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% 引言
生物材料的低温保存是指采用特殊的

方法 ! 将生物材料冷却至低温 !一般为
"#$%!"下并长期保存!待需要时#再将其以
有效的方式加热至正常温度# 仍可获得保
持活性的生物材料&#’$ 低温保存技术历经数
十年的发展# 在实验方法上取得了巨大成
功#特别是近二三十年来#利用低温保存技
术# 已成功地实现了对绝大多数细胞的保
存#在皮肤%角膜%肝脏%肾脏等复杂组织和
器官的短期保存上也取得了一定进展 #并
在器官移植手术中得到应用 &(#)’#极大地推
动了临床医学的发展$ 然而#尽管低温保存

技术已在医学%食品科学%军事%生物学等
领域得到广泛应用# 但对其机理的研究仍
然是一个急待深入探索的重要领域$ 例如
细胞内外环境的结冰过程等诸多基础问题

并未解决#大量复杂的细胞%组织%器官#尤
其是活的生命体的低温保存并不成功#为
此还需要探索更为有效的低温保存方法$
近年来#研究人员正逐步尝试将昆虫&*#+’%

蛙类&%",’或哺乳动物 &$’的抗寒机理研究引入低

温保存技术中#以探求新的低温保存机制$
事实上#以生物个体为研究对象#揭示生物
体对抗寒冷的奥秘# 一直是众多生物学家
孜孜以求的目标$ 从植物%微生物#到昆虫%

鱼类%青蛙%哺乳动物等方面的研究内涵正
不断得到丰富&几十年来细胞生物学%分子
生物学的长足发展更极大地促进了对生物

抗寒机理的研究$ 但应该指出的是#生物体
抗寒机理的研究与广泛开展的低温保存实

验研究之间存在着鸿沟# 人们很少将二者
关联起来$ 事实上#从生物学%工程学的角
度进行综合考虑# 借鉴和利用生物体天然
的抗寒机理# 探索更加实用有效的低温保
存方法# 极有可能成为今后低温保存技术
取得突破的一个重要方向$
本文将对动物抗寒机理中与低温保存

密切相关的重要研究成果进行剖析# 并将
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动物耐寒机制与重要的低温保存机制进行

对比! 进而指出昆虫耐寒性研究是对低温
保存具有重要借鉴意义的研究方向! 提出
低温保存策略方面的一些新设想"

% 动物耐寒机理的研究进展
温带和寒带的动物! 每年都要经受冬

季低温天气的威胁" 动物自身的耐寒性使
其得以安然度过冬季!而与此同时!其器官
和组织并不被低温损伤" 动物对寒冷的耐
受机理!已有不少人进行过研究!特别是近
二三十年来! 随着低温生物学的兴起和广
泛应用! 对动物耐寒机理的探讨正逐渐成
为研究者关注的热门课题"
变体温动物的体温和体内状况受环境

条件的影响很大! 是动物耐寒性研究的主
要对象" 按照体内是否形成冰晶!动物的耐
寒机制可以分为耐受结冰性和非耐受结冰

性两类" 前者是指在低温下!生物体内虽形
成冰晶!但其能忍受体液结冰!并在低温下
生存#后者则是指在低温下!生物体内并无
冰晶形成!而是保持一定的过冷度!并由此
避免了低温损伤"
动物的耐寒性机理研究主要集中在两

个大的方面!即传热传质学和生理$生物化
学方面" 从传热传质研究角度看!动物体内
的结冰!不结冰的机理 "#$%以及影响寒冷耐受

性的因素"&%一直是悬而未决的重要课题" 从
生理学$生物化学机理研究方面看!抗冻蛋
白 "’’!’(%$冰核蛋白"’)%的发现和深入研究!开辟
了动物耐寒机理研究的新的方向和领域 "
研究表明!在自然条件下!耐受结冰的动物
体内结冰过程仅仅是胞外结冰! 细胞膜及
内部保存一定量的水分对生命的存活是必

须的" *+,-./ 等"’’%总结了耐受结冰性的动物

成功存活必须满足的 ) 个条件% ! 冰晶必
须只局限于细胞外部! 且冰晶引起的损伤
应尽量达到最小#" 冷冻速率必须足够慢!
以维持细胞渗透压在一定范围之内! 保证
有足够时间进行细胞内外离子和溶质的重

新分布!并容许细胞膜在一定范围内收缩#
# 细胞的容积缩小和脱水程度不能超过最
大的损伤范围# $ 细胞必须能够在长时间
被胞外冰晶包围所引起的局部缺血的环境

中生存"
目前的研究结果认为! 耐受结冰的动

物适应胞外结冰的机制包括 "0!’)%%! 成功地
运用冰核蛋白诱导和控制胞外结冰! 产生
抗冻蛋白避免复温过程中的再结晶# " 调
节细胞容积! 控制细胞内溶质组分以对抗
由于胞外结冰引起的渗透压变化! 相应方
法包括产生小分子抗冻物质!如葡萄糖$甘
油$海藻糖等!来控制细胞容积及产生大分
子的抗冻蛋白! 还包括增加细胞内不冻结
水的含量的方法# # 改变细胞的代谢机制
来适应冷冻状态下的代谢状况! 如改变细
胞膜的组分和酶的种类! 使其能适应低温

环境"

& 动物耐寒的传热传质机理研究与低
温保存
脱水被认为是动物耐受结冰的重要机

制" 一般说来!耐受结冰的动物体内水分的
减少!会增加非冻结水和冻结水的比率!减
少冷冻引起的体液浓度变化对细胞的影

响!从而增加其抗冻能力" 很多种耐受干燥
的昆虫可以在体内水分很少的情况下1对结
冰体现出很强的耐受能力 "’0%"但因耐受结冰
的动物可以通过启动和控制细胞外冰晶1形
成耐受胞外结冰! 很多动物并不依赖于脱
水的抗寒机制 "’&%" 一般说来!动物调节和适
应体内结冰的方法主要有以下两种" ! 对
于大多数物种来说! 其体内允许的最大结
冰容量是固定的! 它们通过降低达到这一
最大结冰容量所对应的温度来实现低温下

存活" 一旦温度下降至较这一允许温度更
低! 或者低温暴露时间过长超过了允许的
最大结冰容量! 生物体将遭受不可逆转的
低温损害 "’2%" " 少数物种则通过采用增加
允许的最大结冰容量的策略来对抗低温"
对于耐受结冰的动物的结冰过程 !也

有人进行了更加深入的研究! 包括昆虫 "’3%$
蛙类 "41’4%$海龟 "’5%等" 其研究手段也从原来的
直接测量温度$进行理论分析 "’3%!发展到利
用低温电子显微镜直接观察生物体结冰后

的状态 "4%" 6789:;</ 等人又在 ’550 年的研
究中引入了磁共振成像的方法 "’4!’5%!克服了
以往不能动态实时观察动物体内结冰过程

的缺点!并结合定向固化法&=9-.>+9,:?@ ;,"
@9=9A9>?+9,:’等低温手段!探索了蛙类肝脏的
结冰机理! 并在后来的研究中成功地将该
机理用于低温保存"($1 (’%" 通过实时观察耐受
结冰的蛙类的体内结冰过程! 可以发现其
肝脏$大脑等重要部位的延迟结冰现象!这
与蛙类自身产生的抗冻剂在这些器官的大

量聚集有关# 研究还发现肝脏和大脑在冷
冻过程中由于脱水!会引起体积减小现象!
从而为动物的耐寒机理研究提供了直接的

实验依据" 更为值得借鉴的是!动物的冷冻
过程与融化过程截然不同 "’4%! 从蛙类的冷
冻B融化过程来看!结冰过程从外部开始向
内部推进!逐渐结冰固化!而融化过程则相
对快速而均一! 整个生物体几乎同时开始
融化! 避免了从外到内的融化模式所带来
的局部缺氧坏死问题! 这对于解决低温保
存器官中的冷冻复温问题提供了新的思

路" 另外!蛙类肝脏的冷冻过程引起的血管
膨胀问题!是低温保存器官所面临的难题"
*+,-./ 等人的研究提出 "4%!限制器官内形成
的冰的总量可能是蛙类抵抗低温损伤的机

制之一"
生物体内耐受结冰机制的研究推进了

生物材料低温保存&特别是器官保存’的进
程! 不仅对低温保存中存在的基础理论问

题研究提供了在体实验的证据! 更重要的
是对其耐受结冰机理的研究和揭示! 可能
会大大促进人体器官低温保存技术的发

展!这也正是众多研究者追求的目标所在"

Q 抗冻物质与低温保存
Q>( 小分子抗冻物质
动物的抗寒机理中! 小分子抗冻物质

和抗冻蛋白的积累! 对于昆虫免受低温带
来的致命损伤具有重要意义" 目前已知的
小分子抗寒物质有甘油$甘醇露$五碳多元
醇$海藻糖$葡萄糖$果糖以及氨基酸和脂
肪类物质" 在越冬期间!许多动物体内聚集
低分子量的糖和醇" 在耐寒的昆虫体内!小
分子抗寒物质和抗冻蛋白可使细胞免受到

过度脱水的危害" 小分子抗冻物质参与(水
置换作用)!如海藻糖分子上的羟基具有与
膜磷脂上的磷酸基团连接形成氢键的能

力!从而阻止和限制细胞膜因脱水而融合!
并降低相变温度! 使膜质不易向凝胶相转
变!增加膜的流动性 "((%"此外!抗冻蛋白还能
够起到抑制胞内冰晶形成$ 保护细胞免受
胞内巨大冰晶致命损伤的作用"
Q>% 低温保护剂
在低温保存过程中! 同样经历着与之

类似的低温环境! 生物体不可避免地遭受
一定程度的低温损伤" 低温保护剂的加入
在一定程度上保护了生物组织不受低温的

致死性损伤" 自从 ’505 年 C,@D. 等添加甘
油低温保存动物精子获得成功以来! 人们
在低温保护剂的筛选和应用方面投入了巨

大的精力"迄今为止!EF*G$CHC$乙二醇等
低温保护剂广泛地用于低温保存中" 低温
保护剂实质上与动物体内分泌的小分子抗

寒物质有着相似的成分和生理功能! 其对
生物体进行低温保护的机制也基本类似"
渗透型低温保护剂! 例如甘油$ 二甲亚砜
&EF*G’$乙二醇 &IJ’$乙酰胺 $丙二醇
&CJ’等!多属低分子中性物质!在水溶液中
易结合水分子发生水和作用! 使溶液粘性
增加!从而弱化了水的结晶过程" 它们进入
细胞内部!改变了胞内过冷状态!使胞内压
接近胞外压! 降低了细胞脱水皱缩程度和
速度" 非渗透型低温保护剂!例如蔗糖$葡
萄糖$聚乙烯吡咯烷酮$聚乙二醇等!能溶
于水!但不进入细胞内部" 它们使溶液呈过
冷状态! 即可在特定温度下降低电解质浓
度!从而达到保护作用" 在低温保护剂的使
用过程中!由于单一抗冻剂各有优缺点!不
能满足生物材料冷冻保存的多方面要求!
故在低温保护剂的使用过程中! 一般都是
按一定配方混合使用" 这与生物体内产生
的多种抗冻物质协同作用的机制也极为类

似"
Q>& 抗冻蛋白
产生抗冻蛋白是动物提高耐寒能力的

重要手段" 早在 ($ 世纪 2$ 年代!人们就发
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现了抗冻蛋白对动物的低温保护作用 !"#$!并
分离出了相应的抗冻蛋白" 迄今为止!人们
已经在鱼类# 昆虫等动物体内分离纯化了
几十种抗冻蛋白" 在对抗冻蛋白与水溶液
相互作用等基础问题研究的基础之上 !近
年来! 又有将从动物体内提取的抗冻蛋白
应用于低温保存的研究 !%&!"’$!这种方法开辟
了生物材料低温保存的一个崭新而重要的

研究领域"
当然!耐寒昆虫体内的小分子抗冻物质

以及抗冻蛋白的作用还远不止这些!它们在
生物体内还可充当基础代谢物!并可由血液
淋巴系统引发复杂的#具有多种生化反应的
调控过程!这是一般的生物材料低温保存所
不具备的过程!也是值得更加深入研究和借
鉴之处" 在活的昆虫体内!存在多种参与生
命活动的酶!小分子抗寒物质能够在一定程
度上消除低温对酶活性的影响"目前已经证
实! 细胞内很多重要酶类对低温环境敏感!
如过氧化氢酶#()* 酶等 !%%$" 低温保存技术
的进一步发展! 必然要对这一生命活动的
基本规律给与重视! 从生命活动的本质出
发探索加载保护剂的种类# 加载去除方式
以及对生物材料的综合影响" 事实上!众多
研究者在这方面已经积累了相当多的经

验! 如建立精密的理论模型对各种加载方
式进行评价 !%+!%,$!对不同的低温保存材料提
出适用的低温保护剂种类! 以及发展各种
混合型低温保护剂" 但把低温保护剂与活
体生物联系起来! 以探索低温保护剂对低
温保存的意义的研究并不多" 这里我们提
出一种新的设想! 就是将低温保护剂进行
活体加载! 人为地使低温保护剂参与生物
体的生命活动!之后再对其实施低温冻存"
当然! 这种方式对生物材料的低温保存效
果是否与一般的体外加载方式存在明显区

别!还有待于进一步验证!但是!通过与昆
虫活体的抗寒机制对比!我们应该注意到!
探索合适的低温保护剂的加载方式及其在

低温保存中的作用! 可能并不仅仅是单纯
的工程技术问题! 同时也应充分考虑其中
可能发生的生物#生理及化学反应机制!使
之更加贴近生命活动的本来面貌! 这对于
低温保存的成功实施具有重要意义! 也是
一个非常值得探索的方向"

$ 冰核物质与低温保存
我们把能够诱导结冰的物质叫做冰

核" 很多动物体内存在着冰核物质!如冰核
细菌# 冰核蛋白以及食物残渣等都可以充
当冰核剂! 它们在生物的抗冻机制中起着
重要作用" 对于耐受结冰的动物来说!冰核
剂的存在往往能够提高其抗寒能力" 这是
由于在过冷却后!冰晶形成的速度很快!而
冰晶迅速长大会对细胞造成致命的机械损

伤" 冰核剂可以使生物体体液在较高的亚
低温下结冰! 避免了超冷却后结冰时过多

形成对细胞有致命作用的冰晶的形成 !%-$"以
昆虫为例!其体内的冰核蛋白具有最高的冰
核活性!相应的作用机制是$冰核蛋白./0(1
主要存在于昆虫的血淋巴系统!在低温下可
以诱导细胞外冰晶在较高低温下形成!从而
抑制其它具有冰核活性的部位 %如细胞内
部&结冰" 通过血淋巴内存在的冰核蛋白诱
导较高低温下的胞外冰晶的形成!可使细胞
内和细胞外溶液与细胞外冰晶水蒸气压缓

慢达到平衡!抑制细胞内快速结冰带来的致
命损伤!并保护细胞内免受脱水过多而引起
的损伤"所以!对于耐受结冰的昆虫来说!由
冰核剂引起的过冷却点的升高和细胞外结

冰是其抗冻的主要机制!2#!%-$"
目前已经有研究报道! 可将冰核细菌

用于促冻杀灭害虫或食品加工中! 用于食
品溶液的结晶浓缩!%3$"但冰核细菌在不同种
生物材料中对冰晶成核的影响还未见讨

论" 我们认为!人工诱导冰核形成用于低温
保护是有前景的方向! 特别是利用冰核细
菌# 人工合成的冰核蛋白等具有生物活性
的物质作为’人工冰核(应用于生物材料的
低温保存"这一方面的研究还很少报道"在
低温保存中!研究者也注意到!过高的冷却
速率导致了大冰晶的形成! 带给生物体无
法修复的损伤" 避免过冷却之后的快速结
冰!是低温保存中必须考虑的问题" 所以在
实际操作中!常采取’种核(%4556789&的措
施 !’$" 具体做法是$将事先浸入液氮中的细
丝取出! 轻轻接触溶液的表面或者容器的
表面!以求在局部点上形成大的过冷度!形
成冰核! 从而降低整体水或水溶液的过冷
度" 除了’种核(之外!研究者还提出了在降
温过程中引入其它办法抑制胞内大冰晶形

成的措施:如加入抗冻蛋白等"种植’人工冰
核( 的方法可能会给生物材料的低温保存
带来新的思路" 如人工冰核满足低温保存
的要求! 能够降低结冰带来的生物材料的
损伤! 则可尝试把该方法作为低温保存的
手段" 反之!若人工冰核加重了结冰对生物
材料的损害! 则应该从另一方面讨论冰核
细菌在低温冷冻医疗中的应用价值" 当然!
人工冰核的引入会给低温保存 %或低温冷
冻医疗&带来一系列难题!有待于进一步研
究其实际应用的可行性"

’ 结束语
本文从多个不同侧面总结了动物抗寒

机理研究的进展和成果! 特别讨论了动物
的耐寒机理对于低温保存生物材料的重大

启示意义" 随着低温生物学#昆虫学#生态
学# 生理学乃至仿生学等学科的进一步发
展和相互交融! 对低温环境下活体生物的
抗寒机理的探索会更加深入! 从而可能推
动低温保存技术出现跨越性的进展" 同时!
低温保存事业的发展也在向活体生物!甚
至完整生物个体保存的方向进军 !%;$!其发展

也将大大促进和加深人们对于生命本质规

律的认识"
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!‘Q$ 华泽钊- 关于活体低温保存的探索!,$- 大自
然探索!PAAG@ AD ‘F!‘C

!""# 年
$% 月 & 日 !瑞
典皇家科学院
宣布将本年度
诺贝尔物理学
奖授予美国科
学家罗伊"格
劳 伯 #’() *
+,-./01$% 约
翰"霍尔 &*(23
4 5-,,$和德国

科学家特奥多尔’亨施&620(7(1 8 5!39:2$(
罗伊"格劳伯 ;<!# 年生于美国纽约!;<&< 年从美国哈佛大学获得物

理学博士学位!现为哈佛大学物理学教授( 他因)对光学相干的量子理论
的贡献*而获奖!并将独自获得该奖项的一半奖金(!""# 年诺贝尔物理学
奖的另外一半奖金! 由美国科罗拉多大学的约翰+霍尔和德国慕尼黑路
德维希=马克西米利安大学的物理学教授特奥多尔"亨施分享( 他们两人
获奖是由于)对基于激光的高精度光谱技术!包括光频梳技术的发展作
出贡献*( 霍尔 $<>& 年生于美国丹佛!为美国标准技术研究院高级科学
家,科罗拉多大学 *?4@ 成员( 亨施 ;<&; 年生于德国海登堡!现任马克
斯=普朗克量子光学研究所所长%慕尼黑大学教授( 对于后两位获奖人的
研究成果! 评委会的授奖文告中说-)霍尔和亨施使以 ;# 位数的精确度
来衡量频率成为可能!现在可以构建具有非常鲜艳色彩的激光( 由于有
了光频梳技术!所以对各种色彩的光都能精确地读取( 例如!该技术可以
用来研究自然界常数随着时间推移的稳定性!使得开发高精度时钟和改
进全球定位系统成为可能( *

)尽管今年的诺贝尔物理学奖分别授予了 > 位科学家的两项科研成
果! 但实际上这两项成果结合得非常紧密! 他们描述了自然界光的本
性( *中国科学院孙昌璞研究员如是点评 !""# 年诺贝尔物理学奖得主的
获奖成果(

;" 月 # 日 !
!""# 年诺贝尔化
学奖揭晓! 获奖学
者分别为法国科学
家伊夫"肖万 ABC09
D2-.CE3F 和美国科
学家罗伯特"格拉
布 A’(/01G 5
+1.//9H% 理查德"
施罗克 A’E:2-17 ’
I:21(:JH(

伊夫"肖万生于 ;<>% 年!是法国石油研究所的教授.罗伯特+格拉布
出生于 ;<&! 年! 为美国加州理工学院教授. 理查德+施罗克则出生于
;<&# 年!现任美国麻省理工学院教授( 诺贝尔委员会在授予这 > 位科学
家诺贝尔化学奖的文告中称!他们是因在有机化学的烯烃复分解反应研
究方面做出了贡献而获此殊荣的( )他们所发现的复分解方法被广泛应
用于化工业!主要用于研发药品和先进塑料材料( *

)他们的成果得奖!化学界认为是理所当然的事情( 这不仅是因为他
们的科研成果本身非常重要!更重要的是这一成果在生产生活领域有着
极其广泛的实际应用! 他们的成果推动了有机化学和高分子化学的发
展!每天都惠及人类( *中国科学院戴立信院士对 !%%# 年诺贝尔化学奖
上述得主的获奖成果予以了高度评价(

!%%#年诺贝尔生理学或医学奖 ;% 月 > 日授予了澳大利亚科学家巴
里+马歇尔 &K-11) * L-1"
92-,,$ 和 罗 宾+沃 伦 A*
’(/E3 8-1103H! 以表彰他
们发现了导致胃炎和胃溃
疡的细菌/00幽门螺杆
菌(
沃伦 ;<>M 年出生在

澳大利亚南部的阿德莱
德!;<N$ 年在当地的阿德
莱德大学获得学士学位!
之后在多家医院及研究机
构从事科研及临床治疗工
作(比沃伦年轻 $& 岁的马
歇尔出生在澳大利亚的卡
尔古利!$<M& 年毕业于西澳大利亚大学! 现在澳大利亚尼德兰兹的幽门
螺杆菌研究实验室工作(
诺贝尔奖委员会在授奖词中说!由于巴里+马歇尔和罗宾+沃伦 $<O!

年的发现!使得原本慢性的,经常无药可救的胃溃疡变成了只需抗生素
和一些其它药物短期就可治愈的疾病( 在 $<O! 年马歇尔和沃伦发现幽
门螺杆菌之前! 生活压力和生活方式被认为是胃溃疡的主要引发原因(
现在已经得到普遍证明!超过 <%P的十二指肠溃疡和超过 O%P的胃溃疡
都是由幽门螺杆菌引起的(

)幽门螺杆菌的发现引发了医学界对消化道疾病认识上的一场革
命!使得全世界数以亿计的胃炎,胃溃疡等疾病患者得到了更趋合理的
治疗( *湖南省医学会消化专业委员会主任委员吴小平教授在获悉幽门
螺杆菌的发现者荣获 !%%# 年诺贝尔生理学或医学奖之后! 对获奖成果
的意义给予了上述评价(

!图片科技新闻!

!%%#年诺贝尔物理学奖!化学奖和生理学或医学奖揭晓

罗伊+格劳伯 约翰+霍尔 特奥多尔+亨施

图 ) %**+ 年诺贝尔物理学奖获奖者

伊夫+肖万 罗伯特+格拉布 理查德+施罗克

图 % %**+ 年诺贝尔化学奖获奖者

巴里+马歇尔 罗宾+沃伦

图 & %**+ 年诺贝尔生理学或医学奖获奖者
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