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金属离子对皱纹盘鲍组织培养的影响 

孙振兴，李 清，张 丽，马运超，张 媛 

(鲁东大学生命科学学院，山东 烟台 264O25) 

摘要i采用 3因素3水平 (3 )的正交设计，以组织块增殖百分率作为评价指标 ，研究了在 M199和 RPMI一1640 

培养基中分别添加 Ca2 ，Mg ，Zn2 金属离子对鲍的外套膜和上足触手组织培养的影响．结果显示，Ca2+和 

Zn2 对细胞增殖具有明显的促进作用，M 的作用不明显；对上足触手细胞生长最好的组合为5 g／L的 Ca2 ， 

1 g／L的M ，20 L的zn2 ；对外套膜细胞生长最好的组合为 1 g／L的ca2 ，1 g／L的 Mg ，60 g／L的 

Zn2 ． 
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皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)是我国北方 

沿海重要的经济贝类之一，近年来鲍的养殖业发 

展迅速，但由于病毒等引起的疾病严重地影响了 

鲍的养殖成活率和经济效益．进行鲍的组织和细 

胞培养研究，旨在建立鲍的连续性细胞系，以便为 

病毒性疾病研究提供宿主细胞，为防治鲍的疾病 

奠定基础．有关鲍的组织培养研究虽有一些报 

道Ll， ，但至今尚未获得细胞系． 

在细胞生命过程中必不可少的金属元素被称 

为生命金属L3 J．在生物体内，大多数微量金属离子 

是酶体系或其他蛋白质的关键成分，它们常参与 

构成酶的活性中心，对酶的活性及构象起着稳定 

作用，以利于底物接近，并通过酶．金属离子．底物 

三者的诱导应变配合，抑制或激活酶的活性，促进 

细胞的代谢和生长繁殖，生命金属的缺乏或过量 

都会对细胞生命活动产生不利的影响．因此，研究 

生命金属对细胞的生物学效应有着重要的理论和 

实践意义．在培养基中加入钙和镁有助于体外培 

养的对虾肝胰腺细胞贴壁生长【引，但有关金属离 

子在贝类组织和细胞培养中的作用，尚未见报道． 

本文研究了在培养基中添加 cä ，Mg2 ，zn2 三 

种金属离子对鲍的外套膜和上足触手细胞生长的 

影响，可望为建立鲍的细胞系提供依据． 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

供试动物为人工养殖的皱纹盘鲍，2龄，壳长 

4．0—5．0 cm．实验前将健康活鲍放人室内具充气 

装置的水族箱内暂养 24 h，暂养海水中添加抗菌 

素，以抑制细菌． 

1．2 培养基 

基 础 培养基 M199和 RPMI一1640均 为 美 国 

GIBCO公司产品，其他试剂为国产分析纯．培养基 

按常规方法配制，经 Nalgene抽滤装置灭菌后使 

用 ，pH调整 为 7．4—7．5．Ca 和 Mg2 分别用 Ca． 

Cl2和 MgC12配制成 10 100 mL的母 液 ，zn 用 

znS04配制成0．2 mg／100 mL的母液，使用时用微 

量移液器添加至培养基中． 

1．3 实验设计 

采用 3因素 3水平 L。(3 )的正交设计 ，三种 

金属离子的添加浓度各设 3个水平，ca 添加浓 

度(A)设 1，3，5g／L；Mg 添加浓度(B)设 1，3，5g／ 

L；Zn 添加浓度(c)设 20，60，100,ug／L．共9个实 

验组 ，每组均为 2个平行重复 ． 

1．4 培养方法 

将外套膜和上足触手组织块接种于培养瓶中 
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进行封闭培养，接种 12 h后翻瓶添加培养液，以 

后每天更换培养液一次，培养温度 26±0．5℃， 

pH 7．4—7．5，实验方法同文[5]．每次更换培养液 

时，根据实验要求分别向培养基中添加不同量的 

Ca2 
，M ，zn 溶液 ． 

1．5 细胞增殖评价指标与数据处理 

以培养第 7天时，接种组织块周缘有 1／2以 

上出现增生细胞的组织块数量 占全部接种组织块 

数量的百分率作为评价细胞增殖的指标．分别计 

算3因素各水平之和(k值)与极差(R)，并进行 

直观分析． 

2 结果 

2．1 上足触手组织块的增生 

鲍上足触手组织块增生的正交实验及结果直 

观分析如表 1．从表 1可以看出，增生率以第 8组 

最高，各因素水平为 A3 B2C。，其次为第 1组，其组 

合为AlB1C1；从 值看，3因素对上足触手组织块 

增生率的影响大小依次为 zn ，ca ，M ，而且 

各因素的 值均大于空列 值，说明3因素对组 

织块增生率的影响显著 ． 

分析 k值变化可以看出，5g／L的 Ca2 (A )， 

lg／L的 M (B1)，20 g／L的 Zn2 (C1)，k值最 

大，即各因素的最佳水平组合为 A3B，c，，这与增 

生率的直观分析结果基本一致 ．培养第 7天时鲍 

上足触手细胞的增殖状况见图 1． 

图 1 培养第 7天时鲍上足触手细胞的增殖状况 

cd =5g／L，cM ’=3g／L，cz矗2 =20ttg／L 

表 1 鲍上足触手组织块增生结果及直观分析 

⋯  
A B c D 组织块增生率／％ 试验号 

c +／(g．L-I)cM +／(g．L，t)c +／(ttg．L-I) 空列 ——— _———竺 二 

l l(1) l(1) l(20) l 66．7 81．8 

2 l 2(3) 2(60) 2 37．5 53．3 

3 l 3(5) 3(100) 3 57。l 5O．O 

4 2(3) l 2 3 62．5 5O．O 

5 2 2 3 l 3O．O 3O．O 

6 2 3 l 2 66．7 63．6 

7 3(5) l 3 2 5O．O 77．8 

8 3 2 l 3 75．0 91．7 

9 3 3 2 l 58．3 83．3 

kt ll5．47 129．60 148．50 儿6．70 

k2 100．93 105．83 ll4．97 ll6．3O 

k) 145．37 126．33 98．30 128．77 

只 44．43 23．77 5O．20 l2．47 

148．5 

90．8 

lo7．1 

ll2．5 

60．0 

l3O．3 

127．8 

l66．7 

I4I．6 

注：括号内数字表示各金属离子的添加浓度 

2．2 外套膜组织块的增生 

鲍外套膜组织块的增生状况见图 2，正交实 

验及结果直观分析如表 2．从表 2可以看出，增生 

率以第 1组最高，各因素水平为A．B．C．，其次为第 

2组，其组合为 A1B2C2；从 尺值看，3因素对外套 

膜组织块增生率的影响大小依次为 ca2 ，Zn2 ， 

M ，而且各因素的 值均大于空列尺 值，说明 

3因素对组织块增生率的影响显著． 

分析 k值变化可以看 出，在 lg／L的 ca + 

(A1)，lg／L的M (B1)，60／．tg／L的 zn (c2)时，k 

值最大，即各因素水平的最优组合为 A1B1 C2，这 

与增生率的直观分析结果基本吻合 ． 
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83．93 

34．57 

62．93 

49．37 

71．83 

70．43 

39．17 

32．67 

71．97 

48．40 

61．07 

23．57 

80．O 

66．7 

25．O 

60．0 

23．5 

7．7 

20．O 

46．7 

33．3 

注 括号内数字表示各金属离子的添加浓度 

图 2 培养第 7天时鲍外套膜细胞的增殖状况 

c ．cM ’均为 lg／L，c =20／zg／L 

3 讨论 

1)Ca2 是细胞生命活动中必不可少的营养 

元素，参与生物体内的代谢调节、肌肉收缩、神经 

信号的传递、酶促反应、细胞离子交换等重要生理 

过程，因此，Ca2 的含量将对细胞的生长和增殖产 

生重要影响．体外培养细胞的贴壁生长与微丝形 

成的应力纤维有密切关系，在培养基中添加适量 

Ca2 
，有利于细胞 吸收 Ca2 ，促进应力纤维 的形 

成 ．本实验中，Ca2 为 1 L时 ，外套膜细胞生长最 

好 ；Ca 为 5g／L时，上足触手细胞生长最好 ．前者 

虽然与培养日本对虾肝胰腺细胞加入 Ca2 为 lg／ 

L时细胞生长最好 的结果_3 J相类似 ，但也说 明不 

同组织对 Ca2 的需求是不同的． 

2)本文实验结果表明，20—60 g／L的 zn2 

即可促进培养细胞的生长，说明 Zn2 对皱纹盘鲍 

细胞生长的影响是极为明显的．锌是生物体的必 

需元素，参与 DNA的复制、RNA的转录及细胞内 

的各种生命活动，它主要以zn 的形式与蛋白质 

结合存在于机体中．Zn 是酶的激活剂，对细胞的 

增殖作用可能与其参与构成多种酶和辅酶有关 ． 

zn2 也可作为某些酶的辅酶参与生物体 内的代 

谢，通过结合到质膜上或通过金属催化的脂质过 

氧化反应使质膜处于稳定状态，对维持细胞膜的 

结构和功能起重要作用．但 zn2 浓度过高会对细 

胞产生毒性，这是由于核酸内切酶中存在着相同 

的 Zn“ ，Ca2 结合位点，当细胞内 zn 浓度较高 

时，zn2 和 Ca2 与核酸内切酶竞争性结合，从而 

抑制了DNA酶的活性_6】．文[7]曾报道，当zn 浓 

度达 30／lmol／L以上时，培养 24 h的哺乳动物神 

经元因DNA降解而发生凋亡． 

3)Mg2 能激活细胞中的许多酶，对 DNA复 

制和蛋白质的生物合成至关重要．M 对维持体 

液和细胞内电荷平衡有着重要作用，还对一些酶、 

蛋白质的构象起稳定作用 J．文[8]实验证 明， 

M 浓度为 0．3—1 mmol／L时 ，对体外培养 的人 

内皮细胞增殖有明显的促进作用．本实验 中， 

Mg2 对细胞增殖的促进作用不如 Ca2 和 zn2 明 

显，表明细胞生长对金属离子的需求是不同的． 

4)金属离子对细胞增殖有促进作用，是因为 

这些元素在各种金属蛋白和金属酶中具有重要的 

功能，但如果这些元素出现在不适当的时机和位 

置，就会对机体中的其他生物分子产生毒性，导致 

蛋白质聚集，或者受到金属催化引起分子的氧化 

损伤或失活等，因此这些金属离子在生物体内必 

须处于严格的内稳态控制中_9 J． 

有关水生生物与水体中金属离子相互作用的 

机理还有待深入研究_】 ． 

0 3 2 O O 7 2 O 6 ∞ 铊 ∞ 铂 

3  6  2  5  2  3  3  
勰 0 

" 0 7 7 O ㈣： 。 。： M 啪蛐： 。 。： 

● 2 3 4 5 6 7 8 9 h 如 b R 
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Effects of MetaI Ions on Tissue Culture of liotis discu s hanna 

SUN Zhen—xing，LI Qing，ZHANG Li，MA Yun·chao，ZHANG Yuan 

(School of Life Science。Ludong University。Yantai 264025。China) 

Abstract：The effects of three metal ions on the cultured tissue from mantle and epipodial tentacle of Haliotis discus 

hannai with Ca ，Mg and Zn2 ions which are added into the M199 and RPMI一1640 medium are studied re- 

spectively．，rhe experiment is pmjected according to orthogonal design￡9(3 )，the proliferation percent of tissue 

blocks is estima ted as the indicator of growth．The results show that the Ca2 and Zn2 have an obvious effect on ac． 

celerating the pmliferation of cultured cells，but the eftect of【he M is not evident．When the concentration of 

Cä is 5g／L，M is 1 g／L and Zn2 is 20ptg／L，the growth of cells of epipodial tentacle is the best
． But the best 

growth conditions of the mantle cells are that the concentration of Ca“ is 1 g／L．MS l g／L and Zn2 60t
．tg／L． 

Key wordS：Haliotis discus hannai；mantle；epipodial tentacle；tissue culture；metaI ions 
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