

　 　 低温保存是细胞保存最常见的方法之一,其
机制为细胞的新陈代谢在低温时急速减慢。 保

存时间的长短与所采取的冻存温度有关,理论上



是保存时间随着冻存温度的降低而延长。
低温保存方法按照冻存液在冻结后是否形

成冰晶来划分,可分为非玻璃化冻存法和玻璃化

冻存法[2] 。 非玻璃化冻存,又称慢速冷冻,目的

是细胞面临胞内冰晶形成和渗透脱水的情况下

仍能维持复杂的细胞微观结构,以此法保存的细

胞或多或少都有冰晶的形成[3] 。 玻璃化冷冻,又
称快速冷冻,它的原理是将样本放在低温保护剂

(cryoprotective
 

agent,
 

CPA) 体系中,对细胞进行

适度的脱水,经急速降温,把细胞内部变成非晶

体的玻璃化固态[3] 。 以该种方法冻结的细胞悬

液没有冰晶的形成。
低温保存一般包括 CPA 添加、降温冷冻、深

低温存储、复温融解和 CPA 去除 5 个步骤[4] 。 操

作过程中的任何一个步骤或者几个步骤的综合

作用都会对细胞造成一定的损伤,特别是细胞从

常温到储存温度的来回变化,细胞内外的溶液很

容易发生相变,使得细胞外溶液的渗透压增大,
导致细胞死亡[5] 。
1. 2　 CPA 的种类

　 　 细胞在不添加任何 CPA 的情况下直接冻存

时,细胞内外的水分会很快形成冰晶,从而引起

一系列不良反应,如细胞内结构成分的破坏、细
胞能量代谢障碍、细胞内容物丧失等[6] 。 因此,
低温保存的关键之一是添加恰当的、 适量的

CPA。 凡是添加到细胞悬浮液中,可以提高复苏

后细胞的活性和功能的物质均可被称为 CPA。
CPA 主要有两类:一类是渗透性 CPA,如二甲亚

砜(dimethyl
 

sulfoxide,
 

DMSO)、丙三醇、聚乙二醇

(polyethylene
 

glycol,
 

PEG )、 丙二醇 ( propylene
 

glycol,PG)、甲醇、乙醇、丙醇、甲酰胺等。 其特性

主要是具有较高的水溶性,能轻易地穿过细胞

膜,以及细胞毒性小,结冰时,CPA 通常能通过与

水分子形成氢键,从而对水形成一种束缚力,降
低了水的冰点,抑制冰晶的形成,且随着 CPA 浓

度的增加,结合未冻结水的能力越强,从而抑制

了水分子的运动[2] 。 另一类为非渗透性 CPA,主
要包括果糖、葡萄糖、麦芽糖等低分子量的单糖;
蔗糖、海藻糖等双糖;棉子等多糖类;聚蔗糖、右
旋糖酐、 聚乙烯吡咯烷酮 ( polyvinylpyrrolidone,

 

PVP)、聚合物羟乙基淀粉等分子量大于 1000
 

Da
的高分子化合物[2] 。 此类 CPA 诱发玻璃化的机

理与渗透性 CPA 相似,但发生在细胞外,程度

较小[2] 。

2　 ASCs 的低温保存方法

　 　 评价一个低温保存方法是否适用于 ASCs 的

指标有很多,细胞活力是主要的参考指标之一,
>70%通常被认为是普遍接受的解冻后细胞活力

阈值,也是临床应用的基准[7] 。 达到细胞活力要

求后继续分析低温保存后 ASCs 细胞形态、克隆

形成能力、细胞表型、多向分化能力等生物学特

性的变化。
2. 1　 非渗透性 CPA
2. 1. 1　 甲基纤维素

甲基纤维素( methylcellulose,
 

MC)是一种高

分子量聚合物,有利于促进溶液玻璃化、稳定蛋

白质和细胞膜、抑制冰晶生长[8] 。 作为 CPA 时常

使用的浓度为 1%,低温保存人 ASCs 效果不是很

理想,细胞活力仅有 46%,在冻存液中加入 10%
人自体血清 / 10%胎小牛血清,反而会降低细胞活

力[9] 。 RAY 等[10]将冻存液常规采用的配制体系

DMEM 培养基换为磷酸盐缓冲液,用含 1%
 

MC
的磷酸盐缓冲液低温保存人 ASCs,细胞活力并未

得到明显提高。
2. 1. 2　 PVP　

PVP 是一种非离子型高分子化合物,其单独

作为 CPA 低温保存 ASCs 的效果仍不理想[9] 。 研

究者用含 10%
 

PVP、10%人自体血清 / 40%胎小牛

血清 / 80%胎小牛血清的 DMEM 溶液体系低温保

存人脂肪组织中的血管基质成分、ASCs 第一代,
并与含 10%

 

DMSO、80%人自体血清 / 胎小牛血清

的 DMEM 溶液体系比较,发现 PVP、对照组低温

保存后细胞活力分别为 70%、80%左右,PVP 的

低温保存能力低于 DMSO;PVP 低温保存效果与

细胞代数有关,人 ASCs 第一代的低温保存效果

优于血管基质成分;血清种类、浓度对于提升

PVP 的低温保存效果作用不大[9] 。 然而, RAY
等[10]认为在含 PVP 的冻存液中不添加血清可得

到理想的低温保存效果,方法是改冻存液常规采

用的配制体系 DMEM 培养基为氯化钠溶液。 他

们用含 10%
 

PVP 的磷酸盐缓冲液于-80
 

℃ 低温

保存人 ASCs
 

48
 

h,复苏后其细胞活力为 55%,明
显高于对照组(含 10%

 

DMSO 的磷酸盐缓冲液)。
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磷酸盐缓冲液的主要成分为氯化钠、磷酸氢二

钠、氯化钾和磷酸二氢钾,人 ASCs 在含 10%
 

PVP
的氯化钠溶液体系中的活力为 70%,明显高于含

10%
 

PVP 的磷酸氢二钠 / 氯化钾 / 磷酸二氢钾溶

液,说明磷酸盐缓冲液中起主要作用的成分为氯

化钠。 进一步分析发现在 10%
 

PVP 的氯化钠溶

液中添加 60
 

mmol 依克多因后,细胞活力可达到

81%,细胞仍保持着成脂、成骨分化能力。
2. 1. 3　 蔗糖

蔗糖可以增加跨膜的渗透压梯度使细胞处

于高渗透压环境中,细胞脱水,稳定细胞膜,从而

发挥其低温保护作用。 ROGULSKA 等[11] 取 0、
100、200、300

 

mmol 蔗糖预处理经 10%胎牛血清

(fetal
 

bovine
 

serum,
 

FBS) / 10%人血小板裂解液

培养的人 ASCs
 

24
 

h,接着用含 100、200、300
 

mmol
蔗糖的冻存液保存,复苏后发现用蔗糖预处理人

ASCs 后再冻存可以明显提高蔗糖的低温保存效

果,100
 

mmol 蔗糖预处理与含 200
 

mmol 蔗糖冻存

液的保存效果最好,300
 

mmol 蔗糖预处理人 ASCs
后其细胞形态可能因为渗透压太高而发生改变;
进一步研究发现复苏后的培养条件影响人 ASCs
的生物学特性,用含 10%人血小板裂解液的生长

液培养冻存后的人 ASCs 所得的细胞数目多于

10%
 

FBS,且群体倍增时间缩短,增殖能力和成骨

能力更强。
2. 1. 4　 海藻糖

海藻糖是一种非还原糖,广泛存在于机体

中,能够抵御极端缺水和寒冷的条件,其主要有

两种功能:一是在细胞脱水时扮演水的作用,形
成氢键从而促进生物大分子优先水化,如在低温

保存时出现冷冻浓缩现象时;二是在脱水状态时

形成具有极低分子迁移能力的玻璃基质,从而暂

停任何降解和代谢活动[12] 。 大部分哺乳动物细

胞缺乏体内合成海藻糖的机制[13] 。 单独用海藻

糖低温保存 ASCs 的效果非常不理想。 保存人 /
马 ASCs 的细胞存活率均仅为 10% 左右,与含

10%
 

DMSO 冻存液(不加任何血清)达 80%的细

胞存活率形成鲜明对比[14-15] ,可能的原因是海藻

糖不具有膜穿透性,从而难以达到防止冰晶形成

的目的。
为提高海藻糖低温保存能力,近几年,研究

者们发展了多种可以将海藻糖递送至细胞内的

策略[16-22] ,分子仿生低温保存方法是其中的一

种。 ZHANG 等[22]合成了一种具有低度响应性的

聚合物:聚 N-异丙基丙烯酰胺-丙烯酸正丁酯,
其可以用于海藻糖的纳米封装、递送和细胞内可

控释放,将海藻糖引入细胞内部,实现自然界中

该糖在膜两侧的同时存在。 这种仿生低温保存

技术可以大幅度降低,甚至是完全消除低温保存

对渗透性 CPA 的需求,极大地推动其作为一种无

毒的 CPA 用于细胞和组织的低温保存。 该团队

进一步将这种技术用于人 ASCs 的低温保存,与
常规 DMSO 冻存液相比,保存效率更高,还值得

关注的是无需海藻糖之外的任何其他 CPA[22] 。
2. 2　 渗透性 CPA
　 　 DMSO 是最常用的渗透性 CPA, 由 10%

 

DMSO、90%
 

FBS 组成的冻存液被认为是标准的

冻存液配方[23] 。 ASCs 用 DMSO 冻存后,其存活

率降低,但研究者们对于其它生物学特性的变化

持有不同的观点。 王静等[24] 认为 DMSO 冻存不

影响大鼠 ASCs 表面抗原的表达和增殖能力,但
冻存后细胞凋亡率明显升高、成骨能力降低。
SHAH 等[25] 也认为 DMSO 冻存液会明显降低人

ASCs 成脂成骨的分化能力。 然而,YONG 等[14]

发现 DMSO 冻存液低温保存人 ASCs 前后的细胞

表型、增殖能力、多向分化能力相似,有趣的是冻

存后人 ASCs 相关干性基因如多能性相关八聚体

结合转录因子 4、性别决定区 Y 框蛋白 2、胚胎干

细胞关键蛋白的表达量却明显提高。 DURANDT
等[26]同样持低温保存不影响人 ASCs 成脂分化能

力的观点。
DMSO 的毒性在室温条件下很低,但在 37

 

℃
条件下其毒性增加。 细胞复苏后安全去 除

DMSO,最大限度地降低它对 ASCs 的渗透性损伤

和毒性损伤,是目前 CPA 处理面临的一大挑战。
已有研究证实若用于治疗的人 ASCs 含有未完全

清除的 DMSO 则会引起血管内溶血和血清转氨

酶的升高[27] ,DMSO 还可诱导 20 几种人干细胞

系进行分化[28] ,因此,在进行治疗前需要仔细清

除掉残余的 DMSO。
2. 2. 1　 血清

血清具有稳定细胞膜和调节细胞渗透压的

作用[29] ,血清的浓度、种类影响着低温保存的效

果。 DI
 

BELLA 等[30]研究发现用含 10%
 

DMSO 冻
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存液保存犬 ASCs 时,冻存液中 FBS 含量低于

50%会影响细胞形态,FBS 添加量为 40%、50% ~
70%、80% ~ 90%

 

3 种情况下细胞活力分别约为

60%、80%、98%,FBS 含量为 80%时,细胞成骨、成
脂分化能力和多能性相关八聚体结合转录因子

4、性别决定区 Y 框蛋白 2、胚胎干细胞关键蛋白

的表达量与新鲜细胞无明显区别,认为用含 10%
 

DMSO、80%
 

FBS 的冻存液可保存犬 ASCs 长达

7 年。
含 DMSO 的冻存液中所用血清主要为动物

血清,其次为自体血清或者其他可替代血清的物

质,如人自体血清、人血小板裂解液等。 有报道

用含 10%
 

DMSO、80%胎小牛血清 / 自体血清的两

种冻存液保存人 ASCs, 两种冻存液保存的人

ASCs 的细胞活力无明显区别,有相似的成脂、成
骨分化能力[9] 。 WANG 等[31]将人 ASCs 第 2 代保

存于 10%
 

DMSO+90%
 

FBS、3%
 

DMSO+97%人血

小板裂解液 2 种冻存液中,发现人 ASCs 的细胞

活力均大于 80%,且增殖能力、细胞表型和分化

潜能与新鲜的人 ASCs 相似,认为 3%
 

DMSO、97%
人血小板裂解液的组合可作为理想的人 ASCs 冻

存液。 DUARTE
 

ROJAS 等[32] 用含 10%
 

DMSO、
90%

 

FBS / 人血小板裂解液血清 / 人血小板裂解液

3 种冻存液保存人 ASCs,复苏后细胞活力均大于

75%,前两种保存细胞的细胞存活率、增殖能力相

似,血小板裂解液保存细胞的增殖能力不太理

想,认为人血小板裂解液血清可以作为 FBS 的替

代物。 从上述文献可以看出对于人血小板裂解

液保存对人 ASCs 增殖能力影响的研究结果不一

致,可能与脂肪组织供体的健康状态、人血小板

裂解液使用浓度等有关。
2. 2. 2　 其他因素

脂肪组织的取材部位、供体年龄、抽脂技术

影响人 ASCs 的部分生物学特性。 与上肢和腰部

来源 ASCs 相比,来自腹部和大腿人 ASCs 低温保

存后保持了更加显著的细胞增殖能力、迁移能力

和分化能力[33] 。 供体年龄越年轻,低温保存后人

ASCs 的增殖能力、迁移能力更强,能更有效地提

高其辅助的脂肪移植物在小鼠体内的存活率,但
不影响成脂分化能力[34] 。 水射流辅助吸脂术比

传统吸脂术的机械损伤小,获得的人 ASCs 低温

保存后的细胞增殖能力、迁移能力、成脂分化能

力更好, 富集 ASCs 的脂肪移植物的成活率

更高[35] 。
2. 2. 3　 改进方法

DMSO 低温保存 ASCs 后会影响其活力,提高

低温保存效果的途径有很多。 一是在冻存液中

加入一定的物质来提高低温保存后 ASCs 的存活

率。 如在含 DMSO 冻存液中加入硒,硒可以通过

促进抗凋亡基因 bcl-2 的表达从而提高低温保存

后小鼠 ASCs 的存活率[36] 。 在含 DMSO 的冻存液

中加入盐酸法舒地尔或谷胱甘肽 / Y-27632 可以

提高低温保存后猪 ASCs 的细胞活性[37-38] 。 在含

DMSO 的冻存液中加入纳米氧化石墨烯,可以提

高低温保存后人 ASCs 细胞活力,降低早期凋亡

水平,还能通过改善移植脂肪组织的血管生成和

降低炎症反应来提高移植脂肪组织的存活率[39] 。
二是在低温保存前对人 / 犬 ASCs 进行热休克处

理,可以提高 DMSO 的低温保存效果, 且用含

10%
 

DMSO、40%血清的冻存液保存经上述处理

的犬 ASCs 即可, 大大降低了血清的使用浓

度[40-41] 。 三是将冻存后的人 ASCs 培养于低氧

(2%
 

O2 ) 条件下,低氧条件可以提高冻存后人

ASCs 的存活率和增殖率[42] 。 四是 DMSO 与渗透

性 CPA 的联合应用。 DMSO 和 PEG 组合的冻存

液:含 0. 9%氯化钠、5%
 

DMSO、5%
 

PEG、2%人血

清白蛋白,保存岩藻糖基化人 ASCs,与含 0. 9%氯

化钠、10%
 

DMSO、2%人血清白蛋白的冻存液相

比,复苏后活细胞的百分比显著升高,显示出更

优、更快的细胞附着和扩散,细胞表型标志物

CD73、CD90 和 CD105 表达水平显著更高,抗炎 /
免疫调节特性的再激活表现更好[43] 。

3　 渗透性 CPA 和非渗透性 CPA 的

联合应用

　 　 单独使用非渗透性 CPA 保存 ASCs 的效果不

太理想,为解决此问题,将渗透性 CPA 和非渗透

性 CPA 联合应用是可探讨的途径之一。
3. 1　 戊糖麦芽糖与 DMSO 的组合

　 　 戊糖麦芽糖是一种低分子碳水化合物,最近

被描述为一种很有前景的 CPA 候选物质。 用含

10%戊糖麦芽糖、1% / 2%
 

DMSO、4%人自体血清

的冻存液保存人 ASCs,与含 10%
 

DMSO、4%人自

体血清的冻存液相比,两者细胞活力均为 90%左
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右,增殖能力和成脂、成软骨分化能力也相当,虽
然随着 DMSO 浓度的降低影响了 ASCs 抑制 T 细

胞增殖能力,但从减少 DMSO 用量的角度来说,
甚至将 DMSO 浓度由 10%降至 1%,此种含戊糖

麦芽糖的组合冻存液在某种程度上可以作为一

种有效且毒性较低的人 ASCs 低温保存方法[44] 。
3. 2　 海藻糖与渗透性 CPA 的组合

　 　 海藻糖与渗透性 CPA 的联合应用可提升低

温保存效果。 海藻糖与甘油组成的冻存液低温

保存人 ASCs,与含 10%
 

DMSO、90%
 

FBS 的冻存

液相比,细胞活力无显著变化,细胞的迁移能力

提高,并持有理想的多向分化能力[45] 。 用含 3%
海藻糖、5%右旋糖酐 40、10%

 

PG 的乳酸林格氏

液低温保存人 ASCs,细胞复苏后保持较好的细胞

活力、膜联蛋白 V 阳性率、集落形成能力、细胞增

殖能力、细胞表面抗原阳性、成脂成骨能力、对细

胞因子刺激的反应等,与含 3%海藻糖、5%右旋糖

酐 40、10%
 

DMSO 的乳酸林格氏液相比无明显差

异[46] 。 进一步研究发现将 PG 浓度降低至 2. 5%
~ 5%后,复苏后细胞的增殖能力显著提高[46] 。

单独使用海藻糖低温保存马 ASCs 的细胞存

活率仅为 10%左右,用海藻糖与 DMSO 组成的冻

存液低温保存可以将细胞存活率提升到 20%左

右,进一步在海藻糖与 DMSO 的组合上加入人工

合成抑冰剂 SuperCool
 

X-1000,细胞存活率达到

42. 8%[15] 。 研 究 者 认 为 虽 然 海 藻 糖、 DMSO、
SuperCool

 

X-1000 联合应用低温保存马 ASCs 的

细胞存活率与 DMSO 仍然有一定的差距,但是两

者克隆形成能力、多向分化潜能并无明显区别,
且 Super

 

Cool
 

X-1000 可有望降低此种组合冻存液

中 DMSO 的浓度。

4　 冻存脂肪组织

　 　 大多数文献为直接低温保存细胞,近年来有

研究者冻存脂肪组织,从复苏的脂肪组织中分离

ASCs。 含 10%
 

DMSO、90%
 

FBS 的冻存液是脂肪

组织常规的保存体系,也出现了一些新冻存液体

系。 KOÇAK 等[23] 发现脂肪组织在 100%异丙醇

中的冻存效果优于常规冻存液。 遗憾的是该研

究的低温保存温度为-80
 

℃ ,未对 100%异丙醇在
-196

 

℃条件下低温保存脂肪组织的效果进行探

讨。 SHAIK 等[47]认为含 2%
 

DMSO、6%人血清白

蛋白的冻存液与含 10%
 

DMSO、35%牛血清白蛋

白的冻存液保存人吸脂液的效果无明显区别,两
种保存方法分离培养的人 ASCs 的细胞活力、细
胞表型标记物(CD90、CD29、CD34、CD146、CD31、
CD45)的表达量、成脂成骨分化能力均相当。 低

温保存温度在一定程度上影响脂肪组织冻存后

ASCs 的活性。 ROATO 等[48] 用含 10%
 

DMSO、
FBS 的冻存液保存人脂肪组织,- 80

 

℃ 冻存 3
 

d
后转入-196

 

℃液氮,复苏后,-196
 

℃条件下组织

分离培养的 ASCs 活力优于-80
 

℃ 。
与新鲜吸脂组织来源 ASCs 相比,冻存脂肪

组织来源 ASCs 的增殖能力、分化能力降低,浓缩

血小板能有效促进冻存脂肪组织来源 ASCs 活

性,但是与新鲜脂肪组织仍有一定差距[49] 。

5　 商业化冻存液

　 　 某些商业化冻存液申请了发明专利,含有未

公开的成分,所以单独分为一类。 NutriFreez 􀅺
D10 细胞冻存液,一种商业无血清冷冻保存溶液,
含有 MC、 10%

 

DMSO 和其他未公开的成分。
CryoStore 􀅺 CS10 细胞冻存液,一种不含动物成

分的冷冻保存介质,含有 10%
 

DMSO 和其他未公

开的成分。 有研究者分别用这两种细胞冻存液

低温保存岩藻糖化人 ASCs,与含 0. 9%氯化钠、
10%

 

DMSO、2%人血清白蛋白的冻存液相比,商
业化细胞冻存液冷冻保存的细胞在解冻后活细

胞的百分比显著升高,显示出更好、更快的细胞

附着和扩散能力,细胞表型标志物 CD73、CD90 和

CD105 表达水平更高[43] 。 更重要的是,细胞的免

疫调节活性甚至超过了未冻存细胞。

6　 声、光、电、磁等技术在低温冻存

ASCs 中的应用

　 　 若复温过程过慢,细胞内外出现反玻璃化或

再结晶的可能性非常大,从而给细胞带来致命性

的损伤。 37
 

℃水浴复温是常规使用的复温方法,
这种方法的复温速率有限,在复温过程中很容易

出现冰晶。 进一步提高 CPA 的浓度可以抑制冰

晶的形成,但同时细胞受到的毒性作用和渗透性

损伤也随着增加,且 CPA 的添加和去除过程也更

加复杂。 优化有效的复温技术是低温保存发展

的关键问题之一。 近年来研究表明,在不增加
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CPA 浓度,甚至是降低 CPA 浓度的前提下,声、
光、电、磁等单一或多物理场辅助的复温过程可

实现低温保存后的安全复温[50-52] 。 其中,磁热辅

助复温在 ASCs 低温保存中的研究比较多。
为降低复温时反玻璃化或再结晶出现的概

率,CPA 使用的浓度常高达 6 ~ 8
 

mol / L[53] 。 LIU
等[54]将 CPA 的使用浓度降低至 2

 

mol / L,并结合

Fe3O4 超顺磁性颗粒调控的磁热复温方法应用于

猪 ASCs 海藻酸盐水凝胶构建物的复温,实现了

猪 ASCs 海藻酸盐水凝胶构建物的玻璃化保存和

磁热复温。

7　 总结与展望

　 　 寻找到合适的 ASCs 低温保存方法一直是研

究者们努力追寻的目标。 用于 ASCs 的 CPA 主要

有非渗透性和渗透性两大类,非渗透性 CPA 的毒

性虽然比渗透性 CPA 低,然而冻存效果仍然比不

上渗透性 CPA 的代表 DMSO。 DMSO 仍是研究者

们采用最为广泛的 ASCs
 

CPA,但如何最大限度地

降低它对 ASCs 的毒性损伤和渗透性损伤是一大

难题。 近年来,涌现出了仿生低温保存方法,添
加毒性保护物质,渗透性 CPA 与非透性 CPA 联

用,在复温操作过程中融入声、光、电、磁等单一

或多物理技术。 这些低温保存方法各有优缺点,
如表 1 所示。 值得注意的是,目前关于 ASCs 低

温保存方法的研究也存在一些问题。 一是文献

中降温速率各有不同。 对于特定的细胞类型都

自有一个最佳的降温速率,ASCs 的最佳降温速率

还需要深入探讨。 二是降温方法都是根据实验

室的条件来确定的。 控制降温速率的方法有程

序冻存和人工转移,大多数实验室缺乏程序降温

装置,采用人工转移的方法。已有研究指出降温

表 1　 ASCs 低温保存方法的优缺点
Table

 

1　 Advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

cryopreservation
 

protocols
 

for
 

ASCs
冻存方法

Cryopreservation
 

protocols
CPA / 物理技术

CPA / physical
 

technology
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

非渗透性 CPA
Nonpermeable

 

CPA
甲基纤维素

MC

有利于促进溶液玻璃化、稳定蛋

白质和细胞膜、抑制冰晶生长[8]

It
 

is
 

beneficial
 

for
 

promoting
 

solution
 

vitrification,
 

stabilizing
 

proteins
 

and
 

cell
 

membranes,
 

and
 

inhibiting
 

ice
 

crystal
 

growth[8]

细胞活力仅有 46% [9] ,低于解冻后细胞活力

阈值

Cell
 

viability
 

is
 

only
 

46% [9] ,
 

which
 

is
 

lower
 

than
 

the
 

threshold
 

for
 

cell
 

viability
 

after
 

thawing

聚乙烯吡咯烷酮

PVP

可用磷酸盐缓冲液配制冻存液

Phosphate
 

buffer
 

solution
 

can
 

be
 

used
 

to
 

prepare
 

the
 

cryopreservation
 

solution

细胞活力虽然达到 70% ~ 80%,但仍低于标

准冻存液低温保存效果

Although
 

the
 

cell
 

viability
 

has
 

reached
 

70% ~
80%,

 

it
 

is
 

still
 

lower
 

than
 

the
 

cryopreservation
 

effect
 

of
 

standard
 

freezing
 

solution

蔗糖

Sucrose
低毒性

Low
 

toxicity

细胞活力仅有 45% [11] ,低于解冻后细胞活力

阈值

Cell
 

viability
 

is
 

only
 

45%[11] ,
 

which
 

is
 

lower
 

than
 

the
 

threshold
 

for
 

cell
 

viability
 

after
 

thawing

海藻糖

Trehalose

研究热点之一,发展了多种将其

递送至细胞内的策略

One
 

of
 

the
 

research
 

hotspots,
 

various
 

strategies
 

have
 

been
 

developed
 

to
 

deliver
 

it
 

into
 

cells

海藻糖不具有膜穿透性,从而难以达到防止

冰晶形成的目的

Trehalose
 

does
 

not
 

have
 

membrane
 

penetrability,
 

making
 

it
 

difficult
 

to
 

achieve
 

the
 

goal
 

of
 

preventing
 

ice
 

crystal
 

formation
单独使用时保存 ASCs 的细胞存活率均为

10%左右[14-15]

Cell
 

survival
 

rate
 

of
 

ASCs
 

is
 

about
 

10%,
 

when
 

it
 

is
 

used
 

alone
 [14-15]
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续表1
冻存方法

Cryopreservation
 

protocols
CPA / 物理技术

CPA / physical
 

technology
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

渗透性 CPA
Permeable

 

CPA
二甲亚砜

DMSO

含 10%
 

DMSO、90%
 

FBS 的冻存

液 被 认 为 是 标 准 的 冻 存 液

配方[23]

A
 

solution
 

containing
 

10% DMSO
 

and
 

90% FBS
 

is
 

considered
 

the
 

standard
 

formula
 

for
 

cryopreservation
 

solution[23]

应用最为广泛的 CPA
It

 

is
 

the
 

most
 

widely
 

used
 

CPA
提高其低温保存效果的途径

很多

There
 

are
 

many
 

ways
 

to
 

improve
 

its
 

cryopreservation
 

effect

关于它对 ASCs 低温保存后除细胞活力以

外的生物学特性的影响还未形成统一看法

No
 

consensus
 

on
 

its
 

impact
 

on
 

the
 

biological
 

characteristics
 

of
 

ASCs
 

after
 

cryopreservation,
 

except
 

for
 

cell
 

viability
复苏后 DMSO 的安全去除存在一些挑战

Some
 

challenges
 

in
 

the
 

safe
 

removal
 

of
 

DMSO
 

after
 

recovery

渗透性 CPA 和非渗

透性 CPA 的联合应用

Combination
 

of
 

permeable
 

CPA
 

and
 

nonpermeable
 

CPA

戊 糖 麦 芽 糖 与

DMSO 的组合

Combination
 

of
 

pentaisomaltose
 

and
 

DMSO

可将 DMSO 常使用的浓度 10%
降至 1% [44] ,降低 DMSO 的毒性

Concentration
 

of
 

DMSO
 

can
 

be
 

reduced
 

from
 

10%
 

to
 

1% [44] ,
 

the
 

toxicity
 

of
 

DMSO
 

is
 

decreased

此组合的冻存液需使用人自体血清,影响

人 ASCs 抑制 T 细胞增殖能力[44]

This
 

cryopreservation
 

solution
 

requires
 

the
 

use
 

of
 

human
 

autologous
 

serum,
 

which
 

affects
 

the
 

ability
 

of
 

human
 

ASCs
 

to
 

inhibit
 

T
 

cell
 

proliferation[44]

海藻糖与甘油 / 丙
二醇的组合
Combination

 

of
 

trehalose
 

and
 

glycerol
 

or
 

propylene
 

glycol

拓宽了冻存液配方的研究思路,
不使用 FBS
Research

 

ideas
 

for
 

cryopreservation
 

solution
 

are
 

expanded,
 

and
 

FBS
 

is
 

not
 

used

目前研究数据较少
Currently,

 

the
 

available
 

research
 

data
 

is
 

limited

海 藻 糖 与 DMSO
的组合
Combination

 

of
 

trehalose
 

and
 

DMSO

提高海藻糖的低温保存效果
Cryopreservation

 

effect
 

of
 

trehalose
 

is
 

improved
能够减少 DMSO 的用量
Concentration

 

of
 

DMSO
 

can
 

be
 

reduced
不使用 FBS
FBS

 

is
 

not
 

used

ASCs 存活率太低,只有 42% [15]

Survival
 

rate
 

of
 

ASCs
 

is
 

too
 

low,
 

only
 

42% [15]

冻存脂肪组织

Frozen
 

adipose
 

tissue

DMSO / 异丙醇

DMSO
 

or
 

isopropanol

增加了 ASCs 的保存方法

Cryopreservation
 

protocols
 

for
 

ASCs
 

are
 

added

与新鲜脂肪组织相比,冻存脂肪组织来源

ASCs 的增殖能力、分化能力降低[49]

Proliferation
 

and
 

differentiation
 

ability
 

of
 

ASCs
 

derived
 

from
 

frozen
 

adipose
 

tissue
 

are
 

reduced,
 

which
 

are
 

compared
 

with
 

fresh
 

adipose
 

tissue[49]

商业化冻存液

Commercial
 

cryopreservation
 

solution

成分未公开

Undisclosed
 

ingredients

无血清或不含动物成分

Serum
 

or
 

animal
 

components
 

is
 

not
 

contained
低温保存效果好

Cryopreservation
 

effect
 

is
 

ideal

申请了发明专利,含有未公开的成分

Invention
 

patent
 

has
 

been
 

applied,
 

and
 

it
 

contains
 

undisclosed
 

ingredients

声、光、电、磁
Sound,

 

light,
 

electricity
 

and
 

magnetism

磁热复温

Magnetic
 

rewarming

降低 CPA 的使用浓度

Concentration
 

of
 

CPA
 

is
 

reduced

复温更精确、更安全

Rewarming
 

is
 

more
 

precise
 

and
 

safer

处理过程较复杂

Process
 

is
 

somewhat
 

complex
要求特殊设备、技术

Special
 

equipments
 

and
 

technologies
 

are
 

required
成本高

Cost
 

is
 

high
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装置会影响复苏效果[9] ,故不同降温方法可能导

致研究结果存在差异。 三是 CPA 的浓度存在差

异,可能导致研究结果存在差异。
综上所述,找到安全高效、配方简单、应用便

捷的 ASCs 低温保护溶液体系仍是未来研究者们

探索的重点。
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