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国抖鱼类细胞培养始于曲年代�1] 。 我国起步较晚， 主要取材于鲤科经济鱼类，多为对草鱼
( C"呻仇町咱呻刷la)出血病病毒(GCHV)敏感的细胞系/株[2-5J。 本实验室为了进行GC凹的分离、

培养且鱼类干扰素的诱导和鉴定等鱼类遗传育种研究，从198 9年4月起开始进行草鱼囊胚细胞培养，
建立了草鱼囊胚细胞系(GCBL FI前，该细胞w.巳传至2∞余代，部分保存于液 氮 中 。 本文对其部分生
物学特性进行了分析。

1 材料

1.1 细胞
试验草鱼受精即取自广东南海。 胚胎盘育至囊胚期，以 吉抗菌素的平衡盐潜液浸洗、分散胚胎细胞

后，在 吉却%新生牛血清的TCI99培养基 中培养 。 原代培养M后换新鲜培养基，到后开始传代培养。
细胞传代10 次后，培养基 中血清浓度逐渐由20%降低 到10%。

将液氮中保存的85代GCB细胞取出，融冻复耳，用 吉 10%新生牛血清的于巳199培养基进行传代 。
每隔3甩到用消化液ET进行传代扩增，分别对GCB细胞的各项生物学特性进行分析(ET是以不 吉
ci+ ，Mr!+的PBS配制的O.2S�毛膜酶和O.02%EDTA溶液等量混合而成)。

1.2 病毒
草鱼出血病病毒毒株GC盯8 73[6，病毒在CIK( 草鱼肾组织细胞系)细胞['1中繁殖，收集细胞培养

液，差异离心纯化，病毒悬悍于PBS榕液中，病毒滴度为1 币TCID50/mLo

2 结果与分析

2.1 细胞的形态学观察
培养细胞经卡诺固定液固定后，Giemsa染色观察。 草鱼囊胚细胞在 原代培养和传代培养的初期为

收稿日期1刑12-15

作者简介:叶湘辉(1叨5 - )，女，湖南怀化人硕士攻首要细胞及分子遗传学j，向。



4期 叶湘辉等 草鱼囊胚细胞系的生物学特性

上皮样细胞和成纤维样细胞的混合型。 经过
连续传代，细胞形态发生了变化。 稳定生长
后的GCB细胞主要为 成纤维样细胞，以单核
为主，核呈圆形或椭圆形(图版1)。

2.2 细胞的染色体数目
细胞经扯水仙章处理后，按常规 染色体

制片法制片、 染色，袖镜下选择分散较好的中
期分裂相摄影计数，根据染色体数各区段的
出现率作图。 从图1看，染色体数目变动范
围较大，中心趋向为 93 - 106，占计数细胞总
数的34.8% ，其次为 7 9 - 92， 占 21.2% 。 正
常的草鱼细胞 染色体数为2n =岖，可见GCB
细胞巳属异倍体。 其中期分裂相如图版20

2.3 生长曲线和分裂指数
按本试验常规法[5J 用稳定生长的细胞进行

生长曲线相分裂指数的测定，结果见图20 接种后
第1天细胞数目减少，观察到了延迟期。 第2天
细胞数量上升，接近接种量。 3d后细胞进入对 数
生长期，随之进入稳定生长期，第8天左右细胞数
量达到最高值 。 此后细胞数目开始下降，进入对
数死亡期。 按倍增时间(t)公式t=0.301T/(j酬2
19N，) (T是两次细胞计数的时间间隔，叫，N，分别
是先后两次的细胞计数值 )推算得接种后J - 2d 
的倍增时间为67.9h，2旬到为30h，4 - 5d为32h，6
ω 7 d为73. 7 h。 从图2还可看出，细胞刚接种后分

裂指数较高，第2天达到高峰，以后呈波动式下
降，第8天接近零值 。 分裂指数与生t主曲线从主
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图2 第9tl代GCß细胞'1'.长曲线和分裂指数
民在2 The growth curve and the index of mitotic 

div胁。"'"臼B cells at passage 'X) 
注1生长曲线 2分组指数曲线

展态势上基本咱告。

2.4 细胞对温度的适应范围
以 1.6x10"个细胞ImL的密度接种细胞，分置9，16，20、24、28、32、37 '1::下培养 。 以测定细胞数与接

种细胞数的比值表示相对生长率。 图3表明GCB细胞在16 -37 '1::下均能生忙。 2 8'1::下生长最快，为最
适温度。 在9'1::时仍有部分细胞能贴壁和 伸展，但细胞多数死亡。 可见GCB细胞在9'1::以下不能正常
生长。

2.5 最适pH
用 pH分别为 5.4、6.4、 7 . 0， 7 .6， 8.0、8.5的培养液重新悬浮离心后的细胞悬液，使密度为2.0xlo'

个ImL。嗣后收集细胞，以测定细胞数与接种细胞数的比值表示相对生长率。 图4表明细胞在偏酸性
(pH 5.4 以下)和偏瞩性(pH 8.5以上)最件下难以生忙，在pH6.4阳 7.6间 均生长良好， 最适pH为 7 . 0
左右。

2.6 对病毒的敏感性
将病毒液以一定稀释度感染细胞，通常 10 -18h内表现出明显的细胞致病变作用(CPE)。 低倍显微

镜下 观察到病毒裂解细胞后形成的空斑。 空斑中残有 些细胞成分，空斑周围细胞界限不明显，并可发
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现几个细胞形成台胞体的现象( 图版-3 )  0 C 本实验室曾时所用的草鱼出血病嗣毒毒株GCHV - 873 的
致病性进行过研究�7J。 研究结果显示病毒对机体的致病性与体丹直接感 染培养细胞的能力不 致。
873株感 染培养细胞出现典型的 CPE，而感 染健康草钝未见发病死L，和以往的报道不一致[6J 。 可能是
由于 873 株为培养细胞增娟的病毒，经过多年体外培养，细胞连续传代，毒力逐渐减弱r"
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图3 温度对GCB细胞生长的影响
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1. GCll细胞的形态学观察x106; 2. 87代C"cB细胞绿色体形态观察� 1α)); 3 病毒感染细胞形成专斑x106， 

3 结论

草鱼囊胚细胞建系 已近JO年，对其生物学特性的研究表明，GCB细胞主要由成纤维样细胞组成，最
色体数目已异倍化，传代接种后2d分裂指数最高，8 d细胞数目最大，种群倍增时间为3 0-73 .7h;GCB
的生长 温度范围较宽(16 -37吧)，最适生长 温度为28"(: ;受p H限 制较小，最适pH7.0左右。

GCB细胞时草鱼出血病毒敏感，这一特性使其具有一定的研究和应用价值 [6，R 剖，如病毒扩增和分
离鉴定，培养细胞疫苗的研制以且鱼用干扰素的研究。GCB细胞为本实验室正在开展的鱼类 干扰素的
诱导、检测、鉴定及其基因克隆的研究等提供了材料。 采用紫外线灭活的GCHV 诱导儿种鲤科鱼类培#
细胞产生干扰素，GCß细胞的干扰素诱异率仅次于CAB(脚鱼囊胚细胞系 )细胞，经诱导能产生较高滴度
的干扰素[ω]。
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