
中国水产科学  2018 年 3 月, 25(2): 346353 
Journal of Fishery Sciences of China    研究论文 

                                  

收稿日期: 2017-06-05; 修订日期: 2017-09-04. 

基金项目: 国家 863 计划项目(2012AA10A402). 

作者简介: 季爱昌(1987–), 女, 博士研究生, 主要从事海洋动物细胞生物学研究. E-mail: jiaich@126.com 

通信作者: 张志峰, 博士生导师, 教授. E-mail: zzfp107@ouc.edu.cn 

 

DOI: 10.3724/SP.J.1118.2018.17211 

栉孔扇贝心脏细胞的体外培养 
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摘要: 体外培养细胞对研究生物的资源保护、功能基因及病害发生机理与防治等均具有重要意义。然而, 目前海洋

双壳贝类中可以长期存活的组织细胞是有限的。本研究采用植块法启动栉孔扇贝(Chlamys farreri)心脏细胞的原代

培养, 通过优化培养基的方法, 建立了可使其长期存活的原代培养体系。根据组织块迁出细胞的数量和细胞存活时

间, 确定 L-15 是 3 个培养基(L-15, M199, L-15+M199)中最适宜栉孔扇贝心脏细胞的基础培养基。通过三因子三水

平正交实验, 得出栉孔扇贝心脏细胞适宜的添加物组合: L-15 基础培养基中添加 5%胎牛血清、50 mmol/L 牛磺酸

和 6 mmol/L Ca2+。原代培养产物中以心肌细胞为主要的细胞类型, 其中部分心肌细胞在原代培养 14 d 内可进行节

奏性搏动; 部分细胞可局部形成心肌束和肌管样结构; 心肌细胞在体外存活时间达 2 个月。本研究将为栉孔扇贝基

础生物学和功能基因的研究提供细胞平台。 
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基于对海洋无脊椎动物免疫学、细胞生物学、

发育生物学以及遗传育种学等方面研究的需要 , 

海洋无脊椎动物细胞培养备受关注。然而, 由于

缺乏必要的基础生物学研究背景, 以及海洋无脊

椎动物的特殊性, 其细胞培养难度较大, 迄今未

见相关细胞系建立的报道[1-2]。因此, 建立稳定的

原代培养细胞将在一定程度上弥补当前的研究 

需求。 

海洋双壳类具有较高的经济价值, 是中国海

水养殖业的重要组成部分。目前, 已报道了牡蛎、

贻贝、文蛤等十几个物种的多种组织细胞的体外

培养研究, 大部分为原代培养[3]。贝类的心脏组织

细胞容易获取和解离, 并保持高活力, 同时微生

物污染程度低, 因此常被用于体外细胞培养的研

究[1, 4-9]。Hanana 等[10]报道, 沟纹蛤仔(Ruditapes 
decussatus)心脏细胞可在含有 20% L-15 培养基和

10%胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)的海水培

养基中存活 1 个月, 该原代培养体系中的细胞包

含三类细胞, 即: 上皮样细胞、圆形细胞和成纤维

细胞。在太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)心脏细胞

培养中, Deuff 等[11]在 L-15 培养基中添加了 10% 

FBS, 可维持心肌细胞体外存活 10~15 d, 原代培

养物中以心肌细胞为主要细胞类型, 另外还有成

纤维细胞、色素细胞以及少量的血淋巴细胞; Pe-

nnec 等[12]在添加了 10% FBS 的 L-15 培养基中体

外培养太平洋牡蛎心脏细胞, 使其存活 2 个月, 

同时观察到细胞的“跳动”。Le Marrec-Croq 等[13]

在添加了 10% L-15 和 10% FBS 的无菌海水中培

养欧洲扇贝(Pecten maximus)的心脏细胞, 该原代

细胞在体外存活达 1 个月之久。 

栉孔扇贝(Chlamys farreri)作为中国重要的经

济贝类, 有关其体外培养的研究目前在幼虫、外

套膜、精巢中有相关报道[14-16]。本研究采用植块

法启动栉孔扇贝心脏细胞的原代培养, 通过基础

培养基筛选和添加因子优化, 获得一个可使扇贝

心脏细胞长期存活的培养基并建立了稳定的原代
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培养体系, 为扇贝基础生物学、病原体侵染机制

和功能基因的研究搭建平台。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

栉孔扇贝购自青岛市台东海得发海鲜市场 , 

壳高 3~4 cm。选择健康个体, 去除附着物、刷净

壳表面, 75%酒精消毒壳表面后, 置于无菌过滤海

水 (添加青霉素 100 IU/mL, 链霉素 100 µg/mL, 

制霉菌素 1 µg/mL) 中充气暂养 24 h 以上, 暂养

密度为 4 个/L, 水温 15℃。 

1.2  基础培养基及添加物 

M199 培养基、L-15 培养基均为 Gibco 公司

产品; 胎牛血清(FBS)为 Hyclone 公司产品; 牛磺

酸为 Sigma 公司产品; 实验中所有其他化学试剂

均为分析纯。 

参考 Gong 等[17]的报道, 本实验向基础培养

基中添加无机盐(NaCl 20.2 g/L、KCl 0.54 g/L、

MgSO4 1 g/L、MgCl2 3.9 g/L), 使其渗透压达到

1100 mOsm/kg。 

1.3  培养条件优化 

1.3.1  基础培养基筛选  实验设计 3 种基础培养

基(L-15、M199、L-15+M199), FBS 浓度固定为

10%, 每组设 2 个平行样, 实验重复 2 次。以组织

块迁出细胞数量、细胞存活时间作为评价指标。 

1.3.2  添加物浓度筛选  根据预实验, 选定 FBS、

牛磺酸和 Ca2+为添加因子, 实验设计 3 个 FBS 浓

度(5%、10%、20%)、3 个牛磺酸浓度(5 mmol/L、

20 mmol/L、50 mmol/L)和 3 个 Ca2+浓度(2 mmol/L、

4 mmol/L、6 mmol/L), 采用 L9(34) 正交实验形成

9 个实验组(表 1), 每组设 2 个平行样, 实验重复 2

次。以细胞迁出距离、细胞存活时间作为评价指

标。每组随机选择 6 个视野拍照, 使用 Photoshop

软件测量细胞迁出距离; 使用台盼蓝染色的方法

鉴定细胞的存活。 

1.3.3  原代培养  取样前先用 75%酒精棉球擦拭

壳表面, 超净台中无菌切断闭壳肌打开贝壳, 于

围心腔内取出心脏组织。参考郎刚华等[14]的方法, 

将其先于高压灭菌过滤海水中清洗 2~3 遍, 移入

组织消毒液(高压灭菌的过滤海水中添加抗生素:  

表 1  正交实验中各实验组的添加因子浓度 
Tab. 1  The added factor concentration of each  

group in orthogonal design 

实验组
group

FBS 浓度/%
FBS conce-

ntration 

牛磺酸浓度/ 
(mmol/L) taurine  

concentration 

Ca2+浓度/(mmol/L)
Ca2+ concentration

1 5 5 2 

2 5 20 4 

3 5 50 6 

4 10 5 4 

5 10 20 6 

6 10 50 2 

7 20 5 6 

8 20 20 2 

9 20 50 4 

 

青霉素 500 IU/mL、链霉素 500 µg/mL、庆大霉素

100 IU/mL、制霉菌素 2 µg/mL)中浸泡 20 min, 在

无菌过滤海水中清洗组织 3~5 次。将组织块移至

细胞培养液中, 剪切至 1 mm3 左右, 再分散排布

于含 1.5 mL 培养基 (渗透压 1100 mOsm/kg) 的

25 cm2 培养瓶中, 置于生化培养箱中。根据预实

验结果 , 设定培养温度为 20°C, 培养基 pH 

7.2~7.4, 24 h 内更换培养基至 2 mL, 之后每隔 1~ 

2 d 更换培养基 1 次, 逐步清除培养体系中的污染

物, 至 1 周后每隔 3 d 更换培养基 1 次, 2 周后每

隔 1 周更换培养基 1 次。Nikon TS100 倒置显微

镜下定期观察细胞迁出和生长情况并拍照记录。 

1.3.4  数据的统计分析  所有数据以 x ±SD (n≥
6)表示。使用 SPSS 17.0 软件进行差异性分析, 

以P<0.05表示显著性差异, 以P<0.01表示极显著

差异。 

2  结果与分析 

2.1  基础培养基筛选 

3种基础培养基中, L-15培养基中扇贝心脏细

胞迁出细胞数量最高 , L-15+M199 培养基次之 , 

M199 培养基最少。L-15 培养基及 L-15+M199 培

养基中多数迁出细胞存活 2 周左右, M199 培养基

中多数细胞存活 1 周左右(表 2)。 

2.2  体外培养心脏细胞类型 

根据形态特征, 将体外培养的心脏细胞划分

为 6 种类型。(1)心肌细胞: 该类细胞大量存在, 占 
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表 2  不同基础培养基中栉孔扇贝细胞存活情况比较 
Tab. 2  Comparison of Chlamys farreri cell migration and survival in different basic media 

基础培养基 
basic medium 

组织块迁出细胞 
cells migrating from explant 

第 7 天细胞存活率/% 
cell survival rate on the 7th day 

第 14 天细胞存活率/% 
cell survival rate on the 14th day 

M199 ＋ 20~30 0 

L-15 ＋＋＋ 70~80 20~30 

L-15+M199 ＋＋ 40~50 10~15 

注:  “＋＋＋”表示良好; “＋＋”表示正常; “＋”表示一般. 

Note: “＋＋＋” means good; “＋＋” means normal; “＋” means general. 

 
培养细胞的 80%~90%, 其中 10%~20%心肌细胞

节奏性搏动, 表现为单个细胞的搏动及细胞团或

细胞层的收缩。培养早期, 在显微镜下观察到单

个心肌细胞收缩速率较快(32~46 次/min), 随后培

养速率减慢(2 次/min), 收缩维持 3~5 d; 细胞单

层收缩可维持较长时间(1~2周), 并且始终保持高

的搏动速率(50~60 次/min)。心肌细胞包括 2 个亚

型, 第 1 类心肌细胞由组织块中密集成簇迁出, 为

成纤维状, 贴壁充分舒展后, 细胞多突起, 相邻

细胞突起部分融合(图 1A、图 1C); 第 2 类心肌细

胞由组织块中迁出后即保持单层舒展状, 细胞边

界不能分辨, 核周围分布少量颗粒, 单核仁明显(图

1B), 这类心肌细胞体外存活时间最长。(2)上皮样

细胞: 细胞边缘呈波浪状(图 1D)。(3)不规则形大

细胞: 细胞体积相当于普通细胞的 5~20 倍(图

1E)。(4)成纤维细胞: 细胞呈长梭形(图 1F)。(5)神

经细胞: 胞体较小, 有 2~3 个细长突起(图 1G)。(6)

血细胞: 可分为 3 种, 即褐色细胞(图 1H)、透明

细胞(图 1H)和粒细胞(图 1H), 其中粒细胞可偶见

分裂相(图 1H 插图)。心脏细胞原代培养产物中, 

以心肌细胞为主, 其余细胞类型少量分布, 同心

肌组织细胞组成特性一致。原代培养第 1~2 周, 心

肌细胞密集的单层处, 局部心肌细胞排列形成肌

束(图 1I); 同时, 大量细胞核高密度聚集, 形成心 
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图 1  体外培养的栉孔扇贝心脏细胞 

A. 组织块迁出细胞(第 2 天), ►示组织块, 示第 1 类多突起心肌细胞; B. 第 2 类心肌细胞(第 32 天), 示颗粒围绕细胞核,  

单核仁明显; C. 第 1 类多突起心肌细胞(第 6 天), 示相邻细胞突起相互融合; D. 上皮样细胞(第 2 天), 示颗粒围绕细胞核;  

E. 不规则形大细胞(第 7天), 示细胞颗粒; F. 成纤维样细胞(第 23天); G. 神经细胞(第 10天), ►示细胞胞体, 示细胞突起;  

H. 血细胞(第 16 天), a 代表第 1 种血细胞, b 代表第 2 种血细胞( 示], c 代表第 3 种颗粒性血细胞, ►示分裂末期细胞; I. 心肌 

束(第 9 天), ►示心肌细胞紧密排列; J. 肌管(第 7 天), 示细胞核(a~j 培养条件: L-15, 10% FBS); K. 组织块迁出细胞(第 2 天,  

培养条件 5% FBS, 50 mmol/L 牛磺酸, 6 mmol/L Ca2+), ►示组织块; L. 组织块迁出细胞(第 3 天, 培养条件 20% FBS, 20 mmol/L 

牛磺酸, 2 mmol/L Ca2+), ►示组织块; M. 密集的细胞单层(第 4 天, 培养条件 5% FBS, 50 mmol/L 牛磺酸, 6 mmol/L Ca2+), ►示 

神经细胞; N. 密集的细胞单层(第 4 天, 培养条件 10% FBS, 5 mmol/L 牛磺酸, 4 mmol/L Ca2+); O. 心肌细胞(第 14 天, 培养条件 

20% FBS, 5 mmol/L 牛磺酸, 6 mmol/L Ca2+), ►示颗粒围绕细胞核; P. 心肌细胞(第 17 天, 培养条件 20% FBS, 50 mmol/L 牛磺 

酸, 4 mmol/L Ca2+), ►示颗粒围绕细胞核; Q. 退化细胞(第 22 天, 培养条件 10% FBS, 20 mmol/L 牛磺酸, 6 mmol/L Ca2+),  

►示细胞边缘不规则降解; r. 第 2 类心肌细胞(第 55 天, 培养条件 5% FBS, 50 mmol/L 牛磺酸, 6 mmol/L Ca2+)如►所示. 

Fig. 1  The cultured heart cells from Chlamys farreri in vitro 
A. Cells migrating from explants (2nd day); arrowhead shows explant; arrow shows cardiomyocytes with several extensions. B. The 
second kind of cardiomyocytes (32nd day); arrow shows granules surrounding the nuclear with single nucleolus. C. Cardiomyocytes 
with several extensions (6th day); arrow shows fusing of extensions from neighbouring cardiomyocytes. D. Epithelial-like cells (2nd 
day); arrow shows granules surrounding the nucleus. E. Irregular large cells (7th day); arrow shows granules in the cell. F. Fibro-
blast-like cells (23rd day). G. Neurons (10th day); arrowhead shows soma; arrow shows neurite. H. Hemocytes (16th day); a repre-
sents the first kind of hemocytes; b represents the second kind of hemocytes; c represents the third kind of hemocytes filled with 
granules; arrowhead shows cell at telophase. I. The bunch of cardiomyocytes (9th day); arrowhead shows close arrangement of car-
diomyocytes. J. Myotube (7th day); arrow shows nucleus. A~J culture condition in a~j: L-15, 10% FBS. K. Cell migrating from ex-
plant (2nd day, culture condition: 5% FBS, 50 mmol/L taurine, 6 mmol/L Ca2+); arrowhead shows explant; L. cell migrating from 
explant (3rd day, culture condition: 20% FBS, 20 mmol/L taurine, 2 mmol/L Ca2+); arrowhead shows explant. M. Dense cell layer 
around the explant (4th day, culture condition: 5% FBS, 50 mmol/L taurine, 6 mmol/L Ca2+); arrowhead shows neurons. N. Dense cell 
layer around the explant (4th day, culture condition: 10% FBS, 5 mmol/L taurine, 4 mmol/L Ca2+). O. Cardiomyocytes (14th day, culture 
condition: 20% FBS, 5 mmol/L taurine, 6 mmol/L Ca2+), arrowhead shows granule around the nucleus. P. Cardiomyocytes (17th day, 
culture condition: 20% FBS, 50 mmol/L taurine, 4 mmol/L Ca2+); arrowhead shows granule around the nuclear. Q. Degenerated cell 
(22nd day, culture condition: 10% FBS, 20 mmol/L taurine, 6 mmol/L Ca2+); arrowhead shows irregular degradation along cell edge. 
R. The second kind of cardiomyocyte (55th day, culture condition: 5% FBS, 50 mmol/L taurine, 6 mmol/L Ca2+), as arrowhead shown. 
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肌组织结构的雏形——肌管(图 1J), 表明原代培

养心肌细胞分化成熟。 

2.3  添加物浓度筛选 

2.3.1  各培养条件下心脏细胞迁出距离比较  培

养起始 24 h 后, 各组组织块逐步迁出单细胞; 培养

第 3 天, 组织块迁出最旺盛(图 1K、图 1L), 在组织

块周围迁出大量的细胞(图 1M、图 1N)。表 3 为培养

第 3 天各组平均细胞迁出距离及最大细胞迁移距离。 

正交实验结果显示, 随着胎牛血清浓度的升

高, 心脏植块中的细胞平均迁出距离及最大迁出

距离均呈现下降趋势, 即: 5% FBS 实验组(表 3, 

组 1~组 3)细胞迁出距离最远, 10% FBS(表 3, 组

4~组 6)次之, 20% FBS(表 3, 组 7~组 9)最近; 同一

胎牛血清浓度下, 不同浓度的牛磺酸及 Ca2+对组

织块迁出没有规律性影响(表 3)。差异显著性分析

结果显示, 含有 5% FBS 的组 1~组 3 的培养基中

细胞平均迁移距离均显著高于含有 20% FBS 的组

7~组 9, 其中以组 3 培养基的细胞迁出效果最佳。 

2.3.2  各培养条件下细胞存活时间比较   20% 

FBS 各组(表 3 组 7~组 9)细胞最早发生退化, 2 周

后大量细胞消失。组 7、组 8 中残存的心肌细胞

同早期相比细胞体积增大 2 倍左右, 胞质中分布

大量颗粒密集围绕核区(图 1O); 组 9 残存的心肌

细胞, 同组 7、组 8 相比, 颗粒小但更加密集存在

于胞质中(图 1P)。组 7~组 9 残存细胞培养 25~30 d

后退化死亡。 
 

表 3  添加物浓度筛选 
Tab. 3  Option of the concentration of additives 

实验组 
group 

第 3 天平均细胞迁出距离/µm 
average migration distance on the 3rd day 

第 3 天最大细胞迁出距离/µm 
maximum migration distance on the 3rd day

细胞平均存活时间/d 
average survival time 

细胞最长存活时间/d
longest survival time

1 269.5±26.0* 333.5±60.10* 25 30 

2 267.0±25.2* 293.5±17.40* 25 30 

3 320.5±50.3** 366.5±46.40** 30 60 

4 222.0±24.7 275.0±52.00* 21 30 

5 174.5±19.9 208.5±22.05 21 30 

6 200.5±17.3 241.5±22.05 21 30 

7 139.0±11.4 216.5±15.65 14 25 

8 145.0±17.8 198.5±25.90 14 25 

9 137.5±6.5 158.5±8.35 14 30 

注: 细胞迁出距离数据为 x ±SD; *指该组同 20% FBS 各组差异显著(P<0.05, n≥6), **该组同 20% FBS 各组差异极显著(P<0.01, n≥6). 

Note: Values in the table are x ±SD; * indicates significant difference compared with the groups containing 20% FBS (P<0.05, n≥6); ** indi-

cates extremely significant difference compared with all groups of 20% FBS (P<0.01, n≥6). 

 

5% FBS 各组(表 3 组 1~组 3)、10% FBS 各组

(表 3 组 4~组 6)培养 3 周后大量细胞开始退化, 退

化细胞多呈现细胞边缘不规则降解(图 1Q)。5% 

FBS 中组 1、组 2 及 10% FBS 各组(表 3 组 4~组

6)细胞存活 20~30 d。组 3(5% FBS、50 mmol/L 牛

磺酸、6 mmol/L Ca2+)中第 2 类心肌细胞体外存活

达 60 d (图 1 R)。 

3  讨论 

3.1  双壳类心脏细胞培养特点 

已有研究表明, 双壳类心肌组织原代培养物

主要包括 3 种类型细胞, 即圆形细胞、上皮样细

胞和成纤维样细胞。其中成纤维样细胞是主要的

细胞类型, 超微结构及肌球蛋白免疫组化检测确

定成纤维样细胞为心肌细胞; 这些心肌细胞通常

具备一定的功能活力, 且少数能够自发地节奏性

搏动, 细胞单层处形成类似肌管样结构[4, 7, 12, 14]。

本研究发现在栉孔扇贝心肌植块细胞培养中, 细

胞成簇旺盛迁出, 通过心肌搏动确定多数细胞为

心肌细胞, 此外还有少量存在的上皮样细胞、成

纤维样细胞、神经细胞、血细胞(图 1A~图 1H)。

在多层迁出细胞处, 表层的细胞可维持 1~2 周有

节奏地搏动, 此现象在太平洋牡蛎(C. gigas)的心

脏细胞原代培养中也见报道 [13]; 在细胞单层处 , 
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可见类似心肌束、肌管样结构, 表明本实验原代

培养的心肌细胞已分化成熟。 

3.2  双壳类心脏细胞培养条件 

海洋无脊椎动物细胞培养大多采用脊椎动物

商业化的培养基 , 添加多种无机盐以提高渗透

压。双壳类心脏细胞培养中的一个重点是对各种

商业合成培养基进行筛选。Wen 等[4]比较了 6 种

合成培养基(F10、NCTC-135、RPMI1640、MEM、

M199、L-15)对丽文蛤(Meretrix lusoria)心脏组织

的培养效果, 以 L-15 和 M199 培养基中组织块迁

出细胞数量最多; 且在 L-15 培养基中组织块释放

细胞数量及维持细胞存活较 M199 培养基更优 。

在欧洲扇贝(P. maximus)的心脏细胞培养中 , Le 

Marrec-Croq 等[13]将细胞培养在溶于海水的 L-15

培养基中, 可使其体外维持 1 个月左右。本研究

中, L-15 培养基更利于细胞从组织块中迁出和存

活, L-15 培养基同 M199 培养基混合次之, M199

培养基最差。由上述实验结果, 可以初步推断, 双

壳类心脏细胞在含有高浓度氨基酸的培养基(如

L-15)中较碳酸氢钠缓冲系统的培养基中更容易

获得培养物。 

血清是细胞培养中最常用的添加物, 含有各

种促生长因子、激素、促贴壁物质、微量元素以

及矿物质, 对细胞生长和增殖至关重要。在双壳

类外套膜、消化腺、心脏、鳃等组织培养中, 绝

大多数采用 10% FBS, 5% FBS 或 20% FBS 较少使

用[14, 18-21]。本研究选择 3 个 FBS 浓度 5%、10%

和 20%, 分别添加到 L-15 培养基中, 结果显示, 

低浓度血清(5% FBS)更利于细胞从组织块中迁出, 

细胞存活时间也最长。 

牛磺酸是哺乳动物心肌组织中最丰富的游离

氨基酸, 参与多个重要的生理调节活动, 比如, 可

调节渗透压及离子运输, 稳定细胞内 Ca2+水平[22-23]; 

可维持心肌正常结构及功能, 敲除牛磺酸运输基

因将导致心肌萎缩及心肌症[24]; 可抑制缺血再灌

注损伤、药物处理、Ca2+超载、去钾肾上腺素处

理等心肌损伤导致的心肌细胞凋亡[25-28]。在哺乳

动物中, 张晓敏等[29]发现牛磺酸对培养乳鼠心肌

细胞的缺氧坏死起到保护作用。海洋双壳类血淋

巴含有丰富的牛磺酸[17], 而L-15培养基中缺少该

成分。本研究添加牛磺酸后, 可显著延长心脏细

胞的存活时间, 且在 5% FBS、50 mmol/L 牛磺酸

条件下, 细胞存活长达 60 d。类似的实验结果在

合浦珠母贝(Pinctada fucata)外套膜组织培养中也

有报道[28]。尽管在双壳类心肌细胞培养中一般需

要添加 Ca2+(多为 6 mmol/L)[5-7], 哺乳动物心肌细

胞培养中 Ca2+浓度常维持在 1.8 mmol/L[30], 但本

研究中各 Ca2+浓度组 (2 mmol/L、4 mmol/L、     

6 mmol/L)对栉孔扇贝心脏细胞培养效果的影响

未见明显差别。这可能与本研究中添加了牛磺酸

有关, 牛磺酸可调节细胞内 Ca2+至适宜的水平, 由

此导致添加额外的 Ca2+未见明显的改善效果[31]。 

本研究通过对栉孔扇贝心脏细胞体外培养的

基础培养基和培养基添加物的筛选, 初步确定了

栉孔扇贝心脏细胞适宜培养基为 L-15 中基础培

养基中添加 5% FBS、50 mmol/L 牛磺酸及 6 mmol/L 

Ca2+。在该培养基中, 心脏细胞体外存活可达 2

个月之久, 实现了栉孔扇贝心脏细胞体外培养。  
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Cell cultures from Chlamys farreri heart cells 

JI Aichang, WANG Hua, YAN Meng, ZHANG Zhifeng 

Key Laboratory of Marine Genetics and Breeding, Ministry of Education; Ocean University of China, Qingdao 266003, 
China 

Abstract: Cells cultured in vitro play an important role in organism-resource protection and functional identifica-
tion of genes, as well as mechanism exploration and prevention of animal disease. However, tissue cells that can 
survive for a long time in vitro are limited at present in marine shellfish. In this study, primary cultures of heart 
cells from the scallop Chlamys farreri were started using an explant method, and a primary culture system—which 
can keep the cells alive for a long time in vitro—was established using an optimizing-medium method. Effects of 
three basic media (L-15, M199, and L-15+M199) on the number of migrated cells from the explants and cell sur-
vival time were compared; the L-15 medium was verified to be the optimal basic medium for C. farreri heart cells. 
Furthermore, the optimal supplemental-factor combination for C. farreri heart cells was the L-15 medium sup-
plemented with 5% FBS, 50 mmol/L taurine and 6 mmol/L Ca2+ (orthogonal experiment of three factors and three 
levels), in which cardiomyocytes could survive for 2 months in vitro. In this study, the results show that low con-
centration serum (5% FBS) was most favorable for the migration of cells from the tissue mass. With an increase in 
FBS concentration, the cell-migration ability was weaker, and the survival time of primary cells became shorter. 
After the addition of taurine, the survival time of primary cells was significantly prolonged. However, the Ca2+ (2 
mmol/L, 4 mmol/L, and 6 mmol/L) had no significant effect on C. farreri heart-cell cultures. Perhaps the additive 
taurine regulated intracellular Ca2+ to a suitable level, resulting in the addition of Ca2+ without significant im-
provement in the primary culture. In this primary culture, most cells were cardiomyocytes; part of the cardiomyo-
cytes beat at regular intervals within a short time, and cardiomyocytes and myotubes were formed in part of the 
region. This phenomenon was also reported in the primary culture of heart cells of Crassostrea gigas. This study 
provides a useful foundation for further studies on C. farreri basic biology and functional genes. 
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