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永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞系的建立及鉴定
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摘要：为获得具有单一克隆特性的能稳定传代培养的罗非鱼巨噬细胞系，本研究从尼罗
罗非鱼腹腔中分离纯化巨噬细胞，采用EB病毒(Epstein-Barr virus, EBV)感染，筛选单克
隆细胞的方法建立了尼罗罗非鱼巨噬细胞系，并对其进行了EBV感染鉴定、电镜观察、
端粒酶活性检测、致癌性评估、核型分析以及分子生物学鉴定。研究表明，EBV已整合
到尼罗罗非鱼巨噬细胞中且稳定表达，经30代稳定传代，该细胞系仍维持较好的增殖状
态；该细胞系表面不平滑，有明显的钝圆形突起和细长的伪足，表现为典型的巨噬细胞
形态；端粒酶活性显著高于未经感染的巨噬细胞，而与HeLa细胞差异不显著，且该细胞
系不具有致癌性，说明永生化细胞系构建成功。核型分析结果发现，该细胞系具有44条
染色体，其核型公式为2 n=2 x=44=4 sm+17 st+1 t。PCR检测发现，该细胞系存在CD33和
CD205的转录本，这些都是单核巨噬细胞的标志物，经18S rRNA检测证明该细胞系来自
尼罗罗非鱼巨噬细胞。永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞系已被成功建立，该细胞系为研究罗
非鱼链球菌HSP70-肽疫苗的高保护率，以及罗非鱼的免疫防御机制提供了工具。
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与哺乳动物的基本免疫机制相似，硬骨鱼

类也具有高度发达的免疫系统，其先天免疫在

防御病原生物入侵方面发挥决定性作用 [1]。在鱼

类中，巨噬细胞是抗病的重要因子，是先天免

疫反应的主要效应细胞，并且在免疫的起始和

调节中作为辅助细胞发挥关键作用 [2]。鱼体中的

巨噬细胞吞噬惰性或抗原物质后，通过分泌炎

症细胞因子产生细胞毒性ROIs、白细胞因子和

其他调节分子 [3]。巨噬细胞广泛存在于脊椎动物

体内，以确保宿主对外来入侵者的连续监测，

多数情况下，巨噬细胞提供了细胞介导的宿主

防御病原体的第一道防线。

热休克蛋白(HSP)是一组应激蛋白，介导细

胞和组织对多种细胞毒性刺激的保护作用，并

作为宿主免疫系统的关键调节剂 [4]。研究发现，

HSP70和抗原-HSP70复合物都可以促进尼罗罗非

鱼(Oreochromis niloticus)淋巴细胞和巨噬细胞的

增殖，显著增强巨噬细胞吞噬和释放NO的能

力，且HSP70还可以辅助抗原增强疫苗针对海豚

链球菌 (Streptococcus iniae)的免疫保护作用，

在HSP70的协助下，尼罗罗非鱼链球菌(Strepto-
coccus)HSP70-肽疫苗获得了约77%的高免疫保护

率 [5]，但其高保护率的重要机制尚不明确，这就

需要首先获得单一克隆特性的能稳定传代培养

的尼罗罗非鱼巨噬细胞系。

自成功从金鱼(Carassius auratus)前肾中分离

并建立巨噬细胞系[6]以来，鲤(Cyprinus carpio)[7-9]、

野鲮 (Labeo niloticus) [ 1 0 ]、虹鳟 (Oncorhynchus
mykiss)[11]等多种鱼类的巨噬细胞系也先后建立，

并广泛进行了体外免疫功能指标如吞噬活性、

趋化性、产生活性氧及NO等的研究 [9-10，12-13]。虽

然尼罗罗非鱼巨噬细胞已成功分离 [14-15]，但对其
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巨噬细胞免疫活性的相关研究仍然较少，且未

能获得具有单一克隆特性的能稳定传代培养的

尼罗罗非鱼巨噬细胞系，使得相关免疫学研究

停滞不前。基于此，本研究在分离纯化尼罗罗

非鱼腹腔巨噬细胞的基础上，利用EB病毒(Ep-
stein-Barr virus, EBV)感染巨噬细胞，通过筛选单

克隆细胞的方法，经传代稳定性、体外增殖、

端粒酶活性、核型分析及特异性基因检测等实

验鉴定，获得了能连续传代且功能确切的永生

化尼罗罗非鱼巨噬细胞系，以期为尼罗罗非鱼

先天免疫及链球菌的防治研究奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验用鱼         尼罗罗非鱼取自国家级广西

南宁尼罗罗非鱼良种场，体质量为(99.6±5.4) g，
于28~30 °C水温下在200 L水族箱中暂养，日换水

量50%。

主要试剂         L-15培养基、胎牛血清、

HBSS购自美国Gibco公司；胰酶、青霉素—链霉

素双抗购自Hyclone公司；角鲨烯、MS-222、台

盼蓝染色液购自美国Sigma公司；秋水仙素购自

Fluka公司；反转录试剂盒、BglII内切酶购自大

连宝生物工程有限公司；QIAamp DNA mini
Kit购自Qiagen公司；SYBR Green Master Mix购自

TOYOBO公司，其他试剂为国产分析纯。

1.2    方法

腹腔巨噬细胞的分离培养及体外增殖        参
考王秋华等[15]的方法进行尼罗罗非鱼腹腔巨噬细

胞的分离培养。实验鱼连续注射3次角鲨烯，每

次注射250 μL，每隔2 d注射一次；用预冷的

PBS缓冲溶液冲洗腹腔，收集冲洗液于45 mL
离心管中，1400 r/min、4 °C离心10 min，沉淀用

HBSS缓冲溶液重悬，1400 r/min、4 °C离心10 min
洗涤1次；细胞重悬于2 mL HBSS缓冲溶液，加

入9 mL灭菌三蒸水作用20 s破裂红细胞，立即加

入1 mL 10×HBSS缓冲溶液，1400 r/min、4 °C离

心  10 min，HBSS缓冲溶液洗涤2次，最后用L-
15培养基重悬细胞，台盼蓝染色，计算活细胞

数，瑞氏染色观察细胞状态。利用MTT方法对

所分离培养的细胞进行体外增殖测试。首先将

消化后细胞铺至96孔板中，每孔100 μL细胞悬

液，约5000个细胞，然后将培养板在培养箱孵育

30 min，向每孔加入10 μL CCK-8溶液，将培养板

在培养箱内孵育1~4 h，用酶标仪测定在450 nm
处的吸光度。

EBV分离及永生化巨噬细胞系的建立        采
用L15培养基+10%胎牛血清+1%双抗(100 U/mL青

霉素、100 U/mL链霉素)进行B958细胞的培养，

培养至所需量后，停止加培养液至培养液完全

变黄；培养液于4 °C、4000 r/min离心30 min，
转移上清液至另一无菌离心管，4 °C、12 000 r/min
离心120 min，弃上清液，加入5 mL新鲜培养液

吹打重悬，4 °C、3000 r/min离心20 min，将上清

液用0.22 μm一次性过滤器过滤得到EBV浓缩

液。待尼罗罗非鱼巨噬细胞生长至60%面积后开

始感染EBV，首先将细胞置于4 °C约2 h，然后向

每皿加入1×108个EBV，28 °C孵育10 h，更换新

鲜培养液，共感染3次，每次间隔2 d。最后挑取

状态好的单克隆细胞于28 °C静置培养，24 h后更

换一次10% FBS-L15完全培养液，待细胞汇合度

达90%时按每孔2 mL接种于24孔细胞培养板中传

代培养，每3 d传代一次，连续传代培养30代，

在显微镜下观察细胞形态变化。利用MTT方法对所

获得的永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞进行体外增

殖测试。

永生化巨噬细胞EBV感染鉴定        将稳定传

代(15代)的巨噬细胞提取RNA，采用DNase I处理

以除去基因组DNA，PrimeScriptTM II 1st Strand
cDNA Synthesis  Kit反转录为 cDNA，并采用

LMP1-F：5′-GGTCTACTCCTACTGATGAT-
3′，LMP1-R：5′ -GGGTCTGCCCTCGTTGG-
3′进行LMP1基因部分序列的扩增，预期扩增片

段大小为410 bp；采用EBV-F：5′-CTTAGAATG-
GTGGCCGGGCTGTAAAAT-3′，EFV-R：5′-
ATCCAGTACGTC TTTGTGGAGCCCAAG-
3′进行EBV BALF5基因部分序列的PCR扩增，预

期扩增片段大小为229 bp，退火温度均为55 °C，

反应结束后用1%琼脂糖凝胶电泳检测目的条带。

EBV LMP1基因整合和表达鉴定        对永生

化巨噬细胞 2号和 6号样品分别提取基因组

DNA，采用Southern blot方法检测EBVLMP1基
因。首先设计并合成地高辛标记的探针引物

LMP1-F：5′-TTTATCTTCAGAAGAGACCT-
T C T C T G T - 3 ′，LMP1-R：5 ′ - G T T G G A G T -
T A G A G T C A G A T T C A T G G - 3 ′，对巨噬细胞

DNA进行PCR扩增获得片段大小为607 bp的标记

3 期 张永德，等：永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞系的建立及鉴定 377

 

http://www.scxuebao.cn



探针，采用BglII对巨噬细胞基因组DNA进行过

夜酶切，然后利用0.9%的琼脂糖凝胶40 V电泳过

夜；经碱变性和虹吸印迹转膜，与探针在42 °C
杂交过夜，20×SSC溶液洗膜5次，最后在暗室的

红光下，–70 °C低温曝光3 d。
利用生物素标记的寡核苷酸作为探针，采

用Northern blot方法检测目标RNA。EBV LMP1和
Actin基因探针序列见表1，探针长度分别为221 bp、
199 bp，采用1.2%甲醛/MOPS胶分离RNA，120 V
电泳3 h，上行毛细管转移法转膜；然后将探针

放入杂交管中65 °C杂交过夜；2×SSC缓冲液

/0.2% SDS在65 °C 15 min条件下洗膜2~3次；最后

将膜转移至两层塑膜，放入磷屏中压10 h。
永生化巨噬细胞电子显微镜观察         将永

生化巨噬细胞培养至对数期，在2.5%戊二醛溶液

中固定过夜；细胞用0.1 mol/L二甲胂酸盐缓冲液

(pH 7.4)洗涤3次，用1% OsO4水溶液处理2 h，酒

精梯度脱水(10%~100%，每步15 min)，空气干燥

24 h后，细胞用金覆盖，在TESCAN VEGA 3扫描

电子显微镜中检测，运行电压为5.0 kV。

端粒酶活性的检测        采用TRAP法检测端

粒酶活性，10 μL PCR反应体系包含：细胞裂解

液2 μL，10×TRAP buffer 2 μL，dNTPs (2.5 mmol/
L) 4 μL，TS primer (10 mmol/L) 1 μL，混合均匀

后，30 °C反应30 min，94 °C灭活10 min。采用

RT-PCR检测端粒酶活性，其上下游引物序列分

别为：5 ′ -ATTCCTTCGGACAGCGTAA-3 ′，
5′-GAGGACTTACTCTTACACTTCGCTCACC-3′，
20 μL反应体系包含：SYBR Green Master Mix 5 μL，
ACX primer (10 mmol/L) 1 μL，反应混合液10 μL。

混匀以后，94 °C 10 min；94 °C 30 s、60 °C 90 s，
40个循环，60 °C 90 s收集信号。

永生化巨噬细胞的核型分析         无菌条件

下取永生化巨噬细胞，加入含20%胎牛血清和

PHA的培养液，28 °C培养4 d，加秋水仙素碱至

终浓度为0.08 μg/mL，继续培养2 h。用75 mmol/L
KCI低渗处理细胞30 min，然后固定液(甲醇∶冰

醋酸=3∶1)漂洗4次，制成染色体中期分裂相的

玻片。染色体玻片用吉姆萨染色0.5 h后在显微镜

下观察并照相，采用Karyo 3.0软件进行染色体分

类及核型分析。

永生化巨噬细胞的致癌性评估        取2株永

生化尼罗罗非鱼巨噬细胞培养至对数期，将细

胞消化后离心收集细胞，用100 μL PBS缓冲溶液

重悬后注射无胸腺裸鼠(nude mouse)背部皮下，

每株细胞注射5只无胸腺裸鼠(1×106个细胞)，以

HeLa细胞为阳性对照，以PBS缓冲溶液为空白对

照；注射后3~4周观察成瘤情况。

永生化巨噬细胞的分子鉴定         根据Gen-
Bank中β-actin与18S rRNA基因序列，采用Primer
Premier 5.0设计2对引物(表2)，参考已报道的尼

罗罗非鱼CD33、CD205、GATA3基因特异性引物
[16]，引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成。对永生化巨噬细胞提取RNA，经反转录、

PCR扩增和1%琼脂糖凝胶电泳检测后，扩增片

段送英潍捷基(上海)贸易有限公司测序，然后采

用MAFFT在线系统(http://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/mafft/)将测定序列与原序列比对分析，确定

该细胞系的细胞起源。

统计分析         数据以平均值 ±标准差

(mean±SD)表示，各均数之间的比较采用One-way
ANOVA和post hoc检验，P<0.05被认为具有统计

学意义。

2    结果

2.1    腹腔巨噬细胞的分离培养及体外增殖

腹腔分离的细胞经24、48和72 h培养后，

细胞呈多形性，大小不一。培养48~96 h过程

中，细胞呈指数增殖状态，可见细胞形态呈圆

表 1    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞Northern blot检测用探针信息

Tab. 1    Northern blot probe information for immortalized O. niloticus macrophages

探针名称

probe name
探针序列(5′→3′)

probe sequence(5′→3′)
探针大小/bp

probe size

LMP1 基因

探针

GAGGGAGTCATCGTGGTGGTGTTCATCACTGTGTCGTTGTCCATGGTAATACATCCAGATTAAAATCG
CCAGAAACAGGAGGAGCCAAAGGAGATCAACCAATAGAGTCCACCAGTTTTGTTGTAGATAGAGAGC
AATAATGAGCAGGATGAGGTCTAGGAAGAAGGCTAGGAAGAAGGCCAAAAGCTGCCAGATGGTGGC
ACCAAGTCGCCAGAGCATCT

221

Actin
探针

AAGAGAGGTATCCTGACCCTCAAATACCCCATTGAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGATGACATGGA
GAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAATGAGCTCCGTGTTGCCCCTGAGGAGCACCCTGTCGTGCTCA
CTGAGGCTCCCCTGAATCCCAAAGCCAACAGAGAGAAGATGACACAGATCATGTTCGAGACCT

199
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形、梭形、星形等多种形态，细胞核中有2个或

3个核仁；72 h后，其增长速度逐渐放缓 (图1)。
经吉姆萨和瑞氏染色后，发现细胞呈典型的单

核巨噬细胞形态特征。

以培养时间为横坐标，以细胞吸光度为纵

坐标，绘制尼罗罗非鱼腹腔巨噬细胞体外增殖

曲线(图2)。结果发现，尼罗罗非鱼腹腔巨噬细

胞体外培养96 h均呈增殖状态，细胞贴壁生长的

前24 h处于迟缓期，48 h后呈对数增长趋势，随

着时间的推移，72 h后由于营养缺乏、生长空间

受限等因素，其增长速度逐渐放缓，进入衰退

期，而对照组则在此培养周期内无明显的增殖。

2.2    EBV分离及永生化巨噬细胞系的建立

将永生化巨噬细胞继续传代培养，每3 d传
代一次，连续传代培养30代，从中选取永生化巨

噬细胞的2号和6号样品进行实验，非永生化巨噬

细胞作为对照。结果发现，从第5代开始，永生

化巨噬细胞2号和6号均出现细胞集落，至第30代
可见明显细胞集落，而非永生化巨噬细胞从第

5代开始细胞逐渐死亡并集落消失(图3)。

2.3    永生化巨噬细胞EBV感染鉴定

对第 15代巨噬细胞提取RNA，经反转录

后，分别对EBV BALF5基因与样本LMP1基因进

b

fe

ca

d

10 μm

10 μm

10 μm

10 μm

10 μm

10 μm
 

图 1    尼罗罗非鱼腹腔巨噬细胞分离培养的显微图

a. 分离的尼罗罗非鱼腹腔巨噬细胞；b、c、d分别代表巨噬细胞培养24、48和72 h的细胞形态；e和f分别是吉姆萨和瑞氏染色后的巨噬

细胞形态

Fig. 1    Micrograph of the cultured O. niloticus peritoneal macrophages
a is isolated O. niloticus peritoneal macrophages cultured for 24 hours; b, c and d represent the cell morphology of macrophages for 24, 48 and 72 h, re-
spectively; e and f are the macrophage morphology after Giemsa and Wright's staining, respectively

表 2    尼罗罗非鱼巨噬细胞分子鉴定引物信息

Tab. 2    Primer information for molecular identification of O. niloticus macrophages

引物名称

primer
引物序列(5′→3′)
sequence (5′→3′)

扩增片段大小/bp
product

退火温度/°C
annealing

GenBank号
GenBank No.

β-actin_F GCAAGCAGGAGTACGATGAGT 115 55 XM_003455949

β-actin_R CAGTTGTTTGGGTTTGTAGCAG

18S rRNA_F CGCCGAGAAGACGATCAAAC 669 56 DQ397879.1

18S rRNA_R TTCATTGATGCACGAGCCGA
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行PCR扩增，以未被感染的细胞作为对照，产物

经1%琼脂糖凝胶电泳分析，结果发现，检测样

本在229 bp处有一条特异性扩增条带，与预期的

EBV BALF5基因片段大小一致，而对照组则无此

条带(图4)；检测样本在410 bp处有一条特异性扩

增条带，与预期的LMP1基因片段大小一致，对

照组无此条带(图5)。

2.4    EBV LMP1基因整合和表达鉴定

对永生化巨噬细胞2号和6号样品提取基因

组DNA，并设计探针对其进行PCR扩增、酶切和

Southern blot检测。结果发现，2号和6号永生化

巨噬细胞样品经3′地高辛标记的LMP1基因片段

特异性探针杂交、曝光显色后均显示为一条谱

带(图6)，说明EBV已经整合到该巨噬细胞，而

其余非永生化细胞样品则无此谱带。

利用生物素标记的寡核苷酸作为探针，采

用Northern blot方法对永生化巨噬细胞RNA进行

检测，以非永生化巨噬细胞作为对照，结果发

现，样品2和6为永生化巨噬细胞，LMP1探针杂
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图 2    尼罗罗非鱼腹腔巨噬细胞体外培养不同时间的

增殖曲线图

Fig. 2    Proliferation curve of O. niloticus peritoneal
macrophages in vitro cultured at different time
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图 3    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞不同传代稳定性显微图

P3、P5、P10、P20和P30分别代表第3、5、10、20和30代；从第5代开始，永生化巨噬细胞2号和6号出现细胞集落，而非永生化巨噬细

胞从第5代开始细胞集落消失

Fig. 3    Micrograph of immortalized O. niloticus macrophages with different passages
P3, P5, P10, P20 and P30 represent the 3 rd, 5 th, 10 th, 20 th and 30 th generations, respectively; from the 5 th generation, immortalized macrophages 2
and 6 displayed cell colonies, whereas non-immortalized macrophages disappeared from the 5 th generation
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交结果均显示为阳性，而样品1、3、4、5为非永

生化巨噬细胞，LMP1探针杂交结果均显示为阴

性，说明永生化巨噬细胞已经将EBV整合进巨噬

细胞中。样品1~6号β-actin探针杂交结果均显示

为阳性，且片段大小一致，说明所检测样品均

为巨噬细胞(图7)。

2.5    电镜观察

将第 30代的巨噬细胞经固定、脱水、干

燥、镀膜等处理后进行扫描电子显微镜检测。

结果显示，细胞在培养物中形态为3D圆形或卵

圆形，表面不平滑，有明显的钝圆形突起和细

长的伪足(图8)，表现为较为典型的巨噬细胞形

态。此时由于该细胞系分裂旺盛，细胞处于生

长的对数阶段，几乎所有的细胞参与细胞分裂。

2.6    端粒酶活性检测

采用TRAP法，以HeLa细胞作为阳性对照，

以未被感染的巨噬细胞作为阴性对照，对永生

化尼罗罗非鱼巨噬细胞4个EBV被感染克隆细胞
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图 4    EBV感染尼罗罗非鱼腹腔巨噬细胞的电泳图

Fig. 4    Electrophoresis of O. niloticus peritoneal
macrophages infected by EBV
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图 5    尼罗罗非鱼腹腔巨噬细胞LMP1基因

检测电泳图

Fig. 5    Electrophoresis of LMP1 gene in O. niloticus
peritoneal macrophages
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图 6    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞Southern blot杂交结果

2和7号为永生化巨噬细胞，探针杂交后显示为一条阳性带纹；

1、3、5、6号为非永生化巨噬细胞，探针杂交后无带纹；4号未

加样品

Fig. 6    Southern blot electrophoresis of immortalized
O. niloticus macrophages infected by EBV

2 and 7 are immortalized macrophages, the probe hybridization showed a
positive band pattern; samples 1, 3, 5 and 6 are non-immortalized macro-
phages, the probe had no band after hybridization; 4 is blank lane

1 2 3 4 5 6

β-actin

LMP1

 
图 7    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞Northern blot

杂交结果

2、6. 永生化巨噬细胞；1、3、4、5. 非永生化巨噬细胞

Fig. 7    Northern blot electrophoresis of
immortalized O. niloticus macrophages infected by EBV

2, 6. immortalized macrophages; 1, 3, 4, 5. nonimmortalized macro-
phages

5 μm

 
图 8    尼罗罗非鱼巨噬细胞系电子显微镜检测

Fig. 8    SEM photographs of immortalized O. niloticus
macrophages
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株进行端粒酶活性检测。结果显示，4个克隆细

胞株端粒酶RT-PCR的平均CT值为23.41，显著低

于未被感染巨噬细胞的30.35(P<0.05)，而与

HeLa细胞的平均CT值差异不显著(P>0.05)(表3)，
说明该细胞系端粒酶活性与HeLa细胞一致，且

显著高于非永生化巨噬细胞。

2.7    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞的核型分析

对永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞染色体制备

中期分裂相，并进行染色体核型分析(图9)，共

分析112个分裂相。112个分裂相中，染色体数目

从32条到56条不等，但分裂相染色体数目最多的

是 4 4条，为 6 8个细胞，占总细胞分裂相的

58.6%，表明该细胞染色体数目应为44(图10)。
对永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞进行核型分析，

其核型公式为2 n=2 x=44=4 sm+17 st+1 t (图10)，
即细胞有4组亚中着丝粒染色体(sm)，17组亚端

着丝粒染色体(st)和1组端部着丝粒染色体(t)。

2.8    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞的致癌性评估

随机选取4株永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞，

注射无胸腺裸鼠背部皮下观察成瘤情况。结果

发现，注射永生化巨噬细胞3~4周后，所注射部

位未出现成瘤情况，实验无胸腺裸鼠生理状况

均表现正常(图11-a)。而注射HeLa细胞的无胸腺

裸鼠，其注射部位出现了一个明显的瘤状突起

(图11-b)，解剖发现该突起为一直径0.7~1.2 cm的

红色瘤状物(图11-c)。

2.9    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞的分子生物

学鉴定

采用5个基因对永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞

进行分子生物学鉴定。结果显示，这5个基因β-
actin、18S rRNA、CD205、CD33、GATA3在永生

化尼罗罗非鱼巨噬细胞中均具有1个特异性扩增

片段，扩增片段大小分别为：115 bp、669 bp、
624 bp、569 bp、1259 bp(图12)。将上述扩增片段

纯化测序，并与NCBI数据中的对应基因进行序

列比对分析，表明目的基因正确无误，即所获

得的永生化细胞为罗非鱼巨噬细胞。

(a) (b)
 

图 9    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞染色体图及核型分析图

(a) 永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞染色体图，(b) 永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞染色体核型分析图；细胞染色体数为44，核型为2 n=2 x=44=4 sm+17 st+1 t

Fig. 9    Metaphase plate and karyo of immortalized O. niloticus macrophages
(a) metaphase plate of immortalized O. niloticus macrophages, (b) Karyo of immortalized O. niloticus macrophages; the chromosome number is 44, and
the karyotype formula is 2 n=2 x=44=4 sm+17 st+1 t

表 3    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞端粒酶活性检测结果

Tab. 3    Test results of telomerase activity in immortalized O. niloticus macrophages

细胞　cell CT值 平均CT值

永生化巨噬细胞
immortalized macrophages

25.32 21.42 24.04 22.85 23.41±1.67b

HeLa细胞
HeLa cell

22.98 22.98 22.85 22.98±0.08b

非永生化巨噬细胞
non-immortalized macrophages

30.35 30.39 30.09 30.28±0.16a

注：同一列中不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
Notes: the different lowercase letters indicate the significant difference (P<0.05)
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3    讨论

白细胞系为评估免疫防御机制提供了有用

的工具，可以对鱼类的免疫状态进行评估[17]。巨

噬细胞的生物学特征已在多种鱼类中被研究和

描述，且生物学特征在许多鱼类中具有相似之

处，其形态通常不规则，可以像淋巴细胞、成

纤维细胞、树突状细胞、原始间充质细胞或体

内的其他细胞类型，而早期的鱼类巨噬细胞系

形态为巨噬细胞样 [18]或成纤维细胞样 [19-20]。许多

鱼类的巨噬 /单核细胞系从外周血白细胞 [8， 19]、

头肾 [6，21]、胸腺 [9，22]和腹腔 [23-25]中分离获得。腹

腔是一个独特的腔室，里面有肝脏、脾脏、大

部分胃肠及其他内脏器官，且多种免疫细胞存

在于其中，包括巨噬细胞、B细胞和T细胞。在

腹腔中存在大量的巨噬细胞，使其成为收集分

离巨噬细胞的优选位点[26]，然而，由于存在多种

不同成熟度的异种细胞群，鱼类腹腔巨噬细胞

的分离纯化相对比较困难 [24]。Watanabe等 [25]对真

赤鲷(Pagrus major)腹腔巨噬细胞进行了长期的培

养，此后，鲶(Silurus asotus)[24]、舌齿鲈(Dicen-
trarchus labrax)[27]和日本比目鱼(Paralichthys oli-
vaceus)[28]的腹腔巨噬细胞先后被分离培养，并用

于各种免疫学研究。本研究从尼罗罗非鱼腹腔

中成功分离纯化并培养获得了巨噬细胞，利用

EBV感染，通过筛选单克隆细胞的方法建立了能

连续传代且功能确切的永生化尼罗罗非鱼巨噬

细胞系，并且此细胞系具有优异的增殖能力，

即使在长期培养期或反复冻融循环中也未发生

表型改变。该巨噬细胞系的建立，为进一步研

究这些细胞的功能及其鱼类的免疫学提供了有

用的工具。此外，该细胞系有助于开发和表征

巨噬细胞标志物，并可用作巨噬细胞信号肽的

来源，例如影响白细胞生长和成熟的细胞因子

和其他因子。

核型分析显示，在大多数细胞中二倍体染

色体计数为44，这与已有的尼罗罗非鱼研究结果

一致[29]，表明本研究建立的永生化巨噬细胞为正

常的尼罗罗非鱼巨噬细胞。通常认为，非整倍

体是癌细胞的常见特征[30]，而对本研究培养的永

生化尼罗罗非鱼巨噬细胞的致癌性评估结果发

现，该细胞不具有致癌性。细胞中的异常染色

体数量可能是由于核型制备期间染色体的丢失

或附近细胞的添加[31]造成的。通过对培养的永生

化巨噬细胞进行Southern blot和Northern blot检测

都证明EBV成功感染了尼罗罗非鱼巨噬细胞，利

用尼罗罗非鱼特异性18 S rRNA进一步证实了永
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图 10    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞染色体数目分布图

Fig. 10    The frequency distribution of chromosomes in
immortalized O. niloticus macrophage cells

(a) (b) (c)
 

图 11    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞的致癌性评估

(a) 注射永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞的无胸腺裸鼠，注射部位未出现成瘤情况；(b) 注射HeLa细胞的无胸腺裸鼠，注射部位出现了一个

明显的瘤状突起；(c) 注射HeLa细胞无胸腺裸鼠的瘤状物，红色，椭圆形，直径为0.7~1.2 cm

Fig. 11    Carcinogenicity of immortalized O. niloticus macrophages
(a) nude mice injected with immortalized O. niloticus macrophages, and no tumor was found at the injection site; (b) nude mice injected with HeLa cells,
and an apparent neoplasm appeared in the injection site; (c) tumor of nude mice injected with HeLa cells, red color, oval shape with 0.7~1.2 cm in diameter
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生化尼罗罗非鱼巨噬细胞的起源。线粒体18 S
rRNA基因序列比对已经被用作可靠的分子方法

来准确地鉴定许多鱼类细胞的起源，如大西洋

鲑 (Salmo salar) [ 3 2 ]、赤点石斑鱼 (Epinephelus
akaara)[33]和金鱼[34]等。

簇分化抗原(cluster of differentiation, CD)最初

由国际人类白细胞分化抗原研讨会 (HLDA)命
名，用于分类白细胞表面抗原的分化簇。其中

CD33在骨髓干细胞、成肌细胞、单核细胞/巨噬

细胞、粒细胞前体和肥大细胞中表达 [35]；CD205
在树突状细胞、单核细胞、朗格汉氏细胞上有

表达 [36]，CD205也是虹鳟有丝分裂生殖细胞的表

面标记物 [37]；锌指转录因子GATA3可在多种组织

中表达，作为Ⅱ型炎症的中枢介质，GATA3对于

ILC2细胞发育和Th2细胞因子产生是必需的 [38]，

而β-actin在巨噬细胞分化过程中参与转录调控[39]。

本研究对永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞的分子生

物学鉴定结果发现，该细胞系存在 C D 3 3和

CD205的转录本，这些都是单核白细胞的标志物。

端粒是由每条染色体两端发现的富含G的串

联重复序列组成的DNA片段。端粒在正常体细

胞增殖期间会逐渐缩短，从而为细胞的分裂次

数设定了上限 [40]。而端粒酶是一种核糖核蛋白

(ribonucleoprotein, RNP)复合物，其典型功能是保

持染色体末端结构(端粒)的完整性，从而使细胞

持续增殖而获得永生化[41]。端粒酶活性已经被广

泛的用于永生化细胞和癌细胞的研究。本研究

采用TRAP法对永生化尼罗罗非鱼腹腔巨噬细胞

4个被感染克隆细胞株进行端粒酶活性检测，其

平均CT值显著低于未被感染巨噬细胞的CT值，

而与HeLa细胞平均CT值差异不显著，说明该细

胞系端粒酶活性与HeLa细胞的端粒酶活性相

似，也进一步印证了该细胞系永生化成功。
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图 12    永生化尼罗罗非鱼巨噬细胞多基因鉴定电泳图

其中泳道1~5为未永生化巨噬细胞检测结果电泳图，泳道6~10为
永生化巨噬细胞检测结果电泳图；M. DL2000 Marker；1. β-actin
(115 bp)；2. 18S rRNA (669 bp)；3. CD205 (624 bp)；4. CD33 (569 bp)；
5. GATA3 (1259 bp)；6. β-actin (115 bp)；7. 18S rRNA (669 bp)；8. CD205
(624 bp)；9. CD33 (569 bp)；10. GATA3 (1259 bp)

Fig. 12    Multi - gene identification of immortalized
macrophage cell line of O. niloticus

Lane 1~5. non-immortalized macrophage; Lane 6~10. immortalized
macrophage; M. DL2000 Marker; 1. β-actin (115 bp); 2. 18S rRNA
(669 bp); 3. CD205 (624 bp); 4. CD33 (569 bp); 5. GATA3 (1259 bp); 6.
β-actin (115 bp); 7. 18S rRNA (669 bp); 8. CD205 (624 bp); 9. CD33
(569 bp); 10. GATA3 (1259 bp)
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Establishment and identification of immortalized macrophage
cell line of tilapia (Oreochromis niloticus)

ZHANG Yongde ,     PAN Chuanyan ,     YU Yanling ,     FENG Pengfei ,     LUO Honglin *

(Guangxi Key Laboratory of Aquatic Genetic Breeding and Healthy Aquaculture,
Guangxi Academy of Fishery Sciences, Nanning    530021, China)

Abstract: To obtain a continuous monoclonal Oreochromis niloticus macrophage cell line, macrophages were isol-
ated and purified from peritoneal cavity of O. niloticus. The O. niloticus macrophage cell line was established and
EBV infection identification, electron microscopy, telomerase activity assay, carcinogenicity evaluation, karyo-
type analysis, and molecular biology identification were then carried out. The results showed that EBV had been
integrated into O. niloticus peritoneal macrophages and stably expressed. After 30 generations of stable passage,
the cell line still maintained a good proliferative state. The cell line surface was not smooth and had obvious blunt
round protrusion and slender pseudopodia, which was the typical morphology performance of the macrophages.
Telomerase activity of this cell line was significantly higher than that of untreated macrophages (P<0.05), but the
difference was not significant with HeLa cells, and the cell line was not carcinogenic, which indicated that immor-
talized cell lines were successfully constructed. Karyotype analysis showed that the cell line had 44 chromosomes,
and the karyotype formula was 2 n=2 x=44=4 sm+17 st+1 t. PCR detection revealed that CD33, and CD205 tran-
scripts were found in this cell line, all of which were markers of monocytes/macrophages. 18S rRNA detection
showed that the cell line was from O. niloticus macrophages. Immortalized tilapia macrophage cell lines were suc-
cessfully established. The establishment of this cell line laid the foundation for the further study of the immunolo-
gical function of peritoneal macrophages in O. niloticus and also provided a tool for studying the mechanism of
high protection rate of O. niloticus Streptococcus HSP70-peptide vaccine.
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