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摘要! 为了探讨淡水贝类3F

# f吸收和转运信号传递机理!采用激光共聚焦技术研究了三角帆

蚌不同组织细胞在静息状态下细胞内游离 3F

# f浓度!以及水体 3F

# f浓度对外套膜组织细胞

内钙沉积的影响$ 试验选取 %$ 只健康的三角帆蚌!分别获得外套膜外膜%内膜%斧足%腮及内

脏团上表皮组织细胞!短期培养后用.6W5C!@,V荧光探针孵育细胞 % N!观察细胞内3F

# f荧光

强度$ 研究结果表明!蚌不同组织细胞内 3F

# f荧光强度存在显著差异!外套膜外膜细胞内

3F

# f荧光强度最高!内脏团上表皮细胞的最低"<n$7$"#&育珠三角帆蚌在相同 3F

# f浓度的

孵育水平下!外套膜细胞内3F

# f荧光强度比非育珠蚌都有增加的趋势!其中在 %7#" EE56@-

添加组中!两组外套膜内膜细胞内3F

# f荧光强度差异达到显著水平"<n$7$"#&不同 3F

# f孵

育水平对细胞内3F

# f荧光强度有显著影响"<n$7$"#!随着 3F

# f在孵育液中浓度的升高!外

套膜细胞内3F

# f荧光强度显著增强"<n$7$"#!表明外套膜是从外界吸收 3F

# f的主要组织!

蚌体珍珠的培育增强了其对 3F

# f的沉积!并且水体 3F

# f浓度在 %7#" m!7$$ EE56@-有助于

蚌体内3F

# f的贮藏!这对进一步开展淡水蚌类育珠学研究提供了基础理论!为珍珠培育的生

产实践工作提供了依据$

关键词! 三角帆蚌& 细胞培养& 激光共聚焦技术& 3F

# f沉积

中图分类号! ^<"#& 0<%>&&&&&&&文献标识码',

&&细胞内游离 3F

# f作为一种重要的第二信使

广泛参与细胞运动&分泌&代谢和分化等多种细胞

功能活动的调节'%(

) 贝壳和珍珠主要成分均为

3F3(

!

"占 <"\以上#!3F

# f在维持正常生理功能

的同时对珍珠和贝壳相关的生物矿化也承担着重

要作用'#(

!细胞内游离3F

# f浓度的变化是珍珠生

长调控研究的中心环节) 因此!直接准确地测量

3F

# f含量及其分布!对钙信号传递机理及功能的

研究极其重要)

目前国内外对贝类3F

# f代谢的研究甚少!尤

其是淡水贝类) 研究表明外套膜在珍珠和贝壳生

长中起着非常重要的作用'! :?(

) 电化学生理的研

究表明!海水贝类外套膜细胞上存在3F

# f通道!对

3F

# f具有高度通透性'" :;(

!我国淡水贝类外套膜

内&外表皮具有主动吸收3F

# f和贮存3F

# f的功能!

并通过胞吐作用排出 3F

# f至外套膜外腔中!参与

贝壳和珍珠的合成'> :B(

) 此外!由于淡水贝类养殖

水环境体系中!3F

# f的含量极低!借助外套膜&斧

足&腮等与水体直接接触的组织器官从外界吸收!

是3F

# f进入体内的一种重要途径'<(

) 有研究表

明!水环境中3F

# f浓度对育珠蚌体内3F

# f吸收和

贮藏有显著的影响!3F

# f在外套膜组织中保持一个

较高的水平'%$(

!并能显著抑制蚌体内有害微生物

数量'%% :%#(

) 研究贝类3F

# f代谢!特别是外套膜组
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# f在三角帆蚌组织内的积累与分布 &&

织的3F

# f代谢!对进一步阐明贝壳以及珍珠形成

机理!提高优质珠的产量有着重要意义)

三角帆蚌"M8&(,;'('1)6("5((#是我国特有的

优质淡水育珠蚌种!在我国淡水珍珠产业中占有

重要经济地位) 本研究采集三角帆蚌组织细胞!

进行细胞原代培养!采用 .6W5C!@,V为荧光探针

及激光共聚 焦 显 微 " 6FS8QSKFRRGRX K5RT5KF6

EGKQ5SK5P8!-03V#图像分析技术!观察育珠和非

育珠蚌不同组织细胞内3F

# f的沉积!探讨不同水

体3F

# f浓度对外套膜内膜及外膜上皮细胞内

3F

# f浓度的影响!以及细胞内 3F

# f分布状态!为

贝类3F

# f代谢生理研究提供理论依据!并为进一

步研究珍珠形成和生长提供生物学基础)

6&材料与方法

"#"$试验动物

三角帆蚌由浙江诸暨市阮仕珍珠研究所养殖

基地提供!为体格均一"%! KEc%% KEc#7< KE#

健康的 # 龄育珠和非育珠蚌!育珠蚌是已经进行

了外套膜小片插核育珠处理后 ; 个月的三角帆

蚌) 所有三角帆蚌暂养于曝气的自来水中!其水

中含钙量调节至约 %7#" EE56@-)

"#%$主要试剂

胰蛋白酶&抗生素&=V2V培养基&胎牛血清

".U0#均购置于 aG9K5 公司")0,#%.6W5C!@,V&

A6WQ5RGK.C%#> "0GXEF!)0,#用 =V0("aG9K5!

)0,#分别配成 % EE56@-和 #" EX@-的储液!分

装后放置于 :#$ `保存) 3F

# f标准品由无水

3F36

#

配制!浓度为 $7" E56@-!用 =V2V无血清

培养基以逐级稀释的方法配制成 !7$$&%7#"&

$7"$ EE5%@-的含不同 3F

# f浓度的孵育液!

:? `保存) 试验所用溶液 P1调节至 >7?)

"#!$试验方法

不同组织的细胞培养&&取活力较强的育珠

及非育珠三角帆蚌各 " 只!用手术刀切断其前后

闭壳肌!分别采集斧足&腮&内脏团上表皮组织!以

及采用撕膜法'#(分别获得其外套膜的内&外表

皮!去除色线及表面结缔组织!所有组织净化处理

后于无菌室内进行细胞培养)

在超净工作台中"苏州净化设备厂#!分别取

斧足&腮&内脏团上表皮&外套膜内膜&外套膜外膜

组织于 AU0中洗涤!然后分别用 AU0f#$$ /)@

E-双抗"青霉素&链霉素#&AU0f% $$$ /)@E-

双抗&AU0f#$$ /)@E-双抗洗液各冲洗组织一

次!最后于 AU0再次冲洗) 然后组织被剪成 #

EE

!大小的小块!用AU0冲洗小片 # 次!在组织小

片中加入 $7!\的胰酶消化液"AU0配制#!于 !>

`下消化 #" m?" EGR 后用.U0终止胰酶反应!静

置 %" EGR!取悬液离心!弃上清液!沉淀物再悬浮于

AU0溶液中!并离心&洗涤细胞!然后用 =V2V全

培养基"含 #$\ .U0&#$$ /)@E-双抗#悬浮细胞)

用血球计数板对细胞悬液进行计数!调整细胞数在

" c%$

"

m% c%$

;

@E-!置于 #; ` 3(

#

恒温细胞培养

箱 " *243(! )0,# 培 养! 并 在 倒 置 显 微 镜

"(6HEPWS!'FPFR#下观察其生长状态)

3F

# f动态变化的测定&&细胞培养 %# N 后!

分别收集细胞培养液!% #$$ Q@EGR 离心 %$ EGR!

收集细胞!用无血清培养基 =V2V重新悬浮细

胞!调整细胞浓度为 " c%$

"

m% c%$

;

@E-!取$7"

E-细胞重悬液分别接种于预先用多聚赖氨酸

"分子量p%$$ $$$!/RYGOQ5X8R#处理的共聚焦专用

培养皿中央!置于 #; ` 3(

#

恒温细胞培养箱培养

B N!使细胞粘附于盖玻片上生长) 其中!每只蚌

的斧足&腮&内脏团上表皮组织的细胞被分到 ! 只

培养皿中!而外套膜内&外膜细胞被分到 < 只培养

皿中分别培养!共形成 #>$ 个待测样本)

用含 %7#" EE5%@-的3F

# f孵育液的"内含 B

!

E56@-的.6W5C!@,V荧光探针!#\的.C%#>#分

别置换斧足&腮&内脏团上表皮组织的细胞培养皿

中培养液!用含 $ "对照#& $7"$& %7#"& !7$$

EE5%@-的 3F

# f孵育液!分别置换外套膜内&外

膜细胞培养皿中培养液!!> `预孵 % N) 取出培

养皿!用无血清培养基 =V2V清洗 % 遍!洗去未

进入细胞内的 .6W5C!@,V!在共聚焦图像分析仪

"-8GKF]300A" 显微系统!德国#下观察荧光信

号) 检测条件设定为激发波长 ?BB RE!发射波长

"#" RE!采样频率 ?BB 1e!记录时长 " EGR!扫描

#$ 次!测定温度 #; `) 记录数个细胞在静息状

态下细胞内3F

# f浓度变化的荧光图像!同时应用

荧光强度分析软件对图像中不同区域的细胞内荧

光强度以及亚细胞区域的荧光强度'%! :%?(

!每个测

定样本观测 #$ 个细胞!取扫描 #$ 次荧光强度的

平均值作为进一步分析的统计值)

"#A$统计学方法

所有数据采用0,0软件a-V程序的单因子

方差分析'%"(

!数值表示为均值和 02!不同组间显

&#!
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著性分析采用=WRKFR 氏多重比较及*检验!显著

水平为<n$7$")

#&结果与分析

%#" $'*

% e在外套膜内外膜上表皮细胞内的分布

试验对三角帆蚌斧足&腮&内脏团上表皮&外

套膜内膜&外膜 " 种组织细胞培养结果显示!细胞

经过 %# N 培养后!形态完整!内部颗粒状物质明

显!此时细胞由于重力的作用沉在培养皿的底部

"但不贴壁#!转置多聚赖氨酸处理过的培养皿培

养 B N后!细胞被粘附于孔中央的盖玻片上!并且

粘附力强) 经.6W5C!@,V荧光探针负载后!.6W5C

!@,V跨过细胞膜后被胞内酯酶水解!与细胞内

3F

# f结合!在 ?BB RE激发光下发射荧光!细胞内

荧光强度均可达到较高水平"图 %#!表明细胞活

性良好) 其中!采用撕膜法获得的外套膜内&外膜

细胞都呈现为卵圆形!内膜细胞直径 ";7B? q

$7%<#

!

E显著小于外膜细胞直径 " %%7>; q

$7">#

!

E"<n$7$"#)

共聚焦扫描显微镜的明场下!外套膜细胞轮

廓和内部颗粒物质清晰可见!并能够观察到绿色

荧光点!这些荧光信号反应了 3F

# f的分布情况)

图 %C3m=显示!外套膜内&外膜细胞内3F

# f呈现

颗粒状分布!3F

# f在外膜细胞内各处均有分布!

在内膜细胞中常聚集在一起分布于胞质内!偶见

3F

# f布满整个细胞)

图 "$外套膜内外表皮细胞5:38L!c@]负载

,&3为外套膜外膜细胞% U&=为外套膜内膜细胞)

506#"$Q3*<076 345:38L!c@] 07077-/*7<38;-/

-.0;,-:0*:9-::24/311*7;:-;0228-

,FRL 3FQ85WO8Q8PGON86GF6K866S%UFRL =FQ8GRR8Q8PGON86GF6K866S7

%#%$'*

% e在不同组织细胞内沉积差异

三角帆蚌不同组织 3F

# f浓度水平测定数据

显示!在 %7#" EE56@-3F

# f水平下!不同组织内

3F

# f荧光强度存在显著差异"<n$7$"#!而育珠

状态对斧足&腮及内脏团上表皮组织细胞的 3F

# f

荧光强度均没有显著影响) 如图 # 所示!外套膜

外膜细胞内 3F

# f荧光强度显著高于其他各组织

"<n$7$"#!斧足细胞次之!内脏团上皮细胞内

3F

# f荧光强度最低!与外套膜外膜细胞及斧足细

胞组差异显著"<n$7$"#!腮&外套膜内膜细胞内

3F

# f荧光强度介于斧足及内脏团上皮细胞!但差

异不显著"<p$7$"#)

图 %$不同组织细胞内'*

% e荧光强度分析

不同字母间表示差异显著!<n$7$")

506#%$@7*:C20234'*

% e

4:83/-29-79-07;-720;C 34

9-::24/31<044-/-7;;0228-2

=GTT8Q8RO68OO8QSE8FR SGXRGTGKFROLGTT8Q8RK8!<n$7$"7

%#!$不同 '*

% e浓度对外套膜外膜细胞内 '*

% e

荧光强度的影响

对外套膜外膜细胞 3F

# f荧光强度分析表明

"图 !#!育珠与非育珠三角帆蚌在相同 3F

# f浓度

的孵育水平下!细胞内3F

# f荧光强度有增加的趋

势!但差异不显著"<p$7$"#%不同3F

# f孵育水平

对细胞内3F

# f荧光强度有显著影响"<n$7$"#)

随着3F

# f在孵育液中浓度的升高!外膜细胞内

3F

# f荧光强度显著增强"<n$7$"#!$7"$ EE56@-

添加组与不添加3F

# f的对照组间差异不显著!而

$7"$&%7#"&!7$$ EE5%@-3F

# f添加组间细胞内

3F

# f荧光强度均存在显著差异"<n$7$"#)

%#A$不同 '*

% e浓度对外套膜内膜细胞内 '*

% e

荧光强度的影响

三角帆蚌外套膜内膜细胞内 3F

# f浓度分析

如图 ? 所示) 与外套膜外膜细胞内 3F

# f荧光强

度变化相似!内膜细胞内3F

# f的荧光强度也随着

其细胞外液 3F

# f浓度增大而呈现显著增大的趋

"#!
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# f在三角帆蚌组织内的积累与分布 &&

势"<n$7$"#) 其中!%7#" 及 !7$$ EE56@-添加

组胞内3F

# f荧光强度显著高于对照组!在育珠蚌

中其与 $7"$ EE56@-添加组间差异显著 "<n

$7$"#!而在非育珠蚌中其组间没有显著差异)

此外!育珠蚌比非育珠蚌各个3F

# f浓度组下细胞

内3F

# f荧光强度都有增高的趋势!在 %7#" EE56@

-添加组中!两组外套膜内膜细胞内 3F

# f荧光强

度差异最大!达到显著水平"<n$7$"#)

图 !$不同'*

% e水平对外套膜外膜细胞内

'*

% e荧光强度的影响

不同字母间表示差异显著!<n$7$")

506#!$[44-9;34'*

% e

:-Z-:237'*

% e

4:83/-29-79-

07;-720;C 3438;-/9-::24/311*7;:-;0228-

=GTT8Q8RO68OO8QSE8FR SGXRGTGKFROLGTT8Q8RK8!<n$7$"7

图 A$不同'*

% e水平对外套膜内膜细胞内

'*

% e荧光强度的影响

不同字母间表示差异显著!<n$7$")

506#A$[44-9;34'*

% e

:-Z-:237'*

% e

4:83/-29-79-

07;-720;C 34077-/9-::24/311*7;:-;0228-
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!&讨论

贝壳和珍珠都是贝类进行钙代谢后最终以碳

酸钙结晶形式沉积而成的'#(

!故贝类3F

# f代谢水

平的研究是实现珍珠生长调控的基础) 贝类育珠

生产过程中!钙的吸收和转运对于珍珠的产量和

质量的提高起着重要作用!加快钙到珍珠质的沉

积过程!是促进珍珠快速生长的重要手段)

目前!激光共聚焦图像系统结合新一代荧光

染料的使用!已广泛应用于精确分析活细胞内

3F

# f的动态变化) 脂溶性钙荧光指示剂 .65WC!@

,V是一种单波长的发光基团!可穿越细胞膜进

入细胞内!被活细胞内的非特异性酯酶水解后!与

细胞内游离钙呈高度特异性结合!并在一定波长

激发光激发后产生荧光!在无 3F

# f存在时基本不

发荧光!细胞内荧光强度的改变可灵敏地反映细

胞内游离 3F

# f浓度的变化 "与 3F

# f浓度成正

比#!因而可精密观察分析细胞内 3F

# f浓度的动

态变化'%; :%>(

) 迄今为止!国内外运用激光共聚焦

图像系统研究水生生物的报道不多!对淡水蚌类

外套膜细胞的研究还未见报道!主要原因是蚌类

外套膜细胞培养及细胞系的建立还没有一个成熟

的方法!在细胞水平研究外套膜的生理学现象难

度很大%另一方面细胞在测定过程中容易发生位

移!使测定结果不稳定) 本研究选择三角帆蚌组

织细胞作为对象!采用细胞短时培养和粘附法!摸

索出其测定的相关技术和注意事项!能为今后该

领域的研究提供有用的技术支撑)

淡水贝类养殖环境水中 3F

# f浓度很低!直接

从环境中吸收是3F

# f进入贝体的重要途径!而外

套膜&斧足&腮等与环境水接触的贝体各组织器官

对钙的吸收和转运能力决定着 3F

# f在贝体内的

囤积'#(

) 本研究表明!外套膜组织细胞内 3F

# f荧

光强度最高!其次是斧足!这与唐敏等'%$(育珠蚌

养殖水体3F

# f浓度升高!提高了蚌体整体3F

# f的

浓度!并且外套膜组织3F

# f的浓度最高的研究相

符!暗示了外套膜组织在从外界吸收和转运 3F

# f

上承担着重要作用) 生理学研究表明!淡水贝类

的外套膜对钙具有高度通透性'%B :#$(

!+2..

'"(研

究表明贝类外套膜上存在细胞间可溶性钙通道!

U2/*,(等';(采用电刺激贝类外套膜外表皮细

胞!观察到了心肌样动作电位!也证明外表皮细胞

膜上钙通道的存在!3F

# f就是通过这些钙通道进

入到组织内部!为外套膜3F

# f代谢提供了生物学

基础) 此外!对三角帆蚌和椭圆背角无齿蚌

"N",=,&*% I,,=(%"%#外套膜的超微结构研究发

现!外套膜的内&外表皮都具有分泌和吸收功能!

并且表皮间的结缔组织也参与贝壳&珍珠或其前

'#!
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体物的合成'B(

!外套膜上皮细胞具有通过细胞膜

主动吸收3F

# f和贮存3F

# f的功能!并通过胞吐作

用排出钙至外套膜外腔中'>(

!而这些钙就是用来

形成珍珠的基础)

环境钙浓度是影响育珠蚌钙代谢的主要原因

之一'#% :##(

) 本研究结果表明!环境中钙浓度对外

套膜细胞的钙吸收有影响!这一结果与唐敏等'%$(

在活体研究结果一致!较高的环境钙浓度有利于

三角帆蚌组织对钙的吸收和贮藏) 水体环境

3F

# f升高!一方面增加了外套膜组织 3F

# f浓

度'#!(

!另一方面能显著抑制蚌体内有害微生物数

量'%% :%#(

!由此可见!提高水域中的钙容量既可以

降低育珠母蚌致病性!又可以促进三角帆蚌的生

长速度和珍珠质的沉积速度) 需要指出的是!本

研究表明 %7#" m!7$$ EE56@-的 3F

# f浓度有利

于促进三角帆蚌珍珠质沉积!这与钱伟平等'#"(研

究结果基本一致!然而过高的3F

# f浓度对珍珠产

业也是不利的!过高的3F

# f浓度则可抑制三角帆

蚌细胞对钙的吸收和贮藏'#;(

)

采用非损伤微电极技术测定不同 3F

# f浓度

下外套膜内&外膜组织外3F

# f流量和流速的研究

发现!外套膜内&外膜组织外 3F

# f存在震荡式内

流"吸收#和外排"分泌#!%7#" EE56@-3F

# f水平

下!内膜组织外 3F

# f流动速率显著大于外膜!对

3F

# f表现出很强的敏感性!3F

# f流动方向为从水

体流向内膜组织内!而外膜表现出 3F

# f少量外

排!暗示了内膜组织对3F

# f的吸收能力远远大于

外膜) 然而!本研究表明外套膜内外表皮细胞在

3F

# f的囤积上存在很大差异!外膜细胞显著高于

内膜细胞"<n$7$"#!这暗示了外套膜外膜细胞

是机体3F

# f贮存的主要组织!而内膜作为与水体

直接接触的组织主要承担着 3F

# f吸收和转运功

能!将吸收的 3F

# f转运到外套膜外膜组织细胞

内) 此外!对育珠与非育珠的三角帆蚌研究表明!

三角帆蚌的育珠行为明显增加了 3F

# f在外套膜

细胞内的沉积!推测育珠可能加快了河蚌对 3F

# f

的吸收和转运!而促进贝壳之外的另一种矿化物

质即珍珠的形成)
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