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摘要! 采用组织块培养法启动大泷六线鱼鳍$吻端和肾脏 / 种组织细胞的原代培养!并稳定传

代培养 /2 代$/3 代和 /7 代% 结果发现!用透明质酸酶和
#

型胶原酶联合消化鳍和吻端组织

后细胞分散效果更好% 培养于添加 7 AS5<'人碱性成纤维细胞生长因子" 3(I(#$12

!

S5<'

硫酸软骨素$82 AS5<'

$

型胰岛素样生长因子")I(7)#及 12J胎牛血清的 4E,E5(31 培养

基"V+011#中的 / 种组织细胞生长分裂旺盛!均为成纤维样细胞% 在此条件下第 12 代的鳍$

吻端$肾脏组织细胞群体倍增时间分别为 7910!7218 和 /11: Q% 第 17 代大泷六线鱼 / 种组织

细胞的特征性染色体数目均为 89 条% 细胞经液氮冷冻保存 62 P 后!解冻复苏并经台盼蓝染

色!/ 种细胞成活率分别达 9817:J @3120J$97107J @312/J和 901/:J @3127J% / 种细

胞现已保存在中国典型培养物保藏中心% / 种组织细胞体外培养方法的建立为鱼类疾病防治

和病理机制研究奠定了基础%

关键词! 大泷六线鱼& 有限传代& 生物学特性

中图分类号! H30913& *:301844444444文献标志码'&

44大泷六线鱼#>-?+/%+@@,),8+A&&$又名欧式

六线鱼"隶属于
!

形目 #*D/NV=2A>U/N<?$+六线鱼

科#+2B=SN=<<>P=2$

)3*

"是冷温性底层鱼类"主要

分布于中国山东和辽宁等近海多岩礁海区"日本+

朝鲜等近海也有分布( 该鱼肉味鲜美"营养丰富"

有&北方石斑'之称
)1*

"是中国重要的经济鱼类"

也是新近开发的人工育苗和养殖的种类( 大泷六

线鱼的生物学研究目前主要集中在形态+生态+遗

传育种等领域
)/ 56*

( 关于其细胞体外培养研究尚

未见报道(

自 12 世纪 62 年代"G/0U等
)0*

建立了世界上

第一个鱼类细胞系...虹鳟生殖腺细胞系以来"鱼

类细胞培养研究进展迅速( 到 1233 年"全世界报

道建立的鱼类细胞系 107 株"其中淡水和溯河洄游

性鱼类细胞系 307 株"海水鱼类的细胞系 322

株
)9*

( 鱼类细胞系的建立可为种质资源保护+病毒

及疫苗的研究以及环境监测+功能基因的研究等奠

定基础( 但目前已建立的细胞系尤其是海水鱼类

的细胞系远不能满足相关研究的需要"利用鱼类细

胞进行污染物分析等工作还刚刚开始( 本实验建

立了大泷六线鱼鳍+吻端+肾脏组织细胞体外培养

体系"分析了 / 种细胞的特性"一方面为鱼类病毒

的分离+鉴定及疫苗研制打下基础"另一方面作为

生物污染指标为环境毒理学研究创造条件(

34材料与方法

$%$&材料和试剂

材料44大泷六线鱼购自大连市黑石礁海边

鱼市"全长 362 =112 D<"体质量为 372 =122 S(

试剂 4 4 '737 培养基+ 4E,E 培养基+

4E,E5(31 培养基+胎牛血清#(8*$+胰酶+青霉

素 5链霉素双抗溶液为 +RD0/A2公司产品%人碱

性成纤维细胞生长因子#3(I($+

$

型胰岛素样生

长因子 # )I(7)$+透明质酸酶+

#

型胶原酶为

62VN/L2DQ 公司产品%硫酸软骨素为 G/0?2A 公司

产品( 实验中所用其它化学试剂均为分析纯(

$%'&取材和原代培养

鲜活大泷六线鱼于高双抗消毒海水 #3 222
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)#5<'青霉素" 3 222

!

S5<'链霉素 $ 中暂养

36 =18 Q 后"在超净工作台上取其鳍和吻端组织"

分别放入青霉素小瓶中并加入新配置的双抗

#322 )#5<'青霉素"322

!

S5<'链霉素$处理 /2

<>A( 将双抗吸出后"用 68*和 7J(8*74E,E5

(31 漂洗组织块各 3 次%解剖取肾组织于无菌的

青霉素小瓶中"按上述方法漂洗组织块 3 次( 用

无菌眼科剪刀将组织块剪成 3 <<

/

碎块( 参考樊

廷俊等
):*

用 217J透明质酸酶和 211J

#

型胶原

酶联合消化吻端和鳍组织 /2 <>A #肾组织不消

化$( 最后用 7J(8*74E,E5(31 培养基充分悬

浮组织块并接种于 17 D<

1

培养瓶中( 36 Q#肾组

织 32 Q$后"补加培养基每瓶至 7 <'( 组织块在

17 W -"

1

培养箱#7J -"

1

$中培养"每 1 =/ 天

在 "0R<V@?倒置显微镜下观察和拍照(

$%(&最适培养基的筛选

使用 含 有 12J (8*的 '737+ 4E,E 和

4E,E5(31 培养基分别于 17 W下原代培养大泷

六线鱼鳍+吻端和肾组织细胞"通过观察组织块在

/ 种不同培养基中细胞的贴壁和迁出情况"确定

最适培养基( 实验设 / 个重复( 然后在最适培养

基中添加 7 AS5<'人碱性成纤维细胞生长因子

#3(I($+12

!

S5<'硫酸软骨素+82 AS5<'

$

型

胰岛素样生长因子#)I(7)$及 12J胎牛血清
):*

(

$%,&细胞的传代培养

大泷六线鱼上述 / 种组织细胞长成单层后"

吸出培养瓶中的培养基"加入浓度为 2117J的胰

蛋白酶溶液 3 <'"消化 62 ?"待细胞变圆后"吸去

胰蛋白酶溶液"加入含血清的培养基"用吸管吹打

细胞"制成细胞悬液%然后接种于两个培养瓶内%

在 17 W -"

1

培养箱中培养( 待细胞再次长成单

层后"仍按照上述方法进行传代(

$%K&细胞冻存与复苏

冻存保护液各组份为 12J(8*"62J4E,E5

(31 和 12J4E*""配制后于 8 W冰箱保存备用(

取已长满瓶生长旺盛的细胞"2117J胰酶消化后

收获细胞"3 222 N5<>A 离心 32 <>A"弃掉上清液(

向细胞沉淀中加入已配置好的 3 <'冻存保护

液"重悬"调整细胞浓度至 3 >32

6

个5<'"将细胞

悬液转移到无菌冻存管中"并按以下程序降温!8

W冰箱中放置 /2 <>A+ 512 W冰箱放置 3 Q+ 592

W冰箱过夜"最后放入液氮# 53:6 W$中长期保

存( 把冻存 62 P 的细胞从液氮罐中取出"放入 82

W水浴中"待细胞冻存液融化后转入 17 W水浴

中( 然后无菌条件下将细胞冻存管中细胞悬液转

移至 32 <'离心管中"并加入等量 4E,E5(31

培养液"3 222 N5<>A 离心 32 <>A"去上清"收集细

胞( 用培养液重悬细胞"并转移到细胞培养瓶中"

17 W -"

1

培养箱中培养"31 Q 后全量换培养液"

继续进行培养( 取少许重悬细胞用台盼蓝染色"

常规血球计数板法计数"计算成活率( 成活率 A

活细胞数5细胞总数(

$%D&细胞生长曲线的测定

大泷六线鱼鳍+吻端+肾脏组织细胞分别传代

至 12 代时"用 2117J胰酶消化法收集细胞"每孔

3 <'分别接种于 18 孔板中"接种密度不低于

312 >32

8

个5<'"置 7J-"

1

培养箱中 17 W下培

养"每隔 18 小时收集 / 个孔中的所有细胞进行计

数"采用常规血球计数板法计数"实验周期为 0 P(

以培养时间# P$为横坐标"细胞浓度 #个5<'$为

纵坐标"绘制 / 种细胞的生长曲线( 根据公式

1A8>'S15'S#B

8

CB

2

$计算细胞的群体倍增时间"

其中"B

2

为接种细胞数"B

8

为时间 8后的细胞数(

$%C&染色体分析

以第 17 代对数期的大泷六线鱼 / 种细胞为

材料进行了染色体分析( 向 / 种细胞中加入秋水

仙素"使其终浓度达到 3

!

S5<'"17 W下继续培

养 31 Q 后"吸出培养液"2117J胰酶消化法分散

细胞"3 222 N5<>A 离心 32 <>A"收集细胞( 参考

G=AS 等
)32*

方法进行染色体制备"高倍显微镜下

观察计数染色体数目+拍照"并按照 '2M=A 等
)33*

的方法进行核型分析(

$%L&数据处理

采用 *6**3912 软件进行统计学分析"数据

用均数 @标准差的方式表示(

14结果

'%$&最适培养基

原代培养 0 P 后的观察结果表明#表 3$"鳍+

吻端和肾脏组织细胞在 4E,E5(31 培养基中均

有大量细胞迁出"迁出的细胞占瓶底面积的 32J

以上"且生长速度较快"而培养在 '737 和 4E,E

培养基中的 / 种组织细胞的迁出量相对较少( 可

见"在上述 / 种培养基中"12J的 (8*74E,E5

(31 培养基更适合于大泷六线鱼鳍+吻端和肾脏

细胞的体外培养(

:63
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表 $&鳍"吻端和肾脏组织在不同培养基中

培养 C 4后迁出细胞的铺瓶率

"-.%$&"=:982.:10;25<1-7:4?:336;102 ;59#35G-94

@549:> 75668:6?83781:45945;;:1:972:45- ;01C 4

培养基 <2P>=

'737 4E,E 4E,E5(31

鳍细胞 U>A D200? BBB BB BBBBB

吻端细胞 0>V D200? BB B BBBBB

肾脏细胞 O>PA2R D200? BBBB BBB BBBBB

注!每个& B'代表 1J的铺瓶率#表示迁出细胞占培养瓶底面积

的百分数$ (

%/L2?! B<2=A?D200?<>SN=L2P UN/< L>??@2?UN=S<2AL?/DD@VR 1J

=N2=/UD@0L@N2U0=?O 3/LL/<1

'%'&原代培养

鳍组织培养 89 Q 后组织块边缘增厚"有上皮样

细胞从周围迁出"培养 6 P 后成纤维样细胞迁出"第

13 天长成单层( 吻端组织培养 18 Q 后组织块边缘

增厚并于第 / 天迁出上皮样细胞"成纤维样细胞于

第 32天迁出"培养 37 P 后长成单层( 肾脏组织培养

18 Q后便迁出大量上皮样细胞"第 33 天开始迁出成

纤维样细胞并迅速增殖"继续培养 0 P 后长满单层(

'%(&传代培养

对于长成单层的大泷六线鱼 / 种组织细胞以

胰酶消化法进行传代( 实验表明"传代细胞生长

与分裂状态良好"细胞形态单一"均为成纤维样细

胞"胞质透明"核圆形"位于中央"6 =0 P 便可长成

单层( 12 代以后"细胞增殖速度加快"其中鳍细

胞+吻端细胞 7 =6 P 便可长成单层"肾脏细胞 8 =

7 P 便可长成单层( 此时停止添加两种生长因子

和硫酸软骨素"细胞分裂能力未受到影响( 目前

鳍+吻端和肾脏组织已分别传代至 /2 代 #图 37

=$+/3 代#图 373$和 /7 代#图 37D$(

图 $&大泷六线鱼的 ( 种组织细胞

#=$ 第 /2 代鳍细胞% # 3$ 第 /3 代吻端细胞% #D$ 第 /7 代鱼肾细胞( 标尺 A322

!

<(

E5<%$&"=1::@59460;?:336;102 75668:60;#$%&'())

#=$ U>A D200?=LV=??=S2/2% # 3$ 0>V D200?=LV=??=S2/3% #D$ O>PA2R D200?=LV=??=S2/718=NA322

!

<1

'%,&冻存与复苏

将分别传代 12 代的鳍+吻端+肾脏组织细胞

在液氮中保存 62 P 后复苏( 解冻 31 Q 后"细胞培

养液中出现少量悬浮和死亡细胞"但多数细胞胞质

透明"形态均一"占瓶底面积 02J左右( 用台盼蓝

染色法检测活细胞"结果显示 / 种细胞分别有

9817:J @3120J+97107J @312/J和 901/:J @

3127J的细胞不着色"为活细胞( 全量换新鲜培

养液后"细胞增殖能力逐渐恢复并在 8 =7 P 后重

新长成单层( / 种细胞的形态和分裂能力均与冻

存前相同并可持续传代(

'%K&大泷六线鱼 ( 种细胞的生长特性

从大泷六线鱼 / 种细胞的生长曲线#图 1$可以

看出"17 W"培养于 12J (8*74E,E5(31 培养基中

的吻端和鳍细胞在第 1 =117 天进入对数生长期"肾

细胞在 3 =317 P 进入对数生长期"/ 种细胞的群体

倍增时间分别为 7910+7218 和 /11: Q"说明 / 种传代

培养细胞的状态良好"生长分裂旺盛(

图 '&第 'M 代鳍"吻端和肾组织细胞的生长曲线

E5<%'&"=:<10A7=?81F:0;;59#35G-94

@549:> ?:336-7G-66-<:'M

203
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'%D&染色体分析

实验结果表明"第 17 代大泷六线鱼 / 种组织

细胞染色体数目分布在 /6 =09 之间"其中鳍组织

细胞拥有 89 条染色体的细胞占细胞总数的 60J%

吻端组织细胞占 79J%肾组织细胞占 67J#图 /$(

由此可见"/ 种细胞系的特征染色体数为 89 条(

核型分析结果显示"大泷六线鱼鳍+吻端和肾

组织细胞的 89 条染色体中均有 / 对为中部着丝

粒染色体 # <$" 9 对为亚中部着丝粒染色体

#?<$"32 对为亚端部着丝粒染色体 #?L$"/ 对为

端部着丝粒染色体#L$"核型公式为 1' A89"6 <

B36 ?<B12 ?LB6L"%(A02#图 8$(

图 (&第 'K 代鳍"吻端和肾组织细胞染色体数目分布

#=$ 鳍细胞染色体数目分布% # 3$ 吻端细胞染色体数目分布% #D$ 肾细胞染色体数目分布(

E5<%(&/82.:1456715.875090;;59#35G-94@549:> ?:336?=1020602:6-7G-66-<:'K

#=$ A@<32NP>?LN>3@L>/A /UU>A D200?DQN/</?/<2?% # 3$ %@<32NP>?LN>3@L>/A /U0>V D200?DQN/</?/<2?% #D$ A@<32NP>?LN>3@L>/A /UO>PA2R

D200?DQN/</?/<2?1

图 ,&第 'K 代大泷六线鱼 ;59"35G和 @549:> 细胞染色体核型分析

#=$ 鳍细胞染色体% # 3$ 鳍细胞二倍体核型% #D$ 吻端细胞染色体% # P$ 吻端细胞二倍体核型% #2$ 肾细胞染色体% #U$ 肾细胞二

倍体核型( 标尺 A32

!

<(

E5<%,&J-1>07>G:0;;59#35G-94@549:> ?:33359:6-7G-66-<:'K

#=$ DQN/</?/<2?/UU>A D200% # 3$ P>V0/>P O=NR/LRV2</NVQ/0/SR /UU>A D200% #D$ DQN/</?/<2?/U0>V D200% # P$ P>V0/>P O=NR/LRV2

</NVQ/0/SR /U0>V D200?% #2$ DQN/</?/<2?/UO>PA2R D200% #U$ P>V0/>P O=NR/LRV2</NVQ/0/SR /UO>PA2R D200?13=NA32

!

<1

/4讨论

(%$&大泷六线鱼 ( 种组织细胞的原代培养方法

组织块培养法是常用的细胞体外培养方法"具

有快速+简单+效率高等优点
)31*

( 如李霞等
)3/*

培

养的皱纹盘鲍外套膜组织细胞+沈锦玉等
)38*

培养

的鳙吻端皮肤细胞+王军霞等
)37*

培养的日本对虾

肌肉细胞+黄晓明等
)36*

培养的文昌鱼尾+鳃+肝盲

囊等组织细胞+孟彦等
)30*

培养的施氏鲟肝脏+脾

脏+肾脏+鳍和心脏等组织细胞以及樊廷俊等
):*

培

养的褐点石斑鱼鳍+心脏+鳔细胞"均采用了组织块

培养法( 从组织块中迁移出来的细胞贴壁性好"能

迅速生长并汇合成单层"但是培养初期需要每周换

液 3 =1 次"清除未贴壁组织块及细胞"以利于已贴

壁细胞的生长( 由于大泷六线鱼鳍和吻端组织细

胞外基质中含有多糖和胶原蛋白成分"不利于细胞
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的迁出"本实验参考樊廷俊等
)39*

建立大菱鲆细胞

系的方法"采用透明质酸酶和
#

型胶原酶联合消化

法取得较好的效果( 透明质酸酶和
#

型胶原酶可以

降解细胞外基质中的透明质酸和
#

型胶原"从而疏

松组织使细胞迁出( 与机械碾碎法和胰酶消化法

相比"这种方法能够保证游离的细胞和细胞团不会

受到损伤( 肾脏组织剪碎后会自动分离出许多细

胞"因而不需采用此种方法( 根据不同组织的特点

采用不同方法是本实验成功启动大泷六线鱼鳍+吻

端和肾脏细胞原代培养的关键之一(

(%'&大泷六线鱼 ( 种细胞最适体外培养体系

建立适合细胞体外生长的培养体系是成功建

立细胞系的关键( 本实验通过比较大泷六线鱼 /

种细胞在 '737+4E,E和 4E,E5(31 / 种培养基

中的 贴 壁 和 迁 出 情 况"认 为 含 12J (8*的

4E,E5(31#V+011$最适于大泷六线鱼鳍+吻端和

肾脏组织的体外培养"与 )<=Y/Q 等
)3:*

报道的真鲷

细胞系+樊廷俊等
):"12*

建立的褐点石斑鱼三种组织

细胞系和圆斑星鲽鳃细胞系所使用的培养基一致(

目前已建立的其他海水鱼细胞系也有使用 '737 培

养基
)13 51/*

和 4E,E 培养基的报道"如任国诚

等
)18*

使用 4E,E培养基成功建立了漠斑牙鲆胚

胎细胞系( 体外培养海水鱼类细胞系所用培养基

的不同"可能与鱼类的种属及组织来源不同有关(

本实验在培养基中分别添加了 3(I(+硫酸软

骨素和 )I(7)"有效的促进了原代培养的鳍+吻端

和肾脏组织细胞的迁出和分裂"取得了很好的结

果( 3(I(和 )I(7)是海水鱼类细胞培养中常用

的添加因子"这两种生长因子的主要作用是与酪

氨酸激酶受体结合并激活其活性"然后激活 N=?

蛋白"从而使细胞内 E&6激酶的级联反应被激

活"最终进入 4%&合成期和分裂期"使细胞增

殖
)17 516*

( 樊廷俊等
):*

在用 4E,E5(31 培养基

培养褐点石斑鱼细胞时发现"添加 32 AS5<'

3(I(和 82 AS5<')(I7)能促进褐点石斑鱼 / 种

组织细胞的增殖能力( 任国诚等
)18*

通过添加 1

AS5<'3(I(促进漠斑牙鲆胚胎细胞的有丝分

裂( 硫酸软骨素是一种天然酸性粘多糖"与细胞

表面及基质中其他大分子物质结合紧密"对细胞

具有支持+保护+促进分化和增殖作用
)10*

"尤其能

促进成纤维细胞的增殖"可能是由于硫酸软骨素

提供了适宜细胞代谢的酸性环境"加速成纤维细

胞的分裂
)19*

( 本研究培养的大泷六线鱼 / 种组

织细胞在早期培养过程中逐渐纯化为单一类型的

成纤维样细胞"而上皮样细胞消失"可能与培养液

中添加了硫酸软骨素有关(

(%(&大泷六线鱼鳍"吻端和肾脏组织细胞的染色

体分析

真核生物的染色体数量具有物种特异性"是

一种较为准确的细胞种属鉴定指标( 染色体可以

用来鉴定细胞系是否趋于稳定和在离体培养条件

下细胞是否发生转化
)30*

( 若要进行染色体组型

分析"需要获得分散良好并且显色清晰的中期分

裂相( 获得中期染色体的方法通常是利用秋水仙

素或秋水酰胺抑制纺锤丝形成"使染色体停留在

有丝分裂的中期( 对于不同物种"秋水仙素的作

用浓度和时间各有不同( 樊廷俊等
)39*

采用 12

!

S5<'的秋水仙素于 18 W下作用 32 Q 获得了大

菱鲆鳍细胞中期染色体( 曾令兵等
)31*

采用 3

!

S5

<'的秋水仙素于 19 W下作用 3/ =37 Q 获得了

斑点叉尾 肾脏细胞中期染色体( 任国诚等
)18*

采用 217

!

S5<'的秋水仙素于 18 W下作用 8 Q

获得了漠斑牙鲆囊胚期胚胎细胞中期染色体( 本

实验则是采用 3

!

S5<'的秋水仙素于 17 W下作

用 31 Q"获得了较多中期染色体( 第 17 代大泷六

线鱼 / 种组织细胞染色体数分布于 /6 =09"但 89

条的比例最高"鳍细胞中拥有 89 条染色体的细胞

占细胞总数的 60J"吻端细胞占 79J"肾细胞占

67J( 虽然 / 种细胞系均出现了染色体非整倍性

现象"但其特征染色体数目仍为 89 条"与卓孝磊

等
)1:*

报道的大泷六线鱼染色体数目相同( 染色

体核型分析显示大泷六线鱼鳍+吻端和肾脏细胞

的 89 条染色体中均有 / 对为中部着丝粒染色体

#<$"9 对为亚中部着丝粒染色体#?<$"32 对为

亚端部着丝粒染色体 #?L$"/ 对为端部着丝粒染

色体#L$"核型公式为 1' A89"6 <B36 ?<B12 ?LB

6 L"%(A02"与喻子牛等
)/2*

报道的大泷六线鱼染

色体核型分析结果一致( 以上两点除能证明所做

的实验材料为大泷六线鱼外"还说明现有实验条

件满足 / 种组织分裂+生长的需要"细胞系尚没有

发生变异(
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