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摘 要：胞外基质在降温的过程中普遍存在的过冷现象通常会影响细胞冻存的质量，而置核是抑制溶液在降

温过程中过冷的有效办法，本实验利用置核成功地低温冻存了人 T 淋巴细胞。研究发现在降温过程中，置

核能够有效增加细胞的失水时间，抑制胞内冰晶的产生。实验显示采用置核进行冻存的人 T 淋巴细胞复苏

后 0h 和 24h 的存活率分别为 80.55±0.45%和 71.15±0.15%，0h 以及 24h 回收率分别为 89.91±1.7%和

76.21±0.07%。复苏培养 24h 后的存活率以及回收率要显著高于传统的程序降温盒冻存（P<0.05）。置核这

一技术有望被应用于传统的细胞慢速低温冻存，甚至组织和器官的长期保存当中。 
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The Preliminary Research of Ice-seeding on the Cryopreservation of 

Human T Lymphocytes 

Abstract：The supercooling of freezing medium during freezing is a critical challenge for a 

successful cell cryopreservation, while ice seeding is an effective way to eliminate it. This 

research has proved that ice seeding is an implementable method for human T lymphocytes 

preservation. We found that cells dehydrated more during cooling with ice seeding, and the 

intracellular ice formation is effectively suppressed. The survival rates of human lymphocytes 

after 0h and 24h of warming are 80.55±0.45% and 71.15±0.15% respectively, while the recovery 

rates of it in 0h and 24h are 80.18±1.51% and 64.31±2.11% respectively. The survival and 

recovery rates after 24h of warming are significantly higher than using process cooling box

（P<0.05）. This research consequently reveals ice seeding can be an effective way to improve the 

outcome of cell cryopreservation and may facilitate storage of tissues and organs. 
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0 引言 

随着再生医学、干细胞治疗，辅助生殖等医学技术的发展，基于细胞的药物开发逐渐

成为热点。这些细胞药物制剂通常需要进行一定程度的保存和运输，低温保存是目前最有效

的方法[1]。细胞保存是利用冷冻技术将细胞降温至特定温度，在低温下抑制细胞内部的代谢，

从而实现长期保存细胞的技术[2]。细胞冻存往往需要加入一定种类的浓度的低温保护剂。根

据降温的方式以及最终的保存状态，细胞的低温保存主要分为慢速冷却低温保存以及玻璃化

低温保存。玻璃化低温保存由于要形成玻璃态往往要求较高的保护剂浓度和极快的降温速率，

所以目前绝大多数成功的低温保存都是采用慢速冷却低温保存。目前在细胞慢速冷却低温保

存领域的主要研究方向是针对不同细胞开发新的冻存液，减少 DMSO 的浓度以减少保护剂

的毒性，然后利用程序降温盒以及程序降温仪进行细胞冻存。 

降温过程中如何避免细胞的低温损伤是细胞冻存的主要挑战之一。经典低温生物理论

“两因素”假说认为细胞在不同的降温速率下会经历不同程度的脱水，进而影响细胞内部冰



晶的形成，其中慢速降温会使细胞脱水严重，虽然胞内冰晶形成被抑制，但是会对细胞产生

渗透损伤；快速降温会使细胞没有足够长的脱水时间造成细胞内部水分含量过高，形成胞内

冰损伤[3]。不同的细胞由于其体积，细胞膜的渗透性的不同存在一个最佳的降温速率，在该

降温速率下进行细胞冻存，细胞会经历最佳的失水时间，使得胞内冰被抑制的同时也不会对

细胞产生过高的渗透损伤。低温生物领域内部针对如何研究最优降温速率也开发出了许多实

验方法。主要分为两类，一类是借助低温显微系统进行研究，通记录并分析降温过程中的细

胞图像来得到降温速率和细胞体积之间的关系；另一类是利用差示扫描量热仪法[4]。后者是

由 Ramachandra 等人提出的，该方法能够有忽略细胞体积以及效消除低温显微镜法中图像分

析技术产生的误差[5]。但是在得出最优降温速率之后，在实际冻存过程中却由于溶液过冷的

存在难以实现该速率。溶液的过冷一方面会使得冰晶的生长速率无法按照最佳的降温速率进

行生长，另一方面一旦冰晶形成会因为潜热的释放和环境温度之间形成较大的温差，形成较

快的降温速率，都不利于细胞的冻存。置核是目前消除溶液过冷，实现细胞的最佳冻存速率

最有希望的解决方案。 

置核是指在溶液降温的过程中，通过人为的操作在溶液内部形成小范围低温区，引发

晶核的形成的技术。置核一直以来都是低温生物学的研究对象之一。有许多文章以及专利研

究报道了置核的有关应用以及机理。目前主要的置核方法分为以下五种：1）通过在容器外

面形成局部的冷点来诱发成核；Huang 等通过该方法进行置核并结合提前脱水在保护剂仅为

海藻糖的情况下对 NIH 3T3 小鼠成纤维细胞和 C3H10T1/2 小鼠间充质干细胞实现了成功的

低温保存[1]；2）通过一些化学以及生物成核剂在溶液内部进行置核，Teixeira 等通过在冻存

液中添加成核介质 Snomax 实现了小鼠胚胎的低温保存[6]；3）Petersen 等开发了一款能够高

效诱导晶核产生的电极头[7]，通过该装置能够在溶液内部进行置核，该装置已经被应用于人

肺内皮细胞的低温保存[8]；4）通过机械的方法，比如摇晃，震动超声等来进行置核，Passot

等在研究蛋白质冻干的过程中使用了超声波来进行置核[9]；5）通过在降温过程中改变降温

速率在溶液内部进行置核，该方法通常以慢速降温开始，然后突然提高降温速率，造成溶液

外部的局部过冷促进成核，该方法已经被应用于肝细胞的低温保存[10]；6）通过改变压力在

溶液内部进行置核，该方法经常应用在冻干研究中，通过降低体系的压力来催化溶液内部成

核[11]。关于置核机理的研究，Nakamura 等研究了置核温度对酿酒酵母细胞低温保存存活率

的影响，其发现过低的置核温度会使酿酒酵母细胞的冻存存活率显著下降[12]。Zhang 等研究

了置核温度和人卵巢组织低温保存的关系，发现人卵巢组织最佳的置核温度为-5℃[13]。采用

置核法能够减少冻存液在降温过程中给的过冷度，控制细胞的最佳失水时间，从而在降温过

程中让细胞以最佳的含水量进行冻存，在避免胞内冰的同时使细胞经历最小的渗透损伤，从

而提高冻存细胞的存活率。 

本实验选取人 T 淋巴细胞为研究材料，人 T 淋巴细胞是目前肿瘤免疫治疗技术的主要

功能细胞。细胞免疫疗法的一般操作是提取患者外周血、肿瘤组织、胸腹水等组织中的淋巴

细胞，用不同的培养方法和工艺在短时间内培养出以 T 淋巴细胞为主的对肿瘤具有杀伤作

用并且不损伤自身的健康细胞的效应细胞[14]。该细胞往往需要进行低温保存，运输再回输

人体进行治疗。目前有关人外周血 T 淋巴细胞的低温保存的研究还较少，本实验意图通过

置核的方法来对人 T 淋巴细胞进行成功的低温保存，同时探索置核保存的相关机理及其实

际操作的可行性。 

1.材料和方法 

1.1 实验材料 

人 T 淋巴细胞由原能细胞科技集团有限公司提供；丁香假单胞菌（ATCC）。 



1.2 试剂 

勃脉力 A，海藻糖（国药集团化学试剂有限公司），DMSO（Sigma-Aldrich），人血清

白蛋白(Grifols)，1640 培养基（Gibco），AOPI 荧光染料（Nexcelom Bioscience）。本实验

使用的冻存液参考 Hughes 等人的研究[15]，具体配方为 5%DMSO,4%乙二醇以及 0.2M 海藻

糖。 

1.3 仪器设备 

低温显微系统分为以下几个部分：冷台（FDCS196，英国 Linkman 公司），温度控制

台（T95，英国 Linkman 公司），显微镜（LNP95，英国 Linkman 公司），摄像机（Flea3，

美国 FLIR Systems 公司）。 

1.4 实验步骤 

1.4.1 低温显微观察置核法冷冻细胞 

（1）样品处理 

保证 T 淋巴细胞悬液的浓度为 1*10
7
cells/mL，实验前用 AOPI 染料检测 T 淋巴细胞活

性，保证细胞的活率在 90%以上。在低温下进行保护剂加载，将细胞离心去除培养基后，

用等体积冻存液重悬。实验分为实验组和对照组，实验组使用冰核细菌进行置核，空白组不

进行置核。置核组用微量移液器吸取 1μ LT 淋巴细胞悬液置于低温显微镜样品台的中央，另

吸取 0.5μ L 冰核细菌悬液滴于细胞悬液中央，盖上盖玻片进行观察；空白组吸取 1.5μ LT

淋巴细胞悬液至于样品台中央进行观察。 

（2）低温显微的温度程序 

设定样品的初始温度为 10℃，以 5℃/min 或 10℃/min 降温至-40℃，后以复 100℃/min

复温至 10℃。观察细胞在降温过程中的失水情况，胞内冰形成情况以及复温后的细胞膜完

整性。 

1.4.2 置核法冻存细胞 

 
图 1：实验设计框架 

 

本实验采用利用液氮预冷管壁制造局部冷点的方法来进行置核。为了提高置核的效率



以及重复性，本实验在冻存管上进行了优化，在冻存管的下方 0.5cm 处插入一根铜芯，在冻

存的过程中用液氮预冷的镊子接触铜芯，利用金属铜的快速导热在溶液内部形成局部冷点来

诱发晶核的产生。 

进行冻存实验的人 T 淋巴细胞初始存活率为 92.6%，细胞冻存实验变量为降温方式，分

别采用置核冻存，快速降温冻存以及常规的程序降温盒慢速冻存，每组设置三个平行。置核

冻存的操作如图 1 所示：提前准备低温盐水浴，氯化钠的浓度为 10%，采用热电偶监测水

浴的温度为-5℃。置核组将 T 淋巴细胞离心用保护剂重悬后，分装到三支准备好的置核冻存

管中，每支体积为 1mL，剩余一支装有 1mL 冻存液作为温度监测管。将四支冻存管同时置

于 15%冰盐水浴中，并通过温度监测管检测实时温度。当管内温度稳定在-9℃时将其稍微拿

出液面，用提前在液氮中预冷的镊子接触管壁上的铜芯置核点，发现有冰晶在置核点附近形

成后立即放回水域中平衡 5min 使冰晶生长完全，平衡结束之后直接转移置-80℃冰箱进行低

温保存。快速降温冻存组将细胞离心用冻存液重悬后分装至三支冻存管内，直接置于-80℃

冰箱中。程序降温盒慢速冻存组将细胞离心用冻存液重悬后分装到 3 支冻存管内，置于程序

降温盒内转移置-80℃冰箱内进行低温保存。24h 后将置核组和空白组的细胞在 37℃水浴中

进行复温，因 AOPI 染料相比台盼蓝染料精确度更高，故本实验采取 AOPI 染料检测 0h 和

24h 的细胞存活率以及活细胞浓度。 

回收率的计算公式如下： 

细胞回收率    
冻存后活细胞总数

冻存前活细胞总数
      

2.结果与讨论 

2.1 置核过程的胞内冰显微观察 

 

图 2 置核与非置核下的胞内冰显微观察 

图 2 比较了在置核和非置核的情况下，细胞冻存的实际效果。低温显微发现，在不采



取置核的条件下胞外基质会过冷到-20℃以上，形成的冰晶较密，没有分支，无论 5℃/min，

还是 10℃/min 的降温速率，其胞内冰的形成概率都是 100%；在采用冰核细菌进行置核的情

况下，胞外基质的结晶时间大大提前，一般在-7℃左右，胞外基质结晶形成的冰晶呈明显分

支状，细胞有不同程度的皱缩，5℃/min 和 10℃/min 的降温速率下都没有观察到明显的胞内

冰产生。在快速复温过后，非置核组的细胞膜受损严重，边界模糊；而置核组的细胞状态较

好，边界清晰。低温显微实验发现在晶核存在情况下慢速冷冻能使细胞经历足够长时间的脱

水，从而极大程度地抑制胞内冰的产生，减小细胞在降温阶段的损伤。根据两因素假说，对

于特定的细胞存在最佳的降温速率，但是实际操作过程中由于过冷的存在，无法实现最佳的

降温速率。结合 Mazur 的孔理论[16]以及经典成核理论[2]，过冷使得溶液极短的时间内形成密

集的小冰晶，小的冰晶通过细胞膜表面的微孔进入细胞内部因引发胞内冰的形成；另一方面

根据 Toner 的表面催化成核 SCN 理论[17]，过冷使得冰晶在短时间内快速形成，对细胞膜形

成更大的渗透冲击，同样也能引起胞内冰的形成。关于胞内冰的形成机理还需要设计更多实

验进行证明。本研究发现细胞体积或者细胞内的水分含量似乎是决定胞内冰形成更加关键的

因素，在细胞失水的情况下几乎没有胞内冰形成，不管是 5℃/min 还是 10℃/min，实验进一

步可以进一步提高降温速率以探究胞内冰的形成机理。 

2.2 置核法实际冻存细胞 

  

注：用 Duncan 法进多重比较，同一组中不同小写字母表示组间差异显著（P<0.05)，相同小写字母

表示组间差异不显著（P>0.05）。 

图 3 不同降温方式对人 T 淋巴细胞冻存存活率以及回收率的影响  

根据经典成核理论，水及水溶液中的原子和分子在降温的过程中会不断聚集为固相的

胚芽，而该胚芽能否成为有效晶核取决于其大小是否超过晶核的临界尺寸。晶核的临界尺寸

是指能够稳定存在于液相中的最小晶核尺寸。当液相中的固相胚芽尺寸小于临界晶核尺寸时，

该胚芽不能成为稳定的晶核，这类胚芽通常会瞬时形成又瞬时消失；当胚芽的尺寸等于临界

晶核尺寸时，该胚芽既可能消失，也可能进一步生长成为稳定的晶核；当胚芽的尺寸大于临

界尺寸时，胚芽可以稳定存在并自发生长。而晶核的临界尺寸与体系的过冷度相关，过冷度

越高，晶核临界尺寸越小，溶液内部会形成更多的稳定晶核[2]。 

本实验采用预冷的镊子接触管壁造成接触面的局部过冷，因而能有效在接触面形成稳

定的晶核。此外由于本实验所用冻存管材质的导热性能较差，镊子的冷量往往不能及时传递

到液体内部，大部分被周围的空气所吸收。直接用液氮预冷的镊子接触管壁的置核效率并不

高，往往需要进行多次接触。因此本实验在冻存管底部加入铜芯导热装置。铜芯能够快速地

将液氮预冷镊子上的冷量传导至液体内部，极大地缩短了置核时间，提高了置核稳定性和可

重复性。经优化后，冻存管的置核效率大大提升，置核完成时间不超过 5s。 
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图 3 为采用不同降温方式对人 T 淋巴细胞进行冻存的结果。结果显示采用置核对人 T

淋巴细胞进行冻存，其复苏后 0h 和 24h 的存活率分别为 80.55±0.45%和 71.15±0.15%，0h

以及 24h 的细胞回收率分别为 89.91±1.70%和 76.21±0.07；快速降温冻存人 T 淋巴细胞复

苏后 0h 和 24h 的存活率分别为 80.60±0.5%和 35.40±1.05%，0h 以及 24h 的细胞回收率分

别为 84.14±2.71%和 33.31±0.05%；采用程序降温盒进行冻存的人 T 淋巴细胞复苏后 0h 和

24h 的存活率分别为 93.10±0.5%和 41.55±1.05%，0h 以及 24h 的细胞回收率分别为 99.07

±2.42%和 38.26±0.74。实验结果显示对于冻存后复苏的人 T 淋巴细胞，三种降温方式冻存

的细胞存活率和回收率都较高，但其中采用程序降温盒进行冻存的存活率与回收率均显著高

于其他两组（P<0.05）；在复苏培养 24h 期间，细胞损伤逐渐显现，快速降温和程序降温盒

组的细胞死亡严重，采用置核冻存的存活率与回收率均显著高于其他两组（P<0.05）。实验

结果显示在冻存人 T 淋巴细胞过程中置核能够显著（P<0.05）提高冻存后细胞 24h 的存活率

与回收率，实际冻存的结果与低温显微观察的结论相符。但是，本实验中并没有精确控制置

核下的降温速率以及冰晶生长速率。此外 T 淋巴细胞的置核冻存还需要更加系统的研究，

比如研究 T 淋巴细胞的最佳置核温度，最佳降温速率，以及如何用置核的方法实现最佳的

降温速率等。 

3.结论 

（1）本研究通过在冻存管壁上插入铜芯提高了置核的效率和稳定性，置核时间不超过 5S。 

（2）低温显微以及冻存实验表明置核是一种有效的低温保存技术，能够降低冻存液的过冷，

使细胞在冻存过程中有效地失水，抑制胞内冰的产生。相比使用程序降温盒，置核法冻存能

够显著提高人 T 淋巴细胞冻存复苏的 24h 存活率以及 24h 回收率。 
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