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摘要 � 用新设计的培养基培养了圆背角无齿蚌的血细胞
,

在倒置相差显微镜下进行 了活

体观察及扫描电镜摄影
。

发现培养的血细胞有无颗粒细胞
、

颗粒细胞
、

透明细胞和类淋巴

细胞
。

前三者均能伸出长的伪足和突起
,

与瓶壁紧密贴附
,

呈体外培养的成纤维细胞型 �

后者呈圆形
,

不与瓶壁贴附 � 四者的比例约为 � � � � � � �
。

在活体内注射或在培养基上加人

��  和 �� 几�
,

培养 �一�� 中
,

每天取部分供加人秋水仙素
,

用空气干燥法制片
,

作染色体

观察
,

但未观察到转化细胞和有丝分裂相
。

研究结果表明
,

圆背角无齿蚌的颗粒细胞
、

无

颗粒细胞和透明细胞在体外贴附玻璃表面的特征与高等动物的巨噬细胞类似
。

而不贴瓶

的圆形细胞与高等动物的淋 巴细胞类似
。

但在体外培养均不能繁殖
,

它们可能是高度分

化的细胞
。
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动物血细胞在体外培养已开展非常普遍
,

这是 由于取血 比其它组织细胞更容易
,

它既

少影响动物 的正常生理功能
,

又可多次抽取同一个体的血液进行反复实验
。

脊椎动物的

外周血在体外用植物凝集素 ��� �进行刺激可使淋巴细胞进人分裂周期而得到大量 的

分裂相
,

所以该技术已成为细胞遗传学和实验肿瘤学研究等常用技术
。

贝类的细胞培养开展极少
,

日本叮井昭曾作过海产的阿古屋贝外套膜的组织培养仁‘〕
,

石安静曾报道了三种淡水贝外套膜的组织培养及染色体研究和河蚌钩介幼虫 的原代细胞

培养�� 刊�
。

河蚌血细胞的培养国内外还鲜见报道
。

这一方面是 由于河蚌血液无色
,

没有

可见的血管
,

不便从血管抽取
,

而心脏又为薄膜状
,

为开放式血循环
,

要抽取能供细胞培养

的血液十分困难
,

而且河蚌心脏在近壳顶处
,

从心脏抽血时
,

从外套膜不断有水往下流
,

非

常容易污染
。

过去河蚌体液渗透压尚未见借鉴资料
,

配制的培养基难以适合其生长
。

所

以作者通过测定河蚌体液渗透压后并根据体液氨基酸测定
,

新设计了培养基
,

改进 了取血

方法
,

进行了血细胞的体外培养
,

期望为淡水贝类血细胞 的形态
、

结构
、

分类和功能的研究

提供有益的资料
。

收稿日期
� � � � � 一 � � 一 �� �修订日期

� � � � � 一 � � 一 � �

基金资助
� 国家自然科学基金资助项 目 编号

� � � � � � ���

作者简介
�石安静

,

女
,

重庆市梁平县人 �教授 �主要从事淡水贝类的研究



� 期 石安静等
�
圆背角无齿蚌血细胞培养

� 材料和方法

�
�

� 材料 使用中国广泛分布
、

尚能产珍珠的圆背角无齿蚌 �� � 叔
� � �� 了之众叉艺�� �� �� ��

�

五�� ��
�
�� �

,

采自成都郊区大面铺池塘
。

�
�

� 渗透压测定 用 日本第一科学�厂 �生产的渗透压仪 ��地� �� ���  � 一 �� � �测定的

圆背角无齿蚌体液渗透压为 � � �� �� 吨
。

�
�

� 培养基配制 平衡盐溶液配制同文献�� 
。

培养基氨基酸成分根据河蚌体液氨酸测

定结果
,

与 �
� �� �� 等设计的 ��� 综合培养基相 比

,

增加�� � �� �牛磺酸 �
�

�� �磷酸丝氨酸

�
�

��� 鸟氨酸 ��
�

� �� 氨基丁酸 � �
�

��� 天 门冬酞胺 �
�

��� 而减少 了 � 一 胧氨酸
、

� 一 谷氨

酸
、

� 一 麦酞胺
、

甘氨酸
、

� 一 蛋氨酸
、

� 一脯氨酸
、

� 一 经脯氨酸
。

培养基中维生素�� � �� �

加人偏多酸钙 �� �氯化胆碱 �� � 叶酸 �� �落酞胺 �� �盐酸毗哆醇 �� �肌醇 �� �核黄素 �
�

�
,

维生素 ��
�
�� �维生素 段�

。

综合培养基每 ���
���� 加胎牛血清 �

�

�� ��
,

青霉素
、

卡那霉素

各 � �� �阔� �
。

�
�

� 血细胞培养 因心脏取血易污染改为从闭壳肌取血
,

每只蚌抽取 �一 �� � �
。

用

�� � 乙醇消毒闭壳肌以后
,

将注射器插人闭壳肌
,

慢慢抽取血液
,

注人培养瓶
,

放置 �一
��

,

再用吸管将血清吸出
,

加人培养基
,

�� ℃恒温箱中培养
。

培养的血细胞用倒置相差显

微镜作活体观察及摄影
。

�
�

� 注入或加入有丝分裂原的培养 注人有丝分裂原 的培养是在取血前 �� 和 � � 在蚌

的内脏团中注人 �� 或 � �� �刀豆蛋白 � �各 �
�

� � �用蚌平衡盐溶液溶解为 �� � � �
,

然后

从闭壳肌取血进行体外培养
。

加人有丝分裂原 的培养是取血前不作任何处理
,

而在培养

基中加人最终浓度为 �
�

�� 一代〕
�

�� �八
��� � ! 或 肠��

,

取血细胞培养 �一��
,

每天取一批
,

于终止前 �一��� 加人秋水仙素�最终浓度为 �
�

�� 阔� � �
,

然后用蒸馏水低渗
,

卡洛液 固

定
,

用空气干燥法制备染色体
。

�
�

� 扫描电镜观察 将培养 �一币� 的血细胞振摇或用 吸管吹打下来
,

倒人离心 管
,

以

� ��一� ���� � �� 离心 �而�
,

用滤纸吸去多余的液体
,

用 � � 的戊二醛��℃ �预 固定 ��
,

用磷

酸缓冲液洗 � 次
,

� �锹酸后 固定 ��
,

逐级丙酮脱水
,

醋酸异戊醋置换丙酮
,

作临界点干

燥
,

喷镀碳金后
,

在扫描电镜下观察
。

� 结果

�
�

� 倒里相差显微镜的活体观察

培养 �
�

� � 的血细胞
,

许多 已贴于瓶底
,

轻摇培养瓶
,

细胞只略微晃动而不再悬浮
,

此

时细胞基本上为圆形
,

个别伸出了短的伪足
。

培养 �一�� 后
,

多数细胞边缘伸出了较长的

突起
,

已与瓶壁较好贴附
,

摇动培养瓶
,

不再晃动
,

仔细观察已伸出伪足的细胞能借突起的

伸长在玻璃表面缓慢移动
。

培养 �� �
,

绝大多数细胞已伸出长的伪足并互相连成网状 �图版 �� � �
,

细胞有时向相

同一个方向伸出伪足
,

形成竹丛状�图版 �� � �
,

此时的细胞立体感强
,

已与瓶壁紧密贴附
,

从形态上可分为四类
� � 无颗粒细胞 �胞体伸展很长

,

胞质中看不见颗粒
,

类似离体培养的

实体组织的成纤维细胞 � � 颗粒细胞 �
胞质中有许多大小 不等折光性强的圆形粗大颗粒
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�图版 �� � �
,

胞体伪足较无颗粒细胞短
,

但数量多 � � 透明细胞 �
胞体铺展宽大

、

扁平
,

呈透

明状 �图版 � � �
,

个� ��类淋巴细胞 � 圆形
,

胞核大
,

核外仅包被一薄层胞质
,

整个细胞折光

性强
,

有的有短的伪足
,

但一直不与瓶壁贴附
,

常附着于颗粒细胞和无颗粒细胞伸出的伪

足旁边 � 图版 � � �
、

�
,

个�此类细胞具脊椎动物典型 的淋 巴细胞形态
。

几种细胞 的比例约

为�
� � � � � �

。

在血细胞密集的地方
,

也有些细胞形成类似培养的上皮细胞片
,

细胞有短的

伪足或突起
,

但细胞间的空隙仍较一般体外培养的实体组织的上皮细胞为宽 �图版 � � � �
。

培养 �一�� 时
,

部分细胞的胞质更加铺展
,

细胞变得扁平
,

而部分细胞的伪足则缩短
,

细胞相互靠拢
,

常形成折光性强 的细胞 团 �图版 � � �
、

�
,

们
。

培养 � � 币� 后
,

绝大多数细

胞收回伪足和突起
,

而逐渐变圆
,

贴壁能力减弱而易浮动
,

这种半悬浮
、

悬浮状态可持续

��一 ���
,

以后细胞逐渐解体
,

细胞数量减少 �图版 � � � �
。

�
�

� 扫描电镜观察

扫描电镜下也观察到血细胞有颗粒细胞
、

无颗粒细胞
、

透明细胞和类淋巴 细胞四种
。

类淋巴细胞略小
,

呈球形
,

表面有微小皱折或沟纹 �图版 � � �
,

个� �无颗粒细胞常在一侧伸

出许多树根样的粗大突起
,

胞体呈现凹凸不平的沟或谷 � 图版 � � � � �颗粒细胞呈球形时
,

从表面几乎能清楚数出包在细胞 内的颗粒数目 �图版 � � �� �
,

颗粒的大小变化很大
,

小颗

粒直径约为 �
�

�脚
�大颗粒直径可达 �

�

�脚 �图版 � � � �
。

颗粒细胞有脱颗粒现象
。

当细

胞脱颗粒时
,

常在未脱颗粒的一侧 �图版 � � ��
,

个�伸出长的放射状伪足
,

脱去颗粒一侧
,

胞质铺展呈多皱折的叶片状 �图版 � � ��
,

们
。

当颗粒脱完后
,

细胞铺展呈不规则的多层

花瓣状 �图版 � � �� �
。

当脱颗粒时
,

颗粒呈球形
,

大小均匀
,

脱出的颗粒一般离开细胞而不

粘附于细胞表面 �图版 � � ��
,

�� �
。

而当颗粒小
、

颗粒形状大小不规则时
,

细胞脱出的颗粒

几乎都粘附在细胞表面 �图版 � � �
,

们
。

�
�

� 活体注入或加入 �� � 、�翻�� 的血细胞培养

在活体内注人 �� 
、

�� � � 有丝分裂原
,

然后取血和在培养基中加人多种不同浓度的

�� 和 �� ��
,

培养细胞 �一�� 中
,

每天取一批中止培养
,

经过低渗
、

固定后滴片
,

观察到

约有 1/ 5 的细胞核完全固缩
,

被 Gi
~

均匀染成深蓝色
,

有 4/5 的细胞核染成浅紫红色
,

染色质较疏松
,

异染色质呈点状或丝状
。

然而所有标本中均未见细胞核体积变大
、

发生转

化
、

形成棒状染色体的细胞核
,

更未见有丝分裂相
。

3 讨论

3
.
1 脊椎动物的全血培养或分离的淋巴细胞在体外培养时

,

均为悬浮型 [6]
。

而作者培养

的圆背角无齿蚌的血细胞除少数细胞核大
、

胞质少
、

圆球形
、

不贴附玻璃瓶 的类淋巴细胞

外
,

其余的血细胞包括无颗粒细胞
、

颗粒细胞和透 明细胞均可贴附于玻璃表面
,

呈体外培

养的成纤维细胞型 (图版 I:1一4)
。

已有研究表明
,

脊椎动物体外培养细胞除实体组织 的

细胞外
,

具游走性的细胞中
,

只有巨噬细胞和其前身
—

单核细胞
,

在体外具贴附玻璃和

塑料表面的特性[7j
。

因而常用此法来分离巨噬细胞进行体外培养
,

体外培养的巨噬细胞

在 2一3h 失去圆球形
,

附着在玻璃表面
,

变成扁平状
,

伸出大量伪足
,

用相差显微镜容易看

到扁平极薄的胞质外缘扩展为皱折
,

进行连续的波浪式运行
。

当细胞拥挤
、

彼此接触时
,

伸出短的伪足
,

彼此粘着类似上皮
,

从培养瓶表面剥下来时可成为一层很坚固的不破坏的



期 石安静等
:
圆背角无齿蚌血细胞培养

膜[8]
。

从圆背角无齿蚌贴瓶的血细胞的特点来看
,

起初为圆球形
,

2 一3h 后紧贴玻璃瓶表

面
,

有活跃的变形运动
,

细胞密集时形成类似培养的上皮细胞型
。

这些特征都与体外培养

的巨噬细胞相同
。

因此
,

作者认为圆背角无齿蚌的血细胞 中除少数类淋巴细胞外
,

大量的

是脊椎动物血细胞中很少而在疏松结缔组织及其它组织中较多的巨噬细胞
,

这表明贝类

可能 由于无体液免疫
,

只有细胞免疫
,

因而在血液中有大量在免疫中起重要作用的巨噬细

胞
。

这种巨噬细胞数量很多
,

其吞噬功能可能在贝类免疫中起着主导作用
。

3

.

2 在扫描电镜下观察到圆背角无齿蚌的颗粒细胞中含有粗大颗粒和小颗粒
,

并有脱颗

粒现象
。

在脊椎动物血细胞中
,

现知道只有嗜碱性粒细胞和肥大细胞的胞浆中有粗大 的

颗粒
,

并具有脱颗粒作用
,

它们的脱颗粒作用是一种主动过程
,

通常不破坏细胞
,

脱颗粒的

机制是机体接受引起超敏反应的变应原刺激后
,

有些个体在体内能产生 IgE 类抗体
,

I醉
与肥大细胞和嗜碱性粒细胞结合

,

当相同变应原再次人侵时
,

与细胞表面的 I薛特异结合

形成复合物
,

该复合物能激活肥大细胞和嗜碱性粒细胞脱颗粒
。

从排出的颗粒中释放出

一系列生物活性物质
,

如组胺
、

白三烯
、

激肤等
,

而引起毛细血管扩张
、

血管壁通透性增加
、

平滑肌收缩
、

腺体分泌增多等超敏反应[9]
。

培养的血细胞在扫描电镜下观察到了脱颗粒

的一系列形态变化
,

即尚未脱颗粒
、

脱去部分颗粒
、

脱去全部颗粒后 细胞完好呈铺展 的多

皱折状态
,

均表明脱颗粒是一种主动过程
,

细胞并不破坏
。

至于脱颗粒的原因及机制
,

由

于贝类体内不产生抗体
,

那么脱颗粒作用是受什么刺激后而发生 ? 颗粒中含有什么生物

活性物质? 深人研究这些问题对贝类免疫机理的阐明是十分有意义的
。

3

.

3 贝类血细胞的分类一直分歧很大
,

有人将其分为三类
:
无颗粒细胞

、

微小颗粒细胞
、

粗

大颗粒细胞[
‘0] ,

也有人将其分为四类
:
颗粒细胞

、

无颗粒细胞
、

透明细胞
、

浆细胞
,

还有人将

其分为八类
,

甚至几十类[ll]
,

至今无统一命名
。

从圆背角无齿蚌血细胞培养在倒置相差显

微镜下作活体观察和用扫描电镜观察后表明
,

圆背角无齿蚌血细胞有四种类型
:
(1) 类淋 巴

细胞
:
圆球形

,

不贴附玻璃表面
,

胞核大
,

胞质少仅外绕核一薄层
,

无颗粒
,

这些特征均为脊椎

动物淋巴细胞相似
。

由于贝类尚未发现淋巴组织
,

因此称类淋 巴细胞比较恰当
。

( 2) 透明

细胞
:
能紧贴玻璃表面

,

胞体宽大
、

扁平
,

呈透明状
。

( 3) 颗粒细胞
:
胞质中有大小不等的粗大

颗粒
。

( 4) 无颗粒细胞
:
形态特征略与颗粒细胞相同

,

只是胞质中无颗粒
。

颗粒细胞中的颗

粒大小
、

数量本身相差是比较大的
,

因此将其分为粗大颗粒细胞和微小颗粒细胞不是很确切

的
。

至于有人在贝类血细胞分类中分为浆细胞
,

因浆细胞在高等动物体液免疫中是产生抗

体的细胞
,

而无脊椎动物不产生抗体
,

所以作者认为贝类血细胞命此名不甚妥当
。

3

.

4 植物凝集素(PH A )和刀豆蛋 白 A (Cb几A )是常用的有丝分裂原
,

与脊椎动物外周血

淋巴细胞共同孵育可刺激静止的 T 淋巴细胞转化为淋巴母细胞
,

合成 D N A
,

进行有丝分

裂
。

这是由于 T 淋巴细胞表面有 PH A
、

肠
1
认 相应 的表面受体

。

脊椎动物的巨噬细胞在

体外培养也不能繁殖
,

被认为是高度分化 的缘故
。

对圆背角无齿蚌的血细胞在培养前活

体注人 PH A
、

肠nA 和在离体培养过程中加人多种浓度 的 PH A
、

C b n A

,

均未见细胞转化和

有丝分裂相
,

一方面表明其血细胞可能无此两种有丝分裂原的受体
,

另一方面也可能是由

于细胞 已高度分化
,

在离体条件下也不能繁殖
。

到底是什么原因还有待于进一步探讨
。
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