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近江牡蛎鳃细胞的原代培养 

王  彬, 张其中 
(暨南大学 水生生物研究所, 热带亚热带水生态工程教育部工程研究中心, 广东省高校水体富营养化与赤潮

防治重点实验室, 广东 广州 510632) 

摘要: 采用改良的 DMEM(HG)培养基, 建立了近江牡蛎(Crassostrea hongkongensis)鳃细胞体外培养技

术, 包括鳃组织块培养法和胰酶消化培养法。结果表明, 组织块培养法接种 6 h 后, 细胞开始从组织块

中迁出, 细胞形态较小, 呈圆形、椭圆形或多边形, 直径 3～6 μm。培养至 3 d 时, 细胞在组织块周围

形成生长晕。培养至 6 d 时可进行细胞传代, 本次实验细胞已传至第 6 代。胰酶消化法接种约 2 h 后, 细
胞逐渐贴壁, 从形态上主要分为两类, 一类为小型细胞, 形态为圆形、椭圆形或多边形, 直径 3～6 μm, 
数量多, 增殖速度较快; 另一类为大型细胞, 形态为圆形、椭圆形或多边形, 直径 10～20 μm, 部分细

胞内部含有颗粒, 数量较少, 增殖速度较慢。培养至 2 d 时可进行细胞传代, 传代培养物中的优势细胞

皆为小型细胞。本次实验细胞已传至第 6 代。 
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近江牡蛎(Crassostrea hongkongensis)具有固着
生活、过滤取食和对环境中污染物有较强富集能力

等特点 , 能指示其生活海区的水质状况 , 且分布在
近岸海域 , 种群数量大而稳定 , 能满足重复采样监
测的需要 , 是合适的海洋环境监测生物 , 已被中国
“南海贻贝观察体系” 选为主要监测生物[1]。研究

发现近江牡蛎鳃 HSC70基因对低浓度污染的反应灵
敏, 可作为海洋环境污染的潜在早期预警器官和分
子 [2,3]。为了进一步排除外界环境多种因素的影响 , 
在分子水平阐明近江牡蛎鳃对污染物的反应特点、

规律和机制, 需要培养近江牡蛎鳃细胞(培养条件下
的鳃细胞的环境条件稳定, 可排除外界干扰), 以其
为材料开展系列研究。 

自 20世纪初 Harrison和 Carrel创立动物组织和
细胞的体外培养方法以来, 脊椎动物的细胞培养已
积累了大量研究成果[4], 然而, 软体动物细胞培养却
进 展 缓 慢 , 仅 建 立 了 一 种 淡 水 蜗 牛 胚 胎
(Biomphalaria glabrata embryonic, BGE)细胞系 [5], 
此外 , 尚未建立起其他软体动物细胞系 [6~8]。但是 , 
贝类原代细胞培养已有不少报道[9,10], 其中, 尽管已
有牡蛎鳃组织培养方法的论文发表 [11,12], 却未见近
江牡蛎鳃细胞培养方法的报道, 而该牡蛎对盐度的
需求显著低于其他牡蛎种类, 在培养条件和方法上
会有明显不同 , 因此 , 需要建立适合近江牡蛎鳃细
胞培养的方法。 

1  材料和方法  

1.1  实验动物 
鲜活近江牡蛎取自广东省阳江市程村镇红木山

蚝场 , 系人工吊养的二龄贝 , 平均壳长(8.0±2.0)cm, 
平均壳宽(3.0±1.0)cm, 平均体质量(150±25)g。实验
前暂养于实验室 2~4周, 并持续保持充气状态。  

1.2  药品和试剂 
海水晶(广州市海荔水族科技有限公司), 洗必

泰液(暨南大学华侨医院), 胰蛋白酶(北京普博欣生
物科技有限责任公司), 鼠尾胶原蛋白Ⅰ型 (杭州生
友生物技术有限公司), DMEM(GIBCO), FBS(杭州四
季青)等。 

1.3  试验仪器 
CK40倒置显微镜(OLYMPUS), KDC-40低速离

心机 (中佳 ), 水套式 CO2 细胞培养箱 (REVCO), 
SW-CJ-1F单人双面超净工作台(BOXUN), 微量有机
分 析 专 用 超 纯 水 机 ( 颐 洋 ), 电 子 微 量 天 平
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(SARTORIUS), 3150 超声波清洗器 (BRANSON), 
96901精密型酸度计(BECKMAN), DX7590数码照相
机(KODAK)等。 

1.4  溶液配制 
暂养海水: 以海水晶配成 1.8%(W/V)的人工海水, 

并提前充气 24 h以上。 
无菌海水: 海水晶 18.0 g, 青霉素 2×105 UI, 链

霉素 2×105 UI, 卡那霉素 0.1 g, 庆大霉素 105 UI, 三
蒸水定容至 1 000 mL, 经滤纸过滤, 再经 0.22 μm滤
膜过滤除菌后, 4℃保存。  

洗必泰消毒液: 洗必泰液(浓)4.0 mL, 三蒸水定
容至 100 mL, 经 0.22 μm滤膜过滤除菌后, 4℃保存。 

抗生素消毒液: 三蒸水和海水晶配成 1.8%(W/V)
的人工海水, 滤纸过滤后, 添加抗生素浓度如下: 青
霉素 4×105 UI, 链霉素 4×105 UI, 庆大霉素 2×105 UI, 
卡那霉素 0.1 g, 两性霉素 0.004 g, 三蒸水定容至
100 mL, 经 0.22 μm滤膜过滤除菌后, 4℃保存。  

D-Hanks 冲 洗 液 : NaCl14.0 g, KCl0.4 g, 
Na2HPO4·12H2O 0.134 g, KH2PO40.03 g, NaHCO3 

0.35 g, 卡那霉素 0.1 g, 青霉素 2×105 UI, 链霉素
2×105 UI, 庆大霉素 105 UI, 三蒸水定容至 1 000 mL, 
经 0.22 μm滤膜过滤除菌后, 4℃保存。  

胰酶消化液 : 胰蛋白酶 1.25 g, EDTA0.2 g, 
D-Hanks 定容至 1 000 mL, 经 0.22 μm滤膜过滤除
菌后, 4℃保存。  

鼠尾胶原溶液: 以三蒸水和冰醋酸配制 , 乙酸
终质量浓度为 0.36 g/L, 定容至 100 mL, 经 0.22 μm
滤膜过滤除菌后, 加入 0.5 mL鼠尾胶原原液 ,  4℃
保存。  

DMEM(HG)不完全培养基: DMEM(HG) 13.5 g, 
Hepes5.98 g, NaHCO33.5 g, L-谷氨酰胺 0.3 g, NaCl 
4.0 g, 卡那霉素 0.05 g, 两性霉素 0.002 g, 青霉素
105 UI, 链霉素 105 UI, 庆大霉素 5×104 UI, 三蒸水定
容至 1 000 mL, 搅拌 2 h完全溶解后, 经 0.22 μm滤
膜过滤除菌, 4℃保存。  

DMEM(HG)完全培养基 : FBS(杭州四季青 )   
20 mL, DMEM(HG)不完全培养基补加至总体积 100 
mL, 4℃保存。  

1.5  实验方法 
1.5.1  取材及消毒  

取健康牡蛎清洗后, 置于超净作台中, 去壳, 无
菌海水冲洗软体部分数次, 同时以无菌脱脂棉擦去

污物和黏液, 然后剪取鳃部组织, 置于培养皿中, 无
菌海水冲洗约 10 次 , 投入洗必泰消毒液中 , 处理   
1 min, 再投入抗生素消毒液中 , 处理 15 min, D- 
Hanks冲洗约 10次, 以去除多余的消毒液。 
1.5.2  接种培养 

本实验采用组织块培养 [13,14]和胰酶消化 [15,16]两

种方法。 
组织块培养: 将组织块剪成 1 mm3 左右的小块

后, 选取 25 块组织小块均匀分散排布在预先经鼠尾
胶原处理的 25 cm2培养瓶内壁上, 加入 1~2 mL培养
基 , 培养基加入量以一薄层液体平铺于瓶底 , 同时
又不会让组织块移动为宜, 于 27℃、5%CO2培养箱

中贴壁培养 18~24 h后, 加入 5 mL培养液, 恒温静
置培养。 

胰酶消化法: 将组织块剪成 1 mm3 左右的小块

后, 选取 25 块组织小块移入清洁的灭菌离心管中, 
加入 3 mL胰酶消化液, 于 27℃下静置消化 90 min, 
加入 3 mL完全培养基终止消化, 缓慢吹打混匀液体
后, 200目滤网过滤, 1 000 r/min离心 8 min, 弃上
清,  加入不完全培养基重悬 , 再次以 1 000 r/min
离心 8 min, 弃上清 ,  加入完全培养基重悬 ,  移
入预先经鼠尾胶原 [17]处理的 25 cm2 培养瓶中, 于
27℃、5%CO2培养箱中恒温静置培养。 
1.5.3  传代培养 

原代细胞生长达到培养瓶面积的 70%左右时开
始传代。轻轻吹打瓶底, 使贴壁细胞悬浮, 然后将培
养液移入离心管中, 1 000 r/min离心 8 min, 弃上清, 
加入完全培养基重悬, 将均匀分散的细胞按 1:2进行
分瓶传代。继续传代采用相同方法进行。 
1.5.4  形态学观察 

接种后, 每天于倒置相差显微镜下观察牡蛎细
胞形态 , 用数码照相机拍摄照片 , 显微测微尺测量
细胞直径。 

2  结果 

2.1  组织块培养法 
接种的组织块半透明, 倒置显微镜下可观察其

边缘细胞轮廓。组织块主体细胞形态较小, 有时也可
观察到一些大型椭圆细胞(图 1-1和 图 1-2)。组织块
需附着 24 h 以上方可比较牢固地贴壁, 但仍有一部
分组织块轻摇即脱壁。 

细胞自接种 6 h后开始从组织块中迁出, 细胞常
黏附在一起, 迁出后即贴壁并向四周扩展。培养至  
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3 d时, 迁出细胞围绕组织块形成生长晕(图 1-1), 即
迁出细胞在组织块周围形成的细胞层。组织块周围的

细胞较为密集, 向四周分散增殖并逐渐稀疏, 细胞形
态较小, 呈圆形、椭圆形或多边形, 直径 3～6 μm, 平
均直径为(4.5±1.03) μm(图 1-1 和图 1-2)。随着培养天
数的增加, 生长晕日趋明显, 范围也逐渐增大。培养过
程中有部分细胞脱落, 但这对其生长影响不大。 

培养至 6 d 时在培养瓶局部肉眼可见薄纱状细
胞层 , 于倒置显微镜下可见大量细胞紧密相连 (图
1-3 和图 1-4), 但贴壁不牢, 轻摇培养瓶则可见部分
细胞晃动。此时即可进行细胞传代, 传代细胞贴壁不
很牢, 要尽量避免过大的震动。3 d 后可再次传代, 
但细胞传至第 4代后生长速度变慢, 需 5 d以上才可
再传代, 本实验细胞已传至第 6代。 

 

图 1  组织块培养法获得的近江牡蛎鳃细胞 
Fig. 1  Oyster (Crassostrea hongkongensis) gill cells ob-

tained by tissue culture 
1-1和 1-2. 培养 3 d的鳃组织(T)、迁出细胞(C)和生长晕(CL); 1-3
和 1-4. 培养 6 d的鳃组织(T)和鳃细胞(C) 
1-1 and 1-2. Gill tissue (T), migrated cells (C), and cell layers (CL) 
cultured for 3 days; 1-3 and 1-4. Gill cells( C) cultured for 6 days 
 

2.2  胰酶消化法 
初始接种后, 培养瓶细胞呈悬浮状态, 约 2 h后, 

细胞逐渐贴壁。从形态上区分, 原代培养细胞主要有
两类, 一类为小型细胞, 形态为圆形或椭圆形, 直径
3～6 μm, 平均直径为(4.7±0.97) μm(图 2-1); 另一类
为大型细胞, 形态为圆形或椭圆形, 直径 10～20 μm, 
部分细胞内部含有颗粒 , 平均直径为 (15.3±3.43) 
μm(图 2-1)。小型细胞数量多, 增殖速度较快, 在原
代培养中后期易聚集为细胞集落; 大型细胞数量较

少 , 增殖速度较慢 , 只在原代培养前期可观察到少
量的细胞密集区。 

培养至 2 d时, 于倒置显微镜下可见大量细胞紧
密相连 , 但贴壁不牢 , 轻摇培养瓶则可见部分细胞
晃动(图 2-2)。此时即可进行细胞传代, 传代培养物
中的优势细胞皆为小型细胞, 这类细胞最终可形成
较密集的细胞集落 , 原代培养中的大型细胞 , 在传
代培养物中仅观察到零星分布, 未再见细胞密集区
(图 2-3 和图 2-4)。传代细胞贴壁不很牢, 要尽量避
免过大震动。3 d后可再次传代, 但传至第 4代后细
胞生长速度变慢, 需 5 d以上可再传代, 本实验细胞
已传至第 6代。 

 

图 2  胰酶消化法培养获得的近江牡蛎鳃细胞 
Fig. 2  Oyster (Crassostrea hongkongensis) gill cells cul-

tured by trypsinization  
2-1. 培养 2 h 的小型鳃细胞(S)、大型鳃细胞(L)和颗粒细胞(G); 
2-2. 培养 2 d的小型鳃细胞(S)和大型鳃细胞(L); 2-3. 培养 5 d的
小型鳃细胞(S); 2-4. 培养 8 d的小型鳃细胞(S) 
2-1. Small gill cells (S), large gill cells (L), and granular cells (G) 
cultured for 2 hours; 2-2. Small gill cells (S) and large gill cells (L) 
cultured for 2 days; 2-3. Small gill cells (S) cultured for 5 days; 2-4. 
Small gill cells (S) cultured for 8 days 

 

3  讨论 

3.1  牡蛎活性对鳃细胞培养成功的影响 
实验初期使用的近江牡蛎活性不好, 鳃细胞培

养屡次失败。本次实验表明良好的牡蛎活性是原代

细胞培养成功的重要前提。暂养过程中, 需要每天检
查牡蛎生活状态 , 如果贝壳适度张开 , 遇刺激很快
合上, 则表明牡蛎活性好, 如果遇刺激后缓慢合上, 
甚至不能合上 , 则表明牡蛎活性差或已死 , 捞出弃
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之。去壳后, 观察牡蛎心脏搏动, 选择搏动有力且节
奏均匀的牡蛎个体。 

3.2  消毒方法 
暂养过程中, 在海水中添加适量抗生素, 并隔

天换水, 可有效去除牡蛎体内的污物和泥沙, 为开

壳之后的消毒处理奠定良好基础。 

牡蛎的鳃与海水直接接触, 其组织表面粘有许
多细菌和原生动物, 因此在培养前必须将其擦净并
进行严格的除菌处理, 这是决定培养成败的关键因
素。贝类消毒方法有多种, 李霞等[18]在皱纹盘鲍的组

织培养中采用 0.1%洗必泰和 1:1 双抗混合液浸泡  
20 min, 取得良好的杀菌效果; 李云玲等 [17]在菲律

宾蛤仔的组织培养中尝试了洗必泰和新洁尔灭的消

毒方法, 证明在细菌耐药性不断增强和存在海洋弧
菌的环境下 , 采用消毒剂除菌的必要性 ; 朗刚华  
等[19]在对栉孔扇贝外套膜组织的原代培养中采用青

霉素、链霉素和复方洗必泰混合溶液除菌, 对组织损
伤小, 除菌彻底。本实验参考了以上多种方法并在实
践中不断改进形成了适合近江牡蛎鳃消毒的方法 : 
尽可能地去除黏液, 采用洗必泰和抗生素联合消毒, 
并使用含抗生素的无菌海水大量冲洗, 可达到去污
除菌同时最大限度保持细胞活力的目的。 

3.3  接种方法 
在组织块培养中, 崔龙波[11] , 邓瑞鹏等[12]都采

用了组织块倒置培养, 后补加培养基的常规贴壁法, 
本实验对该法进行了优化, 采用连续微量培养基强
行细胞贴壁培养法 [13,14], 保证培养全程中组织块处
于较稳定的渗透压下, 最大程度减少对组织块的损
伤, 为之后的细胞迁出和增殖创造最佳条件。另外, 
组织培养中需要注意的两个关键操作: (l)切碎组织
块及接种时操作都应轻柔细致, 尽量减少细胞损伤, 
并在切碎后低速离心或静置, 以减少培养瓶中接种
产生的组织碎片 , 否则细胞生长差 , 甚至导致正常
细胞死亡。(2)组织块应置于 1.5 mL EP管或青霉素
小瓶中切碎 , 这样可以尽量切得细小 , 使其有更多
的面积与培养瓶接触, 从而有利于组织块贴壁和新
生细胞迁出。 

组织块培养法培养至第 6 天时可传代, 以后约

3~5 d可再次传代。胰酶消化法培养至第 2 天时即可
传代, 以后约 3~5 d可再次传代。这说明组织块培养
法和胰酶消化法都可以获得具有增殖能力的细胞 , 

但胰酶消化法可以在较短时间内获得大量原代细胞, 
其细胞增殖速度也高于组织块培养法, 这些优点对
于毒理实验尤为关键[12]。然而胰蛋白酶易损伤细胞, 
降低其活性, 因此合适的胰酶浓度和酶解时间尤为
重要 , 参考史毓杰 [15], 杨小静等 [16]的实验结果 , 结
合多次预实验, 发现采用 0.125%的胰酶和 0.02%的
EDTA 于 27℃下联合作用 90 min, 可达到获取大量
原代细胞且保持较高细胞活性的目的。 

3.4  培养条件 
培养过程中为了使细胞能正常生长和增殖, 必

须创造适宜的条件, 尽可能模仿细胞原来生长的环

境, 包括渗透压、培养温度和培养基等。 

渗透压是细胞培养成功的关键, 不同动物或同

种动物不同组织器官, 其合适的渗透压不尽相同。

石安静[20]在河蚌的组织培养中设计了适合相应动物

渗透压的平衡盐溶液和培养基, 培养才获得成功。崔
龙波等[11]在大连湾牡蛎的组织培养中, 向 MEM 培

养基中分别加入 1.0%、1.5%和 2.0%的 NaCl饱和溶
液, 结果表明含 2.0%NaCl饱和溶液的培养基渗透压
较适合大连湾牡蛎血细胞的生长, 而鳃和外套膜细
胞则在含 1.5%NaCl 饱和溶液的培养基中生长良好, 
可见同一种动物不同组织的渗透压也略有不同。近

江牡蛎适于生活在低渗环境中, 本研究参考崔龙 
波[11], 朗刚华等[19]的实验结果, 在预实验中设置了

系列渗透压梯度, 结果发现于 1 000 mL DMEM培
养基中添加 4.0 g NaCl, 可达到有利于细胞生长和增
殖的渗透压。    

近江牡蛎是广温性种类, 如生活在珠江口及其
附近潮间带的近江牡蛎全年要经受水温 10～39℃之
间的变化[21]。姜德勋等[22]对生长温度为 8～38 ℃的
福寿螺采用 37 ℃的培养温度, 明显加快了培养细胞
的生长繁殖速度。理论上讲, 细胞培养的适宜温度应
是培养对象机体正常生理活动的温度, 从本实验结
果看, 在适温范围选用较高温度可使细胞快速分裂
增殖。在以后的实验中, 可进一步改进培养条件, 尝
试更高的培养温度。 

如今, 大部分软体动物细胞培养仍沿用经典的
哺乳动物细胞培养基, 但由于软体动物与哺乳动物
的代谢方式差异颇大, 对各种营养因子的需求也很
不相同, 因此, 软体动物细胞培养技术仍不成熟, 需
要作诸多改进逐步完善培养技术。本实验参考并改

进了李云玲[17], 孙振兴等[23,24]的方法, 在 1 000 mL 
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DMEM(HG)培养基中添加 5.98 g Hepes、0.3 g L-谷
氨酰胺、200 mL FBS、0.05 g卡那霉素、0.002 g两
性霉素、105 UI 青霉素、105 UI 链霉素和 5×104 UI
庆大霉素, 结果显示鳃细胞在此改进的培养基中可
以较好地生长和增殖。 
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