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外套膜上皮细胞与组织块的离体珍珠囊形成试验

陈永富，钱国英

（浙江万里学院，浙江 宁波　３１５１００）

摘要：通过对三角帆蚌外套膜上皮组织块培养和上皮细胞培养在包硬核、无包硬核的情况下的钙代谢进行比较分

析，用偏光显微镜观察。结果发现，外套膜上皮组织块、上皮细胞在有硬核时与对照的无硬核培养钙含量无明显

差别，外套膜组织块经培养迁移和增值，能形成珍珠囊的上皮细胞，其结缔组织细胞共同围绕珍珠囊上皮细胞组

成完整的珍珠囊。偏光显微镜下能观察到双折射现象，表明产生由碳酸钙结晶形成的片层叠加构成珍珠质。该

研究进一步探讨了体外培育珍珠（试管珍珠）的技术，为试管珍珠的研究提供了实验依据。
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　　珍珠是由珍珠贝体内珍珠囊（ｐｅａｒｌ－ｓａｃ）的一
种分泌物形成的，而珍珠囊是珍珠贝外套膜的上皮

细胞受到刺激以后急剧增殖逐渐包围刺激原而形成

（施志仪等，２００７；邱安东和石安静，１９９９），因此珍
珠贝的外套膜在珍珠形成中起着重要的作用。根据

珍珠囊形成的原理，运用现代组织与细胞培养技术

及生物工程技术，体外培养珍珠囊，插囊育珠，以进

一步进行体外培育珍珠（试管珍珠），也许是从根本

上提高珍珠质量和产量的有效方案，其中外套膜的

组织和细胞培养是开展这些新的育珠方法最基本的

前提。

国内外已开展了一些对珍珠贝外套膜的组织培

养工作。Ｍａｃｈｉｉ（１９６８）早在２０世纪６０年代末期就
对海产的马氏珠母贝（Ｐｉｎｃｔａｔａｍａｒｔｅｎｓｉｉ）外套膜组
织培养进行了研究，培养的外套膜组织在体外存活

了３０ｄ左右；石安静等（２００２）在８０年代初期对我
国的淡水珍珠蚌三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉａｃｕｍｉｎｇｉｉ）、褶纹
冠蚌（Ｃｒｉｓｔａｒｉａｐｌｉｃａｔａ）和背角无齿蚌（Ａｎｏｄｏｎｔａ
ｎｏｏｄｉａｎｏ）的外套膜组织进行了研究。王爱民等
（２０００ａ）从９０年代中期一直对马氏珠母贝的外套
膜组织培养开展研究，比较成功地培养了外套膜组

织，同时初步培养出了体外珍珠囊，并进行插囊育珠

移植实验。至于珍珠贝外套膜的细胞培养，ＡｗａｊｉＭ
＆ＳｕｚｕｋｉＴ（１９９８）曾用分散酶（ｄｉｓｐａｓｅ）消化珍珠贝
外套膜而分离到上皮细胞，并进行了培养研究。本

试验旨在通过体外对淡水育珠蚌外套膜的组织培养

和细胞培养，在包硬核和无包硬核的不同情况下的

钙代谢进行比较分析，判断外套膜细胞分泌珍珠质

的能力，在偏光显微镜下观察珍珠囊晶体的形成，探

索体外形成珍珠囊机理，为培育优质珍珠提供科学

思路。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验所用的三角帆蚌（Ｈｙｒｉｏｐｓｉａｃｕｍｉｎｇｉｉ）购

于浙江省诸暨市山下湖镇淡水珍珠养殖场，为１～２
龄的育珠贝。本实验采用的ＰＲＭＩ－１６４０、小牛血清
为ＧＩＢＣＯ公司产品。
１．２　培养液
１．２．１　平衡盐溶液的配制　按陈礼明等（２００１）的
方法配制平衡盐溶液。

１．２．２　胰蛋白酶消化液的配制　按王爱民等
（２０００ｂ）的方法配制，胰蛋白酶消化液用国产胰蛋
白酶制备，浓度为０．３％，ｐＨ值７．２～７．４，消化温度
为２５℃，消化时间２０ｍｉｎ。预配好的胰蛋白酶消化
液经０．２２μｍ除菌膜进行除菌处理后再使用。
１．２．３　完全培养液的配制　ＲＭＩ－１６４０１０．４ｇ／Ｌ，
Ｈｅｐｅｓ２．７ｇ／Ｌ，加珍珠贝体液１０．０ｍＬ／Ｌ，灭活小牛
血清 ２００ｍＬ／Ｌ，青霉素１０００００ＩＵ／Ｌ，链霉素
１０００００ＩＵ／Ｌ，ｐＨ７．２。
１．２．４　钙离子溶液浓度　唐敏和石安静研究发现
（２０００），在不同的钙离子浓度下，Ｉ组 ３．１５×１０－３

ｍｏｌ／Ｌ、ＩＩ组 ４．０５×１０－３ｍｏｌ／Ｌ、ＩＩＩ组 ７．７５×１０－３

ｍｏｌ／Ｌ、ＩＶ组１．３２×１０－２ｍｏｌ／Ｌ，ＩＩＩ、ＩＶ组都属于较
高钙离子组，钙离子浓度与体液相近或稍高时，随着

组织培养时间的延长，结缔组织中钙球体的数量明



显增加，但当钙离子增加（７．７５×１０－３ｍｏｌ／Ｌ）并到
一定极限（１．３２×１０－２ｍｏｌ／Ｌ）后，钙球体的数量反
而大大减少，从而确定实验用的培养液的钙离子溶

液浓度为５．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ，用ＣａＣｌ２进行配制。
１．３　方法
１．３．１　外套膜上皮组织块培养方法　选取健康、生
活力强的三角帆蚌，将蚌壳用肥皂水洗刷干净，然后

割断闭壳肌，剪下外套膜，以自来水和双蒸水反复洗

涤，再浸入以双蒸水配制的０．０１％高锰酸钾溶液中
３０ｍｉｎ进行初步消毒。将边缘膜取出，立即浸入事
先配好的抗菌溶液（青霉素 ４０００Ｕ／ｍＬ，链霉素
５０００Ｕ／ｍＬ）中，浸泡１５ｍｉｎ，再用抗菌溶液反复洗
涤数次，最后用已灭菌的双蒸水洗２～３次。将边缘
膜放入已消毒的培养皿中，用脱脂棉尽量吸干液体，

再用已消毒的双面刀片切除色线部分，余下的切割

成１ｍｍ２左右的小片，在每个培养瓶内贴 ２０～３０
片，将５ｍＬ培养基加在培养瓶未贴组织片的一面，
放入２７℃的ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，然后将培养瓶
翻向，使培养基完全浸没组织片，继续培养。

１．３．２　外套膜上皮细胞培养方法　按上法获得组
织块，再以撕膜法剥制外套膜外表皮，将其用抗菌溶

液反复洗涤，再用已灭菌的双蒸水洗涤２～３次。将
已获得的外套膜外表皮置于已消毒的玻璃皿中，用

消毒过的单面刀片轻轻刮去内表皮和一部分结缔组

织并切割成１ｍｍ２左右的小块，将组织块放入１个
培养瓶中，加入适量浓度为０．３％的胰蛋白酶消化
液，在ｐＨ值７．２～７．４和温度２７℃条件下消化２０
ｍｉｎ，再移置离心管中，以１０００ｒ／ｍｉｎ的速率离心５
ｍｉｎ，将上清液倒去，加入平衡盐溶液离心２ｍｉｎ，重
复操作 ３次，加入培养基移入培养瓶中，再加入 １
ｍＬ河蚌自身血清，置于２５℃的 ＣＯ２培养箱中，每５
～６ｄ更换１次新鲜培养基，一直传至５代。
１．３．３　外套膜上皮组织块包硬核培养方法　与外
套膜上皮组织块培养方法同样，另在每个培养瓶里

放入３～５个硬核再进行培养。
１．３．４　外套膜上皮细胞包硬核培养方法　与外套
膜上皮细胞培养方法同样，另在每个培养瓶里放入

３～５个硬核再进行培养。
１．３．５　分析方法
１．３．５．１　培养物组织细胞生长与分泌物观察　每
隔５ｄ将培养瓶中的组织块、细胞及培养液分别倾
出，一部分倾出的组织块和细胞用来继续传代培养；

另一部分在倒置显微镜和偏光显微镜下观察其组织

细胞的形态与生长状况、双折射现象，照相记录。

１．３．５．２　钙含量的测定　珍珠的主要组成物质是
碳酸钙（ＣａＣＯ３），因此要比较分析外套膜上皮组织
块和外套膜上皮细胞在不同情况下钙代谢的差异，

将培养外套膜组织块和外套膜细胞每隔５ｄ倾出的
培养液，采用ＥＤＴＡ法测定钙离子含量。

２　结果

２．１　倒置显微镜下观察
在培养过程中发现，外套膜组织块能很好地贴

壁，而且贴壁比较牢固；与此相比较，细胞培养组的

细胞能贴壁，但贴壁不牢固，有时甚至出现新生细胞

不贴壁，从而悬浮于培养液中的情况。培养细胞在

培养瓶中呈不均匀的岛屿状分布。

在倒置显微镜观察下发现，培养后第５天，组织
块培养组的组织块很疏松，边缘由内而外有较多的

细胞游离出来（图１－１），而细胞培养组的细胞略有
增加（图１－２）；第１０天，组织块培养组的组织块已
变成茶褐色，生长晕上的细胞排列紧密而且细胞生

长旺盛（图１－３），而细胞培养组的细胞没有大量增
殖的迹象（图１－４），第１５天，组织块培养组在组织
块边缘已形成明显层片的膜状结构（图１－５），而细
胞培养组的细胞数目有所增多且有分裂现象（图１
－６）。
２．２　偏光显微镜下观察

外套膜组织培养到第５天，组织块与细胞在偏
光显微镜下尚未有双折射现象。第１０天部分细胞
内含有颗粒物质，有一定的分泌能力，但分泌的颗粒

较少、且微小，在偏光显微镜下见到少量微弱的结晶

体存在的双折射现象（图 ２－１）；外套膜培养到第
１５天，培养瓶底能见到一些颗粒状的物质，数量已
增多，在偏光显微镜下能观察到双折射亮点，亮度较

强（图２－２）；培养到第２０天，在培养底面的颗粒物
质有一定增加，颗粒大小也不一样，在偏光显微镜下

为双折射亮点，亮度有强有弱，同第５天的相比，在
培养到第２０天的培养瓶中，分泌物有一点增加，颗
粒也变大（图２－３）。培养到第２５天的培养瓶底积
聚大量的颗粒状物质，大小不等，分布不均匀，在偏

光下，双折射现象的亮度不均匀，亮点不连续，但能

显出成块的轮廓（图２－４）
２．３　不同培养方法营养液中钙含量的测定

外套膜不同培养方法营养液中钙含量的测定见

表１。

５７２００９年第１期　　　　　　　　　　　陈永富等，外套膜上皮细胞与组织块的离体珍珠囊形成试验



　　１．培养到５ｄ：组织小片；２．培养到５ｄ：细胞 ；３．培养到１０ｄ：组织块；４．培养到１０ｄ：细胞；５．培养到１５ｄ：组织块；６．培养到１５ｄ：细胞

图１　不同培养时期的组织块和细胞（×４００）
１．ａｆｔｅｒ５ｄａｙｓ：ｔｉｓｓｕｅ；．２．ａｆｔｅｒ５ｄａｙｓ：ｃｅｌｌ；．３．ａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ：ｔｉｓｓｕｅ；４．ａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ：ｃｅｌｌ；．５．ａｆｔｅｒ１５ｄａｙｓ：ｔｉｓｓｕｅ；６．ａｆｔｅｒ１５ｄａｙｓ：ｃｅｌｌ

Ｆｉｇ．１　Ｔｉｓｓｕｅａｎｄｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｕｌｔｕｒｅｐｅｒｉｏｄ（×４００）

１．培养到１０ｄ，少量晶体的微弱双折射；２．培养到１５ｄ，双折射现象；

３．培养到２０ｄ，亮度、大小不一的双折射现象；４．培养到２５ｄ，块状双折射现象。

图２　组织培养物不同时期的双折射现象（×４００）
１．ａｆｔｅｒ１０ｄａｙｓ，Ａｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆｃｒｙｓｔａｌｗｅａｋｂｉｒｅｆｒｉｎｇｅｎｃｅ；２．ａｆｔｅｒ１５ｄａｙｓ，Ｂｉｒｅｆｒｉｎｇｅｎｃｅｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ；

３．ａｆｔｅｒ２０ｄａｙｓ，Ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ，ｌａｒｇｅａｎｄｓｍａｌｌｉｎｔｈｅｂｉｒｅｆｒｉｎｇｅｎｃｅ；４．ａｆｔｅｒ２５ｄａｙｓ，Ｍａｓｓｉｖｅｂｉｒｅｆｒｉｎｇｅｎｃｅｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ．

Ｆｉｇ．２　Ｂｉｒｅｆｒｉｎｇｅｎｃｅｏｆｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ（×４００）
表１　外套膜培养液中钙含量的测定 ｍｇ／Ｌ

Ｔａｂ．１　Ｍａｎｔｌｅｎｕｔｒｉｅｎｔｆｌｕｉｄｃａｌｃｉｕｍ
ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｃｏｒｄ

培养

代数

ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

组织

块组

ｔｉｓｓｕｅ

ｇｒｏｕｐｓ

细胞组

ｃｅｌｌ

ｇｒｏｕｐｓ

组织块＋

硬核组

ｔｉｓｓｕｅ＋ｈａｒｄ

ｃｏｒｅｇｒｏｕｐｓ

细胞＋

硬核组

ｃｅｌｌ＋ｈａｒｄ

ｃｏｒｅｇｒｏｕｐｓ
１ １７２．８０ １９４．４０ １７２．８０ １８９．６０
２ １６４．９５ １７５．３６ １５８．３２ １６８．３２
３ １９７．３２ ２１３．４５ ２３５．３６ ２２１．３４
４ ２１４．３２ ２２１．３６ ２４１．３５ ２３１．３４
５ ２４１．２２ ２２４．３５ ２６３．３５ ２４３．２５

３　分析与讨论

经过第１次原代培养后，上皮组织块（或包硬

核）、上皮细胞（或包硬核）钙离子浓度相差不大，说

明三角帆蚌外套膜上皮组织块和外套膜上皮细胞、

外套膜上皮组织块包硬核和外套膜上皮细胞包硬

核、外套膜上皮组织块和外套膜上皮组织块包硬核、

外套膜上皮细胞和外套膜上皮细胞包硬核在体外培

养条件下，分泌珍珠质的能力大体相同；同样，经过

第２次到第５次传代培养也得出同样的结果。
在倒置显微镜观察下发现，组织块培养组随着

时间的推移，其边缘由内而外有较多的细胞游离出

来，这种最先迁移出来的细胞是颗粒细胞和透明细

胞，具有伪足和棘突，能伸展，向四周运动，随即分泌

构成生长晕上的细胞是上皮细胞，排列紧密而且细

胞生长旺盛，具有形成珍珠囊的能力。外套膜上皮
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细胞经迁移和增值能形成珍珠囊的上皮细胞，其结

缔组织细胞共同围绕珍珠囊上皮细胞组成完整的珍

珠囊。而细胞培养组随着时间的推移，细胞数目有

所增多且有分裂现象，但没有组织块的生长速度快。

说明组织块的生长速度要优于上皮细胞的生长。

通过原代培养得到的溶液中，钙的含量比原培

养液中的减少，因为供应外套膜组织存活需要一定

的营养成分，外套膜组织会吸收培养液中的钙来存

活，并且生长；但传代培养中的数据高于原来钙浓

度，因为外套膜存活后就会象正常存活的河蚌中的

外套膜组织一样，具有旺盛的钙质吸收和分泌能力，

使培养液中钙离子增加。这与唐敏和石安静

（２０００）研究得出的外套膜外表皮细胞钙的分泌是
一致的。

外套膜组织培养到后期２５ｄ同前期相比，分泌
物增加，颗粒也变大。培养瓶底积聚一定量的颗粒

状物质，在偏光下，双折射现象的亮度不均匀，亮点

不连续，但能显出成块的轮廓，表明外套膜上皮细胞

的分泌作用是逐渐增强，双折射现象明显增强，说明

成核和结晶的生长是由外套膜上皮细胞合成的特殊

有机化颗粒引起的，针状的结晶放射状地从有机核

中心生长，形成小球，是一种弱碱性的蛋白质，上皮

细胞排出的钙以碳酸钙的形式逐渐沉积，并与细胞

合成的蛋白质共同形成石结晶（王爱民等，２００３），
而外套膜上皮细胞经迁移和增值能形成珍珠囊的上

皮细胞，其结缔组织细胞共同围绕珍珠囊上皮细胞

组成完整的珍珠囊。
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