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摘要 经过反复试验，筛选出适宜于马氏珠母贝外套组织培养的平衡盐溶藏 (改进的 

MMBSS) 基本培养基 I 确立了防止污染的组织净化方法．并筛选 出一种髓促进细胞 

生长的贴壁物质(sM)．其主要培养方法为：用古抗生案的改进MMBSS(青霉索2000 

u／ml，链霉素2500U／m1)洗涤 1o蒎．再用不古抗生豢的改进MMik~ 清洗 5次．将 

组织切成 3 mmX 3 mm的小块，贴于含 0．5 SM 的培养瓶底+加入改进的贝培养基， 

在 2O℃，pH6．8条件下培养．经这种条件和方法培养的马氏璩母贝外套膜组织，4小时 

细胞开始*离，3天游离出来的细胞铺满瓶底，4天细胞分泌珍珠质．培养 7天大量的 

成纤维细胞出现，细胞培养能持续效十天。 

关麓词 马氏璩母贝 外套膜 组织培养 条件 方法 

Abst s)based 。 h。 

灭
MM BS S and culture 

medium for the mantle tissue culture of the pearloyster，Pinctada martensii 

were selected affer repeated experiments．A decontaminating method for the 

culture Wss established，and a sticking material(SM )promoting the culture 

cells growth was also screened ．The culture method for the mantle tissue of 

the pearI oyster is aB follows．The strips of mantle tissue were rinsed 10 times 

with improved MMBSS containing 2000U／ml penicillin and 2500U／ml strep— 
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tomysin，and were washed 5 times with improved M M BSS without antibiotic， 

and then cut OUt into 3 mm × 3 mm pieces．The tissue fragments were inocu- 

1ated in the culture flasks covered with 0．5 SM ，and 3 ml culture medium 

was added  to each culture．The culturs were incubated  at 20℃ and  pH 6．8． 

Four hours after initiation of the culture the epithelial—·like cells began to mi— 

grate OUt from the explan ts．After 3ds culture，numerous epithelial—like cells 

were massed on the flask．By 4ds the pearl materials were secreted by the ep— 

itheliaJ—Jike ceils．After7ds culture，fibroblast—like ce lls also began outward 

migration from the explants．The culture of mantle tissue call be  maintained 

several ten days． 

Key words Pinctada martensii，Pear1 oyster，mantle，tissue culture，c0nd i- 

don and  method 

马氏珠母贝(Pinetada martensii)，叉称合浦珠母贝，是北部湾生产海水珍珠的主要贝类 ， 

所产的 “南珠 以质地细腻凝重、光润晶莹、浑园剔透而驰名中外。珍珠养殖已成为广西沿 

海经济发展的支柱产业之一。 

海水珍珠均为有核珍珠 ，是经外套膜植片法培育的。这种方法由日本人西川藤吉于 1 907 

年发明的 ]，但一直沿用至今未做过明显改进口] 所谓外套膜植片法，即用人工手术将珍珠母 

贝外套膜组织分割成小片，移植到育珠贝的组织中 ，并植入珠核 ，被植入的外套膜上皮经移 

行、增殖、包裹珠核形成珍珠囊 ，尔后上皮细胞在珠核表面分泌珍珠质，从而形成人工有核 

珍珠。 

我国海水珍珠的人工养殖始于 50年代，经过几十年的发展，生产规模不断扩太，但珍珠 

的质量和产量却始终徘徊不前 ，甚至滑坡 ，成为困扰珍珠养殖业亟待解决的首要问韪。造成 

这种状况的原因一方面是珍珠贝育苗中近亲繁殖，使种质退化 ，以及育珠期缩短，影响了珍 

珠的质量 ；另一方面是传统的外套膜植片法技术中固有的缺点 ，导致育珠贝死亡率高、吐核 

率高、优珠率低，影响珍珠质量和产量的进一步提高。有鉴于此，有必要寻找新的育珠方法 

根据珍珠囊形成的原理 ，运用现代组织培养技术及生物工程技术 ，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)，也许是从根本上提高海水珍珠质量和产量的 

最佳方案。外套膜的组织培养是这些研究工作的最基本的前提。国内在淡水育珠蚌 ，国外 

在 日本马氏珠母贝的外套膜的组织培养均获得 了成功 ]。我们根据本实验室的条件 ，建立了 
一 套较完善的马氏珠母贝外套膜组织培养的技术 ，使培养结果夸人满意 ，觋将结果予以报道。 

l 材料和方法 

1．1 材料 

实验用马氏珠母贝购于北海市营盘镇黄稍淡水 口湛海珍珠养殖场，为 1～2龄的育珠贝。 

1．2 实验方法 

1．2．1 配制海水贝类的平衡盐溶液 (MMBSS) 

(1)按町井昭等的方法配制 每升中含有 ：NaC1 26．22g{KCI 1．08g{MgSO。 

3．18g{MgCI2 2．20g；CaC12 1．12g；NaHCO3 0．30g；NaH2PO‘ 0．044g；蔗糖 0．30g。 
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(2)改进的 MMBSS 将町井昭等的 MMBSS中的 CaC1 除去，单独配制成 0．5 CaCI2 

溶液，使用时，每100 ml MMBSS中加4 ml 0．5 CaCI ，使其CaC1 的最终浓度达到0．02 

g／ml。 

1．2．2 配制外套膜组织培养基 按 

表 1的配方配制町井昭法培养基和改 

进的培养基。 

1．2．3 组织净化处理方法 

首先，除去实验用贝表面附着的 

脏物，在实验室内用过滤海水充气暂 

养，不投饵，每天换水 2次，2天后使 

用。实验时，将贝用 70 酒精浸泡 3O 

秒，用手术刀切开闭壳肌中部 ，在无 

菌室中切下外套膜，井除去裙带部分， 

置无菌海水中待处理。 

将外套膜组织分别放八表 2含不 

同种 类抗生紊的改进 MMBSS洗涤 

lo次，然后用无抗生素的改进 MM 

ss清洗 5次 ，把处理后的外套膜组织 

切成 3 mm×3 mill的小块，分别置于 

培养瓶中，每个培养瓶底部贴 9块组 

织块 ，加入改进 的培养基 3ml，置 

2o℃培养箱 中培养，5天后检查污染 

情况。 

1．2．4 培养温度和 pH值的筛选 

表 1 两种不周的珍珠丑外套膜培养基 

*补充 盐溶 液 ：NaC] 102．4g；KC1 1．8g；CaC1± 5．1g 

Mgcl2 u．8gl MgsO． 16．7gj蒸馏水 1000m1． 

表 2 吉不同抗生素的改进 MMBSS 

(1)温度 五组材料，每组 4瓶，分别用温度为 lo℃、1 5℃、20℃、25℃和 30~C培养， 

每日观察细胞生长情况。 

(2)pH值 五组材料，每组 4瓶 ，分别用值为 pH 6．5，6．8，7．0，7．2，7．4的培养基 

培养，每 日观察细胞生长情况 。 

1．2．5 细胞贴壁物质——sM 的作用 

用浓度分别为 2 、1 、0．5 和 0．25 的SM 处理培养瓶底 ，与未处理的培养瓶对照， 

检查培养 48小时后组织块的贴壁情况。 

2 结果与讨论 

2．1 组织净化的效果 

由干贝类的内脏团直接同环境——海水相接触，因而外套膜粘有大量的细菌、霉菌、藻 

类和原生动物 ，在组织培养中极易造成污染 ]。清洗不干净或抑菌不彻底 ，往往造成组织培养 

污染 ，使组织培养失败 从本试验结果 (表 3)看，单独使用一种抗生素，并不能有效地防止 

污染，每次培养总会出现污染。同时使用高浓度的青霉素和链霉素可使污染率降低到最低、甚 

至无污染 。尽管用无菌的MMBSS(无抗生素)充分冼涤组织，但无法除去和抑制污染 。在培 
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养中霉菌污染最常见、细菌污染较少，说明单独使用抗生素仅抑制细菌污染、同时使用两种 

或多种抗生素既能抑制细菌污染，又能抑制霉菌污染 

上述净化过程虽能抑制细菌和霉 表3 含不同种类抗生素的改进MMBSS对组织培养的影响 

菌，但对原生动物不起作用。所幸的 

是培养数天后，原生动物因不适应培 

养环境会自动死亡 因此，原生动物 

的污染不会影响整个培养过程。 

培养组织用含高浓度抗生素的MMBSS处理后 ，要用不含抗生素的MMB~％S清洗数次，以 

除去组织中残留的抗生素，因高浓度抗生素会抑制组织块 中细胞的生长和迁移。 

2，2 培养基的筛选 ． 

通过对两种不同配制方法的培养基 (表 1)进行比较，筛选合适的培养基。一是直接用町 

井昭等的方法 ，此法所用盐溶液为补充盐溶液，二是在不改变前法有机成份的基础上 ，用改 

进的 MMBSS代替补充盐溶液，并增加青霉素和链霉索两种抗生素。经反复试验表明，町井 

昭等的培养基不适应本实验条件及我区马氏珠母贝外套膜的培养，因补充盐溶液浓度过高，常 

发生结晶沉淀，有过饱和现象 ，细胞生长及迁出较少，而且细胞极度收缩 f而用本实验室配 

制的培养基，细胞生长及游离 出来较多，细胞形态正常，上皮细胞占绝对优势。我们根据珍 

珠贝外套膜 ，特别是上皮细胞钙代谢旺盛的特点 ]，降低培养基中钙离子浓度 ，对细胞培养是 

有益的。体外培养外套膜上皮细胞使原来的钙代谢途径发生改变，因无钙运输通道，仅能将 

碳酸钙等直接排到细胞外，若碳酸钙积累过快、过多．细胞则无法转运，使细胞内碳酸钙沉 

淀积累，导致细胞衰老和死亡。另外，培养基中钙离子的降低，能促进细胞从组织块中迁移 

出来，因为钙离子是细胞连接的重要物质 ，降低钙浓度、能使细胞连接疏松 。 

增加培养基中抗生素的种类和降低抗生素浓度 ，能有效地综合防止污染 ，又不会对细胞 
、 

产生影响 ． 

2—3 培养温度和 pH值的确定 表4 不同温度对外套膜细胞生长的影响 

在体外组织培养中温度和 pH值是 

两个重要的环境因子。经多次试验 ，结 

果分别以表 4和表 5表示。珍珠贝外套 

膜组织培养的最适温度为 20'C左右，最 

适 pH值为 6．8～7．0。 

由干贝类l属于变温动物 ，其生长与 

环境的变化相关 ，因此对温度和 pH值 

的变化有较强的耐受力 。在体外培养中， 

*t+，差 ；++，好 ；+十+，根好 

表 5 不同pH值对外套膜组织细胞生长的影响 

外套膜纽织对温度和pH值的最适应范 ：+·差；++·好；+++t很好a 

围较为狭窄；温度低于 l5℃时，细胞虽能生长，但生长缓慢，细胞游离出来的较少，温度高 

干 25℃，则细胞明显老化 ，大量死亡，呈团块状结构。pH值高于 7．2，细胞从组织块中迁移 

出来的较少，pH值低于 6．5，细胞的生长明显受到抑制。pH值在 6．8左右，培养的外套膜组 

织块周围有大量粘液分泌，粘液有刺激细胞生长的作用。在培养中可依据粘液的分泌状况来 

判断 pH值是否合适 。 

我们的结果同日本学者町井昭在 日本马氏珠母贝上得到的结果不一致，日本马氏珠母贝 
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外套膜组织培养摄适温度为 25"C，最适 pH值为 7．4～7．6 C 。这种差异可能是不同种群对环 

境的不同适应性造成的。 

2．4 细胞贴壁物质的效果 

SM是从海洋生物体内提取的大分子物质，天然、无毒、具组织相容性以及能形成网状膜 

结构 ，故选用它作为贴壁物质 。从试验中可看出，经 SM 处理的培养瓶，组织块贴壁明显加强 ， 

尤其以浓度为 0．5 者效果最佳 (表 6)，在观察中发现，细胞从组织块中迁移的速度及数量 

都明显地好干对照组，并能使悬浮细胞贴壁 ，因此 ，用 SM解决了组织培养中常见的组织和细 

胞悬浮现象。 

在组织培养中，最常见的细胞 

贴壁因子有纤粘蛋 白、多聚赖氨酸， 

血 清铺 层 因子 和 冷 不 溶 球 蛋 白 

等口]，但这类物质提取困难 ，商品价 

值昂贵，我们选用的 SM 制备方便， 

价格低廉、效果明显，因此除用于 

表 6 SM 对外套膜组织贴壁的影响 

细胞培养外 ，还可能发展成一种在珍珠养殖上处理珠核、促进育珠小片贴核，促进上皮细胞 

迅速生长形成珍珠的产品。 ． 

2．5 外套膜组织培养中细胞的生长状况 

根据本实验室的条件 ，通过反复试验、筛选，确定了一套马氏珠母贝外套膜组织培养的 

方法：用古抗生素的改进 MMBSS(青霉素2000U／ml，链霉素 2500U／m1)洗涤外套膜组织 l0 

次，再用无抗生素的改进 MMBSS清洗 5次 ，将组织块切成 3ram。的小块，贴于涂有 0．5 SM 

的培养瓶底 ，加入改进的贝培养基。在 20℃，pH6．8条件下培养，每两日更换一次培养基。 

利用本实验的培养技术，马 氏珠母 贝外套膜培养 4小时后，上皮细胞从组织块向四周迁 

移 (图 1)；培养 30小时，游离细胞不断增加‘(图 2)；培养到第 3天辩离的上皮细胞在局部 

区域铺满培养瓶底 (图 3)；培养到第 6天，从组织块中迁移出成纤维细胞 (图 4)； 后部分 

细胞开始衰老，但大多数细胞仍保持生长状态，可持续数十天 (图5)。培养组织分泌珍珠质 

从培养的第 4天开始 ，旺盛的分泌活动持续时间较长。因此，本实验室建立的马氏珠母贝外 

套膜组织培养技术 是较 成功 的 。 

图 1 培养 4小时的外套膜组织块 (×3oo) 图 2 培养 30小时的外套膜组织块 (×3002 
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3 培养 3天 ．大量的上皮 

纲 晌 l1) 

j 培养 3o天的细胞 (>(120) 

j I 培养 6犬 出现的成奸维绁胞 

r×1 2n．箭 肝示 
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