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摘要：间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是具有自我复制能力和多向分化潜能的成体干细胞，
它能够发育成硬骨、软骨、脂肪和其他类型的细胞，因此已成为细胞治疗的重要候选种子细胞，特别在各种退行

性疾病和自身免疫性疾病的组织修复和免疫调节方面有良好的应用前景．有效的应用须建立在有生物学特性

保持良好的充足 ＭＳＣｓ 的前提下．由于临床上细胞移植的供体和受体往往存在不同时性，很难保证即离即用，且
充足的数量需求保证也会是一个问题．因此，能保证良好生物学特性稳定保持的 ＭＳＣｓ 冻存方法就显得尤为重

要．本文即对 ＭＳＣｓ 冻存技术的研究进展进行综述．
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１　 间充质干细胞（Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）概述

１．１　 ＭＳＣｓ 的来源与鉴定特征 　 早在 １９２７ 年，
Ｆｒｉｅｄｅｎｓｔｅｉｎ 和同事从成体小鼠骨髓中分离细胞时

观察到其中呈梭状的细胞有着稠密的细胞质和较

大细胞核，数天后扩大呈多边形并产生集落形成单

位，在生长的过程中保持梭状或者成纤维状，而且

发现将这些细胞注射至皮下组织后能够重建造血

微环境［１］ ．这类可从中胚层和外胚层组织中分离得

到的成体结缔组织细胞被称为间充质基质细胞

（Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ） ．后来，Ｃａｐｌａｎ 在

１９９１ 年开始使用 “间充质干细胞 （Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ） ”一词，特指从骨骼、软骨、肌腱、
韧带、脂肪、皮肤、肌肉和骨髓等中胚层来源的组织

中分离出的结缔组织干细胞［２］ ．
骨髓曾经被认为是 ＭＳＣｓ 的主要来源，但骨髓

的收集对患者和志愿者的伤害较大、所含的 ＭＳＣｓ
的比率也仅有 ０．００１％～０．０１％，且这一比例会随着

年龄的增长而下降［３］ ．随着近年来的不断探索，现
ＭＳＣｓ 已可以从脂肪组织［４］、关节软骨［５］、大脑［６］、
牙髓［７］、子宫内膜［８］、月经血［９］ 和皮肤［１０］ 等许多

成人组织中分离得到．此外，新生儿的羊水［１１］、 羊

膜［１２］、胎盘［１３］、脐带［１４］和脐带血［１５］等组织中也都

含有丰富的 ＭＳＣｓ 细胞，其中脐带血中的造血前体

细胞是患有造血系统疾病的主要移植来源，非造血

的 ＭＳＣｓ 则成为细胞治疗的良好材料［１６］ ．
ＭＳＣｓ 具有以下鉴定特征：细胞呈梭状或纤维

状且对塑料的培养皿表面有很强的吸附能力；没有

特异的标签分子，可表达 ＣＤ７３、 ＣＤ９０、ＣＤ１０５ 、
ＣＤ４４，但不表达 ＣＤ３４、 ＣＤ４５、ＣＤ１４ 和 ＨＬＡ－ＤＲ；
在特异的诱导培养基中可分化为脂肪细胞、成骨细

胞和成软骨细胞［３］ ．因此，ＭＳＣｓ 鉴定的主要依据是

形态、表面分子和三系分化能力．
１．２　 ＭＳＣｓ 的生物学功能特性　 近年来的研究发

现，ＭＳＣｓ 不但具有免疫调节潜能，还具有监视和控

制炎症反应的作用［１７］ ．在炎症反应的初始阶段，体
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内的 ＭＳＣｓ 能够被相关的细胞因子激活并且能够

行使抑制 Ｔ 细胞增殖和下调促炎症因子如肿瘤坏

死因子 α 和 γ 干扰素等［１８－１９］ ．ＭＳＣｓ 还能够通过释

放趋化因子在炎症位点招募巨噬细胞、中性粒细胞

和淋巴细胞而引发先天性的免疫应答［２０－２１］ ．有研

究报道称 ＭＳＣｓ 能够通过趋化作用迁移至炎症位

点影响 Ｂ 细胞、ＮＫ 细胞、树突状细胞和巨噬细胞

来发挥作用［２２］ ．
最新的研究还发现，ＭＳＣｓ 能够分泌引起免疫

调节、抗凋亡、抗纤维化、抗炎症、促血管形成、趋药

性和在损伤组织刺激组织再生的生长因子和细胞

因子等生物活性分子［２３－２４］ ．ＭＳＣｓ 似乎不是通过直

接的分化和直接替换损伤细胞来达到组织再生的

目的，而是可能通过分泌一些生物分子刺激损伤组

织而达到修复再生的效果［２５］ ．这些因子的相互作

用能够促进心血管的形成、抗凋亡，促分裂、抗纤维

化、促前体细胞趋化和提供有利于干细胞分化的微

环境［２２，２６］ ．
进一步的研究显示，在人体内，ＭＳＣｓ 能够通过

细胞信号通路使其他细胞“归巢”至组织损伤位

点［２７］ ．有实验研究，ＭＳＣｓ 通过静脉注射后大多数

堆积在肺部静脉，随后逐渐迁移至肝脏、脾脏和肾

脏等损伤位点［２８－２９］ ．虽然注射的 ＭＳＣｓ 在体内的寿

命有限，但 ＭＳＣｓ 可以被组织的损伤位点表达的基

质细胞衍生因子（ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ １，ＳＤＦ
－１）的浓度梯度通过 ＭＳＣｓ 表面的 ＣＸＣＲ４（ＳＤＦ－１
的受体）招募至损伤位点而发挥作用［３０］ ．此外，ＣＸ⁃
ＣＲ４ 在人脐带血分离出的 ＭＳＣｓ 上还具有提高组

织修复的功能［３１］ ．此外，ＭＳＣｓ 不仅能够分化成中

胚层细胞，而且能够分化成外胚层的神经元和内胚

层的肝细胞［３２］，在再生医学和组织修复方面具有

良好的应用价值．
除上述生物学特性以外，这里要特别提到的

ＭＳＣｓ 具有易于扩大培养和稳定传代的重要特

性［３３－３４］ ．该特点是 ＭＳＣｓ 在细胞治疗和再生医学上

具有广阔应用前景的重要基础，它不仅可以解决临

床上细胞移植的供体和受体存在的不同时性，而且

可以减少新的组织和器官的需要、保证需求和来源

的质量控制、提供足够的时间在细胞移植前筛查供

体细胞的可移植性［３５］ ．事实上，目前临床使用的

ＭＳＣｓ 大多就是经体外培养、低温保存后的．但有研

究显示用早期代数的 ＭＳＣｓ 的治疗效果要比晚期

的效果好，这可能与 ＭＳＣｓ 的分化能力会随细胞的

传代而降低有关［３６］ ．还有研究认为来自人类羊膜

的 ＭＳＣｓ 长时间培养后会容易导致基因型改变、染
色体畸变和表型不稳定［３７－３８］ ．因此，ＭＳＣｓ 的早期

冻存是维持其移植时细胞状态和有效性的必要条

件，研究细胞在冻存过程中发生的物理变化反应，
找到对 ＭＳＣｓ 的存活与功能影响最小的冻存方法，
是干细胞用于细胞治疗的挑战之一［３９］ ．

２　 ＭＳＣｓ 的冷冻保存

２．１　 影响 ＭＳＣｓ 冻存效率的重要因素

２．１．１　 冻存速率　 冷冻保存的目的是在液氮的低

温环境下减缓细胞的代谢活动并维持生命．在细胞

悬液的冷冻过程中，冰晶的形成是导致细胞死亡的

主要原因之一．避免冰晶的形成就要保持冷却速率

缓慢，以使冻存保护剂逐渐进入细胞内部形成浓度

梯度．当冷却持续进行时，细胞内的水分在冻存剂

的渗透压力下逐步流出细胞，当细胞内的冻存剂浓

度达到最大时细胞就会完全脱水皱缩达到最佳冻

存状态．如果冻存速率太快就不能让细胞内的水分

完全出胞，从而导致细胞内的冰晶形成而对细胞造

成损伤．但冻存液对细胞有一定毒性作用，冻存速

率过低会导致细胞在冻存液中暴露的时间过长而

导致细胞受毒．由冻存保护剂造成的细胞毒性和细

胞内冰晶造成细胞损伤这两种冻存伤害已被广泛

认同［４０－４１］ ．所以低温保存细胞需要适当的冷却速

率，以保证在达到冻存温度时使细胞遭受的冻存剂

的毒性和冰晶的损害达到最小．不同的细胞类型有

不同的膜透性参数，所以最佳的冻存速率也不同．
如小鼠骨髓间充质干细胞的最佳冻存速率是 １ ℃ ／
ｍｉｎ，而人血红细胞的却是 １ ０００ ℃ ／ ｍｉｎ［４２］ ．有研究

比较了人和小鼠的 ＭＳＣｓ，发现小鼠的 ＭＳＣｓ 复苏

存活率是 ９１．５％±５．６％，而人的是 ８２．９％±４．３％，这
是因为小鼠的 ＭＳＣｓ 体积较小，其表面积与体积比

大于人 （小鼠 ＭＳＣｓ 表面积与体积比为 ０．６５ μｍ－１，
而人 ＭＳＣｓ 的为 ０．３４ μｍ－１） ［４３］ ．可见，冻存速率的

控制对不同细胞的冻存是非常重要的．
２．１．２　 冷冻保护剂 　 除了冷冻速率，冷冻保护剂

也是减小冻存损伤需要考虑的重要因素之一．冷冻

保护剂根据穿过细胞膜的能力被分为渗透性保护

剂和非渗透保护剂［４４］ ．渗透性冷冻保护剂有二甲

基亚砜、丙三醇、乙二醇、丙二醇、甲醇、乙醇、丙醇、
甲酰胺等，主要作用是防止细胞内冰晶形成、避免

高浓度冻存剂的毒性和使细胞在耐受度内脱
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水［４５］ ．渗透性保护剂的保护能力是由许多小分子

构成的高溶解度的水溶性复合物，在高浓度下能够

降低水的冰点，因此在冷冻过程中降低了大量冰晶

的形成［４６－４７］ ．非渗透性冷冻保护剂有海藻糖、蔗
糖、乳糖、葡萄糖、甘露醇、山梨醇、聚合物羟乙基淀

粉和聚乙烯吡咯烷酮，它们能够在较低的浓度下保

护细胞，但要求更高的冷冻速率［４４］ ．如聚合物羟乙

基淀粉不能渗入导致细胞外的浓度增大，在低温下

形成反渗透而脱水起到保护作用．换言之，非渗透

性冷冻保护剂集中在细胞外导致细胞脱水主要是

在冷冻的初始阶段［４６］ ．海藻糖的保护作用是和脂

膜之间的相互作用，在冻存和复苏的过程中保持了

蛋白质的稳定性，而且能够形成玻璃化基质抑制细

胞内冰晶产生［４８］ ．但即便是非渗透性的保护剂，也
是能引起细胞损伤的．所以研发最有效的冻存剂也

是目前细胞冻存的挑战之一．现已有研究开始关注

非渗透性保护剂对细胞的毒性机制，以期使其毒性

降至最低［４９－５０］ ．
２．２　 ＭＳＣｓ 的常规冻存方法　 目前实验室常规的

ＭＳＣｓ 冻存方法是用含 ５％或 １０％ ＤＭＳＯ 和人血清

白蛋白的冻存液，以一定的冻存速率从室温降到

－８０ ℃后放入液氮中或液氮气相中［５１］ ．然而，这个

方法是根据冻存造血干细胞和淋巴细胞的方法改

进的，并不是冻存 ＭＳＣｓ 的最佳方法［３３］ ．在细胞冻

存过程中，对细胞损伤的减轻不仅取决于是细胞悬

浮或黏附成团，而且还和细胞的来源有着很重要的

关系．有研究显示，来自不同组织的ＭＳＣｓ 冻存后的

复苏存活率也明显不同，如从脂肪组织分离的

ＭＳＣｓ 要比从牙髓和骨髓中分离得到的复苏存活率

要高［５２］ ．因此，对 ＭＳＣｓ 冻存复苏后的物理和生物

过程的研究是优化冻存方法的基础，以此保证

ＭＳＣｓ 维持结构完整和功能特性．
为比较冻存率、冷冻保护剂和冻存时间对

ＭＳＣｓ 的影响，研究者们做了大量的研究．早在 １９９７
年，有研究将人骨髓 ＭＳＣｓ 用 １０％的 ＤＭＳＯ 在 １
℃ ／ ｍｉｎ 到－８０ ℃后冻存在液氮中，２４ ｈ 复苏后传

代到 １５ 代依然保持成骨分化的能力［５３］ ．随后，有
研究用 １０％ 的 ＤＭＳＯ 将从人骨髓中分离得到

ＭＳＣｓ 在 １ ℃ ／ ｍｉｎ 降至－７０ ℃后在液氮中保存 ７ ｄ，
和未冻存的 ＭＳＣｓ 相比在增殖速率和成骨分化能

力上没有显著的差异［５４］ ．有研究将人脐带血 ＭＳＣｓ
用 １０％ ＤＭＳＯ 和 １０％ ＦＢＳ 的冻存液冻存在－７０ ℃
后在液氮中保存，用台盼蓝染色的方法得到保存了

５ ａ 的存活率为 ８０％ ± １０％，冻存 ２ ａ 的为 ８９％ ±
５％，并且复苏后仍有成纤维的形态，并能鉴测到

ＣＤ７３、ＣＤ９０ 和 ＣＤ１０５ 表面抗原，用茜素红染色钙

沉积和阿尔新蓝染色蛋白聚糖的方法表明复苏后

的 ＭＳＣｓ 仍然保持着成骨和成软骨的的分化能

力［５５］ ．这些研究的重点都是在 ＭＳＣｓ 冻存后的最高

细胞存活率和功能，最大化保证冻存后的 ＭＳＣｓ 和

最新分离出来的ＭＳＣｓ 表现相同特性．总之，只有当

ＭＳＣｓ 冻存复苏后仍有较高的活力、增殖性和功能

性时，才可以用于细胞移植．
２．３　 对 ＭＳＣｓ 常规冻存方法的优化

２．３．１　 低浓度的 ＤＭＳＯ　 ＤＭＳＯ 是常用的 ＭＳＣｓ 冻

存保护剂，但是冻存后潜在的毒性植入动物模型体

内会有不良反应［５６］，包括恶心、头痛、血压不稳定、
腹泻等症状．有临床报道称注射了含有 ＤＭＳＯ 的造

血干细胞后引起了腹部疼痛性痉挛［５７－５８］ ．因此，用
于临床的细胞，冻存过程中降低 ＤＭＳＯ 的含量是

必须的．目前已相继有基于不同浓度 ＤＭＳＯ 冻存的

研究：Ｒｏｓｓ－Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 等在无 ＤＭＳＯ 和其他渗透性

冻存保护剂存在的条件下成功地冻存了人造血干

细胞［４１，５９］； Ｚｅｉｓｂｅｒｇｅｒ 等用标准的冻存液 （ １０％
ＤＭＳＯ 和 ９０％ ＦＢＳ）和无血清培养基中添加 ２％、
５％或 １０％的 ＤＭＳＯ 冻存人脂肪 ＭＳＣｓ，在 １ ℃ ／ ｍｉｎ
的速率下降温至－８０ ℃，２ ｈ 以后放入液氮中至少

２４ ｈ，复苏后显示无 ＤＭＳＯ 和 ２％的冻存液中没有

细胞存活，通过扫描电子显微镜观察发现，在没有

或低浓度的 ＤＭＳＯ 的细胞膜内外有冰晶导致的表

面穿孔，然而在 ５％和 １０％的 ＤＭＳＯ 的细胞存活

率、膜完整性和三系分化并没有显著的差异［６０］；
Ｎａａｌｄｉｊｋ 用不同冻存速率冻存小鼠骨髓 ＭＳＣｓ 的结

果显示，ＤＭＳＯ 的质量分数在 ４％以上会明显降低

细胞活力［６１］；Ｐｅｔｒｅｎｋｏ 等在完全没有 ＤＭＳＯ 和血

清的条件下，用乳糖、蔗糖、海藻糖等糖类冻存人皮

层的 ＭＳＣｓ，显示存活率是 ６０％以上，并且在形态、
成骨和成软骨的分化能力上和未冻存的并没有明

显的差别［６２］ ．上述研究提示，研发低浓度或无 ＤＭ⁃
ＳＯ 冻存液在临床 ＭＳＣｓ 冻存上无疑是可行的，也
是必然趋势．
２．３．２　 无动物血清配方　 大多数的冻存方法都是

含有动物血清的，其浓度范围从 ５％到 ９０％不一．动
物血清除了可为细胞提供营养之外，在低温长期存

储时还有稳定细胞膜、调整渗透压和避免自由基形

成的作用．然而对临床使用的细胞而言，动物血清
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的存在并不一定合适，因为一是动物血清有携带传

播病毒的风险（如朊病毒或一些引起免疫反应的

蛋白质），二是血清的组分、来源和生产批次对培

养的细胞可能会有不良或不一致影响．因此，积极

研究生产一种替代血清的产品很有必要．近年来，
在这方面已有了进展，瑞士 Ｌｏｎｚａ 公司已研发出一

种可以培养脐带 ＭＳＣｓ 的无血清生长培养基［６３］ ．研
究发现，丙三醇能够通过渗透保护细胞内外不受冰

晶形成的破坏，四氢甲基嘧啶羧酸可作为渗透剂保

护细胞免受高盐损伤，脯氨酸能够使细胞散开而充

当冷冻保护剂．以此研发的甲基纤维素冻存液（分
别用上述三种冷冻保护剂）替代无 ＤＭＳＯ 和无血

清冻存液冻存 ＭＳＣｓ，结果显示冻存细胞存活率为

９９％，而 １％的脯氨酸和 １０％的四氢甲基嘧啶羧酸

复合冻存液冻存的存活率也可达到 ９０％［６４］ ．
２．３．３　 混合保护剂 　 为了研究复合冻存对 ＭＳＣｓ
的影响，有研究将一系列浓度的 ＤＭＳＯ （１％、４％、
８％和 １０％）和海藻糖（９％、６％和 ２％） 混合在 ９０％
ＦＢＳ 冻存人脂肪 ＭＳＣｓ，在－２０ ℃中平衡 ３０ ｍｉｎ 后

在－８０ ℃放置 １ ｈ，最后转移到液氮中长期储存（１、
６ 和 １２ 个月） ．用 Ａｎｎｅｘｉｎ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂盒配合流

式细胞术分析细胞的复苏存活率，结果显示，与未

冻存的细胞相比，４％ 的 ＤＭＳＯ 和 ６％海藻糖的组

合冻存液冻存复苏后有 ８０％以上的存活率，而且

在增殖培养 ２４ ｈ 后没有出现凋亡，依然保持着分

化潜能，在形态、免疫表型、增殖和分化潜能上都没

有明显差异［６５］ ．如果确实不影响 ＭＳＣｓ 的形态和功

能，混合保护剂也不失为一种很好的选择．
２．３．４　 添加糖类、抗氧化剂和凋亡抑制剂等添加

剂　 冻存过程中导致的损伤一般是由细胞在冷冻

过程中脱水、 氧自由基产生和细胞凋亡酶如

ｃａｓｐａｓｅ 的激活所致．因此，有报道通过细胞的存活

率、过氧化氢酶（抗氧化酶）和 ｃａｓｐａｓｅ 的抑制剂，
研究了能够稳定细胞膜的海藻糖对细胞的影响．
ＳＥＯ 等［６６］ 用含 ２． ５％、 ５％ 和 １０％ 的 ＤＭＳＯ、 ６０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖、１００ μｇ ／ ｍＬ 过氧化氢酶和 ３０ μｇ ／
ｍＬ ｚＶＡＤ－ｆｍｋ（ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂）的无血清冻存液在

液氮中冻存羊水 ＭＳＣｓ ３ 周，结果显示，用 ２． ５％
ＤＭＳＯ 和 ３ 种添加剂 （海藻糖、 过氧化氢酶和

ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂）的冻存液和含 １０％ ＤＭＳＯ 和 ３０％
ＦＢＳ 的冻存液，在群体倍增、细胞表面抗原表达和

成肌细胞分化能力上表现相似．该结果证实了减少

ＤＭＳＯ 和无血清冻存对保持 ＭＳＣｓ 存活率和功能

的可行性．
可吸附在细胞膜上表面活性物可以调节体内

许多生物结构的组装和功能［６７］ ．普朗尼克 Ｆ６８ 是

一种非离子低泡沫的表面活性剂，有研究显示在真

核细胞在冻存过程中有稳定细胞膜功能的作用．用
含 ０．０５％的普朗尼克 Ｆ６８、１０％ ＤＭＳＯ 和 ２０％ ＦＢＳ
冻存牙胚 ＭＳＣｓ，在－２０ ℃保持 １５ ｍｉｎ 后转至－８０
℃过夜，最后保存在液氮中．之后分别在 １ ｄ 和 ６ 月

后复苏细胞并分析存活率、凋亡相关基因和特异分

化基因．结果显示，Ｆ６８ 能够通过抑制促凋亡蛋白

Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ－３ 和促进抗凋亡蛋白 ｐ５３ 的表达增加

细胞活力，且存后 Ｆ６８ 不会改变碱性磷酸酶的活

性、胶原蛋白和骨钙蛋白的表达及细胞的分化能

力．认为 Ｆ６８ 的冷冻保护作用可能是通过改变细胞

膜上脂质的构成而达到稳定细胞膜的功能［６８］ ．
硼元素在植物体内可保持细胞壁和细胞膜的

完整性，而在动物体内是一种维护骨质的微量元

素．在 ５％ ＤＭＳＯ 冻存液中加入 ２０ μｇ ／ ｍＬ 五硼酸钠

冻存牙髓 ＭＳＣｓ，在液氮中储存 ６ 个月后发现，加入

硼盐后不仅没有改变 ＭＳＣｓ 表面抗原的表达，而且

增强了细胞活力和分化能力，推测硼对细胞的作用

是增加了冻存液的渗透性而引起细胞快速皱缩脱

水，从而阻止了细胞内冰晶形成的毒害作用［６９］ ．
综上所述，添加剂可以在一定程度上保护细胞

在冻存过程中免受损害并保持或促进活性．
２．３．５　 磁场中的程序冻存　 基于在磁场中非产热

型的振动会导致机械的渗透性改变，从而防止胞内

冰晶造成的损伤［７０］ 的原理，有研究用 １０％的 ＤＭ⁃
ＳＯ 冻存小鼠骨髓 ＭＳＣｓ，在－５ ℃保持不同时间（０、
５、１５ ｍｉｎ 和 ２５ ｍｉｎ）后放入不同温度（－２０、－３０ ℃
和－４０ ℃）下，得到在－５ ℃保持 １５ ｍｉｎ 并且放入－
３０ ℃下冻存的 ＭＳＣｓ 的存活率可达到 ７５．８％的结

果．随后在该条件下将冻存的 ＭＳＣｓ 用不同的磁场

（０．００５、０．１ ｍＴ 和 ０．２ ｍＴ）处理，在－１５０ ℃保存 ７ ｄ
后复苏并培养 ４８ ｈ，结果显示在 ０．１ ｍＴ 时的存活

率最高．整个实验结果表明，在－５ ℃保持 １５ ｍｉｎ，随
后在－３０ ℃中冻存和 ０．１ ｍＴ 的磁场中处理的冻存

ＭＳＣｓ 有最高的存活率并且保持原有的成骨和成软

骨的分化能力［７１］ ．认为若选用的冻存的温度高于

最佳结晶温度，细胞会被胞内快速地冰晶损伤，而
冻存温度低于结晶温度，细胞会在冻存保护剂中暴

露时间过长而造成细胞毒性．若在－５ ℃保持的时

间太短则会导致 ＤＭＳＯ 没有完全渗入细胞会引起
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冰晶损伤，但时间较长则又引起 ＤＭＳＯ 对细胞的

毒性．
２．３．６ 玻璃化冻存　 玻璃化是一种利用高浓度冻存

保护剂形成的粘性液体在液氮的低温条件下快速

冷冻行成玻璃态的一种方法［７２－７３］，通常 ２ 个步骤：
第 １ 步用 ２０％的乙二醇在室温平衡 ５ ｍｉｎ；第 ２ 步

用 ４０％乙二醇、１８％聚蔗糖、０．３ ｍｏｌ ／ Ｌ 蔗糖和 ２０％
ＦＢＳ 的混合冻存液直接放入液氮进行玻璃化．与慢

速冻存方法相比，玻璃化是一个柔和且没有冰晶形

成的过程．该冻存法现已在胚胎、卵细胞、关节软骨

等的冻存中有很好的应用［７４－７５］，也已逐步在各类

干细胞中尝试．人羊膜 ＭＳＣｓ（这类细胞不能承受缓

慢冻存所形成的冰晶）用该法冻存的复苏存活率

可达到 ８４．３％±３．２％，且与未冻存的相比，形态、表
面抗原表达、胚胎干细胞标记物和三系分化方面均

没有明显差异［７６］ ．冻存人脐带 ＭＳＣｓ 的存活率达到

９５．５４％±２．３０％，表面抗原和三系分化能力同样没

有改变［７７］ ．
但目前常见的玻璃化冻存所用的都是高浓度

的冻存保护剂，对细胞有毒性，而且其中的添加剂

也对细胞有轻度危害．调整的做法用 ５％乙二醇、
３５％丙二醇、５％蔗糖和 １％聚乙烯醇玻璃化冻存脐

带血，结果显示存活率达到 ９５．４％［７８］ ．上述提示玻

璃化冻存也是可尝试的冻存 ＭＳＣｓ 的方法．
２．３．７　 三维支架冻存 　 用于骨、软骨和皮肤修复

用的 ＭＳＣｓ，须在低温贮藏时黏附在生物相容性材

料的支架上．为了克服冻存时形成黏附的困难，
ＭＳＣｓ 需包裹于藻酸盐的微囊中冻存在三维支架

中．藻酸盐是一种自然的多聚糖，具有生物相容性

和生物降解性，而且藻酸盐具有吸水保湿的能力，
可以防止在冻存的过程中形成冰晶．实验证明：用
藻酸盐包裹骨髓 ＭＳＣｓ 冻存在 ５％或 １０％ ＤＭＳＯ 的

冻存液中，用 １ ℃ ／ ｍｉｎ 的速率降至－８０ ℃后放入液

氮中，之后检测发现悬液冻存的 ＭＳＣｓ 比藻酸盐包

裹冻存在 ５％ ＤＭＳＯ 中的细胞活力和代谢活性要

高，但是和藻酸盐包裹在 １０％ ＤＭＳＯ 的活性相近；
将藻酸盐包裹的 ＭＳＣｓ 冻存在 １０％ ＤＭＳＯ 中，则有

９０％的存活率且保持三系分化能力［７９］；进一步地，
将脐带 ＭＳＣｓ 铺于静电丝纤蛋白支架上在复合冻

存液（４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖、４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四氢甲基嘧啶

羧酸、１００ μｇ 过氧化氢酶和 ２．５％ ＤＭＳＯ）中冻存，
与未冻存相比，发现细胞活力、增殖与分化和支架

的完整性都没有改变［８０］ ．上述研究提示了三维支

架冻存在组织工程和再生医学上的潜在应用价值．
２．３．８ 低温保存分离 ＭＳＣｓ 的组织　 再生医学和组

织工程的发展使得 ＭＳＣｓ 在临床上的使用成为必

然．但是 ＭＳＣｓ 的组织来源并不总是在需要的时候

获得，所以冻存组织也将变得必要和可行．有一些

研究报道从冻存的骨髓、脐带、脂肪和牙髓等组织

中分离和培养的 ＭＳＣｓ 与未冻存组织相比，在分化

能力上并没有明显的改变．骨髓被认为是经典和传

统的 ＭＳＣｓ 来源，低温贮藏骨髓中的干细胞 ／祖细

胞已经被用于造血干细胞的移植．研究显示，从冻

存了 ４～８ 周的骨髓中分离的 ＭＳＣｓ 和未冻存骨髓

的 ＭＳＣｓ 都表达同样的表面抗原、增殖潜力和分化

能力［８１］；被冻存了 ２０ ａ 的人骨髓被复苏并培养分

离 ＭＳＣｓ，与未冻存的骨髓相比，尽管复苏后的细胞

贴壁率只有 ５０％，但是在培养后能够表现相似的

形态、生长曲线、表面抗原和成骨与成脂分化能

力［８２］ ．但也有研究认为冻存组织后分离 ＭＳＣｓ 要比

分离后冻存 ＭＳＣｓ 的效果差，原因可能是冻存保护

剂浸透组织需要更长的时间，导致冻存剂对组织中

的 ＭＳＣｓ 造成毒性损伤，而从组织中分离 ＭＳＣｓ 再

冻存所用的暴露时间会更短；另外也有研究显示，
从冻存组织中分离并单层培养的 ＭＳＣｓ 的基因表

达会发生变化［８３］ ．因此，低温保存分离 ＭＳＣｓ 组织

的方法的可行性还需要进一步验证．

３　 总　 结

近年来，ＭＳＣｓ 作为用于细胞治疗的重要候选

细胞，关注程度已高于胚胎干细胞和诱导多能干细

胞，这是因为一方面 ＭＳＣｓ 有着操作简单的实用

性，另一方面，ＭＳＣｓ 具有更高的安全性．且从目前

的报道来看，无论分离自何种组织，无论用何种保

护剂、保存时间、温度及方法冻存，尽管也会有一些

细胞在冻融过程中不可避免死亡或发生生物性能

的改变，但存活下来的细胞都仍能保持其增殖和分

化潜能［８３］ ．
冻存 ＭＳＣｓ 存在的一些问题也值得注意，例

如，与未冻存的 ＭＳＣｓ 比较，冻存复苏后的 ＭＳＣｓ 的
免疫调节能力有一定改变、会出现 ＭＳＣｓ 凋亡现

象［８４－８５］、会影响纤维状肌动蛋白的组装降低归巢

能力等［８６－８７］ ．因此，未来研究应该关注 ＭＳＣｓ 冻存

过程造成的细胞损害和复苏后对细胞造成的影响．
针对进一步临床细胞治疗的需要，临床级 ＭＳＣｓ 的

冻存还面临着解决降低冻存剂的毒性、消除动物血

６５６ 云南大学学报（自然科学版） 　 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｙｎｄｘｘｂ．ｙｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ３８ 卷



清、模拟体内的 ３Ｄ 支架结构等问题．因此，尽管上

述在 ＭＳＣｓ 冻存上取得了许多有意义和可参考借

鉴的成果，但更为稳定、可靠、有效的临床级 ＭＳＣｓ
的低温冻存体系的建立仍是再生医学工程需要面

对的重要挑战之一．
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