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摘　 要　 在细胞的低温保存中ꎬ低温保护剂的种类与浓度对复温后的存活率有着重要影响ꎮ 本文以人肝癌细胞 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 为研究

对象ꎬ利用慢速冷冻法ꎬ筛选最佳的冻存液配方ꎮ 通过配比不同浓度的甘油、Ｍｅ２ＳＯ 以及在 Ｍｅ２ＳＯ 中添加一定浓度的蔗糖、海藻

糖ꎬ一周后复温细胞ꎬ对台盼蓝染色存活率、ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率三种检测结果进行比较分析ꎬ结果表明:以 Ｍｅ２ＳＯ 作为

低温保护剂时ꎬ冻存液浓度为 １０％ (ｖ / ｖ)的 Ｍｅ２ＳＯ 复温后细胞的三种检测指标最优ꎻ以甘油作为低温保护剂时ꎬ冻存液浓度为

２０％ (ｖ / ｖ)的甘油复温后细胞的三种检测指标最优ꎻ再将以上分别得到的最佳浓度(即体积浓度 ２０％ 甘油、１０％ Ｍｅ２ＳＯ)与 ５％
Ｍｅ２ＳＯ(ｖ / ｖ) ＋ ０􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖、５％Ｍｅ２ＳＯ(ｖ / ｖ) ＋ ０􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖这四种低温保护剂进行冻存与比较ꎬ５％ Ｍｅ２ＳＯ(ｖ / ｖ) ＋ ０􀆰 ３
ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖检测指标高于其他实验组ꎬ并且差异显著(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 最终得到 ５％Ｍｅ２ＳＯ(ｖ / ｖ) ＋ ０􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖为慢速冷冻保

存 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞的最优保护剂配方ꎮ
关键词　 低温保存ꎻ低温保护剂ꎻ糖类ꎻ存活率
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　 　 收稿日期:２０１４ 年 ７ 月 ７ 日

　 　 随着人类生活环境的恶化ꎬ恶性肿瘤的发病率越

来越高ꎬ肿瘤的早期诊断和治疗是目前研究的热点ꎮ
而临床样本作为研究肿瘤不可再生的宝贵资源ꎬ不仅

对于探索新的治疗方法ꎬ发现新的诊断工具提供保

障ꎬ对于制定新的诊断指标以及新药的研发也具有重

要意义ꎬ所以建立肿瘤样本组织库势在必行ꎮ 保持样

本库中肿瘤细胞的活性ꎬ可以更加有效地保护细胞中

蛋白、ＤＮＡ、ＲＮＡ 等生物信息免受损伤ꎬ从而使后续

的肿瘤基础研究结果可信、准确ꎮ 但是ꎬ目前绝大多

数的生物样本库均不能保持细胞的活性ꎬ所以ꎬ针对

样本库中各种各样的细胞类型ꎬ研究其细胞及组织活

体的低温保存方法ꎬ具有十分重要的意义ꎮ
细胞的低温保存有两种方法:慢速冷却法与玻璃

化保存法[１]ꎬ这两种方法都需要添加低温保护剂[２]ꎮ
而低温保护剂的种类以及浓度对细胞复温后的存活

率是至关重要的ꎮ 自从 １９４９ 年 Ｐｏｌｇｅ Ｃ 等[３] 利用甘

油成功的冻存精子后ꎬ至今低温保护剂的种类已达上

百种ꎮ 由于甘油的局限性ꎬ人们继续在寻找低温保护
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剂的路上进行探索ꎻ直到 １９５９ 年ꎬＬｏｖｅｌｏｃｋ 等人发现

了二甲基亚砜(Ｍｅ２ＳＯ)后ꎬ人们对低温保护剂的种类

有了更多的发现ꎮ Ｊｏｌａｎｔａ Ｋ 等[４] 利用甘油和羟乙基

淀粉来冻存人体红细胞ꎬ发现羟乙基淀粉比甘油能更

有效地保存红细胞的血红蛋白ꎮ Ｃｈｅｓｎｅ Ｃ 等[５] 通过

比较得到ꎬＭｅ２ＳＯ 较甘油有更好的保护作用ꎮ 然而有

研究表明 Ｍｅ２ＳＯ 对细胞膜有一定毒副作用ꎬ而利用

非渗透性保护剂(如蔗糖ꎬ海藻糖等)与渗透性保护

剂 Ｍｅ２ＳＯ 联合应用ꎬ不仅减小 Ｍｅ２ＳＯ 的浓度ꎬ又能达

到理想的低温保存效果ꎮ Ｍｏｈａｍｍｅｄ Ｓ 等[６] 在冻存

人体原代肝细胞时添加 Ｍｅ２ＳＯ 与 Ｍｅ２ＳＯ ＋ 葡萄糖这

两种保护剂ꎬ两者对于复温后的存活率没有显著性差

异ꎬ但通过检测相关指标得出利用后者保存后的肝功

能更佳ꎮ 目前ꎬ肿瘤细胞的低温保存也有较多的报

导ꎬＳｕｉ Ｌ 等[７]通过以人类卵巢癌细胞以及宫颈癌细

胞为研究目标ꎬ得到海藻糖 ＋ Ｍｅ２ＳＯ 的最优保护剂配

方ꎮ 李慧等[８]探讨季德胜蛇药含药血清对人肝癌细

胞 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 增殖和凋亡的影响ꎮ 陈光等[９] 利用 １０％
Ｍｅ２ＳＯ ＋高浓度血清的冻存液冻存胃肠道肿瘤组织

原代细胞ꎬ成功率达到 １００％ ꎮ 由以上可以看出ꎬ对
于不同种类的细胞ꎬ选择合适的低温保护剂ꎬ可以更

好的保护细胞及其功能ꎮ
建立肝癌组织样本库ꎬ从中筛选肝肿瘤生物标志

物ꎬ利用各种组学方法来早期诊断、预测肝癌ꎬ具有重

要意义[１０]ꎮ 因此ꎬ本文以人肝癌细胞 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 为研究

对象ꎬ以不同浓度的甘油、Ｍｅ２ＳＯ 以及 Ｍｅ２ＳＯ 联合蔗

糖、海藻糖作为低温保护剂ꎬ通过对复温后细胞的台

盼蓝染色存活率、ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率三种

监测指标进行对比、显著性分析等ꎬ探讨了不同保护

剂对 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞的保存效果ꎬ优化保护剂配方ꎬ从
而进一步提高低温保存 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞的存活率ꎮ

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)ꎮ
实验试剂:ＨｙＣｌｏｎｅ 胎牛血清(赛默飞世尔生物

化学制品北京有限公司)ꎻＤｕｌｂｅｃｃｏ’ ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ
Ｍｅｄｉｕｍ 培养基(ＤＭＥＭ)(ＧＩＢＣＯ 公司)ꎻ台盼蓝染色

液(２Ｘ)ꎬ四唑盐(ＭＴＴ) (碧云天生物技术公司)ꎻ二
甲亚砜(Ｍｅ２ＳＯ)(德国 ＡＰＰＬＩＣＨＥＭ 公司)ꎻ甘油(丙
三醇)(ＢＩＯＳＨＡＲＰ 公司)ꎻ蔗糖、海藻糖(中国医药集

团上海化学试剂公司)ꎮ
１􀆰 ２ 仪器与设备

实验仪器:二氧化碳培养箱(上海博讯实业有限

公司)ꎻ超低温冰箱(青岛海尔特种电器有限公司)ꎻ
低速台式离心机(上海安亭科学仪器厂)ꎻ程序降温

盒 (赛默飞世尔生物化学制品北京有限公司)ꎮ
１􀆰 ３ 方法
１􀆰 ３􀆰 １ 细胞培养

吸除细胞培养瓶中的培养基(１０％ (ｖ / ｖ)胎牛血

清 ＋ ９０％ ( ｖ / ｖ) ＤＭＥＭ 培养基)ꎬ加入 ５ ｍＬ 的 Ｄ￣
Ｈａｎｋｓ 液ꎬ冲洗细胞两次ꎬ再加入 ２ ｍＬ 的 ０􀆰 ２５％胰蛋

白酶消化ꎬ之后于显微镜下观察ꎬ当细胞呈现圆粒状

将要分离时ꎬ吸掉胰蛋白酶溶液ꎬ加 ４ ｍＬ 培养基终止

消化ꎮ 反复吹打瓶壁上残留的细胞ꎬ并将已消化下来

的细胞吹打均匀ꎬ然后吸入离心管中ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎꎬ吸除上清液ꎬ备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２ 实验分组

根据保护剂配方种类ꎬ实验分为三组ꎬ第一组为

Ｍｅ２ＳＯ 组ꎬ对应表 １ 中编号 １ ~ ３ꎻ第二组为甘油组ꎬ
保护剂配方对应表 １ 中编号 ４ ~ ６ꎬ第三组为不同保

护剂组ꎬ对应表 １ 中编号 ７ ~ １０ꎮ 其中第三组的保护

剂配方是根据第一、二组实验结果ꎬ选择 Ｍｅ２ＳＯ 和丙

三醇浓度ꎬ再配以蔗糖和海藻糖ꎮ 将上述配好的冻存

液各取 ３ ｍＬꎬ分别逐滴加入到处理好的细胞中ꎬ轻轻

振摇混匀ꎬ在室温下平衡 ５ ｍｉｎ 后ꎬ再将 ３ ｍＬ 细胞悬

液均分三份滴入 ３ 支冻存管中ꎬ并在各冻存管中标注

细胞的组号ꎮ 表 １ 中编号 ０ 为对照组ꎬ未加入任何保

护剂ꎮ

表 １ 保护剂分组

Ｔａｂ. １ Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ

编

号

Ｍｅ２ＳＯ /

(％ ｖ / ｖ)
丙三醇 /
(％ ｖ / ｖ)

蔗糖 /
(ｍｏｌ / Ｌ)

海藻糖 /
(ｍｏｌ / Ｌ)

完全

培养基 /
(％ ｖ / ｖ)

胎牛

血清 /
(％ ｖ / ｖ)

０ ０ ０ ０ ０ １００ ０

１ ５ ０ ０ ０ ７５ ２０

２ １０ ０ ０ ０ ７０ ２０

３ １５ ０ ０ ０ ６５ ２０

４ ０ １０ ０ ０ ７０ ２０

５ ０ ２０ ０ ０ ６０ ２０

６ ０ ３０ ０ ０ ５０ ２０

７ ０ ２０ ０ ０ ６０ ２０

８ １０ ０ ０ ０ ７０ ２０

９ ５ ０ ０􀆰 ３ ０􀆰 ３ ７０ ２０

１０ ５ ０ ０􀆰 ３ ０􀆰 ３ ７０ ２０
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１􀆰 ３􀆰 ３ 细胞冻存

将冻存管放入程序降温盒中ꎬ再放入 － ８０ ℃低

温冰箱中ꎬ根据程序降温盒的参数ꎬ能实现的降温速

率为 １ ℃ / ｍｉｎꎮ 细胞在 － ８０ ℃冻存 ７ 天ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４ 细胞复苏

一周后从低温冰箱中取出冻存管ꎬ于 ３７ ℃水浴

中快速震荡复温ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 并去除上

清液ꎬ然后分别加入 １ ｍＬ 培养基吹打均匀ꎬ制备成细

胞悬液ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５ 细胞检测

１)台盼蓝染色检测细胞存活率[１１]

冻存前以及复温后的细胞吹打混匀后ꎬ取 １００ ｕＬ
于 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ再加入 １００ ｕＬ 台盼蓝染液染色ꎬ
混匀后静止 ３ ~ ５ ｍｉｎꎬ吸取 １０ ｕＬ 于血球计数板计

数ꎬ分别记录冻存前以及复温后活细胞和死细胞数

量ꎮ 按以下公式计算细胞存活率:
细胞存活率(％ ) ＝

活细胞总数
活细胞总数 ＋ 死细胞总数

× １００％ (１)

２)ＭＴＴ 检测细胞活性[１１]

每组实验中ꎬ取复温后的细胞悬液置于 ９６ 孔培

养板中ꎬ每种保护剂配方有三个平行ꎬ另加一组新鲜

对照组(新鲜细胞且浓度接近于复苏后细胞)ꎬ一组

完全培养基组ꎻ每孔加入 １００ ｕＬꎬ每组对应 ４ 个复孔ꎬ
即第一、二组实验共 ４ × １４ 孔ꎬ第三组实验共 ４ × １７
孔ꎮ 待细胞铺满孔底后ꎬ每孔加入 ２０ ｕＬ ＭＴＴꎬ于 ３７
℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中避光孵育 ４ ｈꎬ４０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ吸掉上清ꎬ每孔加入 １５０ ｕＬ Ｍｅ２ＳＯꎬ于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ４ ｈ 后ꎬ置摇床上低速振荡 １０
ｍｉｎꎬ待结晶物充分溶解后ꎬ在酶联免疫检测仪 ＯＤ４９０
ｎｍ 处测量各孔的吸光值ꎮ 按以下公式计算细胞存

活率:
细胞存活率(％ ) ＝
样品复温后 ＭＴＴ 检测值
新鲜对照 ＭＴＴ 检测值

× １００％ (２)

３)２４ ｈ 贴壁率

复温后的细胞接种于细胞培养瓶中(５００ ｕＬ)ꎬ加
入 ４􀆰 ５ ｍＬ 培养基后置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培

养ꎬ２４ ｈ 后换液并用 Ｄ￣Ｈａｎｋｓ 液(２􀆰 ５ ｍＬ)清洗两次ꎬ
收集上清液ꎬ计数未贴壁细胞ꎻ接着用胰酶消化后加

入培养基ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ计数贴壁细胞ꎮ
同时观察培养肝细胞的生长情况及形态变化ꎬ按以下

公式计算细胞贴壁率:
２４ ｈ 贴壁率(％ ) ＝

贴壁存活细胞数
贴壁存活细胞数 ＋ 未贴壁存活细胞数

× １００％

(３)
１􀆰 ４ 数据分析

应用 ＳＰＳＳ 软件对数据进行处理、统计以及显著

性分析ꎮ

２ 结果与分析

２􀆰 １ Ｍｅ２ＳＯ 组的细胞存活率、ＭＴＴ 存活率以

及 ２４ ｈ 贴壁率
冻存前ꎬ用台盼蓝染色得到细胞的存活率为

(９５􀆰 ７４ ± ３)％ ꎮ
对照组以及保护剂浓度(ｖ / ｖ)为 ５％ 、１０％ 、１５％

的Ｍｅ２ＳＯ 的细胞复温后ꎬ存活率、ＭＴＴ 存活率以及 ２４
ｈ 贴壁率结果如表 ２ 所示ꎮ

表 ２ 保护剂为 Ｍｅ２ＳＯ 组的细胞复温后存活率、
ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ. ２ Ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｄｙｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｔｅｓｔꎬ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ
ｔｈｅ ａｔｔａｃｈｅｄ ｒａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ

Ｍｅ２ＳＯ (ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ)

编

号
保护剂

存活

率 / ％
ＭＴＴ

存活率 / ％
２４ ｈ 贴壁

率 / ％
０ 无 １􀆰 ０２ ± ０􀆰 ２３ｄ ０􀆰 ８６ ± ０􀆰 ４２ｃ ０􀆰 ６８ ± ０􀆰 １４ｃ

１ ５％Ｍｅ２ＳＯ ７７􀆰 ９３ ± ０􀆰 ８２ｃ ８１􀆰 ６６ ± ０􀆰 ６５ｂ ８３􀆰 ７０ ± ２􀆰 ７４ｂ

２ １０％Ｍｅ２ＳＯ ８８􀆰 ５９ ± １􀆰 ５２ａ ８５􀆰 １９ ± １􀆰 ２４ａ ９４􀆰 ９２ ± １􀆰 ３５ａ

３ １５％Ｍｅ２ＳＯ ８３􀆰 ０３ ± ２􀆰 ０１ｂ ８４􀆰 ７６ ± １􀆰 ４１ａ ９３􀆰 ８４ ± １􀆰 ２６ａ

注:数据表示形式为平均值 ± ＳＤ(标准差)ꎻ用 Ｄｕｎｃａｎ 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

从表 ２ 中可以得出ꎬ三个实验组的细胞存活率ꎬ
ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率与对照组(编号 ０)相比ꎬ
均有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ说明加入 ５％ ~ １５％ (ｖ /
ｖ)Ｍｅ２ＳＯ 的低温保护剂能够显著提高细胞的存活率ꎮ
１０％(ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ(编号 ２)组的细胞存活率ꎬＭＴＴ 存活

率以及 ２４ ｈ 贴壁率都较 ５％组高ꎬ且均具有显著性(Ｐ
<０􀆰 ０５)ꎻ而１０％(ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ 的ＭＴＴ 存活率以及２４ ｈ
贴壁率与 １５％ 组相比ꎬ略高但无显著性差异(Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎬ而细胞存活率差异有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 综上

所述:添加 １０％(ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ 的低温保护剂ꎬ对人肝癌

细胞 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 能产生较好的保护作用ꎮ
２􀆰 ２ 甘油组的细胞存活率、ＭＴＴ 存活率以及

２４ ｈ 贴壁率
冻存前ꎬ用台盼蓝染色得到细胞的存活率为

—７９—
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(９６􀆰 ６６ ± ２)％ ꎮ 对照组及保护剂浓度(ｖ / ｖ)为 １０％ 、
２０％ 、３０％的甘油的细胞复温后ꎬ细胞存活率、ＭＴＴ
存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率结果如表 ３ 所示ꎮ

表 ３ 保护剂为甘油组的细胞复温后存活率、
ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ. ３ Ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｄｙｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｔｅｓｔꎬ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ
ｔｈｅ ａｔｔａｃｈｅｄ ｒａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ

ｇｌｙｃｅｒｏｌ (ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ)

编

号
保护剂 存活率 / ％

ＭＴＴ 存活

率 / ％
２４ ｈ 贴壁

率 / ％
０ 无 ０􀆰 ７５ ± ０􀆰 ２５ｃ １􀆰 １３ ± ０􀆰 ５２ｃ １􀆰 ２５ ± ０􀆰 ２１ｃ

４ １０％甘油 ６９􀆰 ４２ ± ０􀆰 ９５ａ ７３􀆰 ４５ ± １􀆰 ２４ａ ８４􀆰 １３ ± １􀆰 １０ａ

５ ２０％甘油 ７１􀆰 ８３ ± １􀆰 １２ａ ７５􀆰 ５８ ± ０􀆰 ８６ａ ８６􀆰 ７２ ± ０􀆰 ８６ａ

６ ３０％甘油 ６４􀆰 ３２ ± １􀆰 ２４ｂ ７０􀆰 ６０ ± ２􀆰 ４１ｂ ７９􀆰 ４６ ± １􀆰 ２０ｂ

注:数据表示形式为平均值 ± ＳＤ(标准差)ꎻ用 Ｄｕｎｃａｎ 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

从表 ３ 中可以得出ꎬ三个实验组的细胞存活率ꎬ

ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率与对照组(编号 ０)相比

均有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ这说明加入 １０％ ~ ３０％
(ｖ / ｖ)甘油的低温保护剂能够显著提高细胞的存活

率ꎮ ２０％ (ｖ / ｖ)甘油(编号 ５)组的细胞存活率ꎬＭＴＴ
存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率都较 ３０％ (ｖ / ｖ)高ꎬ且均具

有显著性(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ而略高于 １０％ 组ꎬ且无显著性

差异(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎮ 综上所述:添加 ２０％ (ｖ / ｖ)甘油的

低温保护剂的冻存效果与 １０％ (ｖ / ｖ)甘油相近但稍

好ꎬ对人肝癌细胞 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 能产生较好的保护作用ꎮ
２􀆰 ３ 复方保护剂组的细胞存活率、ＭＴＴ 存活

率以及 ２４ ｈ 贴壁率
从前两组实验中分别选择最优保护剂ꎬ从而进行

第三组复方保护机组实验ꎮ
冻存前ꎬ用台盼蓝染色得到细胞的存活率为

(９５􀆰 ０６ ± ２)％对照组及实验组(保护剂分别为 ２０％
(ｖ / ｖ)甘油、１０％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ、５％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ ＋ ０􀆰 ３
ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖、５％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ ＋ ０􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖)的
细胞复温后ꎬ存活率、ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率结

果如表 ４ 所示ꎮ

表 ４ 不同保护剂的细胞复温后存活率、ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率

Ｔａｂ. ４ Ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｄｙｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｔｅｓｔꎬ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ａｔｔａｃｈｅｄ ｒａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｃｅｌｌ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ

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

０ 无 １􀆰 ６４ ± ０􀆰 ２１ｄ １􀆰 ３８ ± ０􀆰 ５２ｄ ０􀆰 ９８ ± ０􀆰 ６５ｄ

７ ２０％甘油 ７０􀆰 ８３ ± １􀆰 ３２ｃ ７７􀆰 ８１ ± １􀆰 ４２ｃ ８５􀆰 ４３ ± ０􀆰 ９５ｃ

８ １０％Ｍｅ２ＳＯ ８７􀆰 ２０ ± ２􀆰 ５１ｂ ８８􀆰 ５７ ± １􀆰 ４９ｂ ９１􀆰 ４５ ± ２􀆰 ０１ｂ

９ ５％Ｍｅ２ＳＯ ＋ ０􀆰 ３ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖 ８６􀆰 ５４ ± １􀆰 ８５ｂ ８７􀆰 ４４ ± ０􀆰 ９６ｂ ８９􀆰 ２４ ± １􀆰 ５４ｂ

１０ ５％Ｍｅ２ＳＯ ＋ ０􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖 ８９􀆰 ８８ ± １􀆰 ００ａ ９２􀆰 ３５ ± １􀆰 ２３ａ ９６􀆰 １４ ± １􀆰 １３ａ

注:数据表示形式为平均值 ± ＳＤ(标准差)ꎻ用 Ｄｕｎｃａｎ 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

　 　 从表 ４ 中可以得出ꎬ四个实验组的细胞存活率ꎬ
ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率与对照组(编号 ０)相

比ꎬ均有显著性差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ这说明低温保护剂

对细胞的低温保存有一定作用ꎮ
２０％ (ｖ / ｖ)甘油组(编号 ７)无论是细胞存活率ꎬ

ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率都低于其他三组实验

组ꎬ这说明在这四种保护剂冻存细胞中ꎬ２０％ (ｖ / ｖ)
甘油组的冻存效果最差ꎮ １０％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ 组(编号

８)ꎬ无论是细胞存活率ꎬＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁

率ꎬ都略高于 Ｍｅ２ＳＯ ＋ 蔗糖(编号 ９)但差异不显著

(Ｐ > ０􀆰 ０５)ꎬ这说明两组实验冻存效果接近ꎬ但 １０％
(ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ 的冻存效果略好于 Ｍｅ２ＳＯ ＋ 蔗糖ꎻ由此

得出:通过降低 Ｍｅ２ＳＯ 浓度(ｖ / ｖ)加入蔗糖的低温保

护剂起到一定的保护作用ꎬ但保护效果并不如 １０％
(ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯꎮ 而 １０％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ (编号 ８)ꎬ无论

是细胞存活率ꎬＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率ꎬ都低于

Ｍｅ２ＳＯ ＋ 海藻糖(编号 １０)ꎬ这说明 Ｍｅ２ＳＯ ＋ 海藻糖

的冻存效果优于 １０％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯꎬ即 Ｍｅ２ＳＯ 与海藻

糖的联合保护作用优于 Ｍｅ２ＳＯ 的单独作用ꎮ

３ 讨论

目前ꎬ台盼蓝染色法做为最常用的检测细胞死活

的方法之一ꎬ其原理是丧失活性或是细胞膜不完整的

细胞由于膜的通透性增加ꎬ可被台盼蓝染成蓝色ꎻ通
常认为细胞膜完整性丧失ꎬ即可认为细胞已经死

亡[１１]ꎮ 四唑盐比色法(ＭＴＴ)是利用活细胞线粒体中

—８９—
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的琥珀酸脱氢酶可将噻唑蓝(ＭＴＴ)还原成紫蓝色

(Ｆｏｒｍａｚａｎ)颗粒的原理ꎬ而二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)能溶

解细胞中的紫色结晶物ꎬ用酶联免疫检测仪在 ４９０
ｎｍ 波长处测定其光吸收值ꎬ从而间接反映活细胞数

量[１１]ꎮ 然而ꎬ在 ＭＴＴ 染色的过程中有的细胞虽有细

胞膜的损害ꎬ但仍有酶的活性ꎬ仍属于“活细胞”ꎬ不
能存活下去ꎻ并且台盼蓝染色法的误差偏大ꎮ 所以这

两种方法联合应用能更全面地反映细胞活性[１２]ꎮ ２４
ｈ 贴壁率是检测细胞复温后ꎬ在 ２４ ｈ 内的存活以及贴

壁能力的一种方法ꎻ与前面两种方法不同的是ꎬ它着

重于细胞复温培养后的存活能力ꎮ
细胞在降温过程中ꎬ胞外溶液会先结冰ꎬ由于冰

晶的形成使细胞外的溶液浓度增大ꎬ导致细胞脱水收

缩ꎬ引起细胞内原生质和细胞器的损伤ꎮ 添加渗透性

保护剂(如甘油、Ｍｅ２ＳＯ 等)后ꎬ通过结合溶液中的水

分子从而弱化了水的结晶过程ꎬ达到了保护细胞的目

的ꎮ 保护剂浓度的不同以及细胞膜渗透能力的差异

等ꎬ都会影响着细胞的冻存效果ꎮ 所以本文通过前人

的实验总结ꎬ针对 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 细胞ꎬ筛选出最优的低温

保护剂ꎮ
甘油作为最早发现以及使用的低温保护剂[１]ꎬ

６０ 多年来仍然被应用在细胞的低温保存中ꎬ而甘油

的浓度对低温保存效果有着重要的影响ꎮ 华泽钊

等[１３]利用浓度为 １５％ (ｖ / ｖ)的甘油冻存表皮细胞ꎬ
得到 ９２％的存活率ꎻ郝爱玲等[１４]利用浓度为 ４％ (ｖ /
ｖ)的甘油对鲜精低温保存的效果达到最好ꎬ由此可

见不同的细胞在低温保存中对甘油的浓度要求并不

相同ꎮ 本文选用 １０％ 、２０％ 、３０％三种常用的甘油低

温保护剂浓度ꎬ研究得到 ２０％ (ｖ / ｖ)甘油浓度对 Ｈｅｐ￣
Ｇ２ 细胞低温保存效果最佳ꎮ

Ｍｅ２ＳＯ 作为渗透型保护剂ꎬ是冻存肝细胞最常用

的保护剂[１５]ꎬ常用浓度( ｖ / ｖ) 为 ５％ ~ ２０％ ꎮ 杨波

等[１６] 利用浓度为 １０％ (ｖ / ｖ)的 Ｍｅ２ＳＯ 冻存人肝细

胞ꎬ存活率达到 ８９􀆰 ９５％ ꎻＡｎｄｒｅ Ｇｕｉｌｌｏｕｚｏ 等[１７] 通过

配比不同浓度的 Ｍｅ２ＳＯ 得出:冻存老鼠肝细胞的

Ｍｅ２ＳＯ 最佳浓度(ｖ / ｖ)为 １６％ ꎬ其他动物为 １４％ ꎬ而
人肝细胞的 Ｍｅ２ＳＯ 浓度(ｖ / ｖ)为 １０％ ~ １２％ ꎮ 本文

基于前人对于肝细胞的研究基础ꎬ选用的 Ｍｅ２ＳＯ 浓

度(ｖ / ｖ)为 ５％ ~ ２０％ ꎬ得到 １０％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ 的冻

存效果最优ꎮ
糖类作为非渗透型保护剂ꎬ近些年越来越广泛的

应用于低温保存中ꎮ 当渗透性保护剂渗入细胞后ꎬ与
细胞内的水分子结合ꎬ通过控制结晶过程而达到保护

作用ꎻ而非渗透型低温保护剂虽然不能进入细胞内ꎬ
但可形成细胞外的高渗ꎬ减少胞内冰的形成ꎬ虽然两

者机制不同ꎬ合用可以产生协同效应ꎬ因此目前一致

认为ꎬ非渗透型和渗透型保护剂混合使用的保护效果

最好ꎮ 并且有文献显示ꎬ糖类添加到低温保护剂中ꎬ
会产生更好的保存效果ꎮ 阿洛糖作为一种罕见的单

糖ꎬ在某些人类细胞的保存连同 Ｍｅ２ＳＯ 加入后ꎬ复温

后的存活率有所提高[７]ꎻＭｅ２ＳＯ 中加入一定浓度的

海藻糖可以提高胰岛细胞的存活率[１８]ꎻ在人肝细胞

的低温保存中ꎬ在保护剂 Ｍｅ２ＳＯ 中添加不同浓度的

蔗糖与海藻糖ꎬ分别得到 Ｍｅ２ＳＯ ＋ 蔗糖、Ｍｅ２ＳＯ ＋ 海

藻糖的最佳浓度配比[１６]ꎮ 而本文选用蔗糖、海藻糖

这两种常用的糖类作为保护剂添加到 Ｍｅ２ＳＯ 中ꎬ一
方面可以通过降低 Ｍｅ２ＳＯ 的浓度来减小对细胞的毒

性[１９]ꎬ另一方面利用糖类对细胞膜的保护性ꎮ 与蔗

糖相比ꎬ 海藻糖具有较高的玻璃化温度、更低的引湿

性、并不具有还原性ꎬ所以在低温保护剂中应用更好ꎮ
因而 实 验 数 据 得 出 浓 度 为 ５％ ( ｖ / ｖ ) Ｍｅ２ＳＯ ＋
０􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ海藻糖的冻存效果最佳ꎻ虽然浓度为 ５％
(ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ ＋ ０􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖的冻存效果不如浓度

为 １０％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯꎬ但两者差异并不显著ꎬ这说明

蔗糖仍起到一定的保护作用ꎮ 实际上ꎬ海藻糖的浓度

将影响保存效果ꎬ浓度过高会抑制细胞表面分子(酶
等)活性、减少 Ｍｅ２ＳＯ(渗透型保护剂)进入胞内、引
起渗透性胞内脱水ꎻ而浓度过低起到的作用效果不够

明显ꎬ所以选择最优的海藻糖浓度还有待更多的

探讨ꎮ

４ 结论

本文以人肝癌细胞 Ｈｅｐ￣Ｇ２ 为研究对象ꎬ利用慢

速冷冻的低温保存程序ꎬ选取了不同浓度的 Ｍｅ２ＳＯ、
甘油以及一定浓度的 Ｍｅ２ＳＯ 联合蔗糖、海藻糖作为

低温保护剂ꎬ对比复温后细胞的存活率和 ２４ ｈ 贴壁

率ꎬ结果表明:添加浓度为 ５％ ( ｖ / ｖ) Ｍｅ２ＳＯ ＋ ０􀆰 ３
ｍｏｌ / Ｌ 海藻糖的细胞ꎬ复温后台盼蓝染色存活率、
ＭＴＴ 存活率以及 ２４ ｈ 贴壁率分别达到 ８９􀆰 ８８％ 、
９２􀆰 ３５％ 、９６􀆰 １４％ ꎬ高于其他保护剂组ꎬ并且差异显

著ꎮ 所以浓度为 ５％ (ｖ / ｖ)Ｍｅ２ＳＯ ＋ ０􀆰 ３ ｍｏｌ / Ｌ 海藻

糖的保护剂冻存效果最佳ꎮ
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