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摘要　为建立马氏珠母贝 (Pinctada martensii )珍珠囊体外培育和插囊育珠技术 ,一用 0. 3%胰蛋白酶消化液在

p H值 7. 2～ 7. 4和温度 25℃条件下对马氏珠母贝外套膜组织进行解离 , 收集消化 15 min的细胞悬液于珠核上

培养珍珠囊 ; 二直接用外套膜组织块在珠核上形成珍珠囊。方法一所产生的珍珠囊未培育出珍珠 ; 方法二所产

生的珍珠囊培育出少量的珍珠。为促进细胞在珠核上的粘附和珍珠囊的形成 , 研究了各种贴壁因子的作用 ; 其

中多聚赖氨酸和 SM物质能明显促进珍珠囊形成。
关键词　马氏珠母贝　珍珠囊　体外培养　插囊育珠

中图法分类号　 S 968. 316. 9

Abstract　 To raise production of pea rls, the pea rl sacs w ere cul tured wi th the cells f rom the

mantle tissue w hich was digested in 0. 3% trypsin so lution in pH 7. 2～ 7. 4 at 25℃ for 15

minutes. Th e pearl sacs w ere also cultured in ano ther w ay o f emig ra ting the pieces o f mant le

tissue to a nuclear. Only the pea rl sacs by the second method could produce a few of pearls. To

promo te cell adhesion and pearl sac forma tion in vi t ro, the co llag en, poly-lysine, laminin and

SM substance w ere tested, and poly-lysine, SM substance could enhance the fo rmation o f pea rl

sacs.
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　　海水养殖珍珠均为有核珍珠 ,是经外套膜植片法

培育的。 外套膜植片法指用人工手术将珍珠贝 (供

体 )外套膜组织分割成组织块 , 将组织块移植到受体

珍珠贝的体内 ,并植入珠核 ,被移植的外套膜组织块

的上皮细胞经移行、 增殖、包裹珠核形成珍珠囊 , 尔

后 ,上皮细胞分泌珍珠质沉积在珠核表面而产生人工

有核珍珠。在插植手术过程中 , 上皮细胞贴附于珠核

的位置、紧密程度、 组织块的面积、 形状及取材的位

置、植核位置、植核手术时对育珠贝的机械损伤程度

都直接关系到珍珠囊的形成和上皮细胞的分泌状态 ,

常引起各种疵珠的产生 , 如污珠、 尾巴珠、 素珠等 ,

此外 ,外套膜植片法还会使育珠贝损伤严重 ,增加植

核后育珠贝的死亡率和吐核率 ,从而严重地影响珍珠

的质量和产量。由于外套膜植片法固有的缺陷 ,本文

根据珍珠形成的原理 ,利用组织培养技术、体外培育

有核珍珠囊 ,再进行插囊育珠 ,试图建立一种新的珍
珠培育方法 。

1　材料和方法

1. 1　材料
实验用马氏珠母贝 ( Pinctada martensii )由广西

北海市铁山港珍珠养殖场提供 , 为 1～ 2龄的育珠
贝。
1. 2　方法
1. 2. 1　外套膜组织的解离
用国产胰蛋白酶制备消化液 ,浓度为 0. 3% , pH

值 7. 2～ 7. 4, 消化温度为 25℃。
1. 2. 2　细胞产量

( 1) 以 CM F ( Calcium , Magnesium Free BBS:
不含 Ca

+ +
和 Mg

+ +
的平衡盐溶液 . )和 MCMF

( M odified CM F: 以相同摩尔数的葡萄糖酸钠代替
CM F中的氯化钠 . )分别配制胰蛋白酶液 TS和
M TS,分别消化 1 g外套膜组织 , 20 min后 ,取解离
细胞液 ,用血球计数板计取解离细胞数 ,比较 TS和
M TS消化的细胞产量 ;每次实验各组所用材料均取
自相同的贝。
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( 2) M TS中分别加入 1 mMol的 EDT A, 1 g /L

的葡萄糖和 1 g /L的半乳糖 , 消化 1 g外套膜组织 ,

20 min后计数 , 比较细胞的产量。

( 3)取 1 g外套膜组织 ,用 M TS消化 30 min,每

隔 5min计取解离细胞数 ,绘制细胞产量与消化时间

的关系曲线。
1. 2. 3　上皮细胞的纯度

( 1) 取外套膜组织 , 用 M TS消化 30 min, 每隔

5 min计取解离细胞总数和圆球形的上皮细胞数 , 计

算出上皮细胞的纯度。

( 2)取 1 g外套膜组织浸于平衡盐溶液中 , 用手

术刀轻轻刮去内表皮和一部分结缔组织 , M TS消化

30 min, 每隔 5 min计取细胞总数和上皮细胞数 , 计

算上皮细胞纯度及不同时间段被解离下来的细胞总

数和上皮细胞数。

1. 2. 4　外套膜细胞及组织的短期培养

使用王爱民等〔 1〕建立的方法对外套膜细胞及外

套膜组织进行短期培养。

1. 2. 5　体外珍珠囊的培养

1. 2. 5. 1　贴壁因子对珍珠囊形成的影响

将纤粘蛋白 ( Sigma产品 )、多聚赖氨酸 ( Sigma

产品 )、 鼠尾胶原 (按鄂征的方法制备〔 2〕 )、 SM物质

(一种海洋生物提取物 , 实验室自制 )涂抹在珠核上 ,

干燥后高压蒸汽消毒 ,分别以吸滴外套膜组织的细胞

悬液于珠核上和以贴附外套膜组织块于珠核上 ,再吸

滴培养基培养 3 d后 , 检查珍珠囊形成的状况。检查
方法:将培养后的珠核置于载玻片上 ,滚动珠核一圈 ,

在倒置显微镜下观察 ,若形成一密集的细胞带 ,则说

明珍珠囊已形成。

1. 2. 5. 2　体外珍珠囊的培养

在无菌的条件下 , 制备 2%琼脂培养皿平板 , 将

消毒、已涂抹贴壁因子的珠核置于琼脂表面 ,使之固

定 ,分别以吸滴外套膜组织细胞悬液于珠核上和以贴

附外套膜组织块于珠核上培养 , 2 h～ 3 h后滴加培养

基进行培养 ,以后每隔 12 h再滴加 1次培养基 , 72 h

后珍珠囊初步形成。

1. 2. 5. 3　体外珍珠囊的插囊育珠

按常规方法把具珍珠囊的珠核移植到育珠贝体

内。插核完毕 ,将育珠贝送回广西北海市铁山港珍珠

养殖场养殖 , 8个月后统计育珠的结果。

2　实验结果

2. 1　外套膜组织的酶解处理

2. 1. 1　细胞产量

表 1显示 , 以葡萄糖酸钠代替消化液中的氯化

钠 ,可大幅度地提高消化液消化外套膜组织的细胞产

量。 EDT A、 葡萄糖、 半乳糖分别加入和同时加入对

酶液的消化效果没有明显的改进。 MTS消化外套膜

组织的细胞产量在 0 min～ 30 min内 ,随着消化时间

的延长而增加 (图 1)。对图 1的分析表明 , 在消化开

始后的第 5 min～ 15 min和第 25 min～ 30 min两个

时间段 ,细胞以较快的速度解离。而在第 15 min～ 25

min时间段 , 细胞的解离速度较慢。
表 1　 TS和 MTS等消化液消化 1 g组织 20 min收获的细胞

产量 (× 105细胞 )

Table 1　 The number of cells f rom 1 g mantle digested

separately in TS and MTS after 20 minutes (× 105 cells)

消化液
Digest ing
solution

TS M TS M TS+
EDTA

M T S+
葡萄糖
M T S+
glucos e

M TS+
半乳糖
M TS+
galactose

M TS+ 葡萄
糖+ 半乳糖
M TS+
glucos e+

galactose

A
0. 64
( 7)*

1. 8
( 7)

B
1. 69
( 2)

1. 72
( 2)

C
1. 88
( 5)

1. 93
(1)

1. 96
( 1)

1. 93
( 1)

* 括号中的数字为实验次数 ,结果为平均值。 Th e numbers in b rack ets

are experimen t times, th e resul t i s averag e of total coun t.

图 1　 M TS消化外套膜组织的细胞产量随时间的变化曲线

　 Fig. 1 The curv e of th e number o f cells and dig esting time

by M TS

2. 1. 2　上皮细胞纯度

经不同时间消化 ,外套膜上皮细胞的纯度测定结

果见表 2, 消化 15 min、 20 min和 25 min所获得的

上皮细胞的比例比较高 , 且较为接近。分析不同时间

段解离细胞总数和上皮细胞的增加情况 (表 3)表明 ,

第 5 min～ 15 min期间解离的细胞以上皮细胞为主 ,

约占 78% ; 第 25 min～ 30 min期间 , 解离的细胞中

以结缔组织细胞居多 , 约占 60%。

　　用刀刮法处理后的外套膜组织进行同样的酶解

处理结果见表 4, 与表 2比较 , 刀刮法处理的组织所

得的上皮细胞数减少了 40% ～ 60% , 说明刀刮法能

有效地去除内上皮细胞 ,对各时间段细胞增加的比较

发现 , 5 min～ 15 min时间段增加的上皮细胞数量最

多 , 纯度较高 (表 5)。
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表 2　MTS消化 1 g外套膜组织在不同消化时间获得的上皮

细胞纯度

Table 2　 The purity of epithelial cells from 1 g mantle

digested by MTS in diff erent duration of digest ing

消化时间

Digesting
dura tion
( min)

细胞总数
To ta l number

o f cells
(× 105 )

上皮细胞数
Number of

epithelial cells
(× 105 )

上皮细胞纯度

Purity of
epithelial cells

(% )

5 0. 23 0. 06 26. 10

10 0. 74 0. 43 58. 10

15 1. 36 0. 95 69. 80

20 1. 57 1. 11 71. 20

25 1. 75 1. 21 69. 10

30 2. 43 1. 44 59. 20

表 3　各时间段增加的细胞总数△N0和上皮细胞数△N及上

皮细胞纯度

Table 3　 Total number of cells△N0 , number of epithelial

cells△N and purity of epithelial cells in diff erent duration

时间段

Periods
( min)

△ N 0

(× 105 )
△ N
(× 105 )

上皮细胞纯度
Purity of

epithelial
cells (% )

5～ 10 0. 51 0. 37 72. 50

10～ 15 0. 62 0. 52 83. 90

15～ 20 0. 21 0. 16 76. 20

20～ 25 0. 18 0. 10 55. 60

25～ 30 0. 68 0. 23 33. 80

5～ 15 1. 13 0. 89 78. 80

表 4　MTS消化刀刮法处理 1 g外套膜组织收获的细胞总数

△N0和上皮细胞数△N及上皮细胞纯度

Table 4　 Total number of cells△N0 , number of epithelial

cells △N and pur ity of epithelial cells f rom 1 g mantle

digested after inner epithelium scraping

消化时间
Digesting
time cour se
( mins)

△ N 0

(× 105 )
△ N
(× 105 )

上皮细胞纯度
Purity of
epithelial
cells (% )

5 0. 14 0. 06 28. 60

10 0. 65 0. 27 41. 50

15 1. 17 0. 59 50. 40

20 1. 29 0. 67 51. 90

25 1. 38 0. 71 51. 40

30 1. 79 0. 78 43. 60

2. 2　体外培养珍珠囊

2. 2. 1　用解离细胞体外培养珍珠囊

分别选择用 MTS直接消化和用 M TS消化刀刮

法处理的外套膜组织 ,经消化 15 min和 25 min后的

细胞悬液培养珍珠囊 ,并检查贴壁因子对珍珠囊形成

的影响。

从表 6可以看出 , 直接用 M TS消化的整块外套

膜组织的细胞悬液进行珍珠囊的建立与培养效果并

不理想 ,各种贴壁因子也起不到应有的作用。用 M TS

加刀刮法处理外套膜组织所得的细胞悬液培养珍珠

囊由于处理时间的不同和使用的贴壁因子的不同出

现了不同的效果。在 MT S加刀刮法处理 15 min的细

胞悬液在具有多聚赖氨酸和 SM物质的珠核上 ,聚集

的细胞较多 ,在培养到第 3天时 ,初步形成了珍珠囊。
表 5　不同时间段增加的细胞△N0、 上皮细胞数△N及上皮

细胞纯度

Table 5　 Total number of cells△N0 , number of epithelial

cells △N and purity of epithelial cells f rom 1 g mantle

digested after scraping inner epithelium

消化时间段

Digesting
period

△N 0

(× 105 )

△ N

(× 105 )

上皮细胞纯度

Purity o f
epith elia l
cells (% )

5～ 10 0. 51 0. 23 45. 10

10～ 15 0. 52 0. 32 61. 50

15～ 20 0. 12 0. 08 66. 70

20～ 25 0. 09 0. 04 44. 40

5～ 15 1. 03 0. 55 53. 40

10～ 20 0. 64 0. 40 62. 50

10～ 25 0. 73 0. 44 60. 30

表 6　不同消化方式和不同贴壁因子对珍珠囊形成的影响

Table 6　 Effects of dif ferent digesting methods and diff erent

adhering materials on the formation of pearl sacs

贴壁因子的
种类 Adhering

materials

胶原蛋白
Collagen

纤粘蛋白
Laminin

多聚赖氨
酸 Poly-
lysine

SM物质
SM

material

对照

Cont rol

M TS 15 min + + + + +

M TS 25 min + + + + —

M TS+ 刀刮法
M TS+ Scraping
15 min

+ + + + + + +

M TS+ 刀刮法
M TS+ Scraping
25 min

+ + + + +

+ : 细胞少量 a few of cell s; + + : 细胞较多 many cells; - : 细胞无 ;

no cell s。

2. 2. 2　用外套膜组织块体外培养珍珠囊

表 7显示 ,将外套膜组织块贴附在珠核上 , 无论

珠核上是否涂抹贴壁因子 ,其获得的珍珠囊的效果都

较用细胞悬液形成的珍珠囊好。 其中多聚赖氨酸和

SM物质能够促进上皮细胞从外套膜组织块中迁移 ,

并增加上皮细胞在珠核上的粘附 ,促进体外珍珠囊的

形成。

2. 3　体外珍珠囊的插囊育珠

上述一系列实验表明 , 用刀刮法加 M TS消化外
套膜组织 15 min获得的细胞悬液和用外套膜组织块
直接培养都能形成珍珠囊 ,并且以多聚赖氨酸和 SM
物质作为贴壁因子的结果较为理想。鉴于多聚赖氨酸
价格昂贵 , 使用不方便 , 而 SM物质获取简单 , 价格
低廉 , 在珠核表面所形成的网状结构稳定 , 其粘附细
胞的效果同多聚赖氨酸相同 ,故在下面的体外珍珠囊
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的插囊育珠实验中 ,均以 SM物质处理珠核 ,再分别
用刀刮法加 MTS消化 15 min获得的细胞悬液和用
外套膜组织块培养的珍珠囊进行插囊育珠研究。
表 7　不同贴壁因子对外套膜组织块形成珍珠囊的影响
Table 7　 Ef fects of dif ferent adhering materials on the
formation of pearl sacs from mantles

贴壁因子的
种类 Adhering

materials

胶原蛋白
Col lag en

纤粘蛋白
Laminin

多聚赖氨
酸 Poly-
lysine

SM物质
SM

material

对照
Cont rol

珍珠囊状况
Condit ion of
pearl sac

+ + + + + + + + + + + +

+ + : 细胞较多 m any cell s; + + + 细胞极多 a great many of cell s.

　　表 8表明 ,用刀刮法加 M TS消化 15min获得的

细胞悬液所形成的珍珠囊进行的 2年插囊育珠并不

成功 , 收获的珍珠都是素珠 , 即仅为珠核 , 珠核上无

任何珍珠质 , 不是真正意义上的珍珠。

　　用外套膜组织块培养的珍珠囊所进行的 3年插

囊育珠实验都获得了珍珠 (表 9) ,这种珍珠表面具有

珍珠质。前两年 ( 1997～ 1999) 取得的成珠率极低 ,

分别是 0. 58%和 0. 12% , 最后一年 , 通过在操作技

术上的改进 ,不但使育珠贝成活率提高 ,而且使成珠

率大幅度提高 , 达到 4. 05%。

3　讨论

建立体外珍珠囊的方法有两种 ,一是用外套膜组

织细胞悬液 ,特别是以上皮细胞为主的细胞悬液 ,在

珠核上进行培养 ,使之建立包裹珠核的珍珠囊 ; 二是

先将外套膜组织块贴附在珠核上 , 经过培养后 ,外套

膜上皮细胞沿着珠核迁移包裹珠核形成珍珠囊 ,再将

组织块除去。在培养第一种方式形成的珍珠囊时 ,必

须获得外套膜上皮细胞的细胞悬液。

为使马氏珠母贝外套膜组织细胞充分分离 ,根据

外套膜组织的特点 , 我们在研究中选择了消化分离

法。在对动物细胞进行酶消化解离时 , 人们经常以柠

檬酸钠代替消化液中的氯化钠 , 以提高细胞的产

量〔 3〕。我们以同样的方法消化马氏珠母贝外套膜组织

也得到了较好的效果。

酶消化法可采用 4℃的冷消化法和 37℃的热消

化法。我们采用冷消化法所得的结果无明显改善 ,热

消化法又过于激烈 , 消化 30 min时可看到许多细胞

碎片 , 而选择 25℃消化外套膜得到的效果较好。

　　在消化外套膜组织时 ,所获得的细胞悬液既有上

皮细胞又有结缔组织细胞。上皮细胞有外上皮细胞和

内上皮细胞。 目前尚无有效的方法分离内外上皮细

胞。 我们用刀刮法能有效地除去大部分内上皮细胞 ,

而且这种方法既简单又可靠。

由于珍珠的形成是通过珍珠囊来实现的 , 因此 ,

国内外学者都比较关注珍珠囊的形成和珍珠囊的结

构
〔 4～ 6〕

。在珍珠囊形成和结构的细节上 , 不同学者研

究的结果虽然有差异 , 但他们普遍认为外套膜植片

(组织 ) 外上皮细胞经迁移和增殖能形成珍珠囊的上

皮细胞 ,其结缔组织细胞和受体贝的结缔组织细胞共

同围绕珍珠囊上皮细胞组成完整的珍珠囊 ,而外套膜

植片的内上皮细胞则退化 , 不参加珍珠囊的形成〔7〕。

在体外培养珍珠囊时既要解决细胞在珠核表面的粘

附问题 ,又要解决体外珍珠囊的细胞组成问题。为使

珠核表面能够使细胞在其表面粘附 ,我们选择了细胞

培养中常用的贴壁因子 , 纤粘蛋白、 多聚赖氨酸、 鼠

尾胶原以及我们自己筛选的 SM物质处理珠核。实验

结果表明只是带有正电荷的大分子物质多聚赖氨酸

和 SM物质能起到较好的作用。我们发现在体外珍珠

囊培养的早期 ,纤粘蛋白和鼠尾胶原具有明显的促使
表 8　用刀刮法加 MTS消化 15 min获得的细胞悬液所形成的珍珠囊插囊育珠实验

Table 8　 The production of pearls from pearl sacs cultured with the dispersed cell from mantles digested
年份

Year

育珠贝数

No. o f
pea rl
oy sters

成活贝数

No. o f
liv ing pea rl
o yste rs

成活率

Ra te o f
living pea rl
o yster s
(% )

插核数

No. of
inse rted
Nuclei

收珠数

No. of
pear ls

素珠数

No. o f
non-nacr ed
pea rls

珍珠数

No. of
nacred
pearls

成珠率
Rate o f
nacr ed
pear ls

1998 323 78 24. 1 422 38 38 0 0

1999 439 182 41. 5 537 60 60 0 0

表 9　外套膜组织块培养的珍珠囊进行的插囊育珠实验
Table 9　 The production of pearls from pearl sacs cultured from digested mantles

年份
Year

育珠贝数
No. o f
pea rl
oy sters

成活贝数
No. o f

liv ing pea rl
o yste rs

成活率
Ra te o f

living pea rl
o yster s
(% )

插核数
No. o f
inse rted
Nuclei

收珠数
No. of
pear ls

素珠数
No. o f

non-nacr ed
pea rls

珍珠数
No. of
nacred
pearls

成珠率
Rate o f
nacr ed
pear ls

1997 304 62 20. 4 517 41 38 3 0. 58

1998 845 156 18. 5 1690 89 86 2 0. 12

1999 654 266 40. 7 1283 183 131 52 4. 05
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细胞贴壁的作用 ,但培养到第 2天 , 已粘附的细胞大

部分脱落 ; 珠核表面变得非常光滑 , 这可能与蛋白质

物质被细胞分解融化有关。刘汀等在珍珠囊的预培育

中也发现虽然鼠尾胶原对细胞悬液具贴附作用 ,但随

着培养时间的延长会失去贴壁能力〔 8〕。而多聚赖氨酸

和 SM物质对细胞的粘附作用一直能持续到进行插

囊育珠。一方面可能因为粘附的细胞不能消化分解这

类物质 , 另一方面同这类物质本身的结构特性有关。
在体外培养珍珠囊最重要地是建立完整的珍珠

囊结构。由于目前尚无法精确地分离外套膜组织中的

各类细胞 ,特别是外上皮细胞、内上皮细胞和结缔组

织细胞三类细胞 , 因此无法按比例在体外建立珍珠

囊。其结果是虽然有不少细胞粘附在珠核上 ,但细胞

之间无法建立应有的连接 ,不能形成结构完整的珍珠

囊。相反 , 用外套膜组织块贴附在珠核上进行培养 ,

外套膜组织建立体外珍珠囊的过程同体内建立珍珠

囊的过程基本上是一致的 ,外上皮细胞从外套膜组织

块中迁出 ,沿着珠核的表面移动 ,逐渐包裹珠核表面 ,

同时外套膜组织中的结缔组织细胞再包裹在外上皮

细胞表面 ,最终形成结构较完整的珍珠囊 ,这种珍珠

囊是真正意义上的珍珠囊。
我们在几年的插囊育珠中得出的一个共同的结

果:用外套膜组织的细胞悬液形成的体外珍珠囊用于

插囊育珠无法得到珍珠 ,而将外套膜组织块形成的体

外珍珠囊用于插囊育珠能够得到珍珠。说明 ,细胞悬

液所形成的珍珠囊还不是完善的珍珠囊 ,而由外套膜

组织块形成的珍珠囊才具有完整的结构和功能。

用外套膜组织块形成的体外珍珠囊用于插囊育

珠实验中往往出现成珠率低、素珠多和育珠贝死亡率

高。这同插核技术无不相关。切口的大小及珠核通过

切口运至预定核位的方式直接影响到体外珍珠囊的

结构变化。若体外珍珠囊在珠核上贴附不牢固、切口

过小 , 就会造成体外珍珠囊受到破坏 , 使它们在到达

预定核位之前完全脱落 ,无法产生珍珠 ,只能是素珠 ,

而保持完整结构珍珠囊的珠核最终产生珍珠。我们在

1999年的实验中 , 改进了插核技术 ,切口变大 , 扩大

输送通道 , 使成珠率明显提高。我们取得的部分成功

说明 , 插囊育珠的方式和设想是可行的 ,但真正用于

生产还需要做大量的基础工作。
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