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摘要 生物样本库作为精准医疗、动植物优良育种以及生物安全的重要基石, 已经取得了长足进步, 但高质量生

物样本库建设的需求愈发迫切. 低温是实现活性生物样本高质量保存的重要技术手段, 而低温生物学在生物样本

活库建设应用中仍面临着诸多挑战, 例如多层级低温损伤机制、低毒绿色低温保护剂开发、玻璃化保存工艺优

化、复温损伤避免以及自动化低温存储技术等. 这就亟需临床医学、细胞生物学、动植物学、微生物学与低温

生物学等多学科融合来突破现有瓶颈, 为生物样本资源的高质量保藏和应用提供重要保障.
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近年来, 随着我国生命科学领域的迅猛发展, 生物

资源受到高度重视, 高质量的生物样本库建设需求也

愈发增多. 国家相继出台了《中华人民共和国人类遗

传资源管理条例》(2019年)、《中华人民共和国生物

安全法》(2021年), 对人类遗传资源和生物安全提出

了规范要求, 为我国生物样本资源的保护与开发利用

提供了法律保障. 中国建设生物样本库从1994年中国

医学科学院等机构建立中华民族永生细胞库开始
[1],

在近几年快速增长, 截至2022年4月, 已获中国人类遗

传资源管理办公室批准保藏资质的生物样本库共有

225家(https://fuwu.most.gov.cn/html/jgcx/), 为促进我国

生命科学基础研究、临床精准医疗以及生物安全发挥

了重要作用.
现阶段, 我国生物样本资源库建设已经由“数量”

需求转变为“质量”需求
[2~4], 特别是随着临床疾病样本

从基因组学转向多组学研究, 基因治疗、细胞治疗等

生物新技术逐渐走向临床应用, 样本使用者对长期保

存样本原始特征的生物样本库提出了更高要求
[5~7], 越

来越多的学者也提出要更加开创性地支持建设高质量

的生物样本“活”库, 以促进精准医疗等领域的快速
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发展
[8].
实践表明, 以低温生物学为基础的冷冻保存技术

是实现生物活体样本高质量长期保存的主要技术手

段,在细胞治疗
[9~11]

、组织工程
[12,13]

、辅助生殖
[14,15]

、

疫苗存储
[16]

和器官储运
[17]

等领域中已开展多年应用

研究. 2022年5月10日, 国家发展改革委发布《“十四

五”生物经济发展规划》中也明确了“积极发展低温生

物学等保存技术, 提升资源长期保存能力”, 这必将进

一步促进我国低温生物学应用于生物样本库建设. 但

是, 低温生物学领域尚面临着诸多挑战, 诸如分子层

级的低温损伤机制、低毒有效低温保护剂的开发、大

尺度组织器官的保存以及避免传统复温方法损伤

等
[18]. 鉴于此, 本文综述了我国生物样本库建设概况

以及低温生物学的技术应用及面临的挑战, 为我国全

面建设高质量生物样本库、保护生物资源提供参考技

术路径.

1 我国生物样本库建设概况

在过去的十几年, 我国是全球生物样本库建设速

度最快的国家, 图1展示了1994年至今我国生物样本

库发展历程中的若干重要事件
[19,20]. 不难看出, 我国

的生物样本库建设正逐渐走向标准化、规范化, 能够

更合理、有效地保存高质量的样本, 同时满足转化研

究的要求
[6,21].

生物样本主要包括人类与动物的组织、血液和其

他体液以及各种衍生物、植物或种子、原核和真核细

胞或分离的生物分子等, 是开展基础研究、转化研究

以及临床研究的重要原材料
[22], 也是国家可持续发展

的战略资源和国家生物安全的重要组成部分
[23]. 根据

生物样本的种类, 生物样本库可以分为人类样本库、

动植物样本库和微生物样本库等, 具体见表1所示. 人

类样本库
[24,25]

主要包括临床疾病样本库和以人群为基

础的生物样本库, 用于疾病发病机制研究和治疗策略

制定、研究疾病病因及预测未来发展
[26,27]. 动植物样

本库
[28]

通过建设生物多样性基地和实体生物资源库

来储存动植物样本及相关数据, 实现动植物优良育

种、生物多样性保护等. 微生物样本主要包括细菌、

真菌、病毒等, 有效保存模式菌种和具有重要应用价

值的菌种资源, 实现微生物资源可持续利用, 保障国

家生物安全
[29~31].

从表1可以看出, 生物样本的种类繁多、保存方式

多样. 动植物常采用就地保存或异地活体繁殖保存, 但
这种方式受限于空间和环境, 无法保存足够的样本

[32].
而对于人类组织细胞、动植物种质资源以及微生物样

本等, 主要采用低温保存方式为主, 以期实现对这些样

本活性和功能的保存. 有研究表明, 部分微生物样本通

过冷冻干燥的方式可以实现非低温环境下的长期储

存
[33], 但大部分活性生物样本的保存还面临着很大挑

战
[34]. 总体来讲, 尽管生物样本库领域对低温保存方

图 1 我国生物样本库建设历程中的相关重要事件(网络版彩图)
Figure 1 Relevant important events in the construction of biobanking in China (Color online)
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式寄予厚望, 但仍然存在对具体样本的低温生物学效

应研究和低温保存工艺探索严重不足的问题, 从而导

致生物样本质量有待提高、利用率普遍不足等情况.
这亟需临床医学、细胞生物学、动植物学、微生物学

与低温生物工程学等多学科融合来突破现有瓶颈, 为

我国生物样本资源的高质量保藏和应用提供重要

保障.

2 生物样本库建设中低温生物学的发展及
挑战

从发展历史来看, 低温生物学(Cryobiology)是生

物科学的一门分科, 是研究0℃以下或接近0℃的低温

环境下生命现象的科学, 广泛应用于自然状态下生物

耐寒性以及种质资源的保存等
[35]. 而随着现代制冷技

术和生命科学技术的快速发展, 低温技术在人类同疾

病作斗争中逐渐发挥重要作用, 尤其是在以人体重要

细胞、组织和器官低温保存的生物样本库建设中成为

不可或缺的重要手段, 这也赋予了低温生物学新的发

展内涵, 见图2.
大量的实践已经证实, 生物样本在采集、运输、

存储等环节中均需要严格控制低温环境, 以确保样本

质量得到保护
[39]. 生物样本在经历低温冷冻、存储和

复温过程中, 会发生极为复杂的冻结固化、复温融化

以及小分子物质迁移渗透等物理现象和相应的生物学

效应, 这都可能会导致生物样本经受氧化应激损伤、

溶液损伤、冰晶损伤以及热应力损伤等. 如何深入刻

画这些损伤机制以及削弱或规避这些损伤的影响, 一

直是低温生物学者们努力探索的重点, 但这一过程又

面临着诸多挑战.

2.1 低温损伤机理还有待深入探讨

在低温生物学的发展历程中, 冰晶损伤一直备受

关注, 这是因为生物样本中液态物质冻结到固态, 冰

晶的形成是不可避免的, 其中冰晶成核、生长和再生

长都会对低温保存效果产生显著影响. 1972年, Mazur
等人

[40]
提出了著名的“两因素假说”, 认为细胞降温过

程会同时经历溶液损伤和胞内冰损伤, 可以找到一个

相对合适的最佳降温速率. 事实上, 降温冻结过程中

的溶液损伤主要是由于慢速降温时细胞外冰晶形成而

导致的渗透损伤, 其形成机制是显而易见的. 但快速降

温形成胞内冰的机制至今没有定论, 主要有孔隙理

表 1 主要生物样本库种类

Table 1 Biobanks for multiple species

样本库分类 主要样本 保存条件 参考网址

人类样本库

血液(全血、血清、血浆、全血细胞、
红细胞、白细胞、血小板)、组织、
粪便、尿液、干细胞、生殖细胞、

粪便微生物、口腔微生物等

液氮保存、程控降温、冻存组织、
冰冻切片、石蜡切片

https://www.egene.org.cn/cms/g-index.jhtml
http://zjubrainbank.zju.edu.cn/

植物样本库
种子、DNA、离体培养物、活体植
株、作物种质、瓜果蔬菜、林草花

竹藤

植株: 原地保存、异地保存; 种子:
密封干燥, 低温保存

https://seed.iflora.cn/
http://www.nhgrc.cn/pcindex/

http://ctcgris.catas.cn/
http://www.nfgrp.cn/

动物样本库

家养动物、水生生物、海洋水产、淡
水水产、部分寄生虫、鼠和兔等实验
动物、非人灵长类实验动物、禽类实
验动物、犬类实验动物、遗传工程小

鼠、人类疾病动物模型

原地保存、迁地保存、
活体动物繁殖、冷冻保存动物

生殖细胞和胚胎等

http://nhp.kiz.ac.cn/
http://pla.caas.cn/web/index.html

https://www.tdrc.org.cn/
http://freshwater.fishinfo.cn/
http://www.nabrc.org.cn/
http://www.nfgrp.cn/

微生物样本库 细菌、真菌、病毒等
深低温冻结法、冷冻干燥法、矿物
油保藏法、沙土管保藏法以及斜面

转接法等

http://www.nimr.org.cn/
http://www.nprc.org.cn/

其他样本库
干细胞及分化的多种功能细胞资源、

实验细胞资源
−70℃冰箱冷冻或程序降温盒慢速冷
冻, 后移到液氮中保存; 液氮保存

https://nsctrc.tongji.edu.cn/index.html
http://www.bjscb.cn/dms/
http://www.cellresource.cn/
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论
[41]

、表面催化成核(surface catalyzed nucleation,
SCN)理论

[42]
、体积催化核化(volumn catalyzed nuclea-

tion, VCN)理论
[42]

和细胞膜损伤理论
[43]

等四个方面.
因此, 冰晶调控对于最大限度地减少样本损伤至关重

要
[44], 诸多学者围绕新型化学控冰材料开发

[45]
、创新

低温保护剂递送策略
[36]

以及外加物理场
[46]

等多方面

调控冰晶进行了较为系统的实验研究, 的确达到了减

小冰晶对生物样本损伤的目的
[47]. 但是, 如何更加深

刻、科学地认识低温冰晶损伤及抑制机制
[48], 仍然是

一个值得深入探讨的关键问题.
近些年, 低温损伤机制的研究已经进入了分子水

平, 主要体现在两个方面: 一是低温氧化应激损伤机

制, 认为细胞在冷冻及复温过程中因ATP合成不足和

活性氧(reactive oxygen species, ROS)的大量产生导致

代谢和氧化还原失衡进而造成了细胞损伤
[49], 可以通

过添加抗氧化剂
[50]

、金属离子螯合剂
[51]

等来平衡细

胞抗氧化防御系统, 调节细胞ATP水平等途径来减轻

低温保存过程中的样本损伤; 二是低温保护剂毒性损

伤分子机制, 发现部分高浓度低温保护剂可能导致线

粒体功能损伤、脱氧核糖核酸(DNA)和蛋白质等大分

子及组织的超微结构破坏等, 使得细胞的增殖和分化

能力减弱甚至死亡
[52]. 总体来讲, 低温损伤分子机制

研究还处于起步阶段, 研究的样本种类还比较有限,
仍需进一步评估分子层级的氧化应激损伤和各类保护

剂毒性损伤, 才有利于指导开发低毒有效的低温保护

剂方案.

2.2 亟需开发低毒有效的低温保护剂

1949年, 甘油首先被发现能够实现公牛精子的低

温保存, 低温保护剂的发展及研究一直备受关注
[47,53].

传统低温保护剂根据分子量大小一般可以分为渗透型

和非渗透型
[54], 渗透型保护剂可以透过细胞膜进入细

胞, 与水分子发生水合作用, 增加胞内溶液黏度, 弱化

了结晶过程;非渗透型保护剂主要作用于细胞外,调节

细胞内外渗透压, 降低冷冻损伤. 通常渗透型和非渗透

型保护剂复合配方更有利于生物样本的低温保存效

果, 在实际应用中, 常常采用“鸡尾酒”式的复合保护剂

方案, 可以获得更好的低温保存效果
[55].

近年来, 已有报道表明某些低温保护剂虽然具有

良好的抑冰效果, 但也会对生物样本的活性和功能带

来一定的毒性
[56], 尤其是对生物样本分子层级的损伤

是不可逆的. 例如, 二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,

图 2 生物样本库中的低温生物学. 筛选小分子抑制剂, 开发无毒保护剂
[36], 优化CPA加载及冻结工艺, 降温控制

[37], 复温控
制

[38]

Figure 2 Cryobiology for biobanking. Screening small molecule inhibitors, developing nontoxic protective agents[36], optimizing CPA loading and
freezing processes, cooling control[37], rewarming control[38]
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DMSO)作为最常用的低温保护剂, 会改变蛋白质二级

结构, 减少膜脂中的胆固醇酯并影响其氧化状态
[57],

同时还可能诱导细胞骨架变化、染色质变化及诱导细

胞分化等问题
[58], 为样本的临床应用带来很大挑战.

特别是细胞治疗中CAR-NK和CAR-T这种对冷冻和复

温敏感的异质细胞群, 目前已经尝试使用糖类、聚合

物和氨基酸类等新物质进行保存并开发了显微注射等

一系列保护剂递送技术, 然而替换DMSO冷冻保存

CAR-NK和CAR-T细胞还处于起步阶段, 仍面临很多

困难
[10]. 因此, 领域内对“去DMSO(DMSO-free)”的呼

声越来越高, 开发绿色无毒的低温保护剂就显得至关

重要.
根据文献调研, 目前围绕绿色新型低温保护剂开

展的研究主要从两个方面进行: 一是筛选自然界中的

天然抗冻物质, 例如抗冻蛋白、海藻糖和脯氨酸等;
二是基于仿生机理开发的新型抑冰材料, 例如合成聚

合物、纳米材料及水凝胶等. 主要新型保护剂种类如

表2[36,45,59~86]所示. 虽然, 天然保护剂具有良好的生物

相容性, 但存在提取过程复杂、成本高等问题. 因此,
仿生材料的研究在近些年得到了快速发展, 尤其在设

计和合成复杂结构及官能团方面取得了较大进展
[47].

但是在临床应用之前, 仍需探索新型保护剂对膜完整

性、表观遗传学、细胞代谢和蛋白质组学的影响, 以

便更安全广泛地推广使用.

2.3 优化降温冷冻方法是削弱冰晶损伤的关键

如何避免或削弱降温过程的冰晶损伤, 一直是生

物样本优化降温控制方法的研究重点. 从传热学角度

来看, 样本封装尺寸越大, 其传热控制越困难, 其遭受

的冰晶损伤程度也越大. 在生物样品降温冷冻方法中,
一般采用慢速冷冻或两步冷冻法, 达到现有冷冻技术

和保护效果最佳结合点, 但仍然避免不了一定程度的

冰晶损伤. 而玻璃化保存可以有效避免冰晶损伤, 被

认为是最佳低温保存方法, 一般都需要很快的降温速

表 2 新型低温保护剂

Table 2 New types of cryoprotectants

保护剂种类 主要物质 主要保护机制 样本名称 参考文献

抗冻蛋白
主要包括自然界中的细菌、昆虫、鱼

类和植物等耐寒生物的
提取物以及人工合成物

吸附于冰晶表面, 抑制冰重结晶
小鼠卵巢组织、人类红细胞、

猪卵母细胞
[59~62]

糖类
主要包括自然界中的低等生物体和动
植物提取物及人工合成, 例如单糖、

二糖、多糖等

水合作用或代替水与磷脂膜
相互作用

哺乳动物细胞、红细胞、
血小板、干细胞、胚胎、胰岛、

生殖细胞、微生物
[36,63]

氨基酸类
主要包括微生物和植物提取物
以及人工合成, 例如脯氨酸、

赖氨酸等

调节渗透压、减少渗透损伤, 与水
分子形成氢键, 抑制冰晶形成

Hela细胞、GLC-82细胞、平滑肌
细胞、红细胞、精子

[64~66]

两性离子
主要包括微生物和动植物体内的小分
子提取物以及人工合成, 例如甜菜

碱、左旋肉碱等

平衡细胞内外渗透压, 并通过水
合作用抑制冰晶形成和生长

软骨细胞、GLC-82细胞、
Hela细胞、MCF-10细胞

[67,68]

纳米抑冰剂
主要包括氧化石墨烯GO、氮化碳量
子点OQCNs、锆基金属有机骨架

MOF等

与冰晶格匹配, 修饰冰晶表面
并抑制冰重结晶

红细胞、马精子、心脏、肾脏 [69~76]

合成聚合物
主要包括聚乙烯醇、聚两性

电解质、聚脯氨酸等
通过氢键吸附冰晶表面,
与水作用, 抑制冰晶生长

蛋白质、红细胞、猪胚胎、小鼠
卵母细胞、大鼠胰岛、人真皮成
纤维细胞、自然杀伤细胞(NK)、

干细胞

[66,77~80]

水凝胶
主要包括天然海藻酸盐水凝胶、

聚两性水凝胶等
三维网络结构抑制冰核化,
防止冰传播, 减少冰黏附

人干细胞、小鼠胚胎干细胞、小
鼠成纤维细胞、益生菌、胰岛、

卵泡
[45,81~83]

天然低共熔体

主要包括有机酸、糖、氨基酸和胆
碱类似物等两种或多种初级代谢化
合物按一定比例混合的物质, 例如海

藻糖:甘油、脯氨酸:葡萄糖等

大量氢键抑制水分子运动,
改变水的冻结行为

表皮细胞、癌细胞、酵母菌、
乳酸菌

[84~86]
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率才能实现
[35]. 玻璃化保存的理论最早由Luyet[87]在

1937年提出, Rall和Fahy[88]在20世纪80年代推动了玻

璃化保存方法在生物样本中的应用. 目前, 玻璃化保

存主要有两类研究: 一类针对大尺寸复杂生物组织样

本, 降温速率慢, 主要采用高浓度低温保护剂方法来

避免冰晶损伤, 可以实现对样本组织结构完整性的保

护, 但该方法会造成样本生物学功能的不可逆损伤,
目前尚未有理想解决方法, 亟需创新研究方法深入探

索
[89~91]; 另一类研究针对小尺寸生物样本, 主要采用

低浓度保护剂和超快速降温组合的方式实现玻璃化,
在减少低温保护剂造成的溶质损伤情况下, 尽量避免

冻结过程中因冰晶产生的机械损伤. 常见的降温方法

及降温效果见表3所归纳
[38,92~110].

从表3可以看出, 商业化的小尺寸样品玻璃化保存

载体主要包括开口式拉长麦管、冷冻环、冷冻帽、石

英微毛细管、Cryotop、Cryoloop等[111], 这些方法存在

保护剂使用浓度较高、过度依赖操作经验等问题. 近

年来出现了微流体封装微滴玻璃化保存
[112]

、生物微

滴打印玻璃化保存
[100]

、皮升级无保护剂微滴超快速

冷冻玻璃化保存
[101]

等新技术, 可以实现低浓度保护

剂、超快速降温玻璃化保存. 尤其是随着现代自动化

控制技术的发展, 此类技术极有可能实现高通量、自

动化等功能, 但如何克服微滴封装生物样本在液氮冷

媒中的逆Leidenfrost效应, 确保微小尺寸生物样本快

速降温玻璃化保存, 仍然是值得探讨的一个关键问

题
[113~116].

2.4 优化复温方法是避免复温损伤的关键

复温损伤一直是冷冻生物样品面临的另一个关键

问题 , 如何避免复温损伤是研究者们一直关注的

重点
[117]. 常见的复温损伤主要包括冰晶再生长损

伤
[118,119]

和机械热应力破坏
[120]

等两种方式. 对于小尺

寸样品, 主要存在冰晶再生长损伤, 可以通过提高复

温速率来避免; 而对于大尺寸样品, 除了冰晶再生长

表 3 常用降温方法及降温效果

Table 3 Cooling methods and effects

封装尺寸 封装方式 样本体积 降温速率 样本名称 优缺点 参考文献

微米级

传统麦管 250 μL 2500℃/min 小鼠胚胎

优点: 降温速率快
缺点: 依赖操作经验、易污

染

[92]

开口式拉长麦管 ~1 μL 20000℃/min 牛胚胎 [93]

电镜铜网 ˂ 1 μL 150000℃/min 牛卵母细胞 [94]

Cryoloop ˂1 μL 700000℃/min 人类胚胎 [95]

Cryotop ˂0.1 μL 23000℃/min 人类胚胎 [96]

Cryotip ~1 μL 12000℃/min 人卵母细胞和胚胎 [97]

石英毛细管 ~1 μL 250000℃/min 鼠胚胎干细胞 [98]

常规微液滴法 1~10 μL 1100~17500℃/min 干细胞 优点: 降温速率极快
缺点: 设备要求高、易污

染、易蒸发

[99,100]

喷墨液滴法 40~200 pL 432000~2220000℃/min 哺乳动物细胞 [101,102]

毫米级

冻存管 ~1 mL 约−1℃/min 造血干细胞

优点: 方法成熟、成本较低
缺点: 降温速率慢、容易结

晶损伤

[103]

冻存管 ~1 mL 约−0.25℃/min 大鼠胰岛 [104]

冻存管 ~2 mL ~212.09℃/min 脐带血管 [105]

冻存管 ~5 mL 先以−1℃/min至−40℃
和−3℃/min至−120℃ 人角膜 [106]

冻存袋 ~10 mL 0.69℃/min 兔颈动脉 [107]

厘米级

冻存袋 ~25 mL

以−40℃/min从4℃降至
−121℃, 退火25 min; 然
后以−10℃/min降至

−151℃

大鼠肾脏 优点: 样本容量大, 可以实
现大体积样本冻存, 有利于

临床转化
缺点: 降温速率慢, 对于大
体积生物样本存在热应力

损失问题

[108]

套管式冻存管 ~5 mL 约−5℃/min 大鼠肾脏 [38]

冻存管 ~20 mL −15℃/min 大鼠心脏 [109]

冻存袋 ~2 mL −0.5℃/min 大鼠后肢 [110]
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损伤, 机械热应力损伤也是不可避免的, 这不仅需要

足够快的复温速率, 同时还要确保样本内部温度分布

的均匀性. 研究者们围绕上述问题, 在传统水浴复

温的基础上, 陆续进行了微波复温
[121,122]

、激光复

温
[123,124]

、磁热复温
[125,126]

等方法的研究, 取得了较大

进展, 具体见表4所归纳
[38,108,109,124,125,127~134].

微波复温早在19世纪70年代就被用于复温冷冻保

存的犬肾
[121], 但由于趋肤效应(skin effects)、场强衰

减快、生物材料介电常数随温度变化等诸多影响因

素 , 尚不能应用于大型复杂组织或器官的均匀加

热
[135~137]. Jin和Mazur[123]首先利用激光复温玻璃化冷

冻卵母细胞, 复温速率达到107℃/min, 显著提高了冷

冻卵母细胞复温后的存活率. 后续研究表明, 添加合

适的纳米粒子有助于强化激光复温效果
[46,132,138], 证明

了激光加热方式在小尺寸样品快速复温中具有很大的

优势. Zhao团队
[133]

将磁热复温引入至低温保存, 实现

了冻存干细胞的超快速均匀复温, 极大降低了对毒副

性化学试剂的需求(从8 mol/L降低到4 mol/L). 基于此,
还进一步发展了光-磁双热效应复温技术, 将近红外激

光引入电磁场中(两场互不干扰), 在不需要进一步提

高电磁场场强的前提下, 解决了复温速率提升的瓶颈

问题, 实现了比同样条件下单一电磁场复温方式更快

的超快速复温
[138].

针对大尺寸冷冻生物样品, 磁热复温方法因具有

穿透性强、升温速率快且加热均匀等优势而被寄予厚

望
[139]. Bischof团队

[125]
首先利用低频交变磁场激励磁

纳米粒子快速产热, 成功实现了玻璃化保存猪颈动脉

的高质量复温; Xu团队
[38]

通过该方法复温玻璃化保存

大鼠肾脏, 获得了良好的血管网络结构, 该工作与

Sharma等人
[108]

和Chiu-Lam等人
[109]

共同验证了磁热复

表 4 新型复温方法及复温效果

Table 4 New rewarming methods and effects

复温方法 样本名称 封装方式 复温速率 调控参数 保存效果 优缺点 参考文献

微波复温

CPA溶液
圆柱形样品架

(20 mL) 43℃/min 430 MHz 样本内温度梯度显著
降低

优点: 提高复温速率
缺点: 存在“热失控”
现象、温度不均匀

[127]

Jurkat细胞
圆柱形样品架

(25 mL) 90℃/min 434 MHz 回收率比水浴法高出
63.1% [128]

人肾模型
圆柱形容器
(90 mm×
127 mm)

先<2℃/min,
后>100℃/min 108 MHz 样本内温度梯度较小 [129]

光热复温

小鼠卵母细胞 Cryotop(0.1 μL) 107℃/min 1064 nm 激光 存活率达到96%

优点: 复温速率极快,
大大降低保护剂使用

浓度
缺点: 激光穿透力弱,
仅适用于小体积样本

[130]

斑马鱼胚胎
半圆微液滴

(1 μL) 1.4×107℃/min 1064 nm 激光
显著提高了复温后的

存活率
[131]

人骨髓来源的间
充质干细胞

麦管(50 μL) >1400℃/min
808 nm近红外激光

(1 W/cm)
存活率达到78% [132]

人脐静脉内
皮细胞

麦管(150 μL) ~50000℃/min 808 nm激光
(5 W/cm) 存活率超过70% [124]

磁热复温

成纤维细胞、猪
血管、猪心瓣膜

冻存管
(1~80 mL) >130℃/min 360 kHz, 20 kA/m 结构和功能得到了更

好保护

优点: 显著提高复温
的速率和温度场均匀
性、可用于大尺寸样

本复温
缺点: 存在磁纳米粒
子分布不均匀及残留

毒性的风险

[125]

hUCM-MSCs 麦管(200 μL) >1400℃/min 375 kHz, 10 s和
0.05%(w/v) Fe3O4

细胞存活率为
71.7%、保留干

细胞功能
[133]

猪动脉
冻存管(厚

0.2 cm, 长1 cm) 2000℃/min 360 kHz, 20 kA/m
和30 kA/m

复温后的血管结构
良好, 细胞活力≥90% [134]

大鼠心脏 冻存管(~1 cm) 321℃/min 278 kHz, 42.5 kA/m 组织结构保存良好,
没有宏观损伤

[109]

大鼠肾脏 冻存袋(~2 cm) 63.7℃/min 180 kHz, 63 kA/m 组织结构保存良好 [108]

大鼠肾脏 冻存管(~2 cm) 100℃/min 765.2 kHz,
24.2 kA/m

血管网络结构
保存较好

[38]
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温在避免冷冻组织器官复温损伤方面具有一定的优

势. 目前仍有诸多关键科学问题需要深入探索, 例如使

用毒性小的玻璃化溶液, 开发稳定性好、热转化效率

高的纳米粒子以及探索均匀灌注与洗脱方法等.

2.5 尚需加强自动化存储新技术与低温生物学的
交叉融合

随着我国生物样本库建设的蓬勃发展, 生物样本

存储数量也越来越多, 其中很多关键步骤亟需自动化

和标准化处理, 来避免手工方式带来的效率低、存储

质量难以得到保证等问题
[140]. 近年来我国工业领域自

动化技术日趋成熟, 可以对生物样本库的规范化、标

准化的高质量建设提供支持和保障
[141]. 目前, 市场上

陆续出现了生物样本库自动化设备, 包括自动化样本

前处理系统和存储系统等, 具有操作自动便捷、存储

集约高效、便于远程追溯管理和节省运行成本等特

点
[142,143].
当前, 我国生物样本库的自动化依然处于起步阶

段, 尤其是在低温存储设备研发中有待加强对低温生

物学知识系统的科学认知, 以便实现活性生物样本的

更高质量保存, 避免造成重要生命资源的不必要浪

费
[144,145]. 因此, 在自动化样本存储系统开发时, 需充

分考虑将低温保护剂方案、冷冻工艺、复温工艺与自

动化存储设备高度结合, 实现重要生物样本低温保存

的“精准”管理, 才能真正推动高质量生物样本库的建

设工作.

3 结论与展望

随着国家精准医疗战略和生物安全战略深入推

进, 作为重要基石的各类生物样本库建设也进入了深

水区, 尤其是低温生物学作为生物资源长期保存的重

要技术手段得到了广泛重视. 近年来低温生物学领域

的快速发展, 生物样本低温保存技术有了很大进步,
但仍有诸多基础理论和关键技术尚面临挑战. 特别是

在绿色低温保护剂的开发及相关保护机制探索、创新

玻璃化保存工艺及技术、复杂组织器官玻璃化保存跨

尺度损伤机制以及冷冻活体生物样本创新复温方法等

方面要加大基础研究和应用开发的力度. 这就需要生

命科学基础研究领域、临床医学领域、低温生物学领

域以及工程制造领域等多方共同努力协作, 以应用需

求为导向, 多学科深度交叉, 才能解决高质量生物样

本库建设中的“卡脖子”问题, 助力我国生物经济时代

的快速发展.
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Cryobiology for biobanking
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Biobank, as an important cornerstone of precision medicine, excellent animal and plant breeding, and biosafety, has made great
progress, but the need for a high-quality living biobank is becoming increasingly urgent. Cryopreservation is an important technical
means for the high-quality preservation of live biological materials, but many challenges remain in cryobiology during the
construction of a living biobank, e.g., determining a multilevel cryogenic damage mechanism, developing low-toxicity
cryoprotectants, optimizing the vitrification process, avoiding rewarming damage, and developing automated low-temperature
storage technology. Integrating multiple disciplines, such as clinical medicine, cell biology, zoology and botany, microbiology, and
cryogenic bioengineering, is urgently needed to break through the existing bottlenecks, thereby providing an important guarantee for
the high-quality preservation and application of biological resources.
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