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几个因素对菲律宾蛤仔组织培养的影响 
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摘要：研究了不同消毒荆和培养基对菲律宾蛤仔组织培养的影响。结果表明，在术必泰消毒刺醋酸氯己 

定(C26H 4Nl0Cl2)的有效浓度为 100~200 Ixg·mL～、或复方新洁尔灭中苯扎溴铵(C2~H3sBrN)的有效浓度 

为 300 600 g·mL-I时，既能有效杀灭粘附在组织块上的细菌，又能保持细胞活性而不影响细胞生长。 

在 D—MEM、M199和 RPMI一1640 3种培养基中，蛤仔的外套膜和鳃细胞均能正常生长，其中D-MEM、 

Ml99的培养效果优于RPMI一1640。 
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水生无脊椎动物的组织培养不仅可以为分离 

与检测病毒提供宿主细胞，而且在细胞遗传学、免 

疫学、毒理学等方面也有很大的应用价值。因此，建 

立连续性细胞系。无论对基础理论研究还是实际应 

用都有着重要意义 。菲律宾蛤仔 (Ruditapes 

philippint71"lZm Adams et Reeve)广泛分布于我国南 

北方沿海。是一种重要的养殖经济贝类。为建立其 

细胞系．作者曾进行过菲律宾蛤仔鳃和外套膜的组 

织培养【l_习．证实了原代培养的可行性。但水生无脊 

椎动物的组织培养较之哺乳动物困难得多I3I，除了 

两者的细胞生长特性不同之外，影响水生无脊椎动 

物组织培养的关键因素诸如组织的除菌净化、适宜 

的培养基等问题尚未得到根本解决。基于此原因， 

我们探讨了不同消毒剂和不同培养基对菲律宾蛤 

仔组织培养的影响．以期为蛤仔的传代培养及建立 

细胞系打下基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

试验用 1 2龄菲律宾蛤仔购自烟台农贸市场， 

平均壳长2．5 cm，平均个体鲜重 9．5 g。试验前将活 

贝放入有充气装置的水族箱内暂养数小时以吐净 

泥沙，暂养海水中添加适量双抗以抑制细菌。 

1-2 培养基殛其添加成分 

RPMI一1640，Dulbeceo~一MEM (D—MEM)和 

M199 3种基础培养基均为美国Gibco公司产品，小 

牛血清为浙江金华市清湖犊牛利用研究所产品。各 

种培养基均按说明书用三蒸水配制，3种培养基的 

添加成分相同，即每 1 000 mL培养基中包括 NaC1 

3．5 g，小牛血清 100 mL，水解乳蛋白 5．0 g，L一谷氨 

酰胺 0．3 g，植物血球凝集素 (Phytohemag utinjn， 

PHA)5 m ，青霉素0．8x10 IU、链霉素 lxlO IU，pH 

调至 7．4，用 Nalgene抽滤器经 0．22 m微孔滤膜过 

滤除菌后 4aI二保存备用。Hanks液等按常规方法配 

制灭菌，贴壁物质采用自制的鼠尾胶原髑。 

1．3 消毒剂的配制 

术必泰液为北京朝阳北郊消毒用品厂产品，主 

要成分为0．5％(W／V)醋酸氯己定．用三蒸水分别稀 

释成 10、20、25、33．3、50和 100倍溶液供试验使用。 

复方新洁尔灭液为山东利尔康消毒科技有限公司 

产品，主耍成分为 3．O％(w／v)苯扎溴铵，用无菌过 

滤海水(煮沸 10 min充分冷却数小时后使用，盐度 

为 31．26)分别稀释成 10、20、25、33．3、50和 100倍 

溶液供试验使用。青一链霉素双抗液用无菌过滤海 

水配制，其中青霉素为 4 000 IU·mL～，链霉素为 

5 000 IU·mL- 。 

1．4 方法 

将蛤仔贝壳用 70％的酒精棉球擦净后，用解剖 

器具取出蛤仔的外套膜和鳃组织 ，用无菌海水冲净 

组织表面的粘液，将冲洗好的外套膜和鳃置于不同 
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消毒液中，按照试验设计的时间浸泡消毒 ，再用 

Hanks液反复冲洗灭菌后的组织块，以去除多余的 

消毒液。将组织块剪成 l mm 左右的小块 ，分散排 

布在涂有胶原的25 cm 培养瓶内壁上．4 6 h后翻 

瓶添加培养液，以后每隔 3 d更换一次培养液，以组 

织块培养法进行封闭培养。培养温度 26℃，pH 7．4 

左右，培养期间每天用倒置显微镜观察拍照。在不同 

消毒剂试验中，以无菌海水浸泡处理的组织块作为 

对照，各试验组均使用 D—MEM培养基。在不同培养 

基试验中，组织块消毒均采用双抗液浸泡20 min。 

2 结果 

2．1 不同消毒剂的除菌效果 

不同稀释倍数的术必泰对菲律宾蛤仔外套膜 

的除菌效果如表 1所示，当醋酸氯己定有效浓度≥ 

100 g·mL 时，可有效抑制细菌，细胞迁出正常(图 

1)；但有效浓度≥250 la,g·mL 时，则组织块贴壁率 

明显下降，且影响细胞的迁出。 

不同稀释倍数的新洁尔灭对菲律宾蛤仔外套 

膜的除菌效果如表 2所示，当苯扎溴铵有效浓度为 

300～1 500 lxg·mL 时，均可有效抑制细菌，细胞迁 

出正常(图3)，但随着有效浓度增加，细胞迁出时间 

延长；当有效浓度为 3 000 la,g·mL 时对组织块损伤 

严重，虽然仍可贴壁，但其边缘发黑变薄，已不能正 

常地迁出细胞 ，随着时间的延长 ．组织块逐渐从瓶 

壁脱落。 

同时，还分别用上述 2种消毒剂的不同稀释倍 

数处理菲律宾蛤仔鳃组织 30 s．在同样处理条件下． 

表 1 不同浓度术必泰对菲律宾蛤仔外套膜的除菌效果 

注：贴壁率=贴壁的组织块数／接种的组织块总数；“一”表示未污染，“+”表示细菌污染，下同。 

表 2 不同浓度新洁尔灭对菲律宾蛤仔外套膜的除菌效果 

对鳃组织的除菌效果要比外套膜略差，这是由于鳃 

组织有大量的鳃丝．在滤食的同时鳃丝表面也粘附 

了很多细菌，所以除菌比外套膜困难。对鳃组织除 

菌效果较好的试验组有 ：醋酸氯己定有效浓度 100 

g·mL- 、苯扎溴铵有效浓度 300 la,g·mL～，表明低浓 

度的消毒剂对组织块的损伤较小，细胞增殖快，迁 

出的细胞形状规则，数量也较多。 

2_2 鳃和外套膜组织在不同培养基中的生长情况 

组织块在不同培养基中的生长状况主要根据 

细胞开始迁出的时间、迁出数量以及迁出细胞的形 

态进行评价，此外 ，相同来源组织块在不同培养基 

中的贴壁率 ，也是衡量培养基适合与否的一个方 

面。 

鳃组织的生长情况，培养 5 h后观察，在 D— 

MEM和 M199培养基中已有增生细胞迁出，但在 

RPMI一1640培养基 中无迁 m细胞 ；20 h后观察 

(图2)，D—MEM和 M199培养基中的迁出细胞数量 

较多．而 RPMI一1640培养基中迁出细胞较少 ：培养 

48 h后迁出细胞数量逐渐增多，3种培养基差别不 

明显。鳃组织块在培养 7 h、24 h和48 h时的贴壁率 

如图5所示．对鳃组织而言，D—MEM和 Ml99的效 

果优于 RPMI一1640，但前 2者差异不大。 

外套膜组织的生长情况，培养 10 h后观察，在 

D—MEM和 M199培养基中已有增生细胞迁出，但在 
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一  
图 1-4 不同消毒剂处理后的外套膜和鳃细胞生长状况 

(1)醋酸氯己定有效浓度 100 Ixg-mL。。处理 30s后的外套膜组 

织，示细胞迁出正常 (D—MEM培养 20 h，400x)；(2)双抗处理 2O 

min后的鳃组织。示增生细胞(M199培养 20 h，400x)；(3)苯扎溴铵 

有效浓度 300Ixg·m 处理 30s后的外套膜组织，示细胞迁出正常 

(D—MEM培养20 h，400x)；(4)双抗处理 2Omin后的外套膜组织，示 

细胞生长正常(RPMI一1640培养20 h，400x)。 
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图5 不同培养基中鳃组织块的贴壁率比较 

RPMI一1640培养基中细胞迁出极少；20 h后观察， 

细胞迁出数量依次为 D—MEM>Ml99>RPMI一1640， 

迁出细胞多为圆形或椭圆形的透明细胞 ，胞质均 

匀、透亮(图4)。培养 48 h后迁出细胞数量增多，在 

前 2种培养基中的迁出细胞数量稍多于 RPMI一 

1640培养基。外套膜组织块在培养 5 h、24 h和48 h 

时的贴壁率如图6所示，从总体上看，D—MEM的效 

果优于 M199和 RPMI一1640培养基，培养的细胞最 

长可成活 14 d。 

3 讨论 

3．1 消毒剂的选择及其对菲律宾蛤仔组织培养的 

影响 

哺乳动物的脏器不直接与外界接触，而海洋贝 

类的大多数器官组织都直接与外界海水接触．加之 

埋柄型贝类生活在泥沙底质中．因而其组织表面有 

大量的细菌、真菌等，如果除菌不彻底，在组织培养 
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图6 不同培养基中外套膜组织块的贴壁率比较 

时极易造成污染。组织块的除菌消毒效果，在很大 

程度上决定了组织培养能否成功。因此，选择适宜 

的消毒剂并确定其杀菌浓度，是极为重要的。 

术必泰是一种由多种抗菌剂、表面活性剂及增 

效剂合成的复合型速效消毒剂 ，其主要杀菌成分为 

醋酸氯己定(c26}I O+N。。C1 )、异噻唑啉酮等，具有高 

效 、广谱 、迅速及持久的杀菌作用 ，不仅对细菌有 

效 ，而且对真菌等也有效，此外 ，还具有性能稳定、 

无毒、无着色，pH值为中性等特点 ，主要用于医院 

手术前的皮肤消毒等。 

复方新沽尔灭属于季铵盐类化合物中的阳离 

子 表 面 活 性 剂 ，其 主 要 成 分 为 苯 扎 溴 铵 

(C： H孤BrN)，还含有咪唑磷等。苯扎溴铵可改变细 

菌质膜的通透性 ．使菌体内的物质外渗，阻碍细菌 

的代i身 而使其死亡。咪唑磷是两性离子表面活性 

剂，在水中可解离出阳离子、阴离子及两性离子，可 

增强对带电荷细菌的穿透性，从而增强杀菌力。复 

方新洁尔灭的特点是易溶于水、无色、无刺激性、无 

腐蚀性 、无毒性，性能稳定，对革兰氏阳性菌作用较 

强；但其杀菌谱较窄，对革兰氏阴性菌的作用差，对 
一 些杆菌和芽胞无效．是一种低效消毒剂l 7l。 

在使用以上 2种消毒剂时，考虑到渗透压对组 

织培养的影响，本试验采用无菌过滤海水稀释消毒 

剂．但由于术必泰易与海水中的某些离子作用形成 

絮状沉淀．所以改用j蒸水稀释术必泰。高浓度的 

消毒剂虽然能彻底杀菌，但对细胞的损伤也很大， 

影响组织块的成活及细胞的生长．这是由于贝类外 

套膜 、鳃的组织学特点与哺乳动物皮肤不 同的缘 

故 ．加上取样部位的组织很薄，即使短暂的数十秒 

浸泡也会导致贝类组织完全死亡。试验结果表明． 

在术必泰 中醋酸氯己定的有效浓度为 100—200 

Ixg-mL 、或复方新沽尔灭中苯扎溴铵的有效浓度 

为300～600 Ixg-mL一．处理时间 30 s的情况下 ．即能 
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有效杀菌，义能保持细胞活性而不影响细胞增生。 

高于上述浓度 ．即使组织块贴壁成活。但细胞迁出 

时间延迟，这可能是由于消毒剂对细胞的副作用所 

致。 

使用青霉素和链霉素可有效地抑制细菌、降低 

污染率，这在细胞与组织培养中已被广泛证实。但 

由于青、链霉素对许多海洋弧菌不起作用．加上一 

些细菌的耐药性．仅仅使用双抗往往难以达到满意 

的除菌效果，因此采用消毒剂除菌是必要的。 

3．2 培养基成分对菲律宾蛤仔组织培养的影响 

离体组织培养过程中为了使细胞能正常生长 

和繁殖，必须创造适宜的条件 ，尽量接近细胞原来 

生长的环境，包括培养基、培养温度、pH值、渗透压 

和氧气等，其中，培养基是关键因素。用于动物细胞 

和组织培养的人工合成培养基有 MEM，D—MEM，L一 

15，RPMI一1640，M199等，为了促进细胞的生长，人 

们通常在合成培养基的基础上添加一些成分 ，例如 

在疣鲍(Haliotis tuberculata)血细胞培养时添加了 

表皮生长因子闻：在皱纹盘鲍外套膜组织培养时添 

加了胰岛素问：在马氏珠母贝外套膜组织培养时添 

加了鸡组织提取物19]等，都取得了较好的效果。PHA 

是从豆科植物中提取的一种糖蛋白。其主要成分为 

D一甘露糖、氨基葡萄糖酸衍生物所构成的低聚糖辅 

基与蛋白质的复合物，是脊椎动物细胞培养中常用 

的一种有丝分裂原，具有促进细胞分裂的功能。但 

PHA浓度超过 200 txg·mL 时可能会抑制细胞 

DNA合成，使细胞增殖发生障碍㈣。本试验在培养 

基中添加了5 g·mL～PHA，对促进菲律宾蛤仔细 

胞增殖起到了一定的作用，由于其浓度低，所以不 

会对细胞产生副作用。 

在本试验所用的3种培养基中，菲律宾蛤仔的 

外套膜和鳃细胞均能正常生长，其中 D—MEM、M199 

的培养效果总体上优于 RPMI一1640。但应当指出， 

贝类的组织细胞培养至今仍沿用着经典的陆地哺 

乳动物的细胞培养基．由于贝类等水生无脊椎动物 

与哺乳动物的代谢途径有很大差异．对各种营养因 

子的需求也不同，因此对贝类适宜的培养基和添加 

成分．有必要从贝类细胞基础代谢的角度深入研 

究。 
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Several Factors in Tissue Culture for Ruditapes philippinarum 

LI Yun—lingI,SUN Zhen-xing ，CHEN Li-yuanI,LI TianI,XU Xiao-bo ，ZHANG Ming-qing 

(1．Life Science College，Yantai Normal UniVersity，Yantai 264025，Shandong，China； 

2．Gaolilal Foodstuff Limited Corporation，Qingdgo 266555，Shandong，China) 

Abstract：The influences of different disinfectant and culture medium were studied to the tissue culture of Ruditapes philip- 

pinarum．The results showed：When the effective concentration of CrpI36O4Nl0cI2 was 100-200 g·mL—on the Shubitai disin— 

fectant，or effective concentration of C2lH38BrN was 300~600 g·mL～ on the Compound bmmo geramine，they could effective 

kill the bacterium adhered to tissue blocks as well as could keep the activation of cells。not influence made the growth of 

cells．In the three kind media of the D—MEM．M199 and RPMI一1640．the cells of mantle and gill of clam all could grow 

normally．effect of D—MEM and M199 were both excelled RPMI一1640， 

Key words：Ruditapes philippinarum；tissue culture；disinfectant；culture medium 
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