
中华接故(Anopheles sinensis)细胞系的建立和特缸

:杏李 1女 h 梦练张椅张志款

(北京首都医学院)

蚊虫细胞培养，对于人体和动仰体的病原

休(虫叨:病毒， 在r~j二虫……等 )的培养研究，以

及作为一种细胞模型，对真核细胞生理学、 分

子生物学的(l) f究已发展为成熟的技术。迄今为

止， 已建立的蚊虫细胞系共 20 种 113 个 [IJ 。中

华按蚁是我国问日症、 丝虫病 fl'J主要虫煤。 资

料证明，从 I-i I_il~i刻如此以体内 ， 且分 ;与豆IJ 之二脑

病毒[2J 。 建立 ql il，:; i立蚁细胞系，不仅)J1ifJ 究这

些病原休提供实验条件，而且对于本种蚊虫的

生理 、 生化、灭蚊试验等(iJf究 ， 亦为良好的材

料[3J 。目前国际上已经接立的td民细胞系有 2

种 8 株 ， Et\l Anopheles gambiae(LSTM-AG-5日 ，

Earle 液洗涤两次， 再用培养液息c(孚烈1) !h 碎片，接种
到 2 0 毫升的培养瓶内 ， 将培养物放到 28"C ìliît箱中培

养，每周换液一次， 每次换去旧培养浪的一半。

1专代培养: 原代培养形成单 层 细胞后， 立即传

代。 方法是s 移出原代培养物中的幼虫碎片， 用弯头

j商管直接吹散单层细胞，制成单细胞悬浮液， 然后等

量分种与两个与原瓶容积相同的新培养瓶。移出的幼

虫碎片，加入新鲜培养基， 在原培养瓶中继续培养。

为促进细胞生辰， 传代初期使用条件培养基， 并且间

隔 7 -10 天传代一次。自第 10 代后， 间隔 4 -5 天

传代一次， 并完全使用新鲜培养基。传代过程中 ， 始

终保持 1 : 2 分种率， 连续传 70代次。 为研究细胞系生

长条件， 曾使用含有 10%F 1 2 的 Mitsuhashi-Mara-

Anopheles stephensi , ( LSTM- 43 , LSTM-44 , morosch 培养基。

LSTM-45 , LSTM-4 6 ……等) [1 ,4 , 5 J, 但尚无

中华按蚊细胞系的报告。 结 果
我们于 1 9 84 年 6 月 ，从中华挂 蚊 平'JJ孵纠J

虫碎片培养物中，建立了一个细胞系，命名为

AS-68 ，i 。 细胞系传代 70 代次，历时 16 个月 。

本文报告 AS-684 建系经过及特性研究结果。

材料和方法

实验材料:中华按蚁的卵， 米自山东济宁地区驯

化品系在我室饲养的蚁群。产卵 2 ，1 小时 后收集， 用

我们修改的 Schneider ?去迸行表面消毒。除菌的蚁卵 ，

放在无菌平皿l湖湿的滤纸上， 在 28 'C温箱中成熟一天

备用。

原代I音养 : ;IJIJ 备原代培养物，用我们改良的 199

培养基(含有水解乳白蛋白，;辛脱 甘j汰 ， L-半脱氨酸 ，

维生素C 等成分 )0 f培养 液中加 入 20%小牛血洁

V /V)及 5 0 微3且/毫升的庆大霉素， 用 5.6%碳酸氢的

调整 pH 至 6 . 8。在无1呈i条件 T ， 将蚁 卵洗到含有

Earle 液的培养j低 内， [!IJ 可儿生i] !H. YPÞ山。小心吸取生}J

虫， 放~IJ元 rtJ漏斗的优纸巾，过 i!ii:: i农业。 月ji市养液)):

浮幼虫 ， lM;lj )~l导j/j\ )fli:l] l ， Ji lßn!民 07 出 1，卒 伪虫，经

一、细胞系的建立

在 64 批次 12 4 瓶原代培养物中 ， 均观察

到幼虫碎片拙缩活动，持续半年之久。原代培

养 48 小时后，于碎片断端，出现很多囊泡，以及

数量较少的细胞球( 图片反 I 图 1 ) 。一周后 ，单个

细胞贴壁，并出现细胞集落，而囊 j包数量增加

达高峰， 其中大部分也贴壁并发育成细胞集

藩。培养至第 20 天细胞，集落增加 ，铺满瓶壁 ，

构成单层细胞(图版图 2 )。单层细胞中各个

集落的细胞形态是不相同的， 多数是多边形和

纺锤形的上皮细胞集落 ， 另外还有少数散在的

双核细胞、巨细胞 ， 以及民梭形的成纤维细胞。

细胞传代初期，一般 1- 2 小时贴壁， 生

长较慢， 需培养 7- 1 0 天才形成单层细胞。传

10 代后，细胞繁殖速度增加， 培养 4 - ;)天 ，

就能达到原来传代的密度 ， 并始终保持1: 2 的

分军Ifl 卒连续传代 7 0 代汰 。 f古代后形成啦!二细

胞时， 细胞需j主约 1. 5 百万个/宅升。 细 胞系
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从 45 代起， 虽然培养基中小牛Jíll洁的含量降

低至 15 %，但仍可保持原有的繁殖能力 。 在

传代中期， 曾使)刊含有 10%F 12 的 Mitsuha

shi-Mararnorosch 培养基，其τj-I 小牛 l虹清含量

为 15% ， 结果细胞更适应生长。

传代后， 原培养瓶中的幼虫碎片 11日入新鲜

培养基，每 jJJj周形成单层细胞一次。这种碎片

培养物持~9~半年之久仍不失产生细胞的能力 ，

而且形成与原代培养物相阳的细胞集落。碎片

培养物形成的单巨细胞 也可传代， ESI 传至 5 代

以上， 细胞生长十 jy稳定。

|茎I !t反问 3 为第 45 代细胞，经 3 天培 养

后， 形成单层细胞的附体照片。

二、 细胞系生物学特性

( - )细胞形态特征

:阳，小沁片置于培养瓶中，接来1 1细胞， 培养

至对数生长期取出。长着细胞的益片经空气干

燥， 1 : 3 冰附酸甲醇固定液 固定， Giernsa 染

色 。 镜检标本市IJ片，计数 2000 个 细胞，统计

不同代次的细胞，在对数生长期中各种细胞类

型)v Î- 占平均百分数， 结果如下表z

AS-684 细胞形态分类

代 多ilL形 j二纺锤形土双核长梭
i欠 j义细胞% )支细)J包% 细胞% 细胞%

11代 33 . 3

15代 31

5G 

53 

8. 5 
7. 6 

2 . 3 

5. 4 

ot!Z 中指出 z 经过传「飞的细胞，社不同 I-\;: 次

不同培养时间内 ， 细胞系始终保拌以多边形和

纺锤1~上皮细胞为优势。它们在形成单层细胞

时，均表现为多边 j巳上皮细胞的形态而， 1~易区

别。此外， 双该细胞及长梭J~细 H2数量í!Jí- 占百

分数较小。偶尔可见多核巨细胞。各种细胞类

型的形态描述如下: ( i 'il 版图 4 、 5 ) 

1. 多边而上j支细胞z 直径平均为 18 . 2 微

米。单核， 核大小为 5 . 2 i故米， 有核仁。)j也质

有颗粒。

2 . 纺锺l~上j支细胞 : ~1主梭?在，大小平均

为 1 5 . 6 叫米 x 28 .6 1;攻 米。单 核 ， 核 大小为

6.6 微米。 JJi1 J!Ji 有)jlijl粒。

3 . 双核细胞: 直径平均为 3 1. 2 微米。两

个圆形核位于细胞中间，大小各为 6 微米。胞

质颗粒较前两种细胞的颗粒小。

4 . 长梭形细胞: 两端突起较长， 大 小平

均为 15.6X83 微 米。 单核， 核圆形， 大 小为

10 微米，有核仁。胞质颗粒较少。

在原代培养或传代培养中，均可见到囊

炮。特别在细胞传代中 ， 若按种细胞数目过少

生长不良|时， 袅 j包数目会增加。囊泡一般为囚

球形， 由表 j支细胞构成囊)眩 ， 囊的 内部是空

的( 图版图 1 的 ， 工夫有细胞， E!il 细胞球( 凶版图

1 b )。它们贴在瓶壁上， 或浮在培养液 l=j:l 。

曾对 21 代 、 27 代 、 35 代 、 55 代 的 传代

细胞做过 4 次透射电镜观察，在不同放大倍数

下( 1 万- 4 万倍 )， 未发现支原体及病毒，质点。

(二)细胞生长特性

细胞分裂指数的测定: 试验是测定不同代

次细胞，在四天生长过程中的分裂指数。 HP接

种细胞于带小盖j皮j斗的培养瓶中， 每天定时取

出三个培养瓶中的盖J皮片， I主l定染白 ， fIJIJ 成标

本片， 显微镜检查。 统计每个盖片中 1000 个

细胞的平均分裂相数目 (包招前期、中 月1 、 后

期的全部分裂相 )， 划点作图测料分裂指数如

图 1 。

天

回

-一-一--L4 

曲线表用j : 第 11 代细 Hti ( J~.) 不11 第 15 代细

胞 (下 ) 的测定结:l.J占相似 ， 均以 2 ，1 小 I I ， j 分裂相

最多， 48 小 I ! :J 稍有下降， 毛 9 6 小川只有很少
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的分裂相 0

2 . 细胞生长曲线的测定: 应 用 Earle 等

(1 95 1)建立的生民率测定法进行[6 J 。 即在同一

规格大小的培养瓶中 ， 等量接种同一份细胞悬

浮液， 使每瓶细胞数量相等， 在相同条件下培

养。每天定时 取出 3 瓶细胞， 精确计数，求出

平均值 ， 逐 曰 将细胞生长数划点作图。

试验测定 30 代次细胞 ， 4:ï:î:瓶按利1 细胞数

为 3 9 万个/毫升， 按 日增长数定点， 测得 曲

线， 如图 2 。
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叶
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图 2

曲线所示， 细胞生 长迟缓 期 很 矩 ， 24 小

时就开始倍地 ， 以后细胞数逐日增长， 至第五

天细胞相当于原接和11数的 5 倍。用计算机程序

计算， 细胞对生立即二倍增沃的时间为 1 6 小时 。

( 三) 细胞提包体特征

参Hl3 Schneider 氏的方法[71 ， 主传 j-\_: 过在{

中， 每隔 5 {\; ;iJIJ fç:染 色体标本 ~h\J片一 批(材料

来自同一个培养物 ) ， 对 细胞染色体进行分析。

主要是检查细胞染色体数目以及有无断裂， 异

常结构等。 检责知呆如因 3 月1示，两个不同代

次的细胞 ( 9 代 ， 2 1 代 ) ，绝大部分是二 倍体

细胞，染色体 3 :M 6 条 ( 2 n= 6 ) ， 分别 占细脆

染色体 总 数的 87% 及 84 % 。 四{音 体 6 对 12

条，分别占染色体总数 12% 及 14% 。 多倍 体

细胞染色体为 12 对 24 条 ， 分别 占染色休总数

1 %及 4 % ， 没有发现断裂和异常 结构的 '1，l j: 况 。

染色休分析说 "月 ，细胞虽经多次传代 ， {J~保持

以二倍'体 制 jj包 J:I 尘 的特征。 在l 版图 6 为

87 

!-~I 

J 噩噩 二一」中!

1& ?- . 
o P - >I 

国 3 

AS-684 G 个 染色体的二倍休细胞， 1主13 为

AS-6 84 细胞染色体(P-0 9 ， P-21 ) 比较结果。

(囚〉细胞对小牛血清需要量的刮起

为了解细胞系最适合的小LI二血泊浓度 ， 以

及姐:挎细胞生存的最小小牛JJlL清且 iìrî设计本试

验。方法是: 用 含有 2 %小牛血泊浓度的培养

基(V /V) , jfjlJ 成细胞悬浮液。 柏确计数， 等单

分种子同一条件的培养瓶。然后补JJI i小牛血清

使之成 2 % ， 5% , 10% , 20 %不 |可浓 !丘 ， 而

每瓶细胞数 目 相等。 培养至 '1 8 ， 9 G 小 时，分

别取出培养物 ， 1:i!j: 1向计数， 拉:细胞生长数定点

作图 ， 得曲线女1) 图 4 : 

卜------τU7 4

图 4

如因所示乡 在 48 小时， 2%小牛血清浓度

的细胞生长:率梢下降， 5 %小牛.úu.fJ'J浓度的细

胞稍有一些增 辰，但它们均不能形成耳J. 层却!

!!ι 需培养四天， 方构戚 þ!'!. J.主: ~f1l 胞 。 1 0 %-

2 0 %小牛 l(U.m浓度细胞生长较快， 48 小 时形

层单h~~ìl l )j包 。 虽然 lO %小牛 '(11m浓 度 ?l iI lJ í.:!~ i ~ 
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长率 lt Z ( I % 小牛的í. if'f浓度的生长率 低，但它

们都 ~ll. ".[~ !ílL ii， 页。 号 u帧关，二 ， riJ 96 小时 都构
成致密 (i(J 1'[1. )仔Il!险。 因而.这两个浓度为细胞合

适的血清浓度 。 2%小牛血清浓度是维 持细胞

生存的最小剂荒 。

(五)组跑罔工酶分耕

试阶采用细织等电点5居住电泳技术， 分析

细胞酣鸭同丁:隅。 其过程如下: 取 3 0 代培养

至 48 小时的单h细胞培 芳:物，加 入 pH 6 . 8 

P. B. S o ;'} . ì录 3 次，然后加入 1/ 2 培养量的

P B S j夜，轻轻地ì'! i 改细胞 ， 川成单个细胞

悬浮液。 将 ~B1 JJ包悬浮;破 1吸入离 心 管 中，

1000 r p . m 离心 10 分钟 ， 弃上清。加少许

无离子水 ， i昆匀后放到普通冰箱冷室中，反复

冻融三次， 得到的液体为电泳样品。将样品放

在 LKB 聚P-l赔?民院平板J庭' 胶上(pH 4-6 . 5 ) , 
作等电点聚焦电泳。 电泳 2 . 5 小时后， 随即用

电极汩1J出平板)院各部位的 pH 值。最后， )皮 板

放在脂陌反应液中 ， 在 37 0C下保温 40 分钟染

色 ， 清水洗涤数次，计算每条醋酶同功酶带等

电点位 ( PI ) 。 试验使用中华按蚊细胞系 AS-

684 第 30 f't细胞材料，并在同一条件下， 以

埃及伊蚊细胞材料 f乍到 照。结果中华按蚊细胞

样品， 在聚 t!!，、 电 1i](酶谱上显示两条酌带， 其等

l毡点值 (PI )分别为 4 . 75 、 4.85。埃及伊蚊细

盹样品也t1f~示两窍，附 带，但 等电点值 却 为

5. 2 5 、 5 . 35 。

三 、 组跑系冷冻贮存

AS一68 ，1 细胞系从第三代起有不 同代次的

细胞贮存于放在氮贮缸中。在培 养延 中加入

10 %二甲泣亚肌作保护剂。到目前为止，细胞

系已保存 3 年。 经多次复苏证明， 细胞不但存

活， 能传代 ， iílÎ且保持原有的特性不变。例如

前述细胞分裂扫数的测定， 11 代 次是第 4 1-1;: 

细胞冷冻复苏后的传代细胞，它的分裂指数与

未经冷冻 15 代次的细胞比较相差无几。 AS-

684 也有不同 1\次的细胞保存在 4 "C普 通冰箱

之中 ， 它们无需加入任何保护剂，只 要制成

200-300 万个/毫升的细胞悬浮液， 就可存放

冰箱内 υ 经保存 1 个月后电 作过 4 次 主L 苏试

验，细胞悬浮液放到 Z 1) "c 温箱 「七届元，能很

好恢复生长， 5 一 7 天便可形成 Lfl 层细胞。

讨论

1. AS-6 84 在体外传代 70 代次， 抖' 进行

过多项特性研究，我们认为可以确定为细胞

系。 AS-684 的建立，使现存的蚊虫细胞系增

加了一个新蚊件 。 从 AS-G84 _j : 耍特征上看=

细胞系生长迅速p 在传代中始终保持二倍体细

胞为主的性质z 四个代次透射电镜检查无支原

休及病毒质点 ; 易于冷冻保存等，我们认为此

细胞系是性质稳定的 ， 可以应用于在原虫、丝

虫等体外培养的研究， 以及其他生物学上的研

究。

遵义医学院曾引用本细胞系作马来丝虫微

丝拗体外培养研究， 结果证明微丝助在含有中

华按蚊细胞的改良 199 培养基中能发育，培养

至第 12 天有 25 . 5%发育至腊月药用拗。但在含

有白纹伊蚊细胞同样的改良 19 9 培养基中 ， ω

及在无蚊虫细胞 TC 1 9 9 培养基巾， 只能存活，

未见脱础和发育 。 目 前这一研究正在深入进
行[ 8 J 。

2 . AS-6 84 在建系方法上，首先， 使用我

们修改的 199 培养基 ， 以及后来用含有 10 %

F 12 的 MM 培养基 ， 在过去建立的各 种按蚊

细胞系中没有报告。其次，是原代培养中遇到

了比别的蚊种建系时更难解决的污染问题，使

用我们修改 Schneider 消毒、法， 以含 有据;纸的

漏斗代替塑料筒得到满意的结果。此外， 我们

在传代中始终保留幼虫碎片的培养，不但观察

到它产生细胞的能力 ， 而且将它形成的单层细

胞与 AS-684 原代培养单层细胞作过比较， 细

胞形态类型和传代能力都相同，我们认为这种

培养物对于疤原虫休外培养可能更为有利， 因

为这种培养物并非长期传代细胞，更接近于蚊

虫的体内环境。

3 . 原代培养形成的单层细胞培养 物并非

都能传代。我们认为掌握好传代时机， 以及使
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用 条 件培养丛是传代成功的关键。 传代没有使

用酶化技~t二 ， 尽管在传代初期生长速度有些缓

慢， 但后米兰1::[乏 力11快 ， 而且始终保持二倍体细

胞为主的特性。

4 . AS-684 能在 4 "C普通冰箱中 保存， 因

而在无液态氮冷藏设备的条件下，可采用每月

复苏一-次 f白轮换办法， 达到长期保存细胞系的

目 的。细胞系的这种特性对于推广应用有一定

价值 。

5 . 对 A S-6 84 自rrmf}同功 llíJ分析 的 结果，

对照 Karl ， Maramorosch 所描述的蚊虫细胞醋

酶酶谱为两条酶带一样，试验结果也获两条酶

带。 曾用 JtUx1)1~皮细胞作过对照，结果两种蚊

子在酶带等电点值(PI )上表现不同， 这对于细

胞系的蚊种鉴别可以作为参考。 应用此分析结

果，似乎能排除细胞之间的交叉污染。细胞系

对小牛血清需要茸的测定 ， 在病毒学应用上有

一定参考价值。

6 . AS-684 是由很多初孵幼虫全虫组织混

合培养成功的。 细胞组成是一种混合体，不能

确定来源于某个幼虫的某种组织， 需要进一步

克隆化， 挑选出合适的细胞除。

摘 要

从巾华投蚊初孵幼虫 1*1 ， 建立→株细胞

系 ， 命名 AS-684。建系使用我 们改良的 199

培养基及含有 10%F 1 2 的 M-M 培养基。原代

培养 20 天形成单层细胞。传代 培养， 以 1: 2

分种率，相隔 4 - 5 天传代 1 次，连传 70 代

次。细胞系 由 4 种细胞类型组成，以多边形和

纺锤形上皮细胞为优势， 掺杂少数双核细胞及

长梭7~细胞。 细胞生长，从 24 小时开始倍增分

裂达高峰 ， 对数期二倍增长时间约为 1 6 小时-。

自 45 代起，培养基 l于1 J也请 含量;从 20%降至

10-15 % 0 4 次电镜观察，没有发现文原体和

病毒质点。细胞系以二倍体细胞为主 ， 染色体

6 条(2n=6)。细胞醋酶同工酶分析 ， 酶i苦'为

两条酶带， PI 值为 4 . 75 ， 4 . 85 。 各 种代次细

胞保存于 一 196 "c的液态氮中 及 4 0C普通冰箱

中，经多次试验能成功复苏。
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