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摘 要 组织工程化具皮的超低温保存技术是皮肤组织工程的重妥组成部分，对皮肤组织库

的建立有重要意义。 低温保存与低温保护剂的种类 、浓度、降温复温程序及低温保护剂的添加与去

除方式有着密切的关 系 。 实验目的 :研究 DMSO 浓度及降温速率对组织工程化具皮超低温保存效

果的影响。 实验方法:以培养一定时间的组织工程化具皮为试材，以不同浓度的 DMSO 溶液为低

温保护液，以不同的降温速率降温保存，以四哇盐(M1T)比色法检测细胞存活率，辅以光学显微镜

和扫描电镜观察分析。 实验表明:降温速率为 1'C / min , DMSO 浓度为 1 .4mollL时可获得在实验

范围内较高的细胞存活率，为 75% ，超低温保存后的扫描电镜照片表明其细胞形态最为接近新鲜

状态，细胞与支架材料的和附也很紧密，这与细胞存活率的研究结果有很好的相关性。
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大面积严重烧伤者必须采取及时的创面覆盖措

施，以防止早期并发症对病人生命造成威胁[1 J 。 传

统方法是采用异种皮或同种尸体皮作为覆盖创面的

暂时手段，但由于新鲜供体不足，来源有限，且有可

能发生排异反应或传染疾病。 因此，为了拓宽材料

来源，提高供体质量，皮肤的超低温保存及组织工程

化皮肤的研究和开发成为近年来研究的重要课题。

组织工程化人工皮肤，是将组织工程这一新兴

技术应用于皮肤创面的修复重建领域，而研制成功

的类人工复合皮肤等同物或人工真皮等同物[2J 。

在皮肤组织病损创面的愈合方面，组织工程化皮肤

既可以作为异种皮、同种尸体皮以外的新一类创面

暂时覆盖物，也可以像自体植皮那样成为新的一类

创面永久覆盖物，在特定情况下，成为治疗各类皮肤

病损的，同传统手段全然不同的一种重要选择。 研

究表明，成纤维细胞-支架材料复合培养所产生的类

真皮组织对位于其表层的角质细胞的生长与进一步

分化有极为重要的支持作用。 通过实际培养表皮细

胞膜片移植实验也进一步印证了此点[ 3 J 。

尽管皮肤的超低温保存和临床应用研究已进行

了 20 余年[47] ，但组织工程化真皮的超低温或低温

保存的研究报告仍很少[8 ， 9J 。 且不同的支架材料、

不同的组织工程化真皮培养时间 、其超低温保存特

性也会有很大的区别。 因此，虽然真皮成纤维细胞

悬液低温保存的存活率高达 95% 以上，但组织工程

化真皮低温保存的细胞存活率却相当低，很少能满

足临床应用的要求(存活率二三60% )[10 J 。

本研究对以聚起基乙酸(PGA)纤维(编织)为支

架的组织工程化真皮，以二甲基亚枫 (DMSO)为低

温保护剂进行了程序降温的超低温保存实验，探讨

了低温保护剂浓度及降温速率对组织工程化真皮超

低温保存效果的影响。

材料与 方法

1. 实验材料

培养 14 天的组织工程化真皮(PGA+ 成纤维细胞)由上

海组织工程研究与开发中心提供。

2 . 仪器设备

程序降温仪(上海理工大学低温生物工程研究室研

制) [11 ] ， 手压式塑料封口机(上海) ， 医用深低温保存袋(购于

上海市血液中心) ，酶联免疫检测仪(ELX800 澳大利亚) ，光
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学显微镜(Nikon eclipse TS100 日本 ) ，扫描电镜 (HITACHI

5-450) 。

3 . 主要试剂

DMEM( Dulbecco-moclified Eagl巴 ' s mediurn) 培养液(含

10%小牛血清) ，二甲基亚枫 (DMSO) 进口分装 ( Sigma，美

国) ，囚瞠盐(MTT)进口分装(FLUKA ，美国 )。

4 . 实验方法

1) 样品处理 将培养 14 天细胞生长均匀的组织工

程化真皮(l cm2 ) 在超净台内用手术剪剪为(lo x 3 X 1. 5 )

mm 的组织条，置人元菌培养箱中待用。

2) 低温保护液的配制 以 DMEM 培养液为溶剂，配

制 DMSO浓度分别为1. 4 , 2. 1 , 2 . 8 mollL的低温保护液，置

于 4 'C下保存备用 。

3) 低温保护剂处理 将组织工程化真皮置入超低温

保存袋中，加入低温保护剂，迅速热封口，再置于 4 'C下处理

15 min。

4) 程序降温 采用"两步法"降温保存。 分别以

0.5'C /min、 l 'C /min 和 2'C /min 的降温速率从室温降至

- 60'C，然后快速投入液氮保存。

5) 复温及低温保护剂的去除 在液氮中存放 24 h 

后取出，于 37 'c水浴中振摇复温。 在无菌条件下剪开低温

保存袋，除去低温保护液， 将组织条转至培养皿中，用

DMEM 清洗 3 次。

6) 检测 从组织条上剪取少量光镜及扫描电镜样品

并进行检查，将其余部分等分为 6 等份，置于 96 孔培养板

中，于无菌培养箱中培养。 培养 24 h 后用囚瞠盐(M甘)比

色法[ 10.12 ]进行细胞存活率检验。 并做新鲜对照。

细胞存活率(%) = (样品复温后 M甘检测值嘶鲜对
照 M甘检测值)

fresh 
control 

DMSO浓度对组织工程化真皮低温保存

效果的影晌

降温速率 :0 . 5'C /min

DMSO 浓度为 1.4mollL 时， 组织工程化真皮复温

并继续培养 24h 后，细胞存活率可达新鲜对照的

70% ;而 DMSO 浓度为 2.1mollL或 2.8mollL时，

超低温保存后，组织工程化真皮的细胞存活率相对

较低，分别为 58% 和 64 % ; 因 此，当降温速率为

0.5'C /min时， 1.4mollL 的 DMSO 有利于组织工程

化真皮超低温保存细胞存活率的提高。

2) 降温速率为 l'C /min 时 ， DMSO 浓度对细

胞存活率的影响 图 2 为降温速率为 1 'C / min 

时，以 MTT法测得的组织工程化真皮以不同浓度

的 DMSO 溶液为低温保护液，经超低温保存后的细

胞存活率。

2. 1 2.8 
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DMSO 浓度对组织工程化真皮低温保存

效果的影晌

降温速率 :l'C /min

图 2 表明:当降温速率为 l'C /min 时 ，在试验范

围内，随 DMSO浓度增加，细胞存活率降低。 其中，
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结果与分析

1.光学显微镜检查

在预实验中 ， 当将组织工程化真皮快速投入液

氮中时，组织会发生断裂，细胞脱落很多。 光镜检查

表明 :对于本实验中所采用的超低温保存方案，组织

工程化真皮经程序降温保存后组织均未发生断裂，

复温后仍为条状 ;大部分细胞及其分泌的基质仍黠 a

附于聚经基乙酸( PGA)支架上，培养皿中可见少量

细胞及基质。

2. 细胞存活率

1) 降温速率为 0 . 5'C /min 时， DMSO 浓度对

细胞存活率的影响 以 0.5'C /min 对组织工程化

真皮进行程序降温保存后，不同浓度的 DMSO 溶液

对细胞存活率的影响如图 1 所示。

图 1 表明 : 在此降温速率下， DMSO 浓度对组

织工程化真皮冻存后的细胞存活率有明显影响。 当
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减少不明显(图版图 D) 。 降温速率为 O. 5 'C / rnin 

时，细胞的皱缩程度最大，基质量减少明显，与支架

材料的黠附也不很紧密(图版图 B) 。

4. 组织工程化真皮超低温保存中降温速率及

DMSO 浓度的优选

对各个降温速率下的 DMSO 的优化水平所获

得的细胞存活率进行综合比较，如图 4 所示。

志杂学物生

1.4mollL可获得较高的细胞存活率 ( 75 %) ，而当

DMSO 浓度增至 2 .8mollL时，细胞存活率仅为

45% ，难以满足临床应用的要求。

3) 降温速率为 2'C /rnin 时 ， DMSO 浓度对细

胞存活率的影响 图 3 为降温速率为 2'C /rnin

时，以 M打法测得的组织工程化真皮以不同浓度

的 DMSO溶液为低温保护液，经超低温保存后的细

胞存活率。
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组织工程化真皮低温保存中降温速率

及 DMSO浓度的优选
A. O. 5'C / min , 1. 4molILDM白; B. l 'C /min , 

1. 4mol1LDMSO; C. 2'C /min ， 2.1molILDMSO。

图 4

fres h 
contro l 

图 3 DMSO浓度对组织工程化真皮低温保存

效果的影响

降温速率 : 2'C /min

2. 1 2.8 
DMSO浓度 (mo l! L)

1. 4 

结果表明，降温速率为 1'C /min ， DMSO 浓度为

1 . 4mollL时可获得在实验范围内较高的细胞存活

率，为 75% ，扫描电镜分析也证明了此点。

论

皮肤保存的温度常用的有三 种，即: 4'C、

- 80'C 、一 196'C 。 因为低温能抑制生物体的生化活

动，储存温度越低，可储存的时间越长，所以皮肤在

一 196'C保存最为理想、[4]0 Dawn RA 等考虑到保存

及运输费用的减少，认为组织工程化真皮 (Derma

graft)可在 一 70'C条件下保存[9 ] 。 但 由 于组织中的

生化及物理变化仍在缓慢进行，这会对细胞的结构 ，

特别是细胞膜产生损伤，从而导致细胞死亡 ，所以 ，

这种方法的保存期限是相对较短的。

虽然小鼠皮肤的超低温保存研究表明，降温速

率为 30'C /min ，以 15% ( V/V) 的 DMSO 为低温保

护剂时可获得较好的保存效果(复温后细胞的活性

可达新鲜皮肤活性的 78 % ) [6 ] 。 但对组织工程化的

皮肤而言，这是不适用的。 在组织工程化组织的低

讨

图 3 表明:当降温速率为 2'C /min 时，在试验范

围内，当 DMSO 浓度为 2. 1mollL时，可获得相对较

高的细胞存活率，为65% 。 而1.4mollL或2 . 8mollL

的 DMSO溶液的低温保护效果都相对较差。

3. 扫描电镜分析

对以1. 4molIL DMSO 溶液作为低温保护液，

而采取不同降温速率超低温保存的组织工程化真皮

进行扫描电镜分析(每个处理中观察 3 块样品，选择

有代表性的区域拍照)。结果见图版 (A、 B、 C、 D) 。

由扫描电镜照片可以看出:新鲜的组织工程化真皮

中的成纤维细胞在正常状态下呈长梭形和多角形，

和聚瓷基乙酸( PGA)纤维黠附紧密，并分泌大量基

质(固版图 A) 。 经超低温保存后，由于冰晶形成及

溶液成分的改变使细胞的形态发生了一定的皱缩，

且细胞与支架材料的蒙古附也有不同程度的变化。 具

体来讲，降温速率为 1'C /min 时，超低温保存后的扫

描电镜照片(图版图 C)表明其细胞形态最为接近新

鲜状态，细胞与支架材料的蒙古附也很紧密，这与其细

胞存活率的结果有很好的相关性。 降温速率为

2'C /min 时，细胞的皱缩程度有所加大，但基质量的
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温保存中，支架材料的性质对该组织的低温保存特

性有至关重要的影响 。 降温速率过高可能会引起支

架材料的断裂。 如 : Teasda1e B 等对成纤维细胞-胶

原凝胶复合物的超低温保存实验表明，降温速率为

O. 5 'C /min(20'C一一 70'C ) 时可获得较好的保存效

果[8] ; 而对本实验中 ， 以聚经基乙酸 (PGA) 为支架、

培养 14 天 的组织工程化真皮而言，降温速率为

1 'C /min (4'C一- 60 'C ) , DMSO 浓度为 1 . 4mollL

时可获得在实验范围内较高的细胞存活率，为

75 % ，超低温保存后的扫描电镜照片 (图版图 C)也

表明其细胞形态最为接近新鲜状态，细胞与支架材

料的蒙古附也很紧密，这与其细胞存活率的测量结果

有很好的相关性。
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ABSTRACf Cryopreservation of tissue engineered hurnan dermal rep1acement p1ays an important ro1e in 

skin tissue engineering and skin banking. For a variety of cells , optimal cell recov巳ry d巳pends on the type of 

cryoprotectant , the concentration and exposure time to cryoprotectant , freezing and warming proto∞ls ， and 

even the adding and removing procedures of cryoprotectant solutions . With the inspection of rnicroscope and 

e1ectronic scanning rnicroscope and viability evaluation by the tetraw1iurn salt , MTI( 3-[ 4 , 5-Dimethy1thiaw1-

2-y1J 号， 5-dipheny1tetrawliurn bromide) , this study investigates the effects of cryoprotectant concentration and 

the c∞ling rate on the dermal rep1acement . The results indicate that a combination of 1'C / rnin and 1. 4mol/L 

DMSO can get a higher viability( 75 %) . And the micrograph confirmed this result . 
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