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摘 要:目的 探讨不同冻存条件下对 HepG2 细胞存活率的影响,以提高复苏细胞的存活率。方法 取对数生长期

HepG2 细胞,分别配制传统冻存液A、改良冻存液B,采用方法1(人工梯度降温法)和方法2(程序降温盒法)两种冻存方

法进行冻存,在冻存1个月、6个月、12个月后分别对细胞进行复苏,检测细胞的存活率并观察复苏细胞的生长状态。结

果 冻存1个月后复苏,冻存液A、B两组细胞的存活率差异无统计学意义(P>0.05),冻存6个月、12个月后复苏,冻

存液A组细胞存活率显著低于B组(P<0.01);B组细胞复苏的生长状态及增殖速度都明显优于 A组,两组细胞的数

量差异有统计学意义(P<0.05);以方法1、2冻存的细胞,在冻存1个月、6个月、12个月后复苏细胞,方法2细胞的存

活率均显著高于方法1(P<0.01)。结论 采用含高浓度血清的冻存液及缓慢降温有利于提高细胞复苏的存活率。
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  Abstract: Objective ToexploretheinfluenceofdifferentcryopreservationconditionsonHepG2cellre-
coveryrateandtoimprovetheresuscitationcellsurvival. Methods LogarithmicgrowthphaseHepG2cells
werecryopreservedbyusingtwodifferentcellfreezingmedium(conventionalfreezingmediumAandmodified
freezingmediumBwereprepared,respectively)andbyusingtwomethods(Method1,artificialgradientcool-
ingmethod;Method2,programmedcoolingbox).Cellswereresuscitatedat1month,6monthsand12
monthsaftercryopreservation,respectively.Thenthecellrecoveryratewasmeasuredandcellsgrowthstatus
wasobservedbymicroscope. Results Theresuscitationcellrecoveryratewascomparedbetweenfreezing
mediumAgroupandfreezingmediumBgroupat1monthaftercryopreservationandtherewasnostatistical
difference(P>0.05).Thecellswereresuscitatedat6and12monthsaftercryopreservation,freezingmedium
AgrouphadlowercellrecoveryratethanfreezingmediumBgroupcomparisonbetweenthetwogroupsshowed
statisticallysignificantdifference(P<0.01);andtheresuscitatedcellsgrowthstatusandproliferatedspeedin
groupBweresuperiortogroupA,comparingthecellcountbetweenthetwogroupsshowedstatisticaldiffer-
ence(P<0.05).ThecellscryopreservedbyMethod1andMethod2wereresuscitatedat1month,6months
and12monthsaftercryopreservation.Method2hadallhighercellsrecoveryratethanMethod1,comparison
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therecoveryratebetweenthetwomethodsshowedstatisticallysignificantdifference(P<0.01). Conclusion
 Theresuscitatedcellrecoveryratewillberaisedwithahigherserumlevelsandprogrammedcontrolledcool-
ing.
  Keywords: cellculture;cryopreservation;recoveryrate

  细胞培养是从体内组织取出细胞,模拟体内环境

进行离体培养,以便对单个细胞或细胞群的功能活性

进行研究。为保持细胞各种生物学特性的稳定性,防
止细胞在不断传代的过程中引起细胞老化、污染等,需
对细胞进行超低温冷冻保存,活细胞在超低温条件下

克服了分子间的热运动,能够长期保存且不影响其活

力。但不同的冻存条件和方法将直接影响细胞的存活

率,为探究提高细胞存活率的冻存条件和方法,对细胞

进行不同冻存条件的分组设置,在冻存前及复苏后,通
过计数方法来检测细胞的存活率[1]。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 HepG2 细胞株购自中国科学院细

胞库,由科学实验中心细胞技术平台保存。二甲基亚

砜(DMSO,Sigma公司),0.25%胰酶(北京索莱宝),

RPMI-1640培养基(Gibco公司),胎牛血清(FBS,

Hyclone公司),2ml冻存管(美国康宁),异丙醇(国产

分析纯),台盼蓝染色细胞存活率检测试剂盒(碧云

天)。

1.2 仪器 二氧化碳(CO2)培养箱(日本三洋),超低

温冰箱(青岛海尔),低速离心机(上海安亭),倒置显微

镜(德国莱卡),液氮罐(四川东亚),程序降温盒(美国

Nalgene)。

1.3 方法

1.3.1 HepG2 细胞的培养及传代 用含10%FBS的

培养基,于37℃、5% CO2 培养箱内培养。显微镜下

观察细胞的生长状况,当细胞的生长密度达到90%左

右时,用PBS漂洗两次,25cm2 的培养瓶加入1ml
0.25%胰蛋白酶消化液,消化细胞1~3min。镜下观

察细胞伪足收缩,细胞变圆形时,立即加入2ml完全

培养基终止消化,轻拍培养瓶身使细胞脱落,轻轻地吹

打使细胞从培养瓶壁上脱落,收集细胞到离心管中,1
000r/min离心3min,弃上清,加完全培养基重悬,制
备成单细胞悬液,计数,以1×105 个/毫升接种于培养

瓶中,水平轻震使细胞均匀分散到25cm2 培养瓶各

处,置于培养箱中继续培养。

1.3.2 不同冻存液对HepG2 细胞冻存存活率的影响

 选用对数生长期的细胞,胰酶消化后收集细胞,分别

加入传统冻存液A(20%FBS+10%DMSO+70%RP-
MI-1640)、改良冻存液B(90%FBS+10%DMSO),
用无菌吸管轻轻吹打,调整细胞浓度为5×105 个/毫

升,分装入冻存管中(1.5毫升/管),4℃放置30min,

-20℃放置20min,-80℃过夜后转入液氮罐中保

存。

1.3.3 不同冻存方法对HepG2 细胞冻存存活率的影

响 选用对数生长期的细胞,胰酶消化后收集细胞,加
入冻存液B,用无菌吸管轻轻吹打,调整细胞浓度为5
×105 个/毫升,分装入冻存管中(1.5毫升/管)。分别

以下两种方法进行冻存:方法1人工降温法:4℃放置

30min,-20℃放置20min,-80℃过夜后转入液氮

罐中保存;方法2程序降温盒法:将冻存细胞放入含有

异丙醇的程序降温盒内,直接放入-80℃冰箱过夜,
再转入液氮罐中保存。

1.3.4 不同冻存方法冻存细胞的存活率 将上述细

胞分别在冻存1个月、6个月、12个月后取出复苏:将
冻存管从液氮中取出,直接置于37℃水浴中迅速溶解

(应于1~2min内溶解),用吸管吸出细胞悬液,加入

含有5ml不含血清培养基的离心管中混匀,低速离心

弃上清,加1ml细胞重悬液重悬细胞,以台盼蓝染色

3min,取少量染色细胞悬液,在光学显微镜下以血细

胞计数板计算,细胞存活率=(细胞总数-蓝色细胞

数)/细胞总数×100%。

1.3.5 不同冻存液对HepG2 细胞生长的影响 分别

将以冻存液A和冻存液B冻存1个月的 HepG2 细胞

复苏,用含10%FBS的 RPMI-1640培养基重悬细

胞,以1×104 个/毫升浓度接种于24孔板中,每孔1
ml,置于37℃、5%CO2 培养箱内培养。每种冻存液

重复3次,实验期8d,绘制细胞生长曲线。

1.3.6 统计学方法 用SPSS16.0统计软件对数据

进行处理,计量资料以(췍x±s)表示,两样本间差异比较

采用独立样本t检验,以P<0.05为差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 不同冻存液对HepG2 细胞存活率的影响 随着

冻存时间的延长,以冻存液A、B冻存的细胞复苏后存

活率有所差异。结果见表1,冻存1个月时,两组间的

存活率差异无统计学意义(P>0.05);冻存6个月及

12个月时,A 组细胞存活率显著低于 B组(P <
0.01)。

2.2 不同冻存方法对HepG2 细胞存活率的影响 在

相同的复苏方法下,冻存1个月、6个月、12个月后,两
种冻存方法的细胞存活率差异均有统计学意义(P<
0.01),结果见表2。
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表1 不同冻存液细胞在不同冻存时间

后的存活率比较 (췍x±s,%)

冻存液 n 1个月 6个月 12个月

A组 6 91.06±0.36 75.20±0.29 65.41±0.47
B组 6 90.46±0.68 85.41±0.84a 82.60±0.73a

 注:与A组同时段比较,a:P<0.01

表2 不同冻存方法的 HepG2 细胞在不同

冻存时间的存活率比较 (췍x±s,%)

冻存液 n 1个月 6个月 12个月

方法1 6 89.88±0.43 80.33±0.53 70.70±0.55
方法2 6 91.23±0.52a 85.55±0.41a 81.62±0.64a

 注:与方法1同时段比较,a:P<0.01

2.3 不同冻存液对HepG2 细胞生长的影响 以冻存

液B冻存的细胞,复苏后,细胞生长状态和增殖速度

明显优于以冻存液 A冻存的细胞。从培养第3d开

始,两 组 细 胞 数 量 上 的 差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.05),且冻存B组细胞密度大,折光性好,具有良好

的贴壁及生长趋势。生长曲线见图1。

图1 不同冻存液对 HepG2 细胞生长的影响

注:与A组细胞数比较,a:P<0.05

3 讨论

冻存细胞的复苏效果主要与细胞的生长状态、冻
存液及冻存操作程序等因素相关[2-3],用于冻存的细

胞应尽量选取处于生长对数期的细胞,此时细胞生长

最旺盛,能够提高复苏后细胞的存活率。此外,在众多

影响因素中,冻存保护剂和血清是最为重要的两个因

素。
目前最常用的细胞冻存保护剂是DMSO,它是一

种相对分子小、渗透性强的化学物质,通过降低冻存液

的冰点和提高细胞膜对水的通透性,防止细胞内水分

形成冰晶导致胞内蛋白质、酶变性,溶酶体膜损伤,细
胞核内DNA受损,引起细胞死亡[4]。DMSO对细胞

具有一定的毒性,FBS可以中和DMSO的毒性,对细

胞具有保护作用[5],血清中的纤维黏连素对细胞贴壁

有促进作用,FBS中还含有丰富的营养物质,是用于

细胞培养最好的培养基[6]。本实验结果也表明血清浓

度对细胞的活力有一定的影响,冻存液中血清含量越

高,细胞保存的时间越久,复苏后细胞的增殖能力越

强。本实验中表1及图1的结果均与这一观点相符,
表1实验结果表明,冻存1个月时,A组与B组细胞的

存活率差异无统计学意义;而当冻存6个月及12个月

时,B组细胞的存活率显著高于A组。说明当长时间

冻存HepG2 细胞时,使用冻存液B的效果显著优于冻

存液A。对两组细胞复苏后的生长状况进行观察,在
细胞复苏的1~2d,两组细胞的形态及生长情况均与

细胞冻存前基本一致,并保持了HepG2 细胞的基本特

点,在前3d细胞生长缓慢,之后进入对数生长期,持
续3~5d符合细胞生长周期的对数生长期的规律,随
后进入稳定期和衰亡期,整个过程符合细胞生长的S
型曲线;但B组冻存细胞的生长状态和增殖速度都明

显优于A组细胞,由图1的细胞生长曲线发现,从培

养的第3d开始,两组细胞数量差异有统计学意义,说
明FBS能够满足细胞在冻存期间所需的营养物质,并
保持良好的生理活性。

细胞冻存应遵循慢冻的原则,冻存时降温速率应

控制在-1~-2℃/min,当温度降低到-25℃以下

时,可增至-5~-10℃/min,达到-80℃时可迅速

投入液氮罐中。如果降温过快将会影响细胞内水分的

析出,从而对细胞造成损伤[1,7]。表2实验结果中,方
法2的冻存程序在三个冻存时间(1个月、6个月、12
个月)中细胞的存活率均显著高于方法1,方法2通过

程序降温盒中的异丙醇实现梯度降温(-1℃/min),
使降温过程标准化,降低了温度对细胞的损伤。且操

作相对简便,更有利于长期保存,是如今实验室中细胞

冻存程序的首选方法之一[8-9]。当然,如果实验室条

件不允许也可选择方法1进行冻存,在细胞复苏培养

一段时间后也可生长到对数生长期[10]。
根据本实验结果,选择90%FBS+10%DMSO作

为冻存液,将细胞以5×105 个/毫升的浓度置于程序

降温盒中,于-80℃放置24h后迅速转移到液氮中

保存,这一冻存方法是HepG2 细胞冻存的最佳冻存方

案。但该方法在实际操作过程中也存在一定的缺陷,
如要求实验室备有程序降温盒,还要定期更换程序降

温盒中的异丙醇,且异丙醇具有一定的毒性,用过的异

丙醇需要经过特殊的处理后方可丢弃,两种方法各有

利弊。因此,在实验过程中可以根据实验的需要来选

择最适合的操作方法。本实验通过对 HepG2 细胞在

不同冻存条件下细胞存活率的研究,探讨培养细胞最

佳的冻存条件,以期获得更高的细胞存活率,更好的长

时间冻存细胞,为细胞体外培养提供可靠保障。
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