
9.1 低温生物保存

Ø当生物温度降低时，生物组织的生化反应速度会变低，
在充分的低温下，生物的活性时间会延长。所以，利用这
一特性可以保存生物体。冻存温度：液氮-196 oC， 称为
深低温保存，是长期保存生物体的方法
Ø低温保存是指将体外培养物悬浮在加有冷冻保护剂的溶
液中，以一定冷冻速率降至零下某一温度（一般低于-70 
oC），并在此温度下对其长期保存的过程



ØArrhenius关系式表明了温度对化学反应速率的影响

k—化学反应速率 .
A –频度因子，Arrhenius constant， R—普适气体常
数（J/kmolk）
∆E—活化能量（J/mol）

例：某一生物体4度时能存活两小时的话，在液氮温
度-196度时能存活几个世纪

)exp(
RT
EAk a−=



冷冻保护剂的作用
生物组织中包含很多水，以电解质水溶液形式存在。
水溶液的冻结对生物体是致命的，所以要事先加入
冷冻保护剂（cryoprotective eagent，CPA）
作用：
u降低冰点，提高细胞膜对水的通透性，延缓冻结
过程
u使细胞水分在冻结之前透出细胞外，减少胞内冰
晶，从而减少冰晶对胞内冻伤
u减少胞外冰晶形态
u减少细胞脱水程度，通过胞内玻璃化过程减少冰
晶形成



细胞体积变化率：

L p m/Pa.s 细胞膜的水透过率（hydraulic 
conductivity）
S:   m2 细胞膜的表面积
π 渗透压
R     通用气体常数， 8.314J/mol.k
T     液体温度K
O     水的浓度 e—细胞外侧 i—细胞内侧 mol/m3
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生理食盐水的相平衡图



缓慢冷却和急速冷却对细胞的影响



冷却速度不同，细胞内的反应也不同。
Ø急速冷却时，细胞体积变化较小，但细胞内容
易形成冰核，对细胞是致命的。
Ø缓慢冷却时，细胞脱水使得细胞体积变小。
Ø缓慢冷却时对细胞产生的影响：
1.由电解质浓缩引起的化学应力
2.体积变化引起的机械应力
3.细胞的收缩引起的细胞膜异常接近



解冻后不同种类细胞的生存率



深低温保存方法：
慢速冻存法和玻璃化法
低温保存的三个物理化学过程
液体溶液的固化过程
固化溶液的熔化过程
水分通过细胞膜的渗透过程



低温保存领域的两个热点研究
Ø冷冻保护剂
Ø热应力与断裂



冷冻保护剂( cryoprotective agent，CPA) 种类
Ø渗透型保护剂：
Ø甘油，二甲亚砜（DMSO，Me2SO），丙二醇，乙二醇

作用：
Ø低分子中性物质，在溶液中易结合水分子发生水和作用，
增加水的粘性，弱化水的结晶过程
Ø冲淡溶液浓度，减少细胞摄入盐量，由保护剂替代
Ø冷冻保护剂进入细胞，改变了细胞内过冷状态，使细胞内
压接近外压，降低了细胞脱水引起的皱缩和速度
Ø保护剂进出细胞，缓解了复温度时渗透性肿胀引起的损伤



非渗透型保护剂：
聚乙烯吡咯烷酮，蔗糖，葡萄糖，羟乙基淀粉等
作用：
Ø大分子物质，溶于水，但不能进入细胞
Ø降低冰点，减少冰晶形成
Ø通过改变渗透压引起细胞脱水从而起到保护作用
Ø通常与渗透性保护剂联合使用，促使细胞完成脱
水；解冻时，提供一个高渗环境，防止水分进入细
胞太快而引起细胞膨胀破坏。



在低温保存中，低温断裂主要由温度变化产生的热应
力引起
产生热应力的原因:
Ø冷却过程中,样品温度分布不均,产生了温度梯度
Ø慢速冷冻时,水不断结为冰晶,体积增加了9%
Ø冷冻容器的热膨胀系数远小于保护剂溶液的热膨胀
系数
热应力大小
与冻结速度,样品尺寸,冻结溶液的力学性质等有关



慢速冻存法（程序降温法）步骤：
Ø将细胞放在含有抗冻剂的溶液中预处理
Ø用程序降温仪或低温冰箱将上述细胞连同溶液以较
慢速率降温
Ø细胞外溶液中的水分结冰使溶液浓度升高，胞内水
分通过细胞膜向外渗透,细胞体积收缩,胞内溶液浓度
提高
Ø到一定温度时,再快速降温至液氮温度,并在此温度
下长期保存
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玻璃化保存

液体转变为非晶态(玻璃态)的固化过程.玻璃化比冻结固
化方法引起的结果变化要小,因而是一种理想的低温保存
方式

玻璃态固体分子之间的关系和液态没有明显变化,而一般
晶体分子之间的关系和液态相差甚远.

使溶液玻璃化的途径:
极大地提高冷却速率
增加溶液浓度

例:若要使纯水玻璃化,降温速率要在107 K/s,实现非常困
难
玻璃化研究的重点: 寻求容易实现玻璃化且
对细胞损害较小的溶液;提高冷却速率
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研究目的
Ø大动脉是心脏外科移植手术中的材料之一.
Ø大动脉具有多层复杂组织，从血管壁内侧开始，由内膜，中膜和外
膜三层构造组成，中膜。本研究以中膜为研究对象
Ø观察低温冷冻后的组织纤维形态



实验方法
1. 通过光学显微镜观察组织的冻结状态
2. 组织分别以冷却速度0.5 oC/min 和 30oC/min速度进行

冷冻,并在-80度保存
3. 运用冷冻切片机制作切片。
4. 通过HE染色，E染色，VG染色，EVG染色对冷冻切

片进行染色
5. 通过光学显微镜观察切片组织
6. 通过电子显微镜观察冷冻组织: 由与第2步同样的冷却

速度获得冷冻组织,之后放到液氮中保存.对冷冻组织进
行真空干燥后,再用FE-SEM显微镜进行观察

7. 在流动的水中 以100 oC/min的速度对冷冻组织进行急
速融解.同时对未冷冻组织进行固定,石蜡包埋.在光学
显微镜下进行对比观察.





弹性板沿圆周方向均匀分布



冷冻状态



融解后



总结
Ø对猪大动脉的中膜在冷冻前后和冷冻中进行
了显微观察.
Ø冷冻中由于冰晶的成长使纤维成分受到挤压,
形成纤维束
融解后,由于纤维成分的还原性,纤维束又基本
恢复成原状.组织在构造和形态上都基本恢复.



9.2 微循环中的氧输运

Ø正常情况下，1ml血液中含有0.15g血红蛋白，1
mol血红蛋白可以附着4mol氧；
Ø98%的氧附着在血红蛋白中（hemoglobin），剩
余的部分游离在血浆中
Ø根据Henry’s Law

游离氧的浓度

氧分压

溶解度系数：评价物质分离氧的能力
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血红蛋白-氧饱和度SO2或S：
表示氧和血红蛋白的有效结合能力，由百分比
表示。

k 分离率 k’ 结合率
决定血红蛋白和氧的化学反应的因素：温度，
血浆酸碱度，二氧化碳分压，DPG浓度
（diphosphoglycerate:减少血红蛋白的氧亲
和性，使氧容易放出）
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分析SO2的Hill方程

P50 血氧饱和度为50%时的氧分压
当n约为2.7，SO2在20-80%时，Hill方程很准确。
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当处于相平衡状态时，可以运用Adair公式

Adair 参数
对于羊血，有
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P50 可以表示为二氧化碳分压和ph值的函数



微血管网中的氧输运
假定第i只血管,考察在流动方向x方向的微
元血管dx
根据质量平衡,有

单位时间进入微元的氧质量

单位时间流出微元的氧质量
由扩散通过血管流出的氧通量
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单位时间进入微元的氧质量

血液的体积流量

血液输氧能力函数,由血细胞压积率
Hemotocrit和血红蛋白含氧量决定
i血管内氧分压为0时的氧饱和率
氧分离曲线的斜率
i段血管内的氧分压

可分离氧的质量
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扩散至组织中的氧浓度,可由定常扩散方程

D 氧扩散系数
g0 氧在壁面的消耗率

忽略血管壁厚
组织内的氧浓度曲线

氧浓度为零时的组织厚度

组织中的氧溶解度
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在整段血管内积分可得

如果知道起始血管的PO2,那么第n级分支的氧
分压为
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不同血管内血液和组织中的氧分压



血管分支中氧分压的计算公式



制作切片并获取图片
u运用甲基丙烯酸树脂( methacrylate resin) 作为铸型剂使微
血管铸型 。这种树脂在扫描电镜下微血管清晰可见
u血管铸型后，运用专用的切片装置（rodent brain matrix)
将脑组织切成1毫米厚的切片，然后再将每一部分切片切成
0.3 mm厚的切片，运用激光共聚焦显微镜对切片进行观察
u在Adobe Photoshop 下，对获得的切片图像进行图像处理，
对不同区域的皮质中血管数量进行计算。考察不同皮质深度
的血管密度。
u运用微电极测量氧分压。
u运用Fluent软件分析皮质中不同深度氧分压的分布

脑组织中的氧传输
谷下一夫



大脑皮质切片的位置和所获得的切片

组织部位：
somatosensory cortex
HL：hind limb 后肢
FL：fore limb 前肢
BF：barrel field 臀部
Tr： trunk 躯干



由大脑切片重构而成的表层和中层的微血管网



大脑皮质臀部感觉区域中的血管密度



测量氧分压的微电极前端

Ta： 钽 Tantalum
Pt： 铂 platinum
Ag/AgCL : 银
双层膜： 火胶棉



不同体感区域氧分压在皮质不同深度的变化

躯干感应部位的氧
分压变化与其他部
位不同



刺激身体不同部位后,大脑皮质不同区域氧分压
随时间的变化



对大鼠不同部位进行刺激后，
大脑皮质体感区域氧分压的最高值



数值分析的边界条件
u在立方体边界区域氧分压梯度为零
u在表面至皮层的100微米的上层皮质区域，氧消
耗率为零
u壁面处的氧通量连续
u在上层区域
细动脉进口氧分压 100 mmHg
毛细血管进口氧分压 50mmHg
大脑血流量 153 cm3/100g/min
u在中层区域
细动脉进口氧分压 85 mmHg
毛细血管进口氧分压 50 mmHg
大脑血流量 247 cm3/100g/min



不同皮质层氧分压的空间分布


