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　　稀有 鲫 (Gobiocypris rarus)是我国特有的小型鲤科鱼

类 ,自然分布于四川省彭州市、都江堰市、汉源县、石棉县、双

流县等地 ,从 1990年开始 ,中国科学院水生生物研究所对其

分布区域、生物学、遗传纯化、饲养管理方法和繁殖技术等方

面进行了大量的研究工作 ,是我国近十几年开始使用的一种

优良的实验鱼。稀有 鲫具有体型小、生命力强、饲养简便、

不易染病、性成熟期短、繁殖季节长、产卵频率高等特点 [ 1 ]。

另外 ,稀有 鲫具有窒息点低 ,耐受低溶氧能力强 [ 2 ] ,对温度

适应性强 ,其成体温度适应范围为 0—35℃[ 3 ]等作为鱼类实

验动物的优点 ,目前已逐渐成为一种毒理学模式生物。

水生动物 (主要为鱼类 )的细胞培养研究晚于陆地生物 ,

以建立永生性细胞系为目的的鱼类细胞培养研究始于 20世

纪 60年代 ,至今已有近 50年的历史。鱼类细胞系可以对不

同的环境污染物 /致癌物产生反应 ,这表明鱼类细胞系已经

具备用作研究水体中不同污染物毒性的细胞模型的条

件 [ 4, 5 ]。鱼类细胞系是进行污染物毒性早期检测的模型之

一 [ 6 ] ,是毒理学研究的常用手段之一。用鱼类细胞系来评价

其对毒性物质的反应有两种不同的毒性效应 ,一是细胞毒性

效应 [ 7—9 ] ,一是基因毒性效应 [ 10—12 ]。

本文主要介绍稀有 鲫鳍条细胞系 RMF的建立 ,探讨

新建细胞系的最适生长条件 ,染色体和线粒体基因鉴定其种

类来源 ,并比较其不同生长代数对四种重金属镉、铬 (V I)、

锌、铜的毒性及其敏感性 ,探讨其作为毒理学研究体外模型

的可行性。

1　材料与方法
111　主要试剂 　液体培养基 M199、MEM、DMEM、RP IM 2

1640、L215、胰蛋白酶、GPS、两性霉素 B、PBS、胎牛血清

( FBS)、表皮生长因子 ( EGF)、成纤维生长因子 ( FGF)、秋水

仙素购自 Sigma公司 ;硫酸庆大霉素、Tris碱、EDTA、EDTA2

2Na、SDS、溴化乙锭 ( EB)、dNTP (10 mmol/L )、MTT购自 Am2

resco公司 ; Tag酶购自 Fermentas公司 ; DNA mark ( 100bp )、

DNA提取试剂盒购自 TOYOBO公司 ;琼脂糖购自 B iowest公

司 ;氯化镉 (CdCl2·215H2 O )、重铬酸钾 ( K2 Cr2 O7 )、氯化锌

( ZnCl2 )、硫酸铜 (CuSO4·5H2 O )、二甲基亚砜 (DMSO )等其

他试剂为国产分析纯试剂。

112　主要仪器　CO2培养箱 ,倒置荧光显微镜及拍照系统 ,

离心机 ,光学显微镜及拍照系统 ,德国 CASY细胞计数仪 ,

Amp litron ⅡPCR仪 ,凝胶成像系统及凝胶分析软件 ,酶标仪 ,

电子天平 ,生化培养箱和超净工作台等。

113　细胞培养　稀有 鲫 4尾 (体重 112—118 g,体长 35—
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45 mm) , 取自中国科学院水生生物研究所。按组织块贴壁

法 ,用 L215液体混合培养基 ,放入 25℃培养箱中进行原代培

养。每天观察细胞从组织块周围长出的情况 ,待从组织块长

出的细胞均匀铺满培养瓶底部时 ,消化离心收集细胞 ,进行

传代培养。

114　最适生长条件选择　细胞传至 10代时 ,调整各瓶的细

胞密度为 1 ×105 /瓶 ,分别放在 15℃、20℃、25℃、30℃的培养

箱中培养 , 进行最适生长温度的选择试验 ;细胞传至 15代

时 ,分别用含浓度为 0%、5%、10%、15%、20% FBS的培养液

调整各瓶的细胞密度为 1 ×105 /瓶 ,于 25℃的培养箱中培养 ,

进行最适 FBS浓度的选择试验 ;细胞传至 20代时 ,分别用含

10% FBS的 M199、MEM、DMEM、RP IM 21640和 L215培养液

调整各瓶的细胞密度为 1 ×105 /瓶 ,于 25℃的培养箱中培养 ,

进行最适培养基的选择试验。每天从各个培养箱中取出 3

瓶细胞消化制成细胞悬液 ,用细胞计数仪进行计数 ,每项选

择实验连续进行 1周 ,绘制其生长曲线。

115　细胞的染色体分析 　对数生长期的细胞 ,按 Earley [ 13 ]

进行染色体分析。

116　细胞 18S rRNA和细胞色素 b的基因分析　取对数生

长期的细胞 ,按照 DNA提取试剂盒的说明书提取基因组

DNA,进行 PCR扩增 ,扩增产物送上海博亚公司进行产物纯

化和测序。

引物设计所用的基因序列均源于 GeneBank数据库 ,根

据其基因序列利用 Primer 510设计引物 ,由上海生物工程公

司合成 ,如下 :

18S rRNA基因 ( EF190321)

上游引物 : 5′AGCGATTTGTCTGGTTCATT 3′

下游引物 : 5′AACGCCACTTGTCCCTCT 3′

产物 : 107 bp

Cytb基因 (AF375865)

上游引物 : 5′CCATACATTACACTTCCGACAT 3′

下游引物 : 5′TATCTGCCACGAGGGTTC 3′

产物 : 840 bp

117　M TT检测重金属的毒性　稀有 鲫 RMF细胞系在其

传代培养的 4th、9th、14th、19th收集细胞 ,接种到 96孔板进行

5th、10th、15th、20th传代细胞的重金属毒性敏感性检测 [ 14 ]。

118　数据分析 　所有数据采用 Statistic 610 ( StatSoft Soft2
ware, USA)软件进行统计分析 ,结果以平均值 ±标准差表示 ,

差异显著性用 t检验分析 ( p < 0105)。

2　结　果
211　细胞生长动态

组织块接种到原代培养瓶后肉眼观察 ,组织块均能很好

的贴壁 ,只见少量脱落现象。从第 2天开始 ,每天在倒置显

微镜下观察细胞的长出情况 ,发现组织块边缘第 2天就有细

胞长出。这些细胞长势迅猛但轮廓不太清晰 ,可能是黏液细

胞 ,几天后发现这些慢慢死掉。在这些细胞死掉之后从组织

块下面长出的细胞形态健康 ,轮廓清晰 ,经过 34d就可以形

成有规模的细胞克隆 (图 1A ) ,再经过 5—6d就能在组织块

之间形成细胞单层 ,这时就可以用 TVS消化进行第一次传代

培养。

原代细胞经 TVS分次消化 2—5m in后 ,大多数细胞边

缘卷起 ,脱离瓶壁变圆 ,收集细胞后接种于新的培养瓶中进

行传代培养 ,细胞在 24h后基本能贴壁。视初次传代接种的

细胞密度 ,细胞 5—8d接近长满瓶壁 ,倒置显微镜下观察 ,细

胞呈短梭形。经过 3—5次传代后 ,细胞逐渐长成整齐的成

纤维状细胞 (图 1B )。细胞在传代 8次以后 ,就能在 25℃下

很容易保持其快速生长。

图 1　稀有 鲫鳍条细胞系 RMF的细胞形态观察

Fig1 1　Photom icrography of RMF derived from rare m innow

A1原代细胞 ; B1 5 th细胞 ; 放大倍数 , 50 ×

A1 p rimary cells; B1 5 th cells; Magnification, 50 ×

212　最适生长条件的选择

为了确定新建稀有 鲫细胞系 RM F最佳生长温度 ,进

行了 15℃、20℃、25℃、30℃4个生长温度的梯度实验 ,结果

表明细胞生长具有温度依赖性 (图 2)。从图中可以看出 ,

RM F细胞在 4种温度下均能生长 ,细胞生长和增殖情况经

统计分析可以看出 ,细胞在 25℃时的生长和增殖情况显著

优于其他 3种温度 ( p < 0105 ) ,进一步分析可得 ,细胞在

20℃时的生长和增殖情况显著好于 15℃和 30℃ ( p <

0105)。

图 2　RMF ( 10 th )细胞在添加 20% FBS的 L215培养液的条件

　　　　　 下对生长温度的选择

Fig1 2　Growth kinetics of RMF ( 10 th ) in medium supp lemented

　　　　　with 20% fetal bovine serum at selected incubation temperatures

RMF细胞系在不同的血清浓度下的生长情况显示 (图

3) ,细胞在 20% FBS下生长速度最快 ,倍增时间大概为 24h,

细胞在 15% FBS下的倍增时间大概为 30h,而在 10% FBS

下细胞的倍增时间接近 36h。细胞在 5% FBS下生长速度非

常缓慢 ,在无血清的情况下几乎看不到生长。可见细胞在
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10%以上的血清浓度下可较好的生长 ,细胞的生长速度与血

清浓度具有相关性。

图 3　RMF (15 th )在 L215培养液中 25℃下对不同血清浓度的选择

Fig1 3　Growth curves of RMF ( 15 th ) in L215 medium supp lemented

　　　　　 which different concentrations of FBS at 25℃

RMF对不同培养液的选择 (图 4) ,结果表明 RMF细胞

系在所选择的 5种培养液中均能生长 ,但生长情况有所差

异。在 M199和 L215培养液中的生长情况显著优于其他 3

种培养液 ( p < 0105) ,进一步研究表明 , L215培养液中细胞的

生长情况稍优于 M199。在 MEM培养液中的生长情况优于

DMEM和 RP IM 21640培养液 ( p < 0105 ) ,其最适培养液为

L215。

图 4　RMF ( 20 th )细胞系 , 25℃下 , 对添加 10% FBS的不同培养

　　　 液的选择

Fig1 4　Comparative growth of RMF (20 th ) in selected growth medium

　　　 supp lemented with 10% FBS at 25℃

213　染色体及线粒体基因分析

利用 10th细胞做染色体分析 ,计数 50个细胞的染色体条

数 , RMF的染色体条数分布为 26—62 (图 5A ) ,正常为二倍

体细胞的染色体条数为 50 (图 5B)。

对线粒体基因的分析验证 RMF的种类来源。通过 PCR

扩增 RMF基因组中的 Cytb和 18S rRNA基因 ,分别得到 840

bp和 107 bp的产物 (图 6)。经过测序分析 ,其序列与发表

的序列一致。

图 5　RMF的染色体条数分布及染色体形态

Fig1 5　The frequency distribution of chromosomes of RMF treated with colchicines and phase2contrast photom icrograph of these three new established

　　　　 cells cellular chromosomes arrested in metaphase放大倍数 : 1000 ×Magnification: 1000 ×

图 6　PCR产物电泳图

Fig1 6　PCR amp lification p roduction

A; 100bp DNA mark; B: Cytb (840bp) (DNA extracted from tissues) ;

C: 18S rRNA ( 107 bp ) ( DNA extracted from tissues) ; D: Cytb

(840bp) (DNA extracted from cells) ; E: 18S rRNA ( 107 bp) (DNA

　　　　 extracted from cells) ; F: 250bp DNA mark

214　重金属对 RM F细胞的毒性

MTT法测定结果表明 ,MTT的相对还原量 (即细胞存活

率 )随重金属浓度的增加而逐渐降低 ,并且甲瓒生成量的减

少与染毒浓度有依赖关系 ,存在良好的剂量—效应关系。根

据其回归方程求得 IC50值 ,并比较不同代数细胞系对重金属

的毒性敏感性。由图 7结果显示 , 4种重金属对第 5代 RMF

毒性的 IC50值分别为 ( 17 ±511 )μmol/L (氯化镉 )、( 18 ±

619)μmol/L (重铬酸钾 )、(54 ±717)μmol/L (氯化锌 )、( 137

±24)μmol/L (硫酸铜 ) ; 4种重金属对第 20代 RMF毒性的

IC50值分别为 (23 ±414)μmol/L (氯化镉 )、( 21 ±519)μmol/

L (重铬酸钾 )、(72 ±16)μmol/L (氯化锌 )、(163 ±19)μmol/

L (硫酸铜 )。随着 RMF传代代数的增加 ,虽然对 4种重金属

毒性的敏感性均为下降趋势 ,但经统计分析发现 , 20代之内
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没有显著性差异。

图 7　四种重金属对不同代数 RMF细胞系的毒性比较

Fig1 7　Comparison of the cytotoxicity of four heavy metals on different

　　　 passages of RMF cell line

3　讨　论
311　细胞系最适生长条件

Wolf认为 ,鱼类的体外培养细胞对温度的选择常与鱼类

个体的最适生长温度接近 :生活在不同纬度的鱼类 ,其细胞

培养的温度各异 ,温水性鱼类的温度范围是 13—37℃,最适

生长温度为 25℃[ 14 ]。本研究中 ,稀有 鲫的细胞系可在

15—30℃生长 ,其最适生长温度均为 25℃。在 15℃时细胞

生长增殖缓慢 ,在 30℃时 ,细胞增殖旺盛 ,但由于温度过高 ,

细胞易衰退。本研究中 ,新建细胞系 RMF能在添加 10%以

上胎牛血清的 L215或 M199培养液中生长 ,这两种培养液也

是鱼类细胞培养常用的培养液 [ 15—20 ]。

312　细胞系同源性鉴定

在对 RMF细胞系的种类来源鉴定中 ,我们发现 RMF细

胞系的染色体条数都存在缺失和增多现象。W harton, et

a l1[ 21 ]认为所有的动物细胞系中 ,在获得无限期培养的潜能

时 ,总是伴随染色体组型异倍化的趋势 ,并随着传代次数的

增加而异倍化的比例增大。Lu, et al1[ 22 ]认为在长期离体培

养的条件下 ,由于可见光、温度、pH值、培养基等的变化 ,可

能引起细胞的变异和提高细胞的突变率 ,因此 ,经过离体培

养的细胞 ,染色体数目的变异是存在的。由此可见 ,培养细

胞转化的过程是细胞不断适应人工环境 ,不断变异的过程 ,

这为绝大多数的稳定细胞系染色体出现部分异倍化提供了

实验的证据。虽然细胞的染色体存在缺失和增多现象 ,但

RMF的染色体主要分布条数为 50条 ,与稀有 鲫的染色体

条数一致 [ 23 ]。

尽管我们通过染色体鉴定了新建细胞系的同源性 ,为了

进一步鉴定其种类来源 ,我们提取其早期培养细胞 (第 8代 )

的基因组 DNA通过 PCR扩增了 18S rRNA和 Cytb的基因片

段 ,经过测序发现 , RMF细胞的 18S rRNA和 Cytb基因片段

与已经发表的 EF190321和 AF375865碱基序列完全一致。

313　细胞系检测重金属的毒性

本研究比较了 RMF的 5th、10th、15th、20th细胞对 4种重金

属毒性的敏感性 ,结果表明 , RMF对四种重金属毒性的敏感

性均表现出随着传代代数的增大而下降的趋势 ,但 20代之

内未发现显著性差异 ( p > 0105)。有报道称 ,同一鱼类的原

代培养细胞较之传代细胞对毒物的毒性更加敏感 [ 8, 24 ] ,可能

其原因是原代培养细胞较永生性细胞系作为毒物毒性的检

测体系 ,其细胞的形态和生理条件等与体内细胞形态、生理

条件等相关性更大一些 [ 25, 26 ]。在本实验中 , 20代之内未见

显著性变化 ,可能是传代代数还未达到出现显著性变化的细

胞状态 ,但比较这 4种重金属对草鱼鳍条组织细胞系 GCF

(72代 )的毒性 [ 27 ]发现 ,这 4种重金属对 GCF (72th )的 IC50值

分别为 (18 ±016)μmol/L (氯化镉 )、(13±212)μmol/L (重铬

酸钾 )、(150 ±47)μmol/L (氯化锌 )、( 146 ±90)μmol/L (硫

酸铜 ) ,在 5th RMF细胞检测出的某些重金属毒性 (氯化镉、氯

化锌、硫酸铜 ) IC50值小于 72th GCF细胞系的检测值 ,在 20th时

的 RMF细胞检测出的某些重金属 (氯化镉、重铬酸钾、硫酸

铜 ) IC50值大于 GCF72th细胞的检测值 ,可见 RMF细胞的培养

早期对重金属的直接作用反应是相对敏感的。早期 RMF可

否考虑作为体外毒性检测的实验材料之一 ,有待于进一步

探讨。
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