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粘虫胚胎细胞系的建立及对 MsNPV敏感性的测定 
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Establishment of a cell line from embryos of Mythimna 

separata and its susceptibility to M sNPV 

YU Hong-chun ， ZHENG Gui-ling ， WANG Xiao-yun ， LI Guo—xun ，ZHAO Kui-jun 

(1．Northeast Agricultural University,Harbin 150030，China．,2．Hebei Agricultural University,Baoding 071001，China ) 

Abstract： A new cell line，designated NEAU—Ms一9803 12，was established from 24一hr—old Mythimna 

separata eggs and was passaged 201 times．The cells were heterogeneous in morphology with spherical 

and spindle—shaped cells．Th e population doubling time of the cell line aws 47．82h in 120h at 28~C． 

The cell line was highly susceptible to Mythimna separata nll~leal"polyhedrosis vu'us (MsNPV)．When 

the cells were inoculated at a multiplicity of infection (m．o．i．)of 0．08TCID50／cell with wild pas— 

sage MsNPV。the infection rates and occlusion bodies f OB) yield reached a value of 62．10％， 

33．59PIB／infected cell at 240h postinfection(pi)，respectively． 
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SUS ceptibility 

摘 要：用培养 24h的粘虫受精卵成功地建立一株粘虫胚胎细胞后 ，命名为 NEAU—Ms一980312，目前已传代 201 

代．该细胞系主要含有圆形和纺锤形两种细胞 ，在 28℃、l20h的细胞群体倍增时间为 47．82h。该细胞系对粘虫核 

型多角体病毒有较高的敏感性，用原代病毒以感染复数 (m．O．i．)为 0．08TCID ，细胞感染细胞 ，在接毒后 lOd，病 

毒感染率和每细胞产生的多角体数量分别是为62．10％和 33．59PIB。 
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粘虫核型多角体病毒 (Mythimna separata nu— 

clear polyhedrosis virus．MsNPV)同源寄主细胞系 

的建立，为 MsNPV离体复制培养提供了可能【 1。为 

寻求和建立高效的 MsNPV一昆虫细胞离体复制系 

统。提高离体培养 MsNPV能力，我们又成功地建 

立一株新的粘虫胚胎细胞系。本文对此细胞系的建 

立 、细胞生 长特征性及对 MsNPV的敏感性进行 了 

报道。 

1 材料与方法 

1．1培养基 

Tc一100昆虫培养基 (美国 SIGMA公司制造)， 

辅以 20％dx牛血清。在进行病毒感染性测定时血清 

浓度改为 10％。 

1．2 细胞原代培养 

收集室内人工饲养的粘虫成虫新产下的受精卵 

约 1 000粒，于 26℃培养 24h。经 2％次氯酸钠和 

70％酒精分别消毒后。用无菌水洗 3次，再将卵转 

移到浸于 10mL培养基中孔径为 100~m的无菌细 

筛中。用胶皮淀帚磨碎卵粒。将每 lmL细胞悬液 

移人含有 4mL培养基的培养瓶中。于 28℃培养箱 

中静止培养。每 10d更换一半培养基。 

1．3 细胞传代培养 

当细胞长满培养瓶壁后悬浮细胞 ，等量分 2瓶 
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并加等量培养基于280(：进行分瓶培养， 

瓶传代培养 1次，待细胞生长稳定后， 

培养一次 。 

约每 8d分 Reed和Muench方法I 1，计算病毒液的TCID∞。 

每 5d传代 1．7 病毒感染率及多角体产量的测定 

1．4 细胞生长 曲线和细胞群体倍增时间的测定 

将第4O代处于对数生长期的细胞按 3．0xlO5细 

胞／mL密度接种于21个培养瓶中．于 28℃培养箱 

中培养。每隔 24h随机取 3瓶细胞用血球记数板 

计数细胞密度 ，取其平均值 ，绘 出细胞生 长曲线 。 

按 Hayflick法 121计算出细胞群体倍增时间。 

1．5 MsNPV—N0V毒源的制备 

MsNPV为本研究室分离获得 。按 lO PIB／mL的 

浓度接种人工饲料饲喂 3龄初粘虫幼虫．5d后取 

感染未死粘虫进行体表消毒，剪断腹足收集血淋巴 

于培养基中 ，经离心后过 0．451xm滤膜 ，滤液即为 

毒源。 

1．6 毒源 50％组织培养感染剂量 (TCII)50)测定 

将毒源作系列稀释到 lO—s．在 96孔细胞培养 

板每孔加入 2xl 04个细胞 ．培养 24h后加入各级病 

毒 0．1mL，培养 7d后以产生多角体为感染 ，按照 

将 2．5mL含 7．5x105个的对数期细胞移入培养 

瓶中，培养 3h后待细胞贴壁后 ，弃去培养基，接 

种 lmL毒源 ，在 28℃吸附后 3h后弃去病毒液 ， 

重新加入等量培养基培养。每天用相差显微镜观 

察细胞被感染情况。在接毒后 10d，以细胞中出现 

多角体为感染．用血球计数板计数细胞被感染率。 

将被病毒感染的细胞用超声波裂解器破碎细胞释 

放出多角体 ，计算出每个感染细胞产生的多角体 

数量。 

2 结果 

2．1 建系及传代 

来源于粘虫胚胎的细胞悬浮液，在 14d左右形 

成贴壁的细胞聚集团 ．约 1个月后从增长的细胞聚 

集团周围长出纤维状组织 ．约 5个月后呈网络的纤 

维状组织布满瓶壁 (见图 lA)。后来 ，在纤维状组 

织或其下方生出许多不同形状的细胞 (见图 lB)。 

图 l粘虫胚胎细胞培养物的形态 

Fig．1 Morphology of Mythimna separata emb~os cells of the 48th passage 

A，Muhieelluar fibers formed a net-like structure over the bottom of the flask； B，Many different morphological cells attached to and 

underneath the fibers；C，NEAu—Ms-9801 3 1 2 cells of the 48th passage． 

约 12个 月后 ，呈 网络 的纤维 状组织从瓶 壁解离 ， 

细胞长满瓶壁，开始进行第一次传代培养。约连续 

传代 20次，细胞开始生长稳定，将该细胞系命名为 

NEAU—Ms一980312。此细胞系有圆形和纺锤形两种 

细胞 ，以圆形细胞为主 ，且贴壁生长(见图 1C)。目前 

该细胞系已传代 200余代 

2．2 细胞生长曲线和群体倍增时间 

在不 同时间对细胞 的生长进行测定 ，根据结果 

平均值绘制出细胞生长曲线图(见图 2)，按 Hayflick 

法计算出该细胞系在 28℃、120h的细胞群体倍增时 

0 24 48 72 96 l2O 144 l68 

时问(h) 

图 2 NEAU—Ms一9803 12细胞生长曲线 Time(h) 

Fig．2 Growth calve of the NEAU-Ms-9803 12 cell line 
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问为 47．82h。从细胞生长曲线 图可 以看 出 ，细胞生 

长明显表现为停滞期 、对数生长期、平稳期三个阶 

段 。 

2．3 NEAU—Ms一980312细胞对 MsPNV 的敏感性 

NEAU—Ms一980312细胞在接 种 MsNPV 24h后 

镜检发现 ．细胞生 长缓 慢 ，并有部 分细胞 聚集 成 

堆。在接种病毒后 72h，部分细胞 的细胞核 已明显 

膨大 (见图 3A)，在接种病毒后 96h，细胞核内已 

经有较多折光性很强的多角体出现 (见图 3B)。随 

着感染时间的延长 ，被感染的细胞数量增多 ，细胞 

3 讨论 

边缘也变得十分粗糙和模糊，失去贴壁习性，漂浮 

聚集成团 ．并有个别细胞破裂释放 出多角体 (见 图 

3C)。在细胞接种病毒后 loci，计数病毒感染率和 

细胞形成多角体的数量 ．结果表明病毒感染率为 

62．10％ ．每感 染 细 胞 产 生 的 多角 体 数量 平 均 为 

33．59PIB，实验结果见表 l。 

采用病毒 lO倍稀释法和 96孑L细胞培养板法 ， 

经3次测定．按 Reed和 Muench计算方法计算出接 

种毒源的滴度值为 2．37~10吓CID~／mL。则原代病感 

感染细胞的感染复数 (1TI．O。i)为 ~08TCID50，细胞。 

图 3 Ms NPV感染后的 NeAu—Ms一980312细胞形态 

Fig．3 NeAu-Ms-9803 1 2 cells infected with MsNPV 

A．72h postinfection；B．96h postinfection； C，9d postinfection 

表 1 NEAU—Ms-980312细胞在接毒后 lOd病 毒感染率及 多角体产量 

Table l Infection rates and OB yield in NEAU—Ms一9803 1 2 cells at 1 0d postinfection 

来源于粘虫胚胎的细胞从原代培养到建系成功 

用时约 l8个月．其中从细胞最初培养到细胞长满 

瓶壁进行第 1次传代就耗时约 l2个月。在对该细 

胞进行传代培养的最初几代，细胞生长缓慢且极其 

不稳定．有很多传代细胞在分瓶传代培养时死亡 ， 

此时是昆虫建系的危险时期。在此期进行昆虫传代 

培养时．接入的细胞数量要大．以一瓶等分为二传 

代培养最为适宜．同时．应根据细胞生长情况决定 

是否进行分瓶培养，只有在细胞长满瓶壁时才能分 

瓶，一般以 7～8d传代 1次较为适宜。细胞在传代 

培养约 2O代后．生长旺盛且稳定．此时改为以约 

3×l0 细胞／mL的细胞密度进行传代培养．每 5d传 

代 1次．现已传代培养200余代。 

NEAU—Ms一980312在早期传代培养时 ．细胞 

形态和大小不一．但随着传代次数的增加．细胞形 

态和大小趋于稳定和一致 ．主要 以圆形细胞为主， 

也有少量纺锤形细胞。细胞贴壁性强．在每次传代 

时必须用移液管多次吹打悬浮细胞 ．这对细胞有机 

械损伤作用 ．因此．在进行细胞传代培养的最初 

24h．细胞数 目几乎没有增加 ，此后细胞才明显快 

速增长。 

在已建立起的几株粘虫细胞系对 MsNPV敏感 
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性的 比较 中发现 ．它们对 MsNPV的敏感性有很大 

不同。粘虫血球细胞系不能被 MsNPV感染 ．已建 

立的胚胎细胞系 NEAU—Ms一941015对 MsNPV的敏 

感性很低，只有极个别细胞能产生多角体．用其滤 

液感 染细 胞 ，没有 发现 细胞 能被再 感染 。 用 

0．1TCID~细胞的感染复数感染 NEAU—Ms一947311 

细胞，原代病毒感染率为 39．5l％．多角体产量为 

l648×l06PIB，mL．平均每感染细胞产多角体数为 

26．14PIB[41．而用 O．08TCID~细胞的感染复数感染 

NEAU—Ms一980312细 胞 ．原 代 病 毒 感 染 率 为 

62．1O％，是 NEAU—Ms一94731 1细胞的 1．57倍，多 

角体产量为 52．69×l06PIB，mL，平均每感染细胞产多 

角体数 为 33．59PIB．多 角体产量是 NEAU—Ms一 

947311细胞 的 3．2O倍 ．说 明此 细胞 系对 MsNPV 

的敏感性明显大于前几株细胞。类似情况其他学者 

也有报道．如来自于棉铃虫蛹的卵巢细胞系，产生的 

HzSNPV OB和 NOV可相差 100倍 以上【5,6I 可见 ， 

来 自于同一种昆虫或同种昆虫组织的不同细胞系． 

其对同一病毒的敏感性也会有很大的差异 ．这对我 

们在建立和寻找敏感的昆虫杆状病毒——昆虫细胞 

离体复制系统时提供了一些有益启示。 
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