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  本文在中国对虾肝胰腺细胞≈w 及上皮样细胞培

养≠ 的基础上o应 × ≤ t|| 培养液o使用不同的培养成

分和培养条件o摸索一种中国对虾肌肉组织原代细胞

培养方法∀

t 材料与方法

tqt 实验动物

中国对虾kΠεναευσ χηινεσισlo雌性o体重量 |s∗

ttsª∀ 采自青岛太平角o海捕亲虾∀

tqu 组织培养材料
试验用 w≅ ts 孔平底培养板o天津有机玻璃制品

厂产品∀ × ≤ t||o日本 �¬¶¶∏¬≥ ¬̈¼¤®∏公司产品∀ 胎牛

混合血清o购自山东省医学科学院基础医学研究所∀对

虾血清o用注射器心脏采血o离心取上清o除菌过滤∀对

虾肌肉浸出液o采用新鲜对虾肌肉组织o匀浆后粗滤o

再除菌过滤∀ 氨苄青霉素钠k� °³¬¦¬̄̄¬± ¶²§¬∏° lo瑞士

�¬²µ̈± ≥q� 公司产品∀ 硫酸卡那霉素o上海第四制药

厂产品∀ 制霉菌素k� ¼¦²¶·¤·¬±lo美国 ≥¬ª°¤公司产

品∀所有培养液的 ³� 值都调整到 yq{∗ zqu∀实验在紫

外线杀菌 t«以上的无菌室进行∀

tqv 试验程序
在切取组织前o先将活虾用灭菌海水冲洗数次o再

放到 zsh 的酒精中浸泡 ts°¬± 以上o取出后用灭菌生

理盐水冲洗 v∗ w次∀在无菌条件下剪取对虾的肌肉组

织o再将组织剪成小于 t°°
v 的碎块o用 � ¤±®χ≥ 液冲

洗数次o再用弯头滴管将肌肉组织小块移入 ws孔组织

培养板的各个孔中o孔中装有约 sqx° ¯的各种培养液

k表 tl∀ 培养板放在含 xh ≤ � u 的培养箱中培养o培养

温度为 uyε ∀

培养细胞每天在 � ¼̄°³∏¶倒置显微镜下观察o记

录培养液!补充成分及培养条件对细胞存活和生长的

影响∀

u 实验结果

{个并列实验的结果见表 t∀以单层细胞覆盖面积

的百分率为标准o所测试的培养液中提供最好结果的

是 × ≤ t|| 培养液中加有 ush 的胎牛混合血清!氨苄

青霉素钠ktss� ° l̄o硫酸卡那霉素ktss� ° l̄o制霉

菌素kus� ° l̄和 �¤� ≤ � vksqv°ª ° l̄∀ 培养液的最

适渗透压约为 wzs°° ²̄ ®ª∀ 当肌肉组织在以上培养

液中培养o培养温度为 uyε o并充以 xh ≤ � uov§中单

层细胞的覆盖率为 |sh ∀ 若每 w§换 t次培养液o细胞

可培养约 tx§∀ 在上述培养中o肌纤维细胞占优势k图

tl∀ 在肌肉组织培养中o可观察到分裂细胞o但分裂率

不高∀应用上述培养液和培养条件o可以从中国对虾的

肌肉组织液中观察到覆盖面积约 |sh 的肌纤维∀

v 讨论

通过实验探索o作者建立了一个成功的对虾肌肉

组织原代细胞培养方法∀ 实验中o以 × ≤ t||为基础培

养液试用了多种配方o以 × ≤ t|| 培养液加 ush 胎牛

混合血清o在渗透压为 wzs°° ²̄ ®ª时最好∀

对虾肌肉组织的培养温度o经多次试验结果o以

ux∗ u{ε 为好o低于 uxε 组织细胞生长缓慢o高于

vsε 几乎不生长∀ 一般脊椎动物细胞的培养基的适宜

³� 值为 zqu∗ zqw 之间o但对虾细胞在 ³� yq{∗ zqu

时的生长情况较好∀
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表 1 中国对虾肌肉组织在不同培养条件下的培养结果

试验编号 培养液 血清类型 渗透压 ≤ � u 温度 时间 最大覆盖面积

k°° ²̄ ®ªl kh l kε l k§l kh l

t × ≤ t||培养液tl ush 胎牛混合血清 wzs x uy v |s

u × ≤ t||培养液tl tsh 胎牛混合血清 wzs x uy v xs

v × ≤ t||培养液tloul tsh 胎牛混合血清 zu{ x uy v tx

w × ≤ t||培养液tlovl tsh 胎牛混合血清 zxs x uy v ux

x × ≤ t|| 培养液n tsh 虾肉浸出

液tloul
tsh 胎牛混合血 zu{ x uy v us

y × ≤ t|| 培养液n tsh 虾肉浸出

液n tsh 虾血清tloul
tsh 胎牛混合血清 zu{ x uy v ux

z × ≤ t||培养液tloul ush 胎牛混合血清 zu{ x uy v ux

{ × ≤ t||培养液tlovl ush 胎牛混合血清 zxs x uy v vs

tl培养液中加入下列各物质}氨苄青霉素钠!硫酸卡那霉素!制霉菌素!�¤� ≤ � v~ul参照 ≤ «̈ ±等kt|{|l的方法o再加入下列物质

各 th }tsqwuª ��¤≤ ōtq{ª �o�≤�oxqtª �≤¤≤ ūotsq{ª �� ª≥� wo ttq{ª �� ª≤ ū~vl 参照�∏̈ §̈ °¤±等kt||ul的方法o再

加入下列物质各 th }�¤≤ k̄x° ²̄ �lo� ª≤ ūku° ²̄ �l∀

图 t 中国对虾肌肉组织用 × ≤ t||培养液加 ush 胎牛混合血清o在 ws孔组织培养板培养 v§的肌纤维显微照

片∀ 培养液的渗透压为 wzs°° ²̄ ®ª k≅ vssl

  海洋动物与陆生动物的生活环境有很大差异o用

于其组织和细胞培养的培养液的渗透压似乎应有所不

同∀ 作者在实验中参考了 ≤ «̈ ± 等≈t 和 �∏̈ §̈ °¤± 等≈{ 

的方法o用 �¤≤ ō� ª≤ ū 等盐溶液增加培养盐的渗透

压o但效果都不甚理想k表 tl∀ 造成这种结果差异的原

因可能有二}一是 ≤ «̈ ± 等用的培养液和本文用的培养

液都不是完全的人工培养液o其组成复杂o未知因素较

多o其试验结果可能受多种因素的综合影响∀ 二是

≤ «̈ ± 等分别用的是蓝对虾kΠq στψλιροστρισl和斑节对

虾kΠq µ οροδ ονlo而本文作者用的是中国对虾o不同种

的对虾细胞培养所需的渗透压可能有差异∀总之o作者

用 × ≤ t||培养液加 ush 胎牛混合血清o在温度 uyε o

xh ≤ � u 存在下培养中国对虾肌肉组织的原代细胞o获

得了细胞在 v§中的覆盖面积为 |sh 的良好结果∀
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