
林业科学研究　２０１８，３１（４）：３１ ３７
ＦｏｒｅｓｔＲｅｓｅａｒｃｈ

　　ＤＯＩ：１０．１３２７５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｌｙｋｘｙｊ．２０１８．０４．００５

两种报告基因在达摩凤蝶细胞克隆株

ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６中的表达

刘志刚，丁伟峰，孙　娜，张　欣，李　娴，谢世聪，冯　颖

（中国林业科学研究院资源昆虫研究所，国家林业局资源昆虫培育与利用重点实验室，云南 昆明　６５０２２４）

收稿日期：２０１８０１２７
基金项目：中央级公益性科研院所基本科研业务费专项资助项目（ＣＡＦＹＢＢ２０１６ＺＤ００５）；中国林业科学研究院资源昆虫研究所中央及

公益性科研院所基本科研业务费专项资金（ｒｉｒｉｃａｆ２０１２００３Ｍ）资助
作者简介：刘志刚（１９９２—），男，硕士研究生，从事昆虫细胞工程相关研究．
 通讯作者：冯　颖（１９６０—），博士，研究员，主要从事昆虫学相关研究．Ｅｍａｉｌ：ｒｉｒｉｆｙ＠１３９．ｃｏｍ

摘要：［目的］前期研究中，项目组从达摩凤蝶细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２中分离培养出单细胞克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６，通
过感染野生型苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒（ＡｃＭＮＰＶ）发现克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６对病毒敏感性高于原细胞系
ＲＩＲＩＰａＤｅ２。本研究将对达摩凤蝶单细胞克隆株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的生物学特性和外源蛋白表达特性进行研究，并
与原细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２进行比较，评价其用于外源蛋白表达的可行性。［方法］使用ＢａｃｔｏＢａｃ杆状病毒表达系统
构建重组β半乳糖苷酶杆状病毒（ＡｃＭＮＰＶＧａｌ）和重组分泌型碱性磷酸酶杆状病毒（ＡｃＭＮＰＶＳＥＡＰ），分别侵染
ＲＩＲＩＰａＤｅ２和ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６。在感染后的２４、４８、７２、９６、１２０、１４４、１６８ｈ检测２种重组蛋白的表达量，并对２个细
胞系的形态学、生长曲线、倍增时间及核型进行分析和比较。［结果］表明：ＲＩＲＩＰａＤｅ２和 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６均可表
达β半乳糖苷酶（βＧａｌ）和分泌型碱性磷酸酶（ＳＥＡＰ），单细胞克隆株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６对重组βＧａｌ的表达水平显著
高于原细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２（Ｐ＜０．０５），在接种ＡｃＭＮＰＶＧａｌ后９６ｈ表达量达到最高。ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６对重组ＳＥＡＰ
的表达水平与ＲＩＲＩＰａＤｅ２无显著差异（Ｐ＞０．０５）。显微观察发现，ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的细胞类型全部为梭形，比原
细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２的细胞组成更加单一。ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的群体倍增时间为９４．９４ｈ，比原细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２的
倍增时间（６７．４２ｈ）长。核型分析显示，ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的染色体数量呈正态分布，数目为 ２１ ８２条，与 ＲＩＲＩ
ＰａＤｅ２的染色体数目分布范围（４８ ９７条）存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。［结论］通过单细胞克隆方法获得的克隆株
ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６无论在外源蛋白表达以及基础生物学特性方面均有别于原细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２。
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　　昆虫细胞－杆状病毒表达系统（ＩｎｓｅｃｔＣｅｌｌＢａｃ
ｕｌｏｖｉｒｕｓＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＶｉｃｔｏｒＳｙｓｔｅｍ，ＩＣＢＥＶＳ）是近年来
发展迅速的真核细胞表达系统，具有完备的翻译后

加工修饰能力、生物安全性高、对外源基因容量大的

特点，能够高效表达外源基因［１－２］。在基因工程、蛋

白工程、工程疫苗、药物研究和开发、生物农药等领

域具有重要的应用价值［３－４］。据统计，已有上千种

外源基因在ＩＣＢＥＶＳ中得到了成功表达，且有９５％
的外源重组蛋白能够被正确的转译、加工以及修饰

成具有生物活性的产物［５］。ＩＣＢＥＶＳ常用的宿主细
胞来自鳞翅目和双翅目昆虫细胞系，特别是来源鳞

翅目蛾类的昆虫细胞系，如草地夜蛾（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａｆｒｕ
ｇｉｐｅｒｄａ）细胞系Ｓｆ２１［６］及其克隆细胞株 Ｓｆ９［７］，粉纹
夜蛾（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａｎｉ）细胞系 Ｔｎ５［８］及其高产克隆株
ＨｉｇｈＦｉｖｅ［９］，被广泛用于 ＩＣＢＥＶＳ［１０］；但目前用于
外源蛋白表达的昆虫细胞株数量有限，且随着这些

细胞系传代次数的增加，细胞开始出现一些退化，如

外源蛋白产量减少，细胞增殖速率降低等［１１－１２］。因

此，建立和筛选具有高效表达外源基因潜力的新细

胞系具有重要的意义。

前期研究中，项目组建立了４个来源于鳞翅目
凤蝶科达摩凤蝶（Ｐａｐｉｌｉｏｄｅｍｏｌｅｕｓ）新孵幼虫的细胞
系（ＲＩＲＩＰａＤｅ１、ＲＩＲＩＰａＤｅ２、ＲＩＲＩＰａＤｅ３、ＲＩＲＩ
ＰａＤｅ４）［１３］。观察发现，这４个细胞系均为贴壁细
胞，其细胞组成、形态大小都存在不同程度的差异。

使用野生型苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒（Ａｕｔｏｇｒａ
ｐｈａｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａｍｕｌｔｉｐｌｅｎｕｃｌｅｏｐｏｌｙｈｅｄｒｏｓｉｓｖｉｒｕｓ，Ａｃ
ＭＮＰＶ）侵染４个细胞系发现均能表现出病理学特
征，且不同个体对 ＡｃＭＮＰＶ的敏感性不同，如有的
细胞受病毒侵染后能够产生大量包涵体（ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ

ｂｏｄｉｅｓ，ＯＢｓ），但有的细胞个体却没有明显病变特
征。笔者使用半固体培养法结合显微操作系统对这

４个细胞系进行了单细胞克隆操作，共获得６１个单
细胞克隆株，使用 ＡｃＭＮＰＶ侵染这些克隆株并统计
细胞产生 ＯＢｓ数量，发现其中 １个克隆株 ＲＩＲＩ
ＰａＤｅ２Ｃ６平均每个细胞产生的 ＯＢｓ数量较原细胞
系ＲＩＲＩＰａＤｅ２有显著增高。ＡｃＭＮＰＶ具有较广的
宿主范围，常作为外源基因的载体在蛾类昆虫细胞

中表达外源蛋白，为研究以 ＡｃＭＮＰＶ为载体的重组
病毒能否在达摩凤蝶细胞系中的表达，在本研究中，

笔者利用ＢａｃｔｏＢａｃ表达系统分别构建了携带 β半
乳糖苷酶（βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，βＧａｌ）和分泌型碱性磷
酸酶（ｓｅｃｒｅｔｅｄａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＳＥＡＰ）基因的２
个重组杆状病毒（ＡｃＭＮＰＶＧａｌ和 ＡｃＭＮＰＶＳＥＡＰ），
这２种基因是常用的报告基因，其检测手段较为成
熟。用这２种重组病毒侵染 ＲＩＲＩＰａＤｅ２细胞系和
克隆株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６，检测宿主细胞对这２个报
告基因的表达水平；同时对 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的细胞
形态、倍增时间、染色体数目等基础生物学特性进行

研究，为后续利用提供依据。

１　材料与方法
１．１　供试细胞

达摩凤蝶细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２及其单细胞克隆
株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６由中国林业科学研究院资源昆虫
研究所建立并保存。培养基为 Ｚｈａｎｇ等［１４］根据经

典Ｇｒａｃｅ昆虫培养基培养经过改良获得的Ｇｒａｃｅ＋培
养基［１４－１５］，培养时添加 ２０％的 ＨｙＣｌｏｎｅ胎牛血清
（货号ＳＶ３００８７．０２）以促进细胞生长。培养条件为
２７℃避光恒温培养。
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１．２　供试病毒
外源基因分别来自表１所列的２个商业质粒产

品，通过ＰＣＲ扩增获得目的片段并添加酶切位点。
使用赛默飞世尔科技有限公司（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎ

ｔｉｆｉｃＩｎｃ．）的 ＢａｃｔｏＢａｃ杆状病毒表达系统（货号
１０３５９－０１６）构建重组杆状病毒ＡｃＭＮＰＶＧａｌ和Ａｃ
ＭＮＰＶＳＥＡＰ，并取Ｐ２代病毒贮备液用于试验。

表１　报告基因来源
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｗｏｒｅｐｏｒｔｅｄｇｅｎｅｓｏｕｒｃｅｓ

质粒Ｐｌａｓｍｉｄ 引物和酶切位点Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ
ｐＳＶβＧａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅＣｏｎｔｒｏｌＶｅｃｔｏｒ
（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｃａｔ．Ｅ１０８１，ＧｅｎＢａｎｋ：Ｘ６５３３５）

５’ＧＧＣＧＡＡＴＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＡＣＡＡＣＧＴＣＧＴＧＡ３’
５’ＧＡＣＡＡＧＣＴＴＡＴＴＴＴＴＧＡＣＡＣＣＡＧＡＣＣＡ３’

（ＥｃｏＲＩ）
（ＨｉｎｄＩＩＩ）

ｐＳＥＡＰ２ＣｏｎｔｒｏｌＶｅｃｔｏｒ
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｃａｔ．６３１７１７，ＧｅｎＢａｎｋ：Ｕ８９９３８）

５’ＡＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴ３’
５’ＧＧＡＴＣＣＴＧＴＣＴＧＣＴＣＧＡＡＧＣＧＧＣＣＧＧ３’

（ＢａｍＨＩ）

１．３　重组蛋白表达水平检测
１．３．１　接种病毒　取指数生长期的供试细胞，密度
稀释至１×１０５个·ｍＬ－１，接种于２４孔细胞培养板
（Ｃｏｒｎｉｎｇ，货号３５２４），每孔１ｍＬ细胞悬液。每个细
胞系接种４孔，其中，３孔作为平行对照，１孔作为阴
性对照。使用 ＣｌｏｎｔｅｃｈＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司的 ＢａｃＰＡＫ
杆状病毒快速滴度检测试剂盒（货号６３１４０６）测定
病毒滴度，稀释病毒液，使每个细胞感染的病毒数达

到５（ＭＯＩ＝５）。培养板置于摇床（杭州米欧仪器有
限公司，型号ＧＳ２０）避光轻摇２ｈ，使细胞充分吸收
病毒；之后小心将每孔中培养基全部吸出，注意避免

吸起细胞。然后在每孔中补加２ｍＬ不含病毒的新
鲜培养基，置于２７℃恒温避光培养。
１．３．２　重组蛋白酶活性检测　接种重组病毒后
２４ｈ进行第１次检测，之后每隔２４ｈ检测１次，共
检测７次。取接种重组病毒的２４孔细胞培养板置
于摇板机（ＤｒａｇｏｎＬａｂ，型号 ＭＸＭ）上轻摇１５ｍｉｎ，
使细胞分泌的重组蛋白均匀分散到细胞液中。每

孔取３０μＬ细胞上清液作为待测样品，并向原孔补
加３０μＬ新鲜培养基，使每孔培养液总体积保持不
变。使用 β半乳糖苷酶检测试剂盒（（Ｐｒｏｍｅｇａ，货
号Ｅ２０００）测定样品中βＧａｌ的酶活性。使用Ｐｈｏｓ
ｐｈａＬｉｇｈｔ试剂盒（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，货号 Ｔ１０１７）
检测样品中 ＳＥＡＰ的酶活性。检测使用的多功能
酶标仪型号是赛默飞世尔科技有限公司的 Ｖａｒｉｏｓ
ｋａｎＦｌａｓｈ。
１．３．３　酶活性计算　每个细胞系３个平行对照与１
个空白对照的酶活性记为 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３以及 Ｃ，计算
Ｓ１Ｃ、Ｓ２Ｃ以及 Ｓ３Ｃ的平均值（Ｍｅａｎ±Ｓｔｄ．）作为
重组蛋白在待测细胞中的表达量。使用 Ｅｘｃｅｌ（Ｖｅｒ．
１７１０）以病毒侵染时间为横坐标，重组蛋白酶活性为
纵坐标绘制直方图。使用 ＳＰＳＳ（Ｖｅｒ．１９）对供试细

胞系表达的酶活性进行 ｔ检验，确定它们对重组蛋
白的表达水平是否存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。
１．４　细胞生物学特性研究
１．４．１　细胞形态学观察　使用 ＯｌｙｍｐｕｓＩＸ７１倒置
生物显微镜进行观察并拍照，使用 ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ
ＣＳ６Ｅｘｔｅｎｄｅｄ中的“计数工具”分别对每张照片中不
同形态的细胞（分为圆形、梭形及多边形）进行计数

统计，计算各细胞系不同形态细胞所占比例的平均

值和标准差。使用 ＯｌｙｍｐｕｓＣｅｌｌＳｅｎｓ图像分析软件
对细胞系中圆形细胞的直径进行测量（梭形细胞计

算长轴），每个细胞类型统计的样本数（ｎ）不少于
１００个细胞，并计算其平均值和标准差。
１．４．２　细胞生长曲线绘制及倍增时间计算　取指
数生长期的供试细胞，密度稀释至 ２×１０５个·
ｍＬ－１，接种于 ９６孔细胞培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ，货号
３９９７），每孔１００μＬ细胞悬液。每个细胞系接种４
孔，作为平行对照，共接种７板，置于２７℃恒温避光
培养。每隔２４ｈ取１板进行细胞活力检测。使用
普洛麦格生物产品有限公司的ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６Ａｑｕｅｏｕｓ
单溶液细胞增殖检测试剂盒（货号Ｇ３５８２）进行细胞
活力检测，连续检测７天。使用 Ｅｘｃｅｌ（Ｖｅｒ．１７１０）
以检测时间作为横坐标，活细胞吸光度值作为纵坐

标绘制细胞密度随培养时间变化的生长曲线图，根

据曲线走势确定细胞进入指数生长期阶段，再根据

刘冰洁等［１６］所述公式计算细胞群体倍增时间。

１．４．３　核型分析　取指数生长期的供试细胞，根据
Ｍｉｔｓｕｈａｓｈｉ［１７］所述方法进行细胞固定制片，其中，低
渗溶液ＫＣｌ的浓度为０．６％。使用 ＮｉｋｏｎＥＣＬＩＰＳＥ
Ｅ８００生物显微镜进行观察并拍照，挑选染色体清晰
且分散比较好的细胞样本进行染色体计数（样本数

≥１００），根据Ｙｅｈ等［１８］所述方法进行统计分析。使

用Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ（Ｖｅｒ．１３．０．１）中的“计数工具”对各细
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胞系的染色体条数进行统计，每个细胞系统计的样

本数（ｎ）不少于１００个细胞。使用 ＳＰＳＳ（Ｖｅｒ．１９）
对供试细胞系染色数量进行频数分析并绘制直方图

以及正态曲线。使用 ＳＰＳＳ（Ｖｅｒ．１９）对供试细胞系
染色体数量进行 ｔ检验，确定它们是否存在显著差
异（Ｐ＜０．０５）。

２　结果
２．１　重组蛋白表达水平

由试验结果可以看出，ＲＩＲＩＰａＤｅ２和 ＲＩＲＩ
ＰａＤｅ２Ｃ６均检测到重组 βＧａｌ和 ＳＥＡＰ酶活性（图
１、２），表明２种重组蛋白基因在 ＲＩＲＩＰａＤｅ２和 ＲＩ
ＲＩＰａＤｅ２Ｃ６细胞中得到了表达。从图１所列重组
βＧａｌ酶活性变化情况可见，克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６
在７个时间点表达的重组蛋白酶活性较原细胞系
ＲＩＲＩＰａＤｅ２都高接近 １倍。在侵染 ＡｃＭＮＰＶＧａｌ
后的９６ｈ供试细胞系及其克隆株对重组βＧａｌ的表
达量均达最高，此时对供试２个细胞系／株进行独立
样本ｔ检验（ＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＳａｍｐｌｅＴＴｅｓｔ），结果显示：
Ｌｅｖｅｎｅ方差齐性检验 Ｆ＝１．９２８，Ｐ＝０．２５９＞０．０５，
认为２组方差相等，ｔ＝３．６８２，ｄｆ＝３，Ｐ＝０．０３５＜
０．０５，说明克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６对重组 βＧａｌ的
表达水平显著高于原细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２，之后表达
量呈缓慢降低的趋势。

图１　重组βＧａｌ酶活性随２个供试细胞系侵染

ＡｃＭＮＰＶＧａｌ后１６８ｈ内变化直方图

Ｆｉｇ．１　ＨｉｓｔｏｇｒａｍｄｅｐｉｃｔｉｎｇｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔβＧａｌ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｔｗｏｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＡｃＭＮＰＶＧａｌｄｕｒｉｎｇ１６８ｈｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

从图２所列重组 ＳＥＡＰ酶活性变化情况可见，
ＲＩＲＩＰａＤｅ２对重组 ＳＥＡＰ的表达量随 ＡｃＭＮＰＶ
ＳＥＡＰ侵染时间增长而逐渐提高，到９６ｈ达到最大
表达量，随后逐渐降低。克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６对

重组ＳＥＡＰ的表达量在侵染病毒后的１６８ｈ中均呈
逐渐增加的趋势。虽然在２４、４８、７２、９６ｈ检测重组
ＳＥＡＰ酶活性较 ＲＩＲＩＰａＤｅ２的低，但之后的 １２０、
１４４、１６８ｈ克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６对重组 ＳＥＡＰ的
表达水平高于原细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２。对供试细胞
系和克隆株的表达最高酶活性进行独立样本 ｔ检
验，结果显示：Ｌｅｖｅｎｅ方差齐性检验 Ｆ＝０．０６１，Ｐ＝
０．８２１＞０．０５，认为２组方差相等，ｔ＝－０．７６６，ｄｆ＝
３，Ｐ＝０．４９９＞０．０５，表明克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６对
重组 ＳＥＡＰ的表达水平与原细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２
接近。

图２　重组ＳＥＡＰ酶活性随２个供试细胞系侵染

ＡｃＭＮＰＶＳＥＡＰ后１６８ｈ内变化直方图

Ｆｉｇ．２　ＨｉｓｔｏｇｒａｍｄｅｐｉｃｔｉｎｇｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＳＥＡＰ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙｔｗｏｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＡｃＭＮＰＶＳＥＡＰｄｕｒｉｎｇ１６８ｈｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

２．２　生物学特征
２．２．１　细胞形态学观察　ＲＩＲＩＰａＤｅ２的细胞类型
组成为圆形和梭形（图３Ａ），其中，圆形细胞所占比
例最大，约占（８３．８７±４．０７）％（平均值 ±标准差，
下同），直径从 １１．４３ ２６．９９μｍ不等（样本 ｎ＝
１０１个细胞）；其次是梭形占（１６．１３±４．０７）％，长度
从２０．４１ ６２．０９μｍ不等（ｎ＝１００），平均长度为
（３１５８±７．４８）μｍ。克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６全部
为梭形细胞（图３Ｂ），长度从１６．０６ ４５．２９μｍ不
等（ｎ＝１０３），平均长度为（２７．８３±５．５３）μｍ（图
３Ｃ）。比较２个细胞系的形态学特征发现，克隆株
ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的细胞类型组成较原细胞系 ＲＩＲＩ
ＰａＤｅ２简单，细胞的长度分布范围较原细胞系中的
梭形细胞窄，且细胞平均长度小于原细胞系。

２．２．２　生长曲线及倍增时间　从克隆株 ＲＩＲＩ
ＰａＤｅ２Ｃ６的生长曲线走势（图４）可以辨别出：该克
隆株指数生长期为细胞接种后第２４ｈ开始一直到
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图３　细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２（Ａ）和克隆株细胞ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６（Ｂ）的形态照片（比例尺为５０μｍ），

以及圆形和梭形细胞在２个供试细胞系中的平均直径对比直方图（Ｃ）

Ｆｉｇ．３　ＰｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｃｅｌｌｌｉｎｅＲＩＲＩＰａＤｅ２（Ａ）ａｎｄｉｔｓｃｌｏｎｉｎｇｃｅｌｌＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６（Ｂ）

（Ｔｈｅｓｃａｌｅｉｓ５０μｍ），ａｎｄｈｉｓｔｏｇｒａｍｄｅｐｉｃｔｉｎｇｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａｖｅｒａｇｅｄｉａｍｅｔｅｒｓｏｆｒｏｕｎｄａｎｄｓｐｉｎｄｌｅｃｅｌｌｓｉｎｔｗｏｉｎｓｅｃｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（Ｃ）

第１４４ｈ为止。根据公式计算ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的细
胞群体倍增时间为９４．９４ｈ，较原细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ
２的倍增时间６７．４２ｈ长。

图４　ＲＩＲＩＰａＤｅＣ６细胞生长曲线

Ｆｉｇ．４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６

２．２．３　核型分析　在１０００倍光学显微镜下观察

发现，达摩凤蝶细胞系的染色体呈点状聚集于核区，

且数量众多，无法通过染色体形态进行辨认，只能进

行数量统计分析。克隆株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６及其原细
胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２的染色体条数分布统计结果见图
５。从图５可以看出：２个细胞系／株染色体数量均
呈正态分布，其中，克隆株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的平均染
色体数目为（５２．２６±３０．４８）条，ＲＩＲＩＰａＤｅ２的平均
染色体数目为（７３．１９±２４．２７）条，克隆株细胞染色
体分布范围较原细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２窄，说明克隆
株的细胞组成较原细胞系更单一。对这２个供试细
胞系／株染色体数目进行独立样本 ｔ检验，结果显
示：Ｌｅｖｅｎｅ方差齐性检验 Ｆ＝０．４６８，Ｐ＝０．４９４＞
０．０５，认为２组方差相等。ｔ＝７．２０７，ｄｆ＝３６１，Ｐ＝
０．０００＜０．０５，说明细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２和它的克隆
株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的染色体数目存在显著差异。

图５　达摩凤蝶细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２（ｎ＝１７６）（Ａ）及其克隆株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６（ｎ＝１８７）

（Ｂ）染色体数目分布（ｎ为统计的细胞数）

Ｆｉｇ．５　ＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅｎｕｍｂｅｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｃｅｌｌｌｉｎｅＲＩＲＩＰａＤｅ２（ｎ＝１７６）（Ａ）ａｎｄｉｔｓｃｌｏｎｉｎｇｃｅｌｌＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６（ｎ＝１８７）

（Ｂ）ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｒｏｍｔｈｅｎｅｏｎａｔｅｌａｒｖａｅｏｆＰａｐｉｌｉｏｄｅｍｏｌｅｕｓ（ｎ：ｓａｍｐｌｅｓｉｚｅ）

５３
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３　讨论
虽然经过３０年的发展，ＩＣＢＥＶＳ的各种技术不

断进步，表达了多种蛋白，表达产量也得到了提高。

但也有一些因素制约了ＩＣＢＥＶＳ的进一步发展和应
用，如昆虫细胞内Ｎ端糖基化途径与哺乳动物细胞
不同。昆虫细胞内缺乏哺乳动物细胞所具备的 Ｎ
乙酰葡萄糖氨转移酶ＩＩ、半乳糖基转移酶／Ｎ乙酰氨
基半乳糖转移酶、α２，３唾液酸转移酶和 α２，６唾
液酸转移酶等延长 Ｎ糖链的糖基转移酶［１９－２０］，导

致表达的部分哺乳动物蛋白无活性，限制了 ＩＣ
ＢＥＶＳ在生产药用蛋白领域的应用。Ｐａｌｏｍａｒｅｓ
等［２１］对黑脉金斑蝶（Ｄａｎａｕｓｐｌｅｘｉｐｐｕｓ）细胞系 ＤｐＮ１
的糖基化研究发现，ＤｐＮ１表达的重组蛋白糖基化程
度较粉纹夜蛾（Ｔ．ｎｉ）细胞系 Ｔｎ５Ｂ１４更加完全，并
认为它可以代替常见工程细胞系进行复杂糖基化蛋

白的生产，因此，建立更多的蝶类细胞系和克隆株，

开展外源基因在蝶类细胞中的表达特性研究很有意

义。作为新建蝶类细胞系，达摩凤蝶细胞中外源蛋

白的糖基化修饰水平尚未可知，本研究对达摩凤蝶

细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２及其克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６的
外源蛋白表达特性进行研究，希望获得外源基因表

达水平高的细胞系，为下一步达摩凤蝶细胞系的糖

基化研究奠定基础。

从结果可以看出：通过单细胞克隆技术确实能

够获得较原细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２表达水平更高的克
隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６，但与 ＩＣＢＥＶＳ常用的宿主细
胞系Ｓｆ９相比其表达水平仍较低。相同试验条件下
Ｓｆ９表达重组 βＧａｌ和 ＳＥＡＰ的最高酶活性分别为
（４．１３２±０．９４２）Ｕ·ｍＬ－１和（４．１９６±０．９２３）×
１０－２Ｕ·ｍＬ－１，较ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６分别高出１９和３５
倍，所以ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６还无法作为 ＩＣＢＥＶＳ的工
程细胞株用于生产。笔者推测造成这种结果的主要

原因是达摩凤蝶并不是 ＡｃＭＮＰＶ的天然宿主。自
然界中杆状病毒具有高度的宿主特异性，一种病毒

往往只能感染亲缘性较近的少数几种昆虫，但这种

宿主特异性是相对的，每种病毒有一个原始宿主，但

也往往可以感染若干替代宿主。一般来说，替代宿

主对病毒的感受性较原始宿主低［２２］。ＡｃＭＮＰＶ的
宿主域较广，能感染多种鳞翅目昆虫。正是这个原

因使ＡｃＭＮＰＶ成为 ＩＣＢＥＶＳ最常用的载体而被用
于构建重组病毒，在其敏感型宿主细胞内能够大量

表达外源蛋白。由此可见，重组病毒表达载体的选

择是影响外源蛋白表达水平的重要因素。目前已知

有多种方法可用于提高外源蛋白在ＩＣＢＥＶＳ的表达
水平，如共表达伴侣蛋白［２３－〗２４］、开发转基因细

胞［２５］、延长转染后宿主细胞寿命以及延缓重组蛋白

降解［２６］等。这些基于细胞和病毒改造的生物技术

为外源蛋白在 ＩＣＢＥＶＳ中高效表达提供了可能，但
达摩凤蝶细胞系及其克隆株能否通过上述方法提高

外源基因表达水平还待进一步研究。

４　结论
综上所述，达摩凤蝶细胞细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２

及其克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６均能表达 β半乳糖苷
酶和分泌型碱性磷酸酶，通过单细胞克隆方法获得

的克隆株ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６对外源蛋白的表达水平与
原细胞系 ＲＩＲＩＰａＤｅ２有一定区别，特别是对重组
βＧａｌ的表达水平显著高于原细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２（Ｐ
＜０．０５）。在生物学特性方面，克隆株 ＲＩＲＩＰａＤｅ２
Ｃ６与原细胞系ＲＩＲＩＰａＤｅ２Ｃ６也存在明显差异，研
究结果为后续改进驯化宿主细胞系和外源基因表达

提供了可能和基础。
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