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摘　要：为探究碱水环境中自然优势种瓦氏雅罗鱼（Ｌｅｕｃｉｓｃｕｓｗａｌｅｃｋｉｉ）的耐碱离子调节机制，采用胰蛋白酶消
化法对其鳃细胞（ＧｉｌｌｃｅｌｌｓｏｆＬｅｕｃｉｓｃｕｓｗａｌｅｃｋｉｉ，ＬＷＧ）进行体外培养，确定该类原代和传代细胞培养的适宜条
件并进行耐受实验，用以对瓦氏雅罗鱼在碱生境中的生长特性进行论证。结果表明：瓦氏雅罗鱼原代鳃细胞

培养在 １５℃、含有 １０％胎牛血清（Ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）的 ＤＭＥＭ培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅ
ｍｅｄｉｕｍ）中可获得稳定、良好的培养效果；３６～７２ｈ即可传代，稳定传代后的细胞命名为 ＬＷＧ细胞。传代培
养过程中，３６ｈ时ＬＷＧ细胞生长代谢旺盛可用于后续实验。碱水生境中，为缓解碱离子对鱼体造成的损伤，
鳃细胞将启动渗透压胁迫应答机制。对ＬＷＧ细胞进行碱胁迫实验并检测其细胞活性和功能后发现：ＬＷＧ细
胞在２５～５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３浓度下耐受３ｈ时，增殖率约６０％并初现细胞凋亡。由此推断，在２５～５０ｍｍｏｌ／
Ｌ的碳酸盐碱度胁迫下，ＬＷＧ细胞具有强渗透压的碱度耐受性并促使细胞发生凋亡现象。对ＬＷＧ细胞原代
培养条件的摸索，为探索瓦氏雅罗鱼碱胁迫下渗透压应激响应机制和相关基因功能的验证提供相对稳定的

实验材料。

关键词：瓦氏雅罗鱼；鳃细胞；原代培养；耐碱；渗透压胁迫响应机制
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　　碱水是矿化度大于 １１．９０ｍｍｏｌ／Ｌ、小于
５９５．１７ｍｍｏｌ／Ｌ的非海洋性咸水资源，具有高
ｐＨ、高碳酸碱度、主要离子比例失衡、水质类型多
等特点，人畜无法饮用，农业无法直接利用，绝大

多数处于闲置状态。因此，有效开发碱水养殖对

内陆水产养殖业的可持续发展具有重要意义［１］。

鱼类是低等水生脊椎动物，易受外界环境影响。

碱度作为影响鱼体生理压力的常见参数，当其超

过承受范围时就会发生热应力及渗透压改变，正

常生理功能将发生改变并触发后续耗能的应力

响应［２］，即：多器官功能紊乱［３］，其生产性能受到

影响，引起多种疾病，对鱼类健康造成不利影

响［４］。因此，碱胁迫刺激鱼体造成的应激性疾病

或死亡在水产养殖过程中经常发生，给水产养殖

业带来巨大的经济损失。

瓦氏雅罗鱼（Ｌｅｕｃｉｓｃｕｓｗａｌｅｃｋｉｉ）是我国北方
知名的土著鱼，隶属鲤形目、鲤科、雅罗鱼亚科的

雅罗鱼属，亦称东北雅罗鱼，主要分布在黑龙江

流域的各个水系，黄河下游、滦河、岱海以及内蒙

古的达里湖等地也有分布。其中，内蒙古达里诺

尔湖的瓦氏雅罗鱼可以耐受碱度５３．５７ｍｍｏｌ／Ｌ、
ｐＨ高达９．６９的恶劣水质条件［５］。窦新杰等［６］

对瓦氏雅罗鱼的 ＣＯⅠ序列分析可知，达里诺尔
湖瓦氏雅罗鱼与黑龙江流域的松花江瓦氏雅罗

鱼虽然亲缘较近，但已出现明显分化。这表明具

备较强渗透压调节能力的瓦氏雅罗鱼作为耐碱

的自然优势种，是研究非生物胁迫因子（碱度）渗

透压应激响应机制的良好材料。

鱼类细胞培养技术的兴起和发展更有利于

数据收集［７］和实验的可重复性，在鱼类细胞生物

学领域意义重大。从１９８０年到２０２１年，我国开
展大量鱼类细胞培养研究，其组织来源包括鱼的

性腺［８］、吻端［９］、肾脏［１０］和鳃［１１］等。其中，鳃组

织是直接接触外界水环境呼吸和过滤食物的器
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官，鳃细胞也因此具有较强的有丝分裂能力，不

易受鱼体成年与否的影响［１２］，因而成为研究渗透

压调节维持机体稳态机制的主要原代细胞培养

类型，但因其直接与水体接触，表面易沾染细菌、

真菌、支原体等污染源，故鱼类鳃细胞原代培养

的进展缓慢。

本实验以瓦氏雅罗鱼原代培养鳃细胞（Ｇｉｌｌ
ｃｅｌｌｓｏｆＬｅｕｃｉｓｃｕｓｗａｌｅｃｋｉｉ，ＬＷＧ）为研究对象，设
置碱耐受浓度分别为 ０、２．５、５．０、７．５、１０．０、
１２．５、２５．０、５０．０和７５．０ｍｍｏｌ／Ｌ来探讨碱生境
对其增殖能力和生理功能的影响。依据文献，按

照生境中含有的 ＮａＨＣＯ３浓度不同，可将水质划
分为低碱度水域（＜１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、中碱度水域
（１０～３０ｍｍｏｌ／Ｌ）和高碱度水域（＞３０ｍｍｏｌ／Ｌ）。
由于瓦氏雅罗鱼长期生存于中盐碱（１０～３０
ｍｍｏｌ／Ｌ）和高盐碱（≈５０ｍｍｏｌ／Ｌ）的自然环境

中，并且参照 ＬＷＧ细胞增殖规律，故将测试浓度
设定在２５ｍｍｏｌ／Ｌ与５０ｍｍｏｌ／Ｌ，以在实验条件
下最大程度地模拟环境碱度。该实验的设立将

为深入研究瓦氏雅罗鱼耐碱渗透压应答机制和

相关基因功能研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料与主要试剂
实验鱼为内蒙古达里诺尔湖瓦氏雅罗鱼（碱

水种）自交Ｆ１，饲养于黑龙江水产研究所呼兰实
验站。选择大小一致、体质量为（２２．２４±４．６８）
ｇ的个体１２０尾，运回实验室，从中选取３尾进行
碱度耐受实验。实验前，实验鱼在循环可控水族

箱（４２．６ｃｍ×２８．４ｃｍ×２９．３ｃｍ）暂养１周，实验
开始前２天停止喂食。实验主要试剂与仪器见
表１。

表１　实验主要试剂与仪器
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｍａｉｎｃｏｎｓｕｍａｂｌｅｓｆｏｒｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

名称Ｎａｍｅ 型号Ｔｙｐｅ 生产厂商Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ

磷酸盐缓冲溶液 （ＰＢＳ）Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ ＺＫＰＤ１６０４０１３苏州泽科生物科技有限公司 ＳｕｚｈｏｕＺｅｋｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．，Ｌｔｄ．
青霉素链霉素溶液Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎｓｏｌｕｔｉｏｎ，１００× ＳＶ３００１０ ＨｙＣｌｏｎｅ

碳酸氢钠粉末 Ｓｏｄｉｕｍｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ ＮａＨＣＯ３
焦作市维联精细化工有限公司 ＷｅｉｌｉａｎＦｉｎｅＣｈｅｍｉｃａｌ
Ｃｏ．，Ｌｔｄ．

ＤＮＡＬａｄｄｅｒ试剂盒 ＤＮＡＬａｄｄｅｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｋｉｔｗｉｔｈｓｐｉｎ
ｃｏｌｕｍｎ Ｃ０００８ 上海碧云天生物技术有限公司 ＢｅｙｏｔｉｍｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｃｏ．，Ｌｔｄ．
ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ（０．２５％） ２５２０００５６ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
胎牛血清 （ＦＢＳ）Ｆａｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ １６１４００７１ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＤＭＥＭ高糖培养液 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ １２４３０１０４ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

ＣＣＫ８检测试剂盒 Ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８ ＰＡ５８４８１４ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＣＯ２培养箱 ＣＯ２ｉｎｃｕｂａｔｏｒ ３３０８ＣＴＳ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
显微镜 Ｅｌｅｃｔｒｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ＶＬ００００Ｄ０ ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

１．２　ＬＷＧ细胞的原代培养与传代培养
采集组织前用７５％乙醇棉球对实验鱼体表

进行消毒，后转至无菌操作台，用镊子轻轻取出

鳃组织，用含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ高糖培养液（含
双抗，ｐＨ７．０～７．４）清洗组织块３～５次后，将其
置于ＰＢＳ中反复清洗至无杂质。随后，将其转移
至４００Ｕ青霉素链霉素溶液中剪碎至１ｍｍ３大
小，加入５ｍＬＤＭＥＭ培养液（含双抗，ｐＨ７．０～
７．４）后置于 １５ｍＬ离心管中，１０００×ｇ离心 ５
ｍｉｎ，吸去杂质。加入 ０．２５％胰蛋白酶室温消
化≥３０ｍｉｎ，每隔一段时间震荡１次防止其沉淀，
消化成絮状物。加入 ５ｍＬ新鲜 ＤＭＥＭ培养液
（含双抗，ｐＨ７．０～７．４）终止胰蛋白酶消化，轻轻
吹打混匀成细胞悬液。消化后的细胞悬液用１００

目灭菌滤网过滤，１００×ｇ离心２ｍｉｎ，５０×ｇ离心
５ｍｉｎ，重复２次以去除较大的组织和细胞团。随
后用原代培养完全培养液（含１０％ ＦＢＳ、１％青链
霉素溶液的ＤＭＥＭ高糖培养液）重悬细胞，调整
密度后接种于２５ｃｍ２培养瓶中，置于１５℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养。

当细胞长满瓶底，细胞间无空隙时即可进行

传代。吸去旧培养液，ＰＢＳ洗２遍，加入胰蛋白酶
消化，轻轻摇晃培养瓶使液体覆盖瓶底，静置１～
２ｍｉｎ，镜下观察：部分细胞呈圆形并漂浮后，加入
含血清培养液混匀停止酶解，吹打瓶底各处按照

适宜比例分装入新培养瓶并补加新鲜培养液。

１．３　ＬＷＧ细胞最佳培养基的确定
取第３代ＬＷＧ细胞检测 ＤＭＥＭ、ＭＥＭ和 Ｌ

４８２
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１５三种培养基对细胞增殖的能力。每种培养基
中均补充１０％的胎牛血清、２００ＩＵ／ｍＬ青霉素和
２００μｇ／ｍＬ链霉素。分别将大约１．５×１０５个细
胞接种到３种培养基中１５℃，５％ ＣＯ２培养箱中
培养２４ｈ。鳃细胞于培养后１２、２４、３６、４８及７２ｈ
用血球计数板进行细胞计数，绘制细胞在不同培

养基下的生长曲线。

１．４　ＬＷＧ细胞存活率及活性鉴定
按照ＣＣＫ８说明书，雅罗鱼鳃细胞分别采用

９６孔细胞培养板各自检测。每孔接种细胞悬液
１００μＬ，接种含量在１．０×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，同时设立
空白对照组（只加等量培养液），每隔２４ｈ换液
１００μＬ，每天相同时间取５个细胞孔和３个空白
对照孔加入ＣＣＫ８溶液１０μＬ，继续培养１ｈ取
出，固定时间段采用６６０ｎｍ双波长法测定吸光
值。

１．５　ＬＷＧ细胞的分子生物学鉴定
将细胞生长融合接近９０％的培养瓶取出，弃

培养液，ＰＢＳ漂洗。加入 ＴＲＩｚｏｌ试剂 （购自
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，型号：１５５９６０１８）裂解细
胞并提取细胞总 ＲＮＡ，测定提取 ＲＮＡ的质量浓
度与吸光度值后，利用 ＴａＫａＲａ试剂盒（Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ，型号：ＲＲ０３６Ａ）反转成ｃＤＮＡ，
以ｃＤＮＡ为模板进行ＲＴＰＣＲ反应。

瓦 氏 雅 罗 鱼 ｃａｍｋ２ｇ２（ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ：
ＰＲＪＮＡ７１６０９５）克隆：通过 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６设计
引 物， 上 游 引 物 序 列 为 ５′
ＡＣＣＴＣＴＣＧＣＣＴＧＡＡＧＴＣＣＴＧＡＧ３′；下游引物序
列 为 ５′ＣＧＧＡＧＣＡＧＴＧＧＡＡＧＴＧＧＡＴＧＴＴ３′。
ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：ｃＤＮＡ（１０ｎｇ／μＬ）２μＬ，
上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，Ｍｉｘ１０μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ６μＬ。反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４
℃变性３０ｓ，退火温度６０℃３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，
３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。以１．５％琼脂糖凝
胶电泳检测ＰＣＲ产物。
１．６　ＬＷＧ细胞碱耐受条件的确定

ＬＷＧ细胞弃去培养板中的培养基，ＰＢＳ清洗
２遍以去除代谢产物。实验设置３个平行组，按
照细胞数量分梯度接种于细胞培养板。培养２４
ｈ后，加入含 １０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３的新鲜 ＤＭＥＭ
培养基放入 ＣＯ２培养箱中孵育 １～５ｈ，依据
ＣＣＫ８检测试剂盒说明书，每小时分批收集细胞
于６６０ｎｍ处检测其吸光值，制作标准曲线确定

大致波动范围，以便后续碱梯度实验指标测定。

１．７　不同碱度下ＬＷＧ细胞增殖规律
ＬＷＧ细胞弃去培养板中的培养基，ＰＢＳ清洗

２遍以去除代谢产物。实验设置３个平行组，按
照细胞数量分梯度接种于细胞培养板。随后，加

入含有不同浓度ＮａＨＣＯ３的新鲜培养基。设置碱
度梯度为０、２．５、５．０、７．５、１０．０、１２．５、２５．０、５０．０
和７５．０ｍｍｏｌ／Ｌ，放入ＣＯ２培养箱中孵育３ｈ后，
采用酶标仪检测其存活率（ＣＣＫ８法）。
１．８　碱耐受对ＬＷＧ细胞功能的影响

采用 ＤＮＡ电泳分析法进行检测。收集细
胞，按照 ＤＮＡＬａｄｄｅｒ试剂盒要求提取 ＤＮＡ，取５
μＬＤＮＡ进行 １．０％琼脂糖凝胶电泳，７５Ｖ，６０
ｍｉｎ。ＥＢ染色后，凝胶成像系统照相。
１．９　数据统计与分析

数据处理以 ３个平行组数据的平均值 ±标
准差（Ｍｅａｎｓ±ＳＤ）表示，进行单因素方差分析
（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），用 ＬＳＤ多重比较法进行组
间差异显著性检验。采用ＳＰＳＳ２６．０软件包进行
统计分析，显著性水平取α＝０．０５。

２　结果与分析

２．１　ＬＷＧ细胞的原代培养
经胰蛋白酶消化法分离所得 ＬＷＧ细胞形态

特征明显。培养２４ｈ开始贴壁，形态呈多角形或
鹅卵石样（图版１）并出现大量死亡细胞；培养至
３６ｈ时开始增殖，更换培养液继续培养，死亡细
胞明显减少，新生细胞从组织块中游离出来并贴

壁生长，胞质丰富、状态良好（图版２）；培养至７２
ｈ时细胞汇集成片，形成细胞集落呈铺路石状占
培养瓶底的７０％（图版３）；培养至１２０ｈ细胞铺
满瓶底，形态呈铺路石状排列，单层生长不重叠

（图版４）。这说明本实验构建的细胞培养体系
较适合ＬＷＧ细胞的生长分裂。
２．２　ＬＷＧ细胞适宜培养基的确定

为筛选 ＬＷＧ细胞体外培养的最佳条件，比
较分析ＤＭＥＭ、ＭＥＭ和Ｌ１５等３种体外实验常
见培养基在１５℃时对瓦氏雅罗鱼原代鳃细胞的
影响。由图 １可知：在利用 ＤＭＥＭ培养基进行
ＬＷＧ细胞培养的过程中，与２４ｈ时的 ＬＷＧ细胞
数量相比，３６ｈ与７２ｈ时细胞增殖数量出现显著
增加（Ｐ＜０．０１）。采用 ＭＥＭ培养基培养至３６ｈ
时鳃细胞相较于 ２４ｈ出现了显著性差异（Ｐ＜
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０．０１），待到７２ｈ其增长速度相较 ＤＭＥＭ培养基
中细胞明显放缓，但与其２４ｈ时的细胞数量相比
仍表现出显著增加（Ｐ＜０．０１）。ＬＷＧ细胞在 Ｌ
１５培养基中培养至３６ｈ时，其生长状态与其２４
ｈ时出现显著性差异（Ｐ＞０．０１），培养至７２ｈ，该
细胞生长速度明显低于ＤＭＥＭ和ＭＥＭ中培养的

细胞，但与其２４ｈ时的细胞数量相比仍表现出显
著增加（Ｐ＜０．０１）。综上结果表明：在３种培养
基培养的ＬＷＧ细胞处于较稳定状态时（培养至
７２ｈ），ＤＭＥＭ培养基中的鳃细胞增殖数量总体
多于ＭＥＭ与Ｌ１５培养基中的数量。因此，本研
究均采用ＤＭＥＭ培养原代ＬＷＧ细胞。

１．细胞培养２４ｈ；２．细胞培养３６ｈ；３．细胞培养７２ｈ；４．细胞培养１２０ｈ。
１．Ｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈ；２．Ｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒ３６ｈ；３．Ｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒ７２ｈ；４．Ｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｆｏｒ１２０ｈ．

图版　胰蛋白酶消化法获得的ＬＷＧ细胞形态学观察（放大图）
Ｐｌａｔｅ　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＬＷＧｃｅｌｌｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｔｒｙｐｓｉｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎ（ｅｎｌａｒｇｅｄｄｒａｗｉｎｇ）

柱形图上方含“”代表差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜

０．０１）．

图１　不同培养基对ＬＷＧ细胞生长的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａｏｎｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈｏｆｇｉｌｌｃｅｌｌｓｏｆＬｅｕｃｉｓｃｕｓｗａｌｅｃｋｉｉ

２．３　ＬＷＧ细胞活性鉴定
ＤＭＥＭ培养基培养 ＬＷＧ细胞增殖率如图２

所示。细胞接种９６孔板后在培养箱中培养１２ｈ
后采用ＣＣＫ８法进行细胞增殖状态的评估。与
１２ｈ时的细胞增殖状态相比，２４ｈ细胞增殖速度
较快，但未表现出显著性增加（Ｐ＞０．０５），说明细
胞生长状态处于潜伏期。ＬＷＧ细胞培养至３６ｈ
进入对数生长期，活性达到最高水平且相较于１２
ｈ时细胞数量出现显著性增长（Ｐ＜０．０１）；待培
养至４８～７２ｈ，细胞快速增长后发生接触抑制，

细胞活性与１２ｈ时相比逐渐出现显著性降低态
势，表征细胞状态进入停滞期并逐渐走向衰败

（Ｐ＜０．０１）。综上结果表明，３６ｈ是ＬＷＧ细胞体
外培养的适宜时期。

“”代表差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

Ｔｈｅ“”ｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

图２　ＣＣＫ８法测定瓦氏雅罗鱼鳃细胞吸光度
Ｆｉｇ．２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅｏｆｇｉｌｌ

ｃｅｌｌｓｏｆＬｅｕｃｉｓｃｕｓｗａｌｅｃｋｉｉｂｙＣＣＫ８

２．４　ＬＷＧ细胞来源鉴定
通过扩增 ＬＷＧ细胞与瓦氏雅罗鱼 ｃａｍｋ２ｇ２

（ＧｅｎＢａｎｋＩＤ：ＰＲＪＮＡ７１６０９５）比较其同源性来确
定细胞系来源。如图３所示，根据实验室先前数
据可知ｃａｍｋ２ｇ２片段全长为１５５９ｂｐ。本研究中
琼脂糖凝胶电泳结果显示单一条带，与之结果一

致。
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１．鳃细胞；Ｍ．ＤＬ２０００。
１．Ｇｉｌｌｃｅｌｌｓ；Ｍ．ＤＬ２０００．

图３　ｃａｍｋ２ｇ２基因的ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃａｍｋ２ｇ２

　　克隆获得的瓦氏雅罗鱼ｃａｍｋ２ｇ２基因的ＯＲＦ

全长为６８４ｂｐ，编码２２８个氨基酸。ＳＭＡＲＴ预
测其ｃａｍｋ２ｇ２结构域，第８１～１００位 ＡＡ为低复
杂度区域，第１１４～１３８位 ＡＡ是卷曲螺旋区域，
与ＣａＭＫ２ａ蛋白最为相近，是 ＣａＭＫ家族共有结
构域。对氨基酸序列对比后发现（图４），ＬＷＧ细
胞中得到的ｃａｍｋ２ｇ２与之相似度为９０．０％，确定
ＬＷＧ细胞来源于瓦氏雅罗鱼。
２．５　碱耐受条件的基本确定

采用６６０ｎｍ双波长法对 ＬＷＧ细胞碱耐受
范围进行测定并绘制标准曲线。结果表明，如图

５所示，在１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３的条件下，发现在
碱胁迫３ｈ时其标准曲线Ｒ２＝０．９９７７，说明在该
条件下细胞增殖良好，指征后续耐受实验可围绕

该实验结果测定的范围展开。

图４　瓦氏雅罗鱼鳃组织与ＬＷＧ细胞的ｃａｍｋ２ｇ２氨基酸序列对比结果
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｄｏｔｐｌｏｔｏｆｃａｍｋ２ｇ２ｗｉｔｈＬＷＧｃｅｌｌｓｉｎＬｅｕｃｉｓｃｕｓｗａｌｅｃｋｉｉ

图５　１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３耐受３ｈ时
ＬＷＧ细胞吸光度

Ｆｉｇ．５　ＡｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅｓｏｆＬＷＧｃｅｌｌｓ
ｅｘｐｏｓｅｄｔｏ１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３ｆｏｒ３ｈ

２．６　ＬＷＧ细胞增殖规律
采用 ＣＣＫ８法测定３ｈ碱胁迫对原代培养

ＬＷＧ细胞存活率的影响。如图 ６所示，与 ０
ｍｍｏｌ／Ｌ相比，鳃细胞存活率总体呈现下降态势，
５０ｍｍｏｌ／Ｌ时细胞存活率下降至６０％以下。与０
ｍｍｏｌ／Ｌ相比，当ＮａＨＣＯ３浓度为０～７．５ｍｍｏｌ／Ｌ
时细胞存活率无显著性差异（Ｐ＞０．０５），当
ＮａＨＣＯ３浓度为１０～７５ｍｍｏｌ／Ｌ时细胞存活率出
现显著性下降（Ｐ＜０．０５）。
２．７　碱耐受对ＬＷＧ细胞功能的影响

细胞出现凋亡时，内源性核酸酶被激活，染

色体ＤＮＡ链在核小体之间被切割，将这些 ＤＮＡ
片段抽提出来进行电泳，可得到 ＤＮＡ梯状条带
（ＤＮＡＬａｄｄｅｒ）。如图 ７所示，ＬＷＧ细胞经高碱
胁迫３ｈ后出现特异性的细胞凋亡的生化特征，
ＤＮＡ出现片段化，即：出现梯状电泳条带，最小的
条带为１８０～２００ｂｐ，其他条带为其整倍数大小。

７８２
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正常ＤＮＡ条带（０ｍｍｏｌ／Ｌ）因分子量大，迁移距
离短，故停留在加样孔附近。未见典型凋亡细胞

ＤＮＡ条带，也无ＤＮＡ弥散现象。以上现象表明，
ＬＷＧ细胞受碱影响会产生细胞凋亡现象。

柱形图上方含“”代表差异极显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｔｈｅ“”ａｂｏｖｅｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０５）．
图６　ＣＣＫ８法测定瓦氏雅罗鱼鳃细胞存活率

Ｆｉｇ．６　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｉｌｌｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｂｙＣＣＫ８

图７　ＤＮＡ电泳分析法测定ＬＷＧ细胞功能
Ｆｉｇ．７　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＬＷＧ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｂｙＤＮＡＬａｄｄｅｒ

３　讨论

３．１　ＬＷＧ细胞原代培养与传代培养
细胞体外培养经历约百年发展历史，现已广

泛应用于生物学研究的各个领域。近年来，以鱼

类细胞为实验对象的研究得到长足发展。鱼细

胞原代培养技术主要集中于常见经济鱼类，自草

鱼鳃组织［１３］中分离并建立鳃细胞系后，牙

鲆［１４１５］、文昌鱼［１６］和圆斑星鲽［１７１８］等鱼类的鳃

细胞系陆续建立，但有关瓦氏雅罗鱼等高碱环境

下生存鱼类的鳃细胞研究相对较少。

研究［１９］表明，培养基对细胞体外培养性能具

有显著的影响。实验中分析了 ３种不同培养基
（ＤＭＥＭ、ＭＥＭ和Ｌ１５）对 ＬＷＧ细胞原代培养的
影响，结果表明，鳃、肠细胞在含有１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ培养基中生长速度明显优于 ＭＥＭ和
Ｌ１５培养基。这是因为体外培养技术发展至今，
培养基的种类己达几十种之多，其中，ＤＭＥＭ
（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ）培养基是在
经典ＭＥＭ培养基的基础上发展起来的，具有明
显优势。鱼类细胞培养中，与 ＭＥＭ培养基相比，
ＤＭＥＭ含有双倍氨基酸、４倍维生素、多种非必需
氨基酸（如西林和甘氨酸）、微量Ｆｅ２＋及适量丙酮
酸钠［２０］。此外，ＤＭＥＭ培养基不含蛋白质、脂类
或生长因子，仅能提供基础营养物质并非完整介

质，而胎牛血清（ＦＢＳ）提供的蛋白酶抑制剂可以
保护细胞不受剩余蛋白酶的消化，因此ＤＭＥＭ培
养基中通常加入１０％ ＦＢＳ作为补充来促进细胞
贴壁，因此ＤＭＥＭ是许多研究人员开始原代培养
和建立细胞系的最合适的培养基。如：斑马鱼性

腺组织［２１］，大泷六线鱼鳍、吻端和肾脏组织［２２］，

尼罗罗非鱼及斑马鱼胚胎细胞［２３］，褐点石斑

鱼［２４］和黄颡鱼［２５］鳍、心脏和鳔组织细胞系，赤点

石斑鱼皮肤组织［２６］，鲫肠道上皮细胞［２７］和剑尾

鱼肝细胞［２８］等培养实验均将 ＤＭＥＭ作为原代、
传代培养最适宜的培养基，这与本实验的结论一

致。

鉴定细胞系来源是确保实验准确性的必要

步骤［２９］。ｃａｍｋ２ｇ２是一种多功能 Ｃａ２＋结合媒介
蛋白，与 Ｃａ２＋结合后通过改变其与各种靶蛋白
（如激酶或磷酸酶）的相互作用，成为Ｃａ２＋信号传
导途径的一部分［３０］。现已证实，其在真核细胞中

均有表达［３１３３］。根据先前研究数据，本研究扩增

瓦氏雅罗鱼组织及 ＬＷＧ细胞中共有的钙调蛋白
ｃａｍｋ２ｇ２基因以证明此细胞系来源。根据实验室
先前数据可知，本研究利用已知的１５５９ｂｐ雅罗
鱼 ｃａｍｋ２ｇ２片段与所建鳃细胞系中 ｃａｍｋ２ｇ２序
列大小一致，确定该细胞系来源于瓦氏雅罗鱼。

综上，在本实验限定条件下胰蛋白酶消化法合适

于ＬＷＧ细胞的离散，含有１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培
养基为 ＬＷＧ细胞原代培养最适培养基且该细胞
在原代培养３６～７２ｈ时生长代谢旺盛。
３．２　ＬＷＧ细胞耐碱特性初探

依照标准曲线确定３ｈ为本实验中 ＬＷＧ细
胞较为适宜的耐受时长（图６），并以此为基础设
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置不同的碱度耐受梯度。本研究中，瓦氏雅罗鱼

胁迫起始时ＬＷＧ细胞存活率为１００％，随着碱胁
迫浓度增加，细胞存活率也随之明显下降：ＬＷＧ
细胞于５０ｍｍｏｌ／Ｌ碱度环境下，细胞存活率降至
６０％以下，且出现显著性下降（Ｐ＜０．０５）。细胞
存活率的降低主要是由于随着碱度（ＮａＨＣＯ３
Ｎａ＋＋ＨＣＯ３

－）升高，水体中离子浓度随之增加，

摄入体内的离子逐渐累加引起的机体代谢负担

加重，导致细胞凋亡率升高。不同碱度胁迫后

ＬＷＧ细胞于１０ｍｍｏｌ／Ｌ碱度环境下，细胞存活率
第一次出现显著性下降（Ｐ＜０．０５）。初步推测，
可能是鳃细胞直接接触水环境，每个鳃片、鳃丝、

鳃小片都完全张开使鳃和水的接触面积扩大增

加了摄取水中溶解氧的机会，因此对水环境中离

子变化反应敏感。

急性胁迫实验中，ＬＷＧ细胞在不同碱度处理
组中细胞存活率均逐渐下降，尤其是在 ５０～７０
ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度变化时表现为骤降。该现象的出
现可能与对碳酸盐相关离子浓度变化的敏感度

和接触面积差异有直接关联，表明 ＬＷＧ细胞在
一定程度上具备渗透压平衡调节能力。多项研

究表明，在自然碱水环境中，鱼类除了维持渗透

压调节外，还面临着酸碱平衡调节的压力。通常

认为，碳酸盐型碱水对鱼类生存影响主要通过干

扰其血液缓冲系统。其中，ＨＣＯ－３ 是血液缓冲系
统中最重要的组成成分。这表明，ＬＷＧ细胞在受
到外界ＨＣＯ－３ 离子浓度变化的刺激时，自身的生
理状态可能会发生改变来重构高碱度条件下的

内环境稳态。

鉴于上述实验结果，采用 ＤＮＡ电泳分析法
对碱耐受影响ＬＷＧ细胞功能进行了探索。细胞
程序化死亡（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＰＣＤ）是细胞
在发育过程中或在某些环境因素作用下发生的、

受基因调控的、主动的、有序的死亡方式［３４３５］。

外界碱度达到一定值，会破坏许多鱼类细胞正常

的生理功能，部分细胞甚至死亡，使鱼体生长发

育受到限制，这是一种常见的生理现象［３６］。细胞

ＰＣＤ过程中，核酸酶活性上升，以 １８０ｂｐ为单位
ＤＮＡ被逐步降解，这一结果能够以梯状分布的形
式呈现［３４，３７］，且只有存在一定比例凋亡细胞的时

候才能检测到，可将该条带的形成认为是当前检

测细胞程序性死亡的重要生化指标之一。本研

究中对照０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＤＮＡ出现１条完整带谱，

没有降解。２５～５０ｍｍｏｌ／Ｌ的碱胁迫３ｈ后ＬＷＧ
细胞出现ＤＮＡＬａｄｄｅｒ，说明 ＬＷＧ细胞在２５～５０
ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３条件下其ＤＮＡ降解具备非随机
性，该过程与细胞程序性死亡现象高度相关。目

前，耐碱应激调控领域中有关鱼类细胞ＰＣＤ过程
未见相关研究报道，仅在植物细胞耐碱方面有少

量研究。例如：ＨＡＪＲＡＨ等［３８］高盐应力下大麦根

尖组织细胞的细胞死亡具有典型的形态学和生

物化学特征。５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ胁迫可以诱导大
麦根发生程序性死亡，胁迫 ８ｈ出现 ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒ，１２ｈ根系分生组织细胞核开始解体，验证
该作用过程与应激反应密切相关。本实验 ＤＮＡ
Ｌａｄｄｅｒ结果与上述实验结果存在高相似度，这将
为深入研究瓦氏雅罗鱼碱胁迫应激调控作用机

制奠定基础。
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