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超声植冰协同海藻糖冷冻保存 L-02 肝细胞研究
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摘要：采用海藻糖代替具有生物毒性的二甲基亚砜，利用自行搭建的超声植冰装置研究了超声植

冰以及不同浓度海藻糖对 L-02 肝细胞冷冻保存的影响。结果表明，添加 0.3 mol/L 海藻糖结合超

声植冰的细胞冻存组的肝细胞存活率较高 ((87.6±2.0)%)，与传统植冰组 ((84.3±1.0)%) 无显著性差

异，与非植冰组 ((76.9±3.1)%) 存在显著性差异。
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Cryopreserving L-02 hepatocytes with trehalose by
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Abstract: Effects  of  ultrasonic  ice  seeding  and  different  concentrations  of  trehalose  on  the
cryopreservation  of  L-02  hepatocytes  were  studied  by  replacing  bio  toxic  dimethyl  sulfoxide  with
trehalose  in  a  self-built  ultrasonic  ice  seeding  device.  The  results  show  that  the  survival  rate  of
hepatocytes (87.6±2.0)% is higher when cryopreserving L-02 hepatocytes with 0.3 mol/L trehalose by
ultrasonic  ice  seeding  ,  which  is  not  significantly  different  from  the  traditional  ice  seeding  group
(84.3±1.0)%, and a significantly different from the non-ice seeding group (76.9±3.1)%.
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随着人工肝脏及肝细胞移植研究的开展，肝

细胞保存的临床需求不断增加。传统的肝细胞低

温保存多使用渗透性保护剂二甲基亚砜（Me2SO），

通过程序降温或者玻璃化的方法保存肝细胞。虽

然 Me2SO作为低温保护剂可以得到较高的细胞存

活率，但是，该物质在实验室和临床应用中的副

上  海  理  工  大  学  学  报
第 45 卷     第 1 期 J. University of Shanghai for Science and Technology Vol. 45    No. 1    2023

收稿日期：2022−03−01
基金项目：国家自然科学基金资助项目 (51776130)
第一作者：李维杰（1983−），男，副教授．研究方向：低温生物医学．E-mail：13651731551@139.com
通信作者：刘宝林（1968−），男，教授．研究方向：生物样品低温保存、仪器研发等．E-mail：blliuk@ 163.com

http://dx.doi.org/10.13255/j.cnki.jusst.20220301002
mailto:13651731551@139.com
mailto:blliuk@ 163.com


作用也很明显。有报道显示，使用 Me2SO可能会

出现一些副作用，如恶心、呕吐、腹泻、溶血、

皮疹、肾衰竭、高血压、心动过缓、肺水肿等[1-5]，

以及可能会对胚胎及卵母细胞的发育造成影响[6]。

因此，将冷冻保存的肝细胞用于患者体内之前，

必须清除保护剂。有临床结果表明，没有完全清

除 Me2SO的肝细胞植入患者体内时会引发多种并

发症，如血管内溶血、血清转氨酶升高等 [7]。因

此，迫切需要一种降低 Me2SO的方法来避免临床

使用冻存肝细胞时可能出现的并发症。海藻糖是

具有抗氧化功能和非渗透性冷冻保护功能的非还

原性二糖，具有很好的生物相容性，可以降低

Me2SO的使用。海藻糖的非热力学平衡相变研究

显示，海藻糖能够消除生理盐水中共晶的形成，

抑制冰晶生成 [8]。2019年，有学者在红细胞冷冻

保存时加入少量的海藻糖使得细胞冷冻存活率从

69%升高至 90%[9]。但是，一般需经过复杂的孵育

过程将海藻糖输送到细胞内[10-12]，或者和其他保护

剂如Me2SO、甘油[13] 等复配以提高细胞存活率。

植冰法是一种有效提升细胞冷冻存活率的方

法，这是由于在实际降温过程中，细胞溶液中会

出现过冷现象，较大的过冷度会使细胞溶液因释

放潜热而温度上升，潜热释放完全后，可能会出

现很高的降温速率，引起细胞不可控的结晶，造

成细胞大量死亡 [14]。过冷度越小，低温保存过程

中产生的晶核数量越少，冰晶的生长速率越慢，

形成的冰晶棱角较小，对细胞产生的伤害越小[15]。

通过植冰的方法，人为地加入冰核，可以降低过

冷度，避免胞内冰的损伤，且在细胞复温的过程

中可以避免细胞重结晶，提高细胞存活率。目前

主要有 6种[16] 植冰技术诱导成核，能够诱导溶液

在较高的零下温度下成核，降低溶液的过冷度，

改变冰晶的形态，避免胞内冰的损伤。一般使用

冰成核诱导剂 [17-18] 或者预冷的镊子探针等进行人

工置核，由于接触式置核可能会对细胞造成污

染，非接触式置核在逐渐兴起，如超声波诱导冰

晶成核。王葳等[19] 发现超声波能够对水的过冷结

冰过程产生影响，在 800 kHz的超声波下超声波能

够大幅降低水的过冷度。李维杰等[20] 用自行组装

的超声植冰装置研究了不同的超声强度、不同的

预冻温度及不同浓度的 Me2SO对肝细胞存活率的

影响，研究发现，超声波植冰能够显著提高肝细

胞的存活率（高达 97%左右），与新鲜组无显著性

差异。目前利用超声波诱导冰晶形成的研究尚不

完善，主要用于食品、药品、疫苗的冷冻浓缩和

冷冻干燥等 [21-23]，用于细胞冻存的研究相对较

少。2005年，Chow等 [24] 较早提出在超声波存在

时，即使蔗糖溶液的浓度不同，都始终在较高的

温度下成核，认为冰成核与超声波的功率与空化

气泡有关。超声诱导晶体的形成可以分为 2个过

程：当溶液初始无晶体存在时，超声诱导溶液发

生一次成核，在没有固体表面和杂质的情况下，

发生均相成核 [25]；有晶体存在引起的成核为二次

成核，无论是初始存在的还是一次成核形成的晶

体，在晶体固体界面的成核都称为非均相成核  。
本实验以 L-02肝细胞为研究对象，使用非渗

透性的海藻糖作为冷冻保护剂，结合自行研发的

超声波植冰装置研究去除渗透性保护剂 Me2SO的

低温保存方案。

 1    材料和方法

 1.1    材料和试剂

实验所用的主要材料和试剂：L-02正常人类

肝细胞系（中科院上海细胞生物研究所），98%胎

牛血清（型号 900108，GEMINI公司），RPMI-1640
培养基（型号 11875093，GIBCO公司），0.25%胰

蛋白酶（型号 TE2004Y，天津灏洋公司），无水海

藻糖（型号 D110019，阿拉丁公司），磷酸缓冲盐

溶液（PBS缓冲液）（型号 PB2004Y，天津灏洋公

司），乙二醇（型号 E103319，麦克林公司），AO/PI
双染试剂盒（型号 BB20071，BestBio公司），TC
处理的 T-25细胞培养瓶（型号 707003，NEST耐思

公司），50 mL离心管，15 mL离心管，2 mL冻存

管（NEST耐思公司）。

 1.2    仪器和设备

作者自行搭建的超声波植冰装置如图 1所

示。超声波植冰装置主要由可放置多个冻存管的

超声容器、带有 2个热电偶电极及数据采集模块

的温度采集系统、带有超声波振子和超声波发生

器的超声波诱导成核系统、加载有体积分数为

38.5%的乙二醇作为控温相变液的冷却循环系统

这 4个部分组成。超声波显微系统主要由带有超

声波振子和超声波发生器的超声波系统、带有生

物显微镜和高速摄像的光学记录系统[26-27]、由烧杯

和特制载玻片组成的特制载物台、温度检测系

统、冷却循环系统所组成。

其余所使用的仪器和设备为：普通光学显微
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镜（型号 YS100，日本尼康公司），荧光显微镜（型

号 TS100，日本尼康公司），低速台式离心机（型

号 TDL-80-2B，上海安亭公司），CO2 细胞培养箱

（型号 BC-J80S），超低温冰箱（型号 DW-86L828，
青岛海尔特种电器有限公司），程序降温盒（型号

5100−0001，赛默飞世尔生物化学制品有限公

司），低温恒温槽（型号 DC-0506，宁波天恒公

司），智能多路温度测试仪（型号 BB20071，常州

安柏精密仪器有限公司）。

 1.3    超声植冰装置参数测定

为了确定超声植冰实验时实际消散在细胞溶

液中的超声波功率 Ps，用量热法进行测定，选取

功率为 30 ，60，75，90，105，120，135，150 W
的超声波测定实际消散在不同浓度 Me2SO细胞溶

液的超声波功率 Ps。量热法是假设释放出的超声

波能量均能被液态传声媒介吸收转化成热能。实

验发现不同体积分数（0%，3%，5%，10%）的Me2SO
的比热容无显著性差异，为了便于计算，本实验

选取 4种浓度 Me2SO的比热容的平均值作为细胞

溶液的比热容。细胞溶液比热容为 3.997 J/(g·℃)。
 1.4    肝细胞培养

在补充有体积分数为 10%胎牛血清的 RPMI-
1640培养基中培养 L-02 肝细胞，添加体积分数为

1%的双抗 (青霉素和链霉素)，将它们放在 37 ℃、

体积分数为 5% CO2 的培养箱中进行培养。实验过

程中观察培养瓶中细胞的生长情况，当细胞在培

养瓶中贴壁约 80%～90%时，轻轻吸取去除培养

瓶中的上清液，用 PBS缓冲液洗涤长满肝细胞的

培养瓶，然后用胰蛋白酶消化，将细胞从培养瓶

中洗出，用移液枪对培养瓶底部反复吹打，确保

全部细胞脱离底壁进入溶液中。将细胞从培养瓶

中取出，在转速为1 000 r/min 的离心机中离心 4 min，
然后重悬于 PBS 溶液中备用。

 1.5    肝细胞的冷冻保存

首先用  PBS 重悬细胞配制成细胞悬浮液备

用。肝细胞的冻存采用自制的超声植冰装置及程

序降温盒。使用体积分数为 38.5%的乙二醇作为

装置载冷剂，将不同质量的无水海藻糖加入重悬

备用的细胞悬浮液中，配制成浓度为 0.1，0.3，
0.5，0.7 mol/L 的海藻糖细胞溶液。将细胞悬浮液

预脱水，4种不同浓度的海藻糖细胞溶液均设置

3个平行重复实验。另取冻存管添加等量不含肝细

胞的保护剂溶液作为对照，将对照冻存管和 4个

细胞冻存管同时放置在超声植冰细胞冻存装置的

样本槽中。另设置新鲜组、添加体积分数为 10%
的 Me2SO的慢速冷冻组[28] 形成对照。选择保存效

果好的海藻糖组进一步研究植冰对肝细胞冻存的

影响，同浓度海藻糖慢速冷冻作为对照组。实验

设计如表 1所示，其中，*表示对照组，Δ表示实

验组。
 

  
表 1    肝细胞冻存实验设计表

Tab.1    Experimental  design  table  for  hepatocyte  cryop-
reservation

肝细胞冷冻方式
保护剂种类

及浓度

实验

组别

慢速冷冻−程序降温盒 10% Me2SO *

超声植冰−自搭建超声植冰装置 0.1 mol/L海藻糖 Δ

超声植冰−自搭建超声植冰装置 0.3 mol/L海藻糖 Δ

超声植冰−自搭建超声植冰装置 0. 5 mol/L海藻糖 Δ

超声植冰−自搭建超声植冰装置 0.7 mol/L海藻糖 Δ
传统植冰−冰浴−4 ℃预冷细胞后用液氮

预冷的镊子触碰实现植冰
0.3 mol/L 海藻糖 Δ

 
 

超声植冰装置冻存细胞：植冰时将搭载好的

超声容器与低温恒温槽连接，将载冷剂注入超声

内盒体和低温恒温槽中，开启制冷循环系统，待

第二热电偶检测到超声容器内控温相变液温度达

到指定需要的温度并保持恒温状态，通过第一热

电偶实时监测冻存管的温度，当检测到温度达到

植冰温度时，启动超声波。植冰结束后关闭超声

波，细胞冻存管在控温相变液中平衡  5～10 min
使冰晶生长完全。平衡结束后将冻存管放入程序

降温盒转移至−80 ℃ 冰箱进行低温保存过夜，第

二天再将冻存管转移至液氮冻存 24～48 h。
程序降温盒慢速冻存细胞：将冻存管直接装
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1. 超声波发生器  2. 超声波振子  3. 超声内盒体  4, 5. 控温相变液

  6. 低温恒温槽  7. 第一热电偶  8. 第二热电偶  9. 温度数据采集模

块  10. 对照冻存管  11. 细胞冻存管  12. 样本槽管。

图 1    超声波植冰细胞冻存装置示意图

Fig. 1    Schematic  diagram  of  ultrasonic  ice  planting  cell
cryopreservation device
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入程序降温盒置于−80 ℃ 的冰箱中进行低温保存

过夜，降温速率约为−1 ℃/min，第二天再将冻存

管转移至液氮冻存 24～48 h。
 1.6    肝细胞存活率检测

β =
ab
4
×104

实验采取 AOPI荧光染色法检测细胞的存活

率。为评估冷冻保存后细胞的存活率，将离心后

的细胞用培养基稀释成细胞悬液，用 15 μL 移液枪

吸取 15 μL 细胞悬液到 1.5 mL 离心管中，避光加

入 15 μL AOPI 染液，轻轻混匀，4 ℃ 避光孵育

10～20 min，孵育完成后吸取 15 μL 的 细胞染色液

在载玻片的中央，盖上盖玻片在荧光显微镜下观

察，进行细胞计数，计数结果代入公式  ，

计算细胞的分子浓度 β，个 /mL，a为 4个大方格

总数，b为稀释倍数。计数规则按照计上不计下、

计左不计右。 荧光显微镜激发光源波长为 488 nm，

接受光波长为 520 nm。正常的细胞被染成绿色或

者黄绿色，死细胞被染成红色。

 1.7    统计分析

获得的荧光图片采用 Image Pro Plus 6.0 软件进

行分析。数据采用 IBM SPSS Statistics 22.0 软件处

理。每个样本重复 3 次，所有数据使用平均数±标
准差（SD）的形式体现，以假设概率 p<0.05 作为差

异显著评判标准，具有统计学意义。

 2    结果与讨论

 2.1    超声波植冰装置参数的测定

dT
dt

∣∣∣∣∣
t=0

dT
dt

∣∣∣∣∣
t=0

使用自行组装的超声植冰装置测定不同功率

的超声时，冻存管内实验样品的温度随超声时间

的变化关系如图 2所示。在不同电功率下，冻存

管内纯水的温度随着超声时间的增加而增加，具

有非常明显的线性关系。采用 origin 8.0软件拟合

线性方程，如表 2所示，对应各电功率下拟合的

温度随时间变化的线性方程，该线性方程可以近

似地用来表示超声植冰装置内纯水温度随时间变

化的关系曲线。根据公式 Ps= MCP  可分别求

得不同超声波电功率下实际消散在样品中的功率

Ps。其中，M为不同声波电功率下保护液的质

量，Cp 为纯水的比热容， 为拟合方程中超

声时间为 0 s时，冻存管保护液温度曲线的切线斜

率。采用超声波强度 Is 更好地表示超声植冰装置

的参数对样品的影响，超声波强度 Is 可以用实际

消散在单位面积上的超声波功率表示。所得到的

不同超声波电功率下超声作用时实际消散在冻存

管中的功率 Ps 及超声强度 Is 如表 3所示。
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图 2    不同电功率超声波超声冻存管内保护液温度随时间的关系

Fig.2    Relationship  between  time  and  temperature  of
protective  solution  in  ultrasonic  cryopreservation  tube
with ultrasonic waves with different electric power

 
 

 

  
表 2    不同电功率超声波超声冻存管内保护液温度随时间拟

合的线性曲线

Tab.2    Linear curve of protective solution temperature fitting
with time in the cryopreservation tube using ultrasonic
waves with different electric power

超声波功率/W 线性回归方程 校正决定系数

30 Y=0.006 8t+18.99 0.866 7

60 Y=0.021 6t+19.03 0.978 8

75 Y=0.040 0t+19.08 0.988 4

90 Y=0.068 8t+19.01 0.991 9

105 Y=0.081 3t+19.17 0.988 9

120 Y=0.083 2t+19.47 0.977 0

135 Y=0.095 6t+19.59 0.945 1

150 Y=0.104 2t+19.69 0.950 3
 
 

 2.2    不同浓度海藻糖对肝细胞存活率的影响

在保证植冰成功的前提下，预冷温度应尽可能

高。依据前期实验可知，超声波强度为 0.104 1 W/cm2

时效果最好[20]，即功率 60 W、预冷温度为−4 ℃ 对

肝细胞进行冷冻保存。选用海藻糖作为冷冻保护

剂，分别对浓度为 0.1，0.3，0.5，0.7 mol/L海藻

糖肝细胞悬液进行超声植冰，阴性对照组是新鲜

组，阳性对照组是添加体积分数为 10%的 Me2SO
组。复苏后肝细胞存活率及细胞荧光染色图片如

图 3和图 4所示。

 2.3    超声植冰与传统植冰对肝细胞冻存的影响

对前面得出的肝细胞冻存后复苏存活率较高

的 0.3 mol/L海藻糖+超声植冰组进一步实验，对比
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超声植冰和传统植冰冻存肝细胞的差异。图 4为

超声植冰与传统植冰对肝细胞存活率的影响，慢

速冷冻作为对照组。图 4为 0.3 mol/L海藻糖+慢速

冷冻组，0.3 mol/L海藻糖+超声植冰组和 0.3 mol/L
海藻糖+传统植冰组的肝细胞荧光图像。植冰预冷

温度为−4 ℃，超声波强度为 0.104 1 W/cm2。如图 4
 

表 3   不同电功率的超声波对应消散在样品中的实际功率和

超声强度

Tab.3    Ultrasonic  waves  with  different  electric  power
correspond to the actual power and ultrasonic intensity
dissipated in the sample

 

超声波功率/W 纯水的质量/g
dT
dt

∣∣∣∣∣
t=0

/
(℃ · s−1) Ps/W Is/(W·cm−2)

30 0.991 0.006 8 0.026 9 0.032 9

60 0.986 0.021 6 0.085 1 0.104 1

75 0.980 0.043 6 0.170 6 0.208 8

90 0.984 0.068 8 0.270 6 0.331 2

105 0.987 0.081 3 0.320 7 0.392 5

120 0.977 0.090 3 0.352 7 0.431 6

135 0.985 0.095 6 0.376 4 0.460 7

150 0.986 0.104 2 0.410 7 0.502 6
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图 3    超声植冰作用下不同海藻糖浓度肝细胞存活率

Fig. 3    Hepatocytes survival rate at different concentrations of
trehalose under the effect of ultrasonic ice seeding
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(a) 新鲜组； (b) 0.1 mol/L海藻糖+超声植冰组；(c) 0.3 mol/L海藻糖+超声植冰组；(d)10% Me2SO慢速冷冻组；(e) 0.5 mol/L海藻糖+超
声植冰组；(f) 0.7 mol/L海藻糖+超声植冰组；(a1)—(f1)分别对应 (a)—(f)的死细胞荧光图片；(a2)—(f2)分别对应 (a)—(f)的细胞明场图片

图 4    超声植冰作用下不同海藻糖浓度肝细胞的荧光图像

Fig.4    Fluorescence images of hepatocyte at different concentrations of trehalose under the effect of ultrasonic ice seeding

54 上  海  理  工  大  学  学  报 2023 年 第 45 卷



所示，0.3 mol/L海藻糖+慢速冷冻组 (图 4(a1))存
在大量死细胞， 0.3  mol/L海藻糖+传统植冰组

(图 4(c1))存在较多的死细胞，而添加 0.3 mol/L海

藻糖+超声植冰组  (图 4(b1))存在较少的死细胞。

结合图 5发现，0.3 mol/L海藻糖+超声植冰组与

0.3 mol/L海藻糖+传统植冰组细胞存活率无显著性

差异；传统慢速冷冻方案，0.3 mol/L海藻糖+慢速

冷冻组细胞存活率为 (76.9±3.1)%，与超声植冰

组和传统植冰组存在显著性差异；如图 6所示，

0.3 mol/L海藻糖+超声植冰组细胞存活率为 (87.6±

2.0)%，略高于 0.3 mol/L海藻糖+传统植冰组 (84.3±
1.0)%。利用一定浓度的海藻糖作为保护剂结合超

声植冰，可以有效地保存肝细胞，其保存效果同

使用 10% Me2SO效果类似，该结果与 Huang等[29]

的结果一致。由此可见，利用超声波进行植冰配

合非渗透性保护剂海藻糖代替传统渗透性保护剂

Me2SO是一种可行的方案。如果不使用超声波，

单纯使用海藻糖并不能获得较好的保存效果，侧

面印证了超声波植冰作为一种新型的保存手段，

在提高肝细胞保存效果时具有重要作用。 
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死细胞荧光图片；(a2)—(c2)分别对应 (a)—(c)的肝细胞明场图片

图 5    超声植冰和传统植冰肝细胞荧光图像

Fig.5    Fluorescence images of hepatocytes in ultrasonic ice seeding and traditional ice seeding
 
 

 3    结　论

超声波作用于过冷的溶液会诱导成核，本文

结合自行组装的超声植冰装置使用非渗透性保护

剂海藻糖保存肝细胞。其中，超声波频率为 40 kHz，
超声波强度为 0.104 1 W/cm2，预冷温度为−4 ℃，

研究了不同海藻糖浓度对肝细胞存活率的影响，

结论如下：

a. 非渗透性保护剂海藻糖的浓度对肝细胞的

保存有较大的影响，0.3 mol/L海藻糖+超声植冰组

肝细胞复苏存活率为 (87.6±2.0)%，与 0.1 mol/L海

藻糖+超声植冰组、0.5 mol/L海藻糖+超声植冰组

和 0.7 mol/L海藻糖+超声植冰组存在显著性差异，与

传统的 10%Me2SO保存肝细胞的方法无显著性差异；

b. 超声植冰法可作为肝细胞保存的有效手

段，0.3 mol/L海藻糖+超声植冰组与 0.3 mol/L海

藻糖+传统植冰组 ((84.3±1.0)%)细胞存活率无显著

差异，添加 0.3 mol/L海藻糖+慢速冷冻组细胞存活
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图 6    超声植冰和传统植冰肝细胞存活率

Fig. 6    Survival  rate  of  hepatocytes  in  ultrasonic  ice  seeding
and traditional ice seeding
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率仅为 (76.9±3.1)%，添加 0.3 mol/L海藻糖+超声

植冰能提高肝细胞存活率；

c. 超声植冰与传统植冰的冷冻效果一致，但操

作更为简单，且配合非渗透性海藻糖避免了临床

上的副作用及冻存后保护剂的洗脱，该冷冻方案

有望推广到其他细胞的冷冻中，为样本库的建设

提供技术支持。
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