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目前组织细胞培养研究迅速发展
,

已被应用十无脊椎动物和脊椎动物生物学的各个领域中
。

在 鱼

类组织堵养方面的研究已逾三
一

}
一

余载
,

据 W ol f 和 五玩 n n 统计
,

国外从冷水性鱼和温水性鱼获得细胞

株(系 )共 6 1 个
〔, ’。

无脊椎动物组织培养研究工作进展则较为缓慢
,

自 G ra 叻 从鳞翅目昆虫 过”。h盯a州

“邵匆少乞建立首株细胞后“
‘ ,

昆虫组织培养才进一步活跃起来
。

迄今国外甲壳动物组织培养仅有零星报

道
,

对虾科的则更属罕见
。

随着对虾养殖业的发展
,

对虾的产景与日俱增
,

已成为世界养殖业的重要组

成部分
。

因此
,

对虾组织和细胞的培养研究
,

将使对虾的细胞遗传学
,

细胞生物学
,

细胞工程学
,

对虾生

理学和毒理学
,

以及对虾病毒学等各个学科的研究工作有所提高
。

为建立对虾的组织培养方法
,

并作为

今后对虾病毒学研究的重要手段
,

作者从 拍87 年始
,

对 中国对虾几种组织和细胞的体外培养进行了初

步探索
。

材 料 与 方 法

(1) 实验材料 本文所用中国对虾系采自山东省青岛市唠山区沙子口镇对虾养殖场和黄岛区对 虾

养殖场
。

选择放养四至五个月
,

休长约 10 一招 厘米自叫建康对虾
,

带回实验室立即使用或暂养后便用
。

供

体外培养的对虾组织和细胞为 : 肝胰腺
、

卵巢
、

心脏
、

上皮组织
、

肌肉和血细胞
。

(2 ) 实验材料的处理和实验方法 对虾使用前用清洁的海水洗净
,

在无菌条件下依次用 2 形碘配和

7 5 澎酒精消毒体表
,

然后用无菌器械剖取所需组织
。

剪取之组织置于组织培养液中洗涤后
,

用锋利的剪

刀将组织细切成 1 立方毫米的方块
,

加入少量培养液
,

吹打分散细胞
,

接种组织培养瓶后
,

加入适 景的培

养基
。

对虾血细胞系由对虾心脏采血
,

防凝剂采用 。
甲

2 6笼 L

—
半胧氨酸

,

抽取血液置离心管中
,

以七。的

转 /分的转速离心 10 分钟
,

弃去上清液
,

将沉淀后的血细胞分散均匀
,

然后分装培养瓶
。

采用 T C I的 墙
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养基(N iss u iSe iy a k u C o , L td
甲

J a Pa n )
。

在该培养基中加入 15一2 0另小牛血清
,

1 0。单位 / 毫升的青霉

素和 10 。微克 / 毫升的链霉素
〔, ’。

将培养瓶置 2手se 2 7℃恒温箱中静置培养
。

培养后细胞之形态观察
,

是

将细胞悬液接种于预先放有 6 、 2 1 毫米盖玻片的 L杭 g h to n 氏培养瓶中
,

经过一定时间的培养
,

取出盖

玻片
,

用 C a r no y 氏液固定
,

常规苏木素和伊红染色 (H卫
.

》
。

结 果

一
、

六种对虾组织细胞的培养结果

在对虾肝胰腺
、

卵巢
、

心脏
、

肌肉
、

上皮组织和血细胞六种组织细胞中
,

以卵巢组织和血细胞较容易

培养成活
,

肝胰腺组织次之
,

而肌肉组织仅得一株细胞
。

虽然心脏和上皮组织在离体培养中比较容易贴

附于培养瓶瓶壁
,

且可维持较长时间
,

但均未能见到有细胞分裂繁殖
。

从肝胰腺组织培养中获得五株细

胞
,

其中一株传代培养 2 代
,

一株 5 代
,

另外二株存活 5 个多月
,

分别传代 17 代和 28 代
。

从对虾卵巢和

肌肉组织培养所获细胞均为原代细胞
。

在 血细胞培养所得的数株细胞中
,

一株存活 10 个月
,

继代培养 3

代
。

各种组织细胞的培养结果和细胞形态特征见附表
。

附 表 对虾几种组织及细胞培养结果的比较
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二
、

肝 胰 腺

肝胰腺组织和细胞多松散贴附于培养瓶瓶壁
,

轻轻摇动易于脱落
。

接种培养 3一5 天后 即 见 组织

团块周围长出新生细胞
,

构成簇状细胞集落
。

细胞呈国形
,

光滑透明
,

折光性强
,

富于立体感
。

亦可见

较多新生细胞自肝小管残端向外呈扇形生长
,

该现象在肝小管末端尤为多见(图版一1 , 人)
。

偶尔见体积

较大的多形性细胞
,

胞浆多
,

胞核清晰可见
,

但该细胞经传代后即消失
。

细胞繁殖增多行形成细胞单层

(图版
一 1

,

B )
。

继代培养之细胞经苏木素和伊红染色后观察
,

见细胞大小较均匀
,

直径均为 14 一 16 微米
。

细胞分

化程度较低
,

细胞核大
,

占整个细胞体积的大部分
,

核染色呈兰色
。

核外包围一层较薄的细胞质
,

染成

淡红色
。

三
、

卵 巢

卵巢的组织团块和分散细胞较易粘附在培养瓶瓶壁
,

接种 2尸3 夭后即见组织块周围有细胞抽动和

游离
,

并逐渐长出新生细胞
。

细胞呈圆形
,

透 明
。

随着细胞不断分裂繁殖
,

细胞数量增多形成生长晕
,

生
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器官坏死病毒
、

对虾肝胰腺微小病毒和对虾呼肠病毒
。

这些病毒已发现流行于对虾的六个属十三个种
.

由于病毒有严格寄生于活细胞的特性
,

而目前世界上尚没有建立对虾细胞株和较为理想的对虾细 胞组

织培养方法
,

影响了对虾病毒的深入研究
。

甲壳类动物的组织培养国外报道较少
,

国内也未见到这方面的材料
。

P印。 n拙 t 等人报道了鳌 虾
、

龙虾和蟹的类淋巴组织
、

性腺和心脏等组织的体外培养
〔“, 。

r yh n 和 D ai g 介绍了藤壶外套膜和 小 龙

虾上皮组织的培养
t‘

,

们
。

P at 七e rs o n 等人对美洲龙虾和美洲省血细胞离休培养做了尝试
〔急, 。

倒
一

这 些 学

者的研究仅限于甲壳类动物的原代组织培养
。

C h e n 于 扮s0 年首先对斑节对虾的卵巢
、

心脏
、

肌肉
、

神

经
、

肝胰腺和鳃等组织的体外培养做了研究和比较
,

发现前两种组织在体外生长较好
,

并成功地将卵巢

的原代细胞继代培养了三代
【即 。

本文实验结果表明
,

中国对虾的 卵巢组织
,

肝胰腺
,

血细胞和肌肉组织

在体外培养生长较其他组织为好
。

其中几种肝胰腺细胞分别传代培养了 2一28 代
,

一株血细胞传 代 培

养 3 代 ; 卵巢组织的培养结果不太满意
,

数株细胞均为原代培养细胞 ; 心脏组织的培养未能成功
。

这与

c 五。n 报道的结果略有不同
,

其原因可能与 C h o n 所采用的对虾品种
、

培养基和其它培养条件不 同有

关
。

另外本文中肝胰腺
、

卵巢和血细胞等培养之细胞在体外维持时间比较短
,

继代培养代数较少
,

说明

现有的组织培养条件和培养基仍然不够理想
,

尚待不断地改进和探索
。

R at d 计fe 等(198 1) 指出对虾的血细胞参与对虾外伤伤日 的修复和对各种外来物质及微生物的防

御作用
。

在健康对虾血液中
,

血细胞形态为大小较为均匀的 圆形细胞
。

D al l 曾描述了新对虾 M 。‘。 夕e -

、
。

讹 , as : 。。订的三种血细胞
,

即 the o g m a 细胞
,

淋巴细胞和胞内含大颗粒的变形细胞
【“, 。

作者观察

了离体培养后的中国对虾血细胞
,

从其形态和染色的不同可分为两种细胞 : 一种为圆形淋巴样细胞 ; 另

一种为吞噬样细胞
。

后者左体外可做变形运动
,

有可能参与对外来异物或微生物等的吞噬和清除
,

与脊

椎动物的大单核细胞功能类同
。

但这两种对虾血
_

细胞的形态与功能的关系需进一步研究加以 证实
。

对

虾血细胞的体外培养将为对虾免疫功能和交疫机制的 研究提供一种实验手段
。

参 考 文 献

汇i ] 你
e n ,

5
.

N
,

。术 a 之
, ,

l g 8 6
r

C e ll e u l乞u r o fr o m tio su o o f g r a ss p ra w n ,

圣
, e ,之

~
。哪雌

o J傲
,

尸落。凡 八之九。暮
一

2卜

1 6 1一 16 6
-

[ 2 ] C o u c h
,

J
.

A
.

,

1 9 7 4
.

A n e n , 0 0 七ie n u e 」璐
r

PO ly h阂 ro
s is v ir u s o f p 主n k 血

r 乞功 p : U I七邝助
r l: e 七u r e ,

, , 二。·

v a h n e。 , a n d o n lia n e e rn e n t
.

J
.

J”心。r 七
,

夕。公ho 了
.

,

24
: 3 1 1一3 3 1

.

〔8 丁 D a ll
,

W
甲 ,

1娜4
.

5 七u d i。, o n t助 p h y , 50 1吧y o f a sh r im p
,

盆
e志a p君翻飞。妨仍创忿

er 。菌若(C
工u s招 e

邻
,
D e o a p阅合

,

1, “na
“ id昌e

)
·

I
,

B lo o d “o n , t it u

印 t ,
·

A助玄
·

J o双 :
·

肚
a r

·

刀; 邢枷
·

丑刃沙
‘ ,

1 5 : ] 4 5 一1 6 1
·

[ 4 1 D a ig
,

K
.
合 n d K

.

1)
.

S p in d [。r
,
1 0 7 9

.

八扛 如 公“犷0 o u l无u re
吕y sto m 叉o r o r

盯生i纽
o r
四二日

,

Z
.

N 时舰 r
j

o咐。凡
,

34 (
e
)
: 1 2 84 一 ] 2 4 7

.

[ 5 ] 玲 h n ,
U

.

E
.

H
.

吕n d J
.

D
.

C o o tlo w
,

1盯石
.

T is邪仓 c u ltn r es o f e ir r ￡Pe d s
.

B 勿忑
.

丑舫“
. 、

149
: 3 16 一3 3 天

〔6 ] G ra
e o .

T
.

D
.

C
. ,

1洲2
.

E , 七a bl ish m e n t o f fou
r s七m sn s o f e e lls fr o m in , e 汇: t ts。。u e o g 二o w n 她 . irr o

-

万。班袱 尸,
195

:
花8一 78 孰

1 7 了 Pa 七t仑 r s o 二 ,

W
.

D 挂n d J
.

R
.

S te w 昌

rd
,
1 9 7 4

.

1儿 公‘云犷o p l,

娘
o e y to s is 飞w 址m o e y t es o f A m o r io a 立 ] o b , ‘。r

(丑
。挑a 犷 。 : a 跳衅‘吻

“容)
.

J
.

尸诫
.

无君吕 刀o a犷己 C能
. ,

3 1 : 1 0 5 1一1 0闭
.

LS 了 Pe

邵n n e t ,
F

.

a n d
.

J
.

M
.

Qu io 七
. ,

i盯工
.

C 已11 e u l七u r e o o f C ru
st a e

ea
,
A ra

e h n id a 执n d M e ro st o m a e
毗

,

I室1

C
一

V a官e
(州 )I

, ”。, 艺仍r a 农。 杀f柳
。
。乙忿

二r e ,

V o l
.

1
.

P
.

34 1一1 5 9
.

A c a d OIn 一c P r e朋
,

N e w Y o 二k a n d L o nd
o n

,

汇g 〕 W
o lf

,

只
.

a n (王J
.

A
.

M 压n n ,
i哪0

.

h ik llo th e
饰

v e r t era tje e心 lin 。吕 and v ir u : e ,
.

人 。u 犷r o n 古 list fo r

理ioh e 。
·

l二 公工才犷。
。
1 6 (2 )

; 工阳一1 7氏


