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摘 要:对昆才k血淋巳抑制细胞凋r的研究在理论和实际中都有重要的价值通过对昆虫血淋巴抑制细胞凋

亡研究历史的探讨，发现4足虫血淋巳中包含抑制细胞凋汇的纽分‘并且在花~血淋巳中含有抑制细跑凋亡的

不同分子量蛋白说明昆虫血淋巳介导的抗细胞凋亡效采可能由不同的蛋白执行它能抑制由病毒诱导的细

胞凋亡叼对蛋白和病毒生产系统来说叼在细胞培养中添加血淋巴叼是生物技水中优化的策略
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口

细胞培非在生物学研究中具有十分重要的作

用早期研究建立最佳连续的昆虫细胞革的结弄

条件是利用补克血淋巴的 GT!l Ce 培弄基，第一个

成功的综弄细胞系培弄配方就是基于昆虫血淋已

组分L' - 付 离体细胞的培弄为生命科学实验开踌丁

一条简侠而且深入实际的探索之路昆虫血淋巴

别于细胞培弄是离休细胞培养实验的开始，对其

进行深入的研究将且能且现昆虫血淋巴在细胞培

捧中的独特生物学效毡，是能探寻细胞给弄的内

在本质，从而服务于实践

l 昆虫血淋巴与细胞培养

昆虫血淋巴作为培弄基补克成分在平糊的 昆

虫组织培J在中 f 泛使用基于昆虫血淋巴的化学

成分分析，一种在昆虫细胞培弄中的合成给非基

研制成功，但是，过去一直辅加昆虫血淋巴然而

大量革取血淋巳是困难的，在 20 世纪 60 年代，它

成功地被胎牛血清、鸡蛋起埠液、火鸡血清、甚至

坞血清所取代l卜 7J • ~台牛血清作为哺乳动物细胞培

养物和在商业中的应用促成它作为且虫细胞培弄

的标准'" ' 实际上，胎牛血清的应周存在一些问

题，包括高昂的代价，因批次不同有很大变丹而导

纹的不吁重复生产，不确定的组分，主原体污染的

危险精加和由 T 高浓庄蛋白的浓缩而造成下游过

程的革杂化川等昆虫血淋巴作为培菲且在平期

昆虫组织挣择中的成功使用使它具有研究价值，

特别是昆虫血淋已能抑制细胞凋 r的发现使其成

为一个重妥的研克，占

2 昆虫血淋巴抑制细胞凋亡

2. 1 昆虫血淋巴的抑制细胞凋亡作用

一些关于血淋巴的实验，特别是关于家蚕血

淋己的研究进行较多，实验证明，产生被家委血淋

巴抑制的朽状病毒诱导昆虫制胞凋亡的作用，不

是因为病毒附着或内化步骤产生抑制 LIOJ 一个可

能的解释是家委血淋巴包含凋亡抑制组分 5 另 一

个守能是草委血淋巴增进了杆状病毒基因 P35 的

表达，这是一个典型的阻止细胞凋亡的反应事实

上，一些病毒蛋白的在达在加入家委血淋巴后加

强，这支持第二种可能性【阳 然而，如果家蚕血淋

巳抑制由化学物质诱导的昆虫妇胞凋亡，第二种

可能将排除.草委血淋巴不仅抑制由踊毒诱导的

细胞凋亡，也能押制由多种化学物盾如放线菌幸

D、在树峡、星形抱菌幸诱导的细胞凋亡Ill l 此外，

它也能抑制人体细胞凋亡l川、因此，家安血淋巴通

过抑制细胞凋亡延长昆虫细胞的寿命' "川、

以前实验在现在昆虫细胞杆状病毒系班中，

且;，血淋巴通过抑制杆状病毒诱导的品;，细胞冽

τ，增长了宿主细胞寺命，远增加了重组蛋白的产

量，说明抑制制胞凋亡的组分包含在昆虫血淋巳" 
'
中
2.2 且虫血淋巴中抑制细胞凋亡蛋白及其作用

机制

从不同昆虫中提取血淋巴加入细胞培#基中

能通过抑制细胞凋亡而增加细胞的寿命 Rhee

Park [10 ， 1;<】 寺的研究已经显示了蚕血淋巳有明确
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的作用:延长细胞的寿命和在感袋杆状病毒后延

长细胞死亡时间这些作者提出，家委血淋巴押和l

杆状病毒诱导的凋 r 通过进一步研究，他们和

Kanaya【町等分别报道了从家委血淋巳中纯化和

鉴定丁 15. 2 kιa 蛋白，此蛋白能促进草委核型 J

角体病毒(ßmNPV)在休外的主制，并能增加重组

蛋白的在达，在达量大约是普通给#基的 6 000 

f.t 
从事委血淋巴中在捍几种抗细胞凋亡蛋白

从数据库中用 N 末坞氨基殴序列的结果显示抗细

胞凋r蛋白显示出很高的活性，是一种 30 kr 地蛋

白 lUJ 此外， Kim lu ， I~J 等已经从家委血淋巳中分

离一种抗细胞凋亡因于，显示出高的抗细胞凋亡

活性，也是是 30kD(l蛋白 Marang!l【叶 辛的研究说

明 LrJ1!/Imia /I!Jliqua 血淋己能有效的加强 Sf 9 细

胞的生长和延长寿命从 LOllomia obliqua 血淋巴

纯化的蛋白也将由营#排除和一种化学物质放线

菌素。诱导的细胞凋亡降低到最小

从不同的昆虫血淋巴分离出来不同的分子量

蛋白盾能抑制细胞凋亡，说明昆虫血淋巴介导的

抗如胞凋亡效果可能由不同的蛋白执行。"'

草委血淋巴抑制细胞凋 τ的组分在以前的研

究中被分离和鉴定，显示 95 %N 本坞氨基酸序列

与一种结构相关的 30 kO(i蛋白同 a串通过特染 30

KcG 基因在哺乳动物细胞 HEK293 和 CHOKl 表

达 30 kDa 蛋白 30 Kc6 基闲的在达抑制细胞凋

τ，可与家委血淋巴抑制细胞凋亡相比较，说明胞

内的基肉在达和外部的血淋巳添加都能抑制细胞

凋亡 30 Kc6 基阁的在这导致 Caspase3 在胞内活

性的降低然而， Caspase3 的体外分析结果显示

30Kc6 蛋白并不抑制 Casp!l se3 的活性这说明 30

KcG 蛋白抑制细胞凋 亡是通过作用在比激活

Caspase3 是远的上游事件LI~J

为了生产人红细胞生成章，中国仓鼠卵巢细

胞?可克被培#在含有胎牛血清的培弄基(生长给

弄基)中，然后在一个含有丁峻的的元血清培#基

〈生产培菲基)中 丁酸铀增加重组蛋白的生产 ，但

也诱导细胞凋 τ，从而减小细胞的存活力和生产

力在以前的研究中，发现革委血淋巴能抑制昆虫

和哺乳动物细胞凋亡为了克服丁峻的引起的细

胞凋亡，本加草委血淋巴到生长培非革中 ，这种处

涩增加了如胞的寺命和生产人红细胞生成者的能

力结果在明，人红细胞生成素的容量生产力增加

报道证明家委血淋巴抑制细胞凋亡和精加在

中国告鼠卵巢细胞中生产主组人红细胞生成章的

产量.在军委血淋巴中抑制细胞凋 r组分是 30

kDa 蛋白家族的一个成员在这个研究中，中国仓

且印单细胞系生产人虹如胞生成章是在遗传学上

操纵而在达 30 Kc6 基阁的，此基因编码家安血淋

巴中的 30 kD1l蛋白 30 Kc6 基囚的瞬时在达显著

地抑制由血清诱导的细胞凋τ 研克者建立了带

有抗细胞凋亡特盾的在这 30 Kc6 基阔的稳定的

细胞革 30 Kc6 基阁的稳定在这抑制由于血清诱

导而导致的细胞凋亡，增加细胞密度达原来的 5

倍，并使人红细胞生成素的效价达到原来的 10

倍 30 Kc6 基阔的在达对细胞的生存力和生产力

的提高确有助益，是因为这个基因稳定的保持了

线拉体的活性 30 Kc6 基园的在达有效的抑制线

拉体腥的去极化，接着平衡 ATP 的产生/消耗L21J

3 昆虫血淋巴抑制细胞凋亡的实际

意义

在生物技术中，高密度培养对最大产量的在

再来说是重要因章，大多数的革略是养分流加，分

批补种培#或者是灌流这些过程主要问题是消

除生产限制闲子这些闲幸与营弄成分的排除、有

毒的代谢副产物的存在或弄分限制相关乎期的

例子是持续流加，最大的可茸的细胞浓度增加到

18%和稳定期延长到 3 天【"J 在以前的研究中 ，哺

乳动物细胞培养中的细胞凋亡可通过弄分排除来

诱导，也能通过给弄辅抖来抑制【町 蛋白晴在达苹

统中的细胞凋 r最小化，能大大增加蛋白质的产

量，而且它的应用相当可观地精加了生物技术应

用的价值I Z' I 在昆虫细胞/杆状病毒草坑中重组蛋

白在加入家蚕血淋巳后产量增加【町 ，这已被广泛

用于生产重组蛋白例如草委血淋巴抑制细胞凋

τ和增加在中国仓且印革细胞中生产重组人红细

胞生成章的产量，就是利用 30 Kc6 基因能提供一

个新的街主细胞工程万法去提高重组蛋白的生

产 I Z l l 从中 "f IlÀ得出结论，添加总的或部分的血淋

巴片段在细胞培J在中极为重要，对蛋白和病毒生

产系统来说，在生物技术应用中是最优化的革
略LI7J 

4 昆虫血淋巴抑制细胞凋亡的研究

前景

了 5 倍.在这个实验中在现草委血淋巴能抑制细 对且虫血淋巴抑制制胞凋亡的研克在理论和

胞色幸 C 从线拉体释放到l 细胞溶脏，并抑制 实际中都有重要的价值对不同皮育阶段昆虫幼

C!l spase3 的激活和其它随后的 Cw;p!l se 反应【叫 虫的研克，可能有不同的结果，因为它们有不同的
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性睛昆虫直在的过程是高皮调控的生长/治化/

分化信号和在特定扭扭的细胞凋τ 某种信号可

能在昆虫血液的循环中使血淋巴研究且有趣，涉

及到细胞培#和培弄基的在JtlI 17 1、实验在明，昆

虫血淋巴中存在尚未墨定但能直接调节一些细胞

功能的蛋白，具有十分巨大的生物技术应用价值，

因而它是一个极具应用价值的立合物从

LfJ1! /Imia /Ihliq剧的血淋巳里部分鉴定三种潜在的

主合物及糖水解酶在培#基中诱导高水平的葡

萄糖产物，一种对应保持高水平的细胞存活力的

for thc cultivation of inscct cclls ( ßm5 ) and thc 

proouction uf ooculovirus (ßmNPV ) L .r J 

Hiotechnol. Hioeng. 1992 . 40 :1165 ~ 1172 

rlol Rhee W j . J'ark T H. Silkworm hemolymp 

u让libi ts bacuJoviru付 induced insect ce lJ apoplosis 

[Jl凶ochem Hiophys l{创 Commun.2000 町 271 ，lR fJ

~l !J O 

[11] RflÇC W J. Kim F: J. PH k T 11. Silkwonn 

hcn>olymph aωa 严){cnt inhibitor uf a阳ptuSlωin Sf9 

cclls LJ J. ßiuchcm and ßiophys Rcs Commun. 

2002 .295 : 779--783 

在培J在中抗细胞凋 τ的因于，以及潜在的在培-*- rlzl Choi S S 叼 R七 ee W J. Inhibit ion of human cell 

中增加细胞的产量的细胞生长促进因子117 1 作为 apoptosis by silkworm h剧。 Iymph . r J l 

培弄基的辅加物，血淋已有三种主妾效果促进生 Hiotechnol l'rog.2川2 . 18:874--878

长，弄分和延长细胞寺命这些作用都具有十分中 [13J l{hee W J . Kim E J . l'ark T H. Kinetic ErreCl of 

重妥的研克价值实验在明，昆虫血淋巴能抑制由

多种化学物质如放线菌01.- n.在树拔和旦形抱菌

素，丁睫的诱导的细胞凋 亡，也能抑制病毒诱导的

细胞凋 τ.>上如胞培养和病毒蛋白生产系统成为

一个颇具前景的在展万向
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Ahstract: StuJì凹 on 1Il日ect hcmolymph ìnhìhìtìon cd l 叩optosìs ìs valu hle ìn thcory anJ pracl ìc('_ Thc 

hìsτory of studìes on ìnsect h emolymph ìnhìbìt ìon cell apoptosìs were dìscussed. and cell cultures 

supplementatÎon wÎth Însect hem olymph were ÎnvestÎ区旧时， whÎch sU lo:"lo:"ested that there were apoptosÎs 

inhibi l. ing ∞mponenl frOlll insecl hetnolytn r>h , Il n d l hey were jus l differen l. prolein . This suggesled I.hal 

the aIll ì 叩 oplol ìc dfccl mcJiateJ hy inseCl h‘ molymphs may he perform‘ J hy Jiffercnt protcins. Inscct 

hem olymph inhìbìted vìrus-ìnduced cell apoptosis. From studies . we concluded that the addìtìon of 

hemolymph could b e of sub stantÎal Împortance În cell culture w Îth bÎotechnolo lo:"Îcal applicatÎons , 
a llowing lhe developmenl of oPlimi附d s l.rlllegies for cell. prolein , and virus product.ion on sysletns 
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Abstrad , The sol ubili l.ies of l in idazole in waler , 5% glucose Ilnd 10 % N IlCl solU l. ions , were tnellstlfed by 

usìng a soliJ liqu i d 叫ui!i hri um cd! at 278. 15 ~:n8.15 K , rcspeclìvdy. AnJ th‘ id‘ al so!.nìon m时ld

and a empìrical eljuation were applied to correlate the solìd- Iìquid 叫 uilihrìum data , The solubìlity data 

obtaÎned În water and 5 % glucose sol utÎon systems are correlated w Îth the Îdea solution model wÎth 

sll li sfac l.ory resu1ts. And ü附 etnpirical equll l.ion clln correlll l.ed lhe solubililY d拍 III well wilh 拍 lower e rror 

hClwccn Ihe two corrdated mcthoJs 
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