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摘  要 : 建立了一种基于活细胞电容值定量测定的植物细胞超低温保藏的快速评价方法，优化了罗汉果细胞

超低温保藏方法。通过采用活细胞传感仪测定冻存后细胞的存活率并结合细胞生活力 (细胞线粒体活性/TTC) 

对罗汉果细胞的低温保藏过程进行优化，确定了罗汉果细胞较为适宜的冷冻保护剂组分为基本培养基中添加

10%的蔗糖和 10%的 DMSO。预处理剂的考察实验表明，采用 0.2 mol/L 蔗糖的预处理剂处理细胞时冻存后细

胞存活率和细胞活力较高；采用 0.2 mol/L 蔗糖预处理剂处理细胞时，随着预处理时间的增加，细胞存活率先

增加后降低，预处理时间为 9 h 时，细胞存活率和细胞活力最高。保藏后的细胞复苏实验结果表明：细胞存活

率与采用活细胞电容值得到的细胞存活率具有很好的一致性，同时经过冻存的细胞复苏培养后，仍保留了原始

细胞的形态和合成甜苷 V 的特性，说明该冻存方法适用于罗汉果细胞的超低温保藏。因此基于活细胞传感仪

测得的电容值进行细胞冻存过程细胞活性的快速评价方法具有较好的可行性和可靠性。 

关键词 : 罗汉果细胞，活细胞传感仪，超低温保藏，冷冻保护剂，细胞电容值  
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Rapid cryopreservation for Siraitia grosvenorii cells based on 
cells’ capacitance detection 

Jiarui Li1, Zejian Wang1, Meijin Guo1,2, Yuanxin Guo1, Shuai Huang3, Yunfei Song3, 

Zhen Sun1, Yangyang Sun1, Fanjing Kong1, and Yingping Zhuang1,2 
1 State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology, Shanghai 200237, China 
2 Shanghai Biological Manufacturing Technology Innovation Center, Shanghai 200237, China 
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Abstract:  A rapid quantitative evaluation method for Siraitia grosvenorii cells was successfully developed based on plant 
cells’ capacitance value detected by a viable cell mass monitor and the cryopreservation of S. grosvenorii suspension cells 
was optimized. The survival rate of S. grosvenorii cells was quantitatively measured by viable cell mass monitor and 2, 3, 
5-triphenyltetrazolium chloride (TTC). An optimum cryoprotectant recipe is that the growth medium contained 10% 
sucrose and 10% DMSO. The experimental results also showed higher cell survival rates and cell viabilities were achieved 
when suspension cells were treated with pretreatment of 0.2 mol/L sucrose. With the increase of concentration of sucrose, 
however, the cell survival rate was decreased. And the cell survival rate represented a bell shape with the increase of 
pretreatment time. The highest cell survival rate and cell viability were obtained with the 9 h’ s pretreatment. In addition, 
there was a good correlation between the cell survival rate measured by cell recovery test and that measured by viable cell 
mass monitor, while there were no significant differences in the cell morphology and the ability of mogrosides V 
production by S. grosvenorii cells cultured in suspension after cryopreservation. Therefore, the evaluation method 
developed based on the viable cell mass monitor has good feasibility and reliability. 

Keywords:  Siraitia grosvenorii cells, viable cell mass monitor, cryopreservation, cryoprotectant, cells’ capacitance 

 

罗汉果 Siraitia grosvenorii来源于葫芦科苦

瓜属 Momordica，为广西桂林特有的一种珍贵的

药食两用植物，其中含有的主要有效成分罗汉

果甜苷  (Mogrosides) 具有清热润肺、利咽开

音、润肠通便的生物功能。最近有研究表明罗

汉果还具有抗氧化、抗糖尿病和抗癌的功效，

是肥胖症、高血压、糖尿病患者最好的甜味剂

和保健品，具有广泛的应用价值[1]。罗汉果甜苷

主要通过罗汉果果实提取得到，目前，随着市

场需求量的大幅度增加，采用植物细胞愈伤组

织悬浮培养技术生产罗汉果甜苷逐渐成为研究

的热点[2-3]，优良的罗汉果愈伤组织细胞的低温

保藏在稳定生产效率方面非常关键，然而，关

于罗汉果细胞悬浮培养以及其细胞系的低温保

藏技术却鲜少报道。 

现有的植物细胞系的保藏主要通过以下两

种方式。一种是在生长培养基中进行继代保存 

(Subculture)，另一种则是对细胞进行低温冷冻

保藏 (Cryopreservation)。冷冻保藏是将培养的

愈伤组织细胞悬浮在加有冷冻保护剂的溶液

中，以一定的冷冻速率降至特定温度[4] (一般是

低于–70 ℃的超低温)。通过长期继代而保存细

胞存在费时费力、成本昂贵，并且会出现植物

细胞特性消失等缺点[5]。而细胞在超低温的条件

下，会停止胞内的一系列代谢活动，并能够保

持细胞自身的特性，大大降低细胞特性消失的
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风险。目前已有多种植物组织的器官和细胞培养

物得到成功保存，例如新疆紫草 Arnebia euchroma

细胞[6]，玫瑰茄 Hibiscus sabdariffa[7]、三分三细胞

Anisodus acutangulus[8]等。 

植物细胞在冷冻保藏过程中会由于内部或者

外部水结成冰晶而造成细胞破裂和细胞活力降低，

不同种类的植物细胞由于细胞组成结构的不同，往

往低温保藏的处理方法也大有不同。以往均是采用

细胞线粒体活性测定  (2,3,5-triphenyltetrazolium 

chloride，TTC)[9]或双醋酸荧光素  (Fluorescein 

diacetate，FDA)[10]的方法来间接反映细胞在冷

冻保藏后的活性情况，也可以采用冻存后将细胞

在固体培养基上复苏培养[11]。一般植物细胞的生长

周期都在 3–4周，生长较慢的细胞则需要 1–2个月，

同时植物细胞复苏过程缓慢，因此在低温保藏方

法的优化过程中，单次处理考察要耗费几个月甚

至更长的时间，效率低。建立一种对处理过程中

细胞存活率或者死亡率的快速检测方法，对于低

温处理工艺条件的优化非常关键。 

活细胞传感仪  (Viable cell mass monitor) 

是利用电容法  (Capacitance) 测量溶液中活细

胞浓度。其主要原理是：在一定频率的交变电

场作用下，溶液中的离子发生迁移，而活细胞

具有完整的绝缘性细胞膜，细胞中的离子受到

束缚导致细胞膜极化，这使得细胞成为一个个

微小的电容器，测量得到的电容值与溶液中的

活细胞量存在良好的线性关系。其可以用于细

菌[12]、霉菌[13]、酵母菌[14]、植物细胞[15]、动物

细胞[16]培养过程中活细胞浓度的准确测定，是在生

物过程监测分析中很有前途的工具。李兰等[17]在

PHA 发酵优化过程中发现采用活细胞传感仪在

线采集的电容值比离线干重和 OD 值更能反映

细胞的生长和活性。罗艳霞等[18]采用活细胞传

感仪测定的活细胞数与平板活菌计数法测定的

菌体浓度也有非常好的线性关系，基于电容值

计算出的比生长速率比基于细胞氧代谢速率和

二氧化碳释放速率计算出的比生长速率更可

信。近年来，活细胞传感仪也广泛应用于植物

细胞的液态悬浮培养过程中[19-20]。王泽建等在

红豆杉细胞放大培养过程中，采用活细胞传感

仪在线监测的细胞生物量与细胞干重在一定范

围内也存在很好的线性关系[21]。在植物细胞红

花细胞悬浮培养的研究结果中也表明采用活细

胞传感仪能够对活细胞的浓度和细胞形态进行

实时精确的监控[22]。 

本文考察分析了利用活细胞传感仪进行罗

汉果细胞冻存处理过程中活细胞电容值的快速

测定，计算得到细胞存活率 (Viability)，并结合

TTC法测定的细胞线粒体活性 (Activity)，对罗

汉果细胞保藏工艺条件的预处理剂种类、预处

理时间，以及冷冻保护剂的成分等方法进行评

价和优化，建立了一种新的快速定量的罗汉果

细胞超低温冷冻保藏的工艺方法。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器和设备 
活细胞传感仪 (Biomass Monitor 220，Hamilton

瑞士)：四环式探头，测定范围为：0.2–150 pF/cm，

测量精度：0.05–0.10g/L，超低温冰箱 (Thermo 

Scientific)，旋转式摇床 (上海智诚仪器公司)，

紫外-可见光分光光度计 (上海棱光)，The EVOS® 

FL自动成像系统 (Thermo Fisher)。 

1.2  培养基及细胞系 
罗汉果悬浮细胞系是通过罗汉果种胚诱导

出胚性松散的愈伤组织，并在液体培养基中经

过分散、过滤培养得到。培养基为 B5培养基添
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加 6-苄氨基嘌呤  (6-BA) 1.0 mg/L，萘乙酸 

(NAA) 0.5 mg/L，蔗糖 30.0 g/L，肌醇 100.0 mg/L，

聚乙烯吡咯烷酮 2.0 g/L。 

1.3  方法 
1.3.1  罗汉果细胞悬浮培养体系的建立 

将种子在无菌条件下进行消毒处理后剥掉

外部硬种壳，接入到含有激素的培养基中诱导

出胚性松散的愈伤组织，经过不断的继代筛选，

选取生长均一的愈伤组织细胞接种至液体培养

基中进行悬浮培养。 

1.3.2  罗汉果悬浮细胞的超低温保存方法 

预处理：取一定量处于对数生长期的细胞，

沉降后去除上清，加入等量的预处理剂，混匀后

在 110 r/min、25 ℃的条件下暗培养 0–2 d，其目

的在于诱导植物组织细胞进行保护性脱水，减

少细胞内自由水含量，防止细胞在冰冻过程中结

冰，避免细胞结构损伤及死亡。一般预处理剂为

含有一定量浓度的渗透调节剂的糖溶液，例如蔗

糖、甘露醇、海藻糖、山梨醇等[23-24]。 

冷冻保存：将预处理后的细胞进行沉降处

理，沉降后去除预处理剂，再加入等量的冷冻

保护剂，在 110 r/min、4 ℃的黑暗条件下孵育

45 min。孵育后，先在–20 ℃冰箱内放置 40 min

后，再放到–80 ℃进行保存。 

解冻复苏：将冻存后的细胞，置于 39 ℃水

浴锅中解冻，直至悬液中没有冰块，此过程一

般 2–3 min为宜，时间太久冷冻保护剂会对细胞

产生一定的毒害作用。解冻后迅速将冷冻保护

剂去掉，加入相应预处理剂清洗 2–3 次，逐步

降低细胞中的 DMSO浓度[25]。 

1.3.3  罗汉果甜苷 V的提取检测 

对照品溶液的制备：精确称取 50 mg 的对

照品溶解至 10 mL 的容量瓶中，用流动相溶解

成浓度为 5 mg/mL的对照品原液，并分别稀释

成 0.1、0.25、0.5、1.0、2.0、3.0和 5.0 mg/mL

后，0.22 μm滤膜过滤，滤液用高效液相色谱仪

测定。以峰面积 y (mAU) 为纵坐标，以罗汉果

甜苷V浓度 x (mg/mL) 为横坐标进行线性回归，

得到线性方程。 

供试品溶液的制备：取烘干后的细胞用碾

钵将其碾成粉末状，精密称取 5 g的干重细胞粉

末置于锥形瓶中，以 1∶10 的固液比加入 60%

的乙醇超声破碎提取 40 min后，在 90 ℃的微沸

状态下提取 2 h。将提取液旋转蒸发浓缩至 5 mL

后，采用 0.22 μm的滤膜过滤待用。 

罗汉果甜苷 V的检测：色谱柱：Unitary C18

柱  (5 μm，100A，4.6 mm×250 mm)；流动相：

水-乙腈 (78：22)；流速：l mL/min；柱温：30 ℃；

检测波长为 203 nm；进样量：20 μL。 

1.4  过程参数测定 
1.4.1  活细胞保存率的测定 

将活细胞传感仪的电极没入罗汉果细胞悬

液中，进行全频扫描，确定活细胞传感仪的检

测频率为 473 kHz。在此频率下取对数生长期的

细胞，离线测定细胞干重与电容值，发现在

0.67–10.25 g/L细胞干重范围内，电容值与细胞干

重具有良好的线性关系，此时活细胞电容值的测

定范围在 7.0–160 pF/cm，所以采用电容值可以更

科学、更方便地定量表征培养体系中活细胞浓度。 

在此频率下分别离线测定一定量预处理后的细

胞悬液、解冻复苏后的细胞悬液，以及经过超声、

煮沸处理后的细胞悬液，混匀后进行活细胞电容值

的测定，分别记为 Cap1、Cap2、Cap3。活细胞保

存率 (%)=(Cap2–Cap3)/ (Cap1–Cap3)×100。 
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图 1  离线测定干重与活细胞电容值的关系 
Fig. 1  Relationship between dry cell weight and 
capacitance value. 

 
1.4.2  细胞线粒体活性检测 

悬浮细胞经 8 μm 滤膜抽滤后，取 100 mg

新鲜细胞，分别加入 2.5 mL 0.4%的 2,3,4-氯化

三苯基四氮唑 (TTC) 溶液和 2.5 mL 0.05 mol/L

的 Na2HPO4-NaH2PO4的磷酸缓冲液 (pH 7.5)，

混匀后 25 ℃暗处理 18 h。暗培养后离心去除上

清液，细胞用蒸馏水洗涤 3次，加入 4 mL甲醇，

置于 60 ℃水浴 50 min，期间振动摇晃细胞，使

底部细胞充分接触甲醇，至细胞脱至无色。室

温静置后，4 000 r/min离心 5 min后取上清液，在

485 nm下测定光密度 (OD485)，得到细胞活力[26]。 

2  结果与分析 

2.1  活细胞电容值与细胞浓度的线性关系 
取对数生长期不同浓度的细胞分别将细胞

稀释 1、2、4、6、10、20倍)测定其相应的电容

值，结果显示在 10–100 pF/cm测量值范围内与

细胞浓度有良好的线性关系 (图 2)，其中对照

空白 (无植物细胞) 或将细胞 100 ℃高温杀死

后，培养液中只有 7 pF/cm 电容值，因此， 

 
 

图 2  细胞相对浓度与活细胞电容值的线性关系 
Fig. 2  Linear relationship between the biomass 
percentage and their capacitance values. 
 
在测定过程中，对于活细胞浓度测定值的基础

上进行对应空白培养基质电容值的校正后，得

到的较正活细胞电容值能够很好地表征活细胞

浓度。 

2.2  不同冷冻保护剂对细胞冷冻保存的影响 
常被用作冷冻保护剂的有甘油、二甲基亚

砜 (DMSO)、蔗糖、山梨醇、聚乙二醇 (PEG) 

等。其中，甘油和 DMSO为渗透性冷冻保护剂，

蔗糖和山梨醇是非渗透性冷冻保护剂，一些研

究提出将渗透性和非渗透性冷冻保护剂组合使

用的效果要优于采用一种冷冻保护剂[27]。但不

同的植物细胞在冷冻保存方法上有非常大的差

异。为此，将不同类型冷冻保护剂对罗汉果组

织细胞的冻存条件进行优化。向培养基中添加

不同浓度的 DMSO (5%(W/V)、10%)、蔗糖 (5%、

10%)、山梨醇 (5%、10%) 考察冷冻保护剂对细

胞冻存存活率的影响。将细胞用含有 0.35 mol/L

蔗糖的液体培养基预处理 18 h后，进行低温冷

冻处理，复苏后进行细胞活性的测定，结果   

见表 1。 
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表 1  不同冷冻保护剂对细胞冻存的影响 
Table 1  Survival rates and MTT activities of S. grosvenorii cells treated by different cryoprotectants 

Group 
Concentration of 
DMSO (%, W/V) 

Concentration of 
sucrose (%, W/V) 

Concentration of 
sorbitol (%, W/V) 

Survival rate 
(%) 

Mitochondrial viability/
100 mg fresh cells 

1 5 5 0 30.06 0.339 
2 5 10 0 44.92 0.835 
3 10 5 0 32.23 0.672 
4 10 10 0 41.04 0.859 
5 5 0 5 29.07 0.612 
6 5 0 10 39.53 0.746 
7 10 0 5 33.33 0.691 
8 10 0 10 41.77 0.945 
9 0 0 0 12.65 0.187 

 

结果表明：不论是活细胞电容值还是细胞

线粒体活性，加入冷冻保护剂的细胞活性及存

活率都远远高于不添加冷冻保护剂的细胞。说

明冷冻保护剂在细胞冻存过程中起到了重要作

用，大大提高了细胞的存活率。活细胞电容值 

(Cap) 和 TTC 活性值也有较好的对应关系。因

此，采用活细胞电容值可以用来较好地表征细

胞在冷冻保藏后的存活率情况，从而快速地筛

选出对细胞较好的冷冻保护剂组分及浓度。 

将 DMSO、蔗糖、山梨醇各个水平下活细

胞电容值和 TTC值进行统计分析，各水平冷冻

保护剂对细胞低温保藏后存活率及活性的影响

结果见图 3。从图 3结果可以看出，10%含量的

DMSO 对细胞低温保藏后的效果要优于 5% 

DMSO。而对于山梨醇和蔗糖，不论是细胞存活

率还是线粒体活力，10%的含量对于细胞低温保

藏的效果都是最好的，且 10%的蔗糖对于细胞

保存的效果要优于 10%的山梨醇。因此确定细

胞低温保藏较好的冷冻保护剂成分为：细胞生

长培养基+10% DMSO+10%蔗糖。与经过预处理

但是不加冷冻保护剂的细胞相比，此条件下细

胞的活力保存率和线粒体活性 (TTC 值) 分别

提高了 224.43%和 372.16%。 

 
 

 
 

图 3  冷冻保护剂中不同组分对细胞存活率和线粒

体活力的影响 
Fig. 3  Survival rates and MTT activities of S. grosvenorii 
cells treated by different cryoprotectants. 
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2.3  不同预处理剂对细胞冷冻保存的影响 
预处理能降低植物细胞内的含水量，减轻

冻存过程中冰晶体形成及状态对膜系统的损

伤。预处理剂的种类以及预处理剂的浓度不同，

对于细胞低温保藏有很大影响。预处理剂浓度

过高时，虽然脱水效果比较好，但有可能会对

细胞活性产生不可逆的影响，对细胞结构及内

部组织造成一定的损伤；但细胞若不进行脱水

预处理，含水量太高则会在冷冻过程中形成大

量冰晶刺破细胞。在前面实验的基础上，本实

验选择蔗糖 0.20、0.35、0.50 mol/L以及海藻糖

0.20、0.35、0.50 mol/L进行考察，对照为不进

行预处理、直接进行冻存的细胞。 

在一定量的预处理剂进行处理时  (蔗糖

0.20 mol/L，海藻糖 0.20、0.35 mol/L)，可以提

高预处理后细胞的存活率，但是随着蔗糖和海

藻糖的浓度增加时 (0.50 mol/L)，细胞的存活率

和细胞活力均出现显著降低。在预处理浓度为

0.20 mol/L蔗糖时，细胞的冻存活力保持效果最

好。与对照相比，细胞的活力保存率和线粒体

活性 (TTC 值) 均有大幅度提高，活力保存率和

细胞活性分别提高了 29.18.%、36.72%，因此，选

择蔗糖 0.20 mol/L作为预处理细胞的最佳条件。 

2.4  不同预处理时间对细胞冷冻保存的影响 
预处理时间对细胞冷冻保藏后活性的影响

与预处理剂的浓度原理相似，若细胞在具有一

定渗透压的环境下处理时间过长时，有可能造

成细胞的过度失水，这样就造成细胞在预处理阶

段的活性大大降低，从而影响细胞冻存复苏后的

活性。在前面实验的基础上，以蔗糖 0.20 mol/L

为预处理剂，冻存培养基为：液体培养基+10% 

DMSO+10%蔗糖，对预处理时间 0、1、2、5、

9、22、46 h进行考察。 

 
 

 
 

图 4  不同预处理剂对细胞存活率和线粒体活力的

影响 
Fig. 4  Survival rates and MTT activities of S. grosvenorii 
cells treated by different pretreatment agents. 
 

以细胞生长培养基  (液体培养基 ) +10% 

DMSO+10%蔗糖作为冷冻保护剂，随着预处理

时间的增加，细胞的存活率和细胞活力出现钟

形变化曲线，细胞经过蔗糖 0.2 mol/L预处理剂

预处理 9 h后进行超低温保藏，细胞保存效果最

好，与对照 (预处理 0 h) 相比，细胞的活力保

存率和线粒体活性 (TTC 值) 均有大幅度的提

高 (图 5)。 
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图 5  预处理时间对细胞存活率和线粒体活力的影响 
Fig. 5  Survival rates and MTT activities of S. grosvenorii 
cells treated by different pretreatment time. 

2.5  细胞复苏后的验证试验 
为了考察基于活细胞以及细胞线粒体活性

作为评价细胞保存效果的可靠性，在进行预处

理时间考察的同时，选择预处理 0、2、9、22、

46 h 对冻存后的细胞进行解冻复苏。将解冻复

苏后的细胞重新接种到半固体生长培养基中，

在 25 ℃的条件下暗培养 21 d后，统计相对正常

细胞的细胞存活率，以公式进行计算：细胞存

活率=W冻/W未冻，W冻：经过冻存的细胞复苏后的鲜重，

W未冻：未经过冻存的细胞复苏后的鲜重。 

从复苏结果 (图 6) 可以看出，预处理 9 h 后

细胞计算得出的存活率为 33.67%，与采用活细胞传

感仪得出的结论相同。其中预处理 22 h和 46 h的

细胞存活率相对较低，从复苏过程中细胞生长状态

来看，可能是因为预处理时间过长的细胞脱水比较

严重，细胞冻存过程中渗入到胞内的 DMSO 不易

从细胞中被洗脱出来，从而对细胞造成了一定的毒

害作用，导致细胞的存活率比较低。从图 7显微镜

图上来看，经过冻存和没有经过冻存的细胞形态相

同，表明此条件冻存效果最好。 
 

 
 

图 6  不同预处理时间复苏后细胞存活率 
Fig. 6  Survival rates of S. grosvenorii cells pretreated 
by different periods. 

 
图 7  低温保藏罗汉果细胞复苏后生长图 
Fig. 7  Images of S. grosvenorii cells grown in suspension culture after cryopreservation at –80 ℃. (A) Cells without 
cryopreservation. (B) Cells after cryopreservation (treated with 0.2 mol/L sucrose for 9 h). (C) Cells after cryopreservation 
(treated with 0.2 mol/L sucrose for 46 h). (D) Cells without cryopreservation (40×). (E) Cells after cryopreservation (40×).  
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2.6  细胞冻存后罗汉果甜苷V合成能力的验证 
根据方法中所述的罗汉果甜苷 V 的检测方

法，配置 0.1、0.25、0.5、1.0、2.0、3.0、5.0 mg/mL

的 7 种不同浓度的罗汉果甜苷 V 对照品溶液，

根据所出峰面积以及相应的甜苷 V 浓度绘制得

到标准曲线。采用此检测方法得到的峰面积与

甜苷 V 的浓度具有较好的线性关系，y=248.28x+ 

16.52。将冻存后的细胞在 B5 培养基上进行复

苏，继代 2次后，在第 22天收获细胞进行甜苷

V的提取和高效液相色谱检测 (图 9)。结果显示 
 

 
 

图 8  罗汉果甜苷 V 对照品标准曲线 
Fig. 8  Standard curve of mogrosides V detected by 
HPLC. 

 

 
 

图 9  罗汉果甜苷 V 对照品 (A)、样品 (B) 色谱图 
Fig. 9  HPLC profiles of standards (A) and samples (B). 

冻存后的细胞经复苏培养后，罗汉果甜苷 V 的

合成能力可达到 2.19 mg/g干重细胞，与冻存之

前细胞合成罗汉果甜苷 V 的能力相当。实验结

果表明，经冻存后的细胞很好地保留了其合成

甜苷 V 的特性，该冻存存活率快速测定方法能

够很好地用于植物细胞的低温保藏过程评价。 

3  讨论 

本文通过采用活细胞传感仪建立了一种基

于电容测定的罗汉果细胞超低温冷冻保藏及存

活率的快速评价方法。以往细胞冻存后的评价

方法主要采用的是测定细胞线粒体活力 (TTC) 

或 FDA方法来间接反映冻存方法对细胞冻存的

效果，或者采用冻存后细胞复苏的方法。但是

这两种方法都存在一定的缺陷，采用 FDA法并

不能完全表征细胞冻存后的存活率[28]；TTC 法

则是 TTC溶液进入细胞内部，与细胞线粒体上

的酶发生反应而显色，通过颜色的深浅反应细

胞生活力强弱，与细胞呼吸作用直接相关，呼

吸作用容易受环境温度、空气、水分等的影响，

造成结果误差较大。由于植物细胞具有生长周

期长的特点，若采用细胞复苏的方法则会使得

方法的建立需要较长周期，效率低。卞福花等

曾采用中性红染色细胞统计存活率的方式优化

细胞冻存的方法，但是由于植物细胞具有聚团

生长的特性，使得细胞在计数时存在困难，需

要对大量的细胞进行统计，工作量大，易于产

生误差[29]。本文首次采用活细胞传感仪建立了

量化的评价体系，对细胞冻存的方法进行了优

化，快速地建立了适于罗汉果细胞冷冻保藏的

方法。 

本文结果表明向生长培养基中添加 10%的

蔗糖与 10%的 DMSO时，细胞经过冻存后的活
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率比较高，为较好的冷冻保护剂。在一定的预

处理剂浓度 (蔗糖 0.20 mol/L) 和预处理时间 

(9 h) 下，细胞的存活率相对于不进行预处理细

胞有大大提高，但是随着预处理剂浓度的升高

以及预处理时间的延长，细胞的存活率和细胞

活力均有大幅度的下降，说明一定的脱水处理

对于细胞的保存有利，但是过度脱水的话则会

对细胞造成损伤，降低冻存后的细胞存活率。 

将预处理不同时间的细胞经过冻存复苏

后，测定出来的细胞存活率与活细胞电容值测

定的存活率相近，表明了此种评价方法的可靠

性。采用优化后的条件对细胞进行复苏后，细

胞存活率可以达到 70%，且显微镜观察其形态

与未经过冻存的细胞形态几乎相同，其有效代

谢物甜苷 V 的合成特性也得以继续保存，说明

此方法对细胞的保存效果较好，能够较好地保

持冻存后细胞的特性。 
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