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基于蚕丝蛋白的低温保护剂用于梅山猪耳成纤维细胞的
低温保存研究

滕 芸　 周新丽　 张宵敏

(上海理工大学医疗器械与食品学院　 上海　 ２０００９３)

摘　 要　 细胞低温保存为临床治疗和科学研究提供优质的细胞ꎮ 体积分数为 １０％二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)和体积分数为 ２０％胎牛

血清(ＦＢＳ)是目前冻存细胞常用的保护剂ꎮ 但 ＤＭＳＯ 对细胞具有毒性损伤ꎬＦＢＳ 存在携带病毒、感染疾病的风险ꎮ 本文以梅山

猪耳成纤维细胞作为模型细胞进行冻存实验ꎬ将蚕丝蛋白用于低温保护剂中ꎬ用不同质量浓度的丝胶蛋白和不同体积分数的丝

素蛋白来分别替代 ＦＢＳ 和 ＤＭＳＯꎬ验证其在细胞低温保存中的有效性ꎮ 解冻复苏后用台盼蓝染色法、ＭＴＴ 法、２４ ｈ 贴壁率等检测

细胞的存活率和生长活力ꎬ筛选出最佳的基于天然蚕丝蛋白的低温保护剂配方ꎮ 结果表明:含质量浓度为 １％ 丝胶蛋白和含体

积分数为 ２０％ ＦＢＳ 的低温保护剂对猪耳细胞的冻存效果无显著差异ꎬ说明丝胶蛋白能有效替代 ＦＢＳꎮ 将体积分数为 １０％ ＤＭＳＯ
浓度降至 ５％ ꎬ添加体积分数为 １０％丝素蛋白后ꎬ细胞的存活率和贴壁率与对照组相比无明显差异ꎬ说明丝素蛋白能降低 ＤＭＳＯ
的浓度ꎮ 将质量浓度为 １％丝胶蛋白与体积分数为 １０％丝素蛋白联用后ꎬ能达到较好的冻存效果ꎮ
关键词　 低温保护剂ꎻ蚕丝蛋白ꎻ无血清保护剂ꎻ猪耳成纤维细胞
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　 　 细胞冻存是细胞保存的主要方法之一ꎬ在临床治

疗和科学研究中应用广泛ꎮ 为了减少冻融过程对细

胞造成的损伤和致死ꎬ低温保护剂的组分及添加步骤

至关重要[１]ꎮ １９５９ 年ꎬＪ. Ｅ. Ｌｏｖｅｌｏｃｋ 等[２] 创新性地

以体积分数为 １０％ 二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)作为冷冻保

护剂ꎬ同时加入体积分数为 ５％ ~ ９０％的血清作为冷

冻储存液来保存细胞ꎮ 至今这两种物质仍然作为主

要成分出现在保护剂配方中ꎮ ＤＭＳＯ 能减少细胞脱

—２２１—
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水和胞内冰的形成ꎬ维持细胞膜的完整性[３]ꎬ但高体

积分数的 ＤＭＳＯ 会对细胞造成严重的毒性损伤ꎮ 胎

牛血清(ＦＢＳ)常作为细胞低温保存的血清ꎬ其保护机

制是通过改变渗透压ꎬ在冷冻时促使细胞脱水ꎬ解冻

时抑制水分快速渗入并脱出胞内的保护剂ꎬ促进溶液

玻璃化形成ꎬ保护细胞膜和细胞的完整性[４]ꎮ 但 ＦＢＳ
具有携带病毒、感染疾病的风险ꎬ如异种动物传染病、
疯牛病等ꎬ且价格昂贵ꎬ批次之间稳定性差[５]ꎮ

蚕丝是一种天然的高分子材料ꎬ无污染且来源丰

富ꎬ主要由丝胶蛋白和丝素蛋白组成ꎮ 近年来ꎬ丝胶

蛋白被应用于细胞的低温保存领域ꎬ发现其具有替代

ＦＢＳ 作为冷冻介质的作用ꎮ 据文献报道ꎬ基于丝胶蛋

白的无血清保护剂相继成功冻存了仓鼠骨髓瘤细胞、
杂交瘤细胞、卵巢细胞[６]ꎬ小鼠的杂交瘤细胞、大鼠

胰岛瘤细胞[７ － ９]ꎬ人的肝细胞[１０]ꎬ大鼠胰岛细胞[１１]

及牛精子和胚胎[１２ － １３]ꎮ 丝素蛋白被广泛地应用于药

物释缓、骨组织修复、人工皮肤、血管等生物医用材料

的制备ꎬ以及降血糖、抑菌等医疗保健方面[１４ － １５]ꎮ 但

将丝素蛋白加入低温保护剂中ꎬ探讨其是否具有低温

保护作用的潜力ꎬ目前还未有相关的公开报道ꎮ
以梅山猪耳成纤维细胞作为实验材料ꎬ具有取材

方便、效率高等优点ꎬ并且体细胞和生殖细胞同样具

有全能型ꎬ可以作为动物活体保种的有利辅助方

式[１６ － １７]ꎮ 本文将蚕丝蛋白加入低温保护剂中ꎬ用于

梅山猪耳成纤维细胞的低温保存ꎮ 用丝胶蛋白替代

ＦＢＳꎬ避免因血清带来的污染及病毒感染的风险ꎬ并
在保护剂中添加丝素蛋白来降低 ＤＭＳＯ 的体积分

数ꎬ减少对细胞的损伤ꎮ 以期研发一种基于天然蚕丝

蛋白的新型、低毒性的无血清低温保护剂ꎬ并应用于

其他细胞、组织的低温保存实践中ꎮ

１ 材料与方法

１􀆰 １ 材料与试剂
材料:蚕茧(广西平果桑移天下丝绸有限公司)ꎬ

梅山猪耳成纤维细胞(上海市农业科学院)ꎮ
试剂:丝胶蛋白(日本和光纯药)ꎬＨｙＣｌｏｎｅ 胎牛

血清(ＦＢＳ)(上海博升生物科技有限公司)ꎬ二甲基亚

砜(ＤＭＳＯ)(中国医药集团上海化学试剂公司)ꎮ
１􀆰 ２ 设备与耗材

旋转蒸发仪(德国 ＩＫＡ 公司)ꎬ二氧化碳培养箱

(上海博讯实业有限司)ꎬ超低温冰箱(青岛海尔特种

电器有限公司)ꎬ低速台式离心机(上海安亭科学仪

器厂)ꎬ酶标仪(英国柏楉有限公司)ꎬ程序降温盒(赛
默飞世尔生物化学制品北京有限公司)ꎬ透析袋(美
国 Ｒｅｂｕｓ 公司)ꎮ

１􀆰 ３ 方法
１􀆰 ３􀆰 １ 丝素蛋白的制备

参考文献[１８]的制备方法ꎬ将蚕茧除杂处理后ꎬ
在质量浓度为 ０􀆰 ２％ 的碳酸钠溶液中进行脱胶处理

３０ ｍｉｎꎻ得到的丝素纤维冲洗烘干后ꎬ６０ ℃条件下用

９􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 溴化锂溶解 ４ ｈꎻ将丝素蛋白溶液进行透

析、离心、浓缩等处理ꎬ置于 ４ ℃冰箱中保存备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２ 细胞培养

将猪耳成纤维细胞接种于含体积分数为 ２０％
ＦＢＳ、１％ 丙酮酸钠、１％ 双抗、１％ 非必需氨基酸的

ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ置于 ３７ ℃、体积分数为 ５％ＣＯ２、饱
和湿度条件下培养ꎬ待细胞生长至汇合ꎬ进行传代 /冻
存等操作ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３ 低温保护剂的配制

丝胶蛋白实验:基础冻存液为添加体积分数为

１０％ＤＭＳＯ 的 ＤＭＥＭꎮ 对照组 １ 和 ２ 分别为添加和

不添加体积分数为 ２０％ ＦＢＳ 的低温保护剂ꎬ实验组 ３
~ ７ 分别添加了质量浓度为 １０％ 、５％ 、２％ 、１％ 、
０􀆰 ５％的丝胶蛋白来替代体积分数为 ２０％ ＦＢＳꎬ配制

基于丝胶蛋白的新型无血清低温保护剂ꎮ
丝素蛋白实验:基础冻存液为添加体积分数为

２０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭꎮ 对照组 １ 为添加体积分数为

１０％ＤＭＳＯ 的低温保护剂ꎬ实验组 ２ ~ １９ 将体积分数

为 １０％ 、８％ 、４％ 、２％ 、１％及不添加丝素蛋白和体积

分数为 １０％ 、５％ 、２􀆰 ５％ 及不添加 ＤＭＳＯ 进行组合ꎬ
配制基于丝素蛋白的新型低毒性低温保护剂ꎮ

筛选出丝胶蛋白和丝素蛋白的最优浓度后ꎬ选择

最优浓度进行联用ꎬ配制基于天然蚕丝蛋白的新型、
低毒性的无血清低温保护剂ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４ 细胞冻存

将消化后的细胞悬液转移至离心管中ꎬ离心去上

清ꎮ 每组加入 １ ｍＬ 配制好的低温保护剂ꎬ轻轻吹打

均匀ꎬ转移至 ２ ｍＬ 冻存管ꎮ 将标记好的冻存管放入

程序降温盒中ꎬ置于 － ８０ ℃深低温冰箱中冻存一周ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５ 细胞复苏

从冰箱中取出冻存管ꎬ在 ３７ ℃水浴锅中快速摇

晃冻存管ꎬ直至管内细胞悬液完全融化ꎮ 室温下 ５
ｍｉｎ 内用 ２５ ℃ 含血清培养基稀释ꎮ 离心去掉上清

液ꎬ再加入 １ ｍＬ 培养液重悬细胞ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６ 细胞活力检测

台盼蓝染色法[１９]:取 １０ μＬ 体积分数为 ０􀆰 ４％台

酚蓝溶液和 １０ μＬ 复水后的细胞悬浮液ꎬ混合均匀并

静置 １ ｍｉｎ 后ꎬ滴加在细胞计数板上ꎬ按式(１)进行

计数:
—３２１—
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细胞存活率 ＝ 活细胞总数
活细胞总数 ＋ 死细胞总数

× １００％

(１)
ＭＴＴ 法[１９]:取复温后的细胞悬液置于 ９６ 孔板

中ꎬ每种低温保护剂设置 ３ 个平行样ꎬ另加一组新鲜

细胞作为对照组ꎬ一组细胞培养基作为空白组ꎮ 每孔

加入 １００ μＬ 实验样本ꎬ再每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液ꎬ
低速震荡融合后置于培养箱中避光孵育 ４ ｈꎮ ４ ｈ 后

吸除上层溶液ꎬ每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯꎬ再低速震荡

１０ ｍｉｎꎮ 待结晶物充分溶解后ꎬ选择 ４９０ ｎｍ 波长ꎬ在
酶联免疫检测仪上测定各孔的吸光值ꎬ按式(２)进行

计算:

细胞存活率 ＝ 实验组 ＯＤ 值 － 空白对照 ＯＤ 值
新鲜对照 ＯＤ 值 － 空白对照 ＯＤ 值

×

１００％ (２)
２４ ｈ 贴壁率:复温后的细胞接种于细胞培养瓶

中ꎬ加入培养基后置于细胞培养箱中培养ꎮ ２４ ｈ 后

收集上层培养液ꎬ并用 Ｄ￣Ｈａｎｋｓ 冲洗两遍后ꎬ收集所

　 　 　

有上清液ꎬ计数未贴壁细胞ꎮ 贴壁细胞用胰酶消化后

离心ꎬ取上清液ꎬ加 １ ｍＬ 培养基重悬ꎬ计数贴壁细胞ꎮ
同时观察细胞的生长情况和形态变化ꎮ 按式(３)计

算细胞的贴壁率:

２４ ｈ 贴壁率 ＝ 贴壁细胞数
贴壁细胞数 ＋未贴壁细胞数

× １００％

(３)
１􀆰 ４ 统计学分析

所有实验数据都来自于至少 ３ 组平行独立实验ꎬ
均采用平均值 ± 标准差的形式ꎬ应用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 统计

软件进行数据处理、统计及显著性分析ꎮ

２ 实验结果

２􀆰 １ 丝胶蛋白冻存细胞的存活率、ＭＴＴ 存活
率及 ２４ ｈ 贴壁率

将基于丝胶蛋白的无血清低温保护剂应用于猪

耳细胞的冻存实验ꎬ所得的细胞存活率、ＭＴＴ 存活率

以及 ２４ ｈ 贴壁率如表 １ 所示ꎮ

表 １ 基于丝胶蛋白低温保护剂的细胞存活率、ＭＴＴ 存活率及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ. １ Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅꎬ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｒａｔｅ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｒｉｃｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

编号 保护剂 存活率 / ％ ＭＴＴ 存活率 / ％ ２４ ｈ 贴壁率 / ％

１ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ＋ ２０％ (ｖ / ｖ)ＦＢＳ ８８􀆰 １４ ± ２􀆰 ６９ｂ ８６􀆰 ０７ ± ３􀆰 ２９ｃ ８８􀆰 ４ ± ０􀆰 １０ａ

２ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ８１􀆰 ７４ ± １􀆰 ６６ｃ ８２􀆰 ０７ ± ４􀆰 ３８ｃ ８４􀆰 ９８ ± １􀆰 ４９ｂ

３ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ＋ １０％ (ｗ / ｖ)Ｓｅｒｉｃｉｎ ７３􀆰 ７８ ± ２􀆰 ４１ｄ ７４􀆰 ９３ ± ５􀆰 ４９ｄ ７８􀆰 ４２ ± ２􀆰 ６６ｃ

４ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ＋ ５％ (ｗ / ｖ)Ｓｅｒｉｃｉｎ ８８􀆰 ４１ ± ０􀆰 ７５ｂ ８９􀆰 ５３ ± １􀆰 ６１ｂ ８４􀆰 ８５ ± ２􀆰 ８１ｂ

５ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ＋ ２％ (ｗ / ｖ)Ｓｅｒｉｃｉｎ ８５􀆰 ８６ ± ３􀆰 ９２ｂ ８３􀆰 ９５ ± ２􀆰 ８９ｃ ７９􀆰 ６５ ± １􀆰 ５６ｃ

６ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ＋ １％ (ｗ / ｖ)Ｓｅｒｉｃｉｎ ９２􀆰 ６２ ± ０􀆰 ４２ａ ９２􀆰 ０５ ± １􀆰 ６６ａ ８８􀆰 ５８ ± ２􀆰 ３７ａ

７ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ＋ ０􀆰 ５％ (ｗ / ｖ)Ｓｅｒｉｃｉｎ ７６􀆰 ３７ ± ２􀆰 １６ｄ ７５􀆰 ７６ ± ３􀆰 ７５ｄ ８４􀆰 ３９ ± ２􀆰 １０ｂ

注:用 Ｄｕｎｃａｎ′ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ 法进行多重比较ꎬ同列标有不同小写字母表示组间差异显著(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ标有相同小写字母表

示组间差异不显著(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ ｖ / ｖ 为体积分数ꎻｗ / ｖ 为质量浓度ꎮ 下表相同ꎮ

　 　 由表 １ 可知ꎬ对照组 １ 和对照组 ２ 的细胞存活

率、ＭＴＴ 存活率及 ２４ ｈ 贴壁率相比存在显著差异(Ｐ
< ０􀆰 ０５)ꎬ说明添加体积分数为 ２０％ ＦＢＳ 后能显著提

高细胞的存活率和贴壁率ꎬ添加 ＦＢＳ 对细胞的低温

保存具有一定的作用ꎮ 去除 ＦＢＳ 后ꎬ分别添加质量

浓度为 １０％ 、５％ 、２％ 、１％ 、０􀆰 ５％ 的丝胶蛋白ꎬ可以

看出添加质量浓度 １％ 丝胶蛋白的细胞存活率及 ２４
ｈ 贴壁率最好ꎬ且显著高于对照组 １(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 丝

胶蛋白质量浓度从 １０％ 降至 １％ ꎬ细胞的存活率和

２４ ｈ 贴壁率虽没有严格按照线性变化ꎬ但呈现增长

的趋势ꎮ 质量浓度继续降为 ０􀆰 ５％ 时ꎬ冻存效果开始

下降ꎮ 说明添加质量浓度为 １％ 丝胶蛋白能有效替

代 ＦＢＳꎬ更好地冻存细胞ꎮ
２􀆰 ２ 丝素蛋白冻存细胞的存活率、ＭＴＴ 存活
率及 ２４ ｈ 贴壁率

将基于丝素蛋白的低温保护剂进行细胞冻存实

验ꎬ分析细胞的存活率、ＭＴＴ 存活率及 ２４ ｈ 贴壁率来

验证细胞冻存效果ꎮ 实验结果如表 ２ 所示ꎮ
实验组 １ 为对照组ꎬ添加体积分数为 １０％ ＤＭＳＯ

细胞的存活率和 ２４ ｈ 贴壁率都较高ꎬ说明 ＤＭＳＯ 对

细胞冻存具有显著的保护作用ꎮ 不添加丝素蛋白的

情况下ꎬＤＭＳＯ 体积分数从 ５％降至 ０ꎬ细胞的存活率

和 ２４ ｈ 贴 壁 率 分 别 从 ７３􀆰 ３７％ 、 ７８􀆰 ５５％ 降 至

１１􀆰 ８８％ 、６􀆰 ８６％ ꎬ呈现明显的下降趋势ꎬ且有显著性

—４２１—
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差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 说明 ＤＭＳＯ 体积分数的下降对细

胞存活率和 ２４ ｈ 贴壁率具有显著影响ꎮ 降低 ＤＭＳＯ
体积分数且添加丝素蛋白后ꎬ随着其体积分数的不断

增加ꎬ冻存效果也显著增强ꎮ 当 ＤＭＳＯ 体积分数为

５％时ꎬ分别添加体积分数为 １％ 、２％ 、４％ 、８％ 、１０％
的丝素蛋白ꎬ细胞存活率和 ２４ ｈ 贴壁率分别从

６８􀆰 ９５％ 、６９􀆰 １９％ 增长至 ８９􀆰 ３５％ 、８８􀆰 ９４％ ꎬ具有显

著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 其中 ５％ (ｖ / ｖ) ＤＭＳＯ ＋ １０％
(ｖ / ｖ) 丝素蛋白组与对照组相比ꎬ细胞的存活率和

２４ ｈ 贴壁率均高于对照组ꎬ说明添加体积分数为

１０％丝素蛋白能有效补偿体积分数为 ５％ＤＭＳＯ 的作

用效果ꎮ 但是当 ＤＭＳＯ 体积分数为 ０ 时ꎬ即使添加体

积分数为 １０％丝素蛋白ꎬ细胞的存活率和 ２４ ｈ 贴壁

率均较低ꎬ说明丝素蛋白并不能完全替代 ＤＭＳＯꎮ

表 ２ 基于丝素蛋白低温保护剂的细胞存活率、ＭＴＴ 存活率及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ. ２ Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅꎬ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｒａｔｅ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

编号
丝素蛋白

(ｖ / ｖ) / ％
ＤＭＳＯ

(ｖ / ｖ) / ％
存活

率 / ％
ＭＴＴ 存活

率 / ％
２４ ｈ 贴壁

率 / ％
１ ０ １０ ８８􀆰 １４ ± １􀆰 ６９ａ ８６􀆰 ０７ ± １􀆰 ２９ｂ ８８􀆰 ４ ± ０􀆰 １０ｂ

２

３

４

０

５ ７３􀆰 ３７ ± １􀆰 ２４ｄ ７５􀆰 ７８ ± ３􀆰 ７６ｃ ７８􀆰 ５５ ± ２􀆰 ６８ｄ

２􀆰 ５ ６８􀆰 ４７ ± １􀆰 ３０ｅ ６９􀆰 ２３ ± １􀆰 １７ｅ ６６􀆰 ９３ ± １􀆰 ６９ ｆ

０ １１􀆰 ８８ ± １􀆰 ４６ ｊ １２􀆰 ４５ ± ２􀆰 １２ ｉ ６􀆰 ８６ ± ０􀆰 ３１ ｌ

５

６

７

１

５ ６８􀆰 ９５ ± １􀆰 ５ｅ ６７􀆰 ９１ ± １􀆰 ３４ｄ ６９􀆰 １９ ± ２􀆰 ８２ｅ

２􀆰 ５ ５８􀆰 ９９ ± ３􀆰 ５３ｇ ６１􀆰 １９ ± ０􀆰 ７４ ｆ ５９􀆰 ４４ ± ２􀆰 １８ｈ

０ ７􀆰 ７６ ± ０􀆰 ７１ｋ ７􀆰 ７０ ± ０􀆰 ５６ ｊ ３􀆰 １７ ± ０􀆰 １２ｍ

８

９

１０

２

５ ７２􀆰 ９０ ± １􀆰 ５８ｄ ７０􀆰 ６４ ± １􀆰 ８５ｄ ７２􀆰 ９５ ± ２􀆰 ２９ｄ

２􀆰 ５ ６１􀆰 ９０ ± １􀆰 ０９ ｆ ６３􀆰 ９５ ± ２􀆰 ４０ｅ ６０􀆰 ２３ ± １􀆰 ２ｈ

０ １３􀆰 ７７ ± ２􀆰 ５０ ｊ １２􀆰 ３０ ± ０􀆰 ５８ ｉ ５􀆰 ２３ ± ０􀆰 ６５ ｌ

１１

１２

１３

４

５ ７９􀆰 ４９ ± １􀆰 １４ｂ ７５􀆰 ５７ ± ３􀆰 ４７ｃ ７７􀆰 ６２ ± ２􀆰 ９９ｃ

２􀆰 ５ ６４􀆰 ２３ ± １􀆰 ５４ ｆ ６６􀆰 １７ ± ２􀆰 ３７ｅ ６４􀆰 ３７ ± ０􀆰 ８５ｇ

０ １４􀆰 ３７ ± １􀆰 ６６ ｊ １２􀆰 ７５ ± １􀆰 ４７ ｉ １１􀆰 ７１ ± ０􀆰 ５７ｋ

１４

１５

１６

８

５ ８６􀆰 ２８ ± １􀆰 ５０ａ ８４􀆰 ４３ ± ０􀆰 ８１ｃ ８６􀆰 ３５ ± ０􀆰 ８９ｂ

２􀆰 ５ ７６􀆰 ３２ ± ２􀆰 ４２ｃ ７４􀆰 ３３ ± １􀆰 ７１ｃ ７２􀆰 ８７ ± ２􀆰 ３１ｃ

０ ２４􀆰 ２４ ± １􀆰 ２７ ｉ ２２􀆰 ９４ ± １􀆰 ６１ ｆ ２３􀆰 ７８ ± １􀆰 ２６ ｊ

１７

１８

１９

１０

５ ８９􀆰 ３５ ± ０􀆰 ７９ａ ８９􀆰 ２２ ± ０􀆰 ７０ａ ８８􀆰 ９４ ± ２􀆰 ００ａ

２􀆰 ５ ７８􀆰 ４７ ± １􀆰 ３０ｃ ７５􀆰 ７１ ± １􀆰 ３１ｃ ７６􀆰 ０８ ± １􀆰 ８１ｃ

０ ３４􀆰 ０７ ± １􀆰 ８５ｈ ３３􀆰 ４７ ± ０􀆰 ７９ｇ ２９􀆰 ８７ ± １􀆰 ４３ ｉ

注:基础液为添加体积分数为 ２０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭꎮ

　 　 图 １ 所示为基于丝素蛋白低温保护剂对细胞的

冻存存活率影响ꎬ将保护剂 １、２、３、４、１７、１８、１９ 七组

数据进行对比ꎮ 分析保护剂 １、２、３ 可知ꎬＤＭＳＯ 体积

分数从 １０％降至 ２􀆰 ５％ ꎬ细胞存活率虽呈下降趋势ꎬ
但影响并不显著ꎬ说明体积分数为 ２􀆰 ５％ ＤＭＳＯ 就能

保障较好的冻存效果ꎮ 在保护剂 ２ 和 ３ 的基础上添

加体积分数为 １０％丝素蛋白即保护剂 １７ 和 １８ꎬ细胞

存活率分别从 ７３􀆰 ３７％提高至 ８９􀆰 ３５％ 、６８􀆰 ４７％提高

至 ７８􀆰 ４７％ ꎬ与对照组 １ 相比无显著差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ

说明 ＤＭＳＯ 体积分数高于 ２􀆰 ５％ 时ꎬＤＭＳＯ 起主要保

护作用ꎬ但添加丝素蛋白后效果更显著ꎮ 分析保护剂

４ 和 １９ 可得ꎬ当 ＤＭＳＯ 体积分数为 ０ 时ꎬ添加体积分

数为 １０％丝素蛋白后ꎬ细胞的存活率从 １１􀆰 ８８％提高

至 ４３􀆰 ０７％ ꎬ说明无 ＤＭＳＯ 作用时ꎬ丝素蛋白对冻存

的保护作用显著ꎮ 体积分数为 ５％ ＤＭＳＯ 添加体积

分数为 １０％丝素蛋白的细胞存活率与对照组相比无

显著差异ꎬ说明体积分数为 １０％ 丝素蛋白能部分替

代 ＤＭＳＯ 的作用效果ꎬ将原有 １０％ ＤＭＳＯ 体积分数

—５２１—
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图 １ 基于丝素蛋白低温保护剂对细胞的冻存存活率影响

Ｆｉｇ. １ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｉｂｒｏｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ

降至 ５％ ꎮ 但对比保护剂 １、４ 和 １９ꎬ发现丝素蛋白并

不能完全取代 ＤＭＳＯꎬ单独作用时效果不如 ＤＭＳＯꎮ
２􀆰 ３ 蚕丝蛋白冻存细胞的存活率、ＭＴＴ 存活
率及 ２４ ｈ 贴壁率

结合 ２􀆰 １ 及 ２􀆰 ２ 的实验结果可知ꎬ丝胶蛋白的最

适质量浓度和丝素蛋白的最适体积分数分别为 １％
和 １０％ ꎮ 将丝胶蛋白与丝素蛋白进行联用ꎬ制备基

于天然蚕丝蛋白高效、低毒性的无血清低温保护剂

(ＤＭＥＭ ＋５％ (ｖ / ｖ) ＤＭＳＯ ＋１％ (ｗ / ｖ) 丝胶蛋白 ＋
１０％ (ｖ / ｖ) 丝素蛋白)ꎮ 将该低温保护剂用于细胞

冻存实验ꎬ从细胞的存活率、ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴

壁率进行分析ꎬ探究其冻存效果ꎮ 结果如表 ３ 所示ꎮ

表 ３ 基于蚕丝蛋白低温保护剂的细胞存活率、ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ. ３ Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅꎬ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｔ ｒａｔｅ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｌｋ ｐｒｏｔｉｅｎ

编号 保护剂 存活率 / ％ ＭＴＴ 存活率 / ％ ２４ ｈ 贴壁率 / ％

１ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ＋ ２０％ (ｖ / ｖ)ＦＢＳ ８８􀆰 １４ ± ２􀆰 ６９ａ ８６􀆰 ０７ ± ３􀆰 ２９ａ ８８􀆰 ４ ± ０􀆰 １０ａ

２ ＤＭＥＭ ＋１０％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ８１􀆰 ７４ ± １􀆰 ６６ｂ ８２􀆰 ０７ ± ４􀆰 ３８ｂ ８４􀆰 ９８ ± １􀆰 ４９ｂ

３ ＤＭＥＭ ＋５％ (ｖ / ｖ)ＤＭＳＯ ＋ １％ (ｗ / ｖ)Ｓｅｒｉｃｉｎ ＋ １０％ (ｖ / ｖ)Ｆｉｂｒｏｉｎ ８２􀆰 ６０ ± １􀆰 ６０ｂ ８３􀆰 ０２ ± １􀆰 ６８ｂ ８８􀆰 ０３ ± ０􀆰 ５６ａ

　 　 由表 ３ 可知ꎬ基于蚕丝蛋白的复合保护剂与对照

组 １ 相比ꎬ细胞存活率与 ＭＴＴ 存活率较低ꎬ２４ ｈ 贴壁

率无明显差异ꎻ与对照组 ２ 相比ꎬ细胞存活率与 ＭＴＴ
存活率无显著差异ꎬ２４ ｈ 贴壁率较高ꎮ 说明将质量

浓度为 １％ 丝胶蛋白与体积分数为 １０％ 丝素蛋白联

用后ꎬ能达到较好的冻存效果ꎮ 该新型低温保护剂ꎬ
用天然生物材料蚕丝蛋白既替代了 ＦＢＳ 又降低了

ＤＭＳＯ 的体积分数ꎬ同时保障了较高的细胞存活率和

２４ ｈ 贴壁率ꎮ

３ 讨论

血清富含生长因子、激素、氨基酸和其他营养物

质ꎬ含体积分数为 ２０％ ＦＢＳ 的培养基普遍应用于哺

乳动物细胞的培养中[２０]ꎮ ＦＢＳ 大多依靠进口ꎬ价格

昂贵ꎬ还具有携带病毒、感染疾病的风险ꎮ 丝胶蛋白

是一种球状蛋白ꎬ由 １８ 种氨基酸组成ꎬ具有良好的亲

水性和生物相容性ꎬ与 ＦＢＳ 相比天然安全、来源丰

富、价格低廉ꎬ并且丝胶蛋白经高压蒸气灭菌和过滤

除菌后作用效果不变[２１]ꎬ适用于细胞的无菌培养ꎮ
据报道[６ － １３]ꎬ丝胶蛋白替代 ＦＢＳ 制备的新型无血清

低温保护剂ꎬ已经成功冻存多种哺乳动物细胞ꎮ 说明

在细胞的冻存中ꎬ丝胶蛋白能有效替代 ＦＢＳꎬ并维持

更高的细胞活性ꎬ这与本文实验得出的结论一致ꎮ 但

目前还未见珍稀和优良物种体细胞冻存研究的相关

报道ꎬ本实验为研究其他物种体细胞的低温保存提供

了一定的参考ꎮ Ｓ. Ｔｅｒａｄａ 等[２２] 发现添加质量浓度

为 ０􀆰 ２５％ ~ ０􀆰 ５％ 丝胶蛋白的抗冻剂能有效减少脂

质过氧化的有害影响ꎬ防止氧化应激ꎬ使解冻后精液

质量显著提高ꎬ同时发现当丝胶蛋白质量浓度高于

１％时ꎬ则不利于抑制脂质的过氧化ꎬ高浓度的渗透压

也影响精液的质量ꎮ 本实验中ꎬ丝胶蛋白质量浓度从

１％提高至 １０％ ꎬ细胞的存活率和 ２４ ｈ 贴壁率呈下降

趋势ꎬ这与文献[２２]的结论一致ꎮ 但丝胶蛋白质量

浓度低于 １％时ꎬ冻存效果显著下降ꎮ 这可能与细胞

的种类有关ꎬ对于猪耳成纤维细胞ꎬ丝胶蛋白浓度过

高会抑制细胞表面分子进入胞内ꎬ引起渗透性胞内脱

水ꎬ而浓度过低则起不到足够的保护作用ꎮ 因此ꎬ针
对不同的细胞类型需要筛选丝胶蛋白的最适质量

浓度ꎮ
ＤＭＳＯ 是目前使用最广泛的低温保护剂ꎬ且体积

分数为 １０％ＤＭＳＯ 被认为是最适合细胞冻存的体积

分数[２３ － ２４]ꎮ 但 ＤＭＳＯ 的毒性随着剂量的增加和温度

的升高而升高ꎬ细胞冻存效果明显下降ꎮ 有研究者通

过添加糖类[２５ － ２６] 或氨基酸类[２７] 物质来减弱 ＤＭＳＯ
的体积分数ꎬ并取得了一定成果ꎮ 本文创新性的将丝

素蛋白用于细胞的低温保存中ꎬ以期达到削弱 ＤＭＳＯ
体积分数或替代 ＤＭＳＯ 的作用ꎮ 丝素蛋白含有丰富

的氨基酸ꎬ其中甘氨酸、丙氨酸、丝氨酸含量约占

—６２１—
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８７％ ꎮ 丝素蛋白具有两性荷电的特殊性能ꎬ天然无

毒ꎬ良好的人体亲和性和生物相容性等优良性能ꎮ 虽

然目前对于丝素蛋白能作为低温保护剂的作用机制

尚不明确ꎬ但从丝素蛋白的内部结构研究发现ꎬ丝素

蛋白通过酸、碱或酶彻底水解后形成丝素肽ꎮ 丝素肽

能与水分子之间形成较强的氢键作用ꎬ这些氢键的存

在会减弱冰晶形成所需的相变驱动力ꎬ未冻结水分含

量降低ꎬ从而对细胞起到保护作用[２８ － ３０]ꎮ 本实验得

出体积分数为 １０％丝素蛋白能有效补偿体积分数为

５％ＤＭＳＯ 的作用效果ꎬ但并不能完全替代 ＤＭＳＯꎬ仅
添加体积分数为 １０％丝素蛋白的作用还不明显ꎮ 随

着丝素蛋白体积分数的提高ꎬ细胞的存活率和贴壁率

均有显著提高ꎬ说明高浓度的丝素蛋白作用更显著ꎮ
但目前由于丝素蛋白制备工艺的限制ꎬ最高体积分数

只能达到 １０％ ꎮ 因此ꎬ在丝素蛋白的制备和浓度上

还有一定的改进空间ꎮ

４ 总结与展望

本文以梅山猪耳成纤维细胞为研究对象ꎬ探究蚕

丝蛋白对细胞低温保存的效果ꎮ 制备的复合型低温

保护剂 １％ (ｗ / ｖ) 丝胶蛋白 ＋ １０％ (ｖ / ｖ) 丝素蛋白

＋ ５％ (ｖ / ｖ) ＤＭＳＯ 用于冻存猪耳成纤维细胞ꎬ实验

结果所得的存活率、ＭＴＴ 存活率及 ２４ ｈ 贴壁率分别

为 ８２􀆰 ６０％ 、８３􀆰 ０２％ 、８８􀆰 ０３％ ꎮ 该新型低温保护剂

不仅替代了 ＦＢＳꎬ部分降低了 ＤＭＳＯ 的体积分数ꎬ还
能保证较好的冻存效果ꎮ 本文建立的基于天然蚕丝

蛋白的低毒性、无血清低温保护剂为其他哺乳动物体

细胞低温保存提供了一定的参考ꎬ但对于不同的细

胞ꎬ丝胶蛋白和丝素蛋白的最优浓度和配比ꎬ能否完

全替代 ＦＢＳ 或降低 ＤＭＳＯ 体积分数还需要进一步研

究ꎬ并且结合不同的降温和解冻方法ꎬ以提高细胞冻

融后的存活率ꎮ
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ｕｍ￣ｆｒｅｅ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｓｅｒｉｃ
[Ｃ] / / Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｌｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ: Ｂａｓｉｃ ＆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ａｓｐｅｃｔｓ.
Ｄｏｒｄｒｅｃｈｔ:Ｓｐｒｉｎｇｅｒꎬ ２００８:４１ － ４５.

[９]　 ＩＫＥＤＡ Ｋꎬ ＯＵＭＩ Ｙꎬ ＯＧＡＷＡ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｓｅｒｉｃｉｎ[Ｃ] / / Ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｃｕｌｔｕｒｅ. Ｄｏｒｄｒｅｃｈｔ:
Ｓｐｒｉｎｇｅｒꎬ ２０１０:６７５ － ６７８.

[１０] ＭＩＹＡＭＯＴＯ Ｙꎬ ＴＥＲＡＭＯＴＯ Ｎꎬ ＨＡＹＡＳＨＩ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ
ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｔｔａｃｈｉｎｇ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｈｕ￣
ｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ａ ｐｒｏｔｅｉｎａｃｅｏｕｓ ｈｉｇｈ ｍｏｌｅｃｕｌｅꎬ ｓｅｒｉｃｉｎꎬ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｃｅｌｌ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎꎬ ２０１０ꎬ
１９(６):７０１ － ７０６.

[１１] ＯＨＮＩＳＨＩ Ｋꎬ ＭＵＲＡＫＡＭＩ Ｍꎬ ＭＯＲＩＫＡＷＡ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｉｃｉｎ ｏｎ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｒａｔ ｉｓｌｅｔｓ
[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｈｅｐａｔｏ￣Ｂｉｌｉａｒｙ￣Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１２ꎬ
１９(４): ３５４ － ３６０.

[１２] ＩＳＯＢＥ Ｔꎬ ＩＫＥＢＡＴＡ Ｙꎬ ＯＮＩＴＳＵＫＡ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒ￣
ｖａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｂｏｖｉｎｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｉｌｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｒｉｃｉｎ[ Ｊ]. Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ６７
(２): １８４ － １８７.

[１３] ＫＵＭＡＲ Ｐꎬ ＫＵＭＡＲ Ｄꎬ ＳＩＫＫＡ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｉｃｉｎ ｓｕｐｐｌｅ￣
ｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｓｅｍｅｎ ｆｒｅｅｚａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｕｆｆａｌｏ ｂｕｌｌｓ ｂｙ
ｍｉｎｉｍｉｚｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄｕｒｉｎｇ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ [ Ｊ ].
Ａｎｉｍａｌ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１５ꎬ １５２:２６ － ３１.

[１４] ＨＹＵＮ Ｃ Ｋꎬ ＫＩＭ Ｉ Ｙꎬ ＦＲＯＳＴ Ｓ Ｃ. Ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｉｂｒｏｉｎ ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｓ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ３Ｔ３￣Ｌ１
ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ[ Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎꎬ ２００４ꎬ １３４ (１２):
３２５７ － ３２６３.

[１５] ＰＡＲＫ Ｊ Ｈꎬ ＮＡＭ Ｙꎬ ＰＡＲＫ Ｓ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｈａｓ ａ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ＨＩＴ￣Ｔ１５ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ２５(４):２３８ － ２４３.

[１６] 张德福ꎬ 吴彩凤ꎬ 戴建军ꎬ 等. 梅山猪耳成纤维细胞体

外培养及其克隆[ Ｊ]. 中国兽医学报ꎬ ２０１４ꎬ ３４(７):
１１８８ － １１９０. (ＺＨＡＮＧ Ｄｅｆｕꎬ ＷＵ Ｃａｉｆｅｎｇꎬ ＤＡＩ Ｊｉａｎｊｕｎꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｍｅｉｓｈａｎ ｐｉｇ ｅａｒ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
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Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ

Ｖｏｌ. ３９ꎬ Ｎｏ. ６
Ｄｅｃｅｍｂｅｒꎬ ２０１８

ｃｌｏｎｉｎｇ[Ｊ]. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１４ꎬ
３４(７):１１８８ － １１９０. )

[１７] ＷＥＬＬＳ Ｄ Ｎ. Ａｄｕｌｔ ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｉｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｐｒｅｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ ｃｏｗ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｎｄｅｒｂｙ Ｉｓｌａｎｄ ｃａｔｔｌｅ
ｂｒｅｅｄ[Ｊ]. Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙꎬ １９９８ꎬ １０(４):３６９ － ３７８.

[１８] ＲＯＣＫＷＯＯＤ Ｄ Ｎꎬ ＰＲＥＤＡ Ｒ Ｃꎬ ＹＵＣＥＬ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｔｅ￣
ｒｉａｌｓ ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｂｏｍｂｙｘ ｍｏｒｉ ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ[ Ｊ]. Ｎａｔｕｒｅ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓꎬ ２０１１ꎬ ６(１０):１６１２ － １６３１.

[１９] 司徒镇强ꎬ吴军正. 细胞培养[Ｍ]. 北京:世界图书出

版公司ꎬ ２００４. ( ＳＩＴＵ Ｚｈｅｎｑｉａｎｇꎬ ＷＵ Ｊｕｎｚｈｅｎｇ. Ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ[Ｍ]. Ｂｅｉｊｉｎｇ: Ｗｏｒｌｄ Ｂｏｏｋ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎꎬ
２００４. )

[２０] ＯＺＴＵＲＫ Ｓ Ｓꎬ ＨＵ Ｗ Ｓ. Ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｐｈａｒ￣
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ａｎｄ ｃｅｌｌ￣ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ[Ｊ]. Ｔａｙｌｏｒ ＆ Ｆｒａｎｃｉｓꎬ
２００５.

[２１] ＡＲＡＭＷＩＴ Ｐꎬ ＫＡＮＯＫＰＡＮＯＮＴ Ｓꎬ ＮＡＫＰＨＥＮＧ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｅｒｉｃｉｎ ｆｒｏｍ ｖａｒｉｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[ Ｊ]. Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ ２０１０ꎬ １１(５):２２００ － ２２１１.

[２２] ＴＥＲＡＤＡ Ｓꎬ ＮＩＳＨＩＭＵＲＡ Ｔꎬ ＳＡＳＡＫＩ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｉｃｉｎꎬ
ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｓｉｌｋｗｏｒｍｓꎬ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ
[Ｊ]. Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ ４０(１ / ２ / ３):３ － １２.

[２３] ＶＩＯＬＡＮＴＥ Ｇ Ｄꎬ ＺＥＲＲＯＵＫ Ｎꎬ ＲＩＣＨＡＲＤ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅ￣
ｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ
(ｄｍｓｏ) ｏｎ Ｃａｃｏ２ / ＴＣ７ ｃｏｌｏｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅｓ[ Ｊ]. Ｂｉｏ￣
ｌｏｇｉｃａｌ ＆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｂｕｌｌｅｔｉｎꎬ ２００２ꎬ ２５(１２):１６００ －
１６０３.

[２４] 王欣ꎬ 华泽钊ꎬ 刘宝林ꎬ 等. Ｍｅ２ＳＯ 浓度及预处理条件

对组织工程化真皮活性的影响[ Ｊ]. 上海理工大学学

报ꎬ ２００７ꎬ ２９(４):３１１ － ３１４. (ＷＡＮＧ Ｘｉｎꎬ ＨＵＡ Ｚｅｚｈａｏꎬ
ＬＩＵ Ｂａｏｌｉｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｅ２ＳＯ ａｎｄ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ￣ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｄｅｒｍａｌ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ
[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ ｆｏｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈ￣
ｎｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ２９(４):３１１ － ３１４. )

[２５] ＳＡＬＩＥＭ Ｍꎬ ＨＯＬＭ Ｆꎬ ＴＥＮＧＺＥＬＩＵＳ Ｒ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍ￣

ｐｒｏｖｅｄ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｎｅｗ
ｘｅｎｏ ｆｒｅｅ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ [ Ｊ ]. Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ ４(５): １７６ － １８３.

[２６] ＷＥＮ Ｙａｎｚｉꎬ ＳＵ Ｂｉｘｉｕꎬ ＬＹＵ Ｓｈｕｓｈｅｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒｅｈａｌｏｓｅꎬ
ａｎ ｅａｓｙꎬ ｓａｆｅ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐａｒａｓｉｔｉｃ
ｐｒｏｔｏｚｏａｎ Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ ｂｒｕｃｅｉ [ Ｊ]. Ａｃｔａ Ｔｒｏｐｉｃａꎬ ２０１６ꎬ
１６４:２９７ － ３０２.

[２７] ＦＲＥＩＭＡＲＫ Ｄꎬ ＳＥＨＬ Ｃꎬ ＷＥＢＥＲ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ Ｍｅ２ＳＯ￣ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ￣ｆｒｅｅ ｃｒｙｏｐｒ￣
ｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ].
Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ６３(２):６７ － ７５.

[２８] ＨＹＵＮ Ｃ Ｋꎬ ＫＩＭ Ｉ Ｙꎬ ＦＲＯＳＴ Ｓ Ｃ. Ｓｏｌｕｂｌｅ ｆｉｂｒｏｉｎ ｅｎ￣
ｈａｎｃｅｓ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ３Ｔ３￣Ｌ１
ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ[ Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎꎬ ２００４ꎬ １３４ (１２):
３２５７ － ３２６３.

[２９] ＰＡＲＫ Ｊ Ｈꎬ ＮＡＭ Ｙꎬ ＰＡＲＫ Ｓ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｌｋ ｆｉｂｒｏｉｎ ｈａｓ ａ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｇａｉｎｓｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ
ＨＩＴ￣Ｔ１５ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ＆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ２５(４):２３８ － ２４３.
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