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摘要 :构建细胞体外培养体系是探讨动物生理代谢规律的重要手段。本研究尝试了三种不同的 

方法—— 消化法、组织块法及机械法以获得草鱼原代脑细胞。结果表明，采用机械法获得草鱼 

原代脑细胞，细胞分散较为均匀、形态良好，用含有10%胎牛血清的L - 15培养基在28T进行 

培养，获得了大量活力较为稳定的脑细胞，为进一步开展体外生理调控机制研究提供基础。原 

代脑细胞的活力可以稳定地保持3 d，超过3 d 后，细胞明显退化。
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构建细胞体外培养体系是鱼类生理代谢机 

制研究的重要手段。与活体实验相比,采用鱼类培 

养细胞作为实验对象不仅实验成本低，可以精确 

控制实验条件，重复性、均一性也较好，还可以同 

时提供大量生物学性状相似的实验对象U_2]。这 

些优点使得鱼类细胞在生物学研究领域中得到广 

泛应用，巳被应用于细胞生物学、病毒学、环境毒 

理学、肿瘤学以及资源保护等方面[3_5]。因此,深 

入研究鱼类细胞培养，不仅能推动鱼类生理相关 

理论研究 ,在实际应用方面也具有一定意义。

神经细胞系是开展神经发育生物学及生理机 

制研究的重要工具。近期国内外学者进行了多种 

鱼类脑细胞的培养工作 ,包括卡特拉鱼、罗非鱼、 

海辦鱼、玳瑁石斑鱼、青石斑鱼以及斜带石斑鱼 

等[6_12]。研究者多采用离体脑细胞进行病毒感染 

及污染物毒理学研究，其应用远不及哺乳动物广 

泛。本研究参考其他鱼类相关研究成果,初步探讨

了草鱼脑细胞的原代培养技术，以期为研究鱼类 

脑部生理规律及其调控机制提供新的技术和思 

路。

1 材料与方法

1.1 实验动物

草鱼购于湖北仙桃排湖渔场,暂养于实验室 

循环水系统,选取健康且体表无损伤的个体，平均 

体重(187. 50 ±8.42)g。

1. 2 实验试剂

L-15液体培养基、胰蛋白酶均为Gibco公司产 

品;胎牛血清(FBS)为 Hyclone公司产品;CellTiter 

96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

为 Promega公司产品。青霉素、链霉素、两性霉素 

分别配制成母液,经 0. 22 |xm滤过除菌，分装，- 

20^ 保存。PBS 缓冲液 :0.01M Na2HP04、0.01M 

NaH2P04、0. 15M NaCl’pH 7. 2，高压灭菌，4T；保
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活 雑 好 。

培养24 h 后观察到机械法培养脑细胞贴壁， 

呈不规则的多角形，贴壁的细胞多为上皮样细胞 

形态，并汇合形成单层细胞（图 1A)。组织块法获 

得的细胞培养24 h 后观察也多呈多角形，细胞形 

态与机械法类似，但是细胞贴壁数量较机械法少 

(图 1B)。而消化法获得的近乎圆形的细胞较多， 

少量不规则的多角形细胞（图 1C)。

细胞活力测定采用CeUTiter 96® AQueous 

One Solution Cell Proliferation Assay 试剂盒测定 o 

采用如1. 3 中机械破碎法制备细胞悬液,取出20 

|xL细胞悬液，加入等体积的0 .4 % 台盼蓝染液, 

利用血球计数板快速估算细胞密度以及检验细胞 

成活率[细胞成活率(％) = 活细胞总数/(活细 

胞总数+死细胞总数）x 100]，当细胞活力大于 

90% 时可用。用完全培养基将细胞稀释至2 x 106 

个 /m L ,细胞悬液分别接种到24孔及96孔细胞培 

养板，培养24 h 后细胞贴壁稳定，在培养24、48、 

72、96、120 h后，分别计数其细胞数及测定其细胞 

活力。实验开始时，向培养板每孔中加人20 pX 

CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent 溶 

液，黑暗中孵育4 h后终止培养，490 nm波长读取 

吸光度值。

2 结果与分析

2 .1 草鱼脑细胞形态学观察

本实验采用台盼蓝检验,死细胞被台盼蓝染 

色，显微镜下可见为浅蓝色细胞，而活细胞膜结构 

完整使染料未进入细胞内，显微镜下呈无色透明 

状。显微镜观察并计数,采用机械法分离制备的草 

鱼脑细胞的细胞成活率达到92. 2% ,表明细胞存

存。4 .0 % 台盼蓝母液，用滤纸过滤，4 T 保存，使 

用时用PBS将其浓度稀释至0 .4% 。

1. 3 细胞原代培养

实验草鱼冰上麻醉, 剪断鳃部脉弓，放血约 

10 m in,70%乙醇体表消毒。在无菌条件下,解剖 

取脑，以含有抗生素500 IU/raL青霉素和 500 

|xg/mL链霉素及2.5 两性霉素的PBS缓冲

液冲洗3 次。分别采用不同方法尝试进行原代培 

# ：1 )组织块培养法，用眼科剪将组织剪碎成约 

1 - 2mtn3的小块。用完全培养基(10 % FBS,青 

霉素100 U/mL、链霉素100 pg/mL、两性霉素2. 5 

^ « i L ) 浸润培养瓶，将组织块转移到培养瓶中， 

均勻排列,加入1 mL完全培养基,于281 C02m  
养箱(SANYO,MC0 - 18AIC)中培养。在培养的

1 - 2 d 内避免移动培养瓶，以便组织块贴壁，在

2 ~ 3 d吸出培养基，添加3 mL新鲜培养基继续培 

养。2 )消化法，用眼科剪将组织切成2 ~ 3 mm3小 

块 ,以便于消化。0 .25%胰蛋白酶酶解处理，期间 

轻轻摇动数次。消化液混浊则吸出少许消化液于 

显微镜镜检，若组织巳分散成单个细胞或细胞团 

即终止消化。通过30 pm不锈钢筛，滤掉尚未充分 

消化开的组织块。600 rpm低速离心10 m in收集 

细胞，完全培养基再悬浮，于2 8 1 培养箱中培养。

3 ) 机械破碎法,在完全培养基浸润的细胞培养皿 

中，将脑组织置于200目灭菌尼龙网上，采用无菌 

注射器的橡胶推头轻轻挤压使脑组织通过网孔， 

得到细胞悬液,收集细胞悬液后通过100目的尼 

龙网过滤，600 rpm低速离心10 m in洗涂细胞一 

次，弃掉上清液后加人完全培养基重悬浮后，于 

2 8 ^ 培养箱中培养。

1.4 细胞活力测定

困 1 草鱼脑细胞培养(A-机械法;B-组织块法;C-消化法)(200x)

Fig.1 Photo micrography of brain cells from crass caip (A- mechanical method； B- tissue explant method;C-

enzyme digestive method) (200x)
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2. 2 原代培养及细胞活力 72 h 细胞数目明显增多，约为原来数量的2. 6 倍 ,

在 5 d 培养期内，细胞数量如表1所示，培养 但是随着培养时间的增长，细胞进入衰退期，细胞

2 4 h细胞数目为2.53 x lO6个 /mL，而培养48 ~ 数目减少至5. 2 x 105个 /mL。

表 1 不同培养时间草鱼脑细胞的细胞数目（106个 /mL)
Tab. 1 The cell number of grass carp brain cells in different culture time

培养时间Time 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

细胞数目Number 2.53 ± 0. 04 6.63 ± 0 .10 5. 03 ± 0.02 1. 57 ± 0.04 0. 52 ± 0.02

细胞活力随培养时间的变化如图2 所示，草 

鱼原代脑细胞的活力在前3 d 培养期内基本保持 

稳定，第 4 天开始下降，第 4、5 天的细胞活力分别 

比第1天下降了 11. 7 % 和 34. 8% ，说明 3 d 培养 

期是进行原代草鱼脑细胞体外实验比较合适的时 

间段。

0.35 
§0.30 
"10.25
cn

<0.20

|0.15 
Q 
0 0.10

蕖 0.05 
— 0.000 24 48 72 96 120 144

培养时间/h Culture time 

图2 不同培养时间草鱼脑细胞活力 

Fig. 2 The viability of grass carp brain cells in different 
culture time

3 讨论

目前，鱼类细胞作为研究工具颇受关注，已 

经被应用到鱼类肿瘤学、环境毒理学、遗传学、内 

分泌学、生理学和资源保护等方面。与体内实验相 

比较，鱼类细胞培养具有一定优势:细胞培养产品 

标准化程度高、均一性好；鱼类离体培养细胞尤其 

是原代培养细胞,其生理生化功能接近在体状态， 

能够快速获得实验结果;而且可根据鱼类生长阶 

段 ,进行不同时期影响研究;可重复性高,离体条 

件下可以更为精确控制实验条件,有针对性地开 

展研究[1’3_4]。因此,本研究成功进行了草鱼脑细 

胞的原代培养,为进一步开展体外生理调控机制 

研究提供基础。

鱼类种类、年龄以及不同组织器官的生理结 

构不同，不同细胞内环境也存在很大差异，因此，

不同组织器官材料的取材方法、培养方式以及培 

养条件也因细胞而异[5]。本实验尝试了不同的培 

养方法以获得草鱼原代脑细胞。组织块固定法操 

作相对简单，但是获得单层细胞时间较长,细胞得 

率较低。消化法细胞获得量大，均一性较好，贴壁 

后可迅速形成单层细胞,但是要根据不同组织调 

整消化酶浓度以及消化时间，否则消化过度会损 

伤细胞。机械法操作同样相对简便、快速，但对组 

织机械损伤较大,且细胞分散效果差于消化法，仅 

x才纤维成分少的软组织，如脑组织、胚胎组织较为 

适用[4]。本研究比较了以上三种培养方法，其中 

采用机械法获得草鱼原代脑细胞,细胞分散较为 

均匀、形态良好。

影响细胞体外培养效果的因素包括血清浓 

度、培养基、培养温度等。不同研究在进行不同物 

种的脑细胞培养时所采用的体系不尽相同。血清 

浓度与培养基大多采用含有10% ~ 20% 胎牛血 

清的L - 15培 养 基 ;哺乳动物多采用37T作 

为培养温度,而在鱼类培养细胞实验中采用的温 

度因种类不同而有所差异，如培养青石斑鱼 

2 8 ^ [6]，斜 带 石 斑 鱼 ,罗非鱼脑细胞 

2 5 ^ [7]，卡特拉鱼脑细胞2 8 ，海 鲈 鱼 , 

玳瑁石斑鱼30T [10]本研究用含有10% 胎牛血清 

的 L _ 15培养基在28T进行培养,获得了生长相 

X才稳定的脑细胞，可能是由于物种不同,细胞培养 

条件也存在一定的差异。鱼类是变温动物,在一定 

的温度范围内可以保持细胞功能和生理的完整 

性 ,对于鱼类细胞培养温度的选择方面尚无定论。 

草鱼最适生长温度为25 ~ 32T ,而在27 ~ 30^： 

B寸代谢最为活跃,细胞培养最佳温度与其基本一 

致。

细胞能够在体外培养体系中保持活力，是进 

行体外生理机制研究的基础。本研究分离了草鱼 

的原代脑细胞,而且可以获得较髙的细胞产率，从
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而可以满足后续鱼类脑部生理规律及其调控机制 

研究实验的需要。并且本实验采用比色法检测细 

胞活力，代谢活跃的细胞将新型四唑化合物MTS 

生物还原成一种有色甲臢产物。结果显示，原代脑 

细胞的活力可以稳定地保持3 d ,超过3 d后，细胞 

明显退化。因此在当前培养条件下所制备的原代 

鱼脑细胞可用于部分生理机制的离体分析。近年 

来，国内外学者对鱼类脑细胞培养进行了大量研 

究[6_11]。利用鱼类原代脑细胞进行离体测试已得 

到应用，主要包括鱼类病毒感染与细胞毒性实 

验^ 夂11],以及持久性有机污染物的毒理学相关 

研究[12];但是持久细胞系随着代数的增加，其细 

胞的基因型和表型都有可能发生改变，导致某些 

重要的生理功能和分化特征丧失,实验稳定性较 

差;而鱼类细胞的原代培养是从活体动物获取组 

织细胞后在体外进行的首次培养,细胞刚刚离体， 

生物性状尚未发生很大变化，大多数细胞表现出 

原有组织的特性,在一定程度上更能反映体内状 

态，测试的结果比较准确,重复性好[1344]。

目前,鱼类细胞培养已被应用于鱼类生理、毒 

理等分子机制研究,但是其应用广度远远不及其 

在哺乳动物上的应用。本研究进行了草鱼脑细胞 

原代培养的初步探索，后续需要开展进一步的工 

作 :完善细胞培养条件以建立持久细胞系;采用特 

定因子进行细胞鉴定;利用培养细胞进行神经生 

理机制研究;开展离体实验与在体实验结果对比， 

探讨两者区别与联系,建立有效的评价指标，使离 

体实验结果与在体实验结果对应,建立体外实验 

的细胞模型。

参考文献：

[ 1 ]艾庆辉，李庆飞，麦康森.鱼类细胞培养技术研究进 

展[J].渔业科学进展,2012,33(3) :122 - 128.

[2 ] 张雪萍，曾令兵，陈倩，等.青鱼鳍条组织细胞系的 

建立及其生物学特性[J] •淡水渔业,2016,46(2) ：3 

-9.

[3 ] 姜泽东,周伯文，段晶晶.鱼类细胞培养的研究与应 

用[J].北京水产,2008,112(3) :42 - 47.

[4 ] 张博,陈松林.近 10年鱼类细胞培养研究进展及应

用展望[J] •海洋科学,2011,35(7) :113 - 121.

[5 ] 陈松林,秦启伟•鱼类细胞培养理论与技术[M] •北 

京 :科学出版社,2011:41 -73.

[6 ] Lai Y S, Murali S，Chiu H C，et al. Propagation of 

yellow grouper nervous necrosis virus ( YGNNV) in a 

new nodavirus - susceptible cell line from yellow 

grouper 9Epinephelus awoara{ Temminck & Schlegel)， 

brain tissue[ J]. Journal of Fish Diseases,2001, 

24(5) ：299 -309.

[7 ] Wen G M,Cheng Y H,Huang Y F,et al. Isolation and 

characterization of a neural progenitor cell line from 

tilapia brain[ J]. Comparative Biochemistry and 

Physiology - Part A ： Molecular & Integrative 

Physiology,2008,149(2) ： 167 - 180.

[8 ] Ishaq Ahmed V P, Chandra V，Sudhakaran R，et al. 

Development and characterization of cell lines 

derived from rohu ,Labeo rohita (Hamilton)，and 

catla,Caf/a catla (Hamilton) [ J]. Journal of Fish 

Diseases,2009,32(3) ： 211 -218.

[9 ] Servili A，Bufalino M R，Nishikawa R，et al. Establi­

shment of long term cultures of neural stem cells from 

adult sea bass ,Dicentrarchus labrax [ J ] . Comparative 

Biochemistry and Physiology - Part A ： Molecular & 

Integrative Physiology ,2009,152(2) ：245 - 254.

[10] Ku C C，Teng Y C，Wang C S，et al. Establishment 

and characterization of three cell lines derived from 

the rockfish grouper Epinephelus quoyanus ： Use for 

transgenic studies and cytotoxicity testing[ J]. 

Aquaculture,2009,294(1 - 2) : 147 - 151.

[11] Wen C M，Lee C W，Wang C S，et al. Development of 

two cell lines from Epinephelus coioides brain tissue for 

characterization of betanodavirus and megalocytivirus 

infectivity and propagation[ J].  Aquaculture，2008， 

278(1 -4) ：14 -21.

[12]王英英，李凯彬，刘春，等.剑尾鱼脑细胞系的建立及 

细胞色素P4501A的诱导表达[J].水产学报，2013， 

37(3) ：337 - 343.

[13]王文君.大视六线鱼(Hexagrammos otakii)肝脏和脾 

脏细胞学观察及其原代培养的研究[D].青岛：中 

国海洋大学，2008:43 -56.

[14]蒋丽辉，李意捷，傅志伟，等.鲤鱼肝原代细胞的分离 

与培养方法[J].®业研究，2017，39(1):1 -7.



166 渔 业 研 究 第41卷

Primary culture of grass carp brain cell in vitro
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Abstract ： The establishment of in vitro cell culture system is an important approach in investigating the 

physiological metabolism. Meanwhile，the establishment of virus culture system based on stable cell is a 

necessary technique to isolate，identify and study fish viruses. As a kind of in vitro culture system,fish 

cell lines become significant experimental materials because of some advantages including low cost,high 

test repeatability and the experimental conditions can be controlled accurately. The cells in vitro from 

fish, as an significant research technology，has played a role in the theory and applied research of 

virology, immunology, fish resources protection，genetic breeding, oncology, environmental toxicology，fish 

physiology, endocrinology and so on. Although many fish cell lines have been established, relatively few 

are capable of viral propagation but producing the viruses slowly and giving low viral titers. In addition， 

its application is far less extensive than that of mammals. This study tried different methods to obtain 

grass carp primitive brain cells, including tissue block culture method, enzymatic digestion method and 

mechanical method. The brain cells collected by mechanical method were uniformly dispersed,and the 

cell formed cell monolayer after 24 h incubation in primary culture. The microscopy observation showed 

that cells were in polygon shape and adherent cells were mostly epithelial - like cells. The cell grew 

rapidly and was fairly homogenous in the L - 1 5  medium containing 10% fetal calf serum at the 

temperature 2 8 .  For mammalian cell culture,37X1 is usually chosen as the specified incubation 

temperature. However,fish culture cell temperature is different due to the differences among species. 

Fish are warm - blooded animals，which can maintain the integrity of cell function and physiology within a 

certain temperature range. Grass carp optimum growth temperature is 25 to 32TI ,and the optimum culture 

temperature was consistent with the physiological and metabolic characteristics. MTT assay observed that 

the vitality of brain cells could maintain 3 days, and cells significantly degenerate after 3 days. The 

activity of cells on the 4th and 5th day was 11. 7% and 34.8% lower than that on the 1st day, 

respectively, indicating that the 3d culture period is a suitable time for the in vitro experiment of primary 

brain cells of grass carp. The study indicates that the primary cells of grass carp brain can be used to 

analyze physiological mechanism in vitro. Fish cell culture techniques will improve future studies on viral 

infection，toxicological evaluation and the mechanism of nervous system.
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