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数据计算公式
相对定量：2-△△ ct

△△ct=实验组（目的ct-内参ct）-对照组（目的ct-内参ct）
假设检测A基因，CT分别为

 普通组/Test1：28
 实验组1/Test2：29
 实验组2/Test3：30

假设Test1为对照组（普通组）那么，相对含量为：
 普通组/Test1：1
 实验组1/Test2：2^-(29-28)=1/2=0.5
 实验组2/Test3：2^-(30-28)=1/4=0.25



数据分析



IF:9.122



Figure1. GCASPC downregulation in GBC tissues



Figure 2. GCASPC inhibits GBC cell proliferation and tumor growth



Figure 3. GCASPC binds to pyruvate carboxylase protein.



Figure 4. GCASPC decreases the protein level and activity of pyruvate
carboxylase by inhibiting its protein stability. 



Figure 5. GCASPC is a target of miR-17-3p.



细胞的传代与培养



(1) 在准备以临床材料为实验材料时,要预先与临床外科

医生和护士商量,并做好一切必要的准备工作。争取拿

到的标本新鲜、无菌、少坏死等。

(2) 与临床联系好手术时间后，立即做好如下准备工作：

准备好1-2个贮有培养液和抗生素的标本收集瓶，将盖

盖紧，保持无菌，瓶外贴上标签，写上工作人员名字、

地点和电话号码；将收集瓶送往医院，并与医生和护士

讲清解取手术标本的部位及注意事项。

人体活检(或手术)材料



(3) 标本放入收集瓶后，送出手术间，立即送往组织培

养实验室。工作人员最好是等在手术间外。但有时手术

时间难以掌握。则请护士将收集材料的瓶子盖好后，放

入4℃冰箱，尽快打电话通知工作人员。

(4) 取临床标本时，虽然尽可能做到无菌操作，但仍有

污染可能性的存在。可选用抗生素类控制污染。如手术

标本比较大（约200 mg以上），可将其浸于70%酒精中

约30-60秒，这样会减少表面污染而不损坏内部组织的

结构和存活。不要用纱布包裹标本，纱布纤维易粘附在

组织上。



 整个取材过程中，都要注意保持组织的湿润，随时

给组织块滴加一些培养液或平衡盐溶液。一般情况下，

最好是使用冰冷的液体。

 在剪碎或切割组织块时，尽量使用锋利的刀剪，防

止以钝器对组织揉、捻、撕拉等而造成细胞损伤。

 整个取材过程耗时越短越好。在万不得已的情况下，

取材后也可将组织贮存在冷的(4℃)含平衡盐溶液(或

其它缓冲盐溶液)的营养液中，最好不超过24～48 

h(视不同组织类型而定)。

注意的事项



一、原代培养

概念：取自体内新鲜组织并置于体外条      

件下生长的细胞在传代之前称为原代培养。

    



原代培养的最大优点是细胞刚刚离体，生物性

状尚未发生很大变化，具有二倍体的遗传性，

而且大多数细胞表现出原来组织的特性。

利用原代培养做各种实验，如药物测试、细胞

分化及病毒学面的试验效果很好。

原代培养也是建立各种细胞系（株）必须经过

的阶段。

原代培养技术的重要意义



原代培养

消化法：这种培养过程主要是采用无菌操作的方法，

把组织（或器官）从动物体内取出，经酶消化处理，

使分散成单个细胞，然后在人工条件下培养，使其不

断地生长和繁殖。

消化法

贴块法

冷消化

温消化

一次性消化

分次消化



 

贴块法 消化法
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              消化法的分类



解离释放细胞的方法 

最常用的是机械解离细胞法、酶学解离细胞

法以及螯合剂解离细胞法。

酶学解离细胞法解离细胞是体外培养动物细

胞时分散组织的基本方法，最常用的消化酶是

胰蛋白酶和胶原酶两种。 



动物细胞原代培

养过程图            



器材和液体的准备



方法与步骤（举例）

（1）动物处死：将出生2～3d乳鼠，用拉颈椎方法处

死。腹部向上钉在蜡盘中，用碘酒和酒精棉球擦拭腹

部消毒。

（2）剪取心脏：在无菌条件下将心脏（心尖）取出，

置于无菌培养皿中，用Hanks液洗涤1-2次去除血污；

放入另一培养皿中，纵向剪开心脏，仔细去除心腔内

血污后剪成1mm3大小的组织块，再并用Hanks液洗涤

2～3次，直到液体澄清。



（3）消化及分散组织块：将上述清洗过的组织放入

无菌三角烧瓶内，加入5～6倍量的0.1％胰蛋白酶液

（pH7.4 ～ 7.6），置37℃恒温磁力搅拌器上分次消

化：每次消化8-10分钟。在超净台中吸出胰蛋白酶液

于带盖离心管中，加入2滴血清终止消化。直到组织

块基本消化完全。

ü各管配平后离心，收集细胞，无血清培养液洗2-3

次后，将细胞悬液用两层灭菌纱布过滤至另一烧杯中。



（4）计数与稀释：从过滤的细胞悬液中取出1ml滴于血

细胞计数板上，按白细胞法进行计数；计数后用培养液

稀释，稀释后的浓度一般以每毫升含30 ～50万个细胞为

宜。

（5）分装与培养：将稀释好的细胞悬液分装于细胞培

养瓶中，盖好瓶盖，在培养瓶上做好标记，置于37℃的

CO2培养箱中培养。

（6）观察：逐日检查培养物是否污染，观察细胞生长

情况。待细胞基本长成致密单层时，即可进行传代培养。



外植块培养步骤图解 



细胞接种后一般几小时内就能贴壁，并开始

生长；

如接种的细胞密度适宜，5天到一周即可形成

单层。





传代细胞培养

细胞“一代”指从细胞接种到分离再培养的
一段期间，与细胞世代或倍增不同。在一代中，
细胞培增3～6次。

 离体培养的细胞群体增殖达到一定密度时，

细胞的生长和分裂速度就会减慢甚至停止，如

不及时分离传代培养，细胞将逐渐衰老死亡。



传代培养是指细胞从一个培养瓶以1：2或其

他比率转移，接种到另一培养瓶的培养。

贴壁培养细胞的传代通常是采用胰蛋白酶消

化，把细胞分散成单细胞再传代，而悬浮型

生长细胞则用直接传代法或离心法传代。

传代细胞培养





方法与步骤（一）

（一）贴壁细胞传代培养

（1）选取生长良好的细胞，在超净工作台的酒
精灯 旁，倒去瓶中的旧培养液，加入2～3 ml的
PBS液，轻轻振荡漂洗细胞，以除去悬浮在细胞
表面的碎片(思考：还有什么作用？）

（2）加入适量0.1％－ 0.25％胰蛋白酶消化液，
室温消化，倒置显微镜下观察，待细胞单层收缩
突起出现空隙时，倒去酶液。



（3）用PBS液洗涤1次，加入适量培养液，反

复吹打细胞，使其成细胞悬液。

（4）以1：2或1：3进行分装，并在培养瓶上做

好标记，注明代号、日期，轻轻摇匀， 37 ℃ 

CO2培养箱培养。 

（5）观察：细胞培养24 h后，即可观察培养液

的颜色及细胞的生长情况。

方法与步骤（二）



（1）取生长良好的细胞，在超净工作台用无菌吸管把
培养瓶中的细胞吹打均匀。

（2）转移到无菌的离心管中，盖紧胶盖，平衡后离心
（1 000r/min）5min。(区别贴壁传代)

（3）在超净工作台中吸去上清液，加入适量新培养液，
用吸管吹打细胞，制成悬液。

（4）以1：2或1：3进行分装，并在培养瓶上做好标记，
注明代号、日期，轻轻摇匀，37 ℃ CO2培养箱培养。

（5）观察：细胞培养24 h后，即可进行观察。

悬液细胞的传代培养



传代细胞培养结果

一般情况，传代后的细胞在2小时左右就能

附着在培养瓶壁上，2～4天就可在瓶内形成

单层，需要再次进行传代。



细胞的冻存、复苏



n 1776年，Spallanzani最早发表了“冷”处理对“细胞”生命活动影响的报道。

n 1900年前后，科学家基本上肯定了生物成分(如精子)能够在零下温度贮存的事

实。

n 1949年，Polge等人发现了甘油对低温下贮存细胞的保护作用。

n  Luyet(1951)与Lovelock(1953)等多位学者发现电解质浓度增大造成冷冻贮存

细胞损伤的主要原因。

n 1959年，Lovelock等人发现了一种新的化学保护剂，这就是现在人们熟知的

二甲基亚砜(DMSO)。

n 当前低温液氮冻存贮存细胞已是细胞培养室常规性通用技术 ，贮存时间几乎

是无限的。
　

细胞冻存、复苏的发展历史简介



n 冷冻保存(cryopreservation)：将体外培养物悬浮在加有冷

冻保护剂的溶液中，以一定的冷冻速率降至零下某一温度(一

般是低于-70℃的超低温条件)，并在此温度下对其长期保存的

过程。

n 复苏(thawing)：是以一定的复温速率将冻存的培养物恢复

到常温的过程。  

细胞的冻存与复苏



n 细胞冻存时，存在两种损伤：冰晶损伤 、溶质损伤。

n 冰晶损伤：由于温度下降，细胞内外的水分都会结冰，所形

成的冰晶会造成细胞膜和细胞器的破坏并引起细胞死亡。这种

因细胞内、外结冰而致的细胞损伤被称为细胞的冰晶损伤。

n 冰晶损伤是由冷却速度过快造成，冷却速度越快，冰晶损伤

越大。　　　　　　　　

细胞的冻存原理-冰晶损伤



n 溶质损伤：因保存溶液溶质浓度增高而致的细胞损伤被称

为溶质损伤；

n 细胞悬浮在溶液中，随着温度的下降，细胞外部的水分会

先结冰，从而使得未结冰的溶液中电解质的浓度升高。如果

将细胞暴露在这样高溶质的溶液中且时间过长，细胞膜上脂

质会受到损坏，细胞便发生渗漏；

n 溶质损伤是由冷却速度过慢，使细胞在高浓度的溶液中暴

露的时间过长而造成，冷却速度越慢，此损伤越严重 。

细胞的冻存原理-溶质损伤



n 溶液中加入冷冻保护剂时，则可保护细胞免受溶质损伤和

冰晶损伤。

n 保护机理：冷冻保护剂易同溶液中水分子结合，从而降低

冰点，减少冰晶的形成 ；通过其摩尔浓度降低未结冰溶液中

电解质的浓度，使细胞免受溶质的损伤，细胞得以在超低温条

件下保存。  

细胞的冻存原理



1. 冷冻速率

n 不同的冷冻速度既然能对细胞产生不同的损伤；

n 当冷冻速度过慢时，细胞脱水严重，细胞体积严重收缩，

超过一定程度时即失去活性；还会引起细胞外未结冰的溶

液中溶质浓度增高，产生溶质损伤；

n 当冷冻速度过快时，细胞内水分来不及外渗，会形成较

大冰晶，产生细胞内冰晶损伤。

n 不同细胞的最适冷冻速率不同。例如，小鼠骨髓干细胞、

酵母的最适冷冻速率分别为1.6℃/min、7℃/min。  

影响冷冻效果的因素（一）



2. 冷冻保存温度

n 液氮温度(-196℃)是目前最佳冷冻保存温度。

n 应用-70℃～-80℃条件(低温冷冻冰箱)冷冻保存细胞，短

期内对细胞活性无明显影响，但随着冻存时间延长，细胞存

活率明显下降。

影响冷冻效果的因素（二）



3. 复温速率

n 复温速率是指在细胞复苏时温度升高的速度。

n 一般来说复温速度越快越好。常规的做法是，在37℃水浴中，

于1～2 min内完成复温。

影响冷冻和复苏效果的因素（三）

在冷冻复苏中遵循：慢冻速溶原则！



4. 冷冻保护剂

n 指可以保护细胞免受冷冻损伤的物质。分为：

ü 渗透性：甘油、DMSO 

ü 非渗透性：聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、蔗糖等

n 甘油或二甲基亚砜这两种物质分子量小，溶解度大，易穿

透细胞，且对细胞无明显毒性。 

影响冷冻效果的因素（四）



n 其保护机制是在细胞冷冻悬液完全凝固之前，渗透到细胞

内，在细胞内外产生一定的摩尔浓度，降低细胞内外未结冰

溶液中电解质的浓度，从而保护细胞免受高浓度电解质的损

伤；同时，细胞内水分也不会过分外渗，避免了细胞过分脱

水皱缩。

n 渗透性冷冻保护剂（甘油和DMSO）并不能防止细胞内结

冰。在使用该类冷冻保护剂时，需要一定的时间进行预冷，

让甘油或DMSO等充分渗到细胞内，在细胞内外达到平衡以

起到充分的保护作用。目前，DMSO的应用比甘油更为广泛。 

渗透性冻存剂的作用原理



n 非渗透性冷冻保护剂不能渗透到细胞内，一般是些大分子

物质，主要包括聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、蔗糖、聚乙二醇、葡

聚糖、白蛋白及羟乙基淀粉等。

n 其保护机制的假设很多，其中有一种可能是，聚乙烯吡咯

烷酮等大分子物质可以优先同溶液中水分子相结合，降低溶液

中自由水的含量，使冰点降低，减少冰晶的形成；同时，由于

其分子量大，使溶液中电解质浓度降低，从而减轻溶质损伤。

冻存剂的作用原理



n由于许多冷冻保护剂(如DMSO)在低温条件下能保护

细胞，但在常温下却对细胞有害，故在细胞复温融解

后要及时洗除冷冻保护剂。

注意事项



按照冷冻保护液在冻结后是否形成冰晶来划分，冻存方法可

分为非玻璃化和玻璃化冻存：

n 非玻璃化冻存是利用各种温级的冰箱分阶段降温至-70～-

80℃，然后投入液氮进行保存；该种方法冻结的细胞悬液或多

或少都有冰晶的形成。 

n 玻璃化冷冻则是指利用多种高浓度的冷冻保护剂，联合形成

的玻璃化冷冻保护液保护悬浮细胞，直接投入液氮进行冻存的

方法。以该中种方法冻结的细胞悬液没有冰晶的形成。

冷冻保存方法



n 玻璃化冻存法对细胞活性的保存具有较好的效果，不需要

复杂的仪器设备，具有液氮储存设备即可使用。

n 目前，该方法已在胚胎冷冻方面得到广泛应用，但很少应

用于一般细胞的冻存。

n 这可能与需要配制较复杂的冻存液以及冷冻前和复苏后较

烦琐的操作有关。 

冷冻保存方法---玻璃化冻存法



1. 主要材料

n 仪器设备：普通冰箱、-30℃低温冰箱和-70～-80℃超低温

冰箱、液氮冻存罐、离心机等。

n 冻存管：容量为1 ml或1.5 ml。

n 冷冻保护液：一般是以含20%胎牛血清的细胞培养液与

DMSO以9：1混合而成。现配现用，或配制后放入普通冰箱冰

盒内冷冻保存。

n 待冻存细胞：肺腺癌上皮细胞A549

冻存方法---非玻璃化冻存法



液氮罐



程序性降温仪

 34立升，降温速率：0.1-50度/分，升温速率：0.1-10度/分；
 温度偏差：小于2度，6个预设程序，10个用户设定程序；
 每分钟1-3℃地冷冻速率可大大提高冻存细胞的复苏率。



1. 待冻存细胞悬液的准备 

n 按常规方法消化处于对数生长期的细胞培养物，制备成单

细胞悬液，计算细胞总数。

n 将细胞悬液以800～1000 r／min离心5 min，弃上清液。

n 向沉淀物中加入冷冻液。轻轻吹吸均匀，使细胞密度达

1×106～1×107个/ml。

n 按每管1～1.5 ml的量，分装于冻存小管内。拧紧管盖。

n 在冻存小管上做标记，包括细胞代号及冻存日期。

冻存方法---冻存过程 



2. 分级冷冻（方法一）

n 先将冻存小管放人普通冰箱冷藏层(4～8℃)，约40 min。

n 接着置于普通冰箱冷冻层（-10～-20℃），30～60 min。

n 再于-30℃放置30 min左右（可省略）。

n 然后在-70～-80℃下过夜。

n 最后将冻存小管投入液氮保存。

n 方法二：将冻存小管先悬挂在液氮罐口20 min，再直接投

入液氮中保存。

冻存方法---冻存过程 



n 分级冷冻（方法三）

n 4℃预冷的冷冻保护液悬浮细胞，分装冻存小管后，将冻

存小管放在4℃下30 min；

n 置于壁厚1 cm以上的泡沫塑料小盒内封好，立刻将小盒放

置在-70～-80℃冰箱中24 h以上至1周；再将冻存小管投入液

氮中保存。

冻存方法---冻存过程 

n 记录：做好冻存记录。记录内容包括冻存日期、细胞代号、

冻存管数、冻存过程中降温的情况、冻存位置以及冻存经手人。



细胞冻存盒

n 冻存盒放置于室温，然后放进去细胞，置于-80℃，利用异丙醇实现梯度降温。

异丙醇易挥发，并且容易吸收空气中的水分，所以在冷冻细胞的过程中可以辅助

实现缓慢降温，直接从室温放进-80可以达到近似于1度/分钟。



n 在使用DMSO前，不需要对其进行高压灭菌，因其本身就有

灭菌作用。 

n 在常温下，DMSO对人体有毒，故在配制冷冻保护剂时最好

带手套。

n 冻存管投入液氮时，动作要小心、轻巧，以避免液氮从液氮

罐内溅出。 

n 应注意控制冻存细胞的质量。

n 勿将冻存的细胞放置在0～-60℃这一温度范围内过长时间，

低温损伤主要发生在这一温度范围内。

注意事项





1. 主要材料

n 仪器设备：恒温水浴箱、普通离心机。

n 培养用液：完全培养液（20%血清+基础培养液）

2. 复苏过程

n 从液氮中取出冻存小管，立即投入37～40℃温水中快速晃动，直
至冻存液完全融解。在1～2 min内完成复温；

n 将细胞冻存悬液移入离心管，加入约5 ml培养液，轻轻吹匀；细
胞悬液经800～1000 r/min离心5 min。弃上清液；

n 给细胞沉淀物加入完全培养液，轻轻吹吸均匀；将细胞悬液移入
培养瓶内，加足培养液进行培养。

非玻璃化冻存细胞的复苏



n  细胞冻存悬液一旦融解后，要尽快离心除去冷冻

保护液，防止冷冻保护剂对细胞产生毒性；

n许多冷冻保护剂（如DMSO）在低温下能保护细

胞，但在常温下却对细胞有害，故在细胞复温后应

及时洗涤冷冻保护剂；

n实验人员在复苏细胞过程中，同样应具有自我保

护意识，避免被液氮冻伤。

注意事项



课后问题

n 1. 冷冻和复苏中，对温度的要求？

n 2. 在细胞冻存中DMSO的作用？


