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螂鱼异倍体细胞系的

建立及生物学特性
’

陈 敏 容 陈 宏 溪 易 泳 兰

( 中国科学院水生生物研究所 )

提 要

在来源于卿鱼囊胚细胞用含常量抗菌素的 T C I的培养基中加 2 。男小 牛 血清
,

于 27 一

28 ℃
、

p l l 7
.

2 条件下培养
。

经过 2生个月继代培养 100 次
,

建立一个命名 为 C A B一80 的 螂

鱼异倍体细胞系
。

这个细胞系主要由上皮样细胞和少量成纤维样细胞组成
。

最适生长温度 为

2 2一2 8
,

c
,

最适 p H 在 7
.

2一8
.

2 之间
,

种群加倍时间为 2 1一45 小时
,

接种 2 4 小时后分裂指数

达到 29
.

6铭
。 ,

第 6 。代细胞的染色体数 目分布范围为 6 8一 17 8
,

因此
,

它是一个异倍体细胞系
。

C A 分一豁 细胞系对呼肠孤病毒的感染有一定的细胞病原效应
,

因此有可能作为鱼类病毒的 一

种检测材料
。

鱼类细胞系的建立和研究
,

至今已有三十余年的历史
。

据 W ol f洲通报道
,

国外已建立

的细胞系共有 61 个
,

包括 17 个科
,

36 个种
。

这些细胞系大都是为鱼类病毒学
、

免疫学和

病理学的研究而建立的
。

我国鱼类细胞培养的工作起步较晚
,

只是在发现草鱼病毒性鱼病

之后
,

才引起重视并开始进行鱼类细胞培养的研究
。

正式发表的研究结果也很少见
,

近年

来只有草鱼 吻端组织细胞株及其亚株 [’] 与四倍化草鱼细胞株 「̀ 〕 。

我们 于 1 9 7 9 年 4 月

—1 9 8 1 年 4 月用卿鱼 ( C a 犷哪 s`讹 a 。犷时眺 L
.

)囊胚细胞为材料进行鱼类体细胞培养工作
,

获

得原代培养细胞
,

并顺利地进行传代
。

最终建立一个由卿鱼囊胚细胞起源的异倍体细胞

系
,

将其定名为 C A耳 8 0
。

本文主要描述娜鱼囊胚细胞系的建立及其生物学特性
。

现报道

如下
:

材 料 和 方 法

.

材料

试验鱼取 白湖北省武汉市向阳湖大队鱼池
,

采用人工催情
,

人工授精方法获得受精

卵
,

在室温下孵化
,

取数十颗发育至囊胚期的受精卵
。

先用含抗菌素浓度较高的赫氏平衡

盐溶液 (其最终浓度为
:
青霉素 I 0 0 0 I U

,

链霉素 1 0 0如 g
,

卡那霉素 5。。协g 。
) 处理半小时

,

然后用含常量抗菌素的赫氏液冲洗 2 次
,

并在此液中剥膜
,

切下胚盘
,

吸至培养液中备用
。

王迎喜同志协助进行病毒感染试验
,

谨致榭忱
。
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,

细胞培养与建系过程

自 1 9 7 9 年 4 月 9 日开始培养至 1 9 8 1 年 4 月 3 日止
,

共培养了 714 天
,

径过 1 00 次再

培养
,

并冷冻保存一部分细胞
。

其建系过程叙述如下
:

( l) 原代培养 将处理过的囊胚细胞团块切碎
,

按组织块贴壁法接种于 10 m l 链霉

素瓶中
。

每小瓶 6 个囊胚
,

细胞密度为 6
,

14 义 1 。勺m l
。

培养液的配方是
: 8m l T C 1 9 9 +

Zm l 小牛血清
,

附加常量抗菌素
。

培养液 p H 为 7
,

2 ,培养温度为 2 7一 2 8
,

C
。

、

接种后
,

注意观察细胞的生长情况
。

由于接种密度过小
,

细胞生长较慢
,

至第 9 天才

形成生长晕
。

在单层细胞铺满瓶壁以前
,

5 天左右换液一 次
,

每次换去 2 / 3 旧液
,

约 2 个

月左右形成致密单层
。

此时就可作继代培养
。

本细胞系的原代培养历时 52 天
。

( 2) 继代培养 用 0
.

25 % 的胰蛋白酶溶液 (用缺钙镁的磷酸缓冲液配制 )消化
,

去掉

胰蛋白酶加入适量的新鲜培养液
,

制成密度为 1 x 1 0
.

/ m l 左右的细胞悬液
,

传至原瓶的另

一面
,

第 2 次由原瓶传至新瓶
。

第 4 次以后则可以 1瓶传 3 瓶
。

每隔 5 天左右传代一次
.

第 10 代后
,

培养液中小牛血清的含量可减至 10 %
。

传代细胞的接种密度为每毫升 15 万 -

20 万左右
。

本细胞系传了 1 00 代
,

历时 24 个月
。

至此
,

可认为它已能适应体外培养条件
,

可作为一个建立的细胞系
,

并命名为 C A凡8 0
。

细胞的生物学特性

C A B一 80 细胞系经传代培养至第 18 代后
,

陆续观察和分析了以下几个方面的特性
。

1
.

细胞的形态观察

将 7 7 代细胞接种于链霉素瓶中的小盖片上
。

培养 2 天后
,

经卡诺液固定
、

吉姆萨染

色
、

封片
。

在光学显微镜下观察
,

每张盖片任数 1。。。个细胞左右
,

共数 3 片
,

取平均值
。

结

果是
:

上皮样细胞占 98 形以上
,

梭形细胞和巨大细胞只有 2%左右
。

细胞以单核为主
,

双

核也偶有所见
。

核呈圆形或椭圆形
。

巨大细胞的核有时不太规则
,

但仍以圆形和椭圆形

为主
。

经染色后
,

核内核仁明显可见
,

一般为 1一 2 个
,

多至 3一 J 个不等 ( 图 卜B )
。

2
.

细胞的生长曲线

采用 E睑 le 等间所建立的生长率测定法
,

测定了第 76 代细胞的生长率
。

具体做法是
:

首先扩增第 75 代细胞
,

待其长满瓶壁后
,

按传代方法分散和收集细胞
,

制成密度为 1
,

82 又

1。
,

/m里的细胞悬液接种于几十个小瓶中
,

在 2 8℃的培养箱中培养
。

1 天后
,

任取 3 瓶细胞

计数
,

其余换液
。

从第 1天起到实验终止
,

每天计数一次
,

以后隔天换一次培养液
。

根据所

得数据绘制出第 76 代细胞的生长曲线 (图 2)
。

从图 2 中可以看出
,

接种后第 1 天
,

细胞

数目明显下降
,

第 2 天上升到接近接种量
。

以后细胞数目明显上升
,

到第 7一 8 天可达对

数生长期
,

第 9一 10 天达到平稳期
,

第 n 一 13 夭接近对数死亡期
。

按倍增时闻公式
: ` 二

o
.

3D I 少 。 ( 109 戈
一 l呀 Nl )

〔习 ( , 是两次细胞计数的时间间隔
,

风
、

风 分别是第 1
、
2 次

细胞计数值
。
)推算得接种后第 l一 2 夭的倍增时间为 21

.

2 小时
,

第 2一 4 天为 36
.

1 小时
,
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培养天数 (天 〕

图 2 C A B
一 8 0 细胞生长曲线

12 00
(谈à中戴积剖

5 7

培 养天数 (天 )
9 1 1 1 3

图 3 C A B
一 50 细胞的分裂指数

4
.

细胞的染色体数 目

传代 2天后的细胞
,

正值生长旺盛时换培养液
,

22 小时后加入秋水仙素
,

最终浓度为

。
·

却 g /m l
,

处理 2 小时
。

然后按传代方法用 。
.

25 %的胰蛋白酶消化
、

分散
,

再加入等量的

培养液终止胰酶作用
,

常规方法制片
、

染色
、

镜检
。

选择分散较好的中期相在高倍镜下分

别数它们的染色体数 目
。

共分析了第 18 代和第 60 代细胞
,

结果用图 4 表示
。

1 8 代细胞观察了 50 个中期相
,

染色体数目的变动范围是 94 一 1 00
,

染色体数 目为

1 0 0 的有 31 个
,

占计数细胞总数的能拓
。

其余是
:

97 的有 l 个
,

96 的 了个
,

弱 的 I 个
,



2期 陈敏容
、

陈宏溪
、

易泳兰 :螂鱼异倍体细胞系的建立及生物学特性

1 1 2加邵 l如 7 4 1性

ǎ攀à哥富召

1 1} 1
61 3 614 31 8 51 6 8

染色体数

图 4 C AB
一

801 8代
、

0 6代细胞的中期相染色体数目

4 9的 6个
,

91 的 4 个
。

这些数字均在二倍体范围内
。

故 18 代细胞仍属二倍体细胞
。

图

1一 C 表示 18 代细胞的中期分裂相
,

其染色体数 目为 9`

6。代细胞
,

作者观察了 7 8个中期相
,

其染色体数目的变化范围 是从 68 一 1 7 8 个 之

间
。

然而中心趋向为 1 6 0一 17 8个的有 4 6 个
,

占计数细胞总数的 蚝
.

2环 , 其次是 10 6一

1 46 之间
,

计有 18 个
,

占 23
.

1%
。

由此可见
,

第 6 0 代细胞 已属异倍体细胞
。

图版一 4 图

1一D 表示 64 代细胞的中期相
,

其染色体数目为 1 4 0个
。

5
.

细胞对温度的适应范围

取第 8么代细胞
,

制成密度为 16
·

2 x l 。 ,/ m l的细胞悬液
,

接种子若干个小培养瓶中
,

为使细胞贴壁率较一致
,

均在 2 o8 C的培养箱中培养 1 天后
,

任取 3 瓶
,

计算其细胞密度
,

然后分组在 一 3
O

C
, 3

0

0
,

1 0
0

0
,

2 8
o

C
,

3 9
a

0
,
4 0

0

C
,

4 5
o

C的温度条件下培养
。

到第 3 天和第

6 天
,

分别计算它们的细胞密度
,

并 与第 1 天作比较
。

结果是
:

温度为 2 o8 C的一组
,

细胞数

的增长是最快的
,

第 3 天已为第 1 天的 3
.

5倍
,

第 6 天为 6
.

3 倍
。

而在 一 3o c
, 3℃

,

10
O

C
,

3 9a C
,

40 00
,

4 5吧等温度条件下的各组细胞密度均明显下降
。

在 3扩C培养了 3 夭至 6 天

的一组细胞仍有部分存活
。

而在 40 oC
,

4 5a C温度下的两组细胞
,

培养 3 天仍有少量存活
,

但形态不佳
,

至第 6 天即全部死亡
。

在 一 3o C的低温条件下
,

细胞培养至第 3 天比第 1 天

减少了 93 %
,

至第 6 天即减少 97 环
,

在存活的细胞中
,

形态正常的仍占多数
。

在 3吧的低

温条件下
,

第 3 天比第 1 天减少了 87
.

4终
,

第 6 天减少 9 0
.

2拓
,

但细胞形态正常
。

在 10 ℃

的条件下
,

第 3 天的细胞只减少了 1 0
.

3%
,

第 6 天减少 22
.

9%
,

细胞形态正常
。

因此
,

本

细胞系的生长温度范围是 1 0一 3 7
O

C
,

它的最适温度为 2 8
“

C左右
。
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最适 p H 值

方法与温度实验相同
,

在 2 2
O

C
,
2 o8 C

, 3扩 C三种温度条件下进行培养实验
,

每种温度

有 5 个 PH 值
,

即 5
.

9 , 6
.

2
,
7

.

2
,

8
.

0 ,

8
.

2
。

在开始实验前
,

各个 p H 值的细胞均在 2 8吧的

温度下培养
,

一天后
,

分别将它们放在三种不 同的温度条件下培养
,

这时每个 p H 值取出 2

瓶细胞
,

计算第 1 天的密度
。

培养到第 3 天和第 7 天后
,

又分别取 2 瓶细胞计数
。

结果列

于表 1
。

细胞数目的增加和减少都与第 1 天的细胞数相比
,

增加和减少的数字用 百分 比

表示
。

表 1 C A B
一

so 细胞在不同温度和 p H 下的生长情况

孵育时间〔天 )

温 度

留℃ 习名℃
细胞数

义 1护
3 7七

1
`

g9

1
.

1甘

1
.

的
O

`

94

1
。

朋

U找为

如万 D

2
、

们
2

`

g石

19万 I

1
`

7 9

2 8万 D

朋男 D 筑写 D

2
.

4 8

2
`

6 7

8万 I

3
,

韶
9 2男 I

2
`

4 8

U
。

习2

8 7万 D

0
甲

19

9 2烙 D

2
,

器
4

,

88
1卫幻军 I

8
,

89

30 1男 I

2
`

器

吕
。

3 9

2
,

22

O
,

邵
63男 I

7
.

2 8

此8万 I

6 1男 D

0 69

6 9% D

1
,

7 8

3
.

3 7

朋男 工

4
.

的

犯6络 I

1
。

7 8

4
,

3 9

14 7男 I

6
.

兜

触牙万 工

1
.

7 8

0
。

9 4

4 7落 D

0
`

] 2

那卑D

1
.

7 9

习
。

湃

1
`

7 9

6
。

盯

1
.

7 9

O
。

13

1沁万 I 2 8牙写 I 9 3落 D

工 :
表示细胞增加

D
: 表示细版减少

从表 1 可 以看出
,

在一定的温度条件下
,

培养基的酸碱度对细胞的生长有明显的影

响
。

温度为 27 aC 时
,

无论那一种 p H 值均不利于细胞生长
。

只是在 p H 为 7
,

2 时
,

细胞数

目减少的百分数较低
。

温度为 2 8o C时
,
p H 为 5

.

9 的情况下
,

细胞数目减少
,

而 p H 在 6
.

2-

8
.

2 之间
,

细胞数目增长明显
,

尤其在 p H 为 8
.

2 时增长较快
。

温度为 2 2o C
,

p H 值为 5
.

9

和 6
.

2 时
,

对细胞的生长不利
。
p H 偏高

,

细胞数增长明显
,

尤以 p H 为 7
.

2 最显著
。

因此本
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细胞系在 2 2一 2 8
O

C的温度下
,

最适 p H 值为 7
.

2一 8
.

2 之间
。

7
。

病毒感染试验

将具典型出血病症状的草鱼鱼种的肝
、

脾
、

肾组织制成匀浆
,

无菌过滤成病毒原液

( 1 : 20 )
。

然后用含 2拓小牛血清的 T C一 1 99 培养基稀释成 1。一 `

一 1。一 病 毒稀 释液
,

以

C A耳 8 0 第 89 代细胞进行感染试验
。

每个病毒原液的稀释度分别接种于已培养 触 小 时

的致密单层细胞的两个小方瓶中
,

每瓶接种 0
.

s m l
,

吸附 1 小时
,

洗净
,

置 2 8℃培养箱中

培养 4 天
,

观察结果
。

1 --0
`

感染组细舱全部脱落
,

但颜色未变 , 1-0
,

一工。
’ 忿
两组细胞变圆

,

聚集成团
,

并有网状侵袭斑点出现 , l 。’ `
一组细胞无明显变化 ; 对照组的细胞亦无任何变

化
。

又将产生细胞病原效应的细胞培养物置 一 30
“

C冻融之后
,

然后稀释成 1 0` 一 l 。
~ `

悬

液注射感染健康草鱼鱼种
。

每一稀释度注射 6 条鱼
,

每条鱼注射 O
·

3m l
,

分别暂养在 2 6一
2 8o C水缸中

,

连续观察 14 天
,

每天检查鱼种死亡数与表现症状
,

结果如下表
:

病毒稀释度

试验鱼尾数

表 2 草鱼鱼种感染试验

而二厂一可一 几子牙

一一生一一…

一
卜止导一

6 1 5 1 5

10 ,

6

对 照

死 亡 数

由表 2 可以看出
,

产生细胞病原效应的细胞培养物悬液
,

有相当强的毒性
。

感染死亡

的草鱼鱼种
,

外观均具典型出血病症状
。

试验初步表明
,
C A B一 80 细胞被草鱼出血病的病

毒原液感染以后
,

可明显的观察到病变现象
。

至于电镜检验与免疫血清中和反应仍在继

续进行中
。

讨 论

鱼类细胞培养的历史较短
,

许多方面乃是从哺乳类动物细胞培养中移植过来的
。

凡是

适用丁哺乳类动物细胞培养的方法
、

技术和培养基等
,

基本上也适用于鱼类
。

我们所用的

培养基就是其常用的 T C一 1 9 9
。

对培养基的 p H 值要求也十分严格
,

尤其是 原 代培养
,

p H 值范围仅限于 7
.

2一 7
.

4 之间
。

偏酸 或偏碱都不利于细胞生长
。

然而
,

生长较稳定后

的继代细胞
,

在温度为 2 8
O

C时
,

p H 值范围可允许在 6
.

2一 8
.

2 之间
。

温度是鱼类细胞培养的主要条件
。

W ol f[ 川认为鱼类细胞培养温度的选择
,

应是接近

于该鱼类个体最适生长温度为前提
。

他总结了前人的经验后指出
:

生活在不同纬度的鱼

类
,

其细胞培养的温度范围也各异
。

冷水性鱼类的细胞培养温度范围是 4一 2 o6 C之间
,

最

适生长温度为 20
口

C , 温水性鱼类的温度范围是 1 3一 3 7o C之间
,

最适温度为 2 5
,

C ,热带鱼

的温度范围是 20 一 3 7o C
,

最适温度也是 2 5a C
。

我们实验的结果与此基本一致
,

生长温度

范围是 10 一 3 7
O

C之间
,

最适培养温度为 2 2一 28 ℃
。

生长曲线是细胞系的一个主要生物学特性
。

它表示传代后
,

细胞在培养过程中的动

态变化
。

一般在传代后第 1 天细胞数有所减少
,

经过几天的增殖迟缓期后进入对数增殖



128 水 产 学 报 9 卷

期
。

达到高峰后进入稳定期
,

最后进入对数死亡期
。

O A乐 80 细胞系的生长曲线基本上

是循着这一规律发展的
。

生长曲线与分裂指数曲线同属一组细胞
。

因此
,

它们的发展趋势基本上是一致的
。

接

种后第 1 天
,

细胞迅速贴壁生长
,

分裂频繁
,

因而分裂指数最高 , 第 2
、
3天

,

分裂指数仍保

持一定高度
,

此时生长曲线坡度仍很大 ,第 4
、
5 天

,

分裂指数下降
,

细胞生长进入增殖迟缓

期
,

接着出现两个高峰
,

曲线进入对数生长期直到平顶 ,第 11 天
,

分裂指数开始下降
,

至第

13 天
,

几乎下降到零
; 同时

,

在第 n 天后
,

生长曲线也开始下降
,

进入对数死亡期
。

、

本文所记载的 C A B一 80 细胞系的染色体数目有很大的变异
,

但有一定的中心趋向
。

对

娜鱼染色体的研究
,

早在 1 9 4 1年 日本学者 M砍 in
o
阅用精巢作材料

,

采用石蜡切片法研

究了卿鱼的染色体
。

结果是 2” 二 94
。

而后
,

o hn
。 ,

5
.

和 N
.

B
.

A kt in ( 1 9 66) 川 的报告

认为
:
在同一卿鱼个体中

,

它的 2、 值在 94 一 10 4 条之间变动
。

0恤
。 ,

5
.

( 1 9 6 7 ) 〔们
,

用未

经离体培养的组织作材料
,

进一步纠正 了 2、 值
,

认为 2。 = 1 0 4
。

。扛。
a 等 ( 1 9 6 6) 伽

〕 用气

干制片法确定了螂鱼染色体数目 2、 为 1 0 0
。

我国咎瑞光 ( 1 9 8 0) 阁
、

吴政安 ( 1 9 8 0) 〔 , 」等的

实验结果也认为卿鱼的 2。 数为 1 。。
。

我们所用的螂鱼 2、 也是 1 0 0 。

经过离体培养的细胞
,

染色体数目的变异是存在的
,

而且随着传代次数的增加而增

大
。

正如文中所述
,

传至 18 代时染色体数 目已开始变动
,

其范围是 90 一 1 00 之间
,

但染色

体数为 1 00 的细胞居多
,

仍属二倍体
。

传至 60 代 以 后
,

染色体数目变动范围很广
,

在 68
-

1 78 之间
,

其主要趋向是 1 60 一 1 7 8 ,

已属异倍体
。

W ol f ( 1 9 6 9 )l[
“ 〕
认为

: 已检查过染色体

数目的鱼类细胞系
,

几乎全部是异倍体细胞系
。

与哺乳类动物相似的鱼类二倍体细胞系

是存在的
,

但很少
。

张念慈 ( 1 9 8 1 )
「幻等的草鱼吻端组织细胞株是正常二倍体细胞株

。

而

W如gf iel d ( 1 96 8 ) 〔川报道
,

红大麻哈鱼 (抓二入夕助入。 、 赫a) 胚胎细胞系二倍体数目可以

维持到 5 0 代
,

但不能继续下去
。

G
.

J
.

R io ( 1 973 ) , 1所建立的螂鱼细胞系
,

染色体数目范
、

围也很广
,

从 4 7一 1 9 3
。

T 昭 u k u w 就汕动。 ( 1 978 )等哪习,

报告了他们建立的大麻 哈鱼

( O。 口呱弊负。 加 at ) 胚胎细胞系
,

染色体数目的变异也很大
,

虽然其主要变动范围是从

53 一 79
,

但是 1 1 5一 1 25 也观察到
。

而它的二倍体数 目是 74
,

因此也是一异倍体细胞系
。

W ol f[
` , 皿
早就指出

, “

在所有的动物细胞系中
,

在获得无限期培养的潜能时
,

总是伴随着改

变成为异倍体染色体组成
,

这样一种鱼类细胞系的染色体众数
,

显然是十分稳定的
。 ”

根据

这一见解
,

我们认为 C A B一 s0 细胞系是一个异倍体细胞系
。

在实验室条件下容易 维 持
。

冷冻保存的细胞解冻后基本的生物学特性变化不大
。

我们的实验表明
,

C A --B 80 细胞对草鱼出血病病毒感染会产生一定的病变现象
。

在

以后的多次重复感染试验中
,

时有细胞病原效应发生
,

尽管如此
,

这个试验结果尚未从电

镜观察中直接检出出血病病毒颗粒
,

也未被免疫血清中和试验得到进一步的证实
,

因此有

待于进一步的研究
。

如果 0人 B一 80 对草鱼出血病病毒的敏感性能得到了最后肯定
,

则可

作为出血病病毒分离
、

鉴定和病原与宿主细胞相互关系研究的一种工具
。

业 已证实草鱼

出血病的病原是一种呼肠孤病毒 ( r e。们ur
, )

,

至今仅在草鱼种中发现
,

而螂鱼并无此种疾

病
。

然而体外培养的细鱼细胞却能对此种病毒有一定的病变发生
,

是否意味着在体外培

养条件下
,

此种病毒并无严格的种族专一性
。

这是一个饶有兴趣的问题
,

也有待于进一步

的研究
。
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