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低 温 冰 箱保存细胞的经验 介绍

郭k芳 陈文凯

(武汉， 湖北医学院病毒研究所 430071) 

用作为培养细胞的保存方法， 国内外多用

液氮保存[l]，但有些实验室则采用低温冰箱保

存。至于后者保存细胞的有 效性(细胞存活效

果) ，由于细胞种类的不同，则有不同的结果。

现将本单位采用低温冰箱保存细胞的有关经验

及效果报道于后 。

细胞有二倍休人胚肺细胞(HEL) ， 传代细

胞系 Hep-2、 He)a、 MA 104 (恒河猴 胚肾细胞

传代株)，按常规将细胞用服酶消化[ Z] ， 生长

液洗涤一次， 力n冻存液，并将细胞数用冻存液

调整到 2x100jrnl ， 以 1-2 ml/瓶(小青主运素

瓶)分装冻存。冻存?夜系含 10%胎牛血请或

20%小牛血清，保护剂 10% DMSO 或 12% 甘

油及适量抗菌京的 Ealeg's 培养液。 冻存 n才将

分装瓶直接放入一 70 0C冰箱内进行快速冻存，

或先置 4 0C冰箱 4 小时， - 20"C冰箱过夜，再

转入 一 70 0C冰箱(缓慢冻存) ( 3 )。结果表明上述

两种保护剂，两种血清及两种冻存方式的有效

性大致相同(表 1、 2 、 3 ) 。二倍体细胞 HEL

及传代细胞系的冻存效果及两者的 比较克表
4 。两者的存活均为可达到 1 2--21 个月， 复

苏后继续坐辰，传代细胞系数较原代细胞的立

苏后生长速度快。根据本实验按常规对活细胞

计数[町， 活细胞数且越多 ， 复苏后生 i关越快。

至于冻存的最大有效 时限尚需进一步累积经

验。

本文介绍了用低温冰箱保存细胞的经验E

保护液用 10% DMSO 或 12% 的 甘油，培养液

为 Ealeg's 液 ， 辅助以 1 0 % 胎牛血请或 20% 小

牛血洁及适IE抗菌素。将由冻存液分装的细胞

裂 1 两种保护剂对 HEL 冻存复苏的影响·

保护剂 浓度(%) 活细胞数(，Iml )

DMSO 

甘 油

· 所用血泊-相同。

10 
12 

1. 4 X10 6 

1. 36 X 106 

褒 2 胎牛血清及 小牛血消对 HEL 冻存

复苏的影响·

牛血泊f 浓度(%) 活细胞数<lml )

胎牛血清

小牛血清

10 

20 
1. 33 X 106 

1. 4X10 6 

· 所周保护剂相同。

褒 3 冻存方式对细胞汤:存复苏的影响·

冻存方式 活细胞数<lml )

快 速 1. 4X10 6 

缓慢 1. 38 X 106 

' 所用血洁和保护剂相同。

我 4 二倍体细胞HEL 与传代组胞冻存

效巢的比较*

细胞 ;五、存时间接种的活瓶底面积 3 x 6 cm' 

细胞数 长成单层的时间

名 称 (月 ) <lm l ) (天)

HEL 3 6. 5X10' 2 
HEL 4 5 X 10' 2-3 
HEL 6 4 X 10' 3• 4 
HEL 10 2. 5X10' 5-6 
HEL 16 1. 5X10' 9 

Hela 12 3 X 10' 3 

MA10' 12 3 X 10' 3 
Hep- 2 18 2. 5 X 10' 3 
Hep-2 21 2 X 10' 4 

' 所用保护剂、血泪及冻有·方式相同。
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。 X 10ðjml ) ，直接冻存于 一 70 0C冰箱 ， 二倍

体细胞保存 时间至少可达 16 个月， 传代细胞

至少可达 12 个月 (MA' OI ) 或 21 个月 (Hep-2) 。
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琼脂 糖胶中 DNA 片段的离心回 收

俞慧吴亚兰赵J在标

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

从琼脂糖电泳中抽提 单 条限制性酶解的

DNA 片段，往往是 DNA 重组克隆的关键步骤。

目前常用的方法不外是电泳洗脱[汀，低熔点胶

抽提(2]及盼冷冻萃取[町等几种。 这些方法一般

都要经过酷/氯仿抽提和沉淀浓缩等额外的纯

化步骤，从而导致 DNA 得率降低。

现介绍一种快速简便的一步法， 能有效地从琼脂 .

糖肢带中分离所需 DNA片段[41 。 其过程主要是g 取

一只 Eppendorf 管，用注射针头在底部穿一小孔， 在管

内填上 2-3mm 厚的硅化玻璃毛， 将该管套在另一只

Eppendorf 管上，就组成了一个二连系统， 用高压蒸汽

灭菌消毒。 割下的 DNA胶带就 放入上层 Eppendorf

管内， 6000 rpm 离心 5-10 分钟 ， 所需 DNA 片段就

随胶内水分一起被离心到下层 Eppendorf 管中 ， 凝肢

则受玻璃毛的阻隔而不能下来。 以这种方法所得到的

DNA 片段可不必经进一步纯化， 直接用于连接和同

位素标记等 [4 ， 5 1。若溶液体积过大， 则可采用冰凉抽

干来浓缩部分体积后再进行下一步反应。

我们分别用上述离心法和电泳法作了纯化

入 DNA Hindm 酶解片段的 23 恼， 9.42 kb, 

6. 68 kb 三条带的比较。结果， 两者得率相差

不多。而对 0 .1 kb 至 3 灿的片段， 离 心法回

收率可达 90%以上(4] 。此外。我们还取 pGEM­

rZf ( - )质拉 1μg， 经 EooRI 酶解。在琼脂糖

胶上电泳分离后，分别采用电泳法和离心法纯

化， 其回收情况也与上述结果相一致。然后再

将上述两种方法 纯 化所 得的片段分别经 飞

DNA 连接酶连接后， 转化 入原储于 - 70"C的

E. coE JM 105 宿主菌， 转化量相当于 0.1875

川 初始员粒 DNA。 由于感受态宿主菌制备时

间太久及其他原因，转化效率不高，但用电泳

法获得的转化率为 3.54 X 103 jllg DNA(663 个

菌落)，而离心法所得的转化率为 2 .48Xl03j陆

DNA(464 个菌落)，两者属同一数量级。由此

可见， 离心法确实不失为一种有效易行的胶纯

化方法。
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