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文题释义： 

玻璃化冻存技术：活性组织与高浓度冻存液充分反应后快速降温，转变为玻璃样半透明状，并予以低温保存。

组织在冻存过程中细胞内外无冰晶形成，避免了细胞的结构破坏，可高度保存组织活性。 

活肿瘤穿刺组织样本库：按严格技术标准采集活性肿瘤穿刺组织，经玻璃化冻存处理后低温长期储存，同时

匹配建立与之相关的临床治疗、病理、随访、知情同意等资料库及其质量控制、信息管理与应用系统。 

 

摘要 
背景：玻璃化冻存是一种新型的低温保存技术，在临床活肿瘤组织样本库的建设中具有潜在的应用价值。 

目的：探讨新型玻璃化冻存技术的有效性以及在活肿瘤穿刺组织样本库建设中的可行性。 

方法：将新鲜直肠癌肝转移活检组织样本随机分为 2组，实验组作玻璃化冻存处理，对照组不作处理。取部

分复苏后活检组织和部分新鲜活检组织分别接种于小鼠背部皮下，建立人源化移植瘤模型。对比观察活检肿

瘤组织冻存前后生物学活性和组织学特征的变化。Calcein-AM 活细胞染色和 Hoechst33342 染色反映细胞

活性变化，Ki67标记免疫组织化学及苏木精-伊红染色反映组织的增殖能力和形态学特征变化。初步收集 105

例直肠癌肝转移活检组织并作玻璃化冻存，建立活性肿瘤穿刺组织生物样本库。 

结果与结论：直肠癌肝转移活检组织在玻璃化冻存前后未发生显著的生物学活性和形态学特征改变(P > 

0.05)，说明新型玻璃化冻存技术可有效冻存活性穿刺肿瘤组织，并对生物样本库的建设具有实际应用价值。 
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A novel vitrified cryopreservation method for the establishment of tumor tissue 
biobank   
 
Zhang Yuan, Yang Qiu-rui, Zhang Hong-dan, Zhu Xue-jing, Li Wei-jian, Wang Zhen-yu, Jing Hong-shu, Zhai Bo 
(Department of Interventional Oncology, Renji Hospital, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine,  
Shanghai 200127, China) 

 
Abstract 
BACKGROUND: Vitrified cryopreservation is a novel method for specimen preservation, which has a potential 
application value in the establishment of tumor biopsy biobank. 
OBJECTIVE: To investigate the effectiveness of vitrified cryopreservation and the feasibility in the 
establishment of tumor biopsy biobank.  
METHODS: The fresh biopsy specimens of liver metastasis from rectal cancer were randomized into vitrified 

新型玻璃化冻存技术在活肿瘤穿刺组织样本库建设中的可行性 

结果说明新型玻璃化冻存技术可有

效冻存活性穿刺肿瘤组织。 
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cryopreservation and control groups. Then, the biopsy specimens from each group were implanted subcutaneously into the mouse back to 
establish the humanized mouse xenograft model. The biological characteristics and histological changes of tumor tissues in each group were 
detected by Calcein-AM/Hoechst33342 staining, as well as immunohistochemistry and hematoxylin-eosin staining. Totally 105 biopsy tissues 
of liver metastasis from rectal cancer were preliminarily collected and cryopreserved to establish the tumor biopsy biobank. 
RESULTS AND CONCLUSION: No significant differences in biological viability or histological features of tumor biopsy was detected before 
and after cryopreservation (P > 0.05), suggesting that vitrified cryopreservation can effectively preserve tumor biopsy and is favorable for the 
establishment of tumor biopsy biobank. 
Subject headings: Cryopreservation; Liver Neoplasms; Tissue Engineering  
Funding: The National Natural Science Foundation of China, No. 81472845 
 

0  引言  Introduction 

直肠癌是一种常见的恶性肿瘤，患者预后差，死亡率  

高[1]。临床上15%-20%的直肠癌患者同时伴有远处转移，

其中肝脏是最易转移的器官[2]。直肠癌肝转移现阶段主要

采取外科切除治疗，其术后5年生存率在25%-45%，术后

配合化疗可以显著缓解症状并有效提高生存率[3]。目前大

多数药物相关抗肿瘤基础研究均基于肿瘤细胞系，但由于

细胞在传代过程中逐渐丧失原始肿瘤的生物学特性，导致

大量临床前药敏试验最终失败[4-5]。虽然人源化移植瘤模型

也广泛应用于科学研究[6-8]，但模型建立的成功率不够稳

定，且耗时很长，不利于活肿瘤标本的长期利用。 

临床上的新鲜活肿瘤组织保留了原始肿瘤完整的组

织结构和异质性，是科学研究的理想载体[9]。然而由于传

统的标本保存方法会使活肿瘤组织完全失去活性，导致

大量宝贵的临床活肿瘤样本因无法得到及时利用和长期

活性保存而被浪费，极大地限制了活性肿瘤组织的临床

与基础研究[10]。  

自1985年Rau和Fahy研制出玻璃化冻存液，通过快速

降温成功冻存小鼠胚胎后[11]，玻璃化冻存技术开始逐步被应

用于卵母细胞、精子细胞以及多种干细胞的低温保存[12-15]。

通过使用高浓度低温保护剂，玻璃化冻存技术实现了细胞的

活性保存，但组织相关的活性冻存始终没有得到突破性进 

展[16]。 

随着精准医学的兴起，生物样本库的重要性日益突出，

活性肿瘤组织的高效利用开始成为当前医学研究的关注焦

点。医学研究的发展需要大规模、高质量的疾病资源支持，

高效标准的生物样本库可以为深入研究个体疾病的机制与

发展提供足量资源。虽然国内不同层次的临床生物样本库

相继建立，但是实际上临床标本资源并没有得到及时有效

的利用[17-18]。由于目前绝大部分样本库的标本资源均无法

实现活性保存，所以目前国内尚无真正意义上的活肿瘤组

织生物样本库。 

本研究优化了现存的玻璃化冻存技术，建立了一套

标准的活性肿瘤穿刺组织冻存复苏方法，通过对直肠癌

肝转移活检组织进行冻存复苏，对比观察肿瘤组织冻存

前后及其移植瘤的生物学变化，并将组织冻存复苏技术

引入肿瘤组织样本库的建设，通过收集105例直肠癌肝转

移活检组织样本建立起一个小型生物样本库，探索冻存

技术的有效性及其在活肿瘤组织样本库建设中的应用价

值，为将建立大规模、高质量的活肿瘤生物样本库奠定

基础。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  组织学水平的对比观察实验。 

1.2  时间及地点  于2016年10至2017年6月在上海市赛

立维生物科技有限公司研发中心和上海市肿瘤研究所共同

完成。 

1.3  材料 

肿瘤标本：105例直肠癌肝转移穿刺组织样本取自上

海交通大学医学院附属仁济医院肿瘤介入科，患者均已签

署知情同意书。本实验已通过仁济医院伦理委员会批准。 

实验动物：6-8周雌性NOD/SCID小鼠(上海灵畅生物

科技有限公司)，饲养于上海市肿瘤研究所动物房。动物实

验已通过上海交通大学医学院动物伦理委员会批准。 

实验用主要试剂和仪器：组织运输液、组织冻存液与

复苏液(上海赛立维生物科技有限公司)，VF-300切片机(北

京伯齐科技有限公司)，Calcein-AM细胞活力试剂盒(南京

凯基生物技术有限公司)，Hoechst33342染色试剂盒(上海

碧云天生物技术有限公司)，免疫组织化学抗体(上海艾博

抗贸易有限公司)，Olympus BX51显微镜(日本Olympus公

司)，Leica TCS SP8激光扫描共聚焦显微镜(德国Leica公

司)。 

1.4  实验方法 

肿瘤组织的获取：直肠癌肝转移活检穿刺标本取自仁

济医院肿瘤介入科，采集到的新鲜直肠癌肝转移组织样本

移入装有组织运输液的标本瓶，记录标本获取时间和患者

相关信息，4 ℃冰盒保存，并在2 h内运送至实验室进行玻

璃化冻存处理。 

组织的冻存与复苏：新鲜组织分为玻璃化冻存组和阴

性对照组。冻存时，冻存液1(V1)，冻存液2(V2)，冻存液

3(V3)于26 ℃水浴加热。将新鲜直肠癌肝转移活检穿刺组

织样本经PBS清洗2遍后依次放入5 mL V1，5 mL V2，5 mL 

V3，分别浸泡3，3，6 min。最后直接浸于液氮不少于5 min，

移入冻存管，液氮低温保存。复苏时，将冻存直肠癌肝转

移组织从冻存管内取出，迅速放入37 ℃水浴加热的10 mL

复苏液1(T1)中浸泡3 min，然后依次转入5 mL复苏液

2(T2)，5 mL复苏液3(T3)，分别浸泡5 min，10 min。将复

苏后的穿刺组织用PBS清洗2遍，浸于无菌生理盐水，冰上

保存，待用。 

人源化移植瘤模型的建立：将复苏后直肠癌肝转移活
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检穿刺组织接种于免疫缺陷小鼠右背侧皮下，建立人源化

移植瘤模型，每周测2次瘤体积，待肿瘤大小达100-    

150 mm3，处死小鼠，剥瘤，制备组织切片。 

Calcein-AM/Hoechst33342染色：Calcein染色试剂盒

与Hoechst33342染色试剂盒均于-20 ℃保存，使用时从冰

柜取出，室温条件下避光放置30 min后，分别稀释至      

1 μmol/L和2 mg/L。切片机制备300 μm厚度切片，将混合

染色液滴于切片表面，浸染30 min后PBS冲洗2遍，封固，

避光保存，待共聚焦扫描。随机选取10个染色视野，计算

活细胞比例。 

苏木精-伊红染色/IHC染色：免疫组织化学采用SP两

步法，4 μm厚度切片，常规脱蜡水化，体积分数3%双氧

水灭活内源性过氧化物酶，3%蛋白酶K抗原修复；体积分

数10%山羊血清封闭，滴加Ⅰ抗(1∶200)，4 ℃冰箱孵育

过夜，次日晨恢复至室温，PBS冲洗后滴加相应的Ⅱ抗室

温孵育2 h，PBS冲洗后滴加DAB显色，苏木精复染，脱水

透明，中性树胶封固。光学显微镜下观察并拍照。 

生物样本库的建立：将获取的105例新鲜直肠癌肝转

移穿刺组织样本严格按照标准的玻璃化冻存技术进行处理

后，转存于统一规格的组织冻存管，管壁详细标记样本的

处理日期、样本序号、组织种类，置于大容量生物液氮罐

内长期低温保存。实验记录薄作好对应标本的使用及相关

信息记录，有序整理并存储建立对应患者的临床治疗、病

理、随访、知情同意等资料库及其质量控制、信息管理与

应用系统。 

1.5  主要观察指标  ①Calcein-AM/Hoechst33342染色

观察肿瘤组织冻存前后细胞活性变化；②苏木精-伊红染 

色/IHC染色观察肿瘤组织及移植瘤冻存前后组织形态学特

征和细胞增殖能力变化。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 19.0统计软件对数据进行

统计学处理，两组间的数据比较采用t 检验，P < 0.05为差

异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  组织的冻存与复苏流程  活检组织的冻存复苏严格

依照优化后的标准操作流程(图1A)。冻存液与复苏液见图

1B。新鲜活检组织呈鱼肉状，质地柔软，颜色鲜红(图1C)。

活检肿瘤组织冻存后呈半透明，质地坚硬；复苏后恢复光

泽，质地变软(图1D)。 

2.2  组织冻存前后荧光染色及免疫组织化学结果  肿瘤

穿刺组织冻存前活细胞比例为77.2%，冻存后活细胞比例

为75.7%，无统计学差异(图2A，B)。肿瘤组织冻存前后组

织学特征和增殖活力无显著变化(图2C)。 

2.3  皮下移植瘤模型的建立  新鲜活检组织和复苏后活

检组织均成功建立人源化移植瘤模型(图3A)。移植瘤的组

织学特征和细胞增殖活力均未见明显变化(图3B，C)。 

2.4  活肿瘤组织标本库的建立  本研究收集的105例直肠

癌肝转移活检组织样本均取自上海交通大学医学院附属仁

济医院肿瘤介入科，冻存后转入冻存管，低温保存于生物

液氮罐。 

 

3  讨论  Discussion 

玻璃化冻存技术是目前低温医学生物学领域研究的

重要内容。近年来玻璃化冻存技术开始从生殖细胞领域转

向应用于少量器官组织如卵巢的冻存[19-30]。关于肿瘤组织

活性冻存的研究，报道甚少。如何优化冻存技术，降低冻

存试剂的毒性作用，改善冻存效果，最大程度保留原始肿

瘤组织的生物学特性是本研究的关键。本研究优化并提出

了一套标准的新型玻璃化冻存方法，可以高度保留活检肿

瘤组织的生物学特性和异质性结构，有效提高活肿瘤标本

的利用率，对活肿瘤组织样本库的建设具有很大的应用价

值。 

活性肿瘤组织具有宝贵的研究价值，广泛应用于肿

瘤相关基础研究和药物研发[5]。有研究表明，肿瘤细胞与

宿主微环境间的相互作用与肿瘤的发生发展联系紧   

密[31-32]。因此，保留肿瘤组织的生物学活性和完整的异

质性结构对于研究肿瘤的发生发展至关重要。传统的组

织保存方法主要包括福尔马林浸泡保存和液氮快速冷冻

法，虽然可以保留肿瘤的组织学特征，但无法维持生物

学活性[33]。相比之下，玻璃化低温冻存技术有效避免了

冰晶对组织细胞的损害，可以高度保持组织细胞的生物

学活性[34-36]。 

目前的低温冻存方法主要包括程控降温法和阶段降温

法[37]。但由于程控降温需要在相应仪器设备的辅助配合下

进行，运作成本高昂且操作十分繁杂，实用性较低[38]。阶

段降温法虽然冻存成本低廉，但冻存时间过长，不利于大

规模样本的处理[39]。而现存的玻璃化冻存方法尚不成熟，

且无标准的操作流程，组织冻存效果参差不齐。本研究在

现存的玻璃化冻存技术基础上，进一步缩短冻存时间，简

化实验步骤，冻存仅需17 min，复苏仅需18 min，无需配

合复杂的精密仪器，操作更加简便。渗透性低温保护剂二

甲基亚砜为最优选的细胞保护剂，但其对细胞的毒性作用

很大[16]。 

本研究摒弃了二甲基亚砜的使用，重组冻存试剂的有

效成分，极大程度降低了传统低温冻存试剂对组织活性的

毒性损伤，实验证明复苏后的活检肿瘤组织的生物活性和

组织学特征均得到高度保留，并可成功建立人源化移植瘤

模型，体内外改变均保持一致。 

当前国内建立的大多数组织生物样本库多为手术切

除的标本[40]。由于手术切除标本的获取耗时长、效率低，

不利于大规模样本的收集。此外，由于手术切除组织往

往体积较大，在操作过程中需要分解冻存，这对冻存的

操作和样本库的运行成本均产生巨大压力。本研究小组

成功冻存105例直肠癌肝转移活检组织样本，并置于液氮 
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图 1直肠癌肝转移活检组织的冻存与复苏 

Figure 1  Cryopreservation and resuscitation for 

the biopsy specimens of liver metastasis from rectal 

cancer 

图注：图 A上为冻存流程，下为复苏流程；B左为冻

存液，右为复苏液；C为新鲜肿瘤活检穿刺组织；D

左为冻存后组织，右为复苏后组织。 

图 2 组织冻存前后生物学活性及组织学特征变化 

Figure 2  Biological viability and histological characteristics of the biopsy 

specimens of liver metastasis from rectal cancer before and after 

cryopreservation 

图注：图 A新鲜组织和复苏后组织的荧光染色结果，绿色代表活细胞的细

胞质，蓝色代表细胞核；B为新鲜组织和复苏后组织中活细胞比例(P=0.46，

P > 0.05)；C为组织冻存前后苏木精-伊红染色和 Ki67标记免疫组织化学，

棕色为标记物阳性；标尺=100 μm。 

图 3  组织冻存前后人源化移植瘤模型的

建立 

Figure 3  Establishment of humanized 

xenograft model before and after 

cryopreservation 

图注：图 A新鲜组织和复苏后组织均成功

建立人源性移植瘤模型；B为组织冻存前

后苏木精-伊红染色；C为组织冻存前后

Ki67标记免疫组织化学，棕色为标记物阳

性；标尺=100 μm。 
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罐长期低温保存。实验结果说明，活检穿刺获取标本的

效率相对手术切除高很多，短期内即可获取大量组织标

本，冻存不需要分解处理，操作相对简便，样本库运行

成本较低。 

当然，活检组织的玻璃化冻存也有一定局限性：  

(1)与手术切除标本相比，活检组织的组织量有限，在

穿刺组织无法满足使用需求的情况下可在组织复苏后建立

第一代移植瘤模型，以获取足够肿瘤组织用于后续的实验

研究。 

    (2)本研究建立的样本库的规模较小，尚需进一步探索

不同种类组织在玻璃化冻存过程中发生的活性改变机制，

明确玻璃化冻存对不同种类细胞活性和功能的影响，统一

玻璃化冻存对组织活性和功能改变的检测标准，为实现大

规模的肿瘤活检组织样本库的建立与运行奠定理论基础，

提供科学依据。 

以组织细胞活性保存为核心的玻璃化冻存技术实用性

强，拓展面广。基于冻存技术的活性组织样本库将来不仅

可以用于个体患者肿瘤组织的复苏后培养，并作为药物筛

检平台对临床常规药物进行体外药物敏感实验，提高临床

药物或药厂新药的疗效，造福于广大癌症患者，同时建立

完善一套标准的药物临床前评价体系。此外还可以应用于

组织工程和器官移植，通过构建体外组织的3D培养框架，

培养具备自体组织修复和功能重建的活性组织以用于组织

缺损的修复与重建。 
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