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不同冻存液冻存慢病毒转染后稳转肝癌细胞株ＨｅｐＧ２的效果比较

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　　摘　要：目的　筛选冻存慢病毒转染后稳转肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２的最佳冻存液。方法　采用甘油和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）２种

不同冻存保护剂，以４种不同比例的冻存液分别冻存慢病毒转染后肝癌细胞 ＨｅｐＧ２及未转染的 ＨｅｐＧ２细胞，并对上述细胞复苏

后的存活率及增殖能力进行比较分析。结果　采用甘油为冻存保护剂时，冻存液［ＤＭＥＭ∶胎牛血清（ＦＢＳ）∶甘油］比例为０∶

９∶１的转染后细胞存活率最高（犘＝０．００１）；未转染细胞存活率与冻存液比例无关（犘＝０．２９３）。采用ＤＭＳＯ为冻存保护剂时，转

染后细胞存活率为０％；未转染细胞存活率在６０％及以上，且与冻存液比例无关（犘＝０．４８７）。冻存液中血清含量越高，复苏后细

胞的增殖能力越强（犘＜０．０５）。结论　冻存慢病毒转染后的稳转肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２的最佳冻存液为９０％ＦＢＳ＋１０％甘油。
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　　在细胞培养过程中，经常需要冻存一部分细胞，避免培养

细胞表型的改变而导致重复实验条件不一的状况，并为进一步

的实验保存状态良好的细胞。细胞一般采用液氮低温保存，冻

存及复苏时必须遵循“慢冻快融”的原则。本课题组在冻存慢

病毒转染肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞时，尝试了多种不同配方的

细胞冻存液，最后筛选出一种理想的可用于液氮保存慢病毒转

染后 ＨｅｐＧ２细胞的冻存液。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　细胞株 ＨｅｐＧ２细胞及其慢病毒转染后稳

转细胞株为本实验室保存。完全ＤＭＥＭ 培养基由南京凯基

生物科技发展有限公司提供，胎牛血清（ＦＢＳ）由杭州四季青提

供，胰酶由碧云天生物技术研究所提供，甘油和二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）由北京索莱宝科技有限公司提供。－２０℃冰箱由海

尔电器公司提供，－８０℃超低温冰箱由日本三洋公司提供，普

通高速离心机由德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司提供，酶标仪 Ｍｏｄｅｌ４５０

由美国ＢｉｏＲａｄ公司提供，液氮罐为本实验室保存。

１．２　方法

１．２．１　冻存方法　常规胰酶消化细胞，用完全培养基终止消

化，轻轻吹打细胞成单细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后弃

去上清液，分组加入以下冻存液：分别采用甘油和ＤＭＳＯ为保

护剂，按 以 下 配 方 各 配 备 ４ 种 比 例 冻 存 液。（１）Ａ 液，

ＤＭＥＭ∶ＦＢＳ∶保护剂＝７∶２∶１；（２）Ｂ液，ＤＭＥＭ∶ＦＢＳ∶

保护剂＝６∶３∶１；（３）Ｃ液，ＤＭＥＭ∶ＦＢＳ∶保护剂＝５∶４∶

１；（４）Ｄ液，ＤＭＥＭ∶ＦＢＳ∶保护剂＝０∶９∶１。然后轻轻混

匀，冻存前统一调整细胞密度到１×１０６ 个／毫升，将细胞悬液

移至冻存管，每管１．５ｍＬ，梯度降温冻存，将冻存管置于４℃

冰箱 ３０ｍｉｎ，－２０℃ ６０～１２０ ｍｉｎ后转移至 －８０℃ 过夜

（１６ｈ），转至液氮保存。

１．２．２　细胞的复苏　从液氮中取出冻存管，迅速置于４０℃水

浴箱中快速摇动，使其迅速融化后，将细胞悬液加入已放置４

ｍＬ含１０％ＦＢＳ的完全ＤＭＥＭ 培养基的培养瓶中，轻轻混匀

后置于３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱培养。
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１．２．３　倒置相差显微镜下观察　复苏细胞６～８ｈ后换液，在

倒置相差显微镜下观察复苏后细胞的存活情况，按已贴壁细胞

即为存活细胞，未贴壁细胞为死亡细胞的原则，观察复苏后细

胞的存活率。

１．２．４　ＭＴＴ法　将各组细胞接种于９６孔板，２×１０３ 个／孔，

每组细胞均做５个复孔，分别于种板后２４、４８、７２、９６ｈ加入２０

μＬＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ后，小心吸尽培养液，每孔加入

１５０μＬＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ后上酶标仪检测４９０ｎｍ处吸光度

值，绘制生长曲线。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析，计量资料用狓±狊表示，组间比较用单因素方差分析，组间

两两比较用狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　倒置相差显微镜下观察的细胞存活率　采用甘油作为冻

存保护剂时，转染的细胞存活，且冻存液比例为０∶９∶１

（ＤＭＥＭ∶ＦＢＳ∶甘油）时，细胞存活率明显高于其他３组，差

异有统计学意义（犉＝１４．８１１，犘＝０．００１）；未转染细胞的存活

率均达到６０％及以上，不同比例的冻存液组间差异无统计学

意义（犉＝１．４７３，犘＝０．２９３）。采用 ＤＭＳＯ作为冻存保护剂

时，转染组细胞存活率为０％，未转染细胞的存活率均达到

６０％及以上，不同比例的冻存液组间差异无统计学意义（犉＝

０．８９０，犘＝０．４８７）。见表１。

表１　　倒置相差显微镜下观察的细胞复苏后的存活率

保护剂
冻存液比例

（ＤＭＥＭ∶ＦＢＳ∶保护剂）

转染组细胞

存活率（％，狓±狊）

未转染组细胞

存活率（％，狓±狊）

甘油 ７∶２∶１ ２２．００±１３．５１ ７４．００±９．６２

６∶３∶１ ３３．２０±１０．１８ ７３．００±７．５８

５∶４∶１ ３８．００±５．７０ ７７．００±１０．３７

０∶９∶１ ７７．００±１２．０４ ８７．００±２．７４

ＤＭＳＯ ７∶２∶１ ０ ６０．００±１５．８１

６∶３∶１ ０ ７４．００±５．４８

５∶４∶１ ０ ６６．００±１０．８４

０∶９∶１ ０ ６８．００±１１．４０

　　：犘＜０．０５，与甘油其他３组比较。

２．２　ＭＴＴ法检测冻存细胞复苏后的生长情况　两组细胞在

不同比例冻存液冻存复苏后的生长情况见图１。图中结果显

示转染后细胞以甘油作为冻存保护剂细胞存活（图１Ａ），且冻

存液中血清含量越高，复苏后细胞的增殖能力越强（犘＜

０．０５）；而用ＤＭＳＯ作为冻存保护剂冻存的转染细胞复苏后成

活率几近于０％（图１Ｂ）。无论是以ＤＭＳＯ还是以甘油作为冻

存保护剂，ＨｅｐＧ２细胞复苏后都能存活，且复苏后均具有较

好的增殖能力（图１Ｃ，图１Ｄ）。

　　Ａ：转染的细胞以甘油为冻存保护剂冻存并复苏后２４～９６ｈ生长曲线；Ｂ：转染的细胞以ＤＭＳＯ为冻存保护剂冻存并复苏后２４～９６ｈ生长曲

线；Ｃ：未转染的细胞以甘油为冻存保护剂冻存并复苏后２４～９６ｈ生长曲线；Ｄ：未转染的细胞以ＤＭＳＯ为冻存保护剂冻存并复苏后２４～９６ｈ生长

曲线。

图１　　各组细胞复苏后生长曲线图

３　讨　　论

目前认为细胞处在对数生长期时最适合冻存，而细胞冻存

需要遵循“慢冻”的原则［１］。除此之外，冻存液的成分及其比例

对细胞冻存、复苏效果也起着很重要的作用，其中冻存保护剂

和血清是在细胞冻存过程中最为重要的两个因素。

Ｗａｓｔｔｓ等
［２］认为冻存细胞时一定要加入保护剂。如果直

接冻存，细胞内形成的冰晶会导致胞内蛋白质、酶变性，溶酶体

膜损伤，细胞核内ＤＮＡ受损
［３］，从而引起细胞死亡。因此，减

少细胞内冰晶的形成是减少细胞损伤的关键［４］。冻存保护剂

除了可以减少降温过程中胞内外冰晶的形成，还可降低“溶质

效应”。目前最常用的冻存保护剂有ＤＭＳＯ、甘油、聚乙烯吡

咯烷酮（ＰＶＰ）等。其中，ＤＭＳＯ相对分子质量小、渗透性强，通

过降低冻存液冰点和细胞内外的电解质浓度，改变细胞膜的通

透性，保护细胞免受冷冻损伤［５６］。Ｃｈｅｓｎｅ等
［７］报道，ＤＭＳＯ

与甘油等冻存保护剂相比较，具有更好的保护作用。但ＤＭ

ＳＯ具有一定的细胞毒性
［８］，高浓度不利于细胞的冷冻保护。

Ｄｉｅｎｅｒ等
［９］认为１０％ ＤＭＳＯ为最佳冻存剂浓度

［９］。然而，于

丽敏［１０］报道，对耐药的肿瘤细胞株进行冻存时，使用１０％～

１５％的甘油（占冻存液百分比）作为保护剂，细胞存活率明显高

于用ＤＭＳＯ作为保护剂的，此结果与本实验结果相同。是否

在肿瘤细胞受到外界损伤后（药物刺激、慢病毒感染等），细胞

对ＤＭＳＯ敏感性提高，无法抵御其细胞毒性，进而影响复苏效

果，这其中的机制仍有待研究。

ＦＢＳ中含有丰富的细胞生长所必需的营养物质，是细胞培

养中最天然的培养基［１１］。若含ＤＭＳＯ的冻存液中血清浓度

低则细胞复苏后活力低，原因可能是ＦＢＳ可以中和ＤＭＳＯ的

毒性，以及血清中的纤维粘连素有助于细胞贴壁［１２１３］。本实

验结果也表明血清浓度对复苏后细胞的活力有一定的影响，冻

存液中血清含量越高，复苏后细胞的增殖能力越强。

总而言之，细胞冻存对实验的顺利进展至关重要。由本实

验结果可知，冻存慢病毒转染后稳转肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２的最

佳冻存液为９０％ＦＢＳ＋１０％甘油。望本研究结果能给其他课

题组的细胞冻存提供一种借鉴的方法。
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能［１０１３］，从而进一步减轻踝关节肿胀。研究结果提示：地塞米

松起效快，但蛇肽保健酒效果更为明显，且蛇肽含量对抑制肿

胀影响较大。

３．２　蛇肽保健酒对 ＡＡ小鼠体质量的影响　与对照组相比

较，模型组与阳性对照组小鼠体质量均有下降趋势，且实验过

程中发现阳性对照组小鼠不活跃，毛色暗淡，可见地塞米松在

治疗关节炎的同时对机体也造成了一定的损伤，不良反应

较大。

３．３　蛇肽保健酒对ＡＡ小鼠脾脏指数的影响　脾脏作为体内

最大的淋巴器官，具有储血、调节血量和参与免疫等重要功能。

类风湿性关节炎病例的一个特征就是脾脏肿大［１４］。蛇肽高、

低剂量组小鼠脾脏肿大均显著减轻，效果与地塞米松组相当。

同时酒基对降低脾脏肿胀也有效果，且与蛇肽低、高剂量组结

果相似。

３．４　蛇肽保健酒对ＡＡ小鼠ＣＩＣ的影响　ＣＩＣ是ＲＡ的一个

重要检测指标［９］。本研究发现：仅蛇肽低剂量组与阳性对照组

小鼠ＣＩＣ显著降低，并恢复为正常水平。提示蛇肽酒与地塞

米松均对调节ＡＡ小鼠体液免疫发挥作用。

综合以上５个测量指标，低剂量蛇肽酒与地塞米松均对

ＡＡ小鼠佐剂性关节炎具有显著的治疗效果，但低剂量蛇肽酒

治疗效果更好，且未见不良反应。蛇肽酒对佐剂性关节炎的最

佳治疗剂量及其他功效有待于进一步深入研究。
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