
1 9 8 8年第 透期

中 山 大 学 学 报

A C T人 S C I E N T I A R U M N人 T U R A L I U M

U N I V E R S I T人 T I S S U N Y A T S E N I

抽
。

4 ,
1 9 8 8

·

研究简报
·

斜纹夜蛾传代细胞系的建立及病毒感染研究

谢伟东 曲士苟 庞 义 王殉章 蒲蛰龙

( 足虫学研 究所 )

摘 要

犷

以斜纹夜蛾卵建立 Z S U
一

S L
一

1细胞株
,

细胞形态以球形及纺锤形为主
,

染色体数为 56 ~

26 0 ,

多数细胞为多倍体 , 经 20 ℃和 2 7℃的生长曲线测定 ,

细胞加倍时间为 11 00 ~ 14 4小时
.

本细胞株对斜纹夜峨和粉纹夜蛾两者的核型多角体病毒敏感
.

关健饲 斜纹夜蛾
,

细胞系
,

核型多角体病毒
,

敏感性

斜纹夜蛾 ( S Po d o tP o 1a ll’t : : a
) 是我国粮棉经济作物及蔬菜的重要害虫之一

1 9 7 5

年以来
,

我们开始应用核型多角体病毒防治斜纹夜蛾的研究 “ ,
。

近年来
,

以昆虫 杆 状

病毒为载体
,

以昆虫虫体和昆虫细胞为受体的基因工程
,

日益得到各方面的重视
,

本文

报道斜纹夜蛾传代细胞系的建立及病毒感染试验
,

为用细胞培养生产病毒制剂及建立斜

纹夜蛾核型多角体病毒载体系统提供基础
。

1
。

材料与方法

1
.

1 供试昆虫 斜纹夜蛾由本研究室人工饲养繁殖
.

1
.

2 细胞建株 及传代细胞培养 采集新鲜的卵块
,

置于 27 ℃培养24 小时
,

经 2 肠次

抓酸钠及 70 肠乙醇分别消毒后
,

以无菌水和 T C一 1 00 培养基分别冲洗三次
,

将卵捣碎
,

取悬浮的细胞液转入培养瓶中
,

置于 25 ℃下培养
。

待细胞长成单层
,

以 1 : 4的比例进行

传代
,

开始每隔 20 天传一代
,

从第 15 代起每隔 6 ~ 10 天传代一次
.

1
.

3 细胞培养液 T C一 10 0〔“ 。补加 10 肠胎牛血清
,

从第 10 代开始
,

改用 补加 10 肠

小牛血清
。

1
.

4 病毒愚浮液的制备 选择 4 龄健康幼虫
,

用斜纹夜蛾核型多角体 ( 1 0e 多角体 /

m l ) 混入人工饲料内
,

感染 4 ~ 5 天
,

取血淋巴
,

以 2 2 00
r p m离心 15 分钟

,

取上清液
,

以 l : 10 比例加入细胞培养液中
,

0
.

48 产m 微孔滤器过滤除菌备用
.

粉纹夜 蛾 (升 ihc oP I
-

su ia ln’ ) 核型多角体病毒直接取细胞培养液作为病毒悬浮液
。
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1
.

5 染 色体分析 以 0
.

3 ~ 0
.

6产g / m l秋水仙素处理第24 代斜纹夜蛾细胞 8 ~ 20 小 时

左右
,

经冲洗
,

用 O
.

O75 M K CI 低渗处理 10 ~ 15 分钟
,

然后
,

用甲醇一冰乙酸 固定
,

经

G ie m s a
液染色

,

用光学显微镜观察
。

2
。

结果

2
。

1 建 系及传代 来源于斜纹夜蛾胚胎 的细胞悬浮液
,

在 24 小时左右即 大 部 分 贴

壁
,

经 4 周的静止期后
,

开始分裂生长
.

,

逐渐形成各种形态的细胞 (图版
,

1 )
,

所有细胞

都贴壁生长
。

经二个月生长后
,

进行第一代传代
,

开始每隔 20 天传代一次
,

至 15 代后
,

可稳定传代
,

即 6 一 10 天传一次
。

目前
,

已传53 代
,

细胞生长稳定
。

该细胞系 命 名 为

Z S U一 S L一 1细胞系 (图版
,

2 )
。

2
。

2 细胞生长测 定 采用第 30 代的 S L一 1细胞悬浮液
,

分别置于 10 个细胞瓶培养
,

并分别于 27 ℃或 20 ℃培养
,

每天取样观察
,

连续计算细胞数共 10 天
。

开始细胞浓 度 为

1
.

4 x 1 0
“

细胞 / m l
.

S L一 1细胞系群体倍增时间为1 4 a,J
、 时

.

在 27 ℃与 20 ℃下培养的 S L
-

1细胞生长曲线区别不大 (图 1 )
。

2
.

3 染 色体分析 染色体呈短棒状
,

没有明显的外型特征
,

染色体数目56 ~ 2 60 条不

等
,

与其他鳞翅目染色体相似 〔 “

汉图版
, 3 )

,

其中多数为多倍体细胞
。

2
.

4 Z S U一 S L一 1细胞系对核型 多角体病毒的敏感性 生长旺盛的细胞接种斜纹夜

蛾核型多角体病毒或粉纹夜蛾多角体病毒悬浮液
.

佗 S U比 S L一 1细胞在感染斜纹夜蛾第

24 一 48 小时与正常细胞无明显差异 , 感染后 72 一 9 6,J
、 时后

,

细胞核开始膨胀
,

并个别出

现有多角体
。

感染后 5 一 7 天
,

多数细胞核内多角体巳形成
,

部分细胞破裂
,

多角体释

放到培养基中
。

(图版
, 4 ) Z S U一 S L一 1细胞系在感染粉纹夜蛾核型多角体第二天后

,

细

胞就出现病变
,

细胞放出园形小球形颗粒 ( 3一 4 产m 左右 )
,

随着感染 日益 严 重
,

培

养基中小球形颗粒不断增加
,

最终细胞崩解
.

3
。

讨论

昆虫细胞的原代培养
,

生长比较缓慢
,

一

般需要 6 一 12 个月
,

本 研 究 利用胚胎细胞进

行培养
,

其培养基适合细胞生 长
,

所 以 能在

较短时间内形成细胞系
.

一般认为建立昆虫细

胞系需经三个时期
,

即生长缓慢期
。

生长危险

期
,

生长稳定和旺盛期
.

本细胞系 的 建 立过

程
,

生长缓慢期较短
,

不经生长危险期 而最终

培养为细胞系
.

原代及早期传代培养中
,

细胞形态和大小

不一
,

但随着传代次数的增加
,

某些类型的细

胞消失
,

细胞形态趋于稳定和一致
,

类似清况

可见前人报道〔` , 5 ,这可能与 培 养 基条件及细

胞来源有关
。

丫
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图 l 斜纹夜蛾 Z S U一 S L一 1细胞
系的生长曲线



第 4 期 斜纹夜蛾传代细胞系的建立及病毒感染研究 1 1 5

梦
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’

,
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、

核内充满了多角体 x 8 00
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i g s e
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f r o m e m b r 了0 5 o f e o t t o n
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T h e e e l l
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简讯
.

未经武教授应聘为中山 大学名誉教授

1 9 8 8年 1 0月 1 0日 ,
中山大学隆重举行授聘仪式

,

聘请国际著名美籍华裔物理学家
、

杰出的超导专家朱经武教授为中大名誉教授
。

朱经武祖籍广东台山
,

早年毕业于 台湾成功大学
,

在 美国 F or d h a m大学和加 州 大

学圣迭戈分校分别取得硕士和博士学位
。

随后在 B e n 实验室
、

C l
e
ve l a n d州立大学和 休

士敦大学任职
。

目前
,

在出任美国休士敦大学教授的同时
,

他还兼任美国国家自然科学基

金委员会应用固体物理学部主任
、

美国太空署太空商业化中心主 任
、

贝 尔 实 验 室
、

L os A fo m e s
国家研究所

、
美国太空署马歇尔航空中心顾问

、

美国物理学 会 F e
l fo w 及

_

台湾中央研究院院士
、
中国科学院物理研究所名誉研究员等职务

.

朱教授长期致力于磁学
、
超导

、
低温高压物理等方面的研究工作

。

近年在高温超导

研究中
,

他获得了巨大成功 而 为 举 世所瞩 目
。

他曾荣获美国总统国家科学奖
、

世界新

材料奖
、

美国国家科学院C o
sn ot c k奖

、

纽约科学院奖等
。

朱经武教授十分热心发展中华民族的科学和教育事业
,

他 曾多次访问中国
,

对中山

大学怀有深厚的感情
,

对我校教学和科研给予了极大的支持和帮助
,

特别是为中大物理

系的发展和建立低温高压实验室做了极为有益的工作
。

( 黎启业 )


