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摘 要 以半滑舌鳎肝脏组织为材料，探索了组织细胞分离培养条件，建立了半滑舌鳎组

织细胞培养技术及半滑舌鳎肝脏细胞系（    ）。该细胞系的培养基是添加了抗生素、胎

牛血清（   ）、花鲈血清（   ）、成纤维生长因子（    ）的    。    形态呈纤维状，在

培养基中生长迅速，经    多天的培养，成功传代   多代。检测了温度、   浓度、    
对其生长的影响，结果表明，在       生长良好，但当温度低于    时细胞生长速度明

显减慢；在一定浓度范围内，其生长速度随血清浓度的升高而增快，血清浓度过高或过低

对其生长不利；在培养基中添加     可以使细胞生长速度显著提高；其二倍体核型为   
    。将绿色荧光蛋白（   ）报告基因通过脂质体介导的方法转入     中并成功地获

得了表达，转化率为    左右。该细胞系的建立为研究鱼类病毒学、免疫学、遗传学、功

能基因组学提供了很好的实验材料。
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 引 言

鱼类的细胞培养起始于   世纪   年代初，迄

今为止，已经建立的鱼类细胞系多为淡水鱼类和溯

河性鱼类，主要用于病毒学研究、免疫学研究［   ］，海

水鱼类中建立的细胞系比较少［    ］。半滑舌鳎隶属

于鲽形目舌鳎科，是我国新开发的重要海水养殖鱼

类，在我国沿海均有分布，其分布数量以渤海最多。

半滑舌鳎是一种近海温水性大型底层鱼类，具有活

动范围小、营养等级低、食性温和、个体大、生长快和

市场价值高等优点。半滑舌鳎雌鱼中期分裂相具有

异型染色体（  ），雄鱼中期分裂相具有同型染色体

（  ）［  ］，经过核型分析发现，半滑舌鳎染色体数目

为      ，全部为端着丝点染色体。值得关注的

是，半滑舌鳎雌鱼生长速度为雄鱼的    倍，雌雄

生长速度差别在所有鱼类中最为明显。因此，半滑

舌鳎除具有重要的养殖价值和广阔的推广前景外，

还是一个在进行性别发育和分化研究上很有潜力的

模式鱼类。性别控制将成为今后鱼类研究的重点和

热点，但由于缺少细胞系这种良好的实验材料，目前

对半滑舌鳎的研究主要限于养殖条件探索、人工育

苗，在筛选、分析功能基因方面的研究很少，为此，本

研究建立了半滑舌鳎肝脏细胞系     ，现未见国内

外有建立半滑舌鳎细胞系的报道。

 材料和方法

! "! 原代培养和继代培养

本实验所用的半滑舌鳎取自烟台海阳渔场。自

半滑舌鳎体内取出肝脏，   酒精消毒       ，磷

酸缓冲液（   ）清洗  次，然后将组织块在   倍胰

酶（           ，        ，        ）中处理

        ，待组织块软化后，   清洗  次，用剪刀

将组织块剪成     的小块，然后把小组织块和单

细胞悬浮液接种于培养瓶中，置于    恒温培养箱

中培养。完全培养基       是在    培养基中

添加     的      ，       的 青 霉 素，   #    
的链霉素，   的    ，    的花鲈血清（   ）和

      的成纤维生长因子（    ）而成，每隔    
天更 换 一 次 培 养 基［  ，  ］。当 细 胞 长 满 培 养 皿 的

   时，用胰酶消化法将细胞按    的比例进行继代
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培养。当细胞长至一定数量后，进行冷冻保存：将已

经消化好的细胞悬浮液与冷冻保存液（含        
的       ）在冷冻保存管中等体积混合，先在     
超低温冰箱中冷冻   ，再转入液氮（      ）中长期

保存［ ， ］。

   温度对细胞生长的影响

将     以      的初始密度接种在   孔培

养板中，将培养板分别置于   、  、  和    培养箱

中。在第  、 、 、 天，用血球记数板在显微镜下计

算每孔细胞的数量。实验重复  次［  ，  ］。

   不同浓度    和     对细胞生长的影响

将     以      的初始密度接种于   孔培

养板中，培养板放在    培养箱中。      后，将

原来的培养基去掉，换上含不同浓度    和     
的培养基。 天后，用血球记数板在显微镜下计算

每孔细胞数量。实验重复  次［  ，  ］。

   染色体分析

    传至   多代时，进行了核型分析。传代

后的细胞在      培养瓶中培养       ，在培养基

中加入    !    的秋水仙素，处理   后收集细胞，

用       的    低渗      ，然后加入    预冷的

卡诺固定液，离心后加入预冷的卡诺固定液    ，处

理     ，重复  次。滴片时采用冷滴片法，空气中干

燥后，用   的       染色      。最后进行核型分

析并统计了    个分裂相的染色体数目［  ，  ］。

   细胞转化

实验所用的          质粒由本实验室保存，

该质粒利用病毒    作为启动子。转化方法采用

脂质体（          ）法。将     以      的密度

接种在   孔板上，      后待细胞贴壁稳定，更换

新鲜的完全培养基。转化前，用不含血清和抗体的

   将细胞洗两遍，换上不含血清和抗体的    
培养基，同时，将适量含    的质粒    和脂质体

分别溶于不含血清和抗体的    中，然后将两者以

 ： 的比例混合，形成     脂质体混合物。将     
脂质体混合物逐滴加到培养基表面，振动培养板，使

混合物均匀分布在培养基中，培养   后，更换新鲜

的完全培养基，继续培养       后，观察荧光的表

达。

 实验结果

   半滑舌鳎肝脏细胞系的建立

剪成小块的肝脏组织块和分离出的单细胞悬浮

液置于培养瓶中培养，   天后发现细胞贴壁，刚

贴壁的细胞直径为      ! ，随着细胞的生长，细

胞形态逐渐变长，呈纤维状（图  ）。   天后，培养

瓶里的细胞在底部铺至    满，需要进行传代，以

后每隔    天传代  次。至今     已培养了    
多天，传至   多代，冷冻保存的细胞经解冻复活，成

活率达到    以上。

图  第   代     形态（标尺为    ! ）

   温度对细胞生长的影响

在       之间，    的生长速度随着温度

的升高而增高，虽然细胞在    和    时生长都良

好，但在    时生长速度开始下降，在    和    
时，细胞生长速度下降尤为显著（图  ）。

图  不同温度对     生长的影响

   不同浓度的    和     对细胞生长的影响

    在含       的培养基中的生长速度比

在含    和       的培养基中要快（图    ），

    的 缺 失 对 细 胞 生 长 具 有 明 显 影 响，而 缺 少

    的    对细胞生长影响不大（图    ）。
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图  不同浓度的    和     对     生长的影响

   核型分析

    传至   代时进行了染色体分析，在统计

的    个分裂相中，染色体数目从   到   不等，但

   的分裂相染色体数目为   条（图    ）。虽然染

色体数目分布不均匀，但二倍体染色体数目出现的

频率是最高的，其他非整倍体只占了很小的比例。

对含有正常二倍体染色体数目的分裂相进行了核型

分析，  条染色体全部是端着丝点染色体（图    ）。

图  第   代     染色体数目分布（ ）和染色体核型（ ）

      基因在     中的表达

通过脂质体（          ）法成功的将线性化的

         质 粒 转 入 到     中，并 在 转 化 后 的

   观 察 到 了     基 因 的 表 达（图  ）。在 大 约

   的细胞中，    基因得到了表达，这证明用质

脂体法可以成功地对     进行转化，并且    启

动子可以在     中启动     基因的表达。

图     基因在     中的表达

 讨 论

本研究从半滑舌鳎肝脏组织中建立了半滑舌鳎

肝脏细胞系，该细胞系一直稳定生长，具有正常的二

倍体核型，至今已培养了    多天，传至   多代。

半滑舌鳎肝脏细胞在       的温度范围内

都能生长，   时达到最快生长速度，是其最适宜生

长温度，温度过高或过低都会使其生长减慢。在一

定浓度范围内，    的生长速度随    浓度的增

高而加快，但血清浓度过高会抑制     的生长。

在人类细胞中，    是促进黑色素细胞有丝分裂的

因子［  ］。在斑马鱼中，    能促进有丝分裂并抑

制黑色素细胞［  ］。本文通过对比     在含有和

缺失     的培养基里生长的差异，证明     是一

种能促进     有丝分裂的因子，因此推测在其他

鱼类细胞培养中也应该有此作用［ ， ，  ，  ］。整倍体

核型是鉴定一个细胞系的重要参数，本研究通过对

半滑舌鳎肝脏细胞进行核型分析发现有    的细

胞具有二倍体染色体数目（     ）［  ］，具有二倍体

核型的细胞所占比例接近于或高于其他鱼类细胞系

中的报道［ ， ］。以    基因为报告基因，通过脂质

体介导半滑舌鳎肝脏细胞的转化，   基因在     
中成功获得了表达，为进一步进行基因打靶和功能
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基因分析研究奠定了基础。

目前，病毒学、功能基因组学已成为鱼类研究的

重点，很多研究工作难以开展或进展缓慢都是因为

缺少良好的实验材料，细胞系的建立弥补了这一缺

陷。很多鱼类雌性个体生长速度明显比雄性个体

快，在半滑舌鳎中已筛选到特异的性别相关片段，利

用细胞系可以检测片段的特异性及在染色体上进行

定位，因此半滑舌鳎细胞系的建立对于把半滑舌鳎

建成性别控制模式鱼类具有重大意义，而且也为进

行其他功能基因的筛选和分析奠定了良好基础。
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