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［摘要］ 为建立大黄鱼精巢和卵巢组织的原代细胞培养技术， 获得单层的性腺原代细胞， 采用组织块贴

壁法， 对来源于大黄鱼的卵巢和精巢组织的细胞进行原代培养， 并使用 ０􀆰 ２５％ 胰酶消化法尝试传代培养。 在

２６ ℃ 条件下， 添加 ２０％胎牛血清， 在 １００ ＩＵ ／ ｍＬ 青霉素 （Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ） 和 １００ μｇ ／ ｍＬ 硫酸链霉素 （Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙ⁃
ｃｉｎ） 的 ＤＭＥＭ／ Ｆ － １２ （ＨＡＭ） １∶ １ 培养基中培养大黄鱼卵巢和精巢组织的细胞。 结果显示： １） 大黄鱼卵巢

组织在贴壁后第 ４ 天成纤维细胞开始迁出， 呈辐射状生长； 贴壁后第 ６ 天迁移出上皮样细胞， 呈 “铺石路”
状生长； 贴壁后第 １７ 天左右出现不同程度贴壁抑制。 ２） 大黄鱼精巢组织在贴壁后第 ５ 天迁出成纤维细胞；
第 ９ ～ １７ 天， 部分成纤维细胞呈长梭形涡旋状生长， 部分呈三角形均匀分布增殖； 贴壁后第 １８ 天左右部分细

胞空泡化严重。 ３） 在培养后第 ８ 天对卵巢和精巢组织原代细胞进行胰酶消化传代培养， 传代培养第 ２ 天部分

细胞贴壁分裂增殖， 传代培养 ３ ｄ 后可进行第二次传代， 第二次传代后细胞长势变缓， 细胞空泡化加快。
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０　 引言
大黄 鱼 （Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 属 鲈 形 目 （ Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ ）， 石 首 鱼 科 （ Ｓｃｉａｅｎｉｄａｅ ） 黄 鱼 属

（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ） ， 是我国传统四大海产之一［１］ 。 大黄鱼肉质鲜嫩， 经济价值较高， 市场需求量较大，
为当前养殖量最大的经济海水鱼类， 具有较高的研究意义。 随着社会需求的增长， 大黄鱼亲鱼资源枯

竭， 种质退化严重， 人工养殖的大黄鱼出现了生长速度慢、 肉质下降、 抗病力弱等现象［２］ 。 这些严

重影响了大黄鱼养殖产业的健康发展， 因此对大黄鱼病害防治、 良种选育、 遗传背景的研究极为

迫切。
大黄鱼为海水鱼类， 对养殖条件要求较高； 大黄鱼 １ ～ ２ 年才性成熟， 活体试验周期较长； 采用

大黄鱼活体进行试验对设备、 人力需求量大； 大黄鱼应激性强， 试验或运输过程中活体极易死亡。 因

而， 转基因、 ＲＮＡ 干扰、 基因编辑等新型技术较难在大黄鱼活体中开展。 而使用鱼类细胞进行病毒

学［３ － ４］ 、 免疫学、 生理生化研究、 遗传学和药理学等领域［５ － ６］研究， 具有试验周期短， 试验数据获取

较快， 设施耗材较简单， 人力物力需求量不大， 实验稳定性、 重复性较好， 能有效避免个体间差异等

活体鱼实验无法比拟的优点［７］ 。 因此， 进行鱼类原代细胞培养技术的探索及鱼类细胞素建立的深入

研究非常重要， 不仅能丰富鱼类细胞学知识， 提供理论基础， 也能为鱼类生理生化研究、 病毒学、 病

理学、 遗传学等研究提供合适的实验材料， 具有实际应用的重要价值。
目前， 大黄鱼心、 脑、 肾脏、 肝脏、 肌肉、 鳍、 吻端以及脾脏等 ８ 种细胞的培养技术已有研究介

绍［３，８ － １０］ ， 但关于大黄鱼性腺组织原代细胞的培养研究鲜见报道。 而大黄鱼部分性别相关基因的表达

具有组织特异性， 在性腺中特异表达， 当进行性别相关研究时若使用非性腺组织细胞作为实验材料，
很难得到真实且准确的实验结果。

本文拟建立大黄鱼性腺组织 （卵巢和精巢） 的原代细胞培养方法， 旨在为今后大黄鱼性腺细胞

系的建立奠定基础， 为后续科研探索提供一个合适的实验材料。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验鱼

实验用 ４００ ｇ 左右性成熟的活体大黄鱼 ５ 尾， 采自福建省宁德市蕉城区金铃水产科技有限公司，
在实验室暂养至解剖取性腺组织。
１􀆰 １􀆰 ２　 实验试剂

Ｈａｎｋ􀆳ｓ 平衡盐溶液无酚红 （ ＨＢＳＳ ｂａｓｉｃ） （１Ｘ）、 胎牛血清 （ ＦＢＳ） 均为 Ｇｉｂｃｏ 公司产品， ＰＢＳ
（ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 缓冲液、 ＤＭＥＭ ／ Ｆ － １２ （ ＨＡＭ） １∶ １ 培养基、 胰蛋白酶消化液 Ｔｒｙｐｓｉｎ ＥＤＴＡ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ａ
（０􀆰 ２５％ 胰酶和 ０􀆰 ０２％ ＥＤＴＡ） 均为 ＢＩ 公司产品， 双抗 （ Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ １０ ０００ ＩＵ ／ ｍＬ － Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ
１０ ｍｇ ／ ｍＬ） 为 ＭＰ 公司产品。

完全培养基配方为： 在基础培养基 ＤＭＥＭ ／ Ｆ － １２ 中添加 ２０％ （体积分数） ＦＢＳ、 １％ （体积分

数） 的双抗。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 性腺组织处理方法

取实验室暂养的活体大黄鱼于干净的解剖盘中， 先用 ７５％ （体积分数） 酒精喷洒消毒鱼体表面，
防止细菌污染影响后期组织细胞培养， 再用高温灭菌过的解剖工具快速解剖鱼体并取出性腺组织

·２２３·
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（卵巢和精巢）， 将性腺组织放入含 １％ （体积分数） 双抗的预冷 ＰＢＳ 溶液中。 接着， 移入提前灭菌

处理的超净工作台上， 用镊子和手术刀剥离去除卵巢或精巢组织中的生殖细胞后， 将组织置于含 １％
双抗的 ＰＢＳ 溶液中， 以 ６００ ｇ 低速离心收集组织， 除去液体， 用 ＰＢＳ 溶液重悬后重复离心洗涤至少

３ 次。
１􀆰 ２􀆰 ２　 原代细胞培养方法

将洗涤后的组织取出放置在干净的培养皿中， 加入少许含 １％ 双抗的 ＨＢＳＳ 并保持组织湿润。 先

用手术刀去除血液等杂物， 再用两把手术刀交叉切割将组织切成 １ ｍｍ × １ ｍｍ × １ ｍｍ 的小块。 随后

用 ＨＢＳＳ 低速离心洗涤 ２ 次， 取出一些小块组织放入 ２５ ｃｍ２ 细胞培养瓶中， 使其均匀铺满瓶底， 待组

织附壁后， 轻轻将培养瓶翻转过来， 将适量培养液加到非细胞生长面上， 注意翻瓶时勿令组织小块流

动， 然后将细胞瓶倒置放在 ２７ ℃培养箱中密闭培养 １８ ～ ２４ ｈ。
从培养箱中取出细胞培养瓶， ４６°斜持培养瓶， 向瓶内轻轻注入 ５ ｍＬ 完全培养液， 然后缓缓把培

养瓶翻转过来， 让培养液慢慢覆盖附于瓶底的组织小块， 置温箱中静止培养。 此后每 ２ ～ ３ ｄ 更换

８０％ 培养液， 继续培养。
从加入培养基开始每天于倒置显微镜下观察和记录细胞的迁出和生长状况。

１􀆰 ２􀆰 ３　 传代细胞培养方法

弃旧培养基， 用 １ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液洗涤细胞后弃掉 ＰＢＳ， 加入 １ ｍＬ ０􀆰 ２５％ （体积分数） 的胰蛋白

酶消化液， 消化大约 ５ ｍｉｎ 至细胞开始脱落， 弃掉胰蛋白酶后立即加入 ３ ｍＬ 完全培养基终止消化。
用移液管吹打 １０ 次左右， 平均接种到 ３ 个新的细胞培养瓶中， 补充完全培养基至 ５ ｍＬ， 放入 ２７ ℃
培养箱中继续培养。

２　 结果
２􀆰 １　 大黄鱼卵巢组织原代细胞培养结果

大黄鱼卵巢组织从贴壁后第 ４ 天开始迁移出的成纤维细胞， 呈多突的纺锤形或三角形细胞； 贴壁

后第 ６ 天上皮细胞开始迁出， 呈多边形， 与成纤维细胞相比生长速度较缓慢； 贴壁后第 ８ ～ １４ 天成纤

维细胞和上皮细胞繁殖旺盛， 成纤维细胞呈辐射状成簇生长且生长速度快， 上皮细胞呈 “铺路石”
状均匀贴壁生长； 贴壁后第 １２ 天前期迁出的成纤维细胞出现空泡化； 贴壁后第 １４ ～ １６ 天空泡化的成

纤维细胞脱落， 上皮细胞生长状态良好； 贴壁后第 １７ ～ １９ 天成纤维细胞和上皮细胞出现贴壁抑制现

象， 生长变缓慢 （见图 １）。
２􀆰 ２　 大黄鱼精巢组织原代细胞培养结果

大黄鱼精巢组织从贴壁后第 ５ 天开始迁出的成纤维细胞， 呈长梭形、 多角纺锤形， 细胞较大， 缓慢

增殖； 贴壁后第 ７ 天迁出的成纤维细胞开始成簇生长， 细胞紧密呈长梭形； 贴壁后第 １２ 天成纤维细胞

生长较快， 少部分成纤维细胞开始出现空泡化， 接下来一两天空泡化细胞会逐渐死亡、 脱落； 贴壁后第

９ ～ １７ 天成纤维细胞繁殖旺盛， 排列紧凑， 大部分呈长梭形， 涡旋状生长繁殖 （细胞较小）， 少部分细

胞呈三角形且均匀分布繁殖， 期间两种形态细胞均有小部分细胞死亡脱落； 贴壁后第 １８ ～ １９ 天细胞紧

凑， 繁殖速度逐渐变缓， 部分细胞出现严重空泡化， 细胞变肥大， 边界模糊， 逐渐死亡 （见图 ２）。
２􀆰 ３　 传代培养结果

大黄鱼性腺 （卵巢和精巢） 组织在原代细胞培养第 ８ 天时细胞生长旺盛， 因此使用胰酶消化法

进行传代培养。 室温状态下胰酶消化 ５ ｍｉｎ 左右后细胞形态变圆， 缓慢脱落。 收集脱落的细胞转至新

的培养瓶继续培养。 传代培养的第 ２ 天有部分细胞贴壁， 贴壁的细胞开始分裂增殖。 传代培养的第 ３
天细胞出现空泡化， 部分细胞变圆脱落， 进行第二次传代。 传代后细胞较少数贴壁， 细胞增殖变缓，
形态变化， 生长状态不佳， 之后渐渐死亡。
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A—贴壁后第 5 天多突纺锤形的成纤维细胞迁出， 生长缓慢；B—贴壁后第 10 天多边方形的上皮细胞生长迅速；C—贴壁
后第 11 天成纤维细胞和上皮细胞同时存在，分别为黑框和紫框所示；D—贴壁后第 15 天部分成纤维细胞出现箭头所示空
泡化，上皮细胞生长良好如框内所示；E—贴壁后第 17 天空泡化的成纤维细胞脱落，上皮细胞出现贴壁抑制现象，部分上
皮细胞脱落如框内所示；F—贴壁后第 19 天部分上皮细胞空泡化严重，边界模糊。
A—The multi鄄spindle鄄shaped fibroblasts migrated from voary and grew slowly on the 5th day after adherent；B—The multilateral squared鄄like ep鄄
ithelial cells grew rapidly on the 10th day after adherent；C—Fibroblasts and epithelial cells co鄄existed on 11th day after adherent；D—On the 15th
day after adherent,partial fibroblasts cavitated and epithelial cells grew well；E—On the 17th day after adherent,vacuolated fibroblasts exfoliate,and
epithelial cells showed adhesion inhibition,and some epithelial cells fell off；F—Partial epithelial cells were cavitated seriously and the boundary
was blurred,on the 19th day after adherent.

图 1 大黄鱼卵巢组织的原代细胞培养结果

Fig.1 Light micrographs of the primary culture cells derived from the ovary tissues of L. crocea

D
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A—贴壁后第 6 天长梭形的成纤维细胞迁出；B—贴壁后第 8 天成纤维细胞开始成簇生长；C—贴壁后第 12 天成纤维细胞排列
紧凑，部分成纤维细胞出现轻微空泡化如箭头所示；D—贴壁后第 13 天部分成纤维细胞螺旋状成簇生长如箭头所示，部分成纤
维细胞均匀排列繁殖如圆框所示；E—贴壁后第 14天前期空泡化的成纤维细胞脱落， 新生细胞繁殖旺盛；F—贴壁后第 16 天部
分呈三角形的成纤维细胞空泡化，部分细胞变圆，开始脱落，如箭头所示；G—贴壁后第 17天部分呈长梭形簇状生长的成纤维细
胞出现空泡化，细胞变大，开始变圆脱落如箭头所示；H—贴壁后第 19天部分成纤维细胞严重空泡化，边界模糊。
A—The long spindle鄄shaped fibroblasts migrated from testis on the 6th day after adherent；B—Fibroblasts begin to grow in clusters on the 8th day
after adherent；C—The fibroblasts were compact and some of them cavitated slightly on 12th day after adherent；D—On the 13th day after adherent,
part of fibroblasts grow in spiral clusters and some other fibroblasts propagate in uniform arrangement；E—On the 14th day after adherent,the vacuo鄄
lated fibroblasts exfoliate,and new fibroblasts proliferate vigorously；F—On the 16th day after adherent,triangular fibroblasts cavitated,and some
cells became round and began to shed；G—On the 16th day after adherent,the long spindle鄄shaped fibroblasts showed vacuolization and larger,and
began to become round and shed；H—Partial fibroblasts were cavitated seriously and the boundary was blurred,on the 19th day after adherent.

图 2 大黄鱼精巢组织的原代细胞培养结果

Fig.2 Light micrographs of the primary culture cells derived from the testis tissues of L. crocea
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a) 第 1 次传代培养第 2 天的卵巢组织细胞
The ovarian tissue cells were cultured at the
first passage on the 2th day after digestion

b) 第 1 次传代培养第 2 天的精巢组织细胞
The testis tissue cells were cultured at the
first passage on the 2th day after digestion

图 3 大黄鱼卵巢和精巢组织的原代细胞传代培养结果

Fig.3 Light micrographs of the primary cells of ovary and testis tissue were subcultured of L. crocea

３　 讨论
鱼类细胞可在细胞水平上为研究鱼类的免疫学、 生化学、 遗传学、 营养学、 分子生物学等提供便

利的研究材料［１１］ 。 世界上第 １ 个鱼类性腺组织的细胞系———虹鳟性腺细胞系 （ ＲＴＧ － ２） 由 Ｗｏｌｆ
等［１２］于 １９６２ 年建立。 此后， 鱼类的细胞系培养发展十分迅速。 据 Ｌａｋｒａ 等［１３］ 的统计， 截至 ２０１１ 年，
世界各地至少已经建立了 ２８３ 种鱼类细胞系， 但仍未见大黄鱼性腺细胞系建立的相关研究报道。 培养

大黄鱼性腺原代细胞和建立大黄鱼性腺细胞系应用于大黄鱼性别决定与分化机制的研究， 对大黄鱼的

性别控制育种有十分重要的作用， 对揭示脊椎动物性别决定机制的形成和进化也有重要的意义。
现已有关于大黄鱼性别分化相关基因的研究［１４ － １５］ ， 激素调节性别分化的研究［１６］ 及性别决定候选

基因功能的研究［１７］等， 涉及到的实验包括大黄鱼活体实验， 用分子生物学技术进行基因克隆、 定量

实验， 以及在非大黄鱼的模式生物或模式生物的细胞系中进行的未涉及到使用大黄鱼性腺细胞进行的

实验。 而使用培养的细胞作为实验材料比活体实验更经济、 便利、 有效， 且使用同物种的同源细胞可

获得准确、 稳定、 可重复的结果。
组织块贴壁培养法是一种简便易行且成功率较高的原代细胞培养方法， 在多种鱼类原代细胞培养

中证实有效。 经多次实验重复发现： 前期组织处理是实验成功的关键， 需严格无菌操作， 有效防止微

生物的污染； 在组织处理剪切时应使用锋利的手术刀， 采用两把手术刀交叉切割以避免过强的机械压

力造成细胞的损伤； 对组织反复洗涤和接种， 也会对细胞造成一定的损伤， 因此不是每个小块都能迁

移出细胞； 切割过程中防止切块较大的情况， 较大的组织块在培养过程中因细胞堆积在一起， 无法充

分接触培养液， 细胞易坏死产生毒素， 对组织块活性的维持和细胞的增殖产生负影响； 接种时尽量均

匀 （间距 ５ ｍｍ） 铺满整个瓶底； 培养期间翻转和放置培养瓶时要非常注意动作轻巧； 更换培养基时

也要缓慢吸加， 防止组织块脱落飘起； 要及时去除漂浮起的组织块或杂质， 防止产生有害物质影响细

胞生长。
本研究大黄鱼卵巢和精巢组织分别从贴壁后第 ４、 第 ５ 天迁移出细胞。 早期迁出的均为纺锤形或

三角形的成纤维细胞， 之后两种组织的成纤维细胞分别以辐射状和涡旋状繁殖生长， 培养后期精巢组

织的成纤维细胞生长较卵巢组织更旺盛。 贴壁后第 ６ 天卵巢组织迁出 “铺石路” 状生长的上皮细胞，
且培养后期上皮细胞比成纤维细胞生长状态更好。 贴壁后第 １２ 天左右卵巢和精巢的原代细胞均出现

部分成纤维细胞空泡化的情况， 更换培养基时这些细胞脱落。 精巢组织原代细胞培养过程中未见明显

·６２３·
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的上皮细胞增殖， 但存在两种形态的成纤维细胞： 一种形态为长梭形， 涡旋状成簇生长， 很快形成大

片的细胞群， 繁殖旺盛； 另一种形态多为三角形， 排列不紧密， 易出现空泡化后死亡的情况。 培养至

第 １８ 天左右， 由于细胞排列紧凑， 出现较多汇合呈一片的情况， 分裂停止， 细胞在静止状态维持。
大黄鱼性腺 （卵巢和精巢） 原代细胞的传代培养选择在细胞生长旺盛时， 使用 ０􀆰 ２５％ 的胰酶消

化法进行传代培养， 胰酶消化时间和吹打次数可视具体情况进行调整。 此前本研究有尝试在原代细胞

培养后 ３ 周左右进行传代， 由于细胞密度较高导致传代效果不理想， 因此， 建议原代细胞培养 １ ～ ２
周左右在细胞生长状态良好时进行传代。 添加胰酶 １ ｍＬ， 室温消化 ５ ｍｉｎ 后吹打， 吹至单细胞悬液后

转移至新的培养瓶， 转移时尽量使用较高的细胞密度， 细胞可尽快适应新环境重新贴壁生长。 传代细

胞可成功传至第二代。 原代细胞传代成功即可进行相关实验研究， 为大黄鱼体外实验提供理想的实验

材料。
本文首次建立了大黄鱼性腺 （卵巢和精巢） 组织的原代细胞培养技术， 为今后大黄鱼性腺细胞

系的建立奠定了基础， 为大黄鱼性腺特异表达的基因调控研究及性腺组织生理生化研究提供了一个合

适的实验材料。
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