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!48#年，D&’E和A-;:F/［!］首次建成鱼类细胞系以来，

我国张念慈和杨广智［#］也成功地建立了草鱼的吻端细胞株；

随后，陈敏容、洪锡钧、李宏和童裳亮等［3""］分别建立了鲫、

团头鲂、南方鲶、牙鲆、鲈鱼、真鲷细胞株或细胞系。而淡水

白鲳的细胞建系及其生物学特性研究还未见报道。鱼类的

细胞培养工作，前期主要用于鱼类病毒和病理学研究，尔后

逐渐扩展到水体污染［2］、基因表达［4］、诱变机理［!$］以及温度

突变［!!］和选择性抗性突变株［!#］等研究。近年来还有通过

囊胚细胞培养建立鱼类9G样细胞用于发育生物学［!1］，以及

用鱼类培养细胞作为细胞杂交、转基因和制作嵌合体材料的

报道［!3］。

淡水白鲳系我国引进的喜温性鱼类，因其食性杂、耐低

氧、生长快、肉质鲜美、营养丰富等优点而深受欢迎，现已成

为我国优良的养殖鱼类。本研究旨在建立喜温性鱼类白鲳

的细胞系，并研究其在培养过程中对温度条件的反应，为进

一步探讨喜温性鱼类寒害的生理生化及其分子机理提供一

个较为理想的细胞模型。

! 材料与方法

!"! 材料

成体淡水白鲳由杭州市水产研究所提供，受精卵则取自

广东番禺罗非鱼良种场。

!"# 方法

!"#"! 细胞建系：健康的成体白鲳在$B$!H高锰酸钾溶液

中浸浴3$:;,，分别剪取吻端、尾鳍、胸鳍、臀鳍、肾、肝、肠、

鳔和眼球等组织，再用"$H酒精漂洗后，剪成!::3的小块，

接种在培养瓶的壁上，于3$I静止培养!$=，然后，加入含有

#$H小牛血清（杭州市四季青生物工程材料公司）的 J9J
或KLJM!85$（NMOPQ）培养液，RS"B$""B#。待组织块周围

的细胞生长晕相连接时，用$B#1H胰蛋白酶消化，进行传

代，然后恒温静止培养。

胚胎细胞建系采用人工授精的白鲳受精卵，发育至高囊

胚期，用$B$!H高锰酸钾表面灭菌，再经"$H酒精漂洗后，

在含有!$$$-／:T青霉素和!$$$-／:T链霉素的无血清KL0
JM!85$培 养 液 中，用 镊 子 小 心 剥 去 卵 膜，有 时 也 采 用

$B#1H胰蛋白酶消化去膜。然后切取囊胚细胞团，移入细胞

瓶中，经3$I2=贴壁后，加入含有#$H小牛血清的J9J或

KLJM!85$培养液，进行培养和传代。

用);U&,相差显微镜观察并记录细胞生长情况及其形

态。

!"#"# 分裂指数的测定：采用玻片法，逐日统计!$$$个细

胞，计算分裂指数。

!"#"$ 细胞周期分布：取!1"34代贴壁细胞，经胰蛋白酶

处理后，用5号针头吹打，制备成!$8"!$"个／:T的单细胞

悬浮液。经$B!:&’／TLOG液洗涤#次后加入K)+V7，3"I
温育3$:;,以除去K)C。细胞沉淀用1$#>／:T碘化乙锭

（LCWM）于3"I染色#$:;,，流式细胞仪检测。

!"#"% 细胞染色体数测定：用$B#1#>／:TP&’@7:;X处理对

数生长期细胞5"2=，在3"I下用$B$"1:&’／TYP’低渗处

理3$:;,，制片后用N;7:V+染色。最后统计#$$个中期分裂

相的细胞染色体数。

!"#"& 细胞生长温度特性测定：取对数生长后期的细胞经

胰蛋白酶消化后，于#"I令其贴壁，分别置于1、!$、!1、#$、

#1、3$、31和5$I下 培 养，1X后 测 其 生 长 量。 以#Z
!$1个／瓶的细胞密度接种到#1:T培养瓶中，分别在#$、

#"、3$和3"I下培养，每天观察并统计3瓶细胞以绘制细胞

生长曲线。

# 结果与讨论

#"! 细胞建系

#"!"! 体细胞培养建系：实验曾多次选用1$$"!$$$>重的

成体白鲳的多种体素和内脏组织进行原代培养，但只观察到



吻端、尾鳍、胸鳍、鳔和眼球组织的周缘出现细胞生长晕，而

且在传代过程中，多数细胞因不能贴壁而死亡。只有为数很

少的吻端、尾鳍和臀鳍的培养细胞传代成功，目前已依次传

至!"、!#和!$代，现将它们分别命名为%&’、%&(和%&)。

同时，我 们 还 发 现 在 这 些 组 织 的 细 胞 建 系 过 程 中，若 用

*+*培养液进行原代培养，虽然尾鳍、臀鳍和吻端组织块

均能出现生长晕，但却难以传代，当改用,-*./0!"培养液

时，虽然未观察到细胞生长有任何明显差异，但贴壁率可达

$"1!0"1。这表明培养液对淡水白鲳体细胞原代培养建

系起着重要作用。此外，取材时间也对细胞建系有一定影

响，成功建系的取材时间均发生在0!2月份气温较适宜白

鲳生长的季节。而且，就是在细胞建系成功的例子中，其建

系的难易程度也不一样。其中吻端组织建系最难，尾鳍次

之，臀鳍最易，其成功率依次为/341、$3"1和03#1。同

时，在体细胞建系实验中，曾多次用/$!4"5重的幼鱼进行

组织培养，但细胞建系均未获得成功。

!"#"! 胚胎细胞培养建系：当受精卵在426发育到高囊胚

期时，经表面灭菌后，在无菌条件下，分别用镊子和酶法除去

卵膜，然后进行胚胎细胞培养建系。发现不同的去膜方法对

原代培养建系的成功率有一定影响。见表/。同时，在胚胎

细胞建系中，培养液*+*和-,*./07"对培养细胞的正常

生长和传代时细胞贴壁均没有明显差异，这与体细胞建系对

培养液有一定要求的情况不一样。至今胚胎细胞已传至#"
代，将它命名为’*87""/。从表/可以看出，本研究采用胚

胎细胞培养建系的途径，特别是用镊子机械去膜的胚胎培养

物能/""1存活并能继续传代培养。

表# 不同去膜方式对原代培养的影响

$%&’(# $)((**(+,-.*,)(/(01(1&2%3(1(%3-,.,)(4251%26+7’,72(

9:8;:;<=>?:@ABC
"D4$1B=EFGA?

9:8;:;<=>?:@ABC
B@::H:=G

I;JK?BJLMKNBK=:LN>GO
（F=A;>=EMKNBK=:） 2 /"

)K=PAP>N?K;<:=JLMKN8
BK=:LN>GO $ /"

)K=PAP>N=>B:（1） 043$ /""

在白鲳的体细胞和胚胎细胞建系后，我们对!种细胞系

的一些基本生物学特性进行了研究，其结果列成表4。

表! 8种细胞系的生物学特性

$%&’(! 95.’.:5+%’+)%2%+,(25-,5+-.**.72+(’’’53(-

’*87""/ %&’ %&( %&)
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9JK<NA?5BA;:（C） /7D#/SQD#! 42D"$SQD#Q QQD!"S4"D"2 4#D""S/4D0"
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*>UA;K;;ABJBAMA?R:U（V） $"82" Q!8$$ !Q804 !$80"

由表4可见，本研究采用胚胎细胞培养建系的途径要比

通过体细胞建系的成功 率 高 得 多，平 均 传 代 成 功 率 可 达

2Q3Q1，若用镊子去卵膜的方法，其成功率可达/""1，相比

之下，体细胞建系的成功率非常低，仅为/341!03#1，而

且体细胞培养的初期，细胞生长十分缓慢，传代间隔长达Q"
!0"R。这可能与胚胎细胞处于未分化状态，细胞分裂旺盛

有关。

同时，在相差显微镜下观察胚胎细胞系和体细胞来源的

细胞系，发现它们在培养瓶中均为单层贴壁生长，其细胞形

态主要是以成纤维样细胞为主，但有时也会出现一些上皮样

细胞群（图/）。而且胚胎细胞系 ’*87""/，在其传代过程

中，常常在成纤维样细胞群中出现一些较小的细胞，丛生成

簇并分化成形态各异的细胞类型，这一现象与 ’>O>;>GBG>
等［/4］在一种青!（!"#$%&’(&)%*+’）囊胚培养中建立的发育多

潜能干细胞非常类似。

图/ 白鲳胚胎细胞系

TA5D/ +;<=EJ?AMM:NNNA?:（Q7F>GG>5:G）（W/$"）

这些细胞系在仅含/"1小牛血清的,-*./0!"培养液

培养时，细胞形态呈瘦长状，且生长缓慢。而在添加4"1小

牛血清的培养条件下，细胞生长则表现良好，其分裂速度明

0"/ 生 物 工 程 学 报 /#卷



显加快。图!为"个细胞系细胞在含有!#$小牛血清培养

液和%#&时的细胞周期分布情况。

从图!分析可得，胚胎细胞系 ’()*##+的,#-,+期

细胞只占./0.+$，而细胞系12’、123和124则分别为

5%05*$、5"0%.$和5*0#5$，明显高于’()*##+。同时，对

"个细胞系的细胞染色体数的检查结果表明，!678"的细胞

均超过/5$（图%）。根据淡水白鲳的体细胞染色体数!67
8"，我们认为，"个白鲳细胞系应为正常的二倍体细胞。

图! 细胞周期分布图

9:;<! 3=>?:@AB:CDA:E6EFA=>G>HHGIGH>

!"! 细胞系生长的温度特性

’()*##+细胞系在!.&传代贴壁后，分别置于8、+#、

+8、!#、!8、%#、%8和"#&条件下，恒温培养8?，测得不同温度

下细胞分裂增值情况，如图"所示。’()*##+细胞系在+8&
培养时，细胞基本停止生长，+#&以下细胞则脱落而死亡。

图8是’()*##+、12’、123和124"种细胞系在!#、

!.、%#和%.&温度)生长曲线。

从图8温度)生长曲线可以看出，白鲳的"种细胞系在

图% 胚胎细胞系细胞的染色体数

9:;<% 3=>G=BEJE@EJ>6DJC>BEF>JCBIE6:GG>HHH:6>（K+###）

图" 不同温度下胚胎细胞系的生长情况（"#代）

9:;<" ,BELA=EFMJCBIEG>HHH:6>（"#NO@@O;>@）OA?:FF>B>6AA>JN>BOADB>

图8 "种细胞系在!#&、!.&、%#&和%.&的温度)生长曲线

9:;<8 ,BELA=GDBP>EFA=>FEDBG>HHH:6>@OA!#，!.，%#O6?%.&

Q0!#&；20!.&；10%#&；R0%.&

%#&培养时，细胞增值速度最快，!.&次之，!#&时细胞生长

缓慢。而在相同温度下，胚胎细胞系细胞的生长速度快于其

它%种体细胞系。特别在%.&时，胚胎细胞系’()*##+在试

验的最初+#?内生长显著快于尾鳍为代表的体细胞系（图8?）。

总之，我们所建立的淡水白鲳的"个细胞系生长的温度

要求基本相同，均能在!#!%8&下生长，!.!%#&为最适生

长温度，而 在+8&以 下 生 长 基 本 停 止。当 培 养 温 度 降 到

+#&以下时，!?后细胞轮廓清晰，少量细胞开始收缩，"?后

细胞成团漂浮，/?后大部分细胞死亡。由此也可看出，白鲳

细胞系生长的温度特性与个体生长的温度要求十分一致。

这与台湾大学1=>6ST［+%］报道的喜温性罗非鱼卵巢细胞系

3U)!的最适生长温度范围相似。我们在低温胁迫白鲳细胞

系时还发现，低温胁迫需要一定时间才开始反应，常常在%?
后寒害出现，/?后则寒害不可逆转。鉴于喜温性鱼类的寒害

机理至今仍是众说纷纭并无可信的实验依据，所以，喜温性

淡水白鲳细胞系的建立，使我们有可能获得大量的遗传上同

源的培养细胞，为研究鱼类寒害的生理生化变化机理提供理

想的细胞实验模型。
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