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草鱼前体脂肪细胞原代、传代培养及鉴定
!

曹! 锴，李! 影，蔡志华
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摘要：建立草鱼（!"#$%&’()*$+%,%$ -,#../0）前体脂肪细胞的培养体系，体外重现草鱼脂肪细胞的增殖分化过程。实验

采用油红 A 染色法对脂肪细胞进行鉴定；采用倒置显微镜（%BHA%）和 22@ 对细胞进行观察摄像；选用的健康草鱼

体重为 I## J D## 4；利用体外组织培养技术在温度为 "IK，2A" 浓度为 LM，血清浓度为 "#M，NO 值为 )( # J )( " 的

条件下，以 @PQP E R$" 培养基对来源于草鱼腹腔的脂肪组织进行原代培养；单层的原代培养细胞达到瓶底面积的

)#M JI#M且汇合时，对细胞进行传代培养。研究发现在本实验条件下，培养 GI 3 后组织块周围有梭形细胞迁出；

C S后细胞数量增多，多为梭形和多边形；培养 I S 后大部分细胞融合；细胞内脂滴可被亲脂的油红 A 着色，证明为脂

肪细胞。对融合后的细胞进行传代培养，可传至第 G 代；传代第 C S 可形成致密单层；第 I S 胞质内含有大量脂滴。

研究初步确立了较为适宜的草鱼前体脂肪细胞离体培养体系。
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! ! 前体脂肪细胞是一类具有增殖和向脂肪细胞分

化能力的特异化细胞，它持续存在和作用于人类和动

物的一生［$］。研究脂肪细胞增殖与分化规律，可为了

解人及动物诸多脂肪代谢紊乱性疾病奠定生物学基

础。当前草鱼（!"#$%&’()*$+%,%$ -,#../0）等腹腔脂肪

过度蓄积问题比较严重，研究草鱼脂肪细胞增殖、分

化过程以及与脂肪沉积有关的因素，无论是从养殖生

产的经济利益角度，还是从人健康问题出发，都是一

项具有现实意义和经济意义的课题。自上世纪 *# 年

代起，国内外已成功构建了人［"］（1%2% 0&(-#$0）、大鼠

（3(""/0 $%))#+-4/0）［CFG］、猪（5/0 04)%"(）［LF*］和牛（6%0
"(/)/0）［)FI］的前体脂肪细胞体外培养模型，国外已研

究了虹鳟（7$4%)’*$4’/0 2*8-00）［D］、大西洋鲑（5(.2%
0(.()）［$#］、红鲷（9(+)/0 2(:%)）［$$F$"］、鲤鱼（!*&)-$/0
4()&-%）［$C］等鱼类的脂肪细胞培养，本文在对草鱼脂

肪细胞的提取方法进行研究的基础上，参考哺乳动

物及上述鱼类的相关研究成果和吉红［$G］等利用胶

原酶消化法对草鱼进行原代培养的结果，对鱼类前

体 脂 肪 细 胞 进 行 了 原 代 与 传 代 培 养，并

进行了初步鉴定，以期获得较为成熟的培养体系。

$ 材料与方法

$( $ 材料

试验用鱼为购自重庆市沙坪坝区超市的健康草

鱼，体重 I## J D## 4。主要试剂为：@PQP E R$" 培养

基（VBW2A）；胎牛血清（ 杭州四季青）；牛血清白蛋

白（ =647/）；胰 蛋 白 酶（ X-<N:6.$，VBW2A）；Q@XU
（U7-9:>&）；YW=（ 武汉博士德）；油红 A；青霉素；链

霉素；卡那霉素；苯扎溴铵等。培养液的配制方法

为：$( L* 4 @PQP E R$"，#( )# 4 %/O2AC，"# 7Z 胎牛

血清，加入各 $## B8 E 7Z 青、链霉素，L# B8 E 7Z 卡那

霉素，三蒸水定容至 $## 7Z。不加入胎牛血清即为

无血清培养液。消化液用 YW= 液配制含#( "LM 胰

蛋白酶 和 #( #"M Q@XU。细 菌 过 滤 器 过 滤 灭 菌

（#( GL !7和 #( "" !7 微孔滤膜），G K条件下保存。

$( " 方法

$( "( $ 原代培养! 将鱼在 #( $M 苯扎溴铵溶液内浸

泡 C# 76.，置于酒精消毒的托盘内并用碘酒和 )LM
酒精棉球擦拭鱼体表，超净工作台内解剖取脂肪组

织。获取的脂肪组织以 YW= 缓冲液（含 LM W=U）冲

洗 " 次，无血清培养液洗 $ 次，在小烧杯中用眼科剪
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剪至! ""#，弯头吸管以!$ 块左右接种于%$ "& 培养

瓶中，置 ’( )、$* +,’ 培养箱内培养，- . 后加入

$ "&培养液。’ / 后观察细胞从组织块中迁出与生长

情况并显微照相，第 # / 更换新鲜培养液。此后每’ /
换液一次，并在倒置显微镜下进行观察、照相。

!0 ’0 ’ 传代培养 1 单层培养细胞达瓶底的 %2* 3
(2*且汇合时对细胞进行传代培养。吸出旧培养

液，沿培养瓶细胞面对侧按 20 ’ "& 4 5"’ 加入 678
清洗细胞。去除清洗液，加消化液到培养瓶细胞面

对侧，翻转培养瓶，在倒置显微镜下观察到胞质回

缩、细胞间隙增大时终止消化，消化时间约 $ "9:。

倾斜培养瓶，吸出消化液，加入培养液轻轻转动培养

瓶把残留消化液冲掉，再加入 ’ "& 培养液，弯头吸

管轻柔吹打成细胞悬液，计数，接种到新的培养瓶

中，放入 +,’ 培养箱培养。- . 后观察细胞贴壁情

况，此后每 ’ / 换液 ! 次，并在倒置显微镜下进行观

察、照相。

!0 ’0 # 油红 , 染色鉴定1 细胞生长至第 ( /，678 洗

# 次，!2*甲醛的等渗盐缓冲液固定 #2 "9: 后，678
漂洗 ’ 次，吸取油红 , 工作液 $ "&，油红 , 染色

( "9:，;2*异丙醇分色 ’2 <，蒸馏水冲洗，在倒置显

微镜下观察、照相。

’ 结果

’0 ! 原代培养

以 =>?> 4 @!’ 培养基对草鱼脂肪组织块进行

原代培养，’ / 后可见部分贴壁组织块周围出现梭形

或不规则三角形细胞（封二图版 !A），# / 后可见大

部分贴壁组织块周围出现梭形或不规则三角形细胞

（封二图版 !7）。第 ( / 梭形或不规则形细胞逐渐

增多并形成局部单层汇合，部分胞内出现小脂滴

（封二图版 !+）。经油红 , 染色的原代培养的草鱼

脂肪细胞在倒置相差显微镜下观察，脂滴被亲脂的

油红 , 着色而呈橘红色（ 封二图版 !=），证实该细

胞为脂肪细胞。

’0 ’ 传代培养

传代培养的细胞接种 ’ / 即开始蓄积脂滴。大

约 # / 细胞增殖迅速，细胞为梭形或多边形，膜边缘

清晰。生长至第 $ / 可见细胞普遍融合（ 封二图版

!?），( / 油红 , 染色显微摄影发现细胞内脂滴已聚

合成单个或多个大脂滴（封二图版 !@）。

’0 # 脂肪细胞的鉴定

经油红 , 染色，倒置显微镜下观察，脂滴被亲

脂的油红 , 着色而呈橘红色，可以鉴定为脂肪细

胞。其中未分化的前脂肪细胞和非脂聚积的部分不

着色。

# 讨论

组织块培养法是一种简便易行且成功率较高的

常用原代培养方法［!$］。细胞的成活率比较高，操作

简单方便，与酶消化法相比接种培养简便经济，污染

几率较小。

吉红［!-］等对草鱼前体脂肪细胞原代培养，第

# /圆形细胞开始贴壁且呈梭形、三角形等不规则形

状，第 $ / 形成局部单层汇合，部分细胞内出现小脂

滴，第 % / 分化的细胞增多，脂滴大小不等，第 B / 脂

滴汇合。

A::C DCEF</GH［!2］等对大西洋鲑鱼前体脂肪细

胞增殖和分化的研究，’- . 分离出较小的前体脂肪

细胞，-( . 后检测到增殖活动已经开始。继续培养

发现细胞继续增长并且邻近的细胞连接在一起。

$ /后培养的细胞显示一个非常长的细胞质，细胞以

非常快的速度增长直到 ! 周后融合。!! / 时，大多

数细胞包含大的脂质内含物。未分化的前体脂肪细

胞形态与成纤维细胞类似，细胞质中缺乏脂滴。在

前体脂肪细胞融合之前，其胞浆内什么也没有或者

偶尔有少量的小的脂质内含物。

本试验在组织块接种后 -( . 有细胞从组织块

周围迁出，第 # / 迁出的细胞增多，第 ( / 大多数细

胞融合，部分胞内出现小脂滴。与吉红和 A::C DCEI
F</GH 等的研究结果有所差异，这可能是由于实验所

采用的鱼种的区域性和鱼种不同造成。

鱼类为变温动物，对于冷水性鱼类来说，其细胞

培养的 适 温 是 - 3 ’- )；温 水 性 鱼 类 则 是 !$ 3
#% )［!;］。草鱼属温水性鱼类，最适生长温度在’2 )
左右。大鼠前体脂肪细胞采用 #% )作为最佳培养温

度［#I-］，虹鳟前体脂肪细胞采用 !( )［B］，大西洋鲑前

体脂肪细胞采用 !# )［!2］，红鲷前体脂肪细胞采用

’$ )［!!I!’］，本 试 验 离 体 培 养 的 草 鱼 脂 肪 细 胞 在

=>?> 4 @!’ 培养基，’2* 胎牛血清、’( ) 培养条件

下生长良好，这与吉红［!-］等的研究一致。

本研究利用组织块法对草鱼前脂肪细胞的离体

原代培养进行了初步探索，获得了较为满意的结果，

并成功地将草鱼脂肪细胞传至第 - 代；初步确立了

草鱼离体培养的较为适宜的培养条件，为今后草鱼

及鲤形目鲤科雅罗鱼亚科的细胞离体培养以及相应
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细胞系的建立奠定了实验基础。
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