
保藏技术与冰冻保存*

i苯尼 伟 目青 森川 ift. i革

对植物细胞在长期持续、 反复进行的继代培养中

会发生细胞遗传的与生理的变化 ，已了解得很多[J] 。为

了供应稳定的细胞系， 必须有良好的保存技术， 而且

作为基因资源的培养细胞或其原生质体的保存问题，

随着利用植物细胞组织培养方法来进行物质生产和细

胞育种的发展， 这一谋划今后的重要性将日益增加。

本节讨论植物地养细胞中目前认为最有效的液氮
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(- 196 0C )冰冻保存技术， 田绕作者所获结 果予以叙

述。 有关这一技术的全面讨论， 而参阅专著[ 2.3 1和综

述

1. 冰冻伤害的原因与解决

首先将细胞冰冻伤害的原因和解决的概况， 归纳

整理子下。 图 1 为细胞冰冻过程中， 细胞内外物理变

化和细胞受到伤害的模式图。
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图 1 细胞冰冻过程中细胞内外的物理变化的模式图

的水分处于冻结温度区域( - 2一 -10OC)时产生的。

即这种水分的过冷却导致急剧的结冰， ①急剧 的释

放融解潜热， 从而使细胞膜变性，脱被破坏[剧 ， 以及

②诱发细胞内冰品形成(细胞内冻结)，细胞死亡 [ 2_5 1

(非控制冷却)。程序冷却器 ( program freczer)(参看第

三节)由于是将液氮强制注入室内 ， 在这一温度区域

的任意点结冰(即打破过冷却 )， 以及有可能抵销除去

潜热，大致呈直线的冷却(控制冷却，见图 4 ) 。

B. 细胞夕|、冻结与脱水

到 -10 0C时 ， 在高浓度的|到冻剂存在下， 细胞外

水分结冰已大致完成， 通常细胞内尚未纣体。 结果使
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回 2 冰凉保存、 融解、再培养的操作

A. 放出潜热

冰冻过程中， 细胞最初受到的伤害是在细胞周围

警本文摘译自山回应之编若098 4 年)"植物细胞

培养?二工卡 片"第 1 4 0→119 页。 3币2类社兮千工~尹
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细胞内外产生水的蒸Y'(压差， 在持续缓 慢 冷却 (1 'C I 

min ) 下， 叮吁E可I以1川i缎1在E持;过?主t 一

冰 ， 细胞内ï.K 分/，，]tIll )J也外打1， 出 [2斗 )( rJI -f细胞外冰冻而

脱水 )。此时， 如冷却速度 加快(10 'C /min 以 J:. ) ， 细

胞内产生大型冰品， 导致细胞死亡[2- 51 。 但 是， 在非

常急速冷却情町， -F OO 'c/min 以上 ) ， 在细胞内形成对

细胞不致造成伤吉的微小冰品， 细胞并不死亡 [3 1 。

C. 溶液的浓缩伤害与冰晶形成的伤害

最终保存温度在液氮的沸点(- 196'C)时， 细胞

内水分全部结晶化或国化。 使细胞膜系由于冰品形成

所受的伤害最小， 彻底去除细胞内水分是件好事。 但

是， 因过度脱水而使 pH 发生变化， 盐类浓 度大幅度

t升， 则对细胞膜、 酶有极大的影响。 因此必须确定

冰品形成的 伤害 (ice damage)与溶 质 浓缩的 伤 害

(so)ution e f fec t )两者均最小的妥协点 (双 因 子 学 说

two factoc theory) [7 - 9 1, E!iJ①冷却速度 ， ②预冻温

度 (液氮投入前的冷却]温度 ， 图 1 为 - 4 0'C) 以及③预

冻温度中的保存时间 ， 通过改变三者组合的变化来得

到最适的冰冻条件。

D. 防冻剂的作用机制

植物细胞组织冰冻肘 ， 通常用二甲亚枫(dimeth­

ylsulfoxide, DMSO , ( CHJ)2S0)和葡萄糖 等防冻剂

(参照下述 3 , 4 节) 。这些防冻剂的效果是2 ① 因增

大脱对水分的通透性， 促进细胞外冰凉造成的脱水效

果 (DMSO ); ② 细胞的溶质浓度增高(细胞内水分的

冰点降低 ) ; 细胞内开始结冰的温 度 下降 ; @ 保 护

酶、 蛋白质等[5 1 。 最近作者等用 DMSO-Dó ， 以质子

NMR (核磁共振)分析法分析培养细胞冰冻 过程中不

冻水量的变化以及 DMSO-Dó !'t(J效果 (DMSO-Dó 也

有预防冰冻的效果 ) ， 结果发现存在 DMSO-D6 时 ，

细胞内不冻7]<:Gl显著增加 [ 1 01 。

2. 冰凉保存装置(程序冷冻装置)

以作者等所用冰冻装置为例叙述于下(图 3 ) 。 这

一装'fI.是美国 Cryo-Med 公司制造，由程序 控制仪(图

3 川、 冷t]j; Tï{ ( 1刽 3 b ) 、 加压液氮贮 贼 器(图 3 C) 、 液

赁[冷冻器(阁 3 d) 、 记录仪 (图 3 e) 以及电源 (图 3 f)构

成。 在冷冻室内首先将样品无菌的装入许多聚乙烯制

的安部瓶中。 冷冻室内设有一对强度传感器， 监视安

瓶瓶内外温j豆。 为此 ， 一个传感器插入安凯瓶内， 另

一个传感器放置在安瓶瓶外。 从温度传感器的信号，

交互采点训奄(样品温度间隔 10 秒， 室内监度间隔 2

秒) ， 记录在纸上。 依据这一温度信号 ， 按 程序 自动

的控制液氮喷出量。族!照预定的冷却速度 将 样 品 冷

去日 ， 而 且也 可抵销冷却过程巾因放出融fo7f，潜热而上升

的i，\\\.度 ， 从而可维持预定的冷:111速度。 jLì是由于样品

(培养的植物主18 Jl包) I'I(]种炎、 浓度 (细胞/液体的比率) • 

样品数景， 开始放出潜热温度和放出的热:最等均有差

别 ， 所以必须了解预先冷却样品的特性 ， 以便确定适

宜的冷却程序。 图 4 表示在这一装向中青衣草培养细

胞在冷却情况下诅度变化的记录。 根据 l二述的仪器结

构， 样品在预定的冷却速度达到预冻泪L度下冷却后放

入液氮冰冻器内并予以保存。

图 3 程序冷冻装置

a. 程序仪控制器 b. 冷冻室 c. jJ口压式液
氮贮藏器 d. 液氮冷冻器 C. ì己录 图纸

f. 电i原装胃

lL仁→二:二，-二二二-二二二异主-二?二--;i-兰主;i--:-ι--j ::二;二----i?宇手_...-二;二:
仁 γ ，尸-丁z三 丐t .~:: 宁 夏 - ,. - -i 

图 4 冷却曲线一例(冷却速度: 一 1 'C /
min，预备冰冻温度 - 4 0 0C保持在

- 40 0C ) 

更简便的方法是将样品放入聚%:乙烯块中 ， 将聚

苯乙烯块放入深冷冻器中进行预冻方法已有报道 [ 11 1 。

根据这一方法大致能获得一立的缓慢冷却速度 ， 但不

能避免 |工述的因放出潜热所造成的温度上升。

3. 培养细胞冰冻保存的操作

作者等以在实验中所用的生物素高产的绿色黄衣

萃培养细胞以及小费碱高产的 日木黄 洼 (Coptis japo­

hicea)培养细胞为例 ， 来说明冰冻保存操作的步骤(参

考图 2 ) 。
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1) 子;'n~}，卢 t;斗养细胞[琼帽培养基(1)川， 在 25'C、

光!在.1 4000 Lux 1:的养，间隔两万l"1~ f U , r~1 /j~黄连培

养细胞〔液体培养基 ( 2) 勺，在 2 5<C、黑暗 F培养， 间

隔 3 周继代]。使用继代培养后 4 一 7 天的细胞。

2) ~iè;j， ti 浓 jt为最终浓度二 f击的防冻齐1 1溶液

C1 0% DMSO + 20%苟有j糖)。 这一溶液用蒸馆水也可

用液体培养基(1)町配制〈荒衣草细胞用 ) , 或液 体培

养基 (2) 配1hll ( 日木黄连细胞用 ) ， 无商过 t虑后用冰冷

却。

3) 使用细胞时， j-:J!先将培养呆在冰上冷却 15 分

钟以上。对于 Jι衣常细胞加入与其体积(通常 10 ml) 

等盟的冰冷的液休培养基 ( 1)制备成 悬液， 在此细胞

丑液中( 日本黄连细胞系用液体培养细胞原液)， 将第

2)项的防冻剂在冰冻冷却及无菌条件下用蠕动泵按一

定速度 (ì!fi'ffi' 15• 20 ml/hr )加入， 使最终浓度为 5%

DMSO + 1 0%葡萄糖。 在添加时经常振动搅拌细胞i枣、

液。

4) 添加防冻剂后，细胞;罢，液分装入冰冻保存用

的聚丙烯制的安瓶瓶内 ， 每一瓶加 入 0. 5 ml 细胞和

1 ml 的液体，然居放于冰上静在 1 小时- 以上。

5) 将安古li iHí装入铝常IJ安吉附!同架 上， 移入程序冷

冻器的 ;今凉室， JTl 1 oc/min 冷却速度 ， 在一 30"<: 乃?在

一 40"<:下 TJi冻，同在7沃冻讯度下保挠 。二85 分~" i '后 ，

将安 iffL瓶直接放入液纯冰冻苦苦， 一11让保存 3 - 5 天。

的保存后， 取出安占li瓶在约 LWOC ì'ili\.水巾轻轻振

荡， 23边融解， 1气至IJ安凯j低内完全无结占71片H、.r (放入

温水中约 3 分钊l后 ) ， 从i温水 II~ 取出。

7) 取出一部分融僻的细胞， 1商人 ] / 10 瑟的

。 . 1 % FDA*， !121(时!f6平在阿附内 ) ， 约 3 - 5 分钟后，

用萤光显微镜观察! 131 。

F D A J具Z

由于自脂旨酶作l月用IJ))悦l巳旧J兑u附1飞'~i ~í汗川:"i'í化仁而访训i 离 l出且荧光2素袭。 荧光;j{在紫外

线激发下产生荧光。此外， 由于这一色素本身的原生

质膜透过性低， 所以涓细胞可根据抖荧光素的荧光而

加以识别 ( 1茎1 5 ) ， 因此 ， 存活率是以活细胞数[ß音视

野下发荧光的细胞数/总细胞数 (在完视野 下的细胞

数) X I 00(%)]米表示。

以 FDA 法发荧光的细胞，必然不限于形成细胞

团的细胞，由于 FDA i去存活率与细胞团形成 率之间

的平行关系已被指出 [ 14 ] ， 检索冰冻保存 条件就 很方

便。

的 融解后， 将安瓶瓶内的细胞 0 . 5 ml (其 r~1 含有

3 X 10 3一7 X 1 0 3 个细胞小团 )在含 0 . 6%琼脂叫直径

60 mm 的培养皿中加入 10 ml 培养基)上铺平板， 进

行 i去养 (戈衣草细胞在 25 'C 、 4000 Lux 光照， 日本:黄

连细胞在 25"<: 、 黑暗下培养) , 调查细胞团形成束。

细胞团形成率是①细胞回 数/细 )1f.1小同:tJç数 x

100( % ) , 或②有细胞团形成的 j I~i养肌数/白平 板的

培养皿总数 X 10 0(%)表示。

图 5 1 . 冰凉保存(液氮中 3 天)，融 解后
再增殖的 ìfJ.t f穷组织(黯衣草) 2 . 冰
凉保存(液氮中 3 灵) , 融解后再增殖
的愈伤组织及再生的小植捺(黯衣草)

根据以上 1 ) 一的 项操作， 日本武(~ ~m 胞在预冻

1}~t度为 10 0C ， 维持 20-40 分钟，然而冰冻保存的

情况下， FDAi去的存活率为 30% ，约 110 天形成细胞

团，细胞团形成率按 (8 )一② ) ì-I 且为 13.8 % 。布衣萃

细胞在预冻温度 - LIOoC , ~D~持时间 0 分钟后冰冻保存

情况下， F DA 法存?吕京为 8 . 5% ， 约 i列Ji'iJT6成问，细

胞团垠成率法[(8)一①1计且为 4.8 % ( 问木黄连细胞冰

冻保存后， 在含活'l'ti:炭: 0.5% (W /V )或小牛血清 10%

(VjV)液休培养基 (2 ) 中消养，则细胞而跃的问:悄

殖) 。形成的细胞闭移入新鲜t;~养基。冰冻保存后，

气 琼)J旨培养基 (1) : LS 培养基!14I !J 1 添加 3%煎

糖、 1 % 到l脂 、 10 - 5 mo)j L 11引味丁股 (IBA) 、

10- 6 mol jL 书基氨基以岭南A) 。

飞 液体培养基 (2 ) : LS t音养基中 添 加 3%葡萄
糖 、 10 - Smo) jL NAA、 10- 6mo) jL 13A o 

飞 浪休j污养基 (1) : 从琼脂培养某(1)叶 i除去琼

1旨 。
飞 FDA 系荧光宗二乙酣(fluoresein diaceta te) 

o 
~ 0 

CH3- C一0 " ú , ;< /" ~ 
3 ~ -~ "'-/''''-/ '" ，/"一 O← 已 -CH电

1 11 11 1.... ~ -"3 

,,/"'-/"'-/' 
/"'­

/''''- 0 
1 11 1 
，，/-，。

飞 预衣草用 : i夜休培养基(1)中添加 O . G% :陈)1旨 e

日本黄连用 z 液体情养基(2) !J 4添加 0 . 6% 琼

)J旨。
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分析再增y.庄的捆胞的生物的与生理的机能。 结果是总

:{(草细胞保拍了生物素的生产能力、 叶绿体分化能力 ­

或再生小植松的自ëJJ[ I< " S'(四 川。日本;黄连组lJJ包保持

了小结础t 华的前)J' 16 1 。

4 . 原生质体的冰冻保存操作

本节以日本放ìi细胞产生的原j二质体为例子以说

明 (参考图 2 )。

1) 妖 'i;~; );见柑细分离出 l斗本主kjiil01原生)J( (l~ 。

回 S 用 FDA 方法观察细胞的存活

被}k(lj l DtH于 3 夭 ， 融解的 ←t( ;t<草细胞 ， 日本

Jf~( .ì丰 ]J;{ l.JP体用 FDA 处理 ， 在生~视野与 H自视

:;:Ý - I; , nii~~ 做 tJ~ 纠察。 x 200 

1 . : r\ 'IC~Al JJ也 a . 元视好 b . lIií 视野

2. 口水iti主肥生质{丰 a. 豆豆视;r} b. H音视野

2>frJ(-j<ì':>:'i让 8 X 1 0 5个/m l原生民体悬液(O . G mol/L

梨 i;~;( + 2. S m mol/L cCaC1 2)2 ml 加 入 2 :nl 冰冷(1让二

倍浓Jitl纺冻剂 ( 10%DMSO +20%萄苟糖、 蒸t留水或液

体培养基 (2) 融解) ，必前述第 3 节 3)项缓缓倾入 ( 2 ml / 

min ) ， 使民终j农 l主为 5%DMSO + 10 %奄j每棺。

3) 前诛 ;I，JJm入后 ， 原生质体 ;忌、液 ( tj ml )分装入

1 ml 的聚丙烯削安部LJffí 内(约 4 X 10 5 个 源生j员体/m!/

安甜瓶) ， 再 r冰上的?置 1 小时以上。

4) 将主:脱瓶抄、 IJÍj述第 3 节目 习i同样操作， l 'C / 

min 的冷却述出，子一 30 'C j:!íi冻 ， 在此 温 l山下 保 持

。一20 分钟，直到液;~(接入冷冻器， 一 般保存 3 - 5 

夭。

5 ) 保存后， J:[x: :.H安部LJf目，按前述第 3 " I'i 6 ) J页方

法操作， iLL迫民il !JW 。

6) 取出一部分融解的原生质体， 报'前'述第 3 节

7)项 PDA i去统计原也同体的有:泪水 (罔 5 ( 2门 。

7) ;(ILÎ', (j{J 融解除止民休， 以 7;土 1 ml L反 士E Ni 1m入

。 ml 液体培养基叫 后， 取 1 ml 在 0 . 6% 踪脂珩养基 勺

(直径 30 mm 的塑料培养J[il加入 1 ml j常养基)上 销平

板(约 4 x 1 0. 个比L生~体/ifll ) 于 25 'C 、 K~，1l占下培养。

( J，1J荣仁 i手周郑校)
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来 1 液体培养基 ( 2)江!入 0 .6mol jL 山梨醇。

加2 液体 J;'iJiUjH2) 1m入水仰M~.I去10 . 02 5 % ， 相11

孔 10 % 。
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