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灰飞虱胚胎组织细胞的分离和原代培养技术

陈 来，吴祖建!，傅国胜，林奇英，谢联辉
（福建农林大学植物病毒研究所，福州 *’&&&%）

摘要：为建立灰飞虱 -$’./)01$2 3#4+$#/))53 AB??$# 单层细胞株，以 N8B:$ 培养基为基础，OO 培养基、水解乳清蛋白、酵母抽提物和

胎牛血清（AP.）为营养添加因子，共配成 3 种全培养基，用以培养灰飞虱胚胎组织细胞。3 种培养基均可维持灰飞虱胚胎切块

组织细胞的贴壁培养 2 Q ( 周，而培养基 ’（2N8B:$ R 2OOR %&SAP.）则可维持贴壁培养达 % 个月以上；<T )K& 的 &K%’S胰蛋白

酶在 *3U下酶解组织块 ’ Q 2& EF# 的分离效果较好。实验获得较适合灰飞虱胚胎组织细胞生长的配方和组织酶解分离方法。

关键词：灰飞虱；胚胎组织；细胞培养；培养基

中图分类号：V,1% 文献标识码：4 文章编号：&(’(01%,1（%&&’）&*0&(’’0&’

!"#"$%&’"() %* +( !" #!$%& ,-$)-." /0/)"’ %* &.1’+.0 )1//-"/ +(2 ,"$$/ *.%’ "’3.0%
%* ’(&)*+,-(. /$%!($*++0/ 4+$$"(
WTD/ XBF，YZ ["0!FB#!，AZ N"70.6$#\，X-/ VF0]F#\，̂ -D XFB#0T"F（-#;5F5"5$ 79 _?B#5 ‘F87?7\a，A"IFB# 4\8F:"?5"8$
B#= A78$;58a Z#FM$8;F5a，A"H67" *’&&&%，W6F#B）
53/).+,)：>7 b"F?= :$?? ?Ba$8 ?F#$ 79 -$’./)01$2 3#4+$#/))53 AB??$#，;$M$# =F99$8$#5 9"?? :"?5"8$ E$=FB，F#:?"=F#\ OO
E$=F"E，?B:5B?b"EF# 6a=87?a;B5$，a$B;5 $C58B:5 B#= 9$5B? b7MF#$ ;$8"E（AP.）bB;$= 7# N8B:$ E$=F"E，G$8$ =$M$?7<$=
B#= 5$;5$= 57 :"?5"8$ 56$ 5F;;"$; B#= :$??; 987E $Eb8a7 79 - @ 3#4+$#/))53 @ >6$ 8$;"?5; F#=F:B5$= 56B5 56$;$ 5F;;"$; B#= :$??;
:7"?= ;"8MFM$ c$$<F#\ :?7;$ 57 56$ b7557E 79 E$=F"E 978 B5 ?$B;5 2 + ( G$$c;，B#= 978 $M$# % E7#56; F# 56$ E$=F"E /7@
’，G6F:6 GB; EB=$ "< 79 7#$ N8B:$ E$=F"E，7#$ OO E$=F"E 8$;<$:5FM$?a B#= %&S AP.@ A"856$8E78$，$99$:5FM$
6a=87?aHB5F7# 79 56$ 5F;;"$; GB; 8$B:6$= G6$# 56$a G$8$ <8$58$B5$= 978 ’ + 2& EF# GF56 &K%’S 58a<;F# "#=$8 56$ :7#=F5F7#
79 <T )K& B5 *3U @ >6$ ;"F5Bb?$ :"?5"8$ 8$:F<$ 57 56$ 5F;;"$; B#= :$??; 987E $Eb8a7 79 - @ 3#4+$#/))53 B#= B \77= E$567=
57 ;$<B8B5$ 5F;;"$; G$8$ <87<7;$=@
6"0 7%.2/：-$’./)01$2 3#4+$#/))53；$Eb8a7#F: 5F;;"$;；:$?? :"?5"8$；:"?5"8$ E$=FB

水稻条纹病毒（8F:$ ;58F<$ MF8";，L.‘）作为纤细

病毒属 6/&5+7+453 的一个成员（O"8<6a /# $) @，2,,’），

在生物学性质或基因组结构和表达策略等方面均具

有许多独特的特性，是研究病毒0介体0寄主互作机

制的理想材料（谢联辉等，%&&2）。水稻条纹病毒由

灰飞虱 -$’./)01$2 3#4+$#/))53 AB??$# 以持久性方式经

卵传播；在禾谷类作物上有很广的寄主范围，广泛分

布于我国 21 个省市，曾造成严重损失；据本所 2,,3
Q %&&* 年实地调查表明，该病目前在辽宁、北京、河

南、山东、上海、云南仍十分常见，特别是云南保山、

楚雄、昆明，北京双桥，河南原阳，山东济宁及苏北等

地，田间发病更为普遍，有的田块颗粒无收（林含新

等，2,,3；魏太云，%&&*）。应用水稻原生质体等技

术，对水稻条纹病毒基因及其编码蛋白的功能以及

它们在植物寄主体内的表达策略已有较深入研究

（明艳林，%&&2），但对于病毒在介体昆虫灰飞虱体内

复制与表达研究甚少，主要局限于细胞病理学的研

究（吴爱忠等，%&&2）。关于灰飞虱组织细胞培养仅

见日本学者 dFE"8B 等（2,,1）的报道。因此，我们试

图通过细胞原代培养技术建立灰飞虱细胞株，以用

于研究水稻条纹病毒在灰飞虱细胞内的复制与表达

规律，希望能为从分子与细胞水平上揭示病毒0介体

间的关系提供好的细胞培养方法。实验中我们首次
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应用显微银针解剖技术切取了灰飞虱胚胎组织块，



优化了组织细胞分离方法，并进行了灰飞虱胚胎组

织细胞培养。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 供试材料：本所人工饲养的健康灰飞虱种

群。

!"!"# 培 养 基 与 添 加 因 子：! 氏 培 养 基（!!
"#$%&"）自配，戈氏培养基（’()*# "#$%&"）购自美国

+%,") 公司，水解乳清蛋白购自美国 -.*/01# 公司，酵

母抽提物购自美国 23%0$ 有限公司，胎牛血清购自

杭州四季青生物工程材料有限公司。

!"# 方法

!"#"! 虫卵获取与消毒：剪取带灰飞虱虫卵的小

麦苗或水稻苗，经含 45次氯酸钠的 675无水乙醇

溶液处理 47 "%1；在解剖镜下从苗上用小银针小心

挑取虫卵，每次选取处于红眼期的灰飞虱卵 48 9 87
粒，挑 到 玻 璃 皿 中，超 纯 水 洗 : 次，然 后 挑 入

;<<#1$0(= 管中，用含 45次氯酸钠的 675无水乙醇

溶液处理 4> "%1，再用超纯水洗 : 次。

!"#"# 胚胎组织块切取：将 ?%1)/$%1% 盐（薛庆善，

8774）滴入双凹片上，虫卵用银针移入 ?%1)/$%1% 盐

中，在解剖镜下用解剖刀切除虫卵尾部共生菌团，并

将胚胎切片移入另一双凹片中用银针挑除虫卵壳

后，将切片挑入另一凹穴中小心剔除几丁质外壳及

脂肪。

!"#"$ 酶解分离：将胚胎切片挑入含 7@> "A 7@8>5
胰蛋白酶液（<- B@7）（薛庆善，8774）培养瓶中，分别

置于室温（8>C）下 4> "%1，:6C下 : "%1、> 9 47 "%1
和 87 "%1。

!"#"% 添加全培养基：滴加 4 "A 的全培养基；经数

小时待组织块沉淀后小心吸掉旧培养基，换上 4 9
4@> "A 新鲜培养基，用 <)()=%/" 封口后移入铝盒中

置于（86@> D 4）C的光照培养箱中避光培养。每隔 6
9 B 天换一半培养基。

# 结果与分析

#"! 胚胎组织块切取技术比较

培养 8E F 后观察，用显微银针解剖技术分离出

的分离物，>7 瓶中 G 瓶有共生菌 4 9 E 个，其余未发

现共生菌；而用显微玻璃微针分离技术分离出的分

离物中共生菌数量较多，且残留有不少的玻璃碎片

（图 4：H）。结果表明：采用银针和解剖刀在载玻片

上切取组织块，操作准确性高，可彻底除去共生菌，

而且，银针不易吸附组织块，操作方便，需时短，分离

时组织块损失少。因此，显微银针解剖技术适合灰

飞虱胚胎组织细胞的分离。

#"# 酶解分离方法比较

在室温（8>C）下处理 4> "%1，贴壁组织块及贴

壁细胞少，悬浮组织块多，并多呈紧密团块状（图 4：

I），与 :6C下酶解 : "%1 的效果相近；在 :6C下酶解

> 9 47 "%1，贴壁细胞较其他对照组多，且梭形和聚

落状（E 9 47 个细胞）贴壁细胞较多（图 4：;），贴壁组

织块边缘游离细胞较多（图 4：J）；在 :6C下酶解 87
"%1，单个圆形贴壁细胞增多（图 4：K），组织块多呈

半贴壁状且可见明显的细胞轮廓。因此，在 :6C下

酶解 > 9 47 "%1 分离效果较好，表现为梭形聚落状

贴壁细胞、贴壁组织块及其周围游离的细胞较多。

胰蛋白酶较常用于组织细胞分离，其最适工作 <-
值为 B@7，温度为 :6C。酶解作用时间过长、浓度和

温度过高对离体组织细胞都有不利影响。本实验结

果表明：<- 值为 B@7、温度为 :6C、胰蛋白酶浓度为

7@8>5的条件下，适合灰飞虱胚胎组织细胞分离的

最佳酶解时间为 > 9 47 "%1。这样可以在较短的时

间内获得细胞疏松度适当、大小适宜的细胞团块和

贴壁细胞。

#"$ 培养结果

#"$"! 分离物形态：培养 8E F 后在 A#%*) 倒置显微

镜下观察组织块和游离细胞。（4）组织块：有的组织

块周围有细胞游离，酶解较强的组织块细胞轮廓清

晰，一般呈半贴壁；贴壁的组织块有的细胞结合在一

起分不清细胞界限、有的则伪足伸出成放射状（图

4：J）。（8）游离细胞：半贴壁的细胞呈圆形有大、中、

小三类（图 4：L），小的圆形细胞在光学显微镜下呈较

亮与较暗两类；贴壁的细胞呈梭形（图 4：J）、蝌蚪

形、圆形（图 4：;）和长条形细胞（图 4：’），有些聚

落，有些则结合成片分不清细胞界限（图 4：M），梭形

细胞还通过伪足相连成网（图 4：-）；贴壁细胞有些

随培养时间的延长伪足及细胞体表面出现小泡、变

暗、萎缩，最后只剩下部分细胞痕迹，或边缘出现缺

刻、变暗、浮起、死亡，有些细胞则连接成线。除小圆

形、蝌蚪形贴壁细胞、未融合组织块的细胞外，其余

细胞内均有明暗不等的颗粒。培养的组织细胞在形

态学上与鳞翅目昆虫体外培养细胞相似（谢荣栋等，

4GB7）。贴壁细胞中以梭形、蝌蚪形和长条形贴壁细

胞为主，属成纤维细胞型细胞，一般是起源于中胚

N>E 昆虫学报 !"#$ %&#’(’)’*+"$ ,+&+"$ EB 卷





表 ! " 种全培养基组合及其对分离物的培养情况

#$%&’ ! #(’ )’*’+ ,-&& .-&/-0’ 1’23$ $+2 /(’30 ’,,’./) /4 /(’ .-&/-0’ 4, )’5$0$/34+)

编号

!"#$
配方

%$&’($
贴壁时间

)’*$ "+ ,#-$.$/&$
生长情况

0."1’/2 34,4$
5 6 氏培养基中添加 789胎牛血清 7 周 小圆细胞有缓慢增殖

66: 789;<= )1" 1$$>3 ?’44@$ ."A/# &$@@3 1,3 #A(@’&,4’/2 3@"1@B

7
戈氏培养基添加 8CD9水解乳蛋白、8CD9酵母抽提物和 789胎牛血清

0.,&$ : 8CD9E? : 8CD9FG : 789;<=
7 周

)1" 1$$>3
小圆细胞有缓慢增殖

?’44@$ ."A/# &$@@3 1,3 #A(@’&,4’/2 3@"1@B

D
戈氏培养基添加 8CD9水解乳蛋白和 789胎牛血清

0.,&$ : 8CD9E? : 789;<=
D 周

)-.$$ 1$$>3
小圆细胞有缓慢增殖

?’44@$ ."A/# &$@@3 1,3 #A(@’&,4’/2 3@"1@B

H 7 份戈氏培养基加 5 份 6 氏培养基再加 789胎牛血清

70.,&$ : 566: 789;<=
5 月

I/$ *"/4-
小圆细胞有缓慢增殖

?’44@$ ."A/# &$@@3 1,3 #A(@’&,4’/2 3@"1@B

J
等份戈氏培养基和 6 氏培养基再加 789胎牛血清

50.,&$ : 566: 789;<=
7 月以上

KL"M$ 41" *"/4-3
小圆细胞有缓慢增殖

?’44@$ ."A/# &$@@3 1,3 #A(@’&,4’/2 3@"1@B

N
戈氏培养基添加 8C79水解乳蛋白、8C79酵母抽提物和 789胎牛血清

0.,&$ : 8C79E? : 8C79FG : 789;<=
D 周

)-.$$ 1$$>3
小圆细胞有缓慢增殖

?’44@$ ."A/# &$@@3 1,3 #A(@’&,4’/2 3@"1@B

O
戈氏培养基添加 8CDD9水解乳蛋白、8CDD9酵母抽提物和 789胎牛血清

0.,&$ : 8CDD9E? : 8CDD9FG : 789;<=
D 周

)-.$$ 1$$>3
小圆细胞有缓慢增殖

?’44@$ ."A/# &$@@3 1,3 #A(@’&,4’/2 3@"1@B
66：6 氏培养基 66 *$#’A*；;<=：胎牛血清 ;$4,@ L"M’/$ 3$.A*；0.,&$：戈氏培养基 0.,&$ *$#’A*；FG：酵母抽提物 F$,34 $P4.,&4；E?：水解乳清

蛋白 ?,&4,@LA*’/ -B#."@B3,4$Q

6 讨论

昆虫幼虫或蛹的卵巢和胚胎由于分化程度较

低，是建立细胞系较理想的材料。由于灰飞虱虫体

仅 7 R H ** 左右，若虫更小，而卵不足 5 **，且虫体

腹部和虫卵内皆有共生菌，这给无菌分离组织块增

加了困难。为了无菌获得较多的组织块，本实验采

用了小银针（半寸针灸针）作为解剖工具，具有不易

锈，不易粘，耐高压和易于操作等优点。一般昆虫细

胞的原代培养不用酶液分离组织块，本实验应用低

浓度的酶液在其最适 (E 值和最适温度条件下作短

时间消化，以大量获得疏松适当、大小适宜的组织团

块和聚落细胞群。实验中采用的低幅调整营养因子

添加浓度的方法获得了较适合灰飞虱胚胎组织细胞

培养的培养基配方组合，其理化因子得到了优化。

由于昆虫细胞系建立的工作需时较长（一般要 5 R D
年或更长）（薛庆善，7885；=A#$$( !" #$ Q，7887；李长

友等，7887），培养基的更换时隔也值得探讨，本实验

中采用每隔 O R S 天更换一半培养基的方法，可以尽

量减低新鲜培养基对培养物的不利影响并利于空气

更新。本实验结果为灰飞虱胚胎组织细胞的分离技

术摸索出了一条较好的途径，初步找到了较适合灰

飞虱胚胎组织细胞培养的培养基配方及培养条件，

为建立灰飞虱细胞株乃至最终建立水稻条纹病毒与

其媒介灰飞虱互作机制的新研究模式做了有意义的

探索。
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