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中华鳃组织培养的初步研究
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�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � �� � � ��

摘要 取中华鲜的尾鳍
、

吻端
、

性腺等八种组织进行体外培养
,

得到来源于吻端和性腺组织的

两个细胞株
,

分别命名为 �� � � 和 �� �
�

�� � � 和 �� � 均以成纤维样细胞为主
�

两种细胞都含有

微染色体
,

染色体数目众多
,

在分布上具有
“

双峰多态
”

的特点
,

表明细胞已属异倍体
�

细胞生长

较慢
,

�� � 接种 �� 后
、

�� � � 接种 �� � 后数 目达到最高值
�

�� � 在 � � 一 ��℃生长正常
,

最佳生长

温度在 � �℃
,

最适 �� 为 �
�

�
�

关键词 中华鳃
,

组织培养
,

染色体
,

微染色体

鲜形 目是一类比较原始的软骨硬鳞鱼类
�

中华鲜 �� �� ��
� �� � � ��� �� �� � �� � �是我国著

名的鲜科鱼类
,

其繁殖群体主要分布在长江水系和珠江水 系
�

在 目前研究过的鱼类中
,

中

华鲜的染色体数目最多〔
‘�

,

在鱼类乃至脊椎动物进化史上具有重要的研究价值
�

但是
,

迄

今为止对其的研究多限于形态学
、

资源生态学以及繁殖生物学领域
,

在细胞遗传和分子遗

传学领域的报道甚少 ��,
� 〕

,

组织培养工作则未 见开展
�

通过组织培养的研究
,

建立永久细

胞系
,

对中华鲜的细胞遗传学
、

细胞生物学以及保护生物学的深入研究都有重要意义
�

而

且
,

探索中华鲜的细胞培养方面的经验
,

无疑能为至今未实现人工繁殖的濒危近缘种一长

江白鲜的细胞种质资源库的建立提供 良好基础
�

基于上述 目的
,

作者从 � � � � 年 � 月起开

始中华鲜的原代和传代培养
�

� 材料与方法

�
�

� 材料鱼 � 龄中华鲜
,

系宜昌中华鲜研究所 � � � � 年秋季人工繁殖
,

饲养在本所鱼类

学研究室鱼池内
�

�
�

� 原代培养和传代培养 原代培养采用组织块贴壁法接种细胞
�

培养基选用 � �� ��

�� �� � � 产品 �
,

内含 �� � 胎牛血清 �中国医学科学院血液学研究所产 品�及双倍抗菌素

�青霉素 � � � � � �
,

链霉素 � � � �拼� � � �
一 ,

卡那霉素 �� � �拼� � � �
�

�
,

调 �� 为 �
�

� 左右
,

培养

温度 �� ℃
�

接种后每周换液 � 次
,

每次弃去旧液 � � �
一 � � �

�

细胞传代按文献 �’� 进行
�

在传

代过程中培养基血清的量从 �� � 逐步下降至 �� �
�

�
�

� 染色体研究 传代后 � 一 �� 的细胞
,

收获前 � 一 �� 加入秋水仙素至终浓度 �
�

�阳 �

� �
,

常规制片�’�
�

油镜下选择分散较好的中期分裂相摄影计数
,

分区计算出现率
,

绘制数
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� 染 色休形 态与数 目分布 鲜鱼类染色体数 目众多
,

含微染色体
�

第 � 代 �� � 细胞

的染色体形态展示了上述特点 �图 � 一 ��
�

� 第 � 代 � � 

口 第 �� 代 ��� �

�、��口‘曰八曰�、��,�,工
‘

�

�享�。�川�。。�已翱。。��哥曰石

低寸 �� ��! �!∀

此� �通�
��  !� � �� � � � �! ∀ �� � 高于 ��  

�乙� 尤� 芝�� 西� 北� �币�
旧气�
�们�。���,几尺

色体数 � � � � � �  � � � �� � � �� � �

图 � 第 �� 代 ��� � 和第 � 代 ��� 的染色体数目分布

� ��
�

� � �� � �� � �� �� � �� � � � � ���

�� ��
� � � � � � �  � � ���

� � � � �� �� 罗 � � �� � � �� � � �� �� � � � �

第 �� 代 � �� � 和第 � 代 �� � 的染色体数目分布情况如图 �� 第 �� 代 �� �
�
记数 ��

个分裂相
,

第 � 代 �� � 记数 �� 个分裂相 �
�

中华鲜正常体细胞染色体数为 � � � ��� 士�� ‘〕
�

两株中华鲜培养细胞的色体数在分布上远离正常 � � 值
,

呈现 出
“

双峰多态
”

的特点
�

染色

体数目变动范 围很大 �第 � 代 �� � 的染色体分布的中心趋向落在 � � � 一 � �� 和 � � � 一 � � �

之间
,

各占记数细胞总数的 ��
�

� �
�

第 �� 代 �� �
� 在 ��  一 � �  区间内出现率最高

,

为 ��
�

� � �其次是在 ��� 一 �� � 区间
,

出现率 巧 � �
�

可见这两种培养细胞已属异倍体
�

和一般

鱼类细胞系不同的是
,

中华鲜细胞在体外培养中染色体大量丢失
,

大多数细胞染色体数低

于正常 �� 值
�

�
�

�
�

� 生长曲线 用稳定生长 的细胞传代
,

接种第 �� 代 �� �
� 和第 � � 代 �� �

�

按文

献 �� 测定生长曲线
�

从 图 � 看
,

中华鳃细胞生长较为缓慢
,

接种初期数 目下降
,

出现生长延

迟现象
�

��  在接种 �� 后数 目达到最高值 �� ��
� 则在 ��� 才达到最高点

�

第 �� 代 �� � ��

第 �� 代 � �  

�
、

一已�飞工���。�目�之彰纂崭

� � � � � � � �� � � 天 � ��

图 � 第 � � 代 � �� � 和第 � � 代 �� 的生长曲线

� ��
一
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2
.
2
.
4 生长温度范围 接种相同数量的第 22 代 C SG 细胞在不同温度下培养

,

5d 换液 1

次
,

观察 13d
,

记录生长状况 (表 2)
.
实验表明C SG 细胞在 16 一 30 ℃下均能生长

,

维持正常

形态 ; 30℃ 生长最快
,

但脱落较多; 27 ℃下生长最为稳定
.

表 2 温度对CSG 生长的影响

T ab
.
2 T he eff ec t of tem 1perature on

the gro w th of C SG

温度(℃ ) 细胞生长状况 G
row th state of eells

T em Pe ra
ture sd 内 5 一 1 3 d

大多数悬浮
,

贴壁细胞单个分散
.

生长缓慢
,

未形成单层

生长良好
,

形成均一单层

生长良好
,

形成较密单层

生长很快
,

形成致密单层
,

脱落细胞多

�627CU,12,妇魂j

几乎不生长
,

贴壁细胞极少
.

少数细胞单个贴壁
,

细胞边缘模糊
,

形态异常
.
6d

后移置 27℃下继续培养
,

1
3d 时形成疏松单层

,

细胞边际清晰
.
13d后移置

,

也有生长

持续生长
,

形成均一单层

逐渐致密

逐渐致密
,

脱落细胞极少

细胞大量脱落

细胞不生长
.
3d 以后放回 27 ℃下

,

没有观察到生

长现象

2
.
2
.
5 最适 p H 值 接种相同数 目的第 22 代 csG 在各 pH 值条件下

,

5d 换液 1 次
,

记录

生长情况
.
结果表明 c SG 细胞的最适 pH 为 7

.
2 左右 ;细胞对偏酸性环境也有一定的适应

性(表 3)
.

表 3 PH 对 csG 细胞生长的影响

T ab
.
3 T he effec t (, f p H

on

t
h
e g

row

t
h

o
f C S G

细胞生长状况 G
r
ow
th state of 。e

lls

P H

s d 内 5 一 1 3 d

5

.

5 以下 贴壁率很低

6
.
0

7
,

2

7

.

6

8

.

0 以上

生长为稀疏树枝状
,

形态异常

贴壁率较高
,

生长缓慢
.
无异常

生长良好
,

形成较密单层

生长成疏松的树枝状细胞

贴壁率非常低
,

贴壁生长的细胞为蓬松的细胞束

局部贴壁生长良好
,

疑为对酸性环境具有适

应性的细胞大量脱落所致

脱落

脱落严重
,

细胞呈树状
,

异常

逐渐致密
,

脱落细胞极少

脱落

3 讨论

采用组织块贴壁法在 27 ℃ 下进行中华鲜的组织培养
,

获得两种细胞株 Css
n 和 CS G,

表明这种条件比较适合中华鲜细胞的体外培养
.
八种组织中

,

中华鲜的肝脏可能由于所含

有的脂肪
、

油滴较多
,

难以适应体外培养
.
体表各组织和肠组织容易带菌

,

较难消毒
,

在培

养过程中容易引起霉菌和细菌污染
.
肾脏紧贴脊柱

,

一般在最后取材
,

又由于分布狭长
,

挑

取不便
,

也易染菌
.
肌肉组织分裂较慢

,

仅有一瓶最终能铺满瓶壁的 90 % 以上
,

在原代培

养 IO0d 后进行继代培养
,

仍未获成功
.
性腺组织的分裂增殖能力最强

,

在原代培养 14 d 后
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即可顺利传代
,

是中华鲜细胞培养的理想材料
.
但中华鲜的性成熟周期较长

,

材料鱼 (1 龄

鱼 )的性腺组织尚不发达
,

较难辨认
,

容易与肠混淆
.
如果能较好地消毒鱼体

,

选取生长 良

好的中华鲜
,

活体取吻端和尾鳍组织用于培养
,

则既能保证细胞培养的成功率
,

又不会损

伤个体
.

已报道的几个鲜鱼类细胞系中
,

仅 sH 细胞的异倍化程度不明显[
”]

,

w s s 和 w sH 均

属异倍体「“]
.

对中华鳃培养细胞的染色体分析表 明
,

这两种细胞 已属异倍体
.
并且我们注

意到随着代龄增加
,

异倍化程度增大
.
这种异倍化的趋势

,

也许就是中华鳃细胞在体外培

养过程中对环境的一种适应
.

体外培养过程中
,

中华鲜细胞染色体丢失较为普遍
.
已报道的鳃鱼类细胞系

,

染色体

数 目均有减少的趋势
.
虽然说鲜鱼类是多倍体化起源的鱼类(一般认为中华鲜是八倍体)

,

但染色体丢失后的细胞是否保留了一套完整功能的基因组 D N A
,

并且其 D N A 在培养过

程中是否会发生较大程度的变异
,

从而影响细胞的正常功能呢?

刘勇根据对不同代龄的南方鳃 SM E
一

1 细胞 D N A 指纹图的分析
,

推测染色体数目的

变化是导致 D N A 指纹图谱发生变化的可能原因〔
“〕
.
尽管有的学者对此持有异议

,

本文倾

向于刘勇等人的观点
.
我们认为

,

随着体外培养时间加长(其实质是分裂次数增加的
“

选

择
”

压力)
,

一方面染色体数 目变化加剧
,

另一方面 D N A 的突变累积
,

将会使细胞的染色

体和 D N A 都发生较大程度的改变
、

培养代数越长
,

变异程度将会越高
.
这种差异经过累

积效应
,

甚至有可能超出种内的差异
,

也就是说
,

可以将培养细胞视为种的一个
“

夔种
”
.

根

据中华鲜培养细胞染色体分布呈
“

双峰多态
”

的特点
,

可以大胆推测
,

随着体外培养时间继

续增加
,

双峰将继续远离正常的 Zn 数 目区域
.
当细胞系稳定后

,

染色体数分布中心将有可

能恒定落在四倍体到六倍体数目之间的某 2 个或 1 个区域
,

甚至也有可能就稳定在四倍

体数目上
.
追踪中华鲜培养细胞的染色体变化情况无疑颇具意义

.
并且鉴于 R A P D (R an

-

do m A
nlplifi ed Po ly m or phi

。
D N

A) 技术多态性好
,

操作简便快捷的优点
,

作者正试 图用

RA P D 等技术
,

检测不同培养时间下的细胞 D N A 的变异程度
.
希望能追踪到基因组 D N A

的变化态势
,

印证染色体的变化情况
,

从而能揭示出多倍体化起源鱼类的细胞体外培养过

程中真正隐藏的规律
.
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