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(摘 要：以强化培育后草鱼的肠道粘膜为试验材料，采用不同消化法和离心转速梯度分离肠道粘膜细胞团，分别试验不同培养液与不同CO2浓度组合、胎牛血清浓度及细胞接种浓度时细胞生长效果，并且观察草鱼原代肠道粘膜细胞生长过程,同时采用3种细胞形态观察法、MTT检测法及相关酶活力系统评价细胞培养效果。结果表明：采用机械刮取消化法，分离转速为400r/min，在使用M199培养液、6% CO2、15%胎牛血清、接种浓度为2×103（个/孔）条件下可批量复制草鱼原代肠道粘膜上皮细胞；细胞增殖过程符合动物原代肠道粘膜上皮细胞生长分化规律,采用荧光倒置显微镜与Giemsa染色法相结合、MTT检测法、AKP酶活力及LDH/MTT OD值可系统评价细胞培养效果。
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研究亮点：使用肠道肝胰脏强化修复饲料投喂试验鱼以保障试验的可重复性；本文尝试建立一个规范的、可批量复制的草鱼原代肠道粘膜上皮细胞的操作方法，同时探讨了细胞培养效果的系统评价指标体系。
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Abstract: Intestinal epithelial cells(IECs) are important functional cells in intestine, while intestinal barrier, a complex system , is formed mostly by intestinal mucosa cells, Primary cultured intestinal epithelial cells is thus the effective cell model in research in nutrition and physiology, pathology. Ctenopharyngodon idellus is the freshwater fish with important economic and food value in China. No practice operation method and system evaluation method of primary culture intestinal epithelial cells from Ctenopharyngodon idellus were published. The aim of this study was to establish a method specification on dissociation of IECs from intestinal mucosa of Ctenopharyngodon idellus, as well as effective evaluation index of primary culture of IECs. In this study, three digestion methods and different centrifugal speeds were used on the intestinal mucosa. The combinations of three culture mediums and four concentration gradients of CO2 were tested, as well as different concentration gradients of serum and cells seeded. After observing the growth process of IECs, we choose three observation methods, MTT method and enzyme activity interrelated to system evaluate the growth effect of primary cultured IECs. The results showed that the tested fish need to be intensified rearing to protect test repeatability. Using mechanical scrape plus collagens digestion and centrifugal speeds on 400r/min, cells grew in M199 added 15% serum concentration at 27℃ in 6% CO2 incubator , while the concentration of cells seeded was 2000 clumps of cells in each plate hole, intestinal mucosa cells’ growth was stability. The process of primary cultured IECs growth could be evaluated system of the combinations of inverted fluorescence microscope method and Giemsa staining method, as well as MTT method, enzyme activity of AKP and the ratio of LDH / MTT OD.
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肠道粘膜上皮细胞（intestinal epithelial cells，IECs）是肠道的主要功能细胞，其参与肠道食物的消化、吸收、免疫屏障等功能，且与肠道内、外分泌功能关系十分密切[1]。目前，由于饲料物质、药物、病原生物等对肠道粘膜结构与功能影响的研究日益受到重视，所以建立离体的肠道粘膜上皮细胞试验平台在营养学、生理学、病理学等研究中具有重要的意义。因原代培养的肠道粘膜上皮细胞与体内的正常细胞接近，能真实反映体内代谢情况[2-3]，适宜做为鱼类肠道粘膜上皮细胞试验平台。因每次试验均需从试验鱼肠道获得粘膜细胞，为了保障试验的可重复性，如何保障每次试验的原代粘膜上皮细胞生理状态基本一致和试验材料鱼肠道健康？因此，规范的操作方法非常重要。目前，肠道粘膜上皮细胞的原代培养在小鼠[4]和人[5-6]较多，而在鱼类上试验较少，已发表文献中如牙鲆[7]、鲫[8]、鲤鱼[9-12]，主要参照小鼠IECs原代培养方法，但操作方法并不一致。因此，规范鱼类IECs消化分离方法及原代培养的试验条件，建立细胞生长、生理功能状态评价指标体系对于鱼类IECs原代培养非常重要。为此，本文以草鱼（Ctenopharyngodon idellus）为试验材料，进行了试验前期试验草鱼肠道功能强化培育、肠道粘膜上皮细胞分离方法、原代培养条件、细胞生长与生理功能指标体系的研究，旨在建立规范的、可复制的草鱼IECs的消化分离方法与原代培养条件及细胞培养效果的系统评价指标体系。

1  材料与方法

1.1  试验材料

1.1.1  草鱼

试验鱼体重量为（22.0±5.0）g，购自苏州相城新时代养殖厂，转入养殖系统，使用自制的强化饲料[13]强化饲养2周，之后饲养于苏州大学室内循环系统中，在整个试验过程中均使用自制的含蛋白质28%、油脂4%的普通配合饲料饲养，每天投喂2次。水温为（24±4.0）℃、溶解氧＞6mg/L。
1.1.2  主要试剂及配制
DMEM（高糖）、DMEM（低糖）、M199培养液为赛默飞世尔生物化学制品（北京）有限公司生产；胎牛血清（FBS）为维森特生物技术（南京）有限公司生产；胶原酶Ⅰ、胶原酶Ⅳ、四甲基偶氮唑盐（MTT）为Sigma-aldrich公司生产；Giemsa染液、AKP及LDH酶试剂盒为南京建成生物工程研究所生产；鼠尾胶原Ⅰ型为杭州生友生物技术有限公司生产；青霉素G钠盐、硫酸链霉素为上海三杰生物技术有限公司生产；其他试剂均为国产分析纯。

D-Hanks清洗液：按文献[1]使用超纯水配制；完全培养液：M199，使用前添加15% FBS；上述试验用液使用前临时加入200U/mL青霉素，200μg/mL链霉素。胶原酶Ⅰ、Ⅳ联合消化液：使用D-Hanks液配制成0.1mg/mL浓度，0.22μm过滤，-20℃贮存。MTT溶液：使用超纯水配制的PBS避光条件下溶解MTT粉末，配制成5mg/mL浓度，0.22μm过滤，-20℃贮存。
1.1.3 主要仪器

    HF90/HF240 CO2培养箱（力康生物医疗科技控股集团），SW-CJ-1FD单人垂直单面净化工作台（上海博迅实业有限公司），IX70荧光倒置显微镜(奥林巴斯公司)，Biotek Synergy HT多功能酶标仪（美国伯腾仪器有限公司），TD5A-WS型台式低速离心机（上海新诺仪器设备有限公司），SHA－C型水浴恒温振荡器（江苏金坛宏凯仪器厂）。
1.2  试验方法
1.2.1  试验材料鱼肠道粘膜健康状态的强化
试验期间多次购入试验草鱼，随机抽取10~20尾进行常规解剖，观察鱼体肠道、肝胰脏状况，对有明显肠道和肝胰脏损伤的如炎症、绿色肝胰脏等不用于整个试验批次研究；对基本合格批次试验鱼在循环养殖系统中进行强化培育，自制强化培育饲料含有肉碱、牛磺酸、谷氨酰胺等物质。分别以未强化培育和经过2周强化培育的草鱼肠道为材料，并使用机械刮取消化法，在400r/min转速下进行离心，在M199培养液中添加15%胎牛血清，在27℃，6% CO2培养箱中进行IECs原代培养，荧光倒置显微镜下观察2种试验鱼分离和原代培养IECs生长效果。
1.2.2  分离方法
（1）3种消化方法的比较
取试验鱼，用超纯水冲洗体表2次，捣碎脑部处死，迅速置75%乙醇中浸泡5~10s。超净工作台上解剖，取出肠道中段，去除肠系膜，用注射器（10mL）吸取D-Hanks清洗液冲洗肠段内腔3～4次，分别采用以下3种方法消化草鱼IECs细胞：机械剪碎消化法：将肠段剪成1mm3大小的组织块，D-Hanks清洗液反复清洗后备用；肠囊翻转消化法：将肠段使翻转使肠道粘膜面朝外，再使用D-Hanks清洗液清洗肠道粘膜面后，肠段两端使用无菌棉线扎紧后待用；机械刮取消化法：将肠段翻转使肠道粘膜面朝外，用D-Hanks清洗液清洗肠道粘膜面后，放入培养皿中，用无菌载玻片一端刮取肠道粘膜层，使用清洗液反复清洗刮取下来的粘膜层，清除悬浮在液面上层多余的脂肪细胞后待用。
将处理后的粘膜组织转入细胞培养瓶（50mL）中，加入胶原酶Ⅰ、Ⅳ联合消化液，28℃震荡消化30min后，按V（消化液）：V（胎牛血清）=19:1的比例立即加入FBS终止消化，玻璃吸管（10mL）反复吹打5min后，静止1min，吸取上清细胞悬液到细胞培养瓶中备用。

经联合消化酶消化后，800r/min离心7min，加入完全培养液悬浮沉淀，重复离心2次，接种于96孔板（胶原包被）。在27℃，6% CO2条件下培养，以消化后粘膜细胞团数量、细胞悬液中活细胞百分比及48h细胞活性[1]为指标，比较3种消化方法的效果。

（2）不同分离转速比较

经机械刮取法处理且联合消化酶消化后的草鱼肠道粘膜细胞团，将其平均分成4份，分别按200r/min、400r/min、600r/min、800r/min转速离心7min后,在96孔板内分别计数每个转速梯度下单个细胞与细胞团比例，同时使用荧光倒置显微镜拍照。

1.2.3  原代培养条件

经机械刮取法处理，联合消化酶消化后400r/min转速下离心7min，去上清，加入完全培养液悬浮，重复离心2次后，分别采取下列条件进行培养：培养液与CO2浓度组合：分别使用均含15% FBS的DMEM（高糖）、DMEM（低糖）、M199 3种培养液悬浮细胞沉淀，接种后放入3%、6%、9%、12% CO2浓度下培养；胎牛血清浓度：M199悬浮沉淀，分别添加FBS至0%、5%、10%、15%、20% 浓度，接种后放入6% CO2培养；细胞团接种浓度：完全培养液悬浮沉淀，计数大于5个细胞的粘膜细胞团，按照0.5×103、1.2×103、2×103、2.8×103、3.7×103（个/孔）浓度，接种入96孔板后放入6% CO2培养。上述处理温度均控制在27℃，培养过程中观察细胞生长状态及测定48h细胞活性[1]，比较不同培养条件下细胞生长效果。

1.2.4  原代培养效果评价指标

使用机械刮取法、联合消化酶消化后的草鱼肠道粘膜细胞团经400r/min转速下离心7min，重复离心2次后，调整细胞浓度为2×103（个/孔），接种后放入27℃、6% CO2培养。测定不同时间点细胞活性[1]及细胞培养液中碱性磷酸酶（AKP）与乳酸脱氢酶（LDH）活力，同时使用荧光倒置显微镜、碱性磷酸酶（AKP）染色法、Giemsa染色法观察细胞生长过程及细胞形态。AKP、LDH酶活力测定和AKP染色、Giemsa染色操作方法均参照南京建成试剂盒说明。
1.2.5  数据处理
数据以平均值±标准差（Mean±SD）表示，结果用SPSS 17.0软件进行单因素分析，采用Duncan氏检验组间差异，P﹤0.05时，认为差异显著。

2  结果

2.1  试验鱼肠道粘膜健康状态的强化

    本试验比较了强化培育与未强化培育试验鱼IECs原代培养的生长效果，结果发现试验鱼经过强化培育后，其肠道及肝脏均正常，经消化分离后发现未强化培育肠道粘膜细胞团数量明显少于强化培育后的试验鱼，细胞培养24h时，强化培育后试验鱼肠道粘膜上皮细胞较未强化培育生长效果好，贴壁细胞数量较多（图版Ⅰ-1~2）。

2.2  分离条件
本试验比较了3种消化方法及不同分离转速处理后效果（表1~2），结果显示：3种消化方法获得的肠道粘膜细胞中活细胞比例均大于99%，机械剪碎消化法组 MTT OD值显著低于肠囊翻转消化法组与机械刮取消化法组（P﹤0.05），机械刮取消化法组 MTT OD值较肠囊翻转消化法组高。从获取的粘膜细胞看，机械剪碎消化法获得的大部分为单个细胞（图版Ⅰ-3），细胞培养48h时部分培养孔有成纤维细胞生长（图版Ⅰ-6），肠囊翻转消化法与机械刮取消化法则获得大量的粘膜细胞团（图版Ⅰ-4、5），培养后细胞无杂质细胞生长。

	表1  消化方法对草鱼原代IECs 生长的影响

Tab. 1 Effects of different digestion methods on proliferation of IECs in primary culture.

	消化方法处理组
	样本数/孔
	活细胞比例
	MTT OD

	机械剪碎消化法
	20
	﹥99%
	0.432±0.095a

	肠囊翻转消化法
	20
	
	0.576±0.101b

	机械刮取消化法
	20
	
	0.627±0.102b

	注：组间肩注小写字母不同表示在0.05水平上显著，相同字母表示差异不显著（P﹥0.05），以下皆同。


采用不同离心转速处理后，随着转速的升高，粘膜细胞团与单个细胞数量逐渐增多（图版Ⅰ-7~10）；从粘膜细胞团与单个细胞比值看出（表2），比值呈先升高后降低趋势，在400r/min组比值最高，达到1：4，在800r/min组最低，为1：12，200r/min转速组与600r/min转速组比值相等，为1：7。
	表2  不同离心转速对草鱼IECs细胞比例的影响

Tab. 2 Effects of different centrifugal speeds on ratio of cell mass and signal cell.

	离心转速/（r/min）
	样本数/孔
	细胞团：单个细胞

	200
	12
	1：7

	400
	12
	1：4

	600
	12
	1：7

	800
	12
	1：12


2.3  原代培养条件

本试验比较了DMEM（高糖）、DMEM（低糖）、M199培养液分别与不同CO2浓度组合下IECs细胞生长效果（表3），结果显示：随着CO2浓度的升高，DMEM（高糖）组12% CO2浓度下MTT OD值最高，同时显著高于3% CO2浓度组（P﹤0.05）； DMEM（低糖）组细胞MTT OD值呈增高趋势，12% CO2浓度下MTT OD值显著高于其它浓度组（P﹤0.05）；M199培养液组MTT OD值则呈先增高后降低趋势，在6% CO2浓度下MTT OD值显著高于其它浓度组（P﹤0.05），12% CO2浓度下MTT OD值显著低于其它浓度组（P﹤0.05）。此外，6% CO2浓度下M199培养液组MTT OD值显著高于12% CO2浓度下DMEM（高糖）组、DMEM（低糖）组（P﹤0.05）。

	表3  不同培养液与CO2浓度组合对草鱼IECs 生长的影响

Tab. 3 Effects of different mediums and concentrations of CO2 on proliferation of IECs in primary culture.

	培养液
	CO2浓度
	样本数/孔
	  MTT OD值
	

	DMEM

(高糖)
	3%
	20
	0.235±0.063a

	
	6%
	20
	0.261±0.062ab

	
	9%
	20
	0.265±0.052ab

	
	12%
	20
	0.313±0.106bc

	DMEM

（低糖）
	3%
	20
	0.250±0.064a

	
	6%
	20
	0.277±0.059ab

	
	9%
	20
	0.265±0.063ab

	
	12%
	20
	0.370±0.111de

	M199
	3%
	20
	0.345±0.074cd

	
	6%
	20
	0.560±0.119f

	
	9%
	20
	0.404±0.067e

	
	12%
	20
	0.238±0.093a


本试验比较了不同浓度胎牛血清细胞生长效果，结果显示（表4）：随着FBS添加浓度的增加，细胞MTT OD值逐渐增高，0% FBS浓度组细胞MTT OD值显著低于其它FBS浓度组（P﹤0.05），细胞未能汇合成片（图版Ⅰ-11）；5%与10% FBS浓度组细胞活性无显著性差异，细胞在48h内汇合成片；15%、20% FBS浓度组细胞MTT OD值显著高于其它浓度组（P﹤0.05），细胞均能在24h内快速汇合成片（图版Ⅰ-12）。

本试验对比试验了不同接种浓度后发现（表5）：随着接种浓度的增加，细胞MTT OD值逐渐增高，以3.7×103（个/孔）浓度组最高，达到1.055，当接种浓度在2×103~2.8×103（个/孔）时，OD值介于0.5~1.0之间。从增殖细胞汇片时间看到，当接种量为500~1200（个/孔）时，细胞在48h内未能汇合成片；接种量为2000~2800（个/孔）时，48h内细胞能汇合成片（图版Ⅱ-1、2）；当接种量为3700（个/孔）时，细胞1d内即可汇合成片。

	表4  胎牛血清浓度对草鱼IECs 生长的影响

Tab. 4 Effects of different concentrations of serum on proliferation of IECs in primary culture.

	胎牛血清浓度/%
	样本数/孔
	MTT OD值

	0
	12
	0.283±0.073a

	5
	12
	0.469±0.087b

	10
	12
	0.509±0.161b

	15
	12
	0.631±0.121c

	20
	12
	0.677±0.119c


	表5  胎牛血清浓度及接种浓度对草鱼IECs MTT OD值的影响

Tab. 5 Effects of different concentrations of seeding on proliferation of IECs in primary culture.

	细胞团接种浓度/(个/孔)
	样本数/孔
	MTT OD值

	3.7×103
	12
	1.055±0.160

	2.8×103
	12
	0.716±0.083

	2.0×103
	12
	0.576±0.063

	1.2×103
	12
	0.340±0.081

	0.5×103
	12
	0.188±0.037


2.4  IECs原代培养效果评价指标结果

2.4.1  3种细胞形态观察方法及细胞生长过程

本试验中通过荧光倒置显微镜观察到肠道粘膜上皮细胞生长过程（图版Ⅱ-3~8）大致为：肠道粘膜上皮细胞从鱼体肠道消化分离后呈细胞团样，细胞团在接种12h内贴壁，部分细胞团增殖卵圆形游离细胞环绕于细胞团周围，成功贴壁后呈梭状，36h~60h期间细胞逐渐分化成熟，同时增殖细胞汇合成片，培养至72h，可部分看到增殖的粘膜细胞贴壁不牢，甚至凋亡萎缩。

通过对比荧光倒置显微镜、Giemsa染色法及AKP染色法观察细胞形态及细胞生长过程，结果显示（图版Ⅱ-9~12）：荧光倒置显微镜能方便快速观察细胞外部形态，观察过程中不影响细胞生长；Giemsa染色法与AKP染色法通过对细胞染色后观察到细胞边界清晰，细胞核着色较深，呈卵圆形，核仁可见，其中染色AKP染色法时间较长，染色程序较复杂且成功率低。

2.4.2  细胞活性及AKP、LDH活力

本试验测定了不同时间点细胞活性及培养液中AKP、LDH酶活力，结果显示（图1~2）：随着培养时间增加，细胞MTT OD值逐渐降低，在48h~60h细胞MTT OD值相对稳定；AKP与LDH活力在12h~60h间均波动不稳定；随培养时间增加，LDH/MTT OD呈增高趋势，在36~48h时无显著性差异。
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3  讨论

3.1  草鱼肠道健康状态的强化
    在实际养殖条件下，饲料物质、环境条件等多种因素可能影响到试验材料鱼的肠道及肝胰脏生理健康状态，导致试验结果不稳定。这就要求试验中需对提供肠道粘膜的试验鱼进行一段时间的强化饲养，以期对可能有肠道粘膜、肝胰脏损伤进行适度的修复和调整其生理状态，从而保障了原代培养试验的可重复性。

3.2 草鱼IECs分离方法及原代培养条件

原代IECs正常生长需诸多适宜条件，主要条件如消化分离方法、适宜的培养液及CO2浓度、胎牛血清浓度及接种浓度。目前在鱼类IECs原代培养过程中，相关培养条件并未规范，重复性不强，故批量复制草鱼IECs的规范操作方法非常重要。

肠道粘膜组织主要包括绒毛结构与隐窝，其中隐窝具有增殖分化能力，能支持细胞持续增殖，是IECs原代培养成功的关键。消化酶将肠粘膜消化成大小不一的粘膜细胞团，其中包含隐窝，故消化分离过程粘膜细胞团的数量与质量对于试验成功非常重要，即以细胞团的数量多，细胞健全为好。从本试验结果可以看出3种消化法获得活细胞比例均大于99%，但机械刮取消化法较机械剪碎消化法、肠囊翻转消化法获得较多的粘膜细胞团，且48h后细胞生长活性最佳，也无杂细胞生长，故使用机械刮取消化法进行消化为宜。分离转速越高,会导致消化后细胞悬液中单个细胞、杂细胞、细菌沉降，挤占细胞团的生长空间，消耗营养，进行多次较低转速离心有利于细胞团与单个细胞的分离，也能有效去除细菌[14]。从本试验结果看出，在400r/min时，粘膜细胞团的比例值最大，达到了细胞团与单个细胞的有效分离，不仅能提高培养液利用效率，减少细菌污染的机会，也便于细胞团接种浓度的确定。因此，肠道粘膜细胞的消化分离采用机械刮取消化法与400r/min离心。

研究表明，pH在7.2~7.4之间适宜动物IECs的增殖生长[3, 15-16]，为了保证培养液pH在正常范围内，需要不同浓度CO2来调节培养液pH，本试验结果发现M199培养液在6% CO2，DMEM(高糖)、DMEM(低糖)在12% CO2下草鱼IECs生长效果好，这同弗雷谢尼[17]论述一致；然而，6% CO2下M199培养液组OD值显著高于12% CO2下DMEM（高糖）组、DMEM（低糖）组（P﹤0.05），可能原因是M199培养液中营养物质更为全面，适宜水生动物细胞的生长增殖[18]。胎牛血清是细胞原代培养中必不可少的营养物质之一，过高过低均可导致细胞生长不佳[2]，本试验中发现添加15%胎牛血清能显著促进细胞生长增殖，且无杂细胞生长。细胞团接种浓度直接影响到细胞团增殖汇合成片的速度，汇合后细胞间的接触能抑制细胞的继续增殖[17]，接种浓度过大，细胞还未分化成熟则由于接触抑制停止继续增殖，同时营养消耗过快，导致细胞生长受阻，接种浓度过小，细胞虽能分化成熟，但不能汇合成片，同时MTT检测法中适宜OD值范围为0.5~1.0[19]，本试验结果显示细胞团接种在2000（个/孔）时，细胞能在48h内成功汇合成片，且利于MTT检测法进行测定细胞活性，适宜选择作为细胞的接种浓度。

因此，草鱼原代IECs培养条件宜采用机械刮取消化法消化，400r/min转速下离心，使用M199为培养液，添加15%胎牛血清， 2×103（个/孔）接种数量，在27℃、6% CO2条件下进行原代培养。
3.3  细胞形态观察方法、生长曲线及AKP、LDH酶活力
从结果观察到草鱼原代IECs增殖过程符合动物原代IECs的分化规律[15, 20]。在细胞生长增殖过程中，本试验从细胞的形态观察、生长活性及细胞结构功能酶出发，以期能系统的评价细胞培养效果。

从3种细胞形态观察方法对比结果可知，荧光倒置显微镜观察法的优点是直接、简便，但是不能观察到细胞内部结构；AKP染色法与Giemsa染色法均能对细胞内部结构进行有效观察，但Giemsa染色法更为快捷简单，成功率高。因此，倒置显微镜观察法与Giemsa染色法相结合，能有效的观察细胞内外部形态。

活细胞的线粒体脱氢酶能将染料MTT转变为不可溶性的紫色甲臜（Formazan）颗粒，被溶剂溶解后呈现兰紫色（OD值表示），显示了细胞增殖活力，且OD值与细胞数量呈线性关系[19]。然而， MTT测定不能反映细胞结构完整程度。因LDH存在于细胞内，当细胞结构破坏时能迅速逸出到胞外，细胞外LDH已广泛做为细胞结构完整性的重要标志酶；肠型AKP存在于IECs刷状缘上，是其标志酶，显示了细胞的分化程度。从本试验对此两种酶的检测结果看，AKP酶活力在12~60h时间内处于持续增高的状态，说明细胞持续分化，但由于细胞的增殖与凋亡处于动态平衡中，LDH活力有随着细胞数量的多少呈现波动的趋势，这不利于不同时间点结构完整性的比较，现已发现LDH酶活力大小与MTT OD显著相关[9-11]，当采用酶活力值与MTT OD值相比后发现LDH/MTT OD随时间增长趋势明显，符合细胞分化凋亡规律，更能准确反映细胞结构完整程度，利于不同时间点细胞状态的比较。
因此，使用倒置显微镜观察法与Giemsa染色法、MTT检测法、AKP酶活力及LDH/MTT OD值能系统评价草鱼IECs原代培养效果。
4  结论

采用机械刮取消化法进行肠道粘膜组织的消化，在离心转速400r/min，使用M199培养液、在6% CO2、15%胎牛血清、接种浓度为2×103（个/孔）条件下可批量复制草鱼原代肠道粘膜上皮细胞，建立了规范的草鱼IECs试验操作方法。同时，采用荧光倒置显微镜观察法与Giemsa染色法相结合观察细胞形态， MTT检测法描述细胞生长活性，采用AKP酶活力与LDH/MTT OD值评价细胞分化与结构完整程度，建立了细胞培养效果系统评价指标体系。
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图版Ⅰ
1. 投喂强化饲料前，取试验材料鱼肠道进行IECs原代培养24h后细胞状态，增殖贴壁细胞（↑），×200；2. 投喂强化饲料后，取试验材料鱼肠道进行IECs原代培养24h后细胞状态，增殖贴壁细胞（↑），×200；3. 机械剪碎消化法，单个细胞（↑），×100；4. 肠囊翻转消化法，肠道粘膜细胞团（↑），×100；5. 机械刮取消化法，肠道粘膜细胞团（↑），×100；6. 机械剪碎消化法，培养24h，加入MTT 2h后，成纤维细胞生长（↑），×200；7.  200rpm转速离心，×200；8.  400rpm转速离心，×200；9. 600rpm转速离心，×200；10. 800rpm转速离心，×200；11. 添加0%浓度胎牛血清，培养48h后，×200；12. 添加15%浓度胎牛血清，培养24h后，×200.
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图版Ⅱ
1. 接种浓度2×103（个/孔），48h后细胞汇片，×100；2. 接种浓度2.8×103（个/孔），48h后细胞汇片，×100；3. 培养12h，细胞团增殖的游离细胞（↑A），×200；4. 培养24h，贴壁的IECs细胞（↑B），×200；5. 培养36h，贴壁的IECs细胞（↑B），×200；6. 培养48h，×200；7. 培养60h，×200；8. 培养72h，细胞凋亡萎缩（↑），×200；9. 培养24h，Giemsa染色，细胞核（↑C），贴壁的IECs细胞（↑B），×400. 10. 培养48h，Giemsa染色，细胞核（↑C），贴壁的IECs细胞（↑B），×400；11. 培养24h，AKP染色，贴壁的IECs细胞（↑），×400；12. 培养48h，AKP染色，细胞核（↑），×400.

图2  不同时间LDH/MTT OD值


Fig. 2 LDH/MTT OD of cells in different culture times.





图1 不同时间细胞MTT OD值及AKP、LDH酶活力


Fig. 1 MTT OD of cells, enzyme activity of AKP and LDH in different culture times.
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