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定方法方面目前仍存在一些问题: (1)培养的

肾小球细胞(如 GEC) ， 缺乏特定酶或 抗原标

记物，主要靠形态学鉴定，这就难以确定是否

存在其它肾小球细胞的污染J (2) 目前所采用

的肾小球细胞培养基中，均含有 10一2 0%FBS，

而且常常补加膜岛素。在这样的条件下研究各

种肾小球细胞的代谢调节是难以得到肯定的结

果的， 应努力为各种肾小球细胞建立无血请培

养基J (3) 在体外培养肾小球细胞多是将细胞

种植于塑料瓶、 玻璃瓶或是包被后的培养瓶

中， 这种环境与体内迥然不同。例如， MC 在

体内存在于系膜区，由系膜基质包围。研究表

明 [181 ， 系膜基质对 MC 的表型及代谢过程影

响很大。若能模拟体内环境培养 MC，研究其

结构与功能将更有意义J (4) 尚存在一些矛盾

的结果， 如 MC 是否有吞噬活性， GEC 膜上

是否存在 C3b 受体等。

总之，肾小球细胞培养方法的研究虽已有

20 多年的历史，但目前仍处于不断发展阶段，

还需要很多工作使之进一步完善和发展。

摘 要

种植完整的肾小球或用胶原酶消化后的肾

小球残体，借助细胞自肾小球向外生长的能

力，已培养出三种肾小球细胞 ， 即肾小球表皮

细胞、系膜细胞和肾小球内皮细胞。应用细胞

及分子生物学技术研究单一种类肾小球细胞的

结构与功能， 发现这些细胞能合成和分泌多种

细胞因子和生长因子，这些因子以自分泌或旁

分泌方式调节肾小球细胞的代谢过程。
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抗冻蛋白与细胞的低温和超低温保存

王君日军 荧纯农

(杭州大学生命科学学院杭州 310012) 

抗冻蛋白 (AFP， Antifreeze Proteins) 最

早发现于极地海洋鱼类，它能非连续地降低体

液冰点，并通过吸附于冰晶的特殊表面有效阻

止和改变冰晶生长。现已证明，一些陆生节股动

物、 维管植物、 非维管植物、 真菌和细菌等，

也存在抗冻蛋白 [1]。鱼类抗冻蛋白一般分成囚
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类 (AFP- I , AFP- II , A FP- m 和抗冻糖蛋白

AFGP) ，对它们的生化组成、 基 因结构和抗

冻机制l等已有一定认识。 最近，费云标等还从

雪莲和沙冬青中发现了抗冻蛋白 [ Z ] 。

抗冻蛋白有多方面应用价值。将它应用于

生物材料的低温和超低温 保存，是 90 年代研

究和开发抗冻蛋白的活跃领域之一。

一、基本背景

动物器官的超低温保存很难成功。 传统冻

存方法中胞外冰晶引起血管破裂， 导致器官整

体性功能丧失。 80 年代中期出现的玻璃化法

冻存技术给器官的长期保存带来了希望，但保

护剂毒性、降温方式和去玻璃化等问题影响着

研究进程。 冻存后的植物器官 ， 往往只是一部

分细胞存活，引起恢复生长时的局部增生或次

生生长[3]。低温敏感的动物细胞、 顽拗型植物

的种质， 也是低温和超低温保存的难点。已经

知道，胞内冰晶、 溶液效应和胞外冰晶是引起

冻存损伤的主要因素。

AFP 能和冰晶作用，改变冰品的结构、大

小和数目; AFP 能和细胞膜 作用，封 闭离子

通道， 阻止洛质渗漏， 保护膜完整性[4 ， 5] 。 基

于这些特征，将它应用于生物样品的低温和i超

低温保存， 预期能够提高细胞的存活率并使原

先不能冻活的样品冻存成功。实际使用效果如

何，其中的细胞生物学和生物化学机制如何，

是本文要评述的主要内容。

一般来说， 从低于某生物的正常生理温度

至干冰温度 (-79 0C ) 叫低温p 从低于干冰温度

至液氮温度 ( -196 0C )甚至更低叫超低温。本文

中涉及的低温多为 5 0C至- 20"C，超低温均为

一 196 0C。文中的低温保存大多为样品经过预

处理后直接放于某一低温处贮存，也有缓慢降

温室某一温度，再在该温度处贮在。文中的超

低温保存涉及三种方法， 快冻法是将样品直接

技入液氮贮存; 预冻法是样品先在某一低温或

液氮蒸汽中停留若干时间， 再投入液氮贮存F

玻璃化法是指样品用一定配方的极高浓度的复

合保护剂处理后快速投入液氮贮存。

二、 AFP 有利于低温

保存及其机制

表 1 是几例 AFP 有助于低温保存的报道。

Rubinsky 等认为 ， AFP 能稳定膜电位， 阻止

离子流失， 保护卵膜完整，从而使之保持成熟

能力和受精能力 [4 ， 5 ]0 Taylor 等报道 ， AFP 能

稳定人红细胞膜， 减少膜碎片 ， 利于血液低温

授 1 AFP 有利于低温保存的例子

AFP 类型，组份 浓 度 冷冻温度 时间
冷冻效果(mg/ ml) ("C ) (h) 样品

猪卵细胞 AFGP (1一的 。 4 24 存活率 0%
AFGP (1-8) 1 4 24 65% 
AFGP (1-8) 40 4 24 59% 
AFGP (1-5) 40 4 24 0% 
AFGP (7-8) 40 4 24 0% 

牛卵细胞 AFP-I 。 4 24 授精率 0%
AFP-J 20 4 24 44% 
AFP-II 20 4 24 38% 
AFP-III 20 4 24 48% 

绵羊胚 AFP-III 。 2-4 96 孵化率47%
/\ T"'n _IlI l 2- .1 96 57% 
AFP-lII 10 2- 4 96 45% 
AFP-I 1 2-4 96 73% 
AFP-I 10 2-4 96 60% 
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贮存[ 6 J 。 除表 1 所列， AFP 还有 助于大鼠肝

脏[ 7] ， 人淋巴细胞和血小板[ 8 J 的低 温 贮存。

AFP利于低温贮存的机制 ， 一般认为是 : 在零

上低温， AFP 充当质膜离子通道封闭剂， 阻止

了电解质渗漏; 在零下低温， AFP 也同时改

变了冰晶形状， 减少了冰品数目 ， 减轻了冰品

损伤。 Rubi nsky 等在猪的粒细胞 上找到了

AFP 封闭 Ca2 + 和 K+ 离子迪道的证据[9 J O AFP 

对冰晶生长行为的改变可以用 低温 显 微镜观

察。

一-、 AFP 有利 于超低温

保存及其机制

表 2 是 AFP 有利于超低温保存的 几个例

子 [ 1 0 - 1 4J 。 注意，表中一些对照的存活率为零，

即表明 AFP 使原先不能冻活的样品冻存成功。

其他类似的报道还有，猪和 小鼠的 二 细胞

胚[ 1 3J 、 大鼠脾细胞[1町、牛早期 胚胎[町等。

Rubinsky 等的专利中还提到了兔 心脏、 大鼠

的肝、 心、 肾， 甚至整只大鼠都因添加抗冻蛋

白而存活[8 J 。

生物材料冰凉保存过程中，重冰品是引起

袋 2 AFP 有利于超低温保存的例子

样品 果效冻冷法方冻冷度
怕

浓

吨
型类

P F A 

山羊精子 AFP-I 0 预冻注· 游动性 36%
AFP-I 0. 01 45% 
AFGP 0. 01 43% 

人红细胞 AFP-I 0 快冻法 复温损伤
AFP-I 0. 06 减轻损伤
AFP-! 1.50 加剧损伤

绵羊 胚 AFP-I 0 玻璃化法 孵化率 0 %
AFP-I 40 65 % 

猪卵细胞 AFGP 0 玻璃化法存活率 0%
AFGP 40 25% 
AFP 40 0% 

细胞损伤的主要原因。 AFP 能阻止冰品生长，

故可以减轻重冰品造成 的伤害。 Bronshteyn

和 Steponkus (1 992)认为 ， 差示扫描量热法适

合于检测小于 1μm 的冰晶p 在含 30-55%的

丙二醇、 甘油、 乙二醇或瓷乙基淀粉的保护剂

中加入 AFP- 1 ， 当 浓度大于等于 3mgjml 时，

可以改变重冰层I温度 ，减少小于 1 1.tm的重冰晶 z

当浓度低于 1mg/ml 时， 能减少大于 111m 的重

冰晶 [l 6 J o Ham;en和 Capenter 进一步指出， AFP 

不是改变重冰品的启动 ， 而是抑制重冰晶的生

长[ 1 7 J 。

AFP 的这个功能比较确认， 实 际使用时

浓度较低。 浓度过高， 虽然能阻止溶液重冰晶 ，

但膜表面却有大量冰品出现， 其机理不明。

去玻璃化是玻璃化法冷冻中的主要危险 ，

AFP 被认为可以抑制去 玻璃化， 从而提高细

胞的存活率。 差示扫描量热法检测发现， 2, 3""; 

丁二醇溶液中加入 1 rng/ ml AFP- 1 ，可以提高

溶液去玻璃化点，使临界降温速率 下降 700 0

倍F 聚乙二醇的添加 无 此 效果J 10 mg/ml 

AFP- 1 的添加效果相似 (Sutton 等， 1 9 92) [ 1 8 J 。

由于减小了对降温速率的制约， 玻璃化保护剂

的浓度可以降低， 对细胞的毒性可以减小，被

冻样品的体和、可以增大。 所有这些将有利于克

服玻璃化法冷冻中的难题。

AFP 改变胞外冰晶行为， 使血 管不易破

裂， 导致器官保存中的整体存活[句。

AFP-m 和 AFGP 都能阻止冰品生长，但前

者对猪卵细胞超低温保存无效， 后者却有效。

故不能用与冰品有关的机制来解释[l3 J。因此，

AFP 有助于超低温保存还有其他机 制，有待

于进一步研究。

四、 AFP 使用中

存在的问题

AFP 的使用效果有时与人们的期望相反。

表 3 是 AFP 不利于 低温保存的 几个例

子[1 0 ， 1 9 ， 2 0 J 。 其中的机理非常值得我们去探讨。

根据有关的文献报道 ， 再结合我们的分析， 可

以归纳为以下几点; (1) AFP 亢当质膜离子通

道封闭剂的功能可能不具普遍性。有证据表明，

AFGP 不能作用于培养的蛙肾管状细胞的 Nå+
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裴 3 AFP 不利于低温保存的例子

浓 度样品 AFP 类型，组份 (mg/ml ) 

牛肌纤维 AFGP (1-8) 0. 1 
大鼠心脏 AFGP (1-8) 。

AFGP (1--8) 0.01 
AFGP (1-8) 10 

山羊精子 AFP-I 0.0001 
AFGP (1-8) 0. 0001 

离子通道。 AFP 对鱼类本身就不是离子通道

封闭剂， 所以，它这个功能可能仅限于表 1 中

的那类细胞 ， 而对表 3 中的细胞无效。 (2) 可

能因为膜脂成分和表 1 中细胞迥异，使 AFP

不能和膜 作用 ， 影响 了 AFP 功能 发挥。

( 3) AFP 可能对一些样品的膜性成分有解体

作用。 Hincha 等认为 ， AFGP 对菠菜类囊体

膜的毒害是由糖基部分引起，由多肤链部分放

大(21 J o P~yne 等认为， AFP 分子的集聚和解

离是个动态过程， 受其浓度影响 ， AFP 在解

离时的毒性来自于这个两性分子与细胞膜的相

互作用 ( I OJ O (4) 在一些样品中 ， AFP 阻止降

温时水分子从胞内外迁，使胞内冰晶增加。 用

冷冻替代法制备牛肌纤维镜检样品， 观察到了

许多胞内空隙(19 J o (5) AFP 存在时形成的特殊

的骨针状的胞外冰晶对一些样品有强烈的机械

损伤效应。 这在大鼠心脏保存中很明显(2 0J 。

表 4 是 AFP 不利于超低 温保存的二个例

子【 15 ， 22 J 0 Bronshteyn 和 Steponkus 报道 ， 5-

6 mgjml 的 AFP- 1 对乙二醇、丙二醇和甘油

没有任何的阻止重冰晶形成的特征[181 。 Han

sen 和 Capenter 报道， 0.1 mgj ml AFP- 1 不改

变溶液的去玻璃化行为。样品类型、 AFP 类

型、 AFP 浓度、 冷冻体系等多方面因素， 影响

了 AFP 改善重冰品和去玻璃化的能力 ， 导致

表 4 AFP 不利于超低温保存的例子

样品 AFP类型 (fE/主)冷冻方法冷冻效果
人前髓细胞 AFP-I 0. 025-1 馒冻法 DNA合成

下降
人红细胞 AFP-I 解体作用

冷冻温度 时间
( OC) (h) 

- 5一- 20 72 
-1. 4 3 

-1.4 5 
- 1. 4 3 

5 3 
5 3 

了 AFP 不利于超低温保存。

冷冻效果

胞内冰晶形成

有活性

活性低于对照

全部死亡
降低游动性
降低游动性

AFP 在低温时就表现出对一些样品的损

害作用，即膜解体作用，也是 AFP 不利于一

些样品超低温保存的原因[l5J 。 因为在一般冷

冻程序中， 样品进入超低温前必经历了低温。

另外， AFP 存在时的特异冰晶生长，可能

构成对一些样品超低温冻存中的机械损伤[叫。

我们认为 ， 冰晶生长行为的改变，也可能改变

了样品的脱水速度和脱水程度，进而影响冷冻

效果。

五、小结和展望

尽管 AFP 对生物材料低温和超低温保存

效果的改善具有复杂性， 但基本上可以得出下

列结论: (1 ) 浓度为 1-40 mlj时，利于多种

样品的低 温保存(表 1 ) J (2) 浓度为 0.01-

0.06 mgj时，利于克服重冰晶(表 2) J (3)浓

度为 20--40 mlj时， 利于一些样品的玻璃化

法贮存(表 2 ) J (4)在一些情况下， AFP 有

可能不利于一些样品的低温和超低温保存(表

3 ，表4)， 其中机理尚需继续探讨。

AFP 可能与质膜相互作用，在一些样品中

呈保护效应， 在一些样品中呈解体效应F 这些

效应既受到温度、 AFP 类型、 组份和浓度 等

因素的影响 ， 也可能改变了冰凉保护剂(如甘

油、 二甲亚枫等)与细胞膜的相互作用，从而使

AFP 对低温和超低温保存的效果呈现复杂性。

AFP 与水分子相互作用，所产生的特异冰晶

对不同样品影响不一， 这也导致了 AFP 使用

效果的复杂性。前一种相五作用的机理尚未明
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确，从分子水平认识 AFP 与膜的相互作用 ， 将

是以后研究的热点。

低温和超低温保存技术在医学以及近年来

蓬勃发展的动植物生物工程中具有重要的实用

价值， 简化冻存程序和改善冻存效果已日显重

要。本文所评述的内容，丰富了低温~二物学的

理论和应用研究。

文中所使用的抗冻蛋白 ， 有直接提取的，

有固相合成的， 也有重组 DNA 技术生产的。

其在人工低温和超低温保存中使用效果的复杂

性，也向我们预示了靠转移 AFP 基因来提高

动植物抗冻性的研究也将是复杂的，会有颇多

曲折的。 当然，引起后者复杂性的因素远远不

止这一方面。
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电场对生物细胞的作用及其实际应用

马志幸蒋承泼

〈杭州大学生命科学学院 310012) 

电场对细胞作用的研究是细胞生物物理学

的传统领域之一。近年来由于引入了新的技术

和方法，使电场在生物与医学的实际应用方面

开辟了广阔的途径。 在所应用的电场中，无论

是高电压强脉冲或是弱的交变场电脉冲都能对

生物细胞的活动产生作用，并伴随许多后续的

影响(见表 1 ) 

褒 1

电场作用对象
电场发生的作用
后续作用

电场对细胞的-般作用 [ 1)

强的单脉冲 弱的交变场
E >0 . 5kv/cm E <10mv/cm 

细胞壁 细胞膜 细胞代谢
电损伤 电穿孔 电剌激
物质释放 生物高分子合成

细胞融合和掺台 商活化
转染 膜通透性
转化 细胞增磕
插入
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