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日本对虾(P-国J<甲配时)是 种经济价值很高的甲壳动物，具有生命力旺盛，抗病力强，可短时
间离水，利于运输和鲜活上市等优点l[Il。 但近年束，病毒性虾病造成对虾养殖大面积减产，而组织培养
技术是研究病毒学的基础。 建立细胞栋(系)以供病毒的分离、纯化，井进行各种特性的分析，为迸一步
研究单克隆抗体奠定基础[210 培养对虾的免疫细胞是研究对虾免疫机能和筛选免疫增强药物的手段，
从而且解决虾病防治问题开辟 条有效途径['1。 对虾的组织培养研究已于1阳4年列入国家悔洋攀登
B计划l410 Hu[s]将中国对虾肝膜腺组织传代培养28代。 胡声I等[01将中国对虾肝膜腺等组织细胞传至
几十代。 HsU[7建立了世界上第一个对虾细胞系，这是对虾组织培养研究工作的 个重大突破。 但是，
在培养基中 加入 Zn2+培养对虾细胞尚未见报道。 本实验在培养基中 加入不同浓度的znh，观察其时细
胞生长的影响情况，井利用RNA/DNA比率进行评定，以期找到 最适合的Zn" 放度培养细胞。 RNA/

DNA t�率已经成为鉴定 鱼类生仕的新指标间，但利用其评定对虾培养细胞的生长情况尚未见报道。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验用虾

实验所用 日本对虾购自保定市府河市场，体长 8.5ωlQ.5cm， 体重6.13-1O.34g.1一吉青、链霉素的
克气消毒海在暂养6- 8h待用。

收稿日期2ω1-3-30

资助项目河J己省重大科技攻关计划项1=1(85-93-29)

第一侍者王宏伟(1970-)，女，河北张家口人硕士，讲师，主要从事水生生物学研究。"""'"叫1WÓ6@263. net或咄畸8@hotmail

αlIll， Tel:0312 -S自79617



3期 王宏伟等 "，.对日本对fF肝胆腺细胞焰，字及其RNAlDJ\A比牟的影响 283 

1.1.2 实验前的准备

培养基用O.22u.m的微孔捷膜过滤除菌，热稳定盐溶植(0.07 MPa.15min)和玻璃器皿(0. I MPa， 
2Omin)高压灭菌。 干净的培#板放于超净工作台上紫外灯照射12h以上进行除菌。

1.2 实验方法

1.2.1 肝腹腺细胞原代培养

在孟菌室中.将曹#肘虾放入预冷(t<lX菌晦水中摞洗，再用7 5%洒精漫泡。 摘取其肝膝腺放入小
瓶，用Hanks(平衡盐陪檀)和l双抗{青、锥霉章}漂洗几次。将组织块剪成ll111n'左右，接种于蜻菲缸上.
分别 加入不同ù>" 浓度的培养基，于co，培#箱中1在26叹:供 5%Co，条件下培养.每日用倒置显微镜
观察其生长 状况。
1.2.2 RNAlD帆A比罩的测定

测定方法垂考文献[9]。

2 实验结果

2.1 Zn2+对培养细胞的影响
ù>"梯度下，大都可见贴壁生长的细胞.各浓度下可见成团成簇的圆形细胞，胞质清亮。 折光性强，

富立体感。 其中ù>"浓度为四μglL的，细胞生任最好，覆盖率达四%以k。 怕1对照组 Zn2+J曲。呻IL
时，细胞松散，贴壁不牢。 且圈1，因2。

因l 培养基中佣人时·为o，""L

的日本对虾肝翻腾细跑
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2.2 测定RNAlDNA比率的结果

不同的血"浓度最件下，肝膜腺细胞的RNA/DNA值有所不同(表1)，由，，浓度为剧"gIL时出现峰
值，井且通过00.响Y ANDVA方是分析占世行差异显著性检验，得出田"gI1.的一 组与对照组盖鼻显著
(P=O.OO34<O臼)。
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3 讨论

通过不同Zn'>浓度梯度是件下对 日本对虾肝膜腺细胞的原代培养，进行原代细胞的光镜观察，并
测定其RNAlDNA比率。 二者所得结论基本J致，以此初步探讨了细胞生长的最适Z，}>浓度。

Zn'>对细胞生长的影响，以前过 多地重视了它的 毒害作用，而想视了它作为生物必需元素的作用。
2n2+通过结合到细胞膜结构物上或通过金属催化的 脂质氧化反庇能使原生质相内膜处于稳定 状态，对
细胞膜结构和功能方面起到重要 作用。 Zn2+还是碳酸西干酶、搜肤酶、晒性磷酸酶、乳酸脱氧酶等的组成
成分或激活剂。 故而，微量的 h对核酸代谢有影响。

关于RNAlDNAtè率，Bullow[ 101认为首先研究鱼类生证与DNA的Ji"，RNAlDNA 与 鱼类生长之间
呈正相芷。 生长良好的鱼RNAlDNA较大，生长差的鱼RNA/DNA较小810 研究 表明，在童白质告成的
体系中，信使RNA及转运RNA是重要的组卦，RNA含量与蛋白质合成速慕之间呈正相关 。 而蛋白质合
成越多，表明细胞生长越旺盛。 1蝉2年有学者利用鲤白肌中RNAlDNA 作为坪价生态环境的 指标[11]。
赵振山等[121的实验也表明了肌肉中的RNA/DNA比率能非常灵敏地反映 鱼类生长和蛋白质吉量。 由此
可见，RNAlDNA比率由于与蛋白质合成 状况正相关，从而反映细胞生长的状况。 本实验作为 次尝试，
将町Y儿但>NA比率用于培养的日本对虾肝膜腺细胞l'长 状况的评定。 实验结果表明，细胞在额外加

Zn'>浓度回μglL的培养条件下生长 最旺盛。 4O"glL和曲μ.glL的Zn'舍浓度时其影响不IJ.著，而 100μ.gI
L和120，喝L的Zn2+浓度对细胞生长的 促进作用较80"恩IL的 有所降低，影响也不显著。 曾有报道，在
中国对虾生茸的 水体!!\加入O.lmglLZn2+ ，其体长 体重都有增加;Zn2+增加到0.5mgiI对虾也生长，但
趋势减小，在h咱/L ;j(体中对虾没在生长，甚至高下降现靠uJ虽然以上实验是向海水中 加入Zn2+，而
本实验则是直接给细胞 加2n2+ 但反映出较相似的影响趋势。 测定结果与克镜观察结果相符，初步 认
为 80，""，L的Z02+浓度是此培养基较适当的加入量。 至于最适加入量以及其它必需盘属离于对培养细
胞的作用 有待进 步研究 。
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