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克氏原螯虾精巢与输精管组织细胞

原代培养方法初探
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摘要：将剪碎的克氏原螯虾（1*(2+34+*)& 2,+*5##）精巢与输精管组织块分别接种于含 !") *+,、双抗以及

添加了适量无机盐等的 -.((/-0、-1-、,!"、23456’7 和 8/.9 培养基中，!9:恒温静置培养。结果表明，在

23456’7 培养基中，只有少量组织块贴壁。在其余培养基中，大多数组织块能在 . & ! 周内逐渐贴壁，8/.9
和 ,!" 培养基培养效果最好。组织块贴壁后，一些成纤维细胞和上皮样细胞逐渐从组织块迁移出来。

传代后组织块可继续贴壁并重新迁移出一些成纤维细胞与少量上皮样细胞。添加部分草鱼细胞系 ;,*
或斜纹夜蛾细胞系 ,< 驯化的培养基进行培养，驯化培养基 =新鲜培养基 > . = 9（?@?），结果表明，,< 驯化培

养基能促进细胞的迁移。组织块一般可离体培养 ! & $ 个月，但是都未能形成细胞单层。胰蛋白酶消化

后分散的虾细胞不能贴壁。
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虾病毒性疾病的爆发严重威胁着虾类养殖

业的健康发展，但迄今仍未建立或筛选到虾病

毒敏感的细胞系，这已成为病毒性虾病研究的

一个瓶颈［. & a］。虽然 I7G 等建立了虾细胞系，

但其对虾病毒敏感性低［(］

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

，而且在此基础不断



改进方法，也尚未见新的虾细胞系建立的报

道［!］。克氏原螯虾（!"#$%&’%"() $*%"+,,）来源广

泛，对 白 斑 症 病 毒（"#$%& ’()% ’*+,-).& /$-0’，
1223）很敏感，以此为材料有望建立对虾病毒

敏感的细胞系［45］。笔者尝试了克氏原螯虾精

巢等组织细胞的多种原代培养方法，现将初步

结果报道如下。

! 材料与方法

!"! 实验材料 克氏原螯虾购自集贸市场，室

内常温饲养。

!"# 细胞系和培养基 斜纹夜蛾（ -.#/#.01"%
*,0("%）昆虫细胞系 26 由中山大学建立并惠赠，

用改良的 7849 替换 :-;<&’’ 培养基培养。草鱼

（2013#.4%"536#/#3 ,/1**()）吻端细胞系 =2> 采用

含 45? >@2 的 7849 培养基进行培养。本实验

所使用的培养基见表 4。

!"$ 细胞培养 从饲养水缸中挑选出活力较

强的雄性克氏原螯虾，用自来水冲洗 A B ! 遍，

去掉粘附物。将洗好的虾放入广口瓶内，再把

吸有 少 量 乙 醚 的 棉 球 置 入 瓶 内 将 虾 麻 醉。

9 .$+后用镊子取出雄虾，用含C5?酒精的棉

表 ! 培养基配方!

%&’() ! *+),&+&-./0 /1 2)3.&

D4EE8DF DGD 2A5［44］ :-;<&’’（HID8>J） 7849!!

来源

2)0-<&’
利用 D4EE 粉剂自配 :K@LM

参照文献

自配
:K@LM :K@LM

(J NOP COQ COQ NO9 COA

添加物

20((6&.&+%’
! RS7 酵母提取物、! RS7

水解乳蛋白和 4 RS7 葡萄糖
无 无

! RS7 酵母提取物、! RS7
水解乳蛋白和 4 RS7 葡萄糖

! RS7 酵母提取物、

! RS7 水解乳蛋白和

4 RS7 葡萄糖

主要用途

T’;R&
培养多种昆虫细胞等

培养蚊子

细胞 LC845 等

培养蟑螂

细胞系等
培养多种昆虫细胞 培养多种昆虫细胞等

!添加 A5? >@2（:K@LM8@U7）、455 KTS.6 青霉素和 455!RS.6 链霉素；!!添加 9OA RS7 I;L6，4O9 RS7 L;L6A 和 5O59 RS7 DRL6A；培养斜

纹夜蛾细胞系 26 的培养基 7849 不添加额外的无机盐（(J NOQ）；培养草鱼细胞系 =2> 的 7849 培养基不添加额外的无机盐、酵母提

取物、水解乳蛋白和葡萄糖（(J COQ），>@2 浓度为 45?（/S/）。

!D&,$; "&-& ’0((6&.&+%&, "$%# A5? >@2，455 KTS.6 (&+$<$66$+ ;+, 455!RS.6 ’%-&(%).*<$+O!!D&,$; "&-& ’0((6&.&+%&, "$%# 9OA RS7 I;L6，4O9

RS7 L;L6A ;+, 5O59 RS7 DRL6A；7849 .&,$0. "$%#)0% %#& ’0((6&.&+%&, ’;6%’ ";’ 0’&, %) <06%0-& 26 <&66’（(J NOQ）O 7849 .&,$0. "$%#)0% %#&

’0((6&.&+%&, ’;6%’，*&;’% &V%-;<%，6;<%;6W0.$+ #*,-)6*’;%& ;+, R60<)’& ";’ 0’&, %) <06%0-& =2> <&66’（(J COQ）O

球将虾体表擦拭 A B ! 遍进行消毒，或者将虾浸

入 C5?酒精内浸泡 9 B 45 .$+，再用无菌 =@2 漂

洗 A 遍以去掉酒精，然后用无菌滤纸吸干体表。

在无菌条件下用眼科剪将虾的头胸部剪开，用

眼科镊取出精巢和相连的输精管放入青霉素小

瓶内。加入 =@2 洗涤 A 次，去掉附着的血淋巴

细胞，再用眼科剪将组织块反复剪碎。加入无

血清 培 养 基，吹 打 均 匀，4 555 -S.$+ 离 心 45
.$+。弃上清，加入适量体积的完全培养基，吹

匀后将悬液接入细胞培养瓶中，置 A9X恒温培

养箱中常规气相条件下静置培养。或者剪碎后

用 5OA9?胰蛋白酶消化 9 B 45 .$+（APX），其余

步骤同上。隔日用倒置显微镜观察一次，每 45
, 采取半量换液法换液一次。

# 结果与讨论

C B 4Q , 内，精巢与输精管组织块在 :-;<&’’
培养基中只有少量贴壁；在 D4EE8DF 和 DGD
培养基中，贴壁组织块较多；在 7849 和 2A5 培

养基中，贴壁组织块最多，瓶底上几乎布满大小

不一的组织块。一些成纤维细胞和上皮样细胞

从贴壁组织块逐渐迁出，同时不断有一些体积

较大的球形细胞从组织块释放出来，早期组织

块周围经常可见精子细胞。45 , 后将组织块吹

打下来移入新瓶，部分组织块可继续贴壁和迁

移出新的细胞。培养物在 2A5 或改良 7849 中

可存活 A B Q 个月，但是都没有形成细胞单层。

克氏原螯虾精巢组织细胞能离体培养较长时
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间，这为细胞体外转化的研究提供了很好的条

件，也有利于离体研究虾生殖细胞的发育。

添加 !"# 体积的草鱼细胞系 $%& 或斜纹夜

蛾细胞系 %’ 驯化的培养基至新鲜 ()!# 培养基中

培养虾组织块，结果表明 %’ 细胞驯化的培养基

能促进细胞的迁移，但是草鱼细胞系 $%& 驯化

的培养基似乎没有促进细胞从组织块迁移出来

的作用（图 !）。组织细胞在两种培养基中都未

能形成细胞单层。胰蛋白酶消化后分散的精巢

与输精管细胞不能贴壁，只能在培养基中维持 *
+ !, -。有关驯化培养基或饲细胞层对原代培

养细 胞 生 长 的 促 进 作 用 已 被 不 少 学 者 所 证

实［!.，!/］。

图 ! 原代培养的精巢和输精管组织细胞

"#$%! &’#()’* +,-.,’/ 01 .2/ 34/’()’* )56 34/’()6,+. 1’0( !"#$%&’%"() $*%"+,,
在草鱼吻端细胞系 $%& 驯化培养基中培养 *, -（0）和 1, -（2）克氏原螯虾精巢和输精管组织细胞，分别示细胞聚集成团和释放

出许多小泡；在昆虫细胞系 %’ 驯化培养基中培养 3, -（4）和 1, -（5）的克氏原螯虾精巢和输精管组织细胞，分别示上皮样细胞

和纤维状细胞。驯化培养基与新鲜培养基体积比为 !"#。
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目前虾细胞培养的研究主要取材于多种对

虾［L］，有关淡水虾细胞培养研究的报道较少，特

别是螯虾细胞培养的报道更少。众所周知，同

一个纲、目甚至属内不同种类的动物，其细胞原

代培养难易程度差别很大。例如，粉纹 夜 蛾

（!"#$%&’()*#+ ,#）多种组织细胞的原代培养较易

获得成功［!L］，而蝗虫细胞原代培养迄今尚未获

得理想结果。因此尝试不同种类虾的细胞培养

具有一定的意义。其次，对虾的血淋巴细胞和

淋巴器官组织块等的原代培养维持时间一般都

较短［.］，而本文中精巢等的组织块能离体培养

较长时间。第三，本文筛选的培养基增补了酵

母提取物、水解乳蛋白，文献报道二者都含有一

些促进细胞生长的物质［!#］；异源细胞驯化的培

·.3· 动物学杂志 -%#,.*. /&)",+( &0 1&&(&23 L. 卷



养基含有培养细胞分泌的多种蛋白质，也许能

促进虾细胞的生长；培养基中无机盐的含量也

参照 克 氏 原 螯 虾 的 血 淋 巴 的 成 分 进 行 了 增

补［!"］。因此本文的研究方法为今后继续开展

虾细胞培养的研究提供了一定的参考。

考虑到虾与昆虫同属于节肢动物门，两者

具有一定的亲缘关系，因此主要尝试多种可用

于培养昆虫细胞的培养基对螯虾精巢组织细胞

等培养的效果。特别是改良后的 #$!%，其无机

盐的含量参考了螯虾的血淋巴成分。基于大多

数的鳞翅目昆虫细胞都需要优质的胎牛血清才

能正常生长或存活，本实验中虾细胞的培养全

部采用了优质的 &’()* 胎牛血清。

由于 #$!% 培养基既能培养脊椎动物细胞

系（如鱼细胞系和哺乳动物细胞系），又能培养

无脊椎动物细胞系（如昆虫细胞、蜱细胞和已经

建立的虾细胞系），因此被选作主要的培养基。

细胞系一般在培养过程中能分泌一些物质促进

自身的增殖，我们初步观察了鲤鱼细胞系 +,-
驯化培养基和斜纹夜蛾细胞系 ,. 驯化培养基

对精巢等培养细胞生长的影响（+,- 鱼细胞系

培养基是 #$!% / !01 -(,，23 456；斜纹夜蛾细

胞系的培养基是 #$!% / 7 89# 水解乳蛋白 / 7 89
# 酵母提取物 / ! 89# 葡萄糖，23 "56），结果表

明 ,. 细胞驯化的培养基能促进克氏原螯虾精

巢等组织细胞的迁移，但是未能形成细胞单层。

文献已经报道了一些动物的精巢细胞系，

例如鳞翅目樗蚕（!"#$%&’(#’ )*+,"#’）和青#鱼

（-.*/#’& $’,#01&）精巢细胞系［!4，!:］，其中鱼的精巢

细胞系还可以产生精子细胞［!:］，因此克氏原螯

虾精巢等组织细胞也有望作为成功建系的材料

之一。虽然克氏原螯虾的精巢和输精管组织细

胞能在体外培养较长时间，但是目前仍未能转

化，可尝试采用基因工程等手段促使细胞转

化［!;，<0］。此外，如果能从已经建立的斑节对虾

（!1+’12& (%+%3%+）淋巴细胞系中筛选到 =>?
合成旁路代谢途径缺陷株，那么也可尝试建立

杂交细胞系，并以此为材料筛选虾病毒敏感的

细胞系。

虾细胞系的建立可能需要一个较长的过

程，不能操之过急。例如，我们先后建立了 4 种

昆虫的 !0 余株细胞系，经验表明一个细胞系的

建立短则需要 7 个月，长的需一至多年［<!］。特

别是我们曾尝试用 &@ABC’D 培养基建立棉铃虫

（41$#)%51.0’ ’.(#61.’）细胞系，但没有成功［<<］，

然而后来陆续有使用 &@ABC’D 培养基建立棉铃

虫细胞系的报道［<7］。3AEDCE 等在 460 次培养

工作中，仅有 ! 次出现螺细胞群的生长，并成功

建立了细胞系 (8C［<6］。很多文献报道昆虫细胞

系可适应多种不同类型的培养基（包括无血清

培养基），许多细胞系（如蜱、鱼、哺乳动物、蚊

子、鳞翅目昆虫和斑节对虾的淋巴细胞系）都能

在同一种培养基中生长（如改良的 #$!% 培养

基）［;，<% F <4］。本研究结果表明 ,<0 培养基无需

改良，就能适合克氏原螯虾精巢和输精管组织

细胞的原代培养。3DG、HA2AI 和 >CGJAEE 等分

别 采 用 #$!% 和 KA8.C’D LMEMJGJ KDDCENMA.
LCOMGJ（LKL）培养基成功地建立了对虾淋巴

组织和污泥鲸螯虾（-.)%+1),1& $#(%&2&）神经组织

的永生细胞系［!0，<:，<;］。因此适合于虾细胞培养

的培养基种类可能较多，建立虾细胞系的关键

是细胞的转化。
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