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不同冻存液对长江鲟鳍条细胞冷冻效果的影响

刘娟娟,刘雪清,胡亚成,王彬忠,杜合军

(中国长江三峡集团公司中华鲟研究所,三峡工程鱼类资源保护湖北省重点实验室,湖北 宜昌　４４３１００)

摘要:为了探究不同浓度配比冻存液对长江鲟(Acipenserdabryanus)鳍条细胞(Dabry′ssturgeonfinＧderived
cells,DSFCs)冷冻效果的影响,选择传代培养处于对数生长期的 DSFCs,将第８代 DSFCs置于液氮(１９６℃)中
冻存.根据冻存液中培养基(MEM)、胎牛血清(Fetalbovineserum,FBS)及二甲基亚砜(Dimethylsulfoxide,DMＧ
SO)的配比不同,分为８个实验组:①含不同浓度 DMSO 配比实验组:５％DMSO＋４５％MEM＋５０％FBS,１０％
DMSO＋４０％MEM＋５０％FBS,２０％DMSO＋３０％MEM＋５０％FBS;②含不同浓度FBS配比实验组:１０％ DMSO
＋９０％ FBS＋０％ MEM,１０％ DMSO＋７０％ FBS＋２０％ MEM,１０％ DMSO＋５０％ FBS＋４０％ MEM,１０％ DMＧ
SO＋３０％ FBS＋６０％ MEM,１０％ DMSO＋１０％ FBS＋８０％ MEM,对各组分采用形态学观察、CCK ８法、流式

细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期,综合分析不同冻存液组分对 DSFCs冻存后活力的影响.结果显示,不同浓度

DMSO配比实验组中,DMSO的浓度为２０％时,细胞复苏后难以贴壁,存活率下降非常明显,仅为３８．３％;而５％
和１０％ DMSO细胞生长状态良好,存活率分别为８０．２％和７８．７％.不同浓度 FBS配比实验组中,９０％、３０％和

１０％实验组细胞活力显著高于７０％和５０％实验组.FBS浓度为３０％和１０％的冻存组细胞凋亡率显著高于９０％
的冻存组 (８．２４％,１５．３５％vs３．５４％),３组之间相互比较有明显差异(P＜０．０５);细胞周期结果显示,与 FBS浓

度为９０％的冻存组比较,FBS浓度为３０％和１０％冻存组 G０/G１ 期细胞比例均明显增加(P＜０．０５),S期和 G２＋
M 期细胞比例均显著降低(P＜０．０５),FBS浓度３０％与１０％冻存组比较差异不明显(P＞０．０５).研究表明,长江

鲟细胞的长期冷冻保存宜采用稍低浓度的 DMSO(５％~１０％)和高浓度的FBS.
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　　长江鲟又称达氏鲟(Acipenserdabryanus),是
我国长江上游特有品种,在研究地球气候变化和鱼

类演化等方面具有重要的科学价值.近年来,由于

过度捕捞、河流建坝等原因,长江鲟的资源急剧减

少,已成为极危级(CR)物种,濒临灭绝.因此,如
何 保 护 长 江 鲟 遗 传 资 源 显 得 十 分 迫 切 和 必 要

(Zhuangetal,１９９７;Zhangetal,２０１１;周 波 等,

２０１４).超低温保存(１９６℃液氮)作为储存濒危物

种种子细胞的重要方法之一(Cabritaetal,２０１０),
可以有效降低甚至完全抑制细胞活力及基因变异的

可能性,使其复苏后能保持良好的遗传稳定性,在保

存和抢救 物 种 等 方 面 有 重 要 意 义 (Fickeletal,

２００７;Psenickaetal,２０１６).尽管如此,由于不同

物种对不同的防冻剂和冷冻过程反应不同,迄今为

止还不能找到一种普遍的模式或冷冻程序对相似的

细胞或有机体进行冻存(Chenetal,２００４;MagalＧ
haesliviaetal,２０１７).因此,很有必要对濒危珍稀

动物种质资源的低温保存方法进行深入研究,试图

找到一种能有效减少细胞冻存凋亡的方法,使其活

性最大程度接近正常水平.
本研究以长江鲟鳍条细胞系(dabry′ssturgeon

finＧderivedcells,DSFCs)为实验材料,运用形态学

观察、CCK ８法、流式细胞术检测细胞凋亡等实验

手段,探究不同浓度配比冻存液对DSFCs冻效果的

影响,以期在细胞水平上更加完整地保存长江鲟的

遗传信息,为其体细胞系应用研究提供技术保障.

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器

试剂 及 仪 器 包 括 胎 牛 血 清、MEM 培 养 基、

０􀆰２５％胰酶、无菌 PBS 均为 Gibco 产 品.FITCＧ
AnnexinVApoptosisDetectionKitⅠ(BD)、CCK
８(Dojindo,日本)、PI(碧云天)、RnaseA(TakaＧ

ra)、细胞培养瓶(Corning)、二甲基亚砜(DMSO,



Sigma)、二氧化碳培养箱(ThermoForma３１１１)、倒
置荧光显微镜(OlympusIX７１)、高速离心机(EpＧ
pendorf)、流式细胞仪(BeckmanCoulter);酶标仪

(BioＧRad)、生物安全柜(Thermo).

１．２　实验材料

实验材料第８代长江鲟鳍条细胞 DSFCs由中

华鲟研究所、三峡工程鱼类资源保护湖北省重点实

验室分离获得.

１．３　实验方法

１．３．１　细胞原代及传代培养　取１龄左右的长江

鲟尾鳍组织,经７０％的乙醇消毒,采用组织块贴壁

法进行原代培养,培养液为含 ２０％ 胎 牛 血 清 的

MEM,置于２５℃、５％ 的二氧化碳培养箱中进行培

养,每隔２d进行换液,培养至第７天后,显微镜下观

察有细胞迁出,待培养瓶中的迁出细胞覆盖率达

７０％以上,以０．２５％胰酶消化传代.最终取传代至

第８代的DSFCs细胞作为本实验材料.

１．３．２　细胞冻存与复苏　取第８代处于对数生长

期、生长状态良好的DSFCs细胞进行冻存.
不同浓度 DMSO 的冻存液组分包括５％DMＧ

SO＋４５％ MEM ＋５０％FBS、１０％DMSO＋４０％
MEM＋５０％FBS、２０％DMSO＋３０％MEM＋５０％
FBS共计３个实验组;

不同胎牛血清浓度配比的冻存液组分包括

１０％ DMSO＋９０％ FBS＋０％ MEM、１０％ DMSO
＋７０％ FBS＋２０％ MEM、１０％ DMSO＋５０％ FBS
＋４０％ MEM、１０％ DMSO＋３０％ FBS＋６０％
MEM、１０％ DMSO＋１０％ FBS＋８０％ MEM 共计

５个实验组.细胞冻存密度为１×１０６ 个/mL,每组

３个重复.每个实验组的 DSFCs细胞在冻存３０d
后取出,进行复苏和传代培养.

１．３．３　形态学观察　不同冻存液组分处理的 DSFＧ
Cs细胞复苏培养２４h后,在倒置光学显微镜下观

察细胞生长贴壁效率.

１．３．４　CCK ８法检测　细胞铺板:对照组为无细

胞的培养基,实验组为不同冻存组分保存的细胞,检
测时间为２４h.取对数生长的细胞,根据不同的时

间以合适的密度铺板,每孔细胞悬液为 １００μL.

２５℃、５％ CO２ 条件下培养,待细胞贴壁后,培养相

应的时间.CCK ８检测:待培养到相应时间后,向
每孔培养液中加入１０μL的 CCK ８溶液,充分混

合,保证孔中颜色均一性;继续培养４h后,用酶标

仪测定４５０nm 处的吸光度值(D).
细胞相对活力＝(D实验组/D对照组 )×１００％

１．３．５　细胞凋亡检测　选择冻存组中活力较好的

实验组DSFCs细胞,取对数生长期,用不含 EDTA
的胰 酶 消 化 细 胞,并 收 集 细 胞,８００r/min 离 心

５min,弃上清,再用预冷的１×PBS重悬细胞团,

８００r/min离心５min,弃上清,重复２次;每管细胞

加１００μL１×BindingBuffer重悬,加入５μLAnＧ
nexinVＧFITC和５μLPI,充分混匀,室温下避光

孵育１５min;加入３００μL１×BingingBuffer重悬

细胞,混匀避光,样品上流式细胞仪检测.

１．３．６　细胞周期检测　细胞周期(cellcycle)是指细

胞从一次分裂完成开始、到下一次分裂结束所经历

的全过程,分为间期与分裂期两个阶段.间期又分

为３期,即 DNA 合成前期(G１ 期)、DNA 合成期(S
期)与DNA合成后期(G２ 期).M 期是指细胞分裂

期,G０ 期指暂时离开细胞周期,停止细胞分裂,去执

行一定生物学功能的细胞所处的时期.细胞周期检

测步骤为消化细胞,取悬浮细胞液于流式管中;加入

预冷 的 １×PBS 重 悬 细 胞 团,１０００r/min离 心

５min,弃上清,重复２次;逐滴加入５mL或更多预

冷的 ７０％ 的乙醇,涡旋混匀细胞,４℃ 避 光 过 夜

(＞１８h).取出固定好的细胞,PBS清洗;加入 PI
染料,室 温 下 避 光 孵 育 ３０ min,PBS 清 洗;加 入

３００μLPBS重悬细胞,混匀避光,样品上流式细胞

仪检测.

１．４　数据处理

所有数据结果采用SPSS２０．０软件进行分析,
两组间比较使用独立样本t检验,多组间比较使用

双因素方差分析(TwoＧwayanalysisofvariance),
结果用x±s表示;P＜０．０５为差异显著,P＞０．０５
为无显著性差异.

２　结果

２．１　不同浓度冻存液的DSFCs贴壁状态比较

在不同浓度DMSO配比冻存的细胞实验组中,
随着DMSO 浓度的增加,复苏细胞在培养２４h后

的贴壁数量大量减少,细胞体积明显缩小变圆,透亮

度差,尤其是２０％DMSO 冻存的细胞复苏后,可见

大量的细胞崩解碎片.在相同 DMSO 浓度,不同

FBS浓度配比的实验组中,９０％、３０％及１０％的实

验组细胞复苏后的活力较好,大部分细胞能够贴壁

生长;而７０％和５０％实验组中,细胞复苏后的活力

较差,悬浮且无法贴壁的细胞较多(图１).

２．２　不同浓度配比冻存液的DSFCs活力比较

CCK ８法检测５％、１０％以及２０％DMSO 实
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验组长江鲟的细胞活力.结果表明,２０％DMSO 实

验组(３６􀆰５％)与５％DMSO(８０．２％)和１０％DMSO
(７８􀆰７％)实验组细胞活力相比较,活力下降非常明

显,具有显著性差异(图２ A);５％DMSO 和１０％
DMSO两个实验细胞活力比较差异不明显;而不同

浓度FBS冻存液组分冻存的细胞经 CCK ８法检

测结果表明,FBS浓度为９０％、３０％和１０％的实验

组细胞活力(８８．７％、９０．３％ vs９１．５％)显著高于

７０％ 和 ５０％ 的 实 验 组 (８０􀆰８％ vs ７０􀆰３％)
(图２ B).

(A H :各冻存组细胞的贴壁状态图,比例尺＝２００μm)

图１　不同浓度配比冻存液冻存DSFCs的贴壁状态比较

(A H:Morphologyofadherentcellsineachcryopreservedgroup,scalebar＝２００μm)

Fig．１　MorphologicalcomparisonofDSFCscryopreservedindifferentconcentrationsoffreezingsolutionsafterrecovery

各实验组标注不同小写字母数据代表差异显著(P＜０．０５)

图２　不同浓度DMSO(A)和FBS(B)冻存DSFCs复苏后的活力比较

BarchartswithdifferentlowercaselettersindicatesignificantdifferencesP＜０．０５

Fig．２　ComparisonofcellviabilityofDSFCscryopreservedatdifferentconcentrations
ofDMSO(a)andFBS(b)afterrecovery
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２．３　不同浓度FBS配比冻存DSFCs的凋亡率比较

根据 CCK ８法检测结果得知,FBS浓度为

９０％、３０％和１０％实验组的细胞活力较高,应用流

式细胞仪分析对这３个实验组中 DSFCs细胞进行

总凋亡率分析(图３).结果发现,浓度为３０％FBS
和１０％FBS冻存组细胞总凋亡率显著高于浓度为

９０％FBS的冻存组(８．２４％,１５．３５％ vs３．５４％).

３个冻存组细胞的总凋亡率两两之间相互比较,其
结果均呈现显著性差异(图４).

２．４　不同浓度FBS冻存的DSFCs细胞周期比较

从不同浓度 FBS 配比冻存液对细胞周期的影

响(表１)及图５可以看出,与FBS浓度９０％冻存组

相比较,３０％和１０％冻存组 G０/G１ 期细胞比例均明

显增加(P＜０．０５),S期和 G２/M 期细胞比例均显著

降低(P＜０．０５),３０％冻存组与１０％冻存组之间比

较,差异并不显著(P＞０．０５).９０％冻存组中细胞

处于 G０/G１ 期比率小,处于S期和 G２/M 期比率大

时,表明增殖中的细胞多.

图３不同浓度FBS冻存组DSFCs细胞凋亡

Fig．３　FlowchartofapoptosisofDSFCsatdifferentFBSconcentrations

　　各实验组标注不同小写字母数据代表差异显著(P＜０．０５)

图４　不同浓度FBS冻存组细胞凋亡率比较

Barchartswithdifferentlowercaselettersindicatesignificant

differencesP＜０．０５

Fig．４　ComparisonofapoptosisratesofDSFCs
atdifferentFBSconcentrations

表１　不同浓度FBS配比冻存液对细胞周期的影响

Tab．１　EffectsofdifferentFBSconcentrationsonthe
cellcyclephaseofDSFCs

组别
细胞期

G０/G１ G２/M S

９０％FBS ７４．０７±５．０２ ４．８３±０．５２ ２４．１４±３．５２

３０％FBS ９１．０９±３．７７ ３．６１±０．７４ １１．７８±４．９５

１０％FBS ９０．６４±５．３８ ３．３３±０．５２ １０．９３±２．５１

３　讨论

３．１　超低温冷冻在物种保护中的应用

保护生物资源是维护生物多样性的重要战略措

施.特别是对面临灭绝威胁的野生物种而言,应用

冷冻保存技术将其配子、胚胎、性腺组织以及体细胞

和组织长期保存起来,再与辅助生殖技术相结合,则
可为濒危物种的恢复和复壮提供重要的技术手段

(Mandawalaetal,２０１６;Praxedesetal,２０１８).在

超低温(１９６℃)条件下,几乎所有的细胞代谢活动

和生长过程都停止,若将生长状态良好的组织或细

胞进行冻存,可避免细胞因长期培养与反复传代而

失去其良好的生物学特性(Ramosetal,２０１４).目

前,多种植物的器官(Ulrichetal,１９７９;Wilkinson
etal,２００３)、组织(Psenickaetal,２０１６)和细胞培养

物(马艳等,２０１０;Perezmarinetal,２０１８)的超低温

保存获得成功.然而,不同物种的细胞来源、冻存前

细胞的预处理、细胞的冻存代数、冷冻保护剂、冻存

液组分的配比以及超低温冻存程序等都会直接影响

细胞的冻存质量(Leonquintoetal,２０１４;MartinezＧ
paramoetal,２０１７).
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３．２　不同配比DMSO对DSFCs冷冻效果的影响

本次实验结果显示,当 DMSO 为较低浓度５％
或１０％时,复苏后细胞活力较好,当浓度增大到

２０％时,细胞活力仅有３６．５％,且复苏后的细胞难以

贴壁甚至呈现大量的细胞崩解碎片现象,说明该条

件下冻存的细胞已经受到极大损伤.这可能是由于

高浓度的 DMSO 对 DSFCs形成了较强的毒副作

用,影响了细胞的存活和增殖;而浓度为５％的DMＧ
SO 冻存细胞在复苏后,平均成活率虽然较１０％
DMSO的平均成活率要高,但两组数据间差异并不

显著,且DMSO浓度为５％的组内数据偏差较１０％
组要大一些.因此,在冻存达氏鲟鳍条细胞系过程

中,采用１０％的 DMSO 进行下一步实验,可以保证

细胞复苏后有较稳定的活力.

图５　不同浓度FBS冻存DSFCs细胞周期的改变

Fig．５　ChangesofcellcyclephaseofDSFCsindifferentFBSconcentrations

３．３　不同配比FBS对DSFCs冷冻效果的影响

在不同浓度配比的FBS实验组中,浓度居中的

７０％和５０％FBS组的细胞活力(８０．８％ vs７０．３％)
显著低于高浓度９０％FBS组和低浓度３０％及１０％
FBS组的细胞活力(８８．７％,９０．３％vs９１．５％ ).进

一步对细胞活力相对较高的９０％、３０％和１０％FBS
的实验组进行细胞凋亡率分析,发现随着FBS浓度

的降低,FBS浓度为３０％和１０％的两个冻存组的总

凋亡率均显著增加;同时,细胞周期也表明,FBS浓

度３０％和１０％两个冻存组 G０/G１ 期细胞百分比增

加,S期和 G２/M 期细胞比率降低,表明增殖中的细

胞较少,而FBS浓度为９０％的冻存组中大部分细胞

处于S期和 G２/M 期,处于 G０/G１ 期百分比降低,
表明增殖中的细胞较多.从细胞凋亡和细胞周期来

看,随着冻存液中 FBS浓度的增加,细胞冻存复苏

后的凋亡率逐渐降低,细胞的增殖活性逐步增加,原
因可能是胎牛血清可以中和DMSO的毒性,高浓度

的FBS在深低温冻存时对细胞有保护作用.血清

中的纤维粘连素能促进细胞的附着,血清蛋白增强

了血清的粘度,可保护细胞免受机械损伤,从而抑制

细胞的凋亡,增加细胞的存活率 (章静波,２００２;

Mitchelletal,２０１５).因此,在细胞冻存过程中,针
对珍贵稀有的动物细胞,可以采用含全血清的冻存

液进行冻存;而对于一般的普通类研究用细胞,则采

用含较低浓度(１０％~３０％)的FBS冻存液保存,是
比较经济和理想的选择.

本实验从濒危物种种质资源的有效保存考虑,
筛选了一种较为适合DSFCs低温冻存方法,为解决

鲟类其它物种细胞的超低温保存提供了技术参考,
但还有许多问题需进一步细致的研究,如含有中等

浓度的FBS冻存液冻存的细胞活力较差,细胞的冻

存程序、细胞器的超微结构等与细胞抗寒力的关系,
较长时期的冷冻保存对细胞活力和形态建成过程的

影响等等.
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EfficacyofDifferentCryoprotectantsontheCryopreservationofDabry′sSturgeonFinCells

LIUJuanＧjuan,LIUXueＧqing,HUYaＧcheng,WANGBinＧzhong,DU HeＧjun

(HubeiKeyLaboratoryofThreeGorgesProjectforConservationofFishes,InstituteofChinese
SturgeonResearch,ChinaThreeGorgesCorporation,Yichang　４４３０００,P．R．China)

Abstract:Thecryopreservationofcellsfromendangeredspeciesplaysanimportantroleinthepreservation
andrescueofgermplasmresources．Inthisstudy,theeffectoffreezingsolutioncompositiononthecryoprＧ
eservationofDabry′ssturgeonfinＧderivedcells(DSFCs)wasinvestigated．TheobjectivesweretocomＧ
pletelypreservethegeneticinformationofDabry′ssturgeonatthecellularlevelandprovidetechnicalsupＧ
portforcontinuedapplicationsofsomaticcelllines．EighthpassageDSFCsinthelogarithmicphasewere
cryopreservedinliquidnitrogen(１９６℃)witheightdifferentformulationsofthefreezingsolution．The
freezingsolutioningredientswereculturemedia(MEM)withdimethylsulfoxide(DMSO)atthreeconcenＧ
trationsandbovineserum (FBS)atfiveconcentrations．Theconcentrationratioswerepreparedasfollows:
(１)５％DMSO＋４５％MEM＋５０％FBS;(２)１０％DMSO＋４０％MEM＋５０％ FBS;(３)２０％DMSO＋３０％
MEM＋５０％FBS;(４)１０％ DMSO＋９０％ FBS＋０％ MEM;(５)１０％ DMSO＋７０％ FBS＋２０％ MEM;
(６)１０％ DMSO＋５０％ FBS＋４０％ MEM;(７)１０％ DMSO＋３０％ FBS＋６０％ MEM;(８)１０％ DMSO＋
１０％ FBS＋８０％ MEM．Apoptosisandcellcyclephaseweredetectedusingmorphologicalobservations,

CCK ８assaysandflowcytometry．TheDSFCstreatedwith２０％ DMSOdidnotadherewellandthesurＧ
vivalratewaslow(３８．３％),butthesurvivalratesweresignificantlyhigherwhentheDMSOconcentration
wasreducedto１０％ DMSO (７８．７％)or５％ DMSO (８０．２％)．AtthedifferentFBSconcentrations,cellviＧ
abilitywassignificantlyhigheratFBSconcentrationsof９０％ FBS,３０％ FBSand１０％ FBSthanat７０％
FBSand５０％FBS．Furthermore,theratesofcellapoptosisat３０％FBS(８．２４％)and１０％FBS(１５．３５％)

weresignificantlyhigherthanthatat９０％ FBS(３．５４％),andthedifferencesweresignificantamongall
threegroups(P＜０．０５)．ThecellcyclephaseresultsshowedthattheproportionofcellsintheG０/G１

phaseat３０％ FBSand１０％ FBSweresignificantlyhigher(P＜０．０５)thanat９０％ FBS,whiletheproporＧ
tionofcellsintheSphaseandG２＋Mphaseweresignificantlylower(P＜０．０５)．Therewasnosignificant
differenceinthecellcycleofDSFCsbetweenthe３０％FBSgroupandthe１０％FBSgroup(P＞０．０５)．Our
resultsshowthatalowconcentrationofDMSO (５％ １０％)andhighconcentrationofFBSshouldbeused
forthelongＧtermcryopreservationofDabry′ssturgeoncells．
Keywords:Acipenserdabryanus;Dabry′ssturgeonfinＧderivedcells(DSFCs);cryopreservation;cellapＧ
optosis;cellcyclephase
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