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草鱼尾鳍组织二倍体细胞系G C C F se

2 的建立及其部分生物学特性分析
’

魏彦章 陆仁后 1白国栋}

(中国科学院水生生物研究所 )

提要 本文从草鱼尾鳍组织建立了一个二倍体细胞系 G C C F
一 2

。

该细胞 系 用 CT
一
1 9 9

培养液加 1 5粥小牛血清培养
。

细胞生长旺盛
,

最高分裂指数达30
甲

。4编
。

现已在体外培养近 92

个月
。

细胞在 28℃生长良好
。

染色体检查表明
,

G CC F
一
2 为二倍休细胞系

。

初步估计其细 胞

周期为 2 1一3 3 小时
。

G CC F 一 2对草鱼呼肠弧病毒 ( G C RV )敏感
,

并在细胞中发现病毒颗粒
.

主题词 尾鳍
,

二倍体细胞系
,

染色体

建立鱼类细胞系对鱼类的细胞遗传学
、

细胞工程学
、

鱼类病毒学及鱼类细胞毒理遗传

学等学科的工作具有重大意义
。

目前 已从各种鱼类建立 了大量细胞系
〔 , 幻

。

仅国内近几年

从草鱼建立的细胞系 (株 》 就有张念慈等 ( 1 9 8 1 )[ 习的草鱼吻端组织细胞株 Z C一 7 9 0 1 及一

个亚株 2 --0 7 9 0 1 5
: ;陆仁后等 ( 19 8 2 ) “

, 江的草鱼尾鳍组织四倍体细胞株及左文功等 ( 1 9 86 )￡
, 飞

的草鱼肾组织细胞系 C I K
。

作者从 1 9 8 3 年 g 月开始草鱼尾鳍组织的初代培养
,

月前 已在

体外培养了 32 个月
,

到 1 9 8 5 年 1月 已传代 1 00 次
,

确立为建立的细胞系 (。 七劝 1泊玩 d ce n

i1助 )
,

定名为 G CC F 一2 。

现在该系细胞仍在本实验室培养
,

生长稳定
。

本文即报道这项工作
。

材 料 和 方 法

1
.

初代培养和传代培养 初代培养采用江藤久美 ( 1 9 7 8) ￡11J 的组织块培养法
。

自本

所养殖场取当年健康草鱼鱼种一尾
,

在 。
.

15 环 N貂 l 和 0
.

1 5% Na H C O
:

混合液中浸泡 3

小时
,

用 7 5%酒精擦洗体表
,

无菌剪下尾鳍
,

剪成一立方毫米左右的小块
。

用 消 化 液

( 。
.

2 5%胰蛋 白酶加 。
.

02 终 E D T A ) 在室温中消化 10 分钟
。

然后将组织块接种培养瓶
,

用 T O 1 99 培养液 ( iD f co
,

U S A ) 加 20 环小牛血清 (内含 1 00 国际单位 /毫升青霉素和 100

微克 /毫升链霉素 ) 在 2 8o C进行培养
。

待从组织块周围游离出来的细胞长满整个瓶底时
,

即行传代培养
。

方法是轻轻摇动培养瓶
,

将较大的组织块连同旧堵养液一起除去
。

加入

上述消化液
,

将细胞及较小的组织块消化下来
,

制成悬液
,

接种培养瓶
,

一瓶传两瓶
,

继续

培养
。

培养 20 代之前
,

培养液中小牛血清含量为 20 %
,

20 代之后
,

小牛血清含量降至

1 5%
。

2
.

细胞 形态观察 用相差显微镜直接观察活体细胞
,

并随时拍照
。

另一种方法是
,

王迎喜同志协助病毒测定
,

表示感谢
。
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将细胞培养在小盖片 ( 2 0 又 5

~
协上

,

长满后取出小盖片
,

用 P B S 洗涤两次
。

甲醇
:

冰醋

酸 ( 3 : 1) 固定液固定两 次
,

每次不少于 15 分钟
。

空气于燥后 G裕

~ 染色
,

显微镜下即可

观察
。

也可在培养瓶上直接固定染色
。

3
.

细胞生长速度 采用大星章一等 ( 19 7 9 l)[
。 “的方法

,

选择生长良好的细 胞
,

制 成

1 只 10
’
细胞 /毫升的悬液

,

接种于青霉素小瓶
。

每瓶一毫升
,

共计 21 瓶
。

接种后每隔 24

小时任取 3 瓶
,

将细胞消化下来
,

制成均匀悬液后记数
。

取 3 瓶的平均数为当 日细胞数
。

绘制生长曲线
。

4
.

有丝 分裂指数 选择生长 良好的单层细胞
,

制成 l x l护 细胞 /毫升的悬液
,

接种

于装有小盖片的小瓶内
,

共计 21 瓶
,

每瓶一毫升
。

每隔 24 小时任取 3 瓶
,

从中取出小盖

片
,

按观察细胞形态的方法固定染色
。

每片记数 1。。。 个细胞中的分裂相数
。

以 3 瓶的平

均值为当 日分裂指数
,

以
“

编
”

表示
,

并绘制有丝分裂指数曲线
。

5
.

染 色体数 目 将细胞在 2 o8 C培养 s4 小时
,

在终止培养前 2 小时加入最终浓度 为
。

.

肠一 。
.

1微克 /毫升的秋水仙素溶液
。

收获细胞
,

用 0
·

0 75 万 K CI 溶液低渗处理 ,一 20

分钟
,

甲醉
:

冰醋酸 (3 : 1) 固定液预固定后重复固定两次
。

然后滴片
,

空气干燥
,
G ie

~ 染

色
。

油镜下记数染色体数 目
,

选择分散良好的中期分裂相拍照
。

6
.

有丝分裂周期 将细胞在含有 10 一 15 微克 /毫 升 价 d U ( 5一澳脱氧尿嗜吮核普 )

培养液中分别暗培养 48 小时和 72 小时
。

按前述方法制成染色体标本
。

按李康等 ( 1 9 8 3 )[ ,l

的硫茧一紫外光一 ie圈
场 法分化染色

。

油镜下分别统计一
、

二
、

三次 D N A 复制细胞所占

比例
,

进行有丝分裂周期的估算
。

7
.

细胞的 常温保存 选择生长 良好的细胞若干瓶
,

分别放在 28吧和 2 o0 C培养箱中

培养
,

中间不更换培养液
。

定期检查细胞是否脱落及传代后的生长情况
。

8
.

G C R v 敏感性 将正常生长的细胞 28
O

C培养 24 小时
,

使细胞基本形成单层
。

接

种 G C R V
。

病毒原液用含 5环小牛血清的 勘9 1。 培养液稀释成 1。一 9

一 10 一 “ ,

共 6 组
,

每

组接种 3 瓶
,

并做对照
。

在 2o8 C吸附一小时
,

倾去病毒液
,

用培养液洗涤两次
,

加维持液

(5 形小牛血清的 甄gle 培养液 ) 2 8℃培养
,

观察结果
。

10 一 ,

组在第 3 天出现敏感 效 应

(C P E )时
,

取两瓶及一瓶对照固定染色
。

其余细胞继续培养
。

到第 7 天将发生严重病变

的细胞取出收集
,

用戊二醛固定 2 小时
,

然后交电镜室进行包埋处理
,

切片
,

电镜观察
,

拍

照
。

结 果

1
.

建 系 接种组织块后 5 小时
,

即有细胞游离出组织块
。

培养至第 6 天
,

已有许多细

胞分裂生长
。

到第 16 天
,

细胞已基本长满整个瓶底
。

传代后细胞生长正常
。

经过十几次

的传代培养
,

细胞逐渐稳定生长
。

一瓶传四瓶
,

4一 5 天可传代一次
。

第 20 代 以后培养液

中小牛血清浓度 的下降对细胞基本无影响
。

作者未对该系细胞的温度适应性 做 严 格 的

比较实验
。

但从多次培养的结果来看
,

细胞在 2 8℃生长良好
。

在 20 一3 5℃之间也可 生

长
。

2
.

细胞形 态 多次观察结果表明
,
G C C卜 2 为上皮样细胞

、

成纤维样细胞及中间型
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讨 论

经过近 32 个月的传代培养
,

GO C-F
2 细胞 已完全适应了体外培养环境

,

能进行稳定

生长
。

大部分 已建立的鱼类细胞系在正常条件下接种后一天
,

细胞数均有所下降
,

如 Z C -

79 01 川 和 GC C ( 4 ) 〔目等
。

但叨 O F 一 2 细胞和 0班 lt] 细胞一样
,

接种后一天细胞数即有所

增加
,

说明 G CO F 一 2 是生长较 旺盛的细胞系
。

G CC F 一 2 细胞培养到第 6 天
,

已形成单层
,

分裂指数仅为 1
.

92 荡
,

说明 G O C--F 2 细胞接触抑制明显
。

另外
,

G C C卜 2 细胞对小牛血

清的大幅度变化表现敏感
。

从以上结果可以看出
,

G C O不2 为一未转化细胞系
。

受到左文功等 lE] 实验结果的启发
,

作者对 G C C --F 2 细胞也进行了常温保存试验
。

由

结果可知
,

生长良好的细胞在 2护 0 条件下
,

放置 2 个月而基本不受影 响
。

这一点在细胞的

短期保存及运输方面具有一定意义
。

据报道
〔熟 . “ ,

草鱼染色体数 2。 二 48
。

G OC卜2 细胞各代染色体 2。 二 48 的细胞所 占

比例基本符合 P到时
〔生幻的二倍体细胞系 ( 2。 细胞 》 75 % )的标准

。

此外
,

从染色体数 目

分布来看
,

亚二倍体细胞明显地多 于超二倍体细胞 ( 75 : 3 2 )
。

有人认为这一现象的出现

可能是在制备染色体标本时染色体丢失的缘故 .[J
。

如果真是如此
,

2。 = 48 的细胞所占

比例会更高一些
。

因此
,

可以肯定
,
G C C F 一 2 为二倍体细胞系

。

C r 诀粥 e 。 等 ( 1 9 77 ) , 习首次利用 SC D 法分析了人淋 巴细胞的有丝分裂周期
。

此后 ,刘

瑞清等 ( 1 9 8 3 )
〔幻和张 锡然等 ( 1 9 8 4 )闺也用这种方法分析了体外培养细胞的有丝分裂周

期
。

但迄今还没有一个标准的计算公式或经验公式
,

所得结果变化较大
,

只能供参考
。

在 已建立的鱼类细胞系中
,

绝大部分都对某种病毒敏感少马
。

G 0 0 F 一 2 对 G O R v 有敏

感性
,

并在细胞中发现病毒颗粒
,

说明 G O R V 能在 G CC F 一 2 细胞中生长繁殖
。

这一点对

GC R V 的进一步研究是很有价值的
。
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