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STUDY ON CLONAL CULTURE OF HUMAN NK CELLS 

ZHANG Cai T队N Zhi Gang 

( Shandong Cancer Biolherapy ceπ阳，5.归ndong A附加ny of MedicaL Sciences , Jinan 250062) 

AßSTRACf 

The clonal cul ture ∞rrdition of hurnan NK cells was explored. Hurnan NK cells were expallded from peripheral blcx对

mononuclear cells by cultured with 1000u/ m1 1L-2 and then purified by ∞mplement dependen t cytotoxici ty( C田二) methodω 

removing T cells . By limited dilution , single NK cell was cultured with allo-PBMC or auto-PBMC( feeder cells) in mediur口

∞ntainiηg rhIL-2 ,PHA and lymph∞yte ∞nditioned medium (LCM). Then cloned cells were ∞llected and identified . Our re 

sults indicated that:4 - 16 CD3 - CD56 + NK clones(∞ntaining 2. 35 X 104 cells at mωt)can be obtained in per 96-well plate 

The best cul tural ∞ndition is : Mitomycin C(25μg/ml) 岱 a feeder cell inhibitor , 0.5 or 1 NK cell cultured with feeder cells in 

medium ∞口taining rhIL-2 200ul]时， PHA 10周Iml and 10 % LCM. 

KeyWo时s: NK cell Clonal cuItw吧

衣藻细胞玻璃化超低温保存技术的研究 铃

项黎新邵健忠

(浙江大学生命科学学院 杭州 310012) 

细胞的玻璃化超低温保存是 80 年代中后

期兴起的新技术，由于其具有操作简捷、对细胞

损伤小等优点而倍受关注。 但目前有关该技术

的研究和应用主要见诸于动物和高等植

物[ 14] ，藻类中尚未见报道。 近年来，随着藻类

在医药 、化工和生物技术等领域研究和应用的

不断深入，藻类的种质保存显得十分迫切 。 但

目前有关该领域的研究还较少，多数实验室采

用反复传代的保种方法费时费力，且易造成遗

传突变。 本文以衣藻为材料，初步建立其玻璃

化超低温保存方法，以期为藻类的种质保存研

究积累资料。

材料和方法

1.衣藻及其培养方法

野生型莱茵衣藻 ( ChLamydomol1ω reillhardtii) ， 引

自中国农业科学研究院生物技术中心。 参照 Harris 等

方法 [5 ) 将衣藻接种于 TAP 培养基， 25'C光照培养，光

照强度 4000Lx。

2 . 衣藻的玻璃化超低温冻存

(1)保护剂 参照Sakai 等配方并作改进[的 ，即

TAP培养基附加 30% (W/V)甘油 、 15% (W/V)乙二

醇、15% (W/V)二甲亚矶和 0.5mollL煎糖溶液。

(2) 保护剂处理时间对衣藻活性的影响 取对

数生长期衣藻 5时，经离心浓缩后加 O'C预冷的保护剂

1ml ，置冰浴中分别脱水处理 2.5 、 5 、 7. 5 和 10 分钟后，

离心洗去保护剂，测定衣藻细胞的存活率，同时设不加

保护剂处理组为对照。

(3) 玻璃化冻存前预培养 取对数生长期衣藻

5ml ， 经离心浓缩后，加入含 O. 25mol lL);W，糖的 TAP 培

养基，光照培养 1 天，再加含 0.5 mollL煎榕的 TAP 培

养基，继续光照培养 1 天 。

(4) 玻硝化冻存 预培养的衣藻经离心浓缩后

本文1999年 11月 4 日 收到， 2000年3月 3 日接受 。

曾 国家自然科学基金资助项目 (39970589 号) 。

胡君羊同志参加部分工作，王君晖博士、毛树坚教授
和钱凯先教授给予大力帮助，谨致谢忱。
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加 O'C预冷的保护剂 1m1，置冰浴中分别脱水处理 0 、 2.

5 、5 、7 . 5 、和 10 分钟后，分装于冷冻笛'内，每管 0.5时，

直接投入液氮中冻存。

( 5 ) 解冻和洗涤 经液氮贮存 2 天后的衣藻，在

40'C水浴中快速解冻，然后用含 1 . 2mollL山梨醇或1.

Omol lL 煎糖的 TAP 培养基 ， 25'C洗涤 10 分钟 。

3. 冻存后衣藻的恢复培养

(1)直接光照培养 将解冻和洗涤后的衣藻接

入含 0 .5 mollL煎糖的 TAP 培养基，光照培养 1 天后，

接入 TAP 培养基，继续培养。

(2) 暗培养过渡后光照培养 将解冻和洗涤后

的衣藻接入含 0.5 mollL煎糖的 TAP 培养基，黑暗条

件下培养 1 天后 ，接人 TAP 培养基，继续暗培养 1 天，

再转入光照培养。

4.恢复培养后衣藻的生长曲线测定

取恢复培养后正常生长的衣藻细胞，接入 TAP 培

养基，定时测定细胞浓度，制备生长曲线图，并以未经

冻存的衣藻作对照。

5.衣藻细胞存活率测定

(1) TTC 法(氯化三苯囚氮瞠还原法) 参照

Towi ll 等方法进行( 7 J 。 经解冻和洗涤的衣藻细胞，首

先置岛津 UV-265 分光光度仪上，用 420nm 波长测定

细胞浓度 (OD420lUU) ，然后离心沉淀，加入 TTC 反应液

作用 12 小时，再用 PBS 清洗，加入 95 %酒精抽提 6 小

时，离心取上清，用 485nm 波长测定光吸收值

(00485=) 。 按 OD485nm/OD420nm 计算单位细胞数的

TTC 反应值，将此值与未经保护剂处理或未经冻存的

对照样品作比较，计算衣藻的相对存活率。

(2) 双色荧光染色法 参照黄纯农等方法进

行(8.9 J 。 将衣藻置 Olyrnpus V ANOX 万能显微镜下 ，先

用相差镜统计细胞数量，然后用 FDA-PI 双色荧光染料

染色，置落射荧光镜下，统计发绿色荧光的活细胞数或

细胞核呈桔黄色的死细胞数，计算存活率。

结果

1.玻璃化超低温冷冻保护剂对衣藻细胞活

性的影晌

实验结果显示，玻璃化超低温冷冻保护剂

对衣藻细胞有一定的毒性，其毒性随作用时间

的延长而增强，较适作用时间为 2.5- 7 . 5 分

钟，否则细胞存活率较低(表1) 。

表 1 玻璃化超低温冷冻保护剂对衣藻细胞活性的影响

作用时间 (min) OD420nm '脸 00485= '晤 00485nm /00420= 
. 

TTC 存活率(%) 倚铮

O(对照 )# 0.428 0. 371 0.867 
2.5 0.397 0. 269 0.678 78.1714.37 
5 。 .360 0.211 。 . 586 67. 61 1 4. 46 
7.5 0. 397 0.177 0.446 5 1. 43 士 4.12

10 0.452 0.145 0.321 37.011 2. 18 

移 未经保护剂处理; 侵 均数(X) ; H 与对照相比较(X 1 SO , 11 = 5 ) 。

表 2 玻璃化超低温冷冻保存后衣藻细胞存活率的测定

1丁C还原法 双色荧光染色法

组别 位 OD485nn/ 存活率 统计细胞 存活率
OD42011111 .‘ 0048511111 '瞻 活细胞数

00420,ml ' ‘ (%)僻提 数 ( % ) 

对照 0.428 0.371 0.867 220 216 98. 18 
Omin 0.202 0.017 0.084 9.69 1 0.82 250 2 0.80 

2.5min 。 .208 0.026 0.125 14 .42 1 1. 44 250 21 8.40 
5min 0.218 0.056 0.256 29 . 53 1 3. 46 230 65 28 .26 

7.5min 0.182 0.037 0.203 23.4 1 士 2 . 34 230 50 21. 74 
10min 0.244 0.036 0.148 17. 07 1 1. 32 260 28 LO .77 

F 对照组未经保护剂脱水和冷冻处理，其余为脱水不同时间后冷冻的实验组 ; 传 均数 (X) ; H 与对照组

相比较(X 土 SO ， n = 5 ) 。
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2. 玻璃化超低温冻存后衣藻细胞的存活率

测定及其恢复培养观察

(1)存活率测定 衣藻细胞从液氮中取

出后 ，分别用 TIC 法和双色荧光染色法进行存

活率测定。 两种方法所得结果均显示，衣藻细

胞经玻璃化冻存后的存活率随保护剂脱水时间

的不同而不同，脱水时间太短 ，由于保护剂渗入

不足，存活率低。 反之 ， 脱水时间太长 ， 由于保

护剂毒性的增加，存活率也相应降低。 由 表 2

结果可知，衣藻细胞在保护剂中的脱水时间为

5 分钟时，其存活率较高。

(2) 恢复培养观察 实验结果显示， 经

玻璃化冻存后的衣藻细胞在含 0.5mol lL 煎糖

的 TAP 培养基中过渡后，转入 TAP 培养基，除

脱水时间为 0 分钟，暗培养过渡的衣藻和脱水

时间为 0 ，2 . 5 ， 10 分钟 ，直接光照培养的衣藻细

胞未恢复正常生长外 ，其余各组细胞约两周后

陆续恢复正常生长。 在恢复生长 的各组细胞

中，采用暗培养过渡的细胞，其存活率均高于直

接光照培养的细胞 ，其中脱水时间为 5 分钟并

采用暗培养过渡的细胞，其存活率最高，恢复生

长较快(表 3 ) 。

表 3 冻存后暗条件恢复培养与直接光照培养对衣藻存活率的影晌

脱水时间 未冻存对照组 暗培养过渡组 直接光照培养组

( min 0 0 485nm /0042011111 骨 00485nm/00420run 铸 TTC 存活率赞赞 0 0 48511111 / 0042011m * TTC存活率锵 锵

0. 8668 
。 0.0740 
2. 5 0. 1318 
5.0 0.2726 
7.5 0. 1845 

10. 0 0.0966 

曾 均数(x) ; H 与对照组比较(x :t SO,n = 5 ) 。

3. 恢复培养后衣藻细胞的生长曲线测定

恢复生长后培养的衣藻细胞， 其生长曲线

测定结果见图 1 。 结果表明，其生长规律与未

冻存的衣藻细胞相一致。

讨论

玻璃化超低温保存技术是将生物样品经玻

璃化保护剂脱水后 ，直接投入液氮 ，使细胞内外

在快速降温时进入一种均一的无定型形态 ， 细

胞内的水不转变成冰 ， 而是形成过冷液体，井最

终固化成玻璃态，这是一种对细胞冷冻损伤最

小的状态 [ 10 ) 。 由于玻璃化冻存法具有快捷、细

胞存活率高等优点 ，目前已在部分动物和高等

植物中进行了深入研究 ，但藻类细胞的玻璃化

冻存技术尚未见报道。 在藻类细胞的超低温冻

存技术方面， 1996 年以来 ， Hi rata 等 曾报道了

藻酸钙包埋脱水法保存部分绿藻和蓝藻等的研

究[ ll ， l2 ] ，但该方法操作程序较为复杂，有严格

8.54 :t O. 43 0. 0608 7.0l:t 0.38 
15. 2l:t O. 46 0.0514 5.93 :t 0.31 
3 1. 45 士 0 .52 0.0703 8. 11 :t 0.57 
21. 29 :t O. 32 0.0624 7.20 :t O. 48 
11.14 士 0 . 28 0.0538 6. 21 :t 0.51 

的脱水步骤，且对环境的温度、湿度等也有很高

的要求 。 因此，对藻类超低温保存技术仍需进

一步探索和完善 。

本文研究结果显示 ，玻璃化超低温冻存技

术应用于藻类的种质保存是可行的 。 其中玻璃

O. 5 
~ J(;J照阳

0. 4 
一- 冻狞组

2 0.3 

0C2 0.2 

O. 1 

。

。 2 4 6 8 10 

时间 (天)

图 1 衣藻细胞的生长曲线测定
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化超低温冷冻保护剂的选择和冻存前的预培养

条件可以借鉴高等植物的方法[3 ， 4 ] ，衣藻在保

护剂中的脱水时间应掌握在 5 分钟 ， 时间太短 ，

保护性成分渗入不足;太长则保护剂对细胞的

化学损伤增加，从而影响存活率。 此外，冻存后

先经暗培养过渡，再转入光照培养能提高衣藻

的存活率，其机理值得作进一步探讨。

摘要

本研究以衣藻为材料，探讨其玻璃化超低

温保存的条件和方法，结果表 明， 衣藻经含

O.25mollL煎糖熔液的 TAP 培养基预培养一

天后，在玻璃化冷冻保护剂中脱水 5 分钟，直接

投入液氮 ， 48 小时后快速化冻， 去保护剂并用

含 O.5mol lL 煎糖溶液的 TAP 培养基暗培养一

天，再转到 TAP 培养基暗培养一天，最后置光

照条件下恢复培养，其存活率可达 31. 45% ，恢

复培养后衣藻细胞的生长规律与未冻存的衣藻

相一致 。
关键词:衣藻玻璃化 超低温保存
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CRYOPRESERVATION OF CHLAMYDOMONAS RENHARDTII 
BY VITRIFICATION 

X lANG Li Xin SHAO Ji缸1 Zhong 

( College of Life Scie11ce , zf，吟iang university , Hang.动ω ， 3100 12)

AßSTRACf 

Aαyoprese凹ation pr'∞edure w岱 developed for αllam只ionwnas reinhardtii by vi tri 日αtion technique. T he Chlamy 

domonas reinhardti i cells were pre-cultured in medium TAP supplemented with O. 25molIL sucrc时 for one day , and dehy

drated in vi tri 日αtion ami-freeze protective material for 5 min , then directly immersed in liquid n i trc忍en. After 48 hours , thaw

ing was perfOlmed in a water bath at 40 'C for 2 min , and the cells were recovered darkly in medium TAP which ∞mained 0 

5molIL su巳r岱e and in medium TAP which was free of sucr岱e for one day respectively , and then re∞vered in light for about 

two weeks. Viabili ty of the re∞vered cells was 31 . 45 % . The growth role of the cryopreserved Chlamydomonas reinhardtii 

cells w岱∞nsi stent with that of uncryopreserved cells 

Key words: Chlamydomonas rei出ardtii Vitrifiαtion Cryopreservation 
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