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摘　 要　 冷冻干燥是长期有效保存细胞的手段之一。 本文以肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 为研究对象，选取了不同体积分数的 Ｍｅ２ＳＯ、丙三

醇及不同质量浓度的 ＰＶＰ、复方保护剂进行冷冻干燥保存，筛选出最佳保护剂配方。 此外，将细胞在不同摩尔浓度的海藻糖溶液

中孵育，通过检测细胞回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率，探究胞内海藻糖对细胞冷冻干燥的影响。 结果表明：添加 ４０％ ＰＶＰ（ｗ ／ ｖ）
＋ １０％甘油（ｖ ／ ｖ） ＋ １５％ ＦＢＳ（ｖ ／ ｖ） ＋ ２０％海藻糖（ｗ ／ ｖ）保护剂的细胞，在复水后回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率分别为 ２９ ５８％ 、
４２． １８％和 １８． ７１％ ，与对照组相比三项指标均得到有效提高，该种保护剂的效果最佳；当胞外海藻糖摩尔浓度为 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，
冻干效果最好，肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 在复水后回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率分别为 ２７． ８１％ ，６６． ６５％和 ３３． ６８％ ，存活率和贴壁率显

著高于其他组。
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　 　 长期有效的保存细胞在医学、生物学等领域具有

重要意义，并一直受到广泛关注。 目前常用的方法是

低温保存，但该种手段液氮耗费多，对设备要求高，运
输过程还可能因为震荡而造成细胞破损，维护及保存

条件也较为苛刻。 且在低温保存期间，细胞活力、免
疫力等均有不同程度的下降，对研究样本有一定的损

伤。 而细胞的真空冷冻干燥是先将细胞进行低温冻

结，再通过降压直接将冰晶除去，从而达到干燥细胞

的目的。 相比于细胞的低温保存，真空冷冻干燥有显

著优势：去除样品中 ９０％以上的水分，使样品可以长

期保存；避免微生物的滋长；质量轻便，大大降低了运

输保存的难度；冻干后的样品形态外观基本没有改

变，极大的保存了细胞原有的活性和特性等。 所以，
利用冻干的方法保存细胞也受到了研究者的极大关

注。 肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 不但可以连续传代不断增殖，
而且具有肝细胞的各种特异性功能以及体细胞的基
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本特征，实现冷冻干燥，对冻干保护剂配方选择以及

机理上的认知提供了一定的参考，更有利于今后拓展

其他体细胞的冻干保存。
对于人体细胞冻干，目前报道较多的为人血液细

胞、组织细胞的冻干。 Ｉ． Ｂａｋａｌｔｃｈｅｖａ 等［１］ 尝试对红

细胞冻干后，血红蛋白恢复率高达 ９５％ 。 科学家在

保护剂的选择上发现，海藻糖对细胞膜和蛋白质有着

很好的抗逆保护作用［２ － ３］。 Ｇ． Ｒ． Ｓａｔｐａｔｈｙ 等［４］成功

将海藻糖载入到红细胞内，且冻干后红细胞的恢复率

达到 ４０％ 。 对于人血小板的研究，早在 １９５６ 年就开

始进行尝试，但效果并不理想［５］。 Ｗ． Ｆ． Ｗｏｌｋｅｒｓ
等［６］实验发现，海藻糖可以通过内吞作用进入到血

小板内。 Ｚｈａｎｇ Ｓｈａｏｚｈｉ 等［７］ 提出超声波可以强化海

藻糖进入血小板中，范菊莉等［８］ 使用超声波对冻干

血小板做预处理，达到了强化海藻糖负载入血小板中

的效果，进一步为冻干血小板提供了参考。 由于脐带

血中含有大量的造血干细胞，肖洪海等［９］ 首次实现

了人脐带全血和单核细胞冻干的研究。 １９５３ 年，
Ｓｔｏｃｋｅｒ 发现，角膜内皮细胞是维持角膜透明的基础，
成功保存角膜内皮细胞成为了研究热点。 杨宏伟

等［１０］通过光镜、电镜酶组织化学方法探讨了冻干角

膜内皮细胞的有效性，推测该方法有望成为角膜长期

保存的新手段。
在生物样品冻干的过程中，常常需要添加冻干保

护剂。 糖类，尤其是海藻糖，因其自身特殊的结构，可
以在冻干过程中有效保护细胞内部结构不受破坏，保
持生物膜的完整性而成为生物制品冻干中常用的保

护剂之一［１１］。 聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）是一种非渗透

冻干保护剂，因可以提高溶液的黏度，显著提高溶液

的玻璃化程度而被广泛应用［１２］；胎牛血清（ＦＢＳ）中

含有大量细胞生长所需的营养物质［１３］，可以在复水

过程中大大提高细胞存活率，因此受到研究者们的青

睐；甘油作为渗透性保护剂，可以进入胞内而提供良

好的保护效果［１４ － １５］，也是近年来冻干保护剂选择的

热点；而低体积分数的二甲基亚砜（Ｍｅ２ＳＯ）更是在冻

结过程中对细胞起到巨大的保护作用［１６］。
因此，本文以肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 为对象，初步探

索肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 的真空冷冻干燥，选取了海藻

糖、ＰＶＰ、ＦＢＳ、甘油及 Ｍｅ２ＳＯ 作为保护剂，探讨不同

种类和不同质量浓度或体积浓度的保护剂效果，寻找

合适的冻干保护剂配比，同时，将细胞置于不同摩尔

浓度的海藻糖溶液中，以肝癌细胞复水后的回收率、
存活率及 ２４ ｈ 贴壁率为指标，探讨胞内海藻糖对冻

干肝癌细胞的影响，为今后冻干其他细胞提供一定的

参考。

１ 材料与方法

１ １ 材料与试剂
实验材料：人肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２（购于中科院）。
主要试剂：胎牛血清（ＦＢＳ）和胰蛋白酶（赛默飞

世尔生物化学制品有限公司）；Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｅａｇｌｅ Ｍｅｄｉｕｍ （ＤＭＥＭ）培养基（ＧＩＢＣＯ 公司）；二甲

基亚砜（Ｍｅ２ＳＯ）（德国 ＡＰＰＬＩＣＨＥＭ 公司）；台盼蓝染

色液（２Ｘ）（碧云天生物技术公司）；等渗磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ，ＰＨ ７ ４）、聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）、海藻糖、
甘油（国药集团化学试剂有限公司）、青霉素和链霉

素（华北制药）。
１ ２ 仪器与设备

真空冷冻干燥机，Ａｄｖａｎｔａｇｅ ２ ０ Ｂｅｎｃｈｔｏｐ Ｆｒｅｅｚｅ
Ｄｒｙｅｒ（美国 ＳＰ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司）；二氧化碳培养箱（上
海博讯实业有限公司）；低速台式离心机（上海安亭

科学仪器厂）；Ｃｏｕｎｔｅｓｓ ＩＩ ＦＬ 细胞计数仪（赛默飞世

尔科技有限公司）；低温台（ＢＣＳ１９６ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｙｒｏ⁃
ｓｔａｇｅ）；ＢＸ５１ＴＲＦ 显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ， 日本）。
１ ３ 实验方法
１ ３ １ 肝癌细胞的获取

从二氧化碳培养箱中取出细胞培养皿，吸掉培养

皿中的培养基 （１０％ 胎牛血清 ＋ １％ 双抗 ＋ ８９％
ＤＭＥＭ 培养基），每个皿都加入 ２ ｍＬ Ｄ⁃Ｈａｎｋ′ｓ，清洗

２ 遍，接着用 ０ ５ ｍＬ 胰酶进行消化 １ ～ ２ ｍｉｎ 后，当在

显微镜下观察细胞呈圆粒状并较均匀的分布在培养

皿中时，每个皿加入 ２ ｍＬ ＤＭＥＭ 培养基终止消化，
并将所有细胞吸入到同一离心管中，转速为 １ ００ ０
ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，倒去上清液。

将肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 用等渗 ＰＢＳ 溶 液 离 心

（１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ）、洗涤 ３ 遍，收集肝癌细胞

备用。
１ ３ ２ 冻干保护剂配方优化

实验分组：保护剂基础液均为 ＤＭＥＭ，将保护剂

分为 １２ 组，根据保护剂不同种类又分为 ５ 组，第一组

序号为 ０，是对照组，保护剂组成为 １５％ ＦＢＳ ＋ ２０％海

藻糖；第二组序号为 １ ～ ３，是 Ｍｅ２ＳＯ 组；第三组序号

为 ４ ～ ８，是 ＰＶＰ 组；第四组序号为 ９ ～ １０，是甘油组；
第五组序号为 １１，是根据第 １ ～ ４ 大组实验的结果选

出的配方，为复方保护剂组。 将备用的肝癌细胞分装

１ ｍＬ 到 １２ 个 １ ５ ｍＬ 的离心管中，保证每个样品中

有足够量的细胞，离心（１ ６００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ４ ｍｉｎ），去
掉上清液，分别加入以下冻干保护剂，低温显微镜观

察，均以 １０ ℃ ／ ｍｉｎ 从室温降到 － ８０ ℃，平衡 １０ ｍｉｎ，
再以 ２０ ℃ ／ ｍｉｎ 升温到 ３０ ℃。

—２１１—
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将每组保护剂按 ４ ∶ １的比例加入到细胞中进行

冻干，最终冻干测定复水后肝癌细胞的回收率、存活

率和 ２４ ｈ 贴壁率，进行三组平行实验。

表 １ 保护剂分组

Ｔａｂ． １ Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｙｉｎｇ ｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ

序

号

ＤＭＳＯ
（ｖ ／ ｖ） ／ ％

ＰＶＰ
（ｗ ／ ｖ） ／ ％

丙三醇

（ｖ ／ ｖ） ／ ％
ＦＢＳ

（ｖ ／ ｖ） ／ ％
海藻糖

（ｗ ／ ｖ） ／ ％
０ ０ ０ ０ １５ ２０

１ ５ ０ ０ １５ ２０

２ １０ ０ ０ １５ ２０

３ １５ ０ ０ １５ ２０

４ ０ ２０ ０ １５ ２０

５ ０ ３０ ０ １５ ２０

６ ０ ４０ ０ １５ ２０

７ ０ ５０ ０ １５ ２０

８ ０ ６０ ０ １５ ２０

９ ０ ０ １０ １５ ２０

１０ ０ ０ ２０ １５ ２０

１１ ０ ４０ １０ １５ ２０

注：表中 ｖ ／ ｖ 为体积分数；ｗ ／ ｖ 为质量浓度。

１ ３ ３ 肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 的冻干与复水

冻干：将细胞与保护剂以 １∶ ４的体积比配制成冻

干细胞混合液。 取 １ ｍＬ 配好的冻干细胞混合液加入

到容积为 ５ ｍＬ 的西林瓶中并计数，放入冻干机中进

行冻干，每次实验共设三组平行。 预冻速率大概为

１０ Ｋ ／ ｍｉｎ，预冻温度为 － ６５ ℃，时间 ２ ｈ，保证样品全

部冻结；接着进行一次干燥，样品温度保持 － ４５ ℃，
持续 ２４ ｈ，压力为 ５ Ｐａ；二次干燥样品温度为 ２０ ℃，
时间 １０ ｈ，压力为 ５ Ｐａ。 冻干完成后，样品密封保存。

复水：复水液的配制将 ＰＶＰ 溶于 ＰＢＳ 缓冲液中，
ＰＶＰ 终质量浓度（ｗ ／ ｖ）为 １０％ 。 在 ３７ ℃水浴下，将
２ ｍＬ 复水液加入到冻干样品中，轻轻振动，直到样品

完全溶解，取样再对其进行细胞计数［１７］。
１ ３ ４ 胞内海藻糖的载入、提取与测定

胞内海藻糖的载入：用双蒸水配制 ４００、６００、
８００、１ ０００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 四种不同摩尔浓度的海藻糖溶液。
将肝癌细胞置于四种不同摩尔浓度的海藻糖溶液中，
并在 ３７ ℃，５％ＣＯ２ 的培养箱中孵育 ７ ｈ［４］。 经孵育

之后的肝癌细胞，于 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，去除上

清液，用等渗的 ＰＢＳ 缓冲液洗涤，反复 ３ 次，用细胞

计数仪计数，并计算平均体积。
胞内海藻糖的提取：为防止提取液中其他组分的

影响，加三倍体积的 １０％三氯乙酸于细胞悬浮液中，
常温下抽提细胞内海藻糖 ３ 次［１８］，收集三次的抽提

液，可以获得较为单一的含海藻糖组分。
胞内海藻糖的测定：采用硫酸⁃蒽酮法测定各萃

取液中海藻糖质量浓度［１９］。
１ ３ ５ 负载海藻糖的细胞冻干及回收率、存活率和 ２４
ｈ 贴壁率检测

冻干保护剂为前期实验筛选出来的最佳保护剂：
基础液为 ＤＭＥＭ，组分为 ４０％ ＰＶＰ（ｗ ／ ｖ） ＋ １５％ ＦＢＳ
（ｖ ／ ｖ） ＋２０％海藻糖（ｗ ／ ｖ） ＋１０％丙三醇（ｖ ／ ｖ）。 随后

进行冻干。 冻干结束后，在 ３ ７ ℃水浴下进行复水，再
取样进行回收率、存活率及 ２４ ｈ 贴壁率的检测。

冻干细胞回收率［２０］检测：

冻干细胞回收率 ＝ 复水后细胞数
冻干前细胞悬浮液细胞数

× １００％

（１）
存活率检测［２１］：采用台酚蓝染色法，取 ２０ μＬ

０ ４％台酚蓝溶液和 ２０ μＬ 复水后细胞悬浮液，混匀，
滴加在细胞计数板上，在 ３ ｍｉｎ 内，插入细胞计数仪

中计数。 按以下公式计算存活率：

细胞存活率 ＝ 活细胞总数
活细胞总数 ＋ 死细胞总数

× １００％

（２）
２４ ｈ 贴壁率检测：复水后的细胞，加入 ２ ｍＬ

ＤＭＥＭ，于 １ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，加 ４
ｍＬ ＤＭＥＭ 接种到培养皿中，放入 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养

箱中培养，２４ ｈ 换液后，将培养皿中培养液吸入到离

心管中，计数未贴壁细胞。 接着用胰酶消化后加 ２
ｍＬ ＤＭＥＭ，计数贴壁细胞。 计算公式如下：

２４ ｈ 贴壁率 ＝ 贴壁细胞数
贴壁细胞数 ＋ 未贴壁细胞数

× １００％

（３）
１ ３ ６ 数据分析

用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ 软件进行统计分析，所有实验

数据均采用平均值 ±标准差的形式。

２ 结果与分析

２ １ 保护剂配方的优化
２ １ １ Ｍｅ２ＳＯ 组细胞回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率

对照组、添加 Ｍｅ２ＳＯ 体积分数 （ ｖ ／ ｖ） 为 ５％ 、
１０％ 、１５％的保护剂组细胞复水后的回收率、存活率

和 ２４ ｈ 贴壁率结果见表 ２。 文中采用 Ｄｕｎｃａｎ 法进行

多重比较，表格中同列标有相同字母的表示相互没有

显著区别（Ｐ ＞ ０ ０５），没有相同字母表示互相有显著

区别（Ｐ ＜ ０ ０５）。

—３１１—
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表 ２ 添加不同体积分数 Ｍｅ２ＳＯ 保护剂细胞冻干复水后的回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ． ２ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ Ｍｅ２ＳＯ

　 序号 保护剂 回收率 ／ ％ 存活率 ／ ％ ２４ ｈ 贴壁率 ／ ％

０ ０ １ ５３ ± ０ ２２ａ ５ ６８ ± ０ ４４ａ ０ ２６ ± ０ ０８ａ

１ ５％Ｍｅ２ＳＯ ２０ ７７ ± ０ ３６ｂ ４４ ０４ ± ０ ７ｂ ２ ２１ ± ０ ４７ｂ

２ １０％Ｍｅ２ＳＯ １７ ３２ ± ３ ２８ｂ ５７ ７４ ± １ １７ｃ ３ ２２ ± ０ ２０ｃ

３ １５％Ｍｅ２ＳＯ １６ ０１ ± ２ ２９ｂ ６３ ３４ ± ２ ５２ｃ ３ ８８ ± ０ １７ｃ

　 　 由表 ２ 可知，添加 Ｍｅ２ＳＯ 保护剂组细胞冻干的

回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率均与对照组有显著差

异（Ｐ ＜ ０ ０５），这表明添加体积分数为 ５％ ～ １５％
Ｍｅ２ＳＯ 保护剂对冻干肝癌细胞有一定的保护作用。
添加了 ５％ ～ １５％ Ｍｅ２ＳＯ 后，回收率并没有显著差

异，但 １０％Ｍｅ２ＳＯ 和 １５％ Ｍｅ２ＳＯ 组的存活率及 ２４ ｈ
贴壁率要显著高于 ５％ Ｍｅ２ＳＯ 组。 而 １０％Ｍｅ２ＳＯ 和

１５％ Ｍｅ２ＳＯ 组的回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率均无

显著差异（Ｐ ＞ ０ ０５）。 这表明 １０％ Ｍｅ２ＳＯ 和 １５％
Ｍｅ２ＳＯ 组的保护效果优于 ５％ Ｍｅ２ＳＯ 组，且两者保护

效果相近。
２ １ ２ ＰＶＰ 组的细胞回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率

对照组、添加 ＰＶＰ 质量浓度 （ ｗ ／ ｖ） 为 ２０％ 、
３０％ 、４０％ 、５０％ 、６０％的保护剂组细胞复水后的回收

率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率结果见图 １。
添加不同质量浓度 ＰＶＰ 保护剂的肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃

Ｇ２ 冻干复水后，测定其回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁

率（图 １）。 由图 １ 可知，ＰＶＰ 对肝癌细胞的冻干过程

有明显的保护作用，其作用效果随着质量浓度的增大

而先增高后降低。 当 ＰＶＰ 质量浓度为 ２０％ 时，肝癌

细胞回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率明显高于对照组，
当 ＰＶＰ 质量浓度增大为 ４０％时，肝癌细胞回收率、存
　 　 　 　

图 １ 添加不同质量浓度 ＰＶＰ 保护剂细胞冻干复水后的

回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率

Ｆｉｇ． １ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｔ
ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ ＰＶＰ

活率和 ２４ ｈ 贴壁率都达到了峰值，此后，随着 ＰＶＰ 质

量浓度增大，回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率都有着不

同程度的下降，表明 ４０％ ＰＶＰ 质量浓度的保护剂冻

干效果最佳，能产生较好的保护作用。
２ １ ３ 甘油组的细胞回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率

对照组、添加丙三醇体积分数 （ ｖ ／ ｖ） 为 １０％ 、
２０％的保护剂组细胞复水后的回收率、存活率和 ２４ ｈ
贴壁率结果见表 ３。

表 ３ 添加不同体积分数甘油保护剂细胞冻干复水后的回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ． ３ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ ｇｌｙｃｅｒｏｌ

　 序号 保护剂 回收率 ／ ％ 存活率 ／ ％ ２４ ｈ 贴壁率 ／ ％

０ ０ １ ５３ ± ０ ２２ａ ５ ６８ ± ０ ４４ａ ０ ２６ ± ０ ０８ａ

９ １０％甘油 １６ ６１ ± ０ ９６ｃ ３７ ９７ ± ２ １８ｂ ８ ９４ ± ０ ５２ｃ

１０ ２０％甘油 １４ ５０ ± ０ ４７ｂ ４２ ４８ ± １ ９５ｂ ５ ３２ ± ０ ７９ｂ

　 　 由表 ３ 可知，添加了体积分数为（ ｖ ／ ｖ） １０％ ～
２０％甘油的保护剂与对照组在回收率、存活率和 ２４ ｈ
贴壁率上差异均有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５），表明添加 １０％
～２０％甘油的保护剂对肝癌细胞冻干存在积极作用。
１０％甘油组的细胞存活率与 ２０％ 甘油组没有显著差

异（Ｐ ＞ ０ ０５），但两者的 ２４ ｈ 贴壁率却有显著差异

（Ｐ ＜ ０ ０５），说明 １０％ 甘油组的冻干效果要优于

２０％甘油组。
２ １ ４ 复方保护剂组的细胞回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴

壁率

由于 Ｍｅ２ＳＯ 的冻干效果不佳，因此以下结果均

不再进行比较。 挑选前三组最优保护剂，进行复方保
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护剂组实验，并比较它们的回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴 壁率。

表 ４ 添加不同保护剂细胞冻干复水后的回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ． ４ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ

　 序号 保护剂 回收率 ／ ％ 存活率 ／ ％ ２４ ｈ 贴壁率 ／ ％

０ ０ １ ５３ ± ０ ２２ａ ５ ６８ ± ０ ４４ａ ０ ２６ ± ０ ０８ａ

６ ４０％ ＰＶＰ ３０ ３４ ± ３ ３８ｃ ６８ ７１ ± ０ １８ｃ １４ ２９ ± ０ ９８ｃ

９ １０％甘油 １６ ６１ ± ０ ９６ｂ ３７ ９７ ± ２ １８ｂ ８ ９４ ± ０ ５２ｂ

１１ ４０％ ＰＶＰ ＋ １０％甘油 ２９ ５８ ± １ ４１ｃ ４２ １８ ± ２ ２５ｂ １８ ７１ ± ２ ９６ｄ

表 ５ 胞外不同摩尔浓度海藻糖载入肝癌细胞后冻干的回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ． ５ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｆｒｅｅｚｅ⁃ｄｒｉｅｄ ｃｅｌｌ ｉｎ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｍｏｌａｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

　 编号 胞外海藻糖浓度 ／ （ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 回收率 ／ ％ 存活率 ／ ％ ２４ ｈ 贴壁率 ／ ％

０ ０ ２９ ５８ ± １ ４１ｂ ４４ １８ ± ２ ２５ｂ ２１ ７１ ± ２ ９６ｂ

１ ４００ ２６ ６０ ± １ ４３ｂ ４７ ３４ ± ２ ６７ｂ ２１ ８８ ± ２ ６９ｂ

２ ６００ ３６ ６２ ± １ ２７ｃ ４１ ９７ ± ４ ５４ｂ ２５ ９５ ± ２ ２９ｂ

３ ８００ ２７ ８１ ± ２ ３１ｂ ６６ ６５ ± ２ ０８ｃ ３３ ６８ ± ０ ５７ｃ

４ １ ０００ １６ ４３ ± ２ ０９ａ ２６ ９７ ± １ ２１ａ ３ ０８ ± ４ ３５ａ

　 　 由表 ４ 可知，添加了保护剂的细胞冻干复水后与

对照组在回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率上差异均有

显著性（Ｐ ＜ ０ ０５），说明冻干保护剂的添加对肝癌细

胞冻干有明显的保护作用。 １０％甘油组在回收率、存
活率和 ２４ ｈ 贴壁率上都要低于其他两组（序号 ６ 和

序号 １１），说明甘油在冻干过程中的保护效果最差。
４０％ ＰＶＰ 组与复方保护剂组的存活率高于复方保护

剂组，但复方保护剂组的贴壁率明显高于 ４０％ ＰＶＰ
组，这表明虽然 ４０％ ＰＶＰ 的保护剂可以大大提高冻

干复水后细胞的存活率，但多数细胞已失去其贴壁能

力，而复方保护剂能较好维持肝癌细胞的基本功能。
综上所述，复方保护剂在冻干肝癌细胞过程中保护效

果最好。
２ ２ 孵育载入肝癌细胞海藻糖的摩尔浓度

采用硫酸蒽酮法测定海藻糖摩尔浓度，其中萃

取液的质量浓度与胞内摩尔浓度成正比关系［２２］ ，因
此，萃取液的质量浓度也可以反映胞内海藻糖摩尔

浓度的大小。 当细胞放在等渗的海藻糖溶液中时，
胞内几乎没有负载海藻糖。 所以，该实验选择了一

系列高渗溶液：４００、６００、８００、１ ０００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖

溶液作为负载液。 图 ２ 所示为不同摩尔浓度胞外

海藻糖对肝癌细胞的影响。 在 ３７ ℃ 条件下，通过

孵育的方式，萃取液海藻糖摩尔浓度呈现先增高后

降低的趋势。 当胞外摩尔浓度在 ４００ ～ ６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
区间时，以相对较快的速率增加对海藻糖的摄取

量，海藻糖摩尔浓度明显加大；当胞外摩尔浓度在

６００ ～ ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围时，萃取液海藻糖摩尔浓度

增加趋势减缓，此时可能细胞吸取的海藻糖摩尔浓

度达到饱和；当胞外摩尔浓度为 １ ０００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，
细胞对海藻糖的摄取量减小，可能是过高摩尔浓度

的胞外环境提供了水从胞内向胞外流动的推动力，
从而形成了细胞膜内外的渗透梯度，对细胞造成了

一定的渗透损伤［２３］ 。

图 ２ 不同摩尔浓度胞外海藻糖对肝癌细胞的影响

Ｆｉｇ． ２ Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｍｏｌａｒ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ Ｈｅｐａｔｏｍａ Ｈｅｐ⁃Ｇ２ ｃｅｌｌｓ
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２ ３ 冻干肝癌细胞的回收率、存活率和 ２４ ｈ 存

活率
将肝癌细胞放置在不同摩尔浓度海藻糖溶液中，

通过热孵育载入细胞内后进行冻干，测得的回收率、
存活率和 ２４ ｈ 贴壁率如表 ５ 所示。

由表 ５ 可知，当胞外摩尔浓度为 ４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，
回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率均与对照组无明显差

异，可能由于进入细胞的海藻糖摩尔浓度不足以对细

胞提供保护作用［２４］。 当胞外摩尔浓度为 ６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
时，回收率要明显高于对照组，但存活率和 ２４ ｈ 贴壁

率并没有显著差异（Ｐ ＞ ０ ０５）。 当胞外摩尔浓度为

８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，存活率和 ２４ ｈ 贴壁率均大大高于其

他组（Ｐ ＜ ０ ０５），说明该组具有活性的细胞明显多于

对照组。 当胞外海藻糖摩尔浓度为 １ ０００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
时，肝癌细胞冻干的回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率差

异均有显著性（Ｐ ＜ ０ ０５），明显低于其他组。
综上 所 述， 当 胞 外 海 藻 糖 摩 尔 浓 度 为 ４００

ｍｍｏｌ ／ Ｌ或 ６００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，肝癌细胞冻干效果与不添

加海藻糖组基本无变化；当胞外海藻糖摩尔浓度为

８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，与对照组相比，冻干效果有显著差异

（Ｐ ＜ ０ ０５），冻干效果最好；当胞外摩尔浓度为 １ ０００
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，冻干效果低于对照组。

３ 讨论

肝脏是人体代谢的重要器官，但由于人肝脏细胞

在生理条件下获取困难、个体差别大、传代培养不易，
而肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 培养传代较为容易，且有正常肝

细胞的很多功能以及体细胞的基本特征［２５］，因此，本
研究以肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 为模型，探索肝癌细胞的真

空冷冻干燥以及海藻糖对肝癌细胞冻干的影响。
保护剂在生物制品冻干过程中是不可或缺的，二

甲基亚砜（Ｍｅ２ＳＯ）为常见的低温保护剂，添加 Ｍｅ２ＳＯ
后冻存，可以降低溶液的冰点，减少胞内冰的形成，从
而有效地减少了由冰晶带来的机械损伤［２６］。 真空冷

冻干燥细胞前的预冻过程，为了减小细胞的冷冻损

伤，因此选择加入一定体积分数的 Ｍｅ２ＳＯ 作为保护

剂。 杨波等［２７］在冻存人肝细胞实验中，添加体积分

数（ ｖ ／ ｖ） 为 １０％ Ｍｅ２ＳＯ 作为保护剂，贴壁率高达

８１ ０５％ 。 Ｈａｎ Ｙｉｎｇ 等［２８］ 在研究红细胞冻干保存实

验中，将 Ｍｅ２ＳＯ、ＰＶＰ 等加入保护剂配方中，发现有积

极的冻干效果，细胞和血红蛋白复水后的恢复率达到

８０％以上。 本研究发现，加入 Ｍｅ２ＳＯ 的保护剂对细

胞冻干虽然产生了积极保护作用，但保护效果并不理

想，这可能是由于 Ｍｅ２ＳＯ 体积分数过高不利于干燥

过程的进行。

权国波等［２９］发现随着 ＰＶＰ 质量浓度的增高，体
系的结晶起始点随之降低，玻璃化程度增高，有利于

整个体系度过危险温区，从而减少细胞在冻干过程中

受到的机械损伤。 但随着 ＰＶＰ 质量浓度的进一步升

高，游离血红蛋白质量浓度只有 ０ ５ ｇ ／ Ｌ 左右，表明

过高质量浓度的 ＰＶＰ 并不利于冻干。 本研究中，当
ＰＶＰ 质量浓度达到 ４０％时，细胞的回收率、存活率和

２４ ｈ 贴壁率显著提高，但当 ＰＶＰ 质量浓度增大为

５０％时，细胞的回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率均有不

同程度的下降，和权国波等［２９］ 的结论一致。 这可能

是由于对细胞造成了较高的渗透压以及 ＰＶＰ 的亲水

性质的影响［３０］。
甘油由于可以渗透到细胞内部提供良好的保护

作用，因而一直被广泛应用于细胞的冻存中，体积分

数 ２０％ （ｖ ／ ｖ）的甘油可以在冻存肝癌细胞中取得较

理想的效果［３１］。 本研究亦发现，与对照组相比，加入

了体积分数（ｖ ／ ｖ）为 １０％ 、２０％甘油的保护剂与可以

使细胞回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率均显著提高。
其中，体积分数（ｖ ／ ｖ）为 １０％甘油的保护效果较好。

在细胞冻干过程中，糖类往往与大分子聚合物一

起作为保护剂，为细胞膜提供优良的保护作用，尤其

是海藻糖［３２］。 Ｂ． Ｓｔｏｋｉｃｈ 等［３３］在分子层面研究了海

藻糖对肝癌细胞分子层的影响，当海藻糖加入到低温

保护剂中时，会改变冰晶形成特征。 Ｈａｎ Ｙｉｎｇ 等［２８］

配比了质量浓度（ｗ ／ ｖ）为 ０％ ～ １５％ 的海藻糖保护

剂，冻干红细胞后发现，血红蛋白和红细胞的恢复率

与对照组并没有显著差异，因此，得出结论：胞外海藻

糖在冻干过程中并没有起到保护作用。 但是否海藻

糖必须进入胞内才能提供膜的保护作用，很多学者对

于胞内海藻糖的保护效果进行了研究。 Ｔ． Ｃｈｅｎ
等［３４］利用基因重组成的通道将海藻糖引入胞内，使
细胞在复水后质膜的恢复率高达 ９０％ 。 何晖等［３５］

通过孵育的方法将海藻糖载入胞内，细胞回收率最高

达到 ５１ ８％ 。 本研究中，将肝癌细胞置于不同摩尔

浓度的海藻糖溶液中孵育 ７ ｈ 后冻干，当胞外海藻糖

摩尔浓度为 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，与对照组相比，细胞存活

率和 ２４ ｈ 贴壁率差异显著 （Ｐ ＜ ０ ０５），冻干效果

最佳。

４ 结论

采用真空冷冻干燥的方法保存肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃
Ｇ２，选择不同体积分数的 Ｍｅ２ＳＯ、甘油及不同质量分

数的 ＰＶＰ、复方保护剂筛选出最优保护剂配方，并通

过测定细胞回收率、存活率和 ２４ ｈ 贴壁率来探究海

藻糖对肝癌细胞冻干的影响。 结果表明：添加 ４０％
—６１１—
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ＰＶＰ（ｗ ／ ｖ） ＋ １０％甘油（ｖ ／ ｖ） ＋ １５％ ＦＢＳ（ｖ ／ ｖ） ＋ ２０％
海藻糖（ｗ ／ ｖ）的保护剂的细胞，在复水后回收率、存
活率和 ２４ ｈ 贴壁率分别为 ２９ ５８％ ， ４２ １８％ 和

１８ ７１％ ，与对照组差异显著，对细胞保护效果最佳；
当胞外海藻糖摩尔浓度为 ８００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，冻干效果

最好，肝癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 在复水后回收率、存活率和

２４ ｈ 贴壁率分别为 ２７ ８１％ ，６６ ６５％ 和 ３３ ６８％ ，存
活率和贴壁率显著高于其他组。 该结论对冻干肝癌

细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 的可能性提供了初步证明，对其他体细

胞的冻干工艺也具有一定的借鉴价值。
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