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山羊乳腺组织块冷冻保存试验
Ξ

孙苏军, 安志兴, 彭新荣, 张　涌
(西北农林科技大学 生物工程研究所, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用快速冷冻方法冻存山羊乳腺组织块, 比较不同大小组织块、不同冻前预处理和每管冻存不同

块数对冻存效果的影响。结果表明, 冻前预处理 0, 6 和 12 h, 直径< 0. 3 mm 组织块的贴壁存活率分别为 63. 0% ,

89. 8% 和 81. 5% , 直径为 0. 3～ 0. 5 mm 的贴壁存活率分别为 47. 2% , 63. 0% 和 56. 5% , 直径为 0. 5～ 1. 0 mm 的贴

壁存活率分别为 27. 8% , 35. 2% 和 29. 6% ; 每管冻存 6 块、9 块和 12 块对冻存效果影响不显著, 以 6 块最佳。结果

显示, 以添加 100 mL öL DM SO 的D 2M EM öF12 为冷冻液, 将直径< 0. 3 mm 的组织块冻前预处理 6 h, 山羊乳腺组

织块的保存效果较好。
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　　组织冻存与复苏技术已在医疗、生物和优生学

等领域得到广泛应用, 该技术不仅可以保存一些稀

缺组织, 还可减少某些因需要重复进行和多次培养

试验时反复取材的麻烦及浪费, 能够最大限度地利

用材料。早在 20 世纪 50 年代, Carro ll 等进行了卵

巢组织冻存的研究, 并于 1993 年在羊卵巢冻存实验

中获得成功, 得到 1 只健康子代羊[1 ]。有关乳腺组织

的冻存研究尚未见报道, 冻存复苏后的乳腺组织不

但可以用于体外培养的细胞, 而且可将组织块直接

接种到动物体内, 获得组织再生[2 ]。本研究针对乳腺

组织冻前预处理、不同冷冻方法和解冻程序等冷冻

影响因素进行了试验, 通过改进组织冷冻保存条件,

以期获得高活性的复苏乳腺组织。

1　材料与方法

1. 1　乳腺组织的准备

　　在无菌条件下获得奶山羊鲜活乳腺组织, 并于

30 m in 内送至实验室, 用生理盐水冲洗干净, 在

D 2M EM öF12 培养液中用解剖刀和解剖镊将其仔细

切成小块, 按直径小于 0. 3 mm , 0. 3～ 0. 5 mm 和

0. 5～ 1. 0 mm 分成 3 组[3 ]。

1. 2　冻存方法

以添加 10 mL öL FBS 的D 2M EM öF12 为基础

液, 每 1. 8 mL 冻存管分装 1 mL , 冰上预冷 15 m in,

待组织快加入后, 分 2 次添加 DM SO (二甲基亚

砜) , 终浓度为 100 mL öL [4 ]。

方法A : 将 3 种直径不同的组织块以每管 6 块

放入预冷的冻存液中, 并作 4 个平行样, 0 ℃平衡 1

h, - 20 ℃平衡 2 h, 直接投入到液氮中; 然后再以每

管 9 块、12 块重复操作。

方法B: 将 3 种直径不同的组织块分放在 25

mL 的基础液中, 室温下在摇床上轻摇平衡 6 h [4, 5 ] ,

然后再如方法A 操作。

方法 C: 将 3 种直径不同的组织块分放在 25

mL 的基础液中, 室温下在摇床上轻摇平衡 12 h, 然

后再如方法A 操作。

将上述冻存组织块分别在 1, 2, 3 和 6 个月后复

苏, 并以未冻存鲜活乳腺组织块分别平衡 0, 6 和 12

h 为对照, 进行原代培养。

1. 3　组织复苏与培养

从液氮中取出装有组织块的冻存管, 在空气中

停留数秒, 投入到 40 ℃水浴中解冻, 停留 1～ 2 m in

后将组织块置于添加 300 mL öL FBS 的D 2M EM ö

F12 培养液中洗 2 次, 将其依次转移到添加 300,

200 和 100 mL öL FBS 的D 2M EM öF12 培养液中,

室温下每步轻摇平衡 30 m in [3 ] , 进行体外培养, 并以

新鲜的乳腺组织块原代培养为对照, 于倒置镜下观

察, 以组织块周围长出单层细胞为存活 (图版 1) , 统
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计组织块贴壁存活率。

2　结果与分析

2. 1　组织块大小对冷冻效果的影响

　　表 1 结果表明, 组织块大小对冷冻复苏效果有

极显著影响 (P < 0. 01) ; 以新鲜组织块作原代培养

的对照表明, 组织块直径在 1 mm 左右对贴壁存活

率没有影响。

2. 2　冻前平衡时间对冷冻效果的影响

表 1 结果表明, 冻前平衡时间对相应大小组织

块的贴壁存活率影响不显著 (P > 0. 05) , 以平衡 6 h

的贴壁存活率最高; 同时, 平衡时间可影响组织块长

出单层细胞的速度, 平衡 12 h 组比平衡 0 和 6 h 组

慢 24～ 36 h, 但仍可形成良好的细胞单层 (图版 2) ,

而平衡 0 和 6 h 组与对照组保持一致。对冻存组织

块的进一步培养结果表明, 由复苏组织块获得的细

胞可正常传代 (图版 3) , 与由鲜活乳腺组织块获得

的细胞在形态和生长状况上基本相同 (图版 4) ; 复

苏组织块获得的细胞活力旺盛, 在第 6 代时无凋亡

现象出现。
表 1　不同组织块大小、平衡时间对冷冻解冻后贴壁存活率的影响

T able 1　Effect of differen t recovered tim es and sizes of t issue fragm ents on the p lat ing efficiency

of t issue fragm ents after thaw ing

平衡时间öh
Recovered

tim e

组织块ömm
Size of
tissue

fragm ents

冻存组织
块总数

N o. of freezing
tissue

fragm ents

组织块贴壁存活率ö%
P lating efficiency of tissue fregm ents

a b c CK

复苏组织贴壁
存活率ö%

P lating
efficiency of

thaw ing tissue
fragm ents

0

< 0. 3 108 66. 7 55. 6 66. 7 100 63. 0
0. 3～ 0. 5 108 50. 0 47. 2 45. 8 100 47. 2
0. 5～ 1. 0 108 33. 3 27. 8 25. 0 100 27. 8

6

< 0. 3 108 100 88. 9 85. 4 100 89. 8

0. 3～ 0. 5 108 75. 0 61. 1 58. 3 100 63. 0

0. 5～ 1. 0 108 41. 7 33. 3 33. 3 100 35. 2

12

< 0. 3 108 91. 7 83. 3 75. 0 100 81. 5

0. 3～ 0. 5 108 66. 7 50. 0 56. 2 100 56. 5

0. 5～ 1. 0 108 37. 5 27. 7 27. 1 100 29. 6

　　注: a, b, c 分别表示每管冻存 6 块, 9 块和 12 块组织; CK 为对照组。

N o te: a, b, c m eans 6 m asses per vial, 9 m asses per vial and 12 m asses per vial respectively; con m eans con tro l.

2. 3　每管冻存组织块数对冻存效果的影响

出于对组织块冻存效率的考虑, 对每管分别冻

存了 6, 9 和 12 块组织, 结果见表 1。表 1 结果表明,

每管冻存 6 块、9 块和 12 块对贴壁存活率影响不显

著 (P > 0. 05) , 随每管冻存数目的增加, 贴壁存活率

有所下降。从本试验可以看出, 山羊乳腺组织块冷冻

保存以直径< 0. 3 mm , 每管不超过 6 块为佳, 采用

方法B 效果较好, 与其他报道结果相符合[6 ]。

3　讨　论

本试验采用常用的冷冻保护剂——DM SO (二

甲基亚砜) , 添加浓度采用细胞冻存的常用浓度, 即

100 mL öL , 与其他报道使用剂量相同[4 ]。DM SO 属

于低分子中性渗透性冷冻保护剂, 在溶液中易结合

水分子, 发生水合作用, 使溶液粘性增加, 从而弱化

水的结晶过程, 达到保护目的。对于不同类型的组

织、细胞都有其最佳冷冻速率, 最佳冷冻速率可以相

差很大[5 ] , 故而采用的冷冻方法也有所不同。

M azu r [7 ]认为, 最佳的冷冻速率应是慢到足以防止

细胞内产生冰晶, 快到使细胞置于高电解质溶液中

的时间缩短到最低程度。为了达到乳腺组织良好的

冻存效果, 需将所使用的不同种类、浓度的CPA (渗

透性保护剂)与要采用的冷冻程序有机结合。本试验

采用的冷冻程序中, 相对延长了组织在冷冻保护液

中的渗透平衡时间, 使组织细胞充分脱水, 并使

DM SO 充分进入细胞; 同时, 在组织进入冷冻保护

液之前, 于基础液中体外轻柔振荡一段时间, 以使细

胞更加适应体外环境, 这是本试验的关键步骤之一。

冷冻保护液进出组织细胞相对困难, 也是组织

冷冻保存成功的关键。为此, 本试验方案控制了组织

块的大小, 并在复苏过程中采用了梯度洗脱, 同时延

长了洗脱时间, 使DM SO 的细胞毒性降为最低, 保

证了复苏组织的高活性。本试验结果显示, 组织块直

径< 0. 3 mm , 每管冻存 6 块, 冻前室温下在基础液

中平衡 6 h, 组织块冷冻复苏存活率为 89. 8% , 与其

他报道结果相近[6, 8 ]。对乳腺组织非渗透性保护剂的

选择以及程序冷冻过程的控制, 还有待进一步研究。
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图版 1～ 4　山羊乳腺组织块复苏培养

1. 冷冻保存 3 个月复苏培养 7 d 的山羊乳腺组织 (400×) ; 2. 冷冻保存 3 个月复苏培养 12 d 的山羊组织 (100×) ;

3. 冷冻保存 3 个月复苏培养 28 d 的第 6 代单层山羊乳腺细胞 (400×) ; 4. 对照组培养传至第 6 代的山羊乳腺细胞 (100×)

P late 1- 4　T he cu ltu re of goat m amm ary after cryop reservation

1. Goat m amm ary tissue cu ltu red seven days after th ree2mouth cryop reservation (400×) ; 2. Goat m amm ary tissue cu ltu red tw elve

days after th ree2month cryop reservation (100×) ; 3. Six th passage mono layer goat m amm ary cell cu ltu red tw en ty2eigh t days after

th ree2mouth cryop reservation (400×) ; 4. Six th passage mono layer goat m amm ary cell of con trst (100×)
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T he research of cryop reserva t ion goa t m amm ary t issue

SUN Su- jun , AN Zh i-x ing, PENG X in -rong, ZHANG Y ong
( Institu te of B io2E ng ineering ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: V ariou s t issue sizes, d ifferen t recovered t im es and varied num bers of t issue fragm en ts in each

via l w ere analyzed u sing overspeed m ethod of cryop reservat ion of goat m amm ary t issue. W ith the diam eter
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of t issue fragm en ts less than 0. 3 mm , the recovered t im es 0, 6 and 12 hou rs, their p la t ing eff icencies after

thaw ing w ere 63. 0% , 89. 8% and 81. 5% respect ively;W ith the diam eter of t issue fragm en ts betw een 0. 3

mm to 0. 5 mm , the recovered t im es 0, 6 and 12 hou rs, their p la t ing eff icencies after thaw ing w ere 47. 2% ,

63. 0% and 56. 5% respect ively; W ith the diam eter of t issue mo re than 0. 5 mm , the recovered t im es 0, 6

and 12 hou rs, their eff icencies after thaw ing w ere 27. 8% , 35. 2% and 29. 6% respect ively. How ever, 6

m asses, 9 m asses and 12 m asses per via l respect ively had no rem arkab le effect on the p la t ing eff icency, and

6 m asses per via l w as the best. T he study show ed, w ith 100 mL öL DM SO added to D 2M EM öF12 as cry2
op ro tectan ts, 6 hou rsπequ ilib ra t ion of the diam eter of t issue fragm en t less than 0. 3 mm befo re freezing had

bet ter effect on the freezing of goat m amm ary t issue.

Key words: goat; m amm ary; freezing cryop reservat ion
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Con struct ion of hepa t it is C viru s E1E2 envelope p ro te in gene

vaccine and its hum o ra l imm une respon se in BALB öc m ice

XU X in -gang1, 2, HU J ian -he2, 3, ZHANG Yan -m ing1,D ENG Hong-kui2

(1 Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Colleg e of L if e S ciences, P ek ing U niversity , B eij ing 100871, Ch ina;

3 D ep artm en t of A n im al S cience, H enan Institu te of S cience and T echnology , X inx iang , H enan 453003, Ch ina)

Abstract: H epat it is C viru s (HCV ) H 77 stra in E1E2 gene vaccine w as con structed by in sert ing fu ll2
length cDNA of HCV E1E2 in to an eukaryo t ic exp ression vecto r pcDNA 4. 0. T he recom b inan t p lasm id w as

tran sfered in to eukaryo t ic cells 293T by calcium pho sphate t ran sfect ion m ethod and tran sien t exp ressive

E1E2 envelope p ro tein w as analyzed by FA CS. BALB öc m ice w ere in jected in tram u scu larly w ith the recom 2
b inan t p lasm id. A n t i2HCV E1E2 an t ibody w as screened by FA CS,w ith cells SP2ö0 w h ich exp ressed p ro tein

HCV E1E2 as an t igen. M o reover, the an t ibody w as also analyzed by W estern b lo t and the an t igen w as E2

p ro tein w h ich w as exp ressed in E. coli. T he resu lts show ed that p ro tein HCV E1E2 w as exp ressed tran2
scien t ly in cells 293T. Specif ic an t i2E1E2 an t ibody cou ld be detected in DNA imm uned mou se serum by

FA CS and the an t ibody cou ld react specia lly to cells SP2ö0 w h ich exp ressed p ro tein HCV E1E2. W estern

b lo t analysis show ed that DNA imm uned mou se serum cou ld react specia lly to p ro tein E2 w h ich w as ex2
p ressed by E. coli.

Key words: hepat it is C viru s; envelope p ro tein; gene vaccine; humo ral imm une respon se
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