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摘要：迄今已经报道的昆虫细胞系有 *’’株以上。昆虫细胞系在昆虫病理学、寄生虫学、内分泌学、遗传学和分子
生物学等基础和应用研究中得到越来越广泛的应用。本文结合我们研究的结果和实践经验，概括了国内外昆虫细

胞系建立技术的研究进展，包括昆虫细胞培养的发展、昆虫细胞系建立技术、不同昆虫组织来源细胞系的建立方法

和过程，以及对昆虫细胞系特征的鉴定等方面。
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昆虫细胞系是很多生物学领域中非常重要的研

究工具。双翅目昆虫的细胞系，如蚊虫细胞系主要

用来研究虫媒病毒、寄生虫等动物和人体的病原体，

果蝇细胞系主要用于遗传学、发育生物学的研究；

同翅目的叶蝉细胞系用来研究叶蝉传播的植物病毒

病的病原；鳞翅目昆虫细胞系应用最为广泛，主要

用于研究昆虫杆状病毒、微孢子等昆虫专性寄生物

的侵染机制及其分子生物学，还被应用于大规模生

产重组病毒杀虫剂，构建昆虫细胞2杆状病毒表达载
体系统，表达具有研究或商品价值的外源蛋白质等。

为了满足相关学科研究和发展等多方面的需求，人

们一直在不断地开拓并加强新的昆虫细胞系建立和

研究工作。

近年来，国外已经有很多关于杆状病毒表达载

体系统、昆虫细胞系建立及培养方法等方面的介绍

和专著（N9=a 8=F N8::，6.*.；QY==，6.*.，&’’6，&’’&；
V9%$"<8$<9，&’’&；0"FDDE -# $) @，&’’)）；国内也有许
多关于昆虫细胞培养以及杆状病毒表达载体系统方

面的综述（V8B87?B?$A<，6..&；河原$勇，6..+；曾传
海和任中原，6..)；李兵和沈卫德，&’’&；宋德伟等，
&’’,），但是有关昆虫细胞系建立方面的介绍却很

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

少。结合我们研究工作中的经验和体会，就昆虫细



胞系建立的方法、细胞系的特征和鉴定等研究现状

及存在的问题，作一综合性的概述。

! 历史回顾

!"世纪初，许多昆虫学家尝试过使用体外培养
的昆虫细胞作为科学研究的工具。最早进行昆虫组

织体外培养的是 #$%&’() *+,)-%&.$/)0（1213），他使用
惜比古天蚕蛾 !"#$%&’%(# )*)(%&+# 的精子进行体外
培养，用来观察精子的发育（*+,)-%&.$)0 ’4) 5’$-/(，
1213）。首次成功建立连续培养的昆虫细胞系的是
*(’%/，于 1261年建立了桉蚕蛾 ,-.*(#*# */)#$"&.+ 卵
巢细胞系（*(’%/，126!）。从此，昆虫细胞系的建立工
作在世界范围内广泛展开，新建立的细胞系（株）不

断出现。

到目前为止，全世界建立的昆虫细胞系有 7""
株以上，分别来源于鳞翅目、双翅目、鞘翅目、蜚蠊

目、膜翅目、直翅目、同翅目和半翅目等 7个目的 18"
多种昆虫，然而其中大部分来自鳞翅目和双翅目，来

源于其他目的昆虫细胞系仅占 191"左右（图 1，个人
统计）。由于草地贪夜蛾 0&%1%&.*(# 2(/3+&*(1# 细胞
株 :; 2和 :; !1，以及粉纹夜蛾 4(+)’%&$/5+# -+ 细胞株
<43=1>?（商品名 @$A& B$C/）对模式病毒苜蓿银纹夜
蛾核型多角体病毒 ,/.%3(#&’# )#$+2%(-+)# .D,0$%’E-$)
4D%,/+E+,F&/)(+C$(D-（G%HIJK）非常敏感，因而成为各
实验室普遍采用的细胞系（*(’4’)+- *. #$ L，122?）。

图 1 已经建立的昆虫细胞系来源于 7个目的昆虫
B$AL 1 M-0’N,$-&/) $4-/%0 %/,, ,$4/-

;(+. /$A&0 $4-/%0 +()/(-

在我国，1237年高尚荫首次尝试体外培养家蚕
6%78"9 7%(+ 血细胞，并用之进行家蚕核型多角体病
毒（=.IJK）的感染实验（*’O *. #$ L，1232）。随后，

有近 3"株昆虫细胞系由国内的研究者建立并公开
报道，分别分布于鳞翅目和双翅目昆虫中（个人统

计）。最近，我们实验室建立了 3 株甜菜夜蛾
0&%1%&.*(# *9+3/# 幼虫脂肪体细胞系（P&’4A *. #$ L，
!""6’；张寰，!""6）和 1株棉铃虫 !*$+)%:*(&# #(7+3*(#
（@QN4/(）幼虫脂肪体细胞系（P&’4A *. #$ L，!""6N），
丰富了昆虫细胞系资源，其中甜菜夜蛾细胞系

RSPTG:>:E/U>!对同源病毒甜菜夜蛾核型多角体病
毒（:/IJK）非常敏感（P&’4A *. #$ L，!""6’）。随后又
从 RSPTG:>:E/U>!中获得了一株对 :/IJK更加敏感
的单细胞克隆株，该细胞株对 G%HIJK也有很高的
敏感性（未发表）。目前我们正在对这个细胞克隆株

进行鉴定和进一步的研究，力图使之成为又一个昆

虫病毒分子生物学研究的重要的工具。

" 昆虫细胞系的建立技术和鉴定方法

"#! 昆虫细胞系原代培养的主要步骤及特点
目前还没有统一的和规范的建立昆虫细胞系的

方法和技术手段。建立细胞系的过程主要包括昆虫

体表消毒、组织解剖、原代细胞的获得、细胞入瓶和

恒温培养等几个步骤。首先是将虫体体表消毒。消

毒的方法有多种，可以使用次氯酸钠或酒精进行体

表消毒，并用灭菌水清洗后晾干。第 !步是解剖虫
体，获得需要的待培养的组织，如脂肪体、卵巢等，用

生理盐水清洗以除去血细胞，然后浸入含 1"V W
!"V胎牛血清的细胞培养液中。第 X步是原代细胞
的获得。获得原代细胞并进行原代培养的方法有多

种，哺乳动物常选择机械分离法，即用细筛网挤压组

织，使之分散释放出细胞。这种方法分离效率高，但

细胞损失大、死亡率高，不适合个体小、组织不易获

得的昆虫。另外也可以选用胰蛋白酶消化组织的胞

外基质，解离细胞。胰蛋白酶法和机械分离法各有

弊端，昆虫细胞的原代培养一般倾向于避免使用对

细胞有机械损伤的方法，而是采用直接将组织块放

入培养瓶中，用适当的培养液浸润，然后转移到

!3Y W !7Y的环境下静置培养（M$)/ *. #$ L，1283；
P&’4A *. #$ L，!""6’，!""6N）。入瓶一个星期后加入
一定量的传代培养液，然后每星期更换半量的培养

液，待细胞长满瓶底后开始传代。

与哺乳动物细胞原代培养过程类似，昆虫细胞

原代培养过程主要包括三个时期：即快速增殖期、

非特异性的细胞恶化期和最后（但不总是）相同种类

的细胞继续增殖期（ZF44 *. #$ L，127!）。增殖的细胞
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有形成单层细胞贴壁的，也有悬浮细胞形成团块的。

细胞在由入瓶后到增殖、最后可以传代的过程中，发

生了很大的变化。!"##$%&（’()*）认为有 + 种可能
的变化：（’）细胞的表面、细胞器、或酶系发生改变；
（,）适应环境变化的细胞类型存活，不适应的细胞死
亡，是一种选择的过程；（+）随着培养条件的变化，
细胞发生了基因突变，适应的突变细胞被选择而生

存。-".% 等（’(/*）通过延时电影技术（ 0"$%1#234%
5"6%$2078&239:）指出，较小的球形细胞更容易发生分
裂。我们在进行光肩星天牛 !"#$%#$&#’( )%(*’+$,""+-
细胞原代培养的过程中发现，较小的、透明梭形的细

胞增殖分裂活跃，验证了 -".% 等的结论（张寰，
,;;)）。
与哺乳动物植块培养相似，组织贴壁对促进原

代细胞增殖的作用非常明显（张寰，,;;)）。当培养
的组织块贴壁后，, < +天即可见到有成纤维细胞状
的细胞从组织块周边游离出来，, 至 = 周左右即可
增殖长满瓶底，进行传代。使用这种分离原代细胞

的方法，使得培养体系背景清澈，细胞增殖容易观

察。但是，使用不同的昆虫脂肪体组织，组织块周边

游离出细胞的可能性和多少存在差别，细胞持续增

殖和存活的能力也各不相同。

!"! 昆虫细胞系的组织来源
相对于已知的几十万种昆虫以及昆虫细胞系的

广泛用途来说，已经建立的细胞系还远远不够。在

某些研究方面，仍然需要特定昆虫种类来源或者特

定细胞类型的细胞系，因此有必要建立更多新的种

类和类型的昆虫细胞系。据统计，已报道的昆虫细

胞系的母细胞分别来自昆虫的胚胎、初孵幼虫、卵

巢、精巢、血细胞、脂肪体、器官芽、中肠、表皮、神经

系统、内分泌系统和肌肉等（图 ,）。
胚胎细胞的优点是再生潜力高。使用昆虫胚胎

和初孵幼虫建立的细胞系最多，占所有建成细胞系

的 *;>以上（图 ,）。其建系方法首先是由?"04@9249"
和 ?2&2$7&7459（’()+）在建立叶蝉细胞系的时候创立
的。一般是将卵壳表面消毒后，让卵在无菌条件下

孵化。采用机械的方法将胚胎（或初孵幼虫）组织分

散成单细胞后，不用或者使用蛋白酶进一步消化分

散，然后转入培养瓶进行培养。其原代培养的时间

变化较大，大部分需几个月至 ’年。很多研究者认
为，使用不同发育阶段的胚胎为实验材料，获得增殖

细胞的可能性不一样。

自从 A&25%利用卵巢组织建立第 ’个昆虫细胞
系以来，卵巢成为一个常用的组织来源。大多是解

图 , 不同组织来源的昆虫细胞系
B"8C , -402D#"49%. "64%50 5%## #"6%4

E&7$ ."EE%&%60 0"44@%4

剖出卵巢，用机械方法研碎、或者直接放入培养瓶中

培养。不同发育时期昆虫的卵巢都可以作为培养材

料，成虫、蛹、幼虫的卵巢均被成功地使用过。我们

在实验中发现，幼虫的卵巢没有充分发育，不便操

作；成虫，尤其是鳞翅目成虫，鳞片等体表附属物妨

碍操作，增加了污染的机会；而采用将要羽化的蛹，

比较容易解剖到卵巢组织，大大减少了受到污染的

机会，是较好的实验材料。卵巢组织体外培养时，卵

巢小管上皮细胞较易从组织上游离出来，但进一步

分裂的情况并不多见。来自卵巢组织的细胞系有

(;株以上（图 ,），来自精巢组织的细胞系也有报道
（A77.$26 ,. (% C，,;;’）。
昆虫的血细胞是最易于获得的培养材料，具有

单细胞和污染概率较小的特点，但培养的成功率较

低（F:66，,;;’）。主要原因之一就是血淋巴和血细
胞中含有的酚氧化酶原，在体外容易被激活成酚氧

化酶而使培养物黑化，从而毒害培养的细胞。有多

种防止黑化的方法，如在培养物中加入酚氧化酶的

抑制剂半胱氨酸、谷胱甘肽、苯基硫脲等，或者通过

分离的方法，去除含有酚氧化酶原的血淋巴和绛色

细胞。据不完全统计，约有 =;株细胞系来源于昆虫
的血细胞（图 ,）。
昆虫的脂肪体同哺乳动物的肝脏具有类似的功

能，是昆虫重要的生理代谢组织，也是很多病原物的

靶标。不同种类昆虫的脂肪体细胞在体外生长增殖

的能力差别很大，具体的原因还不清楚。我们的研

究结果表明，原代培养的脂肪体组织在从体内转移

到体外时，使之贴壁的过程非常关键，是能否快速成

系的重要步骤之一。有近 ,;篇文献报道了昆虫脂
肪体来源的细胞系，其中有 ’; 余种鳞翅目昆虫、’
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种蟑螂和 !种天牛（图 "）。
器官芽包含各种类型的细胞，是发育生物学研

究的重要材料，经过分化，将发育成为特定的器官组

织。较为特化的器官组织，如表皮细胞、神经组织、

内分泌系统、肌肉组织等是昆虫生理学研究的对象，

对之进行原代培养常常被用来研究其生理学功能，

但真正建立细胞系的很少。然而建立特定器官和组

织来源的细胞系，对昆虫生理学、细胞生物学以及发

育生物学等研究，具有重要的意义，是未来昆虫细胞

培养发展的方向之一。

!"# 昆虫细胞系的传代培养
将原代培养的细胞重新接种到另外的培养器皿

内，再进行培养的过程被称为传代培养。传代的初

期，细胞生长较慢，传至 #代至 !$代以后，生长速度
明显加快。待传代培养细胞生长稳定后，每 % & ’天
以 ! ()到 ! ( #的比率传代 ! 次。随着传代的进行，
细胞趋于纯化，形态趋于同一。有人认为，这是由于

高密度传代后，细胞失去多向分化潜能的缘故

（*+,-./ !" #$ 0，"$$!）。多次传代意味着不断选择生
长最快的一群细胞，这样，最终获得了较为单一类型

的细胞。其他类型的细胞在多次传代中将逐渐消

失。培养过程中，健康细胞也会自动将无用的细胞

淘汰、排除，甚至将其吞噬消化掉。传代的昆虫细胞

系可以静置在培养瓶或培养皿中贴壁培养，也可在

培养瓶或各种生物反应器中摇动悬浮培养。

1.2+/+33（!455）依据培养人成纤维细胞的经验认为，
传代细胞至少传代 ’$次以上，才被认为是连续传代
的细胞系。对昆虫细胞而言，传代 !$ & "$ 次之后，
生长就已经基本稳定。

细胞系建立以后，细胞系的命名工作也非常重

要。6/++78 和 9:/--;（!4’!）指出，细胞系的名称代
码，应该包括实验室名称，细胞系虫种来源，细胞株

编号及克隆株编号。如我们建立的甜菜夜蛾幼虫脂

肪体细胞系名称为 <=>*?@A@B.CA!，表示该细胞系
在中国科学院动物研究所（<=>*?@，中国科学院动
物研究所英文缩写）的实验室中，培养建立的甜菜夜

蛾（@B.C，甜菜夜蛾学名缩写）的第 " 个细胞系（!，
罗马数字第 "）。
!"$ 昆虫细胞系的特征和鉴定
随着昆虫细胞系数量的增多，对新建细胞系进

行鉴定并描述其形态的、生理的和分子的特征显得

越来越重要。传统的细胞系鉴定内容包括细胞形状

大小（显微镜和电镜观察）、生长特性、倍增时间、核

型、同工酶谱等，但至今未仍形成统一的标准。随着

分子生物学手段和技术的发展，DE?扩增指纹图谱
（DE? FGB,;3;HF-;+I 3;IJ./B/;I-;IJ，D?1AK*L）被广泛用
于对新建立的昆虫和哺乳动物细胞系进行分子鉴

定，具有较好的特异性和重复性（MH<I-+8N !" #$ 0，
!445；>NFIJ !" #$ 0，"$$5F，"$$5O）。其他的细胞系鉴
定 技 术 还 有 ?1PK（ FGB,;3;.2 3/FJG.I- ,.IJ-N
B+,QG+/BN;8G DE? 3IJ./B/;I-;IJ）（ 9N:/F2 !" #$ 0，
"$$5），线粒体 DE?限制性内切酶分析（@;.O:/-N FI2
MF/:I;F7，!4RR），异源双链核酸分子分析（@:2..B !"
#$ 0，"$$"），以及 @+:-N./IAO,+-、L?KD、SP<@?、放射免
疫测定、蛋白双向电泳、血清学分析、免疫扩散测定

等分析手段。

# 问题与展望

大约 !$$ 年前就开始了无脊椎动物的细胞培
养，很多实验室也曾经开展过细胞系的建立工作，但

是否成系带有很多的随机性和经验性。至今还没有

建立细胞系统一的标准方法，我们的初步培养实验

表明，昆虫细胞培养是否成功的关键，是细胞入瓶前

和入瓶后处理的步骤和方法，随后的换液、传代等步

骤也可能是重要的影响因素。

诱导细胞从特定的组织中生长出来有时是非常

困难的。通常认为特定时期和虫龄的昆虫组织细胞

体外增殖的可能性是各不相同的，蛹和胚胎期的细

胞最易分裂增殖。T;/:G;和 MF/FG+/+8（!45)）在研究
建立叶蝉胚胎细胞系的过程中发现，未分化的细胞

更适于培养，但并不是所有未分化的细胞都具这种

特性。细胞的生命活动是受其所在的精确微环境影

响和制约的，组织微环境的适宜和稳定是维持细胞

增殖、分化、代谢和功能活动的重要前提。通过显微

观察，我们无法判定细胞在体外环境中能否适应，无

法知道它们去分化并转化为球状或者扁平形状的内

在原因。然而，我们的实验经验认为，虫体组织块在

体外同培养器皿表面紧密附着，非常利于该组织块

细胞的分裂生长，可能这样的贴壁改善或稳定了其

在体外的微环境，促进细胞分裂生长。

传代培养，尤其是前几次成功传代的过程非常

重要。与 DUO.I2+/3./和 P;.O;J（!44"）的传代方法不
同，我们没有使用胰蛋白酶消化细胞单层的方法进

行传代，而是使用反复轻轻吹打的方法，在尽量减低

对细胞化学的和机械损伤的前提下，将贴壁细胞悬

浮，然后转入新的培养瓶。

昆虫细胞系常常来源于胚胎、初孵幼虫、卵巢组
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织、血细胞，或者脂肪体组织等，这些组织来源的细

胞系是由各种类型的细胞组成。很多学者曾努力培

养特定组织或器官以获得特定类型的细胞，然而特

定组织或器官并不是由单一的细胞类型组成的。由

于对昆虫特定组织的细胞缺乏特异性的标记，因此，

鉴定某一细胞系是否来源于特定组织或器官的工作

还无法展开（!"##，$%%&）。
利用细胞工程和基因工程的方法改造细胞，从

根本上改变细胞的培养特性，是动物细胞培养研究

的重要课题。比如，通过导入一些基因，改变细胞对

生长周期的调控，有可能使原代细胞获得传代生长

的特性，也有可能使传代细胞适应于无血清或无蛋

白的培养。有些细胞可能依赖于来源于血清的特殊

生长因子，那么可以导入特异生长因子基因，使细胞

能合成该生长因子来满足生长的需求。

总的来说，相对于哺乳动物细胞培养研究的历

史和现状，昆虫细胞培养技术仍然处于初始阶段，难

点和问题很多，许多基本的技术和方法有待建立，需

要作大量细致的研究工作。昆虫种类繁多，不同物

种、甚至相同物种不同组织来源的细胞培养的方法、

现象、规律往往截然不同。一些研究思路可以借鉴

哺乳动物细胞培养的研究，但是也要注重昆虫细胞

自身的特殊性。尽管现有的昆虫细胞系建立技术已

经在多种昆虫种类中得到应用，但是，新的理论和技

术仍有待建立和完善，以便为科研人员提供系统的、

可操作的昆虫细胞系建立的技术和方法。
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