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摘要 低温保存作为生物样本保存最有效的途径之一, 为基础研究和临床应用提供了基础和保障. 传统低温保存

技术有着明显缺陷, 纳米技术的应用不仅有望突破当前低温保存技术的瓶颈问题, 而且还将拓展传统低温生物学

的研究范畴. 本文综述了低温保存应用纳米技术的研究现状, 重点阐述纳米颗粒在优化保护剂应用方案、改善低

温保护剂性能、调控降温结晶过程、辅助高效复温过程和其他方面的应用. 同时, 本文还展望了纳米技术应用于

低温保存领域的趋势, 并在此基础上探讨了研究中需要解决的关键问题.
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在生物和医学中, “低温”指低于正常体温(37°C)直
至低于4 K(0 K=−273.15°C)的温度范围. 低温能够显著

抑制生物体的生物和化学反应, 细胞或组织的新陈代

谢活动会随温度的降低急剧减慢甚至完全停止[1]. 因

此, 将生物样本冷却到非常低的温度保存, 是长期有效

储存生物分子、细胞、组织、器官的有效途径, 并且

已广泛应用于组织工程、再生医学和临床治疗等多个

领域[2~9]. 细胞的保存是低温保存研究的一个重要领域,
低温可以保证细胞的长时间保存, 然而降温和复温方

法及步骤却极易给细胞造成损伤, 直接影响了低温保

存的有效性. 为了有效地抑制这些损伤, 添加适当的低

温保护剂并且针对不同样本设计优化降温和复温程序

非常重要. 低温保护剂溶液可以降低溶质(电解质)浓
度, 从而减缓低温下细胞体积的变化, 并且通过降低水

分子的冰点温度、促进细胞脱水减少细胞内结晶、增

加细胞膜的通透性等, 以达到保护的作用[10]. 传统的低

温保存方法具有局限性, 使用高浓度低温保护剂具有

一定细胞毒性并对细胞有渗透性损伤, 同时降温和复

温的效率也十分有限. 例如, 无法抑制冰晶的形成与生

长对细胞产生的机械或生物化学应力损伤, 由于升温

速率不够快导致的“重结晶”损伤, 从而难以达到理想

的保存效果. 纳米技术的应用为低温保存的研究开辟

了一条新途径. 纳米粒子具备量子尺寸效应、表面效

应、小尺寸效应以及宏观量子隧道效应等特征. 其中,
磁性纳米粒子(以铁系氧化物为主)由于具备优良的颗

粒尺寸可控性、生物相容性和降解性、表面可修饰

性、内在磁响应性等[11,12], 是应用最为广泛的纳米材

料之一[13~18]. 目前, 越来越多的研究发现, 纳米颗粒能

够: (1) 调控细胞膜渗透性, 优化保护剂添加、去除过

程[19]; (2) 影响溶液内分子间相互作用, 加速晶核形成,
定向控制冰晶的形成和生长,提升冷冻效率[20,21]; (3)有
效改变溶液的传热特性以及热力学性质, 例如提高溶

液的热导率和黏度, 抑制冰晶的形成和生长, 改善溶液

玻璃化的转变条件等, 提升低温保存的成功率[22~24]; (4)
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提高材料的生物相容性. 另外, 利用磁性纳米粒子的磁

感应加热效应, 已经实现了对不同体积的冻存生物样

本均匀、高效复温[25~27]. 纳米技术的应用, 为探索低温

保存领域提供了全新的思路和空间.

1 低温保存过程对细胞的损伤

细胞等生物样本可以在低温下长期保存, 但却极

易在添加/去除低温保护剂、降温以及复温过程中遭受

致命性损伤. 低温保存的主要步骤如图1所示, 包括: 低
温保护剂的添加、降温、长期稳定的贮存样品、复温

以及低温保护剂(CPA)的移除[28].
在冷冻前添加适当的低温保护剂是低温保存的关

键, 但是高浓度保护剂易对细胞造成渗透性损伤, 并且

具有一定细胞毒性. 保护剂的细胞毒性以及细胞对该

保护剂的渗透性都可以决定其保护作用 . 1949年 ,
Polge等人[29]无意间发现10%~20%甘油可以在低温下

有效保护精子; 之后, Lovelock和Bishop[30]又发现二甲

基亚砜(DMSO)可以作为保存细胞的保护剂. 对于细胞

膜可渗透的保护剂来说, 如DMSO、乙二醇、丙二醇

等, 添加和移除保护剂的过程中会造成细胞体积的变

化, 如果保护剂的浓度过高或过低, 添加时细胞的收缩

及移除时细胞的扩张程度超过了细胞本身的耐受极限,
将导致常温下细胞的渗透性损伤. 研究表明, 在冷冻前,
添加渗透性保护剂后, 细胞先渗透性失水体积收缩, 随
后保护剂分子随着水分子一起进入细胞, 细胞体积也

随之增大直至平衡[31]. 添加非渗透性的保护剂后, 如糖

类、羟乙基淀粉(HES)等, 细胞最终体积和保护剂渗透

压成反函数关系. 此类保护剂本身并没有保护作用, 但
一般具有较高的玻璃化转变温度, 因此通常会与渗透

性保护剂联用, 有助于将生物样本稳定地保护在黏稠

的玻璃态中. 因此, 选择合适的低温保护剂, 优化添

加、移除方案, 减少对细胞带来的渗透性损伤十分

必要.
降温速率过高或过低, 对细胞来说都是致命的.

Diller和Cravalho[32]首次利用低温显微镜对生物样本进

行可控速率的升温或降温, 记录、观测了生物样本冷

冻和复温的动态过程以及冰晶的生长情况. 如图2所
示, Mazur[33]归纳的两因素假说阐述了降温速率对细胞

的低温损伤机制, 奠定了低温生物学的基础: (1) 缓慢

降温导致 “溶液效应”. 虽然细胞有充足的脱水时间, 不
易形成胞内冰晶, 但细胞会长时间暴露在高浓度溶液

下, 脱水程度严重并且被胞外产生的冰晶损伤; (2) 快

速降温产生胞内冰晶(intracellular ice formation, IIF). 由
于降温速率过快, 细胞内的水分子没有足够的时间渗

出细胞外, 使得细胞内外渗透压不平衡且形成细胞内

冰晶, 造成致命性的细胞损伤. 此外, 每一类型的细胞

都具有一个特定的最佳降温速率, 该降温速率下细胞

的低温损伤程度最小, 同时存活率最高, 细胞的存活率

与降温速率呈现倒“U”型. 这是因为不同细胞的细胞膜

对水的渗透率的差异性很大, 所以研究细胞膜对水分

子的渗透性、冰晶的生长规律和抑制冰晶生长, 对成

功的低温保存至关重要. 在现有的冷冻方式中, 玻璃化

保存被视为保存细胞、组织、器官最有效的方法之

一[34]. 玻璃化保存的概念, 最早由Luyet[35]在1939年提

出, 该方法采取超快速降温( >106 °C/min)方式, 同时在

冷冻前添加高浓度的保护剂溶液(例如80%(w/w)甘油),
即使在玻璃化过程中产生大量的冰核, 但由于溶液的

高黏度抑制了冰核的发展、冰晶的形成和生长, 从而

保证了样本的长期保存.
复温过程中, 如果升温速率不够快, 会导致冰核迅

速生长成冰晶损伤细胞(也称为“重结晶”), 从而形成反

玻璃化现象. 目前, 传统复温方法, 如水浴加热法、微

波加热法等, 对单细胞悬液效果较好, 但对较为复杂、

排列紧密组织的复温存在局限性, 易导致组织产生较

图 1 (网络版彩色)低温保存的主要步骤、损伤机制及方案优化[28]

Figure 1 (Color online) Procedure, injury mechanisms and optimization in cryopreservation[28]
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大的温度梯度、热应力损伤. 有研究认为, 相比降温过

程导致的冰晶, 复温过程中产生的冰晶对细胞的损伤

更大[36]. 因此, 影响低温保存效果的另一关键因素是提

升复温过程中的升温速率, 以达到快速、均匀、高效

复温.

2 纳米技术在低温保存中的应用现状

近年来, 研究发现不同种类、尺寸、浓度、体积

分数及分布的纳米颗粒在低温保存中具有以下优势:
(1) 调节细胞膜渗透性, 优化保护剂添加、去除过程;
(2) 有效改善保护剂溶液的传热特性以及热力学性质,
增加溶液黏度从而改善溶液玻璃化的转变; (3) 提升降

温、复温效率等. 因此, 纳米技术有望成为突破当前低

温保存瓶颈的关键技术.

2.1 纳米技术优化低温保护剂添加/去除方案

低温保护剂的添加、去除过程中, 细胞损伤主要

来自于体积变化过大超过细胞承受阈值, 或者保护剂

的细胞毒性. 细胞体积随外界环境(渗透压)的变化反映

了细胞膜对水分的渗透特性. 因此, 根据细胞膜对水分

子及保护剂溶液分子的渗透率来确定细胞体积的变化

极限, 对避免细胞的渗透损伤具有重要意义. Yue等人

和Wang等人[19,37,38]利用自主制备的微灌流腔系统, 将

微灌流腔和显微镜装置结合, 分别研究了不同温度(非
冻结状态)下, 羟基磷灰石(HA)纳米颗粒对猪髂内皮细

胞(PIECs), 以及Fe3O4纳米颗粒对Sf21细胞的渗透响应

的影响. 图3(a)记录了PIECs在高渗磷酸盐缓冲盐水

(PBS)中的细胞体积响应情况. 当细胞的渗透环境由

PBS变成含有0.01%纳米颗粒的3×PBS后, 细胞脱水,
体积开始收缩. 研究表明, 如图3(b)所示, 添加纳米颗

粒可以明显调控细胞膜水渗透系数(Lp), 增加Lp的温

度敏感性, 纳米颗粒在−2和5°C时, 降低了Lp数值; 而

在14和23°C时, 则促使Lp数值升高. 这可能是由于较低

温度下细胞的吞噬作用被抑制, 或者纳米颗粒对细胞

膜上蛋白质分子(例如水通道蛋白)有强烈的吸附作用,
使蛋白质分子构象发生变化, 从而影响了水分子运输

的功能, 这些被吸附的蛋白质分子也可能介导了纳米

颗粒的吞噬. 结果还发现, 纳米颗粒会降低参考温度下

细胞膜对水分的渗透系数(Lpg)且增加水分子透膜运输

的活化能(ELp), ELp越高表示Lp随温度升高的增加程度

越高. 此外, 研究发现Fe3O4纳米颗粒对Sf21细胞膜的渗

透系数也有明显的调控作用, 加入Fe3O4纳米颗粒后,
Lp对于温度的敏感性大大降低, 且Lp受所添加的纳米

颗粒浓度的影响不大(图3(c)). 通过定量分析纳米颗粒

对特定细胞的细胞膜传输性质的影响, 根据得到的渗

透参数可以拟合不同情况下细胞体积的变化, 对保护

剂的添加、去除过程进行优化, 避免细胞体积过度变

化造成的损伤.

2.2 纳米技术调控、优化降温过程

通过分析糖类、DMSO、NaCl等溶液的冻结过程

发现, 保护剂溶液的性质及降温速率能够决定冰晶的

生长、形态和结构, 也直接影响了冷冻效果[39,40]. 若不

能根据实际需要调控降温过程, 将无法保证最佳的冷

冻效果, 而作为近几年出现的低温保存新策略, 纳米低

温保存可以改善该问题. 利用纳米材料本身的性质, 及
其对保护剂溶液的传热及热力学性质等的影响, 一方

面既可以提升降温过程中的冷冻效率, 另一方面也可

以改善冰晶的形成与生长、增加细胞的降温速率响

应、影响溶液玻璃化的转变, 以达到提升生物材料低

温保存成功率的效果.
2.2.1 纳米材料提升降温/冷冻效率

Yan和Liu[41]最早研究了纳米颗粒在降温过程中对

生物组织的影响, 评估了聚四氟乙烯(PTFE)、四氧化

三铁、铜、金刚石等纳米颗粒后, 发现不同种类、粒

图 2 (网络版彩色)细胞冷冻损伤机制的两因素假说示意图[33]. 对于

特定的细胞类型, 存在一个最佳降温速率. 当降温速率低于最佳速

率, 冷冻损伤源于“溶液效应”. 当降温速率高于最佳速率时, 胞内冰

晶的产生将会造成致命性的冷冻损伤
Figure 2 (Color online) Two-factor hypothesis of cell injury during
freezing[33]. There is a cell specific optimal cooling rate. At slow cooling
rates below the optimal rate, cell injury results from “solution effects”.
At high cooling rates above the optimal rate, the formation of
intracellular ice leads to lethal cell injury
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径、浓度和加载量的纳米颗粒都会影响组织的冻结过

程. 如图4所示, 在相同的降温速率下, 相比热导率较差

的纳米颗粒(如PTFE), 具有良好热传导性能的纳米颗

粒(如金刚石)会显著增加细胞的降温速率响应. 同时,
这种调控效果还受纳米颗粒悬液的载液量, 及颗粒本

身的热性能(如密度、热容)影响. 纳米颗粒的浓度与其

传热性能息息相关. Sun等人[42]对猪肉、猪的肝脏和心

脏3种离体组织的冷冻效果进行了研究, 由于不同类型

的生物组织在生物和物理等方面的性质各不相同, 因

此注射Fe3O4纳米颗粒溶液后, 其冷冻过程中的温度响

应也有所不同. 其中, 猪肉的降温速率响应最佳, 达到

相同冷冻效果所需要的纳米颗粒加载量最小.
目前, 低温治疗是手术中利用超低温来摧毁病灶

的一种治疗方法, 通常在临床上将冷冻探针(又称冷刀)
插入病灶组织, 通过控制刀头循环降温和升温. 在降温

过程中, 组织会在探针周围形成冰球, 通过冷冻和解冻

图 3 (网络版彩色)纳米颗粒对细胞的体积响应及细胞膜水渗透性系数的影响. (a) PIECs细胞的体积响应(由PBS变为3×PBS+0.01%HA纳米颗

粒)[38]; (b) 不同温度下, 纳米颗粒对PIECs细胞的水渗透系数Lp的影响[38]; (c) 不同温度下, 不同浓度纳米颗粒对Sf21细胞的水渗透系数Lp的影

响[19]

Figure 3 (Color online) Effect of nanoparticles on cell volume response and membrane hydraulic permeability parameters. (a) The osmotic volume
responses of PIECs (an osmoticshift from PBS solution to 3×PBS+0.01%HA-Nanoparticles)[38]; (b) effect of different temperature and nanoparticles on
cell membrane hydraulic conductivity (Lp) of PIECs[38]; (c) effect of different temperature and concentrations of nanoparticles on Lp values of Sf21
cells[19]

图 4 纳米颗粒的种类及载液量(η=2%(a)及20%(b))对细胞降温速率响应的影响[41]

Figure 4 Effect of different kinds of nanoparticles on freezing-rate response at the core of the cell, where the volume fraction of particles is distributed
uniformly by η = 1% in the cell, and η = 2% (a), η = 20% (b) outside the cell, respectively[41]
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病灶, 利用冰晶的形成、血液的凝结等机理来破坏病

灶. 如果降温过程不彻底或不恰当, 将无法摧毁病灶,
甚至会影响周围原本健康的组织, 从而导致手术失败.
Yu等人[21]将纳米金属铝颗粒溶液注射到猪肉组织, 观

测由冷冻探针引起的目标组织的温度响应, 结果如图5
(a)所示. 在距冷冻探针相同距离的情况下, 纳米颗粒显

著降低了组织所能达到的最低温度, 这是由于纳米颗

粒的热导率高于水和组织, 加快了降温速率, 从而提高

了冷冻效率. 肿瘤组织的形状大多比较复杂, 确保最优

的冷冻范围对于治疗效果来说十分重要. 如图5(b)所
示, 注射纳米颗粒溶液后, 可以扩大冷冻探针引起的冰

球范围且控制冰球的生长方向, 避免由于肿瘤组织的

复杂性及插针位置等因素造成的各个探针之间的治疗

“盲区”, 从而促进低温治疗效果, 强化对目标组织的冷

冻杀伤力[20]. 纳米低温治疗打破了传统低温治疗的局

限性, 通过添加不同特性的纳米颗粒, 可以灵活调控手

术的冷冻过程, 在临床上也显示了独特的价值.
2.2.2 纳米材料改善低温保护剂溶液的性质

首先, 纳米材料可以提高保护剂溶液的黏度, 这是

由于纳米颗粒具有较大的表面能, 使其易于在溶液中

聚集, 进而影响溶液的分散性及稳定性. 低温保护剂溶

液在零下温度的黏度特性, 对低温保存过程中冰晶的

形成以及分子扩散非常重要. Yi等人[23]通过自主搭建

的黏度测试系统, 研究了0~−30°C, HA纳米颗粒对常

用的两种三元保护剂溶液体系(DMSO-H2O-NaCl和
glycerol-H2O-NaCl)黏度的影响. 实验结果发现, 加入

0.1%(w/w)HA纳米颗粒可以增加保护剂溶液的黏度,
从而避免降温和复温过程中细胞失水、冰晶的形成和

生长, 但纳米颗粒与体系中其他分子的相互作用与其

在溶液中对扩散过程的影响仍待进一步研究.
此外, 纳米材料可以提高保护剂溶液的传热性能.

Gao等人[43]在聚乙烯吡咯烷酮(polyvinyl pyrrolidone,
PVP)保护剂中添加HA纳米颗粒, 结果发现纳米颗粒在

降温过程中的特定温度下可以提高保护剂溶液的导热

系数以及热扩散系数, 改变溶液的比热容, 从而增强降

温速率. Liu等人[44]通过差示扫描量热仪研究发现, 添

加HA纳米粒子能够明显降低丙三醇溶液的比热容. 这

对减小低温保护剂浓度, 降低细胞的渗透性损伤等有

着重要作用. 并且, 增强降温速率有利于玻璃化的实

现, 能够促进低温保存效果.
另外, 纳米材料可以调节保护剂溶液的过冷度和

成核温度. 在过冷度较高的情况下形成的冰晶, 外形较

为锋利, 为了减少由此造成的损伤, 一般在降温时会使

用“种冰”的方式来提前诱导冰晶成核, 以改善冰晶的

形成状况(大小、形状等). 通常使用的物理方法通过放

置预冷却金属刺激样品以形成冷点, 其往往只作用于

冷点周围; 加入成核剂等的化学方法, 在试剂的毒性或

成本等许多方面具有局限性[45]. 基于纳米颗粒的表面

亲水性、小尺寸、易于悬浮及低毒性等方面优势, Han
等人[46]研究了添加纳米颗粒对保护剂溶液过冷度、成

核效果的影响, 发现添加纳米颗粒后, 溶液成核温度明

显增高, 且过冷度降低. 如图6(a)所示, 将两根灌注乙二

图 5 (网络版彩色)纳米颗粒提升目标组织的冷冻效率. (a) 加载纳米颗粒前后, 冷冻探针在不同检测距离情况下, 作用于猪肉组织的冷冻效果

曲线[21]; (b) 肿瘤组织中, 多枚冷冻探针共同作用下形成的冰球截面图. 加载纳米颗粒溶液可以扩大探针的作用范围, 克服治疗“盲区”[20]

Figure 5 (Color online) Effect of nanoparticles on improving the freezing efficiency of targeted tissues. (a) Temperature-response curves in pork
tissues (with and without injected nanoparticles) recorded at different measurement positions (5 and 10 nm)[21]; (b) the cross section of ice balls formed
under the function of several freezing probes in tumor tissue: loading nanoparticles expands the functional area and overcomes the “blind zone”
compared to conventional cryosurgery[20]
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醇溶液的毛细管的一端同时插入液氮中, 载有0.2%金

刚石纳米颗粒溶液的毛细管中形成5 cm冰晶所需的时

间, 仅为不含纳米颗粒情况下的1/2, 纳米颗粒加速了乙

二醇溶液的结冰. 此外, 通过在不同保护剂溶液中添加

纳米颗粒, 在同一降温速率下, 纳米颗粒可以显著提高

溶液的成核温度.
纳米材料还能够改变低温保护剂溶液的玻璃化和

反玻璃化(由玻璃态向晶态的转化)转变温度. 促进保护

剂溶液的玻璃化, 对生物材料保持在玻璃态, 以及在复

温过程中避免反玻璃化非常重要. Gao等人[43]研究发

现, 在PVP保护剂溶液中添加HA纳米颗粒, 溶液的玻

璃化和反玻璃化转变温度均随着纳米颗粒浓度的升高

而降低. Han等人[46]的DSC测试结果显示(图6(b)), 在纳

米颗粒作用下, 复温过程中乙二醇溶液的反玻璃化温

度明显降低. Lv等人[22]通过分析丙三醇溶液反玻璃化

过程中析出的冰晶分数, 发现添加了60 nm, 0.5%纳米

颗粒后, 丙三醇溶液的析晶分数仅为未添加溶液的1/7,
从而减弱了复温过程中的重结晶损伤. 在加入纳米颗

粒改善保护剂性质的同时, 选择具有良好生物相容性

的纳米颗粒也非常重要, 需要考虑纳米颗粒的毒性, 以
及生物样本对外来颗粒的不良反应等问题.

2.3 纳米技术辅助玻璃化冷冻材料复温

玻璃化技术可以长期稳定地保存样本, 然而比冷

冻过程更具有挑战性的是复温过程, 若不能高效复温,
将导致热应力损伤、样本产生裂纹以及重结晶等问题.
利用纳米技术可以成功克服传统复温方法的缺陷, 例

如利用纳米颗粒的磁感应加热效应, 可以实现对较大

体积的组织、器官等高效、快速、均匀加热, 大大提

升了玻璃化保存的成功率. 以血管组织的复温为例, 如
图7(a)所示, Manuchehrabadi等人[27]在低温保护剂中添

加磁性纳米颗粒, 将玻璃化冻存的组织置于交变磁场

中, 通过调控磁场的强度及频率, 磁感应线圈激发纳米

图 6 (网络版彩色)金刚石纳米颗粒对降温过程中乙二醇溶液结冰

速率(a)以及复温过程中乙二醇反玻璃化温度(b)的影响[46]

Figure 6 (Color online) Effect of diamond nanoparticles on ice growth
rate of ethelene glycol (EG) solution during freezing (a) and
devitrification temperature of EG solution during rewarming (b)[46]

图 7 (网络版彩色)磁性纳米颗粒辅助冷冻材料的高效复温. (a)血管组织纳米磁感应加热复温[27]:将载有保护剂及纳米颗粒的冷冻组织置于交

变磁场中,磁感应线圈激发纳米颗粒快速、均匀加热, 避免组织复温过程中的损伤并保证其后续可测试、使用性; (b)利用微波天线电磁加热效

应, EC2冷冻溶液样品复温过程中的温度分布[48]

Figure 7 (Color online) Improved and rapid rewarming of frozen samples using magnetic nanoparticles. (a) Blood vessel tissue rewarming using
inductive heating of magnetic nanoparticles[27]: Vitrified tissue loaded with cryoprotectant and nanoparticles is placed in an alternating magnetic field, an
inductive coil stimulates rapid and uniform heating of nanoparticles in the tissue, which avoids warming failure and ensures further testing or use of the
tissue; (b) temperature distribution in the frozen EC2 solution sample, during microwave antenna rewarming process[48]
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颗粒产热, 将磁场能量转换为热能, 在数秒内就可以完

成对冻存组织的高效复温. 测试结果表明, 血管组织的

长度和弹性模量等生物力学性能与新鲜对照组无显著

差异, 保证了组织的后续可测试或使用性. 该纳米加热

法(nanowarming)可以有效减少复温中组织的损伤、破

裂, 能以>130°C/min的速率, 快速、稳定且均匀地加热

包括体积为1~80 mL的物理系统, 以及1~50 mL的生物

系统(如成纤维细胞、猪血管、猪心瓣膜等). 除了生物

活性, 相对于传统对流加热或慢速复温, 组织的结构和

特性也得到了更好保护. Wang等人[25]结合Fe3O4磁性纳

米颗粒, 利用磁感应加热实现了人脐带基质间充质干

细胞(hUCM-MSCs)的玻璃化保存及复温. 研究结果发

现, 仅需0.05%(w/v)纳米颗粒就可以显著降低反玻璃

化及重结晶的风险, 将细胞的存活率由约40%提高至

约80%, 同时细胞的干细胞性及多向分化潜能也得到

了完整的保留. Wang等人[47]运用数值模拟的方法, 研

究了纳米颗粒在单模谐振腔中电磁复温的效果. 模拟

结果表明, 相比未添加纳米颗粒, 加载纳米颗粒可以将

冻存样本的复温速率由29.45提高至47.76 °C/min, 而样

本不同点所产生的最大温度梯度由 3 . 5 8降低至

1.64 °C/mm. 在电磁场作用下, 纳米颗粒本身的产热以

及对样本导热特性的改变, 可以大大地提升复温速率

和温度分布的均一性, 从而避免热应力损伤. 为了进一

步增强复温效果, Wang等人[48]引入了天线, 利用微波

天线电磁加热效应进行复温. 如图7(b)所示的样品温度

分布, 添加纳米颗粒可以明显加快EC2冷冻溶液的融

化, 这是由于纳米颗粒的导热及导电性都要高于EC2
溶液, 同时降低了溶液中各点之间的温差使温度分布

更均匀. Eisenberg等人[49]发现, 利用纳米颗粒的磁感应

加热效应复温, 可以避免表面加热导致的样品中心部

位重结晶、热膨胀导致的结构损坏和断裂等问题. 由

于胚胎的尺寸远超细胞, 传统对流加热方法经常导致

胚胎复苏的失败, Khosla等人[26]将金纳米棒注入斑马

鱼胚胎, 利用激光激发金纳米棒加热, 复温速率可以高

达1.4×107 °C/min, 且整个复温过程只需1 ms, 复温后胚

胎的结构完整性、发育和发展潜力都得到了较高水平

的维持. 以上这些研究也促进了纳米粒子和流体分子

之间相互作用的基础研究, 拓展了纳米粒子在其他领

域的应用. 其中, 磁性纳米颗粒的毒性、纳米颗粒在被

保存的生物材料中是否能够均匀分布进而影响热源的

分布、细胞对纳米颗粒的摄取等问题均需要进一步

研究.

2.4 低温保存应用纳米技术的其他研究

目前最常用的低温保护剂DMSO, 近年来被越来越

多的报道指出具有细胞毒性[50,51], 在临床使用前必须将

其从细胞中移除, 不仅耗费时间还会导致细胞数量和

质量的进一步损失. 因此, 探索能够将DMSO用量最小

化的低温保护剂方案非常重要. 海藻糖是一种天然糖

类, 不仅无毒, 且易形成黏稠的玻璃态以提高样本在保

存过程中的稳定性. 为了将非渗透性的海藻糖引入细

胞, 在细胞内、外共同发挥保护作用, Rao等人[52]将海

藻糖包裹入具有特定性质的纳米微囊, 通过孵育将微

囊递送入细胞内, 利用纳米颗粒对溶液pH的特殊响应,
以达到海藻糖在细胞内可控释放的目的. 实验结果表

明, 将原代人脂肪源干细胞(hADSCs)与包裹海藻糖的

纳米颗粒(nTRE)孵育, 将显著提高冷冻后细胞的存活

率, 而单纯地将细胞与纳米颗粒(GNPs)或者海藻糖

(fTRE)孵育则无此效果. Stefanic等人[53]研究发现, 磷灰

石纳米颗粒能够与红细胞膜的脂双分子层相互作用,
通过调控脂类分子的结构, 增强细胞膜的通透性, 从而

介导海藻糖进入红细胞, 将冻存红细胞的存活率提升

至91%. Wang等人[54]对平滑肌细胞的研究也有类似发

现, 将磷灰石纳米颗粒与细胞及海藻糖共孵育, 纳米颗

粒介导的细胞内海藻糖摄取率高达137.3%±34.5%, 且

冷冻后细胞的存活率可达83.6%, 比未添加纳米颗粒的

处理组提升了30%左右. 此外, 研究发现将非编码RNA
加载到脂肽纳米颗粒, 与器官进行预处理, 可以增加器

官在低温保存、运输、移植等过程中对氧化应激损伤

的耐受性[55]. Stubbs等人[56]研究发现, 聚乙烯醇(PVA)
能够有效抑制复温过程中的重结晶, 但其缺乏结构相

似性和灵活性. 将PVA修饰至金纳米颗粒的表面, 其抑

制重结晶的效果相比单纯的聚合物更佳. 这可能是由

于相比聚合物, 在金纳米颗粒载体上的化学链可以更

加灵活自由、高效地发现冰晶并进行作用. Phippen等
人[57]也报道了类似发现.

3 结语与展望

综上所述, 近年来, 国内外的研究者已经成功实现

了大部分生物材料的低温保存, 如蛋白质和遗传物

质、细胞、组织和器官等, 对临床医学的研究也起到

了极大的推动作用. 传统的低温保存技术, 仍然存在如

何优化保护剂的使用方案、实现理想的降温和复温效

果等局限性问题亟待解决. 将纳米技术应用于低温保
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存, 可以拓展传统低温保存的研究范畴, 提供全新的思

路, 关键是可以突破当前低温保存中的技术瓶颈. 通过

不断深入研究发现, 纳米材料可以调控细胞膜渗透性,
从而优化添加、移除保护剂溶液的过程, 减少渗透性

损伤; 增强保护剂溶液的导热系数、黏度, 降低溶液的

过冷度, 影响低温保护剂的玻璃化性质, 从而调控、优

化降温及结晶过程; 高效产热, 从而辅助快速、均匀的

复温过程, 减少热应力、重结晶损伤.
由于生物体系统的复杂性, 研究纳米与低温技术

的结合, 仍需要从宏观及微观的层面进行深入研究:
(1) 纳米材料的功能性研究, 例如纳米材料的生物相容

性, 包括纳米材料本身的毒性, 加入生物体后产生的不

良反应, 选择不同纳米材料对生物体产生的效应. 另外,
生物降解性、抗冻性、可控释放等均需要被考虑; (2)
冷冻前添加纳米材料, 在完成其使命后, 如何从相应的

生物体去除? 这是该领域亟待进一步研究的关键问题

之一. 根据现有的报道, 复温之后可以利用常规的保护

剂移除方法对大部分的纳米颗粒进行清除, 例如目前

常用的分步法, 将生物体逐步暴露于不同浓度梯度的

保护剂/纳米颗粒溶液中, 在不同渗透压环境下利用渗

透压差可以对保护剂及纳米材料进行逐步移除[27]. 这

样的方法相对比较柔和、安全, 减少了渗透损伤. 清除

后的纳米颗粒是否有残留可以用磁共振成像(MRI)进
行检测. 但是, 是否可以完全去除纳米颗粒, 且去除步

骤是否会对复苏后生物体的存活率或功能性产生影响,
还需要进一步研究, 也是纳米材料促进低温保存应用

的挑战之一; (3) 调控纳米材料对生物体在冷冻与复温

过程中传热传质、热力学和动力学机制研究, 包括其

改变成核、结晶的机制等; (4) 应用于临床时, 根据实

际需求制定最佳纳米技术协同低温保存方案. 期待纳

米技术应用于低温保存领域的研究取得重大突破, 最

终应用于临床医学并造福人类.
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Applying nanotechnology to cryopreservation studies: Status
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Currently, cryopreservation is considered as one of the most effective methods for preserving biological samples, such as
biological molecules, cells, tissues and organs. Cryopreservation of cells has been studied a lot and attracts most interests.
The conventional cell cryopreservation technique has a few limitations, including the cytotoxicity of the high
concentrations of cryoprotective agents, osmotic stress caused by adding and removing of the protectants, uncontrolled
formation and growth of ice during freezing process, ice recrystallization due to not rapid enough warming rate during
rewarming process and so on. Nanotechnology has been more and more widely applied in the research of cryobiology field.
The nanoparticles own characteristics of quantum size effect, surface effect, small size effect and macroscopic quantum
tunneling effect. Among them, magnetic nanoparticles (mainly iron oxide nanoparticles) are one of the most common used
nanomaterials, due to their excellent particle size controllability, biocompatibility and biodegradation, surface modifiability
and intrinsic magnetic response. It has been expected that the nanotechnology will solve the current bottleneck problems
for cryopreservation, as well as bring new ideas for expanding the research area of cryobiology. This article mainly reviews
the recent research status concerned with applying the nanotechnology to the cryopreservation studies. It has been reported
that loading nanoparticles in cryoprotectant solutions will affect the membrane hydraulic permeability parameters and
volume response of cells, therefore, by fitting the parameters with proper model and predicting the cell volume change, the
adding and removing process of the cryoprotective agents can be optimized to reduce the osmotic stress to cells. Moreover,
nanoparticles are found to be able to change the thermal and physical properties of the cryoprotectants, e.g., specific heat,
viscosity, nucleation and vitrification temperatures. As a result, the ice formation and growth can be regulated, and the
freezing/cooling efficiency is largely improved. Furthermore, it has been shown that the magnetic induction heating effect
of magnetic nanoparticles can provide a rapid enough warming rate under electrical and magnetic field, which avoids the
ice recrystallization and rewarms the frozen samples uniformly with high efficiency. Besides, the nanotechnology has more
applications such as the nanoparticles can bring the impermeable protectants into cells, increase the tolerance of organs to
oxidative stress during cryopreservation and so on. The further studies to be done in future are also discussed: (1) The
functionality of nanomaterials, e.g., the biocompatibility, including the toxicity of the nanomaterials, the effects and
reactions of adding the different kinds of nanomaterials to organisms and so on; (2) removing the nanomaterials from the
biological samples after cryopreservation is one challenge when applying the nanotechnology, the questions like how to
remove the nanoparticles with minimum damages, whether the nanoparticles can be completely cleaned and how to detect
the rest of them need to be considered; (3) the properties of nanomaterials during freezing and rewarming process, such as
mechanisms of heat and mass transfer, thermodynamics concerned with ice nucleation and formation; (4) developing the
optimized cryopreservation protocols according to the practical clinical uses is also of great importance. Hopefully, the
application of the nanotechnology will achieve new breakthroughs in cryopreservation field, and the advancement benefits
mankind and promotes the development of clinical medicine.
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