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日本沼虾雄性生殖细胞原代培养方法

郭忠海 康现江! 穆淑梅 孙 婧 郭明申
（河北大学生命科学学院 保定 "#%""!）

摘要：细胞培养方法对于研究虾类疾病、内分泌生理是一种有力的工具。本文介绍了日本沼虾

（1+2*(3*+2"#)4 $#55($%$&%）雄性生殖细胞原代培养的方法。实验发现精原细胞和精母细胞在体外具有较
强的分裂能力。通过测定细胞的贴壁率及观察细胞生长情况，初步确定了该类细胞体外培养的最适 *+
范围为 #,! ( #,$，渗透压范围为 $"" ( -"" ../012。
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甲壳类动物细胞培养始于 !"世纪 7"年代
末 #"年代初，早在 %’#%年 WG*/==GJ等［%］就报道
了对螯虾、龙虾的血淋巴、心脏、卵巢等组织的

体外培养。之后，不少科学家对斑节对虾

（ >%$+%)& 4($(=($）［!，)］、南 美 蓝 对 虾（ > P
&;0,#*(&;*#&）［$］等经济价值较大的虾类进行了广
泛的体外培养研究。培养的组织有血淋巴、卵

巢、肝胰腺、心脏、上皮组织等，报道较多的是血

淋巴组织和卵巢。&" 年代到 ’" 年代初，全世
界养虾业受到病毒侵害，造成严重损失，因而对

虾类病毒的研究、诊断和防治迫切需要虾类细

胞系的建立。尽管全世界水产业都投入很大精

力，尤其在模仿昆虫细胞系的建立和发展过程

上做了许多重要工作，然而，至今没有成功建立

起虾类细胞系。U/F00GI［-］总结认为，虾类细胞
原代培养中，细胞可以较好地存活，但细胞增殖

率低，传代培养细胞基本不增殖。他指出 ) 个
可能的原因，即培养基可能不适合，或缺乏特殊

生长因子，或细胞已经失去增殖能力。为深入

探索虾类细胞在体外培养的分裂增殖规律，我

们选用分裂能力较强的精巢为实验对象进行研

究，以尽可能地减少第三个可能的原因。日本

沼虾（1+2*(3*+2"#)4 $#55($%$&%）是我国分布较
广的淡水经济虾类之一，国内已有对其血细胞

和肝胰腺的体外培养研究［7，#］，但是对其精巢细
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胞的培养还未见报道。本实验介绍了日本沼虾



精巢生殖细胞的培养方法，并初步确定了该细

胞类群的最适 !"和渗透压范围，描述了细胞
生长的基本情况。

! 材料与方法

!"! 材料 日本沼虾幼虾（额剑前端至尾扇末
端长度 # $% &&，重量 # ’()’ *），$’’+年 ,月上
旬购于保定白洋淀，养于实验室水族箱，并饲以

豆粉制成的人工饵料，$, -不间断充气。进行
原代培养前，冲洗虾体，无菌水暂养 $ .，并禁
食。然后再将其放于含高浓度双抗（/ ’’’ 012
&3青霉素，/ ’’’ 012&3链霉素）［4］和 $’!*25制
霉菌素的无菌水中 $, -。
!"# 方法
!"#"! 培养基配制 实验选用培养基为 6/77
（809:; )//’’<’)%），添加 /%=胎牛血清（>9?），
添加抗生素（/’’ 012&3 青霉素，/’’ 012&3 链霉
素，$’!*2&3庆大霉素，$(%!*2&3两性霉素 9）。
固定培养基的 !" 为 @($，添加固体 AB:3

把液体培养基调为 + 个渗透压梯度（&&C325：
)’’、,’’、%’’、+’’、@’’、4’’），分装过滤灭菌，进
行渗透压梯度实验。

固定培养基的渗透压为 ,’’ &&C325（渗透
压实验中最适渗透压条件），用 @(%= AB":;)

和 $= ":3 !"调整液，将培养基 !"在临用时
调成 + 个梯度（+(4、@(’、@($、@(,、@(+、@(4），进
行 !"梯度实验。
!"#"# 原代培养方法 取 $只雄性日本沼虾，
先在 D $’E下冷冻麻醉 /’ &FG，然后用碘酒擦
拭虾体表面，@’=酒精浸泡虾体 % H /’ &FG。移
入超净工作台，吸干体表酒精，剪开头胸甲，摘

取精巢，在培养皿中用 "BGI’J液漂洗 %次，转
入含少量培养液的青霉素小瓶。轻轻吹打，使

细胞分散开，加入 ) &3 培养液形成悬液，静置
/’ &FG。细胞计数，细胞密度约 / K /’%个2&3。
取中上部细胞悬液分 $排 /$个孔（两组平

行）加入到 ,4孔培养板，每孔 /’’!3，然后每孔
再加入 +个梯度的培养基 ,’’!3。:;$ 培养箱

培养，温度 $+E，:;$ 浓度为 %=。+ - 后换成
完全梯度培养基，之后每 ) .更换 $2)培养液。

!"#"$ 细胞贴壁率检验 换液后进行每孔细
胞计数，采用视野计数法。$%’ K下选取每个孔
的特定区域，计数该区域 %个视野下的细胞数。
计数完毕后，$, -后从孔的底部吸取培养液 $2
)，然后再次进行原区域计数（方法如上）。统计
细胞数量的变化（减少量），计算贴壁率。

贴壁率（=）L 换液后细胞数 2
换液前细胞总数 K /’’=

!"#"% 台盼蓝染色 吸去培养液，每个孔中加
入 ,%’!3 "BGI’J液，然后加入 %’!3 ’(,=台盼
蓝染液，染色 ) &FG，观察细胞染色和存活情况。
!"#"& 数据分析 实验数据由 ?M?? /)(’软件
进行统计分析，用 ?NO.PGN’J !BFQP. !<NPJN评价组
间差异的显著性（ " # ’(’%，差异显著；" #
’(’/，差异极显著）。

# 结 果

#"! 最适 ’(和渗透压范围
#"!"! 不同渗透压条件下的细胞贴壁率 日
本沼虾雄性生殖细胞接种后通常可以在 / -内
贴壁，接种初期细胞能相对稳固地贴壁。$, -
后换液，一些孔中细胞数量明显减少。当渗透

压在 )’’ &&C325 时，细胞的贴壁率为 +’= H
@’=；当渗透压升至 ,’’ &&C325时，细胞的贴壁
率达到 7@=左右，较 )’’ &&C325时的情况，差
异极显著（ " # ’(’/）；渗透压 %’’、+’’ &&C325
时，细胞贴壁率有所下降，较 ,’’ &&C325的贴壁
率有显著差异（ " # ’(’%）；渗透压高于 @’’
&&C325，细胞贴壁率急剧下降（表 /）。表 /中渗
透压 @’’ &&C325 的细胞贴壁率略低于 4’’
&&C325的，但二者差异不显著（" R ’(’%）。
另外，不同渗透压对日本沼虾雄性生殖细

胞的影响也反映在细胞的生长情况上。细胞接

种 $周后，除了 ,’’、%’’ &&C325组细胞生长较
好外，其余组细胞生长均较差，尤其是渗透压

@’’ &&C325和 4’’ &&C325组，细胞数量减少较
多（图版"：B）。这除了有影响贴壁率的其他原
因外，细胞由于高渗发生皱缩和不断死亡也是

重要原因之一，台盼蓝染色发现多数细胞被染

色。因而对日本沼虾雄性生殖细胞来说，体外

·’7· 动物学杂志 #$%&’(’ )*+,&-. */ 0**.*12 ,$卷



培养最适的渗透压约为 !"" # $"" %%&’()。

表 ! "个渗透压梯度下的细胞贴壁率（*+,-# ./）
$%&’( ! )(’’ %*+(,(-.( /-*(, *011(,(-2 3453’%,020(4

渗透压

（%%&’()）

贴壁率（0）

实验组 1 实验组 2 实验组 3 平均值

3"" 4!53 6 !5$ 7$5! 6 757 7"52 6 458 7757 6 451
!"" 9852 6 353 9851 6 !54 945$ 6 $5" 9459 6 "5!
$"" 825$ 6 $57 845! 6 !52 8854 6 $52 8752 6 353
7"" 4253 6 352 7454 6 75$ 4"57 6 $5! 4"52 6 253
4"" 325! 6 45! 1953 6 85! 225" 6 451 2!57 6 759
8"" 3"51 6 752 2852 6 1"52 3$5! 6 858 3152 6 354

每个实验组的样本数 ! : 1"。下表同。

67!76 不同 ;<条件下的细胞贴壁率 日本沼
虾雄性生殖细胞适合的 ;<在偏碱性范围，45"
# 457条件下细胞都可以较好的生存，这与哺
乳动物精子生存的 ;<条件相近。日本沼虾雄
性生殖细胞最适 ;<在 452和 45!，二者的贴壁
率无显著差异（" = "5"$），但是较 ;< 45"和 457
均有显著差异（" > "5"$）；;<在 458 和 758 附
近，贴壁率下降更趋明显（表 2）。

表 6 "个 89梯度下的细胞贴壁率（*+,-# ./）

$%&’( 6 )(’’ %*+(,(-.( %2 *011(,(-2 89 :%’/(4

;<
贴壁率（0）

实验组 1 实验组 2 实验组 3 平均值

758 3153 6 75! 2"52 6 !52 285$ 6 457 2754 6 $58
45" 4252 6 857 7753 6 858 $15" 6 453 7352 6 1"59
452 8$5! 6 753 8457 6 759 9151 6 $5$ 885" 6 259
45! 8953 6 $57 9"51 6 !5" 9"5! 6 !52 8959 6 "57
457 4854 6 457 4757 6 $57 4"52 6 754 4$52 6 !5!
458 !359 6 954 3958 6 458 3353 6 758 395" 6 $53

细胞接种 2周后的生长情况也很好地反映
了 ;< 对日本沼虾雄性生殖细胞的影响。;<
452和 45!组，细胞长势较好，基本保持接种时
的数量，而 ;< 758 和 458 组细胞减少较多，生
长稀疏（图版!：?）。台盼蓝染色发现，;< 452
和 45!组多数细胞拒染，具有较强活力；;< 758
和 458组则多数细胞被染色。;< 45"和 457组
的细胞染色情况介于二者之间。

676 细胞体外培养生长分裂的特征 ! 月日
本沼虾生殖腺处于发育期，幼虾精巢较小但细

胞分裂活跃。日本沼虾雄性生殖细胞接种后，

在最适 ;<、渗透压条件下可以在 1 @ 内贴壁，
贴壁后细胞形态不发生变化，仍为圆形。所含

细胞种类有精原细胞、精母细胞、精细胞和成熟

精子。其中处于精子发生过程的精细胞数量较

多，其细胞中央可见暗色点状物质。

体外培养观察发现，接种 1 # 3 A，2$" B下
的视野通常可以发现有 1 # 2细胞（精原细胞和
精母细胞）处于分裂状态，多数为精原细胞，直

径 4 # 9"%，圆形（图版!：C）。精母细胞数量相
对较少，直径 1" # 12"%，分裂通常先形成 2个
核后细胞才缢裂（图版!：A）。
实验发现，简单的培养基不能促使精原细

胞和精母细胞连续分裂，多数细胞分裂一次后

分裂停滞，甚至停滞于正在分裂的状态。台盼

蓝染色发现，精原细胞和精母细胞存活时间短，

仅维持 1周左右；而不分裂的精细胞和精子则
存活时间较长，可达 !" A以上。

; 讨 论

;7! 89和渗透压对细胞贴壁的影响 ;<和
渗透压是体外培养首先考虑的重要因子，二者

对细胞生长和存活的影响十分明显。虾类细胞

和多数哺乳动物细胞一样在体外具有贴壁性，

贴壁对于细胞而言是进一步生长分裂的基础。

细胞对周围环境有主动适应性，不能较好地贴

壁往往反映环境条件的不适合。一般认为，细

胞贴壁黏附是通过细胞外基质分子先黏附到带

电底面实现的，它会受到离子浓度和 ;<的影
响。通过接种后 2! @ 检测细胞贴壁性来评价
;<和渗透压，可以获得较稳定的数据，在所确
定的最适条件下细胞生长较好。接种 2! @ 后
换液，不适条件孔中的细胞数量明显减少，可能

是因为细胞需要一段时间才对环境因子作出反

应。王军霞［7］培养日本沼虾血细胞，通过观察

细胞贴壁情况和生长状态发现其最适渗透压为

!42 %%&’()；DE+EFC@G［9］在培养罗氏沼虾（ # H
$%&’!(’$)**）胚胎细胞时，也认为渗透压在 !$"
%%&’(IJ 较适合。这与本实验结果 !"" # $""
%%&’()较为接近。在 ;<方面，有文献报道日
本沼虾肝胰腺细胞的最适 ;<为 45" # 452［4］，肌
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肉细胞为 !"#［$%］，这些差异可能更多地体现了
组织不同的原因。

!"# 细胞的生长和分裂 在已有的虾类细胞
培养报道中，用组织块进行原代培养形成的细

胞单层往往是由于细胞的迁移而非细胞分裂，

而传代的虾类细胞虽然能够较长时间地保持活

性，但多数不能表现出持续分裂能力且分裂指

数非常低。&’()*报道存活最好的组织是上皮
组织（培养时间平均 $+"# ,，最长 -.% ,），其次
为心脏组织（培养时间平均 $-"! ,，最长 /%!
,）［$$］。而 0(*1等在培养斑节对虾血淋巴组织
时发现，细胞在培养初期分裂较快，平均每周数

量加倍一次，可持续增殖 + 2 # 周，至少存活 +
个月［$-］。345*6(4 等在培养斑节对虾卵巢组织
时发现，细胞出现 .种形态，即上皮样细胞、成
纤维样细胞、圆形细胞和大核的上皮样细胞。

其中上皮样细胞不能被传代，存活时间不超过

-个月，而成纤维样细胞可以传代 /次，存活 $!
个月［$/］。 75)8 等 在 研 究 日 本 对 虾（ ! 9
"#$%&’()*）淋巴细胞培养时，跟踪了 $-个处于分
裂状态的淋巴细胞，在培养第 . , 可观察到分
裂的细胞，平均每 :个视野（-%% ;）有 $ 2 - 个
分裂相；. 2 : ,，分裂的细胞增多，有时一个视
野可以观察到 /个分裂的细胞；$+ ,后分裂的
细胞数减少，.% ,后不再有分裂的细胞［$.］。对
日本沼虾雄性生殖细胞的培养，发现精细胞和

精子也可以存活较长时间，但具有分裂能力的

精原细胞和精母细胞却存活较短，需要进一步

探讨其原因。另外，从目前的报道来看，<$==、
7>$+ 以及昆虫细胞培养基都可以满足多数虾
类细胞在体外的存活，但虾类细胞的分裂能力

仍会逐步丧失，尽管尝试添加胎牛血清、肌肉提

取液及血淋巴提取液，但均难以使其分裂持续。

这与哺乳动物细胞培养情况不同，后者即便是

处于 ?% 期的细胞，在体外通常添加一些细胞因

子均可启动分裂。虾类的这一“反常现象”，应

当不能否定细胞分裂需要特定细胞因子这一普

遍规律，那么这些细胞因子的活性问题就是最

值得关注的，如血淋巴提取液或肌肉提取液中

的细胞因子是否具有很好的活性，以及虾类在

体外条件下的生长代谢是否影响细胞因子的活

性等，有待于进一步研究。
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