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草鱼肾组织细胞系 C IK 的

建立及其生物学特性
’

左文功 钱华鑫 许映芳 杜森英 杨先乐

(长江水产研究所)

提 要

作者于 1982 年 1 月开始进行草鱼肾组织单层细胞培养
,

至今已连续培养 3 2 个月
,

传至

1加多代
,

建立了细胞系
,

定名为草鱼肾组织细胞系 (C工K )
。

本文介绍了原代和传代培养
、

细胞

形态
、

细胞生长速度和分裂指数
、

细胞的保存和对温度的适应性
、

细胞染色休分析以及细胞系

对病毒敏感性的试验和研究结果
。

C工K 生长迅速
、

适应性强
、

以20
“

一3 8
·

0 生长较好
,

邪℃

左右生长稳定
, p月 为 6

.

5 时仍能保持致密单层
,

染色体数为非整倍体
,

众数为 55
。

对草鱼出

血病左右病毒 F R V 具敏感性
。
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草鱼肾组织细胞系

鱼类细胞系的建立是研究鱼类病毒学和细胞生物学的重要基础
。

自 CI 二 等 (1 9 6 1 )

报告建立 G不1 细胞系以后
,

据 W ol f 和 M~ (1 9 8 0 )统计
,

到 1 9 7 9 年为止国外相继报

告来自冷水性和温水性真骨鱼类组织的细胞系已有 61 种
。

我 国张念慈和杨广智 (1 9 8 1)

曾报告了草鱼吻端组织二倍体细胞株 2 0-- 7 9 0 1 及其亚株 Z C 一7 9 0 15
,

的建立
。

台湾省 陈

秀男和郭光雄 (1 9 8 1 )亦报告建立了鳗鱼卵巢组织细胞系
。

陈秀男等(1 9 8 2
、

1 9 8 3) 还先后

报告建立了鳗鱼肾脏组织和罗非鱼卵巢组织细胞系
。

但是到目前为止尚未见草鱼肾脏组

织细胞系的建立
。

草鱼出血病是当前危害草鱼的一种严重的病毒性疾病
。

为了对这种疾病的病原学和

预防方法等方面进行研究
,

我们从 19 7 9 年开始了鱼类组织单层细胞的培养研 究
,

并 于

1 9 8 2 年 1 月正式着手草鱼肾脏组织单层细胞的培养
,

至今已连续培养 32 个月
,

传至 1 20

代
,

建立了细胞系
,

定名为草鱼肾组织细胞系(C孩)
。

本文报告了这一工作
。

材 料 和 方 法

1
.

原代细胞培养和传代培养 肾脏材料采用经室内暂养二个多月的二龄健康草鱼
,

先

用 。
.

0 1形高锰酸钾溶液浸泡消毒半小时
,

再用 70 另酒精在解剖部位擦洗
,

然后用无菌手

术取出约 0
.

5 立方厘米的肾脏组织
,

在无菌室中剪碎
,

用 孤n k s
液洗涤 3一 4 次

,

用含

贺路
、

曾令兵
、

黄木桂参加部分工作
,

超薄切片和电镜观察由中国科学院武汉病毒所协作进行 ; 本文初稿经谢

天思副研究员
、

冯狂孙副教授
、

胡解郁副教授审阅并提出宝贵意见
,

在此一并致谢
。

—
作者

。
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0
.

25 终胰蛋白酶的原代细胞消化液进行热消化 (2。
“

C
, 3 0 分钟左右 )

。

消化完毕
,

吹打分

散
,

离心
,

倒去上清液
,

用 n a n k 日 液重悬
,

离心
,

再用培养液重悬
,

最后分装培养
。

分装培

养的细胞浓度为 2 x l护至8 x 1 0 6

个细胞 /毫升
。

传代培养的消化液为胰酶
一E D T A 混合消化液

,

其中胰酶含 量 为 0
.

1另
,
兄D T A 为

0
.

0 2拓
。

培养温度是 2 8o C
,

培养液开始用含 15 另小牛血清的 E 昭le M E M (日本制药株式会

社生产 )
,

以后小牛血清含量降到 10 多
,

培养液的 pH 为 7
.

2一7
.

4
。

2
.

细胞形 态 将细胞悬液接种于预先放有 2 6 狱 1 0 毫米小载玻片的小瓶内
,

经过一定

时间培养
,

取出小载玻片
,

风干
,

用 C时赴oy 氏液固定
,

H
,

E
.

染色
,

制成标本在显微镜下观

察
。

另外
,

用位相差倒置显微镜对活体细胞进行观察
。

3
.

细胞生 长速度和分裂指数的浏 定 用不 同浓度细胞传代
,

观察细胞生长情况
。

并以

2 5 x 1 0
4

个细胞 /毫升的浓度传代
,

然后在每个选择的温度下同时放置二个培养瓶
,

每天定

时观察
,

记录长成致密单层所需的培养时间
。

另外将等量的浓度为 2 5 x l少个细胞/毫升

的悬液分装 20 多个小瓶
,

在 28
0

0 条件下培养
,

每隔 2 4 小时任取三瓶计数
,

按平均值绘出

生长曲线
,

并计算最大增长倍数及其倍增时间
。

再将细胞制成 25 又 1 0 4

个细胞/ 毫升的悬液
,

接种于预先放有 2 6 x 10 毫米小载玻片

的小瓶内
,

置 2 80 0 条件下培养
,

每隔 24 小时任取三个小载玻片
,

用 C日r 且oy 氏液固定
,

H
.

E
.

染色
,

制成标本
。

然后用油镜统计 3 0 0 0 个细胞的分裂指数
,

以其千分比作为分裂

指数
,

并绘制成曲线 图
。

4
.

细胞对温度的适应性和保存 将细胞放在不同温度下观察其对不同温度的适应性
。

另外将细胞用 10 那甘油培养液制成悬液
,

先在 4o C条件下放置 2 小时
,

再在 一 2 00 0 条件下

放置 2 小时
,

最后缓慢放入液氮罐中保存
。

复苏时用 37 一 4扩C温热水迅速使其解冻
,

离

心后倒去保存液
,

用新鲜培养液重悬培养
。

为了达到实验室多途径保存细胞的 目的
,

除上

述液氮保存外
,

还探讨了其它较简便的保存方法
。

5
.

细胞染 色体分析 用 OIK 细胞
,

在传代后 68 小时用秋水仙素在 2 8o C条件下处理 4

小时(秋水仙素最终浓度为 0
.

2 微克 /毫升 )
,

然后用 。
.

0 4 6万 氯化钾液低渗半小时
,

再用

甲醇冰酷酸固定液(甲醇 : 冰醋酸为 3 : 1 )固定 2 次
,

用 1 : 9 的 G ie m 叽 液染色 45 分钟
,

最

后制成标本
,

用油镜观察统计
。

6
.

对病毒的敏感性 用草鱼出血病病毒(FR V )感染 CI K 细胞
,

进行敏感性试验
。

并

将已感染的 C工K 细胞经超薄切片
,

同时将感染的 C班 细胞冻融
,

低速离心除去 细胞碎

片
,

再经差异离心提纯病毒
,

最后进行电镜观察
。

另外
,

还用 10 一 13 厘米的草鱼种反复进

行细胞毒的回接试验
。

除上述对病毒的敏感性试验外
,

还通过病毒感染 C工K 细胞后 的

T C工D
。。

的测定
,

确定在 C班 细胞内病毒滴度升高的情况
。

结 果

1
.

建系过程

在原代细胞培养过程中曾换过培养液一次
,

培养大约半个月左右
,

细胞生 长茂 密
,

‘
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表 2 cI K 细胞 (第洲代 )的增殖情况

介七Ie 2 T h e re P ro d如t主0 0 of C IK <9 8 七11 9 ’e月
娜舌lo n )

培培 养 天 数数 000 111 222 333 444 555 666

ccc l工1七u t o d d盯$$$$$$$$$$$$$$$$$

细细胞数 (
x l少 细胞 /毫升))) 2 666 3 222 3 9

,

盛盛 4 6
.

888 5 6
,

555 70
.

888 跳
,

555

。。u m b 。 : o圭e e l] s
(
义 1 , 。。1]。/坦1 )))))))))))))))))

望戈一N0根据倍增时间 TD
一
里

馆

公式
,

求得第 6 天细胞增长近 3
.

5 倍
,

倍增时间为 艇
,

6

小时
。

图 3 为细胞分裂指数曲线
。

从图 3 可以看出 0班 细胞从第 1 天到第 4 天分裂 指 数

迅速升高
,

第 4 天分裂指数最高为 3 3
.

7偏
。

以后几天则下降
。

(浦�彭车豁巾密盈熹令十!堵

80的40加

�[扫\
,Olx�摇型盛

0 1 2 3 4 6 6 7 8

培养天数 ( da y :
)

图 2 第 98 代 CI K 细胞在2少 c 条件下的生长情况

卫馆
.

Z T比 群叫还g
~

v e o f C」〕又

( 9 8 七h ge 朋m tio n 〕u n d e r 2 8
“
c

培养夭数( d
a y容)

图 3 第 的 代 C工K 细胞分裂指数曲线

F i g
.

3 T比 fi s o i皿a l i n de x c吐v e

讨 C ll丈 ( 9乳h g e u or a七io n )

4
.

细胞对温度的适应性及保存

0班 细胞生长温度范围广泛
,

在 1 1一4 00C 的条件下都可以生长
,

以 20 一3 8oC 生长较

好
。

但温度在 2 8a o左右生长较稳定
,

并能维持较长时间
,

最长观察到 幼 天仍是致密单层

细胞
,

仍能正常传代
。

目前我们实验室短期保存 CI K 细胞的温度为 2 护c
,

在这个条件下

所放置的各代细胞
,

一般保存 1一2 个月仍可传代
。

这里要特别提出的是
,

在这个条件下
,

在 1 9 8 3 年 4 月 2。日放置的第 14 代细胞至 19 8 4 年 3 月 28 日传代长势仍很好
,

已继代几

次
。

在普通冰箱 4o C条件下贮存的 C班 细胞最长期达一个月亦能传代
。

这里有 二 种 情

况
,

一种情况是细胞未脱壁
,

从冰箱取出即可传代 ;另一种情况是细胞全部脱落
,

这时就需

要放到韶
。

C温箱中
,

待细胞重新贴壁换液后长满单层时再传代
。

按前述方法已在液氮中保存 3 个月的细胞仍可复苏
,

其活力未变
。

上述细胞保存方法和数据仅仅是初步的结果
,

还有待今后继续研究
。







1 期 左文功
、

钱华鑫
、

许映芳等 : 草鱼肾组织细胞系 C卫K 的建立及其生物学特性 灯

进一步观察
。

3
.

关于用液氮贮存鱼细胞前
,

用什么方法将贴壁细胞制成悬液较好
,
还需进一步研

究
。

我们的工作证明用胰酶
—

E D T A 消化法是可以的
,
但最佳方法尚需进一步研究

。

4
.

我们用 C IK 第 87 代和第 89 代细胞做了两次集落形成效率 (Pl 舫血g 才f允ie n e y )

都未得到结果
。

另外
,

CIK 细胞的生长速度
,

长满单层的时间与培养液中小牛血清的浓

度亦有很大关系
,

这都说明 C工K 细胞尚未转化
。
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