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适合棉铃虫细胞 !"#$%生长的培养基筛选及低血清驯化

&’())* +, -)./0 ,+( 1*2)’3 4)552（!"#$%）6(+738 0*. 132
#.09303/+* 3+ :+7 &)(;$ 4;53;()

张佑红8"，王华林!，朱雄伟8，秦 琴8，陈 燕8，吕 中8，马 洁8，张 菁8

UL:*V W’,QL’FE8"，H:*V L,>QN1F!，ULX Y1’FEQH/18，Z[* Z1F8，OLS* W>F8，N\ U?’FE8，
=: +1/@>F3 UL:*V +1FE@

8 武汉工程大学省新型反应器与绿色化学工艺重点实验室，武汉 "@##%@
! 中国科学院武汉病毒研究所，武汉 "@##%8
8 3)4%# 5%2 6+4(*+/(*2 (- 7(8%, !"%9#0+, :%+0/(* ; <*%%$ !"%9#0+, =%0"$(,(12，>)"+$ ?$&/#/)/% (- =%0"$(,(12，>)"+$ "@##%@，!"#$+

! >)"+$ ?$&/#/)/% (- @#*(,(12，!"#$%&% A0+B%92 (- C0#%$0%&，>)"+$ "@##%8，!"#$+

摘 要 昆虫细胞Q杆状病毒系统是昆虫杀虫剂生产和医用外源基因表达的有效工具。昆虫细胞的无血清或低血清培养是十
分必要的。从三种商业化的培养基 AOQ8##、V.:OS和 []NQ"8中筛选出了最适合棉铃虫细胞 L^:58生长的基础培养基 AOQ8##。
以该培养基为基础，将血清用量从常用的 8#_降至 8_，同时补加一定量的水解乳蛋白以及酵母提取物等，对棉铃虫细胞
L^:58进行驯化培养，效果良好。
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昆虫细胞Q杆状病毒表达体系给真核生物重组
医用蛋白和生物杀虫剂的工业化生产带来了希

望［8 b "］，为了提高杆状病毒在昆虫细胞中的复制量

或异源蛋白在昆虫细胞中的表达量，传统的方法是

在昆虫细胞培养基中添加 8#_左右的胎牛血清。
由于血清成本高、来源少，而且血清成份复杂，还是



支原体和其它异源病毒污染的重要来源，给基因工

程表达的重组蛋白的下游分离处理发展带来了困

难，因此，至今还没有用这一体系进行大规模的商业

化生产［!，"］。

棉铃虫是一种世界性的杂食害虫，我国涉及棉

花及蔬菜的受灾面积近 #亿亩。当前棉铃虫对各种
化学农药均产生了很高的抗性，而且超量使用化学

农药造成，如人、畜中毒，水土污染、破坏生态等严重

问题。杆状病毒生物杀虫剂正日益成为替代化学农

药的最佳选择。中国科学院武汉病毒所对野生型棉

铃虫杆状病毒及基因工程重组杆状病毒作为生物杀

虫剂进行了系统的研究［$，%］，本工作为进行杆状病毒

离体培养的大规模化生产，研究开发棉铃虫细胞

&’()#无（或低）血清培养基。

! 材料与方法

!"! 细胞株和培养基
棉铃虫细胞 &’()# 由中国科学院武汉病毒所

友好提供。

实验所用的基础培养基为 *+,#--、./012 、345,
6#（.37+8），酵母提取物、脂类复合物及水解乳蛋白
（.37+8），5,谷氨酰铵（上海伯奥生物科技有限公
司），胎牛血清（97:，.37+8）。
!"# 实验和分析方法
!"#"! 细胞传代培养：*+,#--，./012 昆虫细胞培养
基配制成溶液时加入 ;08&（#)<=>5）调 ?&至 "@$，然
后用 -@$$!)的过滤器过滤除菌，并放置 6A冰箱保
存。将棉铃虫细胞 &’()#在含 #-B胎牛血清的 *+,
#--、./012 和 345,6# 三种培养基的 $!)5 *,9=0CD 培
养瓶中于 $%A下静置恒温培养，每 !天传代 #次。
!"#"# 细胞悬浮培养：将 !-)5含 #-B胎牛血清的
*+,#--，.E(+F，345,6# 三种培养基分别加入到
#--)5摇瓶中，并加入 -@#B细胞保护剂（4=G/<HI1 9,
"J，.37+8），然后将传代保种的细胞接种至摇瓶，调
节其细胞初始密度为 # K #-! 12==>)5 左右，将在
L-/>)IH的转速下进行温度为 $%A振荡培养。细胞
计数用血球计数板（M02)<1NO<)2O2/），在光学显微镜
下进行计数。活细胞由 -@6B台盼蓝染色排除法确
定，每隔 $6M从悬浮培养瓶中采样进行细胞计数。
!"#"$ 低血清培养基中细胞的驯化：将在含 #-B
97:培养基中稳定生长的细胞，传代于 6)5含 JB
97:的培养基中，在 $%A下静置培养。每天观察细
胞生长情况，每 P天或 6天待细胞长满底层后测其
成活率，直到成活率达到 L-B以上后，再将其传代

于 !B97:的培养基中，然后再以同样的方法使细胞
在含 PB、#B97:及无血清的培养基中适应。在血
清（97:）含量为 !B和更低的情况下，在 #5培养基
中，加入 #@$Q水解乳蛋白（粉末状固体）、#@6Q谷氨
酰胺（粉末状固体）、#@!Q 酵母提取物（已灭菌液
体）、6@-!Q脂类复合物（已灭菌液体）。

图 # 培养基对细胞 &’()#生长的影响
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# 结果与讨论

#"! 不同培养基对细胞生长的影响
棉铃虫细胞 &’()# 接种到含 #-B 97: 的 *+,

#--、./012和 345,6#三种培养基中，细胞初始浓度在
#@- K #-! 12==>)5左右、相同培养条件的情况下，实验
结果如图 #所示。从图 #可以看出，*+,#--培养基
中的细胞 &’()#生长情况较 ./012和 345,6#培养基
好。细胞在 *+,#-- 培养基中的对数生长期比在
./012和 345,6# 中要长 $6M。细胞在 *+,#--、345,6#
和 ./012 培养基中培养的最大细胞浓度分别为：
P@%PF V -!、$@-JF V -!和 #@6-F V -!，所有细胞浓度
不高，可能由于棉铃虫细胞 &’()#在摇瓶中的生长
受到限制，将细胞 &’()#在气升式反应器中培养可
能解决这一问题，我们下一步将做这一工作。但是，

可以看出最大细胞浓度与 *+,#-- 相对应。一般认
为相对低细胞初始浓度会导致较长的适应期（滞后

期），这可能是由于细胞自身的合成生长因子及其分

泌能够刺激细胞的增殖，于是较高初始细胞浓度的

适应期较短［J］。根据细胞浓度与时间的变化以及比

生长速率定义，获得细胞 &’()# 在培养基 *+,#--、
345,6# 和 ./012 中的比生长速率分别为-@-#"MW #、

-@-#-MW #和 -@--JMW #，如图 $所示，细胞 &’()#在培
养基 *+,#--中的比斜率!（-@-#" MW #）较大，说明细

胞 &’()#在 *+,#--培养基中生长的最好，因此，在
我们的实验中，*+,#--培养基最适合细胞 &’()#的
生长。
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图 ! 比生长速率（"# $）

%&’(! )*+,&-&, ./0+（"# $）

!"! 细胞 #$%&’在血清含量递减的 ()*’++培养
基中的驯化

由实验观察及数据（图 1）可知，细胞由含 $23
%4)转到 53%4)的 678$22培养基中培养 19后，生
长情况没有较大改变；当细胞由含 53刚刚转传到
含 :3%4)的培养基后，细胞形态变得粗壮、模糊，生
长缓慢，且死亡率变高，即使培养几代后，仍不能改

观，这说明 %4) 低于一定的浓度，其对细胞膜的保
护作用减弱，传代过程中的吹打更易对细胞膜造成

损害。其次，血清含量减少，也就是由血清所提供的

一些细胞生长所必需的生长因子、激素、脂质、蛋白

和多种微量元素等的含量都有所降低，从而导致细

胞生长不好，鉴于此，我们加入了一些补充因子作为

所减少血清的替代物，同时，由于不同种类的昆虫细

胞对氨基酸有不同的要求，有 $;种必需的氨基酸，
细胞本身不能合成，必须由培养基提供。细胞需要

谷氨酰胺合成核酸和蛋白质，几乎所有的昆虫细胞

对谷氨酰胺都有较高的要求，在缺少谷氨酰胺时，细

胞生长不良而最后死亡，所以基础培养基中补给了

较多的谷氨酰胺。水解乳蛋白和酵母提取物是昆虫

细胞培养基中最常用的添加物，酵母提取物是维生

素和嘌呤的主要来源，而水解乳蛋白是不定成分氨

基酸的主要来源，所以考虑在含 :3血清的培养基
中开始加入一定量的水解乳蛋白、谷氨酰胺、酵母提

取物及脂类复合物等，此时，再继续观察实验，细胞

的生长速度明显加快，经过 1次传代后，细胞成活率
可达到 <=3以上，于是，再将 :3转到 13%4)中，在
第一、二代时，细胞成活率不是很高，但是到第四代

时，成活率仍可达到 <=3左右。然后，将 13转到

$3%4)中培养几代后，成活率也可达到 <!3左右。

图 1 低血清适应过程中细胞成活率的变化
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同样从实验也得出，对细胞 HIJG$，确实可以用
一些特定的补充因子来取代血清而不影响其生长速

度和成活率。这提示在以后的实验中，尽可能找一

些其它的替代因子，使其在低血清或无血清的情况

下能够更好生长。
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