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文章亮点： 

1 此问题已知信息：人多能干细胞的应用前景广阔，但目前缺少安全高效标准化的冷冻方案。 

2 文章增加新信息：文章围绕人多能干细胞冷冻原理，针对冷冻过程中造成损伤的原因和机制，从冷冻保护

剂的选择与优化，添加分子物质提高冷冻复苏率，冷冻贴壁克隆、悬浮克隆以及分散的单个细胞，无异源性

成分条件下的冷冻等 4方面论述冷冻领域的进展，为新的更有效的冷冻方案的形成提供依据。 

3临床应用意义：人多能干细胞的出现在生物医药领域引起广泛关注，安全高效的冷冻方案能促进其应用于

各领域。  
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摘要 

背景：人多能干细胞的出现与发展是近年来生物医学研究领域的重大突破。但其在基础/临床研究中的广泛应

用还有诸多限制，建立安全有效标准化的冷冻保存方案是人多能干细胞广泛应用面临的重大挑战。 

目的：回顾人多能干细胞冷冻领域的研究进展，探索造成冷冻损伤的原因和机制及改进方式，致力于促进新

的更有效的冷冻方案形成。 

方法：以“人多能干细胞、人胚胎干细胞、人诱导多能干细胞、玻璃化、程序化冷冻、慢冻法、冷冻保存”

为中文检索词，以“human pluripotent stem cells，human embryonic stem cell，human introduced 

pluripotent stem cell，vitrification，programmed cryopreservation,slow-freezing,cryopreservation”为英

文检索词，应用计算机检索中国知网全文数据库、万方全文数据库、维普(VIP)期刊全文数据库、PubMed

数据库有关人多能干细胞冷冻保存技术的文献，排除与研究目的无关及重复文献，保留 58 篇文献进一步

总结分析。 

结果与结论：了解人多能干细胞冷冻过程中造成冷冻损伤的原因和机制，是寻找高效的冻存方案的关键。需

要更清晰的了解冷冻过程中损伤的原理，改进和创新低温生物技术来避免各种冷冻损伤的发生并致力于探讨

可重复的，高效的，符合 GMP要求的，能大规模冻人多能干细胞的方案。 
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Cryopreservation of human pluripotent stem cells   
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Zhengzhou 450052, Henan Province, China; 2Affiliated Hospital of Hainan Medical University, Haikou 

570102, Hainan Province, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: The appearance and development of human pluripotent stem cells is a major breakthrough in 

the biomedical field. There are still many obstacles limiting its clinical application. To establish a safe and effective 

cryopreservation method may be a great challenge. 

OBJECTIVE: To review the progress in the cryopreservation of human pluripotent stem cells, and to explore 

the cause and mechanism of freezing injury, thereby developing a new and more effective cryopreservation 

protocol. 

METHODS: A computer-based search of CNKI, Wanfang, VIP and PubMed databases was performed using the 

key words of “human pluripotent stem cells, human embryonic stem cell, human induced pluripotent stem cell, 

vitrification, programmed cryopreservation, cryopreservation” both in English and Chinese. Irrelevant and 

repetitive papers were excluded, and finally 58 papers were included for further analysis.  

RESULTS AND CONCLUSION: To better understand the cause and mechanism of freezing injury during  
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pluripotent stem cells cryopreservation is crucial for establishing a new and more effective cryopreservation protocol. We 

should improve and develop low-temperature biotechnologies to avoid freezing injury, thereby establishing a 

cryopreservation protocol for human pluripotent stem cells that is repeatable, high-efficiency and accords with GMP 

requirements.  

 

Subject headings: stem cells; multipotent stem cells; embryonic stem cells; cryopreservation; freezing 
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0  引言  Introduction  

人多能干细胞包括人胚胎干细胞、人诱导多能干细

胞和生殖干细胞
[1-3]
，研究较多的是前两者。从1998年

第一株人胚胎干细胞的建立到人诱导多能干细胞的发

现，生物医学研究进入新的发展阶段。尤其是近年来人

多能干细胞在细胞治疗方面取得的新进展，使其为临床

治疗包括帕金森病在内的神经退行性疾病、糖尿病，心

血管疾病等提供可能
[4-5]
。但是人多能干细胞的广泛应用

还受到诸多限制，其中建立安全有效标准化的冷冻保存

方案是人多能干细胞广泛应用面临的重大挑战。本文将

回顾人多能干细胞冷冻领域的研究进展，致力于促进新

的更有效的冷冻方案形成。 

 

1  资料和方法  Data and methods 

1.1  资料来源   

检索人：第一作者。 

检索时间范围：1980年1月至2013年12月。 

检索词：英文检索词 “human pluripotent stem 

cells，human embryonic stem cell，human induced 

pluripotent stem cell，vitrification，the programmed 

cryopreservation、cryopreservation”；中文检索词“人

多能干细胞、人胚胎干细胞、人诱导多能干细胞、玻璃

化、程序化冷冻、慢冻法、冷冻保存”。 

检索数据库：PubMed数据库(http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/pubmed)；中国知网(http: //www. cnki. net/)；

万方数据库(http://www.wanfangdata. com.cn/)；维普数

据库(http://www.cqwip.com)。 

检索文献量：共检索到文献106篇。 

1.2  纳入标准  ①与组织细胞冷冻保存相关的文章。②

与干细胞冷冻保存相关的文章。 

1.3  排除标准  与研究内容无关以及内容重复的文

章。 

1.4  质量评估  计算机初检得到138篇文献，包括中文

11篇，英文127篇。阅读标题与摘要进行初筛，排除与

研究目的与本无内容无关及重复文献80篇，最后保留58

篇归纳总结。 

2  结果  Results  

2.1  人多能干细胞   

2.1.1  人类胚胎干细胞  在小鼠胚胎干细胞建株之后，

培养技术不断改进
[6]
，最终Thompson等

[1]
在1998年建

立第一株人多能干细胞。建株的人多能干细胞来源于行

体外受精与胚胎移植(In Vitro Fertilization,IVF-ET)治疗

的患者胚胎，这些细胞具有正常的核型，在长期培养传

代过程中有无限增殖和自我分化潜
[7]
。人多能干细胞有

明显的形态特征：成克隆团块样生长，克隆边界清晰，

内部细胞连接紧密，细胞核质比高，单个细胞内可见明

显的细胞核。人多能干细胞有很高的端粒酶活性，并表

达某些细胞表面标志物和转录因子，如SSEA-4，

SSEA-3，TRA抗原，Oct3/4，Nanog
[8-9]
。人多能干细

胞能否分别在体内和体外分化为3个胚层(内胚层、中胚

层、外胚层)的细胞是检测其是否具有多能性的手段，主

要的鉴定试验
[10]
：①在体外悬浮培养的细胞团块随机分

化为拟胚体，并对形成的拟胚体行细胞免疫化学分析或

者PT-PCR检测其多能性。②在免疫缺陷的小鼠体内形

成畸胎瘤。 

2.1.2  人诱导多能干细胞  诱导多能干细胞的出现是

干细胞研究领域的另一重大突破，即通过4种转录因子

将体细胞重编程为诱导多功能干细胞。诱导多能干细胞

可以通过各种体细胞诱导得到，它的发现使能得到不同

患者特定基因类型的干细胞
[11-13]
。诱导多能干细胞和人

多能干细胞形态相似，具备人多能干细胞的多能性特

征，能表达特定的表面标志物和转录因子，在体内外均

能分化为3个胚层所有类型的细胞，在免疫缺陷的小鼠

体内能形成畸胎瘤。 

2.2  人多能干细胞的冻存 

2.2.1  冻存原理  将细胞、组织或者器官冷冻在-80 ℃

尤其是-140 ℃以下，并能保证其存活能力的过程称为

细胞的冷冻保存
[14]
。温度下降会影响细胞的生化进程，
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细胞长期保存在液氮(-196 ℃)里，细胞酶的代谢受到抑

制，几乎完全停滞，在复温后细胞恢复代谢能力，继续

其生化进程。 

2.2.2  常用的冷冻方法  细胞低温保存的最大威胁之

一来自于低温状态下水结晶对细胞器和细胞膜的损伤。

根据避免细胞内外水结晶的原理，用于人多能干细胞冻

存的常用方法包括慢冻法和玻璃化两种。 

慢冻法：慢冻法是一种较经典的冷冻方法
[15]
。在慢

冻法中，远离标本的保护液内的水分通过缓慢有序结

晶，逐步将细胞内水分吸出，并使标本周围处于极高渗

透压状态而避免冰晶形成。慢冻法主要操作步骤
[16]
：①

收集细胞。②添加冷冻液。③在一定的冷却速率下(从

-1至-10 ℃/min)，细胞悬液逐步形成固体。④细胞长

期低温储存(通常在液氮中)。⑤快速解冻，细胞悬液

37-40 ℃水浴。⑥通过离心去除冷冻剂。⑦在合适的

条件下接种培养细胞。慢冻法对多种成体细胞、造血

细胞、人间充质干细胞甚至小鼠胚胎干细胞都是有效

的, 但因其低复苏率和高分化率不适用于人多能干细

胞的冷冻
[17-19]

。 

玻璃化：玻璃化最早用于冻存牛卵、牛胚
[1]
，后又

用于人多能干细胞。玻璃化冷冻是将克隆块依次放入两

种浓度逐渐升高的冷冻液中，细胞在两种冷冻液中的停

留连续且短暂(37 ℃或者室温分别停留60 s和26 s)。冷

冻液的基本成分是二甲基亚砜和乙二醇，蔗糖浓度随培

养基不同而变化。例如Reubinoff等玻璃化冻存人多能干

细胞使用20%二甲基亚砜，20%乙二醇和0.5 mol/L蔗

糖。 

玻璃化冷冻中，通过高张力的玻璃化液和较快的降

温速率使溶液中的水不能形成晶体，而形成玻璃体。玻

璃体的形成需要足够快的降温速率。通过把含有克隆块

(< 10)的冷冻液小滴(1-20 µL)放在开放式麦管尖端，然

后直接浸入液氮的以达到足够快的降温速率
[20-21]

。在解

冻的过程中为避免冰晶再形成，升温速率也要尽可能

快，可直接将冻存的克隆浸入预温好的含有蔗糖的培

养基内，以蔗糖作为渗透性缓冲液逐步洗脱冷冻保护

剂
[22]
。 

人多能干细胞的慢冻法与玻璃化法的比较：由于

一些研究报道对比玻璃化冷冻人多能干细胞克隆的复

苏率> 75%，而程序化冷冻的复苏率只有5%-10%，玻

璃化被很多实验室使用，作为冷冻保存人多能干细胞

的方法
[23-24]
。当然，玻璃化也有它的局限：需要大量的

人力，并且对操作人员技术要求高；它不适用于大量冷

冻保存细胞；并且细胞直接与液氮接触也有污染的风  

险
[25]
。很多研究者一直在尝试克服这些局限性。 

Li等
[23]
的研究对比了3个人多能干细胞冷冻方案，

包括使用冻存管的慢冻法，使用塑料麦管的玻璃化冷冻

法及慢冻法。通过解冻后一两天和七八天的贴壁未分化

克隆数来评估3种方案的冷冻效率，得出结论：玻璃化

的效率最高(复苏率80%-90%)，两种慢冻法效率均低，

不适合冻存人多能干细胞，用程序降温仪能显著提高慢

冻法的冷冻效率(复苏率50%，慢冻法为5%)。除使用冻

存管的慢冻法以外，另外2种方法解冻后培养过程均不

影响细胞多能性及核型正常。同一时期另一研究称尽管

使用程序降温仪使慢冻法的效率有所提高(4%-8%提高

到10%-20%)，但仍不足以用于人多能干细胞的冻存，

该 研 究 指 出 最 佳 冻 存 条 件 ： 使 用 SR(Serum 

Replacement)和二甲基亚砜的浓度逐步增加的一系列

冷冻保护液，在冷冻前逐步转移人多能干细胞团块至这

些冷冻液中；解冻时使用逆过程逐步置换出冷冻液。该

方案将程序降温仪和分步法结合起来，得到的冻存效率

为30%-50%
[26]
。 

2.2.3  冷冻损伤  在冷冻过程中，暴露于低温环境可

引起细胞损伤甚至死亡。冷冻损伤可以单独或同时发

生在以下一个或几个环节：①冷冻保护剂的细胞毒性

损伤
[27-28]

。②在冻融的过程中冷冻保护剂的渗透性损

伤
[29]
。③细胞内冰晶形成的机械损伤

[30]
。④解冻过程

中细胞内再结晶的机械损伤
[31]
。程序化冷冻中主要通

过细胞外溶液固相液相迅速转换减少这种损伤，玻璃化

则是用高浓度的冷冻保护剂阻止冰晶形成来使细胞免

受损伤。 

降温速率是冷冻过程中与细胞损害相关的另一个

变量。在玻璃化冷冻法中，降温速率非常快，细胞内外

呈玻璃化凝固，无冰晶形成或形成很小的冰晶，对细胞

膜和细胞器不致造成损伤，细胞也不会在高浓度的溶质

中长时间暴露而受损。在慢冻法中，如果降温速率较快，

细胞完全脱水前胞内形成冰晶，冰晶破坏细胞器和细胞

膜从而引起细胞死亡。如果降温速率缓慢，细胞内的水

因渗透作用完全脱出而皱缩，也会造成细胞死亡。当降

温速率介于既能避免胞内冰晶形成，同时又可以防止细

胞严重脱水时才能避免细胞受损伤，称该降温速率为复

苏范围或复苏窗。多数真核生物在不使用冷冻保护剂

时，不存在或者很难观察到其复苏窗。冷冻保护剂避免

细胞内冰晶形成的作用很小，更多是防止或者减少慢冻

过程中的脱水和皱缩
[32]
。因此，不论是否使用冷冻保护

剂，严格控制降温速率都是减少慢冻法中细胞冷冻损伤

的关键。使用程序降温仪能实现控制降温速率，技术上

更可靠并可重复。一些实验研究了程序降温仪与人多能

干细胞冷冻保存的相关性。Ware等
[33]
报道使用程序降

温设备，二甲基亚砜作为冷冻保护剂，麦管为载体，冷

冻效率为60%-70%，并且分化率不增加。该研究总结

了成功冻存人多能干细胞的3个关键因素：①在胞内冰

晶形成的瞬时温度之上的某个温度使细胞外结冰   

(-7 ℃至 -12 ℃ )。②合适的降温速率 (-0.3 ℃至   

-1.8 ℃/min)。③速溶(在25-37 ℃)。 另一个研究描述
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了一个改进方案：样本从0 ℃到-35 ℃降温速率为 

-0.5 ℃/min，在投入液氮或者快速解冻之前温度保持在

-10 ℃以下。该方案复苏率为80%
[34]
。有研究使用可重

编程降温仪成功冻存贴壁诱导多能干细胞，这个冷冻方

案包括6步：①从0 ℃到-10 ℃降温速率-1 ℃/min。②

保持细胞在-10 ℃ 30 min。③以-3 ℃/min的速率降温

至-40 ℃。④以-1 ℃/min的速率降温至-60 ℃。⑤以

-0.33 ℃/ min的速率降温至-80 ℃。⑥维持细胞在  

-80 ℃ 5 min，然后转移到液氮中。此方案冻存贴壁诱

导多能干细胞克隆的复苏率为63%(用乙二醇作为保护

剂)，比同等条件下不使用程序冷冻仪时复苏率增加了6

倍
[35]
。 

2.3  人多能干细胞冷冻技术的改进  过去数十年里，为了

提高冻存效率，许多实验室都致力于改进人多能干细胞

冷冻方案，包括：使用不同的冷冻保护剂或分子物质、

使用无动物源性冷冻液、冷冻贴壁或者悬浮的克隆团块

或者单个细胞悬液。 

2.3.1  冷冻保护剂的选择与优化  冷冻保护剂大致分

为2种：①渗透性保护剂(如二甲基亚砜和乙二醇)。②非

渗透性保护剂(如蔗糖和海藻糖)。它们的作用不同：渗

透性保护剂能够穿过细胞膜渗透到细胞内产生一定的

摩尔浓度，降低细胞内外未结冰溶液中电解质的浓度，

从而保护细胞免受高浓度电解质的损伤，同时，细胞

内水分也不会过分外渗，避免了细胞过分脱水皱缩；

非渗透性保护剂则通过在细胞外表面形成粘性透明壳

保护细胞
[36-37]

。选择合适的保护剂或者保护剂混合物，

能够提高细胞冷冻率。 

Katkov等
[38]
对4种不同的诱导多能干细胞冷冻保护

剂(二甲基亚砜，乙二醇，丙二醇，甘油剂)作了细胞毒

性对比。即将细胞暴露在含10%保护剂的溶液中，    

37 ℃，30 min，结果显示：二甲基亚砜毒性最强，甘

油毒性最小。同样的冷冻保护剂，在慢冻法中得到相反

的结果，即二甲基亚砜毒性最小，甘油毒性最大。这说

明，温度对冷冻保护剂的影响很大。用冷冻保护剂和

ROCK抑制因子联合冷冻诱导多能干细胞也得到同样

的结果，乙二醇因与二甲基亚砜相同的保护作用但更小

的细胞毒性，成为冷冻保护剂首选。此外，该研究明确

指出，人多能干细胞复苏效率低主要由冻融的过程引

起，而非冷冻保护剂添加和去除。 

Ha等
[39]
对慢冻法中冷冻保护剂成分进行了详细研

究，得出5%二甲基亚砜+体积分数50% FBS(Fetal 

Bovine Serum)的浓度比例对诱导多能干细胞的冻存是

最有效的，维持细胞存活率在10%。后来他们研究不同

浓度的其他冷冻保护剂组合，并与5%二甲基亚砜+体积

分数50% FBS对比。研究发现5%二甲基亚砜+体积分数

50% FBS+10%乙二醇能使复苏效率提高30%，且细胞

解冻后传3代以上维持其性能，被认为是最有效地冷冻

保护剂组合
[39]
。 

2.3.2  添加分子物质提高存活率  添加ROCK抑制剂

是冷冻领域的一个重大突破。ROCK是一类丝、苏氨酸

蛋白激酶，已经发现ROCK能够调节分子生物多个路

径，如细胞凋亡，细胞周期，细胞粘附，分化以及基因

表达
[40-42]

。Watanabe等
[43]

首次报道，加入ROCK抑制

剂Y-27632能提高低密度种植的游离人多能干细胞克隆

形成率25倍以上
[2]
。Li等

[44]
证实Y-27632添加到解冻后

人多能干细胞的培养基中能提高人多能干细胞的复苏

率。Martin-Ibanez等
[45]
报道冻存游离的单个胚胎干细胞

时，添加Y-27632到冷冻液中，可增加细胞的存活率，

但与不添加Y-2763对照组相比，人多能干细胞的克隆形

成率未提高。在解冻后的培养基中加入Y-2763，人多能

干细胞的克隆形成率也没有明显增加。同时添加

Y-27632 到冷冻液和解冻液中，则明显提高复苏率，且

复苏后多数克隆表达多能性标记物：Oct-4，nanog，

SSEA-4，TRA-1-81和TRA-1-60。这说明添加Y-27632

增加了人多能干细胞的生长速度，且不影响人多能干细

胞的正常核型及维持多能性。人多能干细胞,诱导多能干

细胞分别在有饲养层和无饲养层两种培养条件下，冻存

时添加Y-27632也得到相似结论
[46-47]

。但Miyazaki等
[48]

研究发现，如果冻存的游离单个人多能干细胞解冻后以

适当的密度种植(3×10
5
个/cm

2
)，在不使用ROCK抑制剂

的情况下，复苏效率高达(86.8±3.1)%。但之前大多数

单个分散人多能干细胞的冷冻方案中均使用ROCK抑

制剂(Y-27632)，且多数研究认为ROCK抑制剂能显著提

高冻/融的单个人多能干细胞或者诱导多能干细胞细胞

的复苏率。 

ROCK抑制剂也与其他分子物质联合使用添加到

解冻后的培养基中，如半胱天冬酶抑制剂(Caspase 

inhibitors)， p53抑制剂(p53 inhibitors)或者Bax抑制剂

(Bax inhibitors)。Xu等
[49-50]

研究发现3种抑制剂组合

(Caspase inhibitors+Y-27632，Caspase9 inhibitor+ 

Y-27632和Bax inhibitor+Y-27632)均没有单用ROCK抑

制剂时能增强冷冻保护作用。用p53抑制剂+Y27632抑

制剂的复苏率与单用ROCK抑制剂时相似，然而，单独

用p53抑制剂不能增加复苏率。该研究另一篇文章也阐

述了同样的结果，含体积分数10%75%DMSO+2.5%聚

乙二醇和p53抑制剂+y-27632处理解冻后的培养基，能

提高复苏率。 

大部分关于ROCK抑制剂对冻存过程影响的研究

没有阐述其分子机制。Xu和Li等
[50-51]

均报道用Y-27632

冻存人多能干细胞，解冻后1 d细胞凋亡减少和/或半胱

天冬酶活性降低。这与之前Watanabe等研究的ROCK

抑制剂有抗凋亡作用的结果一致
[2]
。此外，Li等还证实

添加Y-27632提高了冻存人多能干细胞的贴附性，能促

使细胞形成集落并贴附于基底层，这就阻止了人多能干
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细胞凋亡提高了存活率
[3]
。Li 指出Y-27632并不能直接

抑制凋亡通路，而是通过降低人多能干细胞对外部环境

的敏感性，使细胞之间能进行信号交流，从而避免脱落

凋亡。此外，Mollamohammadi等
[47]
用RT-PCR分析显

示，应用ROCK抑制剂时，细胞整合素链aV,a6和b1链

的表达显著增加。整合素表达增加可能是维持细胞未分

化状态、增强细胞与基底层贴附从而提高冻存效率的原

因
[52]
。使用ROCK抑制剂冻存人多能干细胞，即使多次

传代后细胞多能性以及核型稳定性不受影响
[2]
。ROCK

抑制剂如Y-27632或法舒地尔已被应用于心血管疾病临

床治疗
[53]
，说明它们用于冻存人多能干细胞也是安全

的。尽管ROCK抑制剂确切的作用机制还不清楚，但它

的使用为完善人多能干细胞冷冻方案及培养方案提供

新的思路。 

2.3.3  冻存贴壁人多能干细胞克隆、悬浮克隆以及分离

的单个细胞  由于慢冻法冷冻悬浮人多能干细胞的复

苏率低，许多研究尝试用玻璃化法冷冻贴壁的克隆。Ji

等
[54]
用10%二甲基亚砜+体积分数30%FBS 冻存贴壁

在24孔板的人多能干细胞克隆。该研究证实冻存贴壁克

隆的复苏率是细胞悬液的5倍。Katkov等
[38]
报道了一个

用乙二醇作保护剂并应用程序降温仪的多步骤冷冻贴

壁诱导多能干细胞克隆方案，这种方法冻存诱导多能干

细胞克隆的效率比慢冻法高6倍。有两种原因解释冷冻

贴壁克隆效率较高的原因：①悬浮克隆冷冻时细胞不贴

壁，在冷冻过程中克隆内部大量细胞死亡或损伤，这是

造成悬浮克隆复苏率低的关键原因。②冻存贴壁克隆过

程中，细胞之间连续的细胞外信号对增强细胞生存力和

降低分化也起到重要作用。该方法主要的缺点是不能大

量储存细胞，另外，培养皿的不能像冷冻管那样密封，

增加了样本在液氮内储存时的交叉污染。为此，Nie等
[55]

尝试用微载体(Cytodex 3)冷冻贴壁人多能干细胞，使大

量冻存贴壁细胞成为可能。这些微载体由一层薄的胶原

蛋白共价耦合一层交联葡聚糖矩阵形成，它与

MatrigelTM基底层或者辐照的MEF一起提高人多能干

细胞克隆的贴附性。该研究首次报道了人多能干细胞克

隆在两种微载体上能有效的增殖(MatrigelTM和MEF包

被)，并将这种冷冻方法与慢冻法比较。人多能干细胞微

载体悬浮于10% DMSO+体积分数30%FBS的冷冻液

内，细胞密度为1×10
6
 mL/ 10 cm

2
，细胞悬液被转移至

冻存管内，置于程序降温盒(降温速率是-1 ℃/min)，之

后储存于液氮内，于解冻后7 d进行细胞计数评估细胞

复苏率，并与慢冻法相比较，观察到在微载体上冷冻

的效率是无微载体的1.7倍。尽管复苏率增加不明显，

但对该方法进一步优化为将来大量冻存细胞提供可

能。 

人多能干细胞成克隆团块状生长，当细胞分散成单

个时容易受到损伤并凋亡
[2]
，这也是为什么大多数冷冻保

护方案冷冻人多能干细胞克隆团块以提高效率。此外，

因为解冻后准确的活细胞数很难计算，冷冻克隆团块更

方便计算复苏率。但冷冻克隆团块限制了克隆内部细胞

暴露于冷冻保护剂，因此，T’Joen等
[56]
用单个细胞分散

液，将细胞处理成单个细胞与微细胞团的混合液后再冷

冻，提高了冷冻效率。Miyazaki提倡冷冻单个细胞分散

液的方法冷冻保存人多能干细胞，他们最新的研究中利

用慢冻法冷冻单个人多能干细胞取得了良好的效果。 

2.3.4  在无异源性成分的条件下冻存  多能干细胞应

用于临床需要符合生产质量管理规范，即诱导多能干细

胞和人多能干细胞的建系、培养、诱导分化、冷冻等过

程无异源性成分。在冷冻领域，也有研究致力于形成无

异源性冷冻方案。Reubinoff等尝试优化已有的玻璃化冷

冻方案：用密闭麦管冻存人多能干细胞，用人血清白蛋

白代替FBS作为冷冻液中的主要蛋白，细胞最后储存于

气相的液氮内。这种方法除去了冷冻液中的动物源成

分，降低了人多能干细胞与病毒以及其它病原体交叉污

染的风险；另外细胞冻存在密闭的麦管中不与液氮接

触，避免了潜在的交叉污染。且该方案与玻璃化方案冷

冻效率相似。 

Holm等
[57]
尝试了一个无异源性成分并且化学成

分明确的冷冻方案，该方案使用的冷冻保护剂叫作

STEM-CELLBANKER，包含10%DMSO、葡萄糖和高

分子聚合物(未说明)，将其溶解于PBS内，慢冻法冷冻

保存人多能干细胞于冻存小管内。解冻后，细胞在称

为CELLOTION的溶液(含有NaCl)中复苏，离心去除冷

冻保护剂后接种于丝裂霉素处理过的HFF饲养层上。

在不添加ROCK抑制剂的情况下用该方法冷冻人多能

干细胞团块和诱导多能干细胞单细胞悬液,复苏率大

幅增加并且对细胞的增殖与分化没有任何不利影响。

因此，这是一个简单有效并能大量冻存符合临床应用

标准的人多能干细胞的方案。Beier等
[58]
介绍了一种新

的冷冻方法，该方法引进一种冷冻仪器，能使人多能

干细胞在培养、冷冻储存以及解冻后复苏种植都在该

仪器中进行，该方法利用玻璃化法成功冷冻大量贴壁

的人多能干细胞，并且整个过程细胞不与液氮接触。 

 

3  讨论  Discussion  

为了人多能干细胞能更快更广泛应用于基础/临床

研究，应致力于探讨可重复的，高效的，符合GMP(Good 

Manufacturing Practice)要求的，能大规模冻存人多能

干细胞的方案。了解人多能干细胞冷冻过程中造成冷冻

损伤的原因和机制，是寻找高效的冻存方案的关键。以

前众多研究的结果越来越清晰的表明人多能干细胞细

胞之间的接触和信号传递是细胞存活并保持未分化状

态的关键。需要更清晰的了解冷冻过程中损伤的原理，

改进和创新低温生物技术来避免各种冷冻损伤的发生。
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另外，冷冻领域的进一步发展也需要更明确的多方位的

评价标准，而不仅仅是解冻后短时间的复苏率及传代后

的多能性保持。随着人多能干细胞的建系、培养及传代

方法的进一步改进，期待符合临床应用标准的简单有效

并能大量冷冻人多能干细胞方案的出现。  
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