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银鲳脾脏和肾脏组织细胞体外培养研究 
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（宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315832） 

摘要: 为探究银鲳脾脏和肾脏组织细胞体外培养条件, 本研究采用组织块培养法对银鲳脾脏和

肾脏组织进行原代培养. 实验选用 DMEM/F-12、M199 和 DMEM 等作为基础培养基, 在其中分

别添加体积分数为 10％、15％、20％的胎牛血清, 并添加青链霉素及庆大霉素以防细菌污染. 结

果表明: 银鲳脾脏和肾脏组织在胎牛血清体积分数为 20％的 DMEM/F-12 培养基中贴壁最好, 迁

出细胞的种类最多, 细胞生长速度最快. 其中脾脏组织共迁出 6 种不同的细胞, 分别为: 免疫细

胞、基质细胞、上皮样细胞、成纤维样细胞、造血灶和未知细胞; 肾脏组织共迁出 3 种细胞, 分

别为: 上皮样细胞、巨噬细胞和成纤维样细胞.  
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银鲳(Pampus argenteus)属鲈形目(Perciformes)、
鲳科(Stromateidae)、鲳属(Pampus), 是我国沿海重

要的经济鱼类之一, 主要分布于东海、南海、黄海、

渤海等地区. 由于银鲳刺少、肉质细腻鲜美, 深受

消费者的喜爱, 其市场需求量不断增大. 随着野生

银鲳资源逐年减少, 以及我国禁渔期制度的执行, 
捕捞银鲳已经无法满足市场的需求[1-2]. 因此, 银

鲳的人工养殖及苗种繁育受到有关研究者的极大

关注, 许多研究团队已开展银鲳人工繁殖的相关

研究. 近些年, 银鲳的繁育及全人工养殖技术在宁

波地区取得了重大突破[3-6], 但由于驯化时间短、养

殖环境与野生环境存在较大差异等原因, 导致人

工养殖的银鲳对环境中的病原微生物易感, 养殖

过程中银鲳疾病频繁发生, 已成为银鲳养殖业亟

待解决的问题[1].  
细胞培养是细胞生物学研究方法的重要手段

之一, 是推动生命科学领域发展的重要技术. 水产

动物的细胞培养始于 20 世纪 60 年代, 最早被用于

水产动物病毒的分离与纯化, 该技术对水产动物

的疾病防治有着重大贡献[7-8]. Wolf 和 Quimby 于

1962 年建立了世界上第一株鱼类细胞系–—虹鳟生

殖腺细胞系(Rainbow Trout Gonadal Cell, RTG-2)[9]. 
目前, 已建立的鱼类细胞系至少 550 株以上, 其材

料主要源自鱼类的鳍、肌肉、表皮、肾脏、脾脏等

不同组织. 随着鱼类细胞培养技术研究的深入, 其

应用范围也从最初的病毒分离纯化扩展到鱼类的

生理学、免疫学和病害防治等方面[10-11]. 脾脏和肾

脏是鱼类重要的免疫造血器官, 在抵抗外来抗原

的免疫调节过程中起到重要作用[12]. 目前已经有

多种鱼类, 如草鱼(Ctenopharyngodon idellus)、花鲈

(Lateolabrax japonicus)、赤点石斑鱼(Epinephelus 
akaara)、斑点叉尾(Ictalurus puncatatus)、松江鲈

(Trachidermus fasciatus)、大黄鱼(Pseudosciaena crocea)、
罗非鱼(Oreochromis niloticus)等建立了脾脏及肾脏

组织来源的细胞系[13-19]. 上述细胞系的建立为鱼

类免疫及病毒性疾病的致病机理等基础研究提供

了培养简单、遗传稳定的细胞模型和材料. 
随着银鲳人工繁育及养殖技术的突破, 养殖

银鲳的商业化道路已成为必然. 但目前对银鲳生

理、遗传、营养及疾病等基础研究仍较为匮缺.  
本文以银鲳脾脏、肾脏组织为研究材料, 通过

组织块培养方法, 探索其离体培养条件, 旨在为银
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鲳脾脏、肾脏组织来源细胞系的建立及后续生理

学、免疫学和病害防治等研究提供参考. 

1 材料和方法 

1.1 实验材料 
实验银鲳购自宁波市象山港湾水产苗种有限

公司, 体长(8±2) cm, 体质量(5.0±2.5) g.  
主要试剂: DMEM(HyClone)、M199(HyClone)、

DMEM/F-12(HyClone); 0.25％胰酶(含 EDTA)、双

抗(青霉素 100 IU·mL-1、链霉素 100 μg·mL-1); 胎牛

血清(FBS); 100 mg 庆大霉素; 25 mg 可溶性两性霉

素 B, 以上试剂均购自宁波镇海百川生物科技有限

公司.  
1.2 方法 
1.2.1 培养基的配制 

在 3 种培养液(DMEM/F-12、M199、DMEM)
中分别添加 10％、15％、20％胎牛血清, 50 mg·mL-1

庆大霉素、可溶性两性霉素 B (3 mg·mL-1)、100 
IU·mL-1 青链霉素混合液配制成完全培养基. 
1.2.2 组织分离及处理 

将银鲳置于已消毒的托盘中, 用 75％乙醇对

银鲳进行体表消毒, 然后断尾放血, 移至超净台中, 
用弯头镊子将银鲳的脾脏和肾脏取出, 置于装有

2 mL 含抗生素(终质量浓度为 100 IU·mL-1 的青链

霉素混合液和 100 mg·mL-1 庆大霉素、3 mg·mL-1

可溶性两性霉素 B)的 PBS 的 EP 管中漂洗 3 次, 每

次 5 min, 弃漂洗液; 然后分别加入 1 mL DMEM、

M199、DMEM/F-12(添加终质量浓度为 100 IU·mL-1

的青链霉素混合液和 100 mg·mL-1 庆大霉素、3 
mg·mL-1 可溶性两性霉素 B) 3 种培养基进行消毒

30 min; 最后用剪刀将组织碎剪成 1 mm3 组织块, 
用上述 3 种培养基清洗 2 次, 每次 5 min. 
1.2.3 肾脏和脾脏组织的原代培养 

将 经 处 理 的 组 织 细 胞 液 (DMEM 、 M199 、

DMEM/F-12 分别添加 0.5％胎牛血清、终质量浓度

100 IU·mL-1的青链霉素混合液和 100 mg·mL-1庆大

霉素)重悬后均匀接种于 25 cm2 培养瓶中, 贴壁 4 h
后分别添加 3 mL DMEM、M199、DMEM/F-12 培

养基(添加 20％胎牛血清、终质量浓度 100 IU·mL-1

的青链霉素混合液和 100 mg·mL-1 庆大霉素), 并正

置于 26 ℃细胞培养箱中恒温培养. 随后在倒置显

微镜下观察并记录. 根据细胞的迁出及生长状况, 
每 2~3 d 更换一半培养基.  

2 结果 

2.1 培养基对银鲳脾脏、肾脏组织细胞原代培养的

影响 
银鲳脾脏和肾脏组织细胞原代培养的实验结

果见表 1. 从表 1 可知, 在添加 20％胎牛血清的 3
种基础培养基中, 银鲳脾脏和肾脏的组织块边缘

都有细胞迁出, 其中 DMEM 和 M199 两种培养基

中组织细胞迁出数量少、铺瓶率较低. 在随后培养

过程中, 2 种组织的组织块不会脱落, 但无细胞迁

出; 而 DMEM/F-12 基础培养基中脾脏和肾脏组织

块迁出细胞数量较多、铺瓶率高, 而且细胞的生长

效果最好.  

表 1  银鲳脾脏、肾脏细胞原代培养基筛选 

培养基 

种类 

血清体积 

分数/% 

脾脏和肾脏组织 

细胞迁出 细胞贴壁 生长速度 

DMEM 

 

10 迁出 均贴壁不牢 慢 

15 迁出 均贴壁不牢 慢 

20 迁出 均贴壁不牢 快 

M199 

 

10 迁出 贴壁较牢固 慢 

15 迁出 贴壁较牢固 慢 

20 迁出 贴壁较牢固 快 

DMEM/F-12 

 

10 迁出 贴壁极牢固 快 

15 迁出 贴壁极牢固 快 

20 迁出 贴壁极牢固 极块 

2.2 脾脏组织块迁出细胞形态和造血灶的产生 
脾脏组织块接种贴壁 5 d 后, 在添加 20％FBS

的 DMEM/F-12 培养基中大量细胞从组织块边缘迁

出, 并且呈放射状排列在组织块周围, 按其形态和

迁出顺序可以分为 6 种细胞(图 1).  
(1)A 型细胞: 组织块接种贴壁后, 一些贴壁的

植块在启动培养的第 3 天, 最先迁出少量全体通透

的圆形(直径约 10 µm)或椭圆形细胞(图 1(a)). 细胞

个体多数较小, 细胞核清晰, 可以贴壁, 但贴壁不

牢固. 培养第 5 天观察到部分细胞呈现椭圆形并伴

有伪足生长, 迁出一些呈现马蹄形和三角形的细

胞. (2)B 型细胞: DMEM/F-12 培养基中培养到第 8 
天, 观察到 B 型细胞从一些组织块边缘迁出(图

1(b)). 这些细胞排列不均匀, 细胞质内存在大量黑
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色颗粒物质, 在细胞培养瓶底部以多层交叉网状

结构存在, 细胞层质密、细胞贴壁牢固, 当细胞合

成大片细胞层时在贴壁牢固的细胞层上出现一些

零散的圆形细胞. (3)C 型细胞: 在启动培养到第 12
天观察到 C 型细胞, 该细胞贴壁较牢固, 细胞形态

为多角形、扁平状, 细胞排列紧密, 胞体内存在大

量颗粒状物质, 细胞核不易辨清(图 1(c)). (4)D 型

细胞: D 型细胞与 C 型细胞同时出现, 是培养过程

中一些组织块集中迁出的细胞(图 1(d)). D 细胞(长
径 50~120 μm, 短径 5~10 μm)胞体多呈梭形、多角

形和扁平星形等, 具有突起, 细胞颜色暗沉, 细胞

核明显, 呈卵圆形, 一些细胞核中有 2 个核仁, 胞

内含有许多小颗粒, 细胞呈交叉生长, 细胞贴壁极

牢固. (5)E 型细胞: 细胞大小不一、贴壁不牢, 最初

依附于基质细胞生长, 表层出现一些全体通亮的

圆形细胞, 单个零星分布, 慢慢聚集成簇, 成团块

的细胞仍维持圆形, 逐渐变成小山样(图 1(e)). (6)F
型细胞: 细胞形态多样, 有不规则的三角形、梭形

和圆形(图 1(f)). 

  

   

  
图 1  体外培养的银鲳脾脏细胞 

2.3 肾脏组织块迁出细胞形态 
接种的肾脏组织块贴壁 4 d 后, 大量的细胞开

始从组织块的周围迁出, 并出现明显的生长晕(图
2(a)). 开始的原代细胞是多种细胞共存, 随着培养

时间的推移, 最终培养物中共产生 3 种不同形态的

细胞(图 2). 
(1)A 型细胞: 接种 3~5 d 后的贴壁组织有细胞

迁出, 细胞贴壁不牢, 细胞的胞核较小, 细胞呈现

带有短小突起的圆形或椭圆形, 部分细胞带有较

长伪足, 呈现不规则形状(图 2(b)). (2)B 型细胞: 在

启动培养 7 d 后, 一些植块边缘开始迁出 B 型细胞

(图 2(c)), 迁出的细胞形态不一, 有的细胞呈现扁

平状、多角形, 胞质内含有大量黑色颗粒. (3)C 型

细胞: 贴壁组织培养初期, C 型细胞与 B 型细胞同

时迁出(图 2(d)), 细胞胞体呈现长梭形, 细胞交叉

排列且没有生长方向, 一般形成复杂的网状结构. 
当细胞不断增殖, 细胞排列也更加密集, 形成质密

的细胞层, 此时细胞贴壁极牢固. 

  

  
图 2  体外培养的银鲳肾脏细胞 

3 讨论 

DMEM、M199 和 DMEM/F-12 是鱼类细胞培

养中广泛使用的基础培养基. DMEM 相对于 MEM
含有丰富的氨基酸和维生素; M199 适用于多种鱼

类细胞的培养; DMEM/F-12 营养成分丰富, 使用

的血清较少[20-23]. Alvarez 等[24]将 DMEM/F-12 培养

基成功用于淡水鱼和海水鱼的鳍、肾等组织的培养. 
李苗苗等[25]发现 DMEM/F-12 和 L-15 均适用于鳗

鲡肾脏细胞的生长和增殖. Mauger 等[26]在金鱼鳍

条组织的体外培养中发现 DMEM/F-12 能够诱导培

养物快速碱化, 因此不适合其鳍条组织细胞的增

殖. 上述研究结果表明, 不同种类甚至同一种类不

同组织迁出的细胞所需的培养基不同, 筛选合适

的基础培养基是提高细胞在体外成活率的关键. 

100 µm 100 µm 

100 µm 100 µm

(a) (b)
) 

(c) (d)

植块

A 型细胞

伪足细胞

B 型细胞层 C 型细胞层

迁出细胞聚集区 

A 型细胞

100 µm 100 µm

100 µm 100 µm

100 µm 100 µm

(a) (b)
) 

(c) (d)

(e) (f) 

伪足细胞 

B 型细胞形成的细胞层

依赖基质层生长的细胞 

C 型细胞

未知细胞

D 型细胞层

造血灶
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本研究选用 3 种培养基(DMEM、M199 和

DMEM/F-12)作为银鲳脾脏和肾脏等组织细胞培养

的基础培养基, 经过对比发现 DMEM/F-12 对银鲳

组织细胞的培养效果明显优于 DMEM 和 M199(表
1), 表明 DMEM/F-12 比较适合银鲳脾脏和肾脏组

织细胞的体外培养.  
胎牛血清是哺乳动物及鱼类细胞体外培养重

要的添加成分, 能够为细胞提供生长所需的生长

因子和各种营养物质, 但同时也含有一些对细胞

增殖不利的物质[27-28]. 因此, 在对细胞进行离体培

养时需要对胎牛血清的浓度进行优化. 本研究在

对银鲳脾脏和肾脏组织进行离体培养时对添加的

胎牛血清设置了 3 个不同的浓度梯度, 通过对比细

胞迁出数量和增殖速度发现, 当胎牛血清浓度为

10％和 15％时, 脾脏和肾脏组织迁出细胞少、细胞

的增殖速度慢; 而当血清浓度提高到 20％时, 脾脏

和肾脏组织块边缘迁出大量细胞, 而且细胞生长

最快、效果最好. 上述结果说明银鲳脾脏和肾脏组

织细胞对胎牛血清浓度的依赖性较强, 高浓度胎

牛血清能刺激细胞迁出及增殖.  
脾脏和肾脏是鱼类重要的免疫器官[29], 其中

脾脏主要由血细胞、内皮细胞、网状细胞、巨噬细

胞和黑色素巨噬细胞组成, 而肾脏主要由处于不

同成熟阶段的血细胞、内皮细胞以及具有排泄和内

分泌功能的细胞组成[30-32]. 在鱼类的特异性和非

特异性免疫中, 脾脏和肾脏发挥着不可替代的作

用, 脾脏的免疫防御功能仅次于头肾[33]. 本研究在

对银鲳脾脏组织进行离体培养时发现有贴壁性不

强、细胞较小、呈明亮的球状细胞(图 1(a)), 这种

细胞与 Muñoz 等[34]在鲈鱼(Dicentrarchus labrax L)
的血细胞体外培养中发现的淋巴细胞形态非常接

近. 通过体外细胞染色发现, 该类型细胞核质比较

多, 符合淋巴细胞特征, 因此推测该细胞类型为淋

巴细胞. 王文君等[35]在大泷六线鱼脾脏细胞体外

培养研究中得到一种基质细胞, 该细胞贴壁性较

强, 其形态交叉分布, 在汇合之前就生长在其他细

胞上, 以多层网状结构存在, 这种细胞与图 1(b)细
胞形态特征非常相似. 另外, 它们在生长及迁移过

程中无接触抑制现象, 能重叠生长, 与 Diago 等[36]

在虹鳟(Oncorhynchus mykiss)头肾基质细胞系 TPS
的生长相符, 由此推测图 1(b)细胞为基质细胞. 图

1(c)细胞贴壁性较强、细胞形态多样、形状不规则, 
为多边形, 胞体呈扁平的棱形, 细胞中含有小颗 
粒, 这种细胞与 Flaño 等[37]在虹鳟脾脏培养物中发

现的上皮样细胞和 Diago 等[36]在虹鳟头肾基质细

胞系培养中发现的上皮样细胞形态特征极为相似, 
所以推测图 1(c)细胞为类上皮样细胞. 图 1(d)细胞

或并排排列, 或交叉排列, 呈现出成纤维细胞样, 
这在虹鳟鱼脾脏组织细胞培养[37]中以及虹鳟鱼脾

脏外植体构建具有网状内皮特征的细胞系[38]中都

有观察到, 故推测为成纤维样细胞. 基质细胞的类

型多种多样, 结构多层化, 更换培养基培养一段时

间后, 圆形相的亮细胞松散附着在基质上, 通常它

们以小簇的形式出现, 其中一些发展成巨大的团

块或堆积成类似“小山”样的细胞. 当将其脱离基

质细胞进行单独培养时, 发现其出现停止增殖的

现象, 所以图 1(e)细胞是依附基质细胞生存. 这与

Ganassin 等[39]在虹鳟鱼脾脏组织细胞培养过程中

发现的造血灶类似, 故推测图 1(e)细胞为造血灶. 
此外, 在脾脏组织迁出细胞中观察到一种贴壁性

较强的细胞, 该细胞颜色较深、细胞排列紧密, 呈

现卵圆形、扁平状、扇形等多种形态. 目前, 在鱼

类脾脏组织细胞培养相关的文献中尚未见到有关

此类细胞的描述, 因此对图 1(f)细胞类型的确认还

需进一步研究. 在对银鲳肾脏组织培养过程中, 也

出现了多种类型细胞, 包括巨噬细胞、成纤维样细

胞和上皮样细胞等. 而随着培养时间的延长, 巨噬

细胞、成纤维样细胞数量逐渐减少直至消失, 最终

类上皮样细胞在培养物中成为优势细胞. 随着培

养时间的延长以及传代次数的增加, 类上皮样细

胞形态呈扁平状、细胞间隙增大、细胞密度降低, 
同时细胞增殖缓慢. 许多研究表明[40-42], 细胞的增

殖与细胞的密度密切相关, 来源不同的细胞拥有

不同的特性, 有的细胞比较依赖于高密度才能生

长. 赵晶等[43]在分离培养小鼠胚胎干细胞时提出

细胞的接种密度能够影响细胞的增殖. 本研究发

现, 银鲳肾脏组织来源类似上皮样细胞, 对细胞密

度要求很高. 细胞密度太低时, 细胞增殖缓慢、间

隙增大、铺层时间延长, 同时容易造成细胞衰老; 
细胞密度过高时, 培养基营养成分不足, 细胞呈现

纤细状, 甚至卷曲脱落. 所以, 银鲳肾脏组织迁出

细胞的体外培养条件还有待进一步研究. 
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4 结语 

本研究以银鲳的脾脏和肾脏组织为材料, 用

组织块培养法成功进行了银鲳脾脏和肾脏组织细

胞原代培养, 发现在培养温度为 26 ℃时, 银鲳的

脾脏和肾脏组织细胞在添加 20％FBS 的 DMEM/ 
F-12 培养基中生长速度最快, 细胞迁出种类较多, 
其中脾脏组织共迁出 6 种类型细胞, 肾脏组织共迁

出 3 种类型细胞, 这可为银鲳脾脏和肾脏组织细胞

株和细胞系的建立提供参考. 
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The primary culture of cells from spleen and kidney tissues 
of Pampus argenteus 

WANG Yan, SHU Fengling, CHEN Dongyue, WANG Yajun, XIE Jiasong, ZHOU Suming* 
( School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315832, China ) 

Abstract: Tissues from spleen and kidney of the silver pomfret were collected for primary cell culture using 
tissue piece cultivation method, in order to study the primary cell cultured conditions. DMEM, M199 and 
DMEM/F-12 supplemented with different concentrations of fetal bovine serum (10％, 15％ and 20％ FBS) and 
antibiotics (penicillin, gentamicin) were applied to prevent bacterial contamination. The results showed that 
tissues in DMEM/F-12 with 20％ FBS had the best cell adherence and fastest cell growth, based on cell 
attachment efficiency and growth rate. The immune cells, stromal cells, epithelioid cells, fibroblast-like cells, 
and hematopoietic foci were present in the spleen tissue cultures of silver pompano. Hematopoietic foci cells 
were observed on the stromal layer. In cell cultures of silver pomfret kidney, there were mainly three types of 
cells. These were the epithelioid cells, macrophages and fibroblast-like cells. The establishment of cell lines from 
spleen and kidney of silver pomfret would benefit the research on the functions of the fish spleen and kidney. 
Key words: Pampus argenteus; spleen; kidney; cell culture 
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