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家蚕微孢子虫侵染家蚕胚胎细胞与

草地贪夜蛾细胞的病变比较
!
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摘!要!家蚕微孢子虫!!"#$%&’"%’()*#"是引起家蚕微粒子病的病原#是一种无线粒体的专性细胞内寄生的原虫$
将!+’"%’()*#经GHI处理后#接种于家蚕胚胎细胞!J9@细胞"和草地贪夜蛾卵巢细胞!&2"C"$用倒置显微镜对微

孢子虫在宿主细胞中感染增殖过程中的形态变化进行了跟踪观察#比较两种细胞接种 !+’"%’()*#后所出现的形态

学变化$接种后第C"天起#两种细胞内均充满不同发育阶段的孢子#并可见大量的胞外游动$在感染晚期#&2"C中

有许多孢子从细胞中逸出#留下许多空泡#细胞还保持一定的完整性#而家蚕胚胎细胞则在感染后期完全崩解$这

种差异可能是&2"C作为一种非原宿主细胞#对!+’"%’()*#的感染有一定耐受性有关$
关键词!家蚕微孢子虫%草地贪夜蛾卵巢细胞%家蚕胚胎%细胞病变
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!!家蚕微孢子虫是家蚕微粒子病的病原体"是一

种专性细胞内寄生的原虫"无线粒体"属于较原始的

真核生物%在体外利用昆虫细胞培养家蚕微孢子

虫"是研究家蚕微孢子虫的有力的工具%自从 O.05N
’.&C’C%E*年首次利用昆虫培养细胞对家蚕微孢子虫

进行研究以后"GMWMXMJMOM&"’(贡成良&*’(郑祥

明&D’(钱永华等&$’先后利用 M/=4’.0’0@-?01>(=7细

胞系(J98细胞系在体外成功建立了家蚕微孢子

!!"#$%&’"%’()*#$感染增殖体系%"##$年笔者报

道了利用草地贪夜蛾卵巢细胞!&2"C$培养家蚕微孢

子虫"&2"C具有培养速度快(细胞体积大等优点"但
作为非原宿主细胞"在进行功能基因组研究时"总有
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些不便%最近"本实验室初步建立一种家蚕胚胎细

胞系!暂定名为J9@$"和 &2"C细胞相比"也具有繁

殖速度快等优点%通过研究"利用J9@培养家蚕微

孢子虫也取得了成功%在此"比较了 !Y’"%’()*#感

染J9@和 &2"C细胞后形态学变化特征"现将结果

报道如下%

C!材料与方法

C)C!材料

接种用家蚕微孢子虫!!Y’"%’()*#$由重庆西南

农业大学蚕桑重点实验室保存种"经家蚕继代繁殖

后备用%
家蚕胚胎细胞!J9@$"来源于家蚕细胞胚胎"

由本实验室细胞生物学分室建立%
&2"C细胞株"来源于草地贪夜蛾卵巢"由华中师

范大学陈曲侯教授惠赠"本实验室保存%两种细胞

的培养液为含C#Z胎牛血清的 [.0?’完全培养液"
培养 液 中 青 霉 素(链 霉 素 的 质 量 浓 度 分 别 为

"##U:\9P("##95\P%
C)"!!Y’"%’()*#接种细胞

接种孢子的发芽处理)将提纯的孢子用"#万单

位\9P的双抗经差速离心!*##.\97/离心C#97/取

上清"后C###.\97/离心C#97/取沉淀$反复漂洗两

三次"最后调制成孢子含量为C#K个\9P%
参照王爱荣&F’(贡成良&*’等的方法"将纯化的

约C#K个\9P!Y’"%’()*#孢子"E]预温C"4敏化"
后经C###.\97/离心得孢子沉淀"再加入相同体积

的#YC9,1\P的 GHI溶 液"混 合 后 于 "E]温 育

F#97/"再C"###.\97/离心C$<"取沉淀加入等体积

的[.0?’培养液"分别加到细胞含量约 C#E个\9P
的J9@和 &2"C细胞悬液混合!细胞数)!Y’"%’()*#
孢子数 Ĉ_C#‘*#$"轻轻摇动*97/"使其充分混

合"静置$97/后"用移液枪将孢子细胞混合液以每

孔C9P等量分注入 C"孔细 胞 培 养 板 内 密 封"于

"K]培养C4"使其完全贴壁后"再用吸管轻轻除去

培养液"重新加入新鲜的[.0?’完全培养液后密封"
置"K]培养%
C)*!观察细胞感染微孢子虫后的变化

取同期接种!Y’"%’()*#的 J9@细胞和 &2"C细

胞"显微观察"比较二者感染!Y’"%’()*#后的形态差

别%

"!结果与分析

")C!J9@初期感染率测算

经过 观 察 测 算"J9@细 胞 的 初 期 感 染 率 为

C#Z"增殖速度较快"但即使在感染后期"仍然可以

看到有少量未感染的细胞存在%
")"!两种细胞感染后的形态学比较

图C为两种细胞在接种!Y’"%’()*#前的正常形

态%在感染前期!SUC‘DA$"两种细胞无明显差异"
见图"%在感染中期!SU$‘C#A$"微孢子虫在细胞

质内增殖"感染细胞体积增大"都有巨型细胞的出

现"见图*%
在感染后期!C#‘"#A$"许多孢子从 &2"C细胞

内逸出"留下大量空泡"细胞尚保持一定的完整性#
而J9@细胞感染后期细胞崩解碎裂"细胞完整性彻

底破坏%在感染后期"均可看到感染的细胞聚集"细
胞融合等现象!见图$$%
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*!结论与讨论

&2"C是草地贪夜蛾卵巢细胞"J9@是本实验室

细胞生物学分室以家蚕胚胎为基础建立的一个新细

胞系%家 蚕 微 孢 子 虫 在 &2"C和 家 蚕 胚 胎 细 胞

!J9@$中均可以成功增殖"!Y’"%’()*#对两种细胞

均有良好的适应性%&2"C细胞体积大于J9@细胞"
但&2"C中可以增殖更多的!Y’"%’()*#%二者在感染

!Y’"%’()*#的前期和中期"出现的病理变化基本一

致%在感染晚期"&2"C中有许多孢子从细胞中逸出"
留下许多空泡"细胞还保持一定的完整性"而家蚕胚

胎细胞则在感染后期"完全崩解%
这些差别可能与!Y’"%’()*#的天然宿主是家蚕

有一定关系%&2"C对于 !Y’"%’()*#来说"是异源细

胞"对 !Y’"%’()*#的 感 染 有 一 定 的 耐 受 性%而

!Y’"%’()*#对J9@的 初 次 感 染 率 较 高"其 作 为
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!Y’"%’()*#的原宿主细胞"对 !Y’"%’()*#增殖的耐

受性较差"到感染的后期"细胞完全崩解%
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