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γ-聚谷氨酸在细胞冻存中的作用
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生物反应器工程国家重点实验室,
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200237)

  摘要:无DMSO、无血清细胞冻存液在临床级细胞产品的冷冻保存中具有重要的应用价值。本文以K562
细胞为模型,设置含10%

 

(v/v)
 

DMSO及胎牛血清的冻存液为阳性对照,含10%
 

(v/v)甘油的RPMI
 

1640培

养基冻存液为阴性对照组,含10%
 

(v/v)甘油及0.01%
 

(w/v)
 

γ-PGA的RPMI
 

1640培养基冻存液为实验组,

考察了在无DMSO、无血清细胞冻存体系中γ-聚谷氨酸对细胞的冷冻保护作用。将K562细胞以1×106cells/

mL的密度分别悬浮在上述冻存液中,置于液氮冻存10周,检测复苏后 K562的细胞复苏率、细胞形态以及复

苏后细胞的扩增情况,以评判γ-聚谷氨酸在无DMSO无血清冻存液中对K562细胞的冷冻保护作用。结果显

示,实验组的细胞复苏率为
 

(83.00±3.00)%,明显高于阴性对照组的(70.33±5.51)%
 

(p<0.05)和阳性对照

组的(71.00±2.65)%(p<0.05);且实验组冻存后的细胞形态完整,冻存前后细胞的平均直径及圆度基本一

致,细胞复苏后培养24h后的细胞活性为(88.83±14.29)%,明显高于阴性对照组的(67.51±5.20)%(p<

0.05),与阳性对照组的(78.75±3.31)%没有显著性差异,同时复苏后细胞扩增的延滞期明显缩短。可见,在

无DMSO、无血清的甘油冻存体系中添加γ-PGA可显著提高细胞的冻存效果,具有良好的实际应用价值。

  关键词:低温保存;
 

聚谷氨酸;
 

无DMSO细胞冻存液;
 

无血清细胞冻存液

尽管冷冻保存技术在基础研究和临床研究中都被广泛运用,但仍存在一些局限性。传统的细胞冻存

液是使用二甲基亚砜(Dimethyl
 

sulfoxide,
 

DMSO)、胎牛血清(Fetal
 

Bovine
 

Serum,
 

FBS)和培养基按照

一定的比例进行混合配制而成的。其中,DMSO对多种细胞具有毒性[1~3],临床使用会导致一系列的副

作用,如恶心、头痛、呕吐、休克等[4,5];而FBS作为一种动物源性成份,有较高的病毒、霉菌和支原体等污

染的风险以及较大的批次差异。因此,在细胞治疗得到了越来越多关注和应用的今天,对于用于临床治

疗的细胞保存应该尽量避免DMSO和血清的使用,以一种更安全的冷冻保护剂予以替换。
目前的研究都试图用其它物质代替细胞冻存液中的DMSO和血清,也取得了一些进展,具体涉及的

物质有甘油[6]、海藻糖[7,8]、海藻酸钠[9]、羟乙基淀粉[10]、小麦蛋白[11,12]、依克多因[13]、葡聚糖[14,15]等。其

中,甘油是一种渗透型冷冻保护剂,可以提高细胞膜对水的通透性,减少细胞内冰晶的形成,从而减少由

于冰晶形成造成的细胞损伤。
聚-γ谷氨酸(γ-Polyglutamic

 

acid,γ-PGA)是一种天然聚合物,它具有多种生物化学特性,能够根据

生物体及其环境发挥不同的作用来保护生物体免受外界伤害[16]。Yokoigawa等[17]发现γ-PGA可以提

高面包酵母菌的冷冻耐受性。然而,目前γ-PGA对细胞的冷冻保护作用还待探索。
为了提高临床用细胞冷冻保护剂的安全性,本文以 K562细胞为研究对象,探究了γ-PGA 在无

DMSO、无血清冻存液中对细胞的冷冻保护作用。
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1 材料与方法

1.1 材料

K562人慢性髓原白血病细胞为实验室保存细胞株;RPMI
 

1640培养基
 

(Gibco);FBS
 

(Biosun);

DMSO(Sigma);甘油(aladdin);γ-PGA(上海源叶生物科技有限公司);微丝绿色荧光探针、微管红色荧光

探针、免疫荧光染色二抗稀释液、免疫染色洗涤液、免疫染色固定液、抗荧光淬灭封片液、Annexin
 

V-
FITC细胞凋亡检测试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)。

本文中采用3种冻存液,分别为:含有 DMSO 及血清的冻存液(Dc),其配方为含有10%
 

(v/v)
 

DMSO的胎牛血清(FBS);
 

不含有DMSO及血清的冻存液(Df),其配方为含10%
 

(v/v)甘油的RPMI
 

1640培养基;含有γ-PGA的冻存液(Df+γ-PGA),其配方为含有10%
 

(v/v)
 

甘油、0.01%
 

(w/v)
 

γ-
PGA的RPMI

 

1640培养基。

1.2 方法

1.2.1 细胞冻存 取对数生长期的细胞,1500r/min离心5min,弃去上清液后用冻存液进行重悬,然后

以1×106cells/mL的密度接入1.5mL的冻存管中,每管1mL,4℃下保存30min,-20℃保存2h后转移

到-80℃冰箱中,隔夜后放入液氮冻存10周。

1.2.2 细胞复苏 将细胞冻存管从液氮中取出,然后置于37℃水浴锅中进行晃动使其快速解冻,将细

胞悬液吸到预先装有10mL含10%
 

FBS的RPMI
 

1640培养基的离心管中,1500r/min离心5min后,弃
去上清液,再加入含10%

 

FBS的RPMI
 

1640培养基进行重悬后用于检测或培养。

1.2.3 细胞复苏率、细胞活性检测 取刚复苏的、离心重悬后的细胞50μL于1.5mL
 

EP管中,稀释一定

倍数后加入等体积的台盼蓝染料进行染色,随后在光学显微镜下统计死、活细胞数。
细胞复苏率(%)=复苏后的活细胞总数/冻存前的活细胞总数×100%
细胞活性(%)=活细胞数/总细胞数×100%

1.2.4 细胞直径、圆度测量 细胞直径和细胞圆度均采用countstar智能细胞分析仪测量获取。

1.2.5 细胞生长曲线测定 将细胞以1.5×104cells/mL的密度接种于48孔板,置于5%
 

CO2、37℃培养箱

中培养。每两天进行半量换液。每1~2天在固定时间取样进行台盼蓝染色计数,绘制细胞的生长曲线。

1.2.6 细胞骨架染色 取目标细胞2×106 个,用PBS洗涤2次,然后用固定液重悬,将细胞密度调到

1×106cells/mL。随后,将细胞悬液滴到载玻片上,置于4℃冰箱中固定过夜。第二天用洗涤液清洗载玻

片,将微丝绿色荧光探针、微管红色荧光探针和免疫荧光染色二抗稀释液以1∶1.3∶100的比例配制成

染色工作液。将工作液滴到载玻片上,并在载玻片染色盒底部加水,置于室温孵育45min,然后用洗涤液

清洗载玻片,在载玻片自然干燥后使用封片液进行封片,使用荧光显微镜观察细胞骨架。

1.2.7 细胞凋亡与坏死检测 采用碧云天公司的Annexin
 

V-FITC细胞凋亡检测试剂盒对细胞进行凋

亡与坏死检测。取目标细胞4×105 个,1000g离心5min后弃去上清液。加入390μL
 

Annexin
 

V-FITC
结合液重悬细胞,随后加入10μL

 

Annexin
 

V-FITC,轻轻混匀,然后加入20μL碘化丙啶染色液,轻轻混

匀。室温(20~25℃)避光孵育10~20min后用流式细胞仪进行检测。

1.3 统计学分析

用SPSS
 

21.0统计软件进行统计学分析,数据采用均数±标准差表示,组间比较采用单因素方差分

析。p<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果与讨论

2.1 冻存后细胞复苏率及细胞活性

图1(a)为采用Dc、Df和Df+γ-PGA冻存液冻存了10周的 K562细胞复苏后的复苏率。Df+γ-
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PGA组的复苏率为(83.00±3.00)%,明显高于Dc组的(71.00±2.65)%和Df组的(70.33±5.51)%
 

(p<0.05)。鉴于Df+γ-PGA和Df冻存液中只相差添加了0.01%
 

(w/v)
 

γ-PGA,说明γ-PGA的加入

显著提高了冻存细胞的复苏率。
图1(b)、(c)分别为采用Dc、Df和Df+γ-PGA冻存液冻存了10周的K562细胞复苏后的即时活性

和复苏后培养24h后的活性,从中可以看出3组细胞复苏后的即时活性并无显著性差异,均在90%以上。
然而,在扩增24h后Df+γ-PGA组的活性为(88.83±14.29)%,与Dc组的(78.75±3.31)%无显著性差

异,但明显高于Df组的(67.51±5.20)%
 

(p<0.05)。由此可见,在冻存液中添加0.01%
 

(w/v)
 

γ-PGA
有助于维持细胞在培养过程中的细胞活性,可以避免出现细胞在初解冻时活性高而培养24h内活性下跌

的现象。

图1 冻存10周后K562细胞复苏率及活性(n=3)
(a)

 

K562细胞的复苏率;(b)
 

复苏后K562细胞的即时活性;(c)
 

复苏后K562细胞培养24h后的活性

Figure
 

1 Recovery
 

rate
 

and
 

survival
 

rate
 

of
 

K562
 

cells
 

after
 

10
 

weeks
 

of
 

cryopreservation
 

(n=3)
(a)

 

Recovery
 

rate
 

of
 

K562
 

cells;
 

(b)
 

Immediate
 

survival
 

rate
 

of
 

K562
 

cells
 

after
 

resuscitation;

(c)
 

Survival
 

rate
 

of
 

K562
 

cells
 

cultured
 

for
 

24h
 

after
 

resuscitation(Mean±SD,n=3,*P<0.05)

2.2 冻存对细胞形态的影响

将在3种冻存液中冻存了10周的K562细胞复苏后,立即置于显微镜下观察其形态的变化,并按照

1.2.4所述的方法测量了细胞直径和细胞圆度,结果分别如图2、图3所示。从图2中可以看出,采用Dc
冻存的K562细胞复苏后形态较紊乱,大小不一(见图2a);Df

 

冻存的K562细胞出现了
 

“细胞空泡”现象

(见图2b),个别细胞的细胞膜膨胀变大(如白色箭头所示);而采用Df+γ-PGA冻存的
 

K562细胞形态较

为均一,呈类圆形(见图2c)。

图2 冻存10周后K562细胞形态

(a)Dc组;(b)Df组;(c)Df+γ-PGA组

Figure
 

2 K562
 

cell
 

morphology
 

after
 

10
 

weeks
 

of
 

cryopreservation
(a)

 

Dc
 

group;
 

(b)
 

Df
 

group;
 

(c)
 

Df+γ-PGA
 

group

从图3中可以看出,与冻存前相比,Dc组细胞的平均直径显著变小,Df组细胞的平均直径显著变大,
而Df+γ-PGA组细胞的平均直径未发生显著性变化(见图3a);Dc组和Df组的细胞平均圆度均显著下
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降,而Df+γ-PGA组细胞的平均圆度未发生显著性变化(见图3b)。由此可见,γ-PGA可以起到维持细

胞形态的效果。当γ-PGA作为冷冻保护剂冻干双歧杆菌时,会在双歧杆菌表面形成一层薄膜[18],推测

γ-PGA在冻存的K562细胞表面可能也会形成类似的薄膜结构来保护细胞。

图3 冻存前后的细胞平均直径、平均圆度变化(n=3)
(a)冻存前后的细胞平均直径变化;(b)冻存前后的细胞平均圆度变化

(*、△、◇分别表示与冻存前、Dc组、Df组相比存在统计学差异,P<0.05)

Figure
 

3 Average
 

diameter
 

and
 

mean
 

circularity
 

of
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

cryopreservation(n=3)
(a)

 

Mean
 

cell
 

diameter;
 

(b)
 

mean
 

cell
 

roundness
(Mean±SD,n=3,

 

*,
 

△,
 

◇
 

respectively
 

showed
 

statistical
 

difference
 

compared
 

with
 

pre-freezing,
 

Dc
 

group,
 

Df
 

group,
 

P<0.05)

2.3 冻存对细胞骨架的影响

采用1.2.6所述方法,对冻存复苏后细胞进行细胞骨架染色观察,结果如图4所示。Dc组和Df+γ-
PGA组的细胞骨架状态相近,细胞的微丝和微管均保持了其基本形态。而在相同的细胞数量和染色条

件下,Df组的细胞骨架发出的荧光非常黯淡,虽然勉强可以看出其微丝形态,但微管却只剩下一些碎片,
细胞骨架受损严重。由此可见,在Df细胞冻存液中添加γ-PGA可以有效维持细胞骨架的完整性。γ-
PGA分子链上有大量的游离羧基,氨基和羰基官能团,在γ-PGA链之间还存在大量氢键,因此γ-PGA
具有极强的亲水性。推测,γ-PGA在维持细胞膜完整性的同时,因为其具有很强的亲水性,可以有效地

帮助胞内的水分流出,减少细胞内冰晶的形成,从而维护细胞的内部结构。

2.4 细胞的早期凋亡与细胞坏死

采用1.2.7所述方法,对冻存前后的 K562细胞进行凋亡与坏死分析,结果如图5所示,其中

Annexin
 

V-FITC阳性代表着细胞凋亡,PI阳性代表着细胞坏死。由图5可见,冻存并不会引起K562细

胞的凋亡,而是会导致由于细胞膜破损而引发的细胞坏死现象。冻存后 Dc组的坏死细胞比例为

(23.10±3.84)%,与Df组的(31.07±3.55)%相近,没有显著性差异。而加入了γ-PGA的Df+γ-PGA
组的坏死细胞比例仅为(14.36±5.27)%,显著低于Df组。由此可见,γ-PGA的加入可显著降低冷冻保

存对细胞膜的损伤(见图6)。

2.5 冻存复苏后细胞的扩增

采用1.2.5中所示方法检测冻存复苏后细胞的扩增能力,结果如图7所示,可以看出Df+γ-PGA组

的细胞复苏后再培养需要经过4d的延滞期后进入快速生长期,远低于Dc、Df、组的9和12d;细胞从1.5
×104 个扩增到1×106 个所需时间为9d,也远少于Dc、Df组的16和21d。可见,Df+γ-PGA冻存的细

胞保持了更好的扩增能力。甘油作为一种渗透型冷冻保护剂,虽然其具有良好的促渗特性,但其对细胞

的冷冻保护效果不如DMSO,而具有超强亲水性的γ-PGA的加入可以进一步地帮助细胞排出水分,从而
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图4 细胞骨架

细胞核(蓝色)、微丝(绿色)、微管(红色)

Figure
 

4 Cell
 

skeleton
Nucleus

 

(blue),
 

F-actin
 

(green),
 

Tubulin
 

(red)

图5 流式细胞仪检测K562细胞的坏死与凋亡情况示意图

Figure
 

5 Flow
 

cytometry
 

results
 

of
 

the
 

necrosis
 

and
 

apoptosis
 

of
 

K562
 

cells

图6 冻存前后K562细胞的坏死比例(n=3)

Figure
 

6 The
 

proportion
 

of
 

necrosis
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

cryopreservation
 

(n=3)

(Mean±SD,n=3,*P<0.05)
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有效地弥补甘油的不足。

图7 细胞生长曲线(n=3)

Figure
 

7 Cell
 

growth
 

curve
 

(n=3)

3 结论

本文以K562细胞为模型,研究了在无DMSO、无血清的甘油冻存液中添加γ-PGA的冻存效果,细
胞冻存10周后,仍可保持良好的细胞形态与完整的细胞骨架,细胞复苏率以及复苏后培养24h后的细胞

活性分别可达到
 

(83.00±3.00)%和(88.83±14.29)%,且复苏后再培养时可快速进入细胞对数生长

期,有利于细胞的规模化制备。总之,本文获得了一款性具有良好应用前景、性能优于目前通用的含

DMSO及血清的细胞冻存液的无DMSO无血清细胞冻存液。
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Abstract:DMSO-free
 

and
 

Serum-free
 

cell
 

freezing
 

medium
 

has
 

important
 

application
 

value
 

in
 

the
 

cryopreservation
 

of
 

clinical
 

grade
 

cell
 

products.
 

In
 

this
 

paper,
 

K562
 

cells
 

were
 

used
 

as
 

model
 

cells
 

to
 

explore
 

the
 

cryoprotective
 

effect
 

of
 

γ-PGA
 

on
 

cells
 

in
 

a
 

DMSO-free
 

and
 

Serum-free
 

system.
 

The
 

RPMI
 

1640
 

medium
 

with
 

glycerol
 

content
 

of
 

10%
 

(v/v)
 

was
 

set
 

as
 

the
 

negative
 

control
 

group,
 

the
 

fetal
 

bovine
 

serum
 

with
 

DMSO
 

content
 

of
 

10%
 

(v/v)
 

was
 

set
 

as
 

the
 

positive
 

control
 

group,
 

the
 

RPMI
 

1640
 

medium
 

with
 

glycerol
 

content
 

of
 

10%
 

(v/v)
 

and
 

γ-PGA
 

content
 

of
 

0.01%
 

(w/v)
 

was
 

set
 

as
 

the
 

experimental
 

group.
 

K562
 

cells
 

were
 

suspended
 

in
 

the
 

above
 

cell
 

freezing
 

medium
 

at
 

a
 

density
 

of
 

1×106
 

cells/mL
 

and
 

placed
 

in
 

liquid
 

nitrogen
 

for
 

10
 

weeks.
 

After
 

resuscitation,
 

cell
 

recovery
 

rate,
 

cell
 

morphology,
 

and
 

cell
 

expansion
 

ability
 

of
 

K562
 

were
 

detected
 

to
 

analyze
 

the
 

cryoprotective
 

effect
 

of
 

γ-polyglutamic
 

acid
 

on
 

K562
 

cells
 

in
 

DMSO-Free
 

and
 

Serum-Free
 

cell
 

freezing
 

medium.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

cell
 

recovery
 

rate
 

of
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

(83.00±3.00)%,
 

which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

(70.33±5.51)%
 

(p<0.05)
 

and
 

the
 

positive
 

control
 

group
 

(71.00±2.65)%
 

(p<0.05);
 

the
 

morphology
 

of
 

the
 

cells
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

intact
 

after
 

freezing,
 

the
 

average
 

diameter
 

and
 

roundness
 

of
 

cells
 

were
 

basically
 

the
 

same
 

before
 

and
 

after
 

freezing;
 

the
 

cell
 

viability
 

after
 

culture
 

for
 

24
 

h
 

after
 

resuscitation
 

was
 

(88.83
 

±
 

14.29)%,
 

which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

(67.51±5.20)%
 

(p<0.05),
 

and
 

was
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

the
 

(78.75±3.31)%
 

of
 

the
 

positive
 

control
 

group;
 

the
 

lag
 

phase
 

in
 

cell
 

expansion
 

after
 

resuscitation
 

was
 

significantly
 

shortened.
 

It
 

can
 

be
 

seen
 

that
 

the
 

addition
 

of
 

γ-PGA
 

to
 

the
 

glycerol
 

cryopreservation
 

system
 

without
 

DMSO
 

and
 

serum
 

can
 

significantly
 

improve
 

the
 

cryopreservation
 

effect
 

of
 

cells,
 

and
 

has
 

good
 

practical
 

application
 

value.
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γ-Polyglutamic
 

acid;
 

DMSO-free
 

cell
 

freezing
 

medium;
 

Serum-free
 

cell
 

freezing
 

medium
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