
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2013, 35(6): 791–796 http://www.cjcb.org

收稿日期: 2012-12-31　　　接受日期: 2013-02-22
集美大学创新团队基金(批准号: 2010A001)资助的课题

*通讯作者。Tel: 0592-6182723, E-mail: ylwang@jmu.edu.cn
Received: December 31, 2012　　　Accepted: February 22, 2013
This work was supported by the Innovation Team Foundation of Jimei University (Grant No.2010A001) 
*Corresponding author. Tel: +86-592-6182723, E-mail: ylwang@jmu.edu.cn
网络出版时间: 2013-05-09 15:19　　　URL: http://www.cnki.net/kcms/detail/31.2035.Q.20130509.1519.002.html

x
_
±s

欧洲鳗鲡Anguilla anguilla尾鳍细胞系的建立以及

不同生长因子对其增殖的影响
庄道华1  陈  芸1  张子平2  王艺磊1*

(1集美大学水产学院, 鳗鲡现代产业技术教育部工程研究中心, 厦门 361021; 
2Department of Biological Science, Seton Hall University,  新泽西州 07079, 美国)

摘要      取欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)尾鳍进行体外培养, 最终获得可连续传代的类纤维状的

细胞系(欧洲鳗鲡尾鳍细胞系, European eel fin cell line, EEF)。探索不同传代比例对其生长增殖的

影响。同时, 以MTT法分析不同生长因子[碱性成纤维生长因子(FGF-basic)、肝细胞生长因子(HGF)、
表皮生长因子(EGF)]对其增殖、形态的影响。结果显示: EEF增殖受上述生长因子调节作用很小, 
但是其形态却与FGF-basic的添加与否及其来源有很大关系。EEF细胞系的生长周期较目前所报道

的欧洲鳗鲡细胞系快。染色体数目分析得出EEF的特征染色体数目为38条, 这是首次基于体外培

养细胞系的欧洲鳗鲡染色体数目分析。EEF的增殖、生长特性使之适宜于进一步开展鳗鲡病毒学、

细胞生物学、基因组学、遗传学以及资源保护等方面的研究。
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Establishment of A Caudal Fin Cell Line from the European Eel Anguilla 
anguilla and the Impact of Different Growth Factors on Its Proliferation
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Abstract        The caudal fin of European eel Anguilla anguilla has been successfully cultured in vitro, and the 
fibroblast-like cell line could be subcultured serially, which was named as EEF. In this study, the impact of different 
passage ratios on EEF’s growth and proliferation was examined. Meanwhile, MTT assay analysis was employed to 
evaluate the effect of different growth factors including basic fibroblast growth factor FGF-basic, hepatocyte growth 
factor HGF, and epidermal growth factor EGF on proliferation and morphology of EEF. The results showed that the 
impact of different growth factors on the proliferation of EEF is insignificant, whereas there is significant effect of FGF-
basic on the morphology of the cell line. Also the growth rate of EEF was faster than current available cell lines derived 
from European eel. Karyotype analysis of the cell line shows that the EEF cell has 38 chromosomes. It is the first time to 
report chromosome analysis based on the cell line cultured in vitro of European eel. In conclusion, the EEF is a suitable 
cell line for further research in cell biology, genomics, genetics and resource protection of European eel.
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欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)属硬骨鱼纲, 辐鳍

亚纲, 鳗鲡目, 鳗鲡科, 鳗鲡属鱼类。欧洲鳗鲡营养

丰富, 国内外市场需求量较高, 出口前景广阔[1-3]。然

而一直以来, 欧洲鳗鲡作为病害多发鱼类, 养殖风险

较高[2,4-6]; 且欧洲鳗鲡种从国外进口, 价格相对昂贵, 
加之近年欧盟限制鳗苗出口, 欧洲鳗鲡苗问题顿现

窘迫。因此, 关于欧洲鳗鲡种质资源、病害防治等

问题都亟需做进一步研究。采用组织离体培养建立

细胞系的方法进行病毒学、环境毒理学、细胞生物

学、肿瘤学、基因组学、遗传学以及资源保护等方

面的研究在其他物种中已广泛使用[7-8], 因此, 通过建

立欧洲鳗鲡的细胞系将可为其病毒分离、基因功能

研究、遗传背景分析等方面的研究带来诸多的便利。

Kou等[9]报道从感染了鳗鱼凹凸病(Beko disease)
的日本鳗鲡(A. japonica)的肝脏中分离的细胞系(EP-
1)中发现鳗鱼凹凸病原虫(Pleistophora anguillarum)。
DeWitte-Orr等[10]报道, 从美洲鳗鲡(A. schrank)外周

血白血球培养的过程中获得一可连续培养的细胞系

PBLE。然而, 现阶段关于欧洲鳗鲡细胞系体外培养

及其相关的研究却相对滞后: 2008年, 郑在予[11]报道

了欧洲鳗鲡胸鳍以及肝脏细胞系的建立; 2010年, 毛
凝[12]报道在前者基础之上进一步简要分析欧洲鳗鲡

胸鳍细胞系的培养条件等特性, 但所报道细胞系生

长增殖周期较长, 达到6天以上, 给许多相关实验带

来了许多的不便。因此, 进一步深入研究并建立一

个增殖迅速、更加适宜分子和细胞遗传学实验的欧

洲鳗鲡细胞系成为首要解决的难题。

1   材料与方法
1.1   实验动物

欧洲鳗鲡购自厦门集美区农贸市场, 选取0.5~1 kg
活力良好的个体。

1.2   试剂

L-15 Leibovitz Media、DMEM/F12 1:1培养液

和DMEM低糖培养液购自Hyclone公司; 重组人表

皮生长因子(human EGF)、重组人肝细胞生长因子

(human HGF)、重组人碱性成纤维生长因子(human 
FGF-basic)和重组鼠碱性成纤维生长因子(murine 
FGF-basic)购自Perprotech公司。

1.3   实验方法 
1.3.1   原代培养      将欧洲鳗鲡洗净去除体表黏液, 
浸泡至含1‰商品化次氯酸消毒液的桶中1 h, 最后

滴入3-4滴丁香酚(约为水体积的0.1‰左右)以进行

麻醉。取出约0.5 cm2大小的尾鳍组织块, 以酒精棉

球反复擦拭。移入超净工作台, PBS清洗, 剪碎至约

1 mm3的组织块, 胰酶消化后铺入25 cm2细胞培养

瓶。倒置干贴24 h后加入完全培养液(含16.7%胎牛

血清FBS、0.5‰ β-巯基乙醇、50 μg/mL N-乙酰葡

糖糖胺、50 μg/mL羧甲基纤维素钠、10 μg/L mu-
rine FGF-basic、5 μg/L human EGF、1 μg/L human 
HGF、100 IU/mL青霉素以及100 μg/mL赤霉素)启
动原代培养, 每周换液一次, 27 °C恒温培养。

1.3.2   传代培养      待贴壁细胞扩散增殖趋势不明

显时(50%~60%总细胞覆盖率)以胰酶消化法启动传

代培养。采用经典细胞消化步骤: 移除原先培养瓶

中的旧培养液, PBS-A/D-Hanks清洗1次, 胰酶消化

至大多数细胞变圆解除贴壁, 加入含血清培养液终

止消化, 吹打, 以合适比例接种至新培养瓶。

1.3.3   不同传代比例增殖曲线的影响及群体倍增时

间分析      从上述步骤所建立的欧洲鳗鲡尾鳍细胞系

(命名为EEF)中选取形态良好、增殖旺盛的细胞, 消
化传代, 分别以1:2、1:3、1:5、1:10进行传代至25 cm2

细胞培养瓶, 采用经典五点交叉取样法进行倒置显

微拍摄, 每组取5点观测细胞数总和作图分析。 
1.3.4   不同生长因子对其增殖与形态影响      从EEF
细胞系中选取形态良好、增殖旺盛的细胞, 消化, 
以含16.7% FBS的培养液(不含任何生长因子)终止

消化, 而后以1:2传代比例接种至96孔板, 三组生长

因子(鼠FGF-basic、人HGF、人EGF)分别设置4个
浓度梯度(100, 50, 5, 1 μg/L), 每个浓度3个重复, 共
计3×4×3=36个实验孔, 另以3孔不含任何生长因子

仅含FBS的培养液作为对照组。5% CO2、27 °C恒
温、恒湿培养, 48 h后待细胞贴壁完全后, 以含对应

浓度生长因子的培养液换液, 继续培养24 h后加入

MTT(终浓度0.5 mg/mL)终止培养, 4 h后弃培养液, 
每孔加入150 μL DMSO, 微震荡10 min, 490 nm处检

测光密度, 并以SPSS软件进行统计学分析。另取增

殖旺盛的EEF第15代细胞分别采用含有10 μg/L的
鼠、人重组FGF-basic进行培养(1:2传代, 细胞终浓

度约105/mL), 于72 h拍照以显示不同种类FGF-basic
对EEF形态的影响。

1.3.5   EEF染色体数目分析      参照孙爱[13]的方法, 
取分裂旺盛的第15代EEF细胞, 接种至75 cm2细胞培

养瓶。48 h后换液, 加入终浓度为20 μg/mL的秋水
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仙碱, 继续培养24 h后收集细胞; 加入4 mL 3‰ KCl
低渗30 min; 加入1 mL新鲜配置预冷的卡诺氏固定

液预固定10 min, 2 000 r/min离心10 min; 取细胞沉

淀加入0.5 mL卡诺氏固定液, 以移液枪重悬沉淀; 再
加入1 mL固定液; 30 cm高度–20 °C预处理玻片滴片; 
65 °C干燥, Giemsa染液染色10 min, 双蒸水冲洗, 干
燥, 中性树脂封片, 1 000×油镜观察。

2   结果
2.1   EEF原代培养

原代培养的组织块于第5天开始有零星细胞迁

移出来(图1), 培养至第27天时大量细胞迁出, 靠近

组织块的部位有多层细胞层叠(图2)。随后消化传代

至新培养瓶, 启动传代培养。

2.2   EEF传代培养

传代培养的EEF细胞单独存在时呈现“Y”和“I”
形纤维状(图3A), 一旦有接触抑制, 即开始趋于扩张

形成树突状(图3B)。当细胞增殖至亚汇合状态时密

集细胞开始呈现出流线形生长趋势(图3C和3D); 至
完全汇合后细胞总体呈明显流线形(图3E-3H)。不

同代数细胞之间能保持形态稳定(图3A-3H)。
2.3   不同传代比例对EEF增殖曲线的影响及群体

倍增时间分析

如图4所示, 1:2和1:3为EEF最适传代比例。EEF
细胞有独特的分裂增殖特性: 于48 h细胞完全贴壁后

左上角为组织块, 箭头所示为组织块迁出细胞。

The shadow on the top left corner shows the tissue block. The arrow 
indicates cells migrated from the tissue block.

图1  EEF原代培养第5天(50×)
Fig.1  EEF primary culture on 5th day(50×)

右侧为组织块, 左边为多层迁出细胞。

The shadow of right side shows the tissue blocks of caudal fin. The left 
shows multi-layer cells migrated from the tissue block.

图2  EEF原代培养第27天(50×)
Fig.2  EEF primary culture on 27th day(50×)

A: EEF P2: 细胞间无接触抑制, 呈现“Y”和“I”形纤维状; B: EEF P10: 部分细胞因接触抑制而呈现树突状; C: EEF P10; D: EEF P11: 亚汇合状态, 
细胞有呈现流线形的趋势; E: EEF P9; F: EEF P16; G: EEF P20; H: EEF P21: 汇合状态, 密集的细胞呈现流线形。A-H对应实际宽度为1 000 μm 
×1 000 μm(50×)。
A: EEF P2: cells were without contact inhibition, presented the “Y” and “I”-shaped fibrous; B: EEF P10: some of cells showed dendritic shape in case of 
contact inhibition; C: EEF P10; D: EEF P11: cells in sub-confluent state, showed the trend of the streamlined shape; E: EEF P9; F: EEF P16; G: EEF P20; H: 
EEF P21: dense cells in confluence state, exhibited streamlined shape. Figures from A to H correspond to the actual size of 1 000 μm×1 000 μm(50×).

图3  不同代数EEF形态

Fig.3  Morphologies of different passages of EEF cells

A B C D

E F G H
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图4  EEF不同传代比例增殖曲线

Fig.4  Proliferation curves of EEF at different passages
of proportion
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A: EEF P15采用10 μg/L鼠FGF-basic(50×); B: EEF P15采用10 μg/L人FGF-basic(50×); C: EEF P15未添加任何FGF-basic(50×); D: 采用MTT法检

测10 μg/L不同来源的FGF-basic对EEF增殖的影响, 其中, 横轴H-bFGF为人FGF-basic, M-bFGF为鼠FGF-basic。插图A-C对应实际宽度为1 000 μm 
×1 000 μm(50×)。
A: EEF P15, 10 μg/L murine FGF-basic(50×); B: EEF P15, 10 μg/L human FGF-basic(50×); C: EEF P15, without any kind of FGF-basic(50×); D: Ef-
fect of different kinds of FGF-basic on the proliferation of EEF, analyzed by MTT. H-bFGF and M-bFGF represent human FGF-basic and murine FGF-
basic, respectively. Figures from A to C correspond to the actual size of 1 000 μm×1 000 μm(50×).

图6  固定浓度下不同来源FGF-basic对EEF形态与增值的影响

Fig.6  Different kinds of FGF-basic on the morphology and proliferation of EEF under fixed concentrations

A: 鼠FGF-basic; B: 人HGF; C: 人EGF; *P<0.05。
A: murine FGF-basic; B: human HGF; C: human EGF; *P<0.05.

图5  不同生长因子对EEF增殖的影响

Fig.5  Effect of different growth factors on the proliferation of EEF

进行换液, 72 h即达到平台期, 超过72 h以后EEF细
胞进入较缓慢增殖期, 并且能相对很长时间维持在

这一时期。由此可判断, 48~72 h为其对数期, 在此

期间细胞数目增殖一倍以上, 对数期群体倍增时间

为16~18 h左右。不同传代比例对EEF增殖曲线影响

很大, 如上表所示, 进入平台期以后较高传代比例的

细胞数目明显高于较低传代比例组。在1:10传代比

例下, 细胞超过96 h以后有明显进入衰退期的趋势。

2.4   不同生长因子对EEF细胞增殖与形态影响

通过MTT法测试三种生长因子(图5A-5C)对
EEF细胞增殖的影响, 结果显示除了较高浓度的鼠
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FGF-basic(50 μg/L、100 μg/L)对EEF增殖有显著促进

作用(P<0.05)外, 另外两种生长因子HGF和EGF均对

EEF增殖无明显促进作用, 而高浓度的HGF(50 μg/L、
100 μg/L)以及EGF(100 μg/L)甚至对EEF增殖有显著

抑制作用(P<0.05)。
同一批次细胞经过不同的FGF-basic处理, 形

态呈现出明显差异。使用鼠FGF-basic组细胞呈现

明显与原代及较早批次细胞相类似的长纤维状(图
6A); 未使用FGF-basic组则呈现出较明显的卵圆状, 
单个细胞面积明显较鼠FGF-basic组大(图6B), 且细

胞空泡明显; 使用人FGF-basic组细胞形态亦有改变, 
无论纤维化程度抑或细胞大小均介于鼠FGF-basic
组和无FGF-basic组之间(图6C)。MTT分析显示, 不
同来源的FGF-basic(人和鼠)在相同浓度下(10 μg/L), 
均对EEF增殖无显著影响(P>0.05, 图6D)。
2.5   EEF染色体数目分析

100个视野下染色体数目分析统计, 细胞染色

体数目分布在20~76之间, 其中54%的分裂相细胞具

有38条染色体(图7A)。其中, 18条为亚中着丝粒或

中着丝粒染色体, 20条为端着丝粒染色体(图7B)。

3   讨论
鱼类组织离体培养时培养环境较体内环境有较

大差异。但是能适应这种差异的细胞会逐步迁出原

有组织块并沿支持物底部贴壁、增殖, 经历多次传代

以后细胞形态、增殖周期渐渐稳定[13]。不同的鱼类

个体因为种间或是个体差异或不同组织差异, 得以迁

出并扩大化培养的细胞在形态、生理及其增殖方面

都有独特之处[13-15]。目前, EEF已传代至20代, 体外培

养时间超过300天。所培养细胞增殖形状良好, 传代

第三天即能达到平台期; 形态均一, 散在细胞呈现典

型类纤维状, 汇合期细胞总体呈现流线形。

EGF和HGF对EEF的影响较一致, 均仅在高浓

度下起显著抑制作用。HGF、EGF均与促进血管生

成、内皮形成有关, 而HGF甚至有抗细胞纤维化的

作用[16-19]。而EEF作为类纤维状细胞, 增殖不受EGF
和HGF促进可能与其本身特性有关。

FGF-basic作为哺乳动物生长因子, 最初从牛脑中

分离, 以其对成纤维细胞生长的促进作用而得名, 对
于细胞系增殖、形态维持有较大影响, 在鱼类细胞培

养中多有使用[20-22]。不同来源的FGF-basic蛋白具有

一定的结构保守性, 但在细胞膜受体定位、胞内信号

转导途径上的差异导致其在生物学功能上的不同[23]。

本实验中所采用的重组鼠FGF-basic为一个16.2 kDa的
蛋白, 具有145个氨基酸残基, 而所采用的重组人FGF-
basic为17.2 kDa, 154个氨基酸残基。鼠FGF-basic在较

低浓度下(1~10 ng/mL)对于EEF的增殖无明显作用, 这
可能与不同的生长因子或是EEF细胞独特的分裂习

性有关。但是有趣的是, 来源不同的FGF-basic(鼠和

人)能极大地改变EEF的细胞形态, 在未添加FGF-basic
的对照组中, 细胞呈现卵圆形, 而添加了无论是鼠或

是人FGF-basic的实验组细胞均呈现不同程度纤维状。

因此可以得出: 尽管低浓度FGF-basic不能明显促进

EEF细胞增殖, 但对EEF细胞形态有较大影响。

染色体数目分析显示, EEF细胞系染色体呈现非

整倍性, 54%观测到的分裂相细胞具有38条染色体, 所
占比率相对较低。呈现整倍性的分裂相细胞中, 18条
为中着丝粒或亚中着丝粒染色体, 20条为端着丝粒染

色体。这与其他文献关于正常欧洲鳗鲡的体细胞染

色体数目报道相一致[1]。这也是首次基于欧洲鳗鲡体

外培养的细胞系的染色体分析。一般认为, 可连续培

养的细胞系其染色体倍性为非整倍性, 而有限传代细

胞系可以毕其一生保持整倍性。导致这种现象的原

因至今尚未清晰, 但通常认为细胞系核型非整倍性
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图7  EEF P15染色体数目分析

Fig.7  Analysis of karyotype for EEF P15
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是其转变为可连续传代细胞系的关键诱因[20]。

由于EEF独特的生长特性, 因此能较长时间处

于平台期, 不换液情况下能维持一个月而不至于大

批细胞凋亡、解体, 使用时直接传代即可用于实验, 
较好的解决了前人建立的欧洲鳗鲡胸鳍细胞所遇到

的一些问题。目前, 本课题组正在开展EEF的一些

后续研究, 如转染表达外源绿色荧光蛋白基因GFP、
核型分析等, 其成果将为开展欧洲鳗鲡遗传和病害

等的研究奠定基础。
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