
窦蒙家，饶伟，刘静*

中国科学院理化技术研究所低温工程学重点实验室

& 清华大学医学院生物医学工程系

* E-mail: jliu@mail.ipc.ac.cn

青岛 • 2018年8月10日

生命系统的整体冻存与复活：未来技术畅想

中国制冷学会小型制冷机及低温生物医学会议
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生命系统低温保存

医药冷链主要对象

药品

疫苗 血液制品

组织器官

细胞 组织 器官
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组织器官

微观尺度 宏观尺度

敏感性细胞 复杂生命个体 人体冷冻复活

10-6～10-3m

胚胎细胞，人诱导干细胞
10-2m

可移植人体器官
10-1m

小型生物体
100m

人体

复杂细胞

10-6～10-3m

普通细胞，血液

普通细胞

技术体系尚不成熟——无人区细胞冻存率较高 细胞冻存率较低

低温冷冻保存是生物材料长期保存的唯一可行途径

现代低温冷冻保存提出诸多重大理论及技术挑战

窦蒙家，张明宽，饶伟，刘静。科学，2018

生命系统低温保存现状
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冷冻现状：干细胞

Source: Pictures from the web

7Source: Pictures from the web



冷冻现状：生殖细胞

8Source: Pictures from the web



四川省脐带血冻库

北京市脐带血冻库

冷冻现状：血液组织

9Source: Pictures from the web



冷冻现状：卵巢组织

Dittrich R., et al., Fertility & Sterility 103 (2014): 462. 

Fleury A., et al., J Gynecol Obstet Hum Reprod. (2018). 10



角膜在冷冻状态下最长保存期为6~12个月

冷冻现状：角膜组织

Tripathi H, et al. Br J Ophthalmol 2015;0:1–7. 11



1:4

1:30

1:3

每年仍有半数的心脏和肺脏捐赠器官被丢弃

冷冻现状：器官

12Source: Pictures from the web



医药冷链

医药冷链主要对象

器官移植医学中的冷藏问题

tupian.hudong.com

冷冻现状：器官
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醛稳定化冷冻保存法

冷冻现状：大脑

脑
组
织
冻
存

记
忆
存
储

活体大脑

唤醒大脑

再造身体

14Source: Pictures from the web



Ice worm Snow flea

American bees Tree frog

Ice fish

Sea turtle

冷冻现状：动物体

15Source: Pictures from the web

http://baike.baidu.com/image/1a94b36efe38cee880cb4a0b


线虫

冷冻现状：动物体

16Ali F., et. al., PLoS One, 2014, 9(4): e94179.



关注人体冷冻技术的杂志

接
受
冷
冻
保
存
的
患
者
统
计
数
据

冷冻现状：人体

CRYONICS

ALCOR

将人体冷冻商业化的公司

17Source: Pictures from the web



国内首例人体冷冻实验

国内首例神经系统冷冻保存

患者已宣布死亡

精准控制保护剂灌
注和程序降温

进一步降温并储存至液氮中

常规的人体冷冻手术的实施步骤：

初始冷却并维持血液循环

冷冻现状：人体

18Source: Pictures from the web



复杂细胞/大器官/复杂生命个体/人体的冷冻保存

19Source: Pictures from the web
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冰晶生成 细胞缩水 重结晶

华泽钊、任禾盛. 《低温生物医学技术》

挑战：细胞损伤
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冰晶损伤

Yang G., Zhang, A., Xu L. X.,Cryobiology 58, 96-102 (2009)

Pegg D. E., Cryobiology 60, 36-44 (2010).

挑战：细胞损伤

冷冻保护剂浓度低，产生更多冰晶，
细胞存活率下降
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Wang X., et al., Cryobiology 55, 60 (2007).

冷冻速度2  ℃/min

挑战：冷冻保护剂

种类与浓度影响存活率
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Windrum et al., Bone Marrow Transplantation 36, 601-603 (2005)

挑战：冷冻保护剂

细胞冷冻中心数据显示，
残留DMSO在细胞移植
之后显出毒性，致使发
病

残留毒性
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挑战：传热瓶颈

生物体体积增大，传热速度不均匀性

Ali F., et. al., PLoS One, 2014, 9(4): e94179. 25



组织和器官层次的复杂性

细胞形状的多样性，组织和器官结
构的复杂性，造成传热的复杂性

挑战：传热瓶颈

Source: Pictures from the web 26



热阻与潜热

挑战：传热瓶颈

人体自身热阻和冰晶形成所释放的潜热造成均温难题

Source: Pictures from the web 27



Source: Pictures from the web

降低人体局部或全身体温面临大量理论与技术挑战

挑战：传热瓶颈
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以味觉为例

挑战：记忆的保存

29Source: Pictures from the web



挑战：记忆的保存

线虫在冷冻复活之后仍旧存有味觉记忆

Vitamore N., Barranco D., Rejuvenation Research, 2015, 18(5):458.

训练，未玻璃化冷冻

未训练，未玻璃化冷冻

训练，未玻璃化冷冻

未训练，未玻璃化冷冻

未训练，冷冻保存

训练，冷冻保存

未训练，冷冻保存和玻璃化

训练，冷冻保存和玻璃化

未训练，冷冻保存

训练和冷冻保存

未训练，冷冻保存和慢速冷冻

训练，冷冻保存和慢速冷冻
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解决复杂生命个体特别是高等动物的记忆在冷冻及复温过程中不被破坏

Source: Pictures from the web

挑战：记忆的保存
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物质／能量的精准控制对器官/活体的冷冻保存至关重要

材料开发

？

?

?

人工喂饲

物质递送

过程调控

干预训练

关键因素

•材料：毒性DMSO 冷冻保护剂的清除和替代
•递送：细胞尺度物质精准输运
•过程：分子尺度抑制结晶和重结晶
•干预：活体生物人工训练

未来技术畅想
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天然高分子纤维蛋白

蚕茧 丝素脯氨酸

基于非渗透冷冻保护剂的纳米胶囊

纳米海藻糖

饶伟，刘静, 一种鸡尾酒式冷冻保护剂及其应用, 中国发明专利，2016

从自然界产物筛选，开发全新绿色冷冻保护剂

耐寒动物自身合成天然抗冻剂

畅想：材料开发

绿色纳米冷冻保护剂

34

抗冻蛋白(AFP)&重结晶抑制蛋白(RIP)

冰活性蛋白质



畅想：材料开发

抗冻蛋白(AFP)

IBF促进冰晶生长
NIBF抑制冰晶生长

Liu K., et al., Proc Natl Acad Sci USA, 2016, 113(51):14739-14744.

He Z., et al., Accounts of Chemical Research, 2018, 51(5).
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畅想：材料开发

重结晶抑制蛋白(RIP)

线虫的重结晶抑制蛋白

黑麦草中的重结晶抑制蛋白

36
Wharton D. A., Barrett J., Goodall G., et al., Cryobiology, 2005, 51(2):198-207.

Lauersen K. J., et al., Applied Microbiology and Biotechnology, 2013, 97(22): 9763-9772.



畅想：材料开发

氧化石墨烯(GO)

减小冰晶尺寸

提高精子冷冻
保存的成功率

Geng H., et al., Angew Chem Int Ed Engl, 2016, 56(4): 997-1001. 37



畅想：材料开发

38Paper In preparation

纳米液态金属低温保护剂初探

Coating PF127



纳米材料实现非渗透冷冻保护剂的细胞递送

微注射

电穿孔
细胞内吞

无创手段微创手段

畅想：物质递送

39
Hou Y., Dou M., Zynger D. L., et al Frontiers in Clinical Drug 

Research - Anti-Cancer Agents. 2017.



纳米材料实现非渗透冷冻保护剂的细胞递送

Rao W., et al., ACS Applied Materials & Interfaces. 2015, 7(8): 5017–5028. 

畅想：物质递送
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纳米材料实现非渗透冷冻保护剂的细胞递送

50nm

25nm

100μm

Trehalose

W/O nano delivery

Trehalose

W/ nano delivery

Fresh nTre

10mm

40μm40μm

10mm

200μm200μm

Fresh nTre Fresh nTre

200μm

100μm100μm

Live/Dead

Rao W., et al., ACS Applied Materials & Interfaces. 2015, 7(8): 5017–5028. 

A
d
ip

o
g
e
n
ic

d
if
fe

re
n
ti
a
ti
o
n

O
s
te

o
g
e
n
ic

 d
if
fe

re
n
ti
a
ti
o
n

C
h
o
n
d
ro

g
e
n
ic

d
if
fe

re
n
ti
a
ti
o
n

畅想：物质递送
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多肽可显著降低冰晶生长速率，修饰冰晶生长

Paper In preparation

畅想：过程调控

5%DMSO 5%DMSO+2%Pypeptide

42



仿生纳米材料对冰晶生长的调控

• 抑制结晶，有助于玻
璃化冻存

• 抑制重结晶

畅想：过程调控

43Paper In preparation



仿生纳米材料对冰晶生长的调控
Morphology Live/Dead

40%EG

40%EG+

1%Polypetide

畅想：过程调控

控制组 多肽

44Paper In preparation



微胶囊营造保护屏

W
/O

 E
n

c
a

p
W

/ 
E

n
c
a

p

Live/dead 

M
e
d
iu

m
 o

n
ly

M
e
d
iu

m
 w

/ 

C
P

A
**

**

***

-60 oC -7 oC

-60 oC

***

-15 oC

Huang H., Choi J.K., Rao W., et al., Advanced Functional Materials, 2015, 25(44): 6839-6850. 

Microfluidic to produce cell microcapsules  Freezing Thawing

畅想：过程调控

After vitrification:Phase && Fluorescence 
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兔子肾脏玻璃化

1ml猪颈动脉冷冻保存

畅想：过程调控

玻璃化冷冻

Fahy G. M., et al., Cryobiology, 1984, 21(4): 407. 

Manuchehrabadi N., et al., Science Translational Medicine, 2017, 9(379)

卵巢组织玻璃化冷冻前（左）后（右）的切片

46



促进玻璃化

慢速冷冻和玻璃化冻存冷冻保护剂用量对比

畅想：过程调控

Loutradi K. E., et al. Fertility & Sterility, 2008, 90(1): 186-193. 

冷冻保护剂毒性增加冷冻保护剂浓度

*

*

*
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玻璃化圆管冻存管玻璃化平面冻存管

提高降温速率——提高导热速率的冻存管

卵巢组织玻璃化冻存管

畅想：过程调控

Suzuki N., et al. Human Reproduction, 2015, 30(3): 608.

Saragusty J., Arav A., Reproduction, 2011, 141(1): 1.

48



畅想：过程调控

纳米加热拓宽冷冻体积

Manuchehrabadi N., et al., Science Translational Medicine, 2017,9 (379) 49



磁性纳米粒子的感应加热改善组织冷冻保存

Manuchehrabadi N., et al., Science Translational Medicine, 2017, 9(379)

畅想：过程调控
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激光加热纳米复温

Khosla K, Wang Y., ACS Nano, 2017, 11(8).

斑马鱼胚胎

畅想：过程调控
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畅想：过程调控

低温机械灌注

Bruinsma B. G., et al., Nature Protocols 10, 484-494 (2015).

Berendsen T. A., et al., Nature Medicine 20, 790 (2014). 52



畅想：仿生

深入揭示耐寒（旱）昆虫或动物的抗寒（旱）机理，解决制约仿生型低温保存技术发展
的瓶颈问题，实现复杂生命对象的低温保存，从而推动低温保存技术的跨越式发展

Source: Pictures from the web 53

http://baike.baidu.com/image/1a94b36efe38cee880cb4a0b


训练和干预

Produce antifreeze agents

In Polypedilum vanderplanki

Cryoprotective dehydration

Natural ice nucleator

Liquid Ice crystal

畅想：仿生

54Sakurai M., et al., 2008, 105(13): p. 5093-5098.



喂饲天然氨基酸可显著提升非耐寒蚂蚁的冷冻存活率
Rao W., Dou M., 2017, Cryobiology.

复温温度为18℃，冷冻存活率大幅提升 30 mg/ml 喂饲浓度可最大限度提升冷冻存活率

实验组
质量m

（mg）

含水量mh

（mg）

结冰温度

（℃）

计算冻结焓tj

（J/g）

放热焓Hj

（J/g）

OA质量

（mg）

OI质量

（mg）
OA/OI

对照组 16.01 11.29 -18.3 263.47 130.53 7.93 8.08 0.98

DI10组 13.40 6.30 -25.50 260.81 111.25 3.59 5.35 0.67

DI20组 17.14 12.08 -25.51 278.23 102.10 6.29 10.85 0.58

DI30组 25.86 18.23 -26.30 279.87 96.41 8.91 16.95 0.53

30 mg/ml 喂饲组渗透活性水量（结晶水量）/非渗透活性水量值最低

畅想：仿生

训练和干预

55



Koštál V., et al., PNAS 2012. 109(9): p. 3270-3274.

畅想：仿生

训练和干预

56
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选择性快速低温脑保护

解决大脑在体选择性快速、均匀降温等问题，
满足脑卒中、脑血栓、心血管病、高热、交通伤、战伤等重大需求

58Source: Pictures from the web

http://www.autoevolution.com/news/thermahelm-the-brain-cooling-motorcycle-helmet-15456.html#image2
http://www.coolgadgetconcept.com/wp-content/uploads/2010/03/coolest-cap.jpg


人工冬眠

深入揭示冬眠机理，
解决哺乳动物或人体冷休克问题，实现高等动物甚至人类的人工可控冬眠技术

Source: Pictures from the web

59Source: Pictures from the web



通向未来的技术路线图

人工冬眠

记忆冷冻保存与恢复 人体冷冻复活

冬眠疗法

智能机器操纵的诊疗
一体化冷冻治疗

人类星际旅行

Source: Pictures from the web 60




