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本次实验采用离体组织培养技术研究外套膜组织的钙代谢
,

它排除了蚌体内的其他因素
,

如神经
、

激

素等对外套膜生理
、

生化等方面的影响
,

并用组化方法对外套膜中钙及有关粘多糖的分布进行了观察研

究
,

期望能进一步了解外套膜组织钙代谢调控的机理
,

同时
,

为淡水珍珠养殖业提供一些参考资料
。

材料与方法

�
�

� 本实验所用材料是我国各地分布最广的圆背角无齿蚌 ��
口�� � �� 、�� �� �� � �� 介

“
���

� � � �
,

采 自

成都郊区大面铺池塘
。

蚌龄 �一 � 龄
。

选取体格健壮的河蚌
,

切断闭壳肌
,

用 自来水和蒸馏水反复冲洗内脏团及外套膜
。

用削膜法将外套

膜的边缘膜与其外表皮分开
,

去掉色线边
,

再用平衡盐溶液洗净后
,

将外表皮切成边长为 �一�� 的小方

块
,

在不同钙浓度的培养液中进行组织培养
。

培养方法是在每个培养瓶中贴组织块 �� 一 �� 块
,

将培养基

加在培养瓶未贴组织块的一面
,

放人 �� ℃恒温箱中培养 �� �后再将培养瓶翻转
,

使培养基完全浸没组织

块
,

继续培养
。

各实验组培养液的 ���
, 十

�浓度 �� � 一� � �
�

�组 �
�

�� � �� 一 ’� ��组 �
�

� � � ��
一 ’� ���组 �

�

� � �

��
“ � �

� 组 � �� � ��
一 �

。

其中 �组的 【� �
� �
�是石安静等测定河蚌体液渗透压后

,

制定的平衡盐溶液和培

养基中的标准钙离子浓度��� 
,

�
、

� 组系较高 ���
, �
�组

,

� 组为高 ��扩
十

�组
。

�
�

� 在相同实验条件下
,

进行组织培养
,

每实验组培养 � 瓶
,

在培养 �
、

��
、

�� � 后
,

分别取出组织块
,

在常

温下 以 �� � 的中性甲醛固定
,

石蜡包埋
,

切片厚 �协
。

然后做以下处理
�

� � �
�

染色
,

进行一般组织结构

收稿日期
� �� � �一�

一�� �修订日期
� �� � �刃�

一��

基金项目
�
国家自然科学基金资助项 目 编号

� �� � � � � �

作者简介
�

唐 敏 ��� �� 一 � ,

女
,

甘肃省秦安县人
,

讲师
,

硕士
,

从事动物组织学细胞培养及生物材料学的研究
。



� 期 唐 敏等
�

圆背角无齿蚌离体培养的外套膜组织钙代谢 ��

及细胞形态的观察
� � 用组化的茜素红 � 法 ��

�

� � 法 �
、

钙红法 ��
�

� 法 �进行钙的定位 �� 
。

�
�

� ��

法显示钙沉淀为橙红色
,

�
�

� 法显示钙沉淀为红色
。

用这两种方法作钙定位以后
,

再用苏木精复染
,

使

组织结构更加鲜明
,

以利于分析研究
。

用醛品红一阿新兰法对粘多糖进行显示及定位闭
,

该法显示酸性强

硫酸粘多糖为深紫色
,

酸性弱硫酸粘多糖为淡紫色
,

酸性非硫酸粘多糖为蓝色
。

� 结果

�
�

� �
�

�
�

染色后 可观察到外套膜外表皮细胞呈柱状
,

排列 紧密
,

细胞核位于细胞中部
。

从外套膜缘至外

套痕
,

表皮细胞的高度明显下降
,

由长柱状变成低柱状
,

细胞核也由棒形
、

长椭圆形变为圆形
。

表皮下的

结缔组织呈疏松的网状
,

其中分布有成束的肌纤维
。

�� � 用 显示钙的 �
�

� 法和 �
�

� �
�

法染色后
,

可观察到表皮细胞的游离边缘呈钙阳性反应
,

细胞中部

有呈钙强阳性反应的块状或颗粒状的物质分布
,

细胞基部多为空泡状的钙阴性区 �图版 � � ��
�

表皮细胞

外一些 区域有呈不规则钙阳性
、

宽度不一的分泌物带
,

表明培养的外套膜表皮细胞有十分旺盛的钙分泌

活动 �图版 � � ��
,

在 �
�

� 法和 �
�

� �
�

法染色的切片上
,

均观察到在钙浓度相同时
,

随着培养时间的

延长 ��
、

��
、

����
,

肌纤维及网络状结构显示的钙阳性愈强
,

表明钙含量有所增加
。

结缔组织中散在分布

的大颗粒血细胞
,

其胞质中的颗粒经 �
�

� 法和 �
�

� �
�

法染成红色
,

表明这些颗粒中含有丰富的钙
。

�� � 比较观察钙浓度不同
,

培养时间相同的各实验组
,

发现结缔组织中钙球体数量的变化十分显著
,

在

标准 �� 扩
�

」组和 较高 �� � , 十」组的结缔组织中有很多散在和密集成堆
、

呈钙阳性反应的钙球体 �图版 �
�

��
,

经 �
�

� �
�

法及 �
�

� 法染成红色
。

它广泛分布于结缔组织网格空 隙及血窦中
,

特别是在内表皮皮

下附近的网状结缔组织中分布尤其密集
,

但在肌纤维间却很少 �图版 �
�

��
。

培养 � � 后
,

发现组织中钙球

体数量在较高 �� � � � �组的分布 比标准 【��
� 十 � 组明显增加 �图版 �

�
�

,

��
,

但培养 ��
、

��� 时
,

发现较高

��扩
�

�组和标准 【。
� �
〕组的钙球体数量已没有明显差别

。

而在高 【� �
� �
」组的所有组织切片上都只有少

量
、

零散的钙球体分布于结缔组织中 �图版 �
�

��
。

研究结果表明
,

在 【� �
� 十

』与体液相近或稍高时
,

随着组

织培养时间的延长
,

结缔组织中钙球体的数量明显增加
,

但 当【� �
� �

』增加到一定极限后
,

钙球体的数量

反而大大减少
。

这种变化在培养 �
、

��
、

�� � 各取材时间的切片上都是一致的
,

且随着培养时间的延长
,

这

种变化趋势更为显著
。

�� � 在钙球体分布较多的组织切片上
,

还可见钙球体的大小和组化特征有较大的变化
。

经 �
�

� �
�
法

或 C
.
R 法染色再经苏木精复染的组织切片上

,

发现小的钙球体着均一的深蓝色
,

大的钙球体多数呈红

色
,

有少量的呈淡蓝色
,

中心一般不着色 【图版 l
:
8]

。

推测这些形态可能表明钙球体处于形成或被消化的

不同阶段
。

2. 5 采用醛品红一 阿新兰法显示粘多糖的反应
,

发现钙球体被染成紫色
,

显示它含有酸性强硫酸粘多糖
,

分布有大量钙球体的内表皮下结缔组织间隙则染成了紫色的板块状
,

结合显示钙的结果来看
,

呈钙阳性

反应的区域也是硫酸粘多糖的阳性反应区
,

表明钙和粘多糖的分布有一致性
。

3 讨论

3. 1 实验组中的标准 【C a
, 十

] 组
、

较高 【C扩
十

] 组组织中钙球体的数量都比高 【Ca
Z+
]组的多

,

这种差别

显然是培养液中钙浓度的影响所致
。

钙球体广泛地存在于无脊椎动物组织中
,

如原生动物
,

环节动物
,

软

体动物等
,

放射自显影
、

组化及电子探针分析都表明
,

钙球体富含钙
、

磷
、

硫和糖蛋白有机物
,

是钙的贮存

库[’]
.
C a
Z +
是细胞最普遍而重要的信号转导成分

。

细胞内游离 C a
Z十
浓度的变化与调控对于参与维持存

在于细胞质膜两侧的跨膜 C扩
+
梯差

,

介导细胞对外界 Q
Z 十
刺激的应答反应

,

实现信息跨膜传导等具有

重要的调节作用[5]
。

特别是
,

河蚌的外套膜外表皮细胞具有旺盛的钙质吸收和分泌活动[l6]
,

所以外套膜

组织中钙球体在钙的运输
、

贮存及钙的稳态平衡中起着重要作用
,

钙球体在组织中分布数量的多少从一

定角度反映了外套膜组织对外界钙的截流
,

贮存效率的高低
。
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3. 2 本实验 中外套膜表皮细胞周围介质中钙离子浓度为 10
一 ’一 10

’ Z
m of / L

,

据报道
,

一般细胞胞质内

钙离子的浓度低于 10
’ “

m of / L[l

’]
,

细胞质膜内
、

外 Ca
, +
浓度比率形成较大的浓度梯度

,

驱动细胞外 C扩
+

内流
。

已知
,

这些 C aZ
+
大多是通过相嵌在膜脂双层中的钙通道进人细胞内的[l

’]
。

然后在细胞内运输
,

再

通过外排作用进人结缔组织
,

作者推测
,

这些钙被其中的硫酸粘多糖捕获
,

包装成钙球体
,

经游走变形细

胞运输到一定部位
,

作为钙库而贮存起来
,

本研究中钙和粘多糖
、

游走变形细胞分布的一致性和游走变形

细胞胞质中含有大量的钙球体亦可得到证实
。

然而
,

当外界环境中 Ca
Z十
浓度升高超过一定水平时

,

组织培养的外套膜表皮细胞的 C 扩
十

吸收
、

截流

能力反而下降
,

造成组织内贮存钙量降低
,

表现为高 [C a
Z+
]组 (w 组 )组织中钙球体的减少

。

可以推测其

中的机制与钙通道 c扩
十 一A 冲

ase
的状态密切相 关

。

高浓度的钙离子通过影响膜脂的物理状态
,

使膜蛋白

的构象发生变化
,

从而使膜蛋白的功能受到调 节161
。

有 关资料表明川
,

蚌外套膜外表皮分泌细胞是兴奋性

细胞
,

细胞处于分泌状态时
,

产生类似心肌细胞的动作电位
,

包括一个钠离子依赖性的峰电位和一去极

化及电位
。

这种去极化电位形成一明显的平台期
。

去极化电位可被钙通道抑制剂如 M n
Z+
和 C扩

十

所阻

断
,

并与细胞外钙离子浓度密切相关
,

当钙离子浓度增大时
,

去极化电位增大
,

持续时间延长
。

可见
,

细胞

外钙离子的内流
,

使细胞内 Ca
Z十
累积到一定程度后

,

高浓度的钙对钙通道产生反馈抑制作用
,

导致细胞

质膜内
、

外两层的膜脂流动性下降
,

使镶嵌于膜脂中的钙通道构象发生变化
,

由激活转变成抑制状态
,

从

而减少了通过钙通道进人细胞的钙量
,

也就使外套膜外表皮细胞对钙离子的截流能力下降
。

3. 3 实验结果还显示
,

在培养了 17d 后
,

实验组中标准 「C a
Z+
〕组与较高 [0

2十
]组的组织中

,

其钙球体的

数量和分布都没有明显的差别
。

这表明在一定的钙浓度变化幅度内
,

离体外套膜组织能够调控钙代谢平

衡
。

估计这种调控主要与牛磺酸有关
。

石安静等研究了外套膜组织在离体培养条件下分泌物的性质[lc]
,

证明培养组织可分泌大量的牛磺酸
。

已有实验证明[8]
,

牛磺酸具有使 内向电流 (I c a) 稳定的作用
:
当 Ica

减弱或 Ca
Z+
通道受抑制时

,

牛磺酸能促进 C扩
+
内流;相反

,

当 Ca
Z十
内流超过正常时

,

牛磺酸能发挥类似

C aZ十 拮抗抑制剂的作用
,

提示了牛磺酸对动物细胞内的 C扩
+
具有稳态调节作用

,

能抑制由各种原因引起

的细胞内 Caz
十
的超负荷

。

如 sidne y K 巧e戊e [9] 发现处于低渗状态的海水贝红细胞在恢复体积的过程

中要受 C a
Z+
的调节

,

首先在细胞中出现 C扩
十

内流
,

随后某些特定的膜蛋白磷酸化
,

引起牛磺酸外流
,

表

明牛磺酸与 C扩
+
内流密切相关

。

巧c代e S
.
K 等[l0]还发现高浓度的钙会立即引发牛磺酸的外流

。

宿燕岗

等11
’〕在离体大鼠心室肌细胞中发现低浓度的牛磺酸在高钙浓度时对钙内流有抑制作用

,

高浓度的牛磺酸

作用更显著
。

因此作者推测离体培养的外套膜组织在较高钙浓度条件下
,

对钙代的调节主要是通过牛磺

酸来实现的
。

显然
,

牛磺酸的调节作用是限制在一定的钙浓度范围 内的
。

钙浓度过高时
,

超过了牛磺酸

的调节能力
,

外套膜组织中钙的累积和贮存则受到了抑制
.

在淡水珍珠养殖业中
,

人们经常施用生石灰(C ao )作为营养物质中钙的添加剂和水体的消毒剂
。

研

究表明
,

养殖水体中钙浓度要保持一定水平
,

才有利于蚌组织对钙的正常吸收和代谢
,

过量施用生石灰
,

使钙浓度过高
,

反而会出现钙代谢受阻滞现象
,

使蚌的正常代谢活动及珍珠
、

贝壳的形成受到影响
。

所

以
,

建议在生产实际中使用生石灰要适量
,

在达到营养和消毒 目的的同时
,

应考虑到水体中钙浓度不能过

高
。
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图 版 说 明

图 版 I

1
.
培养 17d

,

较高 [C
aZ十
〕组 (川组)

,

钙红法
,

A 示外表皮细胞
,

游离端呈钙强 阳性反应 (大箭头所示 )
,

细胞中部有很多

钙 阳性反应团块 (双箭头所示)和钙颗粒 (小箭头所示)
,

黑 二角形(▲)示细胞基部的钙阴性区
,

B 示结缔组织
,

x
1 3 2 氏

2
.
培养 17d

,

较高 [C a2
十

】组 (m 组)
,

钙红法
,

外表皮细胞 (小箭头所示)分泌物形成的
、

呈钙阳性反应的分泌带(大箭头

所示 )
,

B 示结缔组织
.
x 230 ;3

.
培养 17d

,

较高 【C
aZ+
]组 (II 组 )

,

茜素红 S 法
,

结缔组织中呈钙极强 阳性
、

密集成斑块

状的钙球体 (细箭头所示 )
.
x 825

;4
.
培养 28d

,

较高 [C 了
十

] 组 (l I组)
,

钙红法
,

结缔组织网络中密集的钙球体(细箭头

所示)
,

而肌纤维 (双箭头所示)间钙球体少
.
x 1320

;5
.
培养 8d

,

标准 [Ca
Z斗

] 组 (I组)
,

茜素红 S 法
,

结缔组织中单个

(小箭头所 示)和成团的 (大箭头所示)钙 球体及游走变形细胞中的钙球体 (双箭头所示 )
.
x l3加

;6
.
培养 8d

,

较高

[C
aZ十

] 组 (m 组 )
,

茜素红 S 法
,

结缔组织中呈钙 阳性 的钙球体 已聚积成大的团块 (细箭头所示 )
.
x 72仇 7

.
培养 2 8d

,

高 【C
aZ十 〕组 (w 组 )

,

茜素红 S法
,

结缔组织中钙球体很少
.
x 1320

;8
.
培养 17d

,

较高〔Ca
Z十

] 组 (I n 组)
.
茜素红 S 法

,

结缔组织 中有大小
、

形态差异大的钙球体
.
大

、

着色浅的钙球体 (双箭头所示)
,

小
、

着色深而均一的钙球体 (粗箭头所

示)
.
x l720
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