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油酸诱导花鲈肝细胞脂肪沉积模型的建立及

二甲双胍对脂肪沉积的影响

李　 磊， 周文豪， 蔡林森， 鲁康乐， 张春晓

（集美大学水产学院， 福建 厦门 ３６１０２１）

［摘要］ 为研究鱼类脂肪肝的发生机制及控制方法， 以及研究二甲双胍对花鲈肝细胞脂肪沉积的缓解

作用， 以花鲈原代肝细胞为研究对象， 通过油酸诱导的方法建立肝细胞脂肪沉积模型， 用不同浓度的油酸

（０、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 培养花鲈原代肝细胞， 并测定细胞内甘油三酯 （ ＴＧ）、 总胆固醇 （ ＴＣ） 及上

清液谷草转氨酶 （ＡＳＴ）、 谷丙转氨酶 （ＡＬＴ）、 乳酸脱氢酶 （ ＬＤＨ） 水平， 确定油酸适宜浓度。 同时， 利

用此模型观察二甲双胍对脂肪沉积的影响。 研究结果显示： ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 油酸诱导培养肝细胞 ４８ ｈ， 肝细胞

ＴＧ 及 ＴＣ 含量显著高于对照组， 上清液 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 与 ＬＤＨ 活性显著高于对照组， 细胞内有明显脂肪滴， 且

此时肝细胞存活率较高， 肝细胞变形较多。 在此基础上， 观察研究二甲双胍对花鲈肝细胞脂肪沉积的影响，
设对照组、 油酸和二甲双胍组， 培养肝细胞 ４８ ｈ， 收集细胞和上清液。 结果显示， 二甲双胍可显著降低肝

细胞 ＴＧ、 ＴＣ 的含量， 以及上清液 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 与 ＬＤＨ 的活性。 综上所述， 用含 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 油酸培养基培养

肝细胞 ４８ ｈ 可建立肝细胞脂肪沉积模型， 二甲双胍可缓解油酸引起的肝细胞脂肪沉积。
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０　 引言
鱼类营养性脂肪肝病是养殖鱼类最常见的营养代谢疾病， 其特征为肝脏内脂肪沉积过多、 病鱼生

长缓慢、 饲料系数升高、 抗应激能力下降， 当遭受高温、 高氨氮等环境应激时会导致群体死亡， 严重

影响鱼类养殖的健康可持续发展［１ － ２］ 。 虽然， 产业界进行了多年的防控实践， 但因对其发生机制缺乏

深入了解， 不能有效防止其发生。 因此， 开展鱼类营养性脂肪肝发生机制及调控的研究较为迫切。
为研究鱼类脂肪肝的发生机制， 众多学者运用动物模型和体外细胞模型开展相关研究。 细胞模型

具有条件可控、 实验周期短、 干扰因素少等优点， 被广泛应用于脂肪肝的研究［３］ 。 因此， 本实验旨

在建立肝细胞脂肪沉积模型， 为研究鱼类脂肪肝的发生机制提供实验材料。 花鲈是一种海水肉食性鱼

类， 因味道鲜美而被广泛养殖， 其年产量位居全国海水鱼产量第 ３ 位， 但在养殖过程中易发脂肪肝，
这是限制其健康养殖的主要因素之一［４ － ５］ 。 目前对花鲈脂肪肝的研究较少， 其体外细胞模型尚未见报

道。 相比体外细胞模型， 活体脂肪肝模型因实验周期长、 干扰因素多等原因， 使研究存在一定的困

难。 为此， 参考哺乳动物的体外细胞模型的方法， 本研究将采用油酸诱导的方法建立花鲈原代肝细胞

脂肪沉积模型， 为后期研究花鲈的脂肪肝发生提供实验材料。
二甲双胍， 为一种医学上最广泛使用的降脂药物［６］ 。 有研究表明， 二甲双胍对哺乳动物的脂肪

肝有一定的治疗作用［７ － ８］ ， 但二甲双胍对鱼类脂肪肝是否有缓解作用尚不得而知。 本实验将探讨二甲

双胍对鱼类脂肪肝的缓解作用， 以期为鱼类脂肪肝的调控提供理论基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

实验用鱼： 体重约为 ５０ ｇ 的健康花鲈。
实验试剂： Ｌ － １５ 培养基、 胎牛血清、 ＰＢＳ 溶液、 青链霉素混合液， 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公

司； 油酸 （ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ＯＡ） 购自美国 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司； 甘油三酯 （ＴＧ）、 总胆固醇 （ＴＣ）、 谷草转氨酶

（ＡＳＴ）、 谷丙转氨酶 （ＡＬＴ）、 乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ） 测定试剂盒购自南京建成科技有限公司。
１􀆰 ２　 花鲈原代肝细胞的分离与培养

无菌条件下于超净工作台内取花鲈肝脏， 用 ７５％ （体积分数） 医用酒精浸泡灭菌 ３０ ｓ， 取出放

置于 １０ ｍＬ 离心管内， 加入含 １％ （体积分数） 青链霉素混合液的 ＰＢＳ 缓冲液， 用灭菌手术剪剪碎至

１ ｍｍ 大小， 再用 ＰＢＳ 缓冲液清洗三次， 至上清液澄清； 加入 ０􀆰 ２５％ （体积分数） 的胰蛋白酶， 充分

吹打， 于室温下消化 １０ ～ １５ ｍｉｎ； 过 １００ 目细胞过滤筛， １５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清； 再加入红

细胞裂解液裂解 ７ ｍｉｎ， １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４ ｍｉｎ， 弃上清， 若还有红细胞残留， 则重复此步骤； 然后加

入含 １５％ （体积分数） 胎牛血清的 Ｌ － １５ 培养基重悬， 按细胞悬液与 ６０％ （体积分数） ｐｅｒｃｏｌｌ 分离

液 １∶ ２ （体积比） 进行分离， ４ ℃ ， ５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ， 弃上清； 用培养基重悬细胞， 用细胞计数

器计数， 细胞接种密度为 １ × １０６ ｍＬ － １ 。 计数结束后将细胞接种于培养瓶中， 于 ２５ ℃条件下培养。
１􀆰 ３　 不同油酸浓度培养基培养原代肝细胞

将花鲈肝细胞接种于 １２ 孔板上， 将其分为 ４ 个浓度处理组， 每个浓度设置 ３ 个重复， 待细胞完

·２·
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全贴壁后， 分别加入不同浓度的油酸 （０、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 油酸浓度参考文献 ［９］）， 分别

培养细胞 ２４， ４８ ｈ。 培养前先将油酸与 ＮａＯＨ 溶液进行皂化以生成油酸钠， 然后按设定浓度添加到各

组培养基中。
１􀆰 ４　 肝细胞存活率测定

培养结束后， 向每个孔内加入 ５０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液， 孵育 ４ ｈ， 随后弃上清， 每孔加入 ＤＭ⁃
ＳＯ 溶液 １５０ μＬ， 于平板摇床上摇匀， 使其形成均一的蓝色溶液， 测定其在 ５７０ ｎｍ 波长的吸光度值

Ａ， 计算细胞存活率， 公式为： 细胞存活率 （％ ） ＝ ［（Ａ实验组 － Ａ空白组） ／ （Ａ对照组 － Ａ空白组）］ × １００％ 。
１􀆰 ５　 肝细胞脂肪沉积与生化指标的分析

油红 Ｏ 染色： 将油酸处理 ２４、 ４８ ｈ 后的细胞移除掉培养基， 先用 ＰＢＳ 清洗两次， 再用 ＯＲＯ Ｆｉｘａ⁃
ｔｉｖｅ 固定液固定 ３０ ｍｉｎ； 弃去固定液， 用蒸馏水浸洗两次， 加入 ６０％ （体积分数） 异丙醇浸洗 ５ ｍｉｎ；
弃去异丙醇， 加入新配制的 ＯＲＯ Ｓｔａｉｎ， 浸染 ２０ ｍｉｎ； 弃去染液， 水洗三次， 直至无多余染液； 加入

Ｍａｙｅｒ 苏木素染色液， 复染核 １ ～ ２ ｍｉｎ； 弃去染液后水洗 ２ ～ ５ 次； 加入 ＯＲＯ Ｂｕｆｆｅｒ １ ｍｉｎ， 弃去； 加

入蒸馏水覆盖细胞并在显微镜下观察。
上清液 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 与 ＬＤＨ 的测定： 将细胞培养板中的上清液收集在离心管中， 置于离心机中以

１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速在 ４ ℃下离心 １０ ｍｉｎ， 得到上清液， 然后参照南京建成试剂盒说明书进行测定。
肝细胞 ＴＧ 与 ＴＣ 含量的测定： 吸去上清液之后， 使用预冷的 ＰＢＳ 缓冲液清洗板底 ２ ～ ３ 次， 然后

可以使用细胞刮刀将细胞直接刮下来， 或者用 ０􀆰 ２５％ （体积分数） 的胰蛋白酶室温消化 ５ ｍｉｎ 左右，
加含血清的新鲜培养基终止消化， 用枪头轻轻吹打使细胞脱落， 再将所有液体吸出转移至离心管后，
１０００ ｒ ／ ｍｉｎ、 ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ， 弃去上清留细胞沉淀， 使用适量预冷的 ＰＢＳ 缓冲液重悬细胞， 以同样

的条件再次离心， 弃上清保留沉淀待用。 ＴＧ 与 ＴＣ 含量的测定参照南京建成试剂盒说明书。
１􀆰 ６　 二甲双胍对肝细胞脂肪沉积的影响

实验设置 ３ 个处理组： 对照组、 油酸组、 二甲双胍组。 对照组： 用正常培养基培养花鲈原代肝细

胞； 油酸组： 在正常培养基中加入 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 油酸 （此浓度根据 １􀆰 ３ 部分筛选）； 二甲双胍组： 在油

酸组的基础上加入 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的二甲双胍 （据前期研究， 此浓度为对细胞无伤害作用的最高浓度）。
培养肝细胞 ４８ ｈ 后， 收集细胞， 测定相关指标。
１􀆰 ７　 数据统计

实验数据采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 软件进行分析处理， 采用单因素方差分析法 （ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ Ｄｕｃａｎ）
进行显著性分析， 结果以平均值 ± 标准误差 （Ｍｅａｎ ± ＳＥ） 表示。

２　 结果
２􀆰 １　 培养基油酸浓度对原代肝细胞存活率的影响

结果如表 １ 所示， 培养基油酸的不同浓度显著影响肝细胞存活率。 培养 ２４ ｈ 后， 随油酸浓度的

升高， 肝细胞存活率呈下降趋势， 当油酸浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 存活率为 ８４％ ； 当油酸浓度为

０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时， 细胞存活率只有 ４１％ ， 显著低于其他各组。 培养 ４８ ｈ 后， ０􀆰 ４ 和 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 油酸组

的细胞存活率进一步降低。
表 １　 培养基油酸浓度对原代肝细胞存活率的影响

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

培养时间 ／ ｈ
Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

培养基油酸浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ）
０ ０． ２ ０． ４ ０． ８

２４ ９８． ００ ± １． １０ｃ ９７． ００ ± １． ００ｃ ８４． ００ ± １． ００ｂ ４１． ００ ± ３． ０３ａ

４８ ９６． ００ ± ２． １０ｃ ９５． ００ ± １． ０１ｃ ６７． ００ ± １． ００ｂ ３６． ００ ± １． ００ａ

　 　 说明： 同一行上标间不同字母表示差异显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。
Ｎｏｔｅ： Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５） ．
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

２􀆰 ２　 培养基油酸浓度对原代肝细胞脂肪含量的影响

由表 ２ 可知： 经不同浓度的油酸处理后， 肝细胞内的 ＴＧ 和 ＴＣ 含量都有不同程度上升； 油酸浓

度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 培养 ２４， ４８ ｈ 后， 细胞内 ＴＧ 和 ＴＣ 含量均显著高于其他各组， 说明 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的油酸浓度能够诱导原代肝细胞的脂肪沉积。

表 ２　 培养基油酸浓度对原代肝细胞甘油三酯（ＴＧ）和胆固醇（ＴＣ）含量的影响

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｎ ＴＧ ａｎｄ ＴＣ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

指标
Ｉｎｄｅｘ

培养时间 ／ ｈ
Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

培养基油酸浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ）
０ ０． ２ ０． ４ ０． ８

ρ（ＴＧ） ／ （μｍｏｌ·ｇ － １ ）
２４ ５８． １６ ± ０． ３２ａ ６１． ３３ ± ０． ６５ｂ １１２． １７ ± １． ０５ｄ ８４． ４０ ± ０． ６４ｃ

４８ ５６． ７７ ± ０． ８３ａ １３３． ７０ ± ０． ９５ｃ １４５． ４７ ± ０． ５３ｄ １２３． ４３ ± ０． ４９ｂ

ρ（ＴＣ） ／ （μｍｏｌ·ｇ － １ ）
２４ ５１． ７１ ± ０． ８８ａ ６３． ３０ ± １． ２ｂ ９１． ４０ ± ０． ５５ｄ ７３． ７１ ± １． ７６ｃ

４８ ５３． ００ ± ２． ０４ａ ９６． ７１ ± ０． ２３ｂ １１４． ５０ ± ０． ９１ｄ １０３． ００ ± １． １５ｃ

　 　 说明： 表格中同行上标间不同字母表示差异显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。
Ｎｏｔｅ： Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５） ．

２􀆰 ３　 上清液中 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 与 ＬＤＨ 活性

由表 ３ 可知： 经不同浓度的油酸处理后， 上清液的 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 与 ＬＤＨ 活性 （ｚ） 都有不同程度上升。
油酸浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 培养 ２４， ４８ ｈ 后， 上清液的 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 活性均显著高于其他各组， 说明这

一处理的肝细胞损伤较严重； 而上清液 ＬＤＨ 活性， 油酸 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 组显著高于其他各组。

表 ３　 培养基油酸浓度对上清液中 ＡＳＴ、ＡＬＴ 和 ＬＤＨ 活性的影响

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｎ ＡＳＴ，ＡＬＴ ａｎｄ ＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

酶活性
Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

培养时间 ／ ｈ
Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

培养基油酸浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ／ （ｍｍｏｌ·Ｌ － １ ）
０ ０． ２ ０． ４ ０． ８

ｚ（ＡＳＴ） ／ （Ｕ·Ｌ － １ ）
２４ ５． ９５ ± ０． ２２ａ １４． ５３ ± ０． ４６ｂ ２０． ０１ ± ０． ４６ｃ １４． １５ ± ０． ５１ｂ

４８ ５． ３２ ± ０． ３４ａ ６． ８７ ± ０． ３４ｂ ９． ０４ ± ０． ４４ｃ １１． ４７ ± ０． ２６ｄ

ｚ（ＡＬＴ） ／ （Ｕ·Ｌ － １ ）
２４ ８． ５７ ± ０． ３２ａ １４． ７６ ± ０． ２１ｂ １８． ０７ ± ０． ７５ｄ １１． ６６ ± ０． ４９ｃ

４８ ７． ５３ ± ０． ５５ａ ２４． ９０ ± ０． ５５ｃ ２７． １４ ± ０． ３７ｄ ２０． ４２ ± ０． ５５ｂ

ｚ（ＬＤＨ） ／ （Ｕ·Ｌ － １ ）
２４ ２０． １１ ± ０． ６４ａ ３６． ４９ ± ０． ９８ｄ ２４． ５７ ± １． ２９ｂ ２９． ４１ ± １． ３４ｃ

４８ １８． ２４ ± ０． ９８ａ ３２． ３９ ± １． ７１ｃ ２６． ４４ ± １． ３４ｂ ２３． ０８ ± １． ３４ｂ

　 　 说明： 表格中同行上标不同字母表示差异显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。
Ｎｏｔｅ： Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５） ．

２􀆰 ４　 二甲双胍对花鲈原代肝细胞脂肪沉积的影响

由表 ４ 可知： 与对照组相比， 油酸组 ＴＧ、 ＴＣ 含量均有不同程度升高， ＡＳＴ、 ＡＬＴ、 ＬＤＨ 活性上

升； 二甲双胍组相比高脂组， 其各项数据均下降。 由此可见， 二甲双胍可缓解由油酸引起的肝细胞脂

肪沉积与肝细胞损伤。

表 ４　 二甲双胍对肝细胞脂肪沉积的影响

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｏｎ ｆａｔｔｙ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ

指标 Ｉｎｄｅｘ 对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０． ４ｍｍｏｌ ／ Ｌ 油酸组 Ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｇｒｏｕｐ 二甲双胍组 Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ ｇｒｏｕｐ

ρ（ＴＧ） ／ （μｍｏｌ·ｇ － １ ） ４７． ２５ ± ０． １７ａ ５６． ９４ ± ０． ７２ｃ ５０． ７１ ± ０． ９５ｂ

ρ（ＴＣ） ／ （μｍｏｌ·ｇ － １ ） ８０． １１ ± ２． １０ａ １１０． ０１ ± ２． ０１ｃ ９６． ００ ± １． １０ｂ

ｚ（ＡＳＴ） ／ （Ｕ·Ｌ － １ ） ４． ４２ ± ０． １６ａ ６． １４ ± ０． ２５ｃ ５． ２５ ± ０． ２２ｂ

ｚ（ＡＬＴ） ／ （Ｕ·Ｌ － １ ） ８． ９９ ± ０． ４６ａ １３． ９０ ± ０． ２８ｃ １０． ６６ ± ０． ３８ｂ

ｚ（ＬＤＨ） ／ （Ｕ·Ｌ － １ ） １７． ０５ ± ０． ４１ａ ２６． ４４ ± １． ３４ｂ ２０． １２ ± ０． ６５ａ

说明： 同行上标不同字母表示差异显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。
Ｎｏｔｅ： Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ， ｖａｌｕｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５） ．
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ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

２􀆰 ５　 花鲈原代肝细胞的形态学观察

如图 １ａ 所示， 用胰蛋白酶消化法分离的原代肝细胞生长状态良好， 刚消化下来的细胞形态圆润，
单个散在分布， 呈透明球形。 接种后 ６ ｈ 开始贴壁， ２４ ｈ 后基本全部贴壁， 少数未贴壁细胞为消化过度

而死亡的细胞。 ４８ ｈ 后， 细胞变形显著、 代谢旺盛、 活力强， 贴壁后的细胞相互联结， 细胞扁平呈铺路

石样 （见图 １ｂ）。 此外， 油红 Ｏ 染色结果显示， 空白对照组细胞内可见少量脂滴， 用 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 油酸

培养基培养肝细胞 ２４ ｈ 后， 细胞内脂滴数显著增加， 肝细胞脂肪滴沉积较多 （见图 ２ｂ）。

图 1 培养的花鲈原代肝细胞

Fig.1 Cultured primary hepatocytes of Lateolabrax japonicus

a) 刚分离的肝细胞
Newly isolated hepatocytes

b) 培养 48 h 的原代肝细胞
Primary hepatocytes cultured for 48 hours

图 2 油酸培养的原代肝细胞油红 O 染色

Fig.2 Oil red O staining of primary hepatocytes cultured with oleic acid

a) 对照组
Control group

b) 0.4 mmol/L 油酸组
0.4 mmol/L oleic acid group

３　 讨论
鱼类脂肪肝给养殖业带来巨大的经济损失［１０ － １１］ ， 但目前因对发生机制缺乏了解而不能有效遏制

其发生。 为了准确、 方便地研究脂肪肝的发生机制， 合适的实验材料不可或缺， 因此本实验以花鲈原

代肝细胞作为实验材料来构建肝细胞脂肪过度沉积模型， 可以模拟在体鱼类肝脏脂肪沉积， 使实验材

料获取便利， 同时缩短筛选抗脂肪物质的实验周期。 已有科研工作者使用酒精、 化学药物、 脂肪乳等

成功构建了肝细胞脂肪过度沉积模型［３，１２ － １４］ 。 因鱼类脂肪肝发生的主要原因是脂肪摄入过多， 本研

究用油酸作用于花鲈肝细胞， 能更好地模拟实际养殖过程中的脂肪沉积现象。
本研究设置不同浓度油酸 （０， ０􀆰 ２， ０􀆰 ４， ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 与花鲈原代肝细胞共培养 ２４， ４８ ｈ， 诱

导肝细胞发生脂肪沉积。 从脂肪沉积的效果看： 油酸浓度为 ０ ～ ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 范围内时， 脂肪沉积随油

·５·
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酸浓度升高而升高， 但当油酸浓度为 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 脂肪沉积反而会较 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时低， 这可能是

由于过高的油酸浓度会导致肝细胞凋亡或死亡增多， 或者负反馈而抑制脂肪的吸收。 本实验中的肝细

胞存活率也进一步证实了这点， 当油酸浓度为 ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 肝细胞的存活率会显著低于其他各组。
综合细胞存活率和脂肪沉积的指标， 当油酸浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 比较适合构建花鲈原代肝细胞脂

肪沉积模型。 此外， 对肝细胞的形态进行分析发现， 当培养 ４８ ｈ 后， 肝细胞变形增多， 细胞呈岛状，
比较符合原代肝细胞特征， 且细胞存活率大于 ６０％ ， 能够达到细胞收集的要求。 因此， 油酸浓度为

０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 培养 ４８ ｈ 的肝细胞比较适合作为研究花鲈肝细胞脂肪沉积的体外模型的实验材料。
谷草转氨酶 （ＡＳＴ）、 谷丙转氨酶 （ＡＬＴ） 是临床上常被用来判定肝脏是否损伤的经典指标， 在

肝炎、 脂肪肝等疾病测定时均有重要的指示意义， 这两种转氨酶在血清中活性的升高， 常作为肝脏功

能异常的依据［１５ － １７］ 。 同时本实验测定了上清液中 ＡＳＴ、 ＡＬＴ 的活性， 在培养 ２４ ｈ 后， 各浓度油酸组

的转氨酶活性均高于对照组， 说明肝细胞已经受到了损伤， 而导致转氨酶释放到上清液中， 这也与用

高脂饲料投喂鱼体会导致血清转氨酶活性增高的现象一致［１８］ 。 此外， 乳酸脱氢酶 （ ＬＤＨ） 是广泛存

在于肝、 肾等组织中的酶， 任何原因导致的肝细胞损伤都可以导致 ＬＤＨ 从胞质内逸出， 导致培养液

中的 ＬＤＨ 含量升高［１９ － ２０］ 。 本实验测定的各油酸组 ＬＤＨ 活性均高于对照组， 也证实了油酸培养会导

致肝细胞的损伤， 而这种损伤正是由于脂肪过度沉积导致的， 与活体养殖实验相似。 且 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
油酸组上清液中 ＬＤＨ 活性最高， 显著高于其他各组。 低浓度油酸组反而会比高浓度油酸组 ＬＤＨ 活性

高的原因在于， 高浓度的油酸组有较低的细胞存活率， 细胞数量少了使所产生 ＬＤＨ 的量也会减少，
因此上清液中活性会低。

二甲双胍是一种经典的降脂药物， 它通过抑制线粒体复合物 Ｉ 和线粒体的氧化磷酸化， 激活

ＡＭＰＫ 途径， 促进脂肪酸进行 β 氧化， 减少脂肪合成， 从而达到对脂肪代谢的改善作用［２１ － ２３］ 。 本实

验为了进一步探究鱼类脂肪肝的防治方法， 也选用了二甲双胍， 研究其对肝细胞脂肪沉积的改善作

用。 本实验结果表明， 二甲双胍对油酸诱导的花鲈肝细胞脂肪沉积模型有缓解作用， 可作为鱼类脂肪

肝防治的药物之一。

４　 结论
本实验用油酸诱导法建立了花鲈肝细胞脂肪沉积模型， 当油酸浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 与肝细胞培

养 ４８ ｈ， 肝细胞脂肪沉积严重， 与活体呈现相同的脂肪肝症状。 这为研究花鲈的脂肪肝发病机制提供

了实验材料。 此外， 本实验发现二甲双胍能缓解肝细胞脂肪沉积， 为鱼类脂肪肝的防治提供了理论

基础。
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