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中国明对虾囊胚和原肠胚细胞的分离和培养 
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摘要：尝试了多种方法分离中国明对虾（Fenneropenaeus chinensis）囊胚细胞和原肠胚细胞并进行了细胞

培养。结果表明，解剖法适用于囊胚细胞，自行设计的压片法适用于原肠胚细胞。在培养起始阶段，通过

降低血清浓度和缩小培养体系可使中国明对虾囊胚细胞和原肠胚细胞迅速贴壁并铺展，囊胚细胞铺展后有

明显的生长晕，中后期原肠胚细胞较易达到半汇聚状态。值得注意的是，中国明对虾囊胚细胞在不同培养

液中培养可发生形态上的分化。本实验方法有望用于对虾细胞分化机理和对虾细胞建系的研究。 
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胚胎细胞能够迅速分裂，是建立细胞系的良好

材料。开展对虾胚胎细胞培养的研究可以为建立对

虾细胞系进行有益尝试，以便打破尚无对虾细胞系

的不利局面。另外，囊胚等早期胚胎的细胞尽管数

量有限，但尚未分化，具有多向分化潜能，在一定

的体外培养条件下可以分化为一定的细胞类型，因

此早期胚胎细胞培养可应用于细胞分化等发育生

物学基础研究。兼有无限增殖能力和多向分化潜能

的细胞是多能干细胞，其中胚胎干细胞还有种系嵌

合能力，具有十分广泛的应用，如克隆动物和转基

因动物的生产，真核基因表达与调控的研究，细胞

分化机制的探索和动物疾病模型的建立等[1~4]，而

胚胎干细胞来源于早期胚胎（桑椹胚、囊胚）或原

始生殖细胞（primordial germ cells，PGCs）[5~7]，以

囊胚等早期胚胎为材料建立胚胎干细胞系首先要

能成功进行这些胚胎细胞的体外培养，因此开展对

虾囊胚细胞的体外培养研究可以为建立对虾胚胎

干细胞系奠定基础。 

十几年来不少学者对对虾成体组织的细胞培

养已经进行了广泛的研究[8~16]。在虾类胚胎细胞培

养方面，Frerichs[17]以发育了 7～13 d的罗氏沼虾

（Macrobrachium rosenbergii）胚胎为材料进行胚胎

细胞培养，取得原代培养的成功。在此基础上，Fan

等[18]以中国明对虾（Fenneropenaeus chinensis）胚

胎（肢芽期后胚胎）为材料进行胚胎细胞培养，传

了数十代。但是，对虾囊胚和原肠胚等较早发育阶

段胚胎的细胞培养尚未见报道，作者以中国明对虾

囊胚和原肠胚为材料对此进行探索。 

1 材料与方法 

1.1 材料 
中国明对虾亲虾捕自青岛近海，运至中国科学

院海洋研究所生物培育楼暂养并促熟。采用相建海

等诱导亲虾于白天产卵的方法获得中国明对虾受

精卵[19]。产后约 30 min收集受精卵，盛在 600 mL

烧杯中，于杯底铺成一单层，海水盐度为 32，水温

为 17～18℃。镜检观察胚胎发育，取 32 或 64 细胞

期囊胚（产后 4～6 h）、早期原肠胚（产后 6～10 h）

或中后期原肠胚（产后 13～18 h）用于细胞培养。

1.2 培养基及其他试剂 
培养液 A 以 1×Leibovitz’s L-15（GIBCO）为

基础培养基，添加 5%胎牛血清（FBS）（HyClone），

12.0 g/L NaCl，6.0 g/L 葡萄糖，0.06 g/L 脯氨酸，

0.3 g/L 谷氨酰胺，10 mmol/L HEPES 以及 200 

IU/mL 青霉素钠，200 IU/mL 硫酸链霉素等，pH 

7.0~7.2。培养液 B 和培养液 A 类似，但 FBS 浓度
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为 15%，葡萄糖则为 1.0 g/L。培养液 C 在培养液 B

中添加 25%中国明对虾胚胎浸提液。 

中国明对虾胚胎浸提液：取中国明对虾肢芽期

胚胎，等体积加入盐度为 32 的陈海水，匀浆，60 ℃

水浴 30 min，7 000 g，4℃离心 50 min，取上清，

以孔径 0.22 μm 的微孔滤膜无菌过滤，－20℃储存。 

改良的PBS（Modified PBS，MPBS）：25.5 g/L 

NaCl，0.6 g/L KCl，0.9 g/L Na2HPO4，0.27 g/L 

KH2PO4，pH 7.2。 

1.3 细胞分离方法 
以 120 目尼龙筛绢过滤收集胚胎，无菌海水冲

洗 2~3 次，500 mg/L 碘伏（上海中卫消毒剂研究所）

海水溶液浸泡消毒约 20 min，以无菌的 120 目尼龙

筛绢过滤收集并用无菌海水冲洗 3~5 次。消毒的胚

胎用下列方法在无菌条件下处理，使孵化膜破裂，

获得胚胎组织和细胞。 

研磨法： 把胚胎悬浮于 MPBS，用组织匀浆

器或研钵小心研磨，对光观察，上清刚变混浊即停

止研磨，小心吹打几次，用 120 目尼龙筛绢过滤除

去大的组织块，得到细胞悬液。200 g，4 ℃离心 7 min，

弃上清，沉淀重悬于相应培养液。下文中其他方法

的过滤和离心操作同本法。 

解剖法： 将胚胎悬浮于相应培养基，在解剖

镜下用尖锐的解剖针侧向扎破孵化膜，用装有 10 μL

枪头的微量加样器小心吹打几次。 

过筛法： 用平整的粗玻棒头挤压单层平铺于

120 目无菌尼龙筛绢上的胚胎，用 MPBS 冲洗，使

组织和细胞从网眼滤过，并离心重悬于相应培养

液。 

过针法： 仿过筛法，将胚胎悬浮于 MPBS，

以配有外径为 0.45 mm 注射针的 1 mL 注射器快速

抽吸，使胚胎快速通过注射针时破裂，过滤并离心

得到细胞，重悬于相应培养液。 

压片法： 将胚胎悬浮于 MPBS，适量滴加于

血球计数板计数室，用载玻片压破胚胎，由于血球

计数板的特殊设计，压片时载玻片被位于计数室两

侧并略高于计数室的嵴挡住，这样正好可以压破中

国明对虾的胚胎（卵膜径约 400 μm）但不会完全压

碎，用 MPBS 冲下这些胚胎并吹打几次，过滤并离

心得到细胞，重悬于相应培养液。 

以碘化丙啶（PI）排除法检测并统计活细胞浓

度及细胞存活率[20]。 

1.4 细胞培养 
以下列 2 种方法进行原代培养。 

方法 1： 用培养液B重悬前述除解剖法外各方

法获得的早期原肠胚细胞和中后期原肠胚细胞，调

整细胞密度，分别为约 104个/mL和 105个/mL，然

后接种于 35 mm细胞培养皿（Corning），每皿 1.5 

mL。囊胚细胞则以解剖法于培养液B中解剖获得，

补足培养液B到 1.5 mL/35 mm细胞培养皿。 

方法 2： 用培养液 A 代替培养液 B，以类似

方法 1 的方法重悬原肠胚细胞并调整细胞密度，取

50 μL 该细胞悬液接种于 35 mm 细胞培养皿形成直

径约 1.0 cm 的露珠状液滴，培养，镜检确定细胞已

经贴壁，以培养液 B 半量换液，培养过夜，全部换

成培养液 B，继续培养，2～3 d 半量换液；囊胚细

胞则于培养液 A 中以解剖法获得，混匀后接种成上

述直径约 1.0 cm 的露珠状液滴，培养，细胞贴壁后

用培养液 B 或 C 进行后续操作，方法不变，观察比

较培养液 B 与培养液 C 的培养结果。 

方法 1 和方法 2 都是在 22.0℃，饱和湿度条件

下进行细胞培养。 

选取未明显分化的原代培养囊胚细胞和原代

培养 4~6 d 半汇聚或汇聚状态的原肠胚细胞进行传

代，方法有以下 3 种。 

方法 1： 胰蛋白酶消化法，吸弃旧培养液，

MPBS 洗涤 2 次，0.1%胰蛋白酶（Amresco,1∶250）

-MPBS 溶液室温下消化到细胞开始变圆（约 10～

20 min），吸弃消化液，加入培养液 A 或培养液 B

终止消化，吹打制成细胞悬液，以上述两种原代培

养方法进行培养。 

方法 2： 以 0.02%EDTA-MPBS 溶液代替胰蛋

白酶溶液消化细胞约 10 min，用细胞铲子铲起细胞

制成细胞悬液，其他步骤同胰蛋白酶消化法。 

方法 3： 直接用细胞铲子铲起细胞制成细胞悬

液，其他步骤同胰蛋白酶消化法。 

2 结果 

2.1 细胞分离方法比较 
对于囊胚细胞分离，只有解剖法才具有较高的

可靠性，细胞存活率约为 20%~40%，但该方法遭

到污染的可能性较大，而且不便于大批量处理，一

般不用于原肠胚细胞分离。对于原肠胚细胞分离，

压片法具有很高的可靠性，历次实验中，细胞存活

率都大于 70%，该法也便于大批量处理；过针法则

需掌握一定的抽吸速率，太快或太慢效果都不理

想，细胞存活率可大于 70%；过筛法和研磨法虽然

便于大批量处理，但细胞存活率一般小于 5%，而
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且细胞状态较差，贴壁率很低。 

2.2 细胞培养结果 
原代培养方法1效果较差，细胞贴壁率小于10%。

方法 2 效果较好，细胞在 12~14 h 内贴壁并开始铺

展，细胞贴壁率大于 80%；铺展的囊胚细胞有明显

的生长晕，但是增殖不显著，之后迅速分化，可以

存活 3~4 周；早期原肠胚细胞常铺展为铺路石状，

增殖不显著，可以存活 1~2 周；中后期原肠胚细胞

较易于达到半汇聚状态，细胞单层可以维持 4~5 周

（图 1-1，1-2 和 1-3）。

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1  原代培养的中国明对虾囊胚和原肠胚细胞  

Fig. 1  Primary cultured cells from blastula and gastrula of F. chinensis 

1-1.囊胚细胞，培养 36 h；1-2.早期原肠胚细胞，培养 3~4 d；1-3.中后期原肠胚细胞，培养 4d; Bar＝50 μm 

1-1. blastula cells, cultured 36 h; 1-2. early phase gastrula cells, cultured 3~4 d; 1-3. metaphase or anaphase gastrula cells, cultured 4 d; 标尺为 50 μm 

 

同一亲虾同一次所产的卵，受精后发育到同一

时期的囊胚，其细胞用原代培养方法 2 经不同培养

液培养，形态上可发生分化，培养液 B 培养数日囊

胚细胞形成图 2-1 所示形态，而培养液 C 培养数日

则大部分形成图 2-2 所示形态，类似于神经细胞。 

原代培养的囊胚细胞和原肠胚细胞以不同方

法传代培养都无法重新贴壁，2~3 d 后死亡。

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

图 2  不同培养液培养的中国明对虾囊胚细胞(原代培养 5 d) 

Fig. 2  Culturing blastula cells of F. chinensis in different mediums(primary cultures 5 d) 

2-1.培养液 B；2-2.培养液 C; 标尺为 100 μm 

2-1. medium B; 2-2. medium C; Bar＝100 μm 

 

3 讨论 

对虾养殖是我国水产养殖业的重要支柱之一，

但是近年来对虾病害严重，造成了巨大损失，尤以

病毒病为甚。对虾病毒学、免疫学和遗传学等研究

十分急迫。发展对虾细胞培养技术不仅可以为研究

对虾病毒提供方便，还可以为对虾免疫学、遗传学

以及发育生物学等研究提供便利。本实验以中国明

对虾囊胚和原肠胚为材料进行体外细胞培养的研

究，一方面为建立对虾细胞系乃至胚胎干细胞系进
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行探索，另一方面试图建立对虾囊胚细胞体外分化

的模型以利于对虾发育生物学的研究。本研究已经

成功进行中国明对虾囊胚和原肠胚细胞的原代培

养，并观察到囊胚细胞在不同培养基中培养可发生

形态上的分化。 

对虾卵裂为完全等裂式，各分裂球充盈着卵

黄，因而其囊胚和原肠胚等胚胎细胞极易破损，且

不易变形和贴壁(Fan,私人通讯)。另一方面，对虾受

精卵会形成孵化膜以保护胚胎，使之正常发育，第

一次卵裂之前，其孵化膜已经举起并硬化，所以机

械方法分离对虾囊胚和原肠胚细胞需要破坏已硬

化的孵化膜同时尽可能不损伤脆弱的分裂球。而目

前，去除对虾孵化膜的化学方法尚未建立。本实验

尝试了多种机械方法，某些方法能够方便地获得状

态良好的中国明对虾囊胚或原肠胚细胞，但囊胚细

胞分离方法尚不够理想，需进一步研究。本实验在

培养起始阶段通过降低血清浓度，缩小培养体系等

措施使中国明对虾囊胚或原肠胚细胞迅速贴壁并

铺展，但是原代培养中囊胚细胞增殖不显著，且迅

速分化，这些原代培养的胚胎细胞传代后都不能重

新贴壁。这可能需要借鉴Fan等[18]方法，一方面添

加bFGF和IGF-Ⅱ等生长因子刺激细胞迅速增殖，保

持良好状态，另一方面添加壳聚糖等物质促进细胞

贴壁。 

目前，胚胎干细胞培养方法有两大类：有饲养

层培养法和无饲养层培养法。以小鼠为例，有饲养

层培养法主要应用小鼠胚胎成纤维细胞（MEF，取

自小鼠 12dpc的胚胎）或STO细胞系作为饲养层细

胞，经一定处理后终止其分裂制成饲养单层来培养

胚胎干细胞。无饲养层培养法则是利用各种能分泌

抑制分化因子的细胞制备条件培养基，或者添加重

组白血病抑制因子（LIF）制备条件培养基来培养

胚胎干细胞，这一方法在小鼠胚胎干细胞培养上应

用得很成功，但用于其它动物胚胎干细胞培养效果

尚不理想。比较而言，作者认为中国明对虾胚胎干

细胞培养采取饲养层培养法成功可能性较大。目

前，Fan等[18]已经传代培养中国明对虾肢芽期后胚

胎的细胞，培养细胞为成纤维状，在此基础上，以

这样的胚胎成纤维状细胞或其它时期胚胎来源的

传代胚胎细胞为饲养层，结合本研究方法，有可能

以中国明对虾囊胚细胞为材料进行其胚胎干细胞

有饲养层培养法的研究。 
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Abstract: To develop cell culture of penaeid shrimps, in vitro cell culture of the embryo, including the blastula 

and gastrula, of Fenneropenaeus chinensis was performed in this study. Viable blastula cells were obtained by 

dissecting the embryos (puncturing the chorion with fine acus and then gently pipetting the blastula cell mass), 

and good yields of viable gastrula cells were obtained by crushing the embryos gently. The attachment and spread 

of the embryonic cells could remarkably improved by decreasing the concentration of fetal bovine serum（FBS） 

and the volume of the culture medium at the beginning of the culture. After spreading, blastula cells took on 

growth hallow, but they couldn’t proliferate notably, while the cells of the developed for 13~18 h gastrula could 

easily become sub-confluent. However, passage of primary cultures resulted in the loss of adherence of cells. The 

medium used was 1×Leibovitz’s L-15 medium supplemented with 12.0 g/L NaCl, FBS and embryo extract of F. 

chinensis , and the concentration of FBS and the embryo extract was based on the need of different experiments. It 

was worth the whistle that the blastula cells cultured in different media could morphologically differentiate.  

 

(本文编辑：刘珊珊) 
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