
暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋 暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

收稿日期:2017灢12灢02
修回日期:2018飊01飊08
作者简介:余暋庆(1990-),女,硕士,实习研究员,主要从事水生

经济动物病害防控技术研究,E飊mail:yu_qing1990@163.com。

*广西自然科学基金项目(2017GXNSFBA198176)和广西科学院

基本科研业务费项目(2017YJJ23002)资助。

**通信作者。

广西科学 GuangxiSciences2018,25(1):74~79

网络优先数字出版时间:2018飊02飊06暋暋暋DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.20180206.001
网络优先数字出版地址:http://kns.cnki.net/kcms/detail/45.1206.G3.20180206.0919.002.html

广西卵形鲳鲹小脑来源细胞系的建立及特征分析*

EstablishmentandCharacterizationofaNovelCellLine
fromCerebellumofGoldenPompano(Trachinotusova灢
tus)CulturedinGuangxi

余暋庆**,李暋菲,覃仙玲,陈宪云,董德信,牙韩争

YUQing,LIFei,QINXianling,CHENXianyun,DONGDexin,YA Hanzheng

(广西科学院广西北部湾海洋研究中心,广西近海海洋环境科学重点实验室,广西南宁暋530007)
(GuangxiKeyLaboratoryofMarineEnvironmentalScience,GuangxiBeibuGulfMarineRe灢
searchCenter,GuangxiAcademyofSciences,Nanning,Guangxi,530007,China)

摘要:暰目的暱卵形鲳鲹 (Trachinotusovatus)是广西重要的海水经济鱼类,但近年来随着养殖规模扩大,各种病

害侵染引起的疾病频繁暴发,给广西卵形鲳鲹养殖产业造成重大损失。建立卵形鲳鲹小脑来源的细胞系(Cell
linefromcerebellumofTrachinotusovatus,TOCC),将有利于广西卵形鲳鲹养殖中病毒性病害的分离、鉴定和

病害的侵染致病分子机理的研究,以及环境污染和变化的动态监测。暰方法暱采用胰蛋白酶消化法分离得到卵形

鲳鲹小脑组织的原代细胞,并进行原代培养。待原代细胞铺满单层后进行传代培养。对稳定传代的 TOCC进

行18SrDNA基 因 测 序 分 析,然 后 进 行 生 长 速 率 分 析 和 染 色 体 分 析,并 开 展 病 原 菌 (溶 藻 弧 菌 Vibrio
alginolyticus)胞外产物对 TOCC的毒性分析。暰结果暱稳定传代的 TOCC为成纤维样细胞,18SrDNA 基因分

析结果显示其来源于卵形鲳鲹;染色体核型分析发现 TOCC具有二倍体特征,特征染色体数目为62条;不同培

养条件下 TOCC细胞的生长速率不同,28曟生长速度最快;病原菌胞外产物对 TOCC具有明显的毒性。暰结论暱

本研究成功建立广西卵形鲳鲹小脑组织来源的细胞系(TOCC)。细菌胞外产物对 TOCC细胞毒性结果表明,该
细胞系在一定范围内能够替代活体检测,实现体外细胞水平对广西海水养殖中病害侵染和环境污染物的快速检

测,为养殖病害的有效预防提供技术支持。

关键词:卵形鲳鲹暋小脑来源细胞系暋细胞特征暋细胞毒性

中图分类号:S917.4暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2018)01飊0074飊06

Abstract:暰Objective暱Goldenpompano(Trachinotusovatus)isacommerciallyimportantmarine
fishspeciesinGuangxi,butinrecentyearswiththeexpansionofbreedingscale,thefrequent
outbreaksofpathogenscausedbyvariousdiseasesandinfectionshavecausedgreatlossestothe
aquacultureindustryofTrachinotusovatusinGuangxi.Theestablishmentofacelllinefrom
cerebellumofTrachinotusovatus(TOCC)wouldbeconducivetotheisolationandidentifica灢
tionofviralpathogensin Guangxiovalsalamanderbreedingandthepathogenic molecular

mechanismofdiseaseinfection,aswellasthe
dynamicmonitoringofenvironmentalpollution
andchanges. 暰Methods暱The primary TOCC
cellswereculturedbytrypsinization,andthen
subculturedafterreaching100%confluence.18S
rDNAgenesequenceanalysiswasappliedtoi灢
dentifytheoriginofTOCC.Wefurtherevalua灢
tedTOCCcells暞characteristicsofgrowth,chro灢
mosome,andtoxicityofbacterialextracellular
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productsonTOCCcells.暰Results暱TOCCcellswerefibroblast飊likecells,the18SrDNAgenese灢
quenceanalysisshowedthatitderivedfromTrachinotusovatus.Chromosomekaryotypeanaly灢
sisfoundthatTOCChaddiploidfeatures,thenumberofcharacteristicchromosomeswas62.
ThegrowthratesofTOCCcellweredifferentindifferentcultureconditions.Theoptimalcul灢
turetemperatureforTOCCcellsgrowthwas28曟.ECPsexhibitedtoxicitytoTOCCcells.
暰Conclusion暱AnovelcelllinederivedfromthecerebellumtissueofTrachinotusovatus(TOCC)
wassuccessfullyestablishedinthisstudy.Cytotoxicityresultsofbacterialextracellularprod灢
uctstoTOCCshowedthatwithinacertainrangethecelllinecouldreplacetheinvivodetection
andrealizeinvitrocelllevelrapiddetectionofthediseaseinfectionandenvironmentalpollu灢
tantsinGuangximarinecultureandprovideatechnicalsupportfortheeffectivepreventionof
aquaculturedisease.
Keywords:Goldenpompano(Trachinotusovatus),cerebellumcellline,cellcharacteristics,cy灢
totoxicity

0暋引言

暋暋暰研究意义暱广西是我国的海水养殖大省区,卵形

鲳鲹 (Trachinotusovatus)是其重要的海水养殖经

济鱼类。随着卵形鲳鲹需求量的不断攀升,近年来广

西卵形鲳鲹的养殖业进入快速发展期,2016—2017
年钦州、北海、防城港3地的卵形鲳鲹投苗量超过3
亿尾,养殖效益极为显著,市场潜力巨大,有望成为继

罗非鱼和对虾养殖后广西的又一大支柱性产业[1飊3]。
但值得注意的是,在持续几年的高密度“粗放式暠养殖

模式下,细菌、病毒、寄生虫等病害不断暴发,造成了

巨大经济损失,制约着广西卵形鲳鲹养殖业的良性可

持续发展[4飊7]。探究养殖病害的致病机理,并研制出

相应疫苗和抗病害的生物功能产品是从根本上解决

和预防鱼类疾病的关键,而建立能够稳定传代的细胞

系已成为研究病害感染机理、发展快速检测技术和研

制疫苗的有效方法。暰前人研究进展暱从20世纪60
年代发展至今,鱼类细胞培养已广泛应用于病毒学、
基因组学、细胞生物学和环境毒理学等方面[8飊9]。目

前已经陆续建立一些针对各种海水鱼类的不同组织

来源的细胞系[10飊13]。但由于鱼类病害众多,养殖条件

复杂多变,因此现有的海水鱼类细胞系种类仍显不

足。据报道,一种严重的鱼类病毒性疾病———病毒性

神经坏死病,近年来在华南地区的卵形鲳鲹养殖中频

繁暴发,传染性极强,被该病毒感染的鱼苗死亡率高

达100%[14飊15]。由于其极高的传染性和危害性,病毒

性神经坏死病被国际兽疫组织(OIE)列为重要的鱼

类病害之一[16]。感染神经坏死病的鱼最典型的特征

是急剧打转、弧状游动或螺旋等游动方式的失衡异

常[14飊15]。研究结果显示,负责鱼运动功能的是小脑,
其位于脑的中部,前连中脑,后连延脑[17]。暰本研究

切入点暱本研究采用胰蛋白酶消化法,建立卵形鲳鲹

小脑 来 源 的 细 胞 系 (Celllinefrom cerebellum of

Trachinotusovatus,TOCC),并对其生长速率、染色

体核型、病原菌胞外产物对 TOCC细胞的细胞毒性

等进行分析。暰拟解决的关键问题暱TOCC不仅能够

用于广西卵形鲳鲹养殖中神经坏死病毒等疑似病害

的分离和鉴定,而且在深入研究病害的侵染致病分子

机理、动态监测环境污染和变化等方面具有广泛

用途。

1暋材料与方法

1.1暋实验动物和细菌菌株

暋暋卵形鲳鲹 (Trachinotusovatus)长约20cm,采
集自广西北海市铁山港近海网箱。本实验中所使用

的病原菌为溶藻弧菌(Vibrioalginolyticus),从广

西钦州湾网箱养殖的发病卵形鲳鲹中分离得到,保存

于本实验室,编号为 TOQZ01。

1.2暋主要试剂和仪器

暋暋0.25%胰蛋白酶(Trypsin)、青霉素飊链霉素双抗

混合液、Leibovitz暞sL飊15 细胞培养基和胎牛血清

(Fetalbovineserum,FBS)购自 Gibco公司。组织漂

洗液(含400IU/mL双抗混合液的 L飊15培养基)、6
孔细胞培养板、96孔细胞培养板和25cm2培养瓶购

自Corning公司,秋水仙素购自Sigma公司,细胞基

因组DNA提取试剂盒购自 Takara公司。原代细胞

培养液(含400IU/mL双抗混合液和20%FBS的L飊
15培养基)、传代细胞培养液(含10%FBS的 L15培

养基)、75%乙醇、细胞固定液(V甲醇 暶V冰醋酸 =3暶1)
和LB液体培养基。

暋暋多功能酶标仪(Thermo,MultiskanFC)、无菌操

作台(AIRTECH,SW飊CJ飊1FD)、倒置显微镜(Olym灢
pus,CX41)、激光共聚焦显微镜(Olympus,FV10i)、

PCR仪(Eppendorf,Mastercyclernexus)、生化培养

箱(博迅,SPX飊100B飊Z)、常温高速离心机(Eppen灢
dorf,5424)和水浴锅(博迅,DK飊8D)。
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1.3暋方法

1.3.1暋细胞的原代培养

暋暋采用胰蛋白酶消化法对卵形鲳鲹小脑来源的细

胞进行原代培养。用75%乙醇对卵形鲳鲹进行体表

消毒后剖开头部,剪取小脑组织块并用组织漂洗液漂

洗3次。移去漂洗液,加入0.25%胰蛋白酶,用已灭

菌的刀片将组织块切成碎块后室温静置消化 30
min。消化后的细胞悬液用100目的灭菌滤网过滤

至1.5mL离心管中,100g离心10min后移除上

清,将沉淀用原代细胞培养液重悬,接入25cm2培养

瓶中并置于28曟培养箱内培养。每3天按半量方式

更换原代细胞培养液,至细胞铺满培养瓶的细胞培

养面。

1.3.2暋细胞的传代培养

暋暋待原代细胞铺满培养瓶的细胞培养面后,进行传

代培养。向培养瓶中加入1mL0.25%胰蛋白酶室

温下消化1min,加入培养液将细胞吹打混匀,然后

将细胞悬液接入2个培养瓶中进行传代培养。

1.3.3暋细胞系的18SrDNA 基因测序分析

暋暋细胞传代培养至25代时,按试剂盒上的步骤提

取细胞的基因组 DNA,作为 PCR 反应中的模板

DNA。利用18SrDNA 基因通用引物(5曚飊TACAG灢
GACTCTTTCGAGGCCCTGT飊3曚、5曚飊CTTGCGC灢
CGGTCCAAGAATTTCAC飊3曚)进 行 PCR 扩 增。

PCR反应程序为:92曟 预变性 2 min,92曟 变性 1
min,55曟退火30s,72曟延伸1 min,25个循环后

72曟延伸10min。将 PCR 产物样品交由上海生工

生物工 程 服 务 有 限 公 司 测 序,并 进 行 Blast检 索

比对。

1.3.4暋细胞系的染色体分析

暋暋细胞传代培养至25代时,将细胞接入细胞培养

瓶中培养48h,加入秋水仙素(终浓度0.8毺g/mL)
孵育4h,用胰蛋白酶消化后100g离心10min收集

细胞沉淀。接着将细胞重悬在75mmol/LKCl溶液

中37曟低渗处理30min后,加入2mL细胞固定液

进行预固定。最后100g离心10min,将细胞再次重

悬在细胞固定液中进行固定。本步骤重复3次。最

后一次固定结束后,移除上清时留约300毺L固定液,
将细胞吹打混匀,并于15cm 高处滴在预冷的载玻片

上,将液滴吹散。室温晾干后用5%姬姆萨染液染色

10min,油镜下观察染色体形态,拍照并统计染色体

数目。

1.3.5暋细胞系的生长速率分析

暋暋细胞传代培养至30代时,观察不同培养温度对

细胞生长状态的影响,以确定小脑组织细胞系的最适

生长温度。将细胞分别接种于6孔细胞培养板,分别

在20曟、24曟、28曟、35曟培养。在培养的第1,3,5
天用血球计数板进行细胞计数,统计卵形鲳鲹小脑组

织细胞系在不同温度下的生长曲线。本实验重复做

3次。

1.3.6暋细胞系的毒性分析

暋暋用病原性细菌溶藻弧菌的胞外产物对小脑组织

细胞系进行毒性分析。把细菌接入 LB液体培养基

中37曟培养48h后,将细菌稀释至1暳108cfu/mL
的浓度,取1mL菌液12000g4曟离心30min后收

集上清,用0.22毺m 滤柱过滤上清液后获得细菌胞

外产物 (ECPs),并且利用 BCA 蛋 白 检 测 试 剂 盒

(PierceBiotechnology,Rockford,IL)测定了上清液

中细菌胞外产物(ECPs)中的蛋白含量。将细胞接入

96孔细胞培养板,28曟培养24h后,取 ECPs(400

毺g/mL)10毺L混匀在90毺L细胞培养液中,然后接

入96孔细胞培养板的 TOCC细胞中。无任何处理

的正常细胞作为对照组(Con)。细胞继续培养24h
后在显微镜光镜下观察并拍照。为了检测 ECPs对

小脑组织细胞系的细胞毒性,向96孔细胞培养板的

各孔细胞中加入20毺L 能够检测细胞活性的试剂

WST飊8溶液,继续培养4h后用酶标仪检测450nm
处的吸光度。本实验重复做3次。

2暋结果与分析

2.1暋卵形鲳鲹小脑来源细胞的原代培养与传代培养

暋暋取卵形鲳鲹小脑组织,采用胰蛋白酶消化法对其

进行原代培养,第2天可观察到细胞在培养瓶中贴

壁,培养至第8天时细胞贴满培养瓶的细胞培养面,
随后进行传代培养。在细胞生长初期,具有上皮样和

成纤维样2种细胞类型(图1a),随着细胞传代次数

的增加,到第30代时,约95%以上的细胞为成纤维

样细胞(图1b)。目前该卵形鲳鲹小脑来源细胞系已

传至40代,将其命名为卵形鲳鲹小脑细胞系(Cell
line from cerebellum of Trachinotus ovatus,

TOCC)。

(a)第8代 The8thpassage暋暋(b)第30代 The30thpassage
图1暋卵形鲳鲹小脑来源细胞系的细胞形态

Fig.1暋MorphologyofTOCC
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2.2暋TOCC的18SrDNA基因测序分析

暋暋将 TOCC细胞的总 DNA 用18SrDNA 引物进

行PCR扩增,PCR产物交由上海生工生物工程服务

有限公司测序。PCR产物的测序结果显示该条带大

小为455bp(图2)。使用 NCBI的BLAST功能对

测序结果进行比对分析,结果显示 TOCC的18SrD灢
NA基因与卵形鲳鲹相一致,因此证实 TOCC来源

于卵形鲳鲹。

图2暋TOCC的18SrDNA基因测序结果

暋暋Fig.2暋Thepartial18SrDNAgeneanalysisresultsof

TOCC

2.3暋TOCC的染色体分析

暋暋TOCC细胞传代培养至25代时,对其染色体核

型进行观察分析,结果表明 TOCC细胞染色体为圆

柱形,数目为62条(图3)。

图3暋第25代 TOCC的染色体数目

暋暋Fig.3暋Chromosome morphologyofthe25th passage

TOCC

2.4暋TOCC细胞在不同培养条件下的生长情况

暋暋TOCC细胞传代培养至30代时,将细胞在不同

温度下进行培养,结果显示 TOCC在20曟和35曟生

长比较慢,在25曟和28曟生长速度较快,其中28曟
生长速度最快,因此证实 TOCC的最适生长温度为

28曟(图4)。

图4暋TOCC的生长速率

Fig.4暋ThegrowthvelocityofTOCC

2.5暋病原菌胞外产物对TOCC的细胞毒性

暋暋病原菌(溶藻弧菌)的胞外产物(ECPs)对 TOCC
细胞具有毒性,具体表现为 TOCC细胞变圆、缩水并

且从培养瓶的细胞培养面上脱落下来(图5a)。细胞

活性检测试剂 WST飊8的检测结果显示,与对照组相

比,ECPs处理后的 TOCC 细胞活力显著降低(图

5b)。

图5暋溶藻弧菌胞外产物对 TOCC的细胞毒性

暋暋Fig.5暋CytotoxicityofECPsfromVibrioalginolyticus
forTOCC

3暋讨论

暋暋近年来各种鱼类疾病频繁暴发,不仅给我国的水

产养殖业造成巨大损失,也威胁到野生水生动物的生

存。鱼类细胞系在鱼类病毒的分离、鉴定和病害侵染

致病的分子机理研究中具有十分重要的作用。同时,
由于体外毒性实验能够显著降低环境中致病微生物

的评估时间,建立鱼类细胞系能够为评估细菌性病原

的代谢产物对养殖鱼类的毒性提供有效的监测手段。
卵形鲳鲹是广西重要的海水经济鱼类,近年来常常遭

受到各种病原的危害,但是已建立的卵形鲳鲹细胞系

十分有限[4飊7]。本文采用胰蛋白酶消化法,建立了一

株来自卵形鲳鲹小脑组织的细胞系,命名为 TOCC,
并对其细胞类型、核型分析、生长特性、细菌胞外产物

细胞毒性测定等基本特征进行了分析。

暋暋 最初建成培养的广西卵形鲳鲹小 脑 细 胞 系

TOCC中分别具有上皮样和成纤维样2种细胞类型,
经过连续传代后,成纤维样细胞成为主要形态。与

TOCC类似的细胞形态上的变化,与已报道的一些

鱼类细胞系相似,包括青石斑鱼肝脏、肾脏组织来源

的细胞系[12飊13],鳜鱼幼鱼细胞系[18],卵形鲳鲹肾脏和
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头肾组织来源的细胞系等[19飊20]。

暋暋染色体核型是鱼类细胞系重要的生物学特征之

一。对 TOCC进行核型分析,结果显示 TOCC的特

征性染色体数目为62条,而已报道的卵形鲳鲹吻组

织细胞系和肾脏组织细胞系的染色体数目是 54
条[19飊21],这可能是因为来自于同种鱼类不同组织的细

胞系,其染色体数目可能存在一定的异质性。这种现

象在其他海水鱼类不同组织来源的细胞系上也有被

发现[13,21]。例如,青石斑鱼肾脏组织来源的细胞系、
肝脏组织来源的细胞系、赤点石斑鱼脾脏组织来源细

胞系及鳔细胞系的染色体数目分别为60条、76条、

88条和72条[13,22]。

暋暋TOCC细胞在不同温度下的生长情况显示,其
最适生长温度为25~28曟,这与其他已建立的热带

海水鱼类细胞系的生长温度相一致[10飊13,19飊22]。TOCC
细胞在20~28曟均可生长,根据现有报道,养殖病害

通常在春夏和夏秋交接之际、水温20~30曟时易于

暴发,因此可利用 TOCC细胞分离不同感染温度下

的鱼类病毒[4飊7]。病原细菌在感染鱼体和增殖过程会

通过向胞外释放代谢产物(细菌毒素)来干扰或破坏

鱼体正常新陈代谢,并造成严重的细胞和组织损伤,
因此评估病原细菌胞外产物的毒性对于研究病原菌

的致病性极为重要[23]。传统上评估病菌胞外产物毒

性 的 方 法 是 在 活 体 水 平 检 测 鱼 的 半 数 致 死 率

(LC50),但这种方法不仅操作繁琐,而且耗时。本研

究利用 TOCC细胞替代传统的活体半数致死率测定

方法对细菌胞外产物的毒性进行了分析,结果显示正

常生长状态下长梭形的 TOCC细胞变圆、皱缩,并且

从培养瓶的细胞培养面上脱落下来,无法继续贴壁生

长。细胞活性检测结果证实,细菌胞外产物(ECPs)
对 TOCC细胞具有明显的细胞毒性。鉴于体外毒性

实验能够极大地减少针对环境中致病病原的检测评

估时间,因此建立卵形鲳鲹小脑来源的 TOCC为检

测海水养殖中病害侵染和环境污染物的细胞毒性提

供了可能,有望发展成为检测环境中有害物质的有效

手段,但是需要进一步核实细胞系结果与活体试验的

相关性。未来研究中,我们将利用 TOCC开展广西

卵形鲳鲹养殖中病毒性病害的分离和鉴定,并对病毒

性病害的侵染机制和致病机理进行深入研究,进而开

发出如 疫 苗 等 免 疫 功 能 产 品 和 病 害 快 速 检 测 技

术[24飊27]。

4暋结论

暋暋本研究采用胰蛋白酶消化法分离得到卵形鲳鲹

小脑组织的原代细胞,并进行原代培养和传代培养,

将稳定传至40代的卵形鲳鲹小脑来源细胞系命名为

卵形鲳鲹小脑细胞系(TOCC),并对其细胞类型、核
型分析、生长特性等生物学特征进行了研究分析。细

菌胞外产物对 TOCC的细胞毒性实验表明,该细胞

系为替代活体试验检测细胞毒性提供了可能,而且为

体外监测环境中病原和污染物提供了条件。

参考文献:

[1]暋李坚明.“十三五暠广西水产养殖业发展战略研究[J].中
国渔业经济,2016,34(4):25飊31.
LIJM.ResearchondevelopmentstrategyofGuangxi
aquaculturein13thFive飊Year[J].ChineseFisheriesE灢
conomics,2016,34(4):25飊31.

[2]暋刘锡强,马学坤,刘康,等.华南地区金鲳鱼养殖报告

[J].当代水产,2014(2):26飊29.
LIUXQ,MA X K,LIU K,etal.Reportsonthecul灢
turedTrachinotusovatusinSouth China[J].Current
Fisheries,2014(2):26飊29.

[3]暋张少峰,张春华,邢素坤.广西海洋经济发展现状与对策

分析[J].海洋开发与管理,2015(4):103飊106.
ZHANGSF,ZHANGCH,XINGSK.Analysisonthe
currentsituationandcountermeasuresof marineeco灢
nomicdevelopmentinGuangxi[J].OceanDevelopment
andManagement,2015(4):103飊106.

[4]暋夏立群,黄郁葱,鲁义善.卵形鲳鲹主要病害及其研究进

展[J].安徽农学通报,2012,18(23):140飊143,150.
XIA L Q,HUANG Y C,LU Y S.Thediseasesin
Trachinotusovatuscultureandtheirresearchprogress
[J].AnhuiAgriculturalScienceBulletin,2012,18(23):
140飊143,150.

[5]暋崔婧,范雪亭,刘文竹,等.华南地区海水养殖鱼类主要

弧菌病原的分离与鉴定[J].海南大学学报:自然科学

版,2014,32(3):244飊251.
CUIJ,FANXT,LIU W Z,etal.Isolationandidentifi灢
cationofVibriosispathogensofmarineculturedfishesin
SouthernChina[J].NaturalScienceJournalofHainan
University,2014,32(3):244飊251.

[6]暋陈傅晓,唐贤明,谭围,等.卵形鲳鲹深水网箱养殖风险

对策分析[J].中国渔业经济,2011,29(4):145飊150.
CHENFX,TANGXM,TAN W,etal.Thewave飊resis灢
teddeep飊waternet飊cagebreedingofTrachinotusovatus
forriskpreventioncountermeasuresandeconomicbene灢
fitanalysis[J].ChineseFisheriesEconomics,2011,29
(4):145飊150.

[7]暋许海东,区又君,郭志勋,等.神经坏死病毒对卵形鲳鲹

的致病性及外壳蛋白基因序列分析[J].上海海洋大学

学报,2010,19(4):482飊488.
XU HD,OUYJ,GUOZX,etal.Thepathogenicityof
nervousnecrosisvirustoTrachinotusovatusandse灢
quenceanalysisofthecoatproteingene[J].Journalof
ShanghaiOceanUniversity,2010,19(4):482飊488.

[8]暋OUYANGZL,HUANGXH,HUANGEY,etal.Es灢
tablishmentandcharacterizationofanew marinefish
celllinederivedfromred飊spottedgrouperEpinephelus

87 GuangxiSciences,Vol灡25No灡1,February2018



akaara[J].JournalofFishBiology,2010,77(5):1083飊
1095.

[9]暋QINQ W,CHANGSF,NGOH飊LIM G H,etal.Char灢
acterizationofanovelranavirusisolatedfrom grouper
Epinephelustauvina[J].DisAquatOrgan,2003,53(1):
1飊9.

[10]暋LEE M H,LOH PC.Somepropertiesofanestab灢
lishedfishcelllinefromthemarinefish,Caranxmate
(Omaka)[J].ProcSocExpBiolMed,1975,150(1):
40飊48.

[11]暋HUANGX H,HUANG Y H,OUYANGZL,etal.
Establishmentofacelllinefromthebrainofgrouper
(Epinephelusakaara)forcytotoxicitytestingandvi灢
ruspathogenesis[J].Aquaculture,2011,311:65飊73.

[12]暋LAIYS,JOHNJA,LINCH,etal.Establishmentof
celllinesfromatropicalgrouper,Epinephelusawoara
(Temminck & Schlegel),andtheirsusceptibilityto
grouperirido飊andnodaviruses[J].JFishDis,2003,26
(1):31飊42.

[13]暋LAIYS,MURALIS,JU H Y,etal.Twoiridovirus飊
susceptiblecelllinesestablishedfrontkidneyandliver
ofgrouper,Epinephelusawoara(Temminck&Schle灢
gel),andpartialcharacterizationofgrouperiridovirus
[J].JournalofFishDiseases,2000,23(6):379飊388.

[14]暋蔡小辉,文雪,徐力文,等.卵形鲳鲹一例疑似神经性病

毒病的初步分析[J].水产科学,2012,31(10):597飊601.
CAIXH,WENX,XULW,etal.Thesuspectedvirus
diseasediagnoseofjuvenileovatepompanoTrachinotus
ovatusculturedincages[J].FisheriesScience,2012,31
(10):597飊601.

[15]暋周永灿,朱传化,张本,等.卵形鲳鲹大规模死亡的病原

及其防治[J].海洋科学,2001,25(4):40飊44.
ZHOUYC,ZHUCH,ZHANGB,etal.Isolationand
preventionofthepathogencausinglargescaledeathon
Trachinotusovatus[J].MarineSciences,2001,25(4):
40飊44.

[16]暋ZHOUL,LIP,YANG M,etal.Generationandchar灢
acterizationofnovelDNAaptamersagainstcoatpro灢
teinofgroupernervousnecrosisvirus(GNNV)with
antiviralactivitiesand delivery potentialin grouper
cells[J].AntiviralResearch,2016,129:104飊114.

[17]暋谢从新.鱼类学[M].北京:中国农业出版社,2010:
114.
XIECX.Ichthyology[M].Beijing:ChinaAgriculture
Press,2010:114.

[18]暋DONGCF,WENGSP,SHIXJ,etal.Developmentof
amandarinfishSinipercachuatsifrycelllinesuitable
forthestudyofinfectiousspleenandkidneynecrosis
virus(ISKNV)[J].VirusResearch,2008,135(2):273飊

281.
[19]暋ZHOULL,LIPF,LIUJX,etal.Establishmentand

characterizationofamid飊kidneycelllinederivedfrom
goldenpompanoTrachinotusovatus,anewcellmodel
forviruspathogenesisandtoxicologystudies[J].In
VitroCellDevBiolAnim,2017,53(4):320飊327.

[20]暋LIP,ZHOUL,WEIS,etal.Establishmentandchar灢
acterizationofacelllinefrom thehead kidneyof
Goldenpompano(Trachinotusovatus),anditsappli灢
cationintoxicologyandvirussusceptibility[J].JFish
Biol,2017,90(5):1944飊1959.

[21]暋HUANGX H,HUANGY H,SUNJJ,etal.Charac灢
terization oftwo grouperEpinephelusakaara cell
lines:ApplicationtostudiesofSingaporegrouperiri灢
dovirus(SGIV)propagationandvirus飊hostinteraction
[J].Aquaculture,2009,292:172飊179.

[22]暋YUY,WEIS,WANGZ,etal.Establishmentofanew
celllinefrom thesnouttissueofgolden pompano
Trachinotusovatus,anditsapplicationinvirussuscep灢
tibility[J].JFishBio,2016,88(6):2251飊2262.

[23]暋赖迎迢,陶家发,孙承文,等.鱼源溶藻弧菌生物学特性

和病理组织学观察[J].微生物学报,2014,54(11):
1378飊1384.
LAIYT,TAOJF,SUNCW,etal.Biologicalcharac灢
teristicsand histopathologicalobservation ofVibrio
alginolyticusfromdiseasedfish[J].ActaMicrobiologi灢
caSinica,2014,54(11):1378飊1384.

[24]暋LIPF,YU Q,ZHOULL,etal.Probingandcharac灢
terizingthehighspecificsequencesofssDNAaptamer
againstSGIV飊infectedcells[J].VirusResearch,2018,
246:46飊54.

[25]暋LIPF,ZHOULL,WEIJG,etal.Developmentand
characterizationofaptamer飊basedenzyme飊linkedapta飊
sorbentassayforthedetectionofSingaporegrouper
iridovirusinfection[J].JApplMicrobiol,2016,121(3):
634飊643.

[26]暋ZHOUL,LIP,NIS,etal.Rapidandsensitivedetec灢
tion of redspotted grouper nervous necrosis virus
(RGNNV)infectionbyaptamer飊coatprotein飊aptamer
sandwichenzyme飊linkedapta飊sorbentassay(ELASA)
[J].JFishDis,2017,40(12):1831飊1838.

[27]暋LIP,WEIS,ZHOUL,etal.Selectionandcharacter灢
izationofnovelDNAaptamersspecificallyrecognized
bySingaporegrouperiridovirus飊infectedfishcells[J].J
GenVirol,2015,96:3348飊3359.

(责任编辑:米慧芝)暋暋

97广西科学暋2018年2月暋第25卷第1期


