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水生动物的细胞培养晚于陆生动物 其中 包括

水生无脊椎动物和水生脊椎动物 水生无脊椎动物

的细胞培养主要是甲壳类 如对虾 !螯虾 !龙虾 !蟹和

鲎 !贝类 如牡蛎 !珍珠贝和蛤 和海绵的体外培养 ∀

水生无脊椎动物的细胞培养比较困难 原代培养细胞

不能形成单层 或即使形成单层 但细胞不分裂 难以

进行传代 ∀因而 至今没有得到水生无脊椎动物的连

续性细胞系 ∀水生无脊椎动物的细胞培养不仅在甲壳

类和贝类的病毒分离 !检测和疫苗制备方面有很大的

应用价值 而且还可能用来生产天然产物比如药物 ∀

已经发现不少海洋无脊椎动物 如海绵 ! 珊瑚 ! 苔藓

虫 !海兔和海鞘 能合成抗癌 !抗病毒 !抗心血管病的

药物 若能查明这些药物是在动物的哪些细胞中合成

的 便可能用细胞培养法来生产 ∀

水生脊椎动物的细胞培养主要是鱼类的细胞培

养 始于 世纪 年代 由 • 和 ±∏ 建立了世

界上第一个鱼类细胞系 即虹鳟鱼生殖腺细胞系

× 2 ∀此后 鱼类的细胞培养研究进展十分迅速 ∀据

ƒ 等 ≈ 统计 到 年为止 至少已建立了 株

鱼类细胞系 ∀其中 淡水鱼类和溯河洄游性鲑科鱼类

的细胞系有 株 分别来源于 个科的 种鱼类

的不同组织 而海水鱼类的细胞系仅有 株 分别来

源于 个科的 种海水鱼类的不同组织 ∀我国对于

鱼类细胞培养的研究始于 世纪 年代 迄今已建

立了 多株细胞系 见表 ∀

鱼类细胞培养方法

鱼类细胞的培养方法基本上沿用了哺乳动物细

胞的培养方法 ∀包括原代培养和传代培养 ∀

鱼类细胞原代培养的方法包括组织块固定法 !机

械分散法 !络合剂分散法和酶消化法 ∀当组织量较少

时 可以采用组织块固定法 机械分散法适于细胞间

连接较松散的组织 如胚胎组织及幼鱼全鱼 络合剂

分散法是用 ∞⁄× 等螯合剂将细胞间的钙 !镁离子结

合掉 而使细胞间连接松散 主要用于囊胚细胞培养

酶消化法是目前鱼类细胞培养中 为常用的方法 胰

蛋白酶质量分数为 ∗ ∀

与哺乳动物的细胞培养相比 鱼类细胞的培养比

较容易 对传代培养时间的要求弹性比较大 适温范

围广 ∀这些优点使得鱼类细胞系在生物学很多研究领

域中得到广泛应用 ∀

鱼类细胞原代培养的组织来源有很多 ∀胚胎组织

和幼鱼的各种组织 分化程度低 分裂潜能大 是原代

培养的主要组织来源 ∀另外 成年鱼的性腺 !肾脏 !心

脏 !鳔 !脾脏 !鳍条 !吻端等组织以及成鱼的肿瘤组织

也是常用材料 ∀

对淡水鱼而言 用于哺乳类的商品化培养基的渗

透压是适宜的 不需要进行调整 而对海水鱼而言 有

些需要在培养基中添加 的氯化钠 调节渗透压

至 ≅ ° ∀

鱼类细胞系的应用

目前 鱼类细胞培养技术已成为一种重要的研究
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手段 广泛应用于病毒学 !环境毒理学 !细胞生物学 !

肿瘤学以及资源保护等方面 ∀鱼类培养细胞作为实

验对象 有着活体鱼无法比拟的优点 成本低 细

胞系的维护不需要大型的养殖设备和大量的换水与

充气 重复性好 实验条件可以精确控制 ∀因此 对

鱼类细胞系进行深入研究 无论在理论研究方面 还

是在实际应用方面 都具有深远意义 ∀

鱼类病毒学

鱼类病毒学是鱼类细胞培养 主要的应用领域

之一 主要应用于病毒的分离 !鉴定以及病毒疫苗的

制备 ∀自 • 首次利用鱼类培养细胞 × 2 分离出

第一个鱼类病毒 ) ) ) 传染性胰坏死病毒以来 目前

世界上已经发现了 余种鱼类病毒 ≈ ∀其中 已经分

离鉴定的大约有 种 尚未分离的大约有 种 ∀在

已分离鉴定的鱼类病毒中 包括疱疹病毒科 种 !呼

肠病毒科 种 !虹彩病毒科 种 !副粘病毒科 种 !双

病毒科 种 !正粘病毒科 种 !小 病毒科

种和杯状病毒科 种等 ∀在已发现但尚未分离鉴定的

鱼类病毒中 属于疱疹病毒科的有 种 属于反转录

病毒科的有 种 属于虹彩病毒科的有 种 ∀在已发

现的 余种鱼类病毒中 有 种病毒对渔业生产有

较为严重的不良影响 它们是 疱疹病毒科的斑点叉

尾蛔病毒 双 病毒科的传染性胰坏死病毒 呼肠

病毒科的草鱼呼肠病毒 弹状病毒科的鲤鱼春季病毒

血症病毒 ! 弹状病毒科的病毒性出血性败血症病毒 !

弹状病毒科的传染性造血器官坏死病毒和弹状病毒

科的白斑狗鱼幼鱼弹状病毒 ∀ 年 ≈ 用

× 2 细胞研究了虹鳟病毒性出血性败血症 ∂ ≥ 病

毒的特性 ∀ 年 ƒ
≈ 等用鲤鱼卵巢原代培养细

胞分离了鲤鱼春季病毒血症病毒 而后又从 ƒ 细

胞分离出弹状病毒 ∀ • 和 ⁄
≈ 年用云

斑叉尾蛔细胞系分离出 ≤≤∂⁄病毒 ∀ 年 童裳亮

等利用虹鳟脾细胞系从病鱼中分离出鱼传染性胰脏

坏死病毒 并对该病开发出 ∞ ≥ 和核酸探针检疫技

术 ∀长江水产研究所和中科院病毒所通过草鱼肾脏

组织的细胞培养分离鉴定了草鱼出血病病原 ) ) ) 鱼

呼肠病毒 并生产了减毒疫苗 广泛用于生产实践

中 ∀ 年 等 ≈ 人将虹彩病毒

√ ∏ 接种在 ∞°≤细胞系中 观察病毒的形态发生 对

其进行了鉴定分类 ∀ 年 ≤ 等 ≈ 建立了鲈鱼细

胞系 研究了其对虹彩病毒 !双 病毒 !呼肠病毒 !

棒状病毒 !野田村病毒的敏感性 证明该细胞系适合

作为分离各种鱼病病毒的载体 ∀

毒理学

鱼类养殖业的快速发展与工农业污染对水质的

破坏 促进了鱼类毒理学的研究与发展 ∀但是 利用

活鱼进行毒理学研究 需要一定的养殖场所和养殖设

备 需要不断的充气和经常换水 周期长 !成本高 ∀再

者 鱼类本身代谢作用具降解性 经常导致结果重复

性差 ∀利用体外培养的鱼类细胞代替活鱼进行毒理

实验 则解决了上述的问题 具有以下优点 细胞

的均一性好 在遗传上极为相似 药物与细胞直接

作用 反应速度快 可结合多种技术方法测知药物

效应 比用活鱼更经济 !方便 ∀ 和 ° ∏

于 年首次将体外培养的鱼类细胞用于检测环境

污染物对水生生物的毒性作用 ∀在此后的几十年间

利用体外培养鱼类细胞对环境毒物 包括基因毒物 !

诱变剂 !致癌物 !环境激素和内分泌干扰素 进行污染

监测和安全性评价 成为鱼类细胞培养的重要用途之

一 ∀ 年 和 ∏ 利用光镜和电镜

描述了 2二氯苯酚对 × 2 的细胞病理学效应 ∀

≥
≈ 年分析了 种多环芳香族碳水化合

物对虹鳟鳃细胞系 2 • 的细胞毒性 发现这些

化合物的毒性是通过破坏鱼类细胞膜的完整性来实

现的 ∀ 年 与 ≥
≈ 检测了六种重金属

盐在虹鳟 × 2 细胞系中的细胞毒性 它们的毒性大

小为 ≤ ≤∏ ° 并提出谷胱甘肽能

够通过与重金属盐螯合保护鱼类细胞不受重金属毒

害而起保护作用的 ∀ 年 ∏
≈ 等人研究了褐

色大头鲶 细胞系和虹鳟 × 2 细胞系对苯并芘的

反应 苯并芘可以诱导 ≤≠° 的酶活 结果表明 苯

并芘既有直接毒性 也可以通过代谢而产生毒性 细

胞系的 ≤≠° 的诱导有效性使其成为环境生物检

测和毒理学上的有用的工具 ∀ 年 ƒ
≈ 提出鱼

类细胞系在生态毒物学研究中是一种多用途的工具

鱼类细胞系可用于评价样品的细胞毒性 评价有机化

合物对细胞色素 ° 的诱导能力 还可以评价样

品的雌激素活性 鱼类细胞系可以取代急性鱼类毒

性实验 具有快速和节约资源的优点 ∀随着细胞毒理

学在实际应用中的增加 在鱼类细胞毒理实验中 人

们不断改进实验手段 年 × 等 ≈ 用流式细

胞术对基因毒素 丝裂霉素 !长春花新碱硫酸盐 !苯

并芘 进行毒性评价 快速且客观 ∀ 年

等 ≈ 利用虹鳟细胞系 × 2 以细胞微核化为基因毒
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性分析终点 对 个工业废水样品进行分析 发现有

个样品显著提高了 × 2 细胞的微核化水平 ∀

ƒ 等 ≈ 采用 °⁄技术分析了丝裂霉素 ≤ 对虹

鳟细胞系 × 2 的基因毒性 结果显示 丝裂霉素 ≤

对 × 2 细胞基因组 ⁄ 的遗传损伤可以通过

°⁄指纹中某些扩增带的有无或扩增强度的改变来

表现 ∀近年来 细胞培养被广泛用于取代整条鱼来测

试药物作用 ∀有资料表明 氯化铵可以抑制传染性胰

坏死病毒在 ≤ ≥∞2 细胞中增殖 苯丙咪唑钠可抑

制传染性造血器官坏死病毒在 ƒ 细胞的增殖 ∀

鱼类肿瘤

水环境中基因毒物的不断增加及其对鱼类的基

因毒性生态学效应越来越受到广泛关注 ∀ ∞≥ °在

年证明水中的基因毒物与鱼类肿瘤发生密切相

关 ∀因此 培养鱼类的癌细胞是研究肿瘤发生机理的

途径之一 ∀美人鱼神经纤维瘤 ⁄ ƒ 是一种自发性鱼

类肿瘤 ≥ 等 年从培养的 ⁄ ƒ细胞系中分

离出一种反转录病毒 认为该病毒是 ⁄ ƒ形成的诱

因 ∀近年 郭华荣等在牙鲆鳃细胞系 ƒ 培养中发现肿

瘤性转化 这在鱼类细胞系中是首次报道 他们从形

态学 ! 非贴壁依赖性和遗传变异方面分析了 ƒ 发生

肿瘤转化的特点 这对于了解鱼类细胞系的转化和肿

瘤发生有重要意义 待发表资料 ∀

基础理论研究

生理学 在鱼类生理学研究方面 细胞

培养是研究细胞生理的基础 在某种程度上 也能够

从细胞水平了解个体的功能 ∀ •

和 等 ≈ 分别用细胞培养技术对鱼类细胞膜离

子通透性和电生理特性进行了广泛而深入的研究 ∀

年 等 ≈ 人通过实验发现 将从病鱼中

分离出的弧菌的上清液接种到加入了去甲肾上腺素

嗜镉细胞瘤 °≤ 中 细胞向外释放乙酰胆碱的量增

多 从细胞水平上解释了当致病弧菌感染鱼后 鱼所

出现的行为 ∀

内分泌学 国外的一些学者采用鱼类细

胞系就鱼类的内分泌进行了研究 ∀ ∞ 等于

年成功培养了鱼垂体细胞 ∀ 等 年发现 鲤

鱼原代细胞对鱼垂体促性腺激素释放因子和性激素

有反应 ∀ 年 ∏ 等 ≈ 研究了胰岛素样生长因

子对欧洲鳗鲡原代垂体细胞分泌的促性腺激素和生

长激素的反向调控作用 ∀ 年 等 ≈ 研究了鲈

鱼重组 2 在鱼的异源细胞系中活化的信号途

径 实验通过将重组的垂体 2 在鱼类细胞系中

表达 采用受体基因监测信号途径的活化来实现的 ∀

免疫学 在鱼类免疫学研究中 也有很

多利用细胞培养的例子 ∀ 年 ∏ 等 ≈ 从金

鱼的巨噬细胞系中分离出巨噬细胞生长因子 证明肾

脏白细胞能够分泌内源性生长因子 该生长因子在鱼

类调节巨噬细胞造血功能方面起重要作用 ∀ 年

≥ 等 ≈ 实验发现 鱼类具有特异性的抵抗被

病毒感染的细胞的细胞毒性 这一点与高等脊椎动物

相似 实验使用的是鲤鱼同源细胞系 ∀ 年 ≥

等 ≈ 人从淡水鲶鱼中分离出第一个变温动物的细胞

毒细胞系 研究了 ×淋巴细胞和自然杀伤细胞的作用

机制 实验证明 鲶鱼有一系列不同的细胞毒细胞 克

隆细胞毒细胞有利于研究其功能 这在其它鱼类研究

中尚未出现 ∀ 年 等 ≈ 研究了鱼类的 ×

细胞功能 实验结果证明 硬骨鱼的 ×细胞的免疫功

能与高等脊椎动物的 ×细胞免疫功能相似 建立了用

于检测起保护作用的抗原的模式系统 诱导由细胞介

表 1  我国已建立的鱼类细胞系[ 16 ∗ 19]

鱼类名称 组织来源 细胞系名称

草鱼 吻端组织 ≤2 ≤2 ≥

鳗鲡 卵巢组织 鳗鲡卵巢组织细胞系

鳗鲡 肾脏组织 鳗鲡肾脏组织细胞系

罗非鱼 卵巢组织 罗非鱼卵巢组织细胞系

鲫鱼 胚胎组织 ≤ 2

草鱼 尾鳍组织 ≤≤ƒ2

草鱼 肾脏组织 ≤

虹鳟 头肾组织 虹鳟巨噬细胞系

草鱼 吻端组织 °≥ƒ

团头鲂 尾鳍组织 × ±2

草鱼 尾鳍组织 ≤2

鲫鱼 鳃盖膜组织 ≤≤2

南方鲶 胚胎组织 ≥

牙鲆 鳃组织 ƒ

鲈鱼 脾脏组织 ≥°≥

鲈鱼 心脏组织 ≥°

真鲷 鳍组织 ≥ ƒ

淡水白鲳 吻端组织 ≤ •

淡水白鲳 尾鳍组织 ≤ ×

淡水白鲳 臀鳍组织 ≤ ≥

淡水白鲳 胚胎组织 • 2
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导的免疫 建立鱼类疫苗 ∀

遗传学 在遗传学方面 胚胎干细胞研

究和基因打靶技术在鱼类发育生物学 !鱼类基因工程

育种及海洋生物技术等方面发挥很大作用 ≈ ∀胚胎

干细胞是从动物早期发育胚胎内细胞团和原始生殖

细胞分离得到的一种未分化的永久性细胞系 它既保

留了所有的发育潜力 在适合的条件下能够发育成多

种类型的细胞 !组织 它还能让人对其基因组进行各

种遗传操作 ∀因此 胚胎干细胞是研究动物早期胚胎

发生 !细胞分化 !基因功能和表达调节等发育生物学

基础研究的一个非常理想的工具 ∀ 年 ≤ 等

早尝试进行斑马鱼胚胎细胞培养 ∀≥∏ 于 年获

得了斑马鱼胚胎成纤维细胞系 ∞ƒ 年 • 2

∏等报道了青 胚胎干细胞的建立和鉴定 ∀ ≥∏

• ∏和 等人的研究均表明 胚胎干细胞具

有很强的体外分化能力 ∀ 率先在斑马鱼上进行了

囊胚细胞移植制作嵌合体鱼的研究 ∀ 年 • 2

∏等通过显微注射将来自野生型青 的囊胚细胞

移植到白化品系中 成功获得了能够通过生殖系传递

的嵌合体个体 ∀有关将经过长期培养的鱼类胚胎干细

胞移植后获得嵌合体的研究 目前只有一篇报道

等将传代培养达 代的青 胚胎干细胞显微

注射到白化品系中 获得了胚胎干细胞移植的嵌合

体 ∀

资源保护

鱼类细胞系还能够应用于资源保护领域 ∀对珍

贵的野生动物和有重要经济价值的动物 人们已从不

同水平对这些物种保护进行了研究 我国已经建立了

野生动物细胞库 鱼类细胞库是建立在细胞培养基础

上的 ∀由于鱼类干细胞具有该种的全套基因且具有发

育潜能性 保存住了细胞就意味着保存了该物种基

因 这对鱼类种质资源保护有重要意义 ∀张义兵等 ≈

于 年报道了白暨豚组织培养的初步研究 建立

白暨豚的永久细胞系 对研究白暨豚的细胞遗传学 !

细胞生物学以至资源保护都有重要意义 ∀

活性物质

自从 年发现干扰素后 关于鱼类细胞干扰

素的报道陆续出现 ∀所用的诱导剂多是恒温动物病

毒 这些病毒在鱼类病毒学实验中有一定的限制 ∀

年 王铁辉等 ≈ 研究报道 草鱼出血病病毒被紫

外线灭活后 能够在鱼类培养细胞中诱导干扰素 同

时 放线菌素 ⁄具有超诱导作用 同种干扰素具有启

动效应 ∀该研究为鱼类干扰素的进一步研究及其基因

克隆奠定了基础 ∀资料表明 鲨鱼终生不会生癌 这是

因为在鲨鱼体内有一种名为硫酸软骨素的活性物

质 ∀但目前还没有鲨鱼细胞系建立的报道 如果建立

鲨鱼软骨细胞系 将使硫酸软骨素的大规模生产方便

而低成本 ∀

前景展望

鱼类细胞系的研究起步较晚 虽然人们已经取得

了很多的研究成果 但是 与其它动物细胞系的应用

相比 鱼类细胞系仍有很多的领域等待着人们去更深

入探索 ∀比如 动物细胞系不仅已广泛用于生产疫苗 !

干扰素和单克隆抗体 还用于筛选抗癌药物和免疫增

强药物 作为海洋动物的贝类 人们已经开始研究通

过培养育珠贝类的外套膜上皮细胞进行体外育珠 ∀人

们还从海藻中分离出新的抗氧化剂 建立了大量生产

生物活性化合物的海藻细胞和组织培养技术 ∀也有人

希望建立海绵细胞体外培养制备抗肿瘤化合物的方

法 ∀鱼类细胞系中同样有着丰富的宝藏等待着人们的

发掘 不仅仅是鱼类 鲍鱼和海参是两种营养价值很

高的海洋无脊椎动物 虽然它们的人工养殖已在许多

沿海地区开展起来了 但是生长周期长 产量低 市场

价格高 远远不能满足市场需求 ∀如果我们体外培养

鲍鱼和海参细胞获得成功 则可以通过大规模体外培

养鲍鱼和海参的细胞 在短时间内生产大量具有同样

营养价值的鲍鱼和海参细胞 以满足人们的食用要

求 即所谓的/ 试管鲍0和/ 试管海参0 ∀在不久的将来

/ 试管鲍0 和 / 试管海参0 将具有广阔的应用前景 ∀因

此 研究鱼类细胞系会对人们的生产生活做出极为重

要的贡献 ∀
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