
 
 
 

    2011 年  第 56 卷  第 22 期：1780 ~ 1783 
www.scichina.com  csb.scichina.com  

 

 
英文版见: Zeng C J, Ye Q, Fang S G. Establishment and cryopreservation of liver, heart and muscle cell lines derived from the Chinese alligator (Alligator 

sinensis). Chinese Sci Bull, 2011, 56, doi: 10.1007/s11434-011-4622-9 

《中国科学》杂志社 
SCIENCE CHINA PRESS 论 文 专题: 濒危动物保护生物学 

扬子鳄肝脏、心脏和肌肉细胞系构建 

曾长军①, 叶青②, 方盛国②* 

① 四川农业大学动物科技学院, 雅安 625014; 

② 浙江大学生命科学学院, 濒危野生动物保护遗传与繁殖教育部重点实验室, 国家濒危野生动植物基因保护中心, 杭州 310058 

* 联系人, E-mail: sgfanglab@zju.edu.cn; sgfang@mail.hz.zj.cn 

2011-03-02 收稿, 2011-05-20 接受 

国家自然科学基金(30730019)和中央高校基础研究基金资助 

  

摘要  扬子鳄属国家一级保护的珍稀濒危动物. 细胞系的构建和保存是濒危野生动物离体保护

工程的主要内容之一. 本研究构建了扬子鳄肝脏、心脏和肌肉细胞系. 结果表明, 从 3 种不同来

源组织块中原代细胞的生长速度表现出明显差异, 分别为 11~12, 13~14 和 17~18 d; 而传代细胞

的生长速度在3种组织来源的细胞之间没有明显差异, 均在6~7 d, 细胞倍增时间为36 h. 扬子鳄

的染色体核型为 2n = 32, 无明显的性染色体. 该研究所建立的 3 种不同组织来源的细胞系将为

扬子鳄的相关保护及研究工作提供可靠的材料平台, 也将为其他两栖爬行动物的细胞系构建提

供有益参考. 
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扬子鳄(Alligator sinensis)是世界上 23 种鳄类中

最为濒危的物种之一[1]. 由于湿地面积减少及栖息地

环境的破坏和片段化 , 野生扬子鳄的种群数量急剧

下降, 分布范围也急剧缩小 [2]. 目前, 野生扬子鳄仅

分布于我国的安徽南部、江苏和浙江毗邻的狭小地

带[3]. 据野外调查, 现有野生扬子鳄的种群数量已不

足 130 只, 而且以每年 4%~6%的速度下降[4]. 为了保

护扬子鳄这一珍稀濒危物种, 中国政府于 1972 年将

其列为国家 I 级保护野生动物[5], 并相继在安徽和浙

江建立了扬子鳄自然保护区以加强扬子鳄的保护  

和圈养种群管理 [5]. 基于野生扬子鳄种群数量极少  

的现状 , 人工圈养的扬子鳄成为 “重引入工程”的  

重要来源[6]. 

作为扬子鳄离体保护工程重要的组成部分 , 保

存扬子鳄的组织、器官、配子和胚胎以及基因组 DNA

都是切实可行的. 同时, 由于细胞遗传学和诱导多能

干细胞 (induced pluripotent stem cells, iPS)等新方 

法、新技术的出现, 使得体细胞成为非常重要的研究

材料. 然而, 目前尚未有任何扬子鳄细胞系构建的报 

道. 因此, 本研究以扬子鳄肝脏、心脏和肌肉组织为

材料 , 采用组织块培养法 , 成功构建了扬子鳄肝  

脏、心脏和肌肉细胞系, 这将为进一步开展扬子鳄细

胞生物学、基因组学及保护生物学等相关研究提供可

靠的材料平台.  

1  材料和方法 

(ⅰ) 样品来源.  本研究所用组织样品来源于浙

江长兴尹家边扬子鳄自然保护区因打斗死亡的扬子

鳄, 死亡后 1 h 内运抵实验室, 无菌采集扬子鳄肝脏、

心脏和肌肉样品, 置于含双抗(青霉素 200 IU/mL, 链

霉素 250 IU/mL)的 D-Hank’s 溶液中备用.  

(ⅱ ) 原代和传代培养 .  扬子鳄组织块培养按

Valleley 等人[7]的方法进行并作部分修改. 将采集的

扬子鳄组织样品在含有双抗的 D-Hank’s 溶液中反复

清洗 3~5次. 在无菌青霉素小瓶中用眼科剪将组织样

品剪成约 1 mm3大小的组织块, 1500 r/min 离心 10 min, 

去上清 , 再用含 20%胎牛血清 (FBS, Hyclone)的

DMEM 培养液清洗 3 次. 用玻璃棒将组织样品均匀

铺在 25 mL 培养瓶底部, 加入约 4 mL 含 20%胎牛血

清的 DMEM 培养液 , 倒置放于 33℃ , 100%湿    
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度、5%CO2培养箱中培养 3~4 h. 待组织块贴壁后, 轻

轻翻转培养瓶, 小心让培养液浸没组织块样品, 继续

培养. 每 3 天更换 2/3 新鲜 DMEM 培养液. 原代细胞

的培养和传代按 Guan 等人[8]的方法进行.  

(ⅲ) 细胞冻存和复苏.  当细胞生长至铺满培养

瓶底部 80%~90%左右即可收获细胞. 首先, 全部吸

去培养瓶中的培养液, 加入 D-Hank’s 溶液反复清洗

2~3 次, 然后加入 0.25%胰蛋白酶溶液 2 mL, 于加载

37℃热台的倒置显微镜下消化 20~30 s, 加入 2 mL 含

胎牛血清的 DMEM 培养液终止胰蛋白酶消化. 用吸

管吹打培养瓶底部将贴壁细胞悬浮, 200  g 离心 10 

min. 用 4℃预冷的冷冻培养液 (70% DMEM, 20% 

FBS 和 10% DMSO)重悬细胞, 用血球计数板计数细

胞密度并调整细胞密度至 1×107~2×107. 将重悬的细

胞吸入 0.25 mL 的冷冻麦管(straws)或冷冻管中封存, 

并标注物种名称、日期及细胞类型等信息. 将准备好

的冷冻麦管置于冰上平衡 30 min, 然后置于–80℃冰

箱过夜, 再转入液氮中保存.  

细胞复苏时, 将冷冻保存的细胞从液氮中取出, 

立即置于 40℃水浴中解冻, 置于无菌离心管内, 加

入 2~3 mL 新鲜培养液, 200  g 离心 5 min, 小心去除

上清. 细胞沉淀用新鲜 DMEM 培养液调整至合适的

细胞浓度, 然后置于 33℃, 100%湿度、5%CO2 培养箱

中培养, 观察记录细胞生长情况.  

(ⅳ ) 生长曲线绘制 .  细胞生长曲线的绘制按

Gu 等人[9]和 Kong 等人[10]的方法和步骤进行. 将细胞

浓度调整至 3×104~4×104 个/mL, 分别接种于 24 孔培

养皿内 . 每日检测和记录细胞的生长情况和细胞密

度, 至细胞铺满培养皿底部为止. 根据检测结果绘制

细胞的生长曲线并计算细胞倍增时间.  

(ⅴ) 染色体核型分析.  当细胞生长至铺满培养

瓶底部 80%~90%时更换新鲜培养液, 并加入终浓度

为 1.5 g/mL 的秋水仙碱继续培养 30 min, 按上述方

法收获细胞. G 带和核型分析步骤按 Valleley 等人[7]

和 Lui 等人[11]所述方法进行, 每代细胞分别计数 100

个中期分裂相.  

2  结果和讨论 

2.1  细胞培养、传代和冷冻保存 

扬子鳄肝脏、心脏和肌肉组织块分别在培养

11~12, 13~14 和 17~18 d 时开始有上皮样细胞和成纤

维样细胞从组织块中长出(图 1). 这种生长速度的差

异表明 , 两栖爬行类动物内脏源性的组织块培养相 

 

 

图 1  扬子鳄肝脏、心脏和肌肉细胞系的形态及特征  
上皮样和成纤维样细胞从肝脏((a), 12 d)、心脏((d), 14 d)和肌肉((g), 18 d)组织块中长出情况; 肝脏(b)、心脏(e)和肌肉(h)细胞生长情况; 冷冻保

存和传代前细胞的生长情况(肝脏(c); 心脏(f); 肌肉(i))  
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对比较容易. 而肌肉组织的培养时间达 17~18 d 才有

细胞从组织块中长出 , 提示我们在培养这些类型的

组织细胞时更需耐心. 

有研究表明 , 在组织和细胞原代和传代培养的

初期, 培养瓶内通常混杂着上皮细胞和成纤维细胞, 

但是由于这些细胞的生长速度、细胞黏附及对胰蛋白

酶的耐受性差异 , 在传代过程中成纤维细胞生长速

度快, 并抑制上皮细胞等其他细胞生长, 经过 2~3 代

的传代培养, 即可获得纯度较高的成纤维细胞 [12,13]. 

在进行扬子鳄细胞传代时, 这 3 种组织来源的细胞生

长速度却没有表现出明显的差异, 通常在 6~7 d 时即

可铺满培养瓶底部 80%~90%.  

扬子鳄细胞在冷冻前和复苏后 , 细胞成活率分

别为 96.5%和 85.6%, 表明本研究所采用的培养体系

和冷冻保存条件是适合的 , 有助于扬子鳄细胞系的

长期保存.  

2.2  细胞培养条件和细胞生长速度 

鳄鱼在地球上生存了 200~250万年, 被称为脊椎

动物的活化石[7]. 温度依赖性的性别决定是该物种进

化过程中的一种奇特现象, 有研究表明, 在 30℃孵

化出来的 100%为雌性鳄鱼, 而在 33℃孵化出来的

100%为雄性[14]. Valleley 等人[7]检测了大量鳄鱼胚胎

在 30℃和 33℃孵化条件下的核型, 没有表现出明显

差异. 因此, Valleley 等人[7]采用 31℃的培养条件, 培

养密西西比鳄胚胎尾部肌肉组织块并成功用于染色

体核型分析. 此外, 有研究认为 32~35℃的温度范围

比较适合鳄鱼心脏保持正常的生理活动 , 最高不能

超过 38℃[15]. 本研究选择 33℃温度条件并成功培养

和建立了扬子鳄肝脏、心脏和肌肉细胞系, 表明 33℃

是适合扬子鳄肝脏、心脏和肌肉组织细胞培养的. 我

们曾试图在 37℃条件下培养扬子鳄肝脏、心脏和肌

肉细胞, 尽管在初期细胞生长速度比 33℃快, 但是

很快这些细胞就表现出凋亡样变化.  

扬子鳄 3 种细胞系的传代细胞生长速度均表现

出典型的“S”形(图 2), 其细胞倍增时间约为 36 h, 3 种

不同组织来源细胞在传代过程中其细胞倍增时间并

没有明显差异. 与哺乳动物和鸟类的细胞系相比, 扬

子鳄的细胞生长速度比孟加拉虎[16]、鸡[17]和西门塔

尔牛 [18]等细胞生长速度要慢, 表现为上皮样细胞和

成纤维样细胞从组织块长出的速度缓慢. 从扬子鳄 3

种组织来源的原代细胞生长速度来看 ,  肝脏细胞 

 

图 2  扬子鳄肝脏、心脏和肌肉传代细胞生长曲线  

从肝脏组织长出的速度最快 , 其次是心脏和肌肉组

织. 但是, 从传代细胞生长来看, 这 3 种组织来源的

细胞生长速度基本一致, 在 6~7 d 即可达到生长平台

期. 

2.3  扬子鳄染色体核型 

扬子鳄细胞经过秋水仙碱处理 , 获得中期染色

体进行铺片, 经胰蛋白酶消化和 Gimsa 溶液染色, 其

核型为 2n = 32, 没有明显的性染色体(图 3). 在细胞

传代过程中, 随着传代代数增加, 染色体丢失率也会

增加. 在本研究中, 经过计数 1~6代细胞染色体核型, 

结果具有完整染色体的细胞比例为 88.6%~93.4%. 鳄

鱼属的性染色体非常特殊. 据报道, 在鳄鱼属染色体

G 带中, 性染色体是由一些相对未分化的区块所组

成 , 甚至分布于整个染色体臂上 [17]. 其他类似的研

究也表明 , 在所有的鳄鱼属中均没有发现明显的性

染色体 [18,19]. Valleley 等人 [7]分析了大量在 30℃和

33℃培养条件下密西西比鳄胚胎的染色体核型 , 尽

管有雌雄个体的差异 , 但是染色体核型没有表现出

特别的差异. 染色体比较作图研究表明, 在哺乳动物

中与 X 染色体连锁的 Zfc 基因位于密西西比鳄 3 号染

色体上[7]. 因此, 关于鳄鱼属 X 染色体的进化值得进

一步的深入研究. 

3  结论 

本研究的结果表明, 新构建的扬子鳄肝脏、心脏

和肌肉细胞系能够稳定传代和保存 , 并具有正常的

生理功能 . 扬子鳄细胞系的建立将为保护这一珍稀

濒危物种提供有效的手段 , 也为进一步开展扬子鳄

基因组学、遗传学和细胞生物学等研究提供了可靠的

材料平台.  
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图 3  扬子鳄中期染色体(a)和染色体核型(b)图  
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