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摘 要 鱼类细胞培养技术是一种重要且有潜力的生物学研究技术手段和方法。随着生物技术的 

发展，越来越多的鱼类细胞系(株)被建立。鱼类细胞培养的具体方法因细胞种类而异，但是总体上有 

共同之处。作者针对鱼类细胞培养的发展现状、应用与特点、方法技术进行综述，并为鱼类细胞培养 

的发展前景作 出展望 。 
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Advances in research on fish cell culture techniques 
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ABSTRACT Fish cell culture techniques are important and promising tools for biology stud- 

ies．W ith the development of biological technology，an increasing number of fish cell lines have 

been established．Although the procedures for developing fish cell lines varied with cell sources， 

basic principles were similar．In this paper，the status of fish cell culture development，applica— 

tion and characteristics as well as culture techniques were reviewed，with emphasis on the per— 

spectives for fish cell culture development． 
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水生动物尤其是鱼类细胞培养是从 2O世纪 6O年代才开始的。相比哺乳动物细胞培养而言 ，虽然起步较 

晚 ，但是发展非常迅速 。随着细胞培养技术 的不断进步，越来越多的鱼类细胞培养获得成功 ，并且被广泛应用 

于鱼类遗传学、病毒学、药物学、环境保护以及生物技术等多方面。 

l 细胞培养的研究现状 

鱼类细胞培养，始于20世纪60年代，由Wolf等(1976)建立了世界上第一个鱼类细胞系，即虹鳟鱼生殖腺 

细胞系一一RTG一2。随后，Gravell又建立了另一个鱼类细胞系——胖头鱼肌肉细胞系 FHM。此后，鱼类细胞 

培养研究发展非常迅速 。据 Fryer等 (1994)报道 ，世界上共有超过来 自 34个科、76个种 的 159株鱼类细胞 

系。截止到 目前 ，已有的细胞系应该远远超过这个数 目。自 1981年张念慈、杨广智建立 了我 国最早 的鱼类 细 

胞系一 一草鱼吻端组织细胞系以来，我国已经建立了数十余种细胞株(系)，其中主要以淡水鱼细胞培养为主。 

近几年随着海水养殖业的高速发展，海水鱼细胞的培养也越来越受到重视，已报道的有牙鲆鱼鳃细胞系 FG、 

国家自然科学基金项 目(30871930、31072222)资助 
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鲈鱼脾细胞系 SPS、鲈鱼心细胞系 SPH、真鲷鳍细胞系 RSBF、花鲈胚胎干细胞系、漠斑牙鲆胚胎干细胞系、大 

菱鲆鳍细胞系、点带石斑鱼脾脏细胞系 GS等细胞系(童裳亮等 1998；叶寒青等 2004；Qin et a1． 2006)。 

2 鱼类细胞培养的应用与特点 

最初鱼类的细胞培养主要应用于鱼类病毒的分离、鉴定以及病毒疫苗的制备，Wolf等(1976)利用 RTG一2 

细胞系分离出第一个鱼类病毒——传染性胰坏死病毒。随后，各种鱼类病毒随着不同鱼类细胞系的建立被分 

离出来。目前已经应用到环境毒理学、鱼类肿瘤学、生理学、内分泌学、遗传学和资源保护等方面。鱼类的细胞 

培养应用范围如此之广主要是由于鱼类细胞培养作为一种新兴的研究工具有着自己独特的优势：1)细胞培养 

产 品标准化程度高、变异程度较低 ，维护无需较多的人力资源 。2)真实性与快速性。离体培养的鱼类细胞尤其 

是原代培养细胞 ，仍然具有很高的功能分化性 ，其生理生化功能接近在体状态 (Tocher et a1． 1989)，而且实 

验周期不受实验动物生长周期的影响，可以快速获得实验结果。3)可重复性。在离体条件下，可以精确控制实 

验条件，排除其他影响因素的干扰，可以有针对性地开展研究。 

鱼类细胞培养的原理以及技术都是借鉴哺乳动物细胞培养，但是与哺乳动物细胞培养相比，鱼类细胞培养 

却有着 自己独有的特点：1)由于鱼类是变温动物，耐温范围较广，因此鱼类细胞培养对于温度的要求没有哺乳 

动物细胞培养那么严格 。冷水性鱼类如大西洋鲑细胞生长温度一般在 15～2O℃ (Koren et a1． 1997)，而温 

水性鱼类细胞如草鱼在 20~30℃仍然可以保持活力(唐 玫等 2001)，还有一些广温性鱼类如牙鲆和鲈鱼的 

耐温性则更广(童裳亮等 1998)。2)相比哺乳动物细胞培养，鱼类细胞可以耐受的渗透压范围更为宽广，因此 

被广泛应用于环境生态学等生物研究领域。3)对于某些细胞培养如淋巴细胞 ，细胞需要外部刺激才能够在体 

外不断增殖。哺乳动物淋巴细胞需要外源刺激物(如白细胞介素)周期性的不断刺激才能达到体外长期培养目 

的，但是鱼类淋巴细胞只需要一次或者不需要刺激，就可以保持体外长期增殖状态(Miller et a1． 1994)。4) 

与哺乳动物细胞培养不同，鱼类细胞培养不需要频繁地传代以维持细胞活力(7～14d或者更久)，传代后的培 

养条件也基本不需要经常改变 ，减少 了劳动力消耗(Fryer et a1． 1994)。 

3 鱼类细胞培养的分类 

鱼类细胞培养同哺乳动物细胞培养一样，包括原代培养和传代培养两个阶段。原代培养是指直接从动物 

的组织器官获得细胞所做的首次培养；传代细胞培养则是对体外生长的细胞进行扩大和继代，传代培养的细胞 

有些生存期有限，称之为有限细胞系；已获得无限繁殖能力持续生存的细胞系称为无限细胞系。一般来说传代 

培养的细胞随着继代次数的增多，会逐渐失去原代培养细胞的生理生化功能特性 ，而原代培养细胞仍然保留部 

分甚至全部同在体细胞一样的生理功能特性，细胞仍然保持高度的分化性以及功能性，因此，原代培养细胞被 

认为可 以取代动物活体开展部分生命科学研究 (Segner 1998；Zhou et a1． 2006)。就 目前细胞培养的应用 

现状而言 ，原代细胞培养所应用的研究领域更为宽广 ，在某些研究领域如环境毒理学研究 、鱼类生理学研究和 

遗传学研究等方面的作用更是传代培养的细胞所无法代替的。 

4 鱼类细胞培养的取材 

目前 ，已经建成超过 160个鱼类细胞系，所涉及 的鱼类包括淡水鱼类 、海水鱼类以及溯河鱼类 。用于细胞 

培养的实验鱼类个体要健壮无病，体表鳞片黏液完整没有外伤，选择实验鱼类之前最好了解该鱼种群的健康 

史 ，避免选用某些携带内源性病菌的鱼类(Wolf et a1． 1976a)。鱼类细胞原代培养所取材 的组织器官来源很 

多，鱼类胚胎和幼鱼的各种组织，分化程度低，分裂潜能大，病毒携带少，适合作为原代培养的材料；另外成鱼的 

性腺、肾脏、肝脏、脾脏、心脏、鳍条、鳔、鳃上皮、皮肤、吻端、内分泌组织、血液、肌肉组织以及骨骼细胞的原代培 

养 ，均已有报道 (Miller eta1． 1994；Bouma eta1． 2005；Norum eta1． 2005；Sakai 2006；Alvarez eta1． 

2007；W ood et a1． 2007；Katakura et a1． 2009)。 

5 鱼类细胞原代培养的取材方法 

由于鱼类种类、年龄 、性成熟度 、不 同组织器官的生理结构不同，不同细胞生活的内环境也千差万别 ，因此 ， 
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对于来 自不 同组织器官材料的取材方法 、培养方式以及培养条件也 因细胞而异。在无菌环境下从鱼体取 出要 

培养的组织细胞，需要对所取材料进行一定的处理后接入到培养板 (瓶)中进行培养 ，通常有如下几种方法 ： 

1)组织块 固定法 。将组织从鱼体中取出后 ，剪成约小块 ，按照一定 的排列方式将组织块贴在培养瓶 (皿) 

中，待组织块贴紧后，加入培养液后放入培养箱中培养。由于这种方法相对简单易学，受到许多初学者的青睐 

(W off et a1． 1976a)。 

2)机械分散法。适用于细胞间连接较松散的组织，如肝脏、肾脏 、胚胎组织 以及幼鱼全鱼。将完整或者剪 

碎的组织挤压通过筛网，将过滤后得到的组织离心清洗后加入营养液培养。 

3)络合剂分散法。目前使用的络合剂主要是 EDTA(乙二胺四乙酸)，EDTA可以螯合细胞间的 ca抖，从 

而打破细胞之间的耦合连接，使细胞连接松散，稍微吹打后即可分散。该法多用于囊胚细胞培养及上皮型细胞 

系的传代或者作为其他分离方法的辅助手段。 

4)酶消化法 。该方法是 目前采用较为广泛的方法 ，适用于绝大多数组织器官，并且在贴壁细胞传代时也多 

用此种方法。经常采用的消化酶有胰蛋白酶、胶原酶等。利用消化法得到的细胞量大，均一性好，细胞贴壁后 

可迅速形成单层 。需要注意的是要视不同组织掌握消化酶的浓度以及消化时间，否则会因消化过度而对细胞 

产生损伤(Wolf et口z． 1976b)。 

5)密度梯度分离法 。用于从鱼类外周血液中和淋 巴器官中分离游离细胞，主要方法有 Ficoll梯度离心 、蔗 

糖梯度离心以及 Percoll梯度离心，其原理是利用不同性质的分离介质形成密度梯度，水平离心细胞混合液后 

即可达到分离纯化待培养细胞的目的(Blaxhall et a1． 1985)。 

6 鱼类细胞原代培养方法 

鱼类细胞种类多、细胞特性多样 ，因此培养方式也千差万别 ，目前主要采用的培养方法主要有 以下几种类 

型 ： 

1)贴壁培养法。大多数的鱼类细胞(如肝脏、脾脏、鳍条等组织)具有贴附生长的性质，属于贴壁依赖性细 

胞 ，大致有 以下 4种生长类型：成纤维型细胞 、上皮型细胞、游走型细胞和多态型细胞 。鱼类组织或者细胞接种 

到培养板(皿)中后，加入培养液后培养，细胞首先会贴附于培养材料底壁上，经过一段时间的潜伏期后，细胞开 

始进入指数增生期 ，细胞数 目大量增多，最后逐渐在培养板中混合形成单层 。在贴壁 细胞培养中，细胞能否成 

功贴壁是细胞培养成败的关键。细胞贴壁是一个非常复杂的多 因素相关过程 ，支持物表面的清洁程度 、所带 电 

荷以及培养基中的一些蛋白、激素、多肽类物质都会影响到细胞贴壁。采用氨基酸或者胞外基质包被的培养板 

会促进培养细胞贴壁 ，此外 由于在血清和鱼皮提取物中存在一些特殊物质如纤连蛋 白、细胞表面蛋 白和胶原蛋 

白等促贴壁物质，因此在培养基中添加血清、鱼皮提取物等物质也会有助于细胞贴壁(Lee et a1． 1993； 

Rabergh et a1． 1995)。 

2)悬浮培养法。区别于贴壁培养法，悬浮培养法培养的细胞胞体圆形，不贴于支持物上，不具有贴壁依赖 

性，多用于某些特殊细胞的培养，如白细胞以及少数类型的癌细胞 。以鱼类 白细胞培养为例 ，以密度梯度离心 

法分离出白细胞，清洗后即可加入培养基进行悬浮培养。刚分离出的鱼类白细胞大都处于 G。(G )期，细胞本 

身并不增殖，需要加入促有丝分裂素[如刀豆蛋白(ConA)、植物凝集素(PHA)、佛波醇(PMA)]才能促进白细 

胞分裂增殖(Blaxhall et a1． 1985；Miller et a1． 1994)。此外，鱼类血清的加入对于刺激白细胞的有丝分裂 

增殖也是必不可少 的。 

3)组织切片培养法。保持体外培养细胞的功能完整性是细胞原代培养的重要任务，而细胞与组织、细胞之 

间的交互作用有助于细胞的某些功能性基因的表达(Clayton et a1． 1985)。利用组织切片培养方法，可以使 

细胞在体外仍然具有和体内情况一样 的胞间作用 ，有助于减少细胞培养中经常出现 的部分细胞功能丢失现象 。 

组织切片培养法是指将离体动物组织剪切成长约 2 mm左右的小块 ，置于不 断滚动中的无菌容器 中培养 。在 

这样的培养条件下，最大限度保证了细胞之间的相互作用，减少了由于分化导致的细胞损失；存在的主要缺点 

是不能进行细胞计数，无法对实验进行精确定量分析，另外由于组织小块内外部分从培养基中获得的营养物质 

的效率不同，细胞生长的均一性、同步性较差(Janssens et a1． 1994)。 
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4)滋养层培养法 。也叫做共培养法(Co—culture)，多见于鱼类干细胞的培养 。干细胞是一类未分化的具有 

全能性的细胞，体外培养的关键技术是如何避免干细胞发生分化，在离体条件下仍然保持多能性。滋养层培养 

技术作为一种较为成熟的培养方法广泛应用在鱼类 的干细胞培养 。滋养层(Feeder layer)是 同源性 的细胞 培 

养物 ，干细胞接种到滋养层中，利用滋养层细胞产生的分化抑制因子可以保持干细胞在体外长时间保持未分化 

的多能性状态 (Evans et a1． 1981)。当前，利用该种技术已经成功建立了斑马鱼 、青锵鱼、花鲈的胚胎干细胞 

系(Wakamatsu et a1． 1994；Sun et a1． 1995；Chen et a1． 2003)和虹鳟 、鲤鱼 的造血干细胞 系(Diago et 

aZ． 1998；Ganassin et a1． 1999；Katakura et a1． 2009)。对斑马鱼和青锵鱼的胚胎成纤维滋养层的研究 

发现 ，成纤维生长 因子具 有 同滋养层 分化 抑制 因子一 样 的抑制 干 细胞分 化功 能 (Bradford et a1． 1994； 

Wakamatsu et a1． 1994)。哺乳动物造血干细胞滋养层分泌的造血干细胞生长因子 、胞外基质蛋 白和细胞粘 

连分子对维持离体造血干细胞的全能性和体外增生性有重要作用，但这些因子在鱼类造血干细胞滋养层中的 

作用 目前 尚不 明确 。然而随着无滋养层干细胞 的培养成功 ，相信将会有助于 回答这一科学 问题(Hong et a1． 

2000；Katakura et a1． 2009)。 

5)嵌入式培养法。是针对生殖细胞培养而设计 的一种培养方法 ，传统的生殖细胞培养方法 由于外植块的 

表体 比(表面积／体积)较低 ，阻碍 了氧气以及营养物质通过滋养层到达组织块 内部而导致生殖细胞发生坏死， 

无法达到体外长期培养的目的。而采用机械振荡培养方法虽然有助于增加氧气与营养物质进入组织块内部， 

但却容易导致组织的机械损伤(Nagler et a1． 1994)。嵌入式培养法则可以克服上述缺点 ，在普通 的细胞培 

养板中间插入具有 良好渗透性的微孔膜 ，微孔膜上下皆注入培养基 ，组织块置于微孔膜上 ，培养基可以通过微 

孔膜到达细胞的两侧 ，使细胞可以从培养基获得足够的营养物质(Miura et a1． 1991)。与普通塑料培养板培 

养的细胞相 比，利用嵌人式培养法培养 的细胞更能代表其体 内真实状态 ，可极大地改善细胞分化，扩大培养细 

胞的生物应用，达到体外长期培养生殖细胞的目的。利用该种方法，Miura等(1991)体外培养 日本鳗鲡 An— 

guilla 口ponica睾丸组织达到 21d，Amer等(2001)体外培养远东哲罗鱼 Hucho perryi睾丸组织 15d后仍然 

观察到完整的生精现象，Bouma等(2005)将长期培养的虹鳟睾丸组织移植到鱼体后，组织中的精母细胞仍然 

可以正常发育成为成熟的精子细胞 。 

6)重组培养法。鱼类 的鳃是一个特殊的器官 ，是因为鱼类鳃上皮细胞所特有的生理极性 ，可以生活在异相 

(水相、体液相)介质环境 中。传统方法是在均相环境中培养鳃细胞 ，导致鳃细胞所具有 的许多功能丧失，如细 

胞的生理极性以及 Na 与 c1一的吸收转运能力(Wood et a1． 1997)。重组培养法结合了滋养层培养法和嵌 

入式培养法的优点，专门为改进鱼类鳃细胞培养而设计。该方法将改进后的插入式培养板的上下两部分注入 

不 同的培养基 ，给鳃细胞营造了一个异相的生活环境 ，然后将鳃细胞接种在培养板的渗透性滤膜上培养 ，待铺 

垫细胞(Pavement cel1)形 成 后，利用 二 次接 种嵌 入法 (Double—Seeded Insert，DSI)形 成重 组鳃 细胞 单层 

(Fletcher et a1． 2000)，即将富线粒体 细胞 (Mitochondria—Rich Cells，MRCs)接种到铺垫细胞单层上 ，最后 

得到 由 85 的铺垫细胞与 15 的与离子转运密切相关的 MRCs细胞组成的重组鳃细胞单层 ，这两种细胞 比 

例与鱼类鳃中的细胞比例基本一致(Wood et a1． 2002)。利用重组培养技术，可以使鱼类鳃细胞生长状态更 

接近于在体情形，细胞所具有的电生理学特性、离子吸收转运以及氨分泌等高度分化的生理特性仍然保留，不 

失为一个很有前景的细胞培养技术 (Wood et a1． 2002、2007)。 

7)灌注培养法。组织环境 中抑制因素的积累是细胞密度提高 的主要 限制 因素(林福玉等 1999)，如氨离 

子 (Ryll et a1． 1994)、乳酸、CO (Hu et a1． 1997)。灌注培养技术的出现 ，解决这一难题 ，为细胞大规模培 

养开辟 了广阔的前景。在灌注培养系统 中，细胞保 留在反应 系统 中，排 除旧培养液的同时不断加入新 的培养 

基，为细胞连续培养提供充足的营养成分，带走代谢产物，使细胞达到很高的生长密度。较之其他方法，灌注培 

养方法可以提高生产效率，大大降低劳动力消耗。更重要的是与静态培养方法相比，灌注培养方法得到的细胞 

呈现 出更为全面的细胞功能性 。 

7 前景展望 

目前，虽然鱼类细胞培养已经取得了许多成果，但是在这一研究领域仍然有许多问题尚未解决，值得我们 
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去深入研究 ，鱼类细胞培养技术有着广 阔的发展前景 。 

1)无血清培养基的的研究开发与优化。无血清培养基的优势在于避免了因为血清的批次、质量、成分等对 

细胞培养造成的污染、毒性作用和不利于产品纯化等影响(郭立格等 2001)，此外对于某些生物学研究如营养 

素代谢、激素的胞外调控、信号转导等机制的研究需要借助于无血清培养基的支持(Tocher et a1． 1995； 

Vegusdal eta1． 2005)。因此开发既无血清又无蛋白或蛋白含量极低的第 3代双无培养基(Serum-free，Pro- 

tein-free medium)以及无血清无蛋白适合多种细胞生长的第四代全能型培养基就显得迫切而具有现实意义 

(陈昭烈等 1994)。 

2)保证体外长期培养的细胞保持分化状态。鱼类原代细胞培养的技术关键点在于尽可能在体外条件下模 

拟体细胞生活的内环境，减少由于分化(去分化或再分化)导致的细胞损失，尽可能保持细胞在离体条件下的生 

理功能完整性(Segner 1998)。短期培养(5～8d)的细胞功能基因可以正常表达，但是长期体外培养条件下的 

细胞许多功能会丢失。可能是由于体外培养条件下缺少在体条件下的营养供给、细胞间相互作用和神经激素 

调控等作用，因此，需要不断优化培养条件，使培养条件最大限度接近体内细胞生长的真实情形。 

3)筛选高效的生物学检测指标。随着离体培养时间的延长，细胞可能会出现部分功能缺失或改变，同时会 

伴随着许多生理学指标的改变，通过检测其中某些敏感的细胞生物学指标可以监测所培养细胞是否发生功能 

分化 。如在胚胎干细胞的培养 中，细胞碱性磷酸酶以及端粒酶活性的存在是 ES细胞体外多能性保 留的标志 

(Wakamatsu et a1． 1994；Hong et a1． 1996)，某些标记基 因(Marker Gene)的体外表达也可以被认为是细 

胞功能完整性 的记号(Katakura et a1． 2009)。 

4)新的细胞培养技术的开发 。相 比哺乳动物细胞培养而言 ，鱼类细胞培养难度较大 ，相当多的鱼类组织器 

官的细胞培养至今尚未成功。这就需要我们不断开发新的细胞培养技术，优化培养条件，解决这一难题；同时 

目前已有的细胞大规模培养技术，如鱼类细胞的微载体培养技术、转瓶培养技术、细胞的生物反应器培养技术 

等还不是很完善，还需要进一步的研究。 
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