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长江江豚(Neophocaena phocaenoides asiaeorientalis)
属 齿 鲸 亚 目 鼠 海 豚 科 , 是 世 界 上 唯 一 的 江 豚
(Neophocaena phocaenoides)淡水亚种 , 主要分布于我国
长江中下游干流和洞庭湖、鄱阳湖及其部分支流 [1—3]。

1996 年, 国际自然保护联盟物种生存委员会(IUCN/SSC)
红皮书将长江江豚列为濒危(EN C2b)物种, 1998年《中国
濒危红皮书-兽类》也将其列为濒危级[4, 5]。目前, 由于人
类直接或间接的影响 , 长江江豚的数量仍在迅速下    
降[6—8]。鉴于其濒危状况, 农业部已经建议将其升级为国
家一级保护动物。对于这种长江珍稀濒危野生物种, 我们
必须采取多种拯救和保护措施, 鱀以免其陷入像白 豚一

样的濒临灭绝的局面。 
细胞是生物体结构和功能的基本单位, 具备生命个

体固有的遗传信息和功能特性, 是研究生物有机体的生
长、分化、遗传、变异、衰老、死亡的有效工具。然而, 受
法律和保护地位的限制以及伦理等原因, 显然不能对江
豚进行伤害性的活体取样用于生化实验。随着体外细胞培

养技术的发展以及与分子生物学、遗传学、毒理学的相互

渗透, 细胞培养作为一种技术手段已经广泛应用于各个
领域。20世纪 60年代始见对海洋哺乳类细胞培养的研究, 
目前 , 美国标准培养物收集所 (American Type Culture 
Collection, ATCC)已经收集和保存了 9种海洋哺乳动物的

细胞系, 其中包括 5 种鲸类：斑点海豚(Stennella plagio-
don)、太平洋瓶鼻海豚 (Tursiops gilli)、太平洋真海豚
(Delphinus bairdi)、长须鲸(Balenoptera physalus)、太平洋
领 航 鲸 (Globicephala scammoni), 另 有 北 露 脊 鲸
(Eubalaena glacialis)、瓶鼻海豚(Tursiops truncatus)等的
报道[9—12]。利用这些体外建立的鲸类细胞系已开展了有

关鲸类细胞遗传学、免疫学、环境毒理学、病毒学等方面

的研究[13—16]。但长江江豚等淡水哺乳动物细胞培养及建

系的工作, 目前尚未见报道。 
在避免对长江江豚伤害的情况下, 本研究选取长江

江豚分娩时产出的胎盘为取样材料, 对其脐带静脉细胞
(Finless porpoise umbilical vein cell, FPUVC)进行了原代
和传代培养, 并进行了永生化转染实验。本项工作为进一
步展开长江江豚组织培养奠定了一定基础。 

1  材料与方法 

1.1  培养基及主要试剂 
DMEM培养基(Dulbecco’s Modified Eagle's Medium, 

GIBCO)、M199培养基(Medium 199, GIBCO)、胎牛血清
(Fatal bovine serum, FBS, Hyclone)、双抗 (Penicillins- 
Streptomycin, Nalgene)、两性霉素 B (Amphotericin B, Am-
resco)、胰酶(Tripsin-EDTA, Hyclone)。 
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1.2  材料来源 
实验所用的脐带来自中国科学院水生生物研究所白

鱀豚馆一母豚产子后所产下胎盘。从幼豚产出到胎盘产出

约 8h, 胎盘重约 0.75 kg, 直径约 18 cm, 胎盘上脐带长约
15 cm。 

1.3  组织取样 
由潜水员将胎盘从水中捞起, 放入无菌托盘, 使用

终浓度为 200 U/mL 双抗和 5.0 μg/mL 两性霉素 B 的  
PBS (phosphate-buffered solution, without Ca2+ and Mg2+)
粗洗 3次, 带回实验室; 剪取脐带静脉近胎盘处约长 7 cm
的一段, 用 PBS冲洗干净, 剪除破损或血肿部分, 在添加
抗生素的 PBS中漂洗约 5—10min。 

1.4  原代培养 
(1)组织植块法：将血管纵向剪开, 用添加抗生素的

PBS 液冲洗数次, 将血管移入新的培养皿, 内膜面朝上, 
将血管剪切成约 1 mm2的小块, 并移入 25 cm2培养瓶中, 
分布均匀, 放入 37℃、5%CO2、饱和湿度的培养箱中, 待
血管块与培养瓶贴牢后, 加入培养液(盖过小的血管组织
块为准 ), 放回培养箱继续培养。培养液选取常用的
DMEM 和 M199, 分别添加终浓度为 15%的 FBS 和 100 
U/mL的双抗。 

(2)酶消化法：将脐带组织块剪碎, 移入 12 孔板的 4
个孔内, 每孔加入 0.25%的胰酶, 37℃消化 1—2h, 而后每
孔加入 3 mL培养基, 吹打混匀, 以 1︰2平均分配入标记
的孔中。使用上述 DMEM和 M199两种培养基作为对照, 
在 37℃、5%CO2、饱和湿度条件下进行培养。视培养液

颜色变化, 每隔 4—7天更换 50%的培养液。 
1.5  传代培养 

细胞生长至局部形成单层后, 吸取培养液, 加入 0.25%

的胰酶进行消化, 显微镜下观察细胞回缩变圆时, 加入含血
清的培养液吹打, 制成细胞悬液, 按 1︰2的比例接种。 

1.6  细胞转染 
为了得到江豚静脉永生化细胞系, 采用脂质体法对

细胞进行基因转染实验。根据 Lipofectamine 试剂说明书
的要求进行操作。原代细胞传代时转入 6孔板, 待细胞生
长至 75%—80%融合时, 转染的前一天换成不添加抗生素
的培养液。在 2 个 Eppendorf 管中各加入 200 μL 无抗生
素、无血清的DMEM培养基, 后分别加入含 SV40 Large T 
antigen (LT)的表达质粒(实验室构建)及 Lipofectamine™ 
2000, 摇匀。室温下 5min 后, 将两者混合均匀。20min
后, 吸除培养板中的培养液, 将 DNA 与脂质体的混合液
加入培养板, 轻轻摇动使混合液与细胞充分接触; 约 6h
后 , 将培养板中的培养液吸取 , 加入添加抗生素和血清
的 DMEM培养液。24h后视细胞状况以 1︰2传代。 

2  结  果 

2.1  原代培养 
原代培养至第 14 天, 可见添加 DMEM 培养基的组

织贴块有细胞游离; 2d后, 添加 M199培养液的组织贴块
有细胞游离; 两种情况下, 经酶消化处理的在培养第 17
天出现细胞贴壁。在 Nikon TS100-F倒置相差显微镜下观
察和拍照。24d 后, 两中不同培养基条件下, 采用植块培
养法的组织块附近都呈现细胞局部单层, 细胞主要为椭
圆形或多边形, 细胞延伸到边缘稀疏区形态依次为漩涡
状, 放射状和单个梭形细胞; 经酶消化法处理的细胞, 刚
分离下来为亮球形 , 单个或成团存在 , 贴壁后从球形变
为梭形、扁形, 细胞透明, 早期很少联接成片, 培养至第
25天左右开始有细胞相互联合, 但较为稀疏(表 1、图 1)。 

 

表1  原代及传代培养中的细胞生长状况 
Tab. 1  Cell growth state of primary cell culture and subculture 

培养基 
Culture 
media 

植块培养法 Explant technique 酶消化法 Enzymatic digestion method 

DMEM 原代培养: 接种组织块后14d有细胞从组织块周围游离; 细
胞游离组织块/接种组织块=6/17; 细胞形态为多边形、不规
则三角形、梭形; 细胞群落呈漩涡状、放射状; 细胞生长相
对较快, 30d形成约80%细胞单层, 组织块附近开始有细胞脱
落, 进行传代。 
传代培养: 胰酶消化传代3d后见细胞贴壁, 23d后形成约70%
的细胞单层 , 细胞透明 , 呈梭形 , 分散良好 , 生长至80%左
右 , 部分细胞进行转染 , 部分继续传代。随传代次数增加 , 
细胞贴壁时间延长, 生长缓慢, 培养液细胞碎片增加, 细胞
内部出现空泡, 共传6代。 

原代培养: 将小组织颗粒消化接种后17d见2－3个的细
胞小群贴壁 , 细胞单个较多 ; 常有几个伸长的细胞突
起; 培养25d有见联接成细胞单层 , 但较为稀疏 , 细胞
生长缓慢。40d后细胞局部形成细胞单层, 并见有细胞
脱落, 开始传代。 
传代培养: 酶消化传代后, 贴壁时间长, 只有少数细胞
贴壁, 细胞呈多边形, 伸展性较差, 再次消化后与植块
培养的细胞共培养。 

M199 原代培养: 接种组织块后16d有细胞从组织块周围游离; 细
胞游离组织块/接种组织块=4/15; 细胞形态为多边形、椭圆
形、梭形; 细胞群落呈铺路石状、漩涡状、放射状; 30d约65%
细胞单层。细胞达70%左右传代。 
传代培养 : 胰酶消化传代3d后见细胞贴壁 , 22d细胞达到约
60%细胞单层时 , 开始有细胞脱落 , 培养液细胞碎片增加 , 
细胞内部出现空泡；传代后细胞贴壁时间增加，生长速度缓

慢, 共传4代。 

原代培养: 将小组织颗粒消化接种后17d见细胞贴壁,
单个细胞较多; 细胞呈圆形, 多边形; 培养25d局部形
成细胞单层, 稀疏, 生长缓慢。40d后进行酶消化传代。

 
传代培养: 传代后细胞贴壁较慢, 只有少数贴壁, 难以
形成细胞群落。消化后与植块培养法传代的细胞共培养。
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2.2  细胞的传代及生长状况 
细胞在 DMEM、M199 两种培养液中生长状况不同

(表 1), 表现在出现游离细胞的组织块数量、细胞的形态、
细胞单层的联合度、传代后细胞贴壁时间以及细胞传代次

数的差异。在两种不同培养基培养下的原代细胞经酶消化

传代后, 60h左右即可见有细胞贴壁, 2周后 50％细胞群形
成单层, 细胞较为伸展(图 2A)。细胞生长至 75%—80%饱
和度时, 部分细胞进行转染, 部分继续传代。但随细胞传
代次数增加, 贴壁细胞数量减少, 贴壁时间增加, 细胞单
层饱和度降低, 细胞脱落凋亡数量增加, 传至 4 代, 出现
较多细胞碎片, 多数尚未脱落的细胞形状呈不规则状(图
2C)。 

2.3  细胞转染 
转染 24h 后部分细胞皱缩、脱落, 另有部分细胞形

态亦发生改变, 细胞体积增大, 细胞内部出现空泡, 细胞
周围出现颗粒物质(图 3C)。酶消化传代后细胞伸展性较
差, 透明度较低(图 3D)。7d后更换 50%培养液, 18d后, 大
部分细胞脱落死亡。 

3  讨  论 

鲸类处在水生食物链的顶端, 通过食物链、体表渗

透等方式可在体内可积累大量的持久性污染物[17—21], 已
经有很多致死、致病的报道[10,12,19,20]。Dong, et al.[21]根据

收集的死亡江豚的样本发现, 长江江豚的体内积累的汞
的含量要高于海域鲸类体内汞的含量。由此可知, 长江江
豚亦受到严重的环境威胁, 但这方面的研究相对较少。建
立江豚的细胞系, 并作为一种新的研究工具(a non-lethal 
new investigation tool or “dolphins in test tubes”) [20]来补充

动物活体生化研究 , 进而探索环境因子 (Environmental 
stressor)的作用机制, 这将对长江江豚的保护具有重要的
意义, 也将有利于长江江豚细胞遗传学、组织免疫学、生
态毒理学、病毒学的研究。同时, 有助于发挥长江江豚这
种“标志物种”对长江水环境的预警作用[22]。 

本研究对长江江豚胎盘脐静脉细胞培养进行了初步

的研究, 参照文献[23, 24]提到的方法对组织块活性、细胞
状态进行了评估, 对组织贴块与酶消化法的原代培养方
法进行了比较, 结果显示组织贴块法在最早游离新生细
胞和原代细胞生长方面占优势, 可能是酶对细胞或小的
组织块有一定的损伤造成; 另外 , 推测长江江豚细胞的
群体依赖性(Population dependence)较强, 除细胞间相互
作用促进细胞生长外[25], 同时活的组织块可能改善了细
胞培养液环境, 促进了细胞的生长[26]。在组织贴块法中 

 

 
 

图 1  组织植块法和酶消化法培养的原代细胞 

Fig. 1  Primary FPUVC cells 
A. Tissue explant method (×10 objective); B. Enzyme digestion method (×10 objective) 

 

图 2  江豚脐带成纤维细胞的传代培养 

Fig. 2  Subcultured cells of FPUVC 
A. Secondary generation cells (×10 objective); B. Third-Generation cells (×10 objective); C. Fourth-generation cells (×10 objective) 
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图 3  转染前后细胞形态及转染传代后细胞的形态 

Fig. 3  Cell morphological changes after transfection  
A. Cells before transfection (×10 objective); B. Cells before transfection (×20 objective); C. Cells after transfection (×20 objective); D. Sub-
culture of transfected cells (×20 objective) 
 
可以看到有两种细胞, 一种内皮细胞, 数量少, 靠近组织块, 
呈多角形 , “铺路石”状; 另一种是成纤维细胞 , 呈梭形 , 
放射状。随消化传代, 内皮细胞减少, 而成纤维细胞较多, 
主要是两种细胞耐消化力差异所致[27]。在DMEM与M199
的比较中, 可见 DMEM相对适合 FPUVC的细胞生长, 表
现在存活组织块较多, 组织块游离新生细胞的时间较短, 
细胞老化脱落的时间较长等方面。 

张义兵等[28] 鱀对白 豚(Lipotes vexillifer)的肾脏、肝
脏、皮肤等组织的体外培养进行了初步研究, 鱀认为白 豚

细胞难以生长 , 另有文献记载鲸类细胞难以培养 [29,30]; 
本实验表明 FPUVFC 原代细胞游离或贴壁的时间较长, 
最少也需 14d; 细胞传代后, 贴壁难, 生长速度慢。从原
代细胞游离到第一次传代大约要 30d 的时间, 鱀接近白

豚 33d[28]。另有记  载[31,32], 脐带细胞具有难以培养的特
点, 若不加任何生长物质, 则只能传 2—3 代, 添加 L-谷
氨酰胺可将人的脐带静脉细胞传至 6—7 代[33], 利用脂质
体介导的方法, 将 SV40大 T抗原导入原代人脐静脉内皮
细胞, 建立了可传代培养 25 代的细胞系[34]。我们同样对

FPUVFC 进行了脂质体介导的基因转染, 但转染后细胞
部分皱缩脱落, 传代后细胞状态较差(图 3C, D), 并逐渐
老化死亡。未转染的细胞在两代后还能传代, 第 3代尚能
达到 60%左右的细胞单层, 培养中尝试加入 2 mmol/L终

浓度的 L-谷氨酰胺, 细胞的状态稍有转好, 表现为细胞
伸展, 透明度增加, 但最终到第 6代时细胞也大部分老化
死亡。是不是长江江豚细胞具有难以体外培养的特性, 还
需要不同组织、不同培养条件的实验摸索。目前, 哺乳动
物细胞永生化的最常用手段是将 SV40大 T抗原基因或端
粒酶逆转录酶导入到原代培养细胞, 使原代细胞在体外
得到增值并无限制传代[35—37]。但我们对 FPUVFC转染后, 
细胞的增殖能力并未增强 , 同时部分细胞皱缩脱落; 传
代后, 细胞的伸展性变差, 逐渐衰老死亡。对于这种状况
文献[38]有过报道, LT对正常的皮肤成纤维细胞的增殖能
力有限, 在转染后期甚至促进细胞的死亡, 并推断是 LT
的功能发生了改变, 诱导细胞的增殖抑制, 甚至死亡, 建
议结合其他的转染方式。在正常的培养状况下 , SV40T 
antigen 能够引起 22%—27% Z172 和 HaCaT 细胞的凋亡, 
推测是由于 c-jun蛋白的过量表达导致了 T抗原诱导的细
胞凋亡[39]。FPUVC出现这种状况, 是不是由于这些原因, 
我们还不能给出判断。此外, 另一个原因可能是：由于细
胞转染效率与细胞类型有关, 我们采用的脂质体介导转
染方法对 FPUVC 的转染效率太低, 因此, 很有必要进一
步探索病毒介导的转染方法或结合其他多基因共转染 , 
如端粒酶基因等。 

Garrick, et al.[40]利用体外培养的瓶鼻海豚的肾脏和
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肺的内皮细胞开展了鲸类脉管系统(Vasculature)的毒理学
研究, 同时提出不同的脉管(皮肤、组织中的微血管, 毛细
血管、动脉、静脉)中 CYP1A1 (Cytochrome P4501A)的表
达是不同的。在野外很难得到鲸类胎盘的情况下, 利用室
内圈养的有利条件, 我们取长江江豚胎盘脐静脉进行组
织培养的研究 , 是该领域研究一个有益的补充 , 对今后
类似研究有一定指导作用。本实验虽未能成功建立长江江

豚稳定的细胞系, 却为下一步进行长江江豚体细胞的体
外培养提供了一定的参考。 
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