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斜带石斑鱼肝细胞分离及原代培养方法的建立

骆    源，  张春晓，  王    玲，  张冬玲，  霍振华，  宋    凯*

(集美大学水产学院，厦门市饲料检测与安全评价重点实验室，福建 厦门    361021)

摘要：本研究以斜带石斑鱼肝细胞为实验对象，在不同培养条件下进行原代培养，旨在
探讨稳定可靠的斜带石斑鱼肝细胞分离及原代培养方法。采用组织块分离法和胰蛋白酶
(含EDTA)消化法分离肝细胞，并通过密度梯度离心法分离纯化肝细胞，细胞悬液于
DMEM/F-12、M199和L-15培养液中培养；细胞活力及数量采用血球计数板计数，并通过
MTT法测定细胞增殖率；同时，测定不同时间培养上清液中乳酸脱氢酶(LDH)活性、白
蛋白(ALB)和尿素氮(BUN)的含量，以分析肝细胞生长状态。结果表明，组织块方法不
适于斜带石斑鱼肝细胞的培养，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，细胞产量达到1.6×108 个/g肝重，活细胞数达到95%；L-15培养基细胞
生长明显优于DMEM/F-12和M199培养基；启动原代培养的48~72 h阶段肝细胞生长代谢
旺盛，培养上清液中LDH活性显著降低，ALB和BUN含量显著升高。结果显示，
0.25%的胰蛋白酶常温消化法适合斜带石斑鱼肝细胞的分离，斜带石斑鱼肝细胞原代培
养的最适培养基为L-15培养基，肝细胞在启动原代培养的48~72 h生长代谢旺盛。
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肝脏是机体新陈代谢的重要器官，在维持机

体内环境稳态过程中发挥重要作用 [1]，肝脏为适

应环境变化不断调整肝细胞的结构和功能。研

究表明，肝细胞能够表达绝大部分肝脏的功能
[2]。因此，国内外研究者多采用体外培养的肝细

胞代替活体动物来研究某些物质的毒理作用或

代谢途径等。原代肝细胞较好地保留和维持活

体肝细胞的完整形态及代谢活性，能够很好地

反映体内的代谢状态 [1, 3]。原代肝细胞模型具有

可减少实验动物数量、操作简便、可重复性

高、减少体内复杂因素影响等优点 [4]，已经成为

一种快速、经济、高效的筛选测试手段，是毒

理学、药理学与细胞生物化学等研究领域常用

的工具[5-6]。

鱼类肝细胞分离培养始于Birnbaum等 [7]对激

素刺激金鱼(Carassius auratus)离体肝细胞肝糖原

分解的研究。随鱼类肝细胞分离及培养方法的

成熟，其已成为研究鱼类肝细胞功能的重要工具。

目前，国内外主要用虹鳟(Oncorhynchus mykiss)[8]、

斑点鲖(Ameiurus nebulosus) [ 9 ]、鲤 (Cyprinus
carpio)[10]和草鱼(Ctenopharyngodon idella)[11]等肝细

胞 进 行 物 质 代 谢 等 相 关 研 究 。 斜 带 石 斑 鱼

(Epinephelus coioides)是一种高档海水养殖鱼类，

近年来养殖规模不断扩大，对其肝脏功能及物

质代谢的研究就显得尤为重要。体外肝细胞分

离和原代培养是研究肝细胞功能的有效方法，

但应用在斜带石斑鱼肝脏物质代谢上的研究报

道相对较少。因此，本研究选用DMEM/F-12、
M199与L-15三种培养基，采用胰蛋白酶消化法

和非酶消化法，选用MTT法测定肝细胞增殖率以

及测定培养上清液中肝细胞功能相关指标，旨

在建立稳定可靠的斜带石斑鱼肝细胞分离及原
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代培养方法，探讨斜带石斑鱼肝细胞在原代培

养过程中最佳功能状态，为斜带石斑鱼肝细胞

功能、肝细胞物质代谢等方面的研究奠定基

础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

健康斜带石斑鱼，体质量约50 g，集美大学

海水养殖实验场提供。

1.2    主要试剂

0.25%胰蛋白酶、M199、L-15、DMEM/F-
12培养基、D-Hanks液、PBS、青霉素 (10 000
IU/mL)、链霉素(10 000 μg/mL)、两性霉素B、胰

岛素、胎牛血清，均购于Gibco公司，美国；台

盼蓝、二甲基亚砜(DMSO)，均购于上海捷瑞生

物工程有限公司；MTT细胞增殖率测定试剂

盒、乳酸脱氢酶(LDH)测试盒、尿素氮(BUN)测
试盒、白蛋白(ALB)测试盒，均购于南京建成生

物工程研究所。

1.3    肝细胞原代培养方法

非酶消化法        斜带石斑鱼在含有1000 IU/mL
青霉素和1000 μg/mL链霉素的海水中暂养24 h
后，用75%乙醇体表消毒，剪断鳃弓放血，通过

无菌手术取出肝脏组织并浸泡于预冷D-Hanks液
中(含400 IU/mL青霉素、400 μg/mL链霉素和25
μg/mL 两性霉素B)，反复用预冷D-Hanks液漂洗

组织块3次，然后用锋利的刀片将组织块切成约1
mm3左右的碎块，再用预冷D-Hanks液充分漂

洗，吸去D-Hanks液，将组织块接种于25 cm2培

养瓶中，培养瓶倒置，于25 °C，5% CO2培养箱

中干贴24 h，小心翻转培养瓶，加入4 mL新鲜原

代生长培养液 (含20% FBS，10 μg/mL胰岛素，

200 IU/mL青霉素、200 μg/mL链霉素)，每2~3 天
换液1次。

胰蛋白酶消化法        胰蛋白酶消化法分离肝

细胞在Segner等 [12]、Lai等 [13]和Qin等 [14]方法的基

础上进行改良。取材操作方法同非酶消化法，

待组织块切碎至约1 mm3大小后加入0.25%胰蛋白

酶室温消化30 min，加入5 mL新鲜生长培养基终

止胰蛋白酶消化，消化后的细胞悬液用100目灭

菌滤网过滤，100×g离心2 min，50×g离心5 min，

重复2次，弃去上清液，用原代培养生长液重

悬，调整密度后接种于25 cm2培养瓶中，置于25 °C，

5% CO2培养箱中启动原代培养。

1.4    肝细胞活力测定

细胞悬液与0.5%台盼蓝染液按1∶1体积比混

合，1~2 min后于血球计数板上计数，活细胞呈

透明卵圆形，死细胞被染成蓝色，用活细胞占

计数细胞中的百分比表示细胞活力(%)。

1.5    斜带石斑鱼肝细胞最佳培养基的确定

检测3种不同的培养基维持细胞生长的能

力：DMEM/F-12、M199和L-15培养基。每种培

养基中均补充20%的胎牛血清、200 IU/mL青霉

素、200 μg/mL链霉素、25 μg/mL两性霉素B以及

10 μg/mL的胰岛素。分别将大约1.5×105个细胞接

种到3种培养基中，于25 °C，5% CO2培养箱中培

养120 h，于培养后24、48、72、96及120 h用血

球计数板进行细胞计数，绘制细胞在不同培养

基条件下的生长曲线。

1.6    肝细胞增殖率鉴定

采用MTT四唑蓝比色法测定肝细胞的增殖能

力 [15]。采用96孔细胞培养板，每孔接种细胞悬液

100 μL，接种浓度在2×105 个 /mL，取10个平行

孔，每隔24 h换液100 μL，加入50 μL 1×MTT溶
液，继续培养4 h；小心吸出上清液，每孔加入

150 μL DMSO，轻轻吹打至结晶完全溶解，于

570 nm波长下测定吸光值。详细测定方法参照南

京建成生物工程研究所MTT细胞增殖检测试剂盒

说明书。

1.7    斜带石斑鱼肝细胞功能测定

收集24、48、72、96和120 h细胞培养基上清

液，每个时间点取6个平行，用于测定LDH活性

以及ALB和BUN水平。ALB测定采用溴甲酚绿比

色法 [16]，BUN采用脲酶法 [17]，LDH测定采用丙酮

酸二硝基苯腙法[18]，测定方法参照南京建成生物

工程研究所研制的试剂盒说明书。

1.8    数据处理

实验数据用平均值±标准误(mean±SE)表示。

采用SPSS 19.0软件进行数据统计和分析，先对

数据进行方差齐性检验，如满足方差齐性条件

则 对 数 据 进 行 单 因 素 方 差 分 析 ( O n e - W a y
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ANOVA)，若组间存在显著性差异，则再采用

Duncan氏法进行多重比较检验组间差异显著性，

以P<0.05表示差异性显著。

2    结果

2.1    分离与纯化方法对斜带石斑鱼肝细胞数

量和活力的影响

采用非酶消化培养法启动斜带石斑鱼肝细胞

原代培养时，培养24 h后，倒置显微镜观察，组

织块边缘没有细胞迁出；48 h时组织块边缘模

糊，没有呈现细胞迁出状况 (图1-b)；直到培养

120 h均没有明显的细胞迁出(图1-e)。用0.25%胰

蛋白酶常温消化法可以获得大量单细胞，细胞

产量达到1.6× 108 个 /g肝重，经台盼蓝染色，活

细胞数≥95%，新鲜分离的肝细胞呈卵圆形，培

养24 h后，开始贴壁形状呈扁平状，体积开始变

大；培养48 h后，细胞贴壁数量增加，部分细胞

边缘出现伪足，使肝细胞贴壁更牢固(图1-b)；培

养72 h后，贴壁的细胞大面积汇合成片，此时的

细胞形态呈上皮样细胞和成纤维样细胞，并以

后者为主(图1-c)。

2.2    不同培养基对斜带石斑鱼肝细胞原代培

养的影响

为筛选斜带石斑鱼肝细胞体外培养的最佳条

件，比较分析了DMEM/F-12、M199和L-15三种

培养基在25 °C时对原代培养肝细胞贴壁和生长

的影响。肝细胞在L-15培养基的整个过程中数量

都显著高于同时期的其他2种培养基(P<0.05)；在

培 养 的 第 1 9 2  h 肝 细 胞 长 满 细 胞 培 养 瓶 底 ；

DMEM/F-12、M199培养基在培养的0~72 h，细胞

几乎不生长，培养96 h后，细胞生长速率显著低

于L-15培养基(P<0.05)(图2)。

2.3    MTT法测定不同培养时间斜带石斑鱼肝

细胞增殖率的变化

570 nm处吸光度总体上呈现先升高后降低并

趋于稳定的趋势， 2 4 ~ 7 2  h吸光度显著增加

(P<0.05)，在72 h达到峰值后显著下降(P<0.05)，
96~120 h阶段吸光度趋于稳定(P>0.05)(图3)。

2.4    不同培养时间斜带石斑鱼肝细胞培养上

清液中LDH活性、ALB含量和BUN含量的变化

斜带石斑鱼肝细胞培养上清液中LDH活性随

着培养时间的延长，呈现先降低后升高的趋

势，在72 h活性最低，显著低于其他各时间点乳

酸脱氢酶的活性(P<0.05)，在24和48 h显著高于

96和120 h乳酸脱氢酶活性(P<0.05)(图4)。肝细胞

培养上清液中ALB含量呈现先升高后降低的趋

势，并在72 h达到峰值，且显著高于其他各时间

点(P<0.05)(图5)。BUN与ALB呈现相似的变化趋

势，即先升高后降低，在72 h达到最大值，且显

著高于其他各时间点 (P<0.05)，在96和120 h尿
素氮含量保持稳定，均无显著性差异 (P>0.05)
(图6)。

3    讨论

3.1    斜带石斑鱼肝细胞分离、培养及纯化

自Wolf等 [19]建立虹鳟生殖腺细胞系RTG-2之
后，鱼类细胞培养研究进展十分迅速；同时鱼

类肝细胞培养技术也得到快速发展，主要集中

于淡水鱼类和溯河洄游性鱼类，但斜带石斑鱼

等海水鱼类肝细胞培养的研究相对较少。本研

究分别采用组织块法和胰蛋白酶消化法进行分

离、培养肝细胞，结果表明采用含 E D T A的

0.25%胰蛋白酶常温消化法分离斜带石斑鱼肝细

胞，产量、活力和纯度均较高，培养24 h后肝细

胞贴壁生长良好；而组织块法，肝细胞短期内

不能够有效地迁出，不利于肝细胞的分离培

养，这可能是因为采用组织块培养时主要依靠

细胞自身的迁出能力，肝脏的组织结构特点限

制了肝细胞的迁出，而胰蛋白酶消化法可以打

破细胞之间的连接物质，EDTA可以螯合细胞间

质中的Ca2+和Mg2+，从而破坏细胞间的连接，有

利于细胞分散，易于细胞吸收养分，排出代谢

产物，促进其贴壁生长。清除杂质获得高纯度

的肝细胞是肝细胞原代培养成功的关键，研究

表明胰蛋白酶消化分离的肝细胞悬液中含有多

种类型的细胞，包括肝细胞、胆管细胞、巨噬

细胞等，同时肝脏内部分布有大量的血管[20]，细

胞悬液中不可避免地混有一些血细胞，同时还

存在细胞碎片等杂质，这些杂细胞和杂质的存

在对肝细胞的贴壁及生长均有一定的影响。显

微镜下观察肝细胞的体积比血细胞和细胞碎片

大，采用密度梯度离心的方法可以有效地去除

杂质，本实验通过低转速离心，获得了纯度较

高的肝细胞，这与Ferraris等[21]和Råbergh等[22]分别

通过120×g、50×g离心纯化虹鳟肝细胞，Khan等[23]
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图 1    倒置荧光显微镜下观察的斜带石斑鱼肝细胞形态

(a) 刚分离出来的肝细胞(×50)；(b) 生长48 h的肝细胞(×100)；(c) 生长72 h的肝细胞(×100)；(d) 生长96 h的肝细胞(×100)；(e) 生长120 h的
肝细胞(×100)；(f) 生长144 h的肝细胞(×100)；(g) 生长168 h的肝细胞(×100)；(h) 生长192 h的肝细胞(×100)

Fig. 1    Morphology of E. coioides hepatocytes under inverted fluorescence microscope
(a) appearance of freshly isolated hepatocytes (×50); (b) morphology of hepatocytes cultured for 48 h (×100); (c) morphology of hepatocytes cultured for
72 h (×100); (d) morphology of hepatocytes cultured for 96 h (×100); (e) morphology of hepatocytes cultured for 120 h (×100); (f) morphology of
hepatocytes cultured for 144 h (×200);(g) morphology of hepatocytes cultured for 168 h (×100); (h) morphology of hepatocytes cultured for 192 h (×100)
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通过100×g重复离心2次分离纯化鲤和鲇(Silurus

asotus)肝细胞，得到较好的分离纯化效果的结果

一致。

3.2    不同培养基对肝细胞生长的影响

本研究中分析了3种不同培养基 (DMEM/F-

12、M199和L-15)对斜带石斑鱼肝细胞原代培养

的影响，实验结果表明肝细胞在含有20%胎牛血

清的L-15培养基中生长速率明显优于DMEM/F-
12和M199培养基。许多研究者在启动海水鱼各

种组织细胞原代培养及细胞系建立的最适培养

基均为L-15培养基，包括遮目鱼(Chanos chanos)
心脏组织 [1]，青石斑鱼(E. awoara)肾脏、肝脏组

织[13]，赤点石斑鱼(E. akaara)脾脏和鳔组织[6]，斜

带石斑鱼眼睛和脾脏组织 [ 1 4 ,  2 4 ]，尖吻鲈(Lates
calcarifer)肌肉和鳔组织 [25]等鱼类组织细胞培养

最适培养基均选用L-15培养基，与本研究得出的

结论一致；然而，Wei等 [26]所建立的褐点石斑鱼

(E. fuscoguttatus)鳍、心脏和鳔组织细胞系的最适

培养基则均为DMEM/F-12；还有一些鱼类的组

织细胞培养则选用M199培养基，如草鱼 [4]、鲤 [10]

等，这说明不同生长环境的鱼类各组织细胞培

养的最适培养基不同。研究表明培养基对肝细

胞体外培养性能具有显著的影响[27]，培养基中氨

 
图 2    斜带石斑鱼原代肝细胞在

不同培养基中的生长曲线

Fig. 2    Growth curve of primary culture hepatocytes
from E. coioides in different media

 
图 3    MTT法测定斜带石斑鱼肝细胞A值

图中标有不同字母的数值之间差异显著(P<0.05)，下同

Fig. 3    Results from assessment of the A values of
primary culture hepatocytes from E. coioides by

use of the MTT assay
Values  wi th  d i f f e ren t  l e t t e r  super sc r ip t s  mean  s ign i f i can t
differences(P<0.05), the same below

 
图 4    斜带石斑鱼肝细胞原代在120 h培养期间

上清液中LDH浓度的变化

Fig. 4    LDH activity in the supernatant of hepatocytes
during 120 hours of culture

 
图 5    斜带石斑鱼肝细胞在120 h培养期间

上清液中ALB含量的变化

Fig. 5    ALB concentration in the supernatant of
hepatocytes during 120 hours of culture

 
图 6    斜带石斑鱼肝细胞在120 h培养期间

上清液中BUN含量的变化

Fig. 6    BUN concentration in the supernatant of
hepatocytes during 120 hours of culture
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基酸的水平对肝细胞功能也有很大的影响，这

可能与氨基酸既可作为细胞蛋白质合成的前体

和能量物质，又可作为细胞蛋白降解的抑制

剂，同时，还可以调节原代培养肝细胞有丝分

裂原的敏感性有关 [28]。本研究结果显示L-15培养

基更适合斜带石斑鱼肝细胞贴壁生长，这可能

是因为肝细胞是代谢的重要靶细胞，生长代谢

较旺盛，对营养的需求量比较高，而L-15中氨基

酸的含量要高于DMEM/F12和M199培养基，高含

量的氨基酸能够促进肝细胞蛋白质合成，同时

又可以抑制肝细胞蛋白质的降解，增强肝细胞

有丝分裂原的敏感性，更有利于肝细胞的代谢生

长。

3.3    不同培养时间对肝细胞功能的影响

本研究检测了培养120 h内肝细胞培养基上

清液中的LDH、BUN和ALB这3种具有代表性的

肝功能指标。LDH存在于肝细胞内，当肝细胞受

损细胞膜通透性增大时，LDH从细胞内漏出到细

胞外环境中，因此通过检测培养基上清液中

LDH活力可了解肝细胞受损程度 [29-30]。本实验通

过测定培养上清液中LDH活性来判断肝细胞损伤

情况，实验中24和48 h LDH活性较高，之后开始

降低，在72 h达到最低值，这与张高峰等 [31]培养

鲫肝细胞、秦洁等 [4 ]培养草鱼肝细胞的结果相

似。分析原因可能为，使用胰蛋白酶消化分离

肝细胞过程中，肝细胞受到一定程度的损伤，

培养的24~48 h，大部分细胞开始贴壁生长，但

仍有一些细胞未贴壁而悬浮于培养液中并慢慢

开始死亡，细胞膜通透性增加，细胞内的LDH释

放到培养基中，导致培养基中LDH活性增高；培

养72 h，培养基上清液中LDH活性最低，说明此

时肝细胞膜的完整性好，细胞状态好。正常肝

细胞摄取氨基酸经代谢后将含氮部分转为尿素

及其他含氮物质，若肝细胞受到损伤，则造成

合成和分泌不足，若细胞生长代谢旺盛则生成

较多的尿素氮；因此，尿素氮可以作为判定细

胞存活的一个指标。肝脏是合成白蛋白的唯一

场所，通过检测培养上清液中白蛋白含量可以

判断肝细胞合成分泌功能是否正常，可作为肝

细胞损伤的早期指标 [32]。24~72 h阶段可见大量

肝实质细胞，表明此时细胞生长旺盛，BUN和

ALB的合成能力较高，且在72 h达到峰值；随后

开始下降并稳定。分析其原因，可能为培养的

第24 h由于肝细胞经过前期消化、转移，部分细

胞失活，细胞功能未完全恢复；到第72 h细胞大

部分贴壁，开始分裂增殖，生物合成功能明显

提高；第96 h后单层培养的增殖空间受限，细胞

发生密度抑制，生物功能及活性开始下降，导

致BUN和ALB的合成量明显下降。这与采用

MTT检测细胞增殖能力，得出斜带石斑鱼肝细胞

在培养24~72 h阶段细胞增殖率显著增加，72 h
后细胞增殖率开始显著下降的结果相吻合。

综上所述，0.25%的胰蛋白酶常温消化法适

合斜带石斑鱼肝细胞的分离；斜带石斑鱼肝细

胞原代培养的最适培养基为L-15培养基；肝细胞

在启动原代培养的48~72 h生长代谢旺盛。
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Study on the isolation and primary culture of hepatocytes from
liver of grouper (Epinephelus coioides)

LUO Yuan,    ZHANG Chunxiao,    WANG Ling,    ZHANG Dongling,    HUO Zhenhua,    SONG Kai*

(Xiamen Key Laboratory for Feed Quality Testing and Safety Evaluation, Fisheries College,
Jimei University, Xiamen  361021, China)

Abstract: In order to explore the stable and reliable methods for isolation and primary culture of hepatocytes from
Epinephelus  coioides,  we selected the  hepatocytes  of  E. coioides  and then cultivated them under  different
conditions. E. coioides hepatocytes were isolated by tissue separation and trypsin (0.25% with EDTA) digestion.
The hepatocytes could be separated and purified by density gradient centrifugation. The harvested hepatocytes
were then suspended in DMEM/F-12, M199, or L-15 (cultured with 5% CO2). The yield was determined by a
hemocytometer. The viability was assessed by Trypan blue exclusion test. Proliferation of hepatocytes was tested
by MTT assay. Function of hepatocytes was examined according to the levels of lactic acid dehydrogenase (LDH),
albumin (ALB), and urea nitrogen (BUN)of supernatant at different time, respectively. Trypsin digestion method
was better than tissue culture. Using 0.25% warm trypsin digestion, the cell yield was 1.6×108 cells per g(liver
weight) and the viability was more than 95%. The cells growth were better cultured in L-15 medium than in
DMEM/F-12  and  M199  media.  The  liver  function  index  showed  that  lactic  acid  dehydrogenase  (LDH)
significantly decreased, urea nitrogen (BUN) and albumin (ALB) significantly increased during 48–72 h with a
strong proliferation. This study indicates that the best method of isolation was pancreatin digestion and the best
medium was L-15. During 48 to 72 h in culture, the growth and metabolism of hepatocytes were thriving.

Key words: Epinephelus coioides; hepatocytes; primary culture; cell viability; hepatocyte functions

Corresponding author: SONG Kai. E-mail: songkai@jmu.edu.cn

Funding projects: National Natural Science Foundation of China (31302198)

4 期 骆    源，等：斜带石斑鱼肝细胞分离及原代培养方法的建立 565

 

http://www.scxuebao.cn




