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提 要

以草鱼吻端组织为材料
,

经体外培养建立了一个上皮样细胞和梭形细胞混合的细胞株
,

后

又从中分离出一个上皮样细胸亚株
,

分别定名为 Z已 7 9 0 1 和 Z C一路01 5 : 。

对两株细胞进行了

基本生物学特性的测定
,

染色体数目和经长期传代后染色体数目稳定性的分析
。

实睑表明
,

两

株细胞为草鱼正常二倍体 <加 二 始 )细胞株
。

体外培养的细胞
,

作为生物细胞各种生命活动的体外活模型
,

在生物学和医学的基础

理论和应用技术的研究中均起着重要作用
。

细胞株由于可长期离体传代培养
、

具有均一

的成分和稳定的生物学特性
,

并能大受多次提供细胞
,

因而更受重视
。

鱼类细胞培养的系

统研究和建株实践
,

已有二十多年的历史〔1o
·

川
。

自 W of f 等 (工9 62 )建立的 R T G 一 2 细胞

株和 Ol 曲 等 ( 1 9 6 1) 建立的 G --F 1 细胞株问世以来临
,〕 ,

见诸于文献的已有 60 余个鱼类

细胞株相继建成
。

它们来自隶属于硬骨鱼类 17 个科 3 6 个种 (或杂种 )的各种组织
,

其中

大多数细胞株来自淡水鱼类或溯河涸游性鱼类
,

仅 8 种是海水鱼类
。 月
在这些鱼类细胞株

中
,

来自鲤科鱼类 ( C y p rj 血d a 。 )的有 仑株匕川
,

但尚未见草鱼正常二倍体细胞株的报道
。

我们曾于 1 9 7 8一 1 9 7 9 年间培养成功当年草鱼 (疏
。
加夕从勺孔夕诫伽 感山邵。 )的吻端

、

缘

盖膜
、

尾鳍
、

鳃丝
、

肠道组织的原代细胞
,

以及草鱼胚胎和三龄草鱼性腺的原代细胞
。

在此

基础上
,

将其中的吻端细胞进行传代培养
,

也获成功
。

至今已连续培养 22 个月多
,

传至

1幼 余代
,

建立了细胞株
。

当传至 11 代时
,

又从中分离出一个上皮样细胞亚株
,

现 已传至

90 余代
。

目前
,

两株细胞增长稳定
。

我们将这两株细胞 分 别定 名为 Z C一 7 9 01 和 z C -

7 9 0 151
。

本文报道这一工作
。

材 料 和 方 法

( l) 原代细胞培莽和 传代培养
:

.

材料为本所实验鱼池饲养的 7一 8 月龄小 草 鱼
。

选

择健壮的鱼
,

洗净体表
,

在 0
.

01 %高锰酸钾溶液中暂养半小时左右
,

然后剪取吻端表皮
,

本工作得到中科院细胞生物学研究所陈瑞铭教授和朱德厚
、

杨正洪
、

沈鼎武老师的指导
,

及杭州大学毛树坚

老师的多方帮助 ;本文承中科院水生所倪达书教授审阅
、

修改书:本所许谷星
、

陈旭华和沈仁橙同志协助部分实验
。

谨

致谢忱
。
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在 70 绍酒精中浸漂 5一 10 秒
,

按组织块法进行培养
「们 。

培养液为含 巧%小牛血清和适量

抗菌素的 19 9
,

用 5
.

6形 N
。且 c 仇 将培养液的酸碱度调到 p旦 7 左 右

。

正常梢养温度为

2 5一2 8
0

0
。

待组织块周围的生长晕上细胞增殖旺盛面茂密时
,

用 。
.

25 %胰蛋白酶消化
,

再用培

养液制成细胞悬液 (浓度约为 1 一 2 x lo
,

个细胞 /毫升 )
,

进行传代培养
。

5一日代后
,

当细

胞增长速度稳定时
,

传代接种的细胞浓度可降低到 1
.

5 、 1 0 .

个细胞 /毫升
。

(2 ) 亚株分离
:

当上述细胞传至 11 代时
,

用毛细管蘸取经稀释为每毫升约 1 0 0 0 多

个细胞的悬液
,

分装于 30 多只培养瓶中静止培养
。

一个多月后
,

毛细管中的细胞由于不

断增殖
,

逐渐延伸至管 口
,

在培养瓶壁上形成小块细胞的集落
。

在显微镜下可见到少数培

养瓶中的细胞集落
,

是以多角形上皮样细胞 占绝对优势
。

选取了 2 瓶细胞
,

继续培养
,

适

时以较稀的浓度传代 (约 1 0’ 个细胞 /毫升 )
,

淘汰疑有梭形细胞混杂的瓶子
,

如此逐渐分

离到上皮样细胞亚株
。

( 3) 细胞形态 :
将组织块接种于 22 x s 毫米的小盖玻片上

,

置于链霉素瓶培养
,

待生

长晕形成并扩大到一定面积时
,

取出小盖片
,

以 C
~ oy 氏液固定

,

11
.

E
,

染色
,

制成标本
,

在显微镜下观察原代细胞的形态
,

并用位相差显微镜对活体细胞进行观察
。

传代细胞的形态
,

是将细胞悬液接种于预先放有小盖片的链霉素瓶
,

培养 72 小时
,

再

按上法制成染色标本
,

在显微镜下观察
,

结合用位相差显微镜对活体细胞进行观察
。

(4 ) 细胞生长速度浏 定
:

以 1
.

s x l护 个细胞 /毫升和 0
.

75 火 10 节
个细 胞 /毫 升 的浓

度传代
,

定时观察
,

测定其长成致密单层细胞所需的培养时间 , 同时
,

分别以 。
.

5 欠 1.0 个

细胞 /毫升和 l 、 1护 个细胞 /毫升的浓度将 Z C一 7 9 0 1 和 Z C一79 01 5
:

进行 传代
,

每 隔 24

小时任取 4 瓶细胞计数
,

取平均值绘成生长曲线图
。

( 5 ) 细胞分裂指 数浏定
:

挑选生长 良好的单层细胞
,

制成 1
.

5 x 10
`
个细胞 /毫升的

悬液
,

接种于预先放在链霉素瓶中的小盖片上
,

36 小时起每隔 刘 小时任取兰个样品
,

以

C a

~
y 氏液固定

,

H
.

E
.

染色
,

制成标本
,

在位相差显微镜下统计 2 0 0。一 3。。。个细胞中

的分裂相数
,

以其千分比作为分裂指数
,

并绘制成曲线图
。

( 6) 细胞时温度的适应性及冰冻保存
:
将细胞传代后分别在 1 2℃

、

2 0吧
、

肠一 2扩 C
、

3。一 3 r C
、

3 6一 37
O

C下培养
,

定时观察 , 另将细胞置于普通冰箱 ( 2喊
。

)C 中 7 天至数月
,

再

移至 2 5一 28 ℃下培养
,

观察结果
。

用含 10 拓甘油的培养液
,

将细胞制成悬液 (约 2 一 3 火 1护 个细胞 /毫升 )
,

封装于安散

中
,

置液氮冰冻保存
,

每隔三个月复苏
。

( 7) 细胞染色体分析
:

参考人类白细胞染色体标本的制作方法阖
,

制成原代细胞和

传代细胞的染色体标本
,

在油镜下随机统计
,

并择优照相
。

原代细胞统计了 1 60 个细胞中期分裂相 , z C一 7 9 0 1 细胞株统计了第 50 代细胞的 1“

个中期分裂相 . z C一 7 9 0 1 5
:

细胞株练计了第 的 代细胞的 1 43 个中期分裂相
。

为了了解细胞在长期离体培养下的稳定性
,

对 2 0 一 7 9 0 1 株的第 1 20 代细胞的染色体

数目分布作了统计
。

共统计了 2 02 个细胞中期分裂相
。
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实 验 结 果

(l ) 建株过程
:

组织块接种后 36一 4 0小时
,

周缘长出少量透明的鱼鳞状细胞
,

以后

这种细胞逐渐增多并形成生长晕
。

增长好的组织块
,

经过 5一 6 天
,

生长晕可扩大到直径

巧 毫米左右
。

此时即可择优传代
。

第一次传代的成功率较低
,

长成单层细胞的时间较长

且参差不一
,

一般均在 20 天以上
,

长的
.

达 2 个多月 ; 以后几代
,

细胞生长亦不甚稳定
。

5一 6

代后
,

开始稳定在 4 天左右传代一次
。

此后细胞对环境越来越适应
,

能保持迅速而稳定的

增殖
。

至今
,

已连续培养 2 2 个多月
,

Z C一 7 9 0 1 细胞株传至 12 0 余代
,

Z C一 79 0 15
,
细胞株

传至 90 余代
,

仍未见衰
。

( 2) 细胞形 态
;

原代细胞绝大多数为上皮样细胞
,

呈多角形
。

在生长晕上
,

细胞排

列疏密不一
,

大小不等
,

靠近组织块处
,

细胞较密而小
,

生长晕边缘处
,

细胞较琉而大
,

但细

胞核的大小并无差别 ,细胞绝大多数为单核
,

偶见双核和三
、

四核的细胞
。

Z C一7 9 0 1 细胞株为多角形上皮样细胞与梭形细胞的混合群体 , 髓着培养时间和传代

次数的增长
,

上皮样细胞比例增加
。

上皮样细胞的核呈圆形或略呈椭圆形
。

在 H
.

E
.

染色

标本上
,

其核着色比梭形细胞核为浅
,

细胞质着色更浅
,

特别在铺展得较大的细胞中
,

胞质

为极淡的桃红色
,

甚至细胞界限也不明显
。

梭形细胞核呈椭圆形
,

H .E
甲

标本中
,

核着色

深
,

为紫红色
,

胞质为桃红色
,

细胞多呈梭形
,

也有分叉的多枝形和针形的
。

有的梭形细胞

两端会形成细线状的突起
,

犹如鞭毛
,

伸展得很远
,

或与另一细胞的类似突起相接
。

z C一 79 0 1 5
:

细胞株是单纯的多角形上皮样细胞群体
。

但在久不换培养液时
,

上皮样

细胞会变得瘦长
,

形似梭状
。

(3 ) 细胞生长速度 :
两株细胞生长均较迅速

。

传代接种后 30 一40 分钟细胞就能贴
壁 , 3一 4小时

,

部分细胞开始铺展
,

呈新月形
、

多角形或分叉多枝形等多种形态 . 24 小时

后形成群岛状的小块单层细胞
,

散布于培养瓶壁
。

以 1
.

5 x l 。“

个细胞 /毫升的浓度接种
,

4 天左右可形成致密的单层细胞 , 以公
.

7 5 x l 。`

个细胞 /毫升的浓度接种
,

6一 7 夫可形成

致密单层
。

两株细胞的生长曲线见图 1 和图 2
。

犯幻幼1O
索翻、食父城是居

尖4O加即10

嗽姗、乙州x喊曰脚

蕊 乡 , 多 吞 a 坛下民
一

。
’

·

i , s ` 吞 0 7 8 天

图 1 Z C一 7 9 0 1细胞的生长曲线 图 2 Z C一 7 9 0 1 5:

细胞的生长曲线

(4 ) 细 胞分裂指数
:

z C一 7 9 0 1 细胞株的分裂指数如 图 3 , Z C` 79 0 15
:

细 胞株 的分
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裂指数如图 4
。

加加幼1015尽
ǎ谈à麟葵麟众番厦令寻益吕居

加肠团肠10(谈à撼要寮人电于理霖奉26叫浦

36

图 3

印 84 108 1 3 2 1 5 e小时

Z C一 7 9 0 1 细胞的分裂指数

’

鸽 60 拟 10 8 13 2 1次阅、时

图 4 Z C一
,

79 0 1吕
.

细胞的分裂指数

、

从图 3 和图 4 可 以看出
,

两株细胞均具有旺盛的增殖能力
。

它们的分裂指数的高峰

在 舫 小时左右
。

此时
,

Z C 一了9 0 1 细胞株的分裂指数为 36
.

5编
,

2 0 邵 9 0 1 5 ,
细胞株 的分

裂指数为 肚
.

3编
,

这说明它们在传代后短时间内就开始旺盛增殖
。

以后
,

增殖率随着培
」

养瓶中细胞密度的增大而递降
,

至 15 6 小时
,

分别下降至 1 2
·

3汤和 14
·

3筋
。

( 5) 细胞时温度的适应性及冰冻保存 ,
两株细胞在 1扩 C时仍有极缓慢的增殖 ; 2 a0 0

时增殖加快 , 2 5一 28
“

C时增殖最佳 , 30 一 3 2
0

0 时增殖十分旺盛
,

但细胞在形成小块单层后

就很快卷缩结团
,

不能在整个培养瓶壁形成致密的单层细胞
,

随后即从瓶壁舰落 , 36 一

3 7吧时细胞大部死亡
,

残存者亦不贴壁
,

久后亦死
。

.

在 2 , 扩 C的冰箱中
,

细胸存放 7 天至 2
一

个月
,

取出置于 2 5一 2 8o C 下培养
,

能恢复增

殖
,

正常传代 ,甚至在 2一 4℃下保存 5 个多月后
,

尚有少量细胞能恢复增殖和传代
。

细胞在 一 1 96
O

C液氮中冰冻半年后
,

复苏良好
,

能继续增殖传代
。

( 6 ) 染 色体数 目 : 原代细胞染色体的数 目为 2。 二 48
。

通过对 1 60 个细胞中期分裂

相的统计
,

2。 二 48 的分裂相数占 7 8
,

1形 ; 2 。 今 48 的分裂相占 21
.

9形
。

染色体数目分 布

情况见图 氛

z C邵 90 1 细胞株的染色体数目为 2。 二 48
,
通过对第 5Q 代细胞的 16 6 个中期分裂相

的统计
,

2。 二 48 的分裂相占 12
.

3拓
,

2。 钾 48 的分裂相数占 27
.

7哪
。

染色体数目分布情

况见图 6
。

z C一79 0 15
:

细胞株的染色体数目为 加 二绍
。

通过对第 30 代细胞的 1 4 3 个中期分裂

相的统计
,

2。 二 48 的分裂相占私
.

7拓
,

2。 御 48 的分裂相占 2 5
.

3多
。

染色体数目分布情

况见图 7
。

z c 一7 9 01 细胞株第 120 代细胞的染色体分布情况如图 8
。

通过对 2 02 个中期分裂相

的统计
,

其中 2。 = 48 的分裂相占 6 8
.

3终 , 在 2。 斗 48 的分裂相中
,

2。 为 49 和 5。 的 占
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染 色体数目

图 8 灰
一 7 9 01 细胞株第 1加 代细胞的

染色体数 目分布

讨 论

1
.

不少研究者业 已证明
,

C场功
鱼类组织培养的方法

,

一
,

一

, , ,

劝 , , 。 呱明
,

里央班纵增乔的方法
,

基本上可采用哺 乳动物 的方法
。

等 ( 19 61 )将温水性鱼的组织在室温下用较短的时间 (0
、

5一 1
.

5 小时 ) 消化
, 、

培养获
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得成功 ; W。甘 等 ( 19 6 0) 在 犷 0下将鱼组织连续搅拌消化 18 一 20 小时
,

制得细胞悬液进行

培养
,

即冷消化法
,

培养成功多种鱼体组织降妇。

我们采用了组织块法
,

培养成功草鱼细

胞
,

表明这种方法对草鱼也很适用
。

从某种程度上看
,

组织块法也许更易获得原代细胞飞

因为组织块的存在
,

使培养环境与整体动物的生理环境不至于差异太大
,

这对离体细胞的

生存和增殖有利
。

因此
,

有的研究者把组织块培养法叫做
“

母培养
” 。

我们采用组织块母

培养法培养了数十例草鱼的各种组织
,

除污染者外
,

成功率是较高的
。

不少报道和我们的工作表明
,

淡水硬骨鱼类细胞的培养条件
,

诸如酸碱度
、

渗透压和

培养基等
,

均接近于哺乳类
。

W olf 认为
,

淡水硬骨鱼类的血液化学组成接近于人类而不

同于蛙类
,

因而蛙用 R加 ge r 氏液对淡水硬骨鱼类来讲是低渗液
,

不宜采用
。

他建议采用

E ar le 液和 H a Jl k 。
液

「盆 . 二
。

尾里建二郎建议采用 D ul be 忱。 的磷酸平衡盐溶 液 ( P B s) 和

H
a 刀k 。 液

「, 〕。 我们在培养中使用 H a二 k 。液
,

p B S 和 E ar le 氏液为基础盐溶液的培养基
,

均获良好效果
,

与 w ul f 和尾里的意见相一致
。

鱼类细胞的培养基
,

同样也可采用哺乳动

物的培养基
,

其中 E a g l e o M E M 加小牛血清较常用 r . 二。

我们采用 M 19 9 加 15 拓小牛 血

清
,

得到良好增殖 ,此外
,

曾试用 R P M工16 4 0 培养基
,

效果也不差
。

2
.

从 Z C一7 9 0 1 细胞株中分离出 z C一 7 9 0 1 5
:

亚株
,

是一个饶有兴趣的问题
。

很明显
,

这种方法具有一定的偶然性
,

分离成功的机率也较小
。

我们制备了 30 多个放有毛细管的

培养瓶
,

多数不是不能继续增殖
,

就是细胞集落中有上皮样细胞和梭形细胞两种类型
,

只

有 2 瓶形成以上皮样细胞占绝对优势的细胞集落
。

在以后的传代中
,

又发现其中一瓶也

混有梭形细胞而废弃
,

最后只获得由一只瓶子传下来的上皮样细胞 , 而且
,

在毛细管接种

时
,

细胞虽已稀释
,

但吸入一根毛细管的细胞一般仍有数以百计
,

增殖后延伸到毛细管口

的细胞集落
,

不能保证是来自一个细胞
,

因此不是 C ol on 系
。

但是
,

这种方法比较简便
,

对于粗分不同类别的细胞
,

也许是一种可供尝试的办法
。

3
.

鱼类细胞培养的温度
,

是引起人们注意的重要间题
。

卓期的一些关于孙血动物组

织培养的文献曾认为
,

鱼类组织培养必须在 1 80 0 以下
〔
lo1

。

后来的工作证明
,

这个意见是不

很全面的
。

现在已有了在 3 1
’

c和 3 7
O

C下培养成功的鱼类细胞株 ( aM
e K en

: se , 1 9 7 3 ) 〔
, ,二。

而且
,

多数鱼类细胞株都有一个较广的适温范围即 J 。

W of f ( 19 7 3) 指出
,

北方种系的鱼
,

如鱿鱼的细胞
,

在 5一 2 5
O

C能增殖
,

以 2 o0 C最好 ,南方种系的鱼的细胞
,

在 巧一3 5
,

C增殖
,

以 2 5一 3。
,

C最好。 叼 。

我们建立的两个细胞株
,

在
一

2 5一 2 8℃获得最佳增殖
,

并在 12一 3 2 oC

范围内均有不同程度的增殖
,

其增殖速度随温度增高而加快
。

这说明两株草鱼细胞能在相

当广阔的温度范围内增殖 ; 另一方面
,

两株细胞在 2一扩 C下存放 7 天至 2 个月后再移至

2 5一 28
O

C下培养
,

仍能继续增殖和传代
,

甚至在 2一 4
O

C下存放 5 个多月
,

也还有少量细胞

存活
,

移至 25 一 2 8℃下仍能恢复增殖和传代
,

这充分表明
,

作为冷血动物的鱼类细胞
,

在

离体培养时对温度的适应性是极强的 , 而细胞在 36 一 3 7
O

C下死亡的事实
,

又表明其对低

温的耐受力大大超过对高温的耐受力
。

两株细胞在液氮中冰冻半年后复苏良好
,

这一结果与 W ol f 等 ( 1 9 8 0) 所述的资料相

符
「, 幻 ,

表明草鱼细胞株同样可用液氮进行冰冻保存
。

冰冻的方法
,

我们采用人体肝癌细

胞株的方法
,

实验的结果表明这种方法对鱼也是适用的
。

4
.

两株细胞的染色体数目
,

均为 2。 二 4 8
,

与原代细胞的染色体数目相一致
。

据报道
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( o j加
、
等

,
1匀7 2 ;长江水产研究所等

,

1 , 7 5 ;普瑞光等
,

一9 7 , ;刘凌云等
,

1 0 7。 )
,

草鱼正常

二倍体染色体数 目确定为 2吸 = 招「,
,

, , , ,

1’1
。

我们建立的两株细胞的染色体分析结果与 上

述报道相吻合
。

在人类染色体的研究中
,

已积累了大量的资料可供借鉴
。

参考人二倍体核型指标最

低标准 (J e二
, 1 9 7 7 )

,

染色体异常 (包括断裂
,

超二倍体
,

亚二倍体
,

多倍体和结构异常 )的

最大容许值为 3 7书
,

亦即正常二倍体染色体的比例至少应占 63 拓 〔11J
。

我们建立的两株

细胞的正常二倍体染色体的比例均在此标准以上
,

故认为它们至今仍保持着正常二倍体

染色体的数目
,

属正常二倍体细胞株
。

从两株细胞的染色体数 目的分布情况来看
,

除占大多数的二倍体染色体 (加 = 48 )外
,

还有亚二倍体
、

超二倍体
、

亚四倍体和四倍体出现
。

这些异倍体的产生
,

原因是多方面的
,

其中之一是在染色体标本的制作过程中造成的
。

但与此同时
,

也不能排除细胞在长期离

体培养下发生变异的可能性
。

在人类和其它哺乳类动物的细胞培养研究中
,

有的细胞株经过长期培养后发生变异

早已被证明
,

并且这种变异可在染色体数目上表现出来月 。

鱼类细胞株经过长期培养是

否也会发生变异 ? W ol f 等在最近的一篇关于鱼类细胞株的全面综述中
,

根据哺乳动物的

情况提到了这一可能性
,

但未能列举证实某一鱼类细胞株发生变异的文献 , 〕
。

纵观我们

建立的草鱼吻端细胞株的原代细胞
、

第 50 代细胞和第 1 20 代细胞的染色体数 目分布情况
,

2 , = 48 的中期分裂相的比例分别为 7 8
.

1%
、

7 2
.

3形和 6 8
.

3拓
,

这三个比例虽均在二倍体

细胞株的范围之内
,

但其趋势是下降的
。

如果这不是一种偶然的话
,

那末这种趋势是否预

示着该细胞株再经过若千世代的培养后
,

将发生某种变异 ? 这一间题有待继续观察研究
。

5
.

自丑
。
对ilo k 等用人胚细胞培养实验

,

证明人正常二倍体细胞的寿命是有限度的

以来
,

一般认为人二倍体细胞株传至 50 代左右
,

寿命即告终止 〔月 ,

唯癌细胞或变异 (或转

化 ) 细胞株可永久传代 〔̀ 了习。

在其他动物的正常二倍体细胞培养研究币
,

有人认为乌龟的

二错体成纤维细胞可传 的一 1 2 5 代
,

鸡的二倍体细胞可传 1 5一 3 5 代
,

并认为动物正常双

倍体细胞在体外培养的寿命与该动物的寿命长短有关
。

在鱼类上
,

有关鱼类体外培养细

胞寿命的资料甚少
,

但在鱼类细胞培养研究中
,

已有传了 3 00 代而染色体基本不变的鱼类

细胞株的报道〔卫们 ,

世界上最早的鱼类细胞株 R T于2 和 G F I 已培养了近 20 年〔1,]
。

由

此看来
,

也许鱼类体外培养细胞的寿命要比人的长得多
,

抑或鱼类体外培养细胞的寿命

与活体动物的寿命之间的关系另有规律 ? 这是一个令人感兴趣的间题
。

至于我们建成的

草鱼吻端细胞株
,

迄今传至 120 余代
,

其二倍体染色体的分裂相比例还保持在正常范围之

内
,

即细胞株至今还保特二倍体细胞株的基本特性
。

该细胞株的寿命有多长 ? 是到一定

世代后寿命终止
,

还是转化为另一可永久传代的变异细胞株? 有待进一步观察研究
。

结 语

本实验采用组织块母培养法
,

获得草鱼吻端组织原代细胞 , 以含 1 5%小 牛 血清 的

M拍 9 为培养液
, p H 7 左右

,

在 25 一28
O

C下
,

经传代培养建成了草鱼吻 端组 织细胞株

Z C 一
79 0 1

。

该细胞株为上皮样细胞与梭形细胞混合的细胞群体
。

当 Z C 一7 9 01 细胞传至 11
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代时
,

从中分离出一个上皮样细胞亚株 z c 一 7 9 0 15
, 。

两个细胞株至今 已连续培养 22 个多

月
,

分别传至 1 20 余代和 90 余代
。

两个细胞株的生长迅速
,

以 1
.

s x lo
.

个细胞 /毫升传代
,

4 天左右可长成致密单层 ,

细胞增殖旺盛
,

接种后 36 小时分裂指数达高峰
,

Z C一7 9 0 1 株为 3 6
.

5 %
,

2 0 一了9 0 15 , 株为

3 2
.

3荡
,

以后随细胞密度的增加而递减
,

至 1 5 6 小时分别下降至 1 2
.

3编和 14
.

3编
,
细胞对

温度适应性强
,

在 1 2一32
,

C范围内均有不同程度的增殖
,

25 一 2扩 O为最佳温度
,

在 2一4
’

0

下可保存 7 天至 2 个月
,

在液氮中可长期保存
。

两个细胞株的染色体数为 2炸 二 48
,

与草

鱼正常二倍体细胞的染色体数相同
,

故为正常二倍体细胞株
。

仁1 」

〔 2 1

[ 3 ]

[ 4 丁

[ 5 丁

〔6 〕

[ 7 ]

[ 8 ]

[ 9 ]

仁10丁

{ 1 1 ]

参 增 文 狱

长江水产研究所育种室
、

武汉大学生物系动物教研室
,

1脚 5
。

几种经济鱼类及其杂种染色体的初步研究
。

淡

水渔业科技杂志
,

尔双一 1乳

刘凌云
,

19 ”
。

草鱼染色体组型的研究
。

动物学报
,

26 (2) 注 26 一1 3工
。

陈瑞铭等
,

加 7氏 人体肝痛体外细胞系 B E L奇 4 0 2 的建立及其特性
。

实验生物学报
,

1 1 ( 1 )
: 3民

周焕庚
、

郑斯英
,

工今7 4
0

人体微蓝血液体外培养制备染色体标本的简易方法
。

中华医学杂志
。

“ : 3 68 一 3 70

替瑞光
、

宋峥
,

19 湘
。

草鱼
、

团头纺染色体组型的分析比较
。

遗传学报
,

《 2 )
: 2肠一 2的

。

大星章一
,

加饰
。

培养人癌细胞的鉴定
。

( 日 )大星章一
、

首野晴夫主编 (吴政安
、

王永潮
、

李申德译 )
。

人癌细

胞培养
,

7 8 ~ 为
。

科学出版社
。

曹野晴夫
,

19 邓
。

人癌细胞培养的意儿 (日 )大星章一
、

营野晴夫主编 (吴政安
、

王永潮
、

李申德译 )
。

人癌细

胞培养
,

1一 3
。

科学出版社
。

江草周三
,

19 7 8
。

鱼O 感染症
,

6
。

恒星社厚生阁
。

尾里建二郎
,

1盯氏 鱼翔
、

两生姐公组缄培餐
。

中井举之助等编
;

组徽培鉴
,

翻O es 石6 3
。

东京朝意誉店
。

獭户武司
, 10 64

。

冷血勤物刃姐缘培餐
,

特忆两生瘾 O 培餐法 , 乙 协丫
。

遗仅学雄筋
,

3 9( 4)
:
加 8一

-

2扭
。

介幼
,

H
.

P r 主日 s七
.

,

1盯 7
,

M ed i
o a l G y 七o g e n e 七三。 吕 a

砚 eC l l 血玩 n 全e ,

加 d E id t i o n ,

3 0 2
,

L
e a 击

F e b l g e r ,

P h il a d e l p h t a
甲

w o 且
,

K
·

a
nd J o y e e A

·

M a n n ,

1。匆
· `

oP i k il o 七h e r
斑 v e r 七h h r a 七e o e l l l i n o s a n 屯 v i r a s 。 。 人

叨
r r o n 专 11 ,专i n g f叮 f l 已h e s

,

I N V I T R O
,

16 ( 2 ) : 168 一17 仑
.

M a o
K . n z

j
。 ,

毛
.

5
.

a n d s 七. P助n 异o n ,

N
.

G
` , `

1沂 3
,

e o l d企主日h 七l 日日u e 日
.

T i s s妞 e o u l七u r e 坦e * h do , a n d

a p训 i e
时 i on

, 七K ur 日 e ,

J R
,

P
.

F
,

a n d p a t t e r
阳 n ,

J R
, ,

M
·

K
·

e d
.

)
,

14 8一热6
,

A o a d e m i e p r 。 日s ,

N o w

Y o 又 k a n d L o n d o n
.

o j i m . ,

Y
. ,

H a y o s h 里
.

从
·

a
斌 U e n o ,

K
· ,

1盯2 c y 七o g o n 的定
e , 七u d l。 已 In l o w “ r v e r t e b r a七e息

·

x
·

K a r y ot 了训 a n d D N人 s七u d豆。 。 I n 折 “ p e 。定。 。 o f J . p a n e昌e C如 ,伽` J口。
·

而 p翻
.

J
.

口即。 术̀“
,

4 7 ( 6 )
:

4肛一4 40
.

iS g e l
,

M
.

M
.

a n d B e a s le y
,

A
.

R
. ,

1沂 3
甲

M a r
i n e 七。加 0 5七 l i s h 七i s s u e 已

,

T l冬日u e 。妞玩且 r o m e 七切 d a

an d a p p l盆e幼 i皿
a 戈K r n 日e ,

J R
甲 ,

P
,

r
甲

a n d P “ t e : : o n
,

J R
. ,

M
,

胶
甲

e d
甲

)
,

18 3一 1 3石
,

人 。 a山m i e

P r e s , ;

N e w Y or k a
dn L o n d o n

,

W o l f
,

K
. ,
飞, 63

.

P h y , i o lo g i o a工。 a U n o s 王o r f r e , h w a七e r 七e拓 。 , 七,
.

少加 fP 时邝械
tt 。 万` a卜伪忿云, , 初宕

甲

与贬3夕: 13巧一
,

14 4
.

W o l f
,

K
. ,

玛肠
.

S o m
e r e o u 七d e v e l o P m 。助 5 a n d a p P U e a 七i姐

日 o f f i s h e e l l 台n d t i 日日u e e u玩往 r e
.

升召 P r
og

r “ 8 `澎̀ F `s几一 ` “ 离加犷落s宕
.

盯交2 )
:
价一7 3

.

W o lf
,

K
.

,

1盯 3
甲

F r e 日h w a 七。 r f盛已h e ,
.

T l日 s u e o a l七u r e 班时 h do , a
血

a P p l l o at i o n , 〔K
r u : 。 ,

J R
,

P
,

F
.

招 n d P a 七t o r 昌o n ,
J R

,

M
.

K
.

o d
.

)
,

1 88 一
,

蜷 8
,

A c a d拙 i e P r e 白吕 ,

N O
w 了 o r k a n d L o n d o o

.

, IJ工 esesJ2311
r.LF.J

, .
J

J, .J

46嘴盖诵工ró
ù̀.̀

〔1 6〕

[ 1 7〕

[ 1 8 1



2 期 张念慈等 : 草鱼吻端组织细胞株 z C
一 79 01 及其亚株 z C

一 7 9 0玛
,

的建立和特性观察 艾扮

T H E E S T A B L I S H M E N T O F S T R A IN Z C 一 7 9 0 1 A N D

S U B S T R A I N Z C --7 9 0 15 : F R O M T H E S N O U T

T I S S U E C E L L S O F G R A S S C A R P

Z h a J l g N i a n e j 幼 d Y a n g G u a

gn
: h i

( F仰硒 撇 et , F 钻肠八` 3

几时 f侧 e
oj Z无可沁” 夕 rP

。 `讯“ )

A b的 r a e t

B y u 滋鳍 七h o et 。知吐c of 七i勃
e c u l七u r e w o

ha v e 阳 e e e朋 f u l l y e ,七a
b l i , h e d

a 就 r a in 材

e o m p l e x of 呵 t加 i a l吐叔
n n d if b

r
ob l a川汾 1俪

。 e l l s 介om
七he

s n o u七 七i娜
。 of gr

a明 。 ar P

(。 召” 刀夕脉犷外夕次众瞬油不玩 s )
, a

dn i t i ,
de on et d as 就 r o j n Z C一 7 9 0 1

.

T he 二de i u m u * d j。

t五. e u l饭 v a t jon i , “ 1 9。 ”
叨 p p l e m e n t de w iht

1 5拓 fe 七a l b o v jne 黔 r u m e on at 仁
111 19 a

m od e -

r a et 田 m o u n t Of a n
ibt i o it e s

.

T h e i n e u b a桩on et m P e r a t u r e i吕 a t 2 5一 2 8
’

C
.

A 阴b就 r a血 o f

s in g】e e P i t he l o l一 i ke
e e l l o i , 。 I阶 Ob t a in e d fr 曲 Z C一 7 9 0 1 e e l l , o f 1 1 t h ge ne

r , 廿。 n ,

w ih o h

j , n a功de 加 b就
r a in 2 0 一 7 9 0 2吕

;
.

tA rP
e阳 n t b ot 五让

e s切岛组 a n d 加b由
a恤 h a v e b e e n m丽 nt 茹en d 加 砂 ol j fe ar it on

fo r o v e r 2 2 mo
n t恤 t hr o u g h 1 2 0 叨 d 9 0 g

een
r a it哪

r e印 e e t i v el y
,

幼 d t he e el l , o f

七h e功 ar e

abl
e t o r

即 r od u e e w iht o p p r o x汕咖 l y 1
.

s x l o
, e e l l , 钾

r 功 i l il l it er m e

价
c e n仕碱on

.

A ob u t 4 d a y , , a
m oon

l a ” r e e l地 e a n bs f o u n d e l e a r l y i n 毛五e e u lut r e
.

fA t e r

3 6 五Ou
r s , t h e i叼 e x o f 功呈七。七10 d iv is i o n of t h e 2 0 一 7 9 0 1 15 3 6

.

5筋
,

w 五11。 七施 t of t he

Z C刃 9 0 18
:

10 3 2
.

3荡 , 叨d ht en
o t 1 5 6 h o u r 。 。

fet
r 砂卯唁at in n t h e

药 r m份 10 g r o d u l l y

de
e r

~
d 切 1 2

.

3肠
a n d t h e latt er t o 14

.

3漏
.

T五e e

hr
o m o叨 m e

un m b e r Of e , e h c e l l 迈

t h e阳 t w o 酥 r 肠 in 3 15 2外 二 4 .8



张念慈等
:

草鱼吻端组 织细胞株 Z乙仁 7 9川 及其

亚 株 万
/

一 7的 1名
,

的建立和特性观察

图版

咨

, . . 娜

如;,材
. 月 .

,

石 护

价争、
. .

洲峥

娜户

沦万
` ’

唯

口
水 .

,

日 版

1
.

原省又草么侧瑞秘鲍洪沐照板
丫
加。

艺
,

亡可乙5 0 {又 z 住 ,
J飞

;
1111以 1 {

.

」,

} ` ;性色牛z几寸
气

不 {月
冲 火 3阅

允
.

立
·

艺Q 代 Z价下9 1 13
:

钊魄
.

只 E
.

, ; 已 卜 个瑕
·

目
` , ’

3 o J

4
.

咒、 丈草娜
:沙跳 川州印托色休

。

外
.

水
`

艳月 洲脆 ;沙诀色 :补

。
.

Z e 下田 13 」 `
川胞 }钩 资色乍卜


