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家蚕原代细胞有丝分裂观察

丁裕斌潘敏慧肖仕全陈敏洪锡钧鲁成*

(西南农业大学蚕学与生物技术学院农业部蚕桑学重点实验室 ， 重庆 400 7 1 6 )

摘要 在 28 oC , pH 值 6.4-6.8 的条件下，用 Grace 培养基辅以 20% 的标准胎牛血清培养

半消化法接种的家蚕晚期胚。 房、代培养细胞能够长期存活 ， 观察到了家蚕原代培养过程中分化细

胞的有丝分裂过程， 发现了原代细胞分裂过程中赤道板的异常和染色体分离的异常现象， 培养6个

月 和 10 个月的原代细胞分裂百分比分别为 0.02:t0.Ol 和 0.35 :t0.l0 ， 原代细胞异常的有丝分裂细胞

百分比逐渐减少， 分别为 8. 0:t 1. 6 和 3 . 2:t1. 0 。
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转化的昆虫细胞和细胞系作为生理模型 ， 己广

泛应用于细胞生理、发育生物学、细胞分化与繁殖

和药理学等各方面的研究 。 原代培养细胞的各项生

理生化指标比转化的细胞和细胞系更接近体内相对

应的细胞， 它们是细胞发育、分化 、 繁殖和基因

表达调控研究极好的细胞原材料 。 Kishimito 等[1]

利用家蚕的脂肪体细胞作原代培养，研究了血淋

巴主要蛋白质的合成和血淋 巴主要蛋白质基因表

达的调控机制; Lucas 等[2 ]利用原代培养的细胞研

究了 Mamestra brassicae 触角细胞的体外分化情况。

同 时 ， 原代培养中 的干细胞研究也逐渐走向成熟 ，

Hakim等[3 ]用昆虫的中肠研究了干细胞的生长与分化

情况 。

原代培养的昆虫细胞有丝分裂及其异常情况则

极少有文章报道，近期有学者在果蝇成神经细胞中

进行了有丝分裂的研究[4] 。 昆虫早、晚期胚胎和幼

虫组织含有很多干细胞和前体细胞， 可以用来作为

细胞系建立的供体。 家蚕作为一种模式生物 ， 其分

离的组织在体外培养的生存、 繁衍、分化为研究家

蚕基因表达及细胞分化的途径和条件提供了可能 [坷 ，

但是相关的研究却极少 。 早期的胚胎发育与有丝分

裂主要见于 Nagy 等[6]的论述 ， 而晚期胚胎的发育分

化及其原代培养条件下的分化与繁殖则未见报道 。

本实验采用家蚕的晚期胚胎作原代培养，研究

了家蚕细胞体外培养条件下原代细胞向继代细胞转

化过程(即原代细胞由分化向繁殖的转变过程)中细胞

的有丝分裂情况。 为进一步探明家蚕细胞分化与繁

殖的调控 、 原代细胞向继代细胞转化的分子机制、

培养细胞的多倍化和异倍化产生的原因提供条件 。

1 材料与方法

1.1 材料

大造滞育卵， 由西南农业大学家蚕基因库提

供 : 腆蛋白酶购 自 Sigma 公司 ; Grace 培养基干粉

购自 Sigma 公司 : 胎牛血清(feta l born serum, F B S) 

购自 Hyclone 公司 ;链霉素 、 青霉素购自华北制药

有限公司 : 吉姆萨(Giem s a)购 自 Sigma 公司 。

1.2 万法

1.2 .1 材料的准备 取冷藏的蚕卵浸酸， 置 25

℃催青 4-6 天 ， 胚胎发育至戊 3- 己 l 期间(反转期)

停止催青 ， 置于 4 oC冰箱冷藏备用 。

1.2 .2 原代细胞接种方法 取催青到反转期的家

蚕胚胎 ， 75 % 的酒精卵壳表面消毒，削 出胚胎 ，

用消毒的眼科剪剪成 0.5-1 mm3 的小组织块 ， 膜酶

消化 10-15 min 后轻轻吹打 ， 除去酶液 ， 再用培养

基洗两次以减小膜酶伤害 ， 添加 4 ml Grace 培养基

制成悬液 。 将组织块悬液接种在一次性塑料培养瓶

中， 辅以 20% 热灭活的标准胎牛血清 ， 置 28 oC 生

化培养箱中培养 。 隔天再次换液 ， 去除悬浮杂物及

残留的膜酶 。

1.2.3 J.京代细胞的培养 原代培养物置倒置显微
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镜下 ， 每周观察两次，根据细胞(组织)生长状况和

培养液颜色 ， 每隔 7 - 1 5 天 ， 添加、 换一半或全换

液 ， 记录和拍摄培养物在不同培养时间、 不同处理

方式下的细胞生长状况和繁殖现象 。

1.2 .4 J军代细胞有丝分裂的观察 采用定点观察

法拍摄和记录细胞有丝分裂的正常和异常现象 。

1 .2.5 分裂细胞的比例 采用空气干燥法[7J制备染

色体(略有改动) ， 吉姆萨(Giemsa)染色 列 rrun ， 干燥

后用树脂封片 ; 置显微镜下观察并统计分裂比率 。

2 结果

2.1 原代细胞的繁殖一一有丝分裂

原代细胞经过了活跃的分化以后 ， 有丝分裂开

始出现。 最早出现有丝分裂现象的时间是培养达到

6 个月 的细胞， 倒置显微镜下定点目测观察到了原

代细胞有丝分裂的完整过程和原代细胞有丝分裂的

异常 ， 统计了 随着培养时间的变迁 ， 分裂细胞的比

例和异常分裂细胞比例的变化情况 。

2.2 原代细胞中有丝分裂的异常

最初发现的有丝分裂中期相中 (原代培养 6 个

图 1 异常分裂细胞

箭头所指为赤道板弯曲异常分裂细胞 (40 X J O ) 。

, 

.. B·
s
-fp
uFW
d
:
, 

'
J
H
1

矶
'
.
·
·
·
·

图 2 异常分裂细胞

箭头所指为核内有丝分裂形成的双分染色体 ( 1 00 X J 0 ) 。

· 研究论文 ，

表 1 分裂细胞百分比与异常细胞分裂百分比

细胞来源 分裂细胞百分比(%)异常分裂细胞百分 比(%)

原代培养 6 个月 0 . 02 士 0 . 0 1 8. 0 士 1. 6

原代培养 10 个月 0. 3 5 ::!:: 0.10 3.2::!:: 1. 0 

BmN 细胞系 3. 55 ::!:: 0 .30 1.8::!:: 1.2 

月 ) ，部分分裂细胞中期赤道板弯曲( 图 1 ) ， 但是能

够完成有丝分裂的过程 ， 形成两个子代细胞; 部分

细胞能够进入中期 ， 但不能完成分裂的过程，无法

形成两个子代细胞;进行过传代(第 9 代)的部分细

胞虽然能够进行细胞分裂但是缺少正常的分裂过程

而进入了核内有丝分裂， 形成双分染色体(图 2 ); 还

有部分细胞进行了三极分裂，即分裂中期 ， 赤道板

为 " 上 " 型 。 原代培养至 10 个月 则很少见到有丝

分裂的异常情况(表 1) 。

2.3 分裂细胞与异常分裂比例

分别取培养 6 个月 、 10 个月 和转瓶 24 h 的家

蚕卵巢细胞系的细胞进行实验 ， 统计了分裂细胞数

与细胞总数的百分比以及异常分裂数与分裂细胞数

的百分 比， 结果见表 1 。

2.4 原代细胞有丝分裂过程

经过一段时间的观察 ， 发现在体外培养条件

下 ， 原代细胞也能够进行完整的分裂 ， 各分裂时相

如 下 :

前期( 图 3. 1 ) : 细胞比其他未分裂细胞大 ， 收

缩成圆球形 ， 有较强的立体感: 轻轻晃动 ， 细胞

不会漂移 :

前中期(图 3 . 2): 细胞中的赤道板若隐若现，不

太 明 亮 :

中期( 图 3.3) : 赤道板收缩为中部稍宽 ， 两端

较窄立体感很强的一条亮带，处于细胞的中部 :

;:-' 1".; 
、， 二

~lti( ， 份e 
3. 1 3.2 3.3 

协均
可d Gb 气:j:

3.4 3.5 3.6 

图 3 原代培养细胞有丝分裂的各个时期

原代培养 6 个月细胞开始出现细胞的有丝分裂 . 3. 1 、 3.2 、 3 .3 、

3 . 4 、 3.5 、 3 . 6 分别 为分裂前期、前中期、 中期 、 后期 、 末

期 以及处于问期的子代细胞. 40 X 10 。
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丁裕斌等 : 家蚕原代细胞有丝分裂观察

后期(图 3.4): 细胞开始拉长 ， 赤道板一分为

二，形成两群染色体(两条亮带) ， 逐渐向细胞的两

端平行迁移，细胞开始出现凹陷，出现哑铃形结构:

末期(图 3.5): 凹陷逐渐收缩，细胞形成明显

的哑铃形，此时染色体群逐渐消失 :

间期(图 3.6): 形成两个子代细胞，处于相对

的"静息"状态 。

3 讨论

3.1 家蚕原代细胞向繁殖群体转变的原因

细胞培养初期，细胞极少分裂的可能原因是细

胞周期在 DNA 水平被破坏[叫。细胞培养至 6 个月后

分裂广泛出现，借鉴其他物种的组织分化与繁殖的

机制，家蚕原代细胞向繁殖群体转变的可能原因为

晚期胚胎中干细胞被重新激活或己分化细胞周期基

因被重新激活。目前，干细胞的潜能己经通过实验

证实 [9] 。 昆虫中，由胚胎组织分离出的细胞可以含

有更多的干细胞和前体细胞，活体中一些连续更新

的组织，如成虫盘、中肠，血细胞等仍然存在一

定数量的干细胞，这些细胞在适当的条件下能够无

限期的存活，但是都增殖较慢。鳞翅目昆虫中肠上

皮细胞目前研究得较为清楚，它们包括杯型细胞、

柱型细胞和干细胞，其中干细胞在体内可以作为细胞

生长和损坏修复的储备细胞，在培养条件下，干细

胞能够逐渐取代成熟的细胞类群[ 1 0] 。

哺乳动物细胞在培养条件下，由于缺乏生长因

子，许多细胞停留在静止的生理状态，这些细胞是

G。期细胞。在添加血清的情况下，这些细胞甚至

能够保持 90 天的静止状态，但在适当的条件下，它

们能够重新进入细胞周期[11] 。 据此推测，家蚕原代

细胞中可能具有一定数量的 Go 期细胞，它们在适当
的条件下被激活，进入分裂周期。另外 ， Brooks 

等[12]认为，在培养条件下 ， 可能是培养细胞的细胞

膜、酶和亚细胞结构的本质的改变或产生了遗传突

变，导致了细胞增殖的产生。 由于这些细胞的分裂

能力较强， 并且多不受密度限制，它们在同一培养

皿中的数量将逐渐超过正常的细胞 。

3.2 家蚕原代培养中有丝分裂的异常

细胞有丝分裂是一复杂的生理过程，涉及到多

种细胞周期基因的有序表达及多种细胞分裂因子的

有序作用。高度分化的细胞，其周期基因的表达和

调控机制的恢复不可能一次全部正常，单只是微管

蛋白基因表达不足就可以导致纺锤体异常:中心体
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不能正确定位，可以造成多极分裂。例如 ， 在有

丝分裂过程中，由中心体和纺锤丝等共同决定的细

胞板的正确定位决定了子代两个细胞的大小和定

位，这也是细胞发育与分化的重要步骤 [1 坷 。本实

验中细胞分裂中期的细胞板弯曲说明纺锤丝在将染

色体向两极牵拉的过程中， 受力不一致所致，因为

在体外培养的细胞中牵拉染色体的微管作用方向是

不一致的 [1 4 ] 。

细胞周期受到不同检验点的控制 ， 它们分别应

急于 DNA 损伤、 DNA 复制的意外终止和有丝分裂

纺锤体装配缺陷等[川，这样才能确保细胞 DNA 的复

制以及染色体准确分离进入子代细胞。细胞周期的

改变将导致基因组不稳定，促进染色体多倍化和异

倍化， 控制的方法之一是 DNA只复制在细胞有丝分

裂之后，并且只复制一次[16]。本试验中部分细胞进

入中期，但不能进行彻底分裂，可能是因为在由中

期进入后期时，纺锤体检验点没能突破。 目前 ， 哺

乳动物的原代细胞可以通过电转化或显微注射的方

法突破该检验点[l6] ; 细胞分裂过程的不完全还能导

致细胞的核内有丝分裂 ， 本实验中的双分染色体

(图 2) 即是这种异常分裂。

3.3 原代培养后期细胞数目的增加

本实验中有丝分裂异常逐渐减少 ， 说明原代培

养的过程是有丝分裂基因表达的有序正常化和有丝

分裂调控的正常化的过程，这种对体外培养的适应

过程是对细胞的筛选过程[12]。原代培养后期 ， 分裂

比例和细胞数目的逐渐增加正是上述细胞筛选过程

产生的良性结果，正常分裂细胞被保留 ， 这一群体逐

渐繁殖和扩大，成为了建立细胞系的原初细胞群体。
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Mitosis in Primary Cultures of Silkworm 

Yu-Bin Ding, Min-Hui Pan, Shi-Quan Xiao, Min Chen , Xi-Jun Hong, Cheng Lu* 
(The Key Sericulture Laboratory of Agriculture Ministry, College of Sericulture and Biotechnology, 

Southwest Agriculture Uniνersity， Chongqing 400716, China ) 

- 研究论文·

Abstract The explants used for primary culture 缸e tissue and semi-digestive tissue, which originate from 

the late embryonic tissue of silkworm (Bombyx mori). The optimal conditions for primary culture are Grace 's 

medium supplemented with moderate amount of antibiotics, 20% fetal bovine serum and incubated at temperature 

28 'C , pH 6.4- 6.8 . The whole process of mitosis and abnormal mitosis such as abnormal cell division plate and 

endonuclear mitosis were found when tissue had been cultured more than 6 months. With the time of culture 

prolonged, divide ratio increased from 0 .02土0 .01 to 0.35:t0. 1O, while the percentage of abnormal mitosis decreased 

from 8.0:t1.6 to 3.2土1.0.

Key words Bombyx mori; prim缸y cell; mitosis 
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