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摘要:糖在生命过程中发挥重要功能，不仅因为其提供主要的生命能源，糖类还具有广泛的生物学功能，是

细胞的主要构架成分，参与包括精子卵子受精、细胞分化与增殖、免疫识别、肿瘤发生与转移、病原体的

侵入与致病等过程。低温生物学是研究低温下生命活动特征的科学，低温生物技术研究与建立离不开对生

物学理论与技术的掌握和了解。深低温保存技术已经广泛应用于生物医学领域，取得较大成功，但仍有许

多理论与技术的瓶颈难以突破，如卵子冷冻、组织器官冷冻等。本文拟从糖生物学层面解读深低温保存对

细胞的保护和损伤机制，提出研究方法和思路，以期提高深低温保存效果。 
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Abstract  Saccharides play important roles in the life process. not only they are the main life energy, but possess 

various biological functions. Saccharides are the main structural elements of cells, participating in the fertilization 

of sperm and occyte, cell differentiation and proliferation, immunological recognition, tumorigenesis and 

metastasis, pathogens invasion and the occurrence of diseases. Cryopreservation technology has been widely used 

in biomedical field and achieved great success. However, we still need great break though in many theoretical and 

technological difficulties of this field. For example, oocyte cryopreservation, tissue or organ cryopreservation. This 

lecture will summarize the glycobiology, and explore the possible relationship between glycobiology and 

cryobiology on order to find distinguished methods and ideas for improved cryopreservation.  
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0 前言 

    糖类是在自然界存在最为丰富，从植物到动物，从原核到真核，遍布自然界，任何生

命形式都离不开糖。糖类在很多生物学过程中起着关键性的作用，但糖类在过去一直都没有

受到科学研究机构的充分重视，较之于基因和蛋白质的研究，糖类研究较少。 

    基因组学(genomics)阐明整个基因组的结构、结构与功能的关系以及基因之间相 互作用

的科学。蛋白质组学本质上指的是在大规模水平上研究蛋白质的特征，包括蛋白质的表达水

平，翻译后的修饰，蛋白与蛋白相互作用等，由此获得蛋白质水平上的关于疾病发生，细胞

代谢等过程的整体而全面的认识基因相同，器官不同，表达不同，即以活性基因来表达一种

生物体。而糖组学(glycomics)，糖组学是研究蛋白质糖链组成及功能的一门学科蛋白质实际

活性的调控，翻译后修饰，如糖基化(glycosylation)和磷酸化(phosphorylation)    

    生物体系中，糖类是一种信息分子，生物体内的信息分子并不只有核酸和蛋白质。糖类

携带了大量的不同信息，这些信息在不同分子之间、不同细胞之间或分子中传递，发挥各自

不同的生物学功能，保证了生命活动的维持进行。低温生物学是研究低温状态下生命活动的



特点和规律，不难推断，相关的糖类研究对低温生物学具有特别重要的理论和技术价值。本

文分别从糖生物学和糖组学层面，尝试探讨低温生物学中有关深低温保存理论与技术，特别

是与生殖细胞相关的低温保存问题。 

 

1. 糖类及糖生物学 

1.1 分类 

    糖类是多羟基醛、多羟基酮以及能水解而生成多羟基醛或多羟基酮的有机化合物，广布

自然界，也称碳水化合物。 

    根据碳原子数目，糖类大致可以分为以下几类： 

    单糖：一般指含有 3~7 个碳原子的多羟基醛或多羟基酮，结构最简单的一类，含有许多

亲水基团，易溶于水，不溶于乙醚、丙酮等有机溶剂。如：葡萄糖、果糖、半乳糖。 

    低聚糖（寡糖）：2~9 个单糖分子聚合而成，水解后可生成单糖。  

    二糖：两个单糖分子缩水而成的糖苷，水解后生成两个单糖分子。如：乳糖、蔗糖、麦

芽糖。 

    多糖：水解后生成三分子及以上的单糖，如棉子糖（三糖） 

    多聚糖：10 个以上单糖分子聚合而成。根据水解后生成单糖的组成是否相同，又可以

分为同聚多糖、杂聚多糖。同聚多糖由同一种单糖组成，水解后生成同种单糖，如阿拉伯胶、

糖元、淀粉、纤维素；杂聚多糖有不同的多种单糖组成，水解后生成不同种类的单糖，如粘

多糖、半纤维素等。 

1.2 功能 

1.2.1 供给能量：蛋白质、脂肪和糖类是生命活动三大主要物质。糖类最主要的功能是提

供各种生命活动所需能源，通过体内代谢产生细胞需要的ATP，支持各种生命活动。 

1.2.2 保护作用： 植物细胞壁、细菌荚膜、动物细胞间基质和粘膜等，含有大量的糖类，

提供对细胞的机械性和支持保护作用。如海藻糖在一些真菌干重的含量达40%，甚至更高。

如此高的海藻糖含量，也使一些真菌即使在较长时期失水后，仍不干涸死亡，一旦给予足够

的水份，还能恢复生长。 

1.2.3 免疫功能：糖类参与细胞免疫系统构成和功能，各种凝集素、针对糖类抗原的抗体。

如血细胞表面抗原—血型，不同血型细胞的糖链结构不同；人对细菌的易感性和免疫杀菌作

用，也是由免疫细胞糖链特性决定。另外，获得性免疫记忆、肝素的抗凝作用等均是由糖链

特性决定。 

1.2.4 保护作用：很多蛋白质表面覆有糖链，发挥保护作用；某些肽链的一些活性位点，也

因有糖链的存在，可以为小分子底物所接近，而排斥大的蛋白酶分子，避免蛋白质失活。 

1.2.5 提高多类分子水溶性：机体中存在亲水和疏水的平衡，对细胞生命至关重要。细胞表

面存在着结构和功能各异的糖蛋白和糖脂，其糖链都在细胞的表面，维持细胞与环境的水平

衡作用。 

1.2.6 信息传递 

    生物体内的信息分子不只是核酸和蛋白质，糖类也是一种信息分子。糖类携带了许多不

同的信息。这些信息不仅在不同分子之间传递，或在不同细胞之间传递，甚至还在同一分子

中传递。参与蛋白质的折叠和定位、细胞以及分子间识别、信息传递与调控等。以糖类为底

物的酶，包括糖基转移酶和糖苷水解酶等，与糖类结合形成复合物。 

1.3 糖生物学及糖组学 

    以糖链为生物信息分子，阐明生物系统中生命活动现象及其规律的科学。 



    糖链的结构远比核酸和蛋白质复杂。在各种糖复合物中，包括糖蛋白、糖脂，糖基化的

位点和数目各不相同,糖链中糖基组成的不同,糖基之间糖苷键的连接也存在多种方式,这些

差异性导致了糖链的结构具有复杂性和多样性，因此相关的复合物结构和功能必然不同。 

    由此可见，与核酸和蛋白质相比,糖链本身储存的信息量更大,因而更适宜作为信息分子

展开研究，糖链作为第三种生命信息分子，应是破解生命信息与奥秘的第三条途径。 

    糖组学是研究糖链的表达、调控及生物学功能的学科。任何生物体的遗传及功能信息都

是由DNA-RNA-蛋白质-糖链传递完成，约50%的蛋白质都受糖链的修饰,因此，要彻底阐明

基因组的功能,既需要功能基因组和功能蛋白质组的研究,也需要功能糖组的研究。糖链是在

糖基转移酶和糖苷酶等酶的催化下合成的，而酶是在基因的调控下合成的。 

 

2. 糖生物学与低温保存 

2.1 精子糖生物学 

    糖类的参与伴随精子分化、增殖和成熟分化的全过程。成熟精子表面覆盖着一层糖被, 

是精子在穿过、驻留附睾过程中, 其膜表面蛋白和脂质发生各种糖基化修饰而成，20~60 nm 

厚。主要由三百多种不同的糖蛋白和糖脂组成, 是精子与外界环境相互作用的主要界面。 

    在精子形成、成熟、获能以及顶体反应过程中, 精子表面糖蛋白以及糖脂发生巨大重排, 

精子糖被的微妙变化对精子生育力具有重大影响。 

    精子糖被在精子保护、宫颈黏液的穿透、卵子的识别和结合过程中具有重要作用。受精

过程中,精子表面的卵子结合蛋白识别卵子表面ZP3 中的受体糖蛋白上O—连接的寡糖链, 

然后发出信号并引起顶体反应, 使精卵结合而受精。伴随着受精卵的分裂和胚胎的生长发育,

基因按特定的时空顺序选择表达,细胞合成生物大分子和糖链的种类与结构也发生了变化,使

分裂分化的细胞按预定的时间进程保持合理的空间配置。  

    精子的冷冻保存技术已是辅助生殖技术以及精子库的重要组成部分, 此技术水平的提

高以及复苏率的稳定性都直接影响着最终受孕率。虽然冷冻方法一直在不断改良, 但冷冻复

苏对精子结构和功能均可能造成不可逆转的损伤。 

    研究证实,精子经冷冻复苏后, 其活率、活力下降, DNA 完整性、质膜组成、蛋白组成

以及线粒体基质密度等都发生了不同程度的损伤, 并且其宫颈黏液穿透力、穿卵能力等生育

力显著降低。但到目前为止, 精子冷冻损伤的机制依然不明, 由于以往技术的局限性, 尤其

是冷冻复苏对精子表面糖被的损伤更鲜有报道。国内有研究团队，通过凝集素芯片比较精子

冷冻前、后的凝集素结合谱观察到，在91 种凝集素中, 有33种发生了显著变化, 其中, 冷冻

后显著下调的有9种, 显著上调的有24种。结论认为，精子糖被在深低温冷冻之后发生了显

著变化, 对精子起保护作用的唾液酸大量丢失, 同时也暴露糖链内部的糖基, 因此精子糖被

的冷冻损伤可能是由于低温冷冻引起精子生育力低下的原因之一。 

2.2 糖类保护机制 

    动物精子实验发现，与单糖相比，二糖具有更大的冷冻保护作用，精子的复活率更好，

特别是在慢速冷冻时，快速冷冻时差别无显著性。具体机制不清，但很多其他脊椎动物精子

的研究中也发现二糖的保护作用。 

    二糖通过松散的、静电绑定糖OH基团与脂质膜上的磷酸基团，这样二糖较单糖更为有

效，因为C：H比例低，每个分子有跟多数量的-OH基团。二糖中，与蔗糖相比，海藻糖被

认为膜稳定作用更有效，因为其-OH与C比高。Ca
2+离子通过插入脂质头部余糖分子之间方

式，显著降低糖类（特别是海藻糖）的稳定作用。糖类最佳的理论深低温保护效果浓度为细

胞膜饱和摩尔浓度数情况时(如：200mM 海藻糖)。高于此浓度可能不会进一步增加细胞膜

稳定性。本研究中，CPAs中糖类浓度必须在饱和浓度水平。这说明，与糖类相关的恢复力



的进一步改善，可能只是由于阳离子浓度降低所致。海藻糖可以允许甘油作为一个脱水低温

保护剂，在B. marinus精子的保存中发挥有利的细胞内效果，而抑制或逆转降温中膜分离的

有害效应。 

    一般认为，二糖不能透入精子，但在某些鱼类，单糖果糖和葡萄糖可以进入精子，并作

为能量底物，而蔗糖增加黄色河鲈(Perca flava)精子的运动速率。对于糖类在低温保护剂中

的作用，以及与精子膜结构和构成的相关性，复温后精子活力和受精能力需要进一步的研究。 

3. 研究前景 

3.1 深低温保护剂及方案的改进 

    糖类是重要的深低温保护剂组成成分，不可缺少。对于大多数细胞，糖类不能自由透过

细胞膜，因此糖类在深低温保存过程中在细胞外发挥作用，可能作用机制包括渗透压调节、

能量供应、膜稳定作用等。 

    不同细胞或组织类型的低温保护剂糖类不同，常用的包括多种单糖、双糖和多聚糖类，

如葡萄糖、蔗糖、海藻糖、葡聚糖等。针对不同细胞种类、不同冷冻方式及保存目的，研究

人员对各种糖类进行了较多系统研究。 

    通过不同糖类对甘蔗蟾蜍精子冷冻后存活率影响的研究发现，慢速冷冻时，二糖较单糖

冷冻保存效果更好；复温后精子活动的百分率和活动力结果显示，二糖维持精子活力优于单

糖效果。研究结论认为，二糖的主要作用是低温保护剂作用，并不是作为外源性能量底物。

在一项对于不同种系鼠精子的冷冻保存研究中，研究人员采用不同浓度糖与脱脂牛奶的低温

保护效果，并根据体外受精结果判定最佳浓度，发现最佳浓度为二糖12%，三糖18%，除

C57BL/6J以外，鼠精子受精力均在麦芽糖、松三糖、棉子糖深低温保存效果最好。 

    卵子、胚胎必须耐受系列的细胞体积收缩与扩张才能在深低温保存后存活。这些结果也

就是说，当一个卵子或一个胚胎暴露于渗透性低温保护剂，细胞外介质的渗透压会因为降温

时水结冰而升高，然后复温时冰融化而降低，最后暴露在稀释的深低温保护剂溶液中，卵子

或胚胎会发生这些变化。 

    鼠受精卵和人卵子显示有非常相似的渗透性反应，其渗透性收缩程度的测定可通过将细

胞暴露于单糖或双糖溶液来完成。相关测定结果显示，它们的体积线性收缩，溶液函数1/

（渗透压），非渗透性体积约13~23%。鼠合子暴露于1.5M浓度的这些溶液10分钟，丢失掉

其细胞水分的85%。但超过75%的处理后的合子发育进入孵化囊胚。活性染色分析显示，人

类卵子也似乎能耐受如此极端脱水而存活。这些结果说明，不同的非渗透性糖类溶液能够作

为深低温保存卵子、合子和胚胎复苏的渗透性缓冲液。 

    传统的深低温保护剂含有对细胞毒性的渗透性保护剂成分，如二甲基亚砜、甘油、乙酰

胺等，特别是二甲基亚砜，但目前方案中尚无有效可靠方法替代。针对这一问题，研究人员

采用海藻糖对细胞进行种冰温度（-10°C之上）前的预先脱水处理，最大限度降低渗透性活

性水成分，从而降低冷冻过程中冰晶的形成度和量，降低冷冻损伤，大大提高了无保护剂（细

胞毒性的渗透性保护剂）调价下成纤维细胞、成年干细胞和红细胞的活性或复苏率。 

3.2 冷冻损伤机制及保护 

3.2.1 低温保存对细胞糖的影响 

    糖生物学和糖组学的研究不仅具有重要的理论意义,而且也有潜在的应用价值。由于糖

链参与了机体内众多的生理与病理过程,故通过糖类参与的细胞间的粘着和分子间的识别作

用都可以设法利用相应的糖类分子加以阻断,使一些生理和病理过程不能发生。而深低温保

存过程有可能对糖类这些功能产生影响。 

    精子糖被含有较多的高甘露糖型和复杂型的糖链结构,唾液酸一般修饰于精子糖被的最

末端, 起到“保护罩”作用, 实验证明冷冻精子表面唾液酸的含量显著性降低,那么被唾液酸



覆盖的亚末端糖基就会因唾液酸的丢失而暴露出来,导致精子受精过程中与卵子识别、融合

异常影响受精能力。这一结果不仅解释了冷冻复温后对精子受精能力减低的部分原因，同时，

也为我们进一步优化精子冷冻保护剂及冷冻方案提供了实验和理论依据。 

3.2.2 糖芯片及糖分析技术 

    糖芯片是生物芯片的一种,是继基因芯片、蛋白质芯片、组织芯片等之后发展起来的一

种很有前景的生物检测技术。随着糖生物学和糖组学的研究进展,糖芯片正逐步发展为该领

域的新型研究手段。如：艾滋病毒(HIV -1)是通过外壳糖蛋白gp120中的糖链与T 淋巴细胞

表面膜糖蛋白的CD-4首先相互作用,再感染破坏T 细胞。 

    除了病毒以外,很多细菌和病毒感染吸附的位点是宿主细胞膜上糖复合物中的糖链。如

果将这些糖复合物或寡糖片段以游离的形式引入体内,使其预先与病原体的黏附蛋白结合,病

原体就不能再与宿主上的吸附受体结合,从而阻止病原体的感染。这类药物被人们称为抗病

原体黏附药物, 

    糖信息技术已经应用多种临床疾病的诊疗技术中，通过对相关糖类型、糖含量的分析，

利于对疾病的分类诊断，及疗效评价，我们课题组前期有关肺癌研究中取得良好效果，如图

所示。深低温保存中细胞复温后功能的变化，也可反映在糖信息的变化中。我们可以借助于

此技术，更加系统研究和发现冷冻保存相关损失特点及规律，并研究针对性保护方案，提高

冷冻保存后细胞结构与功能恢复能力。 

 

 

 

 

图 2：结果显示了 8 种单糖标准品在 HPLC 柱出峰的 profile 及一个肿瘤病人降解后的血液单糖的三次平行

分析结果。从图 5 看出，8 种单糖用高效液相色谱处理均得到了全基线的分离，因此，单糖分析方法可以

运用于正常人和病人血液与精液中的单糖的组成与含量分析。 
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Fig. 1 肺癌病人血液中的葡萄糖胺与半乳糖胺含量明显升高

正常人 肺癌 乳腺癌 胰腺癌



    
3.2.3 糖修饰作用 

    糖类是生命体内的活性分子之一，通过多种生化途径，产生多种代谢产物，参与不同的

生命过程。在深低温保护剂中，糖类属非渗透性 CPA，糖类在保存细胞及组织中作用关键

且不可替代，其与水分子、蛋白质、核酸等相互作用是其发挥作用主要机制，通过抑制或防

止冷冻过程中冰晶的形成及损伤、与蛋白质等大分子产生交联作用等途径防止细胞的冷冻损

伤。 

    然而，但糖类不能透过细胞膜与细胞内的相关分子发生相互作用，而深低温保存、冷冻

干燥中细胞内各亚细胞结构的破坏直接导致细胞的损伤和死亡，因此，如何提高和改变细胞

对于糖类的渗透性对于细胞的存活至关重要。为了让糖类能够透过细胞膜，在膜内发挥冷冻

保护作用，研究人员进行了较多的针对这一问题的研究，如为了提高 MII 卵子的冷冻保存

复苏率，研究人员采用与糖类共培养、细胞内糖类注射、改变细胞膜结构及通透性等方法，

但效果不肯定，未取得一致的认可。 

    糖类可以进行乙酰化、甲基化等修饰作用，而改变其理化性质，其中对细胞膜的通透性

改变则可以达到使糖类进入细胞内，与细胞内的其他分子发生相互作用而达到相应的效应。 

4. 结论 

    低温保存理论与技术的研究已经成为基础医学及临床医学研究的一各重要领域，特别是

生殖医学临床的巨大需求促进了相关理论与技术的发展。但目前的深低温保存技术面临较多

发展瓶颈，如卵子保存、组织和器官保存，长期无突破新进展，归根结底是有关理论研究的

局限和不足。基因组研究、蛋白质学研究一直是各种基础生物学与医学研究的热点方向，于

此相比，糖研究明显未受重视，而糖类承载的生命信息远高于前两者。因此，从糖生物学和

糖组学层面展开对低温生物学，包括深低温保存理论与技术的研究，无疑是值得探索的一个

领域和方向。 
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