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摘要 :以文蛤 ( Meret ri x meret ri x Linnaeus)外套膜为材料 ,采用改良的 M199培养基 ,在不同

温度和盐平衡条件下进行组织与细胞培养。培养结果显示 ,24 h左右外套膜组织边缘有细

胞爬出 ,48 h后开始形成单层新生细胞 ,并发展为生长晕 ,7～10 d细胞基本长满培养瓶底。

细胞培养可持续 30～35 d。作者还描述了培养过程中出现的 3种不同形态特征的细胞 ,并

对 37℃培养条件下细胞的生长及分裂特征作了描述与讨论。
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　　文蛤 ( Meret ri x meret ri x Linnaeus)为底栖双壳

纲软体动物 ,在东北亚、东亚和南亚沿海均有分布 ,为

中国沿海重要经济贝类。随着近年来文蛤病害呈现

蔓延趋势 ,已开始重视文蛤病害的研究。对水产动物

类的疾病诊断及防控可以从多方面展开 ,然而随着

研究的深入 ,揭示的病因复杂程度增加 ,特别涉及到

病毒类病原生物的研究 ,仍缺乏基础的试验条件 ,例

如无研究使用的标准细胞系等。虽然组织与细胞培

养技术在脊椎动物中的应用已经比较成熟 ,但至今

水生无脊椎动物细胞系的建立研究仍较缓慢 [1 ]。国

内外学者在鲍鱼、扇贝、牡蛎和珍珠贝等海水贝类的

组织与细胞培养研究方面 ,取得了一些进展 [2～5 ] ,与

文蛤同属帘蛤科的菲律宾蛤仔和中国蛤蜊也有学者

进行了相关研究 [6 ,7 ] ,但是关于文蛤细胞的培养还未

见相关报道。本研究以期为文蛤细胞培养研究提供

基础性资料。

1　材料与方法

1. 1　材料
取海州湾沿岸池养文蛤 (2～3龄) ,体质量约 30

～40 g ,挑选其中活力较好者作为实验材料。

1. 2　方法
1. 2. 1　前处理

选取健康文蛤以清水洗净外壳 ,灭菌海水充气

暂养。培养海水中添加青霉素 0. 8 ×105 U/ L ,链霉

素 1. 0×105 / L。隔日换水。4～6 d后 ,暂养文蛤不

再有排泄物时 ,取出用作实验材料。

1. 2. 2　培养基配制

使用商品 M199培养基 ,参考王爱民等 [8 ]的方法

进行改良。使用按町井昭法 MMBSS平衡盐溶液 [9 ] ,

调节培养基的盐度最终为 9和 20。所有成分混合后

用 HCl/ NaO H调节 p H ,经滤纸 +双层 0. 22μm滤

膜过滤 ,最终 p H为 7. 2～7. 4。

改进的 M199培养基为 :M199 0. 95 g ,水解乳蛋

白 0. 5 g ,Na HCO3 0. 22 g ,外套膜组织液 10. 0 mL ,

小牛血清 10. 0 mL ,硫酸庆大霉素 1. 6×105 U ,头孢

拉定 0. 2 g ,MMBSS + DDW 80 mL。

MMBSS平衡盐溶液为 : KCl 1. 08 g ,NaCl 26. 22

g ,蔗糖 0. 30 g ,MgSO4 3. 18 g ,MgCl2 2. 20 g ,CaCl2

1. 12 g ,Na HCO3 0. 30 g ,Na H2 PO4 0. 044 g ,蒸馏水

1 000 mL。

外套膜组织液的制备 :取文蛤外套膜组织约

5 cm3 ,剪碎 , - 20℃反复冻融数次 ,加少量 DDW匀

浆。匀浆液 3 500/ min离心 ,取上清 ,DDW稀释至 50

mL。

1. 2. 3　组织培养

实验用贝清水冲洗后 ,切取外套膜 ,弃外缘部分 ,

用无菌棉签擦净组织表面黏液。将材料剪成 1 cm2
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大小的组织片 ,0. 1 %KMnO4 溶液处理 30 min ,再浸置于

含青霉素 0. 8×105 U/ mL、链霉素 1. 0×105 U/ mL无菌

生理盐水中 2 h。将无菌组织片浸于培养基中切成

1 mm2左右小片 ,然后均匀贴布于培养瓶壁 ,20～30

片/瓶 ,将适量培养液缓慢加入培养瓶 ,浸没组织块恒

温贴壁 6～12 h ,翻瓶。每 5～7 d更换一次培养基。

不同培养条件分组如表 1所示。
表 1　培养条件分组

Tab. 1　Groups of tissue and cell culture

条　件
分组

1 2 3 4

温度 ( ℃) 27 27 37 37

盐度 9 20 9 20

1. 2. 4　细胞培养

培养组织发生新生长细胞并基本长满瓶底壁

时 ,小心地分离取出较大的组织块 ,吸出旧培养液和

碎离组织 ,加入 2～3倍新鲜培养液 ,冲悬后使培养细

胞均匀悬浮 ,分瓶 ,CO2 培养箱恒温培养。其他培养

条件同组织培养。

2　结果

2. 1　培养细胞形态
在组织与细胞培养过程中 ,观察到 3种具不同形

态特征的细胞 :A型细胞 ,个体较小 ,圆形或椭圆形 ,

直径约为 30～35μm (图 121) ,可见于组织与细胞培

养的整个过程 ;B型细胞 ,个体较大 ,圆形 ,直径约 50～

60μm(图 122) ,在倒置显微镜下折光较强 ,正置光镜

下可见完整的细胞结构 ,多见于新生细胞生长中期 ;

C型细胞 ,形态不规则 (图 123) ,在细胞培养的中期和

后期可观察到 ,但出现的数量较少。在不同培养温度

和盐度平衡条件下均可观察到以上 3种细胞的发生

与生长 ,温度对细胞个体形态无明显影响 ,在盐度为

9的培养基中的细胞较盐度 20培养条件下的细胞略

显饱满圆润。

图 1　新生细胞类型

Fig. 1　Shapes of cultured cells

121 :A型细胞 (×400) ;122 :B型细胞 (×400) ;123 :C型细胞 (×400)

121 : Cell A (×400) ;122 :Cell B (×400) ;123 :Cell C(×400)

2. 2　组织培养
翻瓶培养后 12～24 h ,可见组织块色泽变浅 ,边

缘较为明显。24 h左右可见组织块边缘有单个细胞

爬出 (图 221) ,初期主要是 A 型细胞。48 h后 ,组织

块边缘可见单层平铺的新生细胞 (图 222) ,外围开始

形成生长晕 (图 223)。在倒置显微镜下观察到细胞

分裂 ,以二分裂为主 (图 224、图 225、图 226) ,并可见

三分裂和四分裂细胞。此时 ,在生长晕内及以外区域

开始出现一些个体较大的 B型细胞 ,该型细胞数量

较少 ,多单独存在。在 37℃培养条件下 ,可观察到较

多由 A型细胞构成的花环状结构 ,即在一个细胞周

围聚合有数个或十余个新分裂的小细胞 (图 227、图

228) 。3～4 d以后 ,培养细胞中开始出现小的细胞团
(图 229) ,多由 A型细胞组成。约 5 d后 ,可观察到由

细胞分泌物产生的结晶体 (图 2210) ,并偶见形状不

规则的 C型细胞。培养 7～10 d ,新生细胞基本长满

培养瓶底壁 ,但细胞分裂生长速度开始趋缓。组织培

养过程中形成的生长细胞 ,一般较难均匀布满瓶底

壁 ,而较多的是形成以组织块为中心的内密外疏的圆

晕状结构。

2. 3　细胞培养
分瓶后的细胞生长与组织培养过程基本相同 ,细

胞分裂活动略为提前。1 d左右可见分裂细胞 ,2～3

d后可见小的细胞团。37℃下同样可见较多花环状

结构。5～7 d ,生长细胞逐渐布满瓶底壁 ,分布较均

匀 ,但细胞总量较组织培养形成的生长晕区域稀疏。

7～10 d后细胞分裂生长又趋于缓慢 ,需再次分瓶培

养。实验观察表明 ,当外套膜培养细胞传至 30～35
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d ,培养细胞分泌物形成的结晶体增多 ,细胞也随之

开始衰老凋亡。凋亡表现为萎缩、褐化甚至停止分裂

(图 2211)。

图 2　组织和细胞培养

Fig. 2　Tissues and cells culture

221 :组织块边缘新生细胞 (×400) ;222 :形成单层新生细胞 (×400) ;223 :生长晕 (×100) ;224 :分裂细胞 (×200) ;225 :细胞分裂 (×1 000) ;

226 :分裂细胞的自发荧光 (×1 000) ;227 :细胞分裂形成的花环状结构 (×400) ;228 :大量花环状结构 ( ×200) ;229 :细胞团 ( ×400) ;2210 :分泌

物结晶体 (×400) ;2211 :凋亡细胞和细胞团 (×400)

221 :New cells (×400) ;222 : A layer of p roliferation cells (×400) ;223 :Sp reading cells (×100) ;224 :Dividing cells (×200) ;225 :Cell division

(×1 000) ;226 : Fluorescence of cell division ( ×1 000) ;227 : A wreath of growing cells ( ×400) ;228 : Cell wreaths ( ×200) ;229 : A cell group

(×400) ;2210 :Crystal secretion (×400) ;2211 :Languid cells (×400)
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3　讨论

3. 1　培养基成分的选择
3. 1. 1　基础培养基

目前研究使用的海水贝类细胞培养基有多种 ,

一般多采用 M199、RPMI1640 或 MEM 等基础培养

基 ,添加氨基酸、血清等生长必需物质 ,辅以盐平衡调

节渗透压作为培养基 [1 ,8 ]。本实验所采用的 M199培

养基 ,在栉孔扇贝和马氏珠母贝等细胞培养实验中

获得较好的效果 [3 ,8 ]。实验结果显示 ,该培养基同样

也适用于文蛤外套膜组织与细胞培养。

3. 1. 2　培养液的盐平衡

在已报道的海水贝类细胞培养中 ,盐平衡较少

讨论 ,培养基的盐度范围较大 ,盐平衡梯度从 3. 5到

20均有报道 [2 ,9 ]。本实验选取的 9 和 20 两种盐度 ,

分别为动物细胞生理盐浓度和海生动物的环境盐浓

度。实验结果显示 ,不论是组织培养或是细胞培养 ,

生长细胞在盐度为 9的培养基中总是较盐度 20培养

基中显得饱满圆润 ,而其他形态特征及生长趋势均

无明显差异。表明 ,海水贝类外套膜细胞体外培养可

耐受的盐平衡幅度较广 ,这为贝类细胞专业性培养

基的盐平衡设计提供了启示。

3. 1. 3　外套膜组织提取液的使用与作用

本实验使用的市售 M199培养基中含有 L2谷氨
酰胺 ,在配制培养基中添加小牛血清和水解乳蛋白 ,

并添加了文蛤的外套膜组织提取液 [8 ,10 ] ,目的是利用

其自身组织提取液的促生长因子 ,达到增强组织与

细胞培养的效果。实验结果显示 ,在使用组织提取液

的培养基中 ,组织与细胞的贴壁、分裂和生长均明显

好于对照培养基。这表明在未对贝类细胞促生长因

子作明确结论之前 ,在体外培养中使用自身组织提

取液是一个较好的解决办法。

但是 ,类似血清的使用有值得商榷一面 ,使用组

织提取液也会导致各批次培养基成分相对不稳定 ,

不便于提供和控制标准化的细胞体外培养环境 [7 ] ,

并可能增加培养基污染的频率。因此在深入开展贝

类细胞培养研究的过程中 ,必需重视建立标准培养

基的研究。

3. 2　温度对组织与细胞培养的影响
在已报道的研究中 ,多数海水贝类组织与细胞

培养的适宜温度为 26～27℃[11 ] ,仅有少数在 20℃左

右 [8 ]。本实验使用一般适宜温度 (27℃)和 37℃两种

温度进行研究比较。在这里 ,37℃为温血动物组织细

胞培养的适宜温度 ,但对于野外生长的文蛤个体而

言 ,已超出其正常生存的温度 [12 ]。但组织与细胞培

养结果显示 ,文蛤外套膜组织细胞在 37℃的条件下

可以存活、分裂和生长。与一般贝类细胞培养适温比

较 ,其细胞分裂生长呈现更为快速的特点。在 37℃

培养温度中培养细胞有小型化趋势并出现了较多的

花环状结构 ,似为快速分裂的小型细胞的聚合体。一

般而言 ,培养细胞的快速分裂生长是建立细胞系的重

要条件 ,对于贝类细胞在较高温度中体外培养的意义

有积极探讨的价值。

3. 3　细胞凋亡
在本研究中 ,野生型细胞生长至 30～35 d以后 ,

出现大量的细胞分泌物及细胞凋亡现象 ,这与以往贝

类培养的报道相一致 [10 ,13 ]。凋亡细胞所表现出的萎

缩、褐化和停止分裂行为 ,也与其他种类细胞培养的

结果类似 [14 ]。细胞凋亡的原因与细胞株本身的寿

命、培养基的成分及培养的条件等有不同程度的关

系。就贝类细胞培养研究目的而言 ,需要重视可无限

分裂细胞株的诱变和筛选、细胞连续培养条件的选择

及优化等 ,为建立贝类细胞系提供基础条件。
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Tissue and cell culture of mantle in Meret rix meret rix
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Abstract :The mantle tissues and cells of Meret ri x meret ri x were cultured in vit ro with improved Medium
199 at some different temperatures and salinities. The new cells grow out f rom the brink of tissues after 24
hours. 48 hours later , a layer of proliferation cells was formed around the tissues. These cells needed 7～10
days to best rew the bottom surface. The cell culture could last 30～35 days. Otherwise , this study described
cultured cells with 3 shapes , and discussed some phenomena in tissue and cell culture at temperature 37℃.
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Abstract :Based on the nutrient data sampled in 1998 and 2000 in the northern part of the East China Sea
and related historical data , together with the shrimp stock data surveyed in the same period , the flow direction
of the Yangtze River Diluted Water of winter and summer seasons and it s effect s on the silicate dist ributions
and the shrimp biomass dist ribution in both the Yangtze River Mouth Fishing Area and Zhoushan Fishing Area
were studied. Results showed that the causes of the directional change of the Yangtze River Diluted Water
could be classified into four types , and that , in summer , the water was roughly limited between the line con2
necting point (123°E ,30. 3°N) and point (127. 3°E ,33°N) and the line connecting point (123°E ,31. 8°N) and
(27. 3°E ,34. 5°N) . The Yangtze River Diluted Water supplies the Yangtze River Mouth Fishing Area and
Zhoushan Fishing Area with a large quantity of silicate , which facilitated the increase of the primary production
and enhanced the reproduction of marine organisms there. At last , we used surveyed shrimp density dist ribu2
tion pattern to verify the biomass deduction derived f rom the water mass.
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