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微囊藻毒素( M icrocystins)是一类淡水水体中危害很严重的生物毒素( Biotox in) ,由微囊藻毒素所引

发的环境问题及其对人类健康的危害正日益受到科学家的关注[ 1]。已知微囊藻毒素作用的靶器官为肝

脏,以往的研究多集中在微囊藻毒素对动物肝脏组织的损伤,如口服或腹腔注射毒素, 引起肝组织结构

破坏、肝出血甚至肝坏死, 但用整体实验动物或器官研究微囊藻毒素毒理学较难深入, 因此建立毒理学

实验模型十分重要。肝脏作为动物体内最重要的解毒器官, 是研究微囊藻毒素毒理学的主要对象。一

般毒理学实验都采用肝脏原代培养细胞,因为原代培养细胞生理生化及遗传特性稳定,适于研究外界毒

物的毒性、毒理及肝细胞对毒物的应答和解毒机理。本实验通过对鲢(Hypophthal michthy molitr ix Cari�

er et Valencienines)、鲤( Cyp rinus carp io L innaeus)和鲫 ( Carassius auratus L innaeus)肝脏原代细胞培养,

以建立稳定的毒理学实验模型,为微囊藻毒素毒理学研究奠定基础。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料 � 实验用鲢、鲤和鲫由本所关桥养殖基地提供, 2 龄成鱼, 体重 1kg(鲫鱼为 0� 4kg)。

1. 2� 细胞培养 � 实验鱼暂养 3d后, 剪断鳃部脉弓,放血 50min, 鱼体表面清洗、消毒后, 超净工作台内解

剖取肝脏, D- Hanks液清洗, 然后将其剪成 1- 2mm3 小块; D- Hanks 液清洗后, 用 2 倍( v/ v )的 0� 25%

胰蛋白酶液消化 50min, 温度 25� 28� ; 100 目滤网过滤, 800r / min 离心 5min 收集肝细胞, Hanks
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液清洗 2 次,培养基再悬浮, 计数细胞密度,使其达到 0�5 � 106cells�mL- 1。肝细胞在多孔培养板或培养

瓶中培养, 采用 DMEM 或 199 培养基, 并补加 10%的胎牛血清, 100IU�mL - 1青霉素和 100�g�mL - 1四

环素,培养温度 25� , 密闭培养,不补充 CO2。

1. 3 � 肝细胞活力测定 � 采用台盼蓝排斥方法测定细胞活力。

1. 4 � 肝细胞形态及细胞核观察 � 用倒置显微镜定时观察肝细胞形态和生长状况并采用 Hoechst33258

荧光染料(终浓度 1�g�L - 1)染色以观察肝细胞核形态。

2 � 结果和讨论

2. 1 � 三种鱼肝细胞原代培养和活力测定结果

用两种培养基( DMEM 和 199)均能获得生长良好的三种鱼肝细胞。显微镜观察可见: 肝细胞正常

(图 1, 1) , 细胞核完整、无固缩或碎裂现象(图 1, 2) ;培养中还观察到一定数量的双核细胞(图 1, 3) , 肝细

胞能进行生长和细胞分裂并形成细胞团(图 1, 4)。

图 1 � 鲤肝细胞培养的显微观察

Fig. 1 � Microscopic observat ion of hepatocyte culture ( C . carpio)

1, 4肝细胞形态和生长状况( 300� ) ; 1, 4 Inverted microscope observat ion;

2, 3荧光染料染色所显示的肝细胞核( 600� ) ; 2, 3 Fluorescence Microscope observat ion at 350nm

所制备的肝细胞活力高( 90%左右) ,随着培养时间的延长, 肝细胞活力下降 ,但可以满足毒理学实

图 2 � 三种鱼肝细胞活力

Fig. 2 � Viabil it ies of hepatocytes

f rom three kinds of fishes

- � - 鲤 C . carpio- � - 鲢 H . moli t rix

- � - 鲫 C . auratus

验的要求,以鲤最理想。从活力统计结果看,鲤肝细胞活力明显

高于鲢和鲫,这可能是种类不同的原因。

2. 2 � 高活力原代肝细胞的获得方法

根据本实验结果,获得高活力鱼肝细胞应注意以下方面: 首

先实验用鱼应健康无病, 实验前未受到外界毒物刺激;其次, 要

注意消化液、消化温度和时间, 一般采用 0� 25%的胰蛋白酶液,

和肝组织的比例为 1� 2 左右; 同时要注意新配制的酶液活力

高、消化能力强; 消化温度不宜过高, 可采用温和消化 , 温度为

25 � ,不要超过 28� ; 消化时间 40 � 60min。

2. 3 � 杂细胞去除方法

在肝细胞培养中,常混杂未去除干净的血细胞和脂肪细胞,

因此要尽可能除去杂细胞。在肝细胞的获取过程中应尽量将鱼

体内血液排除,同时解剖取肝脏后要清洗干净, 并采用低速离心

方法去除混杂细胞。

参考文献:

[ 1 ] � 李效宇,宋立荣,刘永定. 微囊藻毒素的产生、检测和毒理学研究[ J] . 水生生物学报, 1999, 23( 5) : 517 � 523

4214 期 李效宇等:鲢、鲤和鲫肝细胞原代培养 �


