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一种新型冷冻保护剂冻存组织和细胞的效果
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文题释义：

冷冻保护剂：是指在细胞冷冻过程中添加的化合物，可以给细胞提供稳定的环境，在降温过程中减少冰晶的形成，维持细胞膜内外渗透压

平衡，降低细胞受到的溶质损伤，从而保持其生理功能和完整性。

冻存：是将生物材料(包括细胞、组织、器官、微生物、生殖细胞、胚胎等)放置在低温环境下(通常为-80 ℃ 以下，常见的是液氮 

-196 ℃)，以减缓甚至停止生物代谢过程，从而达到长期维持生物活性、形态结构和功能的目的。 

摘要

背景：冷冻保存技术能够使组织/细胞于低温环境中长久贮存并维持活性与功能的完整性，这对细胞治疗、组织工程及生物样本库的构建

有重大意义。冷冻保护剂常含二甲基亚砜和血清，为规避二甲基亚砜的毒副作用、血清成分的复杂性以及免疫反应等问题，部分成品冷冻

保护剂虽已上市，但面临着成本高、应用受限等诸多难题，因此，迫切需要研发出一种成分明晰且能够解决上述问题的冷冻保护剂。

目的：旨在评估一种新型冷冻保护剂对不同来源组织和细胞冻存效果的影响。

方法：将新型冷冻保护剂作为实验组，市售及广泛使用的冷冻保护剂作为对照组，分别应用于脐带华通氏胶组织、脐带间充质干细胞、脐

血/外周血单个核细胞、NK细胞及CIK细胞冻存，从冻存前和复苏后的细胞形态、数量、活率、表面标志物、分化潜能、细胞杀伤毒性等多

方面进行对比分析，确认新型冷冻保护剂的冻存效果及潜在的应用价值。

结果与结论：①采用新型冷冻保护剂能实现冻存脐带华通氏胶组织复苏后间充质干细胞形态正常，在细胞复苏回收率、表面标志物、

分化潜能方面，实验组与对照组均无显著性差异；②实验组和对照组脐血/外周血单个核细胞冷冻复苏后的细胞数量和活率无显著性差

异，且实验组和对照组NK细胞/CIK细胞冷冻复苏后的细胞数量和活率同样无显著性差异；③对于脐血/外周血单个核细胞衍生分化的NK细
胞，实验组和对照组CD56+CD16+

细胞亚群比例无显著差异，对于脐血/外周血单个核细胞衍生分化的CIK细胞，实验组和对照组CD3+CD8+
和

CD3+CD56+
细胞亚群比例无显著差异；④在细胞杀伤毒性方面，当免疫细胞和黑色素瘤细胞系Mel624效靶比为20∶1时，无论是脐血还是外

周血单个核细胞衍生分化的NK细胞/CIK细胞，实验组和对照组细胞杀瘤活性无显著差异。结果表明：新型冷冻保护剂能够替代现有的市售

和广泛使用的冷冻保护剂，且对于脐带华通氏胶组织、脐带间充质干细胞、脐血/外周血单个核细胞、NK细胞及CIK细胞均适用，为通用冷

冻保护剂的规模化、标准化、市场化提供了良好的技术基础。

关键词：冷冻保护剂；脐带华通氏胶组织；脐带间充质干细胞；脐血单个核细胞；外周血单个核细胞；NK细胞；CIK细胞
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0   引言   Introduction
近年来，细胞研究成为生物医学领域的焦点，特别

是在干细胞和免疫细胞领域，具有重要的社会效益和巨

大的市场潜力。继 2017 年 FDA 批准诺华和凯特的两款

CAR-T 细胞治疗产品上市以来，细胞类创新药品的注册申

报和临床研究项目明显增加，同时细胞种类的范围也不断

扩大。为了最大限度地发挥细胞产品的疗效，并考虑从

实验室到患者的时间和距离，对于现货型细胞产品而言，

细胞冻存技术面临着新的挑战。良好的细胞冷冻保存技

术可以确保细胞在长期冷冻过程中的存活率和功能完整

性，也是保障细胞治疗产品临床应用质量的关键。因此，

细胞冻存技术的进步对于推动细胞治疗产品的临床应用

具有重要意义。

细胞冷冻过程中，若在未添加任何保护剂的条件下

直接冷冻，细胞内外环境形成的冰晶会导致细胞机械损

伤、电解质升高、渗透压改变、脱水、pH 值变化、蛋白

质变性等，进而引起细胞死亡。因此，适当添加冷冻保

护剂有助于细胞抵御低温环境带来的损伤，保持细胞完

整性和生理功能
[1]
。早在 1947 年，英国科学家 POLGE 发

现 10% 甘油对人类精子的低温冷冻有保护作用。1959 年，

LOVELOCK 提出二甲基亚砜作为有效冷冻保护剂，至今广

泛应用
[2]
。

常用的冷冻保护剂包括血清和二甲基亚砜，通常以

5%-10% 的浓度添加到基础培养基中
[3]
。然而，研究表明

二甲基亚砜在某些情况下可能对细胞产生毒性或不良反

应
[4-6]

。为了减轻二甲基亚砜的不利影响，有研究表明可

通过添加糖类或高分子聚合物等来部分或完全替代二甲

基亚砜，同样实现冷冻过程中的保护效果并减少潜在伤

害
[7-10]

。海藻糖被认为是在糖类替代中最有效的选择之 

一
[11-12]

，高分子聚合物也被广泛应用，常见方法是将基础

培养基与含有血清的冷冻保护剂按比例混合，因血清中

含白蛋白，对细胞有保护作用。然而，血清成分复杂且

不确定，不同批次存在差异。根据 FDA 对干细胞疗法的

监管规定
[13]
，异种来源血清被禁止使用，推动了无血清

培养基和无血清冷冻保护剂方案的发展
[14-15]

。

为降低或消除二甲基亚砜和血清的影响，市场上已

推出多种冷冻保护剂
[16-21]

，例如 CryoSO free DMSO-free 

(Sigma)、CryoStor CS10 (STEMCELL)、STEM-CELLBANKER 

系列 (ZENOAQ)，这些冷冻保护剂不含血清，适用于干细

胞类和免疫细胞应用。其中，CryoStor CS10 是目前 CAR-T

产品中使用的冷冻保护剂，但含有 10% 二甲基亚砜。部

分 STEM-CELLBANKER 系列产品也含二甲基亚砜，具体添

加浓度未披露。研究显示，STEM-CELLBANKER 系列中的

Stem-Cellbanker DMSO Free 相较于 CryoStor CS10，细胞存

活率和细胞活性更高
[16]
。然而，这些产品需进口，成本

较高，限制了市场普及度。这些产品建议的细胞冻存浓

度范围为 5×108 L-1
-5×109 L-1

。细胞冻存浓度越高，所需冷

冻保护剂越少，使临床应用清洗过程更简单，成本更低。

近年来，国产冷冻保护剂研究取得进展，如赛存生物的

干细胞冻存液、外周血单个核细胞冻存液、细胞冻存液，

Abstract
BACKGROUND: The cryopreservation technology enables tissues/cells to be stored for a long time in a low-temperature environment while maintaining 
the integrity of their activity and function, which is of great significance for the construction of cell therapy, tissue engineering and biological sample banks. 
Cryoprotective agents often contain dimethyl sulfoxide and serum. To avoid the toxic side effects of dimethyl sulfoxide, the complexity of serum components 
and immune responses, although some finished cryoprotective agents have been marketed, they are faced with many difficulties such as high cost and limited 
application. Therefore, there is an urgent need to develop a cryoprotective agent with clear components and the ability to solve the above problems.
OBJECTIVE: To evaluate the effects of a novel cryoprotectant on cryopreservation efficiency of different tissue and cell sources. 
METHODS: By applying the novel cryoprotectant as an experimental group with the commercially available and widely used cryoprotectant (control group) 
to umbilical cord Wharton’s jelly tissue, umbilical cord mesenchymal stem cells, umbilical cord blood/peripheral blood mononuclear cells, NK and CIK cells, 
comparative analyses were conducted in terms of cell morphology, number, viability, surface markers, differentiation potential, and cell-killing toxicity assay 
before cryopreservation and after resuscitation thawing. We confirmed the cryopreservation effect of the new cryoprotectant and its potential application 
value. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The novel cryoprotectant facilitated the normal growth of cryopreserved Wharton’s jelly tissue upon recovery, exhibiting 
mesenchymal stem cell morphology. No significant differences were observed between the experimental and control groups in terms of cell recovery rate, 
surface markers, and differentiation potential. (2) There was no significant difference in the number and viability of cells between the experimental group and 
the control group after cryopreservation of cord blood/peripheral blood mononuclear cells, and the cryo-resuscitated cell numbers and viability of derived NK 
cells/CIK cells did not show significant difference between the experimental and control groups. (3) For NK cells derived and differentiated from cord blood/
peripheral blood mononuclear cells, there was no significant difference in the proportion of CD56+CD16+ cell subpopulations between the experimental group 
and the control group. For CIK cells derived and differentiated from cord blood/peripheral blood mononuclear cells, there was no significant difference in the 
proportions of CD3+CD8+ and CD3+CD56+ cell subpopulations between the experimental group and the control group. (4) In terms of cytotoxicity testing, when 
the effective-target ratio of immune cells and melanoma cell line Mel624 was 20:1, whether it was NK cells/CIK cells derived from cord blood or peripheral 
blood mononuclear cells, there was no significant difference in the tumoricidal activity of cells between the experimental group and the control group. These 
findings suggest that the novel cryoprotectant can replace existing commercially available and widely used cryoprotectants, and is applicable to Wharton’s jelly 
tissue, umbilical cord mesenchymal stem cells, umbilical cord blood/peripheral blood mononuclear cells, as well as NK and CIK cells, providing a solid technical 
foundation for the scaling, standardization, and commercialization of universal cryoprotectants. 
Key words: cryoprotectant; Wharton’s jelly tissue; umbilical cord mesenchymal stem cell; umbilical cord blood mononuclear cell; peripheral blood mononuclear 
cell; NK cell; CIK cell 
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部分产品细胞浓度可达到 1×1011 L-1
，但应用范围受限；

治疗用冷冻保护剂亘诺 ( 三生生物 ) 在相关专利中表现一

般，难以满足免疫细胞高活性和高活率的要求 ( 专利申请

号 CN202211699150.7)。鉴于上述情况，为了降低二甲基

亚砜毒性，实现不同类型细胞的通用性，且在成本方面

具有市场竞争力，作者所在团队开发了一种适用于脐带

华通氏胶组织、间充质干细胞和免疫细胞的新型冷冻保

护剂。该保护剂的成分明确，无血清、无动物源成分，

包括复方电解质注射液、人血白蛋白、右旋糖酐 40 氯化

钠注射液和海藻糖
[22-24]

，其中复方电解质注射液和右旋糖

酐 40 氯化钠注射液主要提供稳定的渗透压。该冷冻保护

剂适用于非程序性降温，按比例配制后可在 2-8 ℃条件下

存放。使用时，与组织或细胞混匀后，可直接将样本放入 

-80 ℃条件下冷冻 12 h，然后转移至液氮罐中长期保存。

为了验证新开发的冷冻保护剂的有效性，该研究使

用了 5 种不同配方的冷冻保护剂，分别为 ST、CT、IM、

Stem-Cell banker DMSO Free( 以下简称 SB) 和 GY。其中，

GY 是作者所在团队新开发的通用型冷冻保护剂，适用于

脐带华通氏胶组织、间充质干细胞以及免疫细胞的冻存。

为了研究 GY 冷冻保护剂的效果，将 5 种不同冷冻保护剂

用于对应的脐带华通氏胶组织、间充质干细胞和免疫细胞

的冷冻操作中，其中 ST、CT 冻存脐带华通氏胶组织和间

充质干细胞
[25]
；IM、SB 冻存脐血 / 外周血来源单个核细

胞以及衍生的 CIK 细胞和 NK 细胞，GY 冻存上述所有样本

类型。在液氮罐中储存 2 周后，取出组织和细胞进行复苏

培养，通过观察细胞形态、细胞数量及活率、细胞表面标

志物、分化能力以及细胞杀伤毒性等多维度评价指标
[26]
，

评估 GY 冷冻保护剂的冻存效果是否达到或优于现有冷冻

保护剂。这项研究为选择一种安全、有效的冷冻保护剂，

并实现标准化、规模化冷冻保存组织和细胞技术提供更

优的解决方案。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞实验。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 12 月至 2023 年 12 月在

深圳市北科生物科技有限公司中心实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   样本的获取   实验样本均来自于经过健康供者知情

同意后采集的脐带、脐血和外周血。供者的年龄范围在

20-35 岁，其中脐带和脐血采集自足月分娩的供者，并已

通过深圳市北科生物科技有限公司伦理委员会批准 (BK-SL- 

20220115-01)。
1.3.2   冷冻保护剂制备   共测试了 5 种冷冻保护剂 ( 表
1)：① CT 由基础培养基 (UltraCULTURE 无血清培养基，

LONZA，美国 )、体积分数 5% 胎牛血清 (LONZA，美国 )

和 5% 二甲基亚砜 (WAK，德国 ) 配制而成。② ST 是由基

础培养基 (UltraCULTURE 无血清培养基，LONZA，美国 )、
5% 血小板裂解物 (BI，美国 ) 和 5% 二甲基亚砜 (WAK，德

国 ) 配制而成。③ IM 是由 94% RPMI 1640 培养基 (Gibco，

美国 )、5% 二甲基亚砜 (WAK，德国 ) 和 1% 人血白蛋白 ( 华

兰生物，中国 ) 配制而成，需配合使用程序性降温方式，

将细胞放置于程序降温盒 (Nalgene，美国 ) 中，在 -80 ℃

超低温冰箱中按照 1 ℃ /min 的速率程序性降温，冷冻超

过 4 h 后，将细胞转移至液氮罐中可长期保存。④ SB 是

从 ZENOAQ( 日本 ) 购得的符合 GMP 标准的现货型冷冻保

护剂。⑤ GY 是作者所在团队新开发的冷冻保护剂，其成

分包括 50% 复方电解质注射液 ( 四川科伦，中国 )、10%

人血白蛋白 ( 华兰生物，中国 )、40% 右旋糖酐 40 氯化钠

注射液 ( 四川科伦，中国 ) 和 0.05 g/mL 海藻糖 ( 艾维拓，

中国 )。配制完成后，在 2-8 ℃保存 1 年后应用。

表 1 ｜冷冻保护剂的信息汇总
Table 1 ｜ Compendium of cryoprotectant

冷冻保

护剂

配制方法 使用方法 成本
( 元 /L)

适用范围

CT 含胎牛血清培养基∶二甲基亚砜 =19 ∶ 1 程序降温 3 019.36 干细胞

ST 含血小板裂解物培养基∶二甲基亚砜 = 
19 ∶ 1

程序降温 4 425.95 干细胞

IM RPMI 1640 培养基∶二甲基亚砜 : 人血白

蛋白 =94 ∶ 5 ∶ 1
程序降温 1 553.79 免疫细胞

SB Stem-Cellbanker DMSO Free 直接冷冻 36 500.00 免疫细胞

GY 复方电解质∶人血白蛋白∶右旋糖酐 40
氯化钠注射 =50 ∶ 10 ∶ 40；每 1 000 mL
溶液添加 50 g 海藻糖

直接冷冻 1 480.23 通用型

表注：程序降温是采用程序降温盒 (Nalgene，美国 ) 按照每分钟降低 1 ℃的冷冻

方法，将装有细胞的程序降温盒放入到 -80 ℃的超低温冰箱中实现细胞 / 组织梯

度降温，12 h 后再将细胞 / 组织转入液氮罐 -196 ℃长期储存。直接冷冻是将细胞

或组织产品直接放置到 -80 ℃超低温冰箱中，12 h 后再将细胞 / 组织转入液氮罐 

-196 ℃长期储存。

1.4   方法   

1.4.1   脐带华通氏胶组织和间充质干细胞制备  将脐带样

本先用 PBS(TBD，中国 ) 清洗 2 遍，去除 2 条动脉、1 条

静脉以及羊膜成分。剩余的华通氏胶组织剪成 1-4 mm2

小块，再使用 PBS 清洗 2 次。处理好的组织块平均分成

2 部分：一部分接种到 T75 培养瓶 (NUNC，美国 ) 内，每

瓶接种 1 g 组织块，并添加 10 mL 无血清培养基 (LONZA，

美国 )，然后放置于 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中培

养，每隔 3 d 换液，当细胞融合度达到 85% 时，进行传

代 ( 传代细胞密度为 5 000-6 000/cm2)。传代至第 2 代，

收集细胞进行表面标志物鉴定 ( 阳性指标 CD90、CD73、
CD105、CD29； 阴 性 指 标 CD45、CD34、CD19、CD14、
CD79a、HLA-DR)，剩余细胞分别使用 ST、CT、CY 3 种冷

冻保护剂按照冻存浓度分为 4×109 L-1
和 4×1010 L-1

两个梯

度进行冷冻，具体使用方法见表 1。另一部分组织块按照

0.5 g/ 管的冻存密度，分别使用 ST、CT、CY 3 种冷冻保护
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剂冷冻备用。脐带华通氏胶组织块冷冻 2 周后，在 37 ℃

水浴中快速复温复苏，按照前述组织块的培养方法进行

培养，直至收获第 2 代细胞进行细胞数量和活率的检测。

1.4.2   脐血 / 外周血来源单个核细胞的制备   将获取的外

周血和脐血经过初步消毒处理后，转移至 50 mL 离心管

中，以 900×g 的离心力离心 15 min，去除上层血浆之后，

用 PBS 以 1 ∶ 1 的比例稀释离心管中的下层血细胞沉淀，

缓慢将其铺加至人淋巴细胞分离液 (TBD，中国 ) 的表面，

保持分离液与稀释血细胞悬液的界面清晰，然后以 600×g

的离心力离心 15 min，离心结束后，吸取中间白膜层至

新的 50 mL 离心管中，添加 PBS 后再以 600×g 的离心力

离心 10 min，离心结束后，弃去上清液，用 PBS 定容至

50 mL，混合均匀后取 0.5 mL 用于细胞数量和细胞活率检

测，再以 400×g 的离心力离心 10 min，离心结束后，弃

去上清液，分别使用 GY、SB 和 IM 冷冻保护剂，按照冻

存浓度为 4×1010 L-1
进行细胞冷冻。

1.4.3   NK 细胞制备   首先将冻存的脐血 / 外周血来源单个

核细胞进行复苏培养，按照 2×109 L-1
细胞浓度接种到预先

使用 anti-CD3(Peprotech，美国 ) 和 anti-CD16(Peprotech，

美国 ) 初步激活的培养瓶中，然后添加含有 2 000 U/mL

白细胞介素 2(Peprotech，美国 )、50 ng/mL 白细胞介素

15(Peprotech，美国 )、10 ng/mL 白细胞介素 21 (Peprotech，

美国 ) 和 5% CTS ™ Immune Cell SR(Gibco，美国 ) 的无血清

培养基 ( 依科赛，中国 )，从第 4 天开始，每隔 1 d 补充

添加含 1 000 U/mL 白细胞介素 2 和 50 ng/mL 白细胞介素

15 的无血清培养基，以保持总细胞浓度在 2×109 L-1
。当

细胞数量呈对数增长时，将所有细胞悬液转移到培养袋

(NIPRO，日本 )中，直至培养期结束。整个培养过程在37 ℃、

体积分数为 5%CO2 的加湿培养箱中进行。培养至第 14 天

收集细胞，分别取对应的 IM、SB、GY 3 种冷冻保护剂，

按照冻存浓度为 4×1011 L-1
进行细胞冻存。同时取样进行

流式细胞术分析和细胞杀伤毒性检测。

1.4.4   CIK 细胞制备   首先对冻存的脐血 / 外周血来源单个

核细胞进行复苏培养，按照 2.5×109 L-1
细胞浓度接种到使

用 anti-CD3 初步激活的培养瓶中，并在 RPMI 1640 培养基

(Gibco，美国 ) 中重悬，添加 5% 血浆替代物 ( 达科为，中

国 )，第 2 天加入 1 000 U/mL 干扰素 γ( 同立海源，中国 )，

第 3 天加入 10 ng/mL 白细胞介素 1α(Peprotech，美国 )、
250 U/mL 白细胞介素 2 和 5% 血浆替代物。从第 4 天开始，

每隔 1 d 补充添加含 150 U/mL 白细胞介素 2、500 U/mL

干扰素 γ 和 5% 血浆替代物的培养基，以保持总细胞浓度

在 1×109 L-1
。当细胞数量呈对数增长时，将所有细胞悬液

转移到培养袋 (NIPRO，日本 ) 中，直至培养期结束。整

个培养过程在 37 ℃、体积分数为 5%CO2 的加湿培养箱中

进行。培养至第 14 天收集细胞，分别取对应的 IM、SB、

GY 3 种冷冻保护剂按照细胞浓度为 4×1011 L-1
进行冻存。

同时取样进行流式细胞术分析和细胞杀伤毒性检测。

1.4.5   细胞数量和活率检测   采用电脉冲三维扫描分析

技术方法检测干细胞的细胞数量和细胞活率，首先将 

100 μL 细胞悬液添加到 10 mL Casyton( 罗氏，德国 ) 溶液

中，然后使用快速细胞分析仪 CASY-TT( 罗氏，德国 ) 检测。

另外，采用双荧光染色法分别在细胞低温保存前和细胞

解冻后评估免疫细胞的数量和活力，具体方法是将细胞

悬液与吖啶橙 / 碘化丙啶 (Nexcelom，美国 ) 染料以 1 ∶ 1

的比例混合，然后使用荧光活力细胞计数仪器 AUTO 2000 

(Nexcelom，美国 ) 检测。通过冷冻后活细胞数量除以冷

冻前活细胞数量计算细胞回收率。

1.4.6   流式细胞术分析   为了分析细胞表面标志物，选取

CD105、CD90、CD73、CD29 作为间充质干细胞阳性指标，

CD34、CD45、HLA-DR、CD14、CD79a 作间充质干细胞阴

性指标；免疫细胞则分析CD3、CD8、CD16、CD56细胞亚群。

将待测 200 μL 细胞悬液与免疫荧光标记抗体及相应的同

型对照抗体混合，如 CD3-FITC、CD3-PerCP、CD8-PE、 

CD16-APC、CD45-FITC、CD56-PE 等 (BD，美国 )。细胞与

单克隆抗体在 4 ℃下孵育 30 min，然后用 PBS 洗涤 2 次，

将细胞重悬后上机分析。采用 BD FACSCalibur 收集数据，

使用 CellQuest Pro 软件进行分析。

1.4.7   细胞分化能力检测

(1) 成 骨 分 化： 取 复 苏 后 的 细 胞 样 品， 以 2.0× 

103/cm2
-3.0×103/cm2

的密度接种于明胶包被后的 12 孔板

中，在 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中培养。当细胞融

合度达到 70%-100% 时，使用成骨诱导完全培养基 ( 赛业，

中国 ) 进行诱导分化，每三四天更换半量培养基，培养至

第 28 天进行茜素红染色。

(2) 成 脂 分 化： 取 复 苏 后 的 细 胞 样 品， 以 2.0× 

103/cm2
-3.0×103/cm2

的密度接种于明胶包被后的 12 孔板

中，在 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中培养。当细胞融

合度达到 70%-100% 时，使用成脂诱导完全培养基 ( 赛业，

中国 ) 进行诱导分化，每三四天更换 1 次培养基，培养至

第 28 天进行油红 O 染色。

(3) 成软骨分化：取复苏后细胞样品，以 (3.0-5.0)×105

个细胞接种于 15 mL 离心管中，使用成软骨诱导完全培

养基 ( 赛业，中国 ) 进行诱导分化，离心后，在 37 ℃、

体积分数 5% CO2 培养箱中培养两三天 ( 根据实际细胞生

长情况 )。当离心管底的细胞皱缩成团，呈现圆球状时，

轻轻振动离心管底部使软骨球脱离管底并悬浮在液体中。

每两三天更换 1 次培养基，诱导 21-28 d 后进行固定、脱

水、包埋、切片处理，使用阿利新蓝染色液进行染色。

1.4.8   细胞杀伤毒性检测   由于 NK 细胞和 CIK 细胞对靶细

胞的识别是非特异性的，因此选用实验室已保存的黑色
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表 2 ｜不同冷冻保护剂冻存脐带组织复苏后的细胞数量和活率          (x-±s)
Table 2 ｜ Cell number and viability of resuscitated umbilical cord tissue 
frozen with different cryoprotectants

组别 细胞数量 (×106) 细胞活率 (%)

ST 组 14.33±2.20 95.25±0.77
CT 组 14.65±3.81 94.09±0.94
GY 组 15.82±3.57 95.65±0.96

F 值 0.173 1 2.470 0
P 值 0.845 1 0.165 0

素瘤细胞系 Mel624(ATCC，美国 ) 作为杀伤实验的靶细胞。

将脐血 / 外周血单个核细胞来源的 CIK 细胞和 NK 细胞复

苏洗涤后加入含体积分数 10% 胎牛血清的 RPMI1640 培养

基，然后按照 1×104/ 孔的量加入到 96 孔板中，每孔细胞

悬液体积为 100 μL，根据免疫细胞和肿瘤细胞的效靶比

(E ∶ T) 设为 20 ∶ 1 共同培养。培养 24 h 后使用酶标仪

(Thermo，美国 ) 在 490 nm 波长下检测各孔吸光度值。

细胞杀瘤活性 (%)=[1-( 共培养细胞吸光度值 - 效应

细胞吸光度值 )/ 靶细胞吸光度值 ]×100%

1.5   主要观察指标   ①脐带华通氏胶组织冻存复苏后细胞

形态、细胞数量和活率；②脐带间充质干细胞冷冻前后

的细胞数量和活率，以及复苏后细胞分化潜能、细胞表

面标志物表达；③脐血和外周血单个核细胞冷冻前后细

胞数量和活率；④脐血和外周血单个核细胞衍生的 CIK/

NK 细胞冷冻前后细胞数量和活率，以及复苏后的细胞表

面标志物和细胞杀瘤活性。

1.6   统计学分析   数据统计分析采用 GraphPad Prism 8.0

软件 (GraphPad 软件，美国 )。组间比较采用单因素方差

分析 (One-Way ANOVA)，计数资料以百分率 (%) 表示。显

著性水平设定为 P < 0.05，表示差异有显著性意义。文章

统计学方法经过深圳市北科生物科技有限公司生物统计

学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   冷冻前的细胞数量和活率   

2.1.1  脐带间充质干细胞冷冻前细胞数量、活率及表面标

志物表达  从 3 个脐带样本中培养扩增脐带间充质干细胞

至第 2 代，细胞浓度分别为 4×109 L-1
和 4×1010 L-1

，采用

ST、CT、GY 3 种冷冻保护剂进行细胞冻存，每支规格为 

1 mL，细胞活率分别为 97.43%，97.41%，95.86%。细

胞冻存前进行了细胞表面标志物检测，其中阳性指标

CD90、CD73、CD105、CD29 均不低于 98%，阴性指标

CD45、CD34、CD19、CD14、CD79a、HLA-DR 均不超过 2%。

2.1.2  脐血 / 外周血来源单个核细胞冷冻前细胞数量和活

率  对采集不超过 12 h 的脐血和外周血进行分离培养后，

将脐血单个核细胞按照细胞浓度 4×109 L-1
采用 GY、SB、

IM 3 种冷冻保护剂进行细胞冻存，每支规格为 1 mL，3

个样本的细胞活率分别为 94.53%，95.45%，93.19%；将

外周血单个核细胞按照细胞浓度 4×109 L-1
采用 GY、SB、

IM 3 种冷冻保护剂进行细胞冻存，每支规格为 1 mL，3

个样本的细胞活率分别为 99.84%，99.62%，99.80%。

2.1.3   NK 细胞和 CIK 细胞冷冻前细胞数量和活率   由脐

血 / 外周血单个核细胞衍生的 NK 细胞和 CIK 细胞，按照

细胞浓度 4×1011 L-1
采用 GY、SB、IM 3 种冷冻保护剂进

行细胞冻存，每支规格为 1 mL，其中外周血单个核细胞

衍生的 NK 细胞活率分别为 94.51%，93.94%，95.50%( 平

均为 94.65%)，CIK 细胞活率分别为 90.03%，89.70%，

90.96%( 平均为 90.23%)。脐血单个核细胞衍生的 NK 细胞

活率分别为 94.28%，94.43%，97%.00( 平均为 94.90%)，
CIK 细胞活率分别为 95.8%，94.69%，96.12%( 平均为

95.54%)。
2.2   GY 对脐带华通氏胶组织复苏培养的细胞形态、细胞

数量和活率的影响与 ST、CT 相似   在经过 GY、ST 和 CT

冻存 2 周后，将脐带华通氏胶组织块复苏培养至第 11 天，

通过倒置显微镜 (OLYMPUS-IX73，日本 ) 观察 3 组细胞样

本均呈现出长梭形或纺锤形态 ( 图 1)，且细胞融合度均达

到 85%。将细胞按照 5×106 L-1
的细胞浓度培养到第 2 代进

行细胞数量和活率检测 ( 表 2)，ST 组细胞平均收获量为

14.33×106
，平均活率为 95.25%；CT 组细胞平均收获量为

14.65×106
，平均活率为 94.09%；GY 组细胞平均收获量为

15.82×106
，平均活率为 95.65%。综合细胞数量和活率结

果来看，新开发的 GY 冷冻保护剂略优于其他 2 种，但 3

种冷冻保护剂对冻存效果的影响并无显著差异。

2.3   GY 对细胞数量和活率的影响与其他冷冻保护剂相似   

2.3.1   不同冷冻保护剂对脐带间充质干细胞回收率和活率

的影响   为了评估新开发的 GY 冻存保护剂在低冻存浓度

(4×109 L-1) 和高冻存浓度 (4×1010 L-1) 下的效果，复苏了分

别使用 3 种冷冻保护剂冻存的第 2 代脐带间充质干细胞，

检测细胞数量和活率，并计算回收率，通过对比回收率来

评估冻存效果。低浓度冻存细胞复苏结果显示 ( 图 2A)，
ST 组平均获得 3.80×106

个细胞，平均回收率为 95.08%，

细胞平均活率为 96.82%；CT 组平均获得 3.68×106
个细胞，

平均回收率为 92.00%，细胞平均活率为 95.96%；GY 组

平均获得 3.85×106
个细胞，平均回收率为 96.25%，细胞

平均活率为 97.60%。细胞活率与冻存前平均活率 96.90%

基本一致。3 组在细胞回收率和细胞活率上并无显著性差

异。高浓度冻存细胞复苏结果显示 ( 图 2B)，ST 组平均获

得 3.73×107
个细胞，回收率为 93.25%，细胞平均活率为

96.74%；CT 组平均获得 3.65×107
个细胞，平均回收率为

91.25%，细胞平均活率为 96.54%；GY 组平均获得 3.80×107
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个细胞，平均回收率为 95%，细胞平均活率为 97.47%。

细胞活率与冻存前平均活率 96.90% 基本一致。3 组在细

胞回收率和细胞活率上也无显著性差异。根据低密度冻存

和高密度冻存后的细胞回收率和细胞活率结果，显示新开

发的 GY 冷冻保护剂的冻存效果与其他两组冷冻保护剂无

显著性差异。因此，GY 冷冻保护剂可应用于脐带华通氏

胶组织块和间充质干细胞冻存，为组织和干细胞类细胞冷

冻工艺提供了良好的技术参考。

2.3.2   不同冷冻保护剂对脐血 / 外周血来源单个核细胞回

收率和活率的影响   通过检测脐血 / 外周血来源单个核细

胞复苏后的细胞数量和活率，计算出细胞回收率，通过对

比细胞回收率评估 GY 冷冻保护剂的效果。对于脐血单个

核细胞，IM 组复苏后平均获得 3.51×107
个细胞，平均活

率为 93.60%，平均回收率为 87.67%；SB 组复苏后平均获

得 3.57×107
个细胞，平均活率为 94.48%，平均回收率为

89.25%；GY 组复苏后平均获得 3.55×107
个细胞，平均活

率为 94.56%，平均回收率为 88.75%。3 组之间无论是细

胞活率还是细胞回收率均无显著性差异 ( 图 3A)。对于外

周血单个核细胞，IM 组复苏后平均获得 3.55×107
个细胞，

平均活率为 93.60%，平均回收率为 88.83%；SB 组复苏后

平均获得 3.40×107
个细胞，平均活率为 94.48%，平均回

收率为 85.08%；GY 组复苏后平均获得 3.60×107
个细胞，

平均活率为 94.77%，平均回收率为 89.92%。3 组之间无

论是细胞活率还是细胞回收率均无显著性差异 ( 图 3B)。

综合细胞数量和活率结果来看，新开发的 GY 冷冻保护剂

对脐血 / 外周血单个核细胞冻存复苏后的细胞回收率与

IM、SB 冷冻保护剂无显著性差异，即 GY 冷冻保护剂适用

于脐血和外周血单个核细胞的冻存工艺。

2.3.3   不同冷冻保护剂对 NK 细胞和 CIK 细胞回收率和活

率的影响   对冻存后的 NK 和 CIK 细胞复苏后进行细胞数量

和活率检测，对于脐血单个核细胞衍生的 NK 细胞：IM 组

复苏后平均获得 3.39×108
个细胞，平均活率为 94.51%，

平均回收率为 84.70%；SB 组复苏后平均获得 3.43×108
个

细胞，平均活率为 95.33%，平均回收率为 85.68%；GY 组

复苏后平均获得 3.48×108
个细胞，平均活率为 97.18%，

平均回收率为 86.88%。使用 3 种冷冻保护剂冻存脐血单

个核细胞衍生 NK 细胞的细胞回收率无显著性差异 ( 图
4A)。对于脐血单个核细胞衍生的 CIK 细胞：IM 组复苏后

平均获得 3.32×108
个细胞，平均活率为 92.72%，平均回

收率为 83.05%；SB 组复苏后平均获得 3.38×108
个细胞，

平均活率为 92.03%，平均回收率为 84.53 %；GY 组复苏

后平均获得 3.39×108
个细胞，平均活率为 93.04%，平均

回收率为 84.64%；使用 3 种冷冻保护剂冻存脐血单个核

细胞衍生 CIK 细胞的细胞回收率无显著性差异 ( 图 4B)。

对于外周血单个核细胞衍生的 NK 细胞：IM 组复苏后平均

获得 3.31×108
个细胞，平均活率为 91.92%，平均回收率

为 82.87%；SB 组复苏后平均获得 3.32×108
个细胞，平均

活率为 94.29%，平均回收率为 82.89%；GY 组复苏后平均

获得 3.36×108
个细胞，平均活率为 94.80%，平均回收率

为 83.99%；使用 3 种冷冻保护剂冻存外周血单个核细胞

衍生 NK 细胞的细胞回收率无显著性差异 ( 图 4C)。对于

外周血单个核细胞衍生的 CIK 细胞：IM 组复苏后平均获

得 3.44×108
个细胞，平均活率为 95.02%，平均回收率为

85.94%；SB 组复苏后平均获得 3.50×108
个细胞，平均活

率为 95.38%，平均回收率为 87.55%；GY 组复苏后平均获

得 3.51×106
个细胞，平均活率为 96.89%，平均回收率为

87.73%。使用 3 种冷冻保护剂冻存外周血单个核细胞衍生

NK 细胞的细胞回收率无显著性差异 ( 图 4D)。根据细胞数

量和活率检测结果显示，无论是脐血单个核细胞还是外周

血单个核细胞衍生的 CIK 细胞和 NK 细胞，在细胞回收率

和活率方面，使用 3 种冷冻保护剂无显著性差异，这表明

新开发的 GY 冷冻保护剂适用于脐血 / 外周血来源单个核

细胞衍生的 NK 细胞 /CIK 细胞的冷冻过程。针对免疫细胞，

无论是单个核细胞还是衍生的 NK 细胞 /CIK 细胞，均可以

采用 GY 冷冻保护剂，为标准化及规模化推广应用提供了

技术基础。

2.4   GY 对细胞复苏扩增后表面标志物的影响与其他冷冻

保护剂相似   

2.4.1   脐带间充质干细胞表面标志物检测   使用 3 种冷冻

保护剂冻存的第 2 代脐带间充质干细胞复苏后进行表面标

志物检测，结果显示，与细胞冷冻前检测结果一致，阳性

标志物的平均阳性率达到 95% 以上，而阴性指标均低于

2%，3 组细胞表面标志物均无显著性差异 ( 图 5)。
2.4.2   CIK 细胞和 NK 细胞亚群分析   脐血单个核细胞衍

生的 CIK 细胞：GY 组平均由 57.79% 的 CD3+CD8+
细胞和

23.80% 的 CD3+CD56+
细胞组成；SB 组平均由 53.36% 的

CD3+CD8+
细胞和 29.25% 的 CD3+CD56+

细胞组成；IM 组平

均由 51.28% 的 CD3+CD8+
细胞和平均 27.09% 的 CD3+CD56+

细胞组成 ( 图 6A)。外周血单个核细胞衍生的 CIK 细胞：GY

组平均由 58.26% 的 CD3+CD8+
细胞和 15.23% 的 CD3+CD56+

细胞组成；SB 组平均由 54.11% 的 CD3+CD8+
细胞和 16.67%

的 CD3+CD56+
细胞组成；IM 组平均由 53.82% 的 CD3+CD8+

细胞和 11.26% 的 CD3+CD56+
细胞组成 ( 图 6A)。

脐血单个核细胞衍生的 NK 细胞：GY 组平均由

79.05% 的 CD56+CD16+
细胞组成；SB 组平均由 75.86% 的

CD56+CD16+
细胞组成；IM 组平均由 71.91% 的 CD56+CD16+

细胞组成 ( 图 6B)。外周血单个核细胞衍生的 NK 细胞：

GY 组平均由 68.40% 的 CD56+CD16+
细胞组成；SB 组平均

由 65.02% 的 CD56+CD16+
细胞组成；IM 组平均由 61.95%

的 CD56+CD16+
细胞组成 ( 图 6B)。
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无论是脐血单个核细胞还是外周血单个核细胞衍

生的 CIK 和 NK 细胞，在同类细胞使用 3 组冷冻保护

剂冷冻复苏后细胞的表面标志物表达无显著性差异，

表明所开发的 GY 冷冻保护剂在冻存效果上与 IM、SB 

一致。

2.5   GY 对干细胞冻存后三系分化的影响与 ST、CT 相似   

使用 GY、ST、CT 冷冻保护剂冻存间充质干细胞复苏后进

行三系分化检测，结果显示，3 组细胞都具有良好的成骨、

成脂和成软骨分化能力 ( 图 7)，再次验证了新开发的 GY

冷冻保护剂在冻存效果上与 ST 和 CT 一致。

2.6   GY 对脐血 / 外周血单个核细胞衍生的 NK 细胞和 CIK

细胞杀瘤活性与 IM、SB 相似   为验证新开发的 GY 冷

冻保护剂对最终细胞制剂有效性方面的影响，复苏了

经 3 种冷冻保护剂保存的脐血 / 外周血单个核细胞来源

的 NK 细胞和 CIK 细胞，并进行了体外细胞杀伤毒性检

测。在 NK 细胞 /CIK 细胞与黑色素瘤细胞系 Mel624 的

效靶比 (E ∶ T) 为 20 ∶ 1 共培养后，确认了细胞的杀

瘤活性 ( 表 3)。结果显示，脐血单个核细胞衍生的 NK

细胞在杀瘤活性上 3 组间无显著性差异 (P=0.332 4)，

其中 GY 组对 Mel624 的平均致死率为 66.48%，略高

于 SB 组的 60.91% 和 IM 组的 64.86%；外周血单个核

细胞衍生的 NK 细胞在杀瘤活性上 3 组之间无显著性差

异 (P=0.118 6)，SB 组、IM 组与 GY 组对 Mel624 的致死

率 分 别 为 59.35%，62.22% 和 63.63%。SB 组、IM 组 和

GY 组脐血单个核细胞来源的 CIK 细胞对 Mel624 的平均

致 死 率 分 别 为 61.94%，64.19% 和 62.08%(P=0.378 0)， 

SB 组、IM 组和 GY 组外周血单个核细胞来源的 CIK 细

胞对 Mel624 的平均致死率分别为 58.62%，61.18% 和

61.22%(P=0.377 4)。不同冷冻保护剂之间的杀瘤活性基

本在 50%-70% 范围，SB 组呈现的结果较 GY 组略低，可

能和细胞冻存的密度相关。SB 的细胞浓度范围上限的建

议是在 1×109 L-1
，而实际细胞浓度达到了 1×1011 L-1

。但

是 3 组的整体结果没有显著性差异，结果说明 GY 冷冻

保护剂与 IM、SB 在 CIK 细胞和 NK 细胞的杀瘤活性方面 

相似。

表 3 ｜不同冷冻保护剂冻存 NK 细胞 /CIK 细胞复苏后的细胞杀瘤活性
  (x-±s，%)

Table 3 ｜ Tumor killing activity of NK cells/CIK cells frozen by different 
cryoprotectants after resuscitation thawing

组别 脐血单个核细胞 外周血单个核细胞

NK 细胞 CIK 细胞 NK 细胞 CIK 细胞

SB 组 60.91±6.12 61.94±3.17 59.35±3.36 58.62±2.26
IM 组 64.86±5.85 64.19±1.61 62.22±5.22 61.18±4.38
GY 组 66.48±4.51 62.08±5.12 63.63±3.55 61.22±4.76

F 值 1.579 1.264 5.590 1.266
P 值 0.332 4 0.378 0 0.118 6 0.377 4

3   讨论   Discussion
生物体的低温冷冻一直是生物医学领域的研究热 

点
[27]
。传统的缓慢降温低温保存方法容易导致细胞外水

分形成冰晶。而细胞外冰晶的形成会导致胞外溶质浓度

升高
[28]
，为了平衡渗透压，渗透浓度梯度会驱动细胞内

液体穿过半透膜。在降温速率缓慢的情况下，细胞体积

会收缩，胞内发生脱水，产生溶质性损伤；在降温速率

较快的情况下，容易造成细胞内冰晶的形成。复温过程中，

胞外冰晶融化导致水分渗入细胞内，可能引发细胞内再结

晶，最终损伤细胞导致细胞死亡
[29-31]

。为了实现理想的冷

冻效果，应选择合适的冷冻保护剂，并严格控制整个冷冻

和复温过程中的温度变化，以尽量减少细胞内外冰晶的

形成，从而有效避免冷冻损伤，最大限度地保留细胞活性。

冷冻保护剂分为两种：一种是渗透性的，一般属于

小分子，例如二甲基亚砜、异丙醇、甘油等，他们可以

渗透到细胞内，作用于细胞内维持渗透压的平衡来规避

细胞损伤；另一种是非渗透性的，基本为大分子，例如

右旋糖酐、动物血清、蔗糖、海藻糖等，由于分子质量大，

很难通过细胞膜渗透到细胞内，主要作为细胞外保护剂

减少冷冻过程中的细胞损伤。目前二甲基亚砜已经成为

细胞冻存保护剂的经典组成成分，然而其安全性问题仍

然存在一定争议。毒理学数据表明，二甲基亚砜是一种

微毒类的化学试剂，存在急性和慢性毒性。临床试验显

示，患者应用二甲基亚砜后可能出现不同程度的临床毒 

性
[4-6]

。二甲基亚砜在临床环境中的细胞毒性与一些不良

反应相关，如恶心、呕吐、腹泻、溶血、皮疹、肾功能

衰竭、高血压、心动过缓和肺水肿，其毒性程度的高低

有待于进一步研究
[32]
。为了避免或减少二甲基亚砜可能

存在的毒性作用，有研究单位正在探索新的化合物和技

术，并力求开发出无二甲基亚砜的更为安全有效的替代 

品
[33-34]

。

多项研究结果表明，因海藻糖独特的结构能够协助

生物体在低温环境下实现稳定
[35]
。海藻糖是一种无毒的

生物相容性保护剂，在细菌、真菌和动植物体内均有发

现，属于一种天然的非还原性双糖
[36]
。目前，海藻糖已

被有效用于各种细胞的低温保存，包括小鼠精子、造血

干细胞、红细胞、人脂肪组织来源间充质干细胞、人源

性肝细胞、人类胰岛细胞和皮肤来源细胞等
[37]
；在其他

方面，海藻糖协同其他递质实现了细胞外囊泡的低温保 

存。综上，在细胞回收率和活率方面海藻糖具有很好的

冻存效果，这和此研究的结果是一致的。此外，海藻糖

冷冻保存的细胞可以不被清洗而使用，这对于“现货型”

细胞的治疗应用更为高效便捷且范围更广泛，但海藻糖

的低温保护作用机制极其复杂，目前尚未明确，而且在

不同的文章中存在相互矛盾的结论
[35]
。此研究中海藻糖
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图注：图 A-C 分别为 CT、ST、GY 冻存脐带华通氏胶组织复苏后的细胞

生长形态。

图 1 ｜不同冷冻保护剂冻存脐带华通氏胶组织复苏后的细胞形态学观察

(×40)
Figure 1 ｜ Cell morphology of resuscitated umbilical cord Wharton's jelly 
tissue frozen with different cryoprotectants (×40) 

图注：图 A，B 为细胞浓度为 4×109 L-1
时冻存复苏后的细胞表面标志物表达，P > 0.05；C，D 为细胞浓度为 4×1010 L-1

时冻存复苏后的细胞表面标志

物表达，P > 0.05。
图 5 ｜不同冷冻保护剂冻存脐带间充质干细胞复苏后的细胞表面标志物表达

Figure 5 ｜ Expression of cell surface markers of umbilical cord mesenchymal stem cells frozen with different cryoprotectants after resuscitation thawing 

图注：图 A 为 IM、SB 和 GY 冷冻保护剂冷冻脐血单个核细胞复苏后的

细胞回收率和活率，P > 0.05；B 为 IM、SB 和 GY 冷冻保护剂冷冻外周

血单个核细胞复苏后的细胞回收率和活率，P > 0.05。
图 3 ｜不同冷冻保护剂冻存脐血 / 外周血单个核细胞复苏后的细胞回收

率和活率

Figure 3 ｜ Cell recovery and viability after resuscitation thawing of 
umbilical cord blood/peripheral blood mononuclear cells frozen with 
different cryoprotectants 

图注：图 A 为细胞浓度为 4×109 L-1
时冻存复苏后的细胞回收率和活率，

P > 0.05；B 为细胞浓度为 4×1010 L-1
时冻存复苏后细胞回收率和活率， 

P > 0.05。
图 2 ｜不同冷冻保护剂冻存脐带间充质干细胞复苏后的细胞回收率和活

率

Figure 2 ｜ Cell recovery and viability of umbilical cord mesenchymal stem 
cells after resuscitation thawing frozen with different cryoprotectants

图注：图 A，B 为脐血单个核细胞衍生的 NK、CIK 细胞使用 3 种冷冻保护剂冻存后复苏细胞的回收率和活率，P > 0.05；C，D 为外周血单个核细胞

衍生的 NK、CIK 细胞使用 3 种冷冻保护剂冻存后复苏细胞的回收率和活率，P > 0.05。
图 4 ｜不同冷冻保护剂冻存 CIK/NK 细胞复苏后的细胞回收率和活率

Figure 4 ｜ Recovery and viability rates of CIK/NK cells frozen after resuscitation thawing with different cryopprotectants 
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图 7 ｜不同冷冻保护剂冻存脐带间充质干细胞复苏后的细胞分化潜能

Figure 7 ｜ Differentiation potential of three lines after resuscitation 
thawing of umbilical cord mesenchymal stem cells frozen with different 
cryoprotectants
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图注：图 A 为脐血 / 外周血单个核细胞衍生的 CIK 细胞表面标志物表达；

B 为脐血 / 外周血单个核细胞衍生的 NK 细胞细胞表面标志物表达。

图 6 ｜不同冷冻保护剂冻存 CIK/NK 复苏后的细胞表面标志物表达

Figure 6 ｜ Expression of cell surface markers of CIK/NK frozen with 
different cryoprotectants after resuscitation thawing
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和其他保护剂协同的低温保持效果与含有二甲基亚砜冷

冻保护剂无显著差异，进一步说明了海藻糖具有替代二

甲基亚砜冷冻保护的功能。

此外还有在冷冻保护剂中添加动物来源血清，虽然

血清在细胞培养中发挥重要作用，可以促进细胞附着、增

殖，结合和中和有毒分子，降低剪切应力，并提供抗氧化

防御，但是由于血清批次间的差异波动、来源不稳定等

脐血单个核细胞衍生的 CIK 细胞

脐血单个核细胞衍生的 NK 细胞

外周血单个核细胞衍生的 CIK 细胞

外周血单个核细胞衍生的 NK 细胞
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各种因素，使用前需要进行大量的验证工作，因此会导

致生产和科研工作变得非常复杂。此外，动物来源血清

中细菌和朊病毒等可能会传染并诱导引起免疫反应
[38-40]

。

因此，FDA 发布了严格禁止使用异种产品的指导方针
[13]
，

后续衍生出使用无血清培养基添加 5% 二甲基亚砜组合，

如果已经采用无血清体系来培养细胞，却使用了含有血

清的冻存液，再次引入了血清，依旧在细胞药品申报和

临床研究中存在各种问题。

在实际研究和生产中，目前的企业和研究机构根据

细胞多样性、冷冻工艺的复杂性和成本等多维度评估，

针对不同类型的细胞选用不同的冷冻保护剂，包括市售

成品类和自行配制冷冻保护剂，涵盖了针对干细胞和免

疫细胞的不同类型产品，以及需要程序性降温或非程序

降温的产品。即使是同一种类型的细胞在冷冻过程中所

使用的冷冻保护剂有效成分浓度也存在多样性，多样性

的冷冻保护剂难以推进细胞大规模冻存的工业化；自配

产品通常采用“现配现用”的模式，同时这些自配冷冻

保护剂的安全性常常受到质检限制，因为无法在短时间

内准确检测其无菌状态，这在规模化细胞制品生产中是

潜在的安全隐患
[41]
。近年来，超低温保存技术也在应用

中不断革新，包括冷冻保护剂组合和新冷冻保护剂的通

用应用技术。目前市场上出现了一些通用型冷冻保护剂，

尽管大多数不含血清，但仍含有一定比例的二甲基亚砜，

或者仅适用于科研阶段的使用，并对细胞浓度有所限制。

由于大部分产品需要进口，因此其成本远高于自配冷冻

保护剂。在规模化应用场景下，这些产品的成本将进一

步增加，从而限制了它们在市场上的推广。同时，由于

供应链受国际贸易影响较大，这些产品的供应稳定性难

以保障。对于已经上市的国产化成分限定的冷冻保护剂，

其冻存效果仍需进一步提高。

为了解决以上存在的问题，该研究基于供应链稳定

性因素筛选国产试剂，并进行联合配比的研究开发，将

新开发的 GY 冷冻保护剂与市售产品以及几种新鲜配制的

冷冻保护剂进行了比较。结果表明，脐带华通氏胶组织

在冻存 2 周后能够正常复苏培养，并且在细胞形态和数

量方面与其他组无显著性差异；细胞回收率和活性在冷

冻后仍然保持较高水平，细胞表面标志物表达和细胞分

化情况均未见明显差异，表明 GY 冷冻保护剂在脐带华通

氏胶组织和间充质干细胞冷冻中表现出良好效果。在免

疫细胞方面，使用 GY 冷冻保护剂的脐血 / 外周血单个核

细胞回收率与使用 IM 和 SB 冻存保护剂无显著差异。进

一步比较脐血 / 外周血单个核细胞复苏扩增衍生的 NK 细

胞和 CIK 细胞数量发现，CIK 细胞的增殖效果优于 NK 细胞，

这与 LIANG 等
[42]

的研究结果一致，但不同组别间的细胞

收获量无显著性差异。此外，脐血 / 外周血单个核细胞复

苏扩增衍生的 NK 细胞或 CIK 细胞使用 3 种冻存保护剂冻

存后的杀瘤活性无显著性差异，可能因细胞冻存密度不

同而导致 GY 组的结果略优于 SB 组。综上所述，GY 冷冻

保护剂在多种组织或多种细胞类型中都表现出良好的适

用性。

根据以上分析，GY 冷冻保护剂在规模化生产应用方

面具有广阔前景。首先，该产品不含血清和二甲基亚砜，

有效规避了血清可能带来的异质性和免疫反应风险，同

时避免了二甲基亚砜可能引发的细胞毒性；其次，成分

清晰明了，可提前进行大批量配制并进行批检测放行，

从而解决新鲜配制可能带来的安全性 ( 尤其是微生物污染

方面 ) 风险；第三，该产品在成本方面具备一定优势，相

较于进口冷冻保护剂，在规模化应用中更具竞争力；第四，

国产试剂供应充足，避免了进口产品供应不稳定的影响；

第五，细胞浓度范围广 (4×109 L-1 -4×1011 L-1)，使用少量冷

冻保护剂即可达到相同冷冻效果，减少了临床应用的清

洗流程。综上所述，在生物体冷冻技术领域，首次研究

了一种安全无毒性且可规模化配制的国产化冷冻保护剂，

可适用于干细胞和免疫细胞冷冻并长期保存，为多种细

胞类型冻存提供了新的方案，在市场化、规模化和标准

化应用上奠定了坚实的技术基础，对指导实际生产具备

较大的参考意义。

该研究评估了 GY 冷冻保护剂在 1 年期冷冻保存过程

中的效果，并将其与市售的成品冻存液进行了比较，结

果显示，GY 冷冻保护剂在冷冻保存效果上与市售产品无

显著差异。然而，长期稳定性实验还需进一步深入探索

研究。目前，细胞治疗行业涉及多种不同类型的细胞，

例如间充质干细胞、成纤维细胞、造血干细胞、淋巴细胞、

诱导多能干细胞等。由于细胞特性的复杂性和多样性，

该研究选择了代表性的几个细胞类型进行了研究测试，

但并未涵盖所有细胞类型，因此后续需要扩大研究范围

以覆盖更多细胞类型。目前，相关研究单位也在进行类

似的研究
[22，43-45]

，实现理想的冻存技术仍需进一步的探

索实验和技术攻关。通过优化实验步骤，提升冻存效果，

并持续推动细胞在临床实践、生物医学等领域的应用，

有助于解决细胞大规模冻存的工业化问题，促进细胞治

疗行业的良好发展。
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