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SCC-37 37 °C 驯化的稳定性及其在常见病毒
培养中的应用
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摘要：

 【目的】建立能快速增殖且对鳜源常见病毒敏感的鳜鱼细胞系。
 【方法】利用已建立的鳜脊髓组织细胞系 SCC，采用梯度血清逐步驯
化的方式，建立一个连续细胞系 SCC-37，分析该连续细胞系的来源、
支原体污染、生长特性和冻存后细胞活力，评估其对传染性脾肾坏死
病毒 (ISKNV)、鳜虹彩病毒 (SCRaV)和鳜弹状病毒 (SCRV)的敏感性。
 【结果】该细胞系 SCC-37已连续培养 30代，稳定的生长条件为 L-
15+10%NBCS、37 °C培养；通过鳜 28S rRNA 基因分析其来源于鳜，
支原体检测证实 SCC-37无支原体污染；病毒敏感性结果显示，
ISKNV、SCRaV和 SCRV可在 SCC-37中稳定增殖和传代，培养的病
毒滴度为 103.4~109.6 TCID50/mL，电镜观察可见大量病毒颗粒。
 【结论】新驯化的 SCC-37为分离、鉴定和增殖病毒以及疫苗制备提供
了重要工具。
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鳜 (Siniperca chuatsi)是我国特有的淡水鱼类，属于鲈形目 (Perci-
formes)暖鲈科 (Percichthyidae)鳜亚科 (Sinipercunae)，营养价值高、肉

质鲜美，在我国广泛分布，深受消费者喜爱[1-2]。其全国养殖总产量在

2021年、2022年分别达 37.4万和 40.1万 t，产值超过 200亿元[3]。但

各种环境应激因素，包括高温、缺氧和病害，经常损害鱼类健康，给

鳜水产养殖业造成严重的经济损失 [4]。鳜养殖主要病害有细菌性

疾病、寄生虫病和病毒性疾病，以病毒性疾病危害最为严重，主要有

传染性脾肾坏死病毒 (infectious  spleen  and  kidney  necrosis  virus,  ISK-
NV)，鳜蛙虹彩病毒 (Siniperca chuatsi ranavirus,  SCRaV/ mandarinfish
ranavirus, MRV)，鳜弹状病毒 (Siniperca chuatsi rhabdovirus, SCRV)[5]。
ISKNV是导致鲈形目鱼类高死亡率的病毒之一，造成鳜、大口黑鲈

(Micropterus salmoides)和墨瑞鳕 (Maccullochella peelii)等严重的经济

损失[6]，受 ISKNV感染的鱼主要症状为体色发黑、腹部肿胀、鳃苍白、

脾脏肿大 [7-8]。同时也存在亚临床病毒感染，造成疾病不易确诊，使
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该病不能及时得到防控  [6]。SCRaV是鳜养殖业

新发现的病原，流行普遍，引起较高发病率，

最早报道的 MRV-GD1301分离株是在 2013年

从杂交鳜中分离出来的一种类似于大口黑鲈虹

彩病毒 (LMBV)特征的新型致死性病毒 [9]，感

染 SCRaV的鱼表现为嗜睡、厌食和腹部肿胀，

部分伴有腹水；在自然条件下，SCRaV的持续

隐性感染是防控的难点[10-11]。SCRV有很强的致

病性，感染的鱼表现为体表、鳍和部分内脏器

官出血，致死率高达 80%~100%[12]。有相关报

道表明，正常生长的成年鳜也可以携带 SCRV，

这些携带病毒无明显临床症状的成鱼，成为病

毒传染源，给该病的防控带来了巨大的挑战[13]。

因此，这些病毒性疾病的防治已成为当今鳜养

殖业急需解决的重要问题。
连续稳定的细胞系是病毒研究、疫苗开发

的关键工具，可用于病毒分离、鉴定、发病机
制研究以及基于细胞培养的病毒疫苗研发 [14]。
同源细胞系，尤其是来自同一物种，被视为应
对未知病毒暴发的宝贵工具 [15]。自 1962年，
Wolf等[16] 建立第一个鱼类细胞系：虹鳟性腺细
胞系 RTG-2，至今已有 918个鱼类细胞系 (https://
www.cellosaurus.org/browse_by_group， Fish  cell
lines)被建立。此前，鳜鱼苗细胞系 (MFF-1)、
鳜 全 脑 细 胞 系 (CPB/MFB)、 鳜 胚 胎 细 胞 系
(MFE)和鳜脊髓组织细胞系 (SCC) 已被建立，
主要在 24~28 °C培养，生长速率慢，均使用胎
牛血清，成本高 [17-21]。在该研究中，利用已有
的细胞系 SCC，通过优化细胞培养工艺 (培养
温度和血清浓度)，驯化建立 SCC-37，并分析
了该细胞系的特性，评估其对几种鳜常见病毒
的敏感性。该细胞系的建立为大规模生产相关
病毒提供了重要工具，为研发高效和价廉的疫
苗奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    细胞与病毒

SCC由浙江省淡水水产研究所鱼病室建立

并保存[20]，该研究中使用第 60代细胞。ISKNV、

SCRaV和 SCRV由浙江省淡水水产研究所分离

鉴定并保存。 

1.2    试剂与仪器

L-15培养液、M-199培养液、青霉素/链霉

素混合液、磷酸盐缓冲溶液 (PBS)、胰蛋白酶-
EDTA(0.25%Trypsin-EDTA)、 胎 牛 血 清 (FBS)
购自美国 Gibco公司，新生牛血清 (NBCS)购自

内蒙古金源康生物工程股份有限公司，核酸提

取试剂盒 (磁珠法)购自洛阳爱森生物科技有限

公司，细胞冻存液购自日本 ZENOAQ公司，秋

水仙素、吉姆萨染液购自北京索莱宝科技有限

公司，2×Flash Hot Start MasterMix(Dye) 购自北

京康为世纪生物科技股份有限公司，TransDe-
tect® PCR Mycoplasma Detection Kit购自北京全

式金生物技术有限公司。细胞基因组提取试剂

盒购自天根生化科技 (北京)有限公司。

实验所用完全培养基：1号完全培养基 (含
有 100 IU/mL青霉素、100 μg/mL链霉素、20%
胎牛血清的 L-15培养液)，2号完全培养基 (含
有 100 IU/mL青霉素、100 μg/mL链霉素、10%
胎牛血清的 L-15培养液)，3号完全培养基 (含
有 100 IU/mL青霉素、100 μg/mL链霉素、20%
新生牛血清的 L-15培养液)，4号完全培养基

(含有 100 IU/mL青霉素、100 μg/mL链霉素、

10%新生牛血清的 L-15培养液)，5号完全培养

基 (含有 100 IU/mL青霉素、100 μg/mL链霉素、

5%新生牛血清的 L-15培养液)，维持液 (含有

100 IU/mL青霉素、100 μg/mL链霉素、2%新

生牛血清的 L-15培养液)。
磁珠法全自动核酸提取纯化仪购自洛阳爱

森生物科技有限公司，细胞计数器购自美国

Merck公司。 

1.3    SCC 传代培养

选择第 60代次 SCC进行驯化培养。按照

Gong等[20] 的方法从液氮选择第 60代次 SCC复

苏。简而言之，将从液氮取出的 SCC细胞，迅

速置于 37 °C水中摇晃，融化后，1 200 r/min离

心 10 min，弃上清液，重悬于 1号完全培养基，

转入 T25细胞培养瓶，置于 28 °C恒温培养箱。

细胞汇合度达 90%以上时进行连续传代培养。

具体步骤：吸出原有培养基，用 PBS进行冲洗，

加入 1 mL胰蛋白酶 -EDTA消化液室温消化，

1~2 min后，去除胰蛋白酶-EDTA，添加 4 mL
1号完全培养基终止消化并吹打细胞，收集细

胞悬液；体积比 1∶2进行分瓶，置于 28 °C恒

温培养箱。逐代观察细胞，细胞生长稳定，可

进行驯化培养。 
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1.4    SCC 培养条件驯化
 

不同比例血清的完全培养基初筛　　L-15
培养液和 M-199培养液搭配不同比例血清配制

完全培养基，观察传代后的 SCC活力。选择 L-
15培养液和 M-199培养液分别搭配 20% FBS、
10% FBS、5% FBS、1% FBS、20% NBCS、10%
NBCS、5% NBCS和 1% NBCS 配制完全培养基。

取 SCC分别用每一种完全培养基传代，置于

37 °C恒温培养箱，逐日观察，选择细胞活力较

好的几种完全培养基 (L-15+10% FBS、L-15+20%
NBCS、L-15+10% NBCS、L-15+5% NBCS)，继

续传代，逐代观察。 

驯化培养　　根据初筛结果，进行 SCC驯

化培养。首先选择生长稳定的 SCC，用 2号完

全培养基进行传代培养，置于 37 °C恒温培养

箱，每 2天进行换液，细胞汇合度达 90%以上

时继续传代培养，逐代观察。细胞生长稳定且

可连续传代培养时，选择 3号完全培养基进行

传代培养，置于 37 °C恒温培养箱，每 2天进

行换液，细胞汇合度达 90%以上时继续传代培

养，逐代观察。细胞生长稳定且可连续传代培

养时，选择 4号完全培养基进行传代培养，置

于 37 °C恒温培养箱，每 2天进行换液，细胞

汇合度达 90%以上时继续传代培养，逐代观察。 

1.5    28S rRNA 基因序列分析与比对

SCC-37在 37 °C可以稳定生长，且能连续

传代，为了防止细胞间污染，对后续研究造成

误导。取第 30代 SCC-37，根据细胞基因组提

取试剂盒的操作说明，提取细胞的总基因组

DNA。引物参照罗晓雯等 [21] 28S rRNA 基因引

物 MF-28S(表 1)。以提取的 SCC-37总基因组

DNA为模板，进行 PCR扩增。PCR扩增反应

的总体系为 25 μL，其中包含 2×Flash Hot Start
MasterMix(Dye) 12.5 μL、上下游引物 (10 μmol/L)
各 1 μL、模板 DNA 1.5 μL、ddH2O 9 μL。PCR
产物通过琼脂糖凝胶分析并送往生工生物工程

上海股份有限公司测序。测序结果采用 NCBI
的 BLAST工具进行比较与分析。 

1.6    SCC-37 支原体检验

取第 30代 SCC-37根据 TransDetect®  PCR
Mycoplasma Detection Kit的操作说明检测支原

体污染。简而言之，细胞汇合度达 90%以上时，

取 40 μL细胞培养基置于 95 °C热处理 10 min。
按照 PCR体系和条件进行反应，设置阴性对照

(MycoFree  Water)和 阳 性 对 照 (Myco  Positive
Control Template)，凝胶电泳检测 PCR结果。通

过与阳性对照和阴性对照比对结果，确认细胞

支原体污染情况。 

1.7    SCC-37 生长特性

取第 30代 SCC-37，经过胰蛋白酶-EDTA
消化后悬浮在 4号完全培养基，以细胞浓度为

4.865×104 个/mL的浓度接种 1 mL到 24孔细胞

培养板，置于 37 °C恒温培养箱。每隔 1天取

3孔，用 1 mL胰蛋白酶-EDTA消化，使用细胞

计数器计算细胞浓度。同时，以培养时间为横

坐标，细胞浓度为纵坐标，绘制 SCC-37的生

长曲线。根据  T=t×lg2/lg(Nt/N0)
[21] 计算 SCC-37

的群体倍增时间，式中，Nt 为 t 时间的细胞数，

N0 为初始接种细胞数。 

1.8    SCC-37 冻存与复苏

细胞生长过程中对不同代次的细胞进行冻

存是必要的 [22]。取第 25、30代 SCC-37，经过

胰蛋白酶-EDTA消化后悬浮在 1 mL 4号完全培

养基，1 200 r/min离心 5 min，细胞沉淀重悬于

1 mL的细胞冻存液，转移至 1.8 mL的冻存管。

将冻存管放入程序降温盒，然后放入超低温冰

箱 (−80 °C)过夜，次日取出冻存管转入液氮

(−196 °C)中长期保存。

需要对冻存细胞进行复苏时，取出存放在

液氮中的冻存管，迅速在 37 °C的水浴锅中不

断摇晃，以达到快速解冻细胞的目的。解冻后

1 200 r/min离心 5 min，弃上清液，重悬于 4号

 

表 1    引物序列

Tab. 1    Sequences of primers in this study

引物
primers

序列(5′-3′)
sequences (5′-3′)

片段长度/bp
fragment length

MF-28S TAGCGAAACCACAGCCAAGG 528

CCAACGCTTGGTGAATTCTG

ISKNV CCTTAATTTGCCCATTCCCCTCTTC 550

AGTAGTCTACTCCCATCTGGTGGAG

SCRaV CATTATCCCGTGGGTTGGTTTAC 400

GGACCCTAGCTCCTGCTTGAC

SCRV CTGGACATCCTTTGGAATCGAG 780

TTCACCAGCTCTGCAGATGTTC
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完全培养基，转入 T25细胞培养瓶，置于 37 °C
恒温培养箱，逐日观察。 

1.9    SCC-37 对 ISKNV、SCRaV、SCRV 的敏

感性
 

细胞CPE观察　　SCC-37对 ISKNV、SCR-
aV、SCRV敏感性的检测。SCC-37接种 800 μL
ISKNV，对照组中加入等量的维持液。24 °C孵

育 50 min，去掉孵育液，添加 5 mL的维持液，

置于 24 °C恒温培养箱。逐日观察。CPE达到

80%以上，冻融 2~3次，分装储存在−80 °C或

液氮。SCRaV、SCRV同上。

采用磁珠法全自动核酸提取纯化仪搭配核

酸提取试剂盒 (磁珠法)提取病毒的总 DNA和

RNA。利用 ISKNV、SCRaV和 SCRV的特异性

引物，通过 PCR确定病毒种类，引物[5] 见表 1。 

病毒传代稳定性　　验证病毒能否在细胞

中增殖并传代，采用 SCC-37在 24 °C对病毒进

行传代培养，传代 7次，保留每一代次的病毒

培养液，进行 PCR扩增鉴定，引物[5] 见表 1。 

TCID50 检 测 　 　 SCC-37经 胰 蛋 白 酶 -
EDTA消化，添加 10 mL的 4号完全培养基吹

打混匀。96孔细胞培养板每孔加入 100 μL的细

胞悬液 (5×104 个/mL)，培养至单层铺满，弃去

原有培养液。病毒用 L-15培养液作连续 10倍

梯度稀释，96孔细胞培养板每孔 100 μL，每个

梯度 8个平行。同时设立空白维持液作为对照

组。置于 24 °C恒温培养箱，孵育 1 h后，更换

成维持液，每孔 100 μL，置于 24 °C恒温培养

箱。逐日观察并记录 CPE，依据 Reed-Muench
法[23]，计算 50 %细胞感染剂量 (TCID50)。 

电镜观察　　通过透射电子显微镜观察

ISKNV、 SCRaV和 SCRV。 SCC-37接 种 800
μL病毒液，约有 40%的细胞病变时，胰蛋白

酶-EDTA消化细胞，离心收集。用 PBS浸洗 2
遍细胞沉淀， 2%戊二醛 (pH  7.2， 0.1  mol/L
PBS配制)预固定。1%四氧化锇再固定，经脱

水包埋后进行超薄切片，3%醋酸铀-枸橼酸铅

双染色，透射电镜观察。 

2    结果
 

2.1    SCC-37 的驯化培养
 

不同比例血清的完全培养基初筛结果　　SCC-
37搭配不同比例血清的完全培养基传代，观察

发现，4种完全培养基 (2号完全培养基、3号

完全培养基、4号完全培养基和 5号完全培养

基)的细胞活力较好，其他完全培养基的细胞状

态不佳，无法进行传代。利用 4种完全培养基

继续传代发现，只有 2号完全培养基可以进行

连续传代，其他完全培养基无法传代培养。因

此，最终决定以 2号完全培养基→ 3号完全培

养基→ 4号完全培养基→ 5号完全培养基的方

式逐步驯化。 

驯化培养　　SCC-37用 2号完全培养基传

代，2~3 d进行换液，初期培养需 8~10 d，再次

传代，连续传代 5代 (F1~F5)，细胞逐渐稳定。

更换为 3号完全培养基，3 d进行换液，初期培

养需 7 d，再次传代，连续传代 8代 (F6~F13)，
细胞逐渐稳定。更换为 4号完全培养基，3 d进

行换液，初期培养需 5 d，连续传代，细胞逐渐

稳定 (F14~F20)，传代至 F25，细胞传代 2~3 d可

单层铺满 (图版Ⅰ)。 SCC-37在连续传代中，已

适应 37 °C和低浓度血清培养，并且随着连续

传代，细胞生长周期在缩短。 

2.2    28S rRNA 基因序列分析与比对

以 SCC-37总基因组 DNA为模板，PCR扩
 

500 μm 500 μm 500 μm1 2 3 
图版 Ⅰ    SCC-37 生长形态

Plate Ⅰ　Morphology of SCC-37
1. 24 h, 2. 36 h, 3. 48 h.
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增，获得片段大小为 528 bp (图 1)，与目的条带

一致。序列分析比对，与已知的鳜 28S rRNA 基

因 (EF120974)同源性为 100%，结果表明 SCC-
37来源于翘嘴鳜 (Siniperca chuatsi)。 

2.3    SCC-37 支原体检测

SCC-37第 30代次的 7瓶细胞支原体检测

结果表明，无支原体污染 (图 2)。 

2.4    SCC-37 生长特性

SCC-37初始浓度 4.865×104 个 /mL，37 °C
培养。第 30代 SCC-37在 0~1 d细胞贴壁、生
长迟缓，处于延迟期，1~7 d处于指数生长阶
段 (对数期)，7~8 d细胞生长趋于静止，处于平
台期 (静止期 )。第 7 d  时，SCC-37的浓度为
1.214×105 个/mL(图 3)。通过公式计算，第 0天
至第 7天，细胞系 SCC-37的群体倍增时间是
127.3 h。结果显示，SCC-37在 37 °C生长正常，
可稳定传代。 

2.5    SCC-37 冻存与复苏

第 25、30代 SCC-37，各冻存 1次。为了评

估低温保存后的细胞活力，分别储存 1个月、3
个月后复苏。观察发现，在最佳培养条件下，细胞

显示 85%~90%的活力，生长正常稳定，细胞形态

没有明显变化。表明冻存和复苏对细胞没有影响。 

2.6    SCC-37 对 ISKNV、SCRaV、SCRV 的敏

感性
 

CPE　　观察 SCC-37接种 ISKNV、SCRaV
和 SCRV， 24  °C培 养 。 发 现 接 种 ISKNV、
SCRaV和 SCRV的细胞均出现 CPE。细胞感染
ISKNV后，第 2天出现 CPE，第 5天细胞聚

合、变圆，部分分离，第 8天约 80%的细胞分
离 (图版Ⅱ)。细胞感染 SCRaV后，第 7小时出

现显著 CPE，约 90%的细胞变圆分离(图版Ⅲ)。
感染 SCRV的细胞很快出现 CPE，4 h后细胞变

圆分离，80%细胞在 12 h聚合分离(图版Ⅳ)。 

病毒传代稳定性　　不同代次病毒提取核
酸，PCR扩增结果表明，收集的 ISKNV、SCRaV
和 SCRV每一代 (1~7)中都有目的条带 (图 4)，
病毒可以在 SCC-37细胞中增殖和稳定传代。 

TCID50 检测　　测定每种病毒的 TCID50，

病毒梯度稀释并接种到在 96孔板中培养的

SCC-37细胞中，连续观察。 ISKNV、SCRaV
和 SCRV病毒的 TCID50 分别为 103.4、 109.6 和
108.7 TCID50 /mL。 

电镜观察　　通过透射电镜观察 SCC-37，
发现 ISKNV为二十面体，平均直径约为 150
nm， SCRaV为二十面体对称，直径为 120~
150 nm，SCRV为子弹形状，直径约为 50 nm
(图版Ⅴ)。 

3    讨论

细胞系的建立与应用在病毒学、免疫学和
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图 1    28S rRNA PCR 扩增产物

M. 2 000 bp DNA marker，N. 阴性对照，S. 模板。

Fig. 1　PCR amplified products of 28S rRNA gene
M. 2 000 bp DNA marker, N. negative control, S. sample.
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图 2    支原体检测

M. DNA marker DL2 000，S1~S7. 模板，N. 阴性对照，P. 阳性对照。

Fig. 2　Mycoplasma detection
M. DNA marker DL2 000, S1−S7. sample, N. negative control, P. posit-
ive control.
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图 3    SCC-37 生长曲线

Fig. 3　Growth curve of SCC-37 cells
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500 μm 500 μm 500 μm1 2 3 
图版 Ⅱ    SCC-37 接种 ISKNV 的观察结果

1. 对照，2. 2 d，3. 5 d。

Plate Ⅱ　Observation of SCC-37 infection with ISKNV
1. control, 2. 2 days, 3. 5 days.

 

500 μm 500 μm1 2 
图版 Ⅲ    SCC-37 接种 SCRaV 的观察结果

(1) 对照，(2) 7 h。

Plate Ⅲ　Observation of SCC-37 infection with SCRaV
(1) control, (2) 7 h.

 

500 μm 500 μm 500 μm1 2 3 
图版 Ⅳ    SCC-37 接种 SCRV 的观察结果

1. 对照，2. 4 h，3. 12 h。

Plate Ⅳ　Observation of SCC-37 infection with SCRV
1. control, 2. 4 h, 3. 12 h.
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图 4    病毒传代稳定性

(a) ISKNV，(b) SCRaV，(c) SCRV；1~7. 病毒 1~7代，N. 阴性对照，P. 阳性对照，M. 2 000 bp DNA marker。

Fig. 4　The stability of virus passages
(a) ISKNV, (b) SCRaV, (c) SCRV; 1-7, virus passage 1-7 generations, N. negative control, P. positive control, M. 2 000 bp DNA marker.
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基因学研究中发挥着重要作用。鱼类细胞系也

已成为鱼类病毒分离和鉴定、鱼病诊断、基因

编辑表达和疫苗研究等方面的必要工具 [24]。该

实验成功驯化了一种在 37 °C培养的鳜脊髓组

织细胞系，并详细研究了该细胞系的来源、特

性和病毒敏感性，结果显示，该细胞系对几种

病毒具有敏感性，为病毒学和疫苗研究提供了

重要工具。

联合国政府间气候变化专门委员会 (IPCC)
指出，2011—2020年，全球平均温度比 1850—
1900年提高 1.09 °C，到 2100年，预计比 1986—
2005年提高 0.3~4.5 °C，全球气温持续变暖，

将对水产养殖产生影响 [25-26]。因此，建立一株

能在高温条件下连续稳定传代的细胞系，以应

对高温环境下疾病病原的研究具有重要意义。

本研究建立的高温适应细胞系 SCC-37可用于

未知病毒分离、检测和鉴定和转基因等方面研

究，并且由于其生长速度快和培养成本降低，

也可用于病毒相关疫苗的大规模制备。已有文

献报道，来自鳜不同组织建立的 5种细胞系，

最适生长温度在 26~28 °C，也有学者进行了高

温培养条件的测试，MFB在 34 °C培养结果显

示，第 6天开始细胞逐渐死亡并脱落 [21]。本研

究通过逐步驯化的方式，获得可在 37 °C连续

稳定传代培养的细胞系 SCC-37，并维持约 20 d
细胞仍存活。在驯化过程中，逐步降低完全培

养基中的血清浓度，从 20% FBS逐步过渡到

10%NBCS。经过驯化，SCC-37细胞能够适应

不同浓度的血清，为后续的无血清培养基驯化

提供了基础。此外，本实验的驯化方法也为其

他鱼类细胞的驯化提供了参考。

确认细胞系来源主要是通过 PCR扩增细胞

色素 C氧化酶 I (cytochrome C oxidase I)、细胞

色素 b (cyto-chrome b)、12S rRNA 和 16S rRNA

基因，进行测序验证 [27-28]，也可通过 18S rRNA
和物种自身的特异性基因来确认细胞系来源[18,21]。

本研究采用鳜 28S rRNA 基因的特异性引物 [21]，

PCR扩增测序，分析比对，表明 SCC-37来源

于翘嘴鳜，说明驯化传代过程中，没有产生细

胞间的相互污染。细胞培养过程中，支原体污

染被认为是主要污染之一 [29]，不仅影响病毒的

增殖传代，而且还会改变细胞膜抗原性，导致

细胞死亡，且支原体污染无法通过显微镜和培

养基浑浊度的观察进行判定 [15]。因此，无支原

体污染在细胞的培养与保存过程中极其重要[30]。

SCC-37的支原体检测阴性结果，确保了细胞

系 SCC-37的安全。

细胞培养的生长周期，是明确细胞培养接

种密度、传代间隔、培养持续时间和建立传代

程序的主要依据。在相同的条件下，选择相同

的接种浓度，相同培养时间会有产生相近浓度

的细胞量，细胞传代时，可选择相同的传代间

隔时间[22]。本研究通过绘制细胞生长曲线发现，

SCC-37生长周期的延迟时间为 1 d，细胞群体

倍增时间为 127.3 h，在第 7天到达平台期，为

1.214×105 个/mL。冻存细胞是细胞长期保存的

方法之一，可以挽回细胞污染的损失，避免连

续传代引起的遗传变化和细胞老化 [30-32]。本研

究对细胞进行冻存后复苏，结果表明冻存1个

月、3个月的细胞回收率在 85%~90%，复苏后

的细胞在细胞培养瓶中可以稳定生长，形态正

常。将该细胞传代后置于 20、24和28 °C培养，

可以稳定生长。将处于对数生长期的细胞置于

17 °C可以存放较长时间。

细胞系作为病毒研究的重要工具，本研究

通过 CPE、 TEM观察和 TCID50 检测，测试

SCC-37对 ISKNV、SCRaV和 SCRV的敏感性。

接种 ISKNV的 SCC-37在第 2天部分细胞病变，

 

0.2 μm 0.5 μm 0.2 μm1 2 3 
图版 Ⅴ    感染 ISKNV (1)、SCRaV (2) 和 SCRV (3) 的 SCC-37 电镜图

Plate Ⅴ　Transmission electron microscopy of SCC-37 infected with ISKNV (1), SCRaV (2), and SCRV (3)
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第 5天细胞变圆聚集并脱落；接种 SCRaV的

SCC-37在第 7天约 90%的细胞聚集、脱落并

显示空斑；接种 SCRV的 SCC-37在第 4小时

出现 CPE，第 12小时约 80%的细胞变圆脱落。

其他鳜细胞 CPB和 MFF-1接种 ISKNV后，也

出现变圆脱落 [17-18]，但也有建立的鳜脑组织细

胞系对于 ISKNV不敏感的情况[21]。这表明，源

自同一组织建立的不同细胞系，其主要细胞类

型存在差异，导致在面对相同病毒时的敏感性

不同。在本研究中，细胞在驯化过程中呈现出

不同形态，其中一类形态的细胞对病毒的敏感

性随传代而降低，然而，这类形态在传代过程

中并不稳定，最终稳定传代的主要仍以成纤维

状为主。实验对 SCC-37传代的不同代次病毒

进行 PCR扩增，表明 3种病毒 ISKNV、 SCRaV
和 SCRV可稳定传代超过 7代。后续将采用单

细胞克隆的方式，筛选出对病毒更为敏感的细

胞，并对其进行传代培养。

TCID50 是测量病毒在细胞中复制效率的主

要工具。将 ISKNV、SCRaV和 SCRV的稀释

液接种在 96孔细胞培养板中，观察 8 d。基于

Reed-Muench方法的计算表明，ISKNV、SCRaV
和 SCRV的滴度分别为 103.4、109.6 和 108.7 TCID50/
mL。SCC-37对 ISKNV的敏感性不如细胞 CPB
(107.58~7.62  TCID50/mL)和 MFF-1(107.6~8.4  TCID50/
mL)[17-18]。而 SCRaV和 SCRV在 SCC-37表现出

较高的复制效率，表明该细胞系可用于以上病

毒的分离、增殖和疫苗制备。在固定的病变细

胞中也观察到大量病毒颗粒，ISKNV是平均直

径约为 150 nm的二十面体结构，SCRaV是直

径为 120~150 nm的二十面体结构，SCRV是直

径约为 50 nm的子弹状。

综上，本实验所驯化的 SCC-37细胞系是

一种用于分离、鉴定和增殖鳜相关病毒有效的

工具。此外，它还可以用于高温季节中鱼类未

知新发病毒的研究。该细胞系具有生长迅速、

培养成本低等优点，对于鳜鱼病毒类疫苗的开

发具有重要意义。
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Study on the stability of SCC-37 acclimated at 37 °C and
its application in common virus culture
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1. Key Laboratory of Fish Health and Nutrition of Zhejiang Province, Key Laboratory of Healthy Freshwater Aquaculture,
Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries, Huzhou　313001, China;

2. Huzhou Nanxun Centre for Agricultural Technology Extension and Service, Huzhou　313009, China;
3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China

Abstract: The SCC-37 cell line was established via acclimation, and the impact of this process on cell characteristics was ana-

lyzed. Additionally, the sensitivity of these cells to viruses was assessed, thereby reducing culture costs and laying the ground-

work for large-scale vaccine production. In this study, a continuous cell line was derived from the spinal cord tissue of man-

darin  fish, Siniperca  chuatsi, using  a  gradual  acclimation  process  with  a  serum  gradient.  The  origin  of  the  cell  line,  myco-

plasma contamination status, growth characteristics, and viability after cryopreservation were evaluated. Furthermore, the sens-

itivity  to  infectious  spleen  and  kidney  necrosis  virus  (ISKNV),  S.  chuatsi  ranavirus  (SCRaV),  and  S.  chuatsi  rhabdovirus

(SCRV)  was  examined.  The  cell  line,  designated  SCC-37,  has  been  successfully  cultured  for  up  to  30  passages  in  complete

medium (L-15+10%NBCS) at 37 °C. The S. chuatsi origin of SCC-37 was confirmed through the S. chuatsi 28S rRNA gene.

Mycoplasma testing verified that SCC-37 is free of contamination. Sensitivity experiments demonstrated that ISKNV, SCRaV,

and SCRV can proliferate and be passaged stably in SCC-37, with virus titers ranging from 103.4 to 109.6 TCID50/mL. Electron

microscopy revealed a high abundance of virus particles in SCC-37 cells. In summary, the newly acclimated SCC-37 cell line

provided a crucial tool for virus isolation, identification, and amplification, as well as for vaccine preparation. Its diverse applic-

ations merited further investigation.

Key words: Siniperca chuatsi; SCC cell line; acclimation at 37 °C; characteristic of growth; sensitivity
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