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摘要    应激反应对暗纹东方鲀(Takifugu fasciatus)养殖业危害极大，而皮质醇(cortisol)是判断鱼类

应激反应的重要标志物。肠道是鱼体与外界环境接触的媒介，肠道生理状态能反映鱼体的应激水平，

但目前肠道在鱼类响应应激反应中的作用不详。本研究以暗纹东方鲀肠上皮细胞为对象，分别采用

胰蛋白酶和 DMEM 培养基、胰蛋白酶和 1640 培养基、Ⅰ型胶原酶和 DMEM 培养基、Ⅰ型胶原酶

和 1640 培养基 4 种方法对其进行原代培养，旨在建立暗纹东方鲀原代肠上皮细胞体外培养方法，

并在此基础上探讨皮质醇对暗纹东方鲀肠上皮细胞氧化应激、细胞凋亡和脂代谢的影响。利用

CCK-8 法检测肠上皮细胞活力，透射电镜观察皮质醇处理后细胞内线粒体的形态结构，荧光定量

PCR (qRT-PCR)检测氧化应激相关基因、细胞凋亡相关基因及脂代谢相关基因在肠上皮细胞内的表

达模式，Annexin V-FITC/PI 法检测细胞凋亡等。结果显示，在 4 种培养方法中，采用胰蛋白酶消

化和 DMEM 培养基进行培养的肠上皮细胞增殖率最高，贴壁情况最佳；与对照组相比，当皮质醇

浓度高于 2 000 nmol/L 时，肠上皮细胞活力显著下降(P<0.05)；透射电镜显示，所有皮质醇处理组

肠上皮细胞内线粒体结构发生改变，线粒体数量增加；随皮质醇处理浓度的升高，肠上皮细胞内氧

化应激相关基因(sod、cat 和 gsh-px)及促凋亡基因(caspase-3、caspase-7、caspase-9、bax 和 p53)表

达量和凋亡指数均显著上升，抗凋亡基因 bcl-2 表达量显著下降(P<0.05)；脂肪合成相关基因(g6pd、

6gpd、pparγ、fas 和 acc)表达量显著下降，脂肪分解相关基因(hsl、pparα、lpl 和 cpt-1)表达量显著

上升(P<0.05)；甘油三酯和总胆固醇含量显著下降，游离脂肪酸含量显著上升(P<0.05)。结果表明，

皮质醇能够促进暗纹东方鲀肠上皮细胞的氧化应激和细胞凋亡，同时促进脂肪的分解并抑制脂肪的

合成。本研究以期为暗纹东方鲀抗应激养殖提供一定的参考资料。 
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暗 纹 东 方 鲀 (Takifugu fasciatus) 属 鲀 形 目

(Tetraodontiformes)、鲀科(Tetrodantidae)、东方鲀属

(Takifugu)，广泛分布于我国黄海、东海、渤海和通海

的江河下游，是一种典型的江海洄游鱼类，因其肉质

鲜嫩、营养丰富，受到广大消费者的喜爱(袁新程等, 

2021)。暗纹东方鲀在洄游过程中，容易受到外界不

良环境因子胁迫从而产生应激反应，导致下丘脑–脑

垂体–肾间轴(HPI)的兴奋和一系列物质代谢的变化。

皮质醇(cortisol)又称“氢化可的松”，是鱼类肾间细胞

分泌的一种关键的皮质类固醇类激素，可参与鱼类的

渗透调节与生长发育(Carbajal et al, 2019; Jerez-Cepa 

et al, 2019)，是鱼类是否受到外界环境胁迫的主要检

测指标(Ramsay et al, 2006)。研究表明，当鱼类受到

外界不良环境胁迫后，其 HPI 轴的激活可引起血浆内

皮质醇含量升高(Cockrem et al, 2019; Reichard et al, 

2023)。Samaras 等(2022)研究指出，真鲷(Pagrus major)

血浆中皮质醇浓度与温度呈负相关。目前，皮质醇对

鱼类的影响主要集中在生长发育(Vargas-Chacoff et al, 

2021)、免疫应答(Vallejos-Vidal et al, 2022)和性别分化

(Goikoetxea et al, 2022)方面，关于皮质醇对鱼类肠道氧

化应激、细胞凋亡和脂代谢方面的影响研究鲜有报道。 

当氧化应激发生时，机体会激活体内酶抗氧化系

统以清除过量的活性氧(ROS)，从而维持机体稳态

(Foyer et al, 2011)。超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化

氢酶(CAT)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)是鱼类主

要的抗氧化物酶(Gauvreau et al, 2022)。过往研究表

明，鱼类在受到外界刺激后，其细胞中的皮质醇含量

与 SOD、CAT 和 GSH-Px 的活性呈现一定的相关性

(Xie et al, 2023)，暗示皮质醇会激活鱼体的抗氧化防

御系统。细胞凋亡又称编程性死亡，是由基因控制的

为维持机体内环境稳态而发生的细胞自主死亡

(Belushkina et al, 2001)。 Takagi 等 (2011)指出，

10 nmol/L 皮质醇刺激可促进青鳉(Oryzias latipes)肠

上皮细胞凋亡，且反应具有剂量依赖性。鱼类生长发

育过程中的细胞凋亡大多是由半胱氨酸蛋白酶

(caspase) 家 族 介 导 (Yamashita, 2003) ， Bcl-2- 

Associated X 蛋白基因(bax)、B 淋巴细胞瘤-2 基因

(bcl-2)和 p53 基因也均与细胞凋亡相关(齐志涛等 , 

2021; 公洁等, 2023)。  

在鱼类中，皮质醇激素能够影响脂肪吸收、合成

和分解的平衡，该过程涉及到许多关键基因(Leger 

et al, 2021)。g6pd 和 6gpd 是产生 NADPH 的关键基

因(Sebastian et al, 2022)，acc、fas 和 pparγ基因也在

脂肪的合成中起到了重要的作用(Kang et al, 2022)。

pparα、hsl、lpl、cpt-1 是参与甘油三酯(TG)水解和细

胞内 β 氧化的重要基因(Hummasti et al, 2006; Kerner 

et al, 2000; 黄陈翠等, 2020)，总胆固醇(TC)和游离脂

肪酸(NEFA)也是检测脂代谢的关键指标(Liang et al, 

2020)。 

目前，研究皮质醇对鱼类生理生化的影响主要以

活体动物的肝脏为研究对象(Kostyniuk et al, 2018)，

以鱼类肠道为模型的研究罕见。肠道作为消化系统的

一部分，是鱼体与外界环境接触的重要媒介。由于机

体中存在多种激素的交互作用，难以确定具体某一种

激素对机体的影响(Leung et al, 2010)。研究表明，体

外细胞培养可以保持组织的大部分生理功能(Battle 

et al, 2001)。因此，本研究以从暗纹东方鲀肠道分离

的肠上皮细胞为研究对象，通过在离体培养的肠上皮

细胞中加入不同浓度的皮质醇，探讨皮质醇对暗纹东

方鲀肠上皮细胞氧化应激、细胞凋亡和脂代谢的影响，

研究结果可为暗纹东方鲀健康养殖提供一定的参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用健康的暗纹东方鲀(1 龄)由江苏中洋集

团股份有限公司提供，体长为(15.00±1.55) cm，重量

为(35.00±1.65) g。将实验鱼暂养于实验室鱼类专用养

殖水缸中，养殖条件：温度(25.0±0.5) ℃、盐度约为

3、溶解氧浓度>7 mg/L、光照时间 12 h 昼/12 h 夜、

pH 7.0±0.5，使用江苏中洋集团股份有限公司提供的

商业饲料(包含粗蛋白 42.0%、粗脂肪 8.0%、钙 0.35%~ 

0.5%、磷 1.2%、氯化钠 0.3%~2.5%)进行投喂，每天

2 次。正式实验前禁食 24 h。 

1.2  暗纹东方鲀原代肠上皮细胞的分离和培养 

参考骆源等(2016)的胰蛋白酶消化法，分离肠上

皮细胞。将实验鱼用 MS-222 (Sigma, 美国)麻醉，并

用 75%酒精对其腹部表面进行消毒。在无菌环境下，

迅速取出肠道组织，并置于含有 100 IU/mL 青霉素和

100 μg/mL 链霉素(碧云天生物技术有限公司, 中国)

的 PBS 缓冲液(生航生物技术有限公司, 中国)中。用

高压灭菌的剪刀和镊子除去肠系膜和肠道内食物残

渣，将清洗好的肠道组织放入装有 0.25%胰蛋白酶

(Solarbio, 中国)的离心管内，剪碎，置于 28 ℃恒温

金属浴中消化，30 min 后加入含有 20%胎牛血清

(Gibco, 美国)和 100 IU/mL 青霉素、100 μg/mL 链霉

素的完全培养基停止消化反应，用 100 目细胞筛网将



第 5 期 刘雨曦等: 暗纹东方鲀肠上皮细胞体外培养方法的建立及皮质醇对其生理生化的影响 121 

细胞悬液过滤至 50 mL 离心管中，4 ℃ 1 000 r/min

离心 5 min，去除上清液，然后加入完全培养基重悬

细胞，调整细胞浓度后置于 28 ℃，5% CO2 培养箱中

培养。  

1.3  暗纹东方鲀肠上皮细胞最佳培养条件的确定 

分别使用 0.25%胰蛋白酶和 DMEM 培养基(生工

生物工程有限公司, 中国)(记为 T+DMEM)、0.25%胰

蛋白酶和 1640 培养基(生工生物工程有限公司, 中国) 

(记为 T+1640)、Ⅰ型胶原酶(1 mg/mL)(Gibco, 美国)

和 DMEM 培养基 (记为 C+DMEM)及Ⅰ型胶原酶

(1 mg/mL)和 1640培养基(记为 C+1640)分离和培养细

胞。培养基中均添加 20%胎牛血清和 100 IU/mL 青霉

素、100 μg/mL 链霉素。将大约 1×106 个细胞接种于

6 孔细胞培养板中，每个处理设置 6 个生物学重复和

3 个技术重复共 18 个复孔，于 28 ℃，5% CO2 培养

箱中培养 5 d，在培养 1、2、3、4 和 5 d 后，用 CCK-8

法检测细胞增殖率，绘制肠上皮细胞在不同分离和培

养条件下的生长曲线，并在培养 24 h 后显微镜下观

察细胞生长状态。  

1.4  不同浓度皮质醇对肠上皮细胞活力的影响   

采用 CCK-8 细胞活力检测试剂盒(诺唯赞生物

科技有限公司 , 中国 )测定细胞活力 (姚朝瑞等 , 

2021)。将培养 24 h 后的肠上皮细胞接种到 96 孔板

中(5×104 个 /mL)，随后，加入用完全培养基稀释好

的皮质醇(Sigma, 美国)溶液，使皮质醇在细胞培养基

中的终浓度分别为 0、100、1 000、2 000、3 000 和

5 000 nmol/L，每个浓度至少设置 6 个复孔，于 28 ℃，

5% CO2 培养箱中继续培养 24 h 后，每孔加入 10 μL 

CCK-8 溶液，28 ℃，5% CO2 培养箱内孵育 4 h，用

酶标仪在 450 nm 波长下检测各孔吸光度值。以上研

究结果得出后续最佳皮质醇处理浓度。 

1.5  不同浓度皮质醇对肠上皮细胞超微结构的影响 

根据上述研究结果，皮质醇最佳处理浓度为

1 000 nmol/L 以内。肠上皮细胞培养 24 h 后，加入含

有不同浓度皮质醇的完全培养基 (0、10、100 和

1 000 nmol/L)，再次培养 24 h 后收集细胞，加入电镜

固定液(Solarbio, 中国)，4 ℃固定 12 h，接着进行琼

脂预包埋，1%锇酸后固定 1 h，随后，使用不同浓度

梯度乙醇脱水，然后进行渗透包埋、聚合、超薄切片

和染色，最后用 H7650 型透射式电子显微镜(日立, 中

国)进行拍照观察。 

1.6  不同浓度皮质醇对肠上皮细胞凋亡的影响 

采用 Annexin V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒(南京建

成生物工程研究所, 中国)检测细胞凋亡。肠上皮细胞

培养 24 h 后，加入含有不同浓度皮质醇的完全培养

基(0、10、100 和 1 000 nmol/L)，每个浓度至少设置

6 个复孔，再次培养 3、6、12 和 24 h 后收集细胞，

随后，将细胞轻轻重悬在 500 μL 结合液中，依次加

入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI 染色液，轻轻混匀，

在室温下避光孵育 10 min 后，用 eNib610-FL 荧光显

微镜(Nexcop, 中国)测定细胞凋亡百分比，定量分析

细胞凋亡指数。 

1.7  肠上皮细胞氧化应激、细胞凋亡和脂代谢相关

基因的时序表达分析 

采用荧光定量 PCR (qRT-PCR)检测氧化应激相

关基因 (sod、 cat 和 gsh-px)、细胞凋亡相关基因

(caspase-3、caspase-7、caspase-9、bax、p53 和 bcl-2)

和脂代谢相关基因(g6pd、6gpd、pparγ、fas、acc、

hsl、pparα、lpl 和 cpt-1)的表达情况。采用 Trizol (雷

根生物技术有限公司 , 中国 )提取肠上皮细胞总

RNA，使用  Hifair® Ⅲ  1st Strand cDNA Synthesis 

SuperMix for qPCR (翌圣生物科技有限公司, 中国)

将纯化的 RNA 逆转录成 cDNA。根据相关基因序列，

运用 Prime 5.0 软件设计上下游引物，引物序列、扩

增片段长度及扩增效率见表 1，其中，18S RNA 为内

参基因，引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成。qRT-PCR 反应体系：上下游引物各 0.4 μL，SYBR 

qPCR Master Mix 10 μL (诺唯赞生物科技有限公司, 

中国)，ddH2O 7.2 μL，cDNA 模板 2.0 μL；反应条件：

预变性 95 ℃ 30 s；95 ℃ 10 s，55 ℃ 30 s；95 ℃ 15 s；

55 ℃ 60 s 共 40 个循环。采用 2–ΔΔCt 法计算基因的相

对表达量，每个样品进行 3 次生物学重复。 

1.8  不同浓度皮质醇对肠上皮细胞生理生化指标的

影响 

肠上皮细胞培养 24 h 后，加入含有不同浓度皮

质醇的完全培养基(0、10、100 和 1 000 nmol/L)，每

个浓度至少设置 6 个复孔，再次培养 24 h 后收集细

胞。采用试剂盒(南京建成生物工程研究所, 中国)测

定肠上皮细胞内的总蛋白(TP)、甘油三酯(TG)、总胆

固醇(TC)和游离脂肪酸(NEFA)含量。具体实验步骤参

照试剂盒使用说明书。 

1.9  数据统计分析 

使用 SPSS 27.0 (IBM 公司)软件对数据进行统



122 渔   业   科   学   进   展 第 45 卷 

计分析，实验数据均采用平均值±标准差 (Means± 

SD)表示。采用 Shapiro-Wilk´s 检验数据是否符合正

态分布，采用双因素方差分析 (Two-way ANOVA)

评价皮质醇浓度和作用时间的交互作用，采用独立

样本 t 检验统计组间差异显著性，以 P<0.05 表示差

异显著。  

 
表 1  qRT-PCR 引物序列 

Tab.1  qRT-PCR primers for genes 

基因名称 
Gene name 

引物 
Primer 

引物序列(5'~3') 
Primer sequences (5'~3') 

扩增片段长度 
Length/bp 

扩增效率 
Efficiency/% 

18s rna-F AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTC 18S RNA 

18s rna-R AGTGGGGTTCAGCGGGTTAC 

146 94.38 

sod-F GCAGACAACATCGCCAAGATTGAC sod 

sod-R GCTCTCCTCGTTGCCTCCTTTTC 

132 99.03 

cat-F ATGTGGGACTTCTGGAGCCTGAG cat 

cat-R AAGGTGTGGGAGCCGTAGCC 

116 102.33 

gsh-px-F CTGCTGTCGGGTGAAGTTCTGAG gsh-px 

gsh-px-R GGTGTAATCCCTGGCTGTTGTTCC 

189 95.02 

caspase-3-F GACAACAGTCGGGTTCGTCT caspase-3 

caspase-3-R CCGAGGCTCGAGAACACTTT 

208 97.79 

caspase-7-F AGGGATGAATGTACGCAACGG caspase-7 

caspase-7-R TTAGCAGGATGCAGGCGAAAC 

182 94.50 

caspase-9-F ACTTTGGTTGAGTTACTTCAGGATG caspase-9 

caspase-9-R ACTGGGATGACAGGTGCTTTA 

213 96.82 

bcl-2-F ACTTGTGCTTTCAGTGACCTG bcl-2 

bcl-2-R TTGACTCCATCCCTAAATACCT 

162 104.79 

bax-F TTTACTTTGCCTGTCGCCTCG bax 

bax-R CCTTACCCATCCACCCTGCT 

140 98.68 

p53-F CCTGGGTAATCGGTGGTAA p53 

p53-R ATCTGTGGGAGAATGTGGC 
205 95.56 

g6pd-F TCTCCGAGCTCAACACACAC g6pd 

g6pd-R AACGCTGTGGTAGATGGTGG 
157 94.30 

6gpd-F CGGGAGAGCCTTGTTGTGAT 6gpd 

6gpd-R CCGTCTTGTTCCAGTCGTCA 
224 101.93 

pparγ-F GTAACCAGGACTCGGTGTGG pparγ 

pparγ-R GATCTCCGATTGGTCGCTGT 
145 98.82 

fas-F GCAGCTTTCTTTGGCGTTCA fas 

fas-R TCTGATCCACTCACCCCGAT 
139 98.85 

acc-F GTGAAAATCCCGACGAGGGT acc 

acc-R CCACGAGAAACAGTGTCCGA 
178 97.71 

hsl-F GAGGTCAGCAGCAGGAAGTT hsl 

hsl-R CGGCAACATCTTCATGCGAG 
121 96.85 

pparα-F AGCATCCTCAGTGGCAAGAC pparα 

pparα-R ATCTTTGCCACCAGGGTCTG 
92 98.52 

lpl-F CTGTAGGAAGAACCGCTGCA lpl 

lpl-R TCTTGAGGTACAGCTTGGCG 
133 104.46 

cpt-1-F GGGCAGGACTGAGACTGTTC cpt-1 

cpt-1-R AACAAACGCCTGCACACATC 
99 100.67 
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2  结果 

2.1  不同消化酶和培养基对暗纹东方鲀肠上皮细胞

生长的影响 

为确定暗纹东方鲀肠上皮细胞体外培养的最佳

条件，分析比较了 0.25%胰蛋白酶和 DMEM 培养基

(T+DMEM)、0.25%胰蛋白酶和 1640 培养基(T+1640)、

Ⅰ型胶原酶(1 mg/mL)和 DMEM 培养基(C+DMEM)

及Ⅰ型胶原酶(1 mg/mL)和 1640 培养基(C+1640) 4 种

培养方法在 28 ℃时对原代肠上皮细胞生长的影响。结

果如图 1 所示，T+DMEM 组的细胞增殖率在第 2~5 天

时均高于其他处理组，所有处理组的细胞增殖率均在

第 3 天达到峰值。双因素方差分析结果表明，培养基

种类对肠上皮细胞增殖率产生了显著影响。由图 2 可

知，肠上皮细胞在 28 ℃培养 24 h 后，C+1640 组和

T+1640 组的细胞多数呈卵圆形，贴壁数量较少，

C+DMEM 组和 T+DMEM 组的细胞形态多数为成纤

维样细胞，贴壁数量增加。经实验证实，暗纹东方鲀

肠上皮细胞最适分离培养方法为使用 0.25%胰蛋白

酶和 DMEM 培养基分离培养。 

 
 

图 1  不同消化酶和培养基对肠上皮细胞增殖率的影响 
Fig.1  Effects of different digestive enzymes and media on 

cell proliferation rate in intestinal epithelial cells 

T+1640：胰蛋白酶+1640 培养基；C+1640：Ⅰ型胶原酶

+1640 培养基；T+DMEM：胰蛋白酶+DMEM 培养基；

C+DMEM：Ⅰ型胶原酶+DMEM 培养基。不同小写字母表

示同一时间各个处理组间存在显著性差异(P<0.05)。 

T+1640: Trypsin+RPMI 1640; C+1640: TypeⅠ
collagenase+RPMI 1640; T+DMEM: Trypsin+DMEM 

medium; C+DMEM: TypeⅠcollagenase+DMEM medium 
Values with different lowercase letters are significantly 
different among treatments at the same time (P<0.05). 

 

 
 

图 2  不同消化酶和培养基培养 24 h 后原代肠上皮细胞状态 
Fig.2  Status of primary intestinal epithelial cells after 24 h incubation with different digestive enzymes and media 

A: TypeⅠcollagenase+RPMI 1640 (C+1640); B: Trypsin+RPMI 1640 (T+1640);  

C: TypeⅠcollagenase+DMEM medium (C+DMEM); D: Trypsin+DMEM medium (T+DMEM) 

 
2.2  皮质醇对暗纹东方鲀肠上皮细胞活力的影响 

如图 3 所示，肠上皮细胞在经过皮质醇处理 24 h

后，细胞活力随皮质醇处理浓度的上升而显著性下降

(P<0.05)。1 000 nmol/L 皮质醇组的细胞活力为对照

组的 0.80 倍，且 1 000 与 2 000 nmol/L 皮质醇组的细

胞活力无显著性差异(P>0.05)。当皮质醇浓度高于

2 000 nmol/L 时，肠上皮细胞活力大幅下降，当浓度

达到 5 000 nmol/L 时，肠上皮细胞活力仅为对照组的

0.37倍。根据预实验得到在1 000 nmol/L皮质醇刺激下，

肠上皮细胞可产生生理生化响应，且该浓度下细胞存活 

率较高，故选择 1 000 nmol/L 为皮质醇最适处理浓度。 

2.3  皮质醇对暗纹东方鲀肠上皮细胞氧化应激的影响 

如图 4 所示，对照组肠上皮细胞在透射电镜下细

胞形态结构规则，细胞核完整，线粒体呈卵圆形、外

膜和内膜平滑。肠上皮细胞经皮质醇处理后出现线粒

体损伤，与对照组相比，10 nmol/L 和 100 nmol/L 皮

质醇组细胞内线粒体数量增加，线粒体结构受损。

1 000 nmol/L 皮质醇组细胞结构弥散，线粒体数量显

著上升，线粒体发生肿胀，部分线粒体甚至出现外膜

破裂、内容物溢出现象。 
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图 3  皮质醇对肠上皮细胞活力的影响 
Fig.3  Effects of the cortisol on cell viability in  

intestinal epithelial cells 

不同小写字母表示不同皮质醇浓度处理组间 

存在显著性差异(P<0.05)。 
Data with the different lowercase letters are  
significantly different among treatments at 
different cortisol concentrations (P<0.05). 

 
由图 5 可知，与对照组相比，sod、cat 和 gsh-px

基因的表达量随着皮质醇处理浓度的上升而上升，且

在 100 nmol/L和 1 000 nmol/L皮质醇组之间无显著性

差异(P>0.05)。当皮质醇浓度为 10 nmol/L 时，与对

照组相比， sod 和 cat 基因的表达量显著性上升

(P<0.05) ， gsh-px 基 因 的 表 达 量 无 显 著 性 差 异

(P>0.05)。所有皮质醇处理组的 sod、cat 和 gsh-px 基

因的表达量均随着作用时间的上升而呈上升趋势，且

在 24 h 时达到最大值。双因素方差分析结果表明，

皮质醇浓度与作用时间和二者的交互作用对肠上皮

细胞 sod、cat 和 gsh-px 基因的表达量均产生了显著性

影响(P<0.05)。 

2.4  皮质醇对暗纹东方鲀肠上皮细胞凋亡的影响 

如图 6 所示，随着皮质醇处理浓度的上升，细胞 

凋亡率逐渐上升。与对照组相比，10 nmol/L 皮质醇

组的凋亡率无显著性差异 (P>0.05)，100 nmol/L 和

1 000 nmol/L皮质醇组凋亡率均显著性上升(P<0.05)。

由双因素方差分析结果可知，肠上皮细胞凋亡率受到

皮质醇浓度、作用时间及这二者交互作用的影响。与

皮质醇孵育 3 h 相比，在孵育 12 h 和 24 h 后，所有

皮质醇处理组的细胞凋亡率均显著上升(P<0.05)。  

qRT-PCR 结果如图 7 所示，随着皮质醇处理浓度

的上升，caspase-3、caspase-7、caspase-9、bax 和 p53

基因的表达量与对照组相比均显著上升(P<0.05)，而

bcl-2 基因表达量显著下降(P<0.05)，其中 caspase-7、

caspase-9、bax、p53 和 bcl-2 基因的表达量在 100 和

1 000 nmol/L 皮质醇组之间无显著性差异(P>0.05)。

随着皮质醇作用时间的延长，所有皮质醇处理组的

caspase-3、bax 和 p53 基因表达量与皮质醇处理时间

呈正相关，并在 24 h 时达到最大值；caspase-7 和

caspase-9 基因的表达量则呈先上升后下降的趋势，

且分别在 12 h 和 6 h 时达到最大值；bcl-2 基因的表

达量则呈先下降后上升的趋势，并在 12 h 时到达最

小值。双因素方差分析结果表明，皮质醇浓度、作用

时间及二者的交互作用对肠上皮细胞 caspase-3、

caspase-7、caspase-9、bax、p53 和 bcl-2 基因的表达

量均产生了显著影响(P<0.05)。 

2.5  皮质醇对暗纹东方鲀肠上皮细胞脂代谢的影响 

如图 8 所示，肠上皮细胞中脂代谢相关基因表达

模式受到皮质醇浓度和作用时间的影响。随着皮质醇

处理浓度的上升，g6pd、6gpd、pparγ、fas 和 acc 基

因的表达量均呈下降的趋势，6gpd 和 pparγ基因的表 

 

 
 

图 4  皮质醇对肠上皮细胞超微结构的影响 
Fig.4  Effects of the cortisol on ultrastructure in intestinal epithelial cells 

A：对照组；B：10 nmol/L 皮质醇组；C：100 nmol/L 皮质醇组；D：1 000 nmol/L 皮质醇组； 

M：线粒体；ER：内质网；N：细胞核。 
A: Control group; B: 10 nmol/L cortisol group; C: 100 nmol/L cortisol group; D: 1 000 nmol/L cortisol group;  

M: Mitochondrion; ER: Endoplasmic reticulum; N: Nucleus. 
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图 5  皮质醇对肠上皮细胞氧化应激相关基因 

表达水平的影响 
Fig.5  Effects of the cortisol on the expression levels of 
oxidative stress-related genes in intestinal epithelial cells 

不同小写字母表示同一皮质醇浓度下各个处理组间存在显

著性差异(P<0.05)，不同大写字母表示不同皮质醇浓度处

理组间存在显著性差异(P<0.05)；下同。 
Data with different lowercase letters are significantly 

different among treatments at the same cortisol concentration 
(P<0.05), data with different uppercase letters are 

significantly different among treatments at different cortisol 
concentrations (P<0.05); the same below. 

 

达量在 100 nmol/L和 1 000 nmol/L皮质醇组之间无显

著性差异(P>0.05)；hsl、pparα、lpl 和 cpt-1 基因的表

达量则呈上升趋势，lpl 基因的表达量在 100 nmol/L

和 1  0 0 0  n m o l / L 皮质醇组之间无显著性差异 

 
 

图 6  皮质醇对肠上皮细胞凋亡的影响 
Fig.6  Effects of cortisol on the apoptosis in  

intestinal epithelial cells 
 

(P>0.05)。随着皮质醇作用时间的延长，10 nmol/L 皮

质醇组的 g6pd、pparγ、fas 和 acc 基因表达量在不同

时间点均无显著差异(P>0.05)，6gpd 基因的表达量呈

下降趋势，hsl、pparα、lpl 和 cpt-1 基因的表达量则

上升趋势。100 nmol/L 和 1 000 nmol/L 皮质醇组的

g6pd、6gpd、fas 和 acc 基因的表达量随着处理时间

的上升而显著下降(P<0.05)，hsl、lpl 和 cpt-1 基因的

表达量显著上升(P<0.05)；pparγ 基因的表达量呈先

下降后上升的趋势，pparα 基因的表达量则呈先上升

后下降的趋势，二者均在 12 h 时达峰值。双因素方

差分析结果表明，皮质醇浓度、作用时间及二者的

交互作用对肠上皮细胞 g6pd、pparγ、fas、acc、hsl、

pparα、lpl 和 cpt-1 基因的表达量均产生了显著性影

响(P<0.05)。6gpd 基因的表达量受到皮质醇浓度与

作用时间的影响，而二者之间的交互作用对其影响

效果并不显著(P>0.05)。 

由图 9 可知，随着皮质醇处理浓度的上升，肠上

皮细胞中的 TG 和 TC 含量呈显著下降的趋势，NEFA

含量则呈显著上升的趋势 (P<0.05)，且三者均在

100 nmol/L 和 1 000 nmol/L 皮质醇组之间无显著性

差异(P>0.05)。随着皮质醇处理时间的延长，所有皮

质醇处理组 TG 和 TC 含量均呈显著下降趋势，NEFA

呈显著上升趋势(P<0.05)。双因素方差分析结果表明，

皮质醇浓度、作用时间及二者的交互作用对肠上皮细

胞的 TG、TC 和 NEFA 含量均产生了显著性影响

(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  暗纹东方鲀肠上皮细胞的分离与培养 

目前，鱼类肠细胞体外培养研究主要集中于草鱼 
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图 7  皮质醇对肠上皮细胞凋亡相关基因表达的影响 
Fig.7  Effects of the cortisol on the expression levels of apoptosis-related genes in intestinal epithelial cells 

 
(Ctenopharyngodon Idella)(姚仕彬等, 2013)、虹鳟

(Oncorhynchus mykiss)(Langan et al, 2018)和牙鲆

(Paralichthys olivaceus)(Zhang et al, 2015)，有关暗纹

东方鲀肠细胞体外培养的研究未见报道。本研究结果

表明，经过 0.25%胰蛋白酶消化，DMEM 培养基培养

的肠上皮细胞增殖率更高，培养 24 h 后贴壁生长状

态良好，而使用Ⅰ型胶原酶(1 mg/mL)消化，1640 培

养基培养的细胞培养 24 h 后多处于悬浮状态。这种

现象可能是因为胰蛋白酶可水解与赖氨酸或精氨酸

相连接的肽键，细胞间的蛋白质发生水解使细胞离

散，有利于消化上皮、胚胎等细胞间质较少的软组织

(任文洁等, 2022)，这与瓦氏雅罗鱼(Leuciscus waleckii)

原代肠细胞的培养研究结果一致 (徐悦 ,  2021)。

DMEM 培养基被广泛用于细胞原代培养，如黑鲷

(Acanthopagrus schlegelii)肠上皮细胞(Pan et al, 

2022)、牙鲆成纤维细胞(Nie et al, 2021)和大西洋鲟

(Acipenser oxyrinchus)幼虫细胞(Grunow et al, 2011)

等，这与本研究结论一致。但有些鱼类组织细胞培养

采用其他培养基，如尖吻鲈(Lates calcarifer)肌肉细胞

采用 L-15 培养基(Lai et al, 2008)，塔里木裂腹鱼

(Schizothorax biddulphi)尾鳍细胞采用 DME/F12 培养

基 (代金彩等 ,  2022)，这表明鱼类细胞的最适培 
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图 8  皮质醇对肠上皮细胞脂代谢相关基因表达的影响 
Fig.8  Effects of the cortisol on the expression levels of lipid metabolism-related genes in intestinal epithelial cells 

 
养基与鱼类的种类和组织有关。 

3.2  皮质醇诱导暗纹东方鲀肠上皮细胞氧化应激 

通过 CCK-8 法检测细胞活力，结果显示，与对

照组相比，随着皮质醇处理浓度的上升，暗纹东方鲀

肠上皮细胞活力呈显著下降的趋势(P<0.05)，这可能

与细胞在皮质醇处理 24 h 后氧化应激显著上升有关，

还可能是高浓度皮质醇破坏了肠细胞的完整性进而

导致其细胞活力下降。在鱼类受到胁迫时，机体内

ROS 含量会显著上升，其中超氧阴离子、过氧化氢和

羟基自由基是导致细胞内生物大分子如蛋白质、脂质

等损伤的重要物质(Alfadda et al, 2012)，当机体内

ROS 的生成速率高于机体的清除能力时，细胞稳态遭

到破坏，产生氧化应激。鱼类为防止机体内 ROS 的

积累，会激活体内的酶抗氧化系统来清除过量的

ROS，SOD、CAT 和 GSH-Px 则是重要的抗氧化酶类，

也是评价氧化应激水平的重要指标(Dasgupta et al, 

2016)。其中，SOD 可将超氧阴离子歧化为 O2 和 H2O2，

紧接着 CAT 协同 GSH-Px 将有毒的 H2O2 分解为 H2O

和 O2，避免对机体造成氧化损伤(Liu et al, 2011)。过

往研究表明，当鱼类产生氧化应激时，其机体内皮质

醇水平会显著上升(Gozdowska et al, 2022)，且皮质醇

含量与抗氧化酶活力具有一定的关联性(Ren et al, 

2020)。本研究发现，暗纹东方鲀肠上皮细胞中 sod、

cat 和 gsh-px 抗氧化酶基因在皮质醇刺激下表达上

调，且具有剂量和时间依赖性，说明皮质醇刺激使得

暗纹东方鲀肠上皮细胞酶抗氧化系统被激活，机体通

过上调抗氧化酶基因表达产生大量抗氧化酶，以清除

应激时产生的过量 ROS。值得注意的是，gsh-px 基因

的表达量在 10 nmol/L 皮质醇组和对照组之间无显著

性差异，推测是 GSH-Px 和 CAT 之间存在互补代偿

效应，导致前者转录水平被削弱(唐功, 2010)。线粒

体是产生 ROS 的主要场所，是评判氧化应激的标志

细胞器。本研究透射电镜结果显示，暗纹东方鲀肠上

皮细胞在皮质醇刺激下，线粒体数量明显增加，线粒

体结构完整性被破坏，这与皮质醇胁迫 HT22 细胞结

果一致(Xu et al, 2019)。上述研究结果表明，皮质醇

刺激会引起暗纹东方鲀肠上皮细胞氧化应激，细胞 
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图 9  皮质醇对肠上皮细胞生化指标的影响 
Fig.9  Effects of cortisol on biochemical indices of  

intestinal epithelial cells 
 

内 sod、cat 和 gsh-px 转录上调以减少氧化应激对机

体带来的损伤。 

3.3  皮质醇诱导暗纹东方鲀肠上皮细胞凋亡 

研究表明，皮质醇刺激不仅会引发细胞氧化应激

反应，还会引发细胞凋亡(Xu et al, 2019)。本研究中，

与对照组相比，皮质醇刺激显著提高了暗纹东方鲀肠

上皮细胞凋亡率，且凋亡指数呈剂量依赖性增长，这

与原代培养的银鲷(Sparus sarba)巨噬细胞(SSM)在皮

质醇暴露后的结果相似(Deane et al, 2006)。目前，线

粒 体 凋 亡 信 号 通 路 是 最 主 要 的 细 胞 凋 亡 途 径

(Karpinich et al, 2002)。Bcl-2 家族是启动细胞凋亡的

重要因子，Bax 是 Bcl-2 家族关键的促凋亡蛋白，Bcl-2

是抗凋亡蛋白，在正常状态下，二者均以同源二聚体

的形式存在(Yuan et al, 2016)。当细胞受到外界刺激

时，线粒体外膜上会聚集大量的 Bax，从而使线粒体

通透性转化孔(MPTP)开放，线粒体膜电位(ΔΨm)下

降，胞浆中的细胞色素 C (Cyt C)因而易位到胞质中，

并 与 凋 亡 蛋 白 酶 激 活 因 子 (Apaf) 结 合 以 激 活

Caspase-9 ， 活 化 后 的 Caspase-9 再 进 一 步 激 活

Caspase-3 和 Caspase-7，进而诱发 Caspase 级联反应

引发细胞凋亡。而 Bcl-2 则可以通过与 Bax 结合形成

更稳定的 Bcl-2/Bax 异源二聚体或通过阻断 Cyt C 的

释放来抑制细胞凋亡(Estaquier et al, 2012)。p53 是重

要的核转录因子，参与细胞生长和凋亡等过程，在细

胞的正常生长中发挥重要作用，可通过调控 Bax 的表

达介导线粒体凋亡信号通路(Zaib et al, 2022)。 

已有报道，caspase-3 和 bax 等凋亡相关基因在

皮质醇刺激后表达出上调的模式(万学斌, 2017)。本

研究中，皮质醇刺激可使暗纹东方鲀肠上皮细胞中促

凋亡基因 caspase-9、caspase-7 和 caspase-3 mRNA 表

达量显著上升，且分别在皮质醇处理 6、12 和 24 h

后达到最大值，推测是由于 Caspase-9 是凋亡的启动

者，而 Caspase-7 和 Caspase-3 是凋亡的执行者，所

以 Caspase-9 对于凋亡的响应更早。此外，bax 和 p53

基因的转录水平也随着皮质醇处理浓度和时间的上

升而显著上升，bcl-2 基因的转录水平则随着皮质醇

处理浓度的上升而显著下降。这些现象也发生在其他

物种中，如小鼠(Mus musculus) HT22 细胞在皮质醇

刺 激 后 Cleaved-Caspase9 、 Cleaved-Caspase3 和

Bax/Bcl-2 等蛋白含量均上升(Xu et al, 2019)。以上结

果都说明皮质醇刺激可以诱导细胞凋亡。 

3.4  皮质醇诱导暗纹东方鲀肠上皮细胞脂代谢失衡 

鱼类机体的物质调控受基因表达量的影响。研究

表明，G6PD 和 6GPD 是磷酸戊糖途径的关键酶(Reyes 

et al, 2022)。PPARγ 在参与和调控脂肪细胞分化和脂

代谢方面发挥重要作用(Lim et al, 2016)。FAS 和 ACC

可以催化乙酰辅酶 A 生成饱和脂肪酸棕榈酰酯，其

基因表达量直接影响机体脂肪合成量(张雨等, 2019)。

本研究中，暗纹东方鲀肠上皮细胞在受到皮质醇刺激

后，细胞内参与脂肪合成的 g6pd、6gpd、pparγ、fas

和 acc 基因表达量均显著下调，说明皮质醇抑制了肠

上皮细胞脂肪的合成，这与罗非鱼 (Oreochromis 

mossambicus)肝细胞在皮质醇刺激下的研究结果相似

(Sunny et al, 2002)。PPARα 是调控脂代谢相关基因的

上游转录因子，可通过诱导 cpt-1 基因的表达来增强
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脂肪酸 β 氧化(Ribet et al, 2010)。本研究表明，暗纹

东方鲀肠上皮细胞在皮质醇刺激下，pparα 和 cpt-1

基因的 mRNA 表达水平显著上升，说明皮质醇提高

了肠细胞内脂肪酸 β 氧化水平。研究表明，皮质醇刺

激可上调斜带石斑鱼肝细胞 hsl 和 lpl 基因的表达

(骆源, 2016)，HSL 能促进脂肪分解为甘油和脂肪酸，

在 TG 的水解过程中起到催化作用(Haemmerle et al, 

2002)，LPL 能催化 TG 水解成 NEFA (Nilsson-Ehle 

et al, 1980)。本研究中，随着皮质醇处理浓度的上升，

hsl 和 lpl 基因的 mRNA 表达水平均显著上升，验证

了肠上皮细胞内 TG 和 TC 含量下降、NEFA 含量上

升的结果。 

4  结论 

综上所述，本研究建立了暗纹东方鲀原代肠上皮

细胞的最适分离培养方法，同时，发现肠上皮细胞活

力与皮质醇浓度呈负相关。皮质醇能够促进暗纹东方

鲀肠上皮细胞的氧化应激与细胞凋亡。此外，皮质醇

可以促进暗纹东方鲀肠上皮细胞脂肪的分解并抑制

脂肪的合成。 
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fasciatus and the Cortisol Effect on its Physiological Characteristic 

LIU Yuxi1,2, SUN Yiru1,2, WANG Sijin1,2, MA Sisi1,2, YU Weifeng1,2, YIN Shaowu1,2①
, WANG Tao1,2① 

(1. College of Marine Science and Engineering, Nanjing Normal University, Nanjing  210023, China; 2. Jiangsu Province 
Engineering Research Center for Aquatic Animals Breeding and Green Efficient Aquacultural Technology, Nanjing  210023, China) 

Abstract    Stress is a nonspecific response that occurs when the body is stimulated by internal and 
external stimuli. When the stress levels exceed the body´s tolerance threshold, physiological and 
biochemical changes occur that affect homeostasis within the internal environment. Takifugu fasciatus is 
an important cultured fish species in China, and its demand in the aquatic market has increased in recent 
years. Stress is extremely harmful to T. fasciatus farming, and cortisol is considered an essential marker 
for determining the stress response of fish, as it changes significantly within the organism under stress. 
The intestine is a contact medium between fish and the external environment and can respond to 
physiological stress levels. Although the study of fish intestinal responses to stress is a global research 
focus, the role of the T. fasciatus intestinal tract in response to stress remains unclear. In this study, 
intestinal epithelial cells of T. fasciatus were cultured using four different methods: Trypsin (0.25%) with 
DMEM, trypsin (0.25%) with RPMI 1640, typeⅠcollagenase (1 mg/mL) in DMEM, and typeⅠ
collagenase (1 mg/mL) in RPMI 1640 to establish an in vitro culture method for primary intestinal 
epithelial cells of T. fasciatus. The effects of different concentrations of cortisol on oxidative stress, 
apoptosis, and lipid metabolism were investigated. The study methodology involved disinfecting of 
T. fasciatus with 75% alcohol and subsequently anesthetizing with MS-222. Furthermore, the intestines 
were removed and cleansed using PBS containing 100 IU/mL penicillin and 100 μg/mL streptomycin. The 
intestines were then sectioned into 1.5 mL centrifuge tubes with digestive solutions and digested at 28 ℃ 
for 30 min. Cells were subsequently centrifuged at 1 000 r/min for 5 min at 4 ℃, and resuspended in a 
new complete medium (DMEM containing 20% fetal bovine serum, 100 IU/mL penicillin, and 100 μg/mL 
streptomycin). The proliferation rate of intestinal epithelial cells under the four culture methods was 
determined within 5 d using the CCK-8 method, and cell growth was observed under a microscope after 
24 h of culture. Cortisol solutions at varying concentrations were diluted with complete medium, and the 
cell viability of T. fasciatus was measured using the CCK-8 method after cortisol treatment (0, 100, 1 000, 
2 000, 3 000, and 5 000 nmol/L) for 24 h. The morphological structure of intracellular mitochondria was 
observed through transmission electron microscopy after cortisol treatment (0, 10, 100, and 1 000 nmol/L) 
for 24 h. After cortisol treatment (0, 10, 100, and 1 000 nmol/L) for 3, 6, 12, and 24 h, the expression 
patterns of oxidative stress-related genes, apoptosis-related genes, and lipid metabolism-related genes in 
intestinal epithelial cells were measured by real-time fluorescence-based quantitative PCR (qRT-PCR). 
Cell apoptosis was measured using the Annexin V-FITC/PI method, and the contents of triglycerides, total 
cholesterol, and free fatty acids were measured using kits from Nanjing Jiancheng Co. The results showed 
that the intestinal epithelial cells cultured with trypsin (0.25%) digestion and DMEM had the highest cell 
proliferation rate among the four culture methods, with predominantly fibroblast-like cell morphology and 
the best apposition. At a cortisol concentration of 1 000 nmol/L, the intestinal epithelial cell viability was 
0.8 times that of the control group, with no significant difference between the 1 000 nmol/L 
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cortisol-treated group and the 2 000 nmol/L cortisol-treated group. However, the cell viability 
significantly decreased when the cortisol concentration exceeded 2 000 nmol/L (P<0.05). Thus, 
1 000 nmol/L or lower was selected for cortisol treatment. Transmission electron microscopy revealed that 
the mitochondrial structure of intestinal epithelial cells was altered in all the cortisol-treated groups, with 
an increase in the number of mitochondria. The expression of oxidative stress-related genes (sod, cat, and 
gsh-px) and apoptotic index significantly increased with increasing cortisol treatment concentration and 
time. Pro-apoptotic genes (caspase-3, caspase-7, caspase-9, bax and p53) increased significantly, while 
anti-apoptotic gene bcl-2 expression decreased significantly with the increase of cortisol treatment 
concentration (P<0.05). The expression of lipid synthesis-related genes (g6pd, 6gpd, pparγ, fas and acc) 
decreased significantly and lipolysis-related genes (hsl, pparα, lpl and cpt-1) increased significantly with 
increasing cortisol treatment concentration (P<0.05). Triglyceride and total cholesterol contents decreased 
significantly, whereas the free fatty acids content increased significantly with increasing cortisol treatment 
concentration and time (P<0.05). These results indicate that trypsin (0.25%) digestion with DMEM is 
optimal for culture of primary intestinal epithelial cells of T. fasciatus. Cortisol promotes oxidative stress, 
apoptosis, and lipid decomposition but suppresses lipid synthesis in intestinal epithelial cells of 
T. fasciatus. This study established the optimal isolation and culture method for primary intestinal 
epithelial cells of T. fasciatus and investigated the mechanism of the intestinal response to cortisol stress 
in T. fasciatus, thus providing a theoretical basis for the subsequent anti-stress culture of fish.  
Key words    Takifugu fasciatus; Intestinal epithelial cell; Cortisol; Oxidative stress; Cell apoptosis; 
Lipid metabolism 

 

《渔业生态系统动力学》书评 
金显仕 

(中国水产科学研究院黄海水产研究所  山东  青岛  266071) 

当今世界，海洋渔业资源的可持续利用面临巨大挑战，人们广泛呼吁应将生态学原理纳入渔业管理中，

践行“基于生态系统的渔业管理(EBFM)”理念。渔业生态系统作为生态—社会耦合系统具有内在的复杂性，阻

碍了 EBFM 的实践，亟需科学的技术和方法作为支撑。在此背景下，渔业生态系统动力学衍生而出，并在近

20 年得到迅速发展，有力推动着 EBFM 在全球实践推广。 

《渔业生态系统动力学》是美国国家海洋和大气管理局(NOAA)东北渔业科学中心资深科学家 Michael 

Fogarty 和罗德岛大学教授 Jeremy Collie 所著《Fishery Ecosystem Dynamics》(2020)的中文译本，由中国农业

出版社 2024 年 7 月出版。该书系统介绍了渔业生态系统动力学的基础理论与评估方法，在概述经典生态模型

及其特性的基础上，进一步阐释了这些模型背后的生态过程和机制。 

该书不仅系统而完善地梳理了近年来渔业生态系统动力学的研究进展，更着重从个体、种群、群落等多

角度解读渔业生态系统，以期拓宽研究视野，并通过融入丰富的案例，将前沿理论与实践结合，有助于读者

获得全面而深入的理解。数学模型是对现实的抽象，而现实世界往往比模型的描述要复杂得多，构建模型的

目的是将问题简化、直指其核心，这一点在本书中反复体现。在写作手法上，作者非常注重可读性，采取逐

步递进的方式，由简至繁，详细地展示了模型的发展过程。此外，该书还配套了 R 语言代码，方便读者重现

各章节介绍的研究示例，非常适合作为渔业资源、海洋生态学等专业的本科生、研究生教材，也为渔业科技

工作者、管理者以及其他想要了解海洋生态系统的人员提供了不可多得的宝贵资料。 

 
(书评推荐人：中国农业出版社  王金环) 


