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摘 要：取材大口黑鲈肝脏组织，培养其原代细胞，比较研究了组织块法和酶消化法两种培养方法及不同的培

养条件，以确定其最佳培养方法和条件，同时观察了长期培养过程中肝细胞的形态变化。结果表明：组织块方

法不适于大口黑鲈肝细胞的培养，未见细胞从组织块中迁出。而胰蛋白酶消化法获得良好稳定的培养效果。

胰蛋白酶浓度 0.25%，消化时间 20 min，分步收集肝细胞，经台盼蓝检测和血球计数板计数，平均活力 > 90%，
每克肝重可获得 3 × 106个分离肝细胞。在细胞活力和数量两方面达到最佳平衡。在含 20%胎牛血清、10!g
/ mL胰岛素的 M199 / L15培养基中，于 4% C02，28 ℃培养箱中长期培养并传代。
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Study on primary culture of hepatocytes from !icro&’erus sa,-oides

YU Wen-Juan，YANG Xian-le，TANG Jun，ZHENG Zong-lin，ZHANG Ning
（Fishery Pathogen Collection of the Ministry of Agriculture，Shanghai Fisherise University，Shanghai 200090，China）

Abstract：In this study， the liver tissues from Micropterus salmoides were Cultivated under different Culture
Conditions with tissue Culture and enzymatiC dissoCiation methods respeCtively，aiming at Comparing the influenCe of
Culture methods and Conditions on the growth of Cells and figuring out the optimal . The morphologiCal Changes of
Cells in long - term Culture were also observed. It Came to the ConClusion that trypsin dissoCiation method was better
than tissue Culture . Applying the enzymatiC dissoCiation method and Controlling the trypsin aCting on Cells at the
ConCentration of 0 .25% for 20 min，the hepatoCyte yield of 3 × 106 Cells per 1 g liver weight had been aChieved with
initial viabilities routinely exCeeding 90% . The Cells were Cultivated in M199 / L15 basal medium supplemented with
20% foetal bovine serum and 10!g / mL insulin at the temperature of 28 ℃，the ConCentration of C02 being 4% for
long term and were sub-Cultured.
Key words：Micropterus salmoides；hepatoCyte；primary Culture

肝脏是动物体内最重要的解毒器官，是目前毒理学、药理学及生物化学等学科研究的主要对象之

一。大量研究结果已证实肝组织细胞能表达绝大部分肝脏的功能，因此，近年来国外大多采用体外培养

的肝细胞来研究药物的毒性及其代谢情况以代替活体动物的实验。一方面，一个肝脏分离所得的肝细

胞可以制成多种不同条件的肝细胞悬液或进行不同条件的细胞培养，大大节约了动物数，并可以同时进



行多种药物代谢的研究；另一方面，体外培养的肝细胞排除了体内其它因素的干扰，基本上保存了完整

肝脏的某些特性，其细胞存活情况在整个实验过程中也易于检测。目前国外主要应用虹鳟、鲶鱼等鱼类

的肝细胞研究环境污染物毒理学和环境污染的监测［1 - 3］，而关于大口黑鲈肝细胞的培养及其应用于药

物代谢特别是渔药代谢的研究还鲜见报道。本试验通过对大口黑鲈肝脏原代细胞培养，以建立稳定的

鱼类药物代谢实验细胞培养模型，为鱼类药物代谢酶的研究奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料
1 .1 .1 试验鱼
大口黑鲈，体重 400 - 500 g，购于上海市图门路农贸市场，实验室暂养 1 d。

1 .1 .2 试剂
D - hanks液；0 .25%胰蛋白酶（华美生物工程公司）；M199、L-15、DMEM / F12、WillimE’s（培养基均购

自 GibCo公司）；100 IU / mL青霉素（上海先锋药业公司，0 .5 g /瓶）；100!g / mL链霉素（上海四药有限公
司，1 g /瓶）；2 mmol / L谷氨酰胺（华美生物工程公司）；10!g / mL胰岛素（sigma公司）；胎牛血清（杭州四
季青生物工程材料公司）；新生牛血清（郑州佰安生物工程有限公司）；0 .5%台盼蓝（sigma公司）。

1.2 方法
1 .2 .1 组织块法
取暂养 1 d后的试验鱼，于 0 .01%的高锰酸钾溶液中浸泡 30 min，剪断鳃弓放血，无菌手术取出肝

组织，剪至 1 mm3大小组织块，接种于 25 mL培养瓶。将培养瓶翻转使其瓶底朝上，注入适量培养液，置
于 28 ℃，4%C02培养箱中培养，放置 6 ~ 8 h待组织小块贴附瓶底后，将培养瓶慢慢翻转平放继续培养。
每两天换液一次。

1 .2 .2 消化法
取材操作方法同上，组织块剪至 1 mm3大小后加胰蛋白酶室温消化，将消化所得细胞用 100目筛绢

过滤，500 r / min离心 5 min，弃上清液，加含 20%胎牛血清的培养基重悬沉淀，以 106 Cell / mL的浓度接种
于细胞培养瓶，置 28 ℃，4%C02培养箱中培养。

1 .2 .3 肝细胞活力的测定
细胞悬液与 0 .5%台盼蓝染液按 1 ：1体积比混合，1 min后于血球计数板上计数，活细胞圆形透明，

死细胞染成蓝色，用活细胞占计数细胞中的百分比表示细胞活力。

1 .2 .4 传代培养
肝细胞长满瓶底的 80%后即可传代，倒去培养液，D-hanks液冲洗 3次后，加适量的 0 . 25%的胰蛋

白酶覆满瓶底作用短时间后留取少量胰酶继续作用，当细胞回缩隆起变圆后加含血清的培养基终止消

化，轻轻吹打成单细胞悬液，计数、分瓶继续培养。

2 结果

2.1 不同浓度胰蛋白酶对肝细胞活力的影响
其它条件相同，比较 0 .25%、0 .125%、0 . 05%、0 . 025%浓度的胰蛋白酶对细胞数量和活力的影响。

试验结果发现，作用相同时间，4个浓度梯度消化所得细胞在活力方面没有明显差别，而在所获得的细
胞数量方面 0 .25%胰蛋白酶组明显多于 0 .125%、0 .05%、0 .025%胰蛋白酶组（表 1）。
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表 1 不同胰蛋白酶浓度对细胞贴壁的影响

Tab.1 The effect of the trypsin levels on the seeding efficiency

编号
胰酶浓度

（%）
消化时间

（min）
生长情况（细胞贴壁数量）

24 h 72 h
1 0.025 20 - -
2 0.05 20 - -
3 0.125 20 + +
4 0.25 20 + + +

注：判断肝细胞生长情况，肝细胞培养 24 h、72 h显微镜下（10 × 20）观察，无细胞生长为（ -）；少数散在细胞生长为（ +）；多数三五

成群，但不成片为（ + +）；大量成片生长则为（ + + +）；覆满瓶底（ + + + +）。以下同。

2.2 不同消化时间对肝细胞活力的影响
选择最佳胰蛋白酶浓度（0 . 25%），比较不同的消化时间对肝细胞数量和活力的影响。10 min消化

获得的细胞数量极少，未能贴壁生长。消化时间超过 40 min后，细胞数量多但活力极差，综合上述试验
结果，采取多步收集法（20 min /次），在细胞数量和活力两方面达到最佳效果。经台盼蓝染色和血球计
数板计数，平均活力 > 90%，每克肝重可获得 3 × 106个分离的肝细胞（表 2）。

表 2 不同的消化时间对细胞贴壁的影响

Tab.2 The effect of digest time on the seeding efficiency

编号
胰酶浓度

（%）
消化时间

（min）
生长情况（细胞贴壁数量）

24 h 72 h
1 0.25 10 - -
2 0.25 20 + +
3 0.25 40 + + +
4 0.25 60 + + +

2 .3 不同血清组分和不同培养基对细胞增殖的影响
比较了 M199 / L - 15、DMEM / F12、WillimE’s三种培养基对细胞贴壁和长期培养的影响。培养基中

添加 100 IU / mL青霉素、100!g / mL链霉素、20 mmol / L谷氨酰胺、10!g / mL胰岛素、20%胎牛血清（FBS）
或 20%新生牛血清（NBS）。结果表明，20%胎牛血清更利于细胞的贴壁。在添加 20%胎牛血清，其它成
分相同的条件下，M199 / L - 15培养基较 DMEM / F12、WillimE’s更能促进细胞的生长增殖，在 168 h后细
胞已能覆满瓶底并可传代。而 DMEM / F12、WillimE’s培养的细胞在 168 h后仍只有少量细胞贴壁，较之
72 h时的细胞生长情况无明显差异（表 3）。

表 3 不同培养基和血清对细胞首次贴壁时间和贴壁的影响

Tab.3 The effect of medium and serum on the seeding efficiency

培养基类别
肝细胞首次出现贴壁的时间（h）
20%NBS 20%FBS

72 h后的生长情况（细胞贴壁数量）
20%NBS 20%FBS

168 h后的生长情况（细胞贴壁数量）
20%NBS 20%FBS

DMEM / F12 - 48 + + + +
WillimaE’s 72 24 + + + + +
M199 / L - 15 72 24 + + + + + + + + +

2 .4 肝细胞形态观察
倒置显微镜下观察，新鲜分离的离体肝细胞呈单个分散状态，活肝细胞呈透亮、具有立体感的圆形

细胞（图版 - 1）。在 24 h后有细胞贴壁，贴壁的肝细胞其形态上发生明显改变，细胞呈典型的上皮细胞
样的多角形形态，胞体变平变薄，体积明显增大，紧紧粘附于培养瓶壁，48 h后，细胞连接成丘索状，4 d
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后细胞连接成片，分裂增多（图版 - 2，3），可见多个多核细胞，培养 14 d后，细胞停止生长，出现老化迹
象，胞质中出现空泡（图版 - 4），随着培养时间的延长，细胞渐渐脱离瓶壁，飘起直至死亡。

2.5 传代培养
大口黑鲈肝细胞培养 8 d后即可传代，传代后的细胞生长缓慢，铺展极大（图版 - 5），难以形成单

层，胞质内形成空泡（图版 - 6），目前传至第二代。

3 讨论

3.1 杂细胞的去除
肝脏内有大量的血管分布［4］，不可避免地有大量的血细胞，然而血细胞及细胞碎片对肝细胞的培养

有一定影响，如何清除这些杂质，获得高纯度的肝细胞是肝细胞的培养获得成功的关键，由于肝细胞较

血细胞等密度大，故可通过低速离心的方法除去杂质从而得到较纯化的细胞。MiChela［5］、Christina［3］分
别通过 120 g、50 g离心纯化虹鳟肝细胞。Khan E A［6］通过 100 g重复离心 2次分离纯化鲤鱼和鲇鱼肝细
胞。本试验通过 500 r / min离心 5 min可将肝细胞沉淀下来，如此反复 2 ~ 3次可获得较纯化的肝细胞。

3.2 分离方法
肝细胞分离方法一般采用传统的经典二步灌流法［7，8］，即通过静脉入口插管灌注肝脏从而获得单

个分离的肝细胞。首先用不含 Ca2 +的螯合剂（EDTA等）螯合掉肝组织中的 Ca2 +，从而打破固定细胞的
细胞桥粒样结构，然后灌注消化酶（主要为胶原酶等），充分消化肝组织后，用弯钳撕去包膜，分离至培养

液中通过离心分离得到纯化肝细胞。这种方法首先在哺乳动物上获得成功，于 1978年首次应用于鱼类
肝细胞分离研究［9］。但此种方法主要适用于肝脏较大的鱼类（如虹鳟［5，10］、鳗鲡［11］），而有的鱼类则因

其被解剖的部位结构细小，操作复杂不易成功，加之耗费大，实施起来相对困难。本试验采取胰蛋白酶

消化分步收集法，获得良好的分离效果。而组织块法并未能获得单层，Ligia M S［12］曾比较研究胰蛋白酶
-EDTA消化法和组织块法培养鲁氏银板鱼（Metynnis roosevelti）肝细胞，消化法分离所得肝细胞在第 5 d
覆满培养瓶底 90%，而组织块法培养的肝细胞在第 21 d只铺满瓶底 70%。在本实验室条件下，组织块
法未见大口黑鲈肝细胞迁出，这可能与肝组织内部结构有关，从而致使细胞自主迁出困难，而消化法打

破了组织内部细胞之间的连接，从而得到大量分离的肝细胞，贴壁后更易增殖长满单层。

3.3 细胞贴壁时间
试验发现，大口黑鲈原代肝细胞首次贴壁时间出现在接种 24 h前后。这与其它几种恒温脊椎动物

的肝细胞贴壁时间有极显著的差异，实验表明鼠［13］、猪［14］、鸡［15］肝细胞在接种 4 h左右后除去未贴壁
的细胞，换上新鲜的培养基。而本实验培养的大口黑鲈原代肝细胞在 24 h左右出现零星贴壁，在这之
后继续有大量的肝细胞贴壁，一般接种培养 48 h内不更换培养基，静止培养以促使其更好地贴壁。斑
［16］、虹鳟［5］的原代肝细胞培养过夜让其贴壁。和本试验的大口黑鲈贴壁时间差异不大。这可能与肝

脏供体对环境的适应与否有关。

3.4 培养条件
3 .4 .1 培养基的 PH值和渗透压
培养基的 PH值和渗透压对培养硬骨鱼和其它水生变温动物尤为重要，因为相比于哺乳动物其体

液成分更为复杂［16］。哺乳动物细胞培养液渗透压接近于 300 m0sm / kg，正常人的血浆渗透压
280 ~ 310 m0sm / kg［17］，相当于其血液的渗透压，而斑鮰和其它淡水硬骨鱼类的渗透压较之偏低。斑点
叉尾鮰肝细胞培养液渗透压 260 m0sm / kg［16］，黄尾平口石首鱼渗透压变化的范围为 295 ~ 355 m0sm/ kg［18］，
本试验用哺乳动物的培养基培养大口黑鲈肝细胞获得良好的培养效果，说明大口黑鲈肝细胞在渗透压

280 ~ 310 m0sm / kg范围内适合生长。
鱼类血液中的重碳酸盐和 C02分压与哺乳动物相比都较低，而且气体在液体中的溶解度随着温度
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的降低而上升［19］，所以适用于哺乳动物细胞培养的 5%C02 浓度并不适合鱼类肝细胞的培养。同时还

应和培养基中的缓冲系统相关，和培养基中添加的碳酸氢钠的量以及有无其它缓冲因素（如 HEPES）有
关，本试验 C02的浓度在 4%左右获得良好的培养效果。
3 .4 .2 培养基中的营养成分

M199、L-15、DMEM / F12、WillimE’s这几种培养基都可用来培养肝细胞，但根据试验表明 M199 / L-15
组合培养基较另外两组更适合大口黑鲈肝细胞的增殖，可能与其中的具体成分有关。L-15培养基中含
有比 DMEM多 3倍的氨基酸，而高浓度的氨基酸可以刺激蛋白质的合成，同时降低蛋白质的降解［20］。
在水产动物的细胞培养中牛、鱼、虾血清或胚胎、组织抽提液是常常使用的添加物［6，21，22］。而激素、

生长因子的添加在原代的细胞培养过程中也起着重要的作用。在大口黑鲈肝细胞原代培养中只使用了

牛血清和胰岛素作为培养基的添加物，取得了较满意的效果。但对于血清的等级，有一定的要求。不同

的血清等级其在营养方面的差异显著，20%的 FBS较之 20%的 NBS更适于大口黑鲈肝细胞培养（表 3）。
本实验同时还检测了胰岛素对于大口黑鲈肝细胞的生长作用。胰岛素促进细胞摄取葡萄糖和氨基酸，

对于有丝分裂和 DNA的合成发挥积极的作用［23］，本试验在添加胰岛素 10!g / mL后，能明显地改善细胞
的贴壁和分裂情况，对于肝细胞培养不可或缺。
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图版 大口黑鲈肝细胞各个不同时期形态观察

Plate &orphological changes of !icro&’erus sa,-oides hepatocytes in different culture periods
1 .新鲜分离的单个大口黑鲈肝细胞，× 400；2.96 h后细胞贴壁形态 × 200；3.96 h后细胞贴壁形态 × 400；4.14 d后细胞形态，× 400（箭头

所指为空泡）；5.传 1代后的肝细胞形态 × 400；6.传代后细胞老化现象，× 400（箭头所指为空泡）
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