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植物组织和细胞的玻璃化冻存研究

严庆丰* 荧纯农

(杭州大学生物科学与技术系 杭州 310012 ) 

利用液氮超低温(- 19 6 "C)冻存是进行植

物组织和细胞长期、稳定保存的有效方法。它

不仅在常规育种中可以克服各种珍稀、濒危植

物资源自然繁衍的困难，而且能在现代生物技

术研究中保存各种培养细胞和优良中间实验材

料，从而为实验细胞库的建立创造条件.

自从 1973 年 Nag 和 Street[l]首次 成 功地

超低温保存了胡萝 卡悬浮细胞以来，已对 100

多种植物材料进行过超低温保存的尝试，并且

发展了快速冷冻法、 缓慢降温法、分步降温法、

干燥冷冻法等多种降温冷冻的方法 [2 -4]。然

而目前还没有找到一种能 适合阱有植物材料

·现为浙江大学生物医学工程研究所博士生，杭
州 310027 p
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亵 1 植物组织和细胞玻璃化冻存报道一览表
晚_. 一…呻，__甲一- 一一-_…-…一-

作物名称 冷冻材料 ! 结 果 文 献

培养细胞 | 附存活，再生植株

体细胞胚 1 叫存活， 再生植株
石习 、 柏

9 

阮性愈伤组织 !. 6 9 %存活 ， 再生植株 10 

多生芽簇 85 %-95 %存活， 再生植株 11 

脐 橙 珠心悬附养物 | 80 %→96%存活 ， 再生植株 12-14 

31%一75 %存活， 苗形成 15 
薄 街

;fik浮细胞 部分细胞恢复生长 8 

黑 l咔肉原生质体 51%存活 16 

康乃馨 茎 尖 55-100 %活 ， 成苗或少;址愈伤组织 17、 18

自首宿 顶端分生组织 80%存活， 再生植株 19 

-苹 果 茎 尖 80 %前形成
20 

茎 尖 70%苗形成

时 3喜 茎 尖 64%活， 茵形成或少;坠愈伤组织 21 

的 ， 效果和重演性都好的方法。就目前最常用

的分步降温法来说，它操作繁琐， 且需要昂贵

的程序降温仪等设备， 因此难以在生物工程领

域普遍推广应用。

最近发展的超低温保存的新方陆一-一玻璃

化法可以克服这些困难问。生物材料经商浓度

玻璃化保护剂处理后，快速投入液氮保存，使保

护剂和细胞内水分来不及形成冰， 或冰品没有

充分的时间生长，从而进入一种人工的完全破

璃化状态。在"玻璃态"时 ， 7)(分子没有发生重

排 ， 不产生，结构和体积的变化，因而不会由于

机械损伤或溶液效应， 造成组织和细胞伤害; . 

保证化冻后细胞仍有活力 。

Luyet 等早在本世纪 30年代就指出这种玻

璃化状态在超低温保存中的利用价值[町， 然而

直到 198 5 年 Rall 等[ 7 ]才第一次运 用玻璃化法

保存小鼠胚胎取得成功。 1989 年 Langis 等问

和 Uragami 等 [9]相继证实了玻璃化法冻存植物

材料同样是可行的，迄今已有 10 几种植物组织

和细胞作过玻璃化冻存的尝试 (表 1 儿 ' 由于玻

璃化法具有简单、 快速等优点， 生物材料的玻

璃化冻存已成为低温生物学领域发展最快的生

长点之一。

一、 玻璃化冻存的理论基础

Luyet 认为[町 ， 液体的固化有两种方式，

一种是形成坚锐的冰晶，另一种是进入无定形

的政璃化状态。从理论上讲，只要获得足够快

的降温速度， 任何液体都可以进入"玻璃态"。

例如， 要能使纯水玻璃化，降温速度需高达每

秒 101D oC ， 而实际上这是难以实现的。然而，

、通过添加高浓度的冷冻保护剂， 可以显著地降

低形成玻璃化所要求的降温速率。从理想保护

剂的相界图 (图 1 )中可以看出 ， 随着溶液浓度

的提高， 洛液的冰点 (Tm ) 降低，水分子流动性

下降，而玻璃化形成温度 (Tg ) 升高，导致形成

玻璃化所要求的 总的过冷程度下降[叫。事实

上，水溶液可以在冰点以下保持不结冰 ， 即过

冷，我们把溶液所能达到的最低过冷温度称为

均一晶核温度 (Th) , 然而处于 Tm 军IJ Th 间的
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过?令状态(图中以 x 表示)是不稳定的 ， 因时间

的延长或温度进一步降低 ， 随时可能形成冰品。

由于已玻璃化的溶液几乎都含有冰核，随 着

缓惺升温， 在自然热转化的同时， 晶核融化，

重新结冰而形成大晶体， 即发生去玻璃化过程，

此温度为去玻璃化温度 (Td ) 。

对于一种理想的保护剂， 根据其引起的玻

璃化状态差异，按1容液浓度划分为 4 个范围内

(见图)。 在浓度较低的范固 1 ， 由于均一晶核

和非均一晶核不可避免， 真正玻璃化状态不会、

出现。 在浓度稍高的范围 1I， Th 曲线的拐点

处(图中 A 点)是可能发生玻璃化的最低浓度，

然而它是一种非常不稳定的玻璃态，随着温度

的升高， 不可避免地发生结冰或去玻璃化。 因

此， 这一浓度范围的保护剂用于组织和细胞的

玻璃化冻存是不合适的。

f 

υ 

创 -80
喇

浓 度 (% w / w ) 

图 1 理想保护剂的相界囹 [ 5 J

在 Th 等于、 甚至低于 凡 的范围 1II，稍慢

降温，尽管会有非均一晶核出现，但不会有冰晶

形成， 溶液可直接进入 Tg， 成为玻 璃态。因

此，几 和凡的交点(图中 B 点) ， 可能是玻璃

化冻存组织和细胞所需的最低保护剂浓度。 这

一浓度范围不会产生冰晶，但降温过程中形成

的大量非均一晶核， 升温时会去玻璃化，导致

盘结晶。由非均一晶核形成冰晶需要几分钟时

间 ， 如果复温速度足够快， 就可以防止晶核生

长， 避免去玻璃化。

最后， 在范围 IV ， 即使缓慢升温， 也不会

出现去玻璃化过程， 不会产生任何晶核，整个

系统是十分稳定的。 虽然从理论上讲， 范围 W

的保护剂浓度对组织和细胞超低温保存是很理

想的。但是因为它浓度太高， 对细胞毒害大，

所以在实际应用 中 ， 主要还是选用范围 E的保

护剂浓度。

二、玻璃化保护剂的筛选原则

和传统冷冻保存方法不同， 玻璃化法没有

繁琐的降温过程， 而把生物材料直接投入液氮

中保存 ， 因此玻璃化保护剂的正确筛选和处理 ，

已成为玻璃化冻存的关键。 一种理想玻璃化保

护剂， 其最适浓度范围应该满足两个条件E 一

是尽量缩短 T固 和 Tg 间的温度差， 二是 不存

在均→晶核界线。

玻璃化保护剂的种类会显著地影响冰的结

晶类型。当添加高浓度的粘性物质时，倾向于

形成对细胞没有伤害的球状结晶。某些象PVP

(聚乙烯毗咯;院圃 ， MW>30000 ) 这样的高分

子量的聚合物， 其高浓度的水溶液在任何温度

和任何降温速率的条件下，都不会形成晶体而

保持无定形状态。溶液的玻璃化不只取决于溶

质分子的大小、 类型、 浓度， 还与其分子构象

紧密相关， 实验表明 ， 当温度降到大大低于融

点(冰点〉时，各种同分异构体的行为差异极大。

例如， 1 ， 2-丙二醇和 1 ， 3-丙二醇形成玻 璃化

所要求的浓度分别到 44%和 57 % (WjW) ， 而

浓度同为 20% (WjW) 时， 它们的均一 晶核温

度前者为一 68 0C ， 后者为 - 60 "C。

Fahy 等人的研究发现， 典型的玻 璃化溶

液分子中，若有甲基簇的存在， 将会大大提高

它的抗结冰能力 [23 ) 。 例如 ， 乙二醇、 1 ， 2-丙

二醇、 2 ， 3-丁二醇形成玻璃化所需的浓度分别

是 53% 、 44%和 34 % (W jW)。同样在简单酷

股类溶液中，甲眈股不能形成玻璃化， 乙酌胶

只有在很高浓度时才玻璃化， 而 N-甲基Z酷

腹的抗结冰能力大大高于前二者 ， 这很可能是

在疏水的甲基箴周围有相应的水分子排列的结
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果。玻璃化法冻存组织和细胞， 所使用的保护

剂浓度寓 ，毒害犬 ， 日前还没有仅用一种保护剂

就取得成功的例子。然而， 使用复合保护剂，

各组分的保护作用得到综合协调的发展， 产生

累加效应， 彼此减小甚至消除单一成分的毒害

作用。如二甲基亚帆 (DMSO ) 可增加细胞对静

水压力的耐受 ， 乙酌肢的存在可以降低 DMSO

的毒性。添加复合保护剂比单一保护剂更容易

进入玻璃化状态，从而取得较好的保护效果。

三、玻璃化冻存的几个关键因素

1.保护剂的添加方法， 处理时间和温度，

以及化冻洗涤条件

从理论上说，玻璃化状态没有冰晶产生，

不存在对组织和细胞的机械损伤和溶液效应。

脐橙珠心细胞经 PVS2 处理 ， 未经液氮冷冻 ，

细胞存活率为 63% 1 经 PVS 2 处理和l 玻璃化

冻存后仍有 6 1 %的细胞存活[ 12]。证实玻璃化

本身对细胞的损伤很小 ， 而保护剂添加和转移

过程对细胞的影响很大。这在石刁柏体细胞胚

和培养细胞的玻璃化冻存中也有类似情况[叫。

因此正确的保护剂处理 必须保证细胞充分脱

水，同时防止化学毒害和渗透压力造成细胞伤

害。

Towill 采用逐级平衡法[1町 ，缓慢添加保护

剂， 以降低渗透压力，减轻对细胞的伤害， 然

而由于它程序复杂，耗时较多 ， 不太被人们采

纳。有人设计一种两步处理法，即先用 60%

PVS 2 、 25 0C处理 5 分钟 ， 再转移到 100%PVS

2 中， 0 "c处理 3 分钟，冻存后有 80%细胞存

活， 并再生植株[ 12]。这很可能是因为在 25 "C ，

甘油， 乙二醇等是渗透性化合物，使细胞脱7}( ;

转移到 o oC，成为非渗透性化合物，诱导细胞

收缩，防止细胞在保护剂扩散过程中膨胀，如

此造成的细胞低温脱水与传统的缓慢降温法，

或分步降温法冷冻前期所发生的脱水过程非常

一致。在我们的实验中 ， 玻璃化冻存大麦和水

稻的胚性悬浮细胞，以 25%浓度的玻璃化保

护剂 J前过渡 30 分钟，再以 100%浓度的保护

剂 。 ℃处 理 5 分钟， 取得了较好的冻存效果

(待发表)。一种更简单的方法，即采用25 0C 或

o oC一步处理， 玻璃化法冻存植物组织和细胞

也有成功的实例， 女如l口1康乃辑茎尖[μl口7 ，川l川8]υ，脐橙细

1胞包êI [1 3飞]U，石刁柏胚性愈伤组织[1叫0盯]和多生芽簇[υl川川l汀~]U , 
白茵宿顶端分生组织[υ19叫@叫飞]U， 苹果和梨的茎尖[川z川0

等。至于到底采用何种保护剂添加方法可能还

需考虑材料的种类或生理状态。

Takahashi 等研究发现[叫，同种玻璃化保

护剂分别在 O "C和 23 "c对生物材料处理相同

的时间 ， 结果两者的细胞存活率相差 近 2 0个

百分点。另一方面， 对于不同的组织和细胞，

所要求的保护剂处理时间和温度也不同，例如=

脐橙珠心悬 浮培养物是 25 0C 、 3 分钟 [ 14] ;梨

茎尖是 25 0C 、 90 分钟 [ 20] J 黑麦原 生质 体是

2 "C、 1 分钟[ 1 8]1 石刁柏多生芽簇是 O "C 、 120

分钟 [11]。其总的趋势是， 保护剂处理温度高

(室温) ，时间要求短; 而低温(O OC)下，时间需

延长， 以保证充分脱水。 悬浮培养物和原生质

体要求时间短，而茎尖等外植体可承受较长的

处理时间。有人认为 ， 保护剂的处理时间要根

据材料的体积大小而相应变化，有关两者对应

关系尚需进一步研究。

处于玻璃化状态的细胞质常有微小冰核存

在，随着温度升高， 因热容改变而去玻璃化。

有实验表明 ， 已玻璃化的细胞在一 70"C停留 2

分 t1jl ， 对细胞存活率影响不大， 而一 70 "C停留

60 分钟， 或 - 50 0C停留 10 分钟 ， 对细胞的伤

害常常是致命的。因此， 如何快速通过冰晶生

长区( - 60 "C一 -4 0 "C)， 对于保持细胞活性是

重要的 [ 1 2]。目前一般采用 4 0 "C水浴化冻， 或

流水化冻，甚至有人提出微波化冻的方法，这

对于大块的器官或组织而言， 是一种有益的尝

试。

不同于传统的超低温保存， 在玻璃化冻存

中，由于保护剂的浓度很高，化冻后的洗涤被

认为是重要的， 最常用的是在含 1.2 moljl 熊

糖的培养基中， 25 0C洗涤 10 分钟[11 川， 1 ~ ， 2 汀，

也有人用含 1 . 5 mol/L， 甚至 2 .0 mo1lL 山梨
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醇的培养液洗涤[16 ，1-7]。

2. 材料的生理状态

既使都能很好地控制上述因素 ， 玻璃化冻

存石刁柏的存活率也并不高 (培养细胞 65 % ，

体细胞胚 50 %)[町 ， 研究发现， 培养细胞的不

同生长时期取材， 细胞存活 率在 20%-65%

之间变化。因此，欲提高冷冻存活率， 选择合

适细胞生理状态 (主要是液也化程度) 是必要

的。

冻存组织和细胞的预培养是改善其生理状

态的有效方法。在预培养的培养基中补充了甘

露醇、 山梨醇 、脯氨酸等有渗透活性的添加剂，

对提高细胞的耐冻力有明显的促进作用[叫。据

文献报道，蕉糖、 山梨醇等物质造成的高惨可

以促进内源 ABA 的合成[叫。在我们实验中，

水稻、 大麦悬浮细胞经 0 . 5 moljL 山梨醇预培

养 l 天， 其胞内自由水含量明显减少， 显微和

超微结构观察表明，预培养后的细胞中液泡数

目减少， 大液j包被小液j包所取代(待发表)。白

茵宿顶端分生组织经 1 . 2 mol(L 山梨醇 4 oC预

培养 2 天可以大大提高其 玻璃化冻存后 的存

活率[ 1 9 ] 。

s . 活性检测和恢复培养

经液氮超低温保存的植物组织和细胞， 现IJ

定其冻后存活率是必要的。目前最常周的方法

是 TTC 法(氧化主苯四氮哇还原法) [26]测定脱

氢酶活性，将处理样品的光吸收与和f!~组相比

较， 计算其百分率来表示冻后的相对存活率。

也可用 FDA(荧光素双醋酸醋)法[ 27 ， 2町 ， 通过

荧光显微术检测细胞活性。然而无 论是 TTC

正有效， 其最直接， 最有力的证据是观察其冻

后恢复生长的比率， 只有能够获得稳定的， 相

对较高恢复生长萃的冻存方法才是真正有实际

价值的。只有在这个前提下， 为比较各种因素

对冻存效果的影响， 通过 TTC 法、 FDA r去等

快速检测其相对存活率才有意义。

四、 玻璃化冻存的优点

有作者把玻璃化法和两步法的冻存效果进

行了比较，如 Niino 等冻存梨茎尖时上述两种

方法的存活率分别是 83士 3 % 、 和 80 士 5%[ZSU

Yamada 等在白茵稽顶端分生组织中的结果是

83士 14%和 86 士 8%[ 1 9 ] ， 可 见两者无 明显差

异。甚至有作者报道， 有些材料只能用玻璃化

法才能存活， 如石刁柏 多生芽簇[1 1 ] 、 甘薯茎

尖 [ 1町等。

Haskins 等认为 [30] ， 以传统超低温方法冻

存的梨分生组织， 其存活细胞须经历去分化、

扩增、再分化和植株再生的过程， 而非原始的

分生组织直接长成植株F 这在薄荷、 马铃薯等

材料中也有相似报道， 只是它们是经由次生胚

胎或不定芽发生途径再生植株的。 这种重新去

分化和再分化大大增加了突变的机会， 不利于

遗传资源的保存。 而采用玻璃化法，似乎有利

于克服上述不足之处，例如玻璃化冻存的石刁

柏体细胞胚[町， 白茵宿分生组织 [ 1町、苹果和梨

的茎尖[ 20] ， 薄荷茎尖 [ 15]等都能直接再生植株 ，

这对于种质资源的保存有着重要意义。

五、 结 束 Z吾

法， 还是 FDA 法，其检测的都 只是细胞内某 综上所述，利用玻璃化法保存植物组织和

种酶的活性， 而真正细胞的活性， 除了各种酶 细胞是有效的， 它不仅简单、 快速， 在保存器

的综合作用外，还需保持细胞结构的完整性。 官和组织的结构完整等方面更有其独到之处。

我们经常会碰到这样的情况 ， 冻存的组织和细 自语巳保存成功的植物， 既有茎尖、分生组织 、
胞， 经 TTC 法或 FDA-洁测出的相对存活率很 -体细胞胚， 又有胚性愈伤组织、 悬浮细胞 、 甚

高 ， 但接种到恢复培养基上， 根本不能恢复生 \至原生质'体j 显示广泛的材料适应性。 但句是， . 

长， 说明细胞的内膜系统或其它结构巳遭受不 ，目前巳敢璃'化冻存的植物以园艺作物为主， 而
可逆的致命的损伤。 龟 '，' 对重要的禾谷类作物和经济作物的玻璃化冻存

因此，要判断一种超低温保存方法是否真 研究很少 [1 e ,2 1] J 而且玻璃化 冻存的材料多为
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茎尖、 分生组织等外植体， 而对组织和细胞培

养物研究很少(8 ， 10 ， I ð J 。 因此， 在植物组织和细

胞的玻璃化冻存研究中 ， 应该扩大试验材料的

范围， 对冻存过程中细胞的生理状态和超微形

态进行深入的研究，特别是从分子水平来分析

玻璃化冻存的机理， 建立一套普遍有效， 操作

简便的植物组织和细胞保存方法，使玻璃化超

低温保存在生物工程的研究和应用 中发挥更大

作用。
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会议通知

经细胞培养和细胞工程专业委员会、 细胞免疫专业委员会及癌细胞生物 学专业 委员 会共同研究，决定于
199峰 年 11 月 7-12 日在山东泰山医学院联合召开三个专业委员会的学术讨论会.

如舍、参加会议和提供论文摘要 ( 300-500 字)，可来信(寄上海岳阳路 320 号上海细胞生物学研究所季永销同

志、收).回信截止日期为九月中旬，会议具体事项见正式通知.
中国细胞生物学学会细胞培养和细胞工程专业委员会

中国细胞生物学学会细胞免疫专业委员会
中国细胞生物学学会癌细胞分化专业委员会
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