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简介
为了保证科学研究和生物医学研究的可持续性和实验结果的

可重复性，如何保证活细胞和微生物中遗传复制物质的稳定性，

以及怎样保持如核酸和蛋白质等亚细胞组分的稳定不变，是当今

科学家面临的重大问题之一。细胞传代培养十分耗时，另外，由

于极易发生污染或遗传漂变等问题，导致只有越来越少的细胞可

用来传代。不恰当的储存和处理不可重复性样品，会导致实验结

果的差异性和不可重复性。然而，将部分活细胞或亚细胞组分悬

液放置在冻存低温储存，可以达到“暂停时间”的效果，这样便

可获得组织材料的遗传稳定性，方便各种实际操作的应用。

作为低温生物学的一项实际应用，在冻存温度使生物材料保

持稳定的过程叫做样品低温保存。冻存科技的不断发展，实现了

维持不同生物材料的稳定性，如组织材料，各类细胞以及亚细胞

组分材料。当前已发展出包括微生物、组织、原代细胞、细胞系、

小型多细胞器官，复杂细胞状结构如胚胎，以及核酸和蛋白等材

料的冻存技术。

冻存过程涉及很多复杂现象，即使经过了数十年的研究，具

体机制仍不甚清楚。冻存生物学的研究主要针对如下问题：活细

胞在冻存过程中发生了什么变化？如何克服冻存过程中的不利现

象？因为水是所有活细胞的主要组成部分，并且直接影响细胞内

生物化学反应。当细胞中所有水分子都转化成冰晶时，细胞的新

陈代谢也就停止了。

降温过程中冰晶以不同速率形成。缓慢降温过程中，胞外冰

晶先于胞内冰晶形成 1。随着细胞外部冰晶的逐渐形成，胞外环

境的水分子减少导致细胞膜内外渗透压不平衡，胞内水分子向胞

外迁移。进而导致，细胞内外液体浓度的增加对细胞存活有害 1。

所以，如果细胞内保留过多水分子，冰晶形成及重结晶过程会对

细胞造成致命伤害。

图 1  使用 1℃ / 分钟的降温速度和冻存保护试剂，将最
小化由渗透压失衡和冰晶形成对细胞造成的损伤

降温速率对细胞冻存具有很大影响（图 1）。快速冻存可以

大大减少胞内外液体浓度改变造成的影响，使得形成形状规则的

冰晶，但是，由于水分子未完全迁移至胞外容易形成较多的胞内

冰晶。相反，缓慢冻存可以使得细胞内水分充分渗出，减少胞内

冰晶，但是却提高了胞内外液体浓度改变对细胞造成的影响。

细胞透性影响水分流失的速率，透性较好的细胞更耐受速冻 2。

Mazur认为 3，冰晶形成和细胞内外液体浓度改变均影响细胞损伤。

优化降温速率能同时将二者的影响降到最低。毫无疑问，每分钟

降低 1℃的降温速率最为合适。

使用冻存保护剂或化学物质可以在冻存的过程中保护细胞，

减少细胞内外液体浓度改变和形成冰晶对细胞产生的影响。常用

的冻存保护剂是二甲基亚砜（DMSO）和甘油，还有一些其他保

护剂用于某些特殊应用。另外，采用合适的储藏温度以及恰当的

复温速率，也有利于降低对细胞和组织产生的伤害。

良好冻存流程的关键因素之一为标准化操作过程。由于冻存

操作的复杂性，操作时微小的变化都会对生物材料造成显著的影

响。标准化冻存流程可以很大程度地保障实验结果的连续性和可

比性。因此，一旦制定了一个成功的冻存流程标准，需要非常仔

细的记录此套方法。

种批系统（Seed Lot 

System）
为了保证细胞的遗传稳定性，原代细胞培养成稳定细胞系后

需尽量减少传代次数。当您进行细胞冻存时，需要建立一个系统

确保早期传代的细胞材料始终可以进行传代，产生新的可用细胞。

保存早期传代的细胞材料的方法之一是使用种批系统 (Seed Lot 

System)
4。

在第一批冻存细胞的准备阶段，需要预留出一部分细胞作为

种子材料。这部分细胞被保存于特定冻存管中，且与日常工作用

冻存细胞分开放置，防止种子材料被当做工作用冻存细胞使用或

进行复苏操作（图 2）。当第一批工作用冻存细胞使用完毕后，

可从种子材料中取出一支用于生成第二批工作用冻存细胞。以此

往复，直到仅剩一支种子材料。最后一支种子材料用于生成第二

批种子材料。采用这种方法，第二批种子材料由原代材料算起，

仅仅经过 1-2 次的传代，但如果准备了足够多的种子材料，第一

批材料可以使用多年。

种子储备的概念与细胞样本库的操作类似：建立质量合格的

主细胞库，通过准备工作用冻存细胞的生产过程不断发展和维护

细胞库。类似系统也可以运用于其余非复制性材料，如 DNA 和

蛋白质（不包括有特殊目的的使用）。在这种情况下，由于使用

材料的不可更新性，当怀疑工作用冻存材料发生变化时，可用种

子储备进行对比实验。所以需要准备足够数量的材料作为种子储

备，以便日后检测的需要。

除种子材料之外，部分原代细胞及部分的工作用冻存细胞均

需要与其他材料隔离保存。这样，在对其他工作用细胞进行储存

和复苏操作时，不会对此部分原代细胞的储存温度造成影响。如

果可能的话，最好能在其他区域储存一些原代细胞作为备份材料，

这样的储存方式确保在原先冻存装置发生物理灾害时，备份材料

也不会丢失。使用种批系统和备份样本储存，是任何管理健全的

菌种保存中心保证冻存材料延续性和持久性工作的重中之重。

图 2  种批系统 1



冻存保护剂
很多化合物都可以作为冻存保护剂，它们既可以单独使用也

可以联合使用，例如糖、血清和去污剂。虽然冻存没有绝对的准

则，但是大家普遍认为二甲基亚砜（DMSO）和甘油是保护活细

胞和组织使用最广泛且最有效的冻存保护剂。其他冻存保护剂可

根据情况使用，可单独使用也可联合使用，包括：聚乙烯乙二醇

（polyethylene glycol），丙烯乙二醇（propylene glycol），甘油

（glycerine），聚乙烯吡咯烷酮（polyvinylpyrolidone），山梨醇

（sorbitol），右旋糖苷（dextran），海藻糖（trehalose）。

冻存组织和整个器官的需求，促进了冻存方法的发展，新方

法也提高了冻存细胞和有机体的复苏 4，5。这些方法包括改变冻

存保护剂的浓度和加入添加剂，避免冻存过程引发的细胞调亡或

程序性死亡。多年来人们一直认为，是冻存过程中产生的细胞内

物理变化或损坏，造成冻存后细胞的死亡。而最近有研究发现，

一些更为精细的胞内活动可能导致了细胞死亡，而这些活动可在

一定程度上受控于适当的冻存添加剂。

冻存过程中，冻存保护剂有多种功能。例如，DMSO 可以降

低冰点，促进细胞在胞内冰晶形成之前脱水更加完全。普遍认为，

当冻存保护剂可有效穿透细胞，延迟胞内冰晶形成，降低溶液效

应时，冻存保护的效果最佳 1。另外，需要根据冻存的细胞类型

来选择冻存保护剂。对绝大多数细胞来说，甘油是更好的选择，

因为它的毒性比 DMSO 小。但是，DMSO 具有更好的渗透性，

通常作为较大型较复杂的细胞冻存，如原生生物。在添加到细胞

悬液之前，冻存保护剂应该用新鲜培养基稀释到适宜浓度，这能

最小化潜在的化学反应损害，并确保细胞能均一接触到保护剂，

减少毒害效应。DMSO 和甘油通常使用的浓度范围为 5-10%（v/

v）。除了用于植物细胞，二者一般不联合使用。

冻存保护剂最优浓度选择根据细胞类型及细胞所能耐受的

最高浓度而定。针对某些材料，通过不断增加保护剂浓度来检

测细胞的敏感度，有助于挑选出保护剂的最优工作浓度。Quick-

Reference Chart（第 4 页）罗列出针对不同类型细胞所使用保护

剂的推荐浓度，并且可以作为选择合适保护剂的参考资料。

图 3 通过过滤方式将 DMSO 除菌

甘油和 DMSO 应为试剂级或者更高级别，使用前需灭菌，

并检测不良特性。每批号产品均需要进行毒性测试，具体方法为

使用之前采用的工作浓度处理敏感细胞，查看毒性影响。保护剂

使用前，甘油需在 15p，121℃条件下灭菌 15 分钟并避光保存；

DMSO 应进行过滤除菌，使用滤膜为 0.2 微米尼龙滤膜，或经甲

醇和 DMSO 预洗的特氟龙（TeFlon）※PTFE 滤膜。保护剂应该

操作 DMSO 时需要小心谨慎，因为它能通过皮肤快速

吸收入体内，可能会携带有害物质进入体内。

非复制性材料通常不需要在冻存时加入添加剂（需要保护特

殊性状的情况除外）。例如，组织样本为了保持其形态，可将其

悬浮于特定物质中以便达到最佳效果，例如悬浮于最佳切割温度

（OCT）复合物中进行冻存。组织样本通常按块冻存，但在冻存

管中与 OCT 联合冻存，可提高小组织样本的可操作性 6。

※杜邦（DuPont）公司注册商标

生物材料准备
生物材料冻存前进行的准备工作可能会对冻存结果产生影

响。对于非复制性材料，如组织，核酸和蛋白等，准备过程包括

确认生物材料处于合适的溶液或冻存培养基中，此步骤的目的在

于复苏时达到最大化的预期用途。然而，活细胞和微生物的稳定

性及复苏活力受生长条件和冻存前准备工作的影响。

细胞冻存前需考虑多种因素，包括细胞类型、活力、生长条件、

生理状态、数目以及细胞前处理等。当建立一个新分离株或细胞

系的初次种子储备时，必须对培养物进行检测并消毒，确保微生

物污染的最小化。每次准备工作后，以及每次准备新批次的培养

物时，均要重复这个步骤。

微生物
生长于通气培养条件下的微生物细胞，特别是细菌和酵母，

表现出比生长于非通气条件下的细胞更强的耐受冷却和冻存伤害

的能力。T.Nei 认为 2，在通气培养条件下，细胞通透性更好，且

开放条件下培养细胞在冷却过程中比非通气条件下培养的细胞失

水更快。另外，针对微生物细胞，在对数生长期后期及稳定期早

期获得的细胞表现出更强的冰冻耐受性。从生长后期和静态培养

早期收集的微生物细胞比生长早期和生长晚期的细胞表现了更强

的冰冻耐受性。

一般来讲，初始冻存的细胞数目越多，复苏率越高。对于大

多数细菌和酵母而言，保证约 10
7
/ml 的细胞数才能确保足够数量

的细胞复苏 7。由于这些细胞可便捷地从琼脂培养板或斜面上收

集，如果需要更大量的细胞，也可使细胞生长于液体培养基中通

过离心收集，在任何一种情况下，细胞通常悬浮在包含冻存保护

剂的新鲜培养基中。原生生物可以通过离心浓缩，但通常需要悬

浮于使用的培养基中，之后使用等体积含冻存保护剂的新鲜培养

基稀释。

针对芽孢菌冻存，需要收集芽孢并重悬于含冻存保护剂的新

鲜培养基中。冻存前，必须缩短操作时间且确保芽孢并未萌发。

针对非芽孢菌冻存，冻存前需采用特殊程序收集菌丝体。某些具

硬菌丝体的真菌，需将含有菌丝体的琼脂块从培养基中切出，并

将其置于含冻存保护剂的新鲜培养基中。硬菌丝体无法与琼脂培

养基很好粘附，生长于肉汤培养基中时，冻存前需将菌丝体团进

行混合 7。

冻存材料的活力和复苏率由冻存前后的培养和生长状态决

定。活力是衡量培养物生长和繁殖的一项指标。例如原生生物材

分装成一次性使用体积储存，避免污染和重复使用引入水分。
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料等某些材料，需经过多次传代才能保证其稳定性。复苏细胞数

量的估算有多种方法，包括连续稀释，平板计数或直接细胞计数。

通过对比冻存前和复苏后细胞数量的差异，可说明细胞复苏程度

或冻存过程是否成功。

哺乳动物细胞
哺乳动物细胞准备冻存时，需要将细胞调整到合适生长状态，

确保既能得到足够的复苏细胞又无大量非必需生长的细胞。对大部

分哺乳动物细胞来说，最优起始细胞数为 10
6
-10

7
/ml 左右。为方便

加入等体积的冻存保护剂（2×冻存保护剂 + 培养基），细胞悬液

浓度应以起始浓度的两倍准备。或者，也可将沉淀细胞重悬在冻存

保护剂（1×冻存保护剂 + 培养基）中达到预期细胞数。细胞操作

应该温和小心，确保细胞在冻存前是健康的。尽量避免剧烈吹打及

高速离心。适当情况下，可注入 5% 或 10%CO2 来调节 pH。

影响哺乳动物细胞复苏的因素包括：（a）细胞类型，（b）

生长阶段，（c）细胞处于细胞周期的哪个阶段，（d）终悬液中

的细胞数量和浓度。可通过优化以上因素来提高复苏细胞活力，

另外，还需考虑冻存保护剂的特性以及冻存过程的具体操作。

哺乳动物细胞培养对其他细胞和微生物的污染特别敏感，例

如 Hela 细胞 8。由于这种特性，初始细胞系可通过同工酶分析、

染色体组型分析、免疫分析或基因组分析，检测来源。冻存前后

均应该进行如上检测。特别需要注意的是，病毒和支原体污染 9。

一套完整健全的哺乳动物细胞系鉴定程序应该包括，检查是否存

在细菌、真菌、病毒、支原体、甚至原生生物细胞的污染。

干细胞
干细胞的冻存方式与哺乳动物细胞大体类似，除了部分提高

复苏和克隆生长活性的步骤。一般使用 DMSO 为冻存保护剂，有

时配合使用血清，推荐缓慢降温方式冻存。海藻糖与其它冻存保

护剂联合使用，降低对细胞的潜在伤害 10。同时，推荐快速升温

方式复苏。复苏的细胞活力依据细胞类型不同可能呈现不同水平。

玻璃化（Vitrification）也可被用于冻存干细胞。操作流程包括，

悬浮细胞于包含多种冻存保护剂的浓缩混合物中。另外，需要降

温冻存和复苏过程的操作均十分快速，避免冰晶的形成。一些研

究证明，玻璃化可得到更高的细胞活力 11。DMSO，甘油和丙二

醇为常用的有效冻存干细胞的保护剂。

植物细胞
植物细胞冻存与其它细胞相似 12。细胞的生长阶段会影响复

苏效果，最适合的生长阶段为对数生长期后期。另外，细胞密度

也大大影响复苏效果，最合适细胞密度取决于细胞类型。

联合使用冻存保护剂大多数情况下比单一使用效果更好。降

温速率很重要，在很多情况下，两步降温法效果显著，即先将细

胞在 -30℃ --40℃冻存一段时间再降温到液氮温度。这种方法增

强了冻存前的胞质失水。通常推荐快速回温方式复苏，但是在某

些情况下缓慢回温方式复苏效果更好。通过使用浓缩细胞悬液和

快速降温，植物细胞也可使用玻璃化方式冻存。

植物的抗逆性培养使得其对于压力环境有更强的耐受性，例

如冻存过程。植物可产生一定数量的化合物，例如糖类或甘油，

保护细胞减少渗透压改变造成的伤害。未分化愈伤组织冻存通常

是为了获得稳定性状，这些性状会被持续培养所影响。

种子保存也是一种保存稳定植物种质（germplasm）的方法，

最普遍的方法为保存于低湿低温处。然而，有些种子可耐受由冻

存引发的失水，这样的种子便可冻存于液氮温度中。

病毒
大多数病毒可以无准备阶段直接冻存，且无需进行降温控制

7。但是，与寄主细胞同培养的病毒，在冻存过程中需要进行降温

控制。就寄宿细胞的病毒而言，应采取适当的冻存操作以保证宿

主细胞的活力。当从卵细胞中获得病毒时，尿囊液或卵黄囊中的

高蛋白物质可在冻存过程中对其提供保护。

植物病毒的保存既可以通过感染植物组织的方式，也可以是

纯病毒制剂形式。病毒准备是在冻存前将其悬浮于 DMSO 或其它

冻存保护剂中。虽然绝大部分植物病毒可耐受快速降温，但适当

控制降温速率，可得到最好的复苏效果。直接在温水浴中浸泡便

可对植物病毒进行复苏，之后将复苏病毒接种于合适植物寄主即

可。

胚胎
胚胎可通过控制降温速率和玻璃化两种方式进行保存。复苏

取决于胚胎发育的阶段，通过成功植入并进入胎儿发育来衡量复

苏效果。

基因修饰材料
基因修饰过的细胞或组织的冻存操作同未修饰寄主细胞大体

相同 13,14。

非复制性材料
非复制性材料，例如全血、血清、组织、核酸和蛋白质，对

于材料的冻存并无特殊要求。这些材料一般直接冻存，不加冻存

保护剂，且采用快速降温。然而，对于这些材料的实际冻存操作

方式的选择取决于材料最终的使用目的。要在复苏后成功保留全

血的特性，需要冻存保护剂和降温控制，而冻存组织的质量提高

可以通过使用最佳切割温度（OCT）复合物材料等物质进行悬浮。
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冻存保护剂和细胞悬液混合后到开始降温前这段时间叫平衡

期。对于大多数细胞，平衡期至少 15 分钟，但不超过 45-60 分钟。

如果平衡时间过长，冻存保护剂可能会对细胞产生毒性。对于悬

浮于 OTC 复合物中的组织，平衡期通常并不重要，因为 OCT 一

般不会渗入组织，而只是在冻存和随后组织切片时提供支持。

平衡需要在室温下进行，它使冻存保护剂有时间渗入细胞，

体积大、通透性低的细胞和胚胎需要更长的平衡期。在平衡期内，

可以将细胞悬液分装到冻存管中，并进行其他的冻存准备工作。

最优的平衡时间应根据经验确定，达到冻存后的细胞复苏效率最

大化。

安瓿瓶和冻存管
某些小容量容器可以用于超低温储存细胞，如火焰密封的玻

璃安瓿瓶和螺旋盖塑料冻存管。最常用的规格是 1.2-2.0ml 冻存

管，此规格能使储存容量最大化，并使储存和检索操作轻松便捷。

一般而言，可在每个容器中储存 0.5-1.0ml 的细胞悬液。选择容

器时， 需要考虑许多因素，包括冻存耐受性、存储条件、保存细

胞类型、安全性等。

内旋                                  外旋

图 4：内旋与外旋冻存管设计的对比

由于 -100℃以上的低温中，低温机械应力不是太强，很多容

器都可以使用。但是，当材料储存于液氮温度中时，必须使用特

殊设计的能耐受液氮温度的容器。目前市场上有许多专为冻存设

计的容器。塑料冻存管的螺旋口分为内螺旋和外螺旋（图 4）。

容器类型可能影响升温的速度，因为塑料冻存管通常比玻璃安瓿

瓶需要更长的升温时间才可达到完全解冻。升温速度的差异，可

能会对一些较难培养细胞的活力产生影响，但对大多数细胞的活

力是没有影响的。

其它可用于储存冻存材料的容器，包括传统上用来保存胚胎

的麦管，以及通常用来冻存细胞芯片或克隆的微量滴定板。容器

的选择，应该使得储存、检索和操作过程中材料维持活性的能力

最大化。玻璃安瓿瓶可以用火焰密封，但是必须注意要正确密封，

因为密封不当的玻璃安瓿瓶可以会有微小缝隙 15，导致液氮随着

时间的推移逐渐渗入。当安瓿瓶从液氮温度到室温进行操作时，

安瓿瓶内液氮从液态到气态的快速转变会导致安瓿瓶的爆炸。带

螺旋盖的塑料冻存管也易于液氮渗入 16，并且在升温和操作过程

中，当爆炸的可能性被最小化，液氮会从管盖或管身的间隙逃逸，

也可能使冻存管内容物损失。

不推荐将储存管浸入液氮液相中储存。

Quick-Reference Chart 注释：
虽然对于表中标注的部分组织，-60℃适宜长时间储存，但某

些敏感细胞在此温度长时间储存后无法存活。

不考虑细胞数量，真菌菌丝冻存通过准备菌丝体团。

植物细胞通常将细胞体积减少为 3-20%，以便冻存。

感染颗粒的多少对病毒和细菌复苏效果影响不大。

非复制性材料浓度并不影响材料冻存，除非一些有特殊目的

的具体应用。

全血和大部分成分血可以储存于 -80℃，但是淋巴细胞必须保

存于 -150℃，以便之后建立细胞系使用。

平衡
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图 5：如果塑料冻存管储存于液氮液相中，强烈推荐使用
NUNC

TM
 CryoFlex

TM 
(NUNC货号：343958)。请看第9页的警告。

降温速率
一旦将细胞与冻存保护剂混合并置于冻存管后，下一步就是

降温。降温速度很重要，因为它会影响冰晶形成的速度和大小，

以及冻存过程中的溶液效应。不同类型的细胞需要不同的降温速

度，但是对于大多数细胞和组织，有效的降温速度是每分钟均一

地降低 1℃。

一般而言，细胞体积越大，降温速度就越低。大多数细菌和

产孢真菌能耐受低于理想值的降温速度，且能在 -80℃保存一段

时间。更挑剔的细菌和无孢子的真菌则需要更均一的降温速度。

原生生物、哺乳动物细胞和植物细胞通常需要控制更严格的降温

速度，包括采取一些特殊的操作，以使降温导致的不利影响降至

最低，并减少由水变成冰的过程中所释放的热量。

图 6：理想的细胞降温速度，以及由 NALGENE“Mr. 

Frosty”梯度降温盒所提供的降温速度，NALGENE 货号：
5100-0001。

尽管对细胞降温过程中进行了控制，但绝大部分水仍然会

在 -2℃至 -5℃时结冰。由液态向结晶态的转变，会导致能量以热

的形式释放，这就是通常所说的熔化潜热。在平衡冰点温度到达

前，样品会一直放热，冰晶不断形成。为了让这个现象的不利影

响降至最低，降温过程必须通过人工诱导冰晶形成。人工诱导能

够通过在悬浮液中加入冰晶或成核剂，或者快速降低外环境温度

以促使冰晶形成来实现。

为实现均一、可控的降温速度，可使用程序化的细胞冻存装

置。简单的装置，只需在整个温度范围内选择单一的降温速度。

然而，更复杂的装置，则可以在降温曲线的不同部分，选择不同

的降温速度。为模拟可控速度的降温过程，更加低成本且易操作

的方法是将冻存管置于 -60℃至 -80℃的机械冰箱。为获得均一

的降温速度，冻存管必须放置于特殊设计的容器内。

NALGENE “Mr. Frosty”冻存容器（货号：5100-0001）就

是这样一个操作简易的装置，它可以以每分钟非常接近 1℃的速

度进行降温（图 6）。自制降温系统的降温速度是非可控的，虽

然平均每分钟降低 1℃，但是从降温曲线上可以发现细胞在某个

时刻会有更高的降温速度 16。而且，自制降温系统是不可重复的。

“Mr. Frosty”不需要进行酒精浴，从而避免了酒精通过毛细作用

渗透或残留在冻存管外壁而引起的污染。在低温处理过程中，冻

存管外残留的酒精会降低冻存管的表面温度不利于手握，而且易

滑。

由于胚胎的多细胞结构，胚胎的冻存保存需要更加严格地控

制降温过程。除了一般用于单细胞的控速降温之外，玻璃化过程

也被用于保存胚胎 17。这就需要将胚胎悬浮于高黏度的溶液中，

并将悬浮液迅速降温以消除冰晶的形成。冻存形成的玻璃状小块

需要贮存在液氮温度的环境中。如果贮存温度上升到 -130℃以上，

冰晶就会形成，导致胚胎损伤。

NALGENE “Mr. Frosty”

样品储存
样品冻存 48 小时后，应该拿出一支冻存管解冻，以检查细

胞是否有活力，是否可以建立细胞群（即检查冻存步骤后细胞是

否存活）。

冻存样品储存温度的高低，会影响样品复苏前储存时间的长短。

储存温度越低，储存期越长。只有保存于 -130℃之下，冻存样品

的稳定性才能得到保障 18。一些细菌和产孢真菌可以在一段时间内

耐受 -60℃至 -80℃的温度。但是，更难培养的细胞，如哺乳动物

细胞、杂交瘤细胞、干细胞，就必须储存于 -130℃之下。如今已

查看复苏率鉴定，请看后文。
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复苏（解冻）
对于大多数细胞，都需要尽可能快地从冻存状态完全解冻。

为了快速解冻，可将冻存管置于 37℃的水浴中。记住，塑料管中

的冻存细胞比玻璃安瓿瓶中的需要更长的时间解冻，并且，在升

温过程中不时轻微地摇动会加快解冻过程。但是，值得注意的是，

如果是原生生物或哺乳动物细胞等较为脆弱的细胞，请不要剧烈

地摇动冻存管。当冻存管内容物完全解冻时，请马上将其从水浴

中移走。为使解冻过程导致污染的风险最小化，在打开管盖前，

用酒精浸泡过的纱布对冻存管的表面进行消毒。

解冻后需要快速地将冻存管内容物转移到新鲜的生长培养基

中，以使细胞最小程度地暴露在冻存保护剂中。大多数情况下，

冻存管的所有内容物都要置于新鲜的培养基中，但对于细胞株而

言，进一步的稀释是必要的。建议在首次稀释后将细胞悬浮液以

100 x g 离心 10 分钟，除去上清液，然后再次重悬细胞到新鲜的

生长培养基中，以便去除残余的冻存保护剂。

有些对低温保存过程不敏感的材料可以耐受解冻和再冻存。

大多数可复制的细胞不能忍受再冻存，除非它们处在抗性状态，

如芽孢。然而对于非复制性材料，如血清、核酸和蛋白质，解冻

和再冻存是可行的。记住，一份材料每解冻和再冻存一次，它们

的特性就可能会有微小变化，影响到以后的使用。一个关于此问

题的可选方案是将储存材料分成更小的份量来储存，每份仅用一

次。

无菌技术使污染的可能性最小化

证实，一些细胞在 -80℃的储存条件下存活时间短于一年 1。

为了基本的安全和最大限度的稳定，活细胞和胚胎应该储存

在液氮罐 / 箱中。然而，如前所述，将冻存管直接浸入液氮液相

存在风险。只有装置开口处的工作温度保持在 -130℃以下，液氮

装置所提供的全气相环境才是理想的储存环境。

为了保证液氮冰箱内维持适当的工作温度，装置内液氮体积

应该调整至当移开装置盖子时，储存材料上方的温度为 -150℃ 19

（图 7）。大多数液氮冰箱可以达到适当的工作温度，但是，一

些设计模型需要较多的液氮才能达到适当的工作温度，从而减少

了可用的存储空间。如果冻存管需要浸入液氮液相，必须将它们

正确封装在 Nunc
TM

 CryoFlex
 TM

 冻存管套中，以防止液氮的渗入。

使用不当可能会使液氮渗入冻存管，导致压强增大，进而可能发

生爆炸和生物危害性样品的泄漏。对于未受到 Cryoflex
TM 冻存管

套妥善保护的浸入样品，渗入的液氮液相也可能成为其污染源。

在大多时候，-130℃的气相储存是合适的，可避免液相储存的危

害。冷却至 -150℃的机械冰箱也可以使用。

在冻存温度下，对保存材料不恰当的处理会对冻存细胞的活

力产生不利影响。每一次将冻存管暴露于温度较高的环境，即使

暴露时间很短，它还是经历了一次剧烈的温度变化。冻存系统的

设计应该避免保存材料暴露于较高温度中，同时要使样品检索过

程中人为使之暴露的时间最小化。当在较低温度检索盒子时，冻

存盒堆叠放置方式（如不锈钢架）的顶端就必须要暴露在温度较

高的地方。当冻存盒堆叠放置时，在顶端的盒子里存放少数冻存

管，而将其余的冻存管保存在位置较低的盒子里。这样，检索一

支冻存管就无需暴露所有特殊培养或批次的冻存管。

为使液氮罐 / 箱的可用空间最大化，并使检索时材料暴露的

时间最短，可以使用较小的冻存盒或铝条。将冻存管插到铝条中，

每根铝条不要放超过一个批次的样品。铝条提供平坦的表面可以

用来编码它们所在的位置，并在检索中易于鉴定。将铝条放置于

纸板或塑料套中，以免冻存管从铝条中脱落（图 8）。当需要从

铝条中检索冻存管时，提起铝条至暴露第一支冻存管的位置即可，

无需移动处于工作温度中的其余冻存管。

图 7：液氮储存系统的温度介绍。

图 8：透明的塑料管套便于铝条中冻存管的观察。

若需更多低温贮藏和冻存产品的相关信息，请访问我们的

网站：www.nalgene.com & www.nuncbrand.com
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复苏率鉴定
用于估计冻存后复苏的活细胞数量的方法，主要是根据保存

材料的类型来决定。仅靠目测计数具有欺骗性，虽然染色法和染

料排斥法能有效地指示大多数哺乳动物的活细胞的状况，但是它

们都不能再用于建立细胞群。对于微生物细胞，连续稀释法和平

板计数法对复苏细胞群的计数都有效。虽然同一批次可能会有管

和管之间的差异，但由于不变的保存条件，所有冻存管中复苏细

胞的数量一般是相同的。管与管之间的差异意味着在保存和操作

过程中出现的问题。

对于干细胞，复苏细胞的计数方法和其它哺乳动物细胞一样，

通过估算活细胞数量来测定。此外，测量它们的分化能力和克隆

形成能力在确定干细胞的完全复苏时也很重要。胚胎复苏可以通

过形态检查来确定，通过胚胎植入和胎儿发育来验证。非复制性

材料通过它们预期用途的结果来检测复苏状况。

在库控制
保持适当的记录对所有实验室都很重要，对于保持冻存材料

的记录，可以采用很多方法 20。一旦建立起您自己的方法，这些

主要信息在将来会是十分重要的：（a）使用的保存方法（b）保

存材料的位置及标识（c）储存日期以及（d）可复制材料的传代数。

这些项目编号应该与保存材料的相关数据联系起来，并且每个容

器都需要一个特定的识别码，它与这一部分材料的信息相关。

标识首先要在储存容器上贴上适当的标签。标签上的信息应

该包括冻存材料的名字或识别码，以及批号。标签上的信息应该

储存于库存记录中，包括每支冻存管位置编码。这些记录可以是

以纸质文件保存，或是更好的选择——电子文件。库存记录的复

制版要和工作记录分开保存。定位编码要有足够的特异性，以便

快速而简易地检索到特定的批号，并且应该包括冰箱单元编码（即

冰箱区域或库存架的编码），冻存盒或冻存管编码，甚至是一个

冻存盒里的格子位置或使用冻存铝条时的冻存铝条编号。详细的

定位编码可以使寻找材料的时间最小化，从而降低设备升温的风

险，避免其它材料暴露于较高的温度中，同时缩短实验室工作人

员处于极冷环境中的时间。

生物材料管理实践
尽管低温保存用于稳定活性材料，但是它会对细胞产生压力。

操作必须很小心，确保在保存过程中这些材料能够维持原样。一

个好的保存项目应该包括有效的特征描述和目录表，这两者合二

为一提供了生物材料采集的最佳实践。对于价值低、特异性不高、

被污染或无法识别的保存材料，通常很少使用。保持生物材料采

集的第一步，就是要确保这些材料能使用，并且有保存的价值。

这个原则要贯穿于材料采集的全过程，以便于最大程度地降低保

存材料的累积，避免造成难以管理的局面。为了避免采集材料的

重复，需要建立一套鉴定每个项目的体系。这可以通过设计独一

无二的数字系统，或是数字和字母的组合系统来实现。每一个鉴

定数字都要和生物材料的其他信息相一致。活细胞的保存能够保

证稳定性，但不能改善材料已出现的问题 20。任何材料在保存之

前都需要经过彻底的检查，检查是否被污染，是否有适当的鉴定

和其他该细胞独有的特征。由于冻存会对细胞产生压力，并且操

作过程有使细胞污染的风险，所以在细胞成功保存后，特征描述

也必须持续地记录。每一批新的冻存材料准备好后，都应当对其

进行完全的特征描述。在所有生物材料采集过程中，建立目录并

且做好数据记录十分重要。目录可以确保保存材料不会重复，并

且当其他人需要使用时，这些目录尤其有用。对采集材料保持特

征描述和保存的数据记录，能够确保在未来遇到问题时准确地找

到材料的保存位置。优秀的生物材料管理具有一个重要的方面，

即能够不断地对材料有用性进行评估，并且清除不再需要的材料。

您能采用多种测验来正确鉴定细胞系。正
确的鉴定对于防止交叉污染十分重要。

为冻存材料保持精确的记录。在本手册最后附有完整版
的记录表格，并可复制使用。
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安全注意事项
在储存和保持的过程中，必须严格遵守安全预防措施。任何

具有危险性的工作都要在恰当的防范下进行，时刻遵守美国公共

卫生服务生物安全等级指南 21。

人类和其他灵长类细胞可能含有需特殊处理的外来病毒性病

原，所有尚未经过完全特征描述的灵长类动物细胞，都要在二级

生物安全实验室中进行操作。在此级别，实验室成员必须经过致

病性病源操作的培训，并且要在专业人员的指导下工作。严禁闲

杂人员进入实验室，并且当有大规模工作或有气雾等产生时，必

须使用生物安全柜 21。

低温储存有一定的危险，因此必须采取安全预防措施。冻存

温度会导致实验人员处于极冷的环境中，所以在操作液氮罐 / 箱

时，必须要采取防范措施来保护实验人员。隔热手套，长袖实验

服或者其他装备，能够用于保护皮肤不暴露。当在液氮罐 / 箱的

液体部分工作时，戴好面部和颈部的防护罩十分重要。如前文所

述，将安瓿瓶从液氮中取出进行检索时，未正确密封的玻璃安瓿

瓶可能会爆炸。为了使爆炸的风险降至最低，可以将安瓿瓶放在

同一个液氮罐 / 箱的气态氮中，至少放置 24 小时后取出。在从

液氮中取出安瓿瓶进行检索时，必须要戴能保护颈部的面罩。强

烈推荐使用 NUNC ™ CryoFlex ™。请阅读本页警示。

在液氮温度下操作危险性生物材料时，需要采取特别的防范

措施。解冻和打开装有危险性材料的冻存管，必须在生物安全柜

中进行。做好安瓿瓶或冻存管爆炸和渗漏的准备。液氮冰箱中损

坏的安瓿瓶是潜在的污染源，而且尽管温度极低，污染物仍能存

活 22。一旦液氮罐 / 箱被污染，整个设备单元都应当在升温至室

温后去污。当停用一个没有被明显污染的液氮罐 / 箱时，要将其

中储存的材料全部移开，让设备单元恢复到室温并对其消毒，以

待进一步操作。

细胞培养操作步骤（非干
细胞）
1. 获得对数生长晚期或稳定生长早期的细胞。如果细胞粘附于

培养表面生长，需将它们刮下。如果需要，将液体培养基或

不依赖于支持物生长的细胞离心，以获得所需的细胞团。

2. 为新配制的生长培养基准备好一定浓度的已灭菌的 DMSO

或甘油。当与悬浮细胞混合后，准备好浓度为终浓度两倍的

冻存保护剂。

3. 将冻存保护溶液加至细胞团中，或将溶液与悬浮细胞混合。

开始记录平衡期的时间。

4. 轻轻地将细胞悬液分装到冻存管中。

5. 待适当的平衡时间后，开始冷却细胞。

A. 无控制冷却：将冻存管置于 -60°冰箱的底部 90 分钟。

B. 半控制冷却：使用 Mr. Frosty 冻存容器，在 -70°冰箱

中冻存冻存管。

C. 可控制冷却：使用程序化的冷却装置，以每分钟降低 1℃

的速率将细胞冷却至 -40℃。

将细胞从冷却装置中取出，放置于合适的储存温度下。

样品复苏时，可将冻存管取出，置于 37°水浴中。当完全

解冻后，温和地将所有内容物转移到新鲜的生长培养基中。

6.

7.

警告：
除非已提前密封在 NUNC

TM
 CryoFlex

TM 冻存管套 ( 货号：

343958) 中，否则冻存管不能直接放入液氮液相储存。因为

如果这样操作，有可能使液态氮滞留管内并造成压力积聚，

最终可能会引起爆炸或生物危害释放。处理和丢弃冻存管时，

请按照手册所述的安全步骤进行操作。
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警告：
除非已提前密封在 NUNC

TM
 CryoFlex

TM 冻存管套 ( 货号：

343958) 中，否则冻存管不能直接放入液氮液相储存，因为

如果这样操作，有可能使液态氮滞留管内并造成压力积聚，

最终可能会引起爆炸或生物危害释放。处理和丢弃冻存管时，

请按照手册所述的安全步骤进行操作。

关于冻存和冻存产品的更多信息，请访问我们的网站：
www.nalgene.com & www.nuncbrand.com 
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Cryoware Inventory System

Principal Investigator:

Sample Type:

Freezer No.:

Rack No.:

Box No.:

Technician:

Date:

Frozen by:

Recovered by:

Additional Comments

:

:

:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

71 72 73 74 75 76 77 78 79 80

81 82 83 84 85 86 87 88 89 90

91 92 93 94 95 96 97 98 99 100
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FREEZE DATA FORM

NAME DATE

Growth

Temp.

Cryopreservative

Solution

Culture
Location Inventory

Age Medium

Storge

Temp.
Seed

Gas
Working

Lot

MICROSCOPIC EXAM

PREPARATION FOR FREEZE:

DISPENSING:

FREEZING:

SURVIVAL:

Equilibration time

Vial type

Program rate

Prefreeze count Total vol.frozen % Viable

Posstfreeze count Total vol.resuspended

cells/ml ml

cells/ml ml

Volume per vial

Equilibration temp.

DATE 
Survival

NOTES
%Rec

Purity

(free from contaminats)

No.pass

COMMENTS
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Growth: Medium Temperature ℃  Time

Special preservation conditions

Thaw at                         ℃

Lot Date Preserved Method

Stocks Prepared
Purity

(tree from contaminants)

Transfers
from

Original
Ch Initials

Seed Order

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

  LN2=Liquid nitrogen

VLN2=Vapor,liquid nitrogen

    Ch=Characterization

DMSO=Dimethylsulfoxide

     DW=Distilled water (sterile)

        G=Glycerol

        S=Sucrose

      No=No additive

FBS=Fetal bovine serum

  HS=Horse serum

HuS=Human serum
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警告

除非已提前密封在 NUNCTM CryoFlexTM 冻存管套 ( 货号：343958) 中，否则冻存管不能直接放入液氮液相储存。

不同材料的收缩速率不同，在降温过程中难免会产生微小的缝隙，此时可能会有少量液氮进行到冻存管内造成压力积聚。在“复苏”

冻存样品时可能会引起爆炸或生物危害释放，造成样品的损失和实验人员的伤害。处理和丢弃冻存管时，请按照手册所述的安全步

骤进行操作。

如果确实需要在液氮中放置保存，建议一定要使用额外的

保护措施。例如使用 Nunc CryoFlex ™ 冻存管保护膜 ( 货

号：343958) 进行密封，佩戴 Nalgene 防护面罩（货号：

6355-0001）等。

Nunc CryoFlex ™ 冻存管保护膜使用指南：

订货信息：

Nunc CryoFlexTM 冻存管套

产品编号 描述 材料 数量 每包 / 箱

343958 为生物危害性样品寄液氮储存提供额外的安全 聚乙烯 15/30

Nalgene 面罩

产品编号 描述 材料
数量 

每包 / 箱

6355-0001

该可调节面罩拥有一个大小为 1/16 in. (1.5mm)的聚碳酸酯透明窗
口，可提供冲撞防护。装有舒适的可调节头饰，环绕式设计可提
供对头部正面和侧面的保护。大小为长×宽为 29.5cm×20cm，
该尺寸还可对颈部和头顶提供保护。用户可舒适地将其佩戴于护
目镜外。符合 OSHA 标准 29 CFR 部分 1910.1030. 符合 ANSI 标
准 Z87.1. 生物危害 / 透明

聚碳酸酯；
聚乙烯头
饰

1/4

Nalgene 面罩订货信息：



NALGENE® 和 NUNCTM 冻存产品包含您安全保存和管
理冻存样品所需的所有产品。

若需更多Nunc或Nalgene冻存产品的推荐使用信息，
请联系我们技术支持团队的免费电话 :800-810-5118，
或电子邮箱：info.nnichina@thermofisher.com。

即日通过电话获取 Nalgene & Nunc 组合冻存手册！
请拨打 1-866-686-2548（USA）


