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摘要：使用双翅目昆虫黑腹果蝇（ＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒＦａｌｌｅｎ）胚细胞系 Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３作为研究材料，制备１０
个密度试验组（０８１×１０６ ２８８×１０７个·ｍＬ－１，每组跨度大于２００×１０６个·ｍＬ－１），分别在冻后第６、１０、１４个月
对各组细胞冻后活力、回复时间长短、以及生长状况进行观察和比较，研究密度因素对细胞系Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２－３长期
冻存效果的影响。结果表明：冻存密度对细胞系Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后活力和状态恢复均有显著影响（Ｐ＜００５）。
细胞冻后活力下降速率随冻存密度增高而减慢，复苏后细胞状态恢复所需时间较短。将 Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３的冻存密
度提高至１３×１０７个·ｍＬ－１以上有利于细胞活力的保持与冻后的恢复。
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昆虫细胞系是现代生物学研究极有价值的模型

之一，被广泛应用于医学、农林业以及生物学的各个

领域，在昆虫生理学、生物化学、媒介昆虫行为、化学

药物和生物杀虫剂毒力测定；抗癌药物的研究；病

毒、微孢子虫生物杀虫剂研究等许多方面得到应

用［１－２］。长期高效保存已建立的昆虫细胞系可为研

究和应用这些细胞资源提供保证。

液氮低温保存是细胞系长期保存的重要手段。

通常认为，影响细胞系深低温保存效果的主要因素

有冻存保护剂种类，冻存速率，冻存密度等［３］。前期
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对几种昆虫细胞系长期冻存效果的研究发现，冻存

保护剂和冻存时间长短是影响这些细胞系冻存效果

的重要因素，细胞冻后活力随冻存时间的增长而逐

渐降低，不同种类来源的细胞系对保护剂的选择也

存在差异［４－５］。而冻存密度对昆虫细胞系的长期保

存是否有影响，目前还没有相关报道。

有关冻存密度对细胞系冻存效果影响的相关报

道很少，现有的研究对象主要为哺乳动物细胞系、生

殖细胞、植物细胞，以及藻类细胞等，结果发现，密度

因素对不同来源细胞的冻后生物学活性均有影响，

但影响效果各有不同［６－１０］。可见，弄清密度因素对

细胞冻存效果的影响是非常有必要的。为了研究密

度对昆虫细胞系长期冻存的影响，本文使用模式昆

虫黑腹果蝇（ＤｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒＦａｌｌｅｎ）胚细胞
系Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３［１１］作为研究材料，通过观察和检
测冻后细胞活力及恢复状况，比较不同密度对细胞

系冻存效果的影响，为昆虫细胞系长期有效冻存提

供科学依据。

１　材料与方法
１．１　供试细胞系

Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３：使用Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ培养基添加１０％
ＦＢＳ（ＨｙＣｌｏｎｅ南美胎牛血清）于２５℃恒温培养。
１．２　细胞的冻存
１．２．１　细胞悬液制备　收集进入对数生长期的细
胞，通过培养基稀释和离心调节其密度，制成１０个
密度梯度试验组，冻前分别检测初始细胞活性。

１．２．２　细胞冻存液制备　使用１０％ ＤＭＳＯ作为冻
存保护剂，加入１０组调整好密度的细胞悬液中。
１．２．３　细胞冻存　将分装好的待冻细胞置于程控
降温仪（Ｃｒｙｏｌｏｇｉｃ公司 ＦＲＥＥＺＥＣＯＮＴＲＯＬＣＬ８０００

降温控制器 ）中，先以３℃·ｍｉｎ－１的速率降温至０
℃，再以１℃·ｍｉｎ－１的速率降温至 －５０℃，最后转
入液氮中保存。

１．３　冻后细胞活性检测
分别在６、１０、１４个月等３个不同时期对１０组

冻存的细胞进行随机抽样复苏，使用 Ｂｅｃｋｍａｎ公司
ＶｉＣＥＬＬ细胞活力分析仪检测细胞密度、细胞活力
（活细胞数占总细胞数的百分比）等特征量，其原理

是利用台盼蓝（ＴｒｙｐａｎＢｌｕｅ）染色法区分活死细胞，
并由软件完成相关指标的统计分析。根据获得的细

胞活力值计算各试验组不同时期的活力下降速率，

其公式为：细胞活力下降率＝初始活力－冻后活力。
１．４　细胞的复苏培养

将复苏后的细胞液转移至２５ｃｍ２细胞培养瓶
（ＢＤＦａｌｃｏｎ细胞培养瓶Ｔ２５），添加适量培养基，避
光２５℃恒温培养。每天观察细胞生长状况，定期检
测并记录细胞活力恢复情况。

１．５　数据分析
使用ＳＰＳＳ对获取的数据进行分析，Ｅｘｃｅｌ绘制

图表。

２　结果与分析
分别在冻后６，１０，１４个月时抽样检测，获得黑

腹果蝇细胞系 Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后活力值（表１）。
细胞冻存密度从 ０８１×１０６个·ｍＬ－１开始逐渐递
增，第１０组递增至２８８×１０７个·ｍＬ－１，相邻组之
间跨度在２００×１０６个·ｍＬ－１以上，对应的冻后细
胞活力变化能够反映各组之间的差异。由表１结果
可见，不同密度试验组细胞均随冻存时间的延长活

力降低。

表１　细胞系Ｌ２／Ｍ ｄｅｌｔａ２３冻后活力

编号
冻存密度／

（×１０６个·ｍＬ－１）

冻后细胞活力／％

初始 ６个月 １０个月 １４个月
１ ０．８１±０．０２ ８５．９７±１．８３ ７３．９７±７．０１ ７２．００±４．８４ ６８．７３±１．７０
２ ３．５３±０．１７ ８０．７０±２．４０ ７７．２０±０．８３ ７２．４５±３．１１ ６３．２１±３．８１
３ ５．７４±０．１２ ８５．６５±１．００ ８３．９８±３．０４ ８２．８９±１．６３ ６９．８６±０．８２
４ ８．３４±０．０４ ８９．２２±０．１８ ８６．１３±１．３４ ８１．３１±１．６２ ６９．６０±０．９７
５ １０．３９±０．０６ ９５．３４±０．３７ ８９．２５±１．０７ ８９．２０±０．４７ ７９．２９±０．４３
６ １２．７４±０．１８ ９４．０５±０．２１ ８７．５０±０．７７ ８４．４３±２．０４ ７９．７９±０．３０
７ １３．９４±０．２０ ９４．５３±０．６５ ９２．３６±０．５２ ８８．５８±０．０２ ８５．６６±１．６５
８ １７．７０±０．１４ ９５．５０±０．１０ ９２．５０±０．００ ８７．９１±１．２３ ７９．９２±１．９２
９ １９．１２±０．２２ ９７．０７±０．０３ ９３．８３±０．０８ ９２．８５±１．１９ ８８．３６±０．５０
１０ ２８．７５±０．２４ ８６．２５±１．１１ ８５．９０±１．４０ ７６．３７±１．７０ ６９．７０±１．５０

　　注：细胞活力＝（活细胞密度／总细胞密度）×１００％。

７
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为了消除各组初始细胞活力大小不同对分析结

果的影响，本文采用活力下降率作为统计分析的对

象（表２），活力下降率数值越大说明冻后细胞活力
下降幅度越大。从表２结果同样可以看出，冻存时

间越长，每组对应的细胞冻后活力下降率越大，说明

时间长短对昆虫细胞系Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后活力有
影响。同时，各密度组之间，不同时间段细胞活力下

降幅度也各不相同。

表２　细胞系Ｌ２／Ｍ ｄｅｌｔａ２３冻后活力下降率

编号
冻后细胞活力下降率／％

６个月 １０个月 １４个月 平均

１ １２．０１±７．０１ １３．９８±４．８４ １７．２５±１．７０ １４．４１±４．５５ａ

２ ３．５０±０．８３ ８．２５±３．１１ １７．５０±３．８１ ９．７５±６．７５ｂ

３ １．６７±３．０４ ２．７７±１．６３ １５．７９±０．８２ ６．７４±７．２０ｃ

４ ３．１２±１．８９ ７．９５±２．２８ １９．６４±１．３６ １０．２３±７．７４ｂ

５ ６．０９±１．０７ ６．１５±０．４７ １６．０６±０．４３ ９．４３±５．１６ｂ

６ ６．５６±０．７７ ９．６３±２．０４ １４．２６±０．３０ １０．１５±３．６１ｂ

７ ２．１７±０．５２ ５．９６±０．０２ ８．８７±１．６５ ５．６７±３．１０ｃ

８ ３．００±０．００ ７．５９±１．２３ １５．５８±１．９２ ８．７２±５．７８ｂ

９ ３．２４±０．０８ １１．８７±２．９８ ８．７２±０．５０ ７．９４±４．１３ｂ

１０ ０．３５±１．４０ ９．８８±１．７０ １６．５５±１．５０ ８．９３±７．３８ｂ

　　注：平均为每组６、１０、１４个月细胞冻后活力下降率的平均值；ａ、ｂ、ｃ标示各组 ＬＳＤ多重比较结果，其中不同字母表示有显著性差异（Ｐ＜

００５）。

采用方差分析对不同冻存密度和复苏时间的细

胞活力下降率进行比较（表３），分析冻存密度和冻
存时间２个因素对细胞系Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后活力
的影响力大小。由线性回归的负相关系数 Ｒ２＝
０９２１，说明冻后细胞活力与冻存密度和时间这２个

因素存在显著的线性相关关系；根据不同冻存密度

和时间，以及 ２个因素交互效应的显著性概率
（Ｓｉｇ．）均小于００５，可得出冻存密度、冻存时间长
短，以及二者的交互效应都对细胞系 Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２
３冻后细胞活力下降有显著影响。

表３　细胞活力下降率主效应方差分析

源 Ⅲ型平方和 ｄｆ 均方 Ｆ Ｓｉｇ．

矫正模型 １８０５７１７ ２９ ６２２６６ １２０９４ ００００

截距 ５０７４１６９ １ ５０７４１６９ ９８５５４０ ００００

不同冻存密度 ２９９２１９ ９ ３３２４７ ６４５７ ００００

不同冻存时间 １１９６２６５ ２ ５９８１３３ １１６１７３ ００００

不同冻存密度×不同冻存时间 ３１０２３３ １８ １７２３５ ３３４８ ０００２

误差 １５４４５９ ３０ ５１４９

总计 ７０３４３４５ ６０

矫正总计 １９６０１７６ ５９

　　Ｒ２＝０９２１（ＡｄｊｕｓｔｅｄＲ２＝０８４５）．

在方差分析的基础上，选择密度作为比较因子，

使用ＬＳＤ多重比较以判断各密度组间活力下降率
的显著性差异（比较结果已标示在表２平均活力下
降率数值上）。结果可见，在这１０个密度梯度组中，
１ ３组两两之间均有显著差异，４ ６组之间差异
不显著，第７组与前后两组均有显著差异，８ １０组
之间又无显著差异。由此可划分出６个影响细胞系
Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后活力的密度区间。为了确定这
６个区间对细胞系冻后活力影响大小程度，以表 １

中所列细胞活力值为基础，分别绘制第 １、２、３、５
（４ ６组选取中间组５）、７、９（８ １０组中选取中间
组９）组活力变化的线性趋势线（见图１），获得各组
直线斜率分别为 －１２０５５（Ｒ２ ＝０９１６８）、
－１１９４４（Ｒ２＝０９０１）、－０９９６３（Ｒ２＝０６８０４）、
－１０６２３（Ｒ２＝０８７）、－０６４３１（Ｒ２＝０９５４９）、
以及－０５７４９（Ｒ２＝０９１９１）。其中，冻存密度较
高的第７和９组的斜率值明显小于其他 ４个试验
组，说明提高冻存密度对于保持细胞系 Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ

８
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２３冻后活力具有积极作用。由此可见，在细胞系
Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３长达１年半左右的冻存中，将细胞

密度提高至１３×１０７个·ｍＬ－１以上时，其冻后活力
损失最小。

图下１ ９编号表示对应的各密度分组，各图纵坐标比例及代表数值均相同，横坐标为冻存时间，单位为月。

图１　细胞系Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后活力变化趋势线

对各组不同时期复苏的Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３细胞系
进行培养和观察，比较冻存密度对细胞冻后恢复状

况的影响。发现相对低密度试验组（１ ５组）在冻
后第６和１０个月复苏并培养７２ｈ后，活力可达到
８５７６％ ９４５１％之间，在第 １４个月后复苏的细
胞，活力恢复至相同水平所需时间延长至 ９６ｈ左
右。高密度试验组（６ １０组）在冻后第６、１０，以及
１４个月复苏并培养 ４８ｈ后活力达到 ８６２０％
９６１２％，恢复所需时间少于低密度试验组，而细胞

密度明显高于前者，培养７２ｈ后已达到传代的密度
要求。对冻后细胞形态进行显微观察（图２）发现，
各组复苏后的细胞均有部分出现表面皱缩情况，但

细胞形态保持完整无破裂碎片，培养４８ｈ后细胞形
态即可恢复冻前状态，各组之间在形态上的变化差

异不明显。由此可见，对于细胞系 Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３
来说，在相同的复苏及培养条件下，细胞复苏密度越

高，状态恢复所需时间越少。提高冻存密度有利于

加快昆虫细胞系Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后恢复进程。

Ａ为第１试验组细胞在冻后１４个月复苏当天拍摄的照片，Ｂ为培养１周后形态照片，

Ｃ为第１０试验组细胞在冻后１４个月复苏当天的形态照片。

图２　细胞系Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后显微形态（４００倍）

３　结论与讨论
对１０个不同密度的黑腹果蝇胚细胞系 Ｌ２／Ｍ

ｄｅｌｔａ２３冻后活力变化及恢复状态进行的研究与观
察结果表明：冻存密度对 Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３冻后活力
和状态恢复均有显著影响，随着冻存时间的增长，采

用不同密度冻存的细胞系其冻后活性均逐渐下降；

细胞冻后活力下降速率随冻存密度增高而减慢，复

苏后细胞状态恢复所需时间较短。在实际应用中，

通过离心将 Ｌ２／Ｍｄｅｌｔａ２３的冻存密度提高到１３
×１０７个·ｍＬ－１以上有利于细胞活力的保持与冻后
的恢复。

通常认为密度达到１×１０６个·ｍＬ－１以上可满
足多数生物样品的低温保存要求［１２］，本文在设定的

１０个密度测试范围内所获得的结果也证实提高冻
存密度有利于加速细胞冻后状态恢复进程。但并非

所有来源的生物细胞或组织都符合这一结论。Ｊｅｎｓ

９
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Ｉ．Ｆｉｎｄ等［６］使用欧洲云杉（Ｐｉｃｅａａｂｉｅｓ）和西加云杉
（Ｐｉｃｅａｓｉｔｃｈｅｎｓｉｓ）胚细胞悬液作为研究材料，发现冻
存密度过高或过低均不利于冻后胚发育。沈华萍［７］

对脐血造血干细胞冷冻复苏过程的研究结果认为，

当冻存密度高于某一阀值后细胞冻后回收率、活性

等生物学特性指标呈下降趋势。针对莱茵衣藻

（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）的冻存研究发现冻存密
度越高其冻后活力越低恢复所需时间越长［９］。由此

可见，冻存材料自身的生物学及生理生化特性是决

定冻存密度高低的重要因素。

细胞在生长繁殖过程中需要消耗培养液中各种

营养物质，同时释放大量代谢产物，包括能促进细胞

生长的因子以及抑制细胞分裂甚至引起细胞凋亡的

物质［１２］。复苏后为了修复由于低温所造成的损伤，

细胞器会加快代谢过程，消耗更多营养物质并产生

大量次生代谢物。当细胞密度过低时，胞间依赖生

长促进作用减弱，细胞增殖缓慢导致恢复期延长且

不易存活；密度过高时，会引起营养物质过度消耗有

害物质过量积累，造成细胞生长受限［１３］。因此，最

适密度范围实际为细胞冻后相互促进和抑制作用的

平衡域，密度过高或过低会打破细胞间这种平衡作

用，从而影响复苏效果。可见，研究不同细胞系的最

适冻存密度对于提高冻存质量，节省复苏时间和成

本十分必要。
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