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在哺乳类细胞中
,

细胞克隆培养已获得了广

泛的应用
,

而在鱼类细胞中
,

尚未见到有关克隆化

培养的报道
。

建立适合鱼类细胞的克隆培 养 技

术
,

对于鱼类的细胞生物学
、

生物化学
、

病毒学
、

体

细胞遗传学和细胞工程的研究
,
具有广泛的实用

价值
。

我们成功地进行了鱼类细胞克隆的培养
。

现将主要试验结果作一简要报道
。
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克隆的培养与分离 分别取鲤鱼异倍体细

胞系 �� � �
一 �。�

、

团头鱿尾鳍细胞系 �� �� �
、

草

鱼尾鳍二倍体和四倍体细胞系〔� � � 和 � � � �� �〕
、

草鱼肾细胞系 �� � �
一 �勺 和 草 鱼 囊 胚 细 胞 系

�� � � � �除后两种细胞为作者培养外
,

其他细胞均

由本研究室提供�进行传代培养
, 斗� 小时后

,

选生

长良好的细胞
,

按有限稀释法或单细胞显微操作

法
,

分别接种于� 孔微量培养板内进行克隆培养
。

培养液均采用加有
“

三抗” 和 �。� 小牛血清的

� � 一 � � �
。

结果获得 � � � 的 � 个克隆
, � � � �� �

的 � 个克隆
, � � � 一

�� 的 斗个克隆
, � � � 的 呼个

克隆
, � � � 一 �� 的 � 个克隆

,

并从 � � � 的两个克

隆中获得 � 个亚克隆
,

共得克隆和亚克隆 �� 个
。
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影响克隆率的几种因素 本文研究了几种

培养液
、

血清
、

谷氨酸胺
、

维生素 �
‘ 、

细胞饲养层

等对细胞克隆形成率的影响
。

结果表明 � �
一
� � �

培液较好
,

克隆率最高可达 �� � � 在 � �
一
�” 培

液中加人谷氨酸胺或维生素 � ‘ 后
,

克隆率可提

高到 �� � � 加入条件培养液或用小鼠脾细胞作饲

养层后
,

克隆率则高达 �� � 左右
。

作者发现
,

采

用罗非鱼细胞作饲养层
,

一般可使克隆率提高到

知� 以上
,

最高可达 �� �
。

此法与 复 制 培 养

��� �� ��  ,� �� �� � � 技术相结合
,

可在短期内有效地

获得大量克隆
。
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复制培养法在鱼类病毒研究中的初步应用

当 , � 孔板中的大部分克隆长至大半孔 时
,

用胰

酶
一� � � � 消化 �一 � 分钟

,

而后将诸克隆传入 另

外 � 块板的对应孔中
。 � 次复制培养试验的统计

结果
,

表明克隆成活率均在 昭 � 以上
。
作者利用

该法对草鱼呼肠孤病毒 �� � � � � 进行了初步研

究 � 取 � 。代的 � � � 一
斜 细胞

,

作克隆复制培养
,

获得克隆 刊 个
。

待复制品基本长为致密单层时
,

将 � � � � 接种于各克隆之上
,

均有细胞病变效应

�� � �
,

但呈现 � � � 的时间有所不同
,

快的 �一�

天
,

慢的 �一斗天
,

最慢的则为 � 天
。
这表明诸克

隆对 � � � � 的敏感性有较大差异
。
为了进一步

定量分析比较
,

从复制板的对应孔中将所需的克

隆传出扩增
,

进行 � �� �
, 。

值测定和噬斑分析
。

复制培养法既可在较短时期内获 得 较 多 克

隆
,
又能在培养早期对大量克隆进行分析比较

,

选

择性地保留少数克隆
,

这对于在细胞水平上进行

遗传分析和筛选突变体具有重要意义
。

� � � �年 了月� � 「刃收到
。


