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椭圆背角无齿蚌外套膜组织培养与未培养

细胞分泌活动的扫描电镜观察
�

石 安静 龚由彬
�四川大学生物系 ,

成都 � 一� � � � �

提 要

作者用扫描电镜及相差显微镜
,
对椭圆背角无齿蚌外套膜组织培养与未培养细胞的分泌

活动进行了研究
,

观察到两者的分泌活动都是十分旺盛的
。

培养细胞有局部分泌和顶浆分泌
。

细胞分泌形态观察到三种 � ��� 分泌端形成 由膜包裹的突起
,

突起逐渐伸长
,
基部变成细颈

,

最后脱离细胞成为分泌泡�局部分泌� ��� �细胞端部伸出长足
,

将分泌物排到较远处分泌后
,

长

足缩回恢复原状 ��� �分泌端伸出很多细枝
,

分泌物随后如液流式涌出细胞�顶浆分泌�
。

取外

套膜色线边组织为材料
,

培养后在组织块和细胞上有角质素�与贝壳最外层相似 �类的茶褐色

结晶和无定形分泌物形成 �用去掉色线边的外表皮组织块培养
,

则有珍珠 �与贝壳最内层相似�

状的白色和淡黄色结晶生成
。

表明了细胞在适宜的条件下培养
,

所形成的分泌物的性质可能

与活体相同
。

因此大批 量培养细胞可能得到人们希望获得的细胞产物
。

关链词 椭圆背角无齿蚌
,

外套膜
,

分泌活动
,

扫描电镜

贝类外套膜的分泌物能形成贝壳
,

保护 内脏
。

随着贝的生长
,

贝壳也逐渐长大和加

厚
,

外套膜也不断分泌具有润滑作用的粘液来保护表皮
。

贝的外套膜还能分泌珍珠质
,

在

贝壳内面形成绚丽的珍珠层��,
刀 。

人们利用此种特性进行人工育珠
,

获得球形或象形珍珠

作为装饰品
。

珍珠又是贵重的中药材
,

有解毒
、

明 目
、

消炎等多种功效
。

因而研究贝类外

套膜细胞的分泌作用
,

对探讨分泌细胞的生理功能
、

珍珠形成机理和珍珠的药理作用等方

面都是十分有意义的
。

尤其是研究外套膜组织培养细胞的分泌作用
,

对了解体外培养细

胞生长
、

繁殖和分泌的最适条件
,

并为利用细胞大规模培养获得贵重的细胞产物的生物技

术等方面
,

从而提供了有价值的资料
。
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未培并的组织块 把外套膜用削膜法将内
、

外表皮组织分开
,

在蚌的平衡盐溶液中反

复洗涤
。

内
、

外表皮组织条分别切成约为 � � � � � 的小块
,

放在盖玻片上
,

用 �沁 戊二醛

��℃ �进行预固定 ��
。

组织培养 外套膜在培养前为了防止细菌
、

霉菌
、

原生动物
、

藻类等的污染
,

除用 自来

水充分冲洗外
,

取材后人无菌室则用无菌的滤纸或纱布把分泌物和粘液仔细擦洗数次
,

又

用含高浓度的青霉素
、

链霉素和卡那霉素的平衡盐溶液洗 �� 一�� 次后
,

再用不含抗菌素

的平衡盐溶液洗数次
,

以除去高浓度抗菌素对细胞的伤害
。

培养 �
、

� �
、

巧� 的外套膜内
、

�

外表皮组织块
,

用弯头镊子从培养瓶中取出
,

放在小盖玻片上
,

进行与未培养组织相同的

预固定
。

培养细胞 来自椭圆背角无齿蚌外套膜组织培养的原代细胞�� �� 。

取细胞时摇动 培

养瓶 �细胞贴壁不太紧密 �
,

将培养液和细胞倒人离心管
,

再用 � �。。� � � �� 的转速离心 �一

� � ��
,

去掉培养液
,

用磷酸缓冲液�州�
�

� �洗两次
,

把细胞滴在铺有 ��� � �
膜的小盖片上

,
�

自然沉降 �� � � �
,

用滤纸吸去多余的液体
,

再用 �务戊二醛预 固定 ��
。

组织块和细胞处理方法均相同
,

即用磷酸缓冲液洗 � 次后
,

用 �界饿酸固定 �五
,

再洗

涤
,

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
,

进行扫描电镜观
�

察
。

结 果

�一 � 未培并的组织和细胞衰面的分泌物

�
�

内表皮 低倍镜下观察到内表皮组织表面有许多无定形的块状和丝状分泌物
。

在

高倍镜下观察
,

组织的表面密布纤毛丛
,

有许多基部光滑游离端具有微绒毛的细胞夹在纤

毛细胞之间
,

亦有直径为 � 拼� 左右的球形分泌小泡 �图版 � �� 附着于表皮细胞外面
。

�
,

外表皮 外表皮组织的上皮细胞中无纤毛细胞
,

在低倍镜下观察到外表皮表面的

无定形分泌物和丝网状分泌物较内表皮为多
。

在高倍镜下看到大小不等的分泌小泡在外

表皮细胞表面分散出现
,

大小悬殊�图版 � � �
,

数量也较内表皮稍多
。

这可能是由于内表

皮组织中纤毛细胞多
,

表皮细胞排列不整齐
,

表面又有许多微绒毛而较小的分泌泡不易显

露出来的缘故
。

�
�

板块与间除 在低倍镜下观察未培养的组织
,

无论是内表皮还是外表皮都发现存

在板块结构
,

每一板块由几十至几百个表皮细胞组成
,

板块之间有间隙
,

隙的长度不一
,

宽

度约 �� 一 , � 产�
,

隙的排列不甚整齐
,

但基本走向与贝壳的生长线一致
。

间隙附近的无定

形块状和丝网状分泌物一般较多�图版 � � �
。

�
�

结给组织 单层的内
、

外表皮细胞易脱落
,

脱下表皮细胞的结缔组织表面
,

也呈板

块和间隙状结构
。

结缔组织中的成纤维细胞埋于细胞间质中
,

结缔组织表面有许多血球
、

无定形分泌物和分泌小饱 �图版 � � �
。

在高倍镜下观察到间隙中有许多球形细胞
,

根据其黑白反差不同
,

可知一些细胞色

深
,

是在间隙深层
,

一些细胞色浅
,

是在间隙的表层暗示出结缔组织中的球形细胞
,

可以通

过间隙
,

从内面移动到组织表面
。

内
、

外表皮组织的间隙两侧无定形分泌物较多
,

表明结缔
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组织的细胞中形成的分泌物
,

可以通过间隙
,

从结缔组织深层输送到结缔组织表层进行分

泌或再经过 内
、

外表皮组织的间隙分泌到体表
。

�二 � 培养的组织块和细胞的分泌作用

经培养 �一 �� 的内
、

外表皮的组织块
,

在倒置相差显微镜低倍镜下观察
,

许多表皮细

胞逐渐从组织块上游离出来
,

有的开始贴壁生长
,

变成三角形
、

圆锥形�图版 � ��
,

有的一

直在培养液中游动�细胞为圆形 �
。

随着培养时间延长
,

游离出来的细胞数量也更多
。

培养 � �的内表皮组织块
,

表皮细胞已部分脱落游离
,

纤毛细胞减少
,

表皮细胞有变扁

平的趋势�图版 �� � �
。

培养 � �� 的内表皮组织块
,

上皮细胞几乎全部脱落
,

只有少数血球

附于其上
,

已能隐约看见埋在结缔组缔较深层的成纤维细胞
。

培养 , � 的外表皮组织块与

培养 , � 的内表皮类似
,

只有少数细胞还附着于结缔组织上
。

培养 � �� 的外表皮组织块

上的表皮细胞几乎全部游离出来
。

用相差显微镜对培养细胞作活体观察
,

在贴壁的多角形细胞�上皮细胞 �和成纤维状

细胞中都含有许多分布较均匀的颗粒 �包括线粒体
、

分泌小泡等 �
。

在未贴壁的圆形游动

细胞中所含的颗拉
,

大多集中在细胞的一端和表面
,

使细胞形成圆锥状 �图版 ��� ��
,

有的细

胞分泌物形成分枝的细丝
,

形状如带叶的圆根萝 卜�图版 ��� ��
,

前者可能是正在进行顶浆

分泌的细胞
,

后者是分泌快结束的形态
。

还观察到培养 �� 一 � �� 的外表皮组织块上和 细

胞生长晕或游动细胞群上
,

均观察到有淡黄色或茶褐色的结晶体形成
一

�图版 �� � � �
。

若组

织块取自外套膜最外缘�色线部分�
,

生成的晶体为茶褐色
,

而且 肉眼也看见大多数组织块

由棕黄色变成黑褐色
。

若组织块取自去色线部分的外表皮 �与人工育珠手术取细胞小片

相同 �
,

则生成的晶体为淡黄色
。

培养时间达 �一 � 月的组织块
,

肉眼看时一直皇乳白色
。

在扫描电镜下观察到培养 �一 � �� 的表皮细胞有下面几种分泌形态
�

培养 �� 的内表皮细胞
,

分泌泡 刚从细胞上脱离开
,

分离的两端所形成的细突清晰可

辨 �图版 � � � �
。

培养 ��� 的内表皮细胞
,

正在形成分泌小泡 �图版 ��� 匀
,

小泡从细胞一

端突出后
,

逐渐形成细颈
,

细颈拉长
,

最后脱离细胞
。

由于 细胞需要一定的压力将分泌物挤

压出去
,

所以在细胞中部能观察到明显的内陷
,

由此所产生的压力完成了这一分泌过程
。

侧面观培养 巧 � 的外表皮细胞
,

液流式顶浆分泌
,

细胞上部有许多细小颗粒
、

细丝及

无定形分泌物�图版 ��� � �
,

正在从细胞顶部排 出去
,

这是相差显微镜下观察到分泌颗粒

集中于一端
,

外形呈圆锥形的分泌细胞 �图版 ��� � �
。

还可见细胞前半部下陷 �图版 � � � �
,

也是细胞运动压出分泌物的表现
。

正面观培养 � �� 的外表皮细胞开始进行液流式顶浆分

泌时
,

分泌的细丝和小颗粒都集中在细胞的一端
。

细胞中部两侧均可见到挤压分泌物的

凹陷
。

在刚刚结束分泌活动的表皮细胞
,

在分泌后的孔穴边缘
,

一般能见到余下的少许分

泌颗粒
。

培养 ��� 的外表皮细胞进行分泌活动的另一形态
,

是分泌时细胞发生剧烈的变

形运动
,

细胞中央部分突起
,

部分凹陷
,

在分泌端形成一个粗大的长足
,

由长足把分泌物排

到较远的位置 �图版 ��� � �
。
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讨 论

�
�

椭�� 背角无齿蚌组织培养细胞有旺盛的分泌活动

贝的外套膜具有分泌贝壳物质 �角质
、

棱柱质
、

珍珠质�和分泌枯液的能力
【, 一 , , 。 在倒

置相差显微镜下观察接种 �一 �� 的外套膜组织块为白色
,

在较薄的部分
,

十分透明
,

组织

表面看不见无定形和结晶形的分泌物
。

从组组块上游离出来的细胞分泌颗粒很少
,

但培

养 �一 �� 后
,

很多细胞的一端已聚集有许多分泌颗粒�图版 ��� � �
,

有的已向外分泌 �图版

��� � �
。

同时在组织块表面可观察到许多无定形和结晶形分泌物�图版 ��� �� 出现
,

并随时 �’��

的延长而增多
,

这时可见组织块表面由分泌细胞逐步分泌产生和积累的许多无定形的分

泌物
。

表明椭圆背角无齿蚌外套膜细胞在体外进行组织培养也有十分旺盛的分泌活动
。

�
�

间隙是椭目背角无齿蚌外套膜的一种分泌渠道

在扫描电镜下观察到外套膜内
、

外表皮和结缔组织都有间隙结构
,

从扫描电镜照片看

出
,

间隙中的游走细胞
,

如血球
、

分泌细胞等的反差不同
,

反差大的色深
,

表示细胞在间隙

深处
,

反差小的色浅
,

则在间隙浅处
,

这种分布显示出细胞可以通过间隙出人
,

此外还观察

到间隙中的分泌细胞顶部有不同数量的分泌物
。

同时在间隙两侧分布的无定型分泌物
、

分

泌颗粒
、

分泌小泡较其它区域为多
。

表明内
、

外表皮细胞中的分泌物可直接分泌到体表
,

而结缔组织中的分泌细胞
,

当分泌物形成以后
,

可能通过间隙从内部游走到组织表面去完

成分泌活动
,

说明间隙可能是外套膜的一种分泌机构
。

同时可以认为间隙的存在为结缔

组织的分泌细胞参与珍珠质和粘液的分泌活动及阐明其分泌途径
,

是一个较为有力的组

织结构证据
。

�
�

椭目背角无齿蚌外套膜细胞的分泌类型

细胞的分泌活动是一种较为复杂的过程
,

用固定
、

切片和染色的方法来研究分泌作

用
,

只能知道个别时期的状态
。

研究分泌过程最好作活体观察
,

但活体观察在有些情况下

是不易进行的�� 
。

而从组织块上游离出来并在培养液中游动的细胞
,

有利于用倒置相差

显微镜观察活细胞的分泌活动
。

作者观察到分泌颗粒聚集于一端的细胞
,

正在排出分泌

颗粒的细胞和形成小泡分泌的细胞
。

将细胞固定
、

作临界点干燥和喷镀金以后
,

用扫描 电

镜观察到细胞的分泌类型与相差显微镜活体观察到的细胞分泌类型基本一致
,

即有形成

小泡的局部分泌和液流式的顶浆分泌
,

以及形成长足进行块状物的分泌
。

通过对比观察
,

本文作者认为这三种分泌类型是椭圆背角无齿蚌内
、

外表皮细胞基本的分泌方式
。

以上研究表明
,

椭圆背角无齿蚌外套膜在体外适宜的条件下进行组织培养
,

其分泌细

胞能进行旺盛的分泌活动
。
日本盯林昭‘�� 洲进行的海水贝组织培养也证实了这一点

。

而

且分泌物的性质与活体基本相同
。

说明大规模培养动物细胞
,

完全有可能得到期望获得

的细胞产物和贵重的一些药物
。
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