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细胞培养是生物工程中重要手段和常用方法之 
一

， 已广泛应用于染色体分析、细胞代谢、基因表达、 

免疫、癌变机制、病毒培养、分离、鉴定和药物筛选 

等研究领域。作为生物学领域中的一项重要技术，动 

物组织和细胞培养已广泛应用于哺乳动物和鱼类的 

研究中，并取得了丰硕成果。但由于海洋节肢动物的 

细胞培养较困难，难以进行传代，因此至今未得到海 

洋节肢动物的连续性细胞系。细胞培养做为一种潜在 

的工具在虾蟹类疾病的诊断及探针技术的应用开发 

方面已受到日益广泛的关注。 

在无脊椎动物的细胞培养方面，自Grace1982年 

从鳞翅 目昆虫似ntheraea eucalypti)建立细胞株 以 

来，昆虫组织的细胞培养技术已发展得相当成熟。但 

是在海洋节肢动物细胞培养方面，细胞系的建立问题 

至今仍是全世界所面临的挑战性课题，虽已积累了一 

些原代和传代培养方面的经验，但至今仍无建系的报 

道。如果能够建立起虾蟹等的细胞系，就可应用于节 

肢动物的病毒培养、分离、鉴定和药物筛选等重要方 

面，尤其是为深入研究甲壳类动物的发病机理，探索 

防病措施提供极大方便。另外，细胞培养可以为节肢 

动物染色体研究以及分类、遗传育种、种质资源保护 

提供一‘定的帮助，促进海洋节肢动物的基础研究和生 

产的发展。此外，节肢动物的细胞培养可为其它海洋 

生物的细胞培养提供参考模式，为开发海洋药物奠定 

基础。海洋节肢动物中有许多种类因为体内含有生物 

活性物质而具有很高的药用价值，一旦细胞培养技术 

成熟，就可利用细胞的大规模培养，生产有商业价值 

的生物大分子产品用于造福人类。 

1海洋节肢动物的研究现状 

海洋节肢动物细胞培养的组织来源 以虾类最为 

主要，国外也有对鲎细胞培养的报道。近年来为了寻 

求虾蟹类疾病防治的新途径，解决长期困扰虾蟹类养 

殖业发展的有关病害问题，对虾蟹类的免疫机理方面 

的研究空前活跃【“。在免疫机理方面，血淋巴的免疫 

防御功能是最基础、最重要的研究方向。细胞培养做 

为一种潜在的工具在虾蟹类疾病的诊断及探针技术 

的应用开发方面受到 日益广泛的关注【2]。在 日本对虾 

细胞培养方面，报道了肝胰脏[3J、血细胞【 ]的体外培 

养，及对血淋巴和肌肉组织【5]进行了原代培养。Hsu[6_ 

利用碱性 成纤维细胞 生长 因子等 ，使斑节对虾 

(Penaeus monodon)淋巴器官的细胞在 L．15培养基中 

传了90代，第 90代后，细胞不能继续传代生长，因 

而只建立了有限细胞系。对于同一对虾品种不同作者报 

道的培养条件不同，但结果均显示原代培养的成功率 

较低，体外组织细胞存活的时间较短，细胞传代次数 

较少。因此节肢动物细胞培养的条件仍须继续探索。 

有的研究者也做过节肢动物门肢口纲动物鲎的 

鳃组织和血细胞的培养。鲎的血细胞可以用来生产细 

菌内毒素检测试~tI(LAL)，通过体外适宜条件下培养 

鳃组织来持续获得血细胞已有报道。Joshi[ 在体外长 
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期培养南方~(Tachypleus gigas)的鳃组织以获得血细 

胞 。Huron J进 行 了 体 外 培 养 美 洲 鲎 (Limulus 

polyphemus)血细胞所用培养基的选择实验。 

2 海洋节肢动物细胞培养方法 

2．1组织来源 

据研究目的不同培养的组织也不相同。在病毒研 

究方面，以几种组织最为主要，例如肝胰脏f1]、卵巢f 

及造血组织[10,11】等。原代培养主要为应用目的，如病 

理学研究方面。另外研究还包括鳃【7】、肌肉 等各种 

组织 。 

作为组织来源的个体越年轻，其细胞一般保持较 

强的分裂能力，体外培养成功的可能性就越大。因此， 

胚胎或幼体应该是细胞传代的很好材料。已有罗氏沼 

虾 (Macrobrachiumrosenbergii)胚胎 (发育7～13 d)㈣ 

和中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis) 】胚胎 (发 

育到晚期)细胞培养成功的报道。 

2．2无菌处理方法的选择 

海洋节肢动物生活在海水中，表面带一些弧菌类 

微生物或原生动物，培养前须进行灭菌处理，除菌彻 

底与否是培养成功的关键之一。用高浓度的抗生素还 

不能将其彻底除去，必须用二氯化汞或双氯苯双胍己 

烷或其他消毒剂等进行处理。 

在虾的细胞培养中，从理论上讲虾的胚胎和幼体 

应是最易培养的材料，但是其胚胎和幼体是体外发 

育，受酵母、真菌和原生动物的污染十分严重，目前 

还没有理想的消毒方法，这也是用早期发育阶段的海 

洋甲壳类动物进行组织和细胞培养不易成功的主要 

原因。近来随着消毒方法的改进，如 Frerichs[ 】和 

Fan[H】采用孔雀绿和 Iodophore消毒虾类胚胎并成功 

进行胚胎细胞的体外培养，解决了虾类胚胎细胞体外 

培养中污染严重的问题。笔者在实验 中采用如下方 

法，在分离组织前先用 100叽 的次氯酸钠或 700 

mL／L的乙醇将虾体浸泡 10 min，也可在无菌室内用 

2％的碘酒擦拭体表，然后用无菌生理盐水冲洗干净， 

再用灭菌解剖器械剖取所需组织。此种方法也可较有 

效杀菌。 

鲎的鳃组织暴露在海水中，上面附有一层粘液， 

单纯冲洗液很难除菌，所以如何彻底除菌还需进一步 

研究。鲎的血液中生活有许多的原生动物，在培养鲎 

血细胞时，经常出现原生动物污染的现象。为解决原 

生动物的污染问题，可以在冲洗液中加入消毒液，但 

92 

可能影响细胞的生长速度，结果不令人满意。因此抑 

制原生动物的药物种类和用量的选择对海洋节肢动 

物的组织培养非常重要。 

在除菌过程中使用高锰酸钾溶液和乙醇溶液对 

组织有较大损伤作用，致使细胞迁出甚少或没有细胞 

迁出。有的研究中虽采用高浓度的青链霉素进行除 

菌，但仍能发生污染，这可能是因为海洋弧菌类对抗 

生素有抗性所致。作者认为可以借鉴贝类研究，向青 

链霉素溶液中补加 5％复方洗必泰溶液后处理组织 

块。双抗在常规细胞培养中用来抑制细菌的生长， 

Joshi[7]在对鲎鳃组织培养的实验中也使用两性霉素 

B来抑制真菌。但是抗生素的使用是否会影响细胞的 

生长状态，对细胞是否有负作用还需要进一步的研究。 

2．3 培养基 

动物细胞培养基是细胞赖以体外生长、增殖、分 

化的重要因素。对于海洋节肢动物细胞培养所用的培 

养基及其添加成分不同研究都有不同的选择 (表 1)。 

海产虾类的细胞培养先后尝试过的培养基有： 

MEM ，DM ，NCTC．135，RPMI1640，L．15，GIM ， 

ACM，M 199，TC．199，Eagle，TC．100等，但是大 

部分培养效果极差，只有少数几种培养基能够有较好 

的培养效果，如 L．15[ ，GIM[ ，TC．199[ 。 等。在 

虾的专用培养基的研究上 Machii[ 】用 Pf35对珍珠龙 

虾和 日本囊对虾(Marsupenaeus japonicus)的中肠腺 

细胞进行了培养研究。在对虾细胞培养的研究工作 

中，不同研究者在各种虾的细胞培养中使用不同的培 

养基，甚至对同一种虾各研究者所用的培养基及其培 

养条件也不尽相同。许多研究者采用 L．15培养基，并 

取得了很好的成果，但 Rosenthal等f17]报道短沟对虾 

(Penaeus scmisulcatus)的最适培养基为 199培养基。 

Itami等I18J研究发现 1 99培养基比L．1 5培养基更利于 

日本对虾淋巴器官原代细胞培养的维持。199培养基 

是较早设计的一种培养基，其营养丰富但成分复杂， 

在虾类细胞培养中应用效果好于哺乳动物的细胞培 

养。葡萄糖作为能源物质加入培养基中，24 h后细胞 

显示出良好的贴壁和生长效果f 】。借鉴此研究成果， 

王宏伟I3】对日本对虾肝胰腺的基础培养基也采用 199 

培养基，并在其基础上又加入了NaCI，CaCI2，MgCl2， 

NaHCO 和葡萄糖等成分。童裳亮和苗宏志在系统研 

究了中国明对虾细胞的营养需求后，设计了一种对虾 

的专用细胞培养基MPS，可在3 d内使培养细胞形成 

单层[ 。 
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注：Hsu建立了世界上第一个对虾细胞系，培养液中还加有 NaCI 5 g／L，葡萄糖 1 g／L，碱性成纤维细胞生长因7：(bFGF)20 ／L，pH为7．63~8 10 

培养液的最终渗透压为470~500~tmol／g 

2．4 血清的作用和用量 

血清中不但含有比较全面的营养物质，而且含有 

多种能促进细胞分裂的生长因子，因而是细胞培养中 

十分重要的添加物。在细胞培养中最常使用的血清是 

胎牛血清，添加量在虾的细胞培养中为 10％～15％之 

间，超过 15％反而会抑制其细胞的贴壁和生长I6J。除 

胎牛血清外，也有使用其它动物血清或类似物的研 

究。如 Chen 在培养草虾的生殖腺细胞时配合使 

用 15％的小牛血清和 5％的马血清也能较好地促进细 

胞的贴壁和生长；而童裳亮、苗宏志则对小牛血清、 

对虾肌提取液、虾蛄血淋巴做了对比研究，结果 20％ 

的小牛血清和 20％的对虾肌提取液配合使用取得了 

最好的培养效果，但肌提取液不能完全取代小牛血 

清；虾蛄虽然和对虾种缘关系相近，但添加之后会抑 

制对虾的细胞生长【2。]。因此，从目前的研究结果来看， 

小牛血清仍是虾类细胞培养不可缺少的成分，而另外 

添加同物种肌提取液或血淋巴液能更好地促进细胞 

的生长 (表 1)。 

2．5 渗透压 

海产虾类生活环境盐度较高，因而其细胞的渗透 

压也较陆生和淡水生动物要高，这已为现有的研究所 

证明。然而不同的研究者所认为不同的虾种类其适宜渗 

透压却并不一致。Luedeman等【9]研究认为对虾淋巴 

细胞培养的适宜渗透压为750 mmo~g；Chen等I231在斑 

节对虾生殖腺细胞培养上的研究结果约为720 mmol／kg， 

与之接近。但Hsu 6】在对虾细胞培养上的研究结果 

则和 Luedeman等以及 Chen等相差甚远，仅为472 

mmol／kg，张晓华等【坦】在培养对虾肌肉细胞时也在渗 

透压为 470 mmol／kg时取得了良好的培养效果。形成 

较大差异的原因可能和不同研究者使用的虾的种类 

以及利用的组织不 同有关，具体结果 尚需进一步研 

究。 

海洋甲壳类动物虽然生活环境的渗透压变化极其 

剧烈，但其血淋巴液渗透压一般维持在600~800 mmol／V,g 

之间。刘凯于【 ]发现，培养基渗透压远低于斑节对虾 

血淋 巴液渗透压时，一些组织细胞也能生长，培养基 

渗透压偏高时却明显不利于斑节对虾离体组织细胞 

的生长。淋巴器官的组织细胞原代培养较易成功。培 

养基中过高的离子浓度对维持细胞的活性不利。对虾 

细胞内无机盐离子的浓度只有血淋巴液的5／8左右。 

此外，对虾细胞可能适应环境的变化而具有较强的低 

离子调节功能，使细胞在外界环境低渗的条件下仍能 

维持正常的功能。总之，从世界一些实验室的报道来 

看(表 21，对虾组织培养的难点还在于缺少理想的培 

养基，今后还需努力探索。 

2．6 pH 

根据所培养动物体液的pH来决定培养基的酸碱 

度。从已有报道来看，海产虾类细胞培养液的pH值 

宜在 6．8～7．4之间【 ，20，2 ，pH过高或过低时，细胞生 

长率显著下降。具体可通过测定所要培养的虾的体液 

的 DH值来确定。王宏伟【9】在日本对虾血细胞的培养 

中，设计培养基的 pH值梯度为 6．8，7．2，7．6，发现 

血细胞在 3种 pH值条件下都可生长，在 pH值 7、2时 

生长最好。细胞开始多呈圆形，培养 24 h后逐渐贴 
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壁，部分细胞开始变形，有梭形、三角形和多角形等。 

需注意的是，虾的细胞主要以氨基酸代谢为主，在培 

养过程中培养液的pH值呈逐渐上升的趋势，故培养 

时应放入CO，培养箱中。 

不同的组织来源所需培养条件也是不同的。实际 

上，不同组织有其不同的结构和生理功能，使其有各 

自不同的生长环境，它们的细胞生存条件也有差异。 

因而对于不同的组织细胞进行培养时也应有不同的 

pH值。 

表2 海洋节肢动物细胞培养的温度、pit和渗透压 

2．7 温度 

虾、蟹等海产无脊椎动物属于变温动物，进行细 

胞培养时温度一般都设定在成体生活的最适温度。从 

现有的研究来看，培养温度从 22~30~C都有比较好 

的培养结果，说明变温动物离体细胞对温度的耐受能 

力较强。不过温度控制在 25~28~C之间被认为是培 

养虾细胞的适宜温度，过高或过低都会影响细胞的生 

长速度【制。 

2．8 生长因子 

生长因子有促进离体细胞贴壁和生长的作用．在 

哺乳 动物的特殊细 胞培养 中常被使用 。研 究表 

明，EGF(epidermal growth factor)、TGF (transforming 

growth factor)以及 Insulin(胰岛素1对哺乳动物和昆虫 

的培养细胞有很强的促生长作用[2 4_ 。因此 Hsu等[ 】 

对 EGF、TGF 以及 Insulin等生长因子在虾细胞培 

养中的作用进行了对比研究，发现 0．5～1 mg／L 的 

EGF在 24 h内能够提高对虾培养细胞的贴壁率：而 

TGF 和Insulin对对虾细胞的贴壁和生长没有作用， 

这和 Czech[ 】的研究结果相反，说明对不同的物种来 

说相同的生长因子的作用是不同的。 

2．9 营养补充 

为了完善虾的细胞培养方法，一些研究者还对可 

能改善和促进虾的细胞生长的一些营养物质进行了 

研究，如葡萄糖[19】、精氨酸和甲硫氨酸[’6】、维生素 

C[2 
、 BRL(Buffalo rat liver)[ 。Hsu等[ 以L一15为培 

养基对以上物质进行了梯度试验表明，在基础培养基 

中添加 1 g，L葡萄糖，细胞贴壁和生长率比对照组提 

高了 20％，这和 Hink[ 9J在昆虫细胞培养上的研究结 

果相似；添加 0．1 mg／L的维生素 C也能有效提高细 

胞的贴壁和生长率，但随维生素 C浓度升高细胞的 

生长反而受到抑制，且细胞在2 d内死亡；添加 10％～ 

20％的BRL(Buffalo rat liver)条件培养基和 1 g，L的葡 

萄糖，细胞贴壁率比对照组提高了25％；至于精氨酸 

和甲硫氨酸，由于L一15中含量充足，因而另外添加无 

明显效果。 

2．10 其它影响细胞培养的因素 

2．10．1 接种 

接种操作也是尤为重要的影响因素：(1)在切组 

织块及接种时要尽量减少细胞损伤，如细胞碎片过 

多，细胞生长状态差，致使细胞 自溶。(2)组织块尽 

量切小，以使其有更多的切面与培养液接触，从而有 

利于组织块贴壁和新生细胞迁出。(3)组织块接种 

后，贴壁时间应合适。时间短，组织块易悬浮，细胞 

不能生长；时间长，组织块干涸，细胞受损伤。 

2．10．2 组织培养的季节性 

虾蟹类在春季、秋季细胞培养较难，冬季几乎不 

能成功。这可能与其体内的激素分泌和细胞的基因调 

控有关。 
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3 存在的问题 

海洋节肢动物中虾类细胞原代培养 目前虽已有 

成功的报道。但由于种种原因，其细胞培养的方法还不 

成熟，培养难度较大，难 以长期培养和传代，更不能形 

成细胞株。主要原因在于海洋节肢动物细胞培养中的 
一 些基础研究尚不完善，具体表现在：(1)缺乏海洋节 

肢动物营养和细胞生理方面的细致研究。海洋节肢细 

胞培养一直套用哺乳动物的方法，但二者分类和生理 

生化特点相去甚远，对营养和一些特殊生长因子的需 

要大不相同。另外，海洋节肢动物的血清和一些特异 

调节因子不易获得，因而细胞培养难以获得满意的效 

果；f2)待培养组织的消毒灭菌非常困难。海洋节肢 

动物的组织器官大多暴露于外界，带有较多的微生物， 

特别是酵母菌和寄生虫，即使是健康个体体内也存在 
一 些微生物，使得培养易受污染而失败。因而，尽快找 

到一种既有效而又不损伤细胞的灭菌方法，也是完善 

细胞培养的一个关键环节；f3)各种培养条件有待进 
一 步优化。另外，中国在整个细胞培养技术支持上也 

存在许多问题。例如，细胞培养基完全靠进口。至于 

细胞培养容器，国外早已改用高效能塑料细胞培养 

瓶、板。而中国至今还沿用古老的玻璃细胞培养瓶。 

4应用前景 

尽管海洋节肢动物细胞培养方法还不完善，但已 

取得的成就和应用成果都表明其应用前景十分广阔， 

具体表现在以下几个方面。首先，细胞培养技术可用 

于研究动物的病毒性疾病。自1993年以来，中国的对 

虾养殖业一直受到病毒性爆发病的威胁，国外关于虾 

类病毒性疾病的报道也较多。细胞培养技术是研究病 

毒学的基础，可用于病毒的分离、纯化、疫苗和单克 

隆的制备以及病毒敏感药物的筛选。其次，通过细胞 

培养可获得大量同步分裂的中期分裂相，用于染色体 

研究。节肢动物成体组织分裂能力差，很难获得中期 

分裂相，尤其给虾蟹类的染色体研究以及分类、遗传 

育种、种质资源保护带来了很大的困难。针对节肢动 

物细胞难于分裂和传代的困难，我们除了在筛选和优 

化基本培养条件、筛选供培养的组织方面做出努力， 

还应加大细胞周期和刺激的细胞分裂因子的研究和 

筛选，以及细胞诱导转化的研究。 
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