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,
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本文研究河蚌外套膜组织培养细胞分泌珍珠质的药理作用
。

组织培养后的培养液
,

能缩

短小白鼠出血时间
。

用组织培养后的培养液及组织块水解液
,

对大鼠离体子宫及蟾蛛离体心

脏收缩有增强作用
,

对兔离体小肠有抑制作用
。

这些药理作用与培养液中牛磺酸含量变化一

致
。

实验结果表明
,

河蚌分泌珍珠质的细胞
,

在离体人工培养条件下
,

能旺盛地分泌珍珠质
,

分

泌的珍珠质具有天然珍珠相同的一些药理作用
。

关键词 珍珠质
,

组织培养
,

药理作用
,

河蚌

贝类的外套膜能分泌珍珠质
,

并形成珍珠
。

珍珠不仅是高级装饰品和化妆品的原料
,

也是名贵中药材
,

具有多种药效作用【’
,

’�
。

近年来的研究表明
,

珍珠中具有药效和药理作

用的重要成分之一是牛磺酸 ��一氨基乙磺酸�� �
。

关于河蚌外套膜的离体组织培养
,

本文

作者 已作报道 �� 
。

在离体培养下
,

外套膜组织细胞不仅能生长
一

与繁殖
,

并具有旺盛的分泌

活动
。

但是
,

培养细胞的分泌物是否具有珍珠质的药效和药理作用
,

至今国内外尚未见报

道
。

为此
,

本文利用离体组织培养细胞分泌物对小鼠出血时间
、

大 鼠离体子宫
、

家兔离体

小肠
、

蟾蛛离体心脏的影响
,

以及这些影响与分泌物中牛磺酸含量的关系等几方面
,

探讨

了培养组织分泌物的药理作用
,

从而证明离体培养组织能够产生并分泌珍珠质
。

� 材料与方法

三角 帆 蚌 【场
�

�’�� ��� �� �� �� �’�’ �� �� � �产于 南京 浦 口 � 褶 纹冠蚌【�
�
�� �� �’� � �� �� ��

�� ��  � ��由湖南引种成都金堂自繁 � 背角无齿蚌队
� �
��
� �� 、 � � ��’�

� � ��� ���� �� � �� � � ��产

自成都郊区
。

取上述三种河蚌 ��一� 龄 �的外套膜
,

按报道的方法进行组织培养
。

�
�

� 分别取组织培养 �
、

� �
、

��� 后 的培养 液
,

以 � ���� � � �� 离心 �� � ��
,

取上 清液调

� �  
�

�
,

备用
。

实验时以未培养组织的空白培养基作对照
。

‘

国家自然科学基金资助项 目
。

�� � � 年 � 月 � 日修回
。
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� � 将培养 �
、

��
、

��� 后的组织块用河蚌的平衡盐溶液 �
��洗涤数次

,

����� � � �� 离心

� �� ��
,

去掉上清液
。

将组织块剪碎放进试管
,

加人 � � ��  � � �� � ��℃封管水解 �� �
,

将水解液过滤
,

滤液于 �� ℃水浴上蒸干
。

以 �� 组织分别加人洛氏 ���� �
�
�液 �用于子宫

试验 �
、

台氏 �� ��� ��� 液 �用于小肠试验 �
、

任氏 ��� � � � ��液 �用于心脏试验�
,

并调 � � 至中

性
,

备用
。

另取鲜河蚌外套膜组织
,

用同样方法制备未培养组织水解液
,

作为对照
。

�
�

� 用小 鼠 � �� 只进行出血时间试验
,

鼠体重 �� 一� � �
,

随机分成 � 组
,

分别以 �� �� 只

剂量腹腔注射 �
、

��
、

� �� 的培养液或空 白培养基或生理盐水
,

��� �� 后按剪尾法 �� 进行试

验
�
将小鼠躯体装进用塑料筒特制的固定器中

,

只露出尾 巴
,

剪去尾尖的细毛
,

然后剪去尾

尖
,

长度统一为 �� �
,

用秒表记时间
。

出血后每隔 ��一� �� 用滤纸吸去血滴
,

避免挤压伤

口
,

直到滤纸上无血为止
,

所需时间即为出血时间
。

�
�

� 大鼠离体子宫试验共用体重 ��� 一� ��� 的雌性无孕大鼠 �� 只
,

仿 � �� �� �法 ���
,

并

略加改进
� 用锤子猛击大 鼠头部致昏

,

剖开下腹取子宫角
,

长度为 �
�

�� � 左右
,

固定 于盛

有 ��� �洛氏液的麦氏浴槽内
,

并不断向麦氏浴槽内充人空气
。

洛氏液保持在 �� ℃左右
,

然后将子宫角一端连于描记笔上
,

待记纹鼓上收缩曲线稳定后
,

再分别加入不同时间培养

后 的培养液
、

空 白培养基
、

培养组织与未培养组织水解液
,

观察对子宫收缩的影响
。

�
�

� 家兔离体小肠试验共用家兔 加 只
,

体重 �
�

�一�
�

�� �
,

雌雄不限
,

按文献【�� 的方法
,

略

加改进 � 用锤子猛击兔头致死
,

沿腹 白线剖开腹腔
,

取回肠管
,

长 �
�

�� � 左右
,

立即放人盛

有 �� ℃ 台氏液的培养皿中
,

除去肠 中内容物
,

洗涤肠管数次
,

然后固定于盛有 �� � �台氏

液的麦氏浴槽内
,

不断向浴槽充人空气
,

台氏液温度保持 �� ℃左右
。

在记纹鼓上描记其

活动曲线
,

待曲线稳定之后
,

再分别加人培养后的培养液
、

空白培养基
、

培养组织与未培养

组织水解液
,

观察对小肠活动的影响
。

�
�

� 蟾蛛离体心脏试验共用蟾蛛 巧 只
,

体重 ��� 一�� � �
,

雌雄均有
。

按 �� �� � � 氏蛙心灌

注法制备离体心脏 �� 
,

描记活动曲线于记纹鼓上
。

套管内盛有任氏液 �� �
,

记录正常收缩

曲线
。

待收缩活动完全稳定后
,

吸出全部任氏液
,

迅速加人等量未培养组织水解液
,

观察

心脏活动 �一 ��� ��
,

又 吸出未培养组织水解液
,

用任氏液洗涤心脏数次
。

直到心跳恢复

正常为止
,

再加人培养 ��� 后 的组织水解液 ���
,

观察对心脏收缩的影响
。

�
�

� 牛磺酸含量测定
,

取组织培养 �
、

��
、

� �� 后的培养液及空白培养基
,

以 ����� � � � 

离心 ��� ��
,

取上清液 �� �于试管 中
,

加 �� � �� � � � ��� �
,

混合后真空下封管
,

于 � ����

水解 �� �
,

取出开管
,

在 ��� ℃水浴 上蒸干
,

加重蒸水两次蒸干
,

再加人 �
�

��  !
�

��� �� � �

� � � � 溶液
,

室 温 下放 置 � �
,

用 �
�

� �� � � � � � � �定容 至 �� �
。

使用 美国 � � �� � � �

� ��  � 氨基酸分析仪
,

按单钾柱生理体液法测定牛磺酸含量
。

� 结果

�
�

� 组织培养后的培养液对小 鼠出血时间的影响

以培养不同时间的培养液分组注射小鼠
,

对小鼠出血时间的影响见表 �
。

由表 � 可见
,

注射培养基和培养 �� 的培养液组
,

与注射生理盐水组 �对照组 �相 比
,

其出血时间没有显著性差异 �� � �
�

��  � 注射培养 ��� 的培养液组
,

与对照组 比较
,

其差异
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显著 �� � �� � �� � 而 注射培养 ��� 的培养液组
,

与对 照 组相 比
,

具 有 极显著性差异

�� � �
�

� ��
。

这表 明河蚌外套膜经组织培养后 的培养液
,

具有缩短小鼠出血时间的作用
,

并随培养时间的延长
,

这种作用愈强
。

表 � 外套膜组织培养后的培养液对小鼠出血时间的影响

� � �
�

� � ���
��� � � ��� � � � ��� ���� �   � ��� � � � �� �� ��� � � � ��� ���� � �� � � � �  �主� � � �� �� �

组组 别别 样 品 数 量量 � 士 ���� ��� ���

��� � �  � ��� �� � � �� �一� ��� � �� !∀#∃∃∃ % &   #####

∋∋∋
(
生理盐水水 2000 7

.
26士 1

.
6 222 1 3 7 222 ) 0

.
0 555

SSS a li叱叱 2222 5
.
90 士 0

.
9 666 1 9 1444 > 0刀555

222
.
未培养细胞的培养液液 2222 5

_
14 士 0

_
8 888 2 5 6 666 < 0 0 555

CCC u ltu re so lu tio nnn 2 666 3
_
6 8 士 0 7 222 3

.
5 6 333 ( 0 0 111

333
.

培养 sd 的培养液液 2222 3
.
3 1士 0

.
6 6666666

SSS o lu t io n w ith 5 d a y t is su eeeeeeeeeee

eee u !t u r in ggggggggggg

444
.

培养 10d 的培养液液液液液液

SSS olution w ith 10 day tissu eeeeeeeeeee

eeeulturinggggggggggg

555
.
培养 15d 的培养液液液液液液

SSS olution w ith 15 day tissueeeeeeeeeee

eeeu lturinggggggggggg

2. 2 组织培养后的培养液和组织水解液对大鼠离体子宫的影响

2. 2
.
1 组织培养液的影响 实验用 25 只大 鼠离体子宫

,

依次加空白培养基
、

组织培养

sd
、

I O d

、

1 5 d 后的培养液 Zm l
。

结果组织培养液与空白培养基比较
,

使子宫收缩幅度有明

显增加
,

并且随着培养时间的延长
,

对子宫收缩的影响愈大(图 1)
。

A

培养液

2
.
2
.
2

图 l 外套膜组织培养液对大 鼠离体子宫的影响

F lg
.
l E ffe

ets o fth e m antle tissu e eu ltured so1u t1o n on ra tu terus in vitro

加 未培 养液 C u lture solu tio n ad ded :B 加 sd 培养液 5一d a y tis s u e c u lt u r e d s o l u t io n a d d e d : C 加 lod

]0一d a y t is s u e e u l :u r e d s o lu t io n a d d e d : D 加 15d 培养液 15一d a y tlssu e eu ltu red so lu tio n a d d e d

组织水解液的影响 用 4 只大鼠离体子宫
,

依次加未培养和培养 7d
、

1
5d 后的组
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织水解液 lm l
。

结果培养组织水解液使大鼠离体子宫收缩均有明显增加
,

而且随组织培

养时间延长
,

子宫收缩幅度更加显著地增大 (图 2)
。

t

C

图 2 外套膜培养组织水解液对大 鼠离体子宫的影响

F ig
.
2 E ffe

cts o fthe h ydro1ysed m an tle tissue eultu red so lution o n ratu terus in vitro

A 加未培养组织水解液 H ydrolysed cultu re solu tion ad ded:B 加培养 7d 水解液 H yd rolysed 7一d a y tis s u e

e u l t u r e d s o lu t一o n a
d d

e
d ; C 加培养 1sd 水解液 H yd rolysed ]5一d a y t is s u e e u l tu r e d s o lu ti o n a d d e d

2. 3 组织培养后的培养液和培养组织水解液对家兔离体小肠活动的影响

2. 3
.
1 组织培养液的影响 用 15 只兔离体小肠

,

依次加空白培养基和组织培养 5d
、

10
d

、

1
5d 后的培养液各 2m l

。

实验结果表明
,

空 白培养基作用不明显
,

而组织培养液均使小肠

收缩受到抑制
,

1
0d 与 15d 的抑制作用 比培养 5d 的显著

,

而培养 15d 又 比 ro d 的抑制作

用更强 (图 3)
。

~ 少耐饭沪俪动彻卜一枷险~ 丙 夕贴硒九脚
勺

脚叼叭户试内‘习城脚宙‘协钻动四助

叉

咋灿从诚、叭

一
洲腼叭

一
~~~动

图 3 外套膜组织培养液对家兔离体小肠的影响

F ig
.
3 E ffe

ets o f the m a们r le t i
s s u e e u

lt
u r e

d
s o

l
u t 一o n o n a c ti

v l ty
o
f
r a
b b i t

s
m
a
ll i

n t e s t i
n e

in
v it r o

A 一D 图注同图 1 See the legend s
.
fo r F ig

.
l

2. 3. 2 组织水解液的影响 实验用 5 只兔离体小肠
,

依次加未培养组织水解液和培养

7d
、

1
5d
的组织水解 液各 lm l

,

结果表明
,

培养组织水解液也具有抑制小肠收缩的作用
,

主

要表现为小肠收缩的频率减少
,

舒张期延长
。

培养组织 比未培养组织作用强
,

培养 15d

的又 比 7d 的更显著 (图 4)
。

恤确叻晰响咖拟州协脚拟附州洒州
个

A
~ 协协枷沪咧内四四归认M

B

加啊钟邮灿咖卿
八咖V 内从峋咖办协呱胡

C
图 4 外套膜培养组织水解液对家兔离体小肠 的影响

F 194 E ffe
ets ofthe h ydroly sed m antle tissu e eu ltu re d , o
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A 一C 图注同图 2 See the legend s
.
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·
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2. 4 未培养和培养 10d 后的组织水解液对蟾蛤离体心脏活动的影响

未培养组织水解液和 培养 10 d 的组织水解液对 心跳 频率均无影响 (p > 0. 0 5) (表

2)
。

加未培养组织水解液后 的心搏 工作量
,

与加药前正常工作量相 比
,

无显著性差异

(p > 0
.
05 );加培养 IOd 培养液的心搏工作量

,

两者有极显著性差异(p < 0
.
0 1)

。

表明 10d

的组织水解液对心搏强度有明显增强作用
,

而未培养组织水解液作用极不明显
。

表 2 未培养和培养 10d 的组织水解液对姗蛛离体心脏活动的影响

T ab
.
2 E ffe

ers ofh ydro lysed un一c u ltu r e d a n d 1 0 一d ay e u ltu red so lu t一o n o n a e t 一v 一ty o
f t

o a
d h

e a r t in v
i r
r o

未未未培养组织水解液液 培养 10 d 的组织水解液液

UUUUU n 一cu ltu re d so lu tio nnn 10 一d a y c u ltu re d so lu t一o nnn

未未未加水解液液 加水解液液 PPP 未加水解液液 加水解液液 PPP

HHHHH ydrolysed 50
---

H ydroly sed 50
-----

H ydroly sed 50
---

H yd rolysed 50
-----

lllllution u n一a d d e ddd l u ti o n a d d e ddddd l u t io n u n 一a d d e ddd IU tio n a d d e ddddd

」」

心 率率 35 士 2
.
0 6 444 3 5 士 2

.
0 2 444 > 0

.
0 555 3 2 士 1

.
6 7 777 3 2 士 1

,

6 5 777
)

0 0 555

HHH R
(

B

e a
t

s

/ m i

n

)))))))))))))))

工工作量量 158
.
7 土 2

.
0 3 111 1 5 8

.
9 士 2

.
0 2 444 > 0

.
0 555 1 5 9

.
8 士 1

.
3 8444 18 6

.
0 士 1

.
5 6 666 < 0

.
0 111

WWW
o rk a m o u n ttttttttttttttt

(((m m / m ln )))))))))))))))

2. 5 牛磺酸含量测定

背角无齿蚌外套膜经组织培养 5d
、

1 0 d

、

1
5d
后的培养液

,

与空白培养基 (加有牛血清

等成分
,

本身含有一定量牛磺酸 )比较
,

牛磺酸的含量明显增加
,

并随着培养时间的延长
,

牛磺酸含量增加更显著〔表 3)
。

表 3 组织培养后的培养液与空白培养基中牛磺酸含, 的比较 (雌 /L)
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3 讨论

组织培养技术
,

在人和脊椎动物方面已有不少成功的报道
,

已获得多种用途的研究成
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果
。

但在无脊椎动物
,

尤其是水生低等变温动物方面
,

成功地应用这种技术的报道极少
。

作者在应用三种淡水育珠蚌外套膜组织培养成功的基础上
,

进一步探索培养组织细胞在

培养过程中是否能产生珍珠质
,

其分泌物是否具有珍珠的药理作用
,

得到了初步结果
。

3

.

1 育珠河蚌外套膜组织培养液和组织水解液均能明显缩短小鼠出血时间
,

表明有止血

作用 ;对大鼠离体子宫和蟾蛛离体心脏收缩可增大振幅
,

表明具有增强子宫平滑肌和心肌

收缩强度的作用 ;能抑制兔离体小肠的收缩
,

表明有降低小肠平滑肌张力的作用
。

这些结

果与珍珠的药理作用相同【
’l

,

也与已用于临床的珍珠 贝精母注射液的药理作用一致[3]
。

3

.

2 实验中观察到
,

随外套膜组织培养时间的延长
,

组织培养液及培养组织水解液的药

理作用越强
。

至于超过 15d 继续培养
,

分泌活动及其药理作用是否继续加强
,

培养多少

时间为最佳
,

有待进一步研究
。

3. 3 未培养组织培养基中的牛磺酸
,

来自培养基成分中的小牛血清
,

因而未培养组织的

培养液也对小鼠出血时间等药理作用略有影响 (但不具统计学意义 )
。

培养细胞分泌物中

牛磺酸的含量
,

随培养时间的延长而显著增加
,

表明培养细胞有合成牛磺酸的能力
。

其变

化趋势与药理作用的变化一致
,

与王顺年等ls]及陈再智等囚的研究结果相吻合
。

同时还表

明
,

组织培养后 的培养液和培养组织水解液对出血时问
、

大 鼠子宫
、

家兔小肠及蟾蛛心脏

活动也有影响
。

3. 4 本文药理作用试验
,

既用了组织培养后的培养液
,

又用 了培养组织的水解液
,

两者的

药理作用及其作用趋势均相同
,

表明培养组织的培养细胞既能形成珍珠质成分
,

也能分泌

珍珠质成分
,

以液态和可溶性形式存在于培养液中
。

本文从药理作用的角度表明
,

淡水育珠蚌外套膜能进行离体组织培养
,

培养组织的细

胞能够分泌与珍珠相 同药效的有效成分
,

这为证明利用组织培养技术来生产用于医药
、

化

妆品
、

保健食品等方面的珍珠液的意义和价值
,

提供了证据
。

并为利用其它软体动物的组

织培养技术来获得有广泛应用价值的细胞产物
,

提供有益的参考
。
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