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!!!建立了一种合浦珠母贝血细胞原代培养方法#为贝类免疫学研究提供实验平台$ 通过台盼兰染色法检测细胞活力#结果显示%
# 1 内细胞生长状态稳定#并且培养基中的 23) 对细胞生长活力没有显著影响$ 以细胞中 ,-.) 活性为检测指标#详细研究了 ’() 和
*’+! 对合浦珠母贝血细胞的激活作用$ 结果表明%’() 和 *’+!对 ,-.) 活性的诱导作用表现出浓度和时间依赖的特征$ 刺激后 &4 5
左右 ,-.) 活性达到最大#’()和 *’+! 的最佳诱导剂量范围分别为 %!%" 678’ 和 %"!%"" 9678’# 并且 *’+! 对 ,-.) 活性的激活作
用较 ’() 快$
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" 引言
合浦珠母贝"D%"/$+9+ )&/+$+$%又称马氏珠母贝%是

世界上用于海水珍珠生产的主要贝类& 近年来%我国养
殖的合浦珠母贝等重要经济贝类发生大规模的暴发性

死亡%造成了巨大的经济损失& 由于缺乏贝类免疫学方

面的基础研究%贝类养殖业的发展正遭受严重威胁& 对
于纷繁复杂的病原和环境因子%从机体本身入手%加强
对海洋养殖贝类免疫学的基础研究和实际应用研究%
是当前和未来海洋贝类养殖业可持续健康发展的当务

之急&

研究论文!;LK,MUOJ"

=$

C M Y K



!"#$%"$ & ’$"(%)*)+, -$.#$/ 0112 3)*4 56 7)4 89 :!;< 7)4 596=

图 8 合浦珠母贝血细胞原代培养!811!"
>#+4 8 ?@#<A@, ";*B;@$C )D ($<)",B$C ;C#%+ E$A@*

),CB$@F !"#$%&’& ()$&%& :811!G

图 5 胎牛血清对细胞活力的影响
注! 红色曲线为 !"# $%&"蓝色曲线为不含 $%&

>#+4 5 HDD$"B )D >I! )% B($ ($<)",B$C .#AJ#*#B,4
’()*+ ,-* .*//0 1*2* 34.567)*8 13)- !"# (9 $%& :2*8;

(2 13)-(5) $%& :6/5*;

一氧化氮合成酶 !’3)23. <=38* &>4)-70*? 3’<&"是
’< 合成的关键酶#在 ’< 发挥众多的生理和病理作用
过程中#3’<& 起着重要的调节作用$ 生物体内的 3’<&
一般分为结构型一氧化氮合成酶!.’<&"和诱导型一氧
化氮合成酶!3’<&"两类$ 在高等动物中#与抗病有关的
3’<& 通常存在于吞噬细胞中#可以被细胞因子%病原
体及免疫刺激物!脂多糖"等通过 ’$@!% 信号转导通
路激活# 激活后的 3’<& 能够催化 A@精氨酸产生 ’<#
并通过多种复杂反应产生不同类型的活性氮中间体#
起到防御病原体的作用B!@CD$目前#有关 ’<和 ’<&的研
究主要集中在医学领域# 对无脊椎动物尤其是双壳贝
类的相关研究较少BED#对合浦珠母贝 ’<和 ’<&的研究#
国内外均未见报道$
本文建立了一种合浦珠母贝血细胞原代培养方

法# 详细研究了 AF& 和 GA@H 对血细胞中 3’<& 相对活
性的影响# 以期为深入研究合浦珠母贝天然免疫应答
及防御机理提供理论基础# 为贝类生产养殖提供理论
指导$

8 材料和方法
848 合浦珠母贝血细胞原代培养
合浦珠母贝取自广西壮族自治区北海市珍珠养殖

场#然后在本实验室人工海水中饲养备用$ 合浦珠母贝
血细胞原代培养参考 I7(和 A7.(0)*的方法BJ@KD并作适当

调整$ 具体过程如下&从合浦珠母贝闭壳肌抽取血淋巴#
用平衡盐溶液 LL%&&BMD稀释至 !"K .*//NOA’将 H OA血细
胞混合液于 CJ OO培养皿中静置 ! -’然后移除培养皿
中的溶液#并用 LL%&& 清洗贴壁细胞’向培养皿中加
H OA 培养基 #于 HJ !恒温箱中培养 $ 培养基成分
为 P36.( A@!J 培养基# 并且每升培养基中加入 H"QH R
’7I/# "QJE R SI/#"QK R I7I/H#! R LR&<E#CQT R LRI/H#
H"QU R 葡萄糖和 H" 万单位青霉素 #H"" OR 链霉素 #
E" OR庆大霉素#!"" OA $%&!V>./(4*"# WV MQ"$
845 台盼兰染色法测细胞活力
无血清培养基稀释细胞悬液至 H""XH """ 个NOA#

在 "Q! OA 的细胞中加入 "Q! OA 的 "QE"台盼兰溶液$
轻轻混匀#数分钟后#用血球计数板计数细胞$ 活细胞
排斥台盼兰#因而染成蓝色的细胞是死细胞$ 每个实验
设 C 个重复$
849 #7K!活性测定
在细胞生长状态稳定时# 向细胞培养液中加入不

同剂量的 AF& 或 GA@H# 在 HJ !恒温箱中培养若干小
时#然后测定细胞中 3’<& 的相对活性#以相同培养条
件下未经刺激的细胞为对照$ 3’<&活性利用北京天来
生物医学科技有限公司的 ’<&检测试剂盒完成$ 具体
步骤为&移出细胞培养液并收集细胞#加入 J" "A 检测
缓冲液!含 .’<& 抑制剂"混匀#然后加入 !"" "A 检测

反应液和 U"" "A去离子水#轻轻混匀’CM !细胞培养箱
内孵育 K" O34后检测 JE" 4O波长吸光度值!<Y"$ 样品
中 3’<&相对活力为 !<Y 刺激#<Y 空白"N!<Y 对照#<Y 空白"$
每个实验设 C 个重复$
84L 统计分析
数据统计分析用 &F&& !!Q J 软件进行$ 文中数据

用(平均值$方差)表示$

5 结果
548 细胞生长状况
用平衡盐溶液 LL%&& 稀释后的合浦珠母贝血淋

巴细胞在培养皿中静置# 大部分细胞可在 ! - 之内贴
壁$ 经相差显微镜观察#贴壁细胞主要为成纤维样细胞
!见图 !"$ 用台盼兰染色法检测细胞活力#结果显示&
M 8 内细胞生长状态稳定# 活细胞数量保持在 M"#以
上#第 U 8 之后细胞开始快速死亡#第 T 8 时活细胞比
例不足 H"#$ 当培养基中不含有胎牛血清时#细胞活力
有所降低#但是变化不显著!见图 H"$因此#本文选用第
H%E 8 的含血清原代培养细胞作为对象# 进一步研究
AF&和 GA@H对 3’<&相对活性的影响$
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!’! ()*对血细胞 +,-*活性的影响
向稳定生长的细胞培养液中加入不同浓度的 !"#!

培养 $% &后检测细胞中 ’()#的相对活性" 结果显示#
*+, !-./! !"# 对 ’()# 活性的影响不明显$ 当 !"# 浓
度为 ,!,* !-./! 时!’()#活性比未经刺激的对照组高
0 倍左右$而高浓度的 !"#%,** !-./!&毒性较大!刺激
$% &后大量细胞死亡%见图 $&"此外!!"#对 ’()#活性
的影响随时间发生变化" 用 , !-./! !"# 处理血细胞!
12 & 内 ’()# 活性缓慢增加!在 $% & 左右达到最大值!
但此后呈下降趋势%见图 2&"

!’& .(/!对血细胞 +,-*活性的影响
采取同样的方法详细研究了不同浓度 3!41 对血细

胞中’()# 相对活性的影响" 结果显示#刺激 $% & 后!
, 5-./! 3!41对 ’()#活性没有显著影响$当 3!41 浓度
为 ,*!,** 5-./! 时!’()# 活性比未经刺激的对照组高
2 倍左右$而高浓度的 3!41%, *** 5-./!&显示出较强

的细胞毒性!大量细胞死亡%见图 6&"与 !"#类似!3!41
对 ’()#相对活性的影响也表现出时间依赖的特征" 经
,* 5-./! 3!41 刺激后!% & 内血细胞中 ’()# 活性基本
保持不变!,1 & 左右 ’()# 活性迅速增加!12 & 小时后
接近峰值!此后 12!20 & ’()# 活性保持在较高水平%见
图 %&"

& 讨论及结论
细胞培养是软体动物细胞生物学研究的瓶颈之

一!所面临的主要困难是尚未筛选出合适的培养基!并
且软体动物细胞体外生长必须的生长因子尚不清楚"
本研究结合 !789:;< 和 =79 等人的培养方法 >64%?并作适

当调整!建立了一种合浦珠母贝血细胞原代培养方法"
在无血清条件下细胞能够稳定生长 , 周左右! 表明所
用基本培养基是有效的"@A#对细胞生长活力没有显著
影响! 在培养过程中也没有观察到明显的细胞增殖现
象! 暗示所用血清中的细胞生长因子并不能满足合浦

图 & 不同浓度 ()* 对血细胞 +,-*活性的影响!&0 1"
2+3’ & 4567/87695:67 7;;7<= 5; ()* 5: =17 +,-*

><=+?+=@ +: 17A5<@=76 <BC=B876 D&0 1E

图 F 不同时间 % !3GA( ()*对血细胞 +,-* 活性的影响
2+3’ F H+A7/87695:67 7;;7<= 5; % !3GA( ()* 5: =17

+,-* ><=+?+=@ +: 17A5<@=76 <BC=B876

图 $ 不同浓度 .(/! 对血细胞 +,-* 活性的影响!&0 1"
2+3’ $ 4567/87695:67 7;;7<= 5; .(/! 5: =17 +,-* ><=+?+=@

+: 17A5<@=76 <BC=B876 D&0 1I

图 0 不同时间 %" :3GA( .(/!对血细胞 +,-* 活性的影响
2+3’ 0 H+A7/87695:67 7;;7<= 5; %" :3GA( .(/! 5: =17

+,-* ><=+?+=@ +: 17A5<@=76 <BC=B876
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珠母贝血细胞的生长需要! 因此"以后将通过添加细胞
因子的方式优化细胞培养条件"进而研究其增殖作用!
在哺乳动物细胞中"!"# 和 $!%& 能够激活 ’(%!)

信号转导通路"并调控 *’+# 等基因的表达"进而诱导
免疫应答等生物效应,-%./0! 早在 .11. 年 234567 等就指
出"!"# 能够诱导软体动物血细胞产生 8’(9" 和 $!%.
等细胞因子,..0! 近期的一些研究表明"!"# 对软体动物
血细胞的诱导作用是通过激活 ":;#":< 信号通路实
现的 ,.&%.=0! )>?@*> 等的研究显示"贻贝的血细胞中含有
$!9& 受体 ,AB.A0" 并且 $!%& 对贻贝血细胞的激活作用受
":;和 ":<信号通路调控,.C0!在高等动物中"":<和 ":;
等蛋白的活化能够激活一系列下游信号通路"如 ’(%!)
信号通路等 ,.D0"然而在软体动物中未见相关研究报道!
本文结果表明$!"# 和 $!%& 能够诱导合浦珠母贝血细
胞 *’+#的活性! 鉴于在高等动物免疫细胞中"*’+#的
表达受 ’(%!)信号通路调控"故推测 !"#和 $!%&对合
浦珠母贝血细胞 *’+# 活性的诱导作用可能是通过激
活 ":;"":<"’(%!) 等信号通路实现的" 其具体机制
尚需要进一步研究探讨!
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^WWg 中国科技期刊发展论坛!以下简
称论坛"定于 ^WWg 年 VW 月 ^fX^] 日在浙
江省杭州市召开# 本届论坛由中国科协主
办$浙江省科协承办$主题是%科技期刊发
展与国家创新体系建设&# 组织者围绕论坛

主题设立了 f 个专题分会场’ 精品科技期
刊建设与发展策略$ 科技期刊信息化与数
字出版$科技期刊国际化及实现途径$科技
期刊的经营(管理与体制机制创新$科学道
德规范与期刊编辑出版# 参会人员必须提

交论文$经专家审定通过后$即获得参会资
格#会议规模约 \WW 人#详细信息请浏览中
国科协网页 !C>>Ehuurrr8I=G>8@F:8IA"%学
会与学术&栏目#

!""#中国科技期刊发展论坛 $%月在杭州召开

!会讯!
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