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谷胱甘肽对奥尼罗非鱼原代肝细胞

增殖及生化功能的影响
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摘要: 【目的】研究谷胱甘肽(Glutathione, GSH)对奥尼罗非鱼 Oreochromis niloticus×O. aureus 原代肝细胞增殖和生

化功能的影响，探究谷胱甘肽的促生长作用机制。【方法】用添加φ为 10% 胎牛血清和未添加血清的培养液培养奥

尼罗非鱼原代肝细胞 48 h，随后在培养液中分别加 GSH 至 0、30、100、300、900 mg·L–1，每个水平设 6 个重复，培

养 24、48和 72 h后测定奥尼罗非鱼原代肝细胞增殖情况及培养液中胰岛素样生长因子、白蛋白、过氧化氢含量和

谷草转氨酶、γ–谷氨酰转肽酶活性。【结果】谷胱甘肽显著促进了奥尼罗非鱼原代肝细胞增殖，提高了培养液上清中

胰岛素样生长因子、白蛋白的含量和γ–谷氨酰转肽酶活性，降低了培养液上清中过氧化氢含量和谷草转氨酶活性

(P<0.05)。在无血清培养试验组中添加谷胱甘肽，对奥尼罗非鱼原代肝细胞增殖及生化指标的影响比添加血清培养

试验组效果明显。【结论】谷胱甘肽能促进奥尼罗非鱼肝细胞增殖，且具有保护肝脏的作用。
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Effects of glutathione on proliferation and biochemical function
of primary hepatocyte in hybrid tilapia

(Oreochromis niloticus×O. aureus)
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Abstract: 【Objective】To investigate the effects of glutathione (GSH) on proliferation and biochemical function of

primary hepatocyte in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus×O. aureus).【Method】Tilapia primary hepatocytes were

cultured in cell culture medium with 0 or 10% fetal calf serum for 48 h. GSH was then added into the two kinds of cell

culture medium to the final concentration of 0, 30, 100, 300 or 900 mg·L–1 respectively. Each concentration group had

six replicates. The proliferation status of the primary hepatocyte, contents of insulin-like growth factor 1 (IGF-1),

albumin and H2O2, as well as glutamate-oxaloacetate transaminase (GOT) and γ-glutamyl transpeptidase (γ-GT)

activities of tilapia were detected after cultured for 24, 48 and 72 h, respectively.【Result】GSH significantly

increased the proliferation of primary hepatocyte，the contents of IGF-1 and albumin，and γ-GT activity in

supernatant，while reduced H2O2 content and GOT activity(P<0.05). Such effects of GSH were more evident in the

group without fetal calf serum compared to the group with 10% fetal calf serum.【Conclusion】GSH could enhance

the proliferation of primary hepatocyte and has the function of protecting liver in hybrid tilapia.
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谷胱甘肽(Glutathione，GSH)主要是在肝脏以谷

氨酸、半胱氨酸和甘氨酸为底物合成[1]，广泛分布于

所有生物细胞中，其中，动物的肝脏、肾脏含量较为

丰富[2]。GSH 具有保护机体酶蛋白巯基不被氧化，

促进自由基清除，减少自由基对细胞损伤，调节机

体免疫机能等作用[3]。GSH作为药物已广泛应用于

人类医疗[4]，作为功能性食品添加剂及营养强化剂

用于食品生产[5]。

有研究表明，在草鱼饲料中添加 GSH 能够增

强生长激素活性，促进草鱼生长[6]。在凡纳滨对虾

饲料中添加 GSH 能够提高对虾成活率和饲料转化

率[7]。在吉富罗非鱼饲料中添加 GSH能够促进生长

激素的分泌、蛋白质合成和细胞增殖[8]，提高生长性

能和免疫相关酶活性[9]。在奥尼罗非鱼 Oreochromis
niloticus×O. aureus 饲料中添加 GSH能促进幼鱼生

长，提高饲料利用率，促进 IGF-I和 T3分泌，提高机

体抗氧化能力[10]。目前，鲜见在细胞水平上探讨谷

胱甘肽的作用及其机理，通过细胞水平的研究，将

从不同层面和水平揭示 GSH 作用机理。因此，本试

验通过奥尼罗非鱼肝脏原代细胞培养，研究 GSH
对细胞增殖的影响，初步揭示 GSH 的促生长作用机

理，为 GSH 在水产动物饲料中应用提供理论基础。

1   材料与方法

1.1    试验鱼和主要试剂

奥尼罗非鱼购自广州白云区鱼苗厂，体质量约

为 30 g，鱼体消毒后在水族箱中暂养 3 周，备细胞

培养用，暂养期间投喂不添加 GSH 的纯化饲料，饲

料配方的质量分数为：干酪素 35%、马铃薯淀粉

45%、玉米油 5%、微晶纤维素 5%、羧甲基纤维素

钠 2%、矿物质预混物 5%、维生素预混物 3%。谷胱

甘肽购自 AMRESCO 公司(φ≥99%)。DMEM/F12
培养液和 II型胶原酶干粉购自 GIBCO公司。

1.2    肝细胞原代培养

罗非鱼用φ为 0.01%的高锰酸钾溶液消毒 0.5 h
取出毁髓，φ为 70% 的酒精消毒鱼体后移入超净工

作台。用已消毒好的手术剪剪开罗非鱼一侧腹腔，

小心取出肝脏，用预冷的 DMEM/F12 培养液清洗

3 次，将肝组织剪成约 1 mm3 左右的组织块，清洗

3次后转入含有 φ 为 0.05%胶原酶的培养瓶中，26 ℃
水浴中消化 10 min，充分吹打，200目滤网过滤去除

碎块，1 500 r·min–1 冷冻离心 2 min，收集肝细胞，再

以 900 r·min–1 冷冻离心 2 min以去除混杂在肝细胞

中的杂细胞。细胞以 DMEM/F12培养液重悬后，计

数细胞密度，使其达到 5×105 个·mL–1，随后接种于

多个 24 孔细胞培养板(美国 Corning)，在 φ(CO2)为
5%的 26 ℃ 培养箱中培养。

1.3    GSH 处理

肝细胞培养 48 h 后，吸出培养液并用 Hank 氏

液清洗，分别加入含有φ为 10% 胎牛血清和不含胎

牛血清的 DMEM/F12培养液，在 2种培养液中加入

GSH，使其终质量浓度为 30、100、300和 900 mg·L–1，

不加入 GSH组为对照组，每个水平设 6个重复。在

培养 24、48 和 72 h 后，分别测定肝细胞的增殖情

况，随后以 1 800 r·min–1 离心 5 min，取培养液上清，

分装于 0.5 mL的离心管中，保存于–20 ℃ 冰箱中以

备分析。

1.4    测定方法

肝细胞的增殖采用 MTT 法[11]测定，测得的光

密度(D490 nm)与活细胞的数目具有良好的相关性；

IGF-1 的测定采用放射免疫测定法，样品的前处理

采用酸醇提取法[12]，具体操作参照测定试剂盒(天津

九鼎医学生物工程公司)说明书进行。由于测定试

剂盒为人医研制，硬骨鱼类的和人类的 IGF-1 氨基

酸序列有近 80% 的相似性[13]，因此，经逐级稀释罗

非鱼血清样品后测定 IGF-1 含量，得出血清浓度与

样品 IGF-1 含量的回归方程为：y=0.122x–1.921 6,
R2=0.958 9，确定该试剂盒可用于测定罗非鱼样品

IGF-1 的含量。上清液中白蛋白含量测定采用溴甲

酚绿比色法，谷草转氨酶(Glutamate-oxaloacetate
transaminase，GOT)活性测定采用赖氏法，γ–谷氨酰

转肽酶(γ-glutamyl transpeptidase，γ-GT)和过氧化氢

含量均采用试剂盒测定(南京建成生物工程研究

所)。谷草转氨酶和γ–谷氨酰转肽酶活性用 U 表示，

其代表 1分钟内转化 1 μmol底物所需的酶量。

1.5    数据统计分析

采用 SPSS20.0 统计软件对数据进行统计和方

差分析。数据采用平均数±标准误表示，组间数据经

方差分析后有显著差异再做 Duncan’s多重比较。

2   结果与分析

2.1    罗非鱼肝细胞的形态

无血清培养条件下，培养 24 和 48 h 后经 GSH
处理的肝细胞生长情况比未经 GSH 处理的细胞折

光性好，但各处理组间肝细胞形态没有明显差别。

在 72 h 后添加 900 mg·L–1GSH 的肝细胞生长状况

最好，未见细胞连成网状及从培养板底部脱落的现

象，而此时对照组有大量细胞从培养板底部脱落。
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添加血清培养条件下，肝细胞在各时间段生长情况

良好，组间形态差别不明显。

2.2    罗非鱼肝细胞的增殖

如表 1所示，无血清培养条件下，在培养 24、48
和 72 h 后，经GSH 处理的肝细胞增殖均显著高于

对照组(P<0.05)；在 72 h 后，随着 GSH 的加入量增

加，D490 nm 显著增加，且各处理组间均有显著差异。

添加血清培养条件下，在 24 h后添加 300、900 mg·L–1

GSH 组肝细胞增殖显著高于其他各组，在 48 h 后
添加 300 mg·L–1 GSH 组肝细胞增殖显著高于其他

各组，在 72 h后添加 300、900 mg·L–1GSH组肝细胞

增殖显著高于对照组。

2.3    肝细胞培养液中 H2O2 含量

如表 2 所示，无血清培养条件下，在培养 24、

48 和 72 h 后经 GSH 处理的肝细胞培养液中 H2O2

含量显著低于对照组。添加血清培养条件下，在 24 h

后添加 100、300 和 900 mg·L–1 GSH 组中 H2O2 含

量显著低于对照组，在 48和 72 h 后，各处理组肝细

胞培养液中 H2O2 含量无显著差异(P>0.05)。

 

2.4    肝细胞培养液中 IGF-1 含量

如表 3 所示，无血清培养条件下，在培养 24 h

后添加 100 和 300 mg·L–1 GSH 组中 IGF-1 含量显

著高于对照组，在 48 h 后添加 300 mg·L–1 GSH 组

中 IGF-1 含量显著高于各处理组，在 72 h 后添加

900 mg·L–1 GSH 组中 IGF-1 含量显著高于对照组。

 

表 1   不同培养时间罗非鱼肝细胞培养液的光密度(D490 nm) 1)

Tab. 1    D490 nm value of tilapia hepatocyte culture after culturing for different time
 

培养条件 ρ(GSH)/(mg·L–1) 24 h 48 h 72 h

无血清 0(对照) 0.032±0.001a 0.048±0.002a 0.025±0.001a
30 0.047±0.001b 0.079±0.002bc 0.032±0.002b

100 0.053±0.003b 0.083±0.003c 0.041±0.001c

300 0.054±0.001b 0.084±0.005c 0.052±0.003d

900 0.053±0.005b 0.070±0.004b 0.062±0.002e

有血清 0(对照) 0.040±0.004a 0.077±0.001a 0.079±0.002a
30 0.050±0.004a 0.079±0.001a 0.082±0.002ab

100 0.051±0.004a 0.080±0.001a 0.084±0.002ab

300 0.068±0.007b 0.085±0.001b 0.088±0.001b

900 0.068±0.006b 0.078±0.001a 0.087±0.002b

　1) 相同培养条件、同列数据后凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05，Duncan’s 法)。

 

表 2   不同培养时间肝细胞培养液中 H2O2 的含量 1)

Tab. 2    H2O2 content in hepatocyte culture after culturing for different time mmol·mL–1

 

培养条件 ρ(GSH)/(mg·L–1) 24 h 48 h 72 h

无血清 0(对照) 12.00±0.00c 11.83±0.17c 14.00±1.12b
30 10.67±0.33b 11.17±0.30b 11.33±0.33a

100 10.50±0.22b 10.67±0.21ab 10.33±0.21a

300 10.33±0.33ab 10.50±0.22ab 10.17±0.17a

900 9.67±0.21a 10.33±0.21a 11.17±0.17a

有血清 0(对照) 13.00±0.52b 12.00±0.36a 12.33±0.88a
30 11.83±0.17ab 11.83±0.17a 12.00±0.58a

100 11.33±0.21a 11.17±0.31a 11.33±0.33a

300 11.33±0.67a 11.17±0.48a 11.33±0.33a

900 11.50±0.43a 11.17±0.31a 10.67±0.33a

　1) 相同培养条件、同列数据后凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05，Duncan’s 法)。
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添加血清培养条件下，在 24 h 后添加 100、300 和
900 mg·L–1 GSH 组中 IGF-1 含量显著高于对照组，

在 48 和 72 h 后添加 300、900 mg·L–1 GSH 组中

IGF-1 含量均显著高于对照组。随着培养时间延

续，各处理组培养液中 IGF-1 含量呈现升高的趋势。

 

2.5    肝细胞培养液中白蛋白的含量

如表 4 所示，无血清培养条件下，在培养 24 h
后经 GSH 处理的各处理组间白蛋白含量无显著差

异，在 48 h 后 300 mg·L–1 组中白蛋白含量显著高于

对照组，在 72 h 后添加 300 和 900 mg·L–1 GSH 组
中白蛋白含量显著高于其他各组。添加血清培养条

件下，在 24 和 72 h 后经 GSH 处理的各组间白蛋白

含量无显著差异，在 48 h 后添加 100 和 300 mg·L–1

GSH 组中白蛋白含量显著高于其他各组。添加血

清培养肝细胞培养液中白蛋白的含量明显高于无

添加血清培养肝细胞培养液中白蛋白的含量。

 

2.6    肝细胞培养液中 γ-GT 活性

如表 5 所示，无血清培养条件下，在培养 24 和

48 h后添加 100、300和 900 mg·L–1GSH组中 γ-GT

活性显著高于对照组和添加 30 mg·L–1GSH 组，在

72 h后添加 300和 900 mg·L–1GSH组中 γ-GT活性

显著高于对照组。添加血清培养条件下，在 48 h

后添加 300 mg·L–1GSH组中 γ-GT活性显著高于对

照组。

 

表 3   不同培养时间肝细胞培养液中 IGF-1 含量 1)

Tab. 3    IGF-1 content in hepatocyte culture after culturing for different time ng·mL–1

 

培养条件 ρ(GSH)/(mg·L–1) 24 h 48 h 72 h

无血清 0(对照) 41.00±3.17a 40.86±1.96a 39.76±2.19a
30 44.91±2.95ab 43.65±2.65a 41.40±0.59ab

100 50.82±2.06bc 45.74±1.75a 42.70±3.14ab

300 53.58±1.55c 56.59±3.16b 44.58±0.97ab

900 47.57±1.79abc 44.32±0.98a 47.97±3.41b

有血清 0(对照) 41.57±3.16a 51.49±1.99a 56.44±1.31a
30 48.40±2.78ab 53.87±1.44ab 61.25±6.73ab

100 57.08±2.12bc 55.56±1.48abc 62.78±1.74ab

300 65.66±4.65c 63.02±5.03c 73.40±3.35b

900 59.85±4.96c 60.28±1.68bc 72.42±3.67b

　1) 相同培养条件、同列数据后凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05，Duncan’s 法)。

 

表 4   不同培养时间肝细胞培养液中白蛋白含量 1)

Tab. 4    Albumin content in hepatocyte culture after culturing for different time mg·mL–1

 

培养条件 ρ(GSH)/(mg·L–1) 24 h 48 h 72 h

无血清 0(对照) 0.155±0.022a 0.298±0.022a 0.171±0.017a
30 0.162±0.021a 0.325±0.027ab 0.172±0.011a

100 0.176±0.020a 0.350±0.041ab 0.177±0.018a

300 0.174±0.022a 0.368±0.061b 0.239±0.021b

900 0.165±0.013a 0.315±0.050ab 0.273±0.043c

有血清 0(对照) 4.10±0.18a 6.74±0.62a 6.35±0.52a
30 4.68±0.74a 6.95±0.82a 7.46±0.54a

100 5.46±0.96a 8.42±0.45b 7.60±1.30a

300 5.49±1.13a 8.07±0.71b 7.49±0.54a

900 5.11±0.63a 6.76±1.28a 7.32±0.67a

　1) 相同培养条件、同列数据后凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05，Duncan’s 法)。
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2.7    肝细胞培养液中 GOT 活性

如表 6 所示，无血清和添加血清培养条件下，

经 GSH 处理的试验组各阶段 GOT 活性均随 GSH
增加而下降。

3   讨论与结论

3.1    GSH 对体外培养罗非鱼肝细胞增殖的影响

GSH 具有促进有丝分裂和调控细胞增殖的作

用[14]，并可以清除细胞内过多的 H2O2，调控自由基

水平，间接影响 DNA 合成[15-17]。有研究表明，上皮

纤维细胞(GM0868)培养液中加入 GSH合成抑制剂

能够降低上皮纤维细胞增殖，而加入 GSH 的前体

物(氧化四氢噻唑羧基盐)能降低细胞自由基水平，

促进上皮纤维细胞增殖[15]。本试验中，为排除血清

中所含 GSH 的干扰，设置添加血清和未添加血清

试验组，分析结果显示 GSH 均能促进罗非鱼肝细

胞在体外增殖。GSH处理 72 h后，无血清培养的细

胞出现死亡现象，而此时添加 900 mg·L–1 GSH 组的

细胞数目最多，H2O2 含量在 GSH 处理组亦显著低

于对照组，说明 GSH 本身可以被吸收利用，促进细

胞增殖，且可以降低 H2O2 含量[18]。因此，本试验结

果用罗非鱼肝细胞印证了 GSH的作用和作用机理。

3.2    GSH 对体外培养罗非鱼肝细胞生化功能的影响

肝脏具有合成和分泌 IGF-1的功能[19]。本试验

中，在添加血清和未添加血清试验组中 GSH 均能

显著促进 IGF-1 分泌，且 IGF-1 分泌与肝细胞增殖

表现出一致性。其中，添加血清培养时细胞的增殖

和 IGF-1 的分泌明显高于无血清培养时，说明肝细

胞在营养充足的情况下具有较高的 IGF-1分泌能力[20]

和增殖能力。

 

表 5   不同培养时间肝细胞培养液中 γ-GT 的活性 1)

Tab. 5    γ-GT activity in hepatocyte culture after culturing for different time U·mL–1

 

培养条件 ρ(GSH)/(mg·L–1) 24 h 48 h 72 h

无血清 0(对照) 51.17±0.40a 52.00±0.52a 50.33±1.02a
30 53.33±0.99ab 53.00±0.52a 52.50±1.02ab

100 55.00±1.37b 56.50±0.50b 52.83±0.40ab

300 58.50±0.92c 57.33±1.11b 53.83±1.42b

900 59.17±1.11c 57.50±0.92b 54.50±0.62b

有血清 0(对照) 56.67±0.61a 53.83±1.42a 54.67±0.33a
30 56.67±0.95a 56.67±1.12ab 54.67±0.33a

100 57.50±0.88a 56.67±1.38ab 55.33±0.88a

300 58.00±0.68a 57.83±0.60b 56.67±1.67a

900 59.50±1.43a 57.00±0.45ab 57.00±1.54a

　1) 相同培养条件、同列数据后凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05，Duncan’s 法)。

 

表 6   不同培养时间肝细胞培养液中 GOT 的活性 1)

Tab. 6    GOT activity in hepatocyte culture after culturing for different time U·mL–1

 

培养条件 ρ(GSH)/(mg·L–1) 24 h 48 h 72 h

无血清 0(对照) 13.17±0.55c 11.87±0.93c 11.00±0.63c
30 11.51±0.52b 9.26±0.66b 9.97±0.40bc

100 10.95±0.58b 8.92±0.80b 8.92±0.69ab

300 10.95±0.57b 8.27±0.71b 8.61±0.41ab

900 8.10±0.52a 4.64±0.39a 7.12±0.74a

有血清 0(对照) 19.61±0.88c 15.08±0.60b 13.20±0.85b
30 19.52±1.31c 14.94±0.83ab 12.69±1.18b

100 18.61±0.76bc 13.86±0.86ab 11.70±1.28b

300 15.17±0.62ab 13.46±0.77ab 10.27±1.39ab

900 14.49±1.43a 12.54±0.78a 7.343±0.48a

　1) 相同培养条件、同列数据后凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著(P>0.05，Duncan’s 法)。
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白蛋白由肝脏合成，作为脂肪酸运输载体，是

反应肝功能的主要指标之一。本试验中未添加血清

培养肝细胞时，肝细胞具有合成分泌白蛋白的能

力，且随着培养时间延长，较高剂量的 GSH 处理能

促进白蛋白的分泌。在添加血清培养肝细胞时，分

泌的白蛋白的量仍远远高于无血清培养时，说明在

无血清培养时，肝细胞合成分泌白蛋白的功能有所

下降。

GSH的 γ–谷氨酰基可作为氨基酸转运的载体，

参与小肠吸收的氨基酸从微绒毛细胞膜外转运到

细胞内，此过程在 γ–谷氨酰基转移酶(γ-GT)催化下

完成[21]。本研究表明，无血清培养时，随着 GSH 处

理剂量增大，培养液中 γ-GT 活性显著升高，说明

GSH 可增加肝细胞中 γ–谷氨酰基水平，提高细胞膜

基质上的 γ-GT的活性，促进氨基酸的吸收。添加血

清培养时，γ-GT 的活性随着 GSH 处理剂量的增加

有升高的趋势，仅 GSH 处理 48 h 后 300 mg·L–1 组

γ-GT 活性显著升高，说明在营养充足时 GSH 提高

γ-GT 活性的作用没有营养相对不足时强。

3.3    GSH 对体外培养罗非鱼肝细胞的保护作用

转氨酶主要存在于细胞内，在氨基酸代谢及蛋

白质、脂肪、糖三者代谢转化过程中占有重要地位，

当组织病变引起细胞膜的通透性增加，或细胞受到

损伤时，细胞内的转氨酶才会大量释放出来。研究

表明 GSH 具有保护肝脏的作用，在肝脏受到损伤

后，可加快肝组织的恢复[22]。本试验中，无论是否有

血清添加，罗非鱼肝细胞培养液中 GOT 活性均随

GSH 处理剂量的增加而下降，表明 GSH 对肝细胞

有一定的保护作用，能防止肝细胞膜通透性增加，

从而减少 GOT释放到培养液中。

综上所述，本文从细胞水平揭示，GSH 能够促

进奥尼罗非鱼原代肝细胞分泌 IGF-1 和白蛋白，提

高 γ-GT活性，降低 H2O2 含量和 GOT活性，促进肝

细胞增殖与生长，进一步地验证了 GSH 调控奥尼

罗非鱼生长代谢的理论数据，为 GSH 在奥尼罗非

鱼饲料的生产提供了技术支持。
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