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摘 要：通过对三角帆蚌外套膜外表皮进行组织培养和细胞培养的比较研究，表明组织培养比细胞培养更易

获得大量游离细胞。并且通过原子吸收光谱分析，证明体外培养的三角帆蚌组织和细胞皆能正常分泌珍珠

质，且两者的分泌能力大体相同。
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Comparision of the tissue culture and cell culture from
the mantle epithelium of !"rio&sis cu*in,ii

SHI Zhi-yi，LI Wei，LI Song-rong，L0U Yun-dong
（!esearch Center of Biotechnology，Shanghai Fisheries University，Shanghai 200090，China）

Abstract：In this paper the tissue Culture and Cell Culture of the mantle epithelium of Hyriopsis cumingii were
performed. The experimental results show that the tissue Culture was better than the Cell Culture in gaining a large
amount of free Cell . Both tissue and Cell Cultures in vitro were able to seCrete the organiC pearl materials，and the
seCretive ability was nearly same based on atomiC absorption speCtrometeriC analyses .
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珍珠是珍珠贝体内珍珠囊（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［1 - 3］，因此珍珠贝的外套膜在珍珠形成中起着重要的作用。

人工珍珠培养技术就是将珍珠贝外套膜组织块单独或与珠核一起植入珍珠贝体内形成无核珍珠或有核

珍珠［4］。目前人工育珠技术得到广泛的应用，使我国的珍珠养殖业有了较大的发展，然而，所产的珍珠

质量不高。就目前人工育珠所采用的两种方法而言，人工无核珍珠的质量与有核珍珠的质量相比，人工

有核珍珠的质量较好，但由于目前人工有核珍珠多采用直接插核的方法，难以形成珍珠囊，成珠极少，不

利于大规模的生产。因此，有必要寻找新的育珠方法。根据珍珠囊形成的原理，运用现代生物工程技

术，体外培养珍珠囊，插囊育珠，以及进一步进行体外培育珍珠（试管珍珠），也许能从根本上提高珍珠质

量与产量。而外套膜的组织与细胞培养是开展这些新的育珠方法的最基本的前提。

对于珍珠贝外套膜的组织培养国内外已开展了一些工作。MaChii［5］在 20世纪 60年代末期就对海
产的马氏珠母贝（Pinctata martensii）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 30d左



右；石安静［6］在 20 世纪 80 年代初期对我国的淡水珍珠蚌三角帆蚌（Hyriopsis cumingii）、褶纹冠蚌
（Cristaria plicata）和背角无齿蚌（Anodonta noodiano）的外套膜组织培养进行了研究。王爱民等［7］从 20世
纪 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，同时应
用外套膜培养技术初步培养出体外珍珠囊，并进行插囊育珠移植实验。但到目前为止，还未见关于淡水

育珠蚌外套膜组织培养培育出体外珍珠囊的报道。至于珍珠贝的外套膜的细胞培养，AwaJi等［8］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
育珠蚌外套膜的细胞培养与组织培养的比较，探索体外形成珍珠囊并最终生成优质珍珠的最佳方法。

1 材料与方法

1.1 材料
试验所用的材料采自苏州黄埭镇珍珠养殖场并在实验室水族箱暂养的三角帆蚌，其年龄在 2龄左

右。

1.2 方法
1 .2 .1 组织块培养方法
选取健康、生活力强的河蚌，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 4000 U / mL，链霉素 5000 U / 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 25℃的恒温箱中培养 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 .2 .2 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，将剥制好的外套膜外表皮用抗菌溶液反复洗

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
单面刀片切割成 1mm2左右的小块，将组织块放入一个培养瓶中，加入适量消化液，置于 37℃恒温摇床
上以 120r / min的速率消化 30min，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 2 min，重复操作 3次，加入培养基移入培养瓶中，再加入 1mL河蚌自身血清，置于 25℃
恒温培养箱中，24h后更换一次培养基。以后每两天更换一次新鲜培养基。
1 .2 .3 钙含量的测定
珍珠的主要组成物质是碳酸钙（CaC03），因此要断定细胞能不能分泌珍珠质或者分泌出来的是不是

珍珠质，可以通过测定培养细胞的钙离子含量［9，10］。利用原子吸收光谱仪（GBC 932 型，澳大利亚 GBC
科学仪器公司产）来测定培养细胞或组织钙离子的含量。在测定钙含量之前先按文献配制 1!g / mL、
2!g / mL、3!g / mL和 4!g / mL的各浓度确定工作曲线从而估计培养细胞或组织钙离子的浓度，然后再测定
培养细胞或组织的钙含量。

2 结果

2.1 光学显微镜观察结果
在倒置显微镜观察下发现，培养后第 3天细胞培养组的细胞数量略有增加（图版 1），而组织培养组

的组织块边缘很疏松，边缘由内而外有较多细胞游离出来（图版 2）；第 6天，细胞培养组的细胞没有大
量增殖的迹象（图版 3），而组织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（图版 4）；第 10天，细胞培养组的细胞数目有所增多且有分裂现象（图版 5），而组织培养组在组织
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块边缘已形成明显层片的膜状结构，并有结晶物出现但数量不多（图版 6）。

图版 培养后不同时间在光镜下观察到的细胞和组织

Plate 0bsered tissues and Cells under light miCrosCope at different time after Culture
1 .培养后 3d的组织；2.培养后 3d的细胞；3.培养后 6d的组织；

4.培养后 6d的细胞；5 .培养后 10d的组织；6 .培养后 10d的细胞

2.2 钙含量的测定结果
组织培养组和细胞培养组中的钙离子含量比对照组（无外表皮细胞的培养基）中的钙离子含量明显

增加，而且随着培养的进展其钙离子也随之增加（表 1），由此推断所培养的细胞或组织能正常分泌出珍
珠质。
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表 1 不同培养时间钙含量的测定值（!g / mL）
Tab.1 Ca2 , concentration of tissue and cell cultured at different time

培养时间
对照组
（平均值）

组织培养
（平均值）

细胞培养
（平均值）

3d 1.189 1 .478 1 .968
10d 1.189 2 .265 2 .318

3 讨论

本试验证实了珍珠蚌外套膜外表皮细胞及外套膜组织块在体外培养条件下能与自然生长时一样，

分泌珍珠质。如表 1所示，经过 3d培养之后，组织块培养的钙含量为 1 .478!g / mL，细胞培养的钙含量为
1 .968!g / mL，而作为对照的纯培养基中的钙含量为 1 . 189!g / mL；经过 10d的培养之后，组织块培养的钙
含量上升为 2 .265!g / mL，细胞培养的平均为 2 .318!g / mL，两者相差不大，说明珍珠蚌外套膜外表皮细胞
和外套膜组织块在体外培养条件下的分泌能力大体相同。但将培养的组织块与细胞的增殖能力相比

较，组织块的生长速度明显比细胞快。从试验结果中可以看到，培养 3d后的细胞数量只是略有增加，而
组织块的边缘有较多细胞游离出来；培养 6d后的细胞仍然没有大量增殖的迹象，而组织块边缘的细胞
大量增殖形成生长晕；培养 10d后的细胞数目虽有增多，但不明显；而在培养的组织块边缘已形成膜片
状结构并有结晶物质（珍珠质）出现。从显微图片中也可以看到，培养的细胞虽然有分裂，但数目不多；

而培养的组织块周围有大量的游离细胞，由内而外逐渐生长出来，在细胞密集区已形成生长晕。通过仔

细观察还可以发现，培养的细胞的形状不好，这也是细胞生活力不强的表现。由此可见，组织块的培养

更有利于培育体外珍珠囊。虽然我们成功地培养了外套膜组织块且证实了在体外培养中它具有分泌珍

珠质的能力，但要在体外培育珍珠囊还需要进一步改进培养方法。

本校渔业学院生物技术专业 2000届钟凌燕和 2001届唐冬英学生参加了本实验部分工作，在此表示感谢。
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