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菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔外外套套膜膜组组织织原原代代培培养养的的初初步步研研究究
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摘摘要要：：用用 EE --MMEEMM培培养养基基对对菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔 (( RRuuddiittaappeess pphhiilliippppiinnaarruumm AAddaammss eett RReeeevvee ))的的外外套套膜膜组组织织
进进行行了了原原代代培培养养。。实实验验结结果果表表明明，，在在 EE --MMEEMM培培养养基基中中添添加加 LL -- 谷谷氨氨酰酰胺胺、、小小牛牛血血清清、、水水解解乳乳
蛋蛋白白等等成成分分，，温温度度为为 2266 ～～ 2277 ℃℃，，ppHH为为 77 .. 44的的条条件件下下，，适适合合外外套套膜膜细细胞胞的的生生长长，，培培养养 33 dd 时时外外套套
膜膜组组织织块块周周围围出出现现迁迁出出的的细细胞胞，，培培养养至至第第 88天天时时形形成成单单层层增增殖殖细细胞胞。。
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作作为为生生物物学学领领域域中中的的一一项项重重要要技技术术，，动动物物组组织织和和

细细胞胞培培养养已已广广泛泛应应用用于于哺哺乳乳动动物物和和鱼鱼类类的的研研究究中中，，并并

取取得得了了丰丰硕硕成成果果。。但但由由于于水水生生无无脊脊椎椎动动物物的的细细胞胞培培养养

较较困困难难，，难难以以进进行行传传代代，，因因此此至至今今未未得得到到水水生生无无脊脊椎椎

动动物物的的连连续续性性细细胞胞系系 [[11 ]]。。在在海海洋洋贝贝类类方方面面，，国国内内外外学学

者者在在鲍鲍 [[22，，33 ]]、、扇扇贝贝 [[44 ]]、、珍珍珠珠贝贝 [[55，，66 ]]等等的的组组织织培培养养方方面面进进

行行了了一一些些探探索索，，但但尚尚未未见见有有关关菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔组组织织培培养养的的

研研究究报报道道。。菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔（（RRuuddiittaappeess pphhiilliippppiinnaarruumm AAddaammss
eett RReeeevvee））广广泛泛分分布布于于我我国国南南北北方方沿沿海海，，是是一一种种重重要要的的
养养殖殖经经济济贝贝类类，，作作为为细细胞胞生生物物学学的的基基础础环环节节，，作作者者对对

菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔外外套套膜膜组组织织的的原原代代培培养养进进行行了了初初步步研研究究，，

以以期期为为建建立立蛤蛤仔仔的的组组织织细细胞胞培培养养技技术术提提供供依依据据。。

11 材材料料与与方方法法
11 .. 11 材材料料
实实验验用用 11 ～～ 22龄龄菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔购购自自烟烟台台水水产产品品市市

场场，，实实验验前前将将活活贝贝放放在在室室内内具具充充气气装装置置的的水水族族箱箱内内暂暂

养养 2244 hh，，暂暂养养海海水水中中添添加加抗抗菌菌素素，，以以抑抑制制细细菌菌。。EEaaggllee ’’
ss --MMEEMM（（EE --MMEEMM））培培养养基基为为美美国国 GGIIBBCCOO 公公司司产产品品，，LL
-- 谷谷氨氨酰酰胺胺为为北北京京化化学学试试剂剂公公司司进进口口分分装装，，小小牛牛血血
清清为为浙浙江江金金华华市市清清湖湖犊犊牛牛利利用用研研究究所所产产品品。。培培养养基基等等

按按常常规规方方法法配配制制并并灭灭菌菌 [[88 ]]。。

11 .. 22 方方法法
用用解解剖剖器器具具取取出出菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔的的外外套套膜膜组组织织，，用用

7700%% 酒酒精精棉棉球球快快速速擦擦洗洗，，再再用用含含有有双双抗抗液液（（00 .. 11 gg // LL
青青霉霉素素和和 00 .. 11 gg //LL 链链霉霉素素））的的培培养养液液漂漂洗洗 1100次次，，将将组组
织织块块剪剪成成 11 mmmm33 左左右右的的小小块块，，分分散散排排布布在在细细胞胞培培养养瓶瓶

内内壁壁上上，，以以组组织织块块培培养养法法进进行行封封闭闭培培养养。。1122 hh 后后翻翻瓶瓶
添添加加培培养养液液，，以以后后每每隔隔 22 ～～ 33 dd 更更换换培培养养液液一一次次。。培培养养
温温度度为为 2266 ～～ 2277 ℃℃，，ppHH值值为为 77 .. 44左左右右。。根根据据实实验验要要求求分分

别别向向培培养养基基中中添添加加 LL -- 谷谷氨氨酰酰胺胺、、小小牛牛血血清清等等。。

22 结结果果与与讨讨论论
22.. 11 培培养养基基成成分分的的筛筛选选
培培养养基基中中不不同同添添加加物物对对菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔外外套套膜膜组组织织

的的生生存存和和细细胞胞增增生生，，有有很很大大影影响响。。本本实实验验中中，，单单纯纯用用商商

售售的的 EE --MMEEMM培培养养基基进进行行培培养养，，外外套套膜膜组组织织可可以以贴贴壁壁
生生长长，，但但持持续续时时间间较较短短，，一一般般存存活活不不超超过过 66 dd 。。用用 EE --
MMEEMM培培养养基基作作为为主主要要成成分分，，并并添添加加其其它它物物质质，，可可明明显显
地地改改善善培培养养条条件件。。经经多多次次比比较较实实验验，，对对菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔外外

套套膜膜原原代代细细胞胞生生长长最最为为适适宜宜的的配配方方如如下下：：EE -- MMEEMM
培培养养基基 99 .. 44 gg，，LL -- 谷谷氨氨酰酰胺胺 00 .. 33 gg，，水水解解乳乳蛋蛋白白 55 .. 00
gg，，小小牛牛血血清清 110000 mmLL，，NNaaCCII 33 .. 55 gg，，青青霉霉素素 110000 mmgg，，链链霉霉
素素 110000 mmgg，，加加三三蒸蒸水水至至 11 000000 mmLL ,, 使使用用前前用用 77 .. 44%%
NNaaHHCCOO33 将将 ppHH值值调调整整到到 77 .. 44左左右右。。
对对动动物物细细胞胞来来说说，，商商售售的的合合成成培培养养基基只只能能维维持持细细

胞胞的的生生存存，，要要想想使使细细胞胞更更好好地地生生长长和和增增殖殖，，必必须须补补充充

天天然然培培养养基基。。李李霞霞等等 [[22 ]]在在培培养养鲍鲍外外套套膜膜时时，，在在 EE --
MMEEMM培培养养基基中中添添加加 00 .. 33‰‰ LL -- 谷谷氨氨酰酰胺胺和和 22 .. 55‰‰ 胰胰
岛岛素素，，郎郎刚刚华华等等 [[44 ]]在在培培养养扇扇贝贝外外套套膜膜时时，，在在 119999培培养养
基基中中添添加加 2200%% 小小牛牛血血清清。。本本实实验验中中添添加加了了 LL --谷谷氨氨
酰酰胺胺、、小小牛牛血血清清、、水水解解乳乳蛋蛋白白等等补补充充成成分分，，都都说说明明了了天天

然然培培养养基基对对组组织织培培养养是是不不可可缺缺少少的的。。LL --谷谷氨氨酰酰胺胺不不
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仅仅能能为为组组织织和和细细胞胞提提供供必必要要的的碳碳源源和和氮氮源源，，而而且且可可以以

促促进进组组织织和和细细胞胞吸吸收收培培养养基基中中的的其其他他氨氨基基酸酸，，从从而而利利

于于细细胞胞的的生生长长和和分分裂裂。。水水解解乳乳蛋蛋白白是是用用乳乳蛋蛋白白经经胰胰酶酶

消消化化而而制制成成的的一一种种蛋蛋白白栋栋，，含含有有充充分分的的必必须须氨氨基基酸酸，，

作作为为培培养养基基的的补补充充成成分分，，能能供供给给组组织织细细胞胞更更多多的的营营养养

物物质质。。小小牛牛血血清清含含有有多多种种细细胞胞生生长长因因子子，，在在哺哺乳乳动动物物

细细胞胞培培养养中中得得到到广广泛泛应应用用，，但但由由于于软软体体动动物物的的体体液液成成

分分与与哺哺乳乳动动物物相相去去甚甚远远，，如如果果添添加加贝贝类类自自身身的的血血淋淋巴巴

液液作作为为补补充充成成分分，，可可能能获获得得更更好好的的培培养养效效果果。。CChheenn①①

在在 LL -- 1155合合成成培培养养基基中中添添加加 1100%%胎胎牛牛血血清清和和 55%%文文
蛤蛤血血淋淋巴巴，，成成功功地地培培养养了了文文蛤蛤鳃鳃组组织织，，就就说说明明了了这这一一点点。。

22 .. 22 外外套套膜膜细细胞胞的的生生长长和和增增殖殖
在在上上述述适适宜宜培培养养基基中中，，菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔外外套套膜膜组组织织

块块的的贴贴壁壁状状况况良良好好，，培培养养 33 dd 时时，，在在组组织织块块周周围围出出现现
增增生生的的游游离离细细胞胞，，这这些些细细胞胞多多为为圆圆形形或或椭椭圆圆形形的的透透明明

细细胞胞，，其其间间夹夹杂杂少少量量上上皮皮样样细细胞胞；；在在倒倒置置显显微微镜镜下下观观

察察，，细细胞胞从从组组织织块块迁迁出出后后沿沿着着组组织织块块周周围围的的粘粘液液运运

动动，，并并逐逐渐渐形形成成生生长长晕晕，，靠靠近近组组织织块块周周围围的的细细胞胞密密集集，，

远远离离组组织织块块处处逐逐渐渐稀稀疏疏（（图图 11）），，还还可可看看到到一一些些游游离离细细
胞胞出出现现分分裂裂现现象象，，培培养养至至第第 88 dd 时时，，形形成成致致密密的的单单层层
增增殖殖细细胞胞（（图图 22））。。
组组织织培培养养过过程程中中，，细细胞胞的的生生长长和和增增殖殖不不仅仅取取决决于于

培培养养基基的的营营养养成成分分，，还还取取决决于于培培养养环环境境的的渗渗透透压压、、温温

度度、、ppHH值值等等因因素素。。本本实实验验中中曾曾用用含含 22 .. 447722%% NNaaCCII的的人人
工工海海水水和和含含 00 .. 88%% NNaaCCII的的 HHaannkk液液作作为为平平衡衡盐盐溶溶液液，，
但但皆皆因因渗渗透透压压过过高高，，引引起起细细胞胞失失水水皱皱缩缩，，而而造造成成脱脱

落落。。改改用用 00 .. 3355%% NNaaCCII作作为为平平衡衡盐盐溶溶液液，，细细胞胞与与培培养养液液
的的渗渗透透压压处处于于等等渗渗环环境境下下，，组组织织块块贴贴壁壁状状态态良良好好，，细细

胞胞可可正正常常生生长长和和增增殖殖。。

适适宜宜的的温温度度是是保保证证细细胞胞在在体体外外生生存存和和正正常常生生长长

的的重重要要条条件件。。从从理理论论上上讲讲，，细细胞胞或或组组织织培培养养的的适适宜宜温温

度度应应是是培培养养对对象象机机体体正正常常生生理理活活动动的的温温度度，，如如人人和和

图图 11 培培养养 33 dd的的菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔外外套套膜膜细细胞胞（（ ×× 440000））
FFiigg .. 11 TThhee mmaannttllee cceellllss ooff RRuuddiittaappeess pphhiilliippppiinnaarruumm ccuullttuurreedd ffoorr 33 ddaayyss

哺哺乳乳动动物物细细胞胞培培养养的的最最适适温温度度为为 3366 ～～ 3377 ℃℃ [[77 ]]。。对对水水

生生变变温温无无脊脊椎椎动动物物来来说说，，其其组组织织细细胞胞培培养养温温度度也也随随

培培养养对对象象不不同同而而异异。。 虾虾类类细细胞胞培培养养温温度度一一般般以以 2255 ～～
2288 ℃℃为为宜宜 [[88 ]]，，贝贝类类组组织织培培养养的的最最适适温温度度范范围围为为 2266 ～～
2277 ℃℃ [[99 ]]。。菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔是是广广温温性性贝贝类类，，其其生生长长水水温温为为

55 ～～ 3355 ℃℃，，最最适适生生长长水水温温为为 1188 ～～ 3300 ℃℃ [[1100 ]]。。但但作作者者等等在在

进进行行菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔鳃鳃组组织织培培养养过过程程中中发发现现，，培培养养温温度度

2244 ℃℃时时，，细细胞胞生生长长缓缓慢慢；；2277 ℃℃时时细细胞胞生生长长正正常常；；3300 ℃℃
时时细细胞胞仍仍能能贴贴壁壁生生长长；；高高于于 3333 ℃℃时时细细胞胞脱脱落落。。由由此此可可
见见，，菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔组组织织培培养养的的适适宜宜温温度度较较之之其其生生长长适适温温

范范围围狭狭窄窄得得多多。。

本本实实验验采采用用封封闭闭培培养养，，随随着着细细胞胞的的生生长长和和代代谢谢活活

动动的的增增强强，，细细胞胞不不断断释释放放 CCOO22，，而而使使培培养养液液的的 ppHH值值降降
低低，，在在培培养养液液中中添添加加 NNaaHHCCOO33 以以及及定定期期更更换换培培养养液液等等

措措施施，，可可维维持持 ppHH值值的的相相对对稳稳定定，，但但对对细细胞胞生生长长也也有有一一

①① CChheenn SS .. EEssttaabblliisshhmmeenntt ,, cchhaarraacctteerriizzaattiioonn aanndd aapppplliiccaattiioonn ooff cceellll
ccuullttuurree ffrroomm mmaarriinnee ffiisshh ,, ccrruussttaacceeaarr aanndd mmoolllluussccss .. BBaallttiimmoorree   
FFiirrsstt IInntteerrnnaattiioonnaall SSyymmppoossiiuumm oonn MMaarriinnee MMoolleeccuullaarr BBiioollooggyy ,,
11998888 ..
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图图 22 培培养养 88 dd的的菲菲律律宾宾蛤蛤仔仔外外套套膜膜细细胞胞（（ ×× 440000））

FFiigg .. 22 TThhee mmaannttllee cceellllss ooff RRuuddiittaappeess pphhiilliippppiinnaarruumm ccuullttuurreedd ffoorr 88 ddaayyss

定定程程度度的的影影响响。。
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