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研究论文 重组杆状病毒感染悬浮昆虫细胞感染

策略优化及扩大试验

张佑红，靖志强，马　静，徐　鹏，陈　龙

（武汉工程大学化工与制药学院，绿色化工过程省部共建教育部重点实验室，湖北 武汉４３００７３）

摘要：昆虫细胞杆状病毒表达系统已经广泛应用于生物杀虫剂及重组蛋白的大规模生产。在昆虫细胞杆状病毒

表达系统中，感染策略中的感染复数 （ＭＯＩ）、感染时间 （ＴＯＩ）、细胞初始浓度 （ＩＣＤ）的相互关系还不是很清

楚，而且相关报道也很少。本研究在摇瓶中利用正交实验探讨了 ＭＯＩ、ＴＯＩ及ＩＣＤ的相互作用关系以及对包涵

体病毒 （ＯＶ）和非包涵体病毒 （ＢＶ）产量的影响。结果表明，感染复数对ＯＶ和ＢＶ产量有显著的影响；最佳

感染条件为 ＭＯＩ为０．１，ＴＯＩ为细胞处于对数生长期初期，ＩＣＤ为２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１；最大ＢＶ病毒滴度为

２．０×１０７ＴＣＩＤ５０·ｍｌ
－１。将在摇瓶中获得的最佳条件在气升式反应器进行扩大试验，获得最大病毒滴度为

２．１３×１０７ＴＣＩＤ５０·ｍｌ
－１。
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引　言

利用昆虫细胞杆状病毒表达系统进行重组蛋

白、疫苗和生物杀虫剂的大规模生产越来越受到人

们的重视［１］，因此需要对其生产过程进行优化。近

年来，人们主要在以下几个方面进行了优化：（１）

细胞生长情况［２］； （２）培养基
［３］； （３）溶氧

［４］；

（４）反应器的设计
［５］； （５）感染策略

［６９］，其中包

括感染复数 （ＭＯＩ）、感染时间 （ＴＯＩ）、细胞初始

浓度 （ＩＣＤ）和培养基的替换。

利用高感染复数进行重组蛋白和病毒杀虫剂的

生产过程已经很清楚，在高感染复数条件下，所有

细胞都 “同步”感染［１０］。但在实际生产中，采用

低感染复数有以下优点［１１１２］： （１）可以大大减少

病毒原种的用量，无需大量扩增培养，从而减少设

备投资，缩短工艺流程，降低生产中受污染的概

率。 （２）减少了由于高复数感染引起的 “传代效

应”。而且据相关报道，在高感染复数下获得的重

组蛋白的产量比低感染复数下低。因此，低感染复

数下杆状病毒感染昆虫细胞的研究日益受到重视。

对于棉铃虫细胞杆状病毒体系的培养基
［１３１４］、

溶氧、反应器的设计在本课题组已经得到优化［１５］，

因此，本研究将主要从感染策略的３个方面 （不包

括培养基的替换）：ＭＯＩ、ＴＯＩ和ＩＣＤ进行优化。

研究感染策略的文献［５９］一般只考察单因素对昆虫

细胞杆状病毒表达体系的影响。本研究将采用正

交实验来进行感染策略的优化，这种方法的优点是

它不仅考虑了单因素对昆虫细胞杆状病毒表达体

系的影响，而且考虑到了各个因素间的相互影

响。这样得到的结果对实际的生产有更大的参考

价值。

１　实　验

１１　实验材料

（１）培养基

Ｇｒａｃｅ培 养 基 （ＧＢＩＣＯ 公 司）、胎 牛 血 清

（ＧＢＩＣＯ公司）、酵母提取物及脂类复合物 （ＧＢＩ

ＣＯ公司）、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８（ＧＢＩＣＯ公司）。培养基

组成：Ｇｒａｃｅ培养基，５％ （体积，下同）的胎牛

血清，１％的酵母提取物，１．５％的脂类复合物，

０．１％的ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８。贴壁培养、摇瓶悬浮培养

和气升式反应器培养的培养基相同。

（２）细胞、病毒及其计数

棉铃虫细胞 ＨｚＡＭ１由中国科学院武汉病毒所

提供。将棉铃虫细胞 ＨｚＡｍ１在含５％ （正常的情

况是１０％）胎牛血清的Ｇｒａｃｅ培养基于２７℃下恒

温培养［１３１４］。将细胞用０．４％台盼蓝染色后用血球

计数板计数，计算活细胞浓度及细胞存活率。

棉铃虫 病 毒 ［犎犲犾犻犮狅狏犲狉狆犪犪狉犿犻犵犲狉犪 ｓｉｎｇｌｅ

ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｖｉｒｕｓ （ＨａＳＮＰＶ）］

由中国科学院武汉病毒所的王华林教授提供，由该

所构建提供的棉铃虫病毒 （ＨａＢａｃＨＺ８ｅＧＰＦＰＨ）

带有绿色荧光蛋白 （ｅＧＦＰ）
［１６１７］。包涵体病毒浓度

利用血球计数板在高倍显微镜下计数，非包涵体病

毒滴度的测定采用终点稀释法 （ＴＣＩＤ５０）
［１８１９］。

１２　仪器与设备

（１）常规仪器

２００１型振荡愠温培养箱 （常州国华电器有限

公司），荧光显微镜 （ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１），倒立式显

微镜 （ＸＤＳ１Ｂ），超低温冰箱 （Ｎｅｗ Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），无油空气压缩机 （扬州市恒顺机械

厂），氧气瓶、氮气瓶 （青岛华青集团有限公司），

ｐＨ探头、氧探头 （ＢｒｏａｄｌｅｙＪａｍｅｓ公司），其他均

为实验室常规仪器。

（２）气升式反应器

本实验室设计的气升式反应器总体积５７０ｍｌ，

有效体积５００ｍｌ。配备有一个溶氧探头和一个ｐＨ

探头，中间有４根金属导管，它们的作用分别是通

气、取样、放气和加料。通气导管从容器底部通入

无菌的空气、氧气和氮气，它的作用主要有两个：

通入的气体推动溶液在反应器中循环流动，使细胞

悬浮生长；通过空气、氧气和氮气的比例来调节溶

氧的大小。通过计算机自动控制反应器中的溶氧值

和ｐＨ值。

１３　实验方法

（１）正交实验

将生长良好的细胞接种在１００ｍｌ的摇瓶中在

振荡培养箱中培养。其中接种体积为２０ｍｌ，培养
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温度为２７℃，转速为８０ｒ·ｍｉｎ－１。本研究设计了

正交实验，三因素为感染复数、感染时间和细胞初

始浓度。每个因素设计了３个水平。正交因素水平

见表１。

表１　正交实验因素与水平

犜犪犫犾犲１　犉犪犮狋狅狉狊犪狀犱犾犲狏犲犾狊狅犳狅狉狋犺狅犵狅狀犪犾犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊

Ｌｅｖｅｌｓ

Ｆａｃｔｏｒｓ

ＭＯＩ（Ａ）
ＩＣＤ

／１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１（Ｂ）
ＴＯＩ（Ｃ）

１ ０．０１ １ ｅａｒｌｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ

２ ０．１ ３ ｍｉｄｄｌｅｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ

３ １．０ ２ ｌａｔｅｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｐｈａｓｅ

其中ＩＣＤ为细胞接种摇瓶时的细胞浓度，而

不是细胞被感染时的细胞浓度。ＴＯＩ是指细胞处

于对数生长期的初期、中期和末期。细胞进入对数

生长期初期、中期和末期的时间取决于细胞初始浓

度［２０］，因此细胞初始浓度不同时，ＴＯＩ是不同的。

根据以上的正交表，一共进行了９组实验，每

组实验设立了一个对照实验 （不加病毒的）。细胞

接种摇瓶后，每２４ｈ采样测定活细胞浓度及细胞

存活率，接种病毒后，每６ｈ采样测定ＢＶ滴度和

ＯＶ浓度。

（２）在气升式反应器中的扩大试验

细胞首先在２５ｍｌ的Ｔｆｌａｓｋｓ瓶中进行３～４ｄ

的贴壁培养，细胞生长良好后，将细胞转入２５０

ｍｌ的摇瓶中，加入新鲜培养基后进行转速为８０

ｒ·ｍｉｎ－１的悬浮培养。每２４ｈ测定摇瓶中活细胞

浓度及存活率，在细胞指数生长末期将摇瓶里的

细胞离心后转入气升式反应器。每组实验都是在

恒定 溶 氧 ３０％、ｐＨ 值 ６．２ 和 温 度 ２７℃ 下 进

行的［１５］。

利用在摇瓶中获得的最佳优化条件在气升式反

应器中进行扩大试验。

２　结果与分析

２１　数据分析

由正交实验得到的最大ＢＶ的滴度和ＯＶ的浓

度见表２。表中的犓犿 和犓′犿值直接反映不同水平对

实验结果影响的大小，犚和犚′值直接反映不同因

素对实验结果影响的大小。

从表２中可以看出，在条件Ａ２Ｂ３Ｃ１ 下能够获

得最大的ＢＶ滴度２．０×１０７ＴＣＩＤ５０·ｍｌ
－１，而且

从犓犿 值可以看出最佳条件也是 Ａ２Ｂ３Ｃ１。所获得

的最大滴度比其他的相关报道都高［２１２２］，这说明

利用正交实验进行优化的有效性。也就是说在棉铃

虫细胞杆状病毒体系中，在细胞初始浓度为２×

１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，细胞处于对数生长期初期时，

ＭＯＩ为０．１进行感染，能够获得最大的ＢＶ滴度。

从表２中还可以看出，在Ａ２Ｂ３Ｃ１ 下获得最大的ＯＶ

浓度１．９０×１０６ＯＶｓ·ｍｌ－１，从犓′犿中也可以看出

表２　正交实验设计及结果 （ＢＶ滴度及ＯＶ浓度）

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犕犗犐，犐犆犇犪狀犱犜犗犐狅狀犅犞狋犻狋犲狉犪狀犱犗犞犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｎｏ．
ＭＯＩ（Ａ）

ＩＣＤ

／１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１（Ｂ）
ＴＯＩ（Ｃ）

Ｍａｘｉｍｕｍｔｉｔｅｒｏｆ

ＢＶ／１０５ＴＣＩＤ５０·ｍｌ－１
ＭａｘｉｍｕｍＯＶｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／１０４ＯＶｓ·ｍｌ－１

１ １ １ １ ２ １１０

２ １ ２ ２ ２８ １２０

３ １ ３ ３ ９．２８ １２５

４ ２ １ ２ ２０ １４５

５ ２ ２ ３ ９２．８ １６０

６ ２ ３ １ ２００ １９０

７ ３ １ ３ ６．３２ １２５

８ ３ ２ １ ６．３２ １４２

９ ３ ３ ２ １３．３ １６０

犓１ １３．０９ ９．４４ ６９．４４

犓２ １０４．２７ ４２．３７ ２０．４３

犓３ ８．６５ ７４．１９ ３６．１３

犚 ９５．６２ ６４．７５ ４９．０１

犓′１ １１８ １２７ １４７

犓′２ １６５ １４１ １４２

犓′３ １４２ １５８ １３７

犚′ ４７ ３２ １１
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最佳条件是Ａ２Ｂ３Ｃ１。可以说在棉铃虫细胞杆状病

毒体系中，在细胞初始浓度为２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，

细胞处于对数生长期初期时，ＭＯＩ为０．１进行感

染，能够获得最大的ＯＶ浓度。从表２可以看出，

能够获得最大ＢＶ滴度和ＯＶ浓度的最佳条件都是

Ａ２Ｂ３Ｃ１。这进一步说明，杆状病毒的两种不同显

型 （ＢＶ和ＯＶ）的产量密切相关。

２２　犐犆犇、犕犗犐和犜犗犐对犅犞和犗犞滴度的影响

从表２中的犓犿 和犓′犿可以看出，在棉铃虫细

胞杆状病毒体系中，能够获得最大ＢＶ和 ＯＶ滴

度的最佳感染条件为：ＭＯＩ为０．１，ＩＣＤ为２×

１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，ＴＯＩ为细胞生长对数期初期。表

２中犚和犚′值可以反映因子对实验结果影响的大

小，ＭＯＩ、ＩＣＤ 和 ＴＯＩ 的 犚 值 大 小 依 次 为

９５．６２＞６４．７５＞４９．０１，可以说明 ＭＯＩ对ＢＶ滴度

的影响最大，ＩＣＤ次之，ＴＯＩ对ＢＶ滴度的影响最

小。ＭＯＩ、ＩＣＤ和 ＴＯＩ的犚′值依次为４７＞３２＞

１１，同样表明 ＭＯＩ对 ＯＶ滴度的影响最大，ＩＣＤ

次之，ＴＯＩ对 ＯＶ 滴度的影响最小。对于 ＭＯＩ，

当 ＭＯＩ为１．０时，相对于 ＭＯＩ为０．０１和０．１，

大部分细胞在初期就被感染，使得很多细胞丧失了

繁殖的能力，因此，ＢＶ和ＯＶ的产量将在二次和

多次感染的时候大幅度降低 ［如图１ （ｃ）和图２

（ｃ）所示］。相反，当 ＭＯＩ为０．０１时，在第一次

感染时，很少量的细胞被感染，产生的子代病毒相

对较少，大部分细胞生长会继续生长，之后会有二

次感染、三次感染等多次感染，形成了一个细胞的

生长速度与病毒的扩增速度的竞争，但在这个过程

中从病毒开始感染一直到细胞开始进入死亡期，病

毒量一直不大 ［图１ （ａ）和图２ （ａ）］，这样一部

分细胞在扩增中没有起到作用。当 ＭＯＩ为０．１时，

病毒在二次或三次感染后，基本所有的细胞全部被

感染，这样不仅能够生产大量的病毒，还充分地利

用了细胞。设定的３个细胞初始浓度依次为１×１０５、

３×１０５、２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１。当细胞初始浓度为１×

１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１时，细胞浓度比较低，相对于细胞

浓度为３×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１和２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，

进入多次感染周期的细胞很少。而对于细胞初始浓

度为３×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１时，进入多次感染周期后

剩余的细胞太多。多余的细胞继续生长，很快消耗

完培养基中的营养，这样的环境不利于病毒的扩

增。因此，细胞浓度为２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１相对于

细胞初始浓度为１×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１和３×１０５

ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１更容易收获高产量的病毒。在对数生长

期初期接种病毒，相对于对数生长期中期和末期接

种病毒，有一个更长的细胞生长周期和病毒及子代

病毒的感染循环，因此在对数期初期接种病毒更容

易获得高产量的病毒 （图１和图２）。综上所述，

在棉铃虫细胞杆状病毒体系中，最佳的感染条件

是ＩＣＤ为２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，ＭＯＩ为０．１，ＴＯＩ

为细胞生长期初期。

（ａ）１×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１

　

（ｂ）２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１

　

（ｃ）３×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１

图１　不同细胞初始浓度下的ＢＶ病毒滴度

Ｆｉｇ．１　ＥｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｍｉｎｕｓｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆＴＣＩＤ５０

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＩＣＤｓ

（Ｔｈｅｅｒｒｏｒｓｏｆａｌｌｓａｍｐｌｅｓａｎａｌｙｓｉｓｒａｎｇｅｆｒｏｍ０

ｔｏ５％ａｎｄａｒｅｎｏｔｓｉｇｎｅｄｉｎｆｉｇｕｒｅｓ）
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（ａ）１×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１

　

（ｂ）２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１

　

（ｃ）３×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１

图２　不同细胞初始浓度下的ＯＶ病毒浓度

Ｆｉｇ．２　ＥｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆａｍｏｕｎｔｏｆＯＶｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＩＣＤｓ

（Ｔｈｅｅｒｒｏｒｓｏｆａｌｌｓａｍｐｌｅｓａｎａｌｙｓｉｓｒａｎｇｅｆｒｏｍ０

ｔｏ５％ａｎｄａｒｅｎｏｔｓｉｇｎｅｄｉｎｆｉｇｕｒｅｓ）

　

２３　最优条件在气升式反应器中的扩大试验

在气升式反应器中，接种细胞初始浓度为２×

１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，细胞生长３６ｈ后进入对数生长期

初期，接种病毒 ＭＯＩ为０．１。在感染过程中，每

２４ｈ采样测定细胞浓度及细胞存活率，每６ｈ采样

测定ＢＶ滴度和ＯＶ浓度。图３和图４是在ＩＣＤ为

２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１、ＭＯＩ为０．１、ＴＯＩ为细胞生

长初期条件下细胞生长曲线和细胞存活率图及

ＢＶ、ＯＶ浓度随时间变化曲线图。从图４中可以

看出，在ＩＣＤ为２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，ＭＯＩ为０．１，

ＴＯＩ为细胞生长初期条件下，在气升式反应器中，

能够获得的最大ＢＶ 滴度为２．１３×１０７ ＴＣＩＤ５０·

ｍｌ－１，最大ＯＶ浓度为２．２０×１０６ＯＶｓ·ｍｌ－１，这

一产量略大于摇瓶中同样条件下得到的最大ＢＶ和

ＯＶ浓度，这说明在气升式反应器中改善了培养体

系的溶氧及细胞和营养之间的交换。

图３　优化条件下气升式反应器中的细胞

生长曲线及存活率

Ｆｉｇ．３　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｕｎｓｔａｉｎｅｄｃｅｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｕｎｄｅｒｏｐｔｉｍａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄ

ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎａｉｒｌｉｆｔｒｅａｃｔｏｒ
　

图４　优化条件下气升式反应器中的ＢＶ和

ＯＶ浓度变化

Ｆｉｇ．４　ＥｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆａｍｏｕｎｔｓｏｆＢＶｓａｎｄＯＶｓｕｎｄｅｒ

ｏｐｔｉｍａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎａｉｒｌｉｆｔｒｅａｃｔｏｒ
　

３　结　论

本研究是针对低感染复数下昆虫细胞杆状病

毒表达体系感染策略的优化，对ＢＶｓ和ＯＶｓ产量
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的影响考察了３个因素：ＭＯＩ、ＩＣＤ和ＴＯＩ。采用

正交实验来选择最佳感染条件，结果表明 ＭＯＩ对

ＢＶｓ和ＯＶｓ产量的影响最大，ＩＣＤ次之，ＴＯＩ对

ＢＶｓ和ＯＶｓ产量的影响最小；最佳感染条件为：

ＭＯＩ为０．１，ＩＣＤ为２×１０５ｃｅｌｌｓ·ｍｌ－１，ＴＯＩ为

细胞生长对数期初期，得到的较高的 ＢＶ 滴度

２．０×１０７ＴＣＩＤ５０·ｍｌ
－１。但是本研究没有在接种

病毒后适当补给营养的条件下进行优化，因此在下

一步的工作中可能获得更高的ＢＶ滴度。此外，本

研究阐明了 ＭＯＩ、ＩＣＤ和 ＴＯＩ的相互关系及对

ＢＶｓ和ＯＶｓ产量的影响。这为昆虫病毒杀虫剂的

大规模化生产提供了一定的依据。本研究就上述最

佳感染条件在气升式反应器中进行了扩大试验，得

到的最大病毒滴度为２．１３×１０７ＴＣＩＤ５０·ｍｌ
－１。结

果表明，在气升式反应器中得到的ＢＶｓ和ＯＶｓ产

量略高于摇瓶中所获得。这说明在气升式反应器中

改善了培养体系的溶氧及细胞和营养之间的交换。

但是这个条件对于气升式反应器来说是不是最佳感

染条件还需要进一步验证，而且对于反应器来说还

有很多其他的因素需要考虑，如：反应器结构的设

计、表观气速、溶氧浓度、ｐＨ等。

犚犲犳犲狉犲狀犮犲狊

［１］　ＭａｉｏｒｅｌｌａＢ，ＩｎｌｏｗＤ，ＳｈａｕｇｅｒＡ，ＨａｒａｎｏＤ．Ｌａｒｇｅｓｃａｌｅ

ｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｆｏｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．犅犻狅／

犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，１９８８，６：１４０６１４１０

［２］　ＷｉｃｋｈａｍＴＪ，ＮｅｍｅｒｏｗＧＲ，ＷｏｏｄＨＡ，ＳｈｕｌｅｒＭ Ｌ．

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓｆｏｒｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｐｒｏｔｅｉｎｓ． 犕犲狋犺狅犱狊犕狅犾． 犅犻狅犾．，

１９９５，３９ （１０）：３８５３９５

［３］　ＰｏｗｅｒＪ Ｆ，Ｒｅｉｄ Ｓ，Ｒａｄｆｏｒｄ Ｋ Ｍ． Ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ

ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍｉｎ

ｂａｔｃｈｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅ．犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾．犅犻狅犲狀犵．，１９９４，４４

（６）：７１０７１５

［４］　ＧｏｔｏｈＴ Ｋ，ＭｉｙａｚａｋｉＹ Ｈ，ＣｈｉｂａＫ Ｈ，ＫｉｋｕｃｈｉＫＩ．

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａ

ｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄＳｆ９ｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｏｆｌｏｗＭＯＩｕｎｄｅｒｌｏｗ
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