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水生无脊椎动物细胞培养

刘万磊*

(山东理工大学生命科学学院，淄博 255049)

摘要 目前水生元脊椎动物的细胞培养研究远远落后于哺乳动物和昆虫的培养研究，其培

养方法基本仍是套用哺乳动物或昆虫的细胞培养模式。尽管在几十年中进行了一些探索，而且原

代培养也取得了一些进展，但到目前为止除了淡水蜗牛胚胎 BGE细胞系外，其他动物都还没有成

功的建立长时间持续传代的细胞系。现对水生无脊椎动物细胞培养的研究进行综述，并对所面临

的主要困难进行了总结，对水生无脊椎动物细胞培养的前景提出了一些看法。
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自从上世纪初H缸由00和 Carrel创立动物组织和

细胞的体外培养方法以来，细胞培养技术得到了长

足的发展，在基础理论研究和应用研究中都起到了

不可替代的重要作用。然而，到目前为止，对于

细胞培养技术本身的研究主要集中于脊椎动物(特别

是哺乳动物)和昆虫，对于水生无脊椎动物细胞培养

的关注却相对较少。在公开刊物发表的有关细胞培

养问题的论文中，绝大多数是脊椎动物和昆虫的:

目前世界上儿个主要的细胞库 ATCC 、 ECACC 、

RCB 所收集的细胞系只有一例来自于淡水蜗牛; 2∞4 

年3月在美国旧金山召开了第十一届国际无脊椎动物

细胞与组织培养大会，大会讨论的主题仍然是昆虫

的细胞培养问题(ht甲:/Iwww.sivb.四glInVitroReportl3 8-

3/SciNews.htm) 。

从 20 世纪ω年代开始，少数研究团体和个人开

始关注水生无脊椎动物的细胞培养问题。半个世纪以

来，研究者一直致力于建立长时间持续传代的细胞

系。遗憾的是，付出的努力大多以失败告终。到目

前为止，除了泼水蜗牛胚胎(Biomphalaria glabrata 

embryooic , BGE)细胞系外，其他动物都还没有建

立细胞系。但就其原代培养方面还是取得了一些进

展，初步建立了一些细胞的培养方法，并成功的将

细胞在体外长时间保持活性。

尽管水生无脊椎动物所涉及的门类及物种数很

多，但基于基础理论和应用的实际需要，报道主要

集中于几个有限的种类，其中相对比较多的为虾、

软体动物、海绵和其他几种门类。

1 虾

虾属于节肢动物门甲壳纲，是重要的经济水产

养殖动物。上个世纪 80 年代以来，世界范围内掀

起了养虾高潮，并且发展迅速，到上世纪末时产量

仅次于鱼类，年产值几十亿美元[1] 0 但虾养殖业受

到各类疾病特别是病毒的巨大威胁，一些疾病曾经

导致中国大陆、台湾省、菲律宾等国家和地区的虾

养殖业基本崩溃[叫。细胞培养技术是研究病毒学的

基础，可用于病毒的分离、纯化、疫苗和单克隆

的制备以及病毒敏感药物的筛选，这种方法在哺乳

动物病毒性疾病的研究和治疗上己非常普遍。

在过去的儿十年中，很多研究团体和个人致力

于建立持续的虾细胞系，但均未获得成功。但是，

在摸索虾细胞原代培养的条件方面积累了一些经

验，这些研究为虾细胞系的建立打下了基础。而

且，在细胞培养的基础上分离病毒和病理的研究也

取得了初步的成功。

1.1 虾细胞的培养方法

1.1.1 培养基 目前在虾细胞培养中主要还是采

用改良的哺乳动物或昆虫细胞培养基，如 MEM 、

RPMI 、 L15 、 M199 、 Grace 液等。其中有一些能

很好的支持虾细胞的生长，用的最多的是 L15[2]。部

分报道涉及到虾细胞专用培养基的开发问题，在这

些培养基中进行原代培养细胞生长良好，但还不能

支持细胞的长期培养口.4]。
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在基本培养基的、添加物方面，大量的报道证实

添加 10%-20% 的胎牛血清(FBS)是虾细胞培养所必

需的[3 ， 5 ， 6J 。有时可添加一些甲壳类动物或虾自身的

组织提取液或淋巳液，但对细胞生长的影响不太稳

定，部分研究发现组织液对生长帮助不大甚至对生

长有害[3 ， 6 ， 7J 。而且大多数研究表明海加各类生长因

子和促有丝分裂原对细胞的分裂都没有明显的帮

助，甚歪抑制细胞的生长[2 ， 3 ， 5 ， 6J 。

1 ， 1.2 渗透压、 pH值和温度 海产虾细胞培养的

渗透压一般都在 720-760 mOsm/L 之间2J。但由于

不同虾生活环境相差较大，而且还涉及一些淡水虾

类，所以部分报道也存在较大的差异(2 ， 8J 。

而对于 pH 值，一般范围为 7.0-7 ， 5 ，具体可通

过测定所要培养的虾的体液的 pH 值来确定[2J 。

虾属于变温动物，进行细胞培养时的温度一般

都设定在成体生活的最适温度段。从现有的研究来

看，培养温度从 22-30 oc都有比较好的培养结果，

说明变温动物离体细胞对温度的耐受能力较强。不

过温度控制在 25-28 oc之间被认为是培养虾细胞的

适宜温度，过高或过f低民都会影响细胞的生长速度I口2.且8J 。

1.川.1.3 接种方法 大量研究表明，通过酶水解分

散细胞对虾细胞的体外贴壁和存活能力损伤很大I口2.3且，5，6圳，6刷6创]

所以虾细胞培养一般采用外植体培养。此方法关键

之处就在细胞能否从组织块迁移出来并快速贴壁，

虾组织被证明有非常强的贴壁能力，不用胶原等细

胞外基质成分的促进就可以很好的贴壁(2J 0 Fraster 

等(7J发现在 Hanks 平衡盐溶液(HBSS)中，细胞可从

组织块中快速移出，并在两天内形成单层，然后再

可换上培养某进行培养。而在某些原代培养中如需

将单层细胞传代，一般采用机械刮取法[5 ， 7J 0 

1.1 .4 防菌方法 为了防止在虾细胞培养过程中

感染微生物，除了常规的无菌操作需求外，通常还

要在培养中添加抗生素"鸡尾酒"。因为在虾的淋

巳被中通常会发现细菌或真菌等微生物，女rJ没有必

要的抗生素处理，培养物通常在短时间内就会被微

生物感染[2J 0 在众多的光谱性抗生素中，添加青霉

素和链霉素被证明是防止污染的有效方法[2J 0 

1.2 培养结果

由于不能建立持续传代的细胞系，虾细胞培养

的研究仍然处于原代培养阶段。很多组织或器官都

被尝试用于细胞培养，如神经、上皮、心脏、淋

巴、鲍、肝膜腺、卵巢、造血组织、胚胎等(2 ， 3 ， 5 ， 6J 0 

尽管大部分组织都有较成功的原代培养的报道， 1ft

-综述-

目前的研究表明，比较容易培养的组织主要为心

脏、淋巴、卵巢等(2 ， 3 ， 5 ， 6 J 。百日月1 月去腺、 卵巢、造

血组织等较适合做病用分析，研究的相对较多 (2J 。

对于体外存活能力较强的组织 ， h~T代培养一星

期内→般都有细胞从组织迁移到拮岸 I~中，并进行

增植。如培养结果较为理想，在一!Ii期内 ~IJ形成连

续的单层。有时可传二三千飞，但经过几次传代后，细

胞的增殖能力便大大减弱，如果{~~持更换培养基，

可在体外长时间保证e细胞的活性， Fraser 等 [7J报道

体外存活的最长时间为 17 个月。

在原代培养的基础上，一些细胞已经用于对细

胞病理的分析，并取得了初步的成果|川。

2 软体动物

软体动物细胞培养最大的特}.1，1~ ;J~尤是真应用的广

泛性，无论是在无脊椎动物免疫学、神经生物学、

肿榴生物学等基础理论}5面，还是在环境检测、水

产养殖、珍珠生产等实践应用厅而击1\起着幸耍的作

用。正因为此，软体动物细胞培养所涉及的动物种

类也相应比较广泛。

软体动物细胞培养的日 4个显著的特点就是在

早期便取得了很大的进展， 1979 年便有保捋牡蜗阿

米巳细胞的活性长达 6个月的报道，而且在 1976 年

成功的从淡水蜗牛的胚胎细胞培育出持续的 BGE 细
胞系 [IOJ 。

2.1 软体动物细胞培养的应用

2. 1.1 在免疫学中的应用 利用软体动物血细胞

与病原菌体外共培养的方法己经广泛应用于研究免

疫的细胞和分子机制( II J 。丽且，很多软体动物是

人类寄生虫的中问宿主，如淡水蜗牛-血吸虫寄生

系统等。由于血吸虫病是曾」度流行比较广泛的严

重疾病，所以对于血吸虫在软体动物血细胞寄生阶

段其宿主的免疫机制关注的比较多(12J 。

2. 1.2 在神经生物学中的应用 软体动物较哺乳

动物具有更为简单的神经系统，而且容易鉴定并适

于机械和电生理操作，其神经细胞的培养己广泛用

于神经轴突生长和再生的研究[13]。近几年来，基于

软体动物神经细胞培养发展出一套用于突触研究的

简单模式系统，直接从淡水蜗牛(Lymnaea stagnalis) 

分离出一对神经元(RPeDl 和 VD4)的胞体在体外培

养，神经细胞不但能再生出各自的轴突，而且可形

成与在体内」样的化学突触连接。这样不但可直接

检测各种生物活性物质如神经生长因子、营养因
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刘 }J1，i;: 水生尤脊椎动物细胞均养

子、高子及各种生物洁性因 T对轴突再生和形成突

触的作用，还可自接测最电生理参数以方便研究麻

醉剂对化学突触的影响吁; [I 4] 。

2. 1. 3 在肿瘤生物学中的应用 从 l二个世纪 60 年

代开始，相继发现美国海岸观壳类软体动物，特别

是软壳蛤(Mya arenaria)容易产生各类肿瘤，如性腺

瘤、造血细胞瘤等，而且有着很高的发病率[15] 0 由

于考虑到化学致陆物等对人类可能造成同样的威

胁，对于其 i秀因手11发生机制研究的比较多。而在软

体动物肿瘤细胞的体外培养方闹，肿瘤细胞和正常

细胞一样也很难在体外长时间存活，没有表现出很

强的培植能力[10]。最近对于体外培养的报道却比较

少，口J能是因为:ft培养H面还没有根本性的进展。

2. 1.4 应用于环境检测 因为双壳类软体动物分

布广泛，容易采集，而且呈固着式生长和过滤性摄

取食物， 1~容易在体内聚集多种高浓度的污染物，

所以-J'i是水污染检测的良好材料，在上个世纪 70

年代 Goldberg 就提出「泛应用于世界各国环境监测

的贻贝观察工科(mussel watch program)。最近几

年，利用培养的细胞进行环境污染物的检测得到越

来越多的关注。分散的细胞较动物个体来说不仅操

作简单、检测周期知、灵敏度高，丽且可以进行

细胞毒性机制的研究d 对于环境污染物的检测不仅

可以在细胞水平进行，女11利用心肌细胞的搏动频

率、血细胞的聚集能力等作为检测参数，压能利用

酶活性、 DNA 断裂指数等作为参数进行分子和生化

水平的分析Il6l ，显杀出广泛的应用价值。

2.1.5 应用于水产养殖 同虾一样，软体动物的

毛些种类如贝类、牡虫后等都是重要的经济养殖动

物，而且」些感染性的病原不仅直接影响养殖动物

的生产，还带来严重的食品安全问题。很多报道己

经开始利用培养的细胞研究病原感染细胞病理机制

及防治疾病措施，特别是原代培养的血细胞经常用

于病理分析[ 171 。

2. 1.6 应用于珍珠生产 在可产珍珠的贝类中，

外套膜 t皮细胞分泌主要由文石 CaC03 组成的珍珠

质包裹进入体内的沙子等颗粒便形成银白色的珍

珠。 H前对于分泌珍珠质的细胞生物学机制还了解

不多，而基于个体或组织水平分析又有很多不便，

所以对于外套膜上皮细胞培养的研究对于珍珠产生

机制的揭标有重大意义。己有大量报道成功的对 e

些产珍珠贝类的外套膜细胞进行成功的原代培养并

检测到部分 CaCO) 文石的形成，而且这些成功预示

175 

着可以通过建立分泌珍珠质细胞系的方法进行珍珠

的生产，这样不仅方面生产材料的保在，还可以通

过选择不同细胞系或改良细胞系的方法来控制珍珠

的质量[18 ， I 川。

2.2 软体动物细胞培养的概况及最新进展

由于软体动物细胞培养有着广泛的应用前景，

所以对于其培养的研究较其他水生无脊椎动物开展

的更早更广泛，而且在上个世纪 70 年代便建立了水

生无脊椎动物中唯一的 BGE 细胞系。

2.2.1 BGE细胞系 BGE细胞系是Hansen为了研

究血吸虫胞蝴感染细胞机制于 1976 年从淡水蜗牛的

胚胎(Biomphalaria glabra embyo , BGE)建立的，后

由 Bayne 等[20]完善了冻存方法并提交给 ATCC(CRL-

1494)0 BGE 细胞系的培养基组成为 22%Schneider

果蝇培养基、 20% 胎牛血清、 589毛双蒸水，另加

乳白蛋白水解物 (4.5 g/L)和半乳糖(1.3 g/L)。值得

注意的是 BGE细胞系对血清成分极度敏感，需要经

过多次尝试。形成单层后经过膜蛋白酶水解后即可

f专代(ATCC) 0 

BGE 细胞系在体外表现出血细胞的一些特征，

如底物站附特性、吞噬作用、特征酶的组成等，

利用 BGE细胞与血吸虫胞蝴共培养己广泛用于研究

寄生的细胞和分子机制[川。而且由于 BGE 细胞系是

目前唯一的水生无脊椎动物细胞系，经常用于水生

无脊椎动物细胞基础理论的研究[22] 。

2.2.2 软体动物细胞培养最新进展 尽管在软体

动物细胞培养的早期便获得如此可喜的成就， {!3.令

人遗憾的是，几十年过去后软体动物的细胞培养相

对于 t个世纪 70 年代没有大的进展，其细胞培养和

虾类遭遇着同样的失败110]。到目前为止，除了 BGE

细胞系，还没有成功建系的报道，大部分细胞培养

通常在体外只能存活比较短的时间，虽然有些报道

细胞可存活数月但只能分裂几代便不再分裂，整个

培养最后也因微生物污染而告终[10] 0 

而对于目前软体动物的基本培养方法，与虾细

胞培养基本类似。在培养基方面，用的最多也比较

适合软体动物细胞的也是 L15 ，而其他各种添加成

分对于细胞的影响基本也与虾细胞培养类似。就接

种方法来说，呈报道用胶原蛋白酶处理组织后，细

胞仍能很好的贴壁， 5 天后形成单层，但传代后便

不再增殖[23] 。

3j每绵
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海绵属于动物界多孔动物门，是最低等的多细

胞海洋动物。近几十年来，在海绵中发现了大量的

具有抗肿瘤、抗真菌、甚至抗 HIV 的活性物质。

现在，每个月都有数篇从海绵中发现活性物质的报

道公开发表，相关的专利也有上百个之多[24]。尽管

海绵活性物质的利用显现出巨大的市场前景，但绝

大部分活性物质都还不能进行商业化生产，其主要

限制因素就是"药源供给不足"问题: (1)大多数

生物活性物质在海绵中的含量非常低。 (2)大部分野

生海绵个体偏小而且生长缓慢。 (3)大量采集海绵对

海洋生态环境存在极大的破坏作用[川。

随着细胞和组织培养技术的发展，利用海绵组

织和细胞的培养来获取这些具有生物活性的代谢产

物成为目前研究的主流。目前对海绵组织和细胞的

体外培养主要有三种方法:组织培养、细胞培养和

细胞团培养。但值得注意的是，海绵的组织培养与

一般意义的组织培养有根本性的不同。海绵具有高

度的细胞全能性和再生能力，在适当的条件下组织

块不会解体成细胞，而重新生长成完整的个体。所

以海绵动物的组织培养实际是在人工条件下的海绵

养殖，通常在循环封闭式水族缸中培养[川。

3.1 细胞培养

虽然海绵组织块具有生长成为个体的能力，但

分散的海绵细胞在体外表现出很弱的增殖能力，到

目前为止仍然只能将海绵细胞保持一定时间的存活

而不能持续分裂，其细胞培养建系均以失败告终，

所以同样还是停留在原代培养的初级阶段[10，25]。但

海绵细胞的原代培养还是取得了一定的进展，比如

开发出针对海绵细胞的培养基[24]，而且最近还检测

到体外培养的海绵细胞产生次生代谢产物[24，25] 0 

3. 1.1 培养方法 目前获取分散的海绵细胞悬液

的方法一般为化学分离法和机械分离法的组合。将

切下的海绵块置于不含 Ca2+ 、 M旷的无菌海水进行

机械搅拌或震荡，再通过细筛网挤压使之分散，一

般都可以得到浓度较高的细胞悬液[25 ， 26] 。

分散好的细胞悬液便可接种于培养基。目前海

绵细胞原代培养所用的培养基一般是用不含 Ca2+ 、

Mg2+ 的人工海水(CMFSW)配制商业培养基而成，

另外在此基础上添加胎牛血清、缓冲剂和其它成

分，其中 CMFSW 的主要作用就是让细胞在培养过

程中保持分散状态[25]。在此培养基的基础上，大量

报道尝试添加脂类、糖类、无机盐、有丝分裂原

等促进细胞生长的物质，取得一定的效果[26， 27] 0 

·综述.

由于大多数海绵与微生物存在共生现象，所以

对于海绵的细胞培养，防止微生物污染是一个较大

的困难。目前所采用的方法仍然是添加大量的抗生

素， De Rosa 等[26]在培养基中一共添加了五种抗生

素:氨节青霉素、庆大霉素、卡那霉素、泰乐菌

素、四环素，防菌效果良好。

3.1.2 培养结果 尽管海绵细胞在组织中表现较

强的增殖能力和全能性，但体外培养的分散的海绵

细胞却不能进行良好的增殖。虽然利用凝集素剌激

可诱导培养的海绵细胞进行分裂，但分裂几次后便

停止了[25] 0 De Rosa 等[26]报道培养后第 4 天细胞便

不再增殖，其他培养结果也基本类似， fi 前这是妨

碍海绵细胞建系的最根本的原因。而海绵细胞体外

增殖能力的丧失很可能与细胞相互失去接触有关，

Koziol等[28]人发现在海绵个体中细胞表现出很强的端

粒酶活性，但解离后的游离细胞则丧失了该酶的活

性，且迅速转入死亡期。

虽然没有建立持续的细胞系，但长时间保持细

胞活性的原代培养已获成功。来自于成体的细胞培

养最大存活时间为 25 个星期，来自于胚胎细胞则为

41 个星期[10] 。

另外还有一个值得注意的问题，在过去的几年

中发现大量报道所培养的海绵细胞实际上是原生动

物，而且在形态上很难将两者区分开来[10，25 ， 27] 。考

虑到极容易受到微生物的影响，为确保培养的细胞

是海绵细胞，可用特异DNA探针杂交的方法进行鉴

定[27] 。

3.2 细胞团培养

由于分散的细胞在体外表现出极弱的增殖能

力，近几年来，细胞团培养得到越来越多的关注。

Custodio 等[29] 首次对海绵 Suberites donucncu/ 的组织

建立了以海绵细胞团为培养对象的体系。如果在培

养基中添加较高浓度的 Ca2+ 、 Mg2+，原代培养物中

的海绵细胞在几小时内就会白发的聚集，在几天内

形成直径 1-3 mm 左右的小团，称为 primmorph 。

通过切片观察发现 primmorph 是一个有高度组织的

结构，外面由一单层扁平上皮细胞构成，而内层由

球性细胞构成。而且如果原代培养中存在共生菌，

这些菌类也会参与形成 primmorph，但细胞碎片和

非共生物在 primmorph 中却不存在[25] 。

Primmorph 表现出极强的生存能力，在海水中

不添加培养基可维持活性达 5 个月以上[29]。离散的

海绵细胞在形成了 primmorph 后其端粒酶活性很快

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
  
    
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



刘力磊:水牛:Jl;脊椎动物细胞培养

由阴性转为阳性，并且具有DNA合成和细胞增殖的

能力 [25] 0 目前已有大量的报道表明很多种类的海绵

都可形成 primmorph [25]。而且在 primmorph 中检测

到活性代谢产物[2R]。目前对于 primmorph 形成的细

胞和分子机制仍处于研究之中 [30] 。

4 其他动物

4.1 腔肠动物

海绵动物通常被认为是进化中的一个侧枝，而

腔肠动物是具有一定组织结构的最原始的多细胞后

口动物。腔肠动物细胞培养与海绵有些相似之处:

(1)分散的细胞表现出很弱的增殖能力，并倾向于重

新聚集; (2)个体表现出极强的再生能力和细胞全能

性; (3)很多种类和单细胞藻类存在共生现象，为

无菌培养带来很多困难; (4)细胞培养仍然处于原代

培养的初始阶段[10]0 Frank 等[31J于 1994 年系统研究

了 10 种腔肠动物的细胞培养，并成功的在体外长时

间保捋细胞的沾性。所用的培养基为修改的 L15 ，

接种细胞巨 7-20 天开始增摘，被传代儿次，最长

的存活时间达 1 年左右，并进行了冻存，但进行复

苏时被单细胞原生动物污染[10]。另外基于细胞培养

还可以更好的分析两个关注比较多的问题:中胶层

与细胞的相互作用[l2J以及珊蝴虫细胞分泌产生珊湖

的机制[32] 。

4.2 棘皮动物

一些棘皮动物曾一一度是研究胚胎发育与细胞分

化的模式生物，所以对于其胚胎细胞体外培养分化

的问题关注比较多。不同的报道曾对海胆、海星、

海参等棘皮动物的胚胎细胞的体外培养进行了研

究，因为研究者所关注的主费问题是胚胎细胞的体

外分化，对其长时间培养和建系没有过多的关注，

所以通常培养的细胞在体外存活时间相对比较短(几

天到 40 天) [10] 。

另外也有一→些研究者致力于细胞培养建系的问

题， {旦发现棘皮动物细胞在体外表现出非常低的增

殖能力，而且培养的不同细胞容易聚集，到目前为

止还没有在体外长时间保持细胞活性的报道[10 ，33J 。

4.3 海鞠

海革肖属于脊索动物门尾索动物亚门，是典型的

被囊类动物。作为脊索动物门中最原始的一类动

物，海勒在免疫、胚胎发育、遗传学、细胞学等

各个领域对研究脊椎动物的系统发生都有着非常重

要的作用。由于海鞠作为模式动物的重要性，对于

177 

其细胞培养的关注也相对比较多，但主要集中在对

血细胞的培养以揭示尾索动物的免疫机制[川。目前

对血细胞培养面临的主要困难就是成熟血细胞的寿

命较短，只能在活几个星期，还不能长时间的在体

外保持活性[10)。另外，大量的报道证实海鞠的血细

胞具有全能性，个体中分离的外周血管片段能再生

出芽形成一个新的个体IMI，但目前在体外还不能实

现[10) 。另外部分报道涉及海鞠上皮细胞的原代培

养，也只能在体外存活较短的时间 [35) 。

5 小结
5.1 水生无脊椎动物细胞培养面临的主要困难

尽管付出了不少努力，水生无脊椎动物细胞培

养现状离普遍建立持续细胞系的目标还有相当的差

距，现在虽然还不能解释为什么细胞在体外不能持

续的分裂，但总结起来目前面临的困难主要存在于

3 个方面。

5. 1.1 培养基的制备 水生无脊椎动物细胞对营

养和培养条件的需求与哺乳动物应该有很大的差

异，特别是对一些低等的无脊椎动物(如海绵等) , 

其细胞培养与哺乳动物截然不同。但目前还缺乏水

生无脊椎动物营养和细胞生理方面的细致研究，直

接套用哺乳动物或昆虫的培养基显然没有取得最佳

培养效果。另外，对水生无脊椎动物细胞分裂所需

要的促进因子还了解甚少。

5. 1.2 防茵问题 对于绝大多数水生无脊椎动物

的细胞培养来说，防止微生物污染都是→件相当困

难的事情，大部分原代培养最后都以微生物污染而

告终。一些培养采用稀释培养基、密度梯度离心去

除、添加抗生素等方法都还不能解决根本问题。而

且对于 4些本身就与微生物共生的动物，在细胞培

养中如何处理共生菌与细胞的关系还是一个问题。

5. 1.3 接种方法 利用外植体直接培养还存在→

些弊端，如获取的分散细胞的数量过少，而且能从

组织块迁移的细胞种类有限，极大的限制了接种细

胞的数量和质量，而通过酶水解分散对细胞损伤较

大，所以需要寻求→种能获取大量分散细胞的奇效

方法。

5.2 水生无脊椎动物细胞培养的发展前景

就像 Rinkevich[lO)所说，来自于多细胞动物的

任何一种细胞都会表现出独立性，能在体外建立一

个新的实体而不受整个机体体液或神经的调节。尽

管目前在建立持续的水生无脊椎动物细胞方面所做
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的努力都面临着失败，但广泛建立细胞系是可以实

现的。目前在陆生无脊椎动物细胞培养方面己取得

了巨大的成功，而且已经建立了→例水生无脊椎动

物细胞系，所以只要在目前原代培养所取得的成功

的基础上进行更加广泛的研究，便可以开创一个水

生无脊椎动物细胞培养研究的新局面。

但是必须看到，水生无脊椎动物细胞培养的研

究仍然是任重而道远。水生无脊椎动物包括 20 多个

不同的门，物种数占整个动物物种数的 95%[川，不

同的物种之间在其细胞和组织组成方面表现出相当

大的差异性，所以相对于哺乳动物来说细胞多样性

特别强，特别是一些低等的水生无脊椎动物没有稳

定的内环境，细胞直接与环境相互作用。从以上的

论述就可以看出，不同门类动物的细胞培养研究各

有自身独特的特点，尽管从一定意义不同种类细胞

具有一定的相似性，但仅仅从哺乳动物细胞培养借

鉴的经验还远远不能满足不同水生无脊椎动物的需

要，各类动物的细胞培养都还需要系统和透彻的研

究。
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Cell Culture of Aquatic Invertebrate 
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Abstracl Studies on cell culture of aquatic invertebrate get far behind ones of the mammalian and the 

insect. Moreover, the culture methods come from the ones of the mammalian and the insect. Many efforts were 

spent in the studies in rece:nt decades and progress on the primary culture were gained. However, no continuous cell 

line was established besides of BGE cellline from freshwater snail. Cell culture of aquatic invertebrate was summa­

rized here. Besides , the main problems and the future of the studies on cell culture of aquatic invertebrate were 

discussed. 
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