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摘  要：对组织器官来讲，玻璃化仍然是最好的低温保存方式。然而，实现玻璃化所需要的高浓度的低

温保护剂会对细胞造成伤害，因此设计合理的加载方式至关重要。本文先后从细胞及组织器官层面回顾了

CPA 加载及去除过程中的传质模型，分析了 CPA 加载过程中细胞血管体积随渗透压变化的规律，为 CPA 加

载过程优化提供了理论依据。同时还介绍了 CT、FTIR 等先进的检测方法，可用于 CPA 在组织器官内分布情

况的无损检测。最后回顾了通过灌注法加载 CPA 低温保存兔肾的发展历史及现状，列举了成功实现玻璃化

保存的灌注流程。基于上述研究，通过对 CPA 加载及去除过程进行合理设计及优化，有望在不久的将来成

功实现组织器官的低温保存。 
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Abstract  The vitrification is still the best way to cryopreserve the tissues and organs, however, 

the high concentration of cryoprotective agents (CPAs) to achieve vitrification may cause damage 

to cells, so it is very important to design the reasonable way to loading (unloading) the CPA into 

(out) tissues and organs. In this review, we reviewed the CPA/water transfer model both from the 

cell and tissue level, analyzed the variation of the cellular/capillary volume during the loading 

(unloading) process. This can help optimize the perfuse protocals in application. Then we 

introduced the CT、FTIR detection method, which can detect the distribution of the CPA in tissues 

or organs nondestructively. Finally we reviewed the development of perfusion method to introduce 

CPA into rabbit kidney and listed the typical perfusion protocol which achieve vitrification 

successfully. Based on these studies, we may achieve the successful vitrification of tissues and 

organs by designing perfusion protocals that avoid the CPA damage. 
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0. 前言 

目前全球范围内约有 120 万人因为患有终末期器官衰竭疾病而需要进行器官移植，然而由于

供体器官来源短缺，实际移植人数只有不到 10%[1]。即便如此，受限于保存工艺，仍然有 
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大量原本可供移植的潜在供体器官被废弃。按照目前广泛采用的低体温保存法（4-10℃），

心和肺一般可最长保存约4h，肝脏、胰腺8-12h,肾脏36h[2],这显然不能满足实际的使用需求。

而如果能将器官保存在-80℃甚至-196℃（液氮温度）环境下，则理论上可保存数月甚至数

个世纪之久[3]。 

1949 年，英国生物学家 C. Polge 和 A.U. Smith 偶然发现了甘油对精子有低温保护作用[4]，这

也是使用最早的低温保护剂（CPA），此后一大批科学家相继投入到“低温保存”的领域中，

并成功实现了精子、卵母细胞及胚胎等小尺寸简单生物样本的低温保存。然而根据 P. Mazur 

提出的“两因素假说”，细胞在低温保存过程中，过慢的冷却速率会导致“溶液损伤”；而过

快的冷却速率会引发“胞内冰损伤”，因此不同种类的细胞存在不同的最佳冷却速率[5]。对

含有多种细胞结构功能复杂的组织器官而言，传统慢速降温往往会有冰晶的形成和生长，很

难完整保存生物样本原本的生理功能。1984 年，Fahy 等人提出了采用高浓度低温保护剂在

深低温环境下没有或含有极少量冰晶的玻璃化保存方法，并成功实现了鼠胚胎在-196℃的低

温保存[6,7]。2000 年，Song 等人用浓度为 8.4M 的 VS55 溶液玻璃化保存了兔静脉血管，复温

后血管最大收缩能力达到未处理对照组的 80%并且移植成功，这标志着多细胞组织的首次成

功玻璃化保存[8]。2002 年，Fahy 在 8.4M VS55（VS41A）溶液基础上通过进一步添加 PVP、

PVA 等冰晶成核抑制剂等配置成浓度为 9.3M 的 M22 溶液，成功将一个兔肾玻璃化保存在

-130℃，并且复温后移植受体存活[9]。玻璃化保存虽然可以避免降温过程中冰晶的生成，但

是实现玻璃化所需要的高浓度的低温保护剂却可能对细胞和组织造成伤害：细胞体积的过度

变化（渗透压损伤）及长时间在较高温度下（0℃以上）暴露于低温保护剂溶液中造成的毒

性损伤（CPA 毒性损伤）[10]。因此在确保低温保护剂完全均匀分布于生物样本的前提下，如

何科学合理的设置加载步骤，是低温保存能否成功的关键。 

1. 模型 

1.1. CPA 在细胞中的扩散过程 

低温保护剂根据分子量的大小能否通过细胞膜分为两类：渗透性低温保护剂及非渗透性低温

保护剂。渗透性低温保护剂主要包括甘油、乙二醇、二甲基亚砜等多元醇及甲酰胺、乙酰胺

等分子量小于 100 的试剂；非渗透性低温保护剂则包括果糖、葡萄糖等单糖及二糖、多糖等

糖类，以及 PVP、PEG、羟乙基淀粉等高分子聚合物。当向细胞加载渗透性低温保护剂时，

由于细胞膜对水的渗透性要远远大于对 CPA 的渗透性，细胞刚开始会迅速脱水，之后随着

CPA 和水逐渐回到细胞，细胞会经历一个渐进的重新平衡的过程（如图 1）。这便是加载渗

透性低温保护剂时细胞典型的“皱缩-肿胀”效应。而加载非渗透性低温保护剂时，细胞在

刚开 

始脱水皱缩后则不会再有随后的膨胀出现。Kedem 和 katchalsky 根据线性不可逆热力学理论

提出了经典的耦合被动膜输运方程（即 K-K 方程），能够定量描述细胞在保护剂加载或洗脱

过程中的体积变化[11,12]： 

   
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图 1：细胞加载洗脱渗透性 CPA 时的体积变化 

其中 VJ 为总体积流量，V 为细胞体积，t 为时间，N 为溶质摩尔数， CA 为细胞表面积， PL

为水的渗透系数，C 为溶质的渗透压浓度， CPAJ 为低温保护剂通过细胞膜的流量，上标e表 

示细胞外，上标 i 表示细胞内，R为通用气体常数，T 为绝对温度， 为细胞膜对低温保护

剂的反射系数， CPAP 为细胞膜对低温保护剂的渗透系数， CPAC 为胞外和胞内的平均渗透压

浓度。K-K 模型为最常用的描述跨膜输运过程的方程，根据 Kleinhans 等人的研究，通过取消

反射系数 ，K-K 模型也可以转化为两参数模型[13]。 

如果这种因渗透压变化导致的细胞体积变化超过一定限度，就会引发渗透压休克从而伤害细

胞。因此为了在 CPA 的加载和去除过程中减小渗透压造成的损伤，大多数情况下都会采用

分步加载去除法。1995 年，Gao 等人系统研究了甘油加载去除过程中人精子渗透压损伤同

体积变化间的关系，并基于此提出了能够预测最优加载去除方案的理论模型[11]。2000 年，

Song 等人用梯度加载去除 8.4M VS55 的方法成功实现了兔静脉血管的玻璃化保存[8]，这表明

对有多种细胞类型的复杂组织器官而言，同样可以通过分步加载的方法来避免或者减轻低温

保护剂加载去除过程中的渗透压损伤。最近，Higgins 和 Benson 等人在上述模型的基础上，

从数学上开发了一种能够评估 CPA 加载毒性的“代价函数”来优化 CPA 的平衡过程，已经成功

应用于细胞的加载过程[14]。他们正尝试通过建立更复杂的数学模型将这种方法扩展到三维

的组织器官领域，有望在将来应用于组织器官 CPA 加载过程的优化[15]。 
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1.2. CPA 在组织器官中的导入过程 

对于结构复杂的组织器官而言，CPA 的加载一般有两种方法：一种是通过组织本身含有的紧

密的血管网进行灌注（如肾脏、肝脏等器官）；另一种则是通过外边界加载，这种方法适用

于组织切片及大多数的工程化组织。由于灌注法在合适的温度压力下可以利用天然的血管网

将溶质快速均匀分布，是人们低温保存组织器官加载 CPA 时的首选。有研究表明，将肾脏

浸泡在甘油溶液中达到完全平衡可能需要几个月，而采用灌注法在几小时甚至几十分钟内便

可完全平衡[16]。Krogh 圆柱模型和网格热力学模型常被用来研究灌注过程中 CPA 和溶剂在组

织器官中的传质过程。1982 年，Rubinskey 和 Cravalho 首次使用 Krogh 模型（如图 2），假定

器 

官是由一系列相同的 Krogh 圆柱组成，模拟了甘油和水在心脏血管内/管外细胞空间的对流

扩散的传递过程[17]，根据 K-K 模型： 

 

图 2：Krogh 圆柱模型的单元体示意图 

   
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其中 cr 为血管半径，L为血管长度， s 为 CPA 的渗透率，H 为保护剂线性加载速率。通过

模拟发现随着甘油的加载浓度逐渐增大，血管半径也会随之增大；而当甘油浓度恒定后，血

管半径则会减小直到初始值。同时还发现血管半径变化速率、最大半径及组织内非渗透性物

质浓度等可能会对器官造成损伤的参数均与甘油加载速率 H 直接相关。1986 年，Pegg 和



Rubinskey 等人通过实验测得甘油灌注兔肾过程中血管阻力变化[18]，发现不同甘油加载速率

下血管半径变化基本相同。他们将此归结为模型中反射系数 对保护剂浓度的依赖性，通

过 
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拟合实验数据发现反射系数 与甘油浓度成反比关系，并在此基础上重新模拟了不同加载

过程中甘油在肾脏组织内的分布。此后，Bischof 等人也利用 Krogh 模型研究了加载 DMSO

的大鼠肝脏低温保存过程中血管/组织间的水分传递规律，发现降温速率越慢，血管半径越

大，而血管外细胞体积越小[19]。尽管 Krogh 模型相对简单，但仍然能够反应组织器官在 CPA

加载过程中管内/管外组织细胞间的体积变化，从而为减轻渗透压损伤和 CPA 毒性提供指导。 

Krogh 模型没有考虑血管和细胞间组织间隙的影响，实际上在组织间隙中由于浓度梯度仍然

存在着溶质溶剂的输运扩散过程。基于此，Diller 等人提出了更真实复杂的网格热力学模型

研究了兔肾灌注 CPA 过程中血管和细胞的体积变化[20,21]。他们将肾脏看做是由重复的渗透压

可变的血管、间质及细胞的隔间构成的，每一部分体积均由所含的水、CPA、胶体及其他溶

质所决定。单个细胞通过半透的细胞膜与间质和环境隔开，同时假定间质中有独立平行的存

储输运过程。整个系统可通过 Bond 图的形式展现出来，其中包括阻力元件（渗透率的倒数），

容量元件（体积流入流出细胞或间质引起的容积变化）及由化学势变化所决定的源项。Diller

等人通过以上研究指出，在向肾脏中灌注加载 CPA 时，可以通过向灌注液中适当添加非渗

透性溶质、减小灌注压力、限制清除过程中 CPA 变化速率等方法减轻灌注过程可能引发的

渗透压损伤及机械损伤。 

目前来看对低温保护剂导入组织器官传质过程研究的模型大多局限在单一组分溶质，虽然它

们可以在一定程度上反映 CPA 加载去除过程中血管与组织细胞间的物质交换过程，但由于

实际低温保存中为减轻 CPA 化学毒性多采用多种溶质构成的复合型 CPA 溶液，加之组织器

官内毛细血管、细胞类型分布的不均匀性，因此更真实复杂接近实际的模型亟待建立。最近，

Cui 等人通过将活组织简化为多孔介质模型，利用 Maxwell-Stefen 方程模拟了不同温度、不

同组织、不同 CPA 及溶质间不同作用对 CPA 传质过程的影响，他们发现不同 CPA 分子间的

相互作用会显著影响各自的传递过程[22]。Eliott 等人则根据热力学平衡方程指出，如果在 CPA

的导入过程中组织器官内外存在压力差，那么最终的平衡浓度可能会低于加载浓度[23]。 

2. 应用 

2.1. CPA 在组织器官中的检测 

组织器官低温保存的效果取决于 CPA 能否快速均匀加载，因此准确获取 CPA 在组织器官中

的分布情况至关重要，在此基础上可以计算得到 CPA 的扩散参数并评估优化加载方案。如

下式所示： 

2

2eff

C C
D

t x

 


 
                                                             (6) 

其中C 为 CPA 浓度， effD 为等效扩散系数。通过不同时刻测得的 CPA 的浓度值，可以利用



式（6）推得对应加载条件下 CPA 的等效扩散系数。传统的有创检测方法包括渗透压测定法
[24]，放射示踪法[25]，DSC 检测法[26]等，这些方法均需要破坏组织器官完整性并且所测结果

是整个选定区域的平均值。近些年来，随着生物医学工程的快速发展，NMR 核磁共振, CT

扫描 
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等无损检测技术也被广泛应用于 CPA 在组织器官中的分布评估。SA Isbell 等人用高场强NMR 

微成像技术研究了 DMSO 在大鼠肾脏、肝脏组织内的扩散过程，并计算得到了与文献值相

近的渗透率与有效扩散系数[27]。JC Bischof 利用 CT 扫描加载甘油的猪肝组织，通过将不同

时刻得到的灰度值转化为 CPA 的浓度值，进而计算得到其扩散参数[28]。Bischof 等人还利用

CT 检测法成功实现了猪动脉血管的玻璃化保存[29]。最近，WF Wolkers 团队利用 ATR-FTIR 傅

里叶变换红外光谱技术研究了 VS83 玻璃化溶液在脱细胞心脏瓣膜中的扩散过程[30]，区别于

以往的检测方法，他们测得了单独的 CPA 溶质在心脏瓣膜血管中对应的扩散系数，发现尽

管 DMSO、PG、甲酰胺等溶质分子量相差不大，但是扩散系数却有显著差别。这对研究复合

型 CPA 在组织器官中的扩散过程有重要的指导意义。 

2.2. 兔肾灌注流程 

从上世纪 60 年代起，低温生物学家们便致力于通过灌注法加载 CPA 来低温保存哺乳动物肾

脏器官。上述的传质模型虽然可以从物理学角度减轻 CPA 灌注过程的损伤，但实际的操作

流程应该同时从生理学及生物化学等多方面考虑。DE Pegg 和 GM Fahy 等人以兔肾为实验对

象，围绕 CPA 种类、灌注液基质（CPA 溶剂）、灌注压力温度时间等做了大量实验。Pegg 等

人经过数十年的研究指出[31]，当采用不同的降温速率保存灌注较低浓度 CPA（如 2-4M 甘油）

的兔肾时，组织中尤其是血管内仍然会产生大量冰晶从而使血管扭曲膨胀破裂，从而严重影

响器官功能，因此现阶段深低温保存组织器官最好的方法仍然是无冰晶的玻璃化保存。Fahy

等人则通过不断尝试组合 CPA 配方（二甲基亚砜、甲酰胺、乙二醇），添加 PVP、PVA 等高

分子聚合物，调整灌注液成分等，先后配置出了 VS4，VS41A（VS55），M22 等用于组织器官

低温保存玻璃化溶液,并用 M22 灌注兔肾后成功实现了玻璃化保存[9,32]。Fahy 的灌注流程如

图3所示。刚开始CPA的浓度通过线性加载的方式逐渐增加至5M，灌注压力保持在40mmHg， 



 

图 3：Fahy 等人成功实现兔肾玻璃化保存时的 CPA 灌注方案
[9]
。A 图中分别为 CPA 浓度、灌注压力、流量、

温度随时间变化；B 图为另外测得的肾脏不同区域在冷冻及复温过程中温度变化。 
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灌注液温度则由 4℃逐渐降至-3℃；随后将 CPA 浓度提升至 8.4M，温度降至-22℃; 最后灌

注全浓度的 9.3M 的 M22 溶液，同时将压力提升至 80mmHg。灌注完成后，将兔肾降温至-130℃

保存 8 分钟，再按照图 3 所示流程洗脱后移植，兔子成功存活。Fahy 等人通过将兔子处死

后对肾脏检测并结合之前的 DSC 实验结果提出，兔肾髓质区域由于 M22 未能完全渗透导致

复温过程中出现反玻璃化生成冰晶引起组织损伤；皮质区域虽然没有冰晶形成但是较快的升

降温速率导致的热应力也会可能其组织结构造成损伤。因此 CPA 能否通过灌注快速均匀的

扩散到组织中去是器官深低温保存能否成功的关键。如果组织器官内部 CPA 分布完全，则

在低温保存过程中则可以用相对较低的降温速率，既不会有冰晶生成，也不会有热应力损伤。 

尽管 M22 灌注后的兔子成功存活，但其术后检测发现的较高浓度的血清肌酐值仍然说明了

兔肾在灌注过程中受到了损伤。此后，Fahy 等人通过不断改进灌注液配方，使用“flowlock”

灌注方法等使肌酐值逐步下降[33]。Fahy 等人将在此基础上进一步测试优化后的灌注流程在

玻璃化保存及复温后移植的效果。Rabin 等人则根据 Fahy 使用 M22 灌注兔肾的实验结果，

采用有限元法模拟了人的肾脏在低温保存降温过程中的温度变化[34]。模拟结果显示尽管人

肾脏体积大约是兔肾的 21 倍，但降温速率仍然高于所对应 M22 浓度的临界降温速率，能够

实现玻璃化。上述研究充分表明，灌注法可以实现保护剂在组织器官内的充分扩散，有望用

于人体组织器官的低温保存；但同时 CPA 灌注过程中的渗透压损伤、毒性损伤以及 CPA 灌

注液成分对组织细胞生物化学特性的影响等均需要同时考虑以实现 CPA 的最优加载，从而

最大限度保持组织器官活性及功能。 

3. 总结 

低温保存可以抑制生物活性材料的生化反应，从而实现组织器官的长期保存。现阶段要实现



组织器官的深低温保存必须要借助高浓度的 CPA 来实现玻璃化。CPA 加载过程中的渗透压损

伤、毒性损伤会严重影响组织细胞活性，因此能使 CPA 实现快速均匀分布的加载方案至关

重要。本文先后从细胞及组织层面回顾了 CPA 加载及洗脱时的传质过程模型，得到了体积

随渗透压的变化规律，为 CPA 加载去除过程的优化提供了理论依据。同时，CT、FTIR 等先

进的检测手段也可以直接用于检测 CPA 加载过程中在组织器官内的扩散情况。在这些已有

理论模型和先进检测技术的基础上，结合低温生物学家数十年的实验探索，通过对 CPA 的

导入及去除流程进行合理的设计及优化，有望在不久的将来成功实现组织器官的低温保存。 
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