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摘 要

以受斜纹夜蛾微抱子虫(N os
e
o a s p

.

)感染的斜纹夜蛾幼虫血淋巴感染草地贪夜蛾传 代

细胞系
,

建立了感染斜纹夜蛾微抱子虫的体外传代细胞
.

以这种体外细胞培养试验证明
,

斜

纹夜蛾微抱子虫不能在 37 ℃下发育
,

最适发育温度为 25 ℃
.

用光学显微镜及电子显微镜的研

究证明
,

斜纹夜蛾微抱子虫整个生活周期都以一对双核存在
,

母抱子以二分裂形成两个抱子

母细胞 , 抱子具有一对双核的宛质
、

极管及极质体 , 极管为 12 ~ 13 圈
,

为典型的微粒子属
。

奋

关锐词 斜纹夜峨
,

微抱子虫
,

昆虫传代细胞
,

体外培养
,

温度
,

发育

自然界中
,

微抱子虫在调节控制昆虫种群中起着重要的作用
.

由于微抱子虫是专性

寄生的
,

只能在寄主细胞内繁殖
, 因此

,

利用体外培养细胞
,

系统研究微 抱 子 虫的发

育
、

生理及生化等问题具有特殊意义
。

现巳有几种昆虫微抱子虫在体外细胞系中繁殖的

报道〔` 一 , 〕 ,

但都以诱发抱子在体外放出极管
、

建立感染
.

本研究在前人的基础上
,

对其

感染方法进行了改进
,

成功地将斜纹夜蛾微抱子 虫感染了草地贪夜蛾传代细胞系
,

并对

这种微抱子虫的生活周 期及温度对其的影响作了详细的研究
。

1 材料与方法

1
.

1 细胞株 试验用草地贪夜蛾传代细胞株 I P L
一

21
,

弓!自英国环境保护 委 员会病

毒研究所 ( N E R C
,

I n s t i t u t e o f V i r o l o g y
,

O x f o r d
,

E n g l a n d )
,

细胞培 养 液为 T C一

100 ( G BI C O )
,

补加 10 肠胎牛血清
,

青霉素 1 00 单位 /毫升和链霉素 100 毫克 /毫升
.

传代

细胞在 25 ℃下培养
,

每 5 ~ 6天传代一次
。

本文 1 9 8 7年 4 月收到

. 本研究部分实验在英国伦敦帝国理工学院生物系 C a 二 in gn 教授指导下完成
,

谨此致谢
。
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1
。

2 病原物 斜纹夜蛾微抱子虫由本实验室采集和分离
。

将严重感染的斜纹夜蛾幼

虫捣碎
、

匀浆和经 4层尼龙纱布过滤后
,

再经 差 速 离心 ( 分别为 1 5 o r p m /分 10 分钟
,

30 00 rP m /分 10 钟 )
,

重复三次
.

收集的抱子可贮存于 4 ℃下
,

以备 使 用
.

感染一般以

三龄幼虫
,

每条幼虫用 2 x l护个抱子
.

1
。

3 感染传代细胞的建立及维持 已受微抱子虫感染的 10 ~ 15 天左右的斜纹夜蛾
,

经 70 肠乙醇表面消毒 5 分钟后
,

刺破幼虫一腹足
,

让血淋巴滴入已有草地贪夜蛾传代细

胞的平底小试管中
,

经 1 2 0 0转 /分 离心 5 分钟
,

培养 2 4小时后
,

将受感染细胞接到 25
c m 2的

细胞培养瓶中继续培养
.

每隔 6 ~ 7天
,

正常细胞与感染细胞以 5 : 1 的比例混合维持

感染微抱子虫细胞的传代
。

1
.

4 通度影响 测定不同温度对微抱子虫发育及感染的影响
。

正常细胞与感染细胞

以 5 , l 混合
.

以每孔 2 x l0
5

细胞置于 24 孔细胞培养板中
.

分别将细胞 板置 于 20 ℃
,

25 ℃
,

30 ℃
,

37 ℃中培养
.

每隔 2 天每一试验温度组合取 3 孔
,

经固定染色后
,

在光学

显微镜下
,

每样品分别检 查2 00 个细胞的感染率
、

微抱子虫总数
。

1
.

5 光学显微镜 以 10 0肠甲醇固定细胞
,

用 10 肠吉姆沙染色液染色
,

在光 学 显微

镜下观察
。

1
.

6 电子显微镜 样品以 K ar
n o

sy k
’ s固定液 ( 内含5% 戊二醛

, 2肠多聚甲醛
, O

。

Z M

二甲肿酸钠缓冲液 ) 作单层细胞原位前固定
,

以 2
.

5肠饿酸后 固定
,

经 一 系 列 常 规 脱

水
,

最后包埋于 S p盯
r ’ s包埋剂

,

作超薄切片 ; 切片经 1 肠醋酸铀和 1 肠柠檬酸铅 染 色

后
,

在菲利浦 E M 3 00 电镜下观察
.

办

2 结 果

2
.

1 光学显微镜观察 以严重感染的昆虫血淋巴感染草地贪夜蛾细胞系
,

14 天后就

可观察到斜纹夜蛾微抱子虫在细胞内形成抱子
.

受感染的昆虫血细胞一般在 14 天后 自行

解体消失
,

而微抱子虫继续侵染传代细胞
.

此受感染细胞系培养于 25 ℃
,

维持了两年以

上
。

由此观察到斜纹夜蛾微抱子虫的整个生活周期
。

斜纹夜蛾微泡子虫的裂殖体早期在

寄主细胞内呈圆形
,

为 2
.

6士 0
.

3微米
,

其细胞核与细胞质着色较深
,

但可辨别出双核排

列 , 分裂时
,

这对双核分别移向两极并分裂
,

接着
,

细胞质收缩并隘裂 (图版 I 一 1 , 2 )
.

大多数裂殖体和母泡子呈双核
,

但在光学显微镜下区别两者较为困难
。

一般圆形的
、

细

胞质着色较浅的为裂殖体 , 体形纺锤形
、

细胞质着色较深的为母抱子 ( 图版 I一 3 , 4 , 5 ,

6 ,

)
。

裂殖体经约 4 ~ 5 次二分裂后
,

发育成母抱子 , 母抱子以 二分裂形成一对泡 子 母

细胞 , 最后
,

由此发育为抱子
.

其饱子大小为 5
.

9士 0
.

5 x 2
.

7士 0
.

35 微米
,

抱子呈 卵 形

( 图版 I 一 7 )
。

2
.

2 电子显微镜观察 电镜中裂殖体具一层简单的细胞膜
,

直接与寄主 细 胞 质接

触
,

呈双核排列 ( 图版 I 一 8 )
,

其双核紧密相贴
,

但并不融合
,

各自有核膜包围 ( 图

版 I 一 9 )
.

进入泡子形成期
,

以一层 电子致密层分泌到细胞膜上为标志
,

并具有多层

的内质网围着细胞核 ( 图版 I 一 10
,

n
, 1 2 )

,

成熟的泡子壁可见二层
,

较薄的电子致

密层为抱子外壳 ( E X ) , 较厚的电子透明层为抱子内壳 ( E N ) ; 一对双核位于泡子后部
,

有

劝
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极管 ( P T )盘卷
,

为 12 ~ 13 圈 , 极质体可辨认出位于泡子前部 ( 图版 I 一 1 3 )
。

碱

卜

卜

圈版 I

4一 7
.

斜纹夜蛾微抱子虫在草地贪夜蛾传代细胞中的各生活期 标尺 二 1。产。

1一 7
.

D e v e l o P m e n t o f N o : e爪 a s P
.

f r o瓜 S P o d o P t e r a j r “夕 f P母 r d a e o l l e u l t u r e s
.

S e a l e b a r == 1 0拜m

1 ,
2

.

裂殖体早期 ( m )
,

呈圆形或椭圆形并具有一对双核
1 , 2

.

M e r o n t s ( 。 )
. r o o n d e d o r o v o i d , i t h d i p l o k a r了 o n n , e l o i

3一 6
.

母抱子 ( )S
,

纺锤形的母抱子具双核
,

图 4 中显示母抱子在分裂 (箭头所示 )
3一 6

.

S P o r o n t ( S )
: s P i n d l e 一 s h a P e d , i t h e e o t r a l d i P l o k a r y a , d i , i d i n g s p o r o n t

a r r o , e d i n F i g
.

4

7
.

严霉感染的细胞具有抱子及抱子母细胞 ( : p )
7

.

A 五e a , i l y i o f e o t e d e o l l , i t五 n 住 m e r o u s s P o r e s a n d s P o r o b l a s t s
(
s P )
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4

图版 I

8一3 1
.

斜纹夜蛾微泡子虫各生活期的超微结构
,

8一 1 3
.

E l e t r o n 恤 i e r o g r a P h s o f s t a g e s

f r u g印。 r d 。 。 e l l e u l t u r e s ` S c a l e b a r

8
,
9

.

具双核的长型的裂殖体
.

8
,
9

.

E l o n g a t e m e r o n t s w i t h 2 n u e l e i

1 0
,

1 1
.

母泡子细胞膜具有较厚的电子致密层 ,

标尺今 1“ m

o f N
o s `川 a s P

.

f r o也 5
.

11*“ r a i n 5
.

= 1召m

( N )
,

i n d i p l o k a r 了o n a r r a n ` e m e n t
.

为双核 ( N )结构 , 细胞质中内质网成规则排列
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1 0 , 11
.

A s P o r o n t
,

w i t h 2 n u e l e i ( N ) i n d i p l o k a r y o n a r r a n g e m e n t
,

h a s a t h i c k

P l a s m a l e m m a a n d t h e e y t o P l a s m e o n t a i n s e n d o P l a s rn i e r e t i e u l u m
一

i n

r e g u l a r a r r a n g e m e o t兰

12
.

具双核的抱子母细胞
.

抱膜继续加厚
,

具有内质网和丰富的核搪体
。

t

1 2
.

S p o r涌 l a s t
: o n e o f Z n u e l e i ( N ) i : v i s i b l e , t h e r o i s a 二 e l e e t r o n s u r f a e e

d e n s e e o a t a n d e o n e e n t r i e iat l y a r r a n g e d r o u g h e n d o p l a s m i e r e t i e u l u皿

13
.

成熟泡子具有认
.

对双核 ( N )
.

极管 ( P T )
、

极质体 ( P )P
,

抱壳可见抱外壳 ( E X )与抱内壳 ( E N )
.

1 3
.

A xn a t u r e s p o r e w i t h a d i P l o k a r y o n n u e l e u s , e l o s e l y
一

P a e k e d 也 e血 b r a o e s

o f p o l a r o p l a s t a n d e o i l e d p o l a r t u b e
.

( P T : P o l a r t u b e ,

E X : E x o P o r e ,

E N :

E n d o s P o r e )

灰

2
。

a 不同通度对微抱子虫发育的形晌 将受斜纹夜蛾微抱子虫感染的草地贪夜蛾细

胞置于 20 ℃、
25 ℃

、

30 ℃
、

37 ℃下培养
。

在37 ℃下
,

发现斜纹夜蛾微抱子虫不能发育 ,

30 ℃下
,

初始细胞感染率为17 肠
,

在 4 天后
,

受感染的细胞最多达 39 肠
,

经 10 天培养减

少到 19 肠 , 2 0℃下培养 4 天后
,

细胞的感染率达到近 20 肠
,

随后 10 天的培养
,

维持在这

一水平中 , 25 ℃下培养 4天后
,

感染率迅速增加
,

第 6 天感染率为 45 肠
。

后 三 种 温度

中
,

斜纹夜蛾微抱子虫的感染率在第 8 和第 10 天是显著不同的 ( P < 。
。

05 ) (图 a1 )
。

微抱子虫的生长曲线在 20 ℃与25 ℃下是相似的
。

在 25 ℃下培养的第 2 天和 20 ℃下培

养的第 4 天后
,
斜纹夜蛾微饱子虫一直处于对数生长 , 第 10 天

,

平均每 20 0个细 胞分别

有 1 4。。和 1 2。。个微抱子 虫
.

而在 30 ℃下
,

斜纹夜蛾微抱子虫生长缓慢
,

2 00 个细 胞 中的

微抱子虫数仅为上述两种培养温度的二分之一 (图 l b )
。

以
` O

OOJ
.

2

511。OP口尸u。妇u州

像赞饭诬貌

诊

2 S O e

Z o o c

3 0 0 e

O

O

T 二川 e i n d a y s

8 1 0

天数

1 q 0 o b 2 s e :

, 介 冤 产

工0 5 0

7 0 0
3。 。

3 5 0

图 i 三种温度 ( 20七
、

2 5℃
、

30℃ )对斜

纹夜蛾微抱子虫发宵的影响

F i g
.

1 T h e e f f e e t o f t e m P e r a t u r e

o n t h e g r o w t h o f N
o s e m a s P

.

f : o , 5
.

l i t o r a i n 5
.

f r u夕 i P e r d a

e e l l e u l t u r e s , w 五e n i n e u b a t e d

a t 20℃ , 2 5℃ a n d 3 0七
.

a
.

斜纹夜蛾微抱子虫的细胞惑染率

b
.

各温度下 ( 2 0℃
、

2 5℃
、

5 0℃ )
,

每 20 0个

寄主细胞内的寄生原虫总数
a

.

T h e P e r e e n t e g e o f e e l l s i n f e e t e d

w i t h N o s e m a , P
.

w h e n i n e u b a -

t e d a t 2 0℃
,

2 5℃ a n d 30℃
.

b
.

T h e n u m b e r o f P a r a s i t e s ( v e g
e -

t a t i v e s t a g e s a n d s P o r e s ) P e r 2 0你

e e l l w h e n e u l t u r e s w e r e i n e u -

b a t e d a t 2 0℃
,

2 5℃ a n d 3 0℃
.

价T州。。00闪

二州价ù0é叫的门ó川el妇0
.

0之

徽曰必白架运是仁岛令o()入

O 二 弓 6 l 0

扮 二井 e 山
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3 讨 论

虽 然 已 有几种昆虫微抱子虫在体外培养细胞中建立了感染〔 ’ 一 7 〕
.

但是
,

感染需要

一定的条件才能建立
: ①必 须 制备出高度纯化并无菌的 抱子 , ②能在体外的条件下

,

使抱子雄出极管
,

让其极质 ( S p “ r “ p la s , )刺入寄主细胞质内
.

因此
,

至今巳建 立微抱

子虫体外培养仍属稀少
。

本研究用感染了斜纹夜蛾微抱子虫的 昆虫血淋巴成功地感染了

草地贪夜蛾传代细胞株 , 并且
,

以相似的方法也成功地建立了另外 4 种昆虫微袍子虫的

体外培养 ( 另文发表 ) , 证明了这一方法是简单和可靠的
,

要建立其它昆虫或无脊椎动

物微抱子虫的体外培养系统也可应用同样方法
。

除了脑抱子虫 E cn e P入。 ilt oz oo
, ` un i: lu 江 , 〕 ,

一般微抱子虫是只能在低于 37 ℃下发育
.

巳报道家蚕微粒子 N o s e二 a b o m石夕c f s
、

按蚁微抱子虫N o s e m a a l夕e , a e
都不能在 3 7℃下发

育
,

本实验也证明了斜纹夜蛾微抱子虫N os ,
a s p

.

有同样结果
.

这些结果说明
,

由于温
度提供了首然屏障

,

感染冷血动物的微抱子虫不可能感染温血动物
.

3: ℃以下
,

斜纹夜

蛾微抱子虫的最适发育温度为25 ℃ , 在 30 ℃
,

发育受到抑制
。

C a l i 〔 . 〕利用电镜观察 T 微粒子属 (N
o s e二 a

)的模式种家蚕微粒子N o s e 二 a 西。二 b岑c i:
,

证明了这个属的整个生活史较为简单
,

生活史中各生活期的原虫均为双核结构
,

并且母

抱子经分裂形成一对抱子母细胞
。

本实验也证明了斜纹夜蛾微抱子虫为双核结构
,

母抱

子也经分裂形成一对抱子母细胞
,

因此分类上应属于微粒子属
。

W at a n

ab
e 〔 . 〕曾报道用

斜纹夜蛾微抱子虫喂食家蚕而未发现感染
,

证实了这种微抱子虫不是家蚕微粒子
。

由于

这种微抱子虫的寄主较为广泛
,

已证实可感染 6种以上鳞翅目昆虫 〔 . 〕
.

因 此
,

要 对此

种微抱子声进夕种的等定
,

除了需要比较抱子的超微结构
,

寄主范围
、

寄主部位等外
,

还需借助现代生化及免疫技术等方法来鉴别
。
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