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AcM NPV-1A 在转 P 35基因细胞系中
连续传代的研究
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　　[摘　要 ]　报道了 1株粉纹夜蛾转 P 35基因工程细胞系,命名为 T n5B 235。苜蓿丫纹夜蛾核型多角体病毒 (A u2
tog rap ha ca lif orn ica nuclear po lyhedro sis virus,A cM N PV )在该细胞系中连续传代至 25代,与原始细胞系 T n5B 124

相比较,其感染率、多角体产量、滴度以及杀虫毒力的变化趋势均比较平稳,并未出现“传代效应”。
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　　昆虫病毒在昆虫细胞系中连续传代后,其感染

力和多角体产量呈现明显下降趋势,称之为“传代效

应”(Passage effect) [1 ]。在培养细胞时,不良营养条

件和过度理化压力都有可能诱导细胞凋亡,而由病

毒感染而引起的细胞凋亡 (PDV )是造成传代效应

的一个重要原因。许多研究[2～ 6 ]认为,来自于苜蓿丫

纹夜蛾核型多角体病毒 (A u tog rap ha ca lif orn ica

nuclear po lyhedro sis viru s, A cM N PV )的 P
35基因,

能有效抑制病毒感染而引起的细胞凋亡,调控病毒

早期基因转录,从而使病毒顺利复制,完成其最大生

长周期。本研究利用构建转 P
35基因工程细胞系来

克服传代效应, A cM N PV 在转 P
35基因细胞系

T n5B 235中连续多次传代,表现出良好的性状,展示

了广阔的应用前景。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　培养基　Grace 培养基 (美国 Invit rogen 公司

生产)添加体积分数 10%的胎牛血清。

甜菜夜蛾幼虫　田间采集,在室内人工饲料饲

养。

病　毒　野生型A cM N PV 21A ,美国康乃尔大

学 Granado s R R 教授惠赠。

细胞系　转 P
35基因细胞系T n5B 235 (李国勋教

授构建)和对照细胞系 T n5B 124 (Granado s R R 教

授惠赠)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　病毒A cM N PV 21A 在细胞系 T n5B 235 和

T n5B 124中的离体传代　用 Granado s等[7 ]的方法,

将 2. 5 mL 含 5×105 个细胞的细胞液移入培养瓶

中, 培养 24 h 后弃去培养基, 接种 1 mL 毒源

A cM N PV 21A ,在 28 ℃吸附 3 h,弃去病毒液,重新

加入 2. 5 mL 培养基培养 120 h,将培养物离心,上

清即为第 1 代病毒, 按上述方法接种T n5B 235和

T n5B 124, 依次得到第 2 代, 第 3 代, ⋯, 第 25 代病

毒。传代病毒A cM N PV 21A 均保存在 4 ℃冰箱中待

用。

1. 2. 2　感染率的测定　将 2. 5 mL 含 5×105 个对

数期细胞的 T n5B 235 和 T n5B 124 分别移入 25 mL

培养瓶中,培养 3 h,待细胞贴壁后,弃去培养基,接

种 1 mL 毒源A cM N PV 21A ,在 28 ℃吸附 3 h 后弃

去病毒液,重新加人 2. 5 mL 培养基培养。每天用显

微镜观察细胞被感染情况。在接毒 48 h 后,视细胞

内出现多角体为感染特征,用血球计数板计数细胞

被感染率。

1. 2. 3　多角体产量的测定　病毒A cM N PV 21A 接

毒 7 d 后,破碎细胞,使多角体释放到细胞外,检查

多角体产量。将病毒感染后的细胞悬液用超声波裂

解器 80%振幅处理 2 次, 每次 30 s, 使细胞裂解破

碎,完全释放出多角体,用血球计数板计数, 重复 3
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次,根据每毫升多角体 (OB s)个数与感染细胞个数

的比值,求出每个感染细胞中多角体的平均数量。

1. 2. 4　病毒 50%组织培养感染剂量 (TC ID 50)测定

　采用终点稀释法将病毒作系列稀释到 10 - 8

mL - 1,在 96孔细胞培养板的每孔中加入 2×104 个

细胞,培养 24 h 后加入各级病毒 0. 1 mL ,培养 7 d

后以产生多角体为感染,按照R eed 等[8 ]的方法,计

算病毒液的 TC ID 50。

1. 2. 5　多角体的生物测定　收集A cM N PV 21A 在

细胞系中连续传代产生的多角体, 将来自 1, 3, 5,

⋯, 25代的病毒多角体的浓度稀释至 1×107 mL - 1,

饲喂饥饿处理 12 h 的甜菜夜蛾 3 龄幼虫, 参照

H ughe P R 等[9 ]的方法测定传代后病毒多角体的毒

力变化。

2　结果与分析

2. 1　病毒感染率

　　试验观察发现,细胞接毒A cM N PV 21A 24 h 后

表现发病症状,细胞核增大,核内染色质凝聚成块,

细胞膨胀至原来的 1. 5倍左右。48 h 后核内明显充

满多角体直至破裂, 大量多角体释放到细胞外。

A cM N PV 21A 在转 P
35基因细胞系 T n5B 235中连续

传 代 25 次, 不 同 代 数 病 毒 A cM N PV 21A 对

T n5B 235和 T n5B 124细胞系的感染率与传代次数的

关系如图 1所示。

图 1　连续传代后细胞感染率的变化

F ig. 1　R elation betw een the cell suscep tib ility and virus passage num bers

　　由图 1 可见, A cM N PV 21A 在转 P
35基因细胞

系 T n5B 235 连续 25 次传代过程中, 细胞感染率最

高可达到第 3代的 97% ,最低是第 20代的70. 6% ;

而在 T n5B 124 细胞系中,细胞感染率最高的是第 2

代的 98. 2% ,最低是第 21代的 0%。1～ 5代病毒在

T n5B 235细胞系中的感染率变化趋势比较平稳, 5～

25代缓慢下降。而在 T n5B 124细胞系中, 1～ 5代的

感染率趋于平稳, 5～ 21代感染率急剧下降,直至第

21代无感染率。表现出明显的“传代效应”。

2. 2　多角体产量

在显微镜下观察,接毒细胞一般 48 h 后有明显

的多角体出现, 64 h 后有大量的多角体释放到细胞

外;多角体形状一般为圆形或椭圆形,也有少量的大

四方体出现 (图 22a, b)。A cM N PV 21A 在 T n5B 235

中连续 25 次传代过程中, 15～ 25 代产生的多角体

形态不如 1～ 8 代明显,数量有所减少,个体也较前

几代小 (图 22c)。而在T n5B 124中, 15～ 25代只有很

少的多角体产生,且个体小、不完整,细胞大量凋亡,

直至最后无多角体 (图 22d)。

不同病毒代数的多角体产量与病毒代数的关系

如图 3所示。由图 3 可以看出,A cM N PV 21A 在转

P
35基因细胞系 T n5B 235 中连续 25 次传代过程中,

多角体产量最高的为第 4 代 (93. 5 OB söcell) ,最低

为第 18 代 (59. 8 OB söcell) ; 而在 T n5B 124 细胞系

中,多角体产量最高的为第 4代 (88. 7 OB söcell) ,到

第 21代无多角体产生。在转 P
35基因细胞系 T n5B 2

35中,多角体产量 1～ 4 代缓慢上升, 4～ 13 代缓慢

下降, 13～ 25代趋于平稳;而在 T n5B 124细胞系中,

1～ 4代也呈现缓慢上升趋势,但 4～ 25代多角体产

量呈急剧下降趋势,直至第 21 代无多角体产生,表

现出明显的“传代效应”。
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图 2　A cM N PV 21A 在细胞系 T n5B 235和 T n5B 124中的病理变化 (300×)

a. 第 1 代病毒感染 T n5B235 细胞系 48 h 后, 细胞内产生的多角体为圆形、且数量较多, 形态特征比较明显; b. 第 1 代病毒感染

T n5B124细胞系 48 h 后,细胞内产生的多角体为圆形、且数量较多,形态特征比较明显; c. 第 20代病毒感染 T n5B235细胞系 48 h 后,

细胞内产生的多角体形状不规则,形态特征也不明显; d. 第 20代病毒感染 T n5B124细胞系 48 h 后,细胞内产生明亮的凋亡小体,看

不到多角体产生,细胞大量凋亡

F ig. 2　Patho logic characterizat ion of A cM N PV 21A rep licat ion in T n5B 235 and T n5B 124 cell lines (300×)

a. T he first occlusion bodies are mo re and round in shape in T n5B235 after 48 h; b. T he first occlusion bodies are mo re and round in

shape in T n5B124 after 48 h; c. T he tw en tieth occlusion bodies are ano rm al in shape in T n5B235 after 48 h; d. T he tw en tieth occlusion

bodies arenπt seen after 48 h, bu t there are b righ t apop to tic bodies in T n5B124

图 3　病毒在细胞系中连续传代后的多角体产量的变化

F ig. 3　OB yields at successive passage fo r seria lly passaged A cM N PV in cell lines
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2. 3　病毒 50%组织培养感染剂量 (TC ID 50)

按R eed 等[8 ]的方法计算出各代病毒的滴度值

(TC ID 50ömL )及其对数值 ( log TC ID 50ömL ) , 各代

病毒的 log TC ID 50ömL 与病毒代数的关系见如图 4

所示。由图 4可以看出,A cM N PV 21A 在转 P
35基因

细胞系 T n5B 235中连续 25次传代过程中,第 23代

病毒的 TC ID 50值最高,为 8. 39×107 PFU ömL ,第 1

代病毒的 TC ID 50ömL 值最低,为 5×106 PFU ömL ;

而在 T n5B 124细胞系中,第 5代病毒的 TC ID 50ömL

值最高为 8. 32× 107 PFU ömL , 第 25 代病毒的

TC ID 50ömL 值最低为 1. 8×106 PFU ömL。在 T n5B 2
35细胞系中,病毒A cM N PV 21A 的滴度表现为 1～

5代快速上升, 5～ 25代趋于平稳; 而在 T n5B 124细

胞系中,病毒A cM N PV 21A 的滴度为 1～ 5 代快速

上升, 5～ 25代呈现一直下降的趋势。

图 4　病毒在细胞系连续传代后病毒滴度的变化

F ig. 4　Budded virus t iters at successive passage

in tervals o r seria lly passaged A cM N PV in cell lines

图 5　各代多角体对甜菜夜蛾幼虫校正死亡率的变化

F ig. 5　R elationsh ip betw een co rrected

mo rta lity and virus passage num ber

2. 4　不同代数病毒多角体对甜菜夜蛾幼虫的毒力

测定

试验观察发现,试虫发病后行动迟缓,食欲减退

或停止取食,虫体肿胀,体色发白或变淡,后期腐烂,

有脓状白色或黄色液体流出。从第 4天开始发病,以

第 4～ 5天发病数量最多,第 6 天发病减少,第 7 天

不再发病。第 8天检查,不同代数病毒多角体对甜菜

夜蛾幼虫的校正死亡率与多角体代数的关系,结果

如图 5所示。由图 5可以看出,在 T n5B 235细胞系

中离体复制不同代数的A cM N PV 21A 病毒多角体

对甜菜夜蛾的校正死亡率,以第 5代最高 (81. 9% ) ,

第 25代最低 (61. 9% ) ; 但在 T n5B 124细胞系中,病

毒多角体对甜菜夜蛾的校正死亡率以第 1 代最高

(78. 4% ) ,第 25代最低 (2. 6% )。在 T n5B 235 细胞

系中的病毒多角体对甜菜夜蛾的校正死亡率除第 5

～ 14代缓慢下降以外,其他各代多角体对甜菜夜蛾

幼虫的毒力相差不大, 变化趋势比较平稳, 但在

T n5B 124中,获得的多角体对甜菜夜蛾的毒力,随传

代次数增加呈现直线下降趋势。

3　讨　论

昆虫病毒在细胞系中连续多次传代后,多角体

形态、产量和病毒感染率一般都会有所变化。Po t2
ter [10 ]研究发现,培养细胞传代达 10次以上的病毒,

其致病性下降。Yam ada K I[11 ]报道, H zSN PV 在其

同源细胞系内连续传代 20次,病毒滴度和多角体产

量明显下降。L i Guo2xun 等[12 ]和 Granado s等[13 ]研

究发现, 粉纹夜蛾单粒包埋核型多角体病毒

(T nSN PV )在同源细胞系中连续传代后,芽生病毒

(BV )对细胞系一直有很强的侵染力,但随传代数的

增加,多角体产量及对幼虫的侵染力明显下降。但

Soh i S S [14 ] 报道, 合毒蛾 (O rgy ia leuustigm a )

SN PV BV 在其同源细胞系OL 213 中连续传 60 代

以后,感染性仍未下降。这说明病毒在连续传代后,

毒力发生变化的时间和程度,由于病毒2离体细胞系
统的不同而不同。

由于 T n5B 124 细胞系对A cM N PV 21A 十分敏

感,所以其在杆状病毒研究中具有重要意义。而且,

T n5B 124细胞系在表达重组蛋白方面也已被证明具
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有优良的特性。L in Guang2yun [15 ]用具有 P
35的表达

载体转化 Sf9 细胞,增殖克隆细胞系并研究了营养

缺乏以及分泌碱性磷酸酶 (SEA P)和 Β2半乳糖苷酶
(Β2gal)的表达, 同野生型细胞相比, 转化细胞表现

出对放线菌素2D (A ctinam yein2D )诱导的凋亡抵抗

性增加以及明显的营养缺乏抵抗性增加,转化细胞

的 SEA P 表达超过了亲本 Sf9 1倍。T ian J ian2x iao

等[16 ]将猴病毒 SV 40 大 T 抗原基因转入 T n5B 124

中,克隆筛选出新株 T n5B 240,研究表明,该克隆株

对A cM N PV 21A 的敏感性和生长特性与原始细胞

系无显著差异, 但碱性磷酸酶 (SEA P )和 Β2半乳糖
苷酶 (Β2gal)的表达均明显高于野生型细胞系。

本研究结果表明, A cM N PV 21A 在转 P
35基因

细胞系 T n5B 235中连续传代 25次,感染率、多角体

产量、病毒滴度以及杀虫活性差异不是很大,变化趋

势也不明显,表明来源于A cM N PV 21A 的 P
35基因,

其编码的 P
35蛋白可以抑制由病毒感染而引起的细

胞凋亡,使病毒能顺利地复制。而在其原始细胞系

T n5B 124 中,其病毒的感染率、多角体产量、病毒滴

度以及杀虫活性呈现明显下降趋势,出现了所谓的

“传代效应”。这可能是病毒在细胞内连续传代后,病

毒发生变异和细胞大量凋亡所致。由此可见,转 P
35

基因细胞系 T n5B 235 在用于生产杆状病毒方面表

现出了良好的性状,展示了广阔的应用前景,其不仅

可以应用于病毒杀虫剂的大量工业化生产,而且还

可应用于基因工程药用蛋白质的大量生产,具有良

好的经济效益和社会效益。
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In v itro shoo t t ip t issue viru s2free cu ltu re of sw eet cherry

FU Hong-q i,W u Y un -feng,W ang Rui, Hao X in -an
(Colleg e of P lan t2p rotect,N othw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Buds o r tender stem of sw eet cherry as the exp lan t, the m icrop ropagat ion w as studied. T he

cu ltu re m edium of M S+ 62BA 1. 0 m göL + NAA 0. 2 m göL + A gNO 3 5. 0- 10. 0 m göL + sucro se 30 göL +

agar 7 göL w as screened ou t and u sed, its buds w ere up to mo re than 6. M eanw h ile, the inducing ra te on

cu ltu re m edium of 1ö2 M S+ IBA 0. 7 m göL + NAA 0. 2 m göL + sucro se 20 göL + agar 7 göL w as respon si2
b le fo r roo t grow th up to 75. 1% and the su rvival ra te by tran sp lan t ing up to mo re than 80. 5% w ere ac2
coun ted fo r the op t im um one. U sing b io logica l techn ique, app le ch lo ro t ic L eaf spo t viru s (A CL SV ) and

P runu s dw arf viru s (PDV ) w ere p rim ary detected in som e of sw eet cherry p lan t lets in v itro, and the resu lts

show ed the viru s2free ra te of A CL SV and PDV w ere 39. 4% and 48. 1% respect ively on 0. 5- 0. 8 mm

shoo t t ip; the viru s2free ra te of A CL SV and PDV w ere 75. 8% and 78. 6% on less than 0. 5 mm shoo t t ip ,

w h ich p roved that A CL SV and PDV cou ld be elim inated effect ively from sw eet cherry p lan tets in v itro by

cu ltu re of shoo t t ip less than 0. 5 mm.

Key words: sw eet cherry; shoo t t ip cu ltu re; viru s2free cu ltu re; viru s2free p lan ts
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Seria l passage of A cM N PV 21A in a t ran sfected P
35 gene cell line

L I Shou-x in 1, 2,L I Chang-you2, ZHENG Gui- l ing2,W U W en - jun 1,L I Guo-xun 2

(1 Institu te of P esticid e,N orthw est A & F U niversity , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina;

2 L abora tory of P est B iolog ica l Con trol,L aiy ang A g ricu ltu ra l Colleg e,Q ing d ao, S hand ong 266109, Ch ina)

Abstract: A new tran sfected P
35 gene cell line, T n5B 235, w as derived by T richop lusia n i T n5B 124 cell

line. A u tog rap ha ca lif orn ica nuclear po lyhedro sis viru s (A cM N PV ) w as passaged in T n5B 235 cells fo r 25

passages con t inuou sly and there w as no sign if ican t change in mo rpho logy of the su scep t ib ility, the changing

trends of the occlu sion bodies (OB s) yield, viru s t iter, and the larval co rrected mo rta lity after seria l passage

of the viru s w ere stab le, and there w as no passage effect.

Key words: nuclear po lyhedro sis viru s; in sect cell lines; T richop lusia n i; passage effect
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