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摘要:为获得罗非鱼腹腔巨噬细胞体外分离培养条件和培养形态特征，试验在不同饲养温度和时间点注射角鲨

烯的奥尼罗非鱼进行腹腔巨噬细胞分离; 通过培养基血清筛选和瑞氏染色对分离的巨噬细胞进行了体外培养及其形

态观察。结果表明，19 ～ 25℃饲养温度有利于腹腔巨噬细胞分离，大于 28℃对分离效果有明显影响; 注射角鲨烯后 48
～ 72 h是分离腹腔巨噬细胞最佳时期; 体外培养显示自体血清有利于罗非鱼腹腔巨噬细胞的存活与生长，胎牛血清
不适于罗非鱼腹腔巨噬细胞培养。同时，罗非鱼腹腔巨噬细胞体外培养具有哺乳动物巨噬细胞相似特征，形态不规
则、核浆比值低、贴壁生长、可形成多核巨大细胞。为下一步研究罗非鱼腹腔巨噬细胞免疫学功能奠定了基础。
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Separation and Cultivation of Tilapia Peritoneal Macrophage
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Abstract: In order to study factors that influence the separation and culture of tilapia peritoneal macrophages，
and to recognition the characteristic of tilapia peritoneal macrophages ． In the study，We separated macrophages from
peritoneal cavity of Tialpia( Oreochromis niloticus♀ × Oreochromis aureus♂) after intraperitoneal injected with squa-
lene in the condition of difference growth temperature; The cell characteristic was observed by screening cell medi-
um and Wright’s staining． The results show the macrophages were easily obtained in the condition of 19 ～ 25℃，
Separation result was obviously affected when water temperature was aboved 28℃ ; It was a optimization period for
separation between 48 － 72 h after injected squalene ; Serum of tilapia play an important role in the tilapia perito-
neal macrophages invitro cultrue and fetal bovine serum was not fit; The characteristic of tilapia peritoneal macro-
phage was similar to mammalian macrophage，irregularly shaped with a low nucleus to cytoplasm ratio，adherent to
plastic and glass，able to form multi-nucleated giant． The work laid a foundation for the further research of immuno-
logical function about tilapia peritoneal macrophage．
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鱼类巨噬细胞与哺乳动物类似，在识别、吞噬外
来病原微生物，处理和呈递抗原，激活淋巴细胞启动

特异性免疫应答以及分泌免疫因子等方面发挥重要

作用［1，2］。巨噬细胞活性与功能是反映和评价鱼类
免疫水平的重要指标，其活性与功能测定已成为鱼

类免疫学、鱼类免疫药物筛选、鱼类环境与免疫毒理
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学等研究的重要内容［3，4］。Miodrag Belosevic 等［5］

在 20 世纪 90 年代从金鱼前肾中分离巨噬细胞建立
金鱼巨噬细胞系，经鉴定，该巨噬细胞形态、细胞化
学及功能与哺乳动物巨噬细胞相似，具有哺乳动物

巨噬细胞特点。近年来，鱼类巨噬细胞体外免疫功
能指标已得到广泛研究，如吞噬活性、趋化性、产生
活性氧及 NO等，但大部分研究对象主要为鲈鱼、鲷
鱼、鲶鱼、鲤鱼等［6 － 9］。罗非鱼是世界水产业重点培
养淡水养殖鱼类，在水产养殖业中占重要地位，有关

罗非鱼品种改良研究较多，而对罗非鱼细胞免疫活

性相关研究较少。本研究主要通过分离罗非鱼腹腔
巨噬细胞，摸索不同条件下的分离与培养效果、体外
培养特征，为进行罗非鱼细胞免疫学相关研究奠定

基础。

1 材料和方法
1． 1 试验鱼及试验分组
试验前 7 d从试验网箱中挑选体重为( 65 ± 5) g

健康雄性奥尼罗非鱼( 奥利亚罗非鱼♂ ×尼罗罗非
鱼♀) 转入可控温、充气水族箱中饲养，正常喂食，
每尾腹腔注射 250 μL 角鲨烯( Squalene) 。分离细
胞前一天停止喂食。
1． 2 试剂

HBSS( GIBCO) 、PBS( NaCl 8． 00 g、KCl 0． 20 g、
Na2HPO4·H2O 1． 56 g、KH2PO4 0． 20 g，加三蒸水至 1
L，调节 pH值至 6． 8 ) 、角鲨烯( Squalene) ( Sigma) 、
MS-222( Sigma ) 、L-15 培养基( GIBCO) 、胎牛血清
( FBS) ( GIBCO) 、台盼蓝染色液( Sigma) 。
1． 3 试剂配制

PBS: 称取 NaCl 8． 00 g、KCl 0． 20 g、Na2HPO4·
H2O 1． 56 g、KH2PO4 0． 20 g，加三蒸水至 1 L 溶解，
调节 pH值至 6． 8，0． 22 μm 滤膜过滤除菌; 罗非鱼
血清: 取约 1． 5 kg的罗非鱼，尾静脉采血，置于离心
管中室温放置 1 h，4℃放置 4 h，1 000 g 4℃离心 20
min，吸取血清，56℃灭活 30 min，1 000 g 4℃离心 20
min，0． 22 μm滤膜过滤除菌，分装保存于 － 20℃。
1． 4 腹腔巨噬细胞分离
在注射 Squalene 后相应试验时间点，使用 100

mg /L的 MS-222 对试验鱼进行麻醉，75%酒精消毒
体表。用预冷的 PBS 通过三通阀对腹腔进行冲洗，
冲洗液收集于 45 mL 离心管中，300 g、4℃离心 10
min。吸去上清，细胞沉淀用 HBSS 重悬，300 g、4℃
离心 10 min洗涤一次。细胞重悬于 2 mL HBSS，加
入 9 mL灭菌三蒸水作用 20 s 破裂红细胞，立即加
入 1 mL 10 × HBSS。300 g、4℃离心 10 min，HBSS

洗涤 2 次，最后用 L-15 培养基重悬细胞，进行适当
稀释后台盼蓝染色，计算活细胞数，瑞氏染色观察细

胞状态。
1． 5 腹腔巨噬细胞培养
分别用含 5 × 10 －5 μmol /L β-巯基乙醇、100

IU /mL氨苄青霉素、100 μg /mL 硫酸链霉素的 10%
鱼血清 / ( 10% FBS) / ( 5%鱼血清 + 5% FBS) 的 L-15
培养基调整细胞密度约为 1 × 106个 /mL，吸取 100
μL细胞悬液，加于 96 孔板中，28℃培养 24 h 后吸
去悬浮细胞，加入新培养基继续培养。
1． 6 罗非鱼腹腔巨噬细胞体外培养特征观察
在不同培养时间，吸去培养上清，加入 40 μL瑞

氏染色液 A，静置 1 min，加入 B 液 80 μL，静置 5 ～
10 min，吸去培养孔中染液，PBS 洗涤 2 次，倒置显
微镜下观察。

2 结果与分析
2． 1 罗非鱼巨噬细胞形态特征
罗非鱼腹腔巨噬细胞与哺乳动物巨噬细胞形态

相似，瑞氏染色，细胞体积大，胞核偏离细胞中心，为

紫蓝色; 胞浆较多，呈淡蓝色，如图 1 所示。
2． 2 水温对腹腔巨噬细胞分离的影响
试验中分别对 19，21，25，28，33℃饲养的奥尼

罗非鱼，注射 Squlene 48 h 后进行分离腹腔巨噬细
胞。结果表明，低水温试验组获得的细胞量多于高
水温试验组。试验中饲养水温从低到高每尾鱼分离
的细胞数量范围分别为: 2． 9 × 106 ～ 6． 5 × 106，

3． 85 × 106 ～ 7． 7 × 106，3． 64 × 106 ～ 1． 45 × 107，

6． 0 × 105 ～ 4． 5 × 106，3． 7 × 105 ～ 3． 9 × 106。

图 1 腹腔分离巨噬细胞瑞氏染色形态( 1 000 × )
Fig． 1 Morphological of peritoneal cavity by

Wright＇s staining( 1 000 × )

2． 3 注射 Squlene 后不同时间对巨噬细胞分离的
影响

试验中取水温为 25℃饲养的奥尼罗非鱼，分别
在注射 Squlene后 24，48，72，96，120 h 进行腹腔巨噬
细胞分离。结果表明，在注射 Squlene后 48 ～72 h分
离，每尾鱼获得细胞数量级可达到 106以上，96 h 后
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细胞数量则变少，每尾鱼获得细胞数量级为 105。

A1，A2，A3．为添加 10%罗非鱼血清培养 3，24，48 h的细胞; B1，B2，B3．为添加 5% FBS + 5%罗非鱼血清
培养 3，24，48 h的细胞; C1，C2，C3．为添加 10% FBS培养 3，24，48 h的细胞。

A1，A2，A3． Cell characteristic after culture 3，24，48 h in medium contain 10% tilapia serum; B1，B2，B3． Cell characteristic after culture 3，24，48 h
in medium contain 5% tilapia serum and 5% ; C1，C2，C3． Cell characteristic after culture 3，24，48 h in medium contain 10% FBS．

图 2 含不同血清成分的培养基培养腹腔巨噬细胞( 400 × )
Fig2 Characteristic of peritoneal macrophages in difference serum medium( 400 × )

图 3 腹腔巨噬细胞体外培养不同时间点瑞氏染色( 200 × )
Fig． 3 Morphological of peritoneal cavity by Wright＇s staining at difference culture time( 200 × )

2． 4 血清对罗非鱼巨噬细胞培养的影响
把同一尾奥尼罗非鱼腹腔巨噬细胞分 3 份，分

别用含 5 × 10 －5μmol /L β-巯基乙醇、100 IU /mL 氨

苄青霉素、100 μg /mL 硫酸链霉素的 10%鱼血清 /
( 10% FBS) / ( 5%鱼血清 + 5% FBS) L-15 培养基培
养。培养 3 h后显微镜下观察，含 10%鱼血清组，已
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有大部分细胞贴壁; 5%鱼血清 + 5% FBS 组有部分
细胞贴壁; 10% FBS组只见极少数细胞贴壁，而且大
部分细胞变圆。培养 24 h吸去培养上清，加入新的
培养基，可见 10%鱼血清组细胞体积增大，呈不规
则形态，如星形，梭形，放射状、细胞内可见到透亮空
泡聚集; 5%鱼血清 + 5% FBS组细胞生长不良; 10%
FBS组大部分细胞死亡溶解，贴壁细胞极少。培养
48 h，10%鱼血清组细胞体积显著增大，成片生长、
空泡增多增大; 5%鱼血清 + 5% FBS 组贴壁细胞大
部分脱落，仅见少数贴壁; 10% FBS组细胞几乎全部
死亡，如图 2 所示。
2． 5 巨噬细胞体外培养特征
分别在培养后各时间点对贴壁细胞进行瑞氏染

色，结果显示，细胞培养 24 h后胞膜呈伸展状态，体
积增大。培养 48 h 巨噬细胞生长迅速，胞核可见 2
个或 3 个核仁。72 h 后细胞体积增大显著、细胞核
周围空泡明显。培养 96 h 后胞核周围空泡体积增
大，邻近细胞接触融合生长明显，包膜分界不清、空
泡多。随培养时间延长，细胞内空泡逐渐增多，融合
生长的细胞体积显著增大，如图 3 所示。

3 讨论
目前在所报道鱼类巨噬细胞研究中，巨噬细胞

主要从头肾、脾脏获得，而腹腔分离鱼类巨噬细胞的
报道较为少见。通常为了获得充足的腹腔巨噬细
胞，采用注射刺激剂的方法，使机体产生大量巨噬细

胞后进行腹腔灌洗。本研究参考 Klesius P H 等［10］

采用角鲨烯作为激活剂，其具有增加血液白细胞数

量，提高机体免疫力功能，同时能诱导血液中单核细

胞进入腹腔转化为巨噬细胞并使腹腔内巨噬细胞聚

集，试验中角鲨烯对腹腔巨噬细胞数量增加起双重

作用。本试验分离获得的奥尼罗非鱼巨噬细胞细胞
形态不规则、具有伪足、贴壁生长、瑞氏染色细胞体
积大，胞浆多，胞核偏离细胞中心，具有典型巨噬细

胞特征。
水温是鱼类生长环境重要指标之一，水温变化

对鱼类正常生长影响较大。不少学者研究环境胁迫
对鱼类免疫系统影响表明温度对鱼体特异性免疫功

能影响不容忽视。Hrubec 等［11］报道，于 10℃ 和
18℃ 条件下，狼鲈对杀鲑气单胞菌 A． salmonicida抗
体反应在发生时间上延迟，反应程度也有所下降; 在

高于其最适温度( 29℃ ) ，抗体反应则不受影响。
Morvan等［12］报道低温( 12 ± 0． 5) ℃，鲶鱼非特异性
细胞毒细胞( NCC) 活性增强，而抗体生成减少，表
明低温条件下，鲶鱼特异性免疫功能虽受抑制，但非

特异性免疫功能却代偿性增强。罗非鱼适宜生长温
度为 20 ～ 35℃，最佳生长温度为 28 ～ 32℃，研究中，
取不同水温饲养的奥尼罗非鱼，分离腹腔巨噬细胞，

结果显示低温( 19 ～ 25℃ ) 饲养更易获得数量较多
的巨噬细胞，此结果与报道低温下鱼类非特异性免

疫功能代偿性增强或许具有一定相关性。大部分研
究表明单核细胞于血液中停留 2 ～ 3 d 后则迁移至
周边组织，本试验分离注射角鲨烯 48 ～ 72 h 后的奥
尼罗非鱼，获得较理想的巨噬细胞，进一步证实鱼类

白细胞分化发育过程与哺乳动物类似。因此，为获
得最佳的巨噬细胞，可于罗非鱼适宜生长温度范围

内低温饲养及腹腔注射刺激剂 2 ～ 3 d内进行分离。
血清是细胞体外培养中使用最多最广的天然培

养基，其对动物细胞体外培养起重要作用，不同种属

动物细胞培养所需血清来源不尽相同。有报道表明
鱼类细胞体外培养，需添加适量同种鱼类血

清［13，14］，而 Klesius P H 等［10］在链球菌胞外产物对
罗非鱼巨噬细胞趋化性影响研究中使用含有马血清

的培养基。本研究中，奥尼罗非鱼巨噬细胞于含
10%罗非鱼血清的培养基中生长良好，胎牛血清的
培养基细胞出现死亡，通过该研究可进一步证实同

类血清的添加在鱼类细胞体外培养起重要作用，胎

牛血清不适于罗非鱼巨噬细胞体外培养。
本研究分离获得的大部分腹腔巨噬细胞形态不

规则，与 Miodrag Belosevic等［5］描述的 R2 型巨噬细
胞类似。巨噬细胞培养 24 h后贴壁完全，培养 48 h
后可见生长迅速，胞核中有 2 个或 3 个核仁，表明该
时期细胞蛋白质合成旺盛，培养 72 h 后瑞氏染色，
可明显见到核周围未着色空泡，该现象可能与巨噬

细胞产生活性氧有关。巨噬细胞生长过程中发生呼
吸爆发( Respiratory burst) 并制造大量胞毒活性氧
( ROIs) ，ROIs包括 O －

2 、H2O2等，由于呼吸爆发时 O2

的摄入量增加，O2 在结合于细胞膜上的 NADPH 氧
化酶的催化下被还原为 O －

2 ，O
－
2 进一步被胞质超氧

化物歧化酶( SOD) 催化生成 H2O2，H2O2 则可进一

步转化成羟自由基( OH － ) 和单线态氧( 1O2 ) 等。同
时由于 O － 2 和 H2O2等的化学性质十分活泼，极易

对生物大分子如核酸、蛋白质、膜脂等发生氧化反
应，破坏其结构与功能，因此构成了巨噬细胞胞内强

力杀菌系统的基础［15］。本研究建立了奥尼罗非鱼
腹腔巨噬细胞培养体系，对奥尼罗非鱼腹腔巨噬细

胞体外生长特征进行观察，为进行罗非鱼细胞免疫

学相关研究奠定基础，并为其他鱼类细胞体外研究

提供参考。
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