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膜岛冷冻保存方法研究进展

孙油田志刚

(山东省医学科学院山东肿瘸生物治疗研究中心 济南 250001) 

膜岛移植巴给众多的膜岛素依赖型糖尿病

人带来了希望。但由于膜岛来源不足，在短期

内收集十几个供体为同一个受体移植比较困

难，同时存在膜岛移植中的排斥反应问题，从

而限制了膜岛移植的推广和应用。自从 1976 年

开始研究用冷冻的方法保存膜岛，试图通过冻

存膜岛来满足膜岛移植量的要求，并在移植前

进行 HLA 配型，以降低排斥反应， 迄今已有

许多学者成功地长期冻存了膜岛和膜腺组

织I←句。我们在前人研究的基础上，成功地分

离、纯化、培养人胚胎膜岛[5J，并且成功地冻存

了人胚胎膜岛，临床实验研究取得明显疗效I町，

为大规模进行膜岛移植奠定了基础。本文综述

了近年来国内外膜岛冻存方法的研究进展。

一、膜岛冻存前的体外培鼻

在膜岛移植中由于不能在短期内获得足够

数量的胚胎膜岛，展岛的体外培养是重要的.

但是膜岛在冻存前是否需要进行体外培养，特

别是对其分泌功能有无影响是应该首先考虑

的问题。 Warnock 等【7]进行了这方面的研究。

实验结果提示新鲜分离的膜岛、直接冻存膜岛

和体外培养 48 小时后冻存膜岛均在移植后使

糖尿病小鼠的各项指标恢复正常。但冷冻保存

膜岛移植后各项指标的恢复相应推迟，这可能

与膜岛冻存复苏中的可逆性损伤的恢复有关。

在冻存前经过培养与直接冻存，其膜岛活性的

差别无显著性。

二、抗冻荆二申基蓝砚 (DMSO)

浓腥的选择

已有研究表明，抗冻剂 DMSO 在不适当条

件下对细胞具有毒性作用。膜岛在暴露于高浓

度的 DMSO后，可造成膜岛膜的损伤，使膜岛

本文经崔正言研究员审阅.
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素大量释放[8]。因此 DMSO最佳浓度的确定是

膜岛冻存成败的关键因素之一。 Tze 等 [8]进行

了不同浓度 DMSO 对膜岛活性影响的研究。结

果表明，膜岛内分泌细胞和膜岛瘤细胞均以

10%DMSO 浓度最佳， 成活率可达 80%以上。

张供德等I叫也进行了这方面的研究。 No~man

等 [11]研究了逐步加入 DMSO 对膜岛活性的影

响。他首先将培养 24 小时的膜岛悬浮在 0.9 ml 

细胞培养液中然后加 1 .5 ml 2 mol/L DMSO, 

25"C放置 5 分钟，再加 0.5 ml 2 mol/L DM盼，

25 "C平衡 25 分钟，再加 2 ml 3 mol/L DMSO, 

O "C平衡15分钟进行梯度降温冻存。复苏后活性

测定表明膜岛成活率为冻存前的94.2 士 3.5% ，

糖刺激试验与未刺激膜岛相比，在新鲜膜岛

膜岛素升高 7.7 士1. 8 倍，在冻存膜岛为 6.2 土

0.8 倍，总膜岛素分泌为冻存前的 66% 。

Debra 等[ 12] 也采用逐步加 DMSO 的方法冻存

小鼠膜腺组织碎片， 复苏后每 mg 膜腺组织民

岛素释放与新鲜膜腺组织没有显著差异。我们

使用浓度为 10%DMSO 冻存液冻存人胚胎膜

岛，复苏后膜岛成活率为冻存前的 95%以

上Ie10

上述结果提示，在膜岛冻存中 DMSO 以

10%浓度 (1.5 mol/L)效果最佳，此浓度可以使

膜岛少受破坏，达到有效的保护作用。逐步加

DMSO可使膜岛成活率稍高于 10%浓度，这可

能是对大的膜岛能更有效地发挥保护作用。

三、眠画冻存降温遮鹰的选择

1.加入DMSOJä平衡温度的选择 Norman

等[ 11)将膜岛加入 DMSO 后，分别置。℃和

25"C平衡 15 分钟后冻存，结果发现在 O "C平衡

的膜岛成活率高，特别是对于大的膜岛的中心

区域的保护更为有利。我们曾将分离好的人胚

胎膜岛加入细胞冻存液后，分别置 28"C、 4 "C

平衡 30 分钟后冻存，同时一组置- 30"C:直接冻

存，复苏后用苔盼蓝染色，发现在 28'C平衡的

膜岛几乎全部破碎，在 4 'C平衡的膜岛成活率

在85%以上，- 30'C组的展岛成活率在30%[6] 。

Kemp 等，[13]报道了膜岛在 1.5 mol/L DMSO 浓

度中室温平衡 60 分钟，冻存复苏后活性只有

50 % 0 Rajotte 等 [14]也报道了 DMSO 在 O "C时

对膜腺组织没有毒性。上述结果均提示低温平

衡可显著减低 DMSO对膜岛细胞的毒性作用。

2. 快速降温冻存鹏岛 Foreman 等 [15)将

小鼠膜岛以- 70"C/分的速率降温，连续观察

冻存前后膜岛素的分泌状况，结果发现快速冻

存膜岛仍然有分泌膜岛素的功能，但与非冻存

膜岛相比分泌能力降低。作者认为使用快速凉

存膜岛比缓慢冻存能更有效地使过客淋巴细胞

选择性地受到破坏，从而降低排斥反应。上海

张洪德等E叫用鼠膜岛作快速降温冻存，分别

置 4 "C、- 10"C、- 30 "C各; 30 分钟后投入液氨F

同时设缓慢降温组作比较，结果表明缓慢降温

组 2 天内膜岛素释放量为 442.5 士 8 1. 0 I1U，而

快速降温组为 145.0 士 129.3μU。我们将人胚

胎膜岛直接置- 70 "C 3 小时，然后投入液氮，

复苏后膜岛几乎全部破碎，提示缓慢降温对保

护冻存膜岛的活性较快速降温好。

3. 慢速陪温速辜的选择 慢速降温是膜

岛冻存研究中最多的一种，其降温速率各不相

同，但基本按- 0.2一- 0.5'C/分的缓慢速

度[16-1飞目的是最大限度地保护膜岛的活性。

Tze 等[8]用小鼠内分泌细胞和膜岛瘤细胞悬浮

在 10%DMSO 冻存液中，分别以- 0.3 'C/分和

-O.5"C/分速率降到~ - 70"C，然后投入液氮，

复苏 1 小时后检测细胞活性。结果表明， 以

-0.3"C/分缓慢降温的细胞成活率优于-0.5 'C/

分降温速度，成活率分别为 70%和 80%以上.

Flesch 等[2.0]将小鼠膜岛采用三种方法冻存:A.

-0.5"C/分降温到...;. 35'C，再以- 1 'C/分降

温到- 100'C，投入液氮， B. - 2 "C/分降温到

- 35 "C，再以- 6 "C/分降温到- 100"C，技入液

氮 ;C. - 0.25"C/分降温到 -40"C，投入液氮ι

经 PAP免疫组化染色和间接免疫荧光试验发

现A组是最佳冻存程序，细胞成活率最高，而且

发现 MHC II 类抗原明显降低。 Rajotte 等[18J

和 Norman等I川是将小鼠和狗的膜岛在逐 b

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志



112 细胞生物学杂志 1993 年

步加入抗冻剂 DMSO 盾置 -7.9\] 的酒精浴中

四分钟， 然后以- 0.25"C/分缓慢降温到一 40

"C，投入液氮。结果表明膜岛成活率在94%以

上，膜岛素分泌与非冻存膜岛组差异无显著

性。 Evans 等 [21]将纯化的狗膜岛以 -0.25 "C/

分降温到一 40"C，投入液氮，复苏后移植给膜

腺切除的狗，同时设移植新鲜膜岛作为对照，

结果均表现出满意的疗效。在移植后 3 个月，冻

存组和对照组血糖浓度分别为 89士 3 和 92 :1::

&均在正常范围内，说明冻存膜岛仍保持着良

好的活性。我们将人胚胎膜岛在 4 "C平衡 30

分钟后，以 -0.3"C/分降温到- 30"C，再以

- 0.5"C/分降温到- 70"C，在距液氮面10 cm处

停留 30 分钟后投入液氮。复苏后的膜岛成活率

达 85%以上，移植给 8 例糖尿病病人后，有效

率为 88%. 具有与新鲜膜岛完全相似的临床

效果[8J。上述结果提示，在膜岛冻存过程中以

缓慢降温 (-0.25"C/分-0.5"C/分) jJJ - 70 "C 

再投入液氮，可以减少冻存过程中对膜岛的损

伤。

四、冻存腕岛的复苏

复苏方法对保持膜岛的成活性和功能至为

重要。 Norman 等[l1 J在冻存膜岛复苏时， 37 "C 

水浴迅速解冻，升温速率为 200CC/分，然后在

4"C 400 X g 离心 2 分钟后将膜岛重悬在 2.5 ml 

含有 0.7mol/L黑糖的培养液中，置 4"C 30 分钟

后在 25"C逐步加入 2.5 ml、 2.5ml、 5.0ml 和

10-~1 培养液，每次平衡 5 分钟。 用这种方法

复苏的膜岛成活率在 95% 以上。 Debra[12J将冻

存的膜腺组织碎片复苏时采用与 Norman 基本

相同的方法，将迅速解冻的膜腺组织碎片悬浮

在 Loml 含0.75 mOl/L廉糖培养液中，冰浴 30

分钟后，在室温下逐步倍比稀释加培养液。

aájotte等 [SJ也证明用完全平衡的复苏方法逐步

透析出 DMSO，是使膜岛成活率高的最优方法。

我们将冻存的人胚胎膜岛置 38"C水浴迅速解

冻后，在冰浴中以倍比稀释方式逐步加入含

Ca++Mg++ 的 Hanks液，每次加入液体后平衡

5 分钟，以 1000 rpm 15 分钟离心后， 将细胞

再以同样的倍比稀释方式加入 Hanks液，最后

将细胞用 Hanks 液洗涤 2 次后种入培养瓶。切

片结果表明膜岛及细胞结构完整，电镜检查可

见明显的分泌颗粒。而且膜岛素分泌、糖剌激

实验以及膜岛素抽提与冻存前比较均无显著差

异[8J。目前国内外研究均趋向快速复温，升温

速率在 200"C /分，以f昔比稀释的方式在冰浴逐

步加入 Hanks 液/培养液，这样有利于透出大

膜岛中心区域的 DMSO，从而最低限度地减少

DM80 对膜岛的毒性作用。

摘要

本文就目前国内外所研究的膜岛及膜腺组

织碎片冷冻保存方法进行了总结，认为膜岛冻

存前可进行 24 小时培养或不培养，抗冻剂

DMSO浓度以 10% (1 .5mol/L) 为佳; 4 "c或

O"C平衡 30 分钟，缓慢降温至- 70"C，投入液

氮，快速复温 (200"C/分)后冰浴中倍比稀释

透出 DMSO为较理想的冻存和复苏模式。该模

式可以最小限度地降低膜岛的损伤，提高膜岛

存活率及保持较高的膜岛素分泌功能。
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哺乳动物旱期胚胎发育调控过渡研究的进展

李选平左嘉客

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

哺乳动物的发育进程与其他脊椎动物一

样，早在卵子发生期间，即在卵母细胞生长和

成熟过程中已经开始准备并积累一套为胚胎发

育所需的母型 RNA 和蛋白质。胚胎发生则是

随着受精作用而开始的，由精子进一步激发卵

子发生期间早已启动的发育程序。早期胚胎的

发育是受贮存在卵母细胞内mRNA 和蛋白质

的调控，简称母型调控(maternal regulation) 。

随着胚胎发育的继续推进，它就必须依赖于胚

胎自身的合子型基因组的调控，简称合子型调

控 (zygotic regulation) 。

由母型调控向合子型调控的转变，常简称

调控过渡。各种哺乳动物早期胚胎进行这种过

渡所处的发育时期不尽相同。在过渡阶段，.'细

胞水平上和分子水平上却都发生着一系列深刻

的变化。如果不能顺利实现这种过踵，则出现

发育阻滞。哺乳类早期胚胎发育阻滞的时间往

往与发育调控过渡的时间相关联的气

本文将从细胞和分子水平的角度，就哺乳

类阜期胚胎发育调控由母型向合子型过渡的特

征及机制的研究现状作一概述。

甲、核舒展 nuclear la_"ina 的蛮化

在哺乳动物发育过程中，核纤层蛋白的表

襄 1 胚胎不同发育时期攘舒属中穰纤愿噩自出现、消失和复现的情况

核纤层蛋白 ~ 动物种 I I 
~. I 小鼠 j 猪 | 牛

胚胎发育期

卵母细胞到 2 细胞期

4 细胞期

8 细胞期

16细胞期

桑褪胚

囊胚

组织分化

A" B、 C

B 

B 

B 

B 

B 

A、 B、 C

A、 B、 C

A、 B、 C

B 

B 

B 
B 

A、 B、 C

A、 B、.C

A、 B、 C

A、 B、 C

B 

B 

B 

A、 B、 C
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