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白暨豚组织培养的初步研究
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肠���� �是一种仅生存于我国长江中下游的珍稀
、

濒危淡水豚类
,

目前已不

足 �� � 头
�

近几十年来
,

对白暨豚的生物学
、

饲养和保护等进行了较系统的研究���
,

但白暨豚的组织培养

至今仍是空白
。

建立白暨豚的永久细胞系
,

对研究白暨豚的细胞遗传学
、

细胞生物学以至白暨豚的保护

都有重要的意义
。

因此
,

作者取白暨豚的肾脏
、

肝脏
、

皮肤等组织作了原代培养和继代培养
。

� 材料与方法

� � 组织获取 培养用 的肾脏
、

肝脏
、

皮肤等组织取 自 �� �� 年 � 月 �� 日在长江上海水域搁浅死亡的

白暨豚
。

取样处用酒精棉球擦净
,

点燃棉球
,

快速除去残留的酒精
,

去掉表面组织
,

每种组织用剪刀取

指头大小数块置于 � ℃� ��� ��� 培养基 �� 倍抗菌素
、

无血清�中
,

� �后接种
。

�
�

� 培养条件 培养基选用 �� ‘ ���
、

�� �】
�� ���� 及 � � ��

,

内含 �� � 胎牛血清及双倍抗菌素 �青霉素

�� � � � � �
,

链霉素 �� �卜� � � �
,

卡那霉素 ���“� � � � �
,

培养液 �� 值为 �
�

�一�
�

�
,

培养温度 ��℃
,

接种后

每周换液 � 次
,

每次弃去 旧液 � � �
。

细胞传代按文献 �� 进行
�

��� 组织块培养 采用组织块贴壁法接种
�

组织块先用 �� �� 含 � 倍抗菌素�洗 �一� 次
,

再用含 � 倍抗菌

素的 ��� 培养基清洗 �一� 次
,

加少许培养基
,

用弯头剪刀剪碎至 �一� ��� ! 大小
,

以 �� 一�� 块 � 瓶均匀接

种于 ��� �
�
的塑料瓶 �� � � � 产品 �中

,

接种组织块的瓶壁面向上
,

加入 �� �培养基
,

置 �� ℃培养
。

�� � 后
,

培养瓶翻面
,

将组织块浸人培养基中
�
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法中为上皮样
,

而分散细胞法培养中则为成纤维样
,

类似于肾脏细胞
。

但是两种形态的细胞生长均缓慢
,

� �� 后
,

部分成纤维样细胞开始退化
、

死亡
。

�� � 培养基的筛选

通过三种培养基的 比较
,

发现白暨豚肾脏细胞在 � �一 ��� 培养基中状态较好
、

生长较快
,

��  !
一 � ���

次之
,

� � �� 最次
。

用组织块贴壁法接种
,

三种培养基中均生长 出同样形态和大小的细胞
,

但在 �� ���

培养基中
,

�� � 以上的组织块边缘出现新生细胞
,

比其它两种培养基都好
。

表明 � ��� ��� 培养基更适合于

白暨豚细胞的生长
。

��  两种接种方法的比较

用组织块贴壁培养法
,

肾脏
、

皮肤
、

肝脏均见新生细胞生长
�

用分散细胞培养法仅在肾脏组织获得成

功
。

肾脏组织块经剪刀剪碎后
,

细胞很容易从组织块边缘向外生长
,

经 �� � 的培养
,

细胞 已铺满培养瓶的

�� �
,

�� � 后
,

部分组织块脱落
,

第 �� � 传代
。

分散细胞培养
,

可 以提高游离细胞的数量
,

但贴壁细胞不多
,

影响细胞生长
,

使培养成功率降低
。

白暨豚原代肾脏细 胞和第一次传代在 � � ��� 培养基中生长正常
,

第二次传代后细胞状态发生变

化
,

细胞分裂减慢
,

并经常见有细胞脱落
,

细胞第三次传代后这种状况更明显
。

清洗细胞
,

更换培养基不

久仍有细胞死亡
。

皮肤组织出现两种形态的细胞
,

成纤维样细胞贴壁后生长较慢
,

�� � 后开始逐渐脱落死

亡
。

培养用的无支原体胎牛血清在使用前经过常规灭活处理
,

并用同一批号的血清培养甲鱼细胞没 出现

类似问题
,

表明培养基中无污染因素的存在
。

是否因为受野外取样以及取样后没能及时培养
、

或者白暨

豚 自身因素的影响也不能最终确定
。

针对细胞分裂减慢
,

作者加人 �� � 条件培养基
,

并加人能刺激细胞

生长的猪胰岛素 ���� � � 产品 �
,

均无明显效果
。

本工作是白暨豚组织培养的首次尝试
,

但由于取样 困难
,

使得这一工作不能继续进行下去 以解决 已经出现的问题
。

现在已 开展了 白暨豚的血细胞的培养研究
,

以

期探索有益 的经验
。
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