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9e1#/01

的存活率$回收率$免疫抗原
13-$

和
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的影响%结果
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解冻复苏后!其存活率$回收率以及免疫抗原
13$$

积分值均高于其他组"
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冻存前后其细胞形态无明显差别!细胞免疫抗原
13-$

均为阴性%结论
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以
>,V
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4+,V

二甲基亚砜"

3/0W

#作为冻存液!取
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以下浓度的
9e1#/01

放入厚壁聚乙烯泡沫盒中!立即封存置
fY,a

冻存
.$G

!再投入液氮中冻存!为最佳冻存方法%
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人脐带间充质干细胞$

9e1#/01

%是存在于脐带组织中

的一种多能组织干细胞#能分化成多种组织细胞#具有高度的

可塑性#是用于细胞移植和组织工程种子细胞的理想材料#具

有广阔的临床应用前景)

+#$

*

(

随着间充质干细胞临床应用的开展#对间充质干细胞的需

求量增大#将间充质干细胞反复多次传代培养会导致细胞老化

而失去分化能力#甚至增殖减慢致死亡)

5

*

#因此需将大量的间

充质干细胞传代培养增殖后#冻存起来#以备随时满足临床的

需要(但是#选择间充质干细胞冻存方法恰当与否将影响冻存

效果和临床工作的开展(本研究选取了培养
-

代的
9e1#

/01

#选择
$

个主要影响冻存效果的因素进行比较#对比冻存

实验前后以及冻存复苏后各组之间的活率'回收率'细胞免疫

抗原
13$$

和
13-$

'细胞形态的差异#报道如下(

F

#

材料与方法

F=F

#

材料
#

人脐带组织来自本院妇产科剖宫产足月新生儿#

并经其父母授权同意&实验经本院伦理委员会批准(

F=G

#

仪器与试剂

F=G=F

#

仪器
#

二氧化碳恒温培养箱$美国
%GCD(B

公司%&超

低温冰箱$中国海尔公司%&低温高速离心机$日本
%CIGIB(

P

公司%&倒置相差显微镜$日本
WL

M

(

P

K2

公司%(

F=G=G

#

试剂
#

达尔伯克改良伊格尔培养基$低糖%"

'+.

营养

混合剂#即
3/[/

"

'+.

$

b@:IB

公司%&胎牛血清$

'70

#

b@:IB

公司%&二甲基亚砜$

3/0W

#

0@

S

(N

公司%&

,=.5V

胰酶$

0@

S

(N

公司%&台盼蓝$

1GDB(N

公司%(

F=H

#

方法

F=H=F

#

9e1#/01

的分离'培养及传代方法
#

组织块贴壁

法)

8#Y

*

!将人脐带在无菌条件下浸入
3/[/

"

'+.

培养液中#置

$a

保存(于层流培养室超净工作台上取出脐带#放入无菌培

养皿中#加入
3/[/

"

'+.

培养液#用镊子剔去血液等附着物#

洗净#移至另一培养皿内#用手术刀或小剪刀将脐带切成
+

%

+=5((

- 大小组织块#用吸管将小块组织均匀地散在
.5

%

-,

I(

. 的培养瓶底部(加入含有
+,V <70

的
3/[/

"

'+.

培养

液#置
-6a

'

5V 1W

.

的孵育箱中培养(

6J

时在倒置显微镜

下观察生长情况#用吸管吸出周围已长有许多细胞的组织块#

继续培养#待细胞达到最大密度时进行消化传代#视细胞密度

可
+

瓶传代至
.

%

-

瓶(把经传代培养$一般在
5

代以内%增殖

后的
9e1#/01

用胰酶消化后收集起来#按照实验要求分成

+,

5

'

+,

8

'

+,

6

"

("

浓度各
-

管共
>

管#分别按实验要求进行

冻存(

F=H=G

#

9e1#/01

不同冻存条件实验分组
#

将
9e1#/01

传代培养后#采用正交试验
">

$

-

$

%分成
>

组不同冻存条件进

行冻存#共分为
$

个因素$冻存液'冻存温度'冻存细胞数'冻存

天数%'

-

个水平$即每一个因素分为
-

个水平%(然后#以相同

方法解冻复苏细胞#比较
>

组细胞的存活率'回收率'细胞形态

+
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及细胞免疫抗原
13$$

'

13-$

的差异#见表
+

(

表
+

##

各组不同冻存条件实验表

试验分组
(

"

*

冻存液
"

"

7

冻存

温度

*

"

1

冻存

细胞浓度$"

("

%

+

"

3

冻存

时间$

J

%

+

组
N %+ +,

5

6

.

组
N %. +,

8

+$

-

组
N %- +,

6

.Y

$

组
: %+ +,

8

.Y

5

组
: %. +,

6

6

8

组
: %- +,

5

+$

6

组
I %+ +,

6

+$

Y

组
I %. +,

5

.Y

>

组
I %- +,

8

6

##

N

!

.,V

血清
4+,V3/0W46,V3/[/

"

'+.

培养基&

:

!

5,V

血

清
4+,V3/0W4$,V3/[/

"

'+.

培养基&

I

!

>,V

血清
4+,V3/0W

&

%+

!放
$a-,(@A

#然后放
f.,a.G

#再放
fY,a.$G

#再投入液氮

中&

%.

!放
$a-,(@A

#然后放
f.,a.G

#再放
fY,a.$G

&

%-

!放入

厚壁聚乙烯泡沫盒中#立即封存后置
fY,a.$G

#再投入液氮中(

F=H=H

#

9e1#/01

的复苏
#

各组采用相同的复苏方法进行复

苏(将冻存细胞取出后立即放入
$,a

恒温水浴箱中#使其在

+(@A

内快速复苏#然后将细胞移入离心管中#加入
3/[/

"

'+.

培养基#吸打混合均匀#

+,,,D

"

(@A

离心
5(@A

#弃上清

后#再用
<70

洗涤
.

次#最后用
+("<70

制成细胞混悬液(

F=H=I

#

检测指标
#

$

+

%活率!将
5,

$

"9e1#/01

用
,=$V

台

盼蓝
5,

$

"

染色
-

%

5(@A

后#用血细胞计数板计数未被染成

蓝色细胞数占总细胞数的百分比#即为细胞活率($

.

%回收率!

冻存后收集的细胞数占冻存前细胞总数的百分比#即为回收

率($

-

%免疫抗原
13$$

'

13-$

检测及积分值!将细胞滴片后#

应在有效保存时间内$一般不超过
-8G

%尽快完成
13$$

'

13-$

检测)

>

*

(信号显色时#每个标本观察
+,,

个以上细胞#按其信

号的强弱分为
_

'

4

'

44-

级#分别计
+

'

.

'

$

分#计算出总积

分值($

$

%细胞形态!观察冻存前后细胞形态的变化以及冻存

后各组之间的细胞形态差异(

G

#

结
##

果

G=F

#

各组细胞的活率及回收率
#

见表
.

(

表
.

##

各组细胞活率及回收率的比较$

V

%

项目
+

组
.

组
-

组
$

组
5

组
8

组
6

组
Y

组
>

组

冻存前活率
>> >Y >Y >Y >Y >> >Y >> >Y

冻存后活率
>+ >, >. >$ YY >. YY >$ >6

回收率
>- >, 8+ >. 8> >, 6- >+ >5

G=G

#

各组细胞免疫抗原
13$$

积分值
#

见表
-

(

G=H

#

各组细胞免疫抗原
13-$

#

各组细胞冻存前后做免疫组

化检测
13-$

均为阴性#说明此次实验细胞不是造血干细胞

$

13-$

4

%#而是间充质干细胞$

13$$

4

%(

G=I

#

细胞形态
#

将
9e1#/01

解冻复苏后#贴壁培养数日#

形成相对均一的成纤维细胞样'平行排列或漩涡生长的细胞即

为
9e1#/01

)

+,

*

(经显微镜观察#

9e1#/01

冻存前后无明

显形态变化&冻存后各组之间无明显形态差异#冻存后未发现

细胞形态变异现象(第
>

组细胞冻存前后照片见图
+

%

.

(

表
-

##

各组细胞
13$$

积分值的比较

组别 计算细胞数$

'

%

免疫组化信号分级$

'

%

_ 4 44

总积分
!

值

+

组
+,, $8 $> 5 +8$

$

,=,5

.

组
+,, -Y 8, . +88

$

,=,5

-

组
+,, $5 5- . +5>

$

,=,5

$

组
+,, $> 5, + +5-

$

,=,5

5

组
+,, +$ Y, 8 +>Y

%

,=,5

8

组
+,, $5 5. - +8+

$

,=,5

6

组
+,, 8- -5 . +$+

$

,=,5

Y

组
+,, 5- $5 . +5+

$

,=,5

>

组
+,, .6 $> .$ ..+

%

,=,+

冻存前对照
+,, ++ 5Y -+ .5+

##

f

!无数据(

图
+

##

第
>

组
9e1#/01

冻存前$

%e&["

&

;.,,

%

图
.

##

第
>

组
9e1#/01

冻存后$

%e&["

&

;.,,

%

H

#

讨
##

论

细胞在传代培养过程中#传代到一定的代数易出现老化'

自发分化'形态改变'变异'自然死亡等现象)

++#+.

*

#为满足临床

应用对间充质干细胞的需要#笔者对
9e1#/01

的几种冻存

方法进行了实验探讨(此次实验的冻存液组成中均加入了

3/0W

作为冷冻保护剂#

3/0W

在溶液中与水分子发生水合

作用#使溶液的黏度增加#冰点降低#延缓冷冻过程#从而使细

胞逐渐地适应温度的变化#减少细胞的损伤&

3/0W

还可以进

入细胞以提高细胞内的离子浓度#平衡细胞内外渗透压#降低

细胞脱水的速度和程度(本实验用的细胞均采用第
-

代传代

培养的
9e1#/01

(

+

5+$+

+
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实验结果表明#第
>

组
9e1#/01

冻存方法为最佳方法#

即使用
>,V

血清
4+,V3/0W

为冻存液#将细胞配成
+,

8

"

("

的浓度置于厚壁聚乙烯泡沫盒中#立即封存置
fY,a.$G

#再

投入液氮中冻存(目前公认的最佳降温速率为
f+a

"

(@A

#而

在分阶段降温过程中#特别是
f.,

%

$ a

区间#细胞最易受

损)

+-

*

(第
>

组细胞置于厚壁聚乙烯泡沫中直接放入
fY,a

冰

箱冻存#其降温速率接近于最佳降温速率#故而活率'回收率及

13$$

积分值为最佳#经统计学分析#

>

组细胞中仅第
>

组
!

%

,=,+

#差异非常显著(

本次实验冻存复苏后#活率最差组为第
5

'

6

组#均为

YYV

&回收率最差组为第
-

'

5

'

6

组#分别为
8+V

'

8>V

'

6-V

(

分析第
-

'

5

'

6

组冻存方法#其共同点为均采用
+,

6

"

("

的冻存

浓度#可以看出
9e1#/01

的冻存细胞浓度大于或等于
+,

6

"

("

时影响冻存效果(而采用
+,

5

'

+,

8

"

("

的细胞冻存浓度冻

存#复苏后所得细胞活率和回收率均大于或等于
>,V

(据此

分析
9e1#/01

的冻存细胞浓度大于或等于
+,

6

"

("

时#冻存

后对细胞的活率和回收率有较大影响#冻存效果较差(

实验结果还表明#冻存效果相对较好的第
+

'

.

'

$

'

8

'

Y

'

>

组

的细胞活率和回收率都在
>,V

以上(说明除了冻存细胞浓度

因素外#不同的冻存液'冻存温度'冻存时间等因素对细胞的冻

存效果没有较大的'较为明显的影响(

此外#冻存实验前后#

9e1#/01

的免疫抗原
13$$

均显

色为阳性#

13-$

均为阴性#说明
9e1#/01

的冻存不改变细

胞的免疫抗原
13$$

和
13-$

#冻存后的
9e1#/01

依然能够

保持其原有的免疫学表面抗原标志
13$$

4

&但各组之间不同

的冻存方法#其
13$$

积分值均较冻存前有所降低#部分组

9e1#/01

的
13$$

信号强度有所减弱#由此说明
9e1#/01

的冻存会降低部分细胞的
13$$

信号强度(

>

组细胞
13$$

积

分值经统计学分析#第
+

'

.

'

-

'

$

'

8

'

6

'

Y

组间差异无统计学意义

$

!

$

,=,5

%#表现为积分值全部降低较多&第
5

组积分值略增

高$

!

%

,=,5

%&第
>

组在
>

组中积分值最高$

!

%

,=,5

%#采用第

>

组冻存方法的
9e1#/0113$$

积分值为
..+

#其积分值最

接近冻存前的间充质干细胞
13$$

信号强度$积分值为
.5+

%(

说明第
>

组细胞所采用的冻存方法能够相对较好地保持间充

质干细胞原有的
13$$

信号强度#该组冻存方法为最佳冻存

方法(

依据实验结果#笔者认为使用
>,V

血清
4+,V3/0W

作

为冻存液#将细胞配成
+,

8

"

("

及以下浓度置于厚壁聚乙烯泡

沫盒中#立即封存置
fY,a.$G

#再投入液氮中冻存为最佳冻

存方法(选择合适的冻存方法是保证冻存效果的关键所在(

对间充质干细胞冻存方法的单一影响因素研究较多#但对于多

因素多水平的研究较少#此实验为
9e1#/01

冻存方法的比

较和选择提供了实验依据(
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