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粘虫细胞培养及苦皮藤素Ì , Í对其毒力的研究
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　　[摘　要 ]　以东方粘虫 (M y th im na sep ara te W alker)为材料建立了新的昆虫细胞系,原代培养 6个月后,胚胎

细胞开始传代;用苦皮藤素Ì和Í处理第 3代传代细胞, 24 h 后细胞裂解,出现大量细胞碎片,培养液变浑浊,其致

死中质量浓度分别为76. 42和129. 34 ΛgömL。粘虫背纵肌经胰蛋白酶部分消化后在Grace培养液中生长良好,培养

2个月后有大量肌卫星细胞出现。
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　　自德国人R ichard Bendict 最早进行昆虫细胞

的离体培养以来,目前已有 500 多株来自不同昆虫

及组织的细胞系得以建立[122 ]。我国已经建立了 20

多株昆虫传代细胞系,并利用昆虫细胞杆状病毒表

达系统成功表达了40多种外源蛋白[3 ]。昆虫细胞培

养技术作为现代实验生物学极为重要的手段之一,

已广泛应用于医学、农业以及生物学的各个领域。刘

惠霞等[4 ]研究表明,新型天然产物杀虫剂苦皮藤素

Ì , Í作用于昆虫肌系统,中毒试虫肌细胞的质膜及

内膜系统发生明显病变。但有关离体条件下苦皮藤

素对昆虫细胞的相关研究尚未见报道。本研究以东

方粘虫 (M y th im na sep a ra te W alker)为材料建立了

新的昆虫细胞系,并从细胞水平研究了苦皮藤素Ì
和Í 对昆虫细胞的影响,以为从分子水平研究苦皮

藤素Ì , Í在细胞上的作用部位及靶标提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

1. 1. 1　材　料　供试昆虫: 东方粘虫 6 龄幼虫、成

虫及卵,均由陕西杨凌西北农林科技大学农药研究

所提供。供试药剂:苦皮藤素Ì和Í ,纯度97%以上,

由陕西杨凌西北农林科技大学农药研究所提供。培

养 液: Grace 培养液 ( Gibco 公司 )、胰蛋白酶

(Genview 公司)、台盼蓝 (北京鼎国生物技术发展中

心Sigam a 公司分装)。

1. 1. 2　试　剂　昆虫生理盐水: N aC l 6. 8 g, CaC l2

0. 2 g, KC l 0. 2 g, M gC l2·6H 2O 0. 2 g, N aHCO 3

0. 15 g,葡萄糖7. 7 g,双蒸水1 000 mL (122 M Pa 下

水蒸气灭菌20 m in) , 4 ℃冰箱保存备用。

台盼蓝染色液: 取 1 mL 不完全培养基 (未加血

清) ,加入10 ΛL 0. 3%台盼蓝, 4 ℃冰箱保存备用。

1. 2　细胞培养方法

1. 2. 1　粘虫胚胎细胞培养　参照M itsuhash i[5 ]和

F rerich s[6 ]的方法并略有修改。取东方粘虫成虫新产

的受精卵500粒,于28 ℃条件下培养24 h,用体积分

数0. 2% N aC lO 消毒30 m in,再用体积分数 75%酒

精浸泡8 m in,然后用昆虫生理盐水洗3次。在操作

台上用昆虫生理盐水漂洗,同时置筛网上用圆底试

管轻轻磨碎,少量培养液冲洗,收集细胞,加5 mL 昆

虫生理盐水, 900 röm in 离心8 m in,弃上清液。用培

养基悬浮细胞,转培养瓶中于 28 ℃条件下培养,每

10 d 半量换液。

1. 2. 2　粘虫肌细胞培养　参照M arcia 等[7 ]和

Baines等[8 ]的方法并略有修改。取羽化第 1天的粘

虫雌成虫,去翅与足,用体积分数 75%乙醇消毒 5～

10 m in,然后用毛笔去鳞毛、鳞片,固定于蜡盘上,解

剖镜下用单面刀片去前胸背板,暴露出中胸背纵肌

(鳞翅目成虫胸部最大的一块肌肉,由 10 束肌纤维

组成)。在超净工作台上用刀片沿两翅基片内缘做纵

向切割,除去头、腹部及背腹肌,即获得完整的背纵

肌。用R anger液冲洗3～ 5遍,用眼科剪将肌肉束剪

成1 mm×1 mm 的小块。在1 000 röm in 下离心10
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m in,弃上清液。取质量分数 0. 25%胰蛋白酶 3 mL

加入离心管, 与组织块混匀, 加上管口塞, 消化 15

m in, 向试管中加 7 mL 昆虫生理盐水, 在 1 200

röm in下离心8 m in,弃上清液。加入3 mL Grace培

养液到离心管,用吸管吹打混匀后移入培养瓶中,置

27 ℃恒温箱中培养。

1. 3　苦皮藤素Ì , Í对粘虫胚胎细胞的毒力测定
1. 3. 1　细胞接种　将处于对数生长期的粘虫胚胎

细胞用新鲜培养基悬浮,向96孔板每孔中加100 ΛL

细胞悬液,在28 ℃培养箱中培养3 d,使细胞处于稳

定状态并贴壁。

1. 3. 2　细胞毒力测定　参考D ecom bel等[9 ]的方

法。分别取2 m g 苦皮藤素Ì , Í ,先用0. 1 mL 二甲

亚砜溶解配成20 m gömL 母液。根据初试结果,分别

设60, 70, 80, 90和100 ΛgömL 苦皮藤素Ì 5个处理

和100, 125, 150, 175和200 ΛgömL 苦皮藤素Í 5个

处理,每处理重复5次。为了排除溶剂 (二甲亚砜)对

细胞的毒性效应,每处理药液中补加Grace 培养液

使各浓度处理组中的二甲亚砜终体积浓度为1% ,并

以含体积分数 1%二甲亚砜的Grace 培养液作为空

白对照。将药液添加到接种有胚胎细胞的 96 孔板

中, 100 ΛL ö孔,培养 24 h 后, 在显微镜下观察细胞

中毒情况并拍照。

1. 3. 3　细胞染色　吸出培养液,加入30 ΛL 质量分

数0. 2%胰蛋白酶在37 ℃消化2 m in,待细胞变圆并

即将脱壁时加入 30 ΛL 台盼蓝染液,充分混匀并染

色10～ 15 m in。用移液器取少量混合液按一定比例

稀释后,在倒置显微镜下用血球计数板统计活细胞

数,计算细胞死亡率和校正防效。

校正防效ö% =
处理平均死亡率- 对照平均死亡率

1- 对照平均死亡率 ×100%

2　结果与分析

2. 1　粘虫胚胎细胞的培养结果

　　粘虫胚胎细胞在培养 30 d 左右形成贴壁的细

胞纤维束 (图版É 2A ) ; 约 5 个月后呈网络的纤维状

组织布满瓶底 (图版É 2B ) ,在纤维状组织或其下方

生出少量不同形状的细胞; 约 6 个月后呈网络的纤

维状组织开始脱落,细胞长满瓶壁 (图版É 2C) ,并开

始进行原代传代培养,原代细胞多呈现卵圆形,分散

不均匀且贴壁生长 (图版É 2D )。

图版É　粘虫胚胎细胞培养结果
A. 原代培养30 d (×100) ; B. 原代培养5个月 (×100) ; C. 原代培养6个月 (×100) ; D. 原代培养6个月放大 (×400)

P lateÉ　Strain of M y th im na sep ara te W alker em bryo cell cu ltu re
A. 30 d after p rim ary cu ltu re (×100) ; B. 5 month s after p rim ary cu ltu re (×100) ;

C. 6 month s after p rim ary cu ltu re (×100) ; D. 6 month s after p rim ary cu ltu re (×400)

2. 2　粘虫肌细胞的培养结果

粘虫肌细胞在Grace 培养液中生长发育良好,

并且细胞培养的pH 为弱酸性,培养温度为27 ℃。原

代培养 2 d 后,粘虫肌肉组织块结构变松散,肌纤维

从肌肉组织上游离出来 (图版Ê 2A ) ; 原代培养 15 d

后,大部分肌纤维解离,成肌细胞从肌纤维上游离出
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来, 有少量肌卫星细胞游离, 细胞透亮、圆形 (图版

Ê 2B ) ;培养1个月后,成肌细胞结构清晰,纵纹肌与

横纹肌间隔排列,同时有较多肌卫星细胞出现 (图版

Ê 2C) ;培养2个月后,有大量肌卫星细胞出现 (图版

Ê 2D ) ; 3个月后细胞开始凋亡。说明粘虫肌细胞可

能会在已知条件下传代培养,甚至可以建立新的细

胞系。

图版Ê　粘虫肌细胞培养结果

A. 原代培养2 d (×50) ; B. 原代培养15 d (×100) ; C. 原代培养1个月 (×640) ;

D 原代培养2个月 (×100) ; F. 肌纤维;M. 成肌细胞; S. 肌卫星细胞

P lateÊ　Strain of M y th im na sep ara te W alker m yoblast cell cu ltu re

A. 2 days after p rim ary cu ltu re (×50) ; B. 15 days after p rim ary cu ltu re (×100) ; C. 1 month after p rim ary cu ltu re (×640) ;

D. 2 month s after p rim ary cu ltu re (×100) ; F. F ib re of m uscle;M. M ature m yoblast cell; S. Satellite cell

2. 3　苦皮藤素Ì , Í对粘虫胚胎细胞毒力的测定结
果

2. 3. 1　苦皮藤素Ì , Í对粘虫胚胎细胞形态特征的
影响　对苦皮藤素Ì , Í处理24 h 后的粘虫胚胎细

胞观察发现,对照的胚胎细胞呈圆形、透明,折光率

良好 (图版Ë 2A ) , 苦皮藤素Ì , Í 处理的胚胎细胞
裂解, 出现大量细胞碎片, 培养液变浑浊 (图版Ë 2
B )。
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图版Ë　粘虫胚胎细胞形态的变化
A. 对照的胚胎细胞 (×50) ; B. 苦皮藤素Ì , Í处理的胚胎细胞 (×50)

P lateË　Strain of M y th im na sep ara te W alker em bryo cell cu ltu re

A. Symp tom of CK (×50) ; B. Symp tom of treatm en t Celangu lin Ì and Í (×50)

2. 3. 2　苦皮藤素Ì , Í对粘虫胚胎细胞毒力的测定
结果　从表 1, 2 可以看出,苦皮藤素Ì 和Í 对粘虫
胚胎细胞有较强的毒杀活性,其致死中质量浓度分

别为76. 42和129. 34 ΛgömL , ς2 值分别为2. 08和0.

81,均小于P 0. 05, 3= 7. 82,表明回归方程可代表质量

浓度- 效应间的相关性。
表 1　苦皮藤素Ì , Í对粘虫胚胎细胞的毒性

T able 1　Cytox icity assay of Celangu lin Ì and Í against the M y th im na sep ara te W alker em bryo cell

药剂
Insecticide

质量浓度ö
(Λg·mL - 1)

Concen tration

活细胞数ö(×104mL - 1) L iving cell num ber

处理前
Befo re treatm en t

处理后
A fter treatm en t

死亡率ö%
M o rtality

校正防效ö%
Co rrected

efficacy

苦皮藤素Ì
Celangu lin Ì

CK 40. 3 38. 6 4. 2 -

60 31. 6 21. 6 18. 2

70 25. 1 37. 7 35. 0

80 20. 0 50. 4 48. 2

90 13. 3 67. 0 65. 6

100 4. 7 88. 3 87. 8

苦皮藤素Í
Celangu lin Í

CK 25. 2 24. 3 3. 6 -

100 19. 2 23. 8 21. 0

125 12. 2 51. 6 49. 8

150 10. 4 58. 7 57. 2

175 5. 0 80. 2 79. 5

200 2. 9 88. 5 88. 1

表 2　苦皮藤素Ì和Í对粘虫胚胎细胞毒性的回归方程和L C 50

T able 2　Toxicity regression equation and L C 50 of Celangu lin Ì and Í against the M y th im na sep ara te W alker em bryo cell

药剂
Insecticide

回归方程
Regression

equation

L C 50ö
(Λg·mL - 1)

Concen tration
r

95%置信限ö
(Λg·mL - 1)

95% confidence

苦皮藤素Ì Celangu lin Ì y = - 10. 817 3+ 8. 399 1x 76. 42 0. 977 0 72. 543～ 80. 505

苦皮藤素Í Celangu lin Í y = - 8. 035 4+ 6. 172 8x 129. 34 0. 988 3 116. 973～ 143. 012

　　注: y 为细胞死亡率; x 为苦皮藤素Ì , Í质量浓度。

N o te: y is cell mo rtality; x is concen tration of celangu lin Ì , Í .

3　讨　论

(1)以往的研究[10 ]认为, 昆虫细胞如上皮细胞

(皮细胞、肠壁细胞)、卵细胞、精细胞等均可以进行

原代培养和传代,而关于肌细胞的传代培养或细胞

系的建立尚未见报道。本研究将粘虫雌成虫的中胸

背纵肌经过胰蛋白酶部分消化后,在Grace 培养液

中进行原代培养,可以观察到粘虫成肌细胞生长良

好、肌卫星细胞可以进行分离、生长和分裂,但培养3

个月后细胞出现调亡现象,说明Grace 培养液对于
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肌细胞的原代培养是可行的,但是肌细胞能否进行

传代培养并建立细胞系,还需要进一步研究。

(2)一般情况下细胞在传至20代以后才建立稳

定的细胞系。本研究采用第3代细胞,细胞稍有聚集

生长现象,这对药物的渗透和作用均有一定影响。因

此,生物测定结果会有一些偏差,这还有待于进一步

完善。

(3)在统计细胞死亡率时,常规方法是计算视野

中死细胞占总细胞的比例,本研究中苦皮藤素Ì , Í
处理粘虫胚胎细胞后,细胞裂解成碎片,无法统计每

个孔的死细胞数和细胞总数,而采用处理组活细胞

数占对照组细胞总数的百分比来代替处理组的细胞

死亡率,由于每个孔中细胞的原始数量和增殖能力

存在差异,因此对本研究结果也有一定的影响。

[参考文献 ]
[ 1 ]　李文青,肖成祖. 昆虫细胞的大规模培养[J ]. 生物技术, 1995, 5 (1) : 528.

[ 2 ]　洪华珠,彭建新. 一株高水平表达重组蛋白昆虫细胞系的建立[J ]. 昆虫学报, 2001, 44 (3) : 2762279.

[ 3 ]　张传溪. 昆虫分子科学[M ]. 北京:科学出版社, 2001: 2712276.

[ 4 ]　刘惠霞,杨从军. 苦皮藤素Í对东方粘虫肌细胞的影响[J ]. 昆虫学报, 2003, 46 (4) : 4172423.

[ 5 ]　M itsuhash i J. A con tinuous cell line from the cup reous, A nom ala cup rea Hope ( insecta, co leop teran, scarabaeidae) [J ]. In V itro Cellu lar &

D evelopm ental B io logy 2A nim al, 2003, 39: 3992401.

[ 6 ]　F rerich s G N. In v itro cu ltu re of em bryon ic cells from the freshw ater p raw n M acerobrach ium rosenberg ii [J ]. A quacu ltu re, 1996, 143: 2272

232.

[ 7 ]　M arcia J L , H ak im S R. Insect M idgu t Ep ithelium. In v itro an insect stem cell system [J ]. Insect Physio l, 1996, 42 (11212) : 110321111.

[ 8 ]　Baines D , B row nw righ t A , Schw artz J L , et al. E stab lishm ent of p rim ary and con tinuous cu ltu res of ep ithelial cells from larval lep idop teran

m idgu ts[J ]. Insect Phyio l, 1994, 40 (4) : 3472357.

[ 9 ]　D ecom bel L , Sm acche G, T irry L , et al. A ction of m ajo r insecticide group s on insect cell lines of the beet arm ywo rm , S p od op tera ex ig ua,

compared w ith larvicidal tox ictty[J ]. In V itro Cellu lar & D evelopm ental B io logy 2A nim al, 2004, 40: 43251.

[ 10 ]　李异丹,程罗根,张晓飞. 鳞翅目昆虫细胞株的建立与应用[J ]. 植物保护, 2001, 27 (4) : 38240.

T he cell cu ltu re of M y th im na sep a ra te and cytox icity assay

of Celangu lin Ì and Í aga in st the cell
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Abstract: A fter 6 mon th sπp rim ary cu ltu re,M y th im na sep a ra te W alker em b ryo cell began con t inuou s

cu ltu re, and the 3rd genera t ion of con t inuou s cu ltu re cells w as trea ted by Celangu lin Ì and Celangu lin Í .

T he resu lt show ed that lysa ted after 24 hou rs, the m edium becam e haze, and the value of L C 50w ere 76. 42

and 129. 34 ΛgömL respect ively. In addit ion, P rim ary cu ltu res w ere done in Grace m edium after the m iddle

do rsa l vert ica l m u scles from fem ale adu lt M y th im na sep a ra te W alker w as part ly d igested by enzym e, and

the grow th of M yob last cells cu ltu red w as bet ter and clear; af ter 2 mon th sπ cu ltu re, large num ber of

sa tellite cells appeared.

Key words:M y th im na sep a ra te W alker; cell cu ltu re; Celangu lin; cytox icity
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