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摘 要
:

以莎能奶 山羊皮肤组织为材料进行细 胞培养
,

通过分离纯化建立了莎能奶山羊皮肤成纤维细胞系
。

纯化培养的成纤维细胞在冷冻保护剂和血清成分相 同的条件下选用 5 种具有不同预冷平衡方式 和预冷时间

的方法进行 冷冻保存
,

5 个月后通过对成纤维细胞复苏后 的活力对 比分析
,

方法 3 ( 7。% 细胞悬液十 20 %胎牛

血清 + 10 % D M (S ) ; 先在 4 C 预冷平衡 0
.

s h
,

接着液氮罐 口气态氮悬挂 4 h
,

然后沉人液氮 )冻存细胞解冻 后

胎盘蓝染色细 胞活力分析
,

活细胞率为 84
.

8 %
,

培养 48 h 后细胞 贴壁率为 85
.

4 %
,

明显高于其他几种方法
。
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细胞核移植技术是哺乳动物胚胎工程的主要

组成部分
,

是实现动物克隆的有效方法
` ’

·

2」,

在畜

牧业和转基因动物生产中有着广阔的应用前景
。

体细胞的体外培养是动物克隆 中的重要一环
,

但

由于哺乳动物体细胞在体外的生存期一般不超过

一年
,

而且还可能因频繁传代而增加染色体的变

异机率
,

因此在常规培养条件下细胞很难无限期

保持原细胞的质量
,

但若采取适 当的方法将细胞

在超低温条件下保存
,

即可使其生命力固定在某

一阶段而不衰老死亡
,

对动物克隆研究具有非常

重要的价值 〔3一 3 1
。

成纤维细胞具有较强的分裂增

殖能力
,

适应性强且性状稳定
,

是研究动物克隆最

常用的细胞类型
。

目前国内对成纤维细胞超低温

冷冻保存有较多的研 究
,

对使用不同的冷冻保护

剂和血清浓度 的效果进行了大量的比较分析
,

一

般认为 10 % D M (S ) 和 20 写的血清浓度效果较好

并被普遍使用
L:̀ 一” { ,但是在 10 % D M (S 〕和 20 %的

血清条件下
,

不同的预冷温度和不同的预冷平衡

时间对复苏后细胞活力的影响还未见报道
。

本实

验通过对 莎能奶山羊皮肤 成纤维细胞 的纯化培

养
,

建立 了莎能奶山羊皮肤成纤维细胞系
,

并以

纯化后的成纤维细胞为材料
,

针对这一问题使用 5

种 不同冷冻保存方法进行了实验研究
,

通过对 5

种冷冻保存方法的比较与分析
,

确定 了一种 比较

理想的冷冻保存方法
。

1 材料与方法

1
.

1 材 料

羊腹股沟皮肤组织块
: 3 岁龄和 5 岁龄 日产

奶量达 3 k g 的两只莎能奶山羊
; D M E M / F 1 2 ( l

,

1 ) ( G IB C ( ) )
、

胎牛血清 ( G I B C ( ) )
、

胎盘蓝 (上海 申

工 )
、

0
.

2 5% T r y p s i n ( G I B C ( ) )
、

T r y p
s i n

一

E D T A

( 0
.

2 5% T r y p s i n
,

l m m o l / I
J

E D T A
·

4 N a )

( G IB C ( ) )
、

0
.

9 %生 理盐 水 ( 上 海 申工 )
、

D M S ( )

( G I B C ( ) )
、

双抗 ( P / S
,

G l ll C ( ) ) ; 1
.

8 m I
J

离 心管

( E p p e n d o r f )
、

2 5 m I
J

细胞培养瓶 ( F i
s
h e : )

、

2 4 孔

培养板 ( F i s h e r )
、

1
.

5 m l
,

冻存管 ( C o r n in g )
、

血球

细胞记数器 (上海申工 )
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 莎舱奶 山 羊皮肤成纤维细胞组织块培养

将两只健康的 3 岁龄和 5 岁龄莎能奶山羊取样

处剃毛
、

消毒
,

无菌取腹股沟皮肤组织 1一 Z c m
3 ,

将皮肤块置入含 30 0 I U /m 1
)

双抗的 D M E M / F 12

基本培养液中
,

4 h 内带回实验室
。

在无菌操作台

内
,

用 7 5% 的酒精消毒 2 ~ 3 m i n
,

再用含 Z o o I U /

m 1
)

双抗的。
.

9% 生理盐水洗涤 3 ~ 4 次后
,

剪去皮

下脂肪和基膜
,

移入 30 0 I U / m l
,

双抗的 D M EM /

F 12 基本培养液中
,

用眼科剪剪成 1~ 3 m m
: ,

大小

的组织块并置入 25 m I
J

培养瓶中
,

然后在 38 C
,

用

l m I
J

o
.

2 5% T r y p s i n 消化 4 o m i n
,

4 o m i n 后
,

加

人 3 m I
J

完全培养基 ( I) M E M / F 1 2 + 2 0%胎牛血

清十 l o 0I U / m l
才

双抗 )终止消化并将培养瓶直接

放入 3 8 C
、

5% C O
: 、

饱和湿度的培养箱中培养
,

细

胞培养 3 ~ s d 后
,

观察组织块周围是否游离出成

纤维细胞
,

并更换 1 3/ 的 D M E M / F 12 + 20 %胎牛

血清 + 1 00 I U / m I
J

双抗的培养液
,

然后继续培养
,

此后每 3 到 4 d 更换一次培养液
。

当细胞贴壁生长

铺满瓶底时
,

用 T r y p s i n
一

E D T A ( 0
.

2 5% T r y p s i n
,

l m m o l / I
矛

E D T A
、

4 N 。 )消化传代培养 仁卜
’ 3 1

。

将莎能奶山羊腹股沟皮肤组织块
,

在无菌操

作 台内
,

用 75 % 的酒精消毒 2~ 3 m in
,

再用含 20 0

I U / m l
沙

双抗的 0
.

9%生理盐水洗涤 3一 4 次后
,

剪

去皮下脂肪和基膜后
,

用眼科剪和眼科镊将其剪

成 1 m m
3

大小的组织块
,

将其直接贴于 25 m I
J

组

织培养瓶中
,

在 38 C
、

5% C O
: 、

饱和湿度的培养箱

中
,

用 D M E M / F 1 2十 2 0 %胎牛血清 + 1 0 0 I U / m l
砂

双抗的完全培养液培养
,

细胞培养 3一 s d 后
,

观

察组织块周围是否游离出成纤维细胞
,

并更换 13/

的D M E M / F 12 + 2 0% F C S + l o o I U / m l
J

双抗的培

养液
,

然后继续培养
,

此后每 3一 4 d 更换一次培

养液
。

当细胞贴壁生长铺满瓶底时
,

用 T yr sP i n
-

E D T A ( 0
.

2 5% T r y p s i n
,

l m m o l / I
、

E D T A
、

4 N a )

消化传代培养
厂“ 一 , 3 。

1
.

2
.

2 成纤维细胞的 分离和 纯化培养 两种方

法均能获得 良好的莎能奶山羊皮肤成纤维细胞混

合物
,

将原代培养的莎能奶 山羊皮肤成纤维细胞

混 合 物 用 T r y p s i n
一

E D T A ( 0
.

2 5% T r y p s i n
,

l m m o l / I
,

E D T A
、

4 N a ) 消化传代
,

2 5 m I
J

组织培

养瓶中每瓶加人 3 0 0一 4 0 0 子, l
碑

T r y p s i n
一

E D T A
,

以

刚 好覆盖瓶底为佳
,

消化 2一 3 m in 后
,

用移液枪

吹打和收集对 E D T A
一

胰蛋白酶的敏感性强而且

最先收缩浮起的成纤维细胞
,

l o o o r /m in
、

离心 5

m in 洗涤和收集细胞后
,

置人 D M E M / F 1 2 + 20 %

胎牛血清十 I O0l U / m L 双抗 培养 液中
,

于 38 C
、

5% C O
: 、

饱和湿度的培养箱中传代培养
。

经过 2 ~

3 代纯化培养
,

既可得到纯化莎能奶 山羊皮肤成

纤维细胞
。

1
.

2
.

3 纯化培养后 的成纤维细 胞冷冻保存 当
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纯化后传代培养的成纤维细胞贴壁生长达 0 9 %左

右
,

倒去培养液
,

用 0
.

9%生理盐水清洗 1一 2 次
,

每 个 2 5 m x
,

组 织 培 养 瓶加 人 3 0 0拼I
才

T r y p s i。
-

E D T A ( 0
.

2 5% T r y p s i n
,

l m m o l / I
J

E D T A
、

4 N a )

消化 3 ~ 5 m in
,

在显微镜下观察细胞的收缩情况
,

I) M E M / F 1 2 + 2 0 %胎牛血清 + l o o IU / m l
、

双抗

完全培养液终止消化后
,

用移液枪将细胞轻轻吹

打下来
,

l 0 0 0 r
/ m i

n 、

离心 5 m i n
,

弃上清液后并收

集 细胞
,

重悬 于 D M E M / F 12 + 20 %胎牛血 清州
-

1 00 I U / m l
J

双抗 完全培养液
,

经过两次离心和收

集细胞
,

将得到的细胞按细胞悬 液
:

胎牛血清
:

D M (S 〕一 7 : 2 : 1 的比例配制成细胞冷冻保存悬

液
,

加入到 1
.

8 m l
矛

冻存管 ( C or in gn )中
,

标
一

记上动

物的名称
、

性别
、

年龄
、

冻存编号
、

冻存 日期等
,

然

后将冻存管分类冻存
。

几种不同的冻存方法为
:

方

法 1 : 先 4 C 预冷平衡 6 h
,

接着液氮 口气态氮悬挂

16 h
,

然后沉入液氮
。

方法 2 :

样品次序在 4 C
、

4 h
、

一 4 C
、

Z h 和 一 Zo C
、

16 h 进行预冷平衡
,

后沉入

液氮
。

方法 3 :

先在 4 C 预冷平衡 0
.

s h
、

接着液氮

罐 口气态氮悬挂 4 h
,

然后沉入液氮
。

方法 4 : 4 C

0
.

s h
、

一 2 0 (
`

l h
、

一 7 0 〔
`

到 一 8 0 〔
`

4 8 h 预冷平

衡
,

然后投人液氮长期保存
。

方法 5 :

将样品不经过

预冷平衡直接投人液氮
。

1
.

2
.

4 冷冻保存的 莎能奶 山 羊皮肤成纤 维细胞

的解冻和复苏培养 液氮冷冻保存 5 个月后
,

从 3

种方法保存的莎能奶山羊皮肤成纤维细胞每种方

法各取 3 管
,

快速置人 38 C水浴锅解冻
,

不停的晃

动小管 2 ~ 4 m in
,

待冻存管内冻存物全部融化后
.

按 1 : 2 比例迅速加入 D M E M / F 1 2+ 2 0 %胎牛血`

清 + 1 00 I U / m L 双抗 完全培 养液
,

I 0 0 0 r
/ m in

.

、

离心 5 m in
,

弃上清液
,

将细胞重悬于 D M E M / F 1 2

十 2 0 环胎牛血清十 l o 0I U / m I
J

双抗 完全培 养液

中
。

取出 9拼L 的细胞悬液
,

用 1川
一

0
.

4%胎盘蓝染

色
,

血细胞记数器记数死亡和细胞总数
,

统计细胞

存活率
。

另外从 5种方法保存的莎能奶山羊皮肤

成纤维细胞每种方法再各取 5 管细胞
,

进行解冻

和复苏
,

调整细胞接种浓度为 1火 1护 个 / m I
J ,

每个

2 5 m I
J

的培养瓶接种 3 m l
J

细胞悬液
,

于38 C
、

5 %

C O
Z 、

饱和湿度的培养箱 中培养
,

48 h 后
,

吸除培

养液
,

0
.

9 %生理盐水清洗 1一 2 次
,

消化已贴壁细

胞并记数
,

计算贴壁率
。

1
.

2
.

5 莎能 奶 山 羊皮肤成纤 维细胞 的生 长 曲线

的绘制 选取 1 管最佳冷冻保存方法保存 的细

胞
,

将细胞解冻和复苏后以 4 X l o 、

个 / m l
矛

的密度

接种于 l 个 2 4 孔板 ( F a le o n )
,

每孔加入 0
.

4 m I
J

培

养 基 ( D M EM / F 12 + 2 0% F B S + I O OI U / m I
J

双

抗 )
,

38 C
、

5% C O
: 、

饱和湿度的培养箱中培养
。

每

天 同一 时间用 T r y p s i n
一

E D T A ( 0
.

2 5% T r y p s i n
,

l m m o l / m l
一

E l ) T A
、

4 N a )随机消化 3 孔细胞
,

血球

计数板进行计数
,

连续进行 s d
,

取其平均数绘制

莎能奶 山羊皮肤成纤维细胞的生长曲线
。

2 结果与讨论

2
.

1 莎能奶山羊皮肤组织块培养与成纤维细胞

的分离和纯化

两种组织块培养方法均能获得 良好的莎能奶

山羊皮肤成纤维细胞原代培养物
,

组织块贴壁后 5

一 10 d
,

便可见大量细胞从组织块周围生长
。

从山

羊皮肤组织块培养而来的成纤维细胞
,

通常混杂

有大量的上皮细胞
,

由于成纤维细胞和上皮细胞

对 E D T A
一

胰蛋白酶消化作用所具有的敏感性不

同
,

在用 E D T A
一

胰蛋白酶消化进行传代培养的过

程中
,

成纤维细胞较上皮细胞先收缩
、

变圆和浮

起「’ 」〕
,

因此经过 1 ~ 2 代的传代培养
,

既可得到纯

化培养的莎能奶山羊皮肤组织成纤维细胞 ( 图 1
,

图 2 )
。

图 l 莎能奶 山羊原代皮肤组织块培养物 ( 大 2 0 0)

F ig
.

1 P r i m
a r y e u l t u r e o f s k i n t i s s u e

p i e c e s o f s h a n e n g m i . k g
o a t ( 火 2 0 0 )

2
.

2 冷冻保存的莎能奶山羊皮肤成纤维细胞 的

解冻和复苏培养

液氮罐冷冻保存 5 个月后
,

从 5 种方法保存的

莎能奶 山羊皮肤成纤维细胞每种方法各取 3 管
,

解冻和复苏后取平均数统计细胞存活率 (表 1 )
,

另

外从 5 种方法保存的莎能奶 山羊皮肤成纤维细胞

每种方法再各取 5 管细胞进行培养并详细观察和

分析
一

记录培养 4 8 h 后的细胞贴壁情况 (表 2 )
。

从表 l 不同冷冻保存方法解冻复苏后细胞存
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活率的比较结果来看
,

方法 3 和方法 4 细胞存活率

最 高
,

和其它方法相比差异非常显著
,

其中方法 3

细胞存活率最高
,

为 84
.

8 %
。

另外从细胞复苏培养

后 4 8 h 贴壁率情况来看
,

方法 3 和方法 4 细胞的贴

壁率最好
,

分别为 85
.

4% 和 83
.

8%
,

与任芳丽等的

用其它的冷冻保存方法所得到的最佳结果基本一

致 ` , J
。

配对试验检验分析结果显示
:

方法 3 和方法

l
、

方法 2
、

方法 5效果差异极其显著 〔尸 < 0
.

0 1 )
,

方

法 3 和方法 4 :

效果差异不明显 ( P > 。
.

05 )
,

但方法

3 在冷冻保存操作上较方法 4 简便
。

圈 2 纯化后传代培养的莎能奶

山羊皮肤成纤维细胞 ( x 2 00)

Fi g
.

2 S u h c u l t u r e o f P u r e S h a n e n g

m i lk g o a t s k i n f i b r o b la s t s

表 l 不同冷冻保存方法解冻复苏后细胞存活率的比较

T a b le 1 5 “
r v i v a l r a t e c o m P a r is o n o f e e l l s w i t h d i f f

e r e n t e r y o P r e s e r v a t lo n m e t h o d s
a f t e r d e f r o s t in g a n d r e v iv a l

检测项 目
T e s t e d i t e m s

方法 I

M
e t h o d l

方法 2

M
e t h o d Z

方法 3

M
e rh o d 3

方法 4

M
e t h o d 4

方法 5

M
e t h o d s

冻存后细胞总数
T o t a l c e l l n u m be r s

胎盘蓝染液着色细胞
C e ll n u m b e r s , t a in e d b y T r y p a n B lu e

存活率 /% S u r v i v a l r a t e

6
.

2 5 X 1 0汀 5
.

6 9 X I O
, 7

.

2 5 只 10 5 7
.

1 5 X 10 3 6
.

8 5 X 10
,

2
.

0 只 10 , 2
.

1 火 1 0
〕

1 X l ()) 1
.

5 X l ( )
,

5
.

6 9 X 10
.

6 8
.

0 % 6 3
.

1% 8 4
.

8% 7 9
.

0环 1 7
.

4%

表 2 不同冷冻保存方法细胞盆苏培养 4 8 h 细胞贴脸率分析

T a b le 2 A n a ly s e s o f e e l l a d h e r e n e e r a t e s a f t e r e e l ls w e r e r e v i v e d a n d e u lt u r e d f o r

4 8 h w i t h d i f fe r e n t e r y o P r e s e r v a t i o n m e t h o d s

解冻
1笼 f r o s 飞

方法 l/ %
M

e t h o d l

方法 2/ %
M

e t h o d Z

方法 3/ %
M e r h o d 3

方法 4 / %
M

e 飞h o d 4

方法 5 /%
M

e z h o d s

平均贴壁率 A v e r a g e a d h e r e n e e r a t e s o f e e ll s 2 7
.

6 2 2

2
.

3 莎能奶山羊皮肤成纤维细胞的生长曲线

从方法 3 取 1 管冷冻保存的莎能奶 山羊皮肤

成纤维细胞
,

进行解冻和复苏
,

调整细胞接种浓度

为 4只 10
`

个 / m L
,

接种 1 个 24 孔板
,

每孔培养液体

积为 0
.

4 m I
J ,

每天定时用 T r y p s in
一

E D T A ( 0
.

2 5%

T r y p s i n
,

l m m o l / L E D T A
、

4 N a )随机消化收集 3

孔成纤维细胞
,

血球法数板计数
,

取其平均数
,

连

续计数 s d (表 3 )
,

以培养天数为横坐标
,

细胞数为

纵坐标绘制 了莎能奶山羊皮肤成纤维细胞生长曲

线 图 (图 3 )
。

生长曲线显示培养的细胞具有正常的

分裂增殖特性
,

没有转化倾向
,

反映细胞冷冻保存

方法正确
,

生长条件适合
。

由生长 曲线图可 以看

出
,

莎能奶山羊皮肤成纤维细胞接种 1~ Z d 为滞

留期
,

之后为对数生长期
,

细胞培养第 6 ~ s d 为平

台期
。

ǎ0000一xíó。q日nu11。。工.pol

撼劝盈妥

1 2 3 4 5 6 7 8

时间 /d T i m e

莎能奶山羊皮肤成纤维细胞的生长曲线

3 G r o w t h e u r v e o f s h a n e n g m i l k g
o a t

s k遥n f ib r o b l皿 s t s
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莎能奶山羊皮肤成纤维细胞几种冷冻保存方法的研究

Ta b le 3

表 3 莎能奶山羊皮肤成纤维细胞总数

To ta lc e l l nu
m be ,

·

5 o f S h a n e n g m i l k g o a t s k i n f ib r o b la s t s

时间 T im e
/ d 1 2 3 4 5 6 7 8

细胞数 C
e
l l n u m b e r

s

/ ( 大 1 0 4 ) 1
.

2 9 1
.

3 8 2
.

16 3
.

4 2 5
.

4 5 6
.

34 6
.

3 1 6
.

11

3 讨 论

山羊
、

绵羊和牛的成纤维细胞的纯化培养有

不少成功的报道
,

有人 以秦川牛皮肤成纤维细胞

为材料
,

测试 了 T C M 1 9 9
、

D M E M
、

D M E M / I
’

1 2

和 F 12 基本培养液对成纤维细胞生长的影响
,

发

现在低 糖 的 T C M 1 9 9
、

D M E M
、

1 : 1 的 D M EM /

F 12 培养液中成纤维细胞均能比较好生长 〔 ’ `〕
。

山

羊
、

绵羊和牛的成纤维细胞的培养一般有组织块

培 养 法 .6[ 黔
’
卜

’尔川 和 细 胞 悬 液 接 种 培 养 法 两

种 L之卜
2 , 习,

两种培养方法均能得到良好的原代成纤

维细胞培 养物
,

一般来讲
,

组织块培养法操作简

便
,

但在培养过程中组织块贴壁较为困难
,

生长形

成单层细胞所需的时间相对较长 ; 细胞悬液接种

培养法
,

细胞较易贴壁
,

形成单层细胞所需的时间

相对较短
,

但细胞悬液接种培养法操作相对复杂
,

最佳 的消化时间和消化强度需要在实验 中确定
。

根据 以上经验
,

笔者在实验 中采用 D M E M / F 12

为基本培养液
,

先将 莎能奶山羊皮肤组织用眼科

剪剪成 1 ~ 3 m m
,

大小的组织块
,

然后在 38 C
,

用

T r y sP in 消化组织块 40 m in
,

当充分的完全培养液

终止消化后
,

便得到了在完全培养液 中含有大量

游离成纤维细胞和组织块的混合的培养接种物
,

该方法兼有上述两种种方法的特点
,

在实验中得

到了满意的结果
。

成纤维细胞的分离和纯化
,

从 目前 的成功
.

约

报道来看
,

都是利 用成纤维 细胞和上 皮细胞对

E D T A
一

胰蛋 白酶消化作用所具有的敏感性不同

来达到成纤维细胞的分离和纯化培养的 目地比
’ 1 ,

本实验也是利用同样方法
,

培养和建立了莎能奶

山羊皮肤成纤维细胞系
。

笔者认为
,

当培养的成纤

维细胞 80 % ~ 90 写汇合后
,

弃去旧的培养液
,

用生

理盐水清洗
,

可除去残留的原培养液中的血清
,

增

强 T r y l) s i n
一

E D T A ( 0
.

2 5% T r y p
s i n

,

1 m m o l / m I
J

E D T A
·

4 N a )作用能力
。

T r y p s i n
一

E D T A ( 0
.

2 5夕石

T r y p s i n
,

1 m m o l / m L E D T A
·

4 N a ) 的用量一般

刚好使瓶底部细胞浸润为佳
。

当成纤维细胞收缩

变圆时
,

迅速加人含血清的完全培养基终止消化
,

轻轻吹打
,

可使大部分成纤维细胞脱离瓶壁川
。

同时实验中笔者也发现消化莎能奶山羊皮肤

组 织 细 胞 时 用 T yr sP i n
一

ED T A 消 化 和 仅 用

T yr p is n
消化

,

细胞收缩 脱离瓶 壁所需时间不

同
,

E D T A
一

胰蛋白酶消化需 2 ~ 4 m in 即可完成
,

而仅用胰蛋白酶消化则需 5一 8 m in 左右
。

本实验

选用 E D T A
一

胰蛋 白酶消化细胞
,

节约了实验的时

间
,

同时又能使成纤维细胞和上皮细胞得到极好

分离
,

使实验达到了完全分离和纯化培养成纤维

细胞的目地
。

哺乳动 物细胞 冷冻保 存方法 中
,

普遍 采用

D M (S )
、

甘油和乙二醇作为冷冻保护剂
,

选择冷冻

保护剂及冷冻方法一般着重考虑是否有利于细胞

在 最 短 时 间 里 脱 水
,

减 少 细 胞 内大 冰 晶的 形

成 .s[
’ ` 一 ’ 6 〕 ,

国内不少研究已对不同的冷冻保护剂

对 细胞 的冷 冻保护效 果进行 了评价
,

总 的认 为

10 %或 20 % D M (S ) 作为冷冻保护剂添加 20 写胎

牛血清实验效果较好 , 一 ’ ·

” 〕
。

目前尽管国内对细胞

超低温冷冻保存有较多的研究
,

对使用不同的冷

冻保护剂和血清浓度的效果进行 了比较分析
,

但

是在的冷冻保护剂和血清相同的条件下
,

不同的

不同预冷平衡方式和预冷时间对细胞的冻保护效

果的评价还未见报道
。

因此选择细胞悬液
:

胎牛

血清
,
D M (S ) ~ 7 : 2 : 1 的比例配制成细胞冷冻

保存悬液
,

选用 5 种具有不 同预冷平衡方式 和预

冷时间的方法进行冷冻保存冷实验
,

评价 5 种方

法对莎能奶山羊皮肤成纤维细胞冷冻保护效果的

影响
,

最终发现方法 3 ( 7 0% 细胞悬液 + 20 %胎牛

血清十 1 0% D M S ( )
; 先在 4 C 预冷平衡 0

.

s h
,

接

着液氮罐口 气态氮悬挂 4 h
,

然后沉人液氮 ) 为最

佳冷冻保存方法
。

我们认为在冷冻保存程序上
,

先

在一 4 C进行 。
.

s h 的预冷平衡
,

接着液氮罐 口气

态氮中悬挂 4 h
,

可 以让细胞内的水分有足够的时

间外渗
,

但又不完全脱干
,

减少形成大冰 晶机率
,

降低 了在冻存时大冰晶对细胞的损伤
,

保障了细

胞在液氮中长期储存
。

目前细胞长期冻存 的方法
,

普遍仍然认为液

氮保存是最为安全的方法
,

解冻时要遵循快融的

原则
,

本实验选择 38 C 的恒温水浴锅来解冻
,

时间

一般控制在 3 ~ s m in
,

让冻存管 内细胞快速度过

一 S C的冰晶形成期
,

减少冰晶对细胞膜和细胞器

的损害际
’ 4一 ’ 6〕 ,

但由于解冻时人为的因素占的 比
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例很大
,

故有待于将这一操作程序化
。

从实验的结果来看
,

在冷冻保护剂和血清浓

度一样的条件下
,

使用不同的预冷温度和不同的

预冷平衡时间对复苏后细胞活力的影响是非常大

的
,

而把握细胞快速渡过冰晶形成期是冻存细胞

的关键所在
。

另一个要注意的问题是以往的经典

冻存方法遵循慢冻快融的原则 〔 ’〕
,

但是却忽略 了

二甲基亚矾在常温下对细胞 的毒性影响
,

本实验

采取了将 D M SO 提前 4 C 预冷
,

降低二甲基亚矾

对细胞的毒性损害
,

取得了较好的效果
。
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