
第 21 卷第 2 期

1卯7 年 6 月

水 产 学 报
」OU R NA L OF FI SH E R IF污 O F G 印[N A

V o l
.

2 1
,

N o
.

2

Ju ne
,

1卯7

研究简报

皱纹盘鲍的组织培养
T H E T ISSU E CU L T U卫E O F 月姓Lj rO 2

.

昭 n 巧C更jS 月姓八入吟I

李 霞 刘淑范 H Xi a
,

LD口 Shu
一

F出 i

(大连水产学院养殖系
,

n 即3) (块卿月
刀记瓜 of A切既记以之姚

,

石七如介 不树比‘郎 。陇岁
,

n 印23

关键词 皱纹盘鲍
,

组织培养

K E YW ORI 哈 刀以勿￡is 成比us 爪功翔公
,

TI SS u e eul 臼Ile

组织培养技术在哺乳类和鱼类已得到广泛的应用
,

在软体动物方面
,

国内外学者也进行了初步尝试
,

但都

仅限于细胞原代培养【He tri ck 1981
,

砂恤 19 75
,

石安静 198 3
,

C加n 198 5]
。

作者自 1卯1 年起
,

对皱纹盘鲍(蒯证
治 己说us hQ

n 刀0 1)几种组织和细胞进行体外培养
,

将外套膜和鳃继代培养 10 和 n 代
,

这无疑对今后贝类病毒的

分离和纯化
,

珍珠形成机制以及一些细胞生物学研究具有指导意义
。

材料与方法

材料取 自大连碧龙海珍品有限公司海上及育苗室的成鲍和幼鲍
。

供体外培养的鲍组织为外套膜
、

鳃
、

足

部肌肉
、

肝胰腺和鳃下腺
。

用消毒海水反复冲洗鲍壳和 软体部
,

在无菌室中用 70 % 酒精擦洗体表
,

后用消毒剪刀取下要培养的组织

放置消毒液中
,

再用不含小牛血清的 B 堪比
’ 5 ME M 冲洗 10 余遍

,

仔细将组织剪成 I n韭泞大小
,

将其置于细胞

培养瓶中
,

采用组织块培养法〔陈瑞铭 1卯l〕
,

12 h后加人培养基
,

培养温度为 26 一 27 ℃
,

PH 值为 7
.

0 一 7
.

2
,

封

闭培养
。

所用器械均采用高压蒸汽(巧磅
,

30 ℃ )或干烤 (150 ℃
,

Z h) 灭菌
,

培养基用 0
.

22 腼 微孔滤膜抽滤除

菌
。

2 结果与讨论

2
.

1 几种消毒剂的选择

鲍的各器官均与外界相通
,

表面带菌或原生动物
,

培养前需进行灭菌处理
,

除菌彻底与否是培养成功的关

键之一
。

实验单独或混合使用 0
.

5 % 二氯化汞
,

70 %酒精
、

青霉素
、

链霉素和 1%o 洗必泰(双抓苯双肛已烷)处

理所供培养的组织
,

以外套膜为例
,

不同消毒剂效果见表 1
。

结果表明将所取组织器官放置 1%。

洗必泰和双抗 1 : 1 棍合液中浸泡 30 而n ,

再用维持液反复冲掉多余消

毒剂
,

这样处理既能杀死细菌
,

又能保持细胞活性
。
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2
.

2 培养基的筛选

选择市售的人工合成培养基
,

加人 20 % 小牛血

清
,

视其对鲍原代细胞生长的影响
,

从 中选出最适宜

的配方
。

通过比较本实验采用培养基的配方为
:

助g le 入IE 卜咬

氯化钠

胰岛素

三蒸水

9
.

5 9

;
.

5 1 9

2
.

5 9

《X减) n止

卜谷氨酞胺

碳酸氢钠

庆大霉素

0
.

3 9

2
.

2 9

1 支

表 1 几种消毒剂效果比较

I知ble I C玫旧钾riS On of d断沈坛 健 , ”刀e ld lxl s 成 山巨J 卜上口坛

实验号 消毒剂 处理时间 长满单层时间(d )

1 70 %酒精 10 5
一

2 1傲洗必泰 30
n ”n

一

3 挑跌泌素
+ 双抗(1

:l) 30
11止11 10

4 0
.

5 % 二抓化汞 10 n
血 一

5 0
.

5 % 二氯化汞 20
In ln

印

6 双抗 30 m in 一

注 :

一 表示细菌污染 ;双抗浓度
:

青霉素 4 〕刃 刃口/ m L
,

链霉素 5 以洲〕刃/ 功L

C he n仁19 哎弓]在培养文蛤鳃细胞时
,

选用 2 倍 L 15 合成培养基加人 5 % 文蛤血淋巴及 10 %胎牛血清
,

石安

静 [ l例买3」用 16 获)培养基 印 m L 加人 0
.

3 % 水解乳蛋白 30
In L 和小牛血清 劝 n止

J

培养河蚌外套膜
。

在鲍培养

中
,

作者选用效果较好的 勘目e ’ 5 ME M 合成培养基并补充氯化钠和胰岛素
。

一定浓度的氯化钠是为满足海产

动物渗透压的需要 [ Jh以11as 19 8 1〕
,

胰岛素在哺乳动物细胞培养中得到应用 [陈瑞铭 l卯1〕
,

在贝类细胞 中作为

生长因子仍有促进细胞分裂的作用
。

2
.

3 不 同器官组织的培养情况

本实验体外培养了鲍的外套膜
、

鳃
、

肌肉
、

肝胰腺和鳃下腺
。

外套膜和鳃在原代基础上又传代培养
,

肌肉

组织仅原代培养
,

肝胰腺和鳃下腺没有成功(表 2 )
。

T a ble Z

表 2 5 种鲍组织培养的结果

1 1犯 n 兰赶lts of 月v e 肠份刁。 健 6

二
台以 11 , 1栩肠飞

组织 培养批次
培养所得细胞系

原代细胞 传代细 胞
细胞贴壁与否 细胞形态

14190002()19400外套膜

鳃

肌 肉

肝胰腺

腮下腺

l4

l4

lO

4

上皮样细胞

圆形细胞

纤维样细胞

圆形细胞

上皮样细胞

+一+一+

2
.

3
.

1 外套膜

细胞从组织块迁移出来后
,

大多数为上皮样
,

贴壁
,

个别为圆形
,

可 以看到为数不多的有丝分裂现象
。

李

霞〔1卯3a
,

19 9 3 b」曾观察鲍外套膜的显微和超微结构
,

发现其表皮为单层柱状上皮
,

而结缔组织细胞是圆形
,

体外培养的细胞系中
,

基本上由这两类细胞组成(图版
一
1)

。

在 4 一 8 月
,

细胞长成原代的时间为 10 d
,

传代间

隔时间为 1 5 ~

20 d
。

传代后
,

细胞呈半悬浮状态
,

轻轻晃动就可浮起
。

传代培养至 10 代
,

细胞分裂速度减慢
,

不再生长
。

在原代和传代培养过程中
,

都可见到多角形的茶褐色的结晶物(图版
一

2 )
,

马氏珠母 贝 [盯井昭等

1哄如 ]和河蚌仁石安静 1 983 」与之情形相似
,

说明外套膜细胞在该环境中仍有旺盛的分泌功能
。

2
.

3
.

2 鳃

鳃细胞从组织块迁出时即成悬浮状态
,

圆形
,

直径为 4 一 5 阳
,

细胞增殖速度很快
,

常常粘附在一起(图版
-

3)
,

传到 n 代
,

细胞生长速度减慢
,

直至停止
。

在已有报道贝类细胞培养成功的例子中
,

采用鳃组织培养较多

仁L犯川田t 和 B lino v a l阳2
,

C比n 11玻{]
,

从鲍的情形看
,

鳃组织也极易增殖
,

但因为鳃丝结构复杂
,

彻底除菌较难
,

往往不易培养成功
。
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