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用电融合结合继代移核方法构建草鱼

抗病体细胞工程鱼

余来宁 左文功 方耀林 郑卫东
(长江水产研究所

,

荆沙市 妈《Xx)

摘 要 选择对草鱼出血病病毒 (限V )不敏感的草鱼肝组织进行细胞培养
,

建立 了草鱼肝细

胞株
,

命名为 G LA
。

对 G LA 进行攻毒
,

发现其对 FR v 有抗性
。

采用电融合结合继代移核的方法
,

将

G LA 细胞 (核 )
,

移植于草鱼未受精卵内
,

获得开 口 前的幼鱼 8 尾 和存活仔鱼 1 尾
,

说明此方法能提

高细胞的发育能力
。

通过比较体细胞工程鱼与供体
、

受体亲本草鱼的形态特征
,

发现体细胞工程鱼

可数性状与供体草鱼的基本一致
,

初步推断体细胞工程鱼的遗传信息
,

是由供体细胞核提供的
。

关键词 草鱼
,

电融合
,

继代移核
,

细胞工程鱼

草鱼具有生长快
、

产量高
、

草食性等优点
,

是我国传统的优良养殖对象
。

但草鱼最大的缺

点是抗病力低
,

特别在鱼种阶段受草鱼出血病危害严重
,

一般存活率只有 4D % 左右
。

多年来
,

人们主要采用草鱼与团头鱿
,

鲤等鱼杂交及诱导四倍体的方法来培育抗病草鱼「中国科学院水

生生物研究所二室家鱼小组
,

19 76 ;吴维新等
,

19 8 1
、

198 8」(长江水产研究所
,

19 73 )
,

虽都有不同

程度的进展
,

但 由于杂交育种的局限性
,

始终没有取得理想的结果
。

能否用细胞工程育种的方

法
,

培育抗病草鱼
,

是本文探讨的主要问题
。

19 8 2 年陈宏溪等「1986 ]用培养的卿肾细胞移核成

功获得存活的体细胞工程鱼
,

使鱼类细胞水平上的遗传育种成为可能
。

在前人工作的基础上
,

作者采用 电融合与继代移核相结合的新方法
,

将具抗性的草鱼肝培养细胞 (核 )移植于草鱼未

受精卵内
,

获得 了一批不同发育期的胚胎和存活的仔鱼
。

1 材料与方法

.

1 草鱼肝细胞株(G LA )的建立

选材
: 根据毛树坚等 (19 8 7 )草鱼出血病病理细胞电镜研究资料

,

将健康草鱼的肝脏作为建

株材料
。

细胞培养
: 取室内暂养较长时间的 2 龄健康草鱼肝脏组织

,

采用细胞悬液静置法进行细胞

培养
,

培养温度 28 ℃
,

培养液用含有 20 % 小牛血清的 Ea gl
e M EM(日本制茶株式会社生产 )

,

pH

7
.

2 一 7
.

4
。

原代细胞培养过程中曾换培养液 2 次
,

培养 30 天
。

细胞生 长茂密即进行第一次传

代
,

第一次传代后细胞增殖 旺盛
,

生 长稳定
,
一 般 3 一 4 天即可传代

。

G LA 细胞株染色体分析
: 按余先觉等「19 89 」培养细胞制片方法进行

。

收稿 日期 : 1少〕5 一 07 一 130

(l) 长江水产研究所
,

19 73
。

草鱼和团头舫人工杂交试验
。

湖南水产科技情报
,

(1)
: 9 一 11

。

(2 )毛树坚等
,

l男7
。

草鱼 出血病病理细胞电镜观察
。

鉴定会材料
。
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G LA 细胞株抗性检验
: 用本所保存的 FR V 一 8 5 4 和 1艰V 一 a 36 二个毒株对传代第 8 代和第

14 代 G LA 细胞进行攻毒
,

未出现细胞致病作用 CPE
,

然后盲传一次亦未出现 CPE
,

同时将细

胞固定进行超薄切片
,

电镜观察未见 FR V
o

1
.

2 体细胞工程鱼构建

受体
:用本所试验场饲养的性成熟草鱼

,

经人工催产后
,

获得质量优 良的未受精卵
,

经过

0
.

2 5 % 胰酶脱膜后的裸卵
,

置于盛有赫氏液的培养皿中备用
。

供体
:用胰酶将 G LA 细胞从培养瓶上消化下来

,

用蒸馏水膨胀 6 分钟
。

电融合结合继代移核的操作程序
:
将上述供体细胞和受体卵同置于 电融合小槽内进行电

融合
,

参照易泳兰等【1988 ]方法稍加修改
。

电融合的卵子移人赫氏液中
,

放 24 ℃培养箱
,

待其

发育至囊胚期
。

选择发育良好
、

囊胚分离下囊胚细胞作为继代移核的供体
。

用显微注射法将

囊胚细胞核移植于草鱼未受精卵内(图版
一 2 )[余来宁等

,

19 8 9」
。

移核后的卵放人 50 % 赫氏液

中
,

2 4℃培育至幼鱼
。

2 实验结果

2
.

1 G LA 细胞染色体分析结果

从 G LA 细胞株第 14 代细胞的 100 个分裂中期的染色体来看
,

该细胞株为二倍体细胞株
,

其中 Zn = 48 的分裂相数 占 77
.

0 %
,

Zn = 铭 的分裂相数 占 23
.

0 %
。

核型公式为
: 18 m + 2 4s m +

6s t
,

N F 二 88
。

与草鱼正常染色体核型基本一致
,

可作为构建细胞工程鱼的供体(图版 一 1 )
。

2
.

2 移核结果和胚胎发育能力比较

以 GLA 培养细胞 (8
一 14 代 )作为供体

,

以草鱼未受精卵为受体
,

进行了 24 批 电融合
,

共得

到 2铭枚电融合卵
,

其中 11 2 枚发育至囊胚期 (占 45
.

2 % )
,

16 枚发育至原肠期 (占 6
.

5 % )
,

4 枚

发育至尾芽期 (占 1
.

6 % )
。

随后便停止发育
,

胚胎开始崩溃(图版 一 4
,

6
,

7 )
。

取电融合后发育良好的囊胚
,

分离囊胚细胞作为供体
,

进行继代移核
。

将囊胚细胞 (核 )再

移植人草鱼未受精卵中
。

共移植 3乡1枚卵
,

有 1 91 枚(占 52
.

5 % )发育到囊胚期
,

52 枚(14
.

3 % )

发育到原肠期
,

14 枚(3
.

8 % )发育到尾芽期
,

8 枚(2
.

2 % )发育至开 口前的幼鱼
,

最后获得仔鱼 1

尾 (占 0
.

3 % )(表 l
,

图版 一 2
,

5
,

8 )
。

表 1 草鱼肝培养细胞的发育能力

T aN e I L随ve l甲nen
t ca 声d ty of SU be u lto n 月 c d lnu de i del d ved fr otn gr aSS

ca」1 , 肚ve
r

胚胎发育期 电 融 合 占融合卵 (% ) 继代移核 占移核卵总数(% )

电融合
、

移核卵总数 2铭 100 36 奎 100

囊胚期 112 45
.

2 191 52
.

5

原肠期 16 6
,

5 5 2 14
.

3

尾芽期 4 1
.

6 14 3
.

8

开 口前幼鱼 0 0 8 2
.

2

摄食仔鱼 0 0 1 0
.

3

从表 ]
_

看
,

仅进行电融合和电融后进行继代移核所得的卵发育能力有差异
,

发育到囊胚期
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3 讨论

3
.

1 培养细胞核的发育潜能

细胞核的发育潜能问题
,

一直是许多学者关注和争议的焦点
。

自 19 52 年 B ri g gs 和 K in g

首先在两栖类进行细胞核移植获得成功以及 60 年代初我国童弟周等【1% 3」建立鱼类细胞核

移植技术之后
,

细胞核移植技术即成为研究核质关系和细胞核发育潜能 的有效手段
。

随后人

们进行了大量的实验
。

将处于不 同分化时期的细胞核移植到成熟卵 中
,

得到了处于不 同发育

时期的胚胎
,

同时也发现
,

不 同分化时期的细胞核其发育能力不同
,

越是分化期晚的细胞核发

育能力越差
。

并认为只有用原肠期之前的细胞 (核 )进行核移植才能获得成活的个体
。

但随着

研究的深人
,

许多学者提出了新的看法并拿 出了很多有力的实验证据
。

19 以〕年陈宏溪等首先

用卿囊胚的继代培养细胞核作供体
,

移人娜去核卵中
,

获得了存活的仔鱼
。

198 2 年
、

1984 年他

们又分别用短期培养的螂
、

金鱼 肾细胞核作供体
,

移人同种鱼的去核卵中
,

得到 了达性成熟的

成鱼 [陈宏溪等
,

19 86 」
。

与此同时
,

陆仁后等【19 8 2」用长期培养并经秋水仙素诱变的四倍化草

鱼尾鳍细胞核进行移核
,

获得了肌肉效应期 的胚胎
。

张念慈等【1华刃」用经 16 次传代培养的草

鱼胚胎细胞和传代 15 次培养的青鱼囊胚细胞
,

移人 团头纺卵中
,

进行属间和亚科间核移植
,

得

到了肌肉效期和体节 出现期的胚胎
。

综上所述
,

体外培养细胞核仍具发育能力
,

移核可以获得

存活的个体
,

但发育能力存在差别
。

作者曾选用草鱼不同分化程度的胚胎细胞核(囊胚
、

原肠
、

神经胚 )和体外培养的肝细胞以及未经培养的成鱼肾细胞核进行细胞核移植试验
,

比较了不 同

分化程度细胞核的发育潜能
,

发现分化期晚的细胞核
,

发育潜能较差
,

但只要进行适当的激活

(如继代移核 )后
,

发育能力可以恢复 (余来宁等
,

1性以〕)
。

这可能是 由于分化的细胞核
,

在卵子

细胞质作用下
,

那些被抑制的基因重新活动所致
。

因此
,

连续两次将细胞核移人卵子中
,

细胞

核的发育能力就更加增强
。

本次实验也说明了这一点
。

3
.

2 构建体细胞工程鱼方法的改进

虽然体外培养细胞具有发育全能性
,

但构建体细胞工程鱼的成功率却非常低
。

也就是说
,

要在体外培养细胞上进行遗传操作 (如抗病诱变等 )
,

然后将这些定 向培育的细胞核移植于卵

中使之发育成鱼难度很大
,

仍有许多具体问题巫待解决
。

为提高体细胞工程鱼的成活率
,

本次

实验在方法上作 了些改进
:
(l) 培养细胞在电融合前

,

进行低渗膨胀处理
,

其目的是让细胞膜

在电融合时更易被击破
。

(2 )采用电融合结合继代移核的方法
,

其优点是两次将核移人卵中
,

能提高细胞发育潜能
,

电融合一次能处理多个卵
,

特别是培养细胞小而多
,

用显微注射进行移

核植难度极大情况下
,

采用电融合取代第一次移核
,

提高了效率
。

(3) 采用 了未去核卵作受

体
,

使移核手术简捷
。

以上改进一方面提高了细胞的发育潜能
,

另一方面也提高了成功率
。

3
.

3 体细胞工程鱼的遗传信息

从体细胞工程鱼与供体
、

受体草鱼的形态学 比较中发现
,

体细胞工程鱼的形态学可数性状

与供体草鱼的基本一致
。

这说明体细胞工程鱼的遗传信息是 由供体细胞核提供的
。

体细胞工

(3) 余来宁等
,

l咙幻
。

草鱼不 同分化程度细胞核移人未受精卵后的发育能力比较
。
a 又3计划生物技术领域年会论文摘要

。
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程鱼 与普通有性繁殖的鱼不同
,

前者得到的 2 倍体细胞核是与供体鱼 的核完全一致
,

即供体

鱼的体细胞核
,

是经多代无性繁殖后传给它的
。

而不象普通有性繁殖鱼 的那样细胞核分别来

自父母本
。

因此
,

体细胞工程鱼 与供体亲本可以非常相似
。

许映芳 同志参加细胞培养工作
,

谨致谢意
。

本文 为 a 又3 计划攻关项 目和
“

八五
”

农业部生物技术攻关项 目 (85 农 一 n 一

咙 一历) 的研究内容之一
。
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