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摘要: 以DMEM为基础培养基, 通过优化改良培养基及缓冲液的配方, 对三角帆蚌(Hyriopsis cumingii Lea)外套膜进行细胞培养, 并且以显微观测、RNA/DNA的比值作为该细胞增殖的评价指标, 分别对体外培养细胞的迁出时间、速度、数量以及增殖活力进行测定。分别取体外培养第24、108、120 小时的细胞进行Hoechst DNA荧光标记, 然后将3组标记细胞植入三角帆蚌外套膜中在蚌体内培养, 在植入后第24、72、120、168、216 小时运用RNA/DNA指标检测活体培养的细胞增殖活力。结果表明, 经过优化后的缓冲液和培养基更有利于细胞从外套膜组织中迁出, 迁出速度和细胞数量显著增加(P<0.05), 且细胞的活力随着培养时间的延长而逐渐增大, 培养至108 h时, 细胞活力达到最大, RNA/DNA比值为 24.53, 在108 h后显著下降(P<0.05), 显微观测的细胞生长状况与RNA/ DNA指标测定相吻合。对体外培养的细胞植入蚌体外套膜中再进行培养时发现, 对体外培养活力较好的细胞, 活体内环境可增大细胞的活力, RNA/DNA比值最高达到25.45, 但在活体培养168 h 后活力显著下降(P<0.05); 而对体外培养活力较差的细胞, 活体内环境对细胞活力影响不显著(P>0.05)。本研究旨在为三角帆蚌外套膜细胞增殖的深入研究及建株提供基础性资料。
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三角帆蚌(Hyriopsis cumingii Lea)是一种重要的淡水贝类, 也是中国培养淡水珍珠的首选贝类, 目前, 中国有近43%的淡水珍珠由三角帆蚌生产, 使其占据了重要的市场和经济地位[1]。外套膜在珍珠的形成过程中起着重要的作用, 与珍珠质的沉积以及壳的形成密不可分。三角帆蚌的外套膜细胞培养能为培育淡水珍珠提供更加优良的方法, 对缩短育珠时间, 使珍珠质沉积均匀, 提高淡水珍珠质量具有重要意义。
到目前为止, 国内外对珍珠贝类组织细胞培养都进行了一定程度的研究。贝类组织培养工作从20世纪60年代末期开始[2]。Benex[3]对贻贝的组织培养进行过研究, 已见报道的有牡蛎、贻贝、文蛤等十几种。国内从20世纪80年代才开始进行该领域的研究, 主要是一些淡水和海水的育珠贝外套膜的研究[4]。最近十几年贝类的组织培养主要有: 石安静等[5]对背角无齿蚌(Anodonta　woodiano Lea)、褶纹冠蚌(Cristaria plicata Lea)、三角帆蚌进行的原代培养; Chen等[6]对文蛤进行的原代培养; 日本町井昭[7]对马氏珠母贝(Pincta​da​​martensii)进行的原代培养; 李霞等[8]对皱纹盘鲍( Haliotis discus hannai)进行的原代和传代培养; 郎华刚等[9]对栉孔扇贝(Chlamys farreri )进行的原代培养; 王爱民等[10]对马氏珠母贝(Pinctada martensii) 进行的原代培养; 孙振兴等[11]对中国蛤蜊(Mactra chinensis)进行的原代培养等。但是就目前的情况看, 贝类的组织细胞培养还未取得突破性的进展, 至今还未建立贝类外套膜细胞系。
目前中国淡水贝类的人工育珠多采用小片育珠的方法, 即将三角帆蚌外套膜上皮组织制成约1 cm2的小片, 再将小片植入到外套膜上下表皮之间, 被移植的外套膜细胞小片的上皮细胞经过迁移、增殖、包裹(珠核)形成珍珠囊, 继而分泌珍珠质形成珍珠[12]。根据小片育珠的原理, 蚌体外套膜组织的内环境可以促进小片细胞的分裂增殖。这为体外培养的细胞植入体内培养的研究思路提供了实验依据。
本研究旨在通过对培养基以及缓冲液进行配方改良和优化, 对三角帆蚌外套膜细胞进行体外培养, 并通过细胞活力检测等指标评估体外细胞增殖的特性; 再分别将不同活性的体外培养的细胞植入到蚌体外套膜组织中, 然后在植入后不同间隔时间内进行显微观测以及活力指标检测, 从而探索三角帆蚌外套膜组织对外套膜细胞活力以及增殖特性的影响, 以期为三角帆蚌外套膜细胞增殖的深入研究及细胞建系提供基础性资料。
1  材料与方法
1.1  材料和仪器
试验所用的材料采自上海市滨海养殖场, 其年龄为2龄, 配制100 U/mL抗生素水溶液暂养于实验室水族箱中。
DMEM培养基购自Hyclone; 胎牛血清、0.25%胰酶消化液、抗菌-抗真菌剂(100×)、生长因子均购自于GIBCO; 多聚赖氨酸购自于碧云天; DNA/RNA共提取试剂盒购自天根; 细胞DNA染色试剂Hoechst solution购自同仁化学研究所。蔡司金相显微镜(全自动)Axio Observer Z1。
1.2  试验方法
1.2.1  缓冲液及培养基的优化改良　参照石安静设计[13], 鉴于双壳贝类对部分金属离子的需求, 对其进行优化改良, 其配方为: NaCl 4.00 g, KCl 0.20 g, CaCl2 0.07 g, MgCl2·6H2O 0.05 g, MgSO4·7H2O 0.05 g, Na2HPO4·12H2O 0.08 g, KH2PO4 0.03 g, 葡萄糖0.50 g, 酚红0.01 g。
将上述溶于1 L双蒸水中高压灭菌15~20 min, 并用2 mol/L NaHCO3(灭菌处理)调节盐溶液pH为6.8~7.0。
培养基1配方: 68% DMEM+30%胎牛血清+ 2%抗菌-抗真菌剂。
培养基2配方: 58% DMEM+20%胎牛血清+ 10%自制三角帆蚌血清+10 ng bFGF+10%盐溶液+ 2%抗菌-抗真菌剂。
自制蚌血清取自三角帆蚌血窦中, 2 000 r/min离心10 min, 取上清, 置于56℃水浴锅中做灭活处理30 min, 得到的血清再经过0.2 μm的滤膜过滤, 加入培养基中, 用以提供细胞生长最适宜的体外环境, bFGF(碱性成纤维生长因子)用于提供细胞体外生长的生长因子, 盐溶液用来提供细胞生长所必须的金属离子(Ca2+、Mg2+等), 抗生素用以降低培养环境的染菌概率。
1.2.2  外套膜组织块培养及细胞培养  组织块培养法: 取在抗生素溶液中暂养的2龄蚌, 肥皂水清洗蚌壳, 割断闭壳肌, 取外套膜组织, 双蒸水中清洗3~5遍, 于70%酒精溶液中迅速拉过, 将组织置于用盐溶液配置的4 000~5 000 U/mL抗生素溶液中浸泡20~30 min, 之后进行梯度清洗组织, 清洗顺序如下: 平衡盐溶液(5 min)→含4%抗菌-抗真菌剂的盐溶液(5 min)→10%抗菌溶液(5 min)→ 4%抗菌溶液(5 min)→平衡盐溶液(5 min)→70%酒精溶液中迅速拉过→平衡盐溶液(10 min), 剪碎组织约1 mm2小片, 适量贴于培养瓶中, 20~30片, 培养箱中26℃倒置培养24 h, 缓慢翻转培养瓶加入5 mL培养基, 继续培养, 每3 d进行培养基更换。并及时将游离出的细胞进行分离单独培养, 为后续细胞观测检测做准备。
细胞培养: 按上述方法得到外套膜组织, 加入盐溶液清洗, 1 000 r/min离心5 min, 反复清洗2到3次, 加入约2倍胰蛋白酶消化30 min, 静置取上清, 加入约1/4倍血清终止反应, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 加少许培养基清洗离心得沉淀, 将沉淀转移至培养瓶中, 加5 mL培养基于26℃恒温培养箱中培养, 24 h后更换培养基, 以后每3天进行更换。
1.2.3  外套膜组织培养和细胞培养的显微观测
分别取1号和2号培养基中培养至3 d、5 d的组织块进行显微观察, 并拍照记录; 分别取体外培养12、60、84、108、168、216 h这6个时期的细胞置于倒置显微镜下进行观察, 并拍照记录。
1.2.4  体外培养细胞RNA/DNA 比值的测定 
将体外培养的三角帆蚌细胞进行时期划分, 共分为10个培养时期, 分别是12、24、60、72、84、96、108、120、168、216 h, 每个时期取3个细胞样品, 每个样品为2 mL细胞培养液, 样品之间细胞数量差异不大。分别对每个时期的细胞进行RNA和DNA的共提取, 采用离心柱型共提取进行细胞RNA和DNA的同时提取。主要操作包括: 细胞的收集, 因三角帆蚌外套膜细胞短时间无法贴壁生长, 故采取悬浮细胞收集的方法, 离心获得细胞沉淀, 为了不影响细胞RNA与吸附柱的结合, 确保RNA的产量, 细胞培养液要去除干净。细胞收集后进行裂解处理, 离心所得滤液进行RNA的提取, 吸附柱中残留物质4℃放置以供后续DNA的提取。
RNA的提取步骤为: 滤液中加入1倍体积70%乙醇(用RNase-free ddH2O配置)混匀, 12 000 r/min离心60 s→弃废液, 加入约700 μL去蛋白液, 12 000 r/min离心60 s→弃废液, 加入约500 μL漂洗液(使用前加入无水乙醇), 12 000 r/min离心60 s→重复前一步骤→晾干残余漂洗液→加入30 μL RNase-free ddH2O, 室温放置2 min, 12 000 r/min离心2 min得到RNA溶液(80℃保存)。
DNA提取步骤为: 向吸附柱中加入约500 μL缓冲液(使用前加入无水乙醇), 12 000 r/min离心60 s→弃废液, 加入约500 μL漂洗液(使用前加入无水乙醇), 室温静置2 min, 12 000 r/min离心60 s→重复前一步骤→弃废液, 彻底晾干残余漂洗液→加入约30 μL洗脱缓冲液, 室温静置2 min, 12 000 r/min离心2 min得到DNA溶液。
分别测出260 nm下RNA和DNA的OD值, 分别计为ODRNA和ODDNA; 计算RNA/DNA比值, 得到各个时期曲线图。
1.2.5  体外培养的细胞在活体外套膜组织中的活力检测  取2龄试验用蚌15只, 均分为3组, 每组5只三角帆蚌, 相同条件下暂养。取体外培养24、108、120 h的细胞进行Hoechst DNA荧光染色标记[14], 并用蔡司金相显微镜Axio Observer Z1拍照记录, 将体外培养24、108、120 h 的标记细胞分别植入实验组1、2、3中的三角帆蚌外套膜中, 在24、72、120、168、216 h 5个时期, 对3个实验组三角帆蚌的外套膜进行细胞抽取, 将每个个体抽取的细胞混合以降低个体差异带来的误差, 抽取后继续在相同条件下暂养三角帆蚌, 用以后续细胞抽取。将得到的细胞进行荧光检测验证是标记细胞, 然后对蚌体培养的标记细胞进行RNA/DNA活力检测(方法同上)。
2  结果与分析
2.1  组织培养显微观测结果
将处理好的组织置于两种培养基中, 置于26℃培养箱中培养, 分别取第3、5 天的组织置于倒置显微镜下观察, 观测发现, 培养基2中的组织细胞呈现出良好的状态(图1-B, 图1-D), 游离出的细胞数量明显多于培养基1中的组织(图1-A, 图1-C), 图片还显示, 游离出的细胞集中分布在组织块周围, 细胞呈团簇生长, 远离组织的地方细胞较少, 结果表明培养条件经过优化改良后更利于三角帆蚌原代组织培养。

2.2  细胞培养显微观测结果
在改良后的DMEM培养基中, 培养12 h后, 细胞生长状态较为良好(图2-A), 显微镜下观察到的细胞呈圆形, 明亮透明。由显微观测可以看
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图1　三角帆蚌外套膜组织培养不同时间细胞状况
A: 组织块在培养基1中培养3 d后细胞迁出较少, 且聚集在组织块边缘(400×); B: 组织块在培养基2中培养3 d后迁出细胞数明显多于培养基1, 多层细胞叠加聚集在组织块周围(400×); C: 组织块在培养基1中培养5 d后游离出的细胞数量较图1-1较多, 其细胞迁出速度和数量明显少于培养基2中培养的组织块(400×); D: 组织块在培养基2中培养5 d后游离出的细胞明显增

多, 且细胞集中分布在组织块周围, 呈团簇生长(400×).

Fig.1  Cell condition of Hyriopsis cumingii mantle tissue culture in different times

A: After 3 d, cell of tissue block in the no. 1 medium is less and gathered on the edge of the tissue block(400×); B: Cell of no. 2 medium is more, multi-layer cell stack gather in tissue around the block(400×); C: After 5 d, cell of medium 1 is more than 1-1, both the number of cell emigration rate and significantly less than 2 medium cultured tissue mass(400×); D: After 5 d, cell of medium 2
increased significantly, in clusters to grow (400×).

出, 细胞体外培养至60~108 h时, 细胞处于较为良好的生长状态, 400倍下可以看出细胞膜及细胞内颗粒性物质, 细胞形状规则, 呈圆形或椭圆形。在培养阶段的初期, 细胞呈现单个独立的生长状态, 随着体外培养时间的延长, 细胞呈现出集中生长的趋势, 细胞粘连, 有细胞团块的形成(图2-B, 图2-C, 图2-D)。培养至108 h以后, 细胞状态逐渐恶化, 细胞形状变得不规则, 出现了细胞碎片, 培养基中出现黑色物质, 即死细胞, 细胞破碎, 细胞内物质被释放, 且破碎细胞残留物粘连在一起(图2-E, 图2-F)。

2.3  三角帆蚌外套膜细胞的RNA/DNA比值
三角帆蚌外套膜细胞在改良后的DMEM培养基中, 随着培养时间的不同, 细胞的RNA的吸光度值(ODRNA)和DNA的吸光度值(ODDNA)均呈现出规律性的变化。如图3所示, 培养60~108 h, 细胞RNA含量处于较高水平, 108 h时ODRNA达到最大251.77。随着培养时间的延长, 超过108 h, 其RNA含量显著下降(P<0.05)。DNA在整个培养过程中其含量水平没有显著变化(P>0.05)。细胞RNA/DNA比值在体外培养60~108 h时处于较高水平, 108 h时比值达到最大, 为24.53, 超过108 h后其比值明显降低(P<0.05), 如图3和图5-A所示。三角帆蚌外套膜细胞的RNA和DNA含量在体外培养过程中呈现的趋势, 与细胞显微观测图片相吻合。

2.4  体外培养的细胞植入活体外套膜中活力
取体外培养24、108、120 h 的细胞进行DNA荧光标记, 将标记后的细胞分别植入活体三角帆蚌外套膜中, 将植入标记细胞的三角帆蚌置于实
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图2  三角帆蚌外套膜细胞在不同培养时间的增殖状况
A: 培养12 h后细胞状态(400×); B: 培养60 h, 细胞呈现圆形或椭圆形, 透明状, 细胞增殖(400×); C: 培养84 h, 细胞状态良好, 细胞密度明显增加(400×); D: 培养108 h, 细胞呈聚集生长状态, 出现细胞团块(400×); E: 培养168 h, 细胞形态不规则, 出现细

胞碎片及死细胞(400×); F: 培养216 h, 破碎细胞残留物粘连在一起(400×).

Fig. 2  Hyriopsis cumingii mantle cell proliferation in different times

A: Cell state after 12 h (400×); B: 60 h, cell is round or oval, transparent, and cell proliferation (400×); C: 84 h, cells are in good shape, cell density increased significantly (400×); D: 108 h, cells were gathered state, cell mass (400×); E: 168 h, irregular cell morphology, cell
debris and dead cells (400×); F: 216 h, broken cells remains glued together, cell culture in vitro significantly worse (400×).
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图3　三角帆蚌外套膜细胞培养过程中RNA、DNA以及RNA/DNA的变化
Fig. 3  The change of RNA, DNA and RNA/DNA in the cell culture process

验室环境中暂养, 在第24、72、120、168、216 小时分别用注射器抽取外套膜中的标记细胞, 显微镜下进行荧光检测, 确定所抽取的细胞为标记细胞, 并且拍照记录(图4), 然后对每个时期活体培养的细胞进行RNA/DNA比值细胞活力指标检测(图5-B、C、D)。显微观测发现体外培养24 h的细胞植入外套膜中继续培养能够为细胞提供自体内环境, 细胞在活体情况下培养至48~168 h 生长状态良好, 第72~120小时细胞密度明显增大 (图4: 24~72 h; 24~120 h), 对抽取的细胞进行RNA/DNA活力指标检测发现72~120 h 细胞活力显著增加(P<0.05), 活力最大值为25.45, 但168 h 后细胞活力下降; 对于体外培养108 h的植入细胞进行活体内培养, 细胞密度在第72~120小时 有所增加(图4: 108~72 h ; 108~120 h ), 细胞活力上升不明显(P>0.05), 延长了细胞保持高活力的时间, 但活体培养168 h (图4: 108~168 h )后, 细胞活力显著下降(P<0.05); 体外培养120 h的植入细胞进行活体培养, 显微观测以及指标显示, 由于细胞本身活力降低, 细胞状态较差, 即使在活体三角帆蚌外套膜的自身环境中, 也不能够缓解细胞的恶化趋势, 荧光检测显示有破碎细胞, RNA/DNA指标显示细胞活力显著下降(P<0.05)。
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图4  体外培养的三角帆蚌细胞植入活体外套膜中培养细胞的荧光检测
A: 24 h图片表示对体外培养24 h后的细胞进行荧光标记, 24 h24、72、120、168、216 h 分别表示将体外培养24 h后的细胞植入活体外套膜中培养第24、72、120、168、216 小时后取得的细胞的荧光检测, 确保为标记细胞, 随着活体培养时间的延长, 细胞密度在第120小时明显增加 (200×); B: 108 h图片表示对体外培养108 h后的细胞进行荧光标记, 随着标记细胞在活体外套膜中培养时间的延长, 细胞密度在72~120 h 时明显增加, 且呈聚集状生长, 168 h 后细胞密度降低, 活力下降 (200×); C: 120 h图片表示对体外培养120 h后的细胞进行荧光标记, 细胞密度以及活力受活体外套膜组织的影响不大, 在反注射进外

套膜培养168 h 后细胞状态恶化,出现细胞碎片(200×).

Fig. 4　Fluorescence detection of the cells cultured in vitro in mantle of Hyriopsis cumingii
A: 24 h images expressed in vitro cultivation of cells after 24 h of fluorescent tags, 24 h–24, 72, 120, 168, 216 h respectively injected in vitro cultivation of cells after 24 h into living coat film of 24,72, 120, 168, 216 h after the cell fluorescence detection to ensure to target cells. Cell density increased significantly in 120 h (200×); B: 108 h images expressed in vitro cultivation of cells after 108 h of fluorescent tags, cell density increased significantly in 72120 h, and grow together. The cell density decreased, energy decreased after 120 h (200×); C:120 h images expressed in vitro cultivation of cells after 120 h of fluorescent tags, cell deteriorated
after 168 h , cell debris(200×).

3  讨论
3.1  体外培养条件对三角帆蚌外套膜细胞原代培养的影响
三角帆蚌属淡水双壳类软体动物, 与普通模式动物(哺乳动物, 脊椎动物等)相比, 是低等动物, 因此三角帆蚌外套膜细胞培养应该有别于哺乳动物的细胞培养。本实验在常规细胞培养的基础上, 对培养条件进行改良, 探索出更加适用于三角帆蚌外套膜细胞进行体外原代培养的条件。
通过组织培养显微观测, 可以看出, 经过优化后的培养基, 能够为三角帆蚌外套膜细胞提供更加良好的体外培养环境, 其细胞与在未经改良的培养基中的细胞相比, 游离出组织的时间明显缩短, 迁出细胞的数量增加。而且, RNA/DNA 比值也表明, 经过改良后的培养基更有利于原代细胞的体外培养。RNA/DNA 比值是反映生物新陈代谢活动的指标之一。在蛋白质合成体系中, mRNA 和tRNA 是重要的参与者, RNA 含量与蛋白质合成速度之间呈正相关, 而蛋白质合成越多, 表明细胞生长越旺盛[15]。此外, 细胞中DNA含量对环境条件的变化不敏感, RNA/DNA 比值更能够准确的反映新陈代谢, 是一项较为可观的生物活性指标, 可以反映生物的生长状况。目前, 很多学者将RNA/DNA比值作为评价体外培养细胞生长状况的指标。王宏伟等[16]在进行虾类细胞体外培养时, 用RNA/DNA 比值作为评价培养细胞生长状况的指标, 并认为这一指标可以更为客观
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图5  体外培养的细胞植入三角帆蚌活体外套膜培养过程中细胞RNA/DNA比值变化
A: 三角帆蚌外套膜细胞培养过程中RNA/DNA比值变化; B: 将荧光标记的体外培养24 h的细胞植入外套膜中RNA/DNA比值变化; C: 将荧光标记的体外培养108 h的细胞植入外套膜中RNA/DNA比值变化; D: 将荧光标记的体外培养120 h的细胞注射进入外套膜中RNA/DNA比值变化. 括号中数值表示体外培养的细胞植入三角帆蚌体内的时间. 上图显示体内植入培养法

能够有效延长保持细胞活性的时间.

Fig. 5  Change of RNA/DNA ratio in the process of cells cultured in vitro in mantle of Hyriopsis cumingii 

A: Changes of RNA/DNA ratio in the process of cell cultured in vitro; B: Changes of RNA/DNA ratio in fluorescence labelled cells cultured in vitro for 24 h before injected in mantle; C: Changes of RNA/DNA ratio in fluorescence labelled cells cultured in vitro for 108 h before injected in mantle; D: Changes of RNA/DNA ratio in fluorescence labelled cells cultured in vitro for 120 h before injected in mantle. The values in brackets are the hours of in vitro-cultured-cells in mantle. The figures show that in vivo injection of
culture method can effectively prolong keeping cell activity.

地反映体外培养细胞的生长状况。本实验首次将RNA/DNA指标引入三角帆蚌外套膜细胞培养的活力分析, 可以降低台盼蓝染色等方法存在的人为误差, 能够较为简单快速并且客观的反映出体外培养细胞的生长状况。从本试验的结果来看, 三角帆蚌外套膜细胞在进行体外培养的过程中, 细胞的生长状况良好时, RNA/DNA 比值也较高; 随着培养时间的延长, 细胞生长状况逐渐恶化, 显微观测细胞生长状况较差, 同时, RNA/DNA 比值下降。细胞显微观测与活力检测指标相吻合。
优化后的培养基在原培养基的基础上添加了自制蚌血清、生长因子、金属离子。自制蚌血清经过灭活灭菌处理后添加于培养基中, 可以降低普通培养基中胎牛血清的添加比例, 为细胞本身提供了接近生物体内环境的条件, 培养基的酸碱度和渗透压等条件更适宜细胞的体外存活和生长, 细胞拥有良好的体外生长环境, 才能够充分吸收和利用体外培养所提供的外源因子, 有助于细胞的体外培养的顺利进行以及体外生长增殖。靳玉丽等[17]在培养基中添加蚌血清, 培养效果得到改善, 与本实验结果相同。
三角帆蚌外套膜细胞属于表皮细胞的一种, 表皮作为完全分化的组织, 本身细胞的分裂增殖能力降低[18], 添加bFGF(碱性成纤维生长因子), 有助于促进细胞的生长分裂[19]。碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)是很强的有丝分裂原, 具有很强的促细胞生长作用, 能刺激多类细胞的增生和分化[20], bFGF以其特点, 广泛应用于多种细胞体外培养实验中, 并起到了良好的效果, 如鳗鲡胸鳍细胞的传代培养, 骨髓细胞培养以及血管内皮细胞培养等, 都有明显的促进作用。本实验中, 在培养基中加入10 ng bFGF, 结果表明, 有助于细胞的迁出和生长, 并且迁出的细胞围绕在组织块周围成团块状聚集生长, 对三角帆蚌外套膜细胞的体外培养起到了促进作用。
育珠贝类的外套膜细胞主要负责珍珠质的分泌和沉积, 珍珠质的主要成分是CaCO3, 并且Ca2+在外套膜中也保持一个较高的水平[21]。外套膜中钙代谢的研究证明外套膜是蚌进行钙吸收、储存和分泌的重要部位[22], 外套膜上皮细胞具有通过细胞膜主动吸收, 并且具有暂贮存Ca2+的功能, 外套膜上钙除了从消化系统中转运而来外, 更多的是由外套膜直接从外界水体中吸收而来[2324], 因此,  Ca2+的含量对三角帆蚌外套膜细胞的生长和增殖具有重要的影响, 同时, Ca2+是细胞生命活动中不可缺少的营养元素, 它可以参与生物细胞的代谢调节, 在三角帆蚌外套膜细胞培养过程中, 向培养基中添加适量的Ca2+, 有利于细胞吸收Ca2+, 细胞体外存活状态良好, 证明Ca2+的添加满足了外套膜细胞对Ca2+的要求。另外, DNA复制和蛋白质生物合成都离不开Mg2+的参与, 它能够激活细胞中的许多酶, 同时对维持体液和细胞内电荷平衡具有重要的作用, 还可以稳定参与细胞生长增殖的酶及其蛋白质的构象[25]。文献表明, Mg2+对体外培养的人的内皮细胞的增殖具有明显的促进作用[26]。但是, 金属离子在对细胞的增殖具有促进作用的同时, 如果浓度过大或结合位置有误, 则会对细胞造成毒害作用[27]。本研究中将改良后的盐溶液添加到培养基中, 其中Ca2+的添加量为0.06 g/L, Mg2+的添加量为0.05 g/L。
3.2  活体外套膜组织对体外培养细胞的影响
三角帆蚌外套膜细胞是由外套膜组织经过胰蛋白酶消化而来, 施志仪等[28]成功的将游离细胞培养的方法应用到三角帆蚌育珠生产中, 将细胞培养技术与大型有核珍珠的培育相结合, 改良了中国传统小片育珠法存在的育珠周期长、珍珠质沉积不均等弊端。外套膜细胞植入到外套膜组织中形成珍珠囊, 说明细胞在外套膜组织的影响下能够裂变增殖。陈永富等[29]的研究也表明三角帆蚌外套膜上皮细胞在该种组织所提供的因子影响下具有一定的分裂增殖的能力。以上均表明, 外套膜组织能够有效的增强其细胞的活性。然而该细胞体外培养状况不容乐观, 常出现细胞破碎及僵化的情况, 因此本研究充分考虑外套膜组织对细胞活性的影响, 将体外培养的细胞植入活体外套膜组织中进行培养, 在完全活体以及自身的环境下, 探索其细胞生长以及活力情况。
由荧光检测图片以及RNA/DNA活力指标检测可以看出, 对于体外培养初期以及活力较好的细胞植入到活体三角帆蚌外套膜中进行培养, 提供自体环境能够起到促进细胞生长的作用, 细胞密度以及细胞活力较体外培养时得到增加。然而对于体外培养活力较差的细胞(体外培养时间>108 h)而言, 将其植入活体三角帆蚌外套膜中进行培养, 实验结果显示不能够起到改善作用。但是, 在本实验中不管是活力较好细胞, 还是活力差细胞在植入到活体三角帆蚌外套膜的后期, 都出现细胞活力下降, 细胞状态逐渐衰败, 显示细胞碎片的情况, 这可能与蚌体自身机体状况有关, 由于实验过程中在一定间隔的时间里用注射器将荧光标记的细胞向活体三角帆蚌外套膜中的注射, 而后又抽取, 对三角帆蚌本身造成了刺激, 活体因此产生较强的应激反应, 引起蚌机体损伤, 蚌体活力下降, 这与李庆乐等[30]在对三角帆蚌进行腹足、内脏团等不同部位插核时造成蚌死亡率升高的现象一致。本研究中, 在对三角帆蚌外套膜进行注射和抽取中, 试验进行168 h 后, 三角帆蚌活力下降, 闭壳肌松弛, 蚌体分泌白色物质, 试验进行到17 d后, 蚌体死亡。所以, 活体培养超过168 h , 由于三角帆蚌的活力整体下降, 无法为植入外套膜中的细胞提供良好稳定的体内环境, 因而造成标记细胞活力下降。
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Impact of in vitro optimization and in vivo implantation culture on the growth of Hyriopsis cumingii mantle cells
LI Qian1, SHI Zhiyi1,2, LI Wenjuan1, HUANG Kai1, QI Xiaoxiang1
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Abstract: In China, Hyriopsis cumingii is the shellfish of choice for cultivating freshwater pearls; however, there has been very little research on cell and mantle tissue culture. Based on Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), this study attempted to optimize modified formula of medium and buffer for mantle tissue and cell culture. The ratio of RNA/DNA as an evaluation index of cell proliferation was determined and, using microscopic observations, tissue culture cells versus time, speed and in vitro cell energy were established. Hoechst fluorescent staining of DNA was carried out using 24-, 108- and 120-h cells of in vitro culture, and then the three marked cell groups were implanted into the mantle for culture in vivo. The results show that, after optimization, the buffer and medium improved cell migration from the mantle, the velocity of migration and the significantly increased cell number (P<0.05).Cell vitality also increased with incubation time. Cell vitality was maximal for culture in vitro at 108 h, with a RNA/DNA ratio of 24.53, but was followed by a significant decline (P<0.05).Microscopic observations of cells were in agreement with the determined RNA/DNA index values. When in vitro cultured cells were implanted into the mantle a second time, in vitro activity improved and culture conditions increased cell activity, with RNA/DNA values up to 25.45, but vitality declined significantly after 168 h when injected into the cell for in vivo culture (P<0.05). Regarding the poor in vitro activity of cells, it would appear that a living environment has no significant effect on cell viability. Our study provides basic but valuable information for further research on mantle cell proliferation and the establishment of cell lines.
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