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摘　 要　 建立高质量的生物样本库至关重要，低温保存过程中保护剂的种类和浓度对样本的冷冻效果有很大影响。 本文以人乳

腺细胞 ＨＢＬ⁃１００ 为研究对象，在 Ｍｅ２ＳＯ 含量 １０％的 ＤＭＥＭ 溶液中分别添加不同浓度海藻糖（０ ～ ０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ）和不同体积分数

ＦＢＳ（２０％ ～６０％ ）。 采用逐步降温法，先在 － ８０ ℃冰箱中慢速降温 ４ ｈ，再快速投入到液氮中（ － １９６ ℃），冻存 ７ ｄ 后，在 ３７ ℃水

浴锅中快速摇晃复温。 分别用台盼蓝法、ＣＣＫ 法和 ２４ ｈ 贴壁率法检测细胞的成活率，结果表明：与对照组相比，海藻糖和 ＦＢＳ 对

细胞的冷冻效果都有显著影响。 当海藻糖浓度一定时，ＦＢＳ 体积分数越高，细胞的冷冻效果越好，但不添加海藻糖时，ＦＢＳ 的作

用不明显；当 ＦＢＳ 体积分数一定时，三种检测指标在海藻糖浓度为 ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 时最优，且高浓度海藻糖可能会抑制 ＦＢＳ 作用。 考

虑成本等因素，最适宜冻存人乳腺细胞 ＨＢＬ⁃１００ 的冻存液为 １０％Ｍｅ２ＳＯ ＋ ４０％ ～６０％ ＦＢＳ ＋ ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖。
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　 　 收稿日期：２０１６ 年 １０ 月 １８ 日

　 　 乳腺细胞的研究始于 ２０ 世纪 ５０ 年代，乳腺细胞

可用来研究乳腺生长、发育和泌乳的分子机理，还可

用于转基因动物培养乳腺生物反应器的开发。 近年

来，建立健康细胞、组织样本库备受关注。 保持样本

库中健康细胞的活性，可以更加有效地保护细胞中的

蛋白质、ＤＮＡ、ＲＮＡ 等生物信息免受损伤，为进一步

研究细胞的结构和发育提供了保证。 但是，不同类型

细胞和组织的适宜冷冻方法和条件存在较大差异，目
前绝大多数的生物样本库不能很好的保持细胞的活

性。 所以，针对样本库中各种类型的细胞和组织，研
究最有效的低温保存方法具有重要意义。

二甲基亚砜（Ｍｅ２ＳＯ）是目前冻存细胞最常用的

保护剂，它可以降低保存液的冰点，减少胞内冰晶形

成［１］。 但毒性较大，单独使用 Ｍｅ２ＳＯ 不仅对细胞有
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损伤，而且不能很好的对细胞膜进行保护［２］。 海藻

糖是一种非渗透性保护剂，不仅能在细胞外形成高

渗，减少胞内冰的形成，还具有较高的玻璃化温度，易
形成玻璃态，一方面避免了低温对细胞膜蛋白质和脂

质的损伤，另一方面将细胞膜的蛋白质分子支撑包裹

起来，使之不易变形，抑制细胞膜融合，降低细胞膜的

通透性［３］。 有学者应用含不同浓度海藻糖的保护

液，低温保存肝癌细胞［４］、犬气管［５］、卵巢癌细胞和

宫颈癌细胞［６］ 及小鼠受精卵［７］，均取得了良好的保

存效果。 胎牛血清（ＦＢＳ）也有助于细胞的冷冻保存，
且在肠道肿瘤组织原代细胞［８］、牛成纤维细胞［９］ 等

低温保存中效果显著。
因此，本实验通过在 Ｍｅ２ＳＯ 含量 １０％ 的细胞培

养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ Ｍｅｄｉｕｍ）中添加不同

浓度的海藻糖（０ ｍｏｌ ／ Ｌ，０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ，０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ）及不

同体积分数 ＦＢＳ（２０％ 、４０％ 、６０％ ），采用逐步降温方

式，研究了海藻糖和胎牛血清（ＦＢＳ）对人乳腺细胞

ＨＢＬ⁃１００ 冷冻效果的影响，为生物样本库的大量冻存

提供了一种冷冻效果较好、操作简单、成本低廉的冷

冻方法。

表 １ 保护剂分组

Ｔａｂ． １ Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ

　 编号 基础冻存液 保护剂

对照组 １

对照组 ２
ＤＭＥＭ

—

１０％Ｍｅ２ＳＯ

１

２

３

４

５

６

７

８

９

ＤＭＥＭ ＋１０％
Ｍｅ２ＳＯ

２０％ ＦＢＳ

４０％ ＦＢＳ

６０％ ＦＢＳ

０􀆰 ２ ｍｏｌ 海藻糖 ＋ ２０％ ＦＢＳ

０􀆰 ２ ｍｏｌ 海藻糖 ＋ ４０％ ＦＢＳ

０􀆰 ２ ｍｏｌ 海藻糖 ＋ ６０％ ＦＢＳ

０􀆰 ３ ｍｏｌ 海藻糖 ＋ ２０％ ＦＢＳ

０􀆰 ３ ｍｏｌ 海藻糖 ＋ ４０％ ＦＢＳ

０􀆰 ３ ｍｏｌ 海藻糖 ＋ ６０％ ＦＢＳ

１ 材料与方法

１􀆰 １ 材料与试剂
人乳腺细胞 ＨＢＬ⁃１００（中科院上海生命科学研究

院）；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）；ＤＭＥＭ 培养基（ＧＩＢＣＯ 公司）；二
甲基亚砜（Ｍｅ２ＳＯ）（德国 ＡＰＰＬＩＣＨＥＭ 公司）；海藻糖

（中国医药集团上海化学试剂公司）；台盼蓝染色液

（２Ｘ）（碧云天生物技术公司）；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（东仁

化学科技有限公司）；青霉素、链霉素（华北制药）。
１􀆰 ２ 仪器与设备

超低温冰箱（青岛海尔特种电器有限公司）；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）；程序降温盒 （赛默

飞世尔生物化学制品北京有限公司）；酶标仪（英国

柏楉有限公司）。
１􀆰 ３ 方法
１􀆰 ３􀆰 １ 冻存液配制

配制 １１ 组不同的冻存液配方，如表 １ 所示，配制

前将 Ｍｅ２ＳＯ ４ ℃预冷［１０］，将配制好的冻存液用 ０􀆰 ２２
μｍ 针式滤器过滤除菌，用封口膜封住瓶口放置于 ４
℃冰箱备用。
１􀆰 ３􀆰 ２ 细胞培养

将人乳腺细胞 ＨＢＬ⁃１００ 接种于含 １０％ ＦＢＳ、青霉

素 １００ Ｕ ／ ｍＬ、链霉素 １００ μｇ ／ ｍＬ 的 ＤＭＥＭ（高糖）完
全培养液中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、７０％湿度的培养箱

中培养。 取生长于对数期的细胞进行消化传代，以备

进行后续实验。
１􀆰 ３􀆰 ３ 细胞冻存

取生长处于对数期且细胞状态良好的细胞进行

冷冻。 去除培养皿中的完全培养液，加入 ３ ｍＬ Ｄ⁃
Ｈａｎｋｓ 液清洗细胞两次，加入 １ ｍＬ ０􀆰 ２５％ 胰蛋白酶

消化，静置 １ ｍｉｎ 后，吸掉胰蛋白酶溶液，再加 ２ ｍＬ
培养基终止消化。 轻轻吹打皿壁，使细胞悬浮，然后

吸入离心管中，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，倒掉上清液，
每组分别加入配制好的冻存液 ３ ｍＬ，轻轻吹打混匀，
在 ４ ℃下平衡 １０ ｍｉｎ 后，再将 ３ ｍＬ 细胞悬液均分加

入 ３ 支冻存管中（即设置 ３ 个重复组），并在各冻存

管中标注细胞编号。 使冻存管置于程序降温盒中

（降温速率为 １ ℃ ／ ｍｉｎ），采用逐步降温法，先放在

－ ８０ ℃冰箱中慢速降温 ４ ｈ（降温速率为 １ ℃ ／ ｍｉｎ），
再将冻存管投放到液氮中冻存 ７ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ４ 细胞复苏

７ ｄ 后从液氮中取出冻存管，在 ３７ ℃水浴锅中快

速摇晃进行复温，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，并倒掉上

清液，然后分别加入 １ ｍＬ 培养基吹打均匀，制备成细

胞悬液。
１􀆰 ３􀆰 ５ 细胞检测

１）台盼蓝染色法检测细胞活力［１１］

将冻存前和复温后的细胞吹打混匀后，取 ５０ μＬ
于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，再加入 ５０ μＬ 台盼蓝染液染色，
混匀后静止 １ ｍｉｎ，吸取少量混合液滴加于血球记数

—８０１—
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板盖玻片旁，使液体进入记数室，细胞呈蓝色为死细

胞，呈无色透明状为活细胞，统计四角大方格中的活

细胞数，用式（１）计算细胞浓度：

细胞浓度（个 ／ ｍＬ） ＝ ４ 个大方格的总细胞数
４ ×

稀释倍数 × １０４ （１）
根据细胞悬液体积计算总细胞数，并用式（２）计

算细胞存活率：

细胞存活率 ＝ 复温后活细胞数
冷冻前活细胞数

× １００％ （２）

２）ＣＣＫ 法检测细胞活力［１２］

每组实验中，取复温后的细胞悬液（１ × １０５ 个 ／
ｍＬ）置于 ９６ 孔培养板中（边缘孔用无菌 ＰＢＳ 填充），
另加一组新鲜对照组（新鲜细胞且浓度接近于复苏

后细胞），一组不含细胞的培养基组（调零空），每组

设有三个平行。 每孔加入 １００ μＬ 待测液，将培养板

放在培养箱中预培养，然后向每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ
溶液，将培养板在培养箱内孵育 １􀆰 ５ ｈ，用酶联免疫检

测仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度。 按式（３）计算细胞活

力［１３］。
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％ （３）

３）２４ ｈ 贴壁率［１４］

复温后取等体积细胞悬液接种于培养皿中，加入

８ ｍＬ 培养基，置于二氧化碳培养箱中培养（３７ ℃、
５％ＣＯ２、７０％湿度），２４ ｈ 后收集培养瓶中培养基，并
用 Ｄ⁃Ｈａｎｋｓ 液（２ ｍＬ）清洗两次，收集上清液，计数未

贴壁细胞；然后用胰酶消化后加入培养基，１ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，计数贴壁细胞，按式（４）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％ （４）

１􀆰 ４ 数据分析
采用 ＳＰＳＳ１８􀆰 ０ 软件中 ＡＮＯＶＡ（Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｖａｒｉ⁃

ａｎｃｅ）过程对数据进行方差分析、Ｄｕｎｃａｎ 氏多重比较

和双因素分析。

２ 结果与分析

２􀆰 １ ＦＢＳ 对人乳腺细胞 ＨＢＬ⁃１００ 低温保存效

果的影响
冻存前，用台盼蓝染色得到新鲜细胞的存活率为

（９６􀆰 ３２ ± ２􀆰 ０１）％ 。 当海藻糖浓度分别保持恒定值

时，不同体积分数 ＦＢＳ 的细胞冷冻后细胞存活率和

２４ ｈ 贴壁率如表 ２ 所示。
由表 ２ 可以看出，三种检测方法得到的结果趋势

一致。 实验组 １ ～ ９、对照组 ２ 都与对照组 １ 有显著

性差异 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ），说明加入低温保护剂 （ １０％
Ｍｅ２ＳＯ、２０％ ～ ６０％ ＦＢＳ 和海藻糖）可以显著提高细

胞的存活率。 实验组 ２ ～ ９ 与对照组 ２ 相比也有显著

性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），说明在 １０％Ｍｅ２ＳＯ 基础上添加适

当体积分数 ＦＢＳ 和适宜浓度的海藻糖有助于提高细

胞存活率。
当海藻糖浓度一定时，随着 ＦＢＳ 体积分数的增

加，细胞的存活率、ＣＣＫ 存活率和 ２４ ｈ 贴壁率均呈现

增加趋势，且有显著性差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；但当海藻糖

浓度为 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 和 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 时，实验 １ 组和实验 ７
组的存活率、２４ ｈ 贴壁率与对照组 ２ 相比略低，但差

异性不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），即此时的 ２０％ ＦＢＳ 对细胞冷

冻没有促进作用；实验 １ 组和实验 ２ 组的 ＣＣＫ 存活

率没有显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明此时的 ２０％ ＦＢＳ
和 ４０％ ＦＢＳ 对细胞冷冻效果无差别。
２􀆰 ２ 海藻糖对人乳腺细胞 ＨＢＬ⁃１００ 低温保存

效果的影响
当 ＦＢＳ 体积分数分别保持恒定时，不同浓度海

藻糖的细胞冷冻后细胞存活率、ＣＣＫ 存活率和 ２４ ｈ
贴壁率如表 ３ 所示。

由表 ３ 可以看出，当 ＦＢＳ 体积分数一定时，随着

海藻糖浓度的增加，细胞存活率、ＣＣＫ 存活率和 ２４ ｈ
贴壁率都是先增加后减小，且差异显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；
海藻糖浓度为 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 时细胞低温保存效果最好。
２０％ ＦＢＳ 条件下，添加 ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖的细胞存活

率要低于 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＣＣＫ 存活率和

２４ ｈ 贴壁率略高，但差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；而 ４０％
ＦＢＳ 和 ６０％ ＦＢＳ 条件下，０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖的 ＣＣＫ 存

活率和 ２４ ｈ 贴壁率要高于 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖，且差异显

著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 说明高浓度海藻糖可能会抑制 ２０％
ＦＢＳ 的作用，但增加 ＦＢＳ 体积分数一定程度上可以

减少抑制作用。
２􀆰 ３ 双因素方差分析结果

在 Ａ（海藻糖浓度）和 Ｂ（ＦＢＳ 体积分数）两个因

素下，细胞存活率、ＣＣＫ 存活率和 ２４ ｈ 贴壁率的双因

素方差分析结果如表 ４ 所示。
由表 ４ 可知，从整体上看，不同浓度海藻糖对

ＨＢＬ⁃１００ 细胞存活率的影响是极其显著的 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），对 ＣＣＫ 存活率和 ２４ ｈ 贴壁率的影响是显著

的（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；不同体积分数 ＦＢＳ 对 ＨＢＬ⁃１００ 细胞的

存活率和 ２４ ｈ 贴壁率是极其显著的（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），对
ＣＣＫ 存活率影响是显著的（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＦＢＳ 与海藻糖

—９０１—
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　 　 　 　 　 表 ２ 不同体积分数 ＦＢＳ 的细胞冷冻后存活率、ＣＣＫ 存活率和 ２４ ｈ 贴壁率（􀭵ｘ ± ｓ，ｎ ＝３）
Ｔａｂ． ２ Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ＣＣＫ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ａｔｔａｃｈｅｄ ｒａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＢＳ（􀭵ｘ ± ｓ，ｎ ＝３）

　 编号 海藻糖浓度 ／ （ｍｏｌ ／ Ｌ） ＦＢＳ 体积分数 ／ ％ 细胞存活率 ／ ％ ＣＣＫ 存活率 ／ ％ ２４ ｈ 贴壁率 ／ ％

对照组 １

对照组 ２
— —

０􀆰 ６７ ± ０􀆰 ０３ｈ ０􀆰 ７８ ± ０􀆰 １１ｈ １􀆰 ２３ ± ０􀆰 ３７ｇ

４４􀆰 ４３ ± １􀆰 ２３ ｆ ４２􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６６ｇ ５２􀆰 １３ ± ０􀆰 ４５ ｆ

１

２

３

０

２０ ４６􀆰 ３２ ± ０􀆰 ３２ ｆ ４４􀆰 ８１ ± ０􀆰 ４８ ｆ ４８􀆰 ３３ ± ０􀆰 ５１ ｆ

４０ ５３􀆰 ３３ ± ０􀆰 ６７ｅ ４７􀆰 ６１ ± ０􀆰 ８１ ｆ ５５􀆰 ７２ ± ０􀆰 ３５ｅ

６０ ７１􀆰 ２２ ± ０􀆰 ７９ ｂ ６１􀆰 ０７ ± ０􀆰 ５３ｄ ６３􀆰 ２２ ± ０􀆰 １５ｄ

４

５

６

０􀆰 ２

２０ ６３􀆰 ４５ ± １􀆰 ２７ｄ ５５􀆰 ７９ ± １􀆰 ０３ｅ ６５􀆰 ３８ ± ０􀆰 １９ｃ

４０ ６９􀆰 ３１ ± １􀆰 ０８ｂ ７０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ７２ｂ ７０􀆰 １０ ± １􀆰 ４５ｂ

６０ ８７􀆰 ９３ ± ０􀆰 ９５ａ ９１􀆰 ８２ ± ０􀆰 ６２ａ ８８􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６５ａ

７

８

９

０􀆰 ３

２０ ３７􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７８ｇ ４７􀆰 ５６ ± ０􀆰 ３６ ｆ ５０􀆰 ３３ ± １􀆰 ３４ ｆ

４０ ５３􀆰 ００ ± １􀆰 １２ｅ ５４􀆰 ０４ ± ０􀆰 ７２ｅ ６６􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４７ｃ

６０ ６７􀆰 ０８ ± １􀆰 ４６ｃ ６４􀆰 ０９ ± ０􀆰 ３４ｃ ７２􀆰 ３２ ± ０􀆰 ４５ｂ

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

示组间差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

表 ３ 不同浓度海藻糖的细胞冷冻存活率、ＣＣＫ 存活率和 ２４ ｈ 贴壁率（􀭵ｘ ± ｓ，ｎ ＝３）
Ｔａｂ． ３ Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ， ＣＣＫ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ａｔｔａｃｈｅｄ ｒａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ（􀭵ｘ ± ｓ，ｎ ＝３）

编号 ＦＢＳ 体积分数 ／ ％ 海藻糖浓度 ／ （ｍｏｌ ／ Ｌ） 细胞存活率 ／ ％ ＣＣＫ 存活率 ／ ％ ２４ ｈ 贴壁率 ／ ％

１

４

７

２０

０ ４６􀆰 ３２ ± ０􀆰 ３２ ｆ ４４􀆰 ８１ ± ０􀆰 ４８ ｆ ４８􀆰 ３３ ± ０􀆰 ５１ ｆ

０􀆰 ２ ６３􀆰 ４５ ± １􀆰 ２７ｄ ５５􀆰 ７９ ± １􀆰 ０３ｅ ６５􀆰 ３８ ± ０􀆰 １９ｃ

０􀆰 ３ ３７􀆰 ３０ ± ０􀆰 ７８ｇ ４７􀆰 ５６ ± ０􀆰 ３６ ｆ ５０􀆰 ３３ ± １􀆰 ３４ ｆ

２

５

８

４０

０ ５３􀆰 ３３ ± ０􀆰 ６７ｅ ４７􀆰 ６１ ± ０􀆰 ８１ ｆ ５５􀆰 ７２ ± ０􀆰 ３５ｅ

０􀆰 ２ ６９􀆰 ３１ ± １􀆰 ０８ｂ ７０􀆰 ７８ ± ０􀆰 ７２ｂ ７０􀆰 １０ ± １􀆰 ４５ｂ

０􀆰 ３ ５３􀆰 ００ ± １􀆰 １２ｅ ５４􀆰 ０４ ± ０􀆰 ７２ｅ ６６􀆰 ５８ ± ０􀆰 ４７ｃ

３

６

９

６０

０ ７１􀆰 ２２ ± ０􀆰 ７９ ｂ ６１􀆰 ０７ ± ０􀆰 ５３ｄ ６３􀆰 ２２ ± ０􀆰 １５ｄ

０􀆰 ２ ８７􀆰 ９３ ± ０􀆰 ９５ａ ９１􀆰 ８２ ± ０􀆰 ６２ａ ８８􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６５ａ

０􀆰 ３ ６７􀆰 ０８ ± １􀆰 ４６ｃ ６４􀆰 ０９ ± ０􀆰 ３４ｃ ７２􀆰 ３２ ± ０􀆰 ４５ｂ

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

示组间差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

表 ４ 细胞存活率、ＣＣＫ 存活率和 ２４ ｈ 贴壁率的双因素方差分析结果

Ｔａｂ． ４ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｆａｃｔｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ、ＣＣＫ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ａｔｔａｃｈｅｄ ｒａｔｉｏｎｓ ａｆｔｅｒ ２４ ｈ

方差来源
细胞存活率 ／ ％ ＣＣＫ 存活率 ／ ％ ２４ ｈ 贴壁率 ／ ％

临界值 Ｆ 显著性 Ｐ 临界值 Ｆ 显著性 Ｐ 临界值 Ｆ 显著性 Ｐ

因素 Ａ（海藻糖浓度） ５１􀆰 ０５ ０􀆰 ００ １１􀆰 ９５ ０􀆰 ０２ １６􀆰 ３６ ０􀆰 ０１

因素 Ｂ（ＦＢＳ 体积分数） ７３􀆰 ７７ ０􀆰 ００ １２􀆰 ２３ ０􀆰 ０２ １８􀆰 ０６ ０􀆰 ０１

Ａ × Ｂ（交互作用） ０􀆰 ７７ ０􀆰 ４４ ０ ０􀆰 ９９ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ４６

注：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示具有显著性；Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示极其显著；Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ 表示不显著。
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的交互作用不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 由最终结果来看，冷
冻效果最好的冻存液组合是 １０％ Ｍｅ２ＳＯ ＋ ６０％ ＦＢＳ
＋０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖，细胞存活率、ＣＣＫ 存活率和 ２４
ｈ 贴壁率分别为（８７􀆰 ９３ ± ０􀆰 ９５）％ 、（９１􀆰 ８２ ± ０􀆰 ６２）％
和（８８􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６５）％ 。

３ 讨论

３􀆰 １ 检测方法之间的关系
本实验采用了三种方法检测细胞的冻存效果。

台盼蓝染色法是最常用的检测细胞活性的方法［１１］。
实验组的细胞存活率指标基本上能够反映出海藻糖

和 ＦＢＳ 对细胞冻存效果的影响，但该方法操作误差

偏大，一般还需要用 ＭＴＴ 法或 ＣＣＫ 法检测。 有文献

显示 ＣＣＫ⁃８ 法比传统 ＭＴＴ 法灵敏度高、操作简便、结
果准确可靠且重复性好［１５］。 ＣＣＫ 法的原理是试剂中

的 ＷＳＴ⁃８ 在电子载体的作用下能被细胞线粒体中的

脱氢酶还原为具有高度水溶性的橙黄色甲臢物，用酶

标仪在波长 ４５０ ｎｍ 处检测样品吸光度［１２］。 实验中

ＣＣＫ 存活率结果从整体上看比台盼蓝检测的存活率

略高，可能是因为在 ＣＣＫ⁃８ 试剂染色过程中，一部分

细胞虽然细胞膜受损，但因具有酶的活性会被检测为

“活细胞”。 所以两种方法联合使用更能全面反映细

胞活性。 实验组中 ２４ ｈ 贴壁率与前两种方法的结果

相对应，它着重于检测细胞复温培养后的存活能力。
３􀆰 ２ 海藻糖和 ＦＢＳ 的作用机制

实验中用三种方法检测的细胞存活率、ＣＣＫ 存

活率和 ２４ ｈ 贴壁率的结果是一致的。 在不加任何保

护剂冻存后，细胞几乎全部死亡。 而添加保护剂的实

验组冷冻效果都显著（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 甘油是最早被使

用的低温保护剂，但有研究发现在同等条件下，甘油

的冷冻效果远低于 Ｍｅ２ＳＯ［９］。 有学者研究出最适宜

冻存人肝细胞的 Ｍｅ２ＳＯ 浓度是 １０％ ～ １２％ ［１６］，人肝

癌细胞 Ｈｅｐ⁃Ｇ２ 为 １０％ ～ ２０％ ［１７］，２９３Ｔ 细胞为 ５％
～１０％ ［１８］。 实验中以 １０％ Ｍｅ２ＳＯ 为基础冻存液，从
实验结果来看，单纯的 １０％ Ｍｅ２ＳＯ 并不能很好的冻

存细胞，而加入不同浓度海藻糖和不同体积分数 ＦＢＳ
对细胞冷冻效果影响显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 表 ２ 显示

ＦＢＳ 体积分数越高，细胞的冷冻效果越好，这是因为

ＦＢＳ 是培养细胞、保持细胞活性最重要的成分，还可

以提供结合蛋白，结合有毒金属和热源物质，起解毒

作用。 表 ３ 显示随着海藻糖浓度的增加，存活率和

２４ ｈ 贴壁率先增加后减小，在 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 时达到最

大，说明海藻糖冻存细胞的确可以产生很好的效果，
但需要控制浓度。 浓度过高时，一方面会影响细胞膜

表面酶的活性，减少 Ｍｅ２ＳＯ 和 ＦＢＳ 进入胞内，另一方

面会使细胞过度脱水而死亡［１９］；浓度过低时又起不

到保护细胞膜和蛋白质的作用。 这一点与 Ｓ． Ｂｌａｋｅ
等［４］的研究结果相吻合。 实际上海藻糖的作用原理

还包括：“水替代”假说、“玻璃态”假说、“优先排阻”
假说，在红细胞、血小板及生殖细胞等的离体长期保

存中，均表现出独特的功能［２０］。 表 ４ 结果显示海藻

糖和 ＦＢＳ 的交互作用不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），说明它们相

互之间的影响不大；但从最终结果来看，实验 ６ 组的

结果最好，说明它们协同作用可以产生更好的冻存

效果。
在实际应用中，考虑到胎牛血清成本、细胞复温

后贴壁生长速度等因素，由表 ２ 可知：实验 ５ 组、实验

３ 组和实验 ９ 组比较，ＣＣＫ 存活率较高且差异显著

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），台盼蓝检测存活率和 ２４ ｈ 贴壁率略低但

差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 即 １０％Ｍｅ２ＳＯ ＋ ４０％ ＦＢＳ ＋
０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖的冻存液组合也能实现很好的冻存

效果。
３􀆰 ３ 冻存过程

目前大多数生物样本库采用 － ８０ ℃冰箱与液氮

罐保存样本。 液氮中可以实现长久保存［２１］，因为在⁃
１９６ ℃下细胞的生命活动几乎完全停止。 但冻存过

程中的降温速率要严格控制［２２］。 Ｊ． Ｎ． Ｖ． Ｒｅｙｅｓ
等［２３］采用慢速降温和玻璃化对牛胚胎冷冻保存进行

研究，证明玻璃化方式效果最好。 由于实验条件等原

因，本实验只研究了逐步降温法，为更进一步增强保

存效果，还需要对不同降温方式进行实验研究。
本实验为研究其他乳腺类细胞的低温保存提供

了一定的参考价值。 但针对样本库中其他类细胞或

组织，海藻糖是否适用、适宜浓度是多少、是否有更好

的可替代保护剂、其他降温方式的效果等问题都有待

探索。

４ 结论与建议

本实验以人乳腺细胞 ＨＢＬ⁃１００ 为研究对象，在
１０％Ｍｅ２ＳＯ 的 ＤＭＥＭ 中添加 ２０％ ～ ６０％ ＦＢＳ 和 ０ ～
０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖，研究海藻糖和 ＦＢＳ 对细胞低温保

存效果的影响。 采用台盼蓝染色法、ＣＣＫ 法和 ２４ ｈ
贴壁率法检测细胞活性，得出结论：当海藻糖浓度一

定时，随着 ＦＢＳ 体积分数的增加，三种检测指标都显

著增加；但当不添加海藻糖时，ＦＢＳ 的促进作用不明

显；当 ＦＢＳ 体积分数一定时，细胞的存活率在海藻糖

浓度为 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 时最高。 冻存液组合为 １０％
Ｍｅ２ＳＯ ＋６０％ ＦＢＳ ＋ ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖时的三种检测

指标最高。 考虑到胎牛血清成本及复温后细胞生长
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速度等因素，选择 ４０％ ＦＢＳ ＋ ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 海藻糖也能

达到很好的冷冻效果。 本文仅探讨了一种细胞在两

种保护剂变化下冷冻效果的影响，对其他细胞或组织

来说，保护剂的种类和用量有待进一步研究，以更好

的完善生物样本库体系。
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