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宽口裂腹鱼中肾组织细胞系建立的初步研究* 

代金彩  聂竹兰①  刘洁雅  洪继彪 
(塔里木大学动物科学学院  新疆建设兵团塔里木畜牧科技重点实验室   

塔里木珍稀鱼类研究中心  新疆  阿拉尔  843300) 

摘要    鱼类细胞培养是进行种质保存、基因功能分析、细胞工程育种等研究的重要材料和模型。

为了建立濒危的宽口裂腹鱼(Schizothorax eurystomus)中肾组织细胞系，本研究以其中肾组织为材

料，以组织块移植法启动细胞原代培养，待细胞稳定后再进行传代培养，建立宽口裂腹鱼中肾组织

细胞系，命名为 EUM10。分析宽口裂腹鱼中肾细胞系冻存复苏能力和最适生长条件，且通过 PCR

技术检验污染状况，用线粒体基因片段分析鉴定细胞的来源。结果显示，宽口裂腹鱼中肾组织细胞

的最佳培养基为 DME/F-12，最适温度为 25℃，最适血清浓度为 20%；细胞呈悬浮生长，生长曲线

为“S”型曲线，第 10 代中肾组织细胞系细胞的群体倍增时间为 23.26 h；第 6 代细胞液氮冷冻保存 6

个月后，复苏存活率达 91.91%；经污染鉴定无污染现象；EUM10 第 10 代细胞线粒体 16S rRNA 序

列分析结果与宽口裂腹鱼基因序列一致性为 99.81%，表明细胞系来自宽口裂腹鱼。本研究成功建

立了宽口裂腹鱼中肾组织细胞系，可将宽口裂腹鱼中肾细胞系作为体外体系运用于宽口裂腹鱼的研

究，如细胞遗传学、基因功能分析等，可为宽口裂腹鱼的基础研究和育种工作提供基础资料。 
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宽口裂腹鱼 (Schizothorax eurystomus)隶属于鲤

形目(Cypriniformes)、鲤科(Cyprinidae)、裂腹鱼亚科

(Schizothpracinae)、裂腹鱼属(Schizothorax)，又名白条

(龙见全等, 2019)，其显著特征为下颚有角质，手触

有较为明显的粗糙感。国外分布于阿姆河水系、锡尔

河水系，国内分布于阿克苏河、渭干河、叶尔羌河、

克孜勒苏河和伊犁河，是塔里木河水系的土著鱼类、

新疆特有经济鱼类。由于人为和环境变化等原因，宽

口裂腹鱼的数量急剧减少，在自然环境中，宽口裂腹

鱼产卵的受精率和成活率不高。2019 年 4 月在乌恰

县境内的克孜勒河中捕捞到体长 6 cm 左右的宽口裂

腹鱼，通过按压腹部，在泄殖孔出现大量的乳白色精

液(图 1)，且体长 6 cm 以下的宽口裂腹鱼也能按压挤

出精液，表现出不同程度的早熟现象。环境变化、气

候变化、栖息地的破坏加剧了裂腹鱼的濒危(魏杰等, 

2020)。目前，市场上少见宽口裂腹鱼，市场价在 200~ 
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400 元/kg，资源量正在减少，自治区拟将其列为保护

鱼类(龙见全等, 2019)。 
 

 
 

图 1  宽口裂腹鱼挤出的精液 
Fig.1  Sperm squeezed out from S. eurystomus 

 
细胞培养技术是在体外人工模拟体内环境的培

养基中，细胞经过大量培养成为简单的单细胞或极少

分化的多细胞的技术。世界上第一个鱼类细胞系是由

Wolf 等(1962)建立的虹鳟(Oncorhynchus mykiss)生殖

腺细胞系 RTG-2。我国最早建立的细胞系是张念慈等

(1981)报道的草鱼(Ctenopharyngodon idellus)吻端组

织细胞系 ZC-7901 和上皮样细胞亚株 ZC-7901S1。目

前，关于鱼类细胞培养的细胞系的报道有 34 科 80 种

300 株(Fryer et al, 1994)，并应用于病毒学、免疫学、

细胞生物学、基因工程和环境毒理学等领域。 

鱼类细胞培养材料来源广泛，如斑点叉尾

(Ictalurus puncatatus) 肾脏细胞系 CCK ( 徐进 , 

2012)、赤眼鳟(Squaliobarbus curriculus)鳍条细胞系

SCF (邓亚林, 2016)、条斑星鲽(Verasper moseri)卵巢

细胞系 BFO (Xu, 2015)及斑石鲷(Oplegnathus punctatus)

肌肉、脑细胞系(王梦珂等, 2018)。近年来，研究人

员建立了肾组织细胞系并分析了其生物学特性，如大

黄鱼(Pseudosciaena crocea)(郑在予等, 2017)、罗非鱼

(Oreochromis niloticus)(赵建青等 , 2019)、松江鲈

(Trachidermus fasciatus)(单莉娟, 2015)、草鱼(左文功

等 , 1984)和金钱鱼 (Scatophagus argus) (张莹莹等 , 

2014)。本研究以宽口裂腹鱼中肾组织为材料，以组

织块移植法启动细胞原代培养，待细胞稳定后进行传

代培养，建立宽口裂腹鱼中肾组织细胞系，旨在为其

种质资源、环境毒理学和基因工程的研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

2019 年 4 月于新疆克孜勒河采集宽口裂腹鱼，

取其中 1 条健康宽口裂腹鱼，体重为 93.98 g，体长为

15.89 cm，全长为 18.66 cm。 

DME/F12、L-15、MEM、RPMI-1640 和 M199

培养基购自 Hyclone 公司；胎牛血清(FBS)购自 Gibco

公司；磷酸缓冲液(PBS)、青霉素–链霉素双抗、二甲

基亚砜(DMSO)和吉姆萨购自 Solarbio 公司；台盼蓝

和 0.25%胰酶购自 Biotopped 公司；MS-222 购自渔夫

宝公司；25 cm2 和 75 cm2 细胞培养瓶、15 mL 和 50 mL

离心管、移液管、细胞冻存管、24 孔细胞培养板均

为 Corning 公司产品；基因组 DNA 提取试剂盒购自

天根生化科技有限公司；其他化学试剂均为分析纯。 

1.2  实验方法 

1.2.1  宽口裂腹鱼的预处理    将宽口裂腹鱼在实验

室暂养 3 d 后，放入 20 mg/mL 的 KMnO4 溶液中浸泡

30 min，然后加入 0.1 μL/g 的 MS-222 麻醉剂麻醉，

致死。将鱼全身喷涂 75%酒精，放入超净台的解剖盘

中。取 4 个培养皿，其中 1 个培养皿中加 75%酒精，

另 3 个培养皿均加含 500 IU/mL 的青霉素、500 μg/mL

的链霉素和 12.5 μg/mL 两性霉素 B 的 PBS。用解剖

学方法取出宽口裂腹鱼鱼鳔之上、脊柱下侧的中肾，

将取出中肾组织放入 75%的酒精浸泡 30 s 之后，再

依次放入另外 3 个含有 PBS 的培养皿中浸泡。经处

理的中肾组织放入 2 mL 无菌离心管中，用无菌眼科

剪剪至 1~3 mm 的大小均匀的组织碎块。 

1.2.2  原代培养与传代培养    将已剪好的中肾组

织碎块移入 25 cm2 细胞培养瓶，放入 25℃的 CO2 培养

箱中，观察贴壁情况，过 4 h 后反相放置。6 h 后，

加入 1 mL 含 20% FBS、500 IU/mL 青霉素、500 μg/mL

链霉素和 500 μg/mL 两性霉素 B 的 DME/F-12 培养

液，正相放入 25℃、5% CO2 培养箱中进行培养。每

天观察组织生长的情况。2~3 d 后更换培养液，当宽

口裂腹鱼中肾组织块周围出现细胞的悬浮物时，悬浮

细胞，移至 15 mL 的离心管中，1000 r/min 离心 5 min，

倒掉上清液后加入 PBS 使细胞悬浮，1000 r/min 离心

5 min，如此重复 3 次。加入 DME/F-12 培养液，按照

1∶2 进行传代培养。第 5 代之后，将培养液中的链

霉素、青霉素和 FBS 的浓度分别调整为 200 μg/mL、

200 IU/mL 和 15%，到第 8 代时，培养液换为含 10% 

FBS 和 1% P/S 的 DME/F-12 培 养液。 

1.2.3  最佳培养基的选择     使用 5 种培养基：

DME/F-12、M199、L-15、MEM 和 RPMI-1640。观

察细胞的生长状况。分别向培养基中加入 10% FBS

和 1% P/S，混匀。取一定量的中肾细胞，分别接种

在 5 个培养基中，中肾细胞数量保持一致。在 25℃、

5%的 CO2 培养箱中培养 96 h，在培养 0、24、48、

72 和 96 h 时用血球计数板对细胞进行计数，并绘制
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5 种培养基中细胞的生长曲线。 

1.2.4  最适温度的选择    观察不同温度(20℃、25℃

和 30℃)对中肾细胞生长的影响。每种温度下的培养

基皆为 10% FBS 和 1% P/S 的 DME/F-12 培养基。在

0、24、48、72 和 96 h，使用血球计数板对细胞进行

计数，并绘制不同温度下的生长曲线。 

1.2.5  最适血清浓度的选择    在得到最适温度和

培养基后，保持其他条件一致，调节 FBS 浓度(0%、

5%、10%和 20%)。将相同数量的中肾细胞接种于除

血清浓度不同而其他条件均相同的培养基中，放在

25℃、5%的 CO2 培养箱中进行培养，在培养 0、24、

48、72 和 96 h 时，用血球计数板对细胞进行计数，

并绘制不同 FBS 下的生长曲线。 

1.2.6  标准生长曲线    取中肾细胞溶液，接种到

24 孔培养板上，将其分为 8 组，每组 3 个孔，放入

25℃、5% CO2 培养箱中培养，连续 7 d 计数，使用

血球计数板每天计数 1 次。以天数为横坐标(t)，以每

天计数的平均数为纵坐标(细胞密度×104)，计算细胞

群体倍增的时间： 
T=t·lg/lg(Nt/N0) 

式中，Nt 为时间 t 时的细胞数，N0 为起始细胞数。 

1.2.7  细胞冻存与复苏    冻存：配置 10%二甲基

亚砜、20% FBS、70% DME/F-12 的细胞冻存液，预冷，

细胞浓度为 2×106 个/mL，倒入冷冻管，液氮中保存。 

复苏：按细胞∶培养液=1∶5 的比例，细胞复苏

培养，在培养 0、24、48 和 72 h 时，用 MTT 法测定

细胞的 OD 值，绘制细胞复苏后增殖曲线。 

1.2.8  细胞污染与检测鉴定    细胞培养过程中容

易被污染，为了检查培养过程是否受到污染，采用通

用引物，用 PCR 技术进行鉴定(表 1)。 

1.2.9  细胞来源鉴定    用基因组 DNA 试剂盒提取

中肾组织细胞 DNA。根据宽口裂腹鱼 16S rRNA 设计

引物(表 1)。通过 PCR 扩增，50 μL 反应体系：25 μL 

2×Taq PCR MasterMix，引物各 2.5 μL，5 μL 模板

DNA，15 μL 的灭菌超纯水。PCR 反应条件：95℃预

变性 3 min；94℃变性 30 s，48.9℃退火 30 s，72℃延

伸 40 s，循环 35 次。扩增反应结束后，取 8 μL PCR

产物在 1%琼脂糖凝胶中进行电泳检测。PCR 产物测

序，比较并获得与 GenBank 中已发表序列的一致率。 
 

 

表 1  引物序列 
Tab.1  Primer sequence 

引物名称 Primer 引物序列 Primer Sequence 参考文献 Reference

细菌 Bacteria F: 5′-ATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3′ 万颖杰等(2005) 

  R: 5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′  

真菌 Fungus F: 5′-ATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3′ 金敏等(2009) 

  R: 5′-CTCTGGCTTCACCCTATTC-3′  

  F: 5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′  

  R: 5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′  

支原体 Mycoplasma F: 5′-TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3′ 龚巧玲等(2007) 

  R: 5′-GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT-3′  

宽口裂腹鱼 16S rRNA S. eurystomus 16S rRNA F: 5′-GCAAAAGAGTGGGAAGAA-3′ – 

  R: 5′-GGAAAAGTAGCGTTACAGATAG-3′  

 

2  结果 

2.1  原代培养与传代培养 

每天观察细胞瓶，从 4 d 后开始，宽口裂腹鱼的

中肾组织块周围开始迁出细胞，由组织块向周围溢

出，形状呈不规则团状连接结构(图 2a)；第 9 天开始，

70%的细胞瓶底面被铺满(图 2b)；第 15 天，细胞呈

悬浮生长(图 2c)，按照 1∶2 进行传代培养，每天观

察细胞生长状况，生长速度较快。 

2.2  最适培养基 

在 M199、L-15、MEM、RPMI-1640 和 DME/F-12

培养基中同条件培养 4 d，在每个时间相对细胞数量

为 DME/F-12>L-15>RPMI-1640>M199>MEM，其中，

DME/F-12 增势较大(图 3)。3 d 后，除 DME/F-12 外，

其他 4 种培养基的增长速度趋于平缓。L-15 比其他 3

种培养基效果较好，在 2 d 后较为明显。M199 和

RPMI-1640 效果较为相似，RPMI-1640 略高一点。相

比之下，最适培养基为 DME/F-12。 
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图 2  宽口裂腹鱼中肾组织细胞原代培养 
Fig.2  Primary culture of kidney tissue cells of S. eurystomus (100 μm) 

 

 
 

图 3  细胞培养的最适培养基 
Fig.3  Optimal medium for cell culture 

 

2.3  最适温度 

在 3 种较适宜温度 20℃、25℃和 30℃下，将中

肾细胞同条件培养 4 d 后，统计中肾细胞数量(图 4)。

20℃和 25℃时，效果非常相似，而这 2 个温度相对

于 30℃，效果更明显，在 1 d 后开始出现差别。20℃

比 25℃效果较好，但并不明显，尤其在 2、3 d 中几

乎相似，4 d 后出现差别，25℃细胞数量略高于 20℃。

因此，最适温度为 25℃。 
 

 
 

图 4  细胞培养最适温度 
Fig.4  Optimum temperature for cell culture 

2.4  最适血清 

取定量中肾细胞在 0(对照组)、5%、10%和 20%

的浓度血清培养基中同条件培养，除在对照组血清中

生长较缓，在其余浓度的血清中均生长较好。在 10%

和 20%浓度的血清中细胞生长的数量较为接近，尤其

在 1、3 和 4 d 时。而在 5%浓度血清中，生长情况明

显比除对照组外的浓度组效果差。除对照组血清培养

基外，其他培养基中的细胞生长速度均较快(图 5)。

比较 4 组数据，最适血清的浓度为 20%。 
 

 
 

图 5  细胞培养的最适血清 
Fig.5  Optimum serum for cell culture 

 

2.5  标准生长曲线 

绘制生长曲线(图 6)。接种一定数量的细胞，在

最适条件下生长，在 1~4 d 时细胞生长的速度较快，

到 5~6 d 时生长速度放缓趋于平稳，之后细胞数量下

降。经计算，细胞群体倍增的时间为 23.26 h。 
 

 
 

图 6  细胞生长标准曲线 
Fig.6  Standard curve of cell growth 
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2.6  细胞冻存与复苏 

冻存细胞复苏后，经台盼蓝染色，细胞计数并计

算存活率，重复 10 组取平均值。对第 6 代细胞液氮

冷冻保存后，复苏经台盼蓝染色并计数统计，6 个月

后复苏存活率达 91.91% (表 2)；细胞具有活性，且复

苏后增殖速度快(图 7)，可正常传代(图 8)。 
 

表 2  冻存后复苏的存活率 
Tab.2  Survival rate of recovery after freezing 

冻存时间 
Freezing time (d) 

复苏存活率 
Recovery survival rate (%) 

40 95.78 

90 92.06 

180 91.91 

 

 
 

图 7  MTT 法测定复苏细胞增殖 
Fig.7  MTT was used to determine the value added of 

resuscitated cells 
 

 
 

图 8  宽口裂腹鱼中肾组织细胞复苏培养 
Fig.8  Recovery culture of mesonephros  

cells in S. eurystomus (50 μm) 

2.7  细胞污染与检测鉴定 

经 PCR 法鉴定细菌、真菌、支原体污染，样品

均无与阳性对照组一致的条带，样品中无细菌、真菌、

支原体，宽口裂腹鱼中肾组织细胞未被污染(图 9)。 

2.8  细胞来源鉴定 

经 PCR 扩增，获得 1077 bp 的基因片段，在琼脂

糖凝胶中电泳检测，大小符合(图 10)。测序序列片段，

并在 GenBank 数据库中进行 Blast 比对。结果显示，

与 GenBank 中发布的来源于宽口裂腹鱼线粒体基因

(NC0369331)的序列同源性为 99.81%。证明细胞系来

自宽口裂腹鱼。 
 

 
 

图 9  细菌、真菌、支原体 PCR 鉴定结果 
Fig.9  PCR identification results of bacteria,  

fungi and mycoplasma 
 

 
 

图 10  宽口裂腹鱼中肾组织细胞 16S rRNA 

基因 PCR 扩增产物 
Fig.10  PCR amplified products of 16S rRNA gene of 

mesonephros cells in S. eurystomus 

3  分析与讨论 

宽口裂腹鱼是新疆的土著鱼类，在 20 世纪 60 年

代数量仍然可观，但由于人为因素和环境变化，现已

成为濒危物种。随着宽口裂腹鱼的数量急剧下降，保

护宽口裂腹鱼已刻不容缓。建立宽口裂腹鱼的细胞系，

可以有效保护宽口裂腹鱼的种质资源，为细胞生物

学、环境毒理学和基因工程的研究奠定基础。如王京真

等 (2010) 对 长 江 江 豚 (Neophocaena phocaenoides 

asiaeorientalis)的静脉细胞进行培养，尝试转染 SV40

大 T 抗原，得到永久细胞系。 
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关于鱼类细胞培养生长特性的研究主要集中在

培养基、温度、血清、冻存复苏等方面。本研究采用

DME/F-12、L-15、RPMI-1640、M-199 和 MEM 培养

基，应用于宽口裂腹鱼中肾组织细胞的体外培养，

DME/F-12 培养基的效果最好，而在前人研究的鱼类

细胞培养中大部分采用的是 L-15 (Wang et al, 2003; 

Leibovitz et al, 1977; Fryer et al, 1994)，其有效的缓冲

系统可防止 pH 的过大波动，可保证细胞的长时间培

养，符合鱼类细胞的生长特征，如云纹石斑鱼

(Epinephelus moara)肾组织细胞系(EMK) (Liu et al, 

2018)最佳培养基为 L-15，但不适宜本研究中的宽口

裂腹鱼的细胞培养。本研究使用 DME/F-12 培养基时，

宽口裂腹鱼中肾组织细胞生长更好，可能由于不同种

鱼类生长环境不同，且所需营养不同。除了 L-15 培

养基，其他培养液也逐渐应用于鱼类细胞培养，如

RPMI-1640 和 M199 等。大多数细胞的生长与温度密

切相关，鱼类是变温动物，其细胞培养的温度范围比

哺乳动物广。宽口裂腹鱼在 20℃~30℃条件下均能生

长，最佳温度为 25℃，此时的细胞生长良好、稳定，

过高或过低的温度均对细胞的生长有影响。樊廷俊等

(2007)研究表明，大菱鲆(Scophthalmus maximus)鳍细

胞体外培养在 16℃~20℃均能生长，最适温度为 20℃~ 

24℃；张念伟等(2017)对大菱鲆脑细胞体外培养，  

18℃~30℃均能生长，最适温度为 24℃；Wang等(2014)

对大黄鱼肾组织细胞均能生长，在 28℃时生长最好。

鱼类细胞的生长温度范围比较广，宽口裂腹鱼中肾组

织细胞体外培养在 20℃~30℃均能生长，这与本研究

一致。不同种和同一种不同部位的细胞来源，生长温

度也不尽相同，因此，鱼类细胞培养确定培养温度至

关重要。在同一条件下，用不同浓度的胎牛血清培养

细胞时，胎牛血清组比无血清组的细胞生长好。在

5%、10%和 20%血清中生长时，10%和 20%浓度的血

清比 5%血清组生长差别明显，说明牛血清浓度对细

胞的生长有明显影响(李自良等, 2020)。当血清浓度

为 10%和 20%时，细胞的生长不是特别明显，但相对

10%浓度的血清，20%浓度的血清效果最好，与相关

文献的结果相似(Li et al, 2017; 谭凤霞, 2008)。 

本研究中，宽口裂腹鱼中肾细胞呈现悬浮生长，

悬浮培养的细胞一般为淋巴细胞等血液系统来源的

细胞，这种细胞体积小，缺乏粘附分子的表达，Ribas

等(2014)研究抗炎药物对淡水鱼虎利齿脂鲤(Hoplias 

malabaricus)的原代肾细胞培养的影响时应用的肾细

胞呈悬浮状态。宽口裂腹鱼中肾细胞呈悬浮生长可能

与其体积和粘附分子的表达有关系，具体原因有待于

进一步研究。 

本研究对第 10 代中肾组织细胞进行生长曲线测

定，细胞的生长曲线为“S”型。在第 4 天时，细胞生

长达到峰值，由于空间和营养不足等原因，细胞生长

开始减弱。将细胞放入液氮中冷冻后，6 个月后复苏，

复苏存活率达到 91.91%，细胞生长正常，可以传代，

生长很旺盛。 

细胞是实验的重要模型，污染却是实验中最大的

阻碍，对实验结果造成严重影响。比较常见的污染有

细菌、真菌、支原体等。在细胞污染鉴定过程中，通

过 PCR 技术对细胞进行检测，操作简单。结果证明，

培养过程中未受到污染。 

采用进化缓慢的保守序列 16S rRNA，进一步对

细胞来源鉴定，经分析，与宽口裂腹鱼序列一致性为

99.81%，表明其来源于宽口裂腹鱼。 

4  结论 

本研究以宽口裂腹鱼中肾组织为材料进行体外

培养，建立了宽口裂腹鱼中肾组织细胞系。宽口裂腹

鱼作为新疆特色经济鱼类，细胞系的建立对宽口裂腹

鱼的生物学、细胞工程、基因工程和种质资源保护等

都有重要意义，可为新疆特色渔业建设提供支持。 
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Preliminary Study on the Establishment of Kidney Tissue  
Cell Lines in Schizothorax eurystomus 

DAI Jincai, NIE Zhulan①
, LIU Jieya, HONG Jibiao 

(College of Animal Science, Tarim University; Key Laboratory of Tarim Animal Husbandry  
Science and Technology, Xinjiang Production and Construction, Alar, Xinjiang  843300, China) 

Abstract    Fish cell culture is an important model for germplasm preservation, gene function analysis, 

and cell engineering breeding. Therefore, it is of great significance to establish cell lines for the endangered 

Schizothorax eurystomus. The aim of this study was to establish a kidney tissue cell line for S. eurystomus, 

for which mesonephric tissue was used. The primary cell culture was initiated by tissue block transplantation 

and the subculture was carried out after the cells were stabilized. A kidney cell line (EUM10) was 

established. To analyze the cryopreservation and resuscitation ability of renal cell lines and the optimal 

growth conditions for S. eurystomus, PCR was used to detect contamination and mitochondrial gene 

fragment analysis was used to identify the source of the cell. The results showed that the optimal medium 

for S. eurystomus kidney tissue cells was DME/F-12, the optimal temperature was 25℃, and the optimal 

serum concentration was 20%. The cells grew in suspension and the growth curve was S-shaped. The 

growth curve shows that the population doubling time of the kidney tissue cell line cells in the 10th 

generation was 23.26 h. After 6 months of cryopreservation with liquid nitrogen, the recovery/survival 

rate was 91.91% (6th generation). S. eurystomus shares 99.81% of the gene sequence identity with a 

split-bellied fish from Tarim, which proves that the cell line originates from a wide-mouthed split-bellied 

fish. In this study, a kidney cell line for S. eurystomus was successfully established. Kidney cell lines can 

be used as in vitro systems to study various aspects of fish, such as cytogenetics and gene function 

analysis. This study provides the basic data for the initial research into and breeding of S.eurystomus. 

Key words    Schizothorax eurystomus; Kidney tissue; Cell line; Cell culture 
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