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普通冰箱４℃短期保存小鼠骨髓单个核细胞的研究
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【摘　要】目的：建立小鼠骨髓单个核细胞短期保存简便有效的方法。方法：采用密度梯度离心法获得小鼠骨髓单个核细胞，
ＤＭＥＭ培养液为小鼠骨髓单个核细胞冷藏营养液，直接置骨髓单个核细胞于４℃冰箱中保存，分别在当天至６０ｈ选择性观察
细胞形态，测其细胞回收率、活力及细胞周期。结果：小鼠骨髓单个核细胞置４℃冰箱保存２ｄ，活细胞率达８０％以上；细胞回
收率达７０％以上；细胞周期与对照组相比无明显差别。结论：４℃冰箱能在２ｄ内保存小鼠骨髓单个核细胞，是一种简便易行
的短期保存方法。
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　　骨髓单个核细胞包括造血干细胞和间充干细
胞，小鼠骨髓单个核细胞是实验血液学和分子生物

学研究的主要对象和媒介之一，短期保存小鼠骨髓

单个核细胞对其应用研究非常重要。细胞冷冻保存

常受机械性和渗透性的损伤，如何最大限度的使细

胞免受损伤是需要解决的课题。但小鼠骨髓单个核

细胞保存的文献报道甚少，本实验对小鼠骨髓单个

核细胞４℃低温短期保存进行探索，为以骨髓单个
核细胞作为靶细胞进行细胞和分子生物学的研究奠

定了基础。

１　材料与方法

１．１　动物及材料
健康成年清洁级 ＢＡＬＢ?ｃ小鼠，雌雄各半，８～１２周龄，

体重１８～２２ｇ，由长治医学院实验动物中心提供。ＤＭＥＭ培
养液（Ｈｙｃｌｏｎｅ产品），胎牛血清（杭州四季青公司），台盼蓝
染液（Ｈｙｃｌｏｎｅ产品）。
１．２　单个核细胞的获取

①用ＤＭＥＭ冲出股骨及胫骨骨髓制成单细胞悬液。

②在试管中加入适量淋巴细胞分离液，用滴管沿管壁缓
慢将单细胞悬液叠加于分层液面上。水平离心２０００ｒ?ｍｉｎ×
２０ｍｉｎ。

③用毛细血管插到白色云雾层，吸取单个核细胞。置入另
一短管中，加入５倍以上体积的ＤＭＥＭ，１５００ｒ?ｍｉｎ×１０ｍｉｎ，洗
涤细胞２次。
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１．３　４℃冰箱保存单个核细胞

将１×１０６个?ｍｌ单个核细胞置于ＥＰ管中，每个ＥＰ管中
细胞悬液为１ｍｌ，４℃冰箱保存细胞。
１．４　ＨＥ染色显微镜下观察细胞形态

小鼠骨髓单个核细胞在４℃冰箱中分别保存１２、２４、３６、
４８、６０ｈ后，ＨＥ染色在光学显微镜下观察细胞形态结构的
变化。

１．５　细胞活力检测
取２滴细胞悬液加１滴２％台盼蓝染液，２～３ｍｉｎ后观

察死细胞被染成蓝色，活细胞不着色。计数 ２００个淋巴细
胞，计算活细胞百分率。活细胞百分率＝（活细胞数?总细胞
数）×１００％。
１．６　细胞回收率的计算

细胞回收率＝（细胞冻存一定时间后所得的细胞数?冻
存前的细胞总数）×１００％
１．７　流式细胞仪检测细胞周期

以ＤＭＥＭ基础培养基冲洗３次细胞后加入７０％乙醇中
固定，取细胞悬液除去固定剂，用ＰＢＳ洗３次，调整细胞数目
至１×１０６个?ｍｌ，以碘化丙啶染色，用流式细胞仪测定细胞
周期。

１．８　统计学处理
应用ＳＡＳ９．１统计软件对所有的数据进行分析，以均数

±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用方差分析检验，以 Ｐ＜
０．０５差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＨＥ染色显微镜下观察细胞形态
显微镜下可见４℃冰箱中保存小鼠骨髓单个核细胞１２、

２４ｈ后细胞形态无变化，但是随着保存时间的延长，死细胞
和细胞碎片均增多（表１）。

表１　显微镜下ＨＥ染色观察小鼠骨髓单个核细胞形态

Ｔａｂ．１　Ｆｏｒｍｏｆｂｏｎｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｂｙＨＥｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

时间（ｈ） 细胞形态 与冻存前比较

１２ 圆、亮 无差别

２４ 圆、亮 无差别

３６
绝大部分细胞

圆、亮

有差别，

见到少量死细胞

４８
大部分细胞

圆、亮

有差别，死细胞量增多，

见到少量细胞碎片

６０
约６０％细胞

圆、亮

有差别，死细胞较多，

见到大量细胞碎片

２．２　显微镜下台盼兰染色计数活细胞率
显微镜下可见４℃冰箱中保存小鼠骨髓单个核细胞１２、

２４ｈ后台盼兰拒染率与对照组相比无明显变化（Ｐ＞００５），

随着保存时间的延长台盼兰拒染率增高，但是４８ｈ之内台盼
兰拒染率仍高于８０％（表２）。

表２　不同保存时间对小鼠骨髓单个核细胞

活细胞率的影响（ｎ＝６，珔ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　Ｌｉｖｉｎｇｃｅｌｌｒａｔｅｏｆｂｏｎｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｅｐｏｉｎｔｓ（ｎ＝６，珔ｘ±ｓ）

时间 （ｈ） 台盼兰拒染率（％）

０ ９５．５０±１．８７

１２ ９５．１６±２．３２

２４ ９５．１７±１．４７

３６ ８５．１６±２．６４

４８ ８０．１７±１．７２

６０ ６０．５０±３．３９

注：，与对照组相比Ｐ＜０．０５；，与其他各组相比Ｐ＜０．０５

２．３　不同保存时间对小鼠骨髓单个核细胞回收率的影响
４℃冰箱中保存小鼠骨髓单个核细胞１２、２４ｈ后细胞回收

率与对照组相比无明显变化（Ｐ＞０．０５），在４８ｈ之内细胞回收
率高于７５％，随着保存时间的延长细胞回收率降低（表３）。

表３　不同保存时间对小鼠骨髓单个核细胞回收率

的影响（ｎ＝６，珔ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｂｏｎｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（ｎ＝６，珔ｘ±ｓ）

时间（ｈ） 细胞回收率（％）

０ ９３．５１±２．３５

１２ ９４．２８±１．６７

２４ ９２．９４±２．８３

３６ ８１．９７±１．２７

４８ ７５．２８±３．２５

６０ ５６．２７±１．３６

注：，与对照组相比Ｐ＜０．０５；，与其他各组相比Ｐ＜０．０５

２．４　４℃短期保存对小鼠骨髓单个核细胞周期的影响
各组小鼠骨髓单个核细胞 Ｇ０?Ｇ１期、Ｓ期和 Ｓ＋Ｇ２?Ｍ期

均较对照组差异无统计学意义（表４）。

表４　４℃短期保存对小鼠骨髓单个核细胞周期的

影响（ｎ＝６，珔ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．４　Ｃｙｃｌｅｏｆｂｏｎｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｏｐｔｉｏｎａｌｌｙ

ｆｒｏｍｔｈｅｔｉｍｅｏｆｂｅｉｎｇｐｒｅｓｅｒｖｅｄｔｏ４８ｈａｆｔｅｒ

ｔｈｅｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎ（ｎ＝６，珔ｘ±ｓ）

时间（ｈ） Ｇ０?Ｇ１（％） Ｓ（％） Ｇ２?Ｍ（％）

０ ６３．９６±５．９４ ３１．９３±６．６７ ７．１６±０．８６

１２ ６４．４８±６．６８ ３３．４０±６．０６ ６．９０±０．９７

２４ ６４．０３±４．００ ３３．２４±４．６７ ７．３３±１．０６

３６ ６３．３２±５．０６ ３１．０７±４．５５ ７．５６±１．２０

４８ ６２．４２±６．２７ ３３．０３±５．００ ７．４１±１．００
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３　讨　论

骨髓单个核细胞在临床检验、诊断、治疗以及实

验研究方面具有重要的意义。小鼠骨髓单个核细胞

分离的方法比较成熟，操作简单易行［１～３］。小鼠骨髓

单个核细胞如何长时间保存，对于提高实验效率和成

功率都非常关键。低温保存分为两大类：① －８０℃
或－１９６℃深低温冻存；②４℃低温保存［４，５］。为获

得较高的细胞存活率及延长低温保存时间，许多学

者对多种冻存保护剂进行了研究，但是“细胞内冰

晶”、“渗透性休克”、“二甲基亚砜复温引起的细胞

膜损伤及“细胞凋亡”是深低温冻存无法逾越的障

碍［６，７］。细胞膜及细胞内细胞器质膜的完整性程度

是影响细胞功能的重要因素。４℃常规低温保存细
胞没有经过冷冻损伤，没有冷冻保护剂，可以避免

“细胞内冰晶”、“渗透性休克”等，减轻了细胞膜的

损伤［８，９］，并且操作简单，不需要离心操作，也不需要

特殊的仪器设备。还节约资源，液氮罐通常是实验

室的紧张资源，而且通常需要填充液氮。最后，方便

实验。研究工作通常会出现研究时间变动，实验试

剂购买等待和研究预料外结果出现等，导致研究进

展受到暂时的停滞。

细胞活力常用百分比表示，活力的大小对实验

结果有很大影响。细胞活力的测定有许多方法，最

简便常用的方法是台盼蓝染色法。台盼蓝又称锥

蓝，是一种阴离子型染料，这种染料不能透过活细胞

正常完整的细胞膜，故活细胞不着色，但死亡细胞的

细胞膜通透性增加，可使染料通过细胞膜进入细胞

内，使死细胞呈蓝色。实验结果表明小鼠骨髓单个

核细胞在４℃冰箱中保存４８ｈ后其活细胞率大于
８０％，细胞回收率大于７５％。细胞增殖动力学研究
证实，小鼠骨髓单个核细胞在４℃冰箱中保存４８ｈ
后Ｇ１期、Ｓ期、Ｇ２和Ｍ期细胞百分数与对照组无明
显差别。

总之，４℃常规低温保存小鼠骨髓单个核细胞
与深低温冷冻保存比较具有简便、经济等优点，将为

由此而进行的基础和临床研究奠定了基础。但此方

法保存时间短，仅２ｄ活细胞率大于８０％，可以根据
实验需求选择不同的保存方法。
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