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人脐带间充质干细胞新型冻存液实验研究
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摘　 要　 细胞库普遍使用的二甲基亚砜(Me2 SO)对细胞和人体均有较强的副作用,因此亟需一种方案来替代 Me2 SO 并具有与

Me2 SO 产品相当的效果。 实验以人脐带间充质干细胞为研究材料,首先通过差示扫描量热仪和低温显微系统测定了海藻糖、葡
萄糖和 L-脯氨酸的热物性及其对冰晶生长的调控,在此基础上通过冻存实验确定了冻存液中各组分的浓度,并验证了冻存后细

胞的活性和功能。 结果显示,使用新型干细胞冻存液(1. 25
 

mol / L 乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清蛋白
 

+
 

0. 1
 

mol / L 海藻糖
 

+
 

Normosol-R
注射液)冻存后的细胞存活率(92. 42%±0. 28%)和回收率(87. 80%±4. 22%)与传统冻存液(体积分数为 10%Me2 SO)无显著性差

异。 冻存细胞培养 3
 

d 后细胞数量为(12. 42±0. 60)
 

×
 

106 个(增殖倍数为 4. 97),且细胞表型与新鲜细胞无显著性差异。 新型干

细胞冻存液解决了细胞低温保存中的“Me2 SO-free”问题,具有潜在的应用前景。
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Abstract　 Dimethyl
 

sulfoxide
 

(Me2 SO)
 

in
 

cell
 

banking
 

exhibits
 

significant
 

side
 

effects
 

on
 

both
 

the
 

cells
 

and
 

the
 

human
 

body.
 

Therefore,
 

an
 

approach
 

that
 

mitigates
 

the
 

side
 

effects
 

of
 

Me2 SO
 

with
 

comparable
 

efficacy
 

is
 

urgently
 

needed.
 

The
 

human
 

umbilical
 

cord
 

mesenchymal
 

was
 

used
 

as
 

the
 

research
 

material.
 

First,
 

the
 

thermal
 

physical
 

properties
 

of
 

trehalose,
 

glucose,
 

and
 

L-proline
 

and
 

their
 

regulation
 

of
 

ice
 

crystal
 

growth
 

were
 

measured
 

using
 

a
 

differential
 

scanning
 

calorimeter
 

and
 

a
 

cryomicroscope.
 

Cryopreservation
 

experiments
 

were
 

performed
 

to
 

determine
 

the
 

optimal
 

concentration
 

of
 

each
 

component
 

in
 

the
 

cryopreservation
 

solution,
 

and
 

the
 

viability
 

and
 

functionality
 

of
 

the
 

cells
 

after
 

cryopreservation
 

were
 

validated.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

there
 

is
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

cell
 

viability
 

( 92. 42% ± 0. 28%)
 

and
 

recovery
 

rate
 

(87. 80%±4. 22%)
 

between
 

the
 

use
 

of
 

the
 

novel
 

stem
 

cell
 

cryopreservation
 

solution
 

(1. 25
 

mol / L
 

ethylene
 

glycol
 

+
 

10
 

g / L
 

whey
 

protein
 

+
 

0. 1
 

mol / L
 

trehalose
 

+
 

Normosol-R)
 

and
 

the
 

conventional
 

cryopreservation
 

solution
 

(a
 

volume
 

fraction
 

of
 

10%
 

Me2 SO).
 

Moreover,
 

after
 

3
 

days
 

of
 

culture,
 

the
 

cell
 

number
 

was
 

(12. 42±0. 60)
 

×
 

106
 

(proliferation
 

fold
 

of
 

4. 97),
 

and
 

the
 

cell
 

phenotype
 

was
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

that
 

of
 

fresh
 

cells.
 

The
 

proposed
 

novel
 

solution
 

for
 

stem
 

cell
 

cryopreservation
 

solves
 

the
 

problem
 

of
 

" Me2 SO-
free"

 

cryopreservation
 

of
 

cells
 

and
 

offers
 

promising
 

potential
 

for
 

clinical
 

applications.
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　 　 心血管疾病、癌症、慢性呼吸系统疾病等非传染

性疾病对当今人类健康造成了严重危害[1] ,预防和

控制这些疾病是 21 世纪的一项重大任务[2] 。 细胞治

疗,尤其干细胞治疗,正逐渐代替分子药物治疗,成为

人类应对重大疑难疾病的首选治疗方法[3-4] 。 干细

胞治疗是再生医学的一个重要分支,旨在利用干细胞

的自我复制、多向分化和免疫调节能力来促进组织修

复和再生[5] ,因此细胞的高质量保存技术对细胞治

疗产业的发展至关重要[6] 。
细胞冻存液是一种特殊的溶液,包括低温保护剂

(包括渗透性低温保护剂、非渗透性低温保护剂、蛋
白等)和缓冲液,用于将细胞冻结保存在极低温条件

下,以延长其存活时间并保持其功能。 细胞低温保存

通常使用含有体积分数约为 5% ~ 10%二甲基亚砜
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(Me2SO)的冻存液[7] ,该项技术建立于 20 世纪 50 年

代,现在普遍用于细胞库存储[8] 。 研究表明,使用

Me2SO 保存的干细胞移植相关的副作用包括心血管

疾病、神经疾病、呼吸、肾、肝功能障碍等[9] 。 即使清

洗后再将干细胞输入患者体内,微量 Me2SO 仍会引

起患者的不良反应。 此外,Me2SO 会导致干细胞基

因表达和分化异常[10] 。 例如,Me2SO 能够使小鼠骨

髓间充质干细胞分化为心肌细胞[11] ;含 Me2SO 的细

胞冻存液会导致人类胚胎干细胞分化标志物 Oct-4
的表达水平降低,细胞分化能力下降[12] ;Me2SO 还会

导致小鼠胚胎体中 Dnmt3a 表达水平上调和 DNA 甲

基化,导致其表观遗传学剖面改变并引起表型变

化[13] 。 因此,很多学者致力于寻求一种可以替代

Me2SO 的冻存液。
乙二醇[14]常用作静脉、口服和外用药物制剂的

溶剂,与 Me2SO 相比是安全性更高的低温保护剂。
海藻糖[15-16] 、葡萄糖[17] 、L-脯氨酸[18] 是低温生物学

中普遍使用的非渗透性低温保护剂,具有很好的生物

相容性,常被用于降低细胞冻存液中 Me2SO 含量。
蛋白是细胞冻存液中的重要成分,乳清蛋白常用在精

子冻存液中,能够维持复苏后精子的活力并减轻精子

在低温保存过程中的氧化应激[19] 。 此外,细胞体积

和离子稳态是维持细胞活力重要因素[20] ,合适的电

解质缓冲液可以为细胞提供适宜的生存环境,因此研

究载体溶液对细胞冻存至关重要。
本研究以人脐带间充质干细胞的低温保存为目

标,实验研究了一种无 Me2SO 的干细胞冻存液。 为

达到长期维持细胞活性和功能目的,研究了无 Me2SO
干细胞冻存液冻存后细胞的存活率、细胞形态、增殖

能力以及表面标志物表达水平。 通过差示扫描量热

仪(DSC)和低温显微系统,测定了非渗透性低温保护

剂对冰晶生长的调控能力,通过冻存实验确定了细胞

冻存液中各组分的浓度,并通过细胞形态、增殖能力

和表面标志物表达水平等指标评估其效果,为干细胞

低温保存提供了一种无 Me2SO 解决方案。

1
 

材料和方法

1. 1
 

材料和试剂
　 　 人脐带间充质干细胞来源于上海原天生物科技

有限公司细胞库;基础培养基购自达科为生物技术股

份有限公司;双抗、TrypLE、T25 培养瓶、T75 培养瓶、
T175 培养瓶、50

 

mL 离心管、15
 

mL 离心管、程序降温

盒和冻存管均购自赛默飞世尔科技有限公司;血小板

裂解物购自 Girfols(美国);PBS 缓冲液购自上海源培

生物科技股份有限公司;AO / PI 购自 Nexcelcom
 

Bio-
science(美国);hMsc 细胞表型染料和 Staining

 

Buffer
均购自 BD(美国);乙二醇购自上海阿拉丁生化科技

股份有限公司;海藻糖、葡萄糖和 L-脯氨酸均购自西

格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司;生理盐水和碳

酸氢钠注射液购自江苏恒瑞医药股份有限公司;勃脉

力 A 注射液和 Normosol-R 注射液购自南京亿迅生物

科技有限公司。
1. 2

 

仪器和设备
　 　 实验仪器和设备:细胞计数仪(Nexcelcom

 

Biosci-
ence, Cellometer

 

Auto
 

2000 ), 差 式 扫 描 量 热 仪

(PerkinElmer,
 

DSC8500),低温显微系统 ( Linkam,
FDCS196),细胞培养箱( Esco,CCL170 -B - 8),离心

机(Thermo
 

Fisher
 

Scientific,75004240),流式细胞仪

(BD,FACSCantoll)。
1. 3

 

细胞培养
　 　 实验所用干细胞为人脐带来源的间充质干细胞

(MSC,mesenchymal
 

stem
 

cells),由人脐带组织消化后

体外扩增培养所得。 健康捐赠者的脐带组织按照标

准操作规程处理后保存于原天生物科技有限公司的

细胞库中。 用手术剪刀将新鲜的脐带组织切成 1
 

mm3 大小的组织粒,然后置入 T75 培养瓶中,加入 10
 

mL
 

MSC 完全培养基(体积分数为 94%基础培养基,
5%人血小板裂解物,1%双抗)。 将装有脐带组织粒

的培养瓶放入 37
 

℃ 恒温细胞培养箱中培养。 培养

7 ~ 8
 

d 后进行换液 ( 吸去组织培养上清液, 加入

10
 

mL
 

MSC 完全培养基)。 培养 9 ~ 10
 

d 后,去除脐

带组织粒和组织培养液,并加入 10
 

mL
 

MSC 完全培

养基继续培养。 当培养瓶中细胞大部分达到 80% ~
90%汇合度后,加入 4

 

mL
 

TrypLE 进行细胞消化。 轻

轻混匀消化液后将细胞培养瓶置于 37
 

℃恒温细胞培

养箱中消化 3
 

min,随后加入 2 倍体积的 MSC 完全培

养基终止消化,以 400
 

g 转速离心 5
 

min 得到 P0 代

MSCs 细胞。
收集的 P0 代 MSC 按 8

 

000 个 / cm2 的密度接种

至含有 30
 

mL
 

MSC 完全培养基的 T175 培养瓶中进

行进一步培养,使用 P1-P5 代且细胞消化后存活率

在 90%以上的 MSC 进行后续实验。
1. 4

 

非渗透性低温保护剂热物理性质测量
　 　 实验前,首先对 DSC 设备进行仪器校正(基线校

正、样品温度校正、炉温校正和热流校正)。 校正标

样选择了两点校正法,其中常温段温度校正采用纯

水,低温段温度校正采用环戊烷。 温度校正与热流校

正分别采用“Onset”温度和“ S”形基线。 校正的温度

范 围 为 -120 ~ 40
 

℃ , 温 度 校 正 的 扫 描 速 率 为
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10
 

℃ / min。 每次实验前,均经过基线验证。 实验时,
首先吸取 10

 

μL
 

非渗透性低温保护剂生理盐水溶液

于样品皿中,用标准液体压样器轻轻将样品皿压样密

封。 然后将样品皿转入样品炉,并在对照炉中加入空

皿,上机实验。
1. 5

 

非渗透性低温保护剂对冰晶生长的调控
　 　 实验前,先将冷台温度降至溶液结晶,再复温至

视野内只存在单独的小尺寸冰晶,将其作为冰晶生长

的起点,并观察不同非渗透性低温保护剂对冰晶生长

的调控。 实验具体操作方法如下:配制物质的量浓度

为 1
 

mol / L 不同非渗透性低温保护剂(海藻糖、葡萄

糖和 L-脯氨酸)的生理盐水溶液。 取 3
 

μL 非渗透性

低温保护剂生理盐水溶液加载到低温显微镜冷台上

的坩埚中,盖上盖玻片。 首先,以 10
 

℃ / min 的降温

速率降至样本全部冻结,随后以 5
 

℃ / min 的复温速

率复温至样品的相变平衡温度。 将冷台温度设定样

品的相变平衡温度,直至找到单独的小尺寸冰晶并将

其固定在视野中心。 随后以 1
 

℃ / min 的降温速率降

至-20
 

℃ ,最后以 20
 

℃ / min 复温至 20
 

℃ 。 单冰晶

生长面积的测量和计算过程如下:1) 使用低温显微

系统的摄像机(Pointgery,
 

Flea3,
 

Richmond,
 

加拿大)
以 5 帧 / s 的频率采集单冰晶生长过程的图像(物镜

放大倍数为 50 倍,图像放大倍数为 500 倍);2)找到

冰晶生长的起始图片,并每隔 5
 

s 选出冰晶生长的图

片;3)使用 ImageJ 测量冰晶在不同生长时间下的面

积,每组样品重复 3 次。
1. 6

 

细胞冻存
　 　 以渗透性低温保护剂(乙二醇)、非渗透性低温

保护剂(海藻糖)和蛋白(乳清蛋白)作为正交试验 3
个因素,分别设置 3 个浓度水平,根据单因素正交试

验进行细胞冻存实验并优选保护剂配方,实验方案如

表 1 所示。 基于单因素正交试验确定细胞冻存液最

优配方,继续优化细胞冻存液的载体溶液,实验方案

如表 2 所示。
冻存实验具体步骤如下:将消化收集的新鲜间充

质干细胞用 MSC 完全培养基重悬,取样 23
 

μL 与等

体积的 AO / PI 混合均匀,使用细胞计数仪计数。 按

照实验所设的分组进行细胞冻存。 每组取 2 支

15
 

mL 离心管,每支取 3. 3×106 个细胞,以 400
 

g 离心

5
 

min 后倒去上清,加入 1. 1
 

mL
 

复配的冻存液重悬

后,取其中 1
 

mL 进行细胞冻存实验。 冻存前先将冻

存管放入 4
 

℃冰箱平衡 10
 

min,平衡后再将冻存管放

入程序降温盒并放入-80
 

℃ 冰箱冻存。 在-80
 

℃ 冰

箱保存过夜后取出,迅速转入 37
 

℃ 恒温水浴锅中复

温 2. 5
 

min。 复温结束后, 使用 9 倍体积的 PBS

　 　 　 表 1
 

低温保护剂浓度优化实验的分组

Tab.1
 

Group
 

of
 

the
 

cryoprotectant
 

concentration
 

optimization
 

experiment

实验号
乙二醇 /
(mol / L)

乳清蛋白 /
(g / L)

海藻糖 /
(mol / L)

1 1. 00 10 0. 10

2 1. 00 15 0. 15

3 1. 00 20 0. 20

4 1. 25 10 0. 15

5 1. 25 15 0. 20

6 1. 25 20 0. 10

7 1. 50 10 0. 20

8 1. 50 15 0. 10

9 1. 50 20 0. 15

表 2
 

载体溶液优化实验的分组

Tab.2
 

Group
 

of
 

the
 

carrier
 

solution
 

optimization
 

experiment

分组
细胞冻存液组成

低温保护剂成分 载体溶液

实验组 1
1. 00

 

mol / L
 

乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清

蛋白
 

+
 

0. 10
 

mol / L
 

海藻糖

生理盐水

注射液

实验组 2
1. 00

 

mol / L
 

乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清

蛋白
 

+
 

0. 10
 

mol / L
 

海藻糖

碳酸氢钠

注射液

实验组 3
1. 00

 

mol / L
 

乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清

蛋白
 

+
 

0. 10
 

mol / L
 

海藻糖

勃脉力 A
注射液

实验组 4
1. 00

 

mol / L
 

乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清

蛋白
 

+
 

0. 10
 

mol / L
 

海藻糖

Normosol-R
注射液

对照组 10%Me2 SO
 

+
 

10%FBS 基础培养基

(phosphate
 

buffer
 

saline,磷酸缓冲盐溶液)洗脱,随后

将细胞悬液放入 4
 

℃ 冰箱静置 10
 

min。 静置后转入

离心机,以 400
 

g 离心 5
 

min 后倒去上清,使用 1
 

mL
完全培养基重悬,取 50

 

μL 细胞悬液计数。 取其中

23
 

μL 细胞悬液与 23
 

μL
 

AO / PI 吹打均匀后,将染色

后的细胞加到细胞计数板中,使用细胞计数仪进行细

胞存活率和回收率检测。
1. 7

 

细胞形态和增殖能力检测
　 　 细胞冻存的实验操作参考 1. 6 节,实验分组如表

3 所示。 将不同冻存液冻存的人脐带间充质干细胞

复苏,使用 MSC 完全培养基重悬,取其中 23
 

μL 细胞

悬液与 23
 

μL
 

AO / PI 混匀后计数。 每组取 2 支

15
 

mL 离心管,每支取 2×105 个细胞,加入 5
 

mL
 

MSC
完全培养基吹打混匀后,将细胞悬液转入 T25 培养瓶
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中,随后转入细胞培养箱中进行培养。 细胞培养后持

续观察记录细胞形态及生长情况,并分别在培养后第

1 天、第 2 天和第 3 天消化收集细胞,使用细胞计数

仪测定细胞数量。

表 3
 

细胞形态和增殖能力检测实验的分组

Tab.3
 

Group
 

of
 

the
 

cell
 

morphology
 

and
 

proliferation
 

ability
 

detection
 

experiment

分组
细胞冻存液组成

低温保护剂成分 载体溶液

实验组 1
1. 00

 

mol / L
 

乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清

蛋白
 

+
 

0. 10
 

mol / L
 

海藻糖

勃脉力 A
注射液

实验组 2
1. 00

 

mol / L
 

乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清

蛋白
 

+
 

0. 10
 

mol / L
 

海藻糖

Normosol-R
注射液

对照组 10%Me2 SO
 

+
 

10%FBS 基础培养基

1. 8
 

细胞表型检测
　 　 细胞冻存的实验操作参考 1. 6 节,实验分组如表

4 所示,另设新鲜组作为参照。 将不同冻存液冻存的

人脐带间充质干细胞复苏,并取新鲜细胞作为参照,
使用完全培养基重悬,取其中 23

 

μL 细胞悬液与

23
 

μL
 

AO / PI 混匀后计数。 每组取 1×106 个细胞,以
400

 

g 离心 5
 

min 后弃去上清,加入 1
 

mL
 

PBS 洗涤细

胞。 用 500
 

μL
 

磷酸盐缓冲液重悬细胞,并在 5 个流

式管中分装 100
 

μL。 加入 2. 5
 

μL
 

抗体 ( CD34
 

+
 

CD11b
 

+
 

CD19
 

+
 

CD45
 

+
 

HLA-DR 混合抗体、CD44、
CD73、CD105、 CD90), 并用磷酸盐缓冲液定容为

200
 

μL。 将染色后的细胞在室温下避光染色孵育

15
 

min,并且每隔 5
 

min 用轻弹流式管,防止细胞沉

底。 孵育结束后,加入 1
 

mL
 

PBS 清洗细胞,400
 

g 离

心 5
 

min 去上清,重复清洗 2 次后,加入 200
 

μL
 

PBS
重悬并立即上机检测。

表 4
 

细胞流式表型检测实验的分组

Tab.4
 

Group
 

of
 

the
 

cell
 

flow
 

phenotyping
 

experiment

分组
细胞冻存液组成

低温保护剂成分 载体溶液

实验组 1
1. 00

 

mol / L 乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清

蛋白
 

+
 

0. 10
 

mol / L
 

海藻糖

勃脉力 A
注射液

对照组 10%Me2 SO
 

+
 

10%FBS 基础培养基

1. 9
 

数据处理
　 　 实验结果以平均数±标准差的形式表示,统计学分

析采用 GraphPad
 

Prism
 

9. 0 软件进行处理,采用单因

素方差分析,显著性水平 P<0. 05 表示有统计学意义。

标有不同小写字母者表示组间差异显著(P<0. 05),而
标有相同小写字母者表示组间差异不显著(P>0. 05)。

2
 

结果与分析

2. 1
 

非渗透性低温保护剂热物理性质测量
　 　 生理盐水及非渗透性低温保护剂生理盐水溶液

降温 / 复温过程的热流曲线及 DCS 测得的热物理参

数如图 1 所示,图中∗、∗∗、∗∗∗分别表示组与组之

间的显著性差异 P≤0. 05、P≤0. 01、P≤0. 001,实验

组数 n= 3。 图 1( a)和图 1( b)分别为生理盐水及 1
 

mol / L 不同非渗透性低温保护剂(海藻糖、葡萄糖和

L-脯氨酸)生理盐水溶液在降温以及升温过程的热

流曲线,在加入非渗透性低温保护剂后均未出现共晶

相变的信号峰,仅观察到水的结晶峰及冰晶的融化

峰,且非渗透性低温保护剂的加入可以显著降低结晶

峰面积。 图 1(c)、图 1( d)和图 1( e)分别为生理盐

水及 1
 

mol / L 不同非渗透性低温保护剂生理盐水溶

液的结晶温度 Tf、熔融焓 ΔH 以及未冻水含量。 海藻

糖组、葡萄糖组和 L-脯氨酸组的结晶温度相近,分别

为(-27. 45±2. 27)℃、( -31. 12±2. 44)℃ 和( -26. 93±
2. 53)℃ ,相比生理盐水组( -12. 19±2. 16)℃ 结晶温

度均显著下降 ( P < 0. 05)。 海藻糖组的熔融焓为

(182. 04±1. 91)J / g,显著低于葡萄糖组(212. 24
 

J / g±
3. 47

 

J / g,P<0. 05)和 L-脯氨酸组(234. 12
 

J / g±2. 23
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图 1
 

非渗透性低温保护剂的热物理参数

Fig.1
 

Thermophysical
 

parameters
 

of
 

non-penetrating
 

cryoprotectants

J / g,P<0. 05),而加入非渗透性低温保护剂的 3 组熔

融焓均显著低于生理盐水组(308. 35
 

J / g±4. 38
 

J / g,
P < 0. 05 )。 海藻糖组的未冻水含量为 7. 23% ±
0. 50%,高于葡萄糖组(6. 43%±0. 32%)和 L-脯氨酸

组(5. 70%±0. 92%),但均无显著性差异(P>0. 05)。
生理盐水组的未冻水含量为 0. 12% ±0. 02%,显著低

于其他 3 组(P<0. 05)。
由图 1 可知,3 种非渗透性低温保护剂(海藻糖、

葡萄糖和 L-脯氨酸)均可抑制生理盐水中的冰晶生

成和生长。 在海藻糖组升温阶段的热流曲线中(图 1
(b)),发现在约-35

 

℃出现了玻璃化转变信号,说明

海藻糖的加入有助于溶液部分玻璃化的形成。 促进

玻璃化的形成是海藻糖低温下保护细胞的重要途径,
玻璃态的溶液可以为细胞提供更安全的生存空间,避
免由冰晶生长对细胞造成的机械损伤[21] 。 对比不同

非渗透性低温保护剂生理盐水溶液的热物性参数发

现,海藻糖组的熔融焓最低,未冻水含量最高,即选择

海藻糖作为非渗透性低温保护剂时,可以最大限度地

减小冰晶对细胞造成的机械损伤。
2. 2

 

非渗透性低温保护剂对冰晶生长的调控
　 　 通过低温显微系统观察非渗透性低温保护剂生

理盐水溶液中单冰晶的生长情况,计算单位时间内单

冰晶的生长面积,从而对比不同低温保护剂对冰晶生

长的调控能力。 图 2 ( a) 和( b) 分别为生理盐水及

1. 00
 

mol / L 不同非渗透性低温保护剂(海藻糖、葡萄

糖和 L-脯氨酸)生理盐水溶液中单冰晶的生长图像

及其面积。 非渗透性低温保护剂的加入均可减小单

位时间内单冰晶生长面积,并使冰晶形状趋于圆形或

规则的六边形生长。

图 2
 

非渗透性低温保护剂对冰晶生长的调控

Fig.2
 

Regulation
 

of
 

ice
 

crystal
 

growth
 

by
 

non-penetrating
 

cryoprotectants
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实验结果显示,在 3 种非渗透性低温保护剂中,
海藻糖生理盐水溶液中的冰晶生长速度最慢,相同时

间内冰晶生长面积最小,该实验结果与 DSC 所得结

果相印证。 结合非渗透性低温保护剂生理盐水溶液

的相变行为和热物理参数的测定结果,海藻糖是非渗

透性低温保护剂中的最优选择。
2. 3

 

细胞冻存液的优化
　 　 1)细胞冻存液中各组分浓度的优化。

图 3(a)和(b)分别为细胞冻存液优化实验中细

胞存活率和回收率。 实验分组参考表 1,图中,标有

不同小写字母者表示组间差异显著(P<
 

0. 05),标有

相同小写字母者表示组间差异不显著(P>
 

0. 05),实
验组数 n= 3。 实验结果显示,实验组 1、4、6 的细胞存

活率和回收率均较高,说明通过乙二醇、海藻糖和乳

清蛋白的复配可以在不使用 Me2SO 的条件下较好地

保护细胞免受低温损伤。 进一步分析各因素对细胞

存活率的单独影响(图 3( c)),可以发现,乙二醇的

最优物质的量浓度为 1. 25
 

mol / L,乳清蛋白的最优质

量浓度为 10
 

g / L,海藻糖的最优物质的量浓度为

0. 10
 

mol / L,因此冻存液中各组分浓度最终确定为:
1. 25

 

mol / L 乙二醇
 

+
 

10
 

g / L 乳清蛋白+
 

0. 10
 

mol / L
 

海藻糖。
2)细胞冻存液中载体溶液的优化。
基于单因素正交试验所确定的细胞冻存液最优

配方,选择了常用的、安全性高的电解质注射液(生

理盐水注射液、碳酸氢钠注射液、勃脉力 A 注射液、
Normosol-R 注射液)作为细胞冻存液的载体溶液。 图

4(a)和(b)分别为细胞冻存液载体溶液优化实验中

细胞存活率和回收率。 实验组 1、2、3、4 分别为生理

盐水组、碳酸氢钠注射液组、勃脉力 A 注射液组和

Normosol-R 注射液组,对照组为 10% Me2SO +
 

10%
FBS 冻存液。 图中∗、∗∗、∗∗∗分别表示组与组之间

的显著性差异 P≤0. 05、P≤0. 01、P≤0. 001,ns 表示

无显著性差异,实验组数 n= 3。 由图 4(a)可知,实验

组 4 的细胞存活率为 92. 42% ± 0. 28%, 与对照组

(92. 65%±0. 97%,P>0. 05)无显著性差异。 而实验

组 1、 2、 3 的细胞存活率分别为 89. 63% ± 0. 60%、
89. 33%±0. 35%和 87. 83%±2. 12%,均显著低于对照

组(P<0. 05)。 由图 4(b)可知,实验组 3 和 4 的细胞

回收率分别为 84. 40% ±2. 70%和 87. 80% ±4. 22%,均
与对照组(87. 70% ±4. 24%,P>0. 05)无显著性差异。
而实验组 1 和 2 的细胞回收率分别为 73. 08%±2. 36%
和 76. 47%±1. 97%,均显著低于对照组(P<0. 05)。

实验结果表明,优化冻存液中的载体溶液可以显

著提高细胞存活率和回收率。 细胞冻存过程中冰晶

图 3
 

细胞冻存液中各组分浓度的优化

Fig.3
 

Optimization
 

of
 

the
 

concentration
 

of
 

each
 

component
 

in
 

the
 

cryopreservation
 

solution

的形成、生长和融化均会导致溶液环境发生改变,因
此合适的电解质溶液可以为细胞提供适合细胞生存

的胞外环境(渗透压、酸碱度、电解质浓度等)。 其

中,勃脉力 A 注射液和 Normosol-R 注射液可以很好

地减轻细胞在冻存过程中所受的低温损伤,从而得到

更高的细胞存活率和回收率。
2. 4

 

细胞形态及增殖能力检测
　 　 图 5(a)和(b)分别为冻存细胞培养后的细胞数

量和细胞生长形态图片。 实验组 1 和 2 分别为勃脉

力 A 注射液组和 Normosol-R 注射液组,对照组为

10%Me2SO 冻存液。 图中∗、∗∗、∗∗∗分别表示组与
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图 4
 

细胞冻存液中载体溶液的优化

Fig.4
 

Optimization
 

of
 

carrier
 

solutions
 

in
 

the
 

cryopreservation
 

solutions

组之间的显著性差异 P≤0. 05、P≤0. 01、P≤0. 001,
ns 表示无显著性差异,实验组数 n = 3。 由 5( a) 可

知,使用勃脉力 A 注射液作为细胞冻存液的载体溶

液时,干细胞冻存再培养 1、2、3
 

d 的细胞数量均显著

低于对照组(P<0. 05);而使用 Normosol-R 注射液作

为冻存液的载体溶液时,细胞冻存再培养 1
 

d 的细胞

数量显著低于对照组(P<0. 05),培养 2
 

d 的细胞数

量与对照组无显著性差异(P> 0. 05)。 培养 3
 

d 后

Normosol-R 注射液组的细胞数量为(12. 42±0. 60)
 

×
 

106 个,显著高于对照组[(11. 41 ± 0. 27)
 

×
 

106 个,
P<0. 05],细胞增殖倍数为 4. 97。 由图 5(b)可知,载
体溶液为勃脉力 A 注射液或 Normosol-R 注射液时,

图 5
 

细胞增殖能力及生长形态对比

Fig.5
 

Comparison
 

of
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

and
 

growth
 

morphology

细胞贴壁、细胞增殖、细胞形态均正常,对照组中虽然

细胞可以正常贴壁生长和增殖,但发现较为严重的细

胞老化和形态异常现象。
在单因素正交试验所得细胞冻存液最优配方的

基础上,以 Normosol-R 注射液作为冻存液的载体溶

液复配所得的干细胞冻存液(简称:新型干细胞冻存

液)可以很好地维持干细胞的活性和功能,复苏后的

细胞增殖能力和细胞形态均优于传统体积分数为

10%Me2SO 干冻存液。
2. 5

 

细胞表型检测
　 　 表 5 所示为传统冻存液 ( 体积分数为 10%
Me2SO)冻存后的细胞、新型干细胞冻存液冻存后的

细胞以及新鲜组细胞表面标志物表达情况,实验组数
n= 3。 使用新型干细胞冻存液和传统冻存液冻存后

的干细胞表面 CD74、CD73、CD90 和 CD105 均呈阳性

表达,而 CD34、CD11b、CD19、CD45 和 HLA-DR 均呈

阴性表达。
结果表明,新型干细胞冻存液不仅可以很好地维

持细胞冻存后的活性和功能,还能保持干细胞的表型

在冻存后不发生改变。 同时发现,传统冻存液组细胞
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CD34、CD11b、CD19、CD45、HLA-DR 阳性率明显高于

新鲜组细胞和新型干细胞冻存液组细胞,虽然结果并

无无显著性差异,但这可以说明 Me2SO 会导致干细

胞的异常分化。

表 5
 

细胞表面标志物表达情况

Tab.5
 

Cell
 

surface
 

marker
 

expression

细胞表面抗原

阳性率 / %

10%
 

Me2 SO 组

新型干细胞

冻存液组
新鲜组

CD44 99. 60±0. 42 99. 87±0. 09 99. 90±0

CD73 99. 93±0. 05 99. 93±0. 05 99. 97±0. 05

CD90 99. 33±0. 47 99. 73±0. 19 99. 97±0. 05

CD105 99. 77±0. 09 99. 70±0 99. 77±0. 05

CD34、CD11b、
CD19、CD45、
HLA-DR

0. 57±0. 80 0. 03±0. 80 0. 10±0

3
 

结论

　 　 Me2SO 因对干细胞的异常影响和对人体的副作

用,正制约着细胞治疗行业的发展。 为解决细胞低温

保存中“Me2SO-free”的问题,实验研究了低温保护剂

的热物性及其对冰晶生长的调控,在此基础上进行了

细胞冻存液的复配,并验证了冻存后细胞的活性和功

能,得到如下结论:
1)海藻糖、葡萄糖和 L-脯氨酸均可抑制生理盐

水溶液中共晶相的形成,而相比于葡萄糖和 L-脯氨

酸,海藻糖可以更好地抑制溶液中冰晶的生长。 同

时,海藻糖可以促使溶液形成部分玻璃化,使部分细

胞处在玻璃态溶液中,从而使细胞免受冰晶的机

械损伤。
2)合适的电解质溶液可以维持适合细胞外溶液

渗透压、酸碱度和电解质浓度的稳定,为细胞冻存过

程中提供适合细胞生存的胞外环境,从而最大程度地

减少冰晶形成和融化对细胞的不利影响。 此外,相比

生理盐水,使用 Normosol-R 注射液作为细胞冻存液

的载体溶液可以显著提高细胞冻存后存活率和回收

率,且与传统冻存液(体积分数为 10% Me2SO) 无显

著性差异。
3)优化了冻存液中各组分浓度和载体溶液后,

干细胞存活率、回收率、细胞形态、贴壁能力、增殖能

力和表面标志物表达水平均在冻存过程中得到了很

好的维持。 同时,相比于常规冻存液,无 Me2SO 的新

型干细胞冻存液能够更好地保持干细胞的增殖能力

和细胞表型, 避免了 Me2SO 可能引起的异常分

化问题。
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