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摘要! 筛选出能促进合浦珠母贝外套膜细胞培养及矿化功能的细胞因子!以作为优化本物种

细胞培养基的参考!挑选三龄合浦珠母贝!获取其外套膜进行原代细胞培养" 向各实验组细胞

培养基中分别添加表皮生长因子%,P(&'内皮细胞生长添加剂%,-P*&'胰岛素样生长因子 (

#%)P((#&和碱性成纤维细胞生长因子% S(P(&!通过比较细胞活性'贴壁能力'迁移能力和 *

种基质蛋白基因%>%F<%':#)'?*%+ 及 "&&C>&表达水平的变化!来评判这些因子对细胞培养及细

胞矿化功能的影响" 结果显示$%#&,P(能显著提高原代培养细胞的活性'贴壁能力和迁移能

力!并促进 >%F<%':#) 和 "&&C> 基因的表达#%$&,-P*能增强细胞的贴壁能力和迁移能力!并

大幅提高 >%F<%':#) 和 ?*%+ 基因的表达水平#%!&)P((# 能显著增强细胞活性'贴壁能力'迁

移能力和 ?*%+ 的基因表达水平!但对 >%F<%':#) 和 "&&C> 基因的表达有一定抑制作用#%*&碱

性成纤维细胞生长因子能增强细胞的活性及贴壁能力!并显著提升 >%F<%':#) 和 "&&C> 基因的

表达水平" 研究表明!脊椎动物源细胞因子具有延长细胞培养时间'增强细胞活性及促进矿化

相关基因表达的作用!能够用于优化合浦珠母贝外套膜细胞的培养基"

关键词! 合浦珠母贝# 细胞因子# 外套膜# 细胞培养# 细胞系

中图分类号! '*"))1#) 文献标志码$&

''合浦珠母贝"!%:&("E" F.&"("#!属于软体动物

门 " J/00=@7;#! 双 壳 纲 " 9<2;02<;#! 珍 珠 目

"DGEF</<I;#!珍珠贝科 "DGEF<<I;E#!是我国主要的

海水珍珠养殖贝类!具有重要的经济价值和生态

价值
&#'

) 合浦珠母贝是目前研究海洋生物矿化

的典型物种!科学家已根据相关研究结果建立起

多种贝类生物矿化机制的模型!例如胞外基质介

导和血细胞介导的生物矿化理论
&$'

) 外套膜是

生物矿化的主要功能器官!能够分泌多种矿化相

关基质蛋白
&! (&'

) 基质蛋白指导下的碳酸钙矿物

沉积过程是贝壳和珍珠形成基础!并贯穿珍珠形

成的主要时期) 因此研究基质蛋白的功能和表达

模型对于探明珍珠形成机理具有重要意义) 然

而!目前关于基质蛋白的研究尚停留在分离(提取

和纯化等阶段!对其矿化功能的研究也仅限于体

外模拟实验) 缺乏有效的生物矿化研究体系是制

约相关研究发展的瓶颈!而建立贝类外套膜细胞

系是解决该问题的关键)

目前!海洋软体动物的细胞培养尚停留在原

代培养水平
&)'

!缺少适宜的细胞培养基和细胞因

子是无法建立无限细胞系的主要原因!因此海洋

软体动物细胞系的建立往往以这两个方面作为主

要切入点) 合浦珠母贝外套膜细胞在体外最长存

活 *& I!并且原代培养细胞只有在与组织共同培

养时才能表现出较高的活性和贴壁能力!离开组

织单独培养后!原代细胞的活性及贴壁能力迅速

下降
&+'

) 体外培养的原代细胞不具备增殖能力!

细胞活性随着培养时间的增加而减弱
&<'

) 目前!

合浦珠母贝外套膜原代细胞培养通常采用组织块

培养法
&"'

!因此细胞迁移能力强弱限制着细胞的

产量) 体外培养的外套膜细胞仍保持分泌矿化相

关基质蛋白的能力
&+'

!其中 >%F<%(:#)(?*%+ 以及
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"&&C> 等参与贝壳形成过程的关键基质蛋白基因

的表达水平可用来衡量外套膜细胞矿化功能的

变化
&#% (#!'

)

脊椎动物来源的表皮生长因子 "EL<IEF:;0

MF/YGH 6;7G/F! ,P(#( 内 皮 细 胞 生 长 添 加 剂

"EAI/GHE0<;07E00MF/YGH @=LL0E:EAG!,-P*#(胰岛

素样生长因子 (#"<A@=0<A80<QEMF/YGH 6;7G/F!)P(8

##及碱性成纤维细胞生长因子 " S;@<76<SF/S0;@G

MF/YGH 6;7G/F!S(P(#都具有促进细胞增殖的作

用) ,P(和 S(P(已被证明能促进文蛤"6-#-(#%@

$.*+#%"#以及长牡蛎"=#"**+*(#-" B%B"*#组织细胞

生长
&#*'

! 并 能 有 效 延 长 栉 孔 扇 贝 " ='$"?)*

F"##-#%#担轮幼虫细胞的寿命
&#&'

%类 ,P(因子已

在贻贝"6)(%$.*-E.$%*#组织中被分离!并经实验

被证明为外套膜原代细胞的有丝分裂原
&#)'

%类

(P(因子也从一种海洋软体动物 =+:&'+$->"*

&+:&'+$->"*组 织 中 被 分 离 鉴 定
&#+'

% 人 重 组

)P((#能促进扇贝"!-&(-: ?"@%?.*#的外套膜边

缘细胞生长!并刺激其蛋白质合成
&#<'

%而胰岛素

相关多肽也能从贻贝(长牡蛎等多种软体动物的

神经节中分离得到
&#" ($%'

%,-P*被证明能显著提

高原生物帕金虫"!-#2%:*.*#的细胞增殖能力
&$#'

)

这些研究结果表明!脊椎动物源的细胞因子在海

洋贝类细胞系培养过程中可能有重要促进作用)

以上几种细胞因子在合浦珠母贝外套膜细胞培养

中也可能具有潜在的应用价值)

本实验通过向细胞培养基中添加多种脊椎动

物来源细胞因子!并对比刺激前后合浦珠母贝外

套膜原代细胞的活性(贴壁能力(迁移能力和基质

蛋白基因的表达变化!多角度评估这些细胞因子

对外套膜细胞的影响!以期为筛选适宜的合浦珠

母贝外套膜细胞培养基提供参考)

#'材料与方法

$%$&合浦珠母贝外套膜细胞原代培养及收集

合浦珠母贝采集自北海珍珠养殖场!饲养于

装满人工海水 "盐度 !%!$% O#的水族箱中) 外

套膜细胞原代培养方法参考文献&+'的方法) 取

外套膜边缘组织!将组织碎片浸泡在组织消毒

液
&+'

"含有多种抗生素的 3

"

J9**#中约 !% :<A!

再用 3

"

J9**

&+'

将组织碎片清洗 & =) 次!最后将

组织剪成边长约 $ ::的小块!分盘铺入规格为

!& ::?#% ::的一次性培养皿中) 向每盘培养

皿中加入 &%%

!

'培养基"含 #%B胎牛血清的 D6

"

-J$;&#

&+'

!静置于 $& O培养箱中培养!培养过

程中无需补充 -"

$

) 每隔 ! 天!向培养皿中补加

$%%

!

'新鲜培养基) 组织块培养至+ I!收集迁

移出组织的原代细胞) 具体操作$用 $ :'3

"

J9**冲洗培养皿底部及组织块边缘!将细胞悬

液收集至离心管中!* O(# %%% F4:<A 离心 & :<A)

弃上清液!加入新鲜培养基将管底细胞重悬)

$%'&细胞活性实验

将收集的原代细胞悬液加入 ") 孔培养板中!

每孔 #%%

!

') 为确保每孔细胞的数量及初始细

胞活性一致!每批刺激实验都使用来自同一管均

匀混合的细胞悬液!并通过血球计数板计数!确保

细胞浓度约在 & ?#%

*

4:') 加入细胞因子"种类

及浓度见表 # 中第 # =* 列#) 对照设置两组!一

组为仅含 #%%

!

'培养基的空白对照!第二组为含

有 #%%

!

'细胞悬液却不加任何细胞因子的实验

对照) 所有处理做 ! 次重复) 将 ") 孔培养板放

入 $& O培养箱培养 $* H 后!用 -E00-/=AG<AM N<G

(<"--N(<#试剂盒"东仁化学#检测细胞活性)

检测方法参考试剂盒说明书进行!在 #%%

!

'的待

测溶液中加入 #%

!

'--N(< 试剂!$& O培养箱

孵育 * H!之后用酶联免疫检测仪测定 *&% A:处吸

光度值) 相对细胞活性计算方法$相对细胞活性 A

"实验组吸光度 (培养基吸光度# 4"对照组吸光

度 (培养基吸光度#)

$%(&细胞贴壁实验

将来自同一管均匀混合的细胞悬液加入新的

一次性培养皿"!& ::?#% ::#中!每盘 &%%

!

'!

初始细胞浓度约为 # ?#%

)

4:') 实验组加入细胞

因子"种类及浓度见表 # 中第 & 列#!对照组不添加

任何细胞因子) 将所有细胞重新培养在 $& O培养

箱中!无需添加 -"

$

) 期间!每 ! 天补加$%%

!

'含

有相应种类和浓度细胞因子的新鲜培养基) 使用

光学显微镜"%<Q/A ,70<L@EK<(##观察并拍摄每

盘细胞在第 $(*(" 天的贴壁情况!使用图像处理软

件"%)*E0E:EAG@3 *;!#统计 & 个固定区域内

"#&%

!

:?#&%

!

:#贴壁细胞的数目!并计算平均

细胞密度) 用第 *(" 天的细胞密度除以第 $ 天的

细胞密度!得到细胞相对贴壁率$相对贴壁率 A细

胞密度"$ I(* I(" I#4细胞密度"$ I#)

$%)&细胞迁移实验

将源自同一只贝同侧外套膜的组织块随机分

*#)#
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配至两个相同直径的培养皿中培养"平均每盘* =&

块组织#!向其中一盘的培养基中加入单细胞因子

"种类及浓度见表 # 中第 & 列#!另一盘不加作为对

照) 培养 + I 后!使用光学显微镜"%<Q/A ,70<L@E

K<(##观察细胞迁移情况并用图像处理软件"%)*

E0E:EAG@3*;!#测量细胞迁移距离)

$%-&矿化相关基因表达分析

向外套膜原代细胞悬液中加入细胞因子进行

处理"种类及浓度见表 # 中第 # =* 列#!每种处

理同时做 ! 个平行实验) 待刺激 $* H 后!重新收

集细胞悬液!$& O(# %%% F4:<A 离心 & :<A!弃上

清液) 使用 K$)R/0

&试剂 "'<6EKE7HA/0/M<E@#分

别提取 ! 个平行组细胞 $%&!具体操作按照说明

书进行) 提取的 $%&利用琼脂糖凝胶电泳检测

其完整性!并利用荧光分光光度计检测其浓度)

选取高质量的 $%&合成 73%&!使用 DF<:E*7F<LG

$KFE;MEA N<G"K;N;$;#试剂盒进行反转录!合成

的 73%&模板进行后续实时定量 D-$反应!! 个

平行组分开进行) 实时定量 D-$使用 *U9$

*

DFE:<? ,? K;T

KJ

%

"K;N;$;#试剂盒进行!反应程

序在 J?!%%%D"&M<0EAG#仪器上操作!使用两步法

D-$扩增标准程序$"& O变性 !% @%"& O变性

& @!)% O退火 !% @!*% 个循环) 反应结束后!绘

制溶解曲线!以确保产物的特异性) * 个基质蛋

白基因 " >%F<%! :#)! ?*%+! "&&C> # 及内参 基因

"B"E>'#的引物名称及其序列信息见表 $) 采用

$

(

))

-G

法计算基因相对表达量!运用 J<7F/@/6G

"66<7E,?7E0处理数据并作图!利用 *D**#";% 进

行显著性分析)

表 $&细胞因子及浓度

5367$&+0??E3:F9=<;<0CE9==0<03=:K

浓度4"

!

M4:'# 7/A7EAGF;G</A

# $ ! * &

鼠源重组

,P("J<00<L/FE#

FE7/:S<A;AG

:/=@E,P(

%;%%# %;%%& %;%# %;%& %;%#

,-P*"J<00<L/FE# #% $% &% <% $%

鼠源重组

)P((#"*<M:;#

FE7/:S<A;AG

:/=@E)P((#

%;%%# %;%%& %;%# %;%#

人源重组

S(P("*<M:;#

FE7/:S<A;AG

H=:;A S(P(

%;%%# %;%%& %;%# %;%& %;%#

表 '&定量 *+,分析的引物序列

5367'&*=@D0=<0>;01:0<;<0C@1

=03?IF@D0*+,3<<3J<

引物名称 LF<:EF 引物序列 @ET=EA7E

L<6<% (6 KP-KP--&K-&-PKP&PK&KP

>%F<% (# P&-KK---KKK-K-&-&-KK--&

:#) (F KP-PP&-PKK&-K-&K&-KP-K

:#) (# --&-&K-K&&P--&-K-&K&--K-K

?*%+ (F P&K-PK-KK&&KKP--K-KPKKK-K

?*%+ (# -K--&&P---P&K&&-&--K

"&&C> (F P&-&KPP&&-&&&P&KPPKPP&

"&&C> (# -KPKPP-KPP&&KPPKKPP

B"E>' (F P--P&PK&KPKPPK&P&&K-

B"E>' (# -&-KPKKKK-KPPPK&P-KP

$'结果

'%$&细胞因子对细胞活性的影响

在 * 种因子的作用下!外套膜原代细胞的活

性相对于对照组细胞都存在显著性差异 "! B

%;%&!: A!#!但不同因子对细胞活性的促进效果

差别较大!其中 ,P(与 )P((# 的促进效果最为

显著"图 ##) 在高浓度 " C%;%%&

!

M4:'#细胞

因子处理下!,P(和 )P((# 都能使细胞相对活

性提高 $ 倍以上 "! B %;%# #!而在低浓度 " B

% ;%%&

!

M 4:'#条件下!细胞对,P(的刺激更为

图 $&细胞因子对细胞活性的影响

,P(()P((#(S(P(从左至右浓度为 %(%;%%#(%;%%&(%;%#(

%;%&

!

M4:'%,-P*从左至右浓度为 %(#%($%(&%(<%

!

M4:'%

"

与对照组差异显著 "! B%;%& # %

""与对照组差异极显著

"! B%;%## !: A!

L@A7$&ZEE0:F<9E:0??E3:F9=<91:0??3:F@H@FJ

KHE7/A7EAGF;G</A@/6,P(!)P((# ;AI S(P(6F/:0E6GG/ F<MHG

;FE%!%;%%#!%;%%&!%;%#!%;%&

!

M4:'% KHE7/A7EAGF;G</A@/6

,-P*6F/: 0E6GG/ F<MHG;FE%! #%! $%! &%! <%

!

M4:'%

"

@<MA<6<7;AG0> I<66EFEAG6F/: 7/AGF/0;G! B %;%&%

""

E?GFE:E0>

@<MA<6<7;AG0> I<66EFEAG6F/:7/AGF/0;G! B%;%#!: A!

&#)#
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敏感) 经过 ,-P*和 S(P(处理后的原代细胞同

对照组相比!细胞活性未见大幅提升) 结果表明!

较高浓度的 ,P(和 )P((# 对合浦珠母贝外套膜

原代培养细胞的活性具有显著促进作用)

'%'&细胞因子对细胞贴壁能力的影响

合浦珠母贝外套膜原代细胞只具备半贴壁能

力!并且随着培养时间的延长!贴壁能力逐渐减弱)

悬浮的细胞会逐渐聚集在一起形成深色团块物质

"图 $ 箭头处#!并趋于死亡) 原代细胞从收集再培

养至大部分细胞悬浮死亡的时间约为 $% I)

图 '&台盼蓝染色悬浮细胞团

L@A7'&5=JB316?;0<F3@1@1A 9E

<;<B01C0C:0??3AA=0A3F0<

''随着培养时间延长!细胞相对贴壁率会逐渐

下降"图 !#) 经过短期处理"* I#!* 种细胞因子

对相对贴壁率的影响并不显著%但从长期看

"" I#!,P("相对贴壁率 %;+)#(,-P*"相对贴壁

率 %;)$#()P((#"相对贴壁率 %;+##和 S(P("相

对贴壁率 %;)&#处理组分别比对照组"相对贴壁

率 %;* # 的 相 对 贴 壁 率 提 高 了 "%1%B

"! B%;%##(&&1%B "! B%;%##(++;&B "! B

%;%##和 )$;&B"! B%;%##) 因此!* 种细胞因

子能有效延缓合浦珠母贝外套膜原代细胞贴壁能

力的丧失)

'%(&细胞因子对细胞迁移能力的影响

当细胞迁移能力增强时!细胞迁移距离增加)

由于外套膜组织的细胞迁移能力存在个体差异!

因此!通过比较来自于同一只合浦珠母贝的外套

膜组织在细胞因子刺激前后平均迁移距离的变

化!来推断其迁移能力是否得到相对的增强4减

弱)测量时!统一以组织块边缘与绝大部分迁移

图 (&细胞因子对细胞贴壁率的影响

""与对照组差异极显著"! B%;%#!: A&#

L@A7(&ZEE0:F<9E:0??E3:F9=<91:0??3CK0=01:0=3F0

""

E?GFE:E0> @<MA<6<7;AG0> I<66EFEAG6F/:7/AGF/0;G!B%;%#!: A&

细胞能抵达的最远距离!作为每块组织的迁移距

离"图 * 黄线#) 计算刺激前后的平均迁移距离

"表 !#可知!,P(处理后的细胞平均迁移距离由

*&#;%&

!

:提升到 <<*;#)

!

:"!B%;%&#%而经过

,-P*刺激后的外套膜细胞的平均迁移距离为

<%#;#"

!

:!显著大于未经刺激时 $"";&&

!

:"!

B%;%##%未添加 )P((# 时!细胞平均迁移距离

约为 $)$;&%

!

:!受到 )P((# 刺激后!细胞平均

迁移距离提升到 )#";<!

!

:"!B%;%##) 综上可

知!,P((,-P*与 )P((# 皆能显著增强外套膜

细胞的迁移能力) 然而 S(P(对细胞迁移能力却

有一定抑制作用!对照组中的细胞平均迁移距离

为 !)%;#

!

:!而经过 S(P(刺激后!细胞平均迁

移距离降至 +!;"$

!

:!实验组与对照组之间存在

显著性差异"! B%;%##) 实验结果中!各对照组

之间的差异代表不同合浦珠母贝细胞迁移能力的

个体差异)

表 (&细胞因子对细胞迁移距离的影响

5367(&ZEE0:F<9E:0??E3:F9=<91:0??D@A=3F@91C@<F31:0

迁移距离4

!

:

:<MF;G</A I<@G;A7E

!(2;0=E

" : A*#

,P(

对照组 -P *&#;%& E#$<;%#

实验组 ,P <<*;#) E!%&;$!

B%;%&

,-P*

对照组 -P $"";&& E)<;!#

实验组 ,P <%#;#" E#%$;+

B%;%#

)P((#

对照组 -P $)$;&% E#$<;<<

实验组 ,P )#";<! E#!";%!

B%;%#

S(P(

对照组 -P !)%;#% E#%$;+#

实验组 ,P +!;"$ E+*;&*

B%;%#

)#)#
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图 )&细胞因子处理前后的细胞迁移情况

#!$1,P(对照组和实验组%!!*1,-P*对照组和实验组%&!)1)P((# 对照组和实验组%+!<1S(P(对照组和实验组%黑色块状物为组

织块!周围黑点为迁移细胞!黄色横线代表细胞迁移距离!标尺$$%%

!

:

L@A7)&+0??D@A=3F@9160E9=031C3EF0=F=03FD01F6J :0??E3:F9=<

#!$1-P;AI ,P/6,P(% !!*1-P;AI ,P/6,-P*% &!)1-P;AI ,P/6)P((#% +!<1-P;AI ,P/6S(P(% GHES0;7Q :;@@;FE:;AG0E

G<@@=E@!GHE@=FF/=AI<AM @L/G@;FE7E00@!>E00/Y0<AE@FELFE@EAG:<MF;G</A I<@G;A7E!@7;0ES;F@$%%

!

:

'%)&细胞因子对矿化相关基因表达的影响

外套膜细胞在 ,P(的刺激下! >%F<% 和 :#)

两个基因的表达量均有显著升高 "!B%;%##!最

高表达量分别为对照组的 $;+* 倍"%;%&

!

M4:'#

和 &;$< 倍"%;%#

!

M4:'#%"&&C> 基因表达量也有

一定幅度的升高!最高表达量为对照组的 #;)$ 倍

"%;%&

!

M4:'#"!B%;%&#%?*%+ 基因的表达水平

在各种 ,P(浓度刺激下均没有显著差异 "! C

%;%&#"图 &#)

在 ,-P*刺激后! >%F<%(:#)(?*%+ 基因最高

表达量分别可达对照组的 #*;+) 倍"$%

!

M4:'#!

$#;#) 倍"$%

!

M4:'#和 &;#) 倍 "$%

!

M4:'#!!

种基因的表达水平均有显著提高 "!B%;%# #%

"&&C> 基因表达量也有一定幅度的升高!最高表

达量为对照组的 #;)$ 倍"$%

!

M4:'#!但与其他

! 种基因相比受 ,-P*的影响相对较小) )P((#

抑制 >%F<%!:#) 和 "&&C> 基因的表达!! 种基因的

最低表达量分别为对照组的 !<B " %;%%&

!

M4

:'#! *&B " %;%%#

!

M4:' # 和 !#B

"%;%%&

!

M4:'#)相反!?*%+ 基因表达量却有显

著的提升!在 )P((# 浓度为 %;%#

!

M4:'时提升

幅度最大!达到了对照组的 $;$" 倍"!B%;%##)

受 S(P(刺激后!>%F<%!:#) 和 "&&C> 基因相

对表达量皆有显著的升高"!B%;%##!最高相对

表达量分别为对照组的 !;*& 倍"%;%&

!

M4:'#!

$;)* 倍 " %;%&

!

M4:' # 和 $;## 倍

"%;%%&

!

M4:'#%?*%+ 基因的相对表达量没有大

幅度提升!反而在 S(P(浓度为 %;%%&

!

M4:'时

略有下降!为对照组的 )%B)

!'讨论

早期研究结果表明!真核细胞中调节大分子

合成以及细胞分裂的机制是高度保守的
&$$'

!与脊

椎动物生长因子及其受体同源的相关因子也已在

原生生物和无脊椎动物中被分离鉴定
&#)!$%!$! ($*'

)

基于进化上存在的这种相似性!脊椎动物源细胞

因子在本实验中也可对合浦珠母贝外套膜细胞活

性(贴壁能力和迁移等产生促进作用)

为了找到 ,P(()P((#(S(P(的适宜浓度!

通过预实验!尝试在 %;%%&(%;%%#(%;#(%;&(#($(

&

!

M4:'等 + 种浓度中进行筛选) 最终确定在

%;%%&(%;%%#(%;# 和 %;&

!

M4:'等 * 种浓度作用

下!! 种细胞因子对细胞的活性(基质蛋白表达量

等方面有较为显著的作用) 我们也通过预实验确

定 ,-P*在 #% =#%%

!

M4:'的浓度范围内的作

用效果更佳)

结果表明!增强合浦珠母贝外套膜原代细胞

活性最有效的细胞因子是 ,P(!能使细胞相对活

性最大提升 ! 倍"图 ##) )P((# 也能够提高细

胞 活性 !其作用在高浓度下更为显著 )而,-P*

+#)#
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图 -&细胞因子对基质蛋白基因表达量的影响

";#,P(%" S#,-P*%"7#)P((#%" I# S(P(%

"

与对照组差异显著"! B%;%&# %

""与对照组差异极显著"! B%;%## !: A!

L@A7-&ZEE0:F<9E:0??E3:F9=<910MB=0<<@91?0H0?9ED3F=@M B=9F0@1

";#,P(% " S#,-P*% "7#)P((#% " I# S(P(%

"

@<MA<6<7;AG0> I<66EFEAG6F/:7/AGF/0;G! B%;%&%

""

@<MA<6<7;AG0> I<66EFEAG6F/:7/AGF/0

;G! B%;%#!: A!

与 S(P(对细胞活性的促进作用并不明显!这可

能是因为所用浓度高于两种因子的最适作用浓

度!因此未能有效刺激细胞活性改变) 检测细胞

活性利用的 --N(< 试剂中含有 X*K(9!它可

被线粒体中的脱氢酶还原成具有高水溶性的黄色

甲
#

产物!生成甲
#

物的数量与活细胞数量成正

比) 由此可推测!,P(与 )P((# 能降低原代细

胞死亡率!延长细胞寿命) 但这两种细胞因子能

否促使外套膜细胞增殖还需要进一步实验证明)

研究表明!提高细胞的贴壁能力有助于延长

细胞寿命
&<'

) 外套膜原代细胞只具有半贴壁能

力!当外界施加较强振动时极易发生重悬) 其中!

贴壁能力强的细胞能够重新沉降(贴壁%能力弱或

丧失贴壁能力的细胞保持悬浮状态!这些悬浮细

胞 # 周内将全部死亡) 本实验研究的 * 种细胞因

子都能增强原代细胞的贴壁能力!其中 ,P(促贴

壁作用最显著!其次是 )P((#"图 !#) 这两种细

胞因子具有同时增强细胞活性和贴壁的能力!这

一现象支持细胞的贴壁能力与细胞的活性成正相

关性的预测)

细胞实验操作对所培养细胞的数量有严格的

要求!原代细胞的收集量往往制约着相关实验进

程) 细胞整体迁移能力越强!在相同时间内脱离

组织块的细胞则越多!细胞迁移距离也越长) 因

此!测量并对比细胞迁移距离!可间接推断出细胞

因子是否具有增强原代细胞迁移的能力) 为了排

除不同贝外套膜细胞迁移能力的个体差异!用于

每种细胞因子研究的实验组与对照组中的实验材

料都来源于同一只合浦珠母贝的同侧外套膜) 为

使测量结果统一!每块组织的迁移距离都以从组

<#)#



## 期 孔'玮!等$脊椎动物源细胞因子对合浦珠母贝外套膜细胞培养及其矿化功能的影响 ''

,--.$

!

///012345678029

织边缘到绝大部分细胞能达到的最远端之间的垂

直距离为准"图 * 黄线#) 根据结果!,P(()P((

# 和 ,-P*都能增加合浦珠母贝外套膜原代培养

细胞的迁移距离!推测这 ! 种细胞因子具有增强

外套膜细胞迁移能力的作用) 因此!在培养外套

膜组织块时!向培养基中添加这些细胞因子!可能

在较短时间内得到大量原代培养细胞) 与此同

时!添加 ,P(和 )P((# 还能增强细胞活性及贴

壁能力!所以这两种细胞因子对原代细胞的作用

至关重要!其机理非常值得深入研究)

外套膜细胞通过分泌矿化相关的基质蛋白指

导珍珠质形成!外套膜原代培养细胞依然保持着

分泌基质蛋白的能力
&+'

) 因此!分析基质蛋白基

因表达量的改变!可以探知细胞矿化能力的变化)

D<6<%(%#) 都是与贝壳珍珠层形成相关的基质蛋

白
&#% (#$'

!J*)+ 与棱柱层形成相关!&--9D则与

两个矿化层的形成都相关
&#!'

) ,P(能提高

>%F<%(:#) 和 "&&C> 基因的表达量%,-P*能同时

提高 >%F<%( :#)(?*%+ 和 "&&C> 基因的表达量%

)P((#抑制 >%F<%(:#) 和 "&&C> 的表达!但能促进

?*%+ 表达%S(P(能增强 >%F<%(:#) 和 "&&C> 的表

达) 其中!,-P*对基质蛋白基因表达量的影响

最为突出!在该因子的作用下基质蛋白 %#) 基因

相对表达量最高提高了 $# 倍) 以上结果表明!从

基因表达水平分析!,P((,-P*()P((# 和 S(P(

都在一定程度上增强了原代细胞的矿化功能!这

些因子是否在合浦珠母贝活体组织中仍具有相应

的促进作用非常值得进一步的实验验证)

,P(最早在哺乳动物中发现!其主要作用是

促进上皮细胞增殖) 类 ,P(因子已在贻贝组织

中分离!功能研究显示该因子能促进其自身外套

膜细胞分裂
&#)'

) 最近!,P(受体基因已从合浦珠

母贝中克隆得到!并被证明能够在外套膜中大量

表达
&$*'

) 本实验研究的合浦珠母贝外套膜原代

细胞主要成分为上皮样细胞
&+!"'

!,P(对细胞活

性(贴壁能力(迁移能力及矿化功能的促进作用都

非常突出) 这个结果进一步证实!合浦珠母贝外

套膜细胞中确实存在 ,P(调控通路) )P((# 是

一种多功能的生长因子!同时具备促进细胞代谢(

增殖及分化的功能!其受体基因已在太平洋牡蛎

中克隆得到
&$&'

!其促进细胞生长及蛋白质合成的

功能也在扇贝外套膜边缘细胞中得到验证
&#<'

)

,-P*是提取自牛脑垂体的多种细胞因子 "如

S(P((,P(#的混合物!其对细胞的影响可视为多

细胞因子的协同作用) 相关研究表明!,-P*能

促进多种类型细胞生长!甚至可取代饲养细胞的

作用
&$)'

) 在本实验中 ,-P*提高细胞迁移能力!

刺激矿化相关基因表达的效果强于其他单因子!

但在促进细胞活性和贴壁能力方面的作用并不突

出!这可能与实验用到的浓度水平有关) 同时!

S(P(能够刺激海洋无脊椎动物组织细胞寿命延

长
&#*'

!但在本实验中对合浦珠母贝外套膜细胞活

性的促进作用并不明显!反而对细胞的迁移能力

有一定抑制作用!推测实验中使用的 S(P(浓度

可能仍高于其发挥作用的最适浓度!因此在未来

对该因子的进一步研究中!可适当降低 S(P(的

浓度范围)

本研究首次证明了部分脊椎动物源的细胞因

子能增强合浦珠母贝外套膜原代细胞的活性(贴壁

能力(迁移能力和矿化功能) 研究涉及到的因子

中!,P(和 )P((# 对细胞活性和贴壁能力促进效

果最为显著!能够有效延长细胞寿命) ,-P*作为

多因子混合物!在提升外套膜细胞迁移能力和矿化

功能方面的作用显著) 虽然这些细胞因子的调控

机制及有效作用浓度还需进一步探究!但本实验为

改良合浦珠母贝细胞培养基(优化细胞培养条件提

供了一定参考!相关研究结果对海洋无脊椎动物细

胞系的建立也将起到重要的推动作用)
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