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【摘    要】目的  比较淋巴细胞不同的冻存方式组合，探讨一种保存质量更为优化的技术。方法  以淋巴细胞

为研究对象，首先通过多组保护剂组合 [含不同浓度二甲基亚砜（DMSO）、胎牛血清（FBS）、聚乙二醇（PEG）、
牛血清白蛋白（BSA）]进行筛选；确定 2个优化配方：实验组 1（C11）[7.5%DMSO+10%FBS+2.5%PEG+2%BSA]
和实验组 2（C21）[7.5%DMSO+2.5%PEG+2%BSA]；在此基础上，比较 2种优化后的保护剂组合配合其各自筛

选出的最佳降温速率（C11：–3 ℃/min；C21：–1 ℃/min）以及传统的冻存方式 [对照组（C0）][10%DMSO+90%
FBS和梯度降温盒降温 ]的保存效果。冻存 5 d后复苏细胞，评价不同组别的保存质量指标，比较细胞活性

和功能。结果   对照组（C0）解冻 0 h细胞回收率（65.70±1.06）%明显低于实验组 1（C11）（82.45%±3.27%，t=
–8.44，P<0.05）和实验组 2（C21）[（83.96%±0.81）%，t= –23.72，P<0.05]，对照组（C0）解冻 0 h的凋亡率（6.93±0.55）%
显著高于实验组 1（C11）[（5.30±0.56）%，t=3.61，P<0.05]和实验组 2（C21）[（4.93±0.45）%，t=4.87，P<0.05]，且组

间比较差异均有统计学意义。结论  基于多因素筛选和优化，实验组 2（C21）为无血清低温保护剂以–1 ℃/min
的降温速率保存后的细胞质量优于传统冻存方法，该技术为淋巴细胞的低温冷冻保存提供科学参考。
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【Abstract】  Objective  To  compare  different  cryopreservation  methods  for  lymphocytes  and  explore  an  optimized
preservation protocol. Methods  Cryoprotectant  formulations [containing different  concentrations of  dimethyl  sulfoxide
(DMSO),  fetal  bovine  serum (FBS),  polyethylene  glycol  (PEG),  and  bovine  serum albumin  (BSA)]  were  screened  for
lymphocytes to identify two optimized formulations: experimental group 1 (C11): (7.5% DMSO + 10% FBS + 2.5% PEG +
2%  BSA)  and  experimental  group  2  (C21):  (7.5%  DMSO  +  2.5%  PEG  +  2%  BSA).  On  this  basis,  cryopreservation
performance was compared between the two optimized cryoprotectant formulations paired with their respective optimal
cooling rates (C11: −3 °C/min; C21: −1 °C/min) and the conventional cryopreservation method [control group (C0)]: (10%
DMSO + 90% FBS)  with  gradient  cooling.  After  5  days  of  cryopreservation,  cells  were  thawed to  assess  preservation
quality indicators  in  terms of  cell  viability  and functionality  across groups. Results  The cell  recovery rate  at  0  h post-
thawing  in  the  control  group  (C0)  (65.70  ±  1.06)% was  lower  than  that  in  the  experimental  group  1  (C11)  [(82.45  ±
3.27)%, t = −8.44, P < 0.05] and experimental group 2 (C21) [(83.96 ± 0.81)%, t = −23.72, P < 0.05]. The apoptosis rate
at  0  h  post-thawing  in  the  control  group  (C0)  (6.93  ±  0.55)% was  higher  than  that  in  the  experimental  group  1  (C11)
[(5.30% ± 0.56)%, t = 3.61, P < 0.05] and experimental group 2 (C21) [(4.93 ± 0.45)%, t = 4.87, P < 0.05]. Moreover,
the  differences  between  groups  were  statistically  significant.  Conclusions  Based  on  multifactorial  screening  and
optimization, the experimental group 2 using a serum-free cryoprotectant with a cooling rate of −1 °C/min outperforms
the  conventional  cryopreservation  method  in  terms  of  cell  quality.  This  preservation  protocol  provides  a  scientific
reference for the cryopreservation of lymphocytes.
【Keywords】 lymphocyte; cryopreservation; freezing technology; cell quality; optimization; evaluation
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淋巴细胞对细胞疗法 [1]、传染病疫苗研究 [2]

和疾病研究[3] 至关重要。低温保存是所有细胞从

制造点到实验室研究和应用的常规操作，通过低

温暂停细胞代谢活动并在解冻后保持其功能，从

而实现生物样本的长期储存和物流运输。优化低

温保存条件可提高细胞活力和功能，这对建立大

型生物样本库和多中心研究也具有重要意义。目

前，免疫细胞的低温保护主要依赖二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide,  DMSO），其中 10%的浓度是

维持细胞生存力的关键因素 [4–5]。但 DMSO可能

导致细胞死亡、细胞膜损伤 [6] 及神经毒性，而胎

牛血清（fetal bovine serum, FBS）存在污染风险和

批次差异，且成本高昂。因此，降低 DMSO浓度

或寻找更安全的保护剂替代 DMSO和 FBS，对提

高免疫细胞应用安全性至关重要。高分子聚合物

聚乙二醇（polyethylene glycol, PEG）能与水分子结

合，降低自由水含量，减少冰晶形成，并通过降低

电解质浓度和渗透性保护剂需求来减轻毒性 [7]。

有研究显示，冷冻过程中的降温速率对细胞质量

不可忽视，每种细胞类型都有其特定的最佳速

率，但尚无统一标准的低温保存策略[8]。因此，系

统探究特定细胞类型（如淋巴细胞）的最佳降温

速率，并结合保护剂配方进行综合优化，是提升

冻存效果的关键环节。本研究以人白血病 T淋巴

细胞（Jurkat）为实验样本，系统评估了不同保护

剂组合、降温速率、储存温度和复温方式等多因

素组合对细胞存活率、回收率和凋亡率的影响，

旨在确定其最佳低温保存条件组合，为优化细胞

低温保存技术提供重要参考。

 1   材料与方法

 1.1    主要材料、试剂与仪器　DMSO（中国索莱

宝公司），PEG（中国国药公司），FBS（美国 Thermo

Fisher Scientific公司），牛血清白蛋白（bovine serum
albumin, BSA）（美国 Sigma公司），RPMI1640培养

基（美国 ThermoFisher公司），磷酸盐缓冲液（Pho-
sphate Buffered Saline, PBS）（美国 Cytiva公司），增

强型ATP检测试剂盒（中国碧云天公司），Annexin-
FITC细胞凋亡检测试剂盒（中国碧云天公司），

CCK8（江苏凯基生物公司），Jurkat细胞（中国科

学院细胞库），一次性细胞计数芯片（中国瑞沃德

公司），酶标仪（美国 ThermoFisher公司） ，梯度降

温盒（中国 Biosharp 公司），程序降温仪（德国Gold-
Sim 公司），CO2 培养箱（美国 ThermoFisher公司），

细胞计数仪（中国瑞沃德公司），流式细胞仪（美

国 BD公司），多功能荧光/化学发光监测系统（美

国 Spectramax®iD5公司），高速冷冻离心机（德国

eppendorf公司）。

 1.2    细胞的培养　Jurkat细胞以（2～10）×105/mL
密度接种于含 10%FBS的 RPMI1640培养基中常

规培养，培养条件为 5% CO2、37 ℃、饱和湿度。24 h
更换一次培养液，2 d后即可传代，细胞传代 3或
4次后即可进行试验。细胞冻存前用台盼蓝鉴定

细胞活性在 95%以上。

 1.3    细胞保护剂组合及实验分组（表 1）　本研究

保护剂的配制以不含胎牛血清的 RPMI1640培养

基为基础冻存液，保持除血清和白蛋白外，各成分

总浓度为 10%，其中添加的渗透保护剂为 DMSO
按体积比（v/v）加入；大分子非渗透性保护剂为

PEG，按质量比（w/v）加入；FBS按（v/v）加入，然后

在加入细胞培养级 DMSO前用 0.22 μm滤膜过滤

除菌后，保存在 4 ℃ 冰箱中。由于目前各实验室

采用的保护剂一般为 10%DMSO和 90%FBS的组

合，因此，本研究选取 10%DMSO和 90%FBS的

组合为冻存对照组，其余为实验组。

 
 
 

表 1   细胞保护剂的组成
Table 1   Composition of cell cryoprotectants

 

保护剂代号 DMSO（%，v/v） FBS（%，v/v） PEG（%，w/v） BSA（%，w/v） RPMI1640培养基（%，v/v）

C0 10.0 90 0.0 0 0.0

C11 7.5 10 2.5 2 82.5

C12 5.0 10 5.0 2 85.0

C13 2.5 10 7.5 2 87.5

C21 7.5 0 2.5 2 92.5

C22 5.0 0 5.0 2 95.0

C23 2.5 0 7.5 2 97.5

C31 7.5 10 2.5 0 82.5

C32 5.0 10 5.0 0 85.0

C33 2.5 10 7.5 0 87.5
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 1.4    降温程序设置

 1.4.1   主动程序降温组（controlled rate cooling, CR）
使用程序降温仪设计降温程序 ： （1）降温速率

–1 ℃/min组：在 4 ℃ 稳定 10 min，以稳定温度，然

后以–1 ℃/min降到–90 ℃，稳定 10 min后转移进

–80 ℃ 超低温冰箱。（2）降温速率–2 ℃/min组：在
4 ℃ 稳定 10 min，以稳定温度，然后以–2 ℃/min
降到–90 ℃，稳定 10 min后转移进–80 ℃ 超低温冰

箱。（3）降温速率–3 ℃/min组：在 4 ℃ 稳定 10 min，
以稳定温度，然后以–3 ℃/min降到–90 ℃，稳定

10 min后转移进–80 ℃ 超低温冰箱。（4）降温速

率–5 ℃/min组：在 4 ℃ 稳定 10 min，以稳定温度，

然后以–5 ℃/min降到–90 ℃，稳定 10 min后转移进

–80 ℃ 超低温冰箱。（5）降温速率–10 ℃/min组：
在 4 ℃ 稳定 10 min，以稳定温度，然后以–10 ℃/min
降到–90 ℃，稳定 10 min后转移进–80 ℃ 超低温

冰箱。

 1.4.2   被动慢冷组 （the  passive  slow cooling,  PSC）
将冻存管直接置于梯度降温盒降温转移进–80 ℃
超低温冰箱。24 h后转移出来或置于液氮中储

存，以达到≈ –1 ℃/min[9]。
 1.5    储存温度设置　储存温度分别设置–80 ℃
超低温保存和–196 ℃ 深超低温保存。

 1.6    细胞复温过程　（1）水浴复温：取出冻存管

迅速置于 37 ℃ 水浴中，2 min震荡直至细胞悬液

完全融化，转移到装有 5 mL RPMI1640培养基的

离心管中，1 000 r/min离心 5 min后去上清，再次

加 3 mL PBS清洗第 2遍，加入新鲜培养基将细胞

重悬后进行检测。（2）空气复温：取出冻存管放置

于桌面，暴露空气中 10 min，待冰晶全部融化后

转移到离心管中，其余步骤不变。

 1.7    细胞质量评价指标　（1）细胞回收率：将细

胞以 1×106 重悬于 PBS中，1 000 r/min离心，弃上

清，使用增强型 ATP检测试剂盒检测，通过总

ATP含量评估细胞恢复情况。细胞回收率=（冷冻

后细胞总 ATP含量平均值/冷冻前总 ATP含量平

均值）×100%。（2）细胞存活率：以细胞数为 1×105/孔
接种于 96孔板，37 ℃ 培养，在细胞孔周围内加入

100 μL无菌 PBS；在规定时间内，每孔加入 10 μL
CCK8，37 ℃ 培养 2.5 h，酶标仪测定各孔 450 nm
处光密度值。细胞存活率=（不同冻存条件的细胞

吸光度的平均值–空白孔吸光度的平均值）/（未冻

存细胞吸光度–空白孔吸光度的平均值）×100%。
（3）细胞凋亡率：取 1×105 个细胞用 PBS轻轻重悬

细胞，1 000 r/min离心 5 min，弃上清，用 PBS清

洗 2遍；使用细胞凋亡检测试剂盒进行检测。

x± s

 1.8    统计分析　采用 SPSS 26软件包对实验结果

进行正态性检验，满足正态分布采用两独立样本

t 检验，不满足正态分布采用非参数检验；实验结

果以 表示，P<0.05为差异有统计学意义。

 2   结　果

 2.1    冷冻保护剂初步筛选及关键组确定（表 2）
冻存 1 d后，相较于传统保护剂对照组 C0回收率

（63.98±2.15）%, 实验组 C11（75.89±4.17）%和 C21
（75.27±3.09）%的细胞回收率显著提高（均P<0.05）。
而其他组别，如 C13、C23（DMSO浓度降至 2.5%）
以及无 BSA组（C31、C32、C33）的回收率显著降

低。基于此初步筛选结果，选择保护效果较优且

代表不同血清策略（C11含 10%FBS, C21无 FBS）
的 C11和 C21组合，作为后续降温速率等参数优

化的研究对象。
 
 

x± s表 2   不同保护剂对 Jurkat细胞回收率的影响（n=3， ）
x± sTable 2   Effects of different cell cryoprotectants on the recovery rate of Jurkat cells (n = 3,  )

 

保护剂代号 细胞回收率/% t值 P值

C0 63.98±2.15

C11 75.89±4.17 –4.40 0.01

C12 50.09±2.16 7.90 0.00

C13 2.97±1.22 42.82 0.00

C21 75.27±3.09 –5.20 0.01

C22 36.27±4.90 8.97 0.00

C23 3.10±1.83 37.37 0.00

C31 64.17±1.13 –0.14 0.90

C32 58.76±2.12 2.99 0.04

C33 6.40±3.09 26.49 0.00

　　注：各组保护剂的配制方法见表1。
 

 2.2    降温速率筛选

 2.2.1   C11保护剂降温速率的筛选（表 3）　在保

护剂初步筛选中确定的优化组合 C11和 C21基
础上，进一步评估不同降温速率对其冻存效果的

影响。细胞在低温保存 1 d后复苏，所有不同的

降温速率均在解冻 24 h后显示出最佳存活率。

对于 C11保护剂，–3 ℃/min，解冻 0 h细胞活力要

高于其他组别（t = –15.08，P<0.05）。随着细胞降

温速率的升高，解冻后存活率都明显降低，符合

细胞低温保存慢降骤复的原则。
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x± s表 3   不同降温速率对 C11保护剂细胞存活率的影响（n=3， ）
x± sTable 3   Effects of different cooling rates on the survival rate of Jurkat cells treated with C11 (n = 3,  )

 

降温速率/（℃/min） 0 h细胞存活率/% t值 P值 24 h细胞存活率/% t值 P值 48 h细胞存活率/% t值 P值

对照组 74.96±1.06 80.88±1.24 73.26±5.12

–1 72.14±1.57 2.58 0.06 81.98±5.19 –0.36 0.74 74.13±3.68 –0.24 0.82

–2 70.19±9.44 0.87 0.43 75.96±5.90 1.41 0.23 67.34±2.23 1.84 0.14

–3 93.35±1.83 –15.08 0.00 82.19±0.97 –1.43 0.23 76.98±3.01 –1.08 0.34

–5 65.41±9.74 1.69 0.23 73.86±3.67 3.14 0.03 70.00±2.42 1.00 0.38

–10 57.47±3.93 7.44 0.00 70.58±3.04 5.43 0.01 72.17±0.15 0.37 0.73

　　注：对照组采用C0保护剂，梯度降温盒降温，C0、C11保护剂配制见表1 。
 

 2.2.2   C21保护剂降温速率的筛选（表 4）　–1 ℃/min
的降温速率组别细胞在解冻后 0和 24 h细胞活力

均高于其他组别，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。
 

 
 

x± s表 4   不同降温速率对 C21保护剂细胞存活率的影响（n=3， ）
x± sTable 4   Effects of different cooling rates on the survival rate of Jurkat cells treated with C21 (n = 3,  )

 

降温速率/（℃/min） 0 h 存活率/% t值 P值 24 h 存活率/% t值 P值 48 h存活率/% t值 P值

对照组 74.96±1.06 　 80.88±1.24 73.26±5.12

–1 82.59±4.03 –3.17 0.03 88.61±2.84 –4.32 0.01 75.52±1.06 –0.75 0.50

–2 74.53±1.42 0.42 0.70 77.31±3.59 1.63 0.18 69.67±6.50 0.75 0.49

–3 80.28±4.21 –2.12 0.10 79.39±2.51 0.93 0.41 68.47±2.96 1.40 0.23

–5 67.75±4.96 2.46 0.07 68.98±5.20 3.86 0.02 65.05±1.82 2.62 0.06

–10 60.12±7.93 3.21 0.03 63.04±3.93 7.50 0.00 52.53±3.17 5.96 0.00

　　注：对照组采用C0保护剂，梯度降温盒降温，C0、C21保护剂配制见表1 。
 

 2.3    储存温度筛选（表 5）　细胞冷冻保存 1 d后水

浴解冻，0、24、48 h细胞活性在–80 ℃ 和–196 ℃ 下

并无明显差别（均 P>0.05）。可见在短期储存，深低

温–80 ℃ 和–196 ℃ 对细胞活性影响较小。 将C21保

护剂以–1 ℃/min冻存细胞保存时间延长至 30和
60 d后，观察不同储存温度下的细胞解冻后活

性。结果显示，延长储存时间，–196 ℃ 更有利于

细胞的保存和解冻后恢复。

 
 

x± s表 5   不同储存温度对 Jurkat细胞储存 30 d和 60 d复温后存活率的影响（n=3， ）

x± s
Table 5   Effects of different storage temperatures on the survival rate of Jurkat cells rewarmed after 30-day and 60-day

cryopreservation (n = 3,  )
 

储存温度/℃ 储存时间/d 0 h存活率/% t值 P值 24 h存活率/% t值 P值 48 h存活率/% t值 P值

–80 1 90.22±4.00 91.08±5.04 91.54±1.09

–196 86.30±1.94 1.52 0.20 93.07±4.48 0.51 0.64 95.02±2.21 2.44 0.07

–80 30 64.91±9.59 76.13±7.96 69.10±4.20

–196 80.21±2.42 2.25 0.10 93.86±4.16 3.42 0.04 90.05±3.30 6.80 0.00

–80 60 52.72±2.88 66.33±2.54 52.61±0.91

–196 67.00±3.35 5.60 0.00 69.52±3.21 1.35 0.25 66.64±1.05 17.44 0.00

 

 2.4    复温方式筛选（表6）　将细胞分别采用C0 CPA，
以 PSC降温；C11 CPA，以–3 ℃/min降温；C21 CPA，
以–1 ℃/min降温；均储存于–196 ℃ 下，分别采用

水浴复温和空气复温。结果显示，空气复温后细

胞的存活率在解冻后 0、24和 48 h均低于水浴复

温方式，差异均有统计学意义（均 P<0.05）。
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x± s表 6   不同复温方式对 Jurkat细胞存活率的影响（n=3， ）
x± sTable 6   Effects of different rewarming methods on the survival rate of Jurkat cells (n = 3,  )

 

分组 复温 方式 0 h细胞存活率/% t值 P值 24 h细胞存活率 /% t值 P值 48 h细胞存活率 /% t值 P值

C0组 水浴 75.14±0.31 27.76 0.00 81.90±2.63 5.73 0.00 66.61±0.77 4.56 0.01

空气 61.04±0.82 69.01±2.87 59.27±2.68

C11组 水浴 76.05±1.42 –4.49 0.01 82.38±1.23 4.58 0.04 68.58±0.22 6.87 0.00

空气 64.10±4.39 68.35±5.16 53.06±3.91

C21组 水浴 73.26±0.94 11.37 0.00 88.69±1.61 3.53 0.02 74.14±0.33 7.96 0.00

　 空气 61.00±1.62 77.17±0.62 51.91±4.83

 

 2.5    对不同细胞冻存方式的质量评价

 2.5.1   细胞回收率（表 7）　基于前述保护剂筛选和

降温速率优化结果（C11最佳降温速率–3 ℃/min,
C21最佳降温速率–1 ℃/min），比较了传统冻存方

式（C0配合梯度降温盒降温）、优化含血清方案

（C11配合–3 ℃/min）及优化无血清方案（C21配
合–1 ℃/min）在–196 ℃ 冻存 5 d后的细胞质量。

结果表明，解冻 0 h，实验组 1（C11）和实验组 2
（C21）优于对照组（C0），差异均有统计学意义（均

P<0.01）；经过 24 h培养后，与对照组（C0）比较，

细胞回收率均上升，采用 C21 保护剂，–1 ℃/min
冻存的细胞解冻后表现出更高的回收率，差异有

统计学意义（t=6.46，P<0.01）。
 

 
 

x± s表 7   不同的低温保存技术对 Jurkat细胞回收率的影响（n=3， ）
x± sTable 7   Effects of different cryopreservation methods on the recovery rate of Jurkat cells (n = 3,  )

 

分组 0 h细胞存活率 /% t值 P值 24 h细胞存活率/% t值 P值

对照组（C0） 65.70±1.06 84.72±0.98

实验组1（C11） 82.45±3.27 –8.44 0.00 91.27±4.11 –2.68 0.06

实验组2（C21） 83.96±0.81 –23.72 0.00 93.97±2.28 –6.46 0.00

 

 2.5.2   细胞凋亡率　在观察到解冻后细胞恢复增加

后，采用流式细胞术分析上述 3种冻存方式冻存

5 d后对解冻后细胞凋亡率的影响。结果显示，对照

组、实验组 1、实验组 2复温 0 h的凋亡率分别为

（6.93±0.55）%、（5.30±0.56）%和（4.93±0.45）%，实
验组 1（C11）和实验组 2（C21）均低于对照组（C0），
差异均有统计学意义（ t=3.61、  4.87，均 P<0.05）。
复温 24 h后凋亡率分别为（3.40±0.26）%、  （4.20±
0.61）%和（3.77±0.15）%，实验组与对照组比较差

异均无统计学意义（ t= –2.09，–2.08，均 P>0.05）。

 3   讨　论

本研究采用分阶段策略优化淋巴细胞冻

存方案。首先通过多组保护剂配方比较，筛选

出效果优于传统保存方法（10%DMSO+90%FBS）
且具有应用潜力的两个优化组合：含 10%FBS的

C11（7.5%DMSO+2.5%PEG+2%BSA）和 无 FBS的

C21（7.5%DMSO+2.5%PEG+2%BSA）。随后，聚焦

于这两个优化组合，系统评估了降温速率、储存

温度和复温方式对其冻存效果的影响，最终确

定了各自的最佳参数组合（C11：–3 ℃/min；C21：

1 ℃/min），并与传统方法进行了综合质量评价。通

过数据分析，本研究认为细胞只有在 7.5% DMSO
的浓度上才能保持细胞的大部分活性。低浓度

的 DMSO会显著破坏细胞完整性，导致回收率

非常低 [4, 10]。所以 DMSO不能完全被其他非渗

透性保护剂（PEG）所替代。

本研究减少了 FBS的使用，以提高冷冻保存

过程中的安全性和相容性，并降低保护剂成本，

这对实际应用很有意义。本研究表明，BSA能够

有效提高细胞冻后的活率，这与其他研究结果相

一致 [11]。这可能与 BSA在稳定细胞膜结构和降

低冷休克和渗透损伤方面有重要作用有关，BSA
还是一种脂质氧化反应抑制剂[12]。

根据Mazur P等 [13] 提出“两因素假说”，确定

最佳降温速率需要结合理论预测和实验验证，

因为这一速率取决于具体的细胞类型、CPA种

类和浓度等因素。本研究对不同降温速率细胞

质量评估结果表明，Jurkat细胞对于 C21保护剂

最佳冷却速度为–1 ℃/min, 这是类似细胞的典型

情况。但所使用的不同低温保护剂之间也存在

差异 [14]。对于 C11保护剂，–3 ℃/min是其最佳
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冷却速率。随着冷冻速率的增加，–5 ℃/min和
–10 ℃/min的冷冻效果较差，这可能是由于冷却

过程中细胞内结冰造成的，但是对于 C11保护

剂，–3 ℃/min显示细胞活性最好，这表明添加

了 10%FBS的 C11保护剂低温保存的细胞可在

冷却过程中更快地脱水，可能是通过使用细胞

外溶质来提高脱水率 [15]。允许更快的冷却速率

在生产过程中非常有用，因为在不影响解冻后

结果的情况下使用更快的冷却速率可以缩短冷

冻保存时间，降低液氮的损耗，从而降低相关成

本，或者允许在一定的时间范围内进行更多的

冷冻保存操作 [8]。

关于储存温度，文献报道存在差异，部分研究

建议长期储存需低于–150 ℃，而其他研究报道表

明，短期内在–80 ℃ 保存亦可维持细胞活性 [16]。

在低于–150 ℃ 下长期储存被认为是金标准，因

为它低于水的玻璃化转变温度 [17], 然而，由于资

源限制，淋巴细胞通常短期储存在–80 ℃。Yang J
等 [16] 认为细胞储存在低于–150 ℃ 时，PBMC的

回收率和活力更好  。与之相反的是，Weinberg A
等 [18] 认为淋巴细胞在–70 ℃ 下和–196 ℃ 液氮

下储存低于 21 d，细胞活性差异无统计学意义。

另一项研究报道，在–70 ℃ 下储存 3～12周后干

冰运输细胞活性显著低于液氮储存 [19]。本研究

观察到，细胞在–80 ℃ 和–196 ℃ 下储存 1 d对细

胞活性影响不显著，当储存时间延长至 30和 60 d
后，–196 ℃ 更有利于细胞低温保存。

细胞冷冻保存中的一个既定观点是，冷冻后

细胞必须快速升温（≤5 min）以保持高生存力 [20]。

如果升温速率较慢，降温过程中形成的无害的微

小冰晶在升温过程中极有可能会继续长大，发生

形状和方位的变化或者融合成大的冰晶等，加重

细胞的机械损伤。本研究认为，空气复温虽然避

免了细胞额外污染的风险，但大大降低了细胞的

存活率。

ATP下降表明线粒体功能受损和下降，在细

胞凋亡时 ATP水平的下降通常和线粒体膜电位

下降同时发生。使用总 ATP含量来评估冷冻保

存后细胞的恢复，可避免假阳性结果[21]。相对于

传统冻存方式，本研究探索的无血清保护剂冻存

方案在细胞在 24 h后，细胞回收率比传统冻存方

式上升 9.25%，且高于 Kenta K等 [21] 采用商业化

冻存液对悬浮细胞冻存后 24 h的回收率，因此，

冷冻后细胞的代谢活性需要进一步培养后才能

恢复。

细胞解冻后培养的评估也很关键。解冻后立即

检测的细胞活力往往会人为地提高结果，因为细

胞活力和功能会在解冻后 24～48 h下降到最低点，

细胞死亡通常是通过凋亡途径延迟发生的[22]，细

胞凋亡被认为是淋巴细胞低温保存效果不佳的

一个因素 [23]。本研究观察到的现象与 Gonzalez-
Martinez N等 [24] 的研究具有相似性。该研究报

道，Jurkat细胞在解冻后 4 h约有 20%的早期凋

亡，24 h后降至约 10%。本研究也观察到，在无血

清冻存方式下解冻 24 h后早期凋亡率表现出下

降的趋势，为 3.77%，低于 10%，略高于刘洋[11] 采

用该无血清保护剂冻存人骨髓间充质干细胞解

冻后 2 h的凋亡率。因此，本研究提出的无血清

保护剂和降温速率组合的冻存方案能够有效优

化解冻后细胞质量。

数据可用性声明　本研究的实验数据，包括细胞

回收率、凋亡率、存活率等量化结果均已经整合

至论文表中。原始数据集及统计分析记录可根

据合理的学术需求，联系通信作者获取。
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