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马氏珠母贝外套膜培养细胞的电镜观察 m
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k
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提要 运用扫描电镜和透射电镜对马氏珠母贝k Πινχταδα µαρτενσιι ⁄l外套膜组织培养过程

中各种细胞的生长变化和活动状况的研究 o重点是对上皮细胞分泌活动的观察 ∀最初从外套

膜组织迁出的上皮细胞为圆球形 o细胞表面近似光滑 o但有走向规则细而浅的花纹 ~培养到

第 w天 o上皮细胞形态上发生了较大的变化 o分成 �型和 �型两种细胞 o�型上皮细胞内颗

粒物少 o是处于合成分泌物的早期阶段或尚未开始合成分泌物 o�型上皮细胞处于旺盛的分

泌物合成阶段 o细胞内粗面内质网和线粒体丰富 ∀培养到第 tx ∗ ty天的 �型上皮细胞体积

明显变大 o细胞合成并聚集了大量单层膜包裹的颗粒物 o培养到第 vt天的 �型上皮细胞分

泌活动减弱 o上皮细胞逐渐失去分泌功能 o进入衰老 !死亡 o胞体明显萎缩变小 o整个培养过

程持续了 yx §∀

关键词 马氏珠母贝k Πινχταδα µαρτενσιι ⁄l o外套膜 o组织培养 o透射电镜 o扫描电镜

珍珠贝外套膜的分泌能形成贝壳和珍珠 ∀现代人

工海水珍珠的培育技术就是通过人工手术 o将供体珍

珠贝的外套膜组织块同珠核一道移植到受体珍珠贝

的体内 o被移植的外套膜组织块的上皮细胞经移行 !

增殖 !包裹珠核形成珍珠囊 o珍珠囊上皮细胞在珠核

表面分泌珍珠质 o最后形成人工有核珍珠 ∀鉴于珍珠

贝外套膜在珍珠形成中的重要作用 o国内外学者对珍

珠贝外套膜的组织学 !组织化学以及珍珠囊的形成过

程进行了大量的研究 o但对珍珠贝外套膜的组织培养

研究 o主要有四川大学石安静等对淡水蚌外套膜组织

培养及分泌物性质的研究和日本学者町井昭k �¤¦«¬¬l

对日本产的马氏珠母贝外套膜组织培养的研究 ≈y ∀作

者从上世纪 |s年代中期一直坚持对我国沿海重要的

经济珍珠贝 ) ) ) 马氏珠母贝 kΠινχταδα µαρτενσιι ⁄l外

套膜组织培养的研究 o建立了一套较完善的培养条件

和方法 o成功地培养了外套膜组织 o使外套膜上皮细

胞分泌珍珠质 ≈t ou 
~并且应用培育的体外珍珠囊进行

插囊育珠移植试验培养出海水珍珠 ≈v ∀本文主要报道

马氏珠母贝外套膜组织的培养过程中各种细胞的生

长变化 !活动状况及超微结构变化 ∀

t 材料与方法

1 .1 实验材料

实验用马氏珠母贝由广西北海市铁山港珍珠养

殖场提供 o贝龄 t ∗ u ¤∀培养用外套膜组织块的制备 }

用手术刀切开贝闭壳肌的中部 o在无菌室中切下外套

膜组织 o除去裙带部分 o净化处理后切成 v ∗ w °°
u的

小块 o置于培养瓶内培养 ∀

1 .2 培养方法

培养条件和方法见王爱民等建立的方法 ≈t ou 
~

×≤t||培养基 o外加珍珠贝体液 tsqs≅ ts
2v
o胎牛血清

tsqs≅ ts
2v
o卡那霉素 sqsx ªr�o青霉素 sqsx ��r�o链

霉素 sqsx ��r �o改进的海水贝类平衡盐溶液配制培

m 国家自然科学基金 v|xyssyy号和广西自然科学基金匹

配资助项目 |yuwsts号 ∀

第一作者 }王爱民 o出生于 t|yt年 o教授 o主要从事贝类养

殖 ! 育种及海洋生物技术研究 ∀ ∞2°¤¬̄}¤¬°º¤±ªy � «²·2

°¤¬̄q¦²°

收稿日期 }ussu2sv2tt~修回日期 }ussu2sy2t{
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养基 o³� yq{ ∗ zqs o培养温度 us ε ∀每个塑料培

养瓶底面用 sqx h 细胞贴壁物质处理 o 蒸汽消毒

后使用 ∀

1 .3 电镜制样方法

将培养 vs «ow §oty §ouv §ovt §和 wt §的外套膜

组织培养瓶中的细胞 k用于透射电镜制样的细胞

为培养 w §otx §和 vu §的培养细胞l 吸出 o以

u sssµr°¬±速度离心 tx °¬±o弃上清液 o收集细胞 ~用

�¬̄̄²±¬±ª缓冲液配制的 uqxh 戊二醛固定 o �¬̄̄²±¬±ª

缓冲液清洗数次 oth锇酸 k �¬̄̄²±¬±ª缓冲液配制l固

定 o丙酮脱水 oktl临界点干燥 o真空喷金 o≥2wxs型扫

描电镜观察并拍照 ~kul∞³²± {tu包埋 o���型超薄切

片机切片 o醋酸铀 ) ) ) 柠檬酸铅复染 o�∞�2tss ÷ 型透

射电镜观察并拍照 ∀

u 结果

外套膜组织培养到 vs «o已有大量的上皮细胞从

组织块中迁移出来向四周移动 o扫描电镜观察可见上

皮细胞呈圆球形 o细胞表面近似光滑 o但有走向规则

细而浅的花纹 o胞体大小为 wqz Λ°k图 t2tl ~颗粒细胞

形状为椭圆形 o长径约 tvqs Λ°o短径约 yqw Λ°o细胞

表面不光滑 o有走向规则的隆起k图 t2ul o颗粒细胞数

量较上皮细胞少 ∀外套膜培养到第 w天 o游离的上皮

细胞的胞体大小约 wq{ Λ°o形态已开始发生较大的

变化 o一种情况是细胞仍保持着圆球形 o但细胞表面

已具有许多细小的突起 k图 t2vl o这类细胞为 �型上

皮细胞 ~另一种情况是细胞表面形成大而明显的凸起

k图 t2wl o这类细胞为 �型上皮细胞 ∀这种上皮细胞形

状的变化和分泌活动相关 ∀培养到第 ty天的上皮细

胞胞体显著增大 o在 |qs ∗ ttqs Λ°之间 o�型上皮细

胞仍呈圆球形 o但细胞表面不光滑k图 t2xl ~�型上皮

细胞分泌活动明显 o部分 �型上皮细胞其表面有许多

大小不等的圆球形分泌颗粒 o最大的颗粒直径有

tqw Λ°k图 t2yl o有些 �型上皮细胞表面的凸起k分泌

颗粒l向外延伸 o脱离胞体 o分泌颗粒脱离胞体后在细

胞表面留下明显的凹陷 o最大的凹陷直径达 tqu Λ°

k图 t2zl o这时在培养瓶底面已见明显的分泌物质 ∀外

套膜培养到第 uv天 o�型上皮细胞的数量远远超过 �

型上皮细胞 o�型上皮细胞仍保持着分泌活动 o细胞

表面既有分泌颗粒 o又有分泌颗粒留下的凹陷 o胞体

直径达 tvqx Λ°k图 t2{l o这时已能见到不少肌细胞 o

肌细胞呈长梭形 o细胞核所在的部位胞体较粗 o细胞

表面光滑 o长约 vwqs Λ°o最宽处约 xqx Λ°k图 t2|l ∀

在外套膜培养到第 vt天时 o �型上皮细胞表面分泌

颗粒较多 o但无凹陷 o胞体直径达 tzqs Λ°k图 u2tl ~肌

细胞已开始明显地收缩 o其两端已不坚锐 o变得较

钝 ∀培养超过 ws §以后 o上皮细胞体积明显变小 o细

胞表面虽有分泌颗粒附着 o但数量少 o细胞已开始有

萎缩现象 o胞体变小为 xqx ∗ |qs之间k图 u2ul ~�型上

皮细胞表面不平坦 o胞体略微大于 �型细胞 o约

|qx Λ°k图 u2vl ∀

运用透射电镜观察培养到第 w天的外套膜上皮

细胞 o细胞的形状为椭圆形或圆形 o细胞核偏向于一

端 o核内异染色质结构明显 o细胞内有发达的粗面内

质网和丰富的线粒体 o在胞质的部分区域有大小不同

的单层膜包裹的颗粒物 o在小的颗粒物中 o内容物电

子致密度低 o在大的颗粒物中 o内容物电子致密度较

高k图 u2wl ∀培养到第 tx天的上皮细胞明显地分成 �

型和 �型 o �型上皮细胞细胞核仍偏向一侧 o胞质中

有少量单层膜包裹的颗粒物 o颗粒物中的内容物电子

密度低 k图 u2xl ~ �型上皮细胞最大的特点是细胞内

单层膜包裹的颗粒物增加 o充满胞质内 o颗粒物大小

差别较大 o大的颗粒物有一部分内容物致密均匀 o另

一部分则不均匀 o可以看出是由许多小的颗粒物融合

形成的 k图 u2yl ~在培养第 vu天的 �型上皮细胞内 o

小的颗粒物明显减少 o大的颗粒物仍较多 o部分大的

颗粒物甚至聚集成超大型的颗粒物 o占据细胞内很大

的空间 o胞质内出现许多大小不等的空泡 ~在培养中

出现的肌细胞为梭形 o细胞核位于中央 o细胞内充满

肌原纤维 o 肌原纤维主要有两个排列垂直的方向

k图u2zl ∀

v 讨论

3 .1 体外培养外套膜上皮细胞的分泌作用

在马氏珠母贝外套膜组织培养中 o上皮细胞经历

了合成 !分泌和衰老三个阶段 ∀上皮细胞刚从外套膜

组织中迁移出来时 o其形状是圆球形的 o表面光滑具

规则的花纹 o无任何明显的突起 o其内部结构表现为

线粒体和粗面内质网发达 o具有各种不同程度的单层

膜包裹的电子致密颗粒 o说明上皮细胞具有旺盛的合

成能力 ~随着细胞的继续培养 o上皮细胞从形态上可

分为 �型和 �型 o�型上皮细胞内充满单层膜包裹的
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颗粒物质 o用透射电镜观察颗粒物 o发现其内为电子

致密度不同的物质 o扫描电镜观察发现 o若此类细胞

未分泌 o则细胞表面形成许多大小不等的圆形隆起 o

若此类细胞分泌 o则在细胞表面附有许多大小不同的

球形颗粒 o或留有许多圆形凹陷 ~这表明了 �型上皮

细胞旺盛的分泌过程 o此时的上皮细胞体积明显变

大 ∀随着培养的延续 o上皮细胞的分泌活动逐渐降低 o

细胞呈现衰老现象 o停止分泌活动及进入衰老的上皮

图 t 培养不同时间马氏珠母贝外套膜培养细胞的扫描电镜观察

ƒ¬ªqt ≥∞� ²¥¶̈µ√¤·¬²±¶²±·«̈ ¦̈¯̄¶©µ²°¦∏̄·∏µ̈§ °¤±·̄̈ ¬±·«̈ ³̈¤µ̄²¼¶·̈µo Πινχταδα µαρτενσιι ⁄§∏µ¬±ª·«̈ ¦∏̄·∏µ̈

t2t培养到 vs «的上皮细胞 o ≅ z sss~ t2u培养到 vs «的颗粒细胞 o ≅ w vss~t2v培养到第 w天的 �型上皮细胞 o ≅ tu sss~

t2w培养到第 w天的 �型上皮细胞 o≅ | sss~ t2x培养到第 ty天的 �型上皮细胞 o≅ v zss~ t2y培养到第 ty天的 �型上皮细

胞 o箭头示分泌颗粒 o≅ w vss~ t2z培养到第 ty天的 �型上皮细胞 o开口式分泌 o箭头示分泌颗粒 o ν 示分泌颗粒脱离后留

下的凹陷 o≅ w uss~ t2{培养到第 uv天的 �型上皮细胞 o箭头示分泌颗粒 o≅ u {ss~ t2|培养到第 vu天的肌细胞 o≅ u uss∀
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图 u 培养不同时间马氏珠母贝外套膜培养细胞的扫描电镜和透射电镜观察

ƒ¬ªqu ≥∞� ¤±§×∞� ²¥¶̈µ√¤·¬²±¶²±·«̈ ¦̈¯̄¶©µ²°¦∏̄·∏µ̈§ °¤±·̄̈ ¬±·«̈ ³̈¤µ̄²¼¶·̈µo Πινχταδα µαρτενσιι ⁄§∏µ¬±ª·«̈ ¦∏̄·∏µ̈

u2t培养到第 vt天的 �型上皮细胞 o颗粒式分泌 o箭头示分泌颗粒 o扫描电镜照片 o≅ u {ss~u2u培养到第 ws天的 �型上皮细

胞 o扫描电镜照片 o≅ x zss~u2v培养到第 ws天的 �型上皮细胞 o扫描电镜照片 o≅ w vss~u2w培养到第 tx天的 �型上皮细胞 o

细胞核k�∏l位于一侧 o粗面内质网k� ∞�l和线粒体k �·l丰富 o单层膜包裹的颗粒物k�l ~透射电镜照片 o≅ { yss~u2x培养到第

tx天的 �型上皮细胞 o细胞核k�∏l位于一侧 o线粒体k �·l和单层膜包裹的颗粒物k�l少 o透射电镜照片 o≅ y zss~u2y培养到

第 tx天的 �型上皮细胞 o示细胞内充满单层膜包裹的颗粒物k�l o透射电镜照片 o≅ y xss~u2z肌细胞 o示排列整齐的肌纤维 o

透射电镜照片 o≅ | zss∀
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细胞体积明显萎缩变小 ∀从形态上区分的上皮细胞类

型代表了上皮细胞处于不同的分泌活动状态 o�型上

皮细胞内颗粒物少 o可能是处于合成的早期阶段或尚

未开始合成分泌物质 o�型上皮细胞处于旺盛的分泌

阶段 o细胞内颗粒物多 o细胞合成并聚集了大量的颗

粒物 ∀这同作者用光镜观察上皮细胞的行为及分泌活

动相一致 ≈u ∀

珍珠的化学组成和产生它的贝类的贝壳化学成

份相同 ∀海水珍珠含碳酸钙 |xh o硬蛋白 wh和水份

th
≈w ∀作者对马氏珠母贝外套膜上皮细胞分泌物的

分析表明 o其分泌物就是珍珠质 o性质同珍珠和贝壳

的珍珠质结构相同或相似 ~是由碳酸钙结晶形成的霰

石晶层层层叠加而成 o其间有壳角蛋白膜粘结 ≠ ∀在培

养的外套膜上皮细胞处于旺盛的合成和分泌阶段 o细

胞内合成聚积的单层膜包裹的电子致密颗粒物可能

是蛋白质性质的物质和粘多糖 ∀对于珍珠贝外套膜表

皮细胞及珍珠囊细胞的分泌方式已有不少研究 o但因

研究的种类和采用的研究方法不同以及细胞类型的

差异 o已发现了各种不同的分泌方式 ≈x ∀由于培养的

外套膜上皮细胞是从组织块中迁移出来的 o处于一种

自由和无压力的状态 o细胞失去了极性 o因此 o不但细

胞的形状发生了改变 o多为圆球形 o而且分泌的方式

同样随之改变 ∀作者观察发现 o由于上皮细胞合成大

量颗粒物 o在细胞表面就形成明显的隆起 o细胞表面

隆起的部位破裂将胞内的颗粒物直接排于胞外 o这种

分泌为开口式分泌 ∀在分泌最旺盛的细胞中这种分泌

方式较普遍 o开口式分泌的分泌物量大 o分泌速度快 o

在分泌颗粒离去后 o在细胞表面常留下凹陷 ~随着分

泌活动的减弱 o上皮细胞的分泌方式又转变为颗粒式

分泌 o这种分泌是将胞内合成的物质输送到细胞表

面 o通过细胞膜的包裹呈颗粒状脱离细胞 ~颗粒式分

泌量少 o速度不及开口式分泌 ∀在培养期间 o�型和 �

型上皮细胞一直同时存在 ,表明外套膜上皮细胞分泌

活动的节律性在体外培养中并没有丧失 ∀

3 .2 体外培养外套膜结缔组织细胞的作用

在马氏珠母贝外套膜组织的培养中 o颗粒细胞是

最先迁移出来的结缔组织细胞 o属于血细胞 o又称为

游走细胞 ∀ �º¤­¬等
≈z 在研究马氏珠母贝珍珠囊的形

成中发现 o血细胞首先包裹外套膜小片和珠核 o形成

血细胞囊 o外套膜外上皮细胞沿血细胞囊内壁迁

移 !运动 o最后形成包裹珠核的珍珠囊 ∀因此 o游

走细胞在珍珠囊发育的早期参与外套膜中结缔

组织间质的分解作用 o对珍珠囊的形态重建有重

大的影响 ∀

梭形的肌细胞是培养中最后迁出的结缔组织细

胞 o至于肌细胞的作用并不清楚 ∀已研究的珍珠囊结

构表明 o其组成珍珠囊上皮细胞外围的结缔组织中具

有肌细胞 o因此说明在外套膜组织块移植形成珍珠囊

时其肌细胞参与了珍珠囊的结构 ∀

3 .3 体外培养外套膜上皮细胞增殖分裂问题

运用作者所在实验室建立的马氏珠母贝外套膜

组织培养技术已成功地培养了上皮细胞 o并使上皮细

胞保持旺盛的分泌功能 o上皮细胞在体外培养时间可

达 yx §o但未能传代培养 ≈u ∀从超微结构上分析 o上皮

细胞是一种高度分化的细胞 o在培养的条件下 o特别

是营养条件优越时 o上皮细胞会大量合成单层膜包裹

的颗粒物 o颗粒物以开口式分泌的方式大量排出胞

外 o势必造成上皮细胞的损伤 o又由于某些原因不能

及时排出胞外的颗粒物 o就会在胞内积累 o使上皮细

胞产生病态 o这两种状况都会造成上皮细胞的衰老 o

最终导致细胞死亡 ∀马氏珠母贝外套膜上皮细胞在体

外培养过程中仍然保持高度分化可能是影响培养细

胞增殖分裂的关键所在 ∀
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