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摘要! 实验采用胰酶消化法!对半滑舌鳎脾脏%卵巢组织细胞进行离体培养!结果显示!脾脏%

卵巢细胞能够在添加 32S (8*!62 99/05'37H>!122 #59'青霉素!122

$

E59'链霉素!1

99/05'丙酮酸钠!12 CE59'J(F(的 H,H完全培养基中生长!两种细胞的形态均为成纤维

样!脾脏细胞可传至第 9 代!卵巢细胞至今已传至第 11 代" 脾脏%卵巢细胞染色体中期分裂相

均为正常的二倍体核型#3) B73$!且具有异型 W 染色体" 32S的血清浓度更适用于卵巢细

胞传代培养" 利用脂质体可将含有 $(6荧光报告基因的质粒成功转入脾脏细胞中"

关键词! 半滑舌鳎& 脾脏& 卵巢& 离体培养& 传代培养

中图分类号! K186& *906444444444 文献标志码'&

44半滑舌鳎#-$)*#1*33233,:"1&,F"3$属鲽形目

#60>=?/C>23;Q/?9>A$"舌鳎科 #-@C/E0/AA;B:>$"舌

鳎属#-@C/E0/AA=A$"俗称牛舌头%鳎目%鳎米"是

一种暖温性近海大型底层鱼类"终年生活栖息在

我国近海海区
&1'

"具广温%广盐和适应多变的环

境条件的特点( 半滑舌鳎市场价值高"但自然资

源量少"是我国新开发的重要海水养殖鱼类( 但

是"随着半滑舌鳎人工养殖规模的不断扩大和集

约化程度的不断提高"养殖过程中的病害问题也

日趋严重"如 3220 年夏"山东青岛某渔场养殖半

滑舌鳎大量死亡"致病病原菌为美人鱼发光杆菌

杀 鱼 亚 种 # G/*.*?&'.,+"2: 0&:3,1&, A=JAD1

!"3'"'"0&$

&3'

)322; 年"江苏赣榆某渔场半滑舌鳎

出现大量死亡"判定分离菌为利斯顿氏菌属

#C"3.*),11& H:24/C>00:CB -/0U>0019;0$的鳗利

斯 顿 氏 菌 & C"3.*),11& &)#2"11&+2: # 8>?E>9:C

1929$H:24/C>00:CB -/0U>0019;0'( 目前"国内

外尚未见到有关半滑舌鳎病毒病害的报道( 半滑

舌鳎不同器官组织的培养细胞"不仅可用于该鱼

种病毒学%免疫学以及资源保护等领域的研究"为

该鱼种基因的筛选与功能分析%基因工程遗传育

种提供好的实验体系"而且能为细胞骨架%发育学

和细胞系统发生等方面的分子及细胞水平研究提

供稳定的细胞来源(

目前"已经建成并见诸报导的半滑舌鳎细胞

系有 7 个"分别为胚胎细胞系
&/'

%肝脏细胞系
&7'

%

心肌细胞系
&6'

和精巢细胞系
&0'

( 国内外尚未见

到关于半滑舌鳎脾脏%卵巢组织细胞离体培养的

报道( 本实验通过开展半滑舌鳎脾脏%卵巢细胞

离体培养研究"以期为今后脾脏%卵巢组织细胞体

外培养及其细胞系的建立提供依据(

14材料与方法

!"!#实验材料

半滑舌鳎雌鱼取自烟台海阳市黄海水产有限

公司"选取体质量 122 =322 E 的健康个体(

!"$#实验方法

原代培养44 无菌取出半滑舌鳎脾脏%卵

巢"放在添加 722 #59'青霉素%722

$

E59'链霉

素的 H,H 基 本 培 养 基 # H/B;Q;>B ,:E0>. A

H>B;=9"F;J2/$中移入超净工作台内"用磷酸盐

缓冲液#68*$冲洗 3 遍后将脾脏%卵巢组织剪成
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大小"接着用 1 9'的 2136S胰酶混合

液#添加 2136S胰酶和 213S,4M&的 68*溶

液$消化 32 9;C 后添加 / 9'H,H 完全培养基

&H,H基本培养基添加 32S胎牛血清#(8*$"62

99/05'37巯基乙醇#37H>$"122 #59'青霉素"

122

$

E59'链霉素"199/05'丙酮酸钠"12 CE5

9'J(F(#成纤维生长因子$'终止消化( 收集脾

脏组织细胞悬液"以 3 322 ?59;C 离心 3 9;C)将所

得沉淀用 1 9'H,H完全培养基悬浮后接种在

36 29

3

培养瓶中)另将经消化处理的卵巢组织细

胞悬液用 322 目的尼龙筛网过滤后收集滤液"以

3 322 ?59;C 离心 3 9;C"将所得沉淀用 1 9'

H,H完全培养基悬浮后接种在 36 29

3

培养瓶

中( 置 37 T培养箱中培养)次日"添加 1 9'

H,H完全培养基至培养瓶(

传代培养44脾脏组织细胞悬液和卵巢细胞

悬液原代培养 6 B 后"用 2136S胰酶混合液消化

并进行原瓶传代)待细胞再次长满瓶底后按照常

规方法以 1>3 比例进行传代培养( 培养卵巢细胞

前 6 代需添加一半旧培养基( 培养液均为添加

H,H完全培养基"培养温度为 37 T(

!"7#染色体分析

脾脏%卵巢细胞传代次日"加入秋水仙素至细

胞培养瓶内"使之终浓度为 211

$

E59'"处理 3 I

后按细胞传代方法收集细胞悬液并移入 16 9'

离心管"以 3 322 ?59;C 离心 3 9;C( 吸弃上清"加

入 6 9'的 21286 9/05'G-0在 /8 T水浴锅中低

渗处理 36 9;C"然后缓慢加入 1 9'新配的预冷

卡诺固定液"以 1 222 ?59;C 离心 6 9;C( 吸弃上

清"加入 3 9'预冷卡诺固定液"冰浴固定处理 16

9;C 后以 1 222 ?59;C 离心 6 9;C"重复操作两次(

冷滴片法滴片)待载玻片干燥后"用 6S F;9A:染

色 36 9;C)干燥后镜检(

!">#不同血清浓度对卵巢细胞生长的影响

用血清浓度分别为 2"12S和 32S的 / 种不

同血清梯度实验用培养基在 13 孔培养板中对所

获继代培养卵巢细胞进行培养"接种密度均为

3 <12

6

59'"并设 / 个平行实验组( 在 37 T培养

箱培养 0 B 后"用 2136S胰酶混合液消化细胞并

计数(

!"F#含 =;(质粒转化脾脏细胞

实验所用 D4A$>B

1

7%

1

质粒由本实验室保存(

采用脂质体 0;D/Q>23:9;C>

MH

3222#)CN;3?/E>C$进行

质粒转染"转染方法按说明书进行( 将密度为

3 <12

6

59'的细胞接种到 13 孔板中"待细胞贴壁

后"更换新鲜不含 (8*和抗生素的 H,H完全培

养基( 将适量含 4A$>B

1

基因的质粒 4%&和脂

质体分别溶于不含 (8*和抗生素的 H,H完全培

养基中"然后将二者混合"静置作用 32 9;C 后"将

4%&7脂质体混合物逐滴加到细胞中"716 I 后更

换为含有 (8*"不含抗生素的 H,H完全培养基(

继续培养 37 I 后观察荧光(

34结果

$"!#原代培养

半滑舌鳎脾脏组织细胞悬液接种培养 1 B 可

见单细胞贴壁生长"3 B 可见贴壁的组织块周围有

少量细胞迁出并开始生长)接种后 6 B 细胞形成

部分单层"即可进行传代培养( 显微观察显示"在

脾脏细胞原代培养中"存在淋巴细胞%上皮样细

胞%成纤维样细胞%血红细胞等多种类型细胞#图

版
"

$( 培养初期淋巴细胞扩增明显"呈簇状生

长"/ B 时淋巴细胞数量最多"之后则逐渐减少"8

B 时最少#图版
"

71$( 成纤维样细胞和上皮样细

胞虽然起初生长速度不及淋巴细胞"但数量持续

增多"甚至出现细胞交叉重叠生长现象#图版
"

7

3"/$(

卵巢组织块经消化后会变得粘稠而相互粘

连"仅少数组织块边缘有细胞迁出且生长缓慢"

而经过筛网过滤后分离出的大量单细胞和较小

细胞团能很快贴壁并在接种后 6 B 长成细胞单

层"显微观察显示"细胞单层主要由成纤维样细

胞组成(

$"$#传代培养

脾脏细胞原瓶传代后 / B 长满培养瓶底#图

版
(

71$"按照 1>3 比例分瓶传代( 随着传代次数

的增加"细胞生长速度变慢"细胞形态趋于均匀"

绝大多数为成纤维细胞"还有少数上皮样细胞

#图版
(

73$( 但是"约传代 6 次之后"随着传代次

数增加细胞形态发生较大变化"成纤维样细胞长

度缩短"上皮样细胞直径变小"均分布稀疏"生长

缓慢"仅能维持原瓶传代"难以扩增培养#图版
(

7

/"7$(

卵巢细胞原瓶传代后 12 B 长满培养瓶底"按

照 1>3 比例分瓶传代( 随着细胞传代次数增加"

细胞生长速度加快"6 代之后传代间隔期稳定在

;/61
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8 B"目前"该细胞系已经传至第 11 代#图版
'

$(

$"7#染色体

染色体分析结果表明"脾脏%卵巢细胞中期染

色体数目均为 73 条"其中包含 W 异型染色体"与

已报道的半滑舌鳎染色体数相符"证实培养的脾

脏%卵巢细胞均源自半滑舌鳎雌性个体 #图版

+

$(

$">#不同血清浓度对卵巢细胞生长的影响

培养基中的血清含量对卵巢细胞的生长具有

明显的影响"随着血清浓度的升高"细胞生长增

快"在血清浓度为 32S时细胞生长最快#图 1$(

图 !#不同血清浓度对卵巢细胞生长的影响

;*8"!#KEE,D3-0E34,2*EE,),.3;YWD0.D,.3)&3*0.-

0.34,8)0L340E34,0/&)M D,11-

$"F#=;(在脾脏中的表达

通过脂质体 0;D/Q>23:9;C>

MH

3222 成 功 将

D4A$>B

1

7%

1

质粒转入脾脏细胞中"转染 37 I 后能

分别观察到红色的荧光"证明离体培养的脾脏细

胞具有作为外源基因功能分析实验材料的可能(

/4讨论

在脾脏组织细胞原代培养中需要适时用 68*

冲洗培养瓶底"清除血细胞
&8'

( 将胰酶不完全消

化法用于启动脾脏组织原代培养"只消化了细胞

表层"在一定程度上保持了细胞繁殖的小环境"利

于组织块贴壁%培养基渗入%细胞迁出和细胞单层

的及早形成
&;'

( 脾脏组织细胞在传代培养过程

中发生的形态变化与鲈鱼脾脏细胞类似
&9 512'

(

实验结果显示"目前的培养系统可以支持细胞短

期生长"但仍不能实现细胞的稳定传代"在后续实

验中"可以尝试通过培养条件的逐步优化实现细

胞的稳定传代和成功建系"如添加一些对体外培

养细胞贴壁和增值具有促进作用的物质
&11'

或对

适用培养基进行优选"如尝试采用已建成脾脏细

胞系选用的培养基 '716 进行培养
&13 51/"10'

"还可

以对脾脏组织的取材时间进行优化
&17'

( 其次"可

以通过调整胰酶消化时间进一步探索脾脏组织的

上皮样细胞系
&16'

和成纤维样细胞系
&10'

建立方

法( 另外"从形态学及生长特征的角度推测培养

的脾脏上皮样细胞可能是脾脏内皮细胞"成纤维

样细胞可能为脾脏基质细胞"而在成纤维样细胞

单层中表面持续出现一些圆形"或零散"或成团分

布的细胞的位置也许是造血灶
&18'

(

材料鱼选择的好坏是细胞培养成败的关键(

作卵巢细胞的培养时尤为重要"发育阶段的性腺

含脂肪少"便于培养( 鱼类生殖组织细胞培养的

相关研究起步较早"被公认的真骨鱼类第一个永

久性生殖组织细胞系是由 W/0Q与 K=;9J@ 于

1903 年建立的虹鳟性腺细胞系#$MF73$"近些年

相关研究较少且进展缓慢"大多数性腺细胞仅能

维持原代培养"因此迄今国内外仅建立了十几个

生殖组织细胞系"而且其中源自海水鱼的则更少"

其中包括 (>?C:CB>P等
&1;'

建立的条石鲷性腺细胞

系#!*GF$和 ZI:CE 等
&0'

建立的半滑舌鳎精巢细

胞系#-*F-$( 在生殖组织细胞培养过程中"生

殖细胞随着传代次数增多逐渐减少直至消亡( 但

值得一提的是"+/CE 等
&19'

建立了一个青
!

精原

细胞细胞系"该细胞系细胞能在体外产生精子"该

发现和所得细胞系为研究和概括体外精子发生提

供了独特的时机( 在生殖组织离体培养细胞的应

用方面"较早建立的生殖组织细胞系 $MF73 和

M"73 更多被应用于病毒学和毒理学方面的研究(

而利用培养的性腺细胞开展如涉及到性腺发育的

基因调控及其下游相互作用的研究
&32'

"精子发生

的分子控制机制
&31'

等有关方面的研究较少( 半

滑舌鳎属于雌%雄异体的分化型鱼类"雌%雄个体

在发育和生长方面的差异非常大"并且雌性个体

染色体中含有特异型 W 染色体
&33'

"加之筛选到

的半滑舌鳎雌性特异分子标记和克隆到的性别相

关基因
&3/ 536'

"以及针对温度对性别决定和性腺分

化影响的相关探索都为利用该鱼种进行性别分化

研究奠定了基础
&30'

"而卵巢组织细胞培养及细胞

系建立的研究能够成为开展性别决定基因表达调

控等性别控制及性别决定机制有关方面的理论及

应用研究的重要体外实验体系(

原代培养细胞最接近在体时的生长情况"也

9/61
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最能反映体内生长特性"并较好的保留细胞遗传

特征)适宜用于环境毒理学检测%药物敏感性试

验%鱼类内分泌学研究%鱼类免疫细胞研究%鱼类

染色体研究和细胞功能及其机制研究等( 因此"

在进行细胞培养及细胞系建立的同时开展原代培

养细胞的应用性研究也将具有重要意义(
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