
有效的人类胚胎干细胞 !"#$%&’()* +,"# *"--+!./01冷
冻及解冻方法能够保证干细胞在不同研究中心间的运输

及传递!促进干细胞基础研究与临床应用的发展" 目前所

广泛使用的传统慢速冷冻法保存人类胚胎干细胞效率较

低!多数胚胎干细胞解冻后死亡和易于分化"2"34)(’55 等 678

首先报道了应用玻璃化冷冻法保存人类胚胎干细胞取得
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摘 要! #目的$ 探讨玻璃化冷冻方法保存人类胚胎干细胞的效率% &方法$ 冷冻保存人类胚胎干细胞!

按冷冻方法的不同分为玻璃化冷冻组和慢速冷冻组!比较两组解冻后人类胚胎干细胞的细胞复苏率’克隆生

长与分化情况!并比较分析解冻后的与未经冷冻的胚胎干细胞的生长’分化情况!鉴定解冻后人类胚胎干细胞

的全能性" &结果$ 玻璃化冷冻组与慢速冷冻组解冻后的细胞复苏率分别为 =;>?!和 @@>=!(! A <><<;)% 慢速
冷冻组解冻后克隆生长较玻璃化冷冻组缓慢且更易分化%两组未分化的胚胎干细胞继续培养的生长与分化情

况一致% 玻璃化冷冻组解冻后第 B 代人类胚胎干细胞染色体核型正常!CCDE"F’CCDE"G 阳性!表达 H0I"F 基
因%人类胚胎干细胞来源的畸胎瘤包含了来源于 # 个胚层的组织细胞% &结论$ 玻璃化冷冻是保存人类胚胎干
细胞的有效方法!解冻后的干细胞在继续培养过程中仍可保持其正常核型和全能性%

关键词! 玻璃化冷冻* 慢速冷冻* 人类胚胎干细胞
中图分类号!2G@?J; 文献标识码!E 文章编号!;BK@"G::F9@L<<:M$%"封 &"$’

!"#$"%"&’ ($)*+$&,&$-.#"*/ *% 012./ 324$)*/"5 6#&2 7&88,

NEO P)(Q"&3(R STHU 0V("W3V(R XO IV’R YDZ[ N)(Q"5"(R \EZ[ 0]’(QR STUEZ[ [3V(Q"-3(
^0"(,"% ’5 T3#V( E++)+,"_ 2"‘%’_3*,)’(R I]" \)%+, E55)-)V,"_ T’+‘),V-! CUZ aV," +"( U()b"%+),&R [3V(Qc]’3 :7LL=LR 0])(VM

94,#$.5#+ #H4d"*,)b"$ I’ "bV-3V," ,]" "55)*)"(*& ’5 b),%)5)*V,)’( *%&’‘%"+"%bV,)’( ’5 ]3#V( "#4%&’()* +,"#
*"--+e #N",]’_+$ T3#V( "#4%&’()* +,"# ^DCM *"-- *-3#‘+ 5%’# )_"(,)*V- *"-- -)(" f"%" %V(_’#-& V--’*V,"_ ,’ 4"
*%&’‘%"+"%b"_ 4& b),%)5)*V,)’( ’% +-’f 5%""c)(Q ‘%’,’*’-+e I]" %"*’b"%"_ %V,"+ ’5 ,]" 5%’c"( *-3#‘+R ,]" -"b"-+ ’5 ,]"
‘%’-)5"%V,)’( V(_ _)55"%"(,)V,)’( ’5 +,"# *"--+ V5,"% 5%""c)(QR ,]Vf)(Q V(_ *3-,3%" f"%" *’#‘V%"_ V#’(Q ,]"+" ,f’
*%&’‘%"+"%bV,)’( Q%’3‘ V(_ (’(*%&’‘%"+"%b"_ Q%’3‘e I]" ‘-3%)‘’,"(*& ’5 ]3#V( "#4%&’()* +,"# *"--+ V5,"% ,]Vf)(Q
fV+ )_"(,)5)"_e #2"+3-,+$ =7e?g ’5 ,]" ]3#V( DC *"-- *-3#‘+ f"%" %"*’b"%"_ V5,"% b),%)5)*V,)’(R f])-" ’(-& @@e=g
’5 *"-- *-3#‘+ f"%" %"*’b"%"_ V5,"% +-’f 5%""c)(Qe I]" _)55"%"(*" fV+ +,V,)+,)*V--& +)Q()5)*V(, 9!A LeLL7Me I]"
*’-’()"+ V5,"% b),%)5)*V,)’( #V()5"+,"_ (’, ’(-& 5V+,"% Q%’f,] 43, V-+’ -’f"% -"b"- ’5 _)55"%"(,)V,)’( f]"( *’#‘V%"_
f),] ,]’+" *’-’()"+ V5,"% +-’f 5%""c)(Q ‘%’,’*’-e T’f"b"%R ,]" Q%’f,] V(_ ,]" _)55"%"(,)V,)’( ’5 ,]’+" 3(_)55"%"(,)V,"_
*’-’()"+ 5%’# 4’,] Q%’3‘+ f"%" ,]" +V#" V+ ,]" *’-’()"+ 5%’# ,]" (’( "*%&’‘%"+"%bV,)b" +,"# *"--+ _3%)(Q ,]"
‘%’-’(Q"_ *3-,3%" ‘"%)’_e I]" ‘V++VQ" -"b"- B ’5 b),%)5)"_ ]3#V( "#4%&’()* +,"# *"--+ %",V)("_ ,]" ‘%’‘"%,)"+ ’5
‘-3%)‘’,"(, *"--+ )(*-3_)(Q V (’%#V- hV%&’,&‘"R "i‘%"++)’( ’5 ,]" ,%V(+*%)‘,)’( 5V*,’% H0I"FR +,VQ" +‘"*)5)* "i‘%"++"_
V(,)Q"("F 9CCDE"FM V(_ V(,)Q"("G 9CCDE"GMe I"%V,’#V+ Q%’f,] ’5 ,]"+" *"--+ _)+‘-V&"_ ,]" _"b"-’‘#"(, ’5 V bV%)",&
’5 ,)++3" ,&‘"+ "(*’#‘V++)(Q V-- ,]%"" Q"%# -V&"%+e #0’(*-3+)’($ j),%)5)*V,)’( )+ V( "55"*,)b" #",]’_ ,’ *%&’‘%"+"%b"
]3#V( "#4%&’()* +,"# *"--+e Y3%)(Q ,]" ‘%’-’(Q"_ *3-,3%"R ,]" ]3#V( "#4%&’()* +,"# *"--+ #V& %",V)( ,]")% (’%#V-
hV%&’,&‘" V(_ ‘-3%)‘’,"(*& V5,"% *%&’‘%"+"%bV,)’(e

:&) ;*$<,+ b),%)5)*V,)’( *%&’‘%"+"%bV,)’(k +-’f-& *%&’‘%"+"%bV,)’(k ]3#V( "#4%&’()* +,"# *"--
6l CUZ aV,"+"( U()b 9N"_ C*)MR @LL:R @B9%Mm()*(+, -./)0 1/2,.!%’34%5$!()*(+, 6718 1/2,.8

收稿日期 ! @LLF"$3"&’
基金项目!广东省科技攻关基金资助项目(@LLGEGL@LGL:)
作者简介!麦庆云(7?K:n)!女! 广东广州人! 博士生9 D"#V)-m #V)W)(Q&3(o&V]’’e*’#e*(

!下转第 %’3 页 0/ :7;, %’3"

DOI:10.13471/j.cnki.j.sun.yat-sen.univ(med.sci).2005.0031



了良好的效果!本研究将其方法进行改良并探讨玻璃化冷

冻与慢速冷冻两种不同方法对人类胚胎干细胞冷冻保存

的效率!并对解冻后两组人类胚胎干细胞生长与分化情况

进行比较!以建立一种高效的人类胚胎干细胞冷冻保存方

法"

! 材料及方法

!"! 人类胚胎干细胞的培养
本实验所用的人类胚胎干细胞来源于本中心 #$$# 年

!!月建立的人类胚胎干细胞系" 以昆明小鼠胚胎成纤维细
胞为饲养层!干细胞培养基由高糖 %&’&#胎牛血清# !!巯
基乙醇#非必须氨基酸#谷氨酰氨和白血病抑制因子组成!

每 (") * 用机械法将胚胎干细胞克隆消化成为含 ($"!$$
个细胞的团块再种植到新的饲养层上"

!+# 胚胎干细胞的冷冻
用机械法对同一培养皿的人类胚胎干细胞进行消化

后共获得 !,# 个人类胚胎干细胞团块! 对 )- 个人类胚胎
干细胞团块进行慢速冷冻!其余 )# 个进行玻璃化冷冻"
!"#"! 玻璃化冷冻 !玻璃麦管的制备$将玻璃细管放在

火焰烧烤变软后拉细.冷却后将玻璃管于最细处截断!送气
体消毒备用" "冷冻液%/012030451067 869:1067. ;<&和解冻液
%1=5> 869:1067. ?<&的配制$冷冻过程需应用两种冷冻液!以
@A< 加 #-- B#CD 的胎牛血清为基础液! 冷冻液 ! 含 !--
B$CD %&<E 和 !-- B$CD 丙二醇 ! 冷冻液 # 含 #-- B$CD
%&<E##-- B$CD 丙二醇和 -"( B69CD 蔗糖" 解冻液由含不

同浓度蔗糖的梯度液组成$ 包括含 -"# B69CD 蔗糖的基础
液#含 -"! B69C$ 蔗糖的基础液和不含蔗糖的基础液" #玻
璃化冷冻及解冻过程$所有冷冻操作都在室温进行" 每次

将 !-%!( 个胚胎干细胞团块分别在冷冻液 ! 中孵育 ! B07
和冷冻液 # 中孵育 #( 8!把团块聚集到大约 !- $D 冷冻液
# 的小滴内"然后把玻璃麦管的细端埋入滴内!通过虹吸作
用将所有细胞团块吸入麦管立即将其投入液氮内并保存"

所有解冻操作在 F) & 的衡温加热台上进行" 将麦管由液
氮取出后迅速将其细端开口埋入添加 -+# B69CD 蔗糖的基
础液内!当麦管内的液体开始液化时!用手指封住麦管的

粗端开口通过管内冷空气扩张使管内细胞团块流入皿内"

! B07 后将胚胎干细胞团块在含 -+! B69CD 蔗糖的基础液
和和不含蔗糖的基础液内各孵育 ( ’()! 最后将细胞团块
种植到新的饲养层细胞上"

!+#+# 胚胎干细胞的慢速冷冻 将 (-%!-- 个胚胎干细胞
团块直接放入添加 !-- BDCD %&<E 的胚胎干细胞培养液
中混匀!*, +放 ! =!,)- & 冰箱过夜!第 # 天早晨将冷冻
管移入液氮长期保存" 解冻时将冷冻管于 F) &水浴解冻!
加等量含胚胎干细胞培养液中和 ! 以 ! --- 2CB07 %!G!(
4B&离心 ( B07.去上清 !回收胚胎干细胞团块种植到新的

饲养层细胞上 H#I"

!-F 观察两组胚胎干细胞解冻后生长及分化情况
F * 后将两组细胞解冻! 将保持完整形态且细胞未散

离的胚胎干细胞团块回收!比较两组细胞解冻后团块的复

苏率%复苏率.团块回收数目C冷冻团块数目&" 将复苏后胚
胎干细胞团块种植到小鼠胚胎成纤维细胞上" 人类胚胎干

细胞集落形态扁平疏松克隆!细胞间界限明显!形似鸟巢!

克隆的细胞数目可通过克隆的表面积!C,%"# %"与$分别为
近似椭圆形克隆的长半径与短半径&进行粗略的估计" 为

了评估不同冷冻方法对胚胎干细胞解冻后细胞复制生长

的影响! 将种植后第#天# 第)天和第J天 两组胚胎干细胞
克隆的大小进行对比"

未分化的人类胚胎干细胞体积小!细胞核显著!胞浆

少. 核质比高!有一个或多个核仁" 分化后的人类胚胎干细
胞细胞间界限不清 !紧密堆积 !细胞可呈立方样 !细胞核

小!胞浆丰富!在倒置显微镜下两者有明显差别" 根据倒置

显微镜下观察分化细胞在克隆中所占比例!对胚胎干细胞

克隆的分化情况进行分级 K 未分化指分化细胞 / F-0!大

部分分化指分化细胞占 F-L%)-1! 完全分化指分化细胞

2 )-3" 将第 J 天玻璃化冷冻组胚胎干细胞与第 J 天慢速
冷冻组和第 4 天同期培养的未经冷冻胚胎干细胞进行分
化情况的比较"

!-, 玻璃化冷冻组解冻后人类胚胎干细胞的鉴定
利用免疫组化方法检测解冻后第 M 代人类胚胎干细胞

表面抗原$<<’N!!.<<’N!F. <<’N!,%%O/O!96PBO7159 81:*0O8
QRS20*6B5 A57T 51 1=O U70/O2801R 63 VEWN&的表达 HFI" 碱性

磷酸酶染色" X?!@YX 检测干细胞转录基因 EY?!,Z引物K (5!
Y??[Y ?[YN[NN[?[[[?[[N[[NN!F6\ (5!Y?[YN[?[?
[[[???Y[[[YN!F5]的表达 H,I" 以及胚胎干细胞核型鉴定 H(I"

将解冻后第 !- 代人类胚胎干细胞制备成 !7!-M 的细

胞悬液!注射至严重联合免疫缺陷小鼠睾丸和单侧前后腿

内进行体内分化!观察 M%^ 周!摘取瘤体并进行常规病理

组织切片染色!分析其细胞组织结构"

!+( 统计分析
采用 <@<< !-+- 软件 .对计量资料进行 % 检验!计数资

料采用 "#检验"

# 结 果

#+! 两组胚胎干细胞解冻后细胞复苏率比较
解冻过程中!可见玻璃化冷冻组有部分细胞死亡脱落

导致细胞团块完全松散解离 !)# 个胚胎干细胞团块回收
(J 个!复苏率为 ^!+J1’慢速冷冻组解冻后有大量死亡单

细胞!)- 个胚胎干细胞团块回收 !M 个! 复苏率为 ##+^1"

四格表法统计 "#.!^+!-. &_ -+-(.有统计学意义"
#+# 两组胚胎干细胞解冻后细胞复制生长比较
玻璃化冷冻组与慢速冷冻组解冻后人类胚胎干细胞

的第 8 天细胞克隆大小无明显差异!而第 ) 天和第 J 天玻
璃化冷冻组的细胞克隆较慢速冷冻组克隆大! 经 % 检验有

!上接封 8 9:;’ ()<(=> 9;:)? @:A>;"
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图 ! 玻璃化冷冻后人类胚胎干细胞核型正常!!""###

$%&’! ()*+,- .,*/)0/12 )3 4%0*%3%25 67+,8 9: ;2--< =!">
##?

图 @ 人类胚胎干细胞特异性表面抗原表达
$%&’@ 9A1*2<<%)8 )3 ::9B )8 062 <7*3,;2 )3 67+,8 9:
;2-- ;-)8%2< !"#$! %

" #

$ %

图 C DE!FGD 检测 HGE!! 基因的表达

$%&’C DE!FGD ,8,-/<%< )3 062 2A1*2<<%)8 )3 HGE!!
&’() *+!&’,-.() &’()! /+ 0(1.22)3)(-.’-)1 456&"

,)&&7 &’() 8+ #.22)3)(-.’-)1 456&" ,)&&7

图 I 碱性磷酸酶染色
$%&’I F7*1-2 <0,%8 3)* ,-.,-%82 16)<16,0,<2 !9$$!:

统计学差异"见表 "#

9;< 人类胚胎干细胞克隆分化情况比较
比较玻璃化冷冻组与慢速冷冻组的胚胎干细胞克隆第

= 天的分化程度并与未经冷冻胚胎干细胞种植后第 > 天分
化程度与玻璃化冷冻组进行比较"结果见表 9#

表 " 胚胎干细胞克隆大小比较
?’@&) " ABCD’3.7B( B2 -E) C)’( ’3)’7 B2 ,B&B(.)7 F!"#!CC9:

’ (
) (
* (

+,-.,/,0( 1.234
$$56*%

789:’;7<99= ’
9<’’6:;9<96’ *
><7’?>;7<>:=

@A2B /.00C,D1 1.234
$$5E=%

7<7?* F;7<77? F
7<E’? =;7<7E? ?
7<=*7 =;7<7)E *

E<FF? ’
)<6*7 =
F<)66 =

7<7=: ’
7<777 ?
7<777 :

%&

表 9 胚胎干细胞克隆分化程度比较
?’@&) 9 ABCD’3.7B( B2 -E) @’,GH3BI(1 1.22)3)(-.’-.B( B2 56

,)&& ,B&B(.)7 !FJ:

G2D&H.I24.0J0.K0(
2D ) ($!5)7%

@A2B /.00C,D1
2D * ($!5E=%

+,-.,/,HL-,2D
2D * ( $!56*%

M.0(2N,DLD-AI
3D(,//0.0D-,L-0(

6>$)’8F%

>$=8’%

’9$??8F%

ML.-,LA
(,//0.0D-,L-0(

>:$’989%

6$?>8’%

’*$:*8>%

"2N4A0-0AI
(,//0.0D-,L-0(

6$)8>%

>9$=’86%

>9$>=8*%

O.234

!!!!!! ?E) ,BCD’3.7B( @)-K))( (B(&,3LBD3)7)3M)1 H3BID ’(1 -E)
M.-3.2.,’-.B( H3BID E’1 7-’-.7-.,’& 7.H(.2.,’(,) ! !95"N;"9!" O $;$":"
6-’-.7-.,’& 1.22)3)(,) )P.7-)1 @)-K))( -E) 7&BK 23))Q.(H ’(1 M.-3.2.,’-.B(
H3BID F !95"=;R<=!"O $;$":

!!!!!!/+ 665/&N DB7.-.M)S 8+ 665/ T< K)’G DB7.-.M)S A+ 665/ T"
3(1.22)3)(-.’-)1 ,)&&7 K)3) ()H’-.M) .( -E) ,)(-)3U K.-E DB7.-.M)
7-’.(.(H .( -E) 7I33BI(1.(H 1.22)3)(-.’-)1 ,)&&7S V+ 56 ,)&& 7I32’,)
C’3G)37 K)3) ()H’-.M) B( *5W6
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!"# 人类胚胎干细胞全能性鉴定
玻璃化冷冻组人类胚胎干细胞可表达特异性表面抗

原!$$%&’( 阴性"$$%&’) 弱阳性"$$%&’# 阳性#图 ($% 碱
性磷酸酶活性为阳性*图 !+&,-’./, 可检测到检测 0/-’#
基因的表达#图 )$% 经玻璃化冷冻方法冷冻解冻后培养至
第 1 代的人类胚胎干细胞染色体核型正常#图 #$% 胚胎干
细胞于 $/23 小鼠体内形成畸胎瘤& 切片染色可见三个胚

层的细胞组织 &包括横纹肌细胞’软骨 "腺上皮细胞 "神经

细胞等(图 4$%

) 讨 论

目前多用慢速冷冻和快速解冻方法对胚胎干细胞进行

冷冻保存及复苏&它对于可消化为单细胞的小鼠胚胎干细

胞系保存是行之有效的& 但对人类胚胎干细胞效果较差&

在我们的研究中仅有 !!"5!的胚胎干细胞团块能够回收&

并且大部分的胚胎干细胞种植后易于分化% 由于人类胚胎

干细胞来源困难&早代细胞数目少 &在体外的长期培养过

程中其全能性易改变&因此探讨一种高效的冷冻方法对人

类胚胎干细胞系的保存与应用有重要意义 % ,677 等 819在

(:54 年将玻璃化冷冻方法最早应用于小鼠胚胎的冷冻 %

(:51 和 (:55 年&-;<=>?<>8@&59将玻璃化冷冻分别用于用于人

类卵子和胚胎的冷冻保存% 最近有资料表明玻璃化冷冻对

于其他冷冻方法不佳的猪和大鼠胚胎也是一种有效的方

法 8:&(A9% B<C<D6 等 8((9报道该方法用于冷冻保存多细胞胚胎

如!桑椹胚和囊胚效果更好% 据此&我们认为人类胚胎干细

胞来源于囊胚内细胞团&它们的生理特性相似&应该也适

用于玻璃化冷冻保存% 我们的实验结果显示&玻璃化冷冻

组解冻后的胚胎干细胞团块复苏率为 5(":EF 所有复苏的
胚胎干细胞团块均可种植形成 %$ 克隆& 其中 )A!的克隆
可保持未分化状态&4A!的克隆可保持大部分未分化状态 F

其总效率为 !@"@!%慢速冷冻组的 @A 个细胞团块解冻后有
(1 个胚胎干细胞团块复苏&种植后只 ( 个细胞克隆保持未
分化状态&其总效率仅为 ("!!% 说明玻璃化冷冻组的细胞

恢复复制增殖能力与保持全能性的总效率高于慢速冷冻

组%

玻璃化冷冻与慢速冷冻的主要差异在于冷冻速度与冷

冻保护剂的浓度和种类的不同% 玻璃化冷冻是一种超速冷

冻方法&冷冻速度约为 ( 4AA "GHI>&使细胞内外的水分子
迅速度过#4 "到#(4 "的结冰期&避免细胞内外冰晶的形

成%慢速冷冻速度约为 ( "GHI>&易使细胞外水分子形成大
量冰晶对细胞结构形成间接损伤& 破坏细胞间的连接结构

使细胞松散解离最终无法回收团块%

解冻过程中避免细胞内外渗透压差改变过快对胚胎干

细胞的复苏率提高也是很重要的% 玻璃化冷冻的解冻液通

过蔗糖浓度的改变使细胞外渗透压呈梯度性下降& 避免渗

透压的过快改变& 防止细胞渗透性休克同时能够使低分子

量的冷冻保护剂逐步渗出&提高干细胞解冻后的复苏率% 在

慢速冷冻后解冻的仅用培养液为稀释液& 技术上不能避免

这一问题&导致细胞外渗透压迅速降低&使大量的细胞外水

分子通过细胞膜进入细胞内从而导致细胞水肿膨胀破裂也

不利于冷冻保护剂的渗出%

但该方法仍有一定的限制&由于每次冷冻仅能在玻璃管

中装载 (A$(4 个细胞团块& 因此在增加了常规胚胎干细胞
传代和冷冻保存的劳动强度% 并且如果胚胎干细胞团块过

大(细胞数大于 !AA$&就会造成细胞团块装管困难%
解冻后的胚胎干细胞在生长过程中有明显自主分化的

状况&这些可能是由以下 % 个原因所导致的% 冷冻解冻过程
中细胞器的损伤影响了人类胚胎干细胞的增生以及克隆形

成% 冷冻保护剂是一种强有力的胚胎干细胞分化诱导剂&解

冻过程残留的冷冻保护剂诱导人类胚胎干细胞的分化% 冷

冻解冻过程中细胞的死亡导致细胞团块变小以及团块中细

胞散离& 在常规的培养条件下人类胚胎干细胞无法维持未

分化状态%

我们对冷冻麦管进行了改良%使用玻璃管代替以往的塑

料管% 玻璃管管径更细& 管壁更薄从而使玻璃化作用更明

显&提高胚胎干细胞的保存效率% 但玻璃细管每只仅能保存

(A$(4 个细胞团块&增加实验者的工作强度%
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