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不同 !" 值条件下日本对虾肝胰腺及
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摘要：动物细胞培养是生物技术的一个重要领域，因为培养的细胞可以用来分离纯化病毒、生产疫苗和

药物。本实验在日本对虾肝胰腺细胞和血细胞原代培养的基础上，利用 *+,-.+, 值进行不同 /0 值培

养基的比较，认为对于血细胞 /0 )1! 为最适值，而对于肝胰腺细胞 /0 )12 比较合适。同时利用光镜及

电镜做了一些形态和结构上的观察。
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日本对虾（;%$+%)& <+=($#3)&）是重要的经济养殖虾

类。我国沿海对虾养殖曾是出口创汇的支柱产业，但

近年来由于病毒性流行病的爆发，使得对虾养殖业遭

受了巨大的损失，对虾病毒病的防治已成为迫在眉睫

的攻关课题。由于病毒没有独立的新陈代谢系统，必

须借助于活的组织细胞才能培养分离出来，所以需要

建立细胞系以供病毒的分离纯化，并进行各种病毒特

性的研究。国内外已建立了主要经济养殖鱼类的许多

细胞系，可作为这些鱼病毒性传染病的检测工具。然

而，对虾细胞培养难度很大，且从事此研究的学者也不

多，目前国内外报道已建立的细胞系只有几个，还只是

限于细胞系［%］，并没有成为商品细胞。而细胞培养的

关键是选择适宜的培养基，创造最佳生长条件。

本实验利用倒置显微镜、电镜观察以及 *+,-.+,

值来检验日本对虾的肝胰腺细胞和血细胞在不同 /0 值

培养基中的生长状况，并找出适合对虾肝胰腺细胞和血

细胞生长培养基的 /0 值，为选择培养基提供参考。

9 材料与方法

9:9 材料 日本对虾购自河北保定府河市场，体长 &1# ’
%"1# ON，体重 21%6 ’ %"16# ;，用配有双抗（% """ D-NJ
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素、! """!#$%& 链霉素）的人工海水（盐度 ’(）养殖 ’ )。
!"# 实验方法

!"#"! 细胞培养

!"#"!"! 血细胞的培养 将对虾取出，用脱脂棉擦拭

体表，放入冰海水（" * + ,）中，浸泡麻醉 !" %-. 以上取

出。以下操作均在无菌间进行，用无菌吸水纸拭干体

表，用取血针按 ’/0 吸入抗凝剂（"10( 2 半胱氨酸），自

头胸甲后缘，围心窦刺入心脏取血，接种至培养板。每

只虾接一至二孔，每孔加 ! %& 培养基。

!"#"!"# 肝胰腺细胞的培养 取活体对虾放入 3(2
乙醇中，浸泡体表除菌 !" %-. 以上。取出后用剪刀剪

取适量肝胰腺（注意不要碰破胃、肠组织）放入小瓶中，

用双抗溶液（! """ 4$%& 青霉素、! """!#$%& 链霉素）浸

泡 !" * !( %-.，用 56.78 平衡盐溶液冲洗 ’ * + 遍，加入

适量培养基，剪成小于 ! %%’ 的组织块，用取样器接种

至培养板上，每孔 ! 滴。静置 !" %-.，待其贴壁后，每孔

加入 ! %& 培养基。

以上操作均在无菌间的超净台上进行，所有物品

均需严格灭菌，培养基需用 "100!% 的微孔滤膜过滤。

配制培养基时调节 95 值分别为 :1;、310 和 31:（95 值

若超过 31:，对细胞生长不利［0］），分为 ’ 组培养基对细

胞进行培养。将培养板放入 <=0 培养箱中，0: ,，供以

(2 的 <=0 培养，每天用倒置显微镜观察并照相，镜检

时应用封口膜将培养板封严。

!"#"# >?@$A?@ 值的测定 按文献［’］的方法。

!"#"$ 超微结构的观察 取生长较好的孔，用刮片刮

出细胞进行双固定，即用 ’2 戊二醛固定 ’" %-.，02 锇

酸固定 +" %-.。然后脱水、渗透、包埋、修块和切片。超

薄切片用醋酸铀和柠檬酸铅进行双染色，干燥后用透

射电镜进行观察并拍照。

# 结 果

#"! 肝胰腺细胞的生长状况 在相同基础培养基上调

定 :1;、310 和 31: 三种不同的 95 值，发现当 95 值 31:
时细胞生长状况最好，可见到组织团块构成团簇细胞

集落，细胞成圆形，光滑透明，折光性强，富于立体感

图 ! 原代培养 %# & 的日本对虾肝胰腺细胞 B +""
@：95 31:；C：95 :1;

图 # 原代培养 %# & 的日本对虾血细胞 B +""
@：95 310；C：95 31:
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（图 !："）。细胞分布均匀、广泛，甚至培养孔的边缘都

有分布。测定 #$"%&$" 值，’( )*+ 时值最高，比 ’( 值

)*, 时高 ! 倍，比 ’( 值 +*-（图 !：.）时高 / 倍，且经 012
345 "$06" 检验，有显著性差异（! 7 8*89）。在预实验

中，曾调定 ’( 为 -*8，细胞松散，生长不良，测定 #$"%
&$" 值，比其他各实验组的 #$"%&$" 值小很多。故认

为 ’( 值 )*+ 时，肝胰腺细胞生长较好（图 :），而 ’( 值

大于 )*+ 时，对细胞生长不利。

图 ! 肝胰腺细胞和血细胞在不同 "# 值条件下

$%&’(%& 值比较

)*) 血细胞的生长状况 血细胞在 +*-、)*, 和 )*+ 三

种 ’( 值条件下都可生长，但仔细观察可看出在 ’( 值

)*, 时生长情况最好，细胞多呈圆形，分布均匀，部分细

胞已贴壁，开始变形（图 ,："）。从 #$"%&$" 值看来，

也是 ’( 值 )*, 时最高，比 ’( +*- 时高出 ! 倍多，比 ’(
)*+（图 ,：.）时高出 , 倍多（图 :），且差异显著（ ! 7
8*89）。延长培养时间可见贴壁的梭状变形细胞。

)*! 血细胞超微结构的观察 通过电镜观察发现本实

图 + 原代培养 ,) - 的日本对虾血细胞

超微结构（’( )*,）; !8 888
<：细胞质；=：高电子密度颗粒；1：细胞核

验血细胞中细胞质较少，细胞核较大，部分核膜紧贴着

质膜，发现核中有颗粒状物质，细胞质中未发现细胞

器，其质膜清晰可见（图 /）。

! 讨 论

本实验发现，’( 值对培养日本对虾细胞有着显著

影响。在以往的研究中都是通过测定所需培养动物体

液的 ’( 值，来决定培养基的酸碱度［/］，一般脊椎动物

细胞培养基的适宜 ’( 值为 )*, > )*/ 之间，而培养对虾

细胞的 ’( 值多为 +*- > )*,［!］。以往的研究都没有强

调不同组织所需培养条件的差异。实际上，不同组织

因为有其不同的生理功能，也应有其各自不同的生长

环境，就象人的胃和肠，同是消化道，’( 值却截然不同，

它们的细胞生存条件也有差异。因而对于不同的组织

细胞进行培养时也应有不同的 ’( 值。

经测定，日本对虾肝胰腺的内部偏碱性，本实验证

明其细胞在碱性条件下生长得较好，细胞多为圆形，成

簇存在。即在 ’( 值 )*+ 的条件下细胞生长最好，并与

其它组有显著差异（! 7 8*89）。

由于对虾是开管式循环，其血液不仅要起到促进

循环和运输物质的作用，更为重要的是作为一种缓冲

液，调节体内的平衡状态，因而其 ’( 值更趋向于中性。

本实验证实，’( 值为 )*, 时日本对虾血细胞生长较其

它两组更好，并且与倒置显微镜下观察到的细胞生长

状况相一致。

在对虾血细胞体外培养的研究中，胡珂等将体外

培养血细胞中的多形吞噬样细胞分为两种类型，一种

为胞体向四周伸展的多边形不规则细胞；另一种为胞

体向两极伸展的 ? 形细胞［9］。在实验中观察到梭形、三

角形、多角形的细胞。陈平等将对虾血细胞分为透明

细胞（无颗粒细胞）、大颗粒细胞、小颗粒细胞和“浆样

细胞”/ 类［+］，叶燕玲等将中国对虾血细胞分为透明细

胞、小颗粒细胞和大颗粒细胞［)］。本实验发现在电镜

下血细胞中含有电子致密颗粒，@AB2C=4DD 和 @EFG= 认为

对虾血细胞颗粒中存在着酚氧化酶酶原，而这种酶原

的活化是对虾免疫反应的关键［-］。

实验中发现血细胞主要有圆形淋巴状细胞和多形

吞噬样细胞，且以圆形细胞为主，多形细胞主要有菱形

和不规则形两种。我们认为圆形淋巴状细胞是血细胞

的主要成分，为血液的主要功能细胞。多形吞噬样细

胞由于可作变形运动，可能参与对外来异物的吞噬和

清除，形成对虾血液的防御功能［9］。延长培养时间，圆

形细胞可贴壁变形成梭状（图 !：.）。

用 #$"%&$" 值来评价鱼类的生长状况，在国内外
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均有一些报道，但在虾类上的报道很少。!"##$% 对蓝鳃

鱼的肌肉和肝脏进行 &’()*’( 值测定，认为 &’()*’(
值可作为鱼类近期生长率的指标［+］。,-./01 对几种鲤

科鱼的肝脏进行测定，认为 &’()*’( 值还可衡量鱼类

种群的长期生长［23］。!"45#06 对于大西洋鳕鱼的肌肉测

定表明，&’()*’( 值与其食物量及生长率有关［7］。赵

振山等人的实验表明，肌肉中 &’()*’( 值是一个能非

常灵敏地反映鱼类生长和蛋白质含量的指标。他们的

结果表明，&’()*’( 值与鱼类生长率呈正相关，并确认

这一比率是评定鱼类近期及长期生长的良好指标［22］。

笔者曾采用测定培养细胞的 &’()*’( 值来评定其生

长状况［28］，同时还辅以用倒置显微镜观察其形态变化

和分布情况。实验证明 &’()*’( 值与细胞的实际生

长情况是相符的。

综上所述，原代培养的日本对虾肝胰腺细胞在 9,
值 :;< 的条件下生长较好，血细胞在 9, 值 :;8 的条件

下生长较好。可用 &’()*’( 值来评定细胞的生长状

况，相对而言，其值越高细胞生长越好。本实验表明，

不同组织所需要的培养条件是有差别的，因此细胞培

养需要根据培养对象，摸索最佳的培养条件。

对虾的肝胰腺具有解毒功能，但同时也是最易发病

的部位，血细胞是直接与免疫机能相关的。所以本实验

选取日本对虾肝胰腺和血细胞来培养，力图为建立对虾

细胞系奠定基础，利用离体培养细胞研究病毒感染机

制，从而为解决虾病防治问题提供一条有效途径。
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