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三种不同因子对三角帆蚌外套膜细胞

Ca2+ 流动性的影晌
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三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)是我国主要的育珠

母蚌，其所培育出的珍珠色泽鲜陋、细腻光滑， 因

而成为目前泼水育珠生产中首边的育珠母蚌之一 。

蚌的外套膜是贝壳和珍珠形成的重要组织器官，有内

外两层表皮细胞及其间的结缔组织构成。 它对钙具

有高度通透性[lN31 ， 其上皮细胞具有通过细胞膜主动l吸

收 Ca2+ 和贮存 Ca2+ 的功能[4]，并通过胞吐作用排出钙

至外套膜外腔中，这些钙就是形成珍珠的基础 。 维

生素 D3 可促进 Ca2+ 的吸收和增加钙的运转，对钙l吸

收起着重要作用[剑 。 对贝类的研究表明，适量维生素

叭能够促进矿物质在贝壳中的沉积 [6]。而促进贝壳

和珍珠很好的生长的一个不容忽视的因素是环境中

的钙浓度[7-9]， *体环境中 Ca2+ 增加，可增加外套膜组

织 Ca2+ 浓度[10] 。 研究表明 ， 60-80 mg/L 的 Ca2+ 浓度

最有利于促进三角帆蚌珍珠质沉积[111 。 此外，温度

对外套膜细胞的珍珠质的沉积也有影响[12]，温度过高

或过低都会影响珍珠质分泌，甚至造成蚌体死亡。

非损伤微电极测定技术(Non-invasive micro-test 

technology , NMT)在细胞和组织水平进行功能鉴定、

跨膜生物信息传递机制研究等方面发挥了重要的作

用 [1凡国内外已经有许多研究者运用 NMT 对生物

Ca2+ 流动进行了研究。 本研究运用 NMT在不同浓度

Ca2+ 、 维生素 D3 以及不同温度的培养条件下，研究

三角帆蚌外套膜细胞外的 Ca2+ 的流动特性， 以期为三

角帆蚌Ca2+代谢的分子调控机制的研究提供资料，也

为日后提高珍珠培育产量提供理论基础。

本试验采用 2龄的活力较强的三角帆蚌，蚌体大

小(长宽高为) 11 x 8 x 3 cm，由浙江诸暨养殖基地提

供，育珠蚌在小型玻璃水族缸(40 x 30 x 20 cm)中暂

养，所用的都是曝气的自来水，调节其含钙量约为 1.25

mmol/L 。

本试验所用试剂和仪器有: 维生素D3(上海生工)，

二 甲基亚枫(DMSO)(天根生化科技)， RPML1640培养

基、抗生素(青霉素、链霉素各 10 000 U/ml) 、优

级胎牛血清(上海博升生物)，膜蛋白酶、 EDTA

(Gibco 公司)，全培养基(RPML1640+ 20% 胎牛血清

+200 U/rnl 双抗(141) ， 0.25% 的膜酶(含有 0.02%EDTA), 

VD3 孵育液用二甲基亚枫溶解为 40000 U/L 的储液，

Ca2+ 孵育液用无水 CaC12 配成为 0.5 mollL 的储液，测

试液使用无 Ca2+Hanks(C0218，碧云天)配成。恒温细

胞培养箱(REVCO， 美 国)， fi~置显微镜(Olympus，日

本)，非损伤微电极测定(BIO-OOl 系列， 美国扬格公

司 )， 超净工作台中(苏州净化设备厂) 。

外套膜组织细胞的培养:取3只蚌用手术刀切开

蚌的闭壳肌，用无菌蒸馆水反复冲洗外套膜，采用撕

裂法分离出外套膜外表皮[ l 5] ， 再浸入双蒸水配制的

0 . 01 % 高锚酸饵溶液中 30 min 进行初步消毒。然后

依次用含有 3 个浓度梯度的双抗(青霉素 + 链霉素)的

PBS 冲洗， 3 个浓度梯度依次为:不添加双抗的 PBS;

含有 200 U/ml 双抗的 PBS ; 含 1 000 U/ml 双抗的

PBS 。 然后将外套膜外表皮组织剪成 1 mm2 的小片，

浸于 0.5 ml 的 0 .25 % 的膜酶(含有 0 . 02%EDTA) 中

3TC消化 30 min，再用 2 ml 含有胎牛血清的培养基

终止膜酶消化细胞，然后将液体吸出，用 PBS 清洗组

织块， 将组织细胞贴于培养皿中，在 26 "C恒温培养箱

中倒置培养 4 小时后再正置添加 2 ml 全培养基继

续培养，共培养组织 15 份(15 个培养皿)。培养 24 小

时稳定后再进行孵育测定。

培养的组织被分成 3 组， 其中 ， 第 1 组 9 个培养

皿采用 Ca2+ 终浓度为 0.5 mmol/L 、1. 25 mmol/L 、

3 mmollL 测试液分别孵育 9个培养皿的组织，即 3 个
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浓度， 每个浓度 3 个培养皿组(生物学重复) ， 30 min 

稳定后进行细胞外 Ca2+ 流动研究[ 1 6] 。 由于 NMT 测

试中，测试液必须含有所要测试的离子，因此， Ca2+ 测

试组中 Ca2+ 浓度不能为 o mmol/L;第 2 组 3个培养皿

采用瞬时添加的方法用 VD3 储液(40000 U几)将细胞

外测试液 VD 3 分别调节为终浓度 OU/L 、 50U/L 、

100U尼、 500U几，进行细胞外同一位点的 Ca2+ 流动

研究(溶液中调节 Ca2+ 浓度为 1.25 mmol/L) ; 第 3 组

采用自动控温装置分别在细胞外同一位点的 20 "C 、

26 "C 、 3 0 "C检测 Ca2+ 的流动(每组都有 3 个重复样，

每个样测定 6 个位点) 。 实验过程为:首先将 24 小时

后培养稳定的组织细胞中培养基吸出， 用无钙 Hanks

先轻轻润洗组织 2 遍， 然后置于 Hanks(其调至添加了

我们所需的每组不同的钙离子的浓度)中培养30 min, 

待细胞在测定过程中能保持稳定的生物状态，测定

Ca2+ 流动速度与方向 。 其中 Ca2+ 组采用调至 Hanks

中 Ca2+ 终浓度为 0.5mmoνL、 1.25mmoνL、 3 mmol/L 

分别孵育 9 个培养皿即 3 个浓度，每个浓度 3 个培养

皿组(生物学重复) 30 min ; VD3 组则采用从低浓度开
始添加，根据加入后的液体体积再计算第二浓度的添

加量， 由于液体体积变化很小，对浓度影响不大，如

添加维生素 D3 终浓度为 50U/L 时，测试液是 198μ1，

按浓度计算应添加1 0 .25μl 的孵育液，依次类推 。 每

测定一个浓度需 5 min，观察其 Ca2+ 流动变化，待稳

定后记录数据 。

细胞夕阳a2+的测定:非损伤微测技术是利用一种

灌有液体离子交换剂的微电极在细胞周边进行测定，

Ca2+ 选择性微电极在接近细胞与远离细胞的两点间

(间距 30 μm)往返移动(图 1) 。 在己知距离 dx 进行两

·研究简报.

点测定，获得两个电压 Vl 和 V2， 算出两点的浓度差，

最终数据通过 Fick 第一扩散定律公式计算出 Ca2+ 移

动速率，数据表现形式为 pmo) .cm.2 . s . l ，即每秒通过 :

平方厘米的该离子 /分子摩尔数(其中，流速为正值表

明 Ca2+ 外排， 负值表明 Ca2+ 内流) 。 样品测定持续时

间为 5 min ， 测试液除了进行 20 "C和 30 "C测定时，均

为 26 "C 。

数据处理:所有数据采用 SAS 软件GLM程序的

单因子方差分析(SAS 6.12 , 1996 )，数值表示为均值

和 SE，不同组间显著性分析采用 Duncan 多重比较及

t-tes t ， 显著差异为 P<0 .05 ， 极显著差异为 P<O.OI 。

组织细胞培养结果

培养24小时后稳定的外套膜组织细胞在倒置亚

微镜下观察发现(图 2) ， 培养稳定后组织周围有许多

散落的细胞与细胞群，多个细胞群形成一个生长晕，生

长晕的细胞之间排列紧密远离组织周围的游离细胞

个体很大，排列稀疏，细胞呈圆形， 直径大小在 11 .29土

0.2μm，在高倍镜下可见细胞中有颜色较深的颗粒状

物质 。

添加不同 Ca2+浓度对胞外 Ca2+ 流动性的影

响

水体 Ca2+ 的浓度对外套膜细胞胞外 Ca2+ 流动有

显著的影响(P<0 . 05 ) 。 如图 3 所示，随着孵育液中

Ca2+ 浓度增大， 外套膜外的 Ca2+ 外排速度减小， Ca2+ 

运动方向也由外排变为内流 。 当 Ca2+ 浓度增大时，

去极化电位增大，电压依赖性钙通道打开， 膜电压也

Fig.l Cells were monitored by non-invasive micro-test Fig.2 Observed tissues and cells under inverted microscope 
technology after stable cuIture 
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著差异(P<0 . 01) 。 外套膜表皮细胞对维生素 D3 及其

代谢产物都很敏感，把此〈晶体激素注射到外套膜溶液

中后， 钙大量地被吸收[201，因此认为维生素 D3 可以剌

激通道蛋白的通透性增大，大量的Ca2+可以流入细胞

内 。

孵育液的温度对外套膜细胞外 Ca2+ 流动的影响

如图 5 所示， 胞外 Ca2+ 流动以振荡式有规律的变化:

温度在 20 'C时，细胞膜外 Ca2+ 总体上表现为微量外

排，平均速度为 12 . 8土9 . 5 pmol .cm-2 .s - l ; 温度从 20 'C

升到26 'C时，细胞外Ca2+运动方向是由微量外排逐步

变为内流， 且内流速度变大: 26 'C时平均速度为 -237.1 ::t

8.5 pmol.cm气 l ; 温度逐步升至 30 'C 时，膜外 Ca2+ 流

动方向发生了显著变化(从内流逐步变为外排 ， P< 

0. 0日，且 Ca2+ 外排速率增大，平均速度为 262.3 ::t 8.2

pmol.cm-2 .s. 1 。 三角帆蚌的最适生长温度为 20'C-30'C ，

温度对 Ca2+流动性的影晌

发生了改变，引起 Ca2+ 的大量内流[1 7 J 。 本研究数据

显示，在添加 Ca2+ 浓度为 0.5 mmollL 时，细胞处于

Ca2+ 外排状态，平均流速为 190 . 8土6.9 pmol .cm.2.s-l ; 

当 Ca2+ 浓度增大为 1.25 mmol/L 时，细胞仍处于 Ca2+

外排状态，平均流速为 17 1.2::t 10 .6 pmol .cm 气- 1 ， Ca2+ 

外排速度变小，相对 0.5 mmollL 组 Ca2+ 运动变化差

异不显著(P>0.05 ); 当 Ca2+ 浓度添加至 3 mmol/L 时，

Ca2+ 内流加大， 即 Ca2+ 运动方向由外排转变为内流，

平均流速为 108. 3土27 .4 pmol . cm -2 . s . l ，流速与 0 . 5

mmol/L 和 1. 25 mmol/L 组间存在极显著差异(P<

0 . 0 1)。唐敏等[ 18 1 在活体研究中也表明 : 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。

添加不同 VD3 浓度对胞夕|、 Ca2+流动性的影

晌

一 Ca2+ flux 
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Fig.5 In t1uence of temperature on the average r ate of Ca2+ 

out of mantle movement 
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5 

采用 NMT 技术对培养 30 min 稳定后的细胞进

行测定，测定过程中在测定液里瞬时添加不同浓度的

维生素D3 孵育液，结果表明 · 胞外 Ca2+ 流动与膜外电

压一致，同样以振荡式变化;随着维生素 D3 浓度的增

加，细胞外的 Ca2+ 的运动方向由外排逐渐变为内流，

内流速度越来越大(图的 。 这与丛玉艳等[ 191 的研究

一致，维生素 D3 通过加速对钙的吸收，进而促进钙的

沉积。 本试验结果数据分析表明，当测试液中不添

加维生素D3 时，细胞主要处于 Ca2+ 外排状态;当添加

浓度为 50 U/L 时细胞仍处于 Ca2+ 的外排状态，与对

照组相比差异不显著(P>0.05); 当添加浓度达到 100

UIL 时细胞外 Ca2+ 运动方向开始转变为内流， 与对照

组和 50 U.几 组有显著差异(P<O.O日， 并且达到极显著

水平(P<O.O l); 当添加的浓度增大到 500 U/L 后细胞

外Ca2+ 的内流平均流速增大 与其它组间均存在极显
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而23 .C -30 .C的水温范围则是育珠蚌分泌珍珠质的较

适温度[约1，其中 26 .C是三角帆蚌培育珍珠的最佳温

度(2 1 ) 。 与本研究结果一致， 大量的 Ca2+ 流入蚌体内，

加快 Ca2+ 的沉积，有助于珍珠的培育。

在三角帆蚌育珠的生产过程中，钙的|吸收和转运

对珍珠的产量和质量的提高起着重要作用，加快钙在

蚌体内的沉积，是促进壳和珍珠快速生长的重要手

段。本试验利用 NMT 技术能够在不接触样品的情

况下实时检测进出 Ca2+ 的流速及方向。经研究发现

在 26 .C 的条件下，较高浓度的维生素矶和 Ca2+ 的剌

激使得细胞外 Ca2+ 大量涌入细胞内 。 这可能是由于

高浓度的 Ca2+ 通过影响膜脂的物理状志使膜蛋白的

构象发生变化，从而使膜蛋白的功能受到调节， 而Ca2+

又结合在某种结合蛋白质上通过胞饮或胞吐作用出

入细胞[22) 。 总之，蚌的钙代谢的分子水平的研究对

推动育珠业的发展有着重要意义 。
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The Effect of Three Different Factors on Extracellular Ca2+ Flux of Mantle 

Cell from Hyriopsis cumingii 

Zhi-Yi Shi飞 Ying-Ying Hao, Wen-Juan Li, Jian Han, Yu-Li Jin 

(Key laboratory of Aquatic Genetic Researches and Aquaculture Ecology Cert~卢cated by the Ministry of Agriculture, Shang阳i Ocean 

University, Shanghai 201306, China) 

Abstract In order to study the molecular mechanisms of calcium metabolism in mantle cell from Hy riopsis 

cuming ii, Ca2+ flux direction and rate were detected by non-invasive rnicro-test technology (NMT). Three mantle 

cell cultures were divided into three groups (3 reduplication/each group) . For the first group, the different concen­

trations of Ca2+ (0.5 mmollL, 1.25 mmol/L, 3 mmol/L) were added to culture medium; for the second group, the 

different concentrations of vitarnin D3 (control , 50UIL, 100UIL, 500 UIL) were added into culture medium; for the 

third group , cells and tissues were cultured in the different temperatures (20oC , 260 C, 300 C) , respectively . The 

results showed that extracellular Ca2+ flux was gradual changed from efflux to influx, and movement rate increased 

when adding Ca2+ into culture medium. The Ca2+ flux of 3 mmollL Ca2+ adding group had significant difference 

compared with the control group (P<O.Ol). The movement of Ca2+ was gradual changed from efflux to influx, and 

movement rate increased when adding vitarnin D3 in cultured cells. Among of this, the Ca2+ flux of 500 UIL vitarnin 

D3 group had significant difference compared with the control group (P<O.Ol ). Furthermore, cul ture temperature 

significantly affected the extracellular Ca2+ flux of the mantle cells. The flow directions of extracellular Ca2+changed 

from efflux to influx with increasing temperature (P<0 .05 ). The influx rate at 260 C was the biggest among all the 

groups (P<0.05). This experiment has a great significance on clarifing the formation and formation mechanism of 

pearls. 

Key WOI由 Hy riopsis cumingii; mantle cell; non-invasive rnicro-test technology; Ca2+ flux 
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