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南方鳃胚胎细胞培养及其细胞周期特性检测

洪锡钧
(西南师范大学生命科学系

,

重庆 630 7 15)

摘 要 南方绘晚期胚胎细胞经原代和传代培养 40 次
,

历时 36 个月建立了上皮型细胞系

( SM )
。

该细胞系表现低世代生长缓慢
,

每代时间随代龄增加而减少
,

经 EM F 测 定
: G ;

期 细 胞 占

70
.

1% 一
85

.

6% ; s 期细胞占 12
.

2 % 一 25
.

3%
,

q
十

M 期细胞 占 1
.

6% 一
4

.

6 %
,

由 30 代到 40 代 q
+

M

细胞增加了一倍多
,

SM 细胞能在 1 一 4℃冰箱长期存活并可保持繁殖能力达 13 个月
。

关键词 南方鳃
,

胚胎细胞
,

传代培养
,

细胞周期

我国的鱼类细胞培养工作起步较晚
,

os 年代初才建立 了第一个鱼类细胞系一草鱼吻端组

织 zc
一

700 1细胞系〔张念慈和杨广智 1981 )
,

以后陆续在其它几个鱼种也建立 了细胞系 [陈敏容

等 1985
,

李亚男和毛树坚 1990
,

W b lf 和 M 匆sr on 198 0
,

Ni
c

hol on 等 1987
,

Lu 等 1900 ]
。

但直到最

近
,

国内尚无鳃鱼细胞培养的报道
。

在细胞周期研究方面
,

过去的工作集中在人癌细胞以及两

栖类和酵母的研究上
,

鱼类细胞周期和 D N A 的分析方面仅有 国外的几篇报道 [H oc
v en 1982

,

、℃w 和 Y nga 1984
,

K O Ir 旧 ar 1987
,

B na e习ee 等 19 92」
,

其中 K o] 旧切旧 等的工作
,

以显微光度术分析

了青鲜鱼 O L
-

17 及 O L
臼

3 2 细胞的 D NA 含量
,

但未做周期分布的分析
,

到 目前为止
,

国内外均未

见有流式细胞光度术对不同代龄的绘类细胞作周期分析的报道
。

南方绘是我 国名贵的淡水鱼

类
,

有重要的经济价值和医学生物学价值
,

本文拟用不同代龄 的南方鳃传代细胞
,

考查在细胞

系形成过程中
,

细胞增殖速率及周期分布的变化 以及在低温下细胞增殖能力的保持等细胞生

物学问题
,

丰富鳃类细胞学理论
,

为鳃鱼人工养殖提供理论指导
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

南方绘胚胎取 自本系动物学教研室
,

人工催产
、

受精
、

孵育后取
“

出膜前
”

晚期胚胎 (受精后

30 小时左右 )共 os 枚
,

经原代和传代培养获得不 同代龄的南方鳃细胞 ( SM Ce 七 )
。

1
.

2 方法

原代培养
:
按常规组织块法和半消化法接种组织细胞进行原代培养

。

(半消化法即将剪碎

之组织块用 0
.

25 %胰酶液消化 巧 一
20 分钟

,

使组织块表面细胞松散
,

然后再接种培养 )
。

传代培养
:
按常规传代

,

密度 1护 个 / m L 接种于 R孙沮 l引 D 培养基
,

加 巧% 一
20 % 小牛血

清和适当的旧培养液
,

HP 值为 6
.

8 一 7
.

5
,

28
一
29 ℃恒温培养

。

收稿日期
: l卯 5一璐

一
14
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低温培养
:
将生长旺盛的不同代龄细胞直接放置在 1一 4℃冰箱的干燥器中培养

,

定时取

出
。

传一代后再进人冰箱低温培养 (细胞不浓集也不加任何抗冻剂 )
。

细胞繁殖的分析
:
将初级培养物和传代细胞按瓶编号

,

并逐 日记载其代龄和传代时间
,

然

后进行归类统计
。

生长曲线的绘制
:
将细胞悬液按 12 x l护个 /管的细胞数量接种于指状培养管中进行培

养
,

然后逐 日取出三管在 H压D N 微分干涉镜下观察并计数
,

按平均值绘制生长 曲线
。

分裂指

数曲线则是逐 日取细胞用空气干燥法制片
,

计算 1 (以 ) 个细胞中分裂像所占的千分值
,

然后绘

制曲线图
。

细胞周期分析
:
参照 G ar y等【19 79」以及 k 伪以` a 等【1 986] 的方法

,

分别取不 同代龄 的 sM

细胞
,

胰蛋白酶消化制成 1 x l护个 / 功工细胞悬液
,

离心去上清液
,

细胞沉淀以 0
.

IM PB S 洗涤

二次
,

后加人 RN A 酶 ( 5 碑扩功L
,

华美公司 ) 37 ℃温育 30 分钟
,

除去 R N A 细胞沉淀
,

以碘化丙锭

( 50 尸g / m L
,

5 1乎Da )于 37 ℃染色 20 分钟刀以) 目尼龙网过滤
,

收集滤液于流式细胞光度仪 ( F M F )

(且划巨划
1 遨吐Sn On )上检测

,

计算机分析细胞群体的周期分布情况
。

2 试验结果

2
.

1 不同代龄细胞的繁殖速率

本试验从 199 2 年开始进行原代培养共接

种 36 瓶
,

其中成功 7 瓶
,

这些初级培养物大都 表 1 南方给 sM 细胞的传代时间

经历了相当长的原代培养时间 ( 34
一
94 天 )

,

T目比e l ” 犯 g 翻旧旧位犯 血比 ` 翻伙川加此 MS d
最短也在一个月多

,

最长达 3 个月
。

进人传代
.

鱼鲤些鱼二丝2一2 二亘一二二四一四二四一塑二
后细胞繁殖较慢

,

有的培养瓶每代 (两次传代
~

鱼竺丝鲤二三2一一竺一一一竺一一止互- - 止卫上

之间的时间 )经历 100 天以上
,

就不同代龄的细胞而言
,

低世代细胞每代时间较长
,

随着世代增

高每代时间逐渐缩短
,

目前 已稳定在每代 7 一 10 天的速率 (表 1 )
。

就每一世代来看细胞的增殖集中在接种后的最初几天
,

现将第 33 代细胞的生长增殖情况

列于表 2
。

表 2 南方给 SM 细胞的生长和繁殖

肠以 e Z G即旧ht 田 xI 闰林由比皿 到助奴, of SM ec 飞

培养时间 (天 )

细胞数 (
x l护 )

分裂指数 (%
。

)

2 3 4 5 6 7 8 9

2 1
.

70

2 6
.

圈

39
.

叨
3 2 66

46
.

00

2 7
.

13

55
.

16

7
.

留

55
.

肠 曰
.

54

8
.

18

韶
.

55

1
.

田

邸
.

乳

0
.

击

留
.

57

0
.

加

南方绘体外培养的传代细胞在传代后 1 一 4 日细胞数迅速上升
,

到 4 日曲线形成平台 (图

1 )
,

5 日加人新鲜培养液
,

血清细胞数再度增加
,

曲线又有一段上升
,

6 日后细胞数一直保持不

变
,

出现接触抑制现象
。

图 2 中有丝分裂指数只在传代后第二天出现高峰
,

以后逐渐降低
。

7

日后细胞的有丝分裂己很微弱了
。
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培养时间(天 )

培养时间 (天 )

图 1SM 细胞的生长曲线 图 2S M 细胞的分裂指数曲线

瑰
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~
of SM e Cll 日. 9 2珑Io i t

c 协 e dx c

~
“ of SM c e ll

2
.

2不同代龄 SM 细胞周期分布的变化

流式细胞光度术分析细胞周期是以每个细胞的 DA N含量为根据
,

如 以 Gl 期细胞内 D N A

含量为 ZC
,

则 q + M 期细胞内 DN A 含量为 4 ;C S 期细胞内正在进行 D N A 复制
,

其 D N A 含量

应介于 ZC 一

C4 之间
。

图 3 为 22 代
、

30 代
、

如 代南方给细胞的流式细胞光度技术测定的结果
。

由图可见在细胞的 DN A 分布曲线上有两个峰
,

在横坐标 6 处有一 比较尖锐的峰代表 Gl 细胞
,

D N A 含量为 ZC ;横坐标向后有一个低峰为 q + M 期细胞
,

其 D N A 含量为 4;C 介于两者之间

的曲线部分为 s 期细胞 D N A 含量介于 ZC 到 4 C 之间
。

Gl 期
、

S 期
、

q + M 期细胞所 占的百分

数可由 D N A 分布曲线的计算机拟合计算出来
。

各时期细胞的比例和数 目见表 3
。

{
彭盈旅彭盈异

似盈砚

、 耳 , , , ’ . 1 , I 户 l ’ 1 1

DN A 相对含 t (22 代 ) D N A 相对含t (叨代 )
D N A相对含 t (幻 代)

图 3 SM 细胞的 D N A 分布情况

R g
.

3 11犯 di srti bo oti n of DN A of SM ce ll
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表 3 SM细胞的周期分布

Ta ble 3C洲』回 山目对h 币佣 of s氏 1c s i d

细胞代龄
q 期 q 十 M期

细胞数 百分比

S期

细胞数 百分比 细胞数 百分比

62 6

…
,1
24城220姗22 代

os 代

O4 代

8 53 4

8 53 6

6 性粥刀

1 2 7 1

1 2以)

2 5 28

1 2
.

8

1 2
.

2

2 5
.

3

66
11

858570

由表 3 可见
,

在南方绘 SM 细胞 (不同代龄 )群体内大多数细胞 (70
.

1% 一
85

.

6% )为 Gl 期

细胞 ;其次为 S 期细胞 ( 12
.

2% 一
25

.

3 % ) ; q + M 期细胞最小 ( 1
.

6% 一 4
.

6% )
。

就不同代龄而

言
,

从 22 代到 30 代各周期时相细胞的比数变化不大
,

但从 30 代到 D4 代细胞群体的周期分布

变化较大
,

表现为 Gl 期细胞比例下降而 S 期和 q + M 期细胞数则增加 了一倍多
。

这与前面

提到的 SM 细胞随代龄增加而每代时间缩短的现象有一定联系
。

2
.

3 不同代龄 SM 细胞对低温的耐受力

将不同代龄 SM 细胞放置在 1 一 4℃冰箱

中培养
,

定 时取出复温 ( 28
一
29 ℃ )观察细胞的

生存和增殖情况
。

发现多数 SM 细胞都能不

同程度地在低温下生存
,

并保持繁殖能力 (以

复温后细胞能否铺瓶并正常传代为准 )
。

从表 4 可知
:
在低温条件下 ( 1

一 4℃ )不经

表 4 侧氏温 (1
一 月℃ )下协1细胞保持存活和繁殖的时间

卫“ e 4 5叮叻明叭别且 叫两劝川如 1恤理 (1
一 4℃ ) 度豁笼d

细胞代龄 供试瓶数 存活瓶数 存活时间 (月 )

10 ~
印

印
~
os

os 代以上

H e la 细胞 (对照 )

3l

9

ol

3

任何冻存处理细胞大都能存活一个月 以上
,

南方蛤 SM 细胞显然 比对照 F贻la 细胞存活时间长
,

而低世代 SM 细胞又比高世代 SM 细胞存活时间更长
。

在本次试验中经低温存放 13 个月的低

代龄 SM 细胞仍能存活
,

并保持繁殖力
。

3 讨论

南方绘胚胎细胞无论原代培养还是传代培养 (低世代 )
,

细胞的生长繁殖都比较缓慢
,

这可

能一方面是因 SM 细胞来 自上皮组织
,

而上皮细胞较其它细胞周期长 ;另一方面从 SM 细胞的

周期分布看
:
在 30 代以前有 85 % 以上细胞在 q 期

,

其实这 85 % 的细胞 即是 ZC 细胞
,

应包括

q 期 的 ZC 细胞
。

这种 场 期 ZC 细胞比例较大也可能是细胞繁殖缓慢的原因
。

以流式细胞光度术测定细胞周期分布用于癌细胞较多
。

非癌细胞的测定较少
,

现将几种

已测细胞株 (系 )的测定结果列表同南方绘细胞比较
,

从表 5 可以看出
:
高世代的 SM 细胞其 场

+ M 细胞数已接近其它细胞株 (系 )的水平
。

此外
,

南方绘细胞从 30 代到 40 代其增殖速率大

大提高
,

q + M 细胞数增加了一倍多
,

这表明细胞系内已形成一个有较高增殖率的细胞群体
。

至于这一细胞群体是怎样形成的
,

是否属于 自发转化结果
,

则有待进一步研究
。
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表 5用流式细胞光度术测定细胞周期的比较

毛由 kSQ 肋声r i物 健 Cdl勺 de助II a那如 y b万M F

细胞株 (系 )
D N A分布( % )

q +M
作 者

CH O

价 la

CF V

圣 d C n E

SM (南方给 )

4 1
.

2

8 3
.

1

1 2
.

8

8

2 5
.

3

7
.

4

7
.

2

3
.

9

2

4
.

6

C”

~
和 T叹” y【 19 7 5〕

01凶刀阳〔 1 9 9 7〕
,

薛绍白等【l货弓5 年中译本 ]

史剑慧等【1哭理〕
C臼 e l止比望幻。 〔l哭6 〕

洪锡钧等【19, 毛〕

4307
,1

51乳83刃70

南方给细胞最适温度为 28
一
29 ℃

,

属于温水性鱼类范围
,

但我们的低温培养试验表 明
:
在

1 一 4℃低温下
,

鳃鱼 SM 细胞不经任何冻存处理也可以存活较长时间
,

并保持繁殖能力
,

W o lf

和 伽加止y【l% 2」曾作过虹鳍 R卫飞细胞系的低温耐受试验
,

发现培养 21 个月 的细胞 (相当于

我们的 20 代 SM 细胞 )可以在 4℃下保存 9 个月而不失去分裂能力
。

继后 w o lf 和 M a n n

〔1980 」

进一步发现 R卫飞
,

细胞在 4℃下可以存活 2 年
。

陆仁厚等【1如2 〕认为
:
低温 ( 17 ℃ )培养 G C C

( 4 )细胞可 以作为一种安全的细胞贮存方法
。

我们认为 SM 细胞在不经冻存处理的条件下
,

在

4℃冰箱较长时期贮存是完全可行的
。

王 明权同志参加部分工作
,

何学福等老师 曹大力支持本工作
,

仅致谢意
。
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199 8 年度《现代渔业信息》杂志征订启
(现代渔业信息》杂志系农业部主管

、

中国水产科学研究 院东海水产研究所主办和农

业部东海区渔政与渔港监督管理局等 四十个单位协办的一本供全国农
、

林
、

水系统各级领

导
、

高等院校教师
、

科技人员 以及生产单位工作者参阅的渔业科技综合性信息刊物 (月

刊 )
。

本刊系全国水产系统和上海市科技期刊优秀刊物
,

199 3 年被美国收人国际期 刊名

录
,

向国内外公开发行
。

报道的主要内容侧重于国外渔业生产
、

水产科学技术的新动态
、

新工艺
、

新材料和新方法等信息 ; 同时报道 国内渔业生产
、

科技及教育等方面进展动态
。

九十年代是信息时代
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对您单位或个人及时了解 国内外渔业发展动向
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掌握国内外水产科

学发展趋势
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特别是对各级领导正确决策
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科研人员开阔思路
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院校教师更新教材 以及生

产单位技术改造
、

引人竞争机制等均有参考价值
。
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每期 3
.

00 元 (包括邮费 )
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全年 12 期
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.

00 元
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上海市军工路 3的 号
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中国水产科学研究院东海水产研究所 《现代渔业

信息 )杂志编辑部发行 部
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壹佰元以上请信汇
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帐号为上海 市杨浦区工商银 行办事 处
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