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(57)摘要

本发明公开了一种青海湖裸鲤鳃细胞系构

建方法，包括原代培养、传代培养、细胞冻存与复

苏，所述原代培养的细胞培养液的组分包括：基

础培养基、10～30％牛血清、200～400IU/mL青霉

素、200～400 μ g/mL链霉素、1～5mmol/L谷氨酰

胺和1～5mmol/L  mmol/L丙酮酸钠；所述传代培

养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10～

30％牛血清、50～250IU/mL青霉素、50～250 μ g/

mL链霉素、1～5mmol/L谷氨酰胺和1～5mmol/L 

mmol/L丙酮酸钠；所述细胞冻存的冻存液组分包

括：基础培养基、10～30％牛血清、50～250IU/mL

青霉素、50～250 μ g/mL链霉素、5～30％DMSO、1

～5mmol/L谷氨酰胺和1～5mmol/L  mmol/L丙酮

酸钠。本发明的制备方法简单，无需特殊设备，在

一般的无菌培养室内均可操作，制备得到的细胞

生长良好、稳定，可用于营养、免疫、环境毒性、基

因功能分析等研究。
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1.一种青海湖裸鲤鳃细胞系构建方法，包括原代培养、传代培养、细胞冻存与复苏，其

特征在于，所述原代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10~30％牛血清、300~
600IU/mL青霉素、300~600μg/mL链霉素；

所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10~30％牛血清、50~250IU/mL青

霉素、50~250μg/mL链霉素；

所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10~30％牛血清、50~250IU/mL青霉素、

50~250μg/mL链霉素、5~30%DMSO；

其中，所述原代培养、传代培养、细胞冻存的基础培养基为DMEM  high  glucose培养基；

所述牛血清为胎牛血清；

所述原代培养、传代培养、细胞冻存的培养液组分中均还包括1~5mmol/L谷氨酰胺、1~
5mmol/L丙酮酸钠。

2.根据权利要求1所述的构建方法，其特征在于，所述原代培养的细胞培养液的组分包

括：基础培养基、10~20％牛血清、300~600IU/mL青霉素、300~600μg/mL链霉素；

所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10~20％牛血清、50~250IU/mL青

霉素、50~250μg/mL链霉素；

所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10~20％牛血清、50~250IU/mL青霉素、

50~250μg/mL链霉素、10~20%DMSO。

3.根据权利要求1或2所述的构建方法，其特征在于，所述DMEM  high  glucose培养基含

有4500  mg/L  D‑葡萄糖。

4.根据权利要求3所述的构建方法，其特征在于，所述原代培养的细胞培养液的组分包

括：基础培养基、10~20％牛血清、300~600IU/mL青霉素、300~600μg/mL链霉素、1~5mmol/L谷

氨酰胺、1~5mmol/L  丙酮酸钠；

所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10~20％牛血清、50~250IU/mL青

霉素、50~250μg/mL链霉素、1~5mmol/L谷氨酰胺、1~5mmol/L  丙酮酸钠；

所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10~20％牛血清、50~250IU/mL青霉素、

50~250μg/mL链霉素、10~20%DMSO、1~5mmol/L谷氨酰胺、1~5mmol/L  丙酮酸钠。

5.根据权利要求4所述的构建方法，其特征在于，所述原代培养的细胞培养液的组分包

括：基础培养基、15％牛血清、500IU/mL青霉素、500μg/mL链霉素、2.5mmol/L谷氨酰胺、

2.5mmol/L  丙酮酸钠；

所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10％牛血清、100IU/mL青霉素、

100μg/mL链霉素、2.5mmol/L谷氨酰胺、2.5mmol/L  丙酮酸钠；

所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10％牛血清、100IU/mL青霉素、100μg/
mL链霉素、10%DMSO、2.5mmol/L谷氨酰胺、2.5mmol/L  丙酮酸钠。

6.根据权利要求1所述的构建方法，其特征在于，所述原代培养的步骤包括：用无菌PBS

冲洗鳃组织后接种在培养瓶中倒置培养，培养瓶中添加1ml原代培养基用以保持培养瓶中

湿度，防止鳃组织干燥细胞死亡，次日加入细胞培养液3ml，培养至长成细胞单层；

所述原代培养的条件为：22~26℃培养箱中倒置24小时。

7.根据权利要求6所述的构建方法，其特征在于，所述原代培养的条件为：

23℃培养箱中倒置过夜。
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8.根据权利要求1所述的构建方法，其特征在于，所述传代培养的步骤包括：原代鳃细

胞铺满瓶底60%，吸出原代培养液，悬起细胞，加入细胞培养液后进行传代培养。

9.根据权利要求8所述的构建方法，其特征在于，所述悬起细胞的方法为胰酶消化法；

所述传代培养的方式为：首次传代按1:1传，此后按1:2进行传代，每8~12天传代一次；

所述传代培养的温度为22~26℃。

10.根据权利要求9所述的构建方法，所述胰酶消化法使用的试剂包括0.2~0.4%胰蛋白

酶‑EDTA；

所述传代培养的方式为：首次传代按1:1传，此后按1:2进行传代，每10天传代一次；

所述传代培养的温度为25℃。

11.根据权利要求10所述的构建方法，所述胰酶消化法使用的试剂包括0 .25%胰蛋白

酶‑EDTA。

12.根据权利要求1所述的构建方法，其特征在于，所述细胞冻存的步骤包括：取对数生

长期细胞经胰酶消化后，离心，将得到的沉淀与冻存液混合、重悬，液氮保存；

所述重悬后的细胞浓度为1×105~1×107个/mL。

13.根据权利要求12所述的构建方法，其特征在于，所述重悬后的细胞浓度为1×106个/

mL。

14.根据权利要求1所述的构建方法，其特征在于，所述复苏的步骤包括：将冻存液于37

℃水浴中快速融化、离心，得到沉淀后用传代细胞培养液重悬，22~26℃培养至长成细胞单

层。
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一种青海湖裸鲤鳃细胞系构建方法

技术领域

[0001] 本发明属于细胞培养技术领域，具体涉及一种青海湖裸鲤鳃细胞系构建方法。

背景技术

[0002] 青海湖裸鲤(Gymnocypris  przewalskii)，俗称湟鱼，属鲤形目(CyPriniformes)，

鲤科(Cyprinidae)，裂腹鱼亚科，裸鲤属，主要分布于中国青海湖及其湖周支流，为高原低

温盐碱性水域经济鱼类，是青海湖中唯一的经济鱼类，也是我国重要的经济鱼类之一。其喜

栖息于滩边、大石堆间流水缓慢处、深潭或岩缝中，适应性强，在半咸水(青海湖水含盐量12

～13‰)或淡水中均可生活。在自然条件下，青海湖裸鲤的生长极为缓慢，生长到300～500g

平均需要7～10年的时间。有关资料表明，青海湖现有裸鲤资源量约为7500吨，不足开发初

期的1/10，而目前，鸟岛栖息的鸟类每年要吞食近千吨的裸鲤，加上近年来由于裸鲤的生存

环境受到污染、破坏和过度捕捞等原因，造成青海湖裸鲤资源量严重下降，渔业资源破坏严

重，同时，伴随着青海湖盐度的逐年升高，青海湖裸鲤资源保护面临着重要的挑战。

[0003] 为保护青海湖裸鲤资源，青海湖裸鲤人工增殖放流技术在过去的二十余年里已经

逐渐成熟，该技术需要自然条件下成熟的青海湖裸鲤亲本作为性细胞来源，用于人工授精

和仔鱼孵化养殖，该技术需要在特定时间段进行。养殖青海湖裸鲤的人工繁育技术还未建

立，目前还未见有全人工繁育青海湖裸鲤群体的相关报道，因此，在对青海湖裸鲤进行自然

适应、进化、疾病等研究时，通常需要大量的青海湖裸鲤个体，获取青海湖裸鲤个体的来源

只能依靠捕获野生个体进行，这与保护该珍稀鱼类种质资源形成了亟待解决的矛盾。

[0004] 建立青海湖裸鲤鱼类细胞系作为细胞模型，是解决以上问题的重要方法。鱼类细

胞培养起于20世纪60年代，发展至今已建立了280余株细胞系，中国的鱼类细胞培养历经30

多年，只建立了50余株细胞系，建立细胞系的物种不足中国鱼类总数的1.5％(中国鱼类超

过3500种)，由此可见，细胞系的构建速度是非常缓慢的，本身存在一定的困难。且相较于其

他鱼类细胞培养，由于自然条件下的青海湖裸鲤个体通常为患病个体，携带多种寄生虫，在

细胞培养中更易发生污染，细胞致死率较高，导致失败率上升。因此，目前亟需建立一种细

胞致死率低、能获得大量的鳃细胞，用于探究青海湖裸鲤生长的基础研究的细胞系构建方

法。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种青海湖裸鲤鳃细胞系构建方法，能够获得大量的鳃细

胞，用于探究鱼类生长的基础研究。

[0006] 为了实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0007] 本发明提供了一种青海湖裸鲤鳃细胞系构建方法，包括原代培养、传代培养、细胞

冻存与复苏，所述原代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10～30％牛血清、300～

600IU/mL青霉素、300～600μg/mL链霉素；

[0008] 所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10～30％牛血清、  50～
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250IU/mL青霉素、50～250μg/mL链霉素；

[0009] 所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10～30％牛血清、 50～250IU/mL

青霉素、50～250μg/mL链霉素、5～30％DMSO。

[0010] 进一步地，所述原代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10～20％牛血

清、300～600IU/mL青霉素、300～600μg/mL链霉素；

[0011] 所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10～20％牛血清、 50～

250IU/mL青霉素、50～250μg/mL链霉素；

[0012] 所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10～20％牛血清、 50～250IU/mL

青霉素、50～250μg/mL链霉素、10～20％DMSO；

[0013] 更进一步地，所述原代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、15％牛血清、

500IU/mL青霉素、500μg/mL链霉素；

[0014] 所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10％牛血清、 100IU/mL青

霉素、100μg/mL链霉素；

[0015] 所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10％牛血清、100IU/mL青霉素、100

μg/mL链霉素、10％DMSO。

[0016] 本发明所述“％”为体积百分比浓度；培养基中各成分按照浓度加入，各成分后为

浓度单位。

[0017] 进一步地，所述原代培养、传代培养中的基础培养基选自DMEM(high glucose)、

DMEM(low glucose)、L‑15、RPMI 1640培养基中的一种，在本发明的具体实施方式中，所述

原代培养、传代培养中的基础培养基为DMEM(high glucose)培养基；

[0018] 所述冻存液中的基础培养基为DMEM(high glucose)培养基；

[0019] 所述牛血清选自胎牛血清、小牛血清中的一种，优选胎牛血清。

[0020] 基本培养基购自Gibco公司DMEM高糖培养基，货号为11960044，DMEM 高糖培养基

含有4500mg/L D‑葡萄糖，不含L‑谷氨酰胺，不含丙酮酸钠。

[0021] 进一步地，所述原代培养、传代培养、细胞冻存的培养液组分中均还包括 1～

5mmol/L谷氨酰胺、1～5mmol/L丙酮酸钠。

[0022] 进一步地，所述原代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10～20％牛血

清、300～600IU/mL青霉素、300～600μg/mL链霉素、1～5mmol/L谷氨酰胺、 1～5mmol/L丙酮

酸钠；

[0023] 所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10～20％牛血清、 50～

250IU/mL青霉素、50～250μg/mL链霉素、1～5mmol/L谷氨酰胺、1～5mmol/L 丙酮酸钠；

[0024] 所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10～20％牛血清、 50～250IU/mL

青霉素、50～250μg/mL链霉素、10～20％DMSO、1～5mmol/L谷氨酰胺、1～5mmol/L丙酮酸钠；

[0025] 更进一步地，所述原代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、15％牛血清、

500IU/mL青霉素、500μg/mL链霉素、2.5mmol/L谷氨酰胺、2.5mmol/L丙酮酸钠；

[0026] 所述传代培养的细胞培养液的组分包括：基础培养基、10％牛血清、 100IU/mL青

霉素、100μg/mL链霉素、2.5mmol/L谷氨酰胺、2.5mmol/L丙酮酸钠；

[0027] 所述细胞冻存的冻存液组分包括：基础培养基、10％牛血清、100IU/mL青霉素、100

μg/mL链霉素、10％DMSO、2.5mmol/L谷氨酰胺、2.5mmol/L丙酮酸钠。
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[0028] 进一步地，所述原代培养的步骤包括：用无菌PBS冲洗鳃组织后接种在培养瓶中倒

置培养，培养瓶中添加1ml原代培养基用以保持培养瓶中湿度，防止鳃组织干燥细胞死亡，

次日加入细胞培养液3ml，培养至长成细胞单层；

[0029] 所述原代培养的条件为：22～26℃培养箱中倒置24小时，优选为23℃培养箱中倒

置过夜。

[0030] 所述鳃细胞的获取步骤包括：将3个月大的仔鱼用无菌水漂洗后，再用75％酒精浸

泡40～100s，晾干后取鳃组织。

[0031] 进一步地，所述传代培养的步骤包括：原代鳃细胞铺满瓶底60％，吸出原代培养

液，悬起细胞，加入细胞培养液后进行传代培养。

[0032] 进一步地，所述悬起细胞的方法为胰酶消化法；进一步地，所述胰酶消化法使用的

试剂包括0.2～0.4％胰蛋白酶‑EDTA，优选为0.25％胰蛋白酶‑EDTA；

[0033] 所述传代培养的方式为：首次传代按1:1传，此后按1:2进行传代，每8～12  天传代

一次，优选为每10天传代一次；

[0034] 所述传代培养的温度为22～26℃，优选为25℃。

[0035] 进一步地，所述细胞冻存的步骤包括：取对数生长期细胞经胰酶消化后，离心，将

得到的沉淀与冻存液混合、重悬，液氮保存；

[0036] 所述重悬后的细胞浓度为1×105～1×107个/mL，优选为1×106个/mL。

[0037] 进一步地，所述复苏的步骤包括：将冻存液于37℃水浴中快速融化、离心，得到沉

淀后用传代细胞培养液重悬，22～26℃培养至长成细胞单层。

[0038] 本发明的有益效果是：

[0039] (1)本发明方法传代培养到第20代后得到的鳃细胞致死率低，可获得大量的鳃细

胞，方便用于裸鲤营养、免疫、环境毒性、基因功能分析等研究。

[0040] (2)本发明方法简单易行，无需特殊设备，在一般的无菌培养室内均可操作。

附图说明

[0041] 图1为原代培养图；

[0042] 图2为第20代传代培养图。

具体实施方式

[0043] 下面对本发明的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实施例是本发明

的一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明的实施例，本领域普通技术人员在没有

做出创造性劳动的前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范围。

[0044] 本发明DMEM高糖培养基购自Gibco公司，产品货号为11960044；胎牛血清购自上海

生工生物工程有限公司，货号E510008。若无其他特殊说明，本发明中使用的试剂均可市购

获得。

[0045] 实施例1

[0046] (1)青海湖裸鲤鳃的获取

[0047] 选择在池塘养殖3个月的青海湖裸鲤仔鱼个体，使用无菌水浸泡漂洗3次，每次10

～20分钟，再以75％酒精浸泡鱼体1分钟后晾干，取其皮下鳃组织，放置于无菌PBS中，备用。
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[0048] (2)原代培养

[0049] 先分别采用DMEM(高糖)、Leibovitz's  L‑15和RPMI  1640三种基础培养基对  12个

外植体进行实验，选出最佳的基础培养基。

[0050] 结果表明，在DMEM(高糖)和Leibovitz's  L‑15培养基中，细胞可从鳃组织中迁移，

呈现成纤维细胞或上皮样形态。在DMEM(高糖)添加胎牛血清和青霉素链霉素溶液中培养25

天后，外植体移出的单层细胞可达到传代要求进行传代培养。相比之下，在L‑15培养基中，

单层细胞在组织块周围的迁移速度太慢。因此，在后续的传代过程中，使用DMEM(高糖)作为

基础培养基。

[0051] 为了在传代培养20代后还能得到大量的鳃细胞，本发明首先配制如下原代细胞培

养液：DMEM(high  glucose)培养基、15％胎牛血清、500IU/mL青霉素、  500μg/mL链霉素、

2.5mmol/L谷氨酰胺和1.5mmol/L丙酮酸钠。

[0052] 将获得的鳃组织1g剪成小块，每小块为1mm2，使用无菌PBS冲洗3遍，每次5分钟，将

其接种于25cm2细胞培养瓶中，加入原代培养基1ml，在23℃培养箱中倒置过夜，于次日加入

原代培养液3ml，每三天更换以此培养液，10天以后细胞开始从组织块中迁移(图1)，30～40

天即可长成细胞单层，可覆盖40‑60％培养瓶底部。此种处理方法可以控制污染低于20％。

[0053] (3)传代培养

[0054] 按照如下配方配制传代细胞培养液：DMEM(high  glucose)培养基(Gibco)、  10％

胎牛血清、100IU/mL青霉素、100μg/mL链霉素、2.5mmol/L谷氨酰胺和  1.5mmol/L丙酮酸钠。

[0055] 待原代培养中的鳃细胞铺满培养瓶瓶底60％后开始进行传代培养，步骤如下：先

吸出培养瓶中的原代培养液，使用0.25％胰蛋白酶‑EDTA的胰酶消化法传代悬起细胞，加入

传代培养液3mL中和胰酶反应，首次传代按1:1传，此后按  1:2进行传代，于25℃培养箱中继

续培养，平均每10天传代一次，所得到的细胞状态良好、稳定。

[0056] (4)细胞冻存

[0057] 按照如下配方配制细胞冻存液：DMEM(high  glucose)培养基、10％胎牛血清、

100IU/mL青霉素、100μg/mL链霉素、10％DMSO、2.5mmol/L谷氨酰胺和  1.5mmol/L丙酮酸钠。

[0058] 传代培养20代后，鳃细胞系建立成功(图2)，取对数生长期细胞，经胰酶消化后，细

胞悬液1200rpm离心5分钟，弃掉上清，向细胞沉淀中加入配制的细胞冻存液，重悬，控制细

胞浓度为1×106～1×107个/mL，将1mL细胞悬液转移至1.8m  L冻存管中，将冻存管置于程序

降温盒中，‑80℃放置24小时后放入液氮中长期保存。

[0059] (5)细胞复苏

[0060] 将冻细胞从液氮中取出，放入37℃水浴锅中快速摇晃至融化，细胞悬液  1200rpm

离心5分钟除上清液；用传代细胞培养液1ml重悬细胞，并转移至细胞培养瓶中，25℃培养箱

中培养，8～10天细胞即长成单层。

[0061] 尽管已经示出和描述了本发明的实施例，对于本领域的普通技术人员而言，可以

理解在不脱离本发明的原理和精神的情况下可以对这些实施例进行多种变化、修改、替换

和变型，本发明的范围由所附权利要求及其等同物限定。
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图2
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