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施氏鱼寻不同组织来源细胞离体培养的初步研究
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摘要 采用组织块移植培养技术，对来源于施氏捍(Amur sturgeon, Acipenser schrencki Brandt) 

肝脏、脾脏、肾脏、绪条和心脏组织的细胞进行了原代培养， 2-3 天左右可见组织块周围有成纤维

样细胞迁出， 10 天左右组织块周围形成单层细胞。对&..、代培养的单层细胞用块蛋白酶 -EDTA 消化

后传代培养，建立了可连续传代的施氏捍肝脏、脾脏、肾脏、心脏组织细胞系。初步确立施氏捍

细胞培养的条件，培养基为 MEME，培养温度为 25 0C ，血清浓度为 20%。对传代培养细胞以二甲

基亚矶为保护剂在液氮冷冻保存，细胞复苏后可连续传代培养。施氏捍细胞离休培养为开展鲜鱼

病毒病和遗传资源保存研究提供了重要试验材料。

关键词 施氏饵;细胞系;离体培养

施氏饵原产于我国黑龙江和俄罗斯乌苏里江，由

于其在资源保护、食用以及生产货籽酱等方面的重

要价值，受到人们的广泛关注。目前，施氏饵人工

养殖规模不断扩大，集约化程度不断提高，但同时养

殖过程中的病害问题也日趋严重，养殖施氏蝇暴发性

死亡事件时有发生III。国外己经发现或报道了自科

鱼类的多种病毒性疾病[2-4]。细胞系是研究水生生物

病毒病原分离鉴定、流行病学、发病机制、免疫

预防以及保存珍稀鱼类遗传资源的重要材料[5-7] 。叶

湘辉等[8]报道了中华饵组织培养的初步研究结果，获

得来源于中华饵吻端和性腺组织的两个细胞系。

Wang 等[2]建立了来源于高首饵鳝条、吻端和肌肉组

织的细胞系，而目前关于施氏饵细胞离体培养研究尚

属空白。本文通过施氏筒细胞离体培养研究，以期

为我国施氏饵和饵科鱼类病毒性疾病研究以及饵鱼

遗传资源保存提供试验材料。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1. 1 试验鱼 健康施氏饵，体长约 20 cm，体重

120 g 左右。试验前室内暂养 I 周。

1.1.2 试剂 培养基MEME(minimum essential me­

dium eagle's) 、 R1640 、 M199 、 L-15 、两性霉素

B 、青霉素/链霉素、 Dulbecco' s 磷酸盐缓冲液

(DPBS)、膜蛋白酶 -EDTA(typsin-EDTA)、二甲基

亚tiRt(DMSO) 、 HEPES 、 HEPES-Na 均购自 Sigma 公

司;精制胎牛血j青 (defined fetal bovine serum, DFBS) 

为 Hyclone 产品;生长因子为 Peprotech 产品。

1.1. 3 耗料与器皿 25 cm 2 、 75 cm 2 培养瓶

(Coming); 1 ml 、 2ml、 5 ml 、 10ml 移液管(Costar);

移液辅助器(HTL); 15 ml 和 50 ml 离心管(Becton

Dickinson) ;程序降温盒(Nalgene); 细胞冻存管

(Nalgene); 过滤器(Nalgene) 。

1.1.4 仪器 11 级生物安全柜(ESCO); 倒置显微镜

(Nikon); 照相机(Nikon D80); 低速冷冻离心机(3KI5 ，

Sigma); 二氧化碳培养箱(Thermol); 恒温培养箱

(Sanyo); 制冰机(Gelin); 液氮罐(MVE) 。

1.2 方法

1.2.1 原代培养 用 10-20 ppm 高钮酸饵溶液对

鱼体浸泡消毒 30 min，再用 70% 酒精对伍进行体表

消毒。将鱼放入洁净托盘中置于 11 级生物安全拒中

解剖。参考薛庆善19j和 Freshney[IO]的原代细胞培养

方法，分别取其鳝条、肝脏、脾脏、肾脏和心脏

组织置于无菌培养皿中，在终浓度为青霉素(500 UI 

ml)、链霉素(500μg Iml)、两性霉素 B(1 2.5μg/ml)

的 DPBS 中洗涤 3-4 次，用眼科剪将组织块剪成 l

mm3 左右的小块，尽可能将血细胞、结缔组织和脂

肪等弃除。用不含血洁的培养基将培养瓶润湿，然

后将组织块转移到培养瓶中，均匀恃列，分别加入 l
ml 含 30%DFBS、青霉素(200 U/ml)、链霉素(200
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μg/ml)、两性霉素 B(5.0μglml)以及细胞生长因子的

MEME、 R1640 、 M199 和 L-15，于 25 .C下在培养

箱中进行培养。在最初培养的 1-2 天内避免移动培

养瓶以便使组织块贴壁，在第3或4天吸出培养基，添

加 3 ml 新鲜培养基继续培养，观察细胞从组织块中

迁出与生长情况，照相记录结果。

1.2.2 传代培养 参考细胞传代方法[101对从组织

块中迁出并且生长良好细胞单层达到 70% 左右的细

胞进行传代培养。传代前用手轻拍培养瓶使组织块

脱离瓶壁，吸出所有组织块和培养基，用膜蛋白酶­

EDTA 溶液(0.05% 膜蛋白酶， 0.02%EDTA-4Na, 

Sigma, T3924)消化细胞，在显微镜下观察细胞消化进

程，待细胞单层渐渐解离成单个细胞后，迅速用含

10%DFBS 的培养基中和过量膜蛋白酶 -EDTA，然后

用5ml的移液管吹打分散细胞数次，将细胞悬液收集

到 15 ml 离心管内， 1 000 r/min 离心 5 min。吸出离

心管上层液体后用新鲜培养基重悬细胞沉淀，将其按

1 : 2 比例转移至新的培养瓶内进行继续培养。
1.2.3 细胞培养条件 分别用 MEME、 R1640、

M199 、 L-15(DFBS 浓度为 20%; 25 .C)进行传代细

胞培养，比较不同培养基条件下细胞生长情况。用

含 20%DFBS 的 MEME，分别置于 32.C 、 25 .C 、 20

℃和 15.C培养箱中培养细胞，观察细胞在不同温度

条件下的生长情况，确定施氏饵细胞的最佳生长温

度。用含不同血清浓度(0% 、 10% 、 20% 和 30%)

的 MEME 于 25 .C培养箱中培养细胞，观察不同血清

浓度对细胞生长的影响。在细胞培养过程中，观察

培养基pH 的变化，如发现培养基 pH 值变化明显，用

HEPES 或 HEPES-Na调节培养的酸碱度至 7.2-7.4之

间。

1.2.4 细胞冻存与复苏 参考 Freshney[101的方法

对于生长旺盛、形态均匀的细胞分批进行液氮冷冻

保存。保存液组成为含 10%DMSO ， 30%DFBS 的

MEME. 根据需要保存的细胞数量，确定保存液的

总体积。首先配制一半总体积的保存液，其中含 20%

DMSO 、 30%DFSB，其余为 MEME，并置冰上预冷。

然后将消化的细胞离心沉淀，用含 30%DFBS 的

MEME悬浮细胞沉淀，将细胞悬液于冰上与保存液缓

慢混合均匀，再以1.2 ml/ 管分装于细胞冻存管。将

细胞冻存管放入内盛异丙醇的程序降温盒内(降温盒

在 4 .C预冷)，再置于 80.C冰箱 12 h 后放入液氮罐

中冻存。冻存细胞复苏时，从液氮中取出冻存管，迅

速放入 37.C水浴 5 min 解冻用移液管吸出细胞悬
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液，将其与含 20%DFBS 的 MEME 混合，加入 25 cm2 

培养瓶内培养， 12 h 后吸出培养基和未贴壁细胞，添

加含 20%DFBS 的新鲜培养基继续培养。

2 结果
2.1 细胞原代培养

用含 30%DFBS、青霉素(500 U/ml)、链霉素

(500μg/ml)、两性霉素 B(1 2.5μg/ml)以及细胞生长

因子的 MEME、 R1640 、 M199 和 L-15 对组织块进

行培养，在 2-4 天内有成纤维样、清晰的细胞从组

织块迁出，呈放射状生长。观察 4 种不同培养基中

细胞的生长情况，在MEME 和 L-15 中细胞生长较为

迅速，且在 MEME 中肝脏、肾脏、脾脏、心脏和

鳝条组织来源的细胞都生长较好，而在 M199 和

R1640 中细胞较为缓慢。经过约 10 天培养，大多数

组织块周围迁出的细胞生长成 70% 左右的单层。经

过对不同组织原代细胞培养的观察，初步确立施氏饵

细胞的原代培养条件为;MEME，温度 25.C，血清浓

度 30% 。

图 1 、图 2 分别表示施氏饵脾脏组织细胞(Amur

sturgeon spleen, AS-S)和肾脏组织细胞(Amurs阳rgeon

kidney, AS-K)原代培养结果。

2.2 传代细胞培养

利用膜蛋白酶-EDTA对原代培养长成约70%单

层的细胞进行消化 3-5 min，显微镜下观察，细胞间

隙解离清晰，细胞逐渐变圆，轻拍培养瓶，细胞可从

瓶底脱落。传代细胞分瓶培养后，贴壁稳定，细胞

呈典型成纤维样， 2-3 天可长成单层(图 3 、图的。

以 AS-S 细胞为例，使用 MEME 对不同温度(15

℃、 20 .C 、 25.C和 32.C)和血清浓度(0% 、 10% 、

20% 和 30%)条件下的细胞生长情况进行了初步比

较。温度试验的结果表明 使用相同的血清浓度

(20%DFBS)，细胞在 15.C培养条件下生长较为缓慢，

约培养 10 天细胞单层达到 80% 左右; 20 .C 时细胞

生长较快，约培养 5 天细胞单层达到 80% 左右;25.C

时细胞生长旺盛， 2-3 天内细胞长成汇合单层; 32 .C 

时细胞最初生长迅速，但随后细胞单层出现退化脱落

现象。不同血清浓度的试验结果表明，于 25 .C条件

下，血清浓度为在0%(即无血清)时，少许细胞可贴壁，

但细胞伸展不明显，不能生长成单层，说明该细胞属

于血清依赖型细胞; 10%的血清浓度下细胞也可以正

常生长，但相对 20% 和 30% 浓度的培养基，其速度

相对较为缓慢，约需 3-5 天长成单层。 20% 和 30%

适用 1二生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-64040161 www.bao1or.com 
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图 1 施氏甥脾脏组织在 30%DFBS 的 MEME 中原代培养第

9 天结果， 成纤维样细胞以放射状向外生长形成单层(40x)

图 2 施氏甥肾脏组织在 30%DFBS 的 MEME 中原代培养第

3 天结果， 成纤维样细胞以放射状向外生长(40x)

研究论文 -

血清浓度下细胞生长迅速， 差异不显著， 约 2-3 天细

胞长成汇合单层单层细胞， 且单层稳定，细胞形态均

综合对不同温度、血，请浓度和培养基比较， 初

步确定施氏饵细胞的传代培养条件为 : MEME、 温度

25 oc、血清浓度 20% 。

2.3 细胞冻存与复苏

对生长 良好的细胞用冻存液(1 0%DMSO ， 30% 

DFBS 以及MEME)制成细胞悬液，通过程序降温后置

于液氮保存 。 保存 1 个月 后复苏细胞，将细胞冻存

管从液氮中取出 ， 迅速放入 37
0

C水浴 5 min 解冻， 用

移液管吸出细胞悬液， 接种于培养瓶内，添加 5 ml 含

20%DFBS 的 MEME，培养 1 2 h 后吸出培养基，以去

除未贴壁的细胞和残留 DMSO，再添加 5 ml 含 20%

DFBS 的 MEME 继续培养 。 冷冻复苏的细胞保持有

较高的贴壁效率， 约 60% 左右， 且细胞形态均一， 3-4

天 内 可长成汇合单层 。

综合上述结果， 本试验初步确立了施氏饵多种组

织来源细胞的原代培养条件和传代培养条件 。 施氏

自寻细胞传代培养的最佳条件为: 培养基 MEME 、 温

度 25 oC 、 血清浓度 20% 。 细胞液氮冷冻后复苏生

长旺盛， 表明初步建立了施氏蝇可连续传代细胞系 。

3 讨论

3.1 离体组织块细胞培养方法

组织块移植细胞快速培养方法是一种高效 、 快

捷的细胞培养方法。 组织块对细胞的生长提供了良

好的基质和生民环境， 新生细胞均质性良女:1- 1111，容易

贴壁和生长 。 Wang 等[21利用组织块法对高首蝇的肌

肉等组织来源细胞进行培养发现在组织块接种后第

图 3 施氏甥脾脏组织细胞在 25 0C 、 20 % DFBS 的 MEME 2 天有细胞从组织块周围迁出 第 3-4 天出现了细胞

中传代培养第 5 代的致密单层细胞(100时 集落 而在 5-6 天细胞形成单层 。 邓云等[ 1 2 1对异源

四倍体自即鲤肾脏组织块进行原代培养， 结果在培养第

4 天左右组织块周围出现明显的生长晕 ， 第 8 天有集

落形成， 18 天后形成细胞单层 。 而本试验在组织块

接种后 2-3 天内细胞从组织块周围迁出 ， 10 天左右

组织块周围的细胞长成单层 。 这与鱼类组织细胞原

代培养时的不同生长速度与培养环境和细胞特性有

关 。 组织块培养法有时会在组织块周围出现脱落的

细胞(尤其在培养如肝脏组织细胞时)， 这些脱落的细

胞会影响新生细胞从组织块迁出 。 通过试验我们发

图 4 施氏甥肾脏组织细胞在 25 0C 、 20 % DFBS 的 MEME 现在原代培养的第 3-4 天待组织块贴壁稳定后， 对组
中传代培养第 5 代的致密单层细胞(100对 织进行轻微的洗涤， 去掉脱落未贴壁的细胞， 有利于

与世界接轨， 用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志



孟 彦等:施氏蝇不同组织来源细胞离体培养的初步研究

新生细胞的生长。

3.2 细胞传代

在细胞传代过程中，膜蛋白酶 -EDTA 对细胞的

消化程度是传代过程中的关键之一。消化时间过长

则对细胞造成损伤程度增加，降低传代后的贴壁率。

消化时间过短，则不能完全将贴壁细胞消化完全[11] 。

将细胞放回培养箱中消化以及结合显微镜观察消化

程度是比较适宜的方法。采用离心法沉淀细胞，可

以比较彻底地去除残留的膜蛋白酶，但应注意离心速

度和离心时间，速度过高，时间过长，会对细胞造成

一定损伤。通常情况下， 1 000-1 200 r/min 离心 5

min 即可(3K15 离心机， Sigma)。使用移液管悬浮细

胞沉淀时，应充分分散细胞，但需要控制吹打力度和

次数，避免损伤细胞。在细胞传代培养后 12 h，观

察细胞的贴壁情况，如果有较多细胞没有贴壁，需要

进行清洗以除去未贴壁细胞。其方法是吸出培养基，

3000 r/min 离心 5 min，再吸出上清液，加入培养瓶

即可。此外，在传代培养的过程中应及时观察和调

节培养液pH值，控制pH值在适宜范围，使用HEPES，

HEPES-Na溶液即可。施氏饵细胞在 25 .C时生长状

态，该培养温度与施氏饵生长温度基本相一致。对

于不同鱼类甚至同种鱼类的不同组织而言，常用的 4

种培养基 MEME 、 M199 、 R1640 和 L-15 的细胞培

养效果常常差异比较明显[2，6，口， l3]，这可能与不同来源

细胞的一些独特特性相关。

3.3 细胞冻存与复苏

细胞冻存是使细胞温度逐渐下降并冰冻的过程，

该过程须特别注意温度变化速度和细胞质冰晶化过

程。 DMSO 是目前广泛应用的细胞冷冻保护剂，尽

管对细胞有一定的毒性作用，但其保护效果好口]。细

胞冷冻过程中采用异丙醇作为降温介质的程序降温

盒效果较好，可以在冷冻初期实现每分钟降温约 1 .C 
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要求。对液氮冷冻保存后的细胞进行复苏、再培养

和可连续传代是检验细胞系的建立和冷冻保存效果

的有效途径。在复苏细胞时将细胞冻存管迅速置

于 37 .C 的水浴中解冻，可降低对细胞造成的损害。

Wang 等[2]用含 20%DMSO 和 20%FBS 对高首饵细胞

进行冷冻保存， 18 个月后对其复苏后有 90% 的细胞

保持活力。 Zhao 等[日]用 13%DMSO 和 10%FBS 对金

鱼鳝条细胞冷冻保存复苏后也有 85% 以上存在活

力。本试验中通过液氮保存 1 个月后复苏，约有 60%

左右的细胞可以贴壁生长，有待于进一步改进细胞冷

冻保存与复苏的条件。

本试验对施氏饵不同组织来源细胞的原代培

养、传代培养以及冷冻保存与复苏等进行了初步研

究，取得了一些重要数据和结果，但是对于细胞系的

详细生物学特征，如生长曲线、细胞染色体组型、

贴壁效率等，以及不同组织来源细胞对鲸鱼病毒敏感

性等正在进一步研究中。
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Preliminary Establishment of Cell Lines Derived from Different Tissues of 
Amur Sturgeon, Acipenser schrencki Brandt 

Yan Meng l, Yan Zhang3, Lin Zhang1,2, Han-Bing Xiao1, Luo-Xin LP, Yan-Qing Yangl , Ling-Bing Zeng1,2,3* 

('Key Laboratory of Freshwater Ecology and Hω!thv Aquaculture, Chinese Academy of Fishery Sciences; 2Fish Pathology 

Laboratoη" Yangtze River Fisheries Re川Irch !mtitute Chinese Academy of Fishery Sciences; 3Key Laboratoη of 

Freshwater Fish Germplasm and Biotechllυ!ogy， Ministry of Agriculture of China; Jingzhou 434000, China) 

Abstract By using the tissue explantation technique, primary culture of cells derived from the liver, spleen, 

kidney, fin and heart tissue of Amur sturgeon, Acipenser schrencki Brandt, were conducted. In 2-3 days cells 

migrate out around tissues and in 10 days post culture cells outgrow to monolayer. Continuous celllines from liver, 

spleen, kidney and heart tissues were established after subculture of primary cells with trypsin-EDTA digestion 

method. The optimized conditions for these cells are: minimum essential medium eagle's (MEME) , 25 "C 20% fetal 

bovine serum. Cells were cryopreserved with preservative DMSO in liquid nitrogen and grew well after recovery. 

The establishment of celllines derived from Amur sturgeon has provided important experimental materials for the 

research on sturgeon virosis and genetic resources conservation. 

Key words Amur sturgeon (Acipenser schrencki Brandt); celllines; cultivation in vitro 
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