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油酸诱导建鲤(Cyprinus carpio var. Jian) 

肝细胞脂肪变性模型的建立* 
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摘要    通过对油酸诱导时间及有效作用浓度的研究，建立油酸致建鲤肝细胞脂肪变性模型。本研

究以胰蛋白酶消化法获得的原代肝细胞作为实验材料，加入不同浓度油酸(0、0.05、0.1、0.2、0.4、

0.8 mmol/L)与肝细胞共培养 24–48 h，诱导肝细胞脂肪变性，分别收集不同时段的肝细胞及上清液，

采用试剂盒测定肝细胞中甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)的含量，同时测定上清培养液中谷丙转氨酶

(GPT)、谷草转氨酶(GOT)、γ-谷氨酰转肽酶(γ-GT)、乳酸脱氢酶(LDH)和超氧化物歧化酶(SOD)的

活性，MTT 法测定肝细胞的存活情况，确定油酸最佳诱导浓度，油红 O 染色法观察细胞内脂肪滴

的形成情况。研究结果显示，0.4 mmol/L 油酸与肝细胞共培养 48 h，可以显著提高肝细胞内 TG、

TC 含量(P﹤0.05 或 P﹤0.01)，极显著提高上清培养液中 GOT、GPT、LDH、γ-GT 的活性，显著降

低上清培养液中 SOD 的活性，但与 24 h 相比有升高趋势，0.4 mmol/L 油酸与肝细胞共培养 24 h，

光镜下可见细胞内有脂肪滴形成，以 48 h 最明显。综上所述，油酸浓度 0.4 mmol/L、诱导时间 48 h

成功构建了肝细胞脂肪变性模型，为研究鱼类脂肪肝类疾病奠定了基础。 
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近年来，鱼类脂肪肝的发病率呈不断扩大趋势。鱼

类脂肪肝是养殖过程中的一种常见病，已知容易发生此

病的鱼类有鲤鱼 (Cyprinus carpio)、鲫鱼 (Carassius 

auratus)、罗非鱼(Oreochromis sp.)等(赵蕾等, 2011)1)，

本病发病初期鱼类体型体色无明显变化，仅表现出食

欲不振、生长速度缓慢等症状；一旦病情严重，鱼体

色发黑、反应呆滞、昏迷翻转(彭勇鳌等, 2007)，如

果得不到及时治疗，病鱼往往不久便会死亡，对养殖

户造成很大的损失。肝脏是鱼体内重要的代谢器官，

肝脏如果发生病变或者损伤，常常导致机体抵抗力下

降而易受传染病影响。关于鱼类脂肪肝的发病原因，

有报道称其发病原因是由于营养不均衡造成肝脏脂

类代谢发生障碍，导致甘油三酯在肝细胞内异常堆积

(王菊花等, 2008; 李秀梅, 2001)；也有报道称是由于
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滥用抗生素或化学药物所致(向朝林, 2011)1)。关于此

病的防治，在实践中虽然已经摸索出某些中药或者西

药有一定效果(胡金城, 2004; 张盈娇等, 2009; 陈兴发; 

20082); 李国春, 2015)，但还没有获得理想的保肝药物。 

当前，国内外关于脂肪肝疾病的研究涉及对象主

要是人和哺乳动物(Xu et al, 2006)，而关于水产动物

方面的报道还相对较少且主要为体内研究，利用体外

培养的鱼肝细胞进行研究则更少。虽然已有报道用氧

化油脂成功制备草鱼脂肪肝细胞(肝细胞系 L8824)模

型(秦洁, 2012)3)，化学药物诱导青鳉鱼(Oryzias latipes)

脂肪肝变性模型(Kuwashiro et al, 2011)，但未见用鲤

鱼原代肝细胞来构建脂肪肝细胞变性模型的相关报道。 

本研究主要采用建鲤(Cyprinus carpio var. Jian)

原代肝细胞作为实验材料，用油酸来构建肝细胞脂肪

变性模型。肝细胞脂肪变性模型的成功构建，可以大

大缩短研发药物周期，提高筛选药物效率，为筛选治

疗鱼类脂肪肝类药物奠定良好基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验鱼     实验用建鲤取自中国水产科学研

究院淡水渔业研究中心渔场，健康，无伤，体重为 30 g

左右。取回后将建鲤饲养于循环水系统中，暂养 7 d。 

1.1.2  试剂和仪器    L15 培养基、油酸(二甲基亚

砜为助溶剂，终浓度不超过 0.1%)、PBS 溶液、链霉

素/青霉素购自美国 Sigma 公司；新生小牛血清(FCS)

购自杭州四季青生物工程材料有限公司；细胞培养板

购自美国康宁公司；谷丙转氨酶(GPT)、谷草转氨酶

(GOT)、甘油三酯(TG)、总胆固醇(TC)、γ-谷氨酰转

肽酶 (γ-GT)、乳酸脱氢酶 (LDH)和超氧化物歧化酶

(SOD)测定试剂盒购自南京建成科技有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  建鲤原代肝细胞的分离和培养    无菌条件 

下于超净台内取建鲤肝脏，用含双抗的 PBS 缓冲液

进行漂洗，修剪，加入浓度为 0.125%的胰蛋白酶消

化液，27℃水浴条件下消化 10–15 min。过滤，滤液用

PBS 缓冲液洗 3 次，采用梯度离心法(离心转数分别为

1100、900 和 800 r/min)分别离心 5 min。离心结束后

弃上清液，用含有 10%新生小牛血清(FCS)的 L-15 培

养基制成细胞悬液，台盼蓝染色法进行细胞存活率检

测，计数结束后将细胞接种于 24 孔培养板中，27℃

条件下培养。 

1.2.2  MTT 法确定油酸浓度    将肝细胞接种于 96

孔细胞培养板中，随机将其分为 6 个处理组，每组

设定 3 个重复，将不同浓度油酸(0、0.05、0.1、0.2、

0.4、0.8 mmol/L)与肝细胞进行共培养 24 h、48 h。

培养结束后，每孔加 50 μl 1×MTT 溶液，孵育 4 h

后，吸出上清液，每孔加 150 μl DMSO，放在平板

摇床上摇匀，使甲臜颗粒充分溶解，形成均匀的蓝

紫色溶液。使用酶标仪在 570 nm 波长处测定各孔吸

光度值。 

细胞存活率(%)=(OD 加药细胞/OD 对照细胞)×100 

1.2.3  油酸诱导肝细胞脂肪变性模型的建立    将

肝细胞接种于 24 孔培养板中培养 24 h 后进行后续实

验操作，设空白对照组和模型组，每组设定 4 个重复，

接种密度为 1×106/ml。空白对照组仅加入含有 10%新

生小牛血清(FCS)的 L-15 培养基，模型组中分别用含

0.05、0.1、0.2、0.4、0.8 mmol/L 的油酸与肝细胞共

培养 24 h、48 h。培养结束后，收集上层培养液及肝

细胞，于–20℃保存待用。 

1.2.4  油红 O 染色法观察肝细胞内脂肪滴的沉积情

况    将培养 24 h 和 48 h 的肝细胞爬片取出，用 PBS

进行清洗，然后采用 4%的多聚甲醛固定 30 min。肝

细胞染色操作参照南京建成科技有限公司油红 O 染

液说明书。脂肪变性细胞结果判定以细胞质内出现脂

肪滴为准。 

1.2.5  肝细胞及培养液中生化指标的测定    GOT、

GPT、TG、TC、γ-GT 等的测定参照试剂盒说明书。 
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1.2.6  统计学处理    实验数据采用 SPSS 16.0 软件

进行分析处理，各药物处理组与空白对照组之间采用

单因素方差分析法(One-way ANOVA)进行显著性分

析，结果以平均值±标准误(Mean±SE)表示。 

2  结果 

2.1  建鲤原代肝细胞的形态学观察 

采用胰蛋白酶消化液分离培养的肝细胞生长状

态良好，细胞存活率在 90%以上，可用于后续实验。

通过显微镜观察发现，刚分离的原代肝细胞呈透明圆

球状(图 1-A)，接种 4 h 后开始贴壁，培养 24 h 后，

多数细胞已经贴壁，肝细胞相互粘连，呈岛屿状连接

(图 1-B)，有个别细胞出现了伸展变形，活力较差的

肝细胞由于没有贴壁而呈悬浮状态。 

2.2  油酸对建鲤肝细胞存活率的影响 

由图 2 可以看出，油酸与肝细胞共培养 24 h 和

48 h 后，各浓度处理组的肝细胞存活率呈一定下降趋

势，2 个时间段 0.8 mmol/L 油酸均显著降低了肝细胞的

存活率(P＜0.01)，对肝细胞造成较严重损伤，0.4 mmol/L

及以下浓度油酸培养肝细胞 24–48 h 对细胞的活性无

显著影响。 

2.3  油酸对建鲤肝细胞上清培养液中 GOT、GPT、

LDH 活性的影响 

由图 3 可知，加入不同浓度的油酸与肝细胞共培

养 24 h 和 48 h 后发现，0.2、0.4、0.8 mmol/L 的油酸

可以不同程度升高肝细胞中 GOT、GPT、LDH 的活

性，与空白对照组相比，差异显著或极显著(P＜0.05

或 P＜0.01)。其中，随着培养时间的延长，肝细胞内

GOT、GPT 两种酶的释放量增加比较明显。 

2.4  油酸对建鲤肝细胞中 TG、TC 含量的影响 

由图 4 可以看出，与空白对照组相比，0.4、 

0.8 mmol/L 油酸可以诱导肝细胞内 TG、TC 含量显著

升高(P＜0.05 或 P＜0.01)，且随着时间延长，其含量

水平增加越明显。 

2.5  油酸对建鲤肝细胞上清培养液中 γ-GT 活力的

影响 

由图 5 可以看出，油酸与肝细胞共培养 24 h 后，

肝细胞中 γ-GT 活力无显著变化，共培养 48 h 后，0.4、

0.8 mmol/L 油酸诱导肝细胞内 γ-GT 活力显著升高(P＜

0.05 或 P＜0.01)。 

2.6  油酸对建鲤肝细胞上清培养液中 SOD 活力的

影响 

由图 6 可以看出，油酸与肝细胞共培养 24 h 后，

各药物处理浓度肝细胞内 SOD 活力明显下降，与空

白对照组相比，差异极显著(P＜0.01)。共培养 48 h

后发现，0.1、0.2、0.4、0.8 mmol/L 油酸可以显著降

低肝细胞的抗氧化能力(P＜0.05）。 

2.7  建鲤肝细胞内脂肪的蓄积情况 

油红 O 染色后显微镜下观察肝细胞内脂肪的蓄

积情况发现，空白对照组的细胞边缘整齐，细胞核清

晰可见，细胞核大且呈蓝色，细胞内可见少量脂肪滴

(图 7-A)。0.4 mmol/L 油酸处理肝细胞 24 h 后，与空

白对照组相比，细胞边缘以及细胞核稍显不清晰，细

胞内出现较大红色脂肪滴，脂肪变性细胞明显比空白

对照组多(图 7-B)；0.4 mmol/L 油酸处理肝细胞 48 h

后，细胞内堆积了大量脂肪滴，部分脂肪滴出现融合

现象，此时间段脂肪变性细胞最多(图 7-C)。 

 

 
 

图 1  建鲤肝细胞形态 
Fig.1  Morphology of hepatocytes of C. carpio var. Jian 

A: 4 h, ×100; B: 24 h, ×200 
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图 2  油酸对建鲤肝细胞存活率的影响 
Fig.2  Changes in the survival rate of the hepatocytes of  

C. carpio var. Jian induced by oleic acid 

与空白对照组相比较，*为 P<0.05; **为 P<0.01，下同 
*: P <0.05; **: P<0.01, compared to the control group, the 

same as below 
 

 
 

图 3  油酸对建鲤肝细胞上清液中 GOT(A)、 

GPT(B)和 LDH(C)活性的影响 
Fig.3  The changes in activities of GOT(A), GPT(B), and 

LDH(C) in the supernatant of the hepatocytes of C. carpio var. 
Jian induced by oleic acid 

 

3  分析与讨论 

鱼类脂肪肝是一种养殖过程常见的营养性疾病

(张水波, 2011)。鱼类所摄取的脂肪主要存储于肝脏

内，容易造成脂肪在鱼体内聚集，形成脂肪肝疾病。

为了缓解脂肪肝疾病给水产养殖业造成的影响，急需

研发能够预防和治疗脂肪肝疾病的药物。研究人员对

脂肪肝类疾病进行了大量研究，但关于脂肪肝类疾病

的具体发病机制还未探明(邱德凯, 2001)。目前，在学

术界普遍认可的理论是“二次打击学说”，该学说认为

氧化应激反应在对肝脏损伤的过程中起到了关键作

用，加剧了脂肪肝类疾病的发生(董姝等, 2012; 刘树军

等, 2007)。本研究利用分离的原代肝细胞作为实验材

料来构建脂肪肝细胞损伤模型，可以更好地模拟在体

鱼类肝组织损伤，同时也可以在很大程度上缩短筛选

保肝药物的研发周期。已有研究报道称，酒精、化学药

物、脂肪乳等成功构建了脂肪肝细胞变性模型(杨林辉

等 ,  2 0 0 7 ;  张红锋等 ,  2 0 0 2 ;  廖于等 ,  2 0 1 0 )。 

本研究设置不同浓度油酸与建鲤肝细胞共培养

24–48 h，诱导建鲤肝细胞发生变性。利用油酸来构

建脂肪肝细胞变性模型，符合非酒精性脂肪肝的病理

过程，为深入研究非酒精性脂肪肝的发病机制研究提

供了良好的技术手段(刘江等, 2009)。GOT、GPT 是

临床上常被用来判定肝脏是否正常的经典指标，在肝

炎、脂肪肝等疾病测定时常常会发现，这 2 种转氨酶的

活性升高，并以此作为肝脏功能异常的依据(李彦娜, 

2015; 颜宏华, 2015)。在本研究中，随着油酸浓度的

不断提高以及作用时间的延长，与空白对照相比，

GOT、GPT 两种酶的活性显著升高(P＜0.01)，这说

明在一定程度上油酸对肝细胞造成了损伤，致使细胞

膜通透性增加，使得肝细胞内的酶类物质从细胞内释

放出来，从而使这 2 种酶的活性增加。 
 

 
 

图 4  油酸对建鲤肝细胞中 TG(A)、TC(B)含量的影响 

Fig.4  The changes in contents of TG(A), and TC(B) in the 
hepatocytes of C. carpio var. Jian induced by oleic acid 

 

 
 

图 5  油酸对建鲤肝细胞上清液中 γ-GT 活性的影响 

Fig.5  The changes in activity of γ-GT in the supernatant of 
C. carpio var. Jian hepatocytes induced by oleic acid 

 

 
 

图 6  油酸对建鲤肝细胞上清液中 SOD 活性的影响 

Fig.6  The changes in SOD activity in the supernatant of 
Jian Carp hepatocytes induced by oleic acid 
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图 7  油红 O 染色后建鲤的肝细胞形态 (×400) 
Fig.7  Morphological changes and lipid accumulation in C. carpio var. Jian hepatocytes after Oil Red O staining (×400) 

A: 空白对照组; B: 0.4 mmol/L 油酸诱导 24 h; C: 0.4 mmol/L 油酸诱导 48 h 
A: Negative control; B: Treated with 0.4 mmol/L oleic acid for 24 h; C: Treated with 0.4 mmol/L oleic acid for 48 h 

 

γ-谷氨酰转移酶 (γ-GT)是一种主要分布于肾、

肝、胰等脏器的肽转移酶，临床上常被用作肝脏疾

病检测辅助指标。孙琳等(2014)认为，γ-GT 与肝脏

疾病存在一定关联，能够反映肝脏炎症及纤维化情

况，当肝脏出现异常时，γ-GT 活力值会升高。本研

究中，0.4、0.8 mmol/L 油酸与肝细胞共培养 48 h 后，

γ-GT 活力明显升高，这是由于油酸破坏了肝细胞内

的酶系统，引发了代谢障碍，导致了肝细胞变性，

致使其活性升高，本结果与李瑞芳(2015)的实验结果

类似。 

乳酸脱氢酶(LDH)是一种广泛存在于肝、肾等组

织中的糖酵解酶，是肝功能检查中的一项重要指标，

肝脏等组织受到损伤可引起其活性升高 (Jia et al, 

2014; Gupta et al, 2015)。LDH 共有 5 种同工酶，而与

肝功能有关联的同工酶主要是 LDH4 和 LDH5，当肝

细胞受损伤时，肝细胞就会释放大量的 LDH4 和

LDH5，使得 LDH5 与 LDH4 比值变大，临床上常常

把二者比值大于 1 作为肝损伤的信号指标。本研究

中，各浓度 LDH 活性在 24 h 和 48 h 两个时间段，均

表现出活性显著升高，表明油酸对肝细胞造成了较明

显损伤，使得 LDH 催化丙酮酸与 L-乳酸之间的还原

与氧化反应出现了紊乱。 

肝脏是动物体内重要的代谢器官，机体发生脂肪

肝疾病主要是肝脏的脂肪代谢能力出现异常，造成肝

脏内甘油三酯(TG)在肝细胞内过多蓄积(张海苗等 , 

2015)。总胆固醇(TC)包括游离胆固醇和胆固醇酯，

是构成细胞膜的主要成分，可用作脂代谢指标，当胆

固醇的酯化发生障碍时，就会造成肝脏合成胆固醇的

能力增强，发生肝损伤后，主要是造成游离胆固醇含

量升高(Dixon et al, 2004; Tainaka et al, 2011)。本研究

中，0.4、0.8 mmol/L 油酸可以显著增加肝细胞中 TG、

TC 含量(P＜0.05 或 P＜0.01)，说明油酸对肝细胞造

成了较为严重的损伤。卢荣华等(2015)利用脂肪乳构

建草鱼肝细胞脂肪变性研究也发现，脂肪乳明显造成

肝细胞内甘油三酯的升高。 

当机体发生脂肪肝疾病时，机体抗氧化系统就会

出现失衡状态，导致大量氧自由基的产生。超氧化物

歧化酶(SOD)是生物体内重要的抗氧化酶，SOD 可以

清除体内过多的氧自由基，保护组织免受氧自由基的

侵害(Hammes et al, 2012; Du et al, 2008)。本研究中，

油酸各浓度处理组与肝细胞共培养 24 h 后，SOD 活

性显著降低(P＜0.01)，这说明一定浓度油酸诱导肝细

胞损伤，而在油酸作用 48 h 后，SOD 活性有所恢复，

说明机体自身也在不断抵抗氧自由基给肝细胞带来

的损害，努力使抗氧化系统恢复正常。 

4  结论 

本研究利用油酸成功建立了建鲤肝细胞脂肪变

性模型，且油酸浓度在 0.4 mmol/L、作用时间为 48 h

构建效果最好。本实验模型的成功建立，可以较好模

拟鱼类脂肪肝的特征，为后期筛选保肝类药物提供了

很好的技术手段，对于深入研究鱼类脂肪肝的发病机

制也具有重要意义。 
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Oleic Acid Induced Hepatocyte Steatosis Model in Jian Carp  
(Cyprinus carpio var. Jian) 

DU Jinliang1,2, CAO Liping1,2, JIA Rui1,2, WANG Tao3, GU Zhengyan3,  
ZHANG Chunyun3, LUO Renjun3, XU Pao1,2,3①, YIN Guojun1,2,3① 

(1. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries 
Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi  214081;  

2. International Joint Research Laboratory for Fish Immunopharmacology, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese 
Academy of Fishery Sciences, Wuxi  214081;  

3. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi  214081) 

Abstract    Fatty liver was a common disease in aquaculture. In recent years, the occurrence of fatty 

liver in fish has significantly increased, but the mechanism of this disease remains unclear. Most 

researches have focused on the pathogenesis of the disease, while little is known at the cellular level. In 

this study, we used primary hepatocyte culture of Jian Carp (Cyprinus carpio var. Jian) as the 

experimental material, and induced the hepatocyte injury by optimal exposure (dose and time) to oleic 

acid. The hepatocytes of Jian Carp were isolated and purified with trypsin digestion and then were 

cultured in a medium. To identify the proper concentration of oleic acid, the hepatocytes were treated with 

a gradient of concentrations (0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mmol/L) for 24–48 h, and the supernatants and 

hepatocytes were then collected at different time points. We measured the contents of multiple 

biochemical parameters in the collected samples, including triglyceride (TG) and the total cholesterol 

(TC), as well as the activities of enzymes such as alanine aminotransferase (GPT), aspartate 

aminotransferase (GOT), γ-glutamyltranspeptidase (γ-GT), lactate dehydrogenase (LDH), and superoxide 

dismutase (SOD). We also determined the survival rate of hepatocytes using the MTT method. Lipid 

droplets in the cells were observed using the oil red staining method. Our results suggested that the 

cultured hepatocytes grew properly with a normal morphology, and that the hepatocytes could be used for 

the study of lipid metabolism. After the oleic acid treatment at different concentrations of oleic acid for 

24–48 h, we found that the exposure to 0.4 mmol/L oleic acid for 48 h significantly elevated the levels of 

GOT, GPT, LDH, TG,TC, and γ-GT, but reduced the activity of SOD (P﹤0.05 or P﹤0.01). Lipid 

droplets were detected in the hepatocytes under light microscope after the treating with 0.4 mmol/L oleic 

acid for 24–48 h. The biochemical indices described above indicated that 0.4 mmol/L oleic acid and 48 

hours could be the optimal conditions to induce hepatocyte steatosis in cultured hepatocytes. Therefore, in 

this study we successfully established a hepatocyte steatosis model that will be a useful tool in the future 

study of fatty liver disease in fish. 

Key words    Jian carp (Cyprinus carpio var. Jian); Hepatocyte steatosis; Oleic acid 
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