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Abstract
AIM: To evaluate the efficiency of cryopreserva-
tion of human fetal islets using vitrification.

METHODS: Pancreatic islets of 18-28 week-
fetus died from water bag were harvested by 
collagenase digestion. Islets were cultured and 
cryopreserved by computer-programmed slow 
freezing and vitrification, respectively. The mor-
phology and ultrastructure of the thawed islets 
were studied in the two groups. The function of 
the thawed islets was assessed by glucose-stim-
ulated release of insulin, which was measured 

by radioimmunoassay. The expression of insulin 
mRNA in the thawed islets was detected by re-
versed transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR).

RESULTS: Morphological studies of the thawed 
islets demonstrated that both cryopreservation 
methods retained the integrity of islets. Secre-
tary granule and mitochondria in beta cells were 
abundant. Analysis of basal insulin secretion 
and the stimulation release in the two groups 
showed no significant difference from pro-cryo-
preservation (both P > 0.05).

CONCLUSION: The integrity and function of 
islets can be retained by vitrification, whose ef-
ficiency has no significant difference from that of 
computer-programmed slow freezing.
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摘要
目的: 观察玻璃化法对人胚胰岛冻存复苏后
形态功能的影响. 

方法: 取胎龄18-28 wk中期水囊引产死胎, 用
胶原酶分离胰岛后, 分别采用传统微机程控缓
慢降温和玻璃化超快速降温方法冷冻保存胰
岛, 复苏后, 从胰岛形态、超微结构、胰岛素
分泌功能方面比较两种冻存方法的效果. 

结果: 两种方法冷冻保存的胰岛, 复苏后形
态保持完整, 电镜下胰岛B细胞分泌颗粒和
线粒体丰富, 线粒体嵴规整, 胰岛素释放试验
中, 二者的胰岛素水平与冻存前无明显差异
(P >0.05), 胰岛素基因表达水平与冻存前相似.

结论: 玻璃化法冷冻保存胰岛能够维持细胞
的正常结构和功能, 其冷冻效果与微机程控缓
慢降温相比无明显差别.
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■背景资料
胰岛细胞移植是
替代胰岛素治疗
糖尿病代谢紊乱
的有效手段, 但细
胞来源不足的问
题严重限制了该
疗法在临床的应
用. 目前我国具有
一定的胚胎胰岛
细胞来源, 为有效
利用这一资源, 我
们尝试用改良的
玻璃化快速降温
法对人胚胰岛细
胞冷冻保存, 取得
较好效果. 
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0  引言

我国糖尿病的发病率逐年上升, 胰岛移植对于

纠正Ⅰ型糖尿病患者代谢紊乱是有效的, 甚至

可以达到停用胰岛素的目的[1]. 但由于供体来源

的不足, 大大限制了胰岛细胞移植在临床治疗

的应用和发展. 胎儿组织免疫原性较成人低、

再生能力强, 因而成为建立胰岛库的理想组织

来源. 在细胞的冷冻保存上, 微机程控降温法能

够精确地控制降温速率, 但其昂贵的冷冻仪器

和繁杂的操作步骤, 限制了在基层医院的应用, 
使得大量细胞资源被浪费. 因而, 探求一种操作

简便、经济可靠、冷冻效果良好的冻存方法, 
有利于开展大范围的细胞收集和保存工作, 更
好地利用我国胚胎细胞资源. 

玻璃化冷冻技术的基本原理是高浓度的

冷冻保护剂溶液经急速降温后, 由液态转化为

外形似玻璃状的非晶体化固体状态, 高浓度的

冷冻保护剂和超快速的冷冻速率, 消除了细胞

内和细胞外溶液冰晶的形成, 减少了冷冻损伤. 
1985年, 玻璃化冷冻鼠胚胎首次获得成功[2]. 目
前, 玻璃化冷冻保存细胞已成功应用于卵母细

胞、血细胞及胚胎, 对角膜、皮肤、血管等亦

有报道[3-6]. 但对以胰岛为代表的内分泌腺细胞

的玻璃化保存未有涉及. 本研究在此方面进行

了尝试, 报道如下. 

1  材料和方法

1.1 材料 胎龄18-28 wk中期水囊引产死胎31例, 
由哈尔滨市各大医院妇产科提供, 胎儿死亡时

间不超过4 h, 胎儿无畸形及传染病. Ⅴ型胶原

酶、DMSO、聚乙二醇、乙酰胺、海藻糖、台

盼蓝等购自Sigma公司; Hanks液、RPMI 1640
等为Gibco公司产品; 培养瓶、离心管、冻存管

等为Invitrogen公司产品. 胎儿娩出后, 热缺血

时间1-2 h内, 或冷缺血时间6 h内, 在严格无菌

条件下取材: 于无菌冰上解剖, 将胰腺组织剪成

1-2 mm3大小的碎块, 加入0.5 g/LⅤ型胶原酶消

化20 min, 用冰冷Hanks液终止消化, 120目无菌

不锈钢网过滤, 收集于含200 mL/L胎牛血清的

RPMI 1640完全培养液中, 于37℃含50 mL/L二
氧化碳的培养箱中培养3-4 d.

1.2 方法 胰岛的冷冻保存: (1)微机程控降温

法. 培养3-4 d的胰岛移入含100 g/L DMSO、

200 mL/L胎牛血清的RPMI 1640冻存液中, 于
4℃冰箱平衡30 min后移入预先设定好降温程

序的微机程控降温仪冷冻室内, 进入慢速降温

程序: 以1℃/min降温, 于相变区间加大液氮输入

量以阻止相变发生, 保持平稳降温的速率曲线. 
程序运行结束后, 迅速将冻存管投入液氮保存. 
(2)玻璃化降温法. 玻璃化冻存液参照文献[3]和
[7]的方法改良而成, 由含200 mL/L胎牛血清的

RPMI 1640完全培养液与二甲基亚砜(DMSO)、
牛血清白蛋白、聚乙二醇、乙酰胺、海藻糖等

按一定比例混合而成. 培养3-4 d的胰岛依次在

50%, 75%, 85%, 95%的玻璃化冻存液中冷平衡

8-10 min后转入100%玻璃化冻存液中冷平衡

20 min, 迅速投入液氮中保存. 复温. 取出冻存

管, 迅速投入37℃恒温水浴箱中, 不时摇动, 在
2 min内使其完全融化, 加入含200 mL/L胎牛

血清的RPMI 1640培养液中培养. 冻存前后每

天在倒置相差显微镜下观察细胞形态和生活状

态并拍摄照片. 分别收集冻存前后生活细胞, 经
30 mL/L戊二醛固定后, 透射电镜下观察细胞超

微结构. 定期留取冻存前后培养细胞的培养液, 
借助于全自动生化分析仪测定培养液中相应胰

岛素水平, 同时作胰岛素释放试验. RT-PCR法检

测胰岛素表达. 用美国Gibco公司Trizol试剂提

取不同实验阶段胰岛细胞总RNA, cDNA合成采

用Promega公司逆转录试剂盒, 操作按说明书进

行. 根据GenBank人胰岛素基因mRNA(序列号

BT006808)序列设计引物: 上游5'GCCTTTGTGA
ACCAACACCTG3', 下游5'GTTGCAGTAGTTC
TCCAGCTG3', 扩增产物大小为261 bp. G3PDH
上游引物为5'ACCACAGTCCATGCCATCAC3', 
下游引物为5'CCTGCTTCACCACCTTCTT3', 扩
增产物大小268 bp. PCR产物用12 g/L琼脂糖凝

胶电泳检测.
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 采

用SPSS 11.0软件进行统计学分析.

2  结果

培养初期的胰岛近于球形, 立体感很强, 胰岛体

积及形态差异较大, 组成胰岛的细胞完整, 轮
廓清晰; 胰岛间分布多量游离外分泌腺细胞(图
1A). 玻璃化和微机程控降温法冷冻保存的胰岛, 
复苏后在胰岛形态和结构上无差别. 胰岛近于球

■应用要点
本文所采用玻璃
化法冷冻保存人
胚胰岛, 无需昂贵
和复杂的设备, 便
于在基层推广, 对
充分利用胚胎胰
岛细胞来源, 建立
细胞库具有实际
意义. 
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形, 形态完整, 胰岛间分布多量游离细胞及细胞

残片(图1B-C). 高倍镜下, 胰岛结构清晰, 内外层

细胞均可见完整胞膜和清晰的细胞核.
2.1 胰岛细胞透射电镜观察 冷冻前B细胞胞质内

含有大量胰岛素分泌颗粒, 颗粒内含有高电子

密度的不规则形的致密结晶小体, 与胰岛A细胞

的球形分泌颗粒对比鲜明(图2A). 经两种方法冻

存复苏后的人胚胰岛B细胞胞质内胰岛素分泌

颗粒和线粒体丰富, 线粒体嵴规整呈平行排列

(图2B-C).
2.2 冷冻前后培养液胰岛素水平 冻存前, 玻璃

化组和微机程控降温组培养液胰岛素水平无显

著性差异(4.2±0.4 vs  4.1±0.5 μU/(islet·h), t = 
1.706, P >0.05), 两组间的胰岛素水平在复苏后

2 d(4.1±1.3 vs  3.9±1.0 μU/(islet·h), t = 0.475, 
P >0.05)和4 d亦无明显差异(3.9±0.5 vs  3.8±
0.6 μU/(islet·h), t = 0.998, P >0.05).
2.3 胰岛素释放试验 在25 mmol/L葡萄糖刺激

条件下, 玻璃化和微机程控组胰岛细胞在胰岛

素释放上无显著性差异(t  = 1.367, P >0.05), 两组

细胞在冻存前后亦无明显差异[t (冻前: 程控) = 0.48, 
P >0.05; t (冻前: 玻璃) = 0.31, P >0.05, 图3].
2.4 冷冻保存胰岛细胞中胰岛素基因mRNA的表

达 玻璃化冷冻降温和微机程控降温的胰岛细胞

复苏后, 于复苏2, 4, 6, 8 d均显示胰岛素mRNA
的表达, 凝胶电泳图上显示的表达量与冻存前

无明显不同(图4).

3  讨论

近年来, 胰岛移植治疗糖尿病取得了突破性的

进展, 然而这种新方法一般需要至少从2-3人的

供体胰腺中分离胰岛, 供体的缺乏制约了胰岛

移植的广泛应用[8-9], 因此, 建立胰岛细胞库是解

图  1  胰岛细胞冷冻前后形态学观察. A: 冻存前培养2 d胰岛(×100); B: 玻璃化冷冻保存复苏后培养2 d(×200); C: 微机程控

降温冷冻复苏后培养2 d(×200).

图  2  胰岛细胞超微结构TEM. A: 冻存前(×4000); B: 玻璃化冷冻保存复苏后2 d胰岛B细胞(×24 000); C: 微机程控缓慢降温

保存复苏后2 d (×48 000).
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图  3  胰岛素释放试验.

冻前                        程控                      玻璃化

2.5 mmol/L Glucose     Control     25 mmol/L Glucose

图  4  RT-PCR检测胰岛细胞insulin基因的表达. 1: 冻存前; 

2: 微机程控冷冻复苏后2 d; 3: 玻璃化冷冻复苏2 d; 4: 微机

程控复苏后8 d; 5: 玻璃化冷冻复苏后8 d; M: 200 bp和100 bp 

DNA ladder; G3PDH基因扩增为内对照.
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决此问题的重要途径. 目前, 制约细胞库发展的

技术环节仍然是冷冻过程中对细胞的损伤问题[10], 
在这一过程中, 冷冻降温速度和冷冻保护剂的

效能是起决定作用的两大因素[11]. 缓慢降温是目

前冻存内分泌腺细胞较为流行的降温方法, 由
微机程控降温设备控制的冷冻方法, 降温过程

平稳而准确, 并可流程化操作[12]. 但缓慢冷冻过

程中, 由于细胞外液的水分不断结晶, 未冻的游

离水减少, 造成细胞内外渗透压不等, 使得大量

的水分由细胞内向细胞外渗出, 逐渐导致细胞

内渗透压升高 ,  造成“溶质性损伤”的负反

应[13-14]. 
“玻璃化”是一个物理学上的概念, 是指

水或溶液快速降温达到或低于-100~-110℃的温

度范围时, 形成一种高黏度的介于液态和固态

之间、非晶体的、透明的玻璃态[15]. 玻璃化冷

冻技术是快速冷冻与高浓度冷冻保护剂相结合

的结果, 由于冷却速度很快, 以至于在低温时形

成了透明的玻璃状固体, 冷却过程中黏度很高

却没有冰晶形成, 因而避免了冷冻过程中形成

的冰晶对细胞脂质膜及细胞骨架结构的损伤, 
并保留了细胞内外液体正常的分子和离子分布. 
我们测得数据中玻璃化冷冻与微机程控缓慢冷

冻之间在统计学上虽然无显著差异, 但玻璃化

的数值均比缓慢冷冻稍高, 说明玻璃化冷冻保

存胰岛细胞, 能够完好地保持细胞的正常生理

活性, 能够用于胰岛细胞的冷冻保存. 但是, 不
同的玻璃化方案会对其效果产生不同的影响, 
对于同一种组织细胞, 冷冻保护剂的浓度和种

类是最重要的一个影响因素[16]. 冬天的青蛙被

冷冻得硬如岩石, 但到春暖花开时还能奇迹般

的复活并充满活力, 秘密在于其细胞内存在的

大量多糖类物质. 受自然界的启发, 目前常用冷

冻保护剂主要分两大类: 其中多糖类(蔗糖、海

藻糖)及聚乙二醇、BSA、Percoll等大分子物质

多用作细胞外冷冻保护剂[17]; 细胞内冷冻保护

剂主要是二甲基亚砜、乙二醇、丙三醇等具有

良好穿透性的小分子物质[18-19]. 我们吸取前人经

验, 采用二甲基亚砜、聚乙二醇、海藻糖、乙

酰胺配置玻璃化冷冻保护液, 以四步平衡法玻

璃化快速冷冻, 复苏后经对胰岛细胞mRNA及培

养液中胰岛素的检测表明, 玻璃化冷冻后胰岛

细胞分泌功能未受影响. 结果提示此种冷冻保

护剂的选择对胰岛的玻璃化冷冻具有良好效果. 
我们证明, 玻璃化保存胰岛可以达到微机

冷冻保存的冻存效果, 即可避免或减轻冷冻损

伤, 又可以长期保存细胞的理想状态. 与常规的

慢速冷冻法相比, 玻璃化冷冻可在0℃以上的温

度下直接操作, 并且不需要昂贵的冷冻仪器和

复杂的操控程序, 因而具有操作简单、快速、

经济等优点, 是便于普及的一种候选技术. 其进

一步的完善并推广, 对于胰岛细胞库的建立必

将起到重大作用. 
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