
第 ４１ 卷 第 ２ 期
２０２０ 年 ４ 月

制 冷 学 报

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎ
Ｖｏｌ. ４１ꎬＮｏ. ２
Ａｐｒｉｌꎬ ２０２０

文章编号:０２５３－ ４３３９(２０２０) ０２－ ０１５２－ ０７
ｄｏｉ:１０ ３９６９ / ｊ ｉｓｓｎ ０２５３－ ４３３９ ２０２０ ０２ １５２

微滴喷射玻璃化的过程损伤分析及保护剂优化

彭 湉　 张宵敏　 周新丽

(上海理工大学生物热科学研究所　 上海　 ２０００９３)

摘　 要　 微滴喷射玻璃化保存系统产生的微滴尺寸较小ꎬ在较低浓度的低温保护剂条件下即可实现玻璃化ꎮ 本文采用微滴喷射

玻璃化保存系统对 ＨｅｐＧ２ 细胞进行玻璃化保存ꎬ研究保护剂加载过程、喷射过程、接收过程及玻璃化 /复温过程对细胞造成的损

伤程度ꎬ并通过降低保护剂中 Ｍｅ２ＳＯ 浓度、添加适量海藻糖来优化保护剂配方ꎮ 结果表明ꎬ微滴喷射玻璃化保存各过程对细胞

均有损伤ꎬ保护剂加载过程、喷射过程、玻璃化及复温过程对细胞造成的损伤较大ꎬ薄片接收过程对细胞造成的损伤小ꎮ 另外ꎬ随
着保护剂中 Ｍｅ２ＳＯ 浓度的降低ꎬ低温保存后的细胞活性明显降低ꎻ保护剂浓度相同时ꎬ玻璃化保存效果较慢速冷冻效果好ꎻ适量

的海藻糖能够起到增强低温保存效果的作用ꎬ过量则起到降低作用ꎻ以 ５％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖作为低温保护剂玻璃化保存

细胞时ꎬ细胞存活率达(９２ ４２±０ ９５)％ꎬ２４ ｈ 贴壁率达到(９５ ６４±１ ０３)％ꎬ微滴喷射玻璃化效果最好ꎮ
关键词　 微滴喷射ꎻ玻璃化ꎻ过程损伤ꎻ保护剂优化
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　 　 玻璃化能避免细胞内外冰晶的形成ꎬ近年来在低

温保存领域备受关注ꎮ 实现玻璃化有两种方法ꎬ一种

是提高防冻剂(ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔꎬＣＰＡｓ)浓度ꎬ另一种是

提高冷却速率ꎮ 添加高浓度 ＣＰＡｓ 会对细胞造成渗

透损伤及毒性损伤[１]ꎬ具有较大的局限性ꎮ 提高降

温速率可通过两条途径:一是提高传热系数ꎬ如将液

滴直接喷入液氮中或优化载体传热特性ꎻ二是通过降

低微滴体积提高降温速率ꎬ即最小体积法玻璃化保

存ꎮ 研究显示ꎬ当微滴尺寸降低到 ０ １ μＬ 时ꎬ微滴降

温速率从表面到中心可超过１０５ ℃ / ｍｉｎ[２－３]ꎬ能成功

实现玻璃化ꎮ
微滴喷射玻璃化是通过降低微滴体积实现玻璃

化的一种方法ꎮ 它利用喷嘴装置将含有细胞的悬浮

液离散成足够小的微滴并喷入液氮中ꎬ由于降温速率

明显提高而实现玻璃化ꎮ 微滴喷射玻璃化可以分为

保护剂加载过程、喷射过程、接收过程及玻璃化 /复温
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过程ꎮ Ｕ. Ｄｅｍｉｒｃｉ 等[４－７]曾提出采用声学驱动微机械

喷射器产生液滴ꎬ该装置产生的微滴尺寸微小ꎬ但不

足之处是当喷射液体浓度增大时易导致喷嘴堵塞ꎮ
随后ꎬＵ. Ｄｅｍｉｒｃｉ 等[８]又提出一种开放式无喷嘴喷射

系统ꎬ该装置每秒可生成 １０ ０００ 个微滴ꎬ具有高通量

特点ꎮ 由于该装置是开放式聚焦ꎬ声波不宜形成径向

耦合ꎬ因此不利于稳定喷射ꎮ Ｊ. Ｓａｍｏｔ 等[９] 提出的纳

升级喷射微滴玻璃化保存系统ꎬ利用氮气流将含有细

胞的悬浮液于喷嘴处形成微滴ꎬ薄膜接收后放入液氮

中进行玻璃化ꎬ冷却速率超过 １０５ ℃ / ｍｉｎꎬ是塑料麦

管冷冻速率的 ４０ 倍ꎮ
虽然液滴体积的减小大大提高了冷冻速率ꎬ但是

采用微滴喷射系统玻璃化保存细胞时ꎬ各过程均有可

能对细胞造成损伤ꎮ 保护剂加载过程中ꎬ高浓度的低

温保护剂会引起细胞毒性和渗透损伤ꎻ喷射过程中ꎬ
随着氮气流速增大ꎬ氮气流对细胞的剪切力也随之加

大ꎬ容易对细胞造成机械性损伤ꎻ接收过程中ꎬ随着接

收距离增大ꎬ微滴拥有的势能增大ꎬ转化的动能便增

大ꎬ由此造成的薄片接触性损伤就越大ꎻ复温过程中ꎬ
易形成冰晶ꎬ冰晶会对细胞造成损伤ꎮ Ｊ. Ｓａｍｏｔ 等[９]

以血细胞进行玻璃化实验ꎬ结果发现ꎬ在喷射和玻璃

化 /复温过程中ꎬ由冻融和剪切应力引起的溶血百分

比分别为 ２％~８％和 ５％~１７％ꎬ保护剂加载步骤导致

溶血的百分比较小ꎬ占总溶血率 ２０％中的 ２％ꎮ 因

此ꎬ有必要对微滴喷射玻璃化过程中的损伤进行分

析ꎬ并针对主要损伤环节进行工艺优化ꎬ进一步提高

该方法的效率ꎮ
另一方面ꎬ降温速率的提升使降低玻璃化保存时

所需的保护剂浓度成为可能ꎮ Ｍｅ２ＳＯ 是一种常用的

渗透性保护剂ꎬ是首选的低温保护剂ꎬ但是对细胞有

一定的毒性ꎬ直接输入人体内有副作用[１０－１２]ꎮ 因此ꎬ
希望降低保护剂中 Ｍｅ２ＳＯ 浓度来减小 Ｍｅ２ＳＯ 对细胞

造成的毒性损伤ꎮ 海藻糖作为一种非渗透性保护剂ꎬ
具有替代水分子与极性残余氢键结合以及参与细胞

质中玻璃态基质形成的能力ꎬ可以稳定细胞膜、保护

蛋白质结构ꎬ阻止冻结和脱水对细胞造成的损伤ꎬ大
大提高细胞的存活率[１３]ꎮ 因此ꎬ在低温保护剂中添

加适量海藻糖有助于提高低温保存效果[１４－１９]ꎮ 当

Ｍｅ２ＳＯ 浓度降低时ꎬ可在保护剂中添加适量海藻糖ꎬ
来提高低温保存效果ꎮ

本文采用微滴喷射玻璃化保存系统对 ＨｅｐＧ２ 细

胞进行喷射实验ꎬ研究保护剂加载过程、喷射过程、薄
片接收过程、玻璃化及复温过程对细胞造成的损伤程

度ꎮ 通过降低保护剂中 Ｍｅ２ＳＯ 浓度ꎬ添加适量海藻

糖来优化保护剂配方ꎬ并将慢速冷冻法与微滴喷射玻

璃化保存效果进行比较ꎮ

１ 材料与方法

１ １ 材料与设备
实验材料包括: ＨｅｐＧ２ 细胞、胎牛血清 ＦＢＳ、

ＤＭＥＭ 细胞培养基、胰酶、Ｄ￣ｈａｎｋｓ 液、台盼蓝染色液

(２Ｘ)、二甲亚砜(Ｍｅ２ＳＯ)、海藻糖ꎮ
实验设备包括:二氧化碳培养箱、程序降温盒、超

低温冰箱、光学显微镜、微滴喷射玻璃化系统ꎮ
溶液配置:Ｍｅ２ＳＯ 按体积分数( ｖ / ｖ)配制ꎬ单位

为％ꎬ海藻糖按物质的量浓度配制ꎬ单位为 ｍｏｌ / Ｌꎮ
１ ２ 微滴喷射玻璃化保存系统

图 １ 所示为微滴喷射玻璃化保存系统装置ꎮ 系

统包括氮气流输送装置、细胞悬浮液注射装置、喷嘴、
收集装置等部分ꎮ 氮气流输送装置由氮气瓶提供氮

气流ꎬ流量计调节氮气流速ꎬ双表头减压器调节氮气

出口压力ꎮ 悬浮液注射装置由微注射泵推动微注射

器ꎬ注射细胞悬浮液ꎬ微注射器出口端选用内径为

０ １６ ｍｍ 的平口针头ꎬ平口针头出口端连接内径 ０ ３
ｍｍ 的聚四氟乙烯管ꎬ输送细胞悬浮液ꎮ 喷嘴由 ２００
μＬ 的移液器枪头和内径为 ０ ２６ ｍｍ / ０ １６ ｍｍ 的尖

口针头制作而成ꎬ如图 ２ 所示ꎬ将移液器枪头尖端切

去 ２ ｍｍ 后ꎬ用针头从距枪头尖端 ２ ｃｍ 处侧面插入ꎬ
直至针头露出枪头尖端 ２ ｍｍꎮ 接收装置采用的是直

径为 ９０ ｍｍ 的聚乙烯薄膜ꎮ

１ 氮气罐ꎻ２ 双表头减压阀ꎻ３ 流量计ꎻ４ 氮气输出管ꎻ５ 喷嘴ꎻ
６ 悬浮液输送管ꎻ７ 铁架台ꎻ８ 泵送装置ꎻ９ 薄片接收装置ꎮ

图 １ 微滴喷射玻璃化保存系统装置

Ｆｉｇ.１ Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏ￣ｄｒｏｐｌｅｔ ｓｐｒａｙ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｄｅｖｉｃｅ

微滴喷射系统玻璃化的工作过程:将细胞悬液加

载好相应浓度的低温保护剂装入注射器ꎬ注射器固定

在微注射泵上ꎬ微注射泵以恒定的速度推进细胞悬浮

液ꎬ于喷嘴处即可形成稳定的细胞悬液ꎮ 然后打开氮

气罐阀门ꎬ调节氮气出口压力到固定值ꎬ通过流量计

显示及调节氮气流速ꎮ 此时ꎬ氮气流和含有细胞的悬
—３５１—
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图 ２ 共流原理形成微滴的放大图

Ｆｉｇ.２ Ｅｎｌａｒｇｅｄ ｖｉｅｗ ｏｆ ｄｒｏｐｌｅｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｂｙ
ｃｏ￣ｆｌｏｗ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

浮液构成共流ꎬ在细胞悬液的分子挤压及氮气流剪切

的机械力作用下ꎬ于喷嘴处形成微滴ꎮ 产生的微滴直

接喷到塑料薄片上ꎬ然后将薄片迅速浸入液氮ꎬ实现

玻璃化ꎮ
１ ３ 细胞冷冻方法

采用微滴喷射系统对已加载好 ＣＰＡｓ 的 ＨｅｐＧ２
细胞进行微滴喷射玻璃化实验ꎮ 张宵敏[２０] 对喷射后

的微滴尺寸以及 ＨｅｐＧ２ 细胞存活率进行评价ꎬ确定

了最佳喷射参数为:内径为 ０ １６ ｍｍ 的针头作喷嘴ꎬ
氮气流量为 ３ ２ Ｌ / ｍｉｎꎬ 悬浮液注射速度为 ２００
μＬ / ｍｉｎꎬ薄片接收位置为距喷嘴 ６ ｃｍ 处ꎮ 微滴喷射

后用直径为 ９０ ｍｍ 的圆形塑料薄片接收ꎬ单个薄片

接收时间为 ５ ｓꎮ 然后将薄片迅速浸入液氮玻璃化ꎮ
取出薄片ꎬ３７ ℃培养基复温ꎬ并用培养基将细胞洗脱

下来ꎮ 离心管收集洗脱液ꎬ离心弃上清ꎬ重悬细胞ꎬ测
量细胞存活率及 ２４ ｈ 贴壁率ꎮ

慢速冷冻法:细胞加载相应浓度的低温保护剂ꎬ
移入 ２ ｍＬ 冻存管ꎬ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 取出后ꎬ３７ ℃水浴复

温ꎬ测量细胞存活率及 ２４ ｈ 贴壁率ꎮ
１ ４ 细胞活性判断方法
１ ４ １ 台盼蓝染色计算细胞存活率

台盼蓝染料可以穿过损伤 /死亡细胞的细胞膜ꎬ
与已解体的 ＤＮＡ 结合ꎬ并使其上色ꎻ活细胞则能够阻

止台盼蓝染料进入细胞内ꎮ 具体操作方法是:吸取

１００ μＬ 重悬的细胞到离心管内ꎬ加入 １００ μＬ 台盼蓝

染色液(２Ｘ)ꎬ混合均匀ꎬ染色 ３ ｍｉｎꎮ 再吸取 １０ μＬ
经过染色后的细胞悬液ꎬ用血细胞计数板计数ꎬ然后

按式(１)计算细胞存活率ꎮ

细胞存活率 ＝ 细胞总数 － 蓝色细胞数
细胞总数

× １００％

(１)
１ ４ ２ ２４ ｈ 贴壁率

将细胞放入 ＣＯ２ 培养箱培养 ２４ ｈ 后ꎬ用离心管

收集上清液ꎬ用 ２ ｍＬ 的 Ｄ￣ｈａｎｋｓ 清洗两次并收集清

洗液ꎬ离心ꎬ弃上清液ꎬ加 １ ｍＬ 培养基重悬细胞ꎬ所得

为未贴壁细胞ꎮ 贴壁细胞用胰酶消化下来ꎬ装入离心

管中离心ꎬ去上清液ꎬ将细胞沉淀重悬至 １ ｍＬꎬ用细

胞计数板计数ꎮ 按式(２)计算细胞 ２４ ｈ 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％

(２)
１ ５ 微滴喷射玻璃化各过程的损伤分析

采用微滴喷射系统对 ＨｅｐＧ２ 细胞进行玻璃化保

存实验ꎬ研究保护剂加载过程、喷射过程、薄片接收过

程、玻璃化及复温过程对细胞造成的损伤程度ꎮ 通过

细胞活性来反映各步骤的损伤程度ꎮ 每组实验重复

３ 次ꎮ
对照组:新鲜细胞ꎬ检测细胞活性ꎮ 加载保护剂

组:细胞加载 １０ ０％Ｍｅ２ＳＯ 作低温保护剂ꎬ放置 ５
ｍｉｎꎮ 离心后弃上清液ꎬ重悬细胞ꎬ检测细胞活性ꎮ 喷

射组:细胞加载 １０ ０％Ｍｅ２ＳＯ 作低温保护剂ꎬ放置 ５
ｍｉｎꎮ 采用微滴喷射系统将细胞悬液喷入盛有 ６ ｍＬ
完全培养基的培养皿中ꎬ接收时间为 １０ ｍｉｎꎮ 离心管

收集细胞悬浮液ꎬ离心后弃上清液ꎬ重悬细胞ꎬ检测细

胞活性ꎮ 薄片接收组:细胞加载 １０ ０％Ｍｅ２ＳＯ 作低

温保护剂ꎬ放置 ５ ｍｉｎꎮ 采用微滴喷射系统将细胞悬

浮液喷到塑料薄片上ꎬ薄片正反面接收ꎬ单面薄片接

收时间为 ５ ｓꎮ 随后用完全培养基将所有薄片上的细

胞洗脱下来ꎬ离心管收集洗脱液ꎬ离心后弃上清液ꎬ重
悬细胞ꎬ检测细胞活性ꎮ 玻璃化及复温组:细胞加载

１０ ０％Ｍｅ２ＳＯ 作低温保护剂ꎬ放置 ５ ｍｉｎꎮ 采用微滴

喷射系统将细胞悬浮液喷到塑料薄片上ꎬ正反面接

收ꎬ单面薄片接收时间为 ５ ｓꎬ然后将薄片迅速浸入液

氮ꎬ实现玻璃化ꎮ 随后将所有薄片浸入 ３７ ℃的培养

基中复温ꎬ并用培养基将细胞洗脱下来ꎮ 离心管收集

洗脱液ꎬ离心后弃上清液ꎬ重悬细胞ꎬ检测细胞活性ꎮ
１ ６ 低温保护剂的优化

降低保护剂中 Ｍｅ２ＳＯ 浓度ꎬ研究不同 Ｍｅ２ＳＯ 浓

度下的低温保存效果ꎮ 对照组:新鲜组ꎬ检测细胞存

活率及 ２４ ｈ 贴壁率ꎮ 实验组:分 １０ ０％Ｍｅ２ＳＯ 组、
５ ０％Ｍｅ２ＳＯ 组、２ ５％Ｍｅ２ＳＯ 组及无保护剂组ꎬ各组

成分配方如表 １ 中序号 １ ~ ４ꎮ 采用微滴喷射玻璃化

和慢速冷冻法两种方法保存细胞ꎮ
—４５１—
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在一定 Ｍｅ２ＳＯ 浓度的基础上ꎬ可添加适量海藻

糖的方法来优化保护剂配方ꎮ 对照组:１０ ０％Ｍｅ２ＳＯ
低温保护剂玻璃化组ꎮ 实验组:分别在 ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ、

５ ０％ Ｍｅ２ＳＯ 的基础上添加 ０ １、０ ３、０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 浓度

的海藻糖作保护剂的玻璃化组ꎮ 各组成分配方如表

１ 中序号 ５~１０ꎮ 采用微滴喷射玻璃化法保存细胞ꎮ

表 １ 不同浓度低温保护剂的配方

Ｔａｂ.１ Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ

序号 保护剂浓度 ＦＢＳ / ％ ＤＭＥＭ / ％ Ｍｅ２ＳＯ / ％ 海藻糖 / (ｍｏｌ / Ｌ)

１ １０ ０％ Ｍｅ２ＳＯ ２０ ７０ ０ １０ ０ ０

２ ５ ０％ Ｍｅ２ＳＯ ２０ ７５ ０ ５ ０ ０

３ ２ ５％ Ｍｅ２ＳＯ ２０ ７７ ５ ２ ５ ０

４ 无 Ｍｅ２ＳＯ ２０ ８０ ０ ０ ０

５ ２ ５％ Ｍｅ２ＳＯ ０ １ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ２０ ７７ ５ ２ ５ ０ １

６ ２ ５％ Ｍｅ２ＳＯ ０ ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ２０ ７７ ５ ２ ５ ０ ３

７ ２ ５％ Ｍｅ２ＳＯ＋０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ２０ ７７ ５ ２ ５ ０ ５

８ ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ＋０ １ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ２０ ７５ ０ ５ ０ ０ １

９ ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ２０ ７５ ０ ５ ０ ０ ３

１０ ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ２０ ７５ ０ ５ ０ ０ ５

２ 结果与讨论

２ １ 喷射各过程对细胞造成的损伤
采用微滴喷射系统对细胞进行玻璃化保存实

验ꎬ各过程后细胞的活性检测结果如表 ２ 所示ꎮ 由

表 ２ 可知ꎬ在整个玻璃化流程中ꎬ各个过程对细胞

均有损伤ꎬ保护剂加载过程、喷射过程和玻璃化及

复温过程对细胞造成的损伤较大ꎮ 相对而言ꎬ薄片

接收过程对细胞造成的损伤程度则小很多ꎬ细胞活

性损伤不到 ０ ７％ꎮ 保护剂加载过程对细胞造成的

损伤较大ꎬ原因可能是系统加载保护剂选用的一步

法过程中加载高浓度保护剂会对细胞造成较大的

渗透损伤ꎮ

表 ２ 喷射各过程后细胞的存活率及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ.２ Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ ｓｐｒａｙｉｎｇ

过程 存活率 / ％ ２４ ｈ 贴壁率 / ％

新鲜 ９７ ６４±１ ５３ａ ９９ ０５±０ ３７ａ

加载保护剂 ９４ ５５±０ ８６ｂ ９５ ８９±１ ９０ｂ

喷射 ９２ ９２±１ ２５ｂ ９３ ２７±０ ４２ｃ

薄片接收 ９２ ２７±２ ０４ｂ ９３ ２６±１ １８ｃ

玻璃化及复温 ８８ １５±１ ５５ｃ ８９ ８６±１ ５４ｄ

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

研究显示ꎬ采用分步法加载保护剂ꎬ对细胞的损

伤明显要比一步法小很多ꎮ 如 Ｊ. Ｓａｍｏｔ 等[９] 采用两

步加载法ꎬ得到的 ＣＰＡ 加载步骤导致溶血的百分比

小很小ꎬ２０％总损伤中约占 ２％ꎮ 也有研究者[２１－２６] 将

微流控技术应用于细胞低温保护剂的添加ꎬ实现了保

护剂浓度的连续变化ꎬ从而提高了低温保存的细胞存

活率ꎮ 因此可在保护剂添加方式上进行改进ꎬ采用分

步法或微流控法添加低温保护剂ꎮ 喷射过程对细胞

造成的损伤较大ꎬ原因可能是氮气流对细胞具有剪切

力作用ꎮ 剪切力损伤属于机械性损伤ꎬ因此可通过改

进喷射方式或喷嘴来降低剪切力损伤ꎮ 玻璃化及复

温过程对细胞造成的损伤较大ꎬ原因可能有两方面:
１)损伤来自于玻璃化过程ꎬ有可能是个别微滴直径

偏大或保护剂不够优化ꎬ影响到玻璃化效果ꎻ２)损伤

来自于复温过程ꎬ且复温过程的再结晶造成的细胞损

伤更大ꎮ
２ ２ 降低 Ｍｅ２ＳＯ 浓度对细胞活性的影响

表 ３ 所示为降低 Ｍｅ２ＳＯ 浓度冻存时细胞的存活

率及 ２４ ｈ 贴壁率ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ用 １０％Ｍｅ２ＳＯ 作低

温保护剂ꎬ玻璃化保存细胞时ꎬ细胞存活率达到

(９０ ０３± １ ４７)％ꎬ２４ ｈ 贴壁率为(９２ ２２ ± ０ ３８)％ꎮ
采用慢速冷冻法保存的细胞存活率为 ( ８８ ３３ ±
０ ６７)％ꎬ２４ ｈ 贴壁率为(９２ ２２±０ ３８)％ꎬ相比于同

浓度保护剂的玻璃化组ꎬ细胞活性略低ꎬ但两组间并

没有显著性差异ꎮ
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表 ３ 降低 Ｍｅ２ＳＯ 浓度冻存时细胞的存活率及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ.３ Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｍｅ２ＳＯ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ｒａｔｅ

组号 保护剂浓度
存活率 / ％ ２４ ｈ 贴壁率 / ％

慢速冷冻 玻璃化 慢速冷冻 玻璃化

１ １０ ０％Ｍｅ２ＳＯ ８８ ３３±０ ６７ａ ９０ ０３±１ ４７ａ ９２ ２２±０ ３８ａ ９３ ３８±１ ４０ａ

２ ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ ７７ ４０±１ ３６ｃ ８０ ６４±２ ６７ｂ ８２ ４６±１ ０５ｃ ８５ ５０±１ ７７ｂ

３ ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ ６０ ４±０ ７９ｅ ６６ ４８±１ １９ｄ ６８ ５５±０ ７５ｅ ７３ ４８±０ ４２ｄ

４ 无保护剂 １ ２９±０ ２１ｆ ２ ０１±０ ８５ｆ ０ ７９±０ ６９ｆ １ ２２±０ １８ｆ

注:用 Ｄｕｎｃａｎ′ｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔ 法进行多重比较ꎬ同一检测指标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

　 　 将 ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ 组、２ ５％Ｍｅ２ＳＯ 的细胞活性与

１０ ０％Ｍｅ２ＳＯ 组相比ꎬ发现无论是采用玻璃化还是慢

速冷冻法ꎬ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ 组和 ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ 组细胞活性

明显低于 １０ ０％ Ｍｅ２ＳＯ 组ꎬ这说明降低保护剂中

Ｍｅ２ＳＯ 浓度ꎬ低温保存效果明显降低ꎮ 由此可见ꎬ
Ｍｅ２ＳＯ 在低温条件下具有重要功效ꎬ能有效保护细胞

免受冰晶和渗透压损伤ꎮ 在同一水平低保护剂浓度

下ꎬ玻璃化保存效果明显高于慢速冷冻法ꎮ 例如在

５ ０％Ｍｅ２ＳＯ 浓度下ꎬ玻璃化保存的细胞存活率和 ２４
ｈ 贴壁率分别为(８０ ６４±２ ６７)％、(８５ ５０±１ ７７)％ꎬ
而慢速冷冻法保存的细胞存活率和 ２４ ｈ 贴壁率分别

为(７７ ４０±１ ３６)％、(８２ ４６±１ ０５)％ꎬ明显低于玻璃

化保存效果ꎮ
当保护剂中没有 Ｍｅ２ＳＯ 时ꎬ无论是慢速冷冻

还是玻璃化法ꎬ低温保存后的细胞几乎不能存活ꎬ
对细胞活性影响较大ꎮ 因此ꎬ保护剂中需保留一

定量的 Ｍｅ２ＳＯꎮ 当保护剂中 Ｍｅ２ＳＯ 浓度为 ５ ０％、
２ ５％时ꎬ细胞存活率、２４ ｈ 贴壁率均在 ６０％上ꎬ玻
璃化保存结果还算理想ꎮ 因此可降低 Ｍｅ２ＳＯ 浓度

到 ５ ０％、２ ５％ꎬ在此基础上进一步优化保护剂

配方ꎮ
２ ３ 添加海藻糖对细胞活性的影响

表 ４ 所示为在 ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ、５ ０％Ｍｅ２ＳＯ 作为低

温保护剂的基础上ꎬ添加海藻糖时细胞的存活率及

２４ ｈ 贴壁率ꎮ 由表 ４ 可知ꎬ保护剂浓度为 ２ ５％
Ｍｅ２ＳＯ 时ꎬ细胞存活率仅为(６６ ４８±１ ４７)％ꎬ在此基

础上添加 ０ １ ｍｏｌ / Ｌ 的海藻糖时ꎬ细胞活性增加ꎬ达
到( ７４ ０９ ± １ ５４)％ꎻ继续增加海藻糖浓度到 ０ ３
ｍｏｌ / Ｌꎬ细胞存活率达到(８４ ４２±１ ４０)％ꎻ但当海藻

糖浓度继续增加达到 ０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ细胞存活率及贴

壁率反而下降ꎮ 海藻糖作为一种非渗透性保护剂ꎬ能
起到膜稳定性功效ꎬ微量的海藻糖有助于提高玻璃化

保存效率ꎻ但海藻糖量过多时ꎬ反而会抑制细胞表面

的分子活性、阻止 Ｍｅ２ＳＯ 等渗透型保护剂进入细胞

内ꎬ会造成细胞渗透性脱水ꎬ不利于细胞的低温保

存[２７]ꎮ 由此可见ꎬ在保护剂中添加海藻糖时ꎬ海藻糖

浓度需适量ꎬ添加量过少ꎬ低温保存效果增加不明显ꎬ
过多则起到反作用ꎮ

表 ４ 添加海藻糖玻璃化时细胞的存活率及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ.４ Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ２４ ｈ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｗｈｅｎ ａｄｄｉｎｇ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

组号 保护剂浓度 存活率 / ％ ２４ ｈ 贴壁率 / ％

１ １０ ０％Ｍｅ２ＳＯ ９０ ０３±１ ４７ａｂ ９３ ３８±１ ４０ａｂ

２ ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ ６６ ４８±１ １９ｈ ７３ ４８±０ ４２ｉ

３ ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ＋０ １ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ７４ ０９±１ ５４ｇ ７９ ２５±０ ３８ｈ

４ ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ８４ ４２±１ ４０ｄ ８８ ５０±１ ３９ｄｅ

５ ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ７６ ９７±１ ００ｆ ８３ ４６±２ ０５ｆｇ

６ ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ ８０ ６４±２ ６７ｅ ８５ ５０±１ ７７ｆ

７ ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ＋０ １ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ８５ ５３±１ ０７ｃｄ ８９ ９９±１ ００ｃｄ

８ ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ９２ ４２±０ ９５ａ ９５ ６４±１ ０３ａ

９ ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ５ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ８７ ９９±.６０ｂｃ ９１ ５５±１ ６０ｂｃ

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
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Ｖｏｌ. ４１ꎬ Ｎｏ. ２
Ａｐｒｉｌꎬ ２０２０

　 　 添加同样物质的量浓度的海藻糖ꎬ在 ５％ Ｍｅ２ＳＯ
基础上添加比在 ２ ５％ Ｍｅ２ＳＯ 基础上添加的效果好ꎮ
如 ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ＋０ １ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖作低温保护剂时ꎬ
玻璃化保存的细胞活性为(７４ ０９±１ ５４)％ꎬ２４ ｈ 贴

壁率为(７９ ２５±０ ３８)％ꎬ而以 ５％ Ｍｅ２ＳＯ＋０ １ ｍｏｌ / Ｌ
海藻糖作低温保护剂时ꎬ玻璃化保存的细胞活性却能

达到 ( ８５ ５３ ± １ ０７)％ꎬ２４ ｈ 贴壁率达到 ( ８９ ９９ ±
１ ００)％ꎬ明显高于 ２ ５％Ｍｅ２ＳＯ 组ꎬ组间存在显著性

差异ꎮ
以 ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖作为低温保护

剂玻璃化保存细胞时ꎬ细胞存活率达到 ( ９２ ４２ ±
０ ９５)％ꎬ２４ ｈ 贴壁率达到(９５ ６４±１ ０３)％ꎮ 与对照

组 １０ ０％Ｍｅ２ＳＯ 作低温保护剂冻存效果相比ꎬ两组

间并不存在显著性差异ꎮ

３ 总结与展望

本文采用微滴喷射系统对 ＨｅｐＧ２ 细胞进行微滴

喷射玻璃化实验ꎬ研究了微滴喷射玻璃化各过程对细

胞造成的损伤程度ꎬ并优化了玻璃化保存时的低温保

护剂配方ꎬ得到如下结论:
１)微滴喷射玻璃化各过程对细胞均有损伤ꎬ 但

损伤程度各有不同ꎮ 其中ꎬ保护剂加载过程、喷射过

程和玻璃化过程对细胞造成的损伤较大ꎬ薄片接收过

程对细胞造成的损伤很小ꎮ
２)随着保护剂中 Ｍｅ２ＳＯ 浓度的降低ꎬ低温保存

后的细胞活性明显降低ꎬ在保护剂浓度相同时ꎬ玻璃

化保存效果较慢速冷冻效果好ꎮ 保护剂中添加适量

海藻糖ꎬ低温保存后细胞活性增加ꎬ但海藻糖浓度过

量则不利于低温保存ꎮ
３)以 ５ ０％Ｍｅ２ＳＯ＋０ ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖作为低温

保护剂进行微滴喷射玻璃化保存细胞时ꎬ细胞存活率

达到 ( ９２ ４２ ± ０ ９５)％ꎬ２４ ｈ 贴壁率达到 ( ９５ ６４ ±
１ ０３)％ꎮ

４)文中采用的微滴喷射玻璃化保存系统是在现

有研究基础上加以改进ꎬ并将其应用于 ＨｅｐＧ２ 细胞

玻璃化实验ꎬ在很多方面还有较大的研究空间ꎮ 可将

微滴喷射玻璃化保存系统应用于其他种类的细胞体

系ꎬ以验证该系统的可拓展性及保护剂配方在其他细

胞玻璃化保存上的普遍适用性ꎮ
５)文中提出的微滴喷射玻璃化保存系统ꎬ采用

的是薄片式收集装置接收微滴ꎬ该方式保存量非常有

限ꎮ 要实现小细胞系统的大体量保存ꎬ可采用容器式

收集装置接收微滴ꎬ其具有高通量的特点ꎬ有望解决

小体积细胞的大体量保存问题ꎮ
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ｈｕｍａｎ ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌｓ[ Ｊ]. Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ ２０１１ꎬ ３２(１９):
４４４３－４４４９.

[１６] ＥＲＤＡＧ Ｇꎬ ＥＲＯＧＬＵ Ａꎬ ＭＯＲＧＡＮ ＪＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒ￣
ｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｔａｌ ｓｋｉｎ ｉｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｂｙ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ
[Ｊ]. Ｃｒｙｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ ４４(３): ２１８－２２８.

[１７] ＢＵＣＨＡＮＡＮ Ｓ Ｓꎬ ＧＲＯＳＳ Ｓ Ａꎬ ＡＣＫＥＲ Ｊ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｙｏ￣
ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ: ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｈｕｍａｎ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ [ Ｊ]. Ｓｔｅｍ
Ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２００４ꎬ １３(３): ２９５－３０５.

[１８] 袁晓华ꎬ 王淑芬ꎬ 杨世华ꎬ 等. 不同防冻剂对兔胚胎干

细胞慢速冷冻保存的影响[ Ｊ]. 动物学研究ꎬ ２００７ꎬ ２８
(１): ８１ － ８７. ( ＹＵＡＮ Ｘｉａｏｈｕａꎬ ＷＡＮＧ Ｓｈｕｆｅｎꎬ ＹＡＮＧ
Ｓｈｉｈｕａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｉｆｒｅｅｚｅ ａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｓｌｏｗ
ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ]. Ｚｏｏｌｏｇｙ
Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２００７ꎬ ２８(１): ８１－８７.)

[１９] ＢＵＣＨＡＮＡＮ Ｓ Ｓꎬ ＧＲＯＳＳ Ｓ Ａꎬ ＡＣＫＥＲ Ｊ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｙｏ￣
ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ: ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｈｕｍａｎ ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ [ Ｊ]. Ｓｔｅｍ
Ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ２００４ꎬ １３(３): ２９５－３０５.

[２０] 张霄敏. 微滴喷射玻璃化保存的实验研究[Ｄ]. 上海:
上海理工大学ꎬ ２０１８. ( ＺＨＡＮＧ Ｘｉａｏｍｉｎ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
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