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过冷保存技术在移植物保存中的应用研究进展

赵恒　冯锦腾　于邦瑞　李益行　白浩田　黄海水　张广健

【摘要】　过冷保存技术作为器官保存领域的一项突破性创新，通过将器官置于接近冰点或低于冰点的低温

环境中，显著降低细胞的代谢率并抑制冰晶形成，延长了器官保存时间并保持其生物活性。相较于传统 4 ℃ 低温

保存，过冷保存技术能够有效避免细胞损伤和代谢物累积问题，在细胞、组织和器官保存中表现出显著优势。近

年来，在冷冻保护剂优化、抗冻蛋白应用、玻璃化技术改进及纳米复温技术等领域取得了重要进展，为解决过冷

保存过程中面临的毒性、冰晶形成及复温速率不均等挑战提供了新路径。本综述总结了过冷保存的基本原理以及

关键技术的应用及其在器官移植中的实际成效，同时分析了其面临的毒性、复温效率等挑战，以期为未来优化器

官低温保存技术和推动临床应用提供理论支持和研究方向。
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【 Abstract】  Supercooling  preservation  technology,  as  a  groundbreaking  innovation  in  the  field  of  organ
preservation, significantly reduces the metabolic rate of cells and inhibits ice crystal formation by placing organs in a low-
temperature  environment  near  or  below the freezing point.  This  technology extends the preservation time of  organs and
maintains  their  biological  activity.  Compared  with  the  traditional  low-temperature  preservation  at  4  °C,  supercooling
preservation  effectively  avoids  cell  damage  and  the  accumulation  of  metabolic  products,  demonstrating  significant
advantages  in  the  preservation  of  cells,  tissues  and  organs.  In  recent  years,  important  progress  has  been  made  in  the
optimization of cryoprotectants, the application of antifreeze proteins, the improvement of vitrification technology, and the
development of nanotechnology-based rewarming techniques. These advancements provide new pathways to address the
challenges  of  toxicity,  ice  crystal  formation  and  uneven  rewarming  rates  during  supercooling  preservation.  This  review
summarizes  the  basic  principles  of  supercooling  preservation,  the  application  of  key  technologies,  and  their  practical
effects  in  organ  transplantation.  It  also  analyzes  the  challenges  of  toxicity  and  rewarming  efficiency,  aiming  to  provide
theoretical  support  and research directions for  the future optimization of  organ low-temperature preservation technology
and its clinical application.
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随着器官移植需求的增加，移植前延长器官保存

时间和提高保存质量成为医学领域的关键研究问题之

一[1]。目前的器官保存方法主要依赖于 4 ℃ 低温冷藏

技术，虽然可以避免冰冻温度下的冰晶形成，但其在

长时间保存中面临代谢物累积和细胞代谢物消耗等限

制。这些问题不仅影响器官的生物活性，还可能导致

不可逆的组织功能损伤。近年来，过冷保存技术作为

一种新兴的突破性方法受到了广泛关注。该技术通过

显著降低器官的代谢速率并抑制冰晶形成，有效延长

了器官保存的时间窗口。相比传统的 4 ℃ 静态保

存，过冷保存技术通过降低温度至 0 ℃ 以下，几乎

使器官进入“休眠”状态，从而减少细胞代谢相关的

损伤。尽管已有研究在冷冻保护剂（cryoprotectant，

CPA）优化、玻璃化技术改进以及纳米技术的应用方

面取得显著进展，但仍存在诸多技术和实际应用的挑

战。本研究旨在探讨过冷保存技术的原理、关键技术

和当前应用，并总结其在器官移植保存中的潜在前景

和挑战，以期为临床应用提供理论支持和技术指导。 

1    过冷保存的原理与机制
 

1.1    基本原理

过冷保存近年来在器官保存领域获得了显著的关

注，作为一种突破性保存技术，它通过将器官置于较

低的温度环境中，更大程度上降低器官细胞的代谢速

率，从而延长器官的保存时间[2-5]。与传统的 4 ℃ 低

温保存技术相比，深度过冷保存通过将器官温度降

至 0 ℃ 以下，进一步降低细胞代谢活动，同时抑制

液体中冰晶的形成，保持了细胞膜的完整性，从而为

移植器官提供更长的保存时间[6-7]。在此过程中，器

官几乎进入了“休眠”状态，这一过程能够有效抑制

细胞代谢，减少由于代谢活动引起的损伤[8]。在常规

低温保存中，器官细胞的代谢速率虽得到了降低，但

并未完全停止，仍然存在低温下的代谢产物积累以及

细胞能量的消耗，从而可能导致细胞状态失稳、低温

损伤或器官功能衰退[9]。过冷保存通过将温度降至更

低的极限，使细胞的代谢几乎停止，从而为器官提供

了更长时间的保存窗口。根据著名的 Arrhenius 方

程，新陈代谢率随着温度的降低呈指数下降，因此在

较低温度下保存器官以延长保存期是可行的。研究表

明，温度每降低 10 ℃，酶活性就会下降 1.5~2.0 倍[10]。

因此，在温度降至 0 ℃ 以下时，细胞的代谢活动几

乎完全停滞，这为器官的长期保存创造了可能。 

1.2    生物体的冰晶形成与细胞损伤

在过冷技术的应用中，冰晶的形成是造成细胞损

伤的主要原因之一。冰晶的形成过程主要分为均相成

核和非均相成核，以后者更为常见。液态水分子通过

热力学驱动力自发地排列成冰晶的初始结构称为均相

成核，这种方式往往在−20 ℃ 以下才能发生[11]。非均

相成核发生在液态与其他介质接触的界面处，外界介

质的存在（如尘埃颗粒或表面活性分子）提供了冰核

的成核位点，降低了成核能垒，使得成核过程更容易

发生[12]。冰晶的形成不仅会破坏细胞膜的完整性，还

会导致细胞功能的丧失，进而影响整个器官的保存效

果[13-14]。低温下细胞内外的冰核一旦形成，会在整个

生物样本中迅速传播，冰晶的生长会对细胞膜产生机

械性压力、引发细胞内渗透压的剧烈变化，进而造成

细胞结构完整性破坏、细胞膜破裂和内容物的泄漏，

最终导致细胞死亡。

除了冰晶对细胞的直接损伤外，在低温状态下细

胞内的大分子功能受到抑制，转录翻译的过程减慢和

无氧代谢增加都会对其功能造成损害[15]。细胞内的三

磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）通过氧化磷

酸化产生，依赖于线粒体的功能，然而在低温下线粒

体的功能会受到严重抑制。此时，ATP 的合成速率
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显著降低，导致细胞内能量的供给不足，进而引发细

胞内代谢失衡。缺乏足够的 ATP 不仅会影响细胞的

基础生理功能，还会导致钠钾泵等重要膜蛋白的功能

障碍，进一步加剧细胞内离子失衡[16]。低温还可能引

发线粒体膜的通透性改变，诱发线粒体内外的离子交

换失调，从而造成线粒体膜电位丧失和内源性氧化应

激的产生。Ou 等[17] 研究发现，低温可以触发人类神

经元细胞的线粒体应激、活性氧过量产生和溶酶体膜

通透性增高，导致微管破坏影响神经元的功能。氧化

应激不仅损伤线粒体本身，还会通过激活细胞内的各

种信号通路，导致细胞凋亡或坏死的发生。此外，蛋

白质结构会随着温度降低而发生改变，进一步导致膜

流动性降低、离子运输速率下降以及应激耐受性降

低；抗氧化酶和线粒体电子传递链受损导致大量活性

氧的积累，再灌注后会不可避免地发生缺血-再灌注

损伤。低温下 ATP 消耗、线粒体功能障碍、氧化应

激、代谢物积累、炎症反应和缺血-再灌注损伤是器

官冷保存面临的主要挑战[18]。 

2    过冷保存的关键技术与方法
 

2.1    冷冻保护剂

CPA 在深度过冷保存中的应用是确保细胞和器

官在低温环境中存活的重要技术手段之一。CPA 的

主要作用是降低细胞内外水的冰点、调节渗透压和改

变热力学特性，从而减少冰晶在细胞内外的形成[7]。

CPA 分为透膜性 [ 如甘油、二甲基亚砜（dimethyl
sulphoxide，DMSO）和乙二醇等 ] 和非透膜性（如聚

乙烯醇和氨基酸类物质）两类。通过将这些 CPA 应

用于深度过冷保存中，能够有效避免冰晶形成对细胞

的损害，从而保证细胞膜的完整性和细胞内环境的稳

定。Tessier 等[2] 对比了甘油、乙二醇和丙二醇等经

典 CPA 在过冷肝保存中的效果，成功将大鼠肝脏的

保存时间延长了 5 倍。但高浓度 CPA 会对细胞内的

蛋白质、脂质和其他生物大分子产生毒性作用，进而

影响细胞活性。因此，糖类、氨基酸等天然小分子

CPA 因其具有毒性小、生物相容性好的优势，越来

越多的应用于实践当中。Dou 等[19] 成功利用脯氨酸

和海藻糖保存红细胞，在复温后发现细胞仍具有很高

的活性。此外，Ma 等[7] 利用苯丙氨酸或蛋氨酸保存

绵羊的红细胞，其存活率高达 85% 和 71%，而细胞

在甘油中的存活率仅为 32%。另一种天然 CPA 甜菜

碱在细胞快速冷冻的应用中发挥了巨大的潜力，大大

提高了细胞复苏后的存活率[20]。尽管 CPA 可以有效

降低冰晶形成，且灵活性高，适用性广，但是应用高

浓度 CPA 所带来的化学毒性及渗透压失衡等问题仍

值得深入探索。此外，在大型器官的深低温保存中，

CPA 难以均匀分布，并且在复温过程中常常引发的

再结晶进一步限制了其应用。当前技术多集中于短期

低温保存，针对长期深低温保存的研究较少，尤其是

器官级别保存效果尚未完全解决。未来需要通过开发

低毒性 CPA、优化 CPA 与复温技术相结合来解决这

些问题。针对复杂器官保存，研究 CPA 在组织间隙

中的分布优化策略，结合动态机械灌注系统提升保存

效果，并推动其在器官保存和临床应用中的进一步

发展。 

2.2    冰晶形成控制技术

控制冰晶形成是低温保存中一个重要的挑战，尤

其是在细胞和组织的保存过程中，冰晶会破坏细胞膜

及其内部结构，导致细胞死亡。为了防止冰晶形成，

研究者们开发了多种冰晶形成控制技术，包括油封技

术和抑制冰晶形成的材料。研究人员发现，通过使用

不混溶液体（如油、烷烃或醇类）密封水表面，从而

实现大体积水和红细胞悬浮液的长期深度过冷保存而

不产生冰晶。该方法通过有效减少水和空气界面上的

异质成核，成功地在−20 ℃ 的温度下维持水的液态长

达 100 d，克服了传统深度过冷技术中的体积和时间

限制。进一步的实验表明，这项技术在红细胞保存中

表现出显著优势，通过深度过冷技术，红细胞在低温

下得以保存 100 d，且解冻后具有较高的恢复率和良

好的形态[21]。这项研究的成果为器官深度过冷保存迈

出了重要的一步。此外，冰晶抑制材料如抗冻蛋白、

低分子量聚合物及纳米材料的应用为过冷保存开拓了

新的方向。Niu 等[22] 通过研究高原蛙肠道微生物组的

特定菌株，发现促进丙二醇产生的微生物有助于增强

宿主的冻耐受能力，高原蛙还通过调节体液中溶质

（如葡萄糖和甘油）的浓度，实现深度过冷保存以避

免细胞损伤。Miya 等[23] 研究发现南极鳕鱼产生的血

清抗冻糖蛋白使得它们在低温环境中具有更强的抗冻

能力，该研究揭示了血清抗冻糖蛋白通过抑制冰晶形

成和生长来降低冰晶成核点的功能，尤其是关于如何

利用抗冻糖蛋白的结构和机制来优化冷冻保护策略，

为器官长期保存和运输提供可能的新路径。当前针对

抗冻蛋白的具体作用机制尚未完全揭示，抗冻蛋白如

何精准调控冰晶的形成和生长需要进一步研究。未来
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通过解析抗冻蛋白的三维结构，优化其功能以应用于

人工 CPA 的设计具有重要的意义，这将为细胞、组

织和器官的低温保存以及医疗、制药领域的突破性进

展提供广阔的前景。 

2.3    降温和复温灌注速率的控制

过冷保存技术的核心在于通过精确控制降温和复

温灌注的速率，以最大限度地减少低温环境对细胞和

组织的物理损伤。冻融过程对细胞构成双重应力，即

热应力和高渗应力，它们在降温过程中同时起作用。

在这个过程中，不同细胞的最佳冷却速率是不一样

的，主要取决于细胞大小和膜转运水分子的能力[24]。

理论上，如果降温的速率足够慢，细胞可以足够快地

流出胞内的水分到胞外从而防止结冰[25]，但在实际中

需要添加高浓度 CPA，并且使用冷冻机控制冷却速

率 [26]。Mahadevan 等 [27] 研 究 表 明 ， 与 1 ℃/min 或

87 ℃/min 的降温速率相比，人类精子在降温速率为

10 ℃/min 时存活率更高。Dumont 等 [24] 研究结果提

示，细胞存活率和降温速率之间存在“U 形曲线”关

系，即较低降温速率（<100 ℃/min）和超高的降温

速率（>1 000 ℃/min）具有较高活性，而在高降温速

率（100~1 000 ℃/min）下活性较低，造成这一现象

的原因主要与水分子的跨膜运输和热传导有关。因

此，降温速率的精确控制对实现高效过冷保存至关重

要。复温速率同样是过冷保存中的关键参数，如果加

热速率不足，残余液体可能发生再结晶，从而对细胞

和组织造成不可逆的物理破坏。而对于某些复杂器

官，单一的复温速率可能导致局部热梯度过大而导致

热应力积累，从而增加组织裂解的风险。Schopp 等[28]

的研究中，猪肾脏在经历 18 h 的 4 ℃ 静态保存，缓

慢温和的复温方式显著缓解了线粒体稳态障碍的发

生，这种温和的再生移植物复温理念为减轻器官缺

血-再灌注损伤提供了新策略。

复温速率不均是器官过冷保存的主要挑战之一，

传统复温方法存在冰晶重结晶和局部热应力积累的问

题。纳米技术的引入为均匀降温以及高效复温等关键

环节提供了全新解决方案。在降温过程中，通过引入

纳米颗粒或纳米材料作为 CPA，能够通过调控局部

热传导性或改变水的成核行为，显著降低冰晶对细胞

的损害，并且可以降低 CPA 的浓度[29]。此外，纳米

颗粒可通过交变磁场产生快速局部加热，实现高效的

复温。这种方法不仅加热速度快，还能够显著降低温

度梯度，从而避免因局部过热或热应力引发的组织损

伤。Hou 等 [30] 合成具有高光热转换效率的液态金

属纳米颗粒，并使用激光照射加热玻璃化的人骨髓

间充质干细胞和小鼠尾巴，结果干细胞的存活率

高达 78%，复温小鼠尾巴的血管包含完整的结构。

Manuchehrabadi 等 [31] 使用二氧化硅涂层氧化铁纳米

颗粒加入 CPA 保存猪动脉，并使用射频场对玻璃化

材料进行复温，结果显示纳米加温后血管长度或弹性

模量没有显著的生物力学特性变化。此外，纳米材料

的良好生物相容性和可修饰性使其能够与其他保存技

术相结合，通过表面涂层调节颗粒的分散性或靶向

性，提高其在组织中的分布均匀性。激光纳米加热可

以快速复温体积相对较小的生物样品，如细胞、胚胎

等[32-34]。射频纳米加热则以相对较低的复温速率在较

大体积的系统中工作，这种方法可以应用于复杂器官

的保存中[35]。降温和复温速率的精准控制依赖于先进

的温控系统和热传导技术的发展。通过结合计算机模

拟和实验验证，研究者们正在不断优化不同组织器官

的降温-复温曲线，以进一步减少低温相关损伤，提

升深度过冷保存的效果。此外，重点深入研究细胞和

组织在降温和复温过程中的分子生物学反应，揭示热

应力和渗透应力的分子作用机制，以及研究细胞内外

溶质浓度动态变化对存活率的影响，为优化降温和复

温策略提供理论依据。 

3    过冷保存的当前应用领域
 

3.1    细胞保存

深度过冷保存技术在细胞保存领域已经得到了广

泛应用，特别是在血细胞、干细胞和生殖细胞等高价

值细胞的长期保存中具有不可替代的作用。通过将细

胞置于接近冰点或更低的过冷状态，深度过冷保存能

够显著抑制细胞代谢活动，延缓细胞老化和损伤，从

而为细胞的长时间存储提供可靠的技术支持。Huang
等[21] 利用油相对水进行表面密封来显著抑制水-空气

界面处的冰晶成核，在深度过冷状态下将人类红细胞

保存 100 d 后，红细胞仍具有完整的结构。在干细胞

保存中，深度过冷保存技术被广泛用于胚胎干细胞、

诱导多能干细胞以及间充质干细胞的长期保存[36]。在

深度过冷保存中，通过使用 CPA，结合缓慢降温和

快速复温策略，能够有效减少冰晶形成对细胞结构的

破坏，同时最大程度地保留干细胞的活性和多能性。

这一技术已经被应用于干细胞库的建设，为再生医

学、药物研发以及疾病模型研究提供了重要资源[37]。
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此外，卵子、精子和胚胎的深度过冷保存广泛应用于

辅助生殖技术中，用于解决不孕症患者的生育需求以

及癌症患者化学药物治疗前的生育能力保护。通过优

化冷却和复温速率，并结合新型 CPA，深度过冷保

存技术显著提高了生殖细胞的存活率和功能性，为生

殖医学的发展提供了重要支持[38]。然而，冰晶形成、

复温过程的再结晶以及 CPA 的毒性等仍然是细胞保

存所面临的重要挑战。其中，冰晶的生成是细胞保存

的主要威胁，即使通过缓慢降温策略和 CPA 添加能

部分减少损伤，但仍无法完全避免，且高浓度 CPA
会对细胞结构产生毒性。在复温过程中，局部热梯度

和再结晶效应会引发组织裂解和细胞损伤，尤其当应

用于大体积组织或器官的保存中问题更为显著。未来

研究应聚焦于低毒性和多功能 CPA 的开发，通过纳

米技术优化复温速率，结合动态复温策略以减少热应

力。此外，多学科协作需揭示冰晶形成和细胞损伤的

分子机制，并设计个性化的冷冻-复温曲线，同时拓

展技术在再生医学、辅助生殖及生态保护中的应用，

为器官移植和物种保护提供新可能。 

3.2    组织保存

过冷保存技术广泛应用于皮肤、角膜、软骨和胰

腺等移植需求较高的组织[39-42]。以角膜为例，其移植

成功率和质量高度依赖于保存过程中内皮细胞的存活

率[43]。通过过冷保存技术，结合适当的 CPA 能够显

著减少冰晶形成对组织结构的破坏，提高角膜移植的

可行性和安全性。Ling 等[44] 使用 10% DMSO 和 10%

甘油作为保存介质，在−20 ℃ 和−80 ℃ 下保存皮肤，

发现在−20 ℃ 和−80 ℃ 下，10% DMSO 或甘油保存

的大鼠皮肤能保持活性和渗透性至少 7~30 d，与新鲜

皮肤相比无明显变化。同样，软骨组织的深度过冷保

存为关节损伤的修复和再生医学研究提供了可靠的组

织来源。Shajib 等[45] 利用微孔平台将骨髓基质细胞或

关节软骨细胞组装成 3D 软骨微组织，培养 5 d 或 10 d
后，使用含血清和 DMSO 或无血清冷冻介质进行冷

冻保存，结果发现冷冻保存的微组织在解冻后依然保

持较高的细胞活力和功能，能够在低氧环境中进一步

融合形成连续组织，且生成的细胞外基质质量更优。

这项研究证明了过冷保存软骨微组织的可行性，为软

骨修复和组织工程提供了新策略，尤其适用于关节内

低氧环境中的缺损修复。过冷保存技术能够有效维持

骨基质的结构完整性和骨细胞的生物学活性，为骨移

植和骨再生医学提供了高质量的保存方法[46]。此外，

过冷保存技术还用于保存血管组织，特别是在心血管

手术中，血管移植物的保存是提高手术成功率的重要

因素之一[47]。值得注意的是，过冷保存技术的成功依

赖于精准的冷却和复温控制。组织因其三维结构复

杂，较大体积组织的冷却和复温容易导致内外温差过

大，从而引发热应力和组织裂解。近年来，组织深低

温保存的设备研发仍需突破精准控温、复温技术和低

毒性保护等关键瓶颈。Șerban 等[48] 研发了一种用于

大型器官组织保存的等容深低温保存装置，通过在深

低温环境中持续对温度和压力进行监控，有效地保护

了组织结构和器官功能。这项工程化的设备为深低温

保存技术的发展和器官移植提供新技术，同时为纳米

加热复温技术等多设备联合应用奠定了基础。 

3.3    器官保存

在肾脏、肝脏和肺脏等主要器官的保存中，过冷

保存技术已经取得了显著进展[49]。以肾脏为例，其移

植后的功能恢复高度依赖于保存期间的低温稳定性。

传统的低温静态保存方法在 4 ℃ 下可以维持肾脏数

小时至 1 d 的活性，而过冷保存结合玻璃化技术和纳

米材料的使用，可以将保存时间延长至数天甚至更

长。同时，过冷保存技术能够更好地维持肾小球和血

管的结构完整性，减少冷冻相关的损伤，从而显著提

高移植后的器官功能。Han 等 [6] 玻璃化保存大鼠肾

脏，再利用交变磁场加热器官脉管系统内的纳米颗

粒，以实现快速和均匀的升温，然后通过灌注去除纳

米颗粒，发现玻璃化的肾脏可以低温储存长达 100 d，

并通过纳米加温成功恢复完整的肾功能。在肝脏保存

中，由于肝细胞对低温的敏感性较高，过冷保存技术

通过优化冷却和复温速率以及使用高效 CPA 有效降

低了细胞膜和微血管的损伤。Tessier 等 [2] 利用不同

CPA 实现了肝脏在−15~−10 ℃ 下的“部分冷冻”，

成功将器官保存时间延长了 5 倍。此外，近年来过冷

保存与机械灌注技术相结合，为肝脏的保存提供了更

加动态和灵活的解决方案。Bruinsma 等[4] 采用过冷技

术将大鼠肝脏保存于−6 ℃ 条件下，在低温离体机械

灌注加载 CPA，成功将肝脏保存了长达 96 h。低温

机械灌注法通过持续输送保存液，进一步降低代谢物

积累的风险，提高了肝脏的生物学功能。Okamoto 等[50]

将大鼠肺脏储存在−2 ℃ 的保存液中长达 17 h，移植

后结果显示过冷保存的肺脏比常规 4 ℃ 静态冷保存

具有更好的肺功能、更完整的组织学形态以及更高

的 ATP 水平。
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值得注意的是，抗冻蛋白存在于某些耐寒的两栖

类动物或昆虫体内，通过利用抗冻蛋白达到增强

CPA 的效果，可以显著提高器官保存的成功率 [51]。

Biggar 等[52] 将耐冻青蛙体内的抗冻蛋白在昆虫细胞

中表达，结果发现细胞在低温冻结条件下表现出更高

的存活率，表明这些蛋白能够有效保护细胞免受冻结

引起的损伤。更加有趣的是，哺乳动物北极地松鼠在

冬眠期间能够将体温调节至零度以下，但是仍能避免

冰晶在体内形成，从而保护重要器官免受冻伤。通过

控制体内液体的组成和局部温度变化，它们能够在极

寒环境中生存并成功完成冬眠[53]。这一发现为了解极

寒适应机制及生物冷冻保护提供了重要线索。Kurtz 等[54]

探讨了冬眠哺乳动物十三条纹地松鼠在进入冬眠季节

时，肠道和肝脏经历的生理重塑，并以保护性的方式

适应长期禁食、以及在冬眠觉醒周期中营养和氧气供

应的重大波动。冬眠的长期禁食改变了脂质代谢和全

身胆固醇动态，还影响了肠道微生物群，改变了微生

物的丰度和多样性，并通过影响它们产生的代谢产物

来影响宿主。这项研究为我们提供了关于冬眠动物如

何通过生理和微生物适应极端低温的深刻理解，为器

官冷冻保存技术提供了潜在的应用启示。笔者总结的

过冷保存技术在细胞、组织和器官保存中的应用见

表 1。 

4    组织器官深度过冷保存所面临的挑战

深度过冷保存技术虽然在器官移植和再生医学中

展现出巨大潜力，但其实际应用仍面临诸多挑战，这

些问题直接影响保存的成功率和器官功能的恢复。

CPA 的使用是深度过冷保存的重要环节，但是高浓

度 CPA 所带来的不良反应也是显而易见的，主要表

现为对细胞膜结构的破坏、蛋白质变性以及代谢功能

的抑制。特别是在长时间保存过程中，CPA 的渗透

可能导致细胞内渗透压的显著变化，从而加剧细胞损

伤。此外，冰晶的形成和重结晶是深度过冷保存过程

中最主要的物理性损伤来源。为了抑制冰晶的生成，

研究者开发了抗冻蛋白以及冰晶抑制剂，这些物质通

过改变水的成核机制和晶体生长模式，显著降低了冰

晶对组织的损害[13, 55-56]。针对抗冻蛋白的应用，冬眠

动物在极端低温条件下表现出的抗冻机制为器官过冷

保存技术提供了丰富的研究素材。冬眠生物能够在大

幅度降低体温的情况下，依然维持器官的基本功能，

避免因温度急剧下降导致的组织损伤或细胞死亡，这

一生理现象直接对应了器官保存中的低温诱导损伤问

题。冬眠动物通过调节体内溶质（如葡萄糖、甘油

等）的浓度，避免细胞内外液体的冻结。某些冬眠动

物在冬眠期间能够通过提高细胞内抗冻蛋白的表达，

减缓冰晶的形成，并在低温环境下稳定细胞膜的结

构。通过模拟或引入类似的抗冻蛋白表达，器官在过

冷保存过程中可能会更好地维持其结构和功能。其

次，冬眠动物的代谢调控能力也是其耐低温的重要生

理特征。在冬眠过程中，动物的代谢速率显著降低，

能量消耗最小化，从而减少了氧化应激和细胞损伤。

通过调节器官的代谢状态，降低氧化应激或通过特定

的生物标记物抑制细胞凋亡途径，能够有效延长器官

的存活时间，并避免过冷过程中可能出现的生物化学

损伤。肠道微生物群在冬眠动物的适应过程中也起到

了重要作用，冬眠动物的肠道微生物群能够在低温环

境下通过调整其组成和功能来帮助宿主适应寒冷。在
 

表 1    细胞、组织和器官过冷保存技术的应用

Table 1    Application of supercooling preservation for cells, tissues and organs

保存
对象

应用技术 温度范围 常用的CPA 技术特点与应用

细胞
深度过
冷保存

−196~
−80 ℃

40%~60%DMSO、
1.5 mol/L甘油等

用于血细胞、干细胞、精子、卵子等细胞的长期保存。CPA浓度和降温
速率至关重要，CPA的浓度直接影响细胞存活率，并且缓慢降温和快速
复温策略能够最大限度减少冰晶对细胞结构的损害。采用油相封存方
法，减少冰晶形成，延长存储时间

组织 过冷保存
通常为
−80~0 ℃

海藻糖、
5%~10%DMSO等

用于皮肤、角膜、软骨、胰腺等组织的保存，减少冰晶对组织结构的破
坏。CPA和降温速率的优化可以显著提升移植成功率

器官 过冷保存
4 ℃或接
近冰点

威斯康星大学保存
液、Perfadex等非
CPA器官灌注液

大型器官常使用低温保存和体外机械灌注维持，可提高器官移植的成功
率和功能性。但大型器官的长期保存技术仍面临挑战
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器官保存中引入特定的微生物群或其代谢产物，可能

增强器官在冷冻保存过程中的耐受性，促进器官恢复

功能。未来，如何通过生物工程手段增强抗冻蛋白的

作用，或者在体外快速重建抗冻蛋白表达系统，从而

提高过冷保存的效果，将是器官深低温长期保存研究

的重要方向。

完整器官的保存远比单细胞或小体积组织复杂。

器官具有多样化的细胞类型和高度分支的血管网络，

其热力学特性导致冷却和复温过程中出现显著的温度

梯度。较大的温差可能导致器官内局部区域的冷冻损

伤或热应力集中，进一步引发组织裂解或功能丧失。

此外，器官不同部位的渗透特性差异会导致 CPA 分

布的不均匀，从而影响保存效果。为解决这一问题，

研究者提出了组合技术，如低温机械灌注和微流控系

统，以确保 CPA 的均匀分布和温度的逐步平衡[57-58]。

未来设备研发的重点，应当聚焦于开发更精确的解冻

技术，确保温度波动最小化，并保证器官的结构和功

能不受损害。值得注意的是，复苏及复温是深度过冷

保存技术的关键环节之一，其成败直接影响器官的最

终功能恢复。在长期冷冻保存中，器官在保存阶段可

以维持良好的形态，但是往往在复苏过程中，细胞可

能因为快速代谢恢复而遭遇急性代谢负担，尤其是与

能量消耗相关的损伤。复苏过程中的代谢崩溃和急性

损伤会显著降低器官的功能。在此阶段的研究重点是

通过调节代谢网络来确保器官在复苏过程中逐步恢复

功能，而非突然反弹造成损伤。复温速率过慢可能导

致冰晶重结晶，而速率过快则可能引发热冲击和应力

积累，尤其是在器官复杂的三维结构中，局部的温差

可能导致不均匀复温。为了实现快速均匀的复温，近

年来的研究聚焦于纳米技术的应用。如磁性纳米颗粒

能够在交变磁场下产生快速且均匀的局部加热，显著

改善复温效率[59-60]。未来该领域的重点是引入控温解

冻设备，如微波加热或纳米颗粒加热技术，实现快速

且均匀的解冻，并结合解冻过程的在线监测技术，以

动态调整复温策略。笔者总结的过冷保存关键技术比

较见表 2。 

5    小　结

深度过冷保存技术已显著提升器官保存时间和质

量，但其临床应用仍受限于 CPA 的毒性、冰晶重结

晶的物理损伤及复温过程中的热梯度等问题。冬眠动

物的抗冻蛋白为解决这些挑战提供了全新视角。抗冻
 

表 2    过冷保存关键技术的比较

Table 2    Comparison of key technologies for supercooling preservation

保存技术 核心原理 优点 缺陷 效果

慢速冷冻
缓慢降低温度，使细胞脱水
减少冰晶形成

技术成熟，操作简单，适
合单细胞和小型组织

易形成冰晶，对复杂器官
保护效果有限

细胞存活率较高，但对大
器官的保护效果较差

CPA
使用DMSO、甘油等CPA降
低冰点

方便结合多种冷冻方法，
在细胞、组织保存中应用
广泛

高浓度CPA可能产生毒性，
需要优化CPA配方和浓度

提高了大多数冷冻保存方
法中的效果

微流控
技术

利用微流控芯片精确控制
CPA和温度分布

精确性高，可调控CPA用
量及分布

技术复杂，成本较高，临
床应用有限

提高了小型组织和细胞群
的保存均匀性与存活率

玻璃化
技术

快速冷却使组织液体形成无
晶体的玻璃态

避免冰晶形成，对细胞和
组织损伤小；适用于敏感
器官

需要高浓度CPA，可能产
生毒性，需要快速降温和
专业设备

维持了复杂组织的功能

天然抗冻
蛋白

模仿冬眠动物的抗冻蛋白，
防止冰晶形成并稳定细胞膜

低毒性，高效防止冰晶形
成，符合生物相容性要求

研发和生产成本高，对不
同组织的适应性有待验证

在细胞和小型组织保存中
的应用效果显著

低温灌注
技术

在接近0℃或低于冰点的温度
下，用特定灌注液持续灌注
器官

可减少代谢活动，适合中
大型器官

灌注设备复杂，控制不当
可能造成组织损伤，适用
范围有限

提高了器官的短期保存效
果

快速解冻
技术

使用微波、纳米加热技术或
特定溶液快速升温，减少冰
晶重结晶

解冻速度快，可减少组织
损伤，适合玻璃化保存的
器官解冻

技术设备昂贵，均匀性有
待提高，不适合较大器官

提高了解冻过程的均匀性
和器官功能恢复率
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蛋白通过抑制冰晶形成和生长、稳定细胞膜结构，以

及减缓低温诱导的氧化应激和代谢损伤，展现了卓越

的生物保护能力。未来，针对抗冻蛋白的应用研究可

从以下几个方向展开：（1）通过解析冬眠动物抗冻

蛋白的结构与机制，开发人工合成的低成本高效抗冻

蛋白，以实现其在多种器官和组织保存中的广泛应

用；（2）探索抗冻蛋白与代谢抑制策略的协同作

用，借鉴冬眠动物通过降低代谢速率减少细胞能量消

耗的机制，以进一步优化器官保存效果；（3）结合

纳米技术，将抗冻蛋白通过纳米颗粒载体进行精准传

递，以增强其在器官保存中的分布均匀性和功能稳定

性；（4）与动态灌注和微流控技术相结合，确保抗

冻蛋白和 CPA 在器官内部的均匀分布，减少局部冰

晶形成和温度梯度造成的损伤。通过将这些多学科策

略整合，抗冻蛋白有望成为器官深度过冷保存技术的

核心驱动，为未来器官深低温保存提供突破性解决方

案。此外，通过引入纳米技术、优化 CPA、改良玻

璃化技术，以及精确控制冷却和复温速率，研究者在

降低保存损伤和提升器官保存时间方面取得了显著进

展。这些技术的应用不仅在细胞、组织的保存中得到

验证，还为复杂器官的长期保存和移植提供了可靠的

支持。未来的研究需要更深入地整合材料科学、计算

机模拟和纳米技术，以进一步优化保存体系和操作流

程，为器官移植和再生医学的发展开辟新路径，同时

为生命科学和医学研究提供广阔前景。
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