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海藻糖对生物人工肝用人永生化肝细胞系C3A细胞低温的保存*
★
 

秦佳升1，高  毅1，潘明新1，汪  艳2，蒋泽生1，麦燕兴3 

Trehalose in C3A hepatocytes hypothermic preservation 

Qin Jia-sheng1, Gao Yi1, Pan Ming-xin1, Wang Yan2, Jiang Ze-sheng1, Mai Yan-xing3 

Abstract 
BACKGROUND: With the application of bioartificial liver in clinic, a convenient, effective, practical protection of bioreactor loaded 
cell viability and function method, and the design of proprietary bioartificial liver cells with hypothermic protective solution are 
urgently needed. 
OBJECTIVE: To verify the effect of trehalose as cryoprotectant in 4 ℃ C3A hepatocytes hypothermic preservation. 
METHODS: C3A hepatocytes were preserved in different hypothermic preservation solution for 24, 48 and 72 hours at 4 ℃. The 
following preservation solutions were tested:1) Dullbecco's modified Eagle's medium (DMEM), 2) Lactated Ringer's solution, 3) 
Lactated Ringer's solution with different concentration of trehalose, 4) University of Wisconsin (UW) solution. The viability of 
hypothermic preserved C3A hepatocytes, index of cellular damage, oxygen-derived free radicals metabolic capacity of 
hypothermic preserved C3A hepatocytes after warm-reperfusion, and the apoptosis was observed by dual fluorescent staining 
method. 
RESULTS AND CONCLUSION: The viability of hypothermic preserved C3A hepatocytes, index of cellular damage, and 
apoptosis were different in different groups. The indexs in Lactated Ringer's solution with different concentration of trehalose 
were significantly better than Lactated Ringer's solution, but inferior to UW solution (P < 0.01). Such parameters in Lactated 
Ringer's solution with different concentration of trehalose and UW solution were no significant difference with Lactated Ringer's 
solution (P > 0.05). Trehalose in C3A hepatocytes hypothermic preservation can effectively lessen hepatocytes apoptosis and 
depressed the extent of ischemia-reperfusion injury, thus, trehalose is the effective and important component in hypothermic 
preservation solution. 
 
Qin JS, Gao Y, Pan MX, Wang Y, Jiang ZS, Mai YX.Trehalose in C3A hepatocytes hypothermic preservation. Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(8):1405-1408.         [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：随着生物人工肝在临床上的应用，需要有一种方便、有效、实用的保护生物反应器装载细胞活力及功能的方法，设

计有自主知识产权的生物人工肝用肝细胞的低温保护液迫在眉梢。 
目的：验证海藻糖作为低温保护剂在4 ℃低温保存肝细胞的作用。 
方法：采用C3A人永生化肝细胞系在不同低温保存液(DMEM培养液，乳酸钠林格氏液，加有不同浓度海藻糖的乳酸钠林格
氏液，UW液)4 ℃保存24，48，72 h。复苏后行细胞活力、细胞损伤指标、氧自由基代谢相关指标等检测，并通过荧光双
染法观察细胞凋亡情况。 
结果与结论：不同低温保存液保存不同时间C3A细胞的活力、细胞损伤及细胞凋亡表现均有所不同，其中同时间点不同浓
度海藻糖组均优于单用乳酸钠林格氏液组，但不如UW液组(P < 0.01)。而保存24 h的不同浓度海藻糖组及UW液组与乳酸钠
林格氏液组相比差异无显著性意义(P > 0.05)，提示海藻糖能有效减轻低温对肝细胞凋亡及缺血再灌注损伤的程度，可成为
低温保存液中有效及重要的保护剂组分。 
关键词：生物人工肝；肝细胞；低温保存；海藻糖；UW液 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.08.018 
 

秦佳升，高毅，潘明新，汪艳，蒋泽生，麦燕兴.海藻糖对生物人工肝用人永生化肝细胞系C3A细胞低温的保存[J].中国组织
工程研究与临床康复，2011，15(8):1405-1408.      [http://www.crter.org  http://cn.zglckf.com] 

  
 
0  引言 
 

生物人工肝支持系统和肝细胞移植在大量

动物实验和一些临床实验中获得良好效果，成

为有前途的肝病治疗途径。随着其临床研究的

不断深入，迫切需要有效的细胞保存方法以促

进生物人工肝和肝细胞移植在临床上的应用。 
4 ℃是器官及大规模细胞群的标准保存温度[1-2]

，

而在4 ℃保存过程中肝细胞损伤主要是低温损
伤及复温再损伤，类似于器官移植过程中的缺血

再灌注损伤。实验尝试以海藻糖作为低温保护

剂成分在4 ℃条件下对生物人工肝用人永生化
肝细胞系C3A细胞行低温保存，并从形态学和
生物学性状方面进行比较，以期验证海藻糖是

否能作为生物人工肝用肝细胞4 ℃低温保存液
的有效组分。 

 
1  材料和方法 

 
设计：随机分组设计，对比观察。 
时间及地点：实验于2009-01/2010-03在

珠江医院肝胆二科再生医学研究所完成。 
材料：人永生化肝细胞系 C3A细胞由课题 
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组购自美国标准生物品收藏中心(ATCC)。 
主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法： 

细胞培养：人永生化肝细胞系C3A细胞以
DMEM与体积分数为10%胎牛血清作为基础培
养基，加入青霉素、链霉素各100 U/mL在    
37 ℃，体积分数为5%CO2恒湿条件下培养。 

实验分组：Ⅰ组：即对照组，常规培养C3A细
胞不经低温保存；按保护液不同分6组，Ⅱ组：
DMEM培养基；Ⅲ组：乳酸钠林格氏液(RL)；Ⅳ组：
RL+0.1 mol/L海藻糖；Ⅴ组：RL+0.15 mol/L海藻
糖；Ⅵ组：RL+0.2 mol/L海藻糖；Ⅶ组：UW液。 

肝细胞的低温保存及复苏：C3A细胞经0.25%
胰蛋白酶消化制成单细胞悬液，以3×105

个细胞

接种于6孔培养板中常规培养48 h，允许细胞贴
壁生长。将细胞培养液弃去，用预先冷却至4 ℃
的PBS涮洗细胞2次，分别加入2 mL预先冷却至
4 ℃的各组保护液，封口膜封口保持气密性，
快速置于4 ℃冰箱中，保存24，48，72 h后，
从4 ℃冰箱中取出快速置入37 ℃水浴锅中水
浴复温15 min，留取保护液待检。 

指标检测： 

MTT比色法检测细胞复苏后活力：将1×104

个C3A细胞接种入96孔板中，培养48 h弃去培
养基，漂洗，分别加入各组保护液行低温保存

后，加入4 g/L的MTT液，继续培养2 h，吸出培
养基，加入DMSO液，室温下振荡10 min，酶
标仪检测各孔吸光度(A)值(λ=570 nm)。 
肝细胞保存液谷草转氨酶检测：复苏后各

实验组上清液在杜邦全自动生化分析仪中检测

谷草转氨酶。 
氧自由基代谢相关指标检测丙二醛含量：

丙二醛含量测定采用硫代巴比妥比色法。 
凋亡定性观察：C3A细胞低温保存不同时

间后加入吖啶橙(AO)染液，终浓度5 mg/L，37 ℃，
避光染色10 min，继续加入碘化丙锭(PI)染液，

终浓度5 mg/L，避光反应10 min，1 h内置荧光
显微镜下观察活细胞凋亡情况并摄片。 
主要观察指标：不同保存液组低温保存后

细胞活力、谷草转氨酶、丙二醛的变化。 
统计学分析：由第一作者采用SPSS 13.0

软件完成统计处理，实验数据以x
_

±s表示，组间
比较采用单因素方差分析，P < 0.05为差异有
显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  各组低温保存不同时间后细胞活力MTT
比色结果  见表1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

保存24~72 h不同浓度海藻糖组与乳酸钠
林格氏液组相比细胞活力明显优于后者(P < 
0.01)，其中以0.15 mol/L浓度组较优。但不同
浓度海藻糖组同UW液组比较仍有差距(P < 
0.01)。 
2.2  C3A人肝细胞各组低温保存不同时间细
胞上清谷草转氨酶变化  见表2。 
保存24 h的不同浓度海藻糖组及UW液组

与对照组相比差异无显著性意义(P > 0.05)，乳
酸钠林格氏液组与不同浓度海藻糖组比较，其

中0.15 mol/L浓度组优于前者(P < 0.01)。随着
保存时间的延长，至48~72 h，不同浓度海藻糖
组结果均明显优于乳酸钠林格氏液组 (P < 
0.01)。除对照组外，UW液组同一时间点与其
他各组差异均有显著性意义(P < 0.01)。

表 1  各组低温保存不同时间后细胞活力检测 
Table 1  Cell viability at different time points in 

different concentration trehalose treated 
groups and control group 

(x
_

±s, A) 

Group 0 h 24 h 48 h 72 h 

Control  0.40±0.02    
Dullbecco's 
modified  
Eagle's  
medium 

 0.03±0.01 0.01±0.00 0.00±0.00 

Lactated  
Ringer's 
solution 

 0.13±0.03 0.08±0.01 0.01±0.00 

0.1 mol/L  
trehalose  

 0.22±0.02ab 0.15±0.03ab 0.13±0.02ab

0.15 mol/L
 trehalose 

 0.24±0.03ab 0.17±0.01ab 0.13±0.02ab

0.2 mol/L  
trehalose 

 0.18±0.03ab 0.13±0.02ab 0.10±0.01ab

University 
of  
Wisconsin 
solution  

 0.37±0.03 0.34±0.03 0.21±0.16 

试剂及仪器 来源 

D-海藻糖、胰蛋白酶、 
四甲基偶氮唑盐(MTT)

美国 Sigma公司 

DMEM培养基 美国 Gibco公司 
胎牛血清 杭州四季青 
乳酸钠林格注射液 浙江济民制药有限公司 
丙二醛测定试剂盒 南京建成生物工程研究所

CO2培养箱 德国 Heraeus公司 
倒置光学显微镜 日本 OLYMPUS公司 
台式高速冷冻离心机 美国 UNIVERSAL 
超净工作台 上海净化设备厂 
荧光显微镜 德国 Leica Dmil 

aP < 0.01, vs. Lactated Ringer's solution group; bP < 0.01, 
vs. University of Wisconsin solution group 

www.CRTER.org 秦佳升，等. 海藻糖对生物人工肝用人永生化肝细胞系 C3A细胞低温的保存 
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2.3  各组低温保存不同时间氧自由基代谢相关指标丙
二醛含量变化  见表3。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

保存24~72 h的各实验组中丙二醛含量均较对照组
明显升高(P < 0.01)；保存24~48 h乳酸钠林格氏液组与
不同浓度海藻糖组比较升高明显(P < 0.01)；保存72 h
后各实验组丙二醛含量均明显升高，除对照组及UW液
组外各组差异无显著性意义(P > 0.05)。 
2.4  低温保存不同时间肝细胞形态学改变及细胞凋亡  
光镜下观察低温保存8 h后DMEM组及乳酸钠林格氏液
组肝细胞均已出现细胞肿胀变圆，细胞间隙增宽。24 h

后见细胞开始脱落坏死，锥虫蓝染色见大片蓝染细胞。

保存24 h后不同浓度海藻糖组及UW液组细胞间隙同样
出现增宽，但细胞却以皱缩为主。吖啶橙/碘化丙啶双染
结果可见，乳酸钠林格氏液组在保存24 h后即见较多细
胞凋亡，胞核固缩状、呈增强的、明亮的绿色荧光，并

随着时间的延长，胞核呈固缩状、团块状结构，甚至呈

现出“黄”色。48，72 h可见坏死或晚期凋亡，核为较
大的圆形结构着橘红色，或橘红色并呈固缩状或圆珠

状。而不同浓度海藻糖组在保存24 h及48 h中同样观察
到细胞凋亡现象，在同时间点与乳酸钠林格氏液组比较

明显优于后者，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3  讨论 

 
猪肝细胞作为生物反应器装载细胞经深低温冻存-

复苏后细胞存活率及肝细胞特有功能均明显下降，显著

限制了人工肝的治疗效果
[2-7]
。因此，装载细胞扩增完成

后，在长距离运输过程中或短时间保存(0~3 d)需要有一
种方便、有效、实用的保护装载细胞活力及功能的方法。 

Belzer等[6]
根据低温下器官的各种病理生理特点，提

表 2  各组低温保存不同时间细胞上清谷草转氨酶变化结果
Table 2  Changes in aspartate aminotransferase levels at 

different time points in different concentration 
trehalose treated groups and control group 

(x
_

±s, nkat/L) 

aP < 0.01, vs. Lactated Ringer's solution group; bP < 0.01, vs. University 
of Wisconsin solution group 

表 3  各组低温保存不同时间丙二醛含量变化 
Table 3  Changes in malonaldehyde levels at different time 

points in different concentration trehalose treated 
groups and control group          (x

_

±s, μmol/g) 

Group 0 h 24 h 

Control  4.83±1.33  
Dullbecco's modified Eagle's medium   29.86±1.30a 
Lactated Ringer's solution   22.81±1.54a 

0.1 mol/L trehalose   12.67±1.66ab 
0.15 mol/L trehalose   12.92±2.03ab 
0.2 mol/L trehalose  14.92±1.98ab 
University of Wisconsin solution  7.71±1.50a 

aP < 0.01, vs. control group; bP < 0.01, vs. Lactated Ringer's solution 
group; cP < 0.01, vs. University of Wisconsin solution groups 

Figure 1  Morphological changes of apoptosis between 
different concentration of trehalose group and 
control group (×400) 

图 1  不同浓度海藻糖组与对照组间细胞凋亡形态学变化
(×400) 

Group 0 h 24 h 

Control  30.46±13.00  
Dullbecco's modified Eagle's medium  425.62±103.89b

Lactated Ringer's solution   76.07±12.02b 
0.1 mol/L trehalose   54.18±8.42b 
0.15 mol/L trehalose g  42.64±7.13ab 
0.2 mol/L trehalose   61.76±7.22b 
University of Wisconsin solution   42.51±10.04 

Group 48 h 72 h 

Control    
Dullbecco's modified Eagle's  
medium  

1 152.35±76.43b 1 277.37±98.34b

Lactated Ringer's solution  261.27±13.50b 1 099.84±64.05b

0.1 mol/L trehalose  133.69±16.15ab 232.21±12.14ab

0.15 mol/L trehalose 117.14±9.81ab 223.16±21.80ab

0.2 mol/L trehalose  137.66±17.94ab 229.71±28.02ab

University of Wisconsin solution 59.45±11.17 38.21±6.52 

Group 48 h 72 h 

Control    
Dullbecco's modified Eagle's medium  33.93±2.09a 33.78±2.19ac 
Lactated Ringer's solution  30.54±2.61a 34.44±2.10ac 
0.1 mol/L trehalose  22.71±2.22ab 33.44±1.70ac 
0.15 mol/L trehalose  23.72±2.90ab 33.25±2.44ac 
0.2 mol/L trehalose  24.18±2.46ab 33.71±2.26ac 
University of Wisconsin solution 11.01±1.92a 14.21±2.23a 

Lactated 
Ringer's 
solution 
group 

0.1 mol/L 
trehalose
group 

0.15 
mol/L 
trehalose
group 

0.2 mol/L 
trehalose
group 

University 
of 
Wisconsin 
solution 
group 

24 h             48 h              72 h 

www.CRTER.org 秦佳升，等. 海藻糖对生物人工肝用人永生化肝细胞系 C3A细胞低温的保存 
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出了一种有效的器官低温保护液的成分，必须具备以下5
个特点：①减少因低温导致的细胞水肿。②防止细胞的酸

化作用。③防止灌洗过程中细胞间隙的肿胀。④防止氧

自由基的损伤，尤其在再灌注过程中。⑤提供再生高能

磷酸化合物的底物。⑥保持细胞内环境稳定。UW液是
目前世界范围内应用最为广泛且有效的一种多器官灌

注保存液
[8-10]
，但是它仍然有许多不足，它的高渗性引起细

胞皱缩、高粘滞性影响原位灌注、高钾不符合生理、缺乏保

护肝脏低温保存的药物、价格昂贵。随着生物人工肝支持系

统及器官移植在中国迅速开展，促使器官移植工作者寻找一

种高效、性价比更高且符合中国国情的细胞/器官保护液。 
海藻糖具有稳定细胞膜和蛋白质结构的作用，在病

毒、抗体、脂质、酶和卵细胞等生物活性物质的疫苗保存

以及食品、药品添加剂等方面已有广泛的应用
[11-18]
。由于

它是一种安全无毒、无不良反应，并且对人体无潜在危

害的物质，尤其近年来在器官组织保存中的成功应用，

取得令人振奋的效果
[17-20]
。在添加了海藻糖冻存液对人

原代肝细胞的深低温保护已取得较好的结果
[21]
，但是否

同样对肝细胞在低温(0~4 ℃)保存中有保护作用尚未见
报道。为探讨海藻糖对生物人工肝用人永生化肝细胞系

C3A在4 ℃条件下是否有保护性作用，实验将C3A细胞
用添加海藻糖的乳酸钠林格氏液4 ℃条件保存24，48，
72 h，观察海藻糖对C3A细胞的保护作用，结果显示：
细胞经添加了不同浓度海藻糖保存后，细胞复苏后细胞

活力、肝功能损伤指标及反映低温后的缺血再灌注损伤

程度的脂质过氧化物代谢指标均较对照组明显减轻。同

时采用AO/PI对低温保存后细胞凋亡情况进行研究，结果
显示：对照组乳酸钠林格氏液组在保存24 h后即明显见
肝细胞在低温状态下出现凋亡，胞核呈固缩状、团块状

结构，呈增强的、明亮的绿色荧光，甚至呈现出“黄”

色。随着保存时间的延长细胞见大量坏死或晚期凋亡，

核为较大的圆形结构着橘红色，或橘红色并呈固缩状或

圆珠状。而海藻糖实验组在保存24，48 h后凋亡细胞明
显较对照组少，这表明海藻糖能有效减轻低温对肝细胞

凋亡及缺血再灌注损伤的程度。同时根据对不同浓度间

的比较，观察到0.15 mol/L海藻糖组优于其他两组。 
实验结果表明，海藻糖作为低温保护剂在生物人工

肝用人永生化肝细胞系C3A细胞4 ℃保存具有较好的保
护作用。在低温保存过程中海藻糖稳定了肝细胞膜减少

了肝内特异性酶的释放，提高了复苏后细胞活力，同时

明显抑制低温导致的细胞凋亡。但形成一个完整的器官

或细胞保存液还要考虑到保存液不同组分浓度的配比问

题，及其因组分相互影响而出现的pH值、渗透压、黏滞
度等变化的问题，这些都是在后续研究需要解决的问题。 
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