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摘要：【目的】紫杉醇具有广谱抗癌作用，但其在红豆杉中含量极低，已无法满足日益增长的临床需求。目前，红

豆杉悬浮细胞培养技术被认为是解决紫杉醇稀缺的有效途径之一，然而细胞经过连续不断传代后容易发生遗

传性变异，导致细胞生长状态不佳，合成紫杉醇的能力下降。研究提出一个优化的超低温保存南方红豆杉悬浮

细胞的方法以解决这一难题。【方法】以南方红豆杉悬浮细胞为材料，采用单因素试验，研究预培养温度、预培养

时间、预处理剂、脱水时间、冷冻保护剂及解冻温度对细胞存活的影响，并在此基础上以细胞存活率为优化目标

对超低温保存条件进行响应面优化。【结果】根据单因素试验筛选出3个显著影响因素，分别为蔗糖浓度、脱水时

间、解冻温度；通过响应面优化获得细胞最佳保存条件为：南方红豆杉悬浮细胞首先在B5培养基中预培养12 d，
预培养温度为5℃，然后室温下用6.6%蔗糖预处理30 min，去除预处理剂，加入20%乙二醇+35%甘油+10%DMSO+
10%山梨醇作为冷冻保护剂，在 0 ℃条件下脱水处理 31 min，0 ℃冰浴 30 min，-20 ℃放置 2 h，最后放入-80 ℃冰

箱中保存 14 d。冷冻后的悬浮细胞在 41 ℃水浴 60 s迅速解冻，接着用含 1.2 mol/L蔗糖的B5培养基洗涤去除保

护剂，最后在B5培养基上对悬浮细胞进行恢复性培养。经过上述冻存处理的南方红豆杉悬浮细胞存活率可达

68.19%。【结论】建立了南方红豆杉悬浮细胞的超低温保存体系，并对其进行了优化，取得了一定的冻存效果，这

为南方红豆杉及其他药用植物细胞的长期维持提供了技术参考。
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Abstract：［Objective］Paclitaxel has a broad-spectrum anticancer effect，but its content in Taxus is 
extremely low，which was unable to meet the growing clinical needs.At present，Taxus suspension cell culture 
technology is considered to be one of the effective ways to solve the scarcity of paclitaxel.However，cells are 
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prone to genetic variation after continuous passage，resulting in poor cell growth and decreased ability to 
synthesize paclitaxel. To solve this problem，this study proposes an optimized method for cryopreservation of 
Taxus wallichiana var. mairei suspension cells.［Method］The effects of preculture temperature，preculture 
time，pretreatment agent，dehydration time，cryoprotectant and thawing temperature on cell survival were 
investigated by single factor experiment with Taxus wallichiana var. mairei suspension cells as materials. On 
this basis，the response surface optimization of cryopreservation conditions was conducted with cell survival rate 
as the optimization objective.［Result］According to the single factor test，three significant influencing factors 
were selected，which were sucrose concentration，dehydration time and thawing temperature. By response 
surface optimization，the optimal preservation conditions of cells were obtained.Taxus wallichiana var. mairei 
suspension cells were first precultured in B5 medium for 12 days at a preculture temperature of 5 ℃，then 
pretreated with 6.6% sucrose for 30 min at room temperature，removed the pretreatment agent，added 20% 
ethylene glycol + 35% glycerol + 10% dimethyl sulfoxide + 10% sorbitol as cryoprotectant，dehydrated at 0 ℃ for 
31 min，iced at 0 ℃ for 30 min，placed at -20 ℃ for 2 h，and finally placed in a refrigerator at -80 ℃ for 14 days.
The frozen suspension cells were rapidly thawed in a water bath at 41 ℃ for 60 s，and then washed with B5 
medium containing 1.2 mol/L sucrose to remove the protective agent. Finally，the suspension cells were 
resuscitated on B5 medium.The survival rate of Taxus wallichiana var. mairei suspension cells after the above 
cryopreservation treatment could reach 68.19%.［Conclusion］In this study，the cryopreservation system of 
Taxus wallichiana var. mairei suspension cells was established and optimized，and a certain cryopreservation 
effect was achieved，which provided a technical reference for the long-term maintenance of Taxus wallichiana 
var.mairei and other medicinal plant cells.

Keywords：Taxus wallichiana var. mairei；suspension cell；cryopreservation

【研究意义】南方红豆杉（Taxus wallichiana var.mairei）是红豆杉科的裸子植物，广泛分布于全球各

地。紫杉醇是有史以来第一个用于抗癌的药物，主要存在于红豆杉的树皮中[1]。然而植物源性紫杉醇由

于在红豆杉中的含量较低而供不应求，限制了其临床应用[2]。植物细胞培养技术具备零污染、生产成本

低、繁殖效率高等系列优点，可用于大规模生产紫杉醇[3]。然而，在离体培养过程中，频繁继代会使细胞

遭受细菌和真菌的污染，并且容易让细胞出现变异导致合成代谢产物的能力下降[4]。因此，为了更好的

保存南方红豆杉高产细胞系，有必要对其保存方法进行探究。【前人研究进展】超低温冷冻保存是指植物

在超低温条件下，细胞中的酶活性受到抑制，降低其新陈代谢，而经过解冻后又能恢复到原来的生理状

态，从而使种质资源得以长期保存[5]。通常不同的植物材料需要选择不同的冷冻方法，主要包括慢冻法、

快冻法、玻璃化法、包埋玻璃化法、小滴玻璃化法和包埋脱水法等[6]。当前，许多研究表明已经成功对植物

材料包括器官、组织和细胞等进行超低温冷冻保存[7-8]。Sakai等[9]通过玻璃化法成功冷冻保存了脐橙（Cit⁃
rus sinensis Osb. var. brasiliensis Tanaka）的珠心细胞，经恢复培养后表现出较高的成活率。Fenning等[10]评

估了北美云杉（Picea sitchensis（Bong.）Carr.）199个细胞系的超低温保存能力，结果成功建立了 45个细胞

系。【本研究切入点】目前，本实验室已经建立了稳定的南方红豆杉细胞悬浮培养体系，而对于该细胞的

超低温保存技术还鲜有报道，因此有必要开发出一种适合南方红豆杉悬浮细胞超低温保存的技术以保

存优良高产细胞系。【拟解决的关键问题】研究将以南方红豆杉悬浮细胞为材料，从预培养、预处理、脱

水、冷冻、解冻等方面进行单因素试验并进行响应面优化，旨在建立南方红豆杉悬浮细胞超低温保存的

技术体系，为长期稳定保存南方红豆杉细胞资源奠定重要基础。

1 材料与方法

1.1　试验材料

南方红豆杉（Taxus wallichiana var. mairei）两年生嫩茎采自江西农业大学生工院实训基地（28.76°N，

115.83°E），以两年生的南方红豆杉嫩茎通过组织培养诱导获得愈伤组织，继代培养至 5代[11]。选取颗粒
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疏松，黄白色、生长良好的愈伤组织进行悬浮黑暗培养，获得红豆杉悬浮细胞[12]。

1.2　试验方法

1.2.1　单因素试验　

（1）预培养。选取悬浮培养14 d的细胞为试验材料，接种到B5培养基上进行预培养。预培养进行2次

单因素试验：①预培养温度 0，5，10，15，20，25 ℃；②预培养时间 0，3，6，9，12，15 d，以未经预培养为对照，

分别比较不同预培养温度和时间对悬浮细胞超低温保存后存活率的影响。

（2）预处理。将悬浮细胞离心后去除上清液，加入不同浓度的蔗糖（4%、6%、8%）以及海藻糖（4%、

6%、8%）作为预处理剂处理 30 min，以未经预处理为对照，比较不同预处理剂对悬浮细胞超低温保存后

存活率的影响。

（3）脱水。将预处理后的细胞离心去除预处理剂，然后加入冷冻保护剂，该溶液由 35%甘油、20%乙

二醇、10%DMSO和 10%山梨醇组成，并在 0 ℃下脱水 0，10，20，30，40，50 min，比较不同脱水时间对悬浮

细胞超低温保存后存活率的影响。

（4）冷冻。使用 20%乙二醇和 35%甘油作为基础保护剂，再将二甲基亚砜DMSO（5%、10%）分别同

蔗糖（5%、10%）或山梨醇（5%、10%）混合以配置成不同的冷冻保护剂。将脱水后的细胞放入冷冻管中，

加入不同浓度组合的冷冻保护剂，然后通过逐级降温法进行冷冻保藏（0 ℃冰浴 30 min，-20 ℃，2 h，最后

放入-80 ℃冰箱中保存 14 d）。上述冷冻保护剂通过单一或组合使用共设计成 14种处理，以不加保护剂

为对照，比较不同冷冻保护剂对悬浮细胞超低温保存后存活率的影响。

（5）解冻温度。将冻存后的细胞置于不同温度（10，20，30，40，50，60 ℃）水浴中化冻，然后立即使用

含有1.2 mol/L蔗糖的B5培养基将细胞在25 ℃下洗涤3次，每次10 min。
以上试验待考察参数初始值为：预培养温度4 ℃，预培养时间12 d，预处理剂选择6%蔗糖，冷冻保护

剂组合为35%甘油+20%乙二醇+10%DMSO+10%山梨醇，脱水时间30 min，解冻温度37 ℃。以初始值为

基础，针对每个参数对冻后细胞存活率的影响，确定最优值。

1.2.2　响应面优化　

综合上述单因素试验的结果，以细胞存活率作为优化目标，选择蔗糖浓度、脱水时间和解冻温度3个

因素为自变量，进行三因素三水平Box-Behnken响应面优化，设计因素及水平如表 1所示，并根据软件预

测出的最佳保存条件进行验证试验。

1.2.3　细胞存活率的检测　

采用 TTC法检测细胞存活率[13-14]。具体操作如下：称取 200 mg洗涤后的细胞于 10 mL试管中，分别

加入 2.5 mL 0.4% TTC溶液和磷酸缓冲液，置于 25 ℃黑暗条件 16 h后除去TTC溶液，用蒸馏水洗涤 3次，

之后加入 95%乙醇 5 mL，然后将试管置于 60 ℃水浴中脱色 30 min，室温静置至细胞完全无色。取上清

液，用紫外分光光度计测定其在485 nm下的吸光度值。

细胞存活率（%）=冻存后细胞TTC值/冻存前细胞TTC值×100%
1.3　分析方法

每组试验均重复 3次，采用 Origin 2021进行整理和绘图，使用 SPSS 26软件进行组间方差分析及显

著性检验，P<0.05为差异显著。

表1　Box-Behnken设计因素水平及编码

Tab.1　Codes and levels of factors in Box-Behnken experiment

水平

Levels

1
0

-1

因素 Factors
A：蔗糖浓度/%

Sucrose concentration
5
6
7

B：脱水时间/min
Dehydration time

25
30
35

C：解冻温度/℃
Thawing temperature

35
40
45
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2 结果与分析

2.1　单因素试验结果

2.1.1　不同预培养温度对细胞存活率和细胞活力的影响　

未经预培养就进行超低温保存的细胞存活率最低，仅为25.03%，此时大多数细胞处于死亡状态。将

红豆杉悬浮细胞在不同温度下进行预培养，由图1可知，随着预培养温度的升高，超低温冷冻保存的细胞

存活率和细胞活力均先升高再降低。当预培养温度为5 ℃时，南方红豆杉细胞存活率和细胞活力达到最

大值，分别为 54.7%、0.75。当以 25 ℃的温度进行预培养时，细胞存活率仅为 32.71%，这说明适当的低温

锻炼有利于细胞的冻存。因此，本试验选取5 ℃作为悬浮细胞超低温保存的预培养温度。

2.1.2　不同预培养时间对细胞存活率和细胞活力的影响　

由图 2 可知，随着预培养时间的延长，细胞活

力和存活率呈现先上升再下降的趋势。当预培

养时间为 12 d 时，细胞存活率和细胞活力均显著

（P<0.05）高于其他组，分别为 55.36%和 0.65，这表

明悬浮细胞经过一定时间的预培养能有效抵抗超

低温环境给细胞带来的损伤。因此，本试验选取

12 d作为悬浮细胞超低温保存的预培养时间。

2.1.3　不同预处理剂对细胞存活率和细胞活力的影响

不同预处理剂对细胞存活率和细胞活力的影

响如图 3 所示，细胞在使用预处理剂进行处理后，

其细胞活力及存活率明显提高，但是不同浓度预

处理剂对细胞存活的影响不同。在使用 6% 蔗糖

作为预处理剂处理细胞时，细胞冻存后存活率最

高，达到 61.82%。与对照组相比，细胞活力及存活

率均有显著提高，这是由于预处理剂能脱去细胞

部分自由水，减少冻伤。因此，本试验选择 6%蔗糖作为悬浮细胞的预处理剂。

2.1.4　不同冷冻保护剂对细胞存活率和细胞活力的影响　

由表 2可知，加入冷冻保护剂的细胞活力及存活率都高于对照组，这说明冷冻保护剂有利于细胞的

超低温保存。就单一保护剂而言，无论是DMSO还是蔗糖和山梨醇，10%的浓度对于细胞的超低温保存

的效果更好；而在组合保护剂中，10% DMSO+10%山梨醇对细胞的保存效果要优于其他组合保护剂，在

该保护剂作用下，南方红豆杉细胞存活率可达64.26%，细胞活力为0.92。

图1　不同预培养温度对细胞存活率及活力的影响

Fig.1　Effect of different preculture temperature on 
cell survival rate and viability

图2　不同预培养时间对细胞存活率及活力的影响

Fig.2　Effect of different preculture time on cell 
survival rate and viability

图3 不同预处理剂对细胞存活率及活力的影响

Fig.3 Effect of different pretreatment agent 
on cell survival rate and viability
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2.1.5　不同脱水时间对细胞存活率和细胞活力的影响　

细胞在不同脱水时间的存活率和细胞活力如图 4所示，随着脱水时间的增加，细胞活力和存活率都

呈现先上升后下降的趋势，当脱水时间达到 30 min时，这二者的值最高，为 65.22%和 0.92。继续增加脱

水时间，细胞存活率和细胞活力逐渐降低，这可能是因为冷冻保护剂对细胞造成了毒害作用使其过度脱

水死亡。因此，本试验选择30 min作为细胞的脱水时间。

2.1.6　不同解冻温度对细胞存活率和细胞活力的影响　

如图 5所示，过低或过高的解冻温度都会对细胞存活产生显著影响，温度过低会使细胞因升温过慢

而导致死亡，温度过高则在冰晶融化后直接造成细胞死亡。试验结果显示，在40 ℃的水浴中化冻更有利

于细胞的存活，该温度下细胞的存活率达到 61.99%，细胞活力达到 0.82。因此，本试验选择 40 ℃作为冻

存细胞的解冻温度。

2.2　响应面优化试验

2.2.1　响应面试验设计与结果　

根据以上单因素试验结果，选取对细胞存活率影响最大的3个因素（蔗糖浓度、脱水时间、解冻温度）

进行响应面设计，结果如表3。

表2　不同冷冻保护剂对细胞存活率及活力的影响

Tab.2　Effect of different cryoprotectant on cell survival rate and viability

编号

Number
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15

DMSO浓度/%
DMSO concentration

0
5

10
0
0
0
0
5
5

10
10
5
5

10
10

蔗糖浓度/%
Sucrose concentration

0
0
0
5

10
0
0
5

10
5

10
0
0
0
0

山梨醇浓度/%
Sorbitol concentration

0
0
0
0
0
5

10
0
0
0
0
5

10
5

10

细胞存活率/%
Cell survival rate

17.51±1.29g

29.68±1.37c

30.62±1.33c

24.11±1.43d

28.62±1.11c

37.06±1.61b

42.02±1.21a

31.79±2.94e

32.40±2.42e

25.42±1.92f

31.60±2.52e

41.10±2.38d

51.83±2.28b

46.61±1.73c

64.26±3.20a

细胞活力

Cell viability
0.12±0.03h

0.44±0.02c

0.57±0.03b

0.46±0.02c

0.40±0.02d

0.56±0.03b

0.63±0.02a

0.32±0.02ef

0.30±0.03f

0.22±0.02g

0.35±0.02e

0.52±0.03d

0.66±0.01b

0.60±0.03c

0.92±0.03a

图4　不同脱水时间对细胞存活率及活力的影响
Fig.4　Effect of different dehydration time on cell 

survival rate and viability
图5　不同解冻温度对细胞存活率及活力的影响

Fig.5　Effect of different thawing temperature on cell 
survival rate and viability
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2.2.2　模型建立及方差分析　

对细胞存活率的结果进行拟合，得到细胞存活率对蔗糖浓度（A）、脱水时间（B）和解冻温度（C）的二

次多项式回归方程模型：

Y=70.63−1.08A+0.562 5B+0.753 8C+1.62AB+0.787 5AC−0.24BC−4.83A2−3.79B2−6.19C2

由表 4可知，模型的 F=117.92，P<0.000 1，表明该模型极显著。失拟项 P=0.770 3>0.05，失拟项不显

表3　Box-Behnken 试验设计及试验结果

Tab.3　Design and results of Box-Behnken experiment

试验号

Test number
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

A：蔗糖浓度/%
Sucrose concentration

1
-1
1

-1
1

-1
1

-1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

B：脱水时间/min
Dehydration time

1
1

-1
-1
0
0
0
0
1

-1
1

-1
0
0
0
0
0

C：解冻温度/℃
Thawing temperature

0
0
0
0
1
1

-1
-1
1
1

-1
-1
0
0
0
0
0

细胞存活率/%
Cell survival rate

64.32
58.65
62.11
62.94
60.83
57.34
60.30
59.96
58.82
60.51
61.27
62.00
70.52
70.15
69.93
70.80
71.73

表4　回归模型方差分析

Tab.4　Analysis of variance of regression model

Source
Model

A
B
C

AB
AC
BC
A2

B2

C2

Residual
Lack of fit
Pure error
Cor total

R2

R2
Adj

Sum of squares
385.26

9.40
2.53
4.55

10.56
2.48
0.230 4

98.30
60.46

161.16
2.54
0.569 8
1.97

387.80
0.993 4
0.985 0

df

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4

16

Mean square
42.81

9.40
2.53
4.55

10.56
2.48
0.230 4

98.30
60.46

161.16
0.363 0
0.189 9
0.492 8

F value
117.92

25.88
6.97

12.52
29.10

6.83
0.634 7

270.78
166.54
443.95

0.385 4

P value
<0.000 1

0.001 4
0.033 4
0.009 5
0.001 0
0.034 7
0.451 8

<0.000 1
<0.000 1
<0.000 1

0.770 3

**
**
*

**
**
*

**
**
**

*为差异显著（P<0.05）；**为差异极显著（P<0.01）。

* is significant difference（P<0.05）；** is highly significant difference（P<0.01）.
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著，表明方程拟合程度比较好。模型的R2=0.993 4，R2
Adj=0.985 0，表明该拟合的模型可以解释 99.34%的

细胞存活率变化，预测结果与实际结果的一致性较好。因此，可用该模型对南方红豆杉悬浮细胞的超低

温保存的最优条件进行分析和预测。

由表计算各因素的P值，PA=0.001 4，PB=0.033 4，PC=0.009 5。P值越小，影响越明显，所以各因素对

细胞存活率的影响程度为蔗糖浓度（A）>解冻温度（C）>脱水时间（B）。蔗糖浓度与脱水时间的交互作

用 AB 以及所有二次项的 P 值均小于 0.01，达到了极显著水平，蔗糖浓度与解冻温度的交互作用 PAC=
0.034 7<0.05，交互作用显著，脱水时间与解冻温度交互作用PBC=0.451 8>0.05，交互作用不显著。

2.2.3　响应面分析　

各因素之间交互作用对细胞存活率影响的等高线和响应曲面图如图 6所示。若等高线越接近椭圆

形，说明两个因素的交互作用越显著；若接近圆形，说明交互作用不显著。响应面图中曲线越弯曲说明

图6　各因素之间交互作用对细胞存活率影响的等高线及响应面分析

Fig.6　The contour map and response surface map of the interaction between various factors on cell survival rate
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研究因素对结果影响越大，颜色变化的越快表明坡度越大，即对结果影响更为显著[15]。因此，综上分析

可知：蔗糖浓度和脱水时间这两因素交互作用极为显著（P<0.01），蔗糖浓度与解冻温度的交互作用显著

（P<0.05），而脱水时间和解冻温度的交互作用则不显著，这与方差分析结果一致。

2.2.4　最佳保存方案预测及验证　

通过对试验数据的分析预测，得到细胞存活率最佳保存条件为：蔗糖浓度为 6.63%，脱水时间为

31.03 min，解冻温度为 40.48 ℃，此时细胞存活率为 68.27%。根据实际的操作条件，将最优条件参数进

行修正，选择细胞存活率最优的条件为：蔗糖浓度为 6.6%，脱水时间为 31 min，解冻温度为 41 ℃。为了

验证上述响应面法优化结果，选用修正的最佳保存条件，进行 3 次验证试验，测得细胞存活率为

（68.19±1.12）%，说明试验值与理论值没有显著差别。

3 结论与讨论

在冷冻保存前，通常对细胞和组织进行预培养，以降低细胞内的自由水含量，增强细胞的抗寒性，主

要包括低温锻炼和高渗培养两种方法。一般来说，低温锻炼是在 2~5 ℃进行培养，在这个温度范围内植

物材料具有较好的内在适应机制。洪森荣等[16]对野葛种质的超低温保存进行研究时发现，试管苗经 4 ℃
低温锻炼 5 d，其茎段恢复培养后成活率可达 45%~47%。Sharma等[17]采用玻璃化冷冻和V型冷冻板技术

对茶叶[Camellia sinensis（L.）O. Kuntze]的茎尖进行冷冻保存，发现茎尖在 4 ℃下低温锻炼可以提高冻存

后的存活率和再生率。本研究将细胞置于5 ℃冰箱进行预培养，结果表明预培养时间对细胞的冻存也具

有显著的影响。郁金香球茎经过 10周的预培养，其超低温保存效果最好[18],黄独胚性细胞经过 4 d预培

养后，其相对存活率最高[19]，而红豆杉愈伤组织在预培养 6 d后再进行冷冻保存，解冻后细胞活力可保持

最高[14]，本研究中细胞预培养12 d解冻后存活率显著高于其他处理。

预处理一般是利用低浓度的冷冻保护剂使细胞进一步脱水，同时诱导细胞对渗透胁迫产生一定

的适应性，减少对细胞的损伤。李佳瑞等[20]研究了罗汉果细胞超低温保藏的方法，试验表明,当使用

0.2 mol/L 蔗糖作为预处理剂处理细胞时，冷冻细胞的存活率和细胞活力较高。Yi 等 [21]对柑橘 [Citrus 
limon（L.）Burm. F]茎尖的超低温冷冻保存研究中发现，使用17.5%甘油和17.5%蔗糖组成的MS培养基进

行预处理有利于茎尖的冻后存活率和恢复生长。Gowthami等[22]开发出一种高效的小滴玻璃化冷冻保存

技术以保存大丽花（Dahlia germplasm）种质，研究表明经过含有 2.0 M 甘油和 0.4 M 蔗糖的 MS液体培养

基预处理的茎尖在解冻后平均再生率为 44.44%，且各品种间无显著差异。本研究发现南方红豆杉细胞

在室温下用6.6%蔗糖预处理30 min后，细胞活力和存活率最高。

脱水处理是植物超低温保存的关键，而最重要的环节就在于控制植物材料的脱水时间。若处理时

间较短，可能无法完全除去细胞中的自由水，导致细胞在降温过程中产生大量冰晶伤害细胞；若处理时

间过长，会对细胞产生毒害作用和过度脱水，直接造成细胞活性降低甚至死亡。因此，脱水时间的选择

要根据植物的基因型、抗冻性、细胞年龄和生理状态等方面综合考虑。根据已有的报道来看，不同植物材

料的最佳脱水时间各有不同，如水曲柳合子胚细胞经干燥脱水120 min结合快冻法处理后，超低温保存处

理后的合子胚及体胚的存活率可达 62.26% 和 51.68%[23]。4 种月季离体植株茎尖使用 PVS2 脱水处理

20 min或 30 min，其细胞存活率为78.3%~95.1%，茎尖再生率分别为50.5%、63.2%、71.4%和78%[24]。Panis
等[25]研究表明，芭蕉茎尖在0 ℃下PVS2的最佳处理时间为30~50 min，其冷冻效率提高了23%~46%。从本

试验结果来看，在 0 ℃下将南方红豆杉悬浮细胞在冷冻保护剂下脱水处理 31 min，可获得较高的冻后细

胞存活率。

冷冻保护剂对植物组织和细胞的超低温保存有较大影响，根据其是否穿透细胞膜可分为渗透性

和非渗透性两类。有研究[26]表明将不同类型的保护剂组合使用可以提升保护效果，降低毒害作用。

Varis等[27]比较了不同冷冻保护剂对挪威云杉（Picea abies L. Karst）胚性组织冷冻保存的影响，结果发现

组合使用 PEG6000、葡萄糖和DMSO作为冷冻保护剂能显著提高胚性组织的回收率。Cameras等[28]研究

了不同冷冻保护剂处理对意大利松（Pinus pinea L.）胚系恢复和成熟能力的影响，结果显示使用5% PEG-
蔗糖-DMSO可以显著提高胚性系的恢复。本研究选择了DMSO、蔗糖和山梨醇这3种不同浓度冷冻保护

剂进行组合试验，发现单独使用DMSO、蔗糖和山梨醇处理的细胞在解冻后活性不强，而组合使用时细胞
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解冻后存活率较高，进一步说明组合型冷冻保护剂更适合于南方红豆杉悬浮细胞的冷冻保存。

在冷冻细胞的解冻过程中，由于玻璃化的逆转，自由水在升温过程中重新分布，形成的大冰晶会对

细胞造成损害。因此，选择适宜的解冻温度是细胞超低温保存的关键。陈晓艺等[29]研究表明 37 ℃水浴

是华北落叶松胚性组织最佳解冻方式，杨帆等[30]经试验发现对冻存后的松针褐斑病湿地松胚性愈伤组

织选取 32 ℃水浴解冻最为适宜。本研究中，南方红豆杉冻存细胞的最佳解冻温度为 41 ℃，该温度条件

下解冻后的细胞存活率最高。

本试验探究了南方红豆杉悬浮细胞的超低温保存条件并进行优化，成功建立了南方红豆杉悬浮细

胞的超低温保存体系，为长期保存南方红豆杉悬浮细胞提供了技术参考，然而冻后细胞产紫杉醇能力和

遗传稳定性仍需进一步评估。
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