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糖类保护剂在组织低温保存中的研究进展

任丹丹 　 王 　 成

摘 　 要 　 组织的低温保存在辅助生殖和再生医学领域中非常重要,但组织结构复杂,冻存后的完整性和功能不尽如意。 添

加合适的冷冻保护剂是组织低温保存成功的关键一环。 糖类保护剂可抑制细胞组织内冰晶形成、保护质膜及蛋白质结构完整

性、稳定渗透体积、抗氧化损伤等,近年来在组织低温保存中取得了令人鼓舞的结果。 因此,更好地了解糖类保护剂的作用,能够

为提高更多不同类型组织的冷冻保存提供一定参考价值。
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　 　 低温保存是一种利用零下温度将活细胞、组织和

器官等生物样品长期保存的方法 [1] 。 低温保存方法

有玻璃化冷冻和慢速冷冻。 慢速冷冻是指使用可编

程冷冻机,低速度降低冷冻含有活细胞或组织的液

体。 玻璃化冷冻是快速冷却,添加高浓度冷冻保护

剂,使活细胞或组织的液体转化为玻璃样无定形固

体,避免形成有害的冰。 玻璃化冷冻因操作更为简

便、耗时更短、费用更低、冻融效果更好等优势,常被

用于组织的低温保存。
生物样品的冷冻通常伴随着许多不良后果,如细

胞内和细胞外的冷冻损伤和渗透应激。 冷冻保护剂

(cryoprotective agents, CPA)的添加可以防止这些不

利影响。 冷冻保护剂分为渗透性和非渗透性两大

类 [2] 。 常用的渗透性 CPA,如乙二醇 ( ethylene gly-
col, EG)、二甲基亚砜( dimethyl sulfoxide, DMSO)和

甘油,是能够穿透质膜并与水分子形成氢键以降低冰

点而防止细胞内外结冰的小分子。 对组织进行玻璃

化冷冻时,高浓度的渗透 CPA 具有极强的毒性。 为

了降低这种毒性带来的损伤风险,通常使用两个或更

多渗透 CPA 的组合来冷冻保存组织。 尽管通过以上

方式进行优化取得了一定积极的结果,但研究发现解

冻后组织的活性和功能欠佳 [3] 。 非渗透性 CPA 是一

种大分子,包括糖类和高分子量聚合物。 与渗透性

CPA 比较,它们的细胞毒性相对较小。 在冷却过程

中不会穿透质膜,留在细胞和组织外的隔室中,以促

进玻璃的形成。 而非渗透性和渗透性 CPA 的组合可

能会因减少渗透性 CPA 的细胞毒性作用,改善组织

玻璃化冷冻的结果 [4] 。
糖类作为主要的非渗透性冷冻保护剂,已单独或

者添加在冷冻保护液中用于不同类型的细胞或组织

的冷冻保存中。 本文将简述常用不同糖类保护剂的

理化性质,重点从糖类保护剂机制的研究及不同糖类

保护剂在胚胎、卵巢、睾丸等组织冷冻保存中的应用

展开综述。
一、糖类的理化特性

糖类一般分为单糖、双糖及多糖,主要由碳、氢、
氧 3 种元素组成,是多羟基醛或多羟基酮及其缩聚物

和 某 些 衍 生 物 的 总 称。 因 化 学 分 子 式 可 写 成

Cx(H2O)x,被称为碳水化合物。 在生命活动过程中

起着重要的作用,是一切生命体维持生命活动所需能

量的主要来源 [5] 。
1. 单糖:葡萄糖、果糖是目前常被作为冷冻保护

剂的六碳单糖,分子通式为 C6H12 O6。 葡萄糖是自然

界分布最广的一种单糖,它是一种多羟基醛,易溶于

水,微溶于乙醇,不溶于乙醚,是活细胞的能量来源和

新陈代谢的中间产物,为生物的主要供能物质 [2,5] 。
果糖是葡萄糖的同分异构体,通常为黏稠性液体,易
溶于水、乙醇和乙醚。 渗透性好,能较快地穿透细胞

组织,同时溶解度高,难结晶,防腐性能好,具有较好

的保藏效果。 30% 的果糖溶液冰点是 - 5℃ ,其冷冻

性能与易控制冰晶生成的特性,使它常应用于冰淇淋

和其他冷饮加工 [6] 。
2. 双糖:Kim 等 [7] 研究认为,蔗糖和海藻糖是所

有双糖中最有效的低温保护剂。 蔗糖和海藻糖都是

天然的非还原糖,具有相同化学式 C12 H22 O11,但具有

·081·

　 ·综述与进展· J Med Res,July 2023,Vol. 52 No. 7　 　



不同几何结构的双糖分子。 蔗糖由 1 分子葡萄糖和

1 分子果糖组成,化学性质稳定,水溶解度高,一般不

发生反应,除非酶的催化水解,是光合产物运输的主

要形式。 而海藻糖分子由 2 个糖苷键连接的葡萄糖

环组成,广泛分布于细菌、真菌和动植物的体内,由于

其结构稳定,无毒性,以及抗低温、耐干燥和稳定的化

学性质,常作为保护剂应用于各种生物材料的低温保

存 [8] 。 棉子糖是一种由果糖、葡萄糖和半乳糖组成

的三糖,也被应用在组织的冷冻保存 [9] 。
3. 多糖:多糖是由糖苷键结合的糖链,至少要超

过 10 个单糖组成的聚合糖高分子碳水化合物。 由相

同的单糖组成的多糖称为同多糖,如葡聚糖。 以不同

的单糖组成的多糖称为杂多糖,如胞外多糖 ( exopo-
lysaccharides,EPS)、枸杞多糖( lycium barbarum poly-
saccharides, LBP)、附子多糖 ( fuzi - polysaccharides,
FPS)等。 多糖分子属于极性大分子,呈弱酸性,易溶

于水、乙醇,且无毒、无害等。 天然广泛存在于动植

物、真菌和微生物体中,因此也容易获取 [10] 。
二、糖类抗冷冻机制

Maximow 在 1912 年发现糖可能是冷冻前使用的

第 1 种保护性添加剂,单糖和双糖都能被用于低温保

存,但蔗糖、海藻糖等双糖比单糖应用更广泛 [2] 。 根

据糖类糖苷键的相对分子质量、组成、结构和大小影

响其穿透细胞膜的能力,糖类属于非渗透性冷冻保护

剂,其相关的保护机制总结如下。
1. 糖可减少冰晶形成,提高玻璃化转变温度。 冰

晶通常在一定的温度范围内即 - 60℃ ~ 0℃ 形成。 这

种过度会使细胞内和细胞外冰晶形成,冰晶会对多种

生物膜产生机械或者生物化学应力,导致细胞组织结

构和功能损伤。 添加冷冻保护剂和玻璃化能解决这

一问题 [1] 。 糖类非渗透 CPA 补充到冷冻介质中不能

透过质膜,而是在质膜之间浓缩形成缓冲层,或吸附

在质膜表面形成黏层防止冰晶的产生。 在冻存过程

中使细胞组织部分脱水,而不直接与质膜发生反

应 [11] 。 玻璃化在降温过程中能以极快的速度越过冰

晶形成的温度区,使水分子来不及形成冰结晶而造成

水分子无次序地排列形成均匀的团块。 糖类 CPA 通

过增加玻璃化溶液的黏度,提高玻璃化溶液所需的玻

璃化转变温度,使玻璃态的体系稳定,不容易发生物

理和化学变化 [12] 。 例如,200g / L 蔗糖溶液( - 30℃ )
的玻璃化转变温度高于含有 200g / L EG( - 85℃ )或

200g / L 甘油( - 65℃ )的溶液。
2. 糖能保护组织细胞质膜及蛋白质稳定性。 这

些包括还原双糖,如麦芽糖、乳糖,以及非还原双糖,
如海藻糖、蔗糖。 单糖有果糖、葡萄糖 [13] 。 用于低温

保存的几种糖中,海藻糖最适合在低温保存过程中稳

定蛋白质和细胞膜。 与水和水的相互作用比较,海藻

糖与水的相互作用紧密,冷却时与细胞磷脂的极性头

基团相互作用,形成围绕细胞的玻璃壳,防止细胞膜

双层结构的破坏,同时海藻糖的羟基能结合蛋白质分

子表面部分,减缓蛋白质聚集的速度可防止蛋白质变

性 [14] 。 在低温保护介质中,部分还原糖结合细胞膜

的碳水化合物结构———糖萼,供特定细胞适应某些温

度和化学物质。 如麦芽糖具有半缩醛羟基,在溶液中

以环状和醛两种形式存在。 而精子膜表面的糖萼是

一层致密的碳水化合物层,在精子冷冻 / 解冻过程中

糖萼的变化会影响精子的存活率和活力。 使用麦芽

糖在公鸡精液冷冻 / 解冻培养基中,可稳定精子质膜

糖萼,提高精子存活率和活力 [15] 。
3. 糖可维持组织细胞升温时的渗透体积,避免

过度膨胀和渗透性休克。 在变暖期间,细胞外 CPA
浓度迅速降低,导致渗透失衡,使细胞过度膨胀,最
终细胞溶解。 单糖和双糖在温水溶液中增加了黏

度,被用作渗透反作用力,以限制水渗透到细胞,防
止肿胀损伤。 例如,Angel - Velez 等 [16] 在等渗保存

介质溶液中加热马卵母细胞,发现与含有 0 . 4mol / L
海藻糖的基础溶液比较,等渗培养基的囊胚率明显

下降。
4. 与渗透性冷冻保护剂比较,糖类冷冻保护剂最

大的优势是毒性小或无毒。 在辅助渗透性 CPA 形成

玻璃化时,糖类有助于增加玻璃化溶质的黏度和张

力,减少渗透性 CPA 的用量而降低细胞毒性。 DMSO
作为广泛使用的渗透性保护剂,具有一定的生物毒

性,在移植冻存的组织前需快速洗脱,而这一步耗时

且较困难。 海藻糖无毒性,不同浓度海藻糖对于生殖

组织具有保护作用。 将海藻糖与 DMSO 联用能够显

著提高羊睾丸组织冷冻保存后的总细胞活力 [17] 。
5. 冷冻保护剂抗氧化能力也是保存组织成功的

要素。 离体组织细胞在缺血缺氧期间会导致活性氧

成分的增加,并可通过多种途径导致细胞损伤或死

亡。 糖类抗氧化的主要机制有清除自由基、增强抗氧

化酶活性、抑制脂质过氧化物产生、抑制细胞凋亡

等 [18,19] 。 抗氧化多糖在家禽精子冷冻保存的研究相

对较多,如海带多糖和 LBP 联合对山羊精液冷冻保

存,提高了精子的活力,以及精子质膜、顶体、脱氧核

糖核酸的完整性 [20] 。
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三、单糖 -双糖在组织保存中的应用

1. 胚胎:胚胎冷冻是辅助生殖的核心技术之一,
胚胎的冷冻保存有利于不孕症或因自身疾病暂时不

能生育的人群。 其次,保存遗传资源,有利于解决面

临灭绝威胁的动物的繁殖。 胚胎的冷冻保存时,玻璃

化冷冻优于慢速冷冻,目前已应用于许多物种,包括

人类、鱼类、家禽。
用于胚胎玻璃化冷冻保存的糖类保护剂中,常用

的单糖有果糖、葡萄糖,双糖有海藻糖与蔗糖。 Lin
等 [21] 用浓度均为 1mol / L 的海藻糖、蔗糖、乳糖、果糖

和葡萄糖 5 种非渗透性冷冻保护剂处理座头石斑鱼

胚胎。 结果显示,经海藻糖、蔗糖和乳糖处理后的胚

胎存活率均 > 86. 97% ,正常胚胎发育率均 > 86. 01% 。
在相同浓度下,海藻糖、蔗糖和乳糖的毒性水平低于

果糖和葡萄糖。 李振通等 [22] 比较分析了相同浓度的

葡萄糖、果糖、蔗糖和海藻糖对胚星斑川鲽胚胎的保

护作用,发现含有蔗糖和海藻糖的玻璃化液对胚胎的

保护效果优于另外两种单糖,胚胎的成活率与孵化率

相对较高,最高可达到 80% 左右。 因此,双糖更适用

于鱼类胚胎的玻璃化冷冻。
含有蔗糖的玻璃化冷冻液和加温介质可以提高

胚胎解冻后的存活率、囊胚的再扩张率和孵化率。 玻

璃化冷冻液中蔗糖的浓度范围为 0. 4 ~ 1. 0mmol / L。
加温介质中蔗糖的浓度范围为 0. 13 ~ 1. 00mol / L,在
此浓度范围内的蔗糖在玻璃化冷冻后的非人类胚胎

中获得了 80% 以上的存活率和 48% 的孵化率。 而人

类胚胎的临床应用显示出 95% 以上的存活率、25%
的妊娠率。 代替蔗糖,玻璃化冷冻液中海藻糖的浓度

范围为 0. 25 ~ 1. 00mol / L。 在此浓度范围内,玻璃化

冷冻后非人胚胎的存活率和孵化率分别达到 68% 和

47% 。 其中 1mol / L 的海藻糖在玻璃化冷冻的人类胚

胎的临床应用中显示出 96% 以上的存活率、25% 的

妊娠率 [4,12,21] 。
糖类保护剂和渗透性 CPA 结合起来,可以降低

渗透性 CPA 的浓度,减小玻璃化冷冻液的毒性,改善

胚胎解 冻 后 存 活 率 和 功 能。 Bartolac 等 [4] 用 含 有

0. 4mol / L 蔗糖与 17% 的 DMSO 和 EG 玻璃化冷冻液

冷冻猪囊胚时,提高了复温后囊胚的存活率,降低了

单独使用 EG 和 DMSO 产生的毒性效应。 总体而言,
在胚胎组织的的冷冻保存和复温过程中添加糖类保

护剂,特别是蔗糖,有利于提高不同物种胚胎冻存后

的活力和功能特性。
2. 卵巢和睾丸:生殖组织冷冻保存对于保存哺乳

动物的生育能力至关重要。 生殖组织的冻存方法存

在争议,因为生殖组织的冷冻保存与种类、CPA 浓

度、冷冻载体选择等因素相关。 对于卵巢组织,目前

认为玻璃化冷冻比慢速冷冻更有利。
(1)卵巢:与胚胎类似,在玻璃化冷冻液中添加

蔗糖和海藻糖可显著提高卵巢组织解冻后卵泡的活

力。 玻璃化 冷 冻 液 中 蔗 糖 的 浓 度 范 围 为 0. 25 ~
0. 75mol / L,最常用的为 0. 50mol / L。 加温介质中蔗

糖的浓度范围为 0. 125 ~ 1. 000mol / L,而浓度通常从

1mol / L 开始递减。 在这样的浓度范围内,蔗糖使卵

泡存活率超过 85% ,并保持了哺乳动物卵巢组织的

功能特性。 玻璃化冷冻液中海藻糖的浓度范围为

0. 1 ~ 0. 5mol / L。 在这样的浓度范围内,海藻糖使卵

泡存活率超过 75% [9,12] 。 将双糖与高分子量聚合物

相结合,也可进一步提高卵巢组织解冻后卵泡的活

力。 例如:在含有蔗糖的玻璃化冷冻液中添加 2. 5%
聚乙烯吡咯烷酮 [23] 。

在比较双糖对猫卵巢组织玻璃化冷冻后卵泡活

力的影响研究中发现,相同浓度的海藻糖比蔗糖更适

合于猫卵巢组织的玻璃化冷冻 [9] 。 而 Tian 等 [23] 用

0. 2mol / L 的蔗糖和海藻糖玻璃化冷冻液保存人卵巢

组织,通过比较冻存后卵巢组织卵泡形态和应力松弛

行为。 结果显示,蔗糖作为冷冻保护剂在人卵巢组织

冷冻保存中的效果与海藻糖无显著差异。
糖类 CPA 与渗透性 CPA 组合,可以提高卵巢组

织冷冻 保 存 后 的 功 能 和 活 性。 例 如, 40% EG 与

0. 1mol / L 或者 0. 5mol / L 的蔗糖和海藻糖、0. 1mol / L
的棉子糖组合或不组合玻璃化冻存猫卵巢碎片。 结

果显示,EG 与海藻糖组合的冷冻液,使卵巢组织解冻

后的正常卵泡的百分占比最高 [9] 。 杜天奇等 [18] 将海

藻糖与渗透保护剂 DMSO 对比研究发现,海藻糖冷冻

复苏后羊完整卵巢中卵泡形态结构,基质细胞密度的

维持更好,并且海藻糖具有一定的抗凋亡活性。 总

之,在卵巢玻璃化冷冻液中,糖类 CPA 无论是单独使

用还是作为辅助添加剂,都有利于保留卵巢组织冻存

后的形态和功能。
(2)睾丸:葡萄糖、蔗糖、海藻糖被应用于睾丸组

织的低温保存。 张啸龙等 [19] 研究证明,分别添加

0. 1mol / L 蔗糖或海藻糖对睾丸生精细胞低温冷冻均

具有保护作用,而同时添加可显著提高睾丸组织冷冻

复苏后生精细胞活率和复苏率,降低细胞凋亡率及低

温冻存对细胞线粒体膜电位的损伤。
玻璃化冷冻保存睾丸组织近年来被尝试。 玻璃
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化冷冻液中蔗糖的浓度范围为 0. 5 ~ 0. 6mol / L。 加

温介质中蔗糖的浓度范围为 0. 25 ~ 1. 00mol / L。 在

这样的浓度范围内,蔗糖使鼠睾丸组织的存活率超过

84. 0% ,并保持了功能。 睾丸组织在含有 0. 5mol / L 海

藻糖的培养液中玻璃化冷冻,存活率为 73. 6% [12,17,19] 。
四、多糖在组织保存中的应用

葡聚糖在冷冻过程中的主要作用是改变溶液的

黏度以适应温度,降低组织解冻后破裂的倾向。 通过

减轻冷冻保存过程中产生的机械应力,并在胚胎周围

建立黏性基质,防止升温过程中固体和液体之间的过

渡阶段结晶。 从而保护胚胎免受冷冻损伤。 在单独

含有 10% 葡聚糖的培养液中玻璃化冷冻的兔胚胎解

冻后,94% ~ 99% 的玻璃化胚胎未受损伤,在扩张囊

胚时的发育率达到 76% ~ 79% 。
EPS 是由微生物合成和分泌的糖基聚合物。 假

单胞菌产生的 EPS ID1 是一种以葡萄糖、半乳糖和岩

藻糖为主,含有少量糖醛酸和氨基酸的高分子杂多

糖。 EPS ID1 对产生菌具有显著的冷冻保护作用,这
意味着它可以单独或与其他 CPA 联合用作细胞冷冻

保存的试剂。 因此,Tania 等在玻璃化冷冻液中添加

EPS ID1 用于冷冻保存牛胚胎 [24] 。 结果显示,在玻璃

化冷冻液和加温介质中添加 10μg / ml 的 EPS ID1,可
以保护牛卵母细胞免受冷冻损伤,并且对细胞凋亡有

正向调节作用。 推测 EPS ID1 可能抑制冰再结晶活

性、抗氧化损伤而对牛囊胚提供冷冻保护作用。
LBP 是来源于枸杞子的主要化学活性成分,由有

半乳糖醛酸、葡萄糖和阿拉伯糖三大单糖聚合而成,
具有调节激素、控制氧化应激及抑制细胞凋亡而保护

生殖组织。 蔡玉芳等 [25] 研究发现,400mg / L 的 LBP
有利于卵巢组织的保存,并可显著提高冷冻卵巢组织

移植后的存活率。 FPS 是附子的主要活性成分之一,
由葡萄糖和阿拉伯糖聚合而成,无毒,具有调节血糖、
血脂,抗氧化应激及保护血管的平滑肌和内皮细胞的

作用。 本课题组前期将 FPS 引入血管的深低温保护

研究中发现,10mg / ml 的 FPS 对大鼠腹主动脉具有保

护作用,对机制进一步探索发现,FPS 可通过改善线

粒体功能障碍并减轻组织氧化损伤,保护了深低温保

存中腹主动脉线粒体结构和功能的稳定,为后期血管

生存保存体力 [26] 。
目前多糖对组织冷冻保存的作用在国内外鲜有

报道,但通过以上相关研究表明,多糖相对分子质量

过大,不能穿过质膜,使组织内外渗透压不同而脱水。
同时,多糖具有一定的黏稠性,可包围于组织周围使

组织内冰晶数量减少,提高组织保存的效果。 中药多

糖抗氧化应激的能力强、安全性大的特点对于提高组

织冻存后的活力起着很重要的作用。
五、展 　 　 望

糖类属于非渗透性保护剂,不同糖类的理化性

质、冷冻保护机制存在一定差别。 同一类组织冻存中

用不同糖有着不同的保存效果,而同一种糖在不同组

织冷冻保存中也存在明显的差异。 玻璃化冷冻液和

复温时的加温介质中,糖的选择和糖的浓度都应得到

优化,以最大限度地减少冷冻对组织细胞的伤害,保
持生物组织的高活性和功能性。 目前添加糖 CPA 玻

璃化冷冻的生殖组织的体外培养和异种移植被证明

可以产生用于体外受精的功能性生殖细胞。 人类胚

胎、卵巢的玻璃化冷冻后移植的活产病例已有报道,
但由于目前临床数据较少,玻璃化冷冻的临床意义尚

无法估计,还需要开展更多临床研究确定其安全性和

有效性。 因此,含有糖类非渗透性 CPA 介质的玻璃

化冷冻液对于组织解冻后,进一步的体内研究还很欠

缺。 另外,多糖对于组织细胞的冷冻保存有很好的应

用前景,需要开展进一步的探索,以适用于更多不同

类型组织的冷冻保存。
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