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(57)摘要

本发明涉及一种细胞保存液，含有以下组

分：Na2HPO4、葡萄糖、柠檬酸、腺嘌呤、NaCl及水。

本发明还提供了上述细胞保护液的制备方法和

应用。本发明所提供的细胞保存液，可以长期保

存骨髓、外周血、组织等，并保证免疫分型、淋巴

细胞亚群检测等多种白细胞相关检测结果的稳

定和正确，特别适用于流式细胞检测。并且使用

保存液保存的细胞依旧保持活性，可继续进行细

胞培养和死活染料标记。
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1.一种细胞保存液，其特征在于，含有以下组分：Na2HPO4、葡萄糖、柠檬酸、腺嘌呤、NaCl

及水。

2.如权利要求1所述的细胞保存液，其特征在于，所述水为纯水。

3.如权利要求2所述的细胞保存液，其特征在于，所述细胞保存液含有以下终浓度的组

分：

Na2HPO4  0.1-10g/L；

葡萄糖  0.1-50g/L；

柠檬酸  0.1-10g/L；

腺嘌呤  0.1-10g/L；

NaCl  0.01-500mmol/L；

上述各组分的溶剂均为水。

4.一种权利要求3所述的细胞保存液的制备方法，其特征在于，包括如下步骤：将配方

量的Na2HPO4、葡萄糖、柠檬酸、腺嘌呤、NaCl与水混合均匀，即得。

5.如权利要求4所述的制备方法，其特征在于，所述制备方法还包括混合后进行过滤

和/或分装的步骤。

6.如权利要求5所述的制备方法，其特征在于，所述分装的体积为100～300μl/管。

7.一种权利要求3所述的细胞保存液在流式细胞仪检测中的应用。

8.如权利要求7所述的应用，其特征在于，所述应用包括以下步骤：

1)提供含有细胞的样本液；

2)将上述细胞保存液与所述样本液混合，其中所述细胞保存液与所述样本液的体积比

为1:5～1:10；

3)将步骤2)获得的混合物保存；

4)将步骤3)获得的混合物取出50-100μl与荧光标记的流式单克隆抗体20μl混合加入

流式管，混匀后避光孵育15分钟；

5)向步骤4)孵育的流式管中加入溶血素2ml，混匀后室温孵育10分钟，200-300g，离心5

分钟，倾倒弃去上清并以200μlPBS重悬样本；

6)流式细胞仪检测步骤5)重悬的流式管，并计算结果；

7)一周后取出进行重复测试。

9.如权利要求8所述的应用，其特征在于，步骤1)中所述样本液为血液、骨髓或细胞悬

浮液；步骤4)中所述流式单克隆抗体包括各5μl的CD45-FITC、CD13-PE、CD33-PerCP-cy5.5

和CD7-APC。

10.一种含有权利要求3所述的细胞保存液的保存剂。

11.如权利要求10所述的保存剂，其特征在于，所述保存剂还包含样本液，所述细胞保

存液与所述样本液的体积比为1:5～1:10。

12.如权利要求10所述的保存剂，其特征在于，所述样本液为血液、骨髓或细胞悬浮液。

13.一种权利要求10-12任一项所述的保存剂在用于流式细胞仪检测或在制备用于流

式细胞仪检测的试剂盒中的应用。

14.如权利要求13所述的应用，其特征在于，所述流式细胞仪检测为白细胞表面抗原及

胞内抗原的检测。
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一种细胞保存液及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于医药技术领域，具体而言，涉及一种细胞保存液及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 随着科学技术的发展及各医学领域对细胞的深入研究，流式细胞术作为一项常规

的检测技术应用在各个领域，在科学研究及临床诊断方面处于越来越重要的地位。包括本

申请人之前申请的申请号为20161002721.4和201610768294.1的中国发明专利申请在内的

许多现有技术着重对流式细胞术本身的步骤和参数进行了研究。然而，目前对于流式细胞

术样本的保存，却没有一种公认的简单快捷的保存方法或产品。

[0003] 为了保证流式细胞术检测结果的准确性，细胞样本应尽可能保证新鲜，即使于2-8

℃条件下保存，也应尽快使用，以免样本失活导致结果偏差。

[0004] 在本申请人之前申请的申请号为201610768294.1的中国发明专利申请公开了一

种细胞保存液，专用于流式细胞术样本的保存，可长时间保持样本的稳定性，对于外周血样

本，可稳定白细胞分群及表面抗原的表达。上述专利申请所衍生的产品对细胞具有固定作

用，经过保存液保存后的细胞样本，无活性，无法继续进行培养或死活细胞鉴别。

发明内容

[0005] 有鉴于此，本发明的目的是提供一种细胞保存液及其制备方法和应用。

[0006] 为了达成上述的目的，本发明提供一种细胞保存液，含有以下组分：Na2HPO4、葡萄

糖、柠檬酸、腺嘌呤、NaCl及水。

[0007] 作为优选，其中所述水为纯水。

[0008] 作为优选，其中所述细胞保存液含有以下终浓度的组分：

[0009] Na2HPO40.1-10g/L；

[0010] 葡萄糖0.1-50g/L；

[0011] 柠檬酸0.1-10g/L；

[0012] 腺嘌呤0.1-10g/L；

[0013] NaCl  0.01-500mmol/L；

[0014] 上述各组分的溶剂均为水。

[0015] 所述细胞保存液没有腐蚀性，也没有氧化性，可以装于多种材质的容器，如玻璃容

器或塑料容器。

[0016] 本发明提供了上述保存液的制备方法，包括如下步骤：将Na2HPO4、葡萄糖、柠檬酸、

腺嘌呤、NaCl与混合均匀，即得。

[0017] 作为优选，其中所述制备方法还包括混合后进行过滤和/或分装的步骤。通常可以

不分装，直接装于大试剂瓶中储存；对于硬连接采血方式采血样本的保存，优选分装成管装

的保存液，这样可以直接向管内加入采集的血液或含细胞的样本而进行保存。分装可以分

装在非真空管中，也可以分装在真空管中。鉴于通常血液样本的采集体积为1～2ml，因此分
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装的体积对应为100～300μl/管，优选为250μl/管。

[0018] 本发明进一步提供了上述细胞保存液在用于流式细胞仪检测中的应用。

[0019] 作为优选，其中所述应用包括以下步骤：

[0020] 1)提供含有细胞的样本液；

[0021] 2)将上述细胞保存液与所述样本液混合，其中所述细胞保存液与所述样本液的体

积比为1:5～1:10；

[0022] 3)将步骤2)获得的混合物保存；

[0023] 4)将步骤3)获得的混合物取出50-100μl与荧光标记的流式单克隆抗体20μl混合

加入流式管，混匀后避光孵育15分钟；

[0024] 5)向步骤4)孵育的流式管中加入溶血素2ml，混匀后室温孵育10分钟，200-300g，

离心5分钟，倾倒弃去上清并以200μlPBS重悬样本；

[0025] 6)流式细胞仪检测步骤5)重悬的流式管，并计算结果；

[0026] 7)一周后取出进行重复测试。

[0027] 作为优选，其中含有细胞的样本液本身就可以是液体，如，血液、骨髓，这样提供该

样本液本身即可。含有细胞的样本液本身可以是组织或细胞沉积，这样需要将组织中的细

胞分离或将细胞沉积分散，形成细胞悬浮液，从而进行提供。

[0028] 作为优选，其中所述混合物可以于室温(如25℃)保存，优选于2～8℃保存，这样可

以有更长的保存期。优选保存期为3天以上，更优选为5天以上，进一步优选为7天。

[0029] 本发明进一步提供了含有上述细胞保存液的保存剂。

[0030] 作为优选，其中所述保存剂还包含样本液，所述细胞保存液与所述样本液的体积

比为1:5～1:10。

[0031] 作为优选，其中步骤1)中所述样本液为血液、骨髓或细胞悬浮液；步骤4)中所述流

式单克隆抗体包括各5μl的CD45-FITC、CD13-PE、CD33-PerCP-cy5.5和CD7-APC。

[0032] 本发明进一步提供了上述保存剂在用于流式细胞仪检测或在制备用于流式细胞

仪检测的试剂盒中的应用。

[0033] 作为优选，其中所述流式细胞仪检测为白细胞表面抗原及胞内抗原的检测。

[0034] 本发明的有益效果在于：

[0035] 1、本发明所提供的细胞保存液，可以长期保存骨髓、外周血、组织等，并保证免疫

分型、淋巴细胞亚群检测等多种白细胞相关检测结果的稳定和正确，特别适用于流式细胞

检测。并且经过保存的细胞依旧保持活性，可继续进行细胞培养和死活染料标记。

[0036] 2、本发明所提供的细胞保存液，含有细胞存活所需的特殊营养制剂(葡萄糖、腺嘌

呤)，对细胞各种物理指标和抗原表达没有影响，可有效保持细胞活性及表面抗原的稳定。

添加过所述细胞保存液的细胞样本，后续可以继续培养，可进行死活染料标记，不会溶血，

且样本可稳定保存七天。

具体实施方式

[0037] 以下本文将通过具体的实施例来描述发明。如未特别指明之处，可根据本领域技

术人员所熟悉的《细胞实验指南》(科学出版社，北京，中国，2001年)、《免疫检测技术》(科学

出版社，北京，中国，1991)等实验手册以及本文所引用的参考文献中所列方法来实施。其
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中，所用的试剂原料均为市售品，可以通过公开渠道购买获得。

[0038] 实施例1瓶装细胞保存液1的制备

[0039] 所述瓶装细胞保存液1的配方如下：Na2HPO4  0.4g/L；葡萄糖0.5g/L；柠檬酸2.68g/

L；腺嘌呤2g/L；NaCl  5.8g/L。

[0040] 称取Na2HPO4  0.4g、葡萄糖0.5g、柠檬酸2.68g、腺嘌呤2g、NaCl  5.8g，溶于900ml纯

化水后，定容至1L，0.22μm膜过滤，灌装至无菌试剂瓶内，密闭试剂瓶，由此制得细胞保存液

1L，根据需要分装至适当容量的瓶内。经测试，其于2～8℃环境下可至少稳定保存2年，适合

长期储存。

[0041] 实施例2瓶装细胞保存液2的制备

[0042] 所述瓶装细胞保存液2的配方如下：Na2HPO4  5g/L；葡萄糖2.5g/L；柠檬酸1.25g/L；

腺嘌呤0.5g/L；NaCl  11.6g/L。

[0043] 称取Na2HPO4  5g、葡萄糖2.5g、柠檬酸1.25g、腺嘌呤0.5g、NaCl  11.6g，溶于900ml

纯化水后，定容至1L，0.22μm膜过滤，灌装至无菌试剂瓶内，密闭试剂瓶，由此制得细胞保存

液1L，根据需要分装至适当容量的瓶内。经测试，其于2～8℃环境下可至少稳定保存2年，适

合长期储存。

[0044] 实施例3非真空管装细胞保存液3的制备

[0045] 取实施例1制备的细胞保存液，灌装至塑料管中，每管灌装量为250μl，密闭管塞，

由此制得细胞保存液3，经测试，于2～8℃环境下可至少稳定保存2年。其可以直接使用。

[0046] 实施例4真空管装细胞保存液4的制备

[0047] 取实施例1制备的细胞保存液，灌装至塑料管中，每管灌装量为250μl，用抽真空设

备以0.29个标准大气压抽真空处理并密闭管塞，由此制得细胞保存液4，经测试，于2～8℃

环境下可至少稳定保存2年。其可以直接使用。

[0048] 实施例5本发明的细胞保存液在流式样本保存中的应用

[0049] 取按照实施例4制备得到的细胞保存液的塑料管，每管直接加入一例正常人外周

血2mL，2～8℃放置保存，进行7日细胞保存测试，期间第3、5、7天取保存的样品，进行流式细

胞仪检测，包括按照申请号为20161002721 .4的中国专利申请的方法进行检测，结果良好

(可有效保持细胞稳定一个月)。

[0050] 取按照实施例4制备得到的细胞保存液的塑料管，每管直接加入一例正常人外周

血2mL，2～8℃放置保存，按照如下方法进行7日细胞活率测试。向流式管中加入50μl血液样

本，加入2ml溶血素混匀，室温孵育10分钟。以1300rpm离心5分钟，弃去上清液，加入500μl 

PBS重悬，重复洗涤一次，最终以500μl  PBS重悬。取90μl重悬细胞液，加入10μl，0.4wt％台

盼蓝染色液，混匀，染色3分钟，即刻到显微镜下观察，计算未染色细胞(活细胞)占所有细胞

总数的百分比，结果如下表1所示。

[0051] 表1
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[0052]

[0053] 从表1中可以看出，相比于新鲜样本的细胞活率，未添加保存液一周后的细胞活率

下降可达43.8％，添加保存液一周后的细胞活率均未发现明显下降，这说明添加保存液后

能够减缓细胞死亡，从而保持稳定。

[0054] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明作了详尽的描述，但在

本发明基础上，可以对之作一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因

此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。
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