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草鱼、中华鳖淋巴细胞扫描电镜结构特征及其

绵羊红细胞受体( CD2)的检测

郭琼林
(中国科学院水生生物研究所,湖北 武汉 430072)

摘要:草鱼淋巴细胞表面扫描电镜结构特征为有孔穴且较为光滑、具短小细锥状突起; 中华鳖淋巴细胞、胸腺细

胞表面扫描电镜结构特征为凹凸不平、较为光滑;它们均以表面凹凸不平特征的占大多数。E 花环试验的光

镜和扫描电镜观察显示 : 草鱼淋巴细胞 E 花环形成不明显 , 而中华鳖淋巴细胞、胸腺细胞的成花率

分别为25% ~ 34%和 36% ~ 47% ,能形成花环的淋巴细胞、胸腺细胞以表面结构特征凹凸不平(类似哺乳动物

T 淋巴细胞)的为主。草鱼、中华鳖血液淋巴细胞和中华鳖胸腺细胞与抗人 CD2 单克隆抗体交叉反应的免疫组

化检测显示中华鳖血液淋巴细胞和胸腺细胞的 CD2 阳性率分别为24%和33%。草鱼血液淋巴细胞CD2 阳性反

应不明显。
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Observation of surface microstructure and investigation of

SRBC receptor ( CD2) on lymphocyte of

Ctenopharyngodon idellus and Trionyx sinensis

GUO Qiong- lin

( Institute of hydrobiology , The Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China)

Abstract: Under scanning electron microscope ( SEM ) , the surface microstructure on lymphocytes of

Ctenopharyngodon idellus is characterized with full of bumpiness and holes, or rather smooth or protruding with

small cones, whereas the surface microstructure on lymphocytes and thymocytes of Trionyx sinensis is

characterized w ith full of bumpiness and holes, or rather smooth. The lymphocytes and thymocytes f illed with

bumpiness and holes are evidently more than others. Under optic and scanning electron microscope, the rosette

format ion of lymphocyte of C. idellus with SRBC is not obvious, whereas rosette forming percents in

lymphocytes and thymocytes of T. sinensis are respectively 25% - 34% and 36%- 47% . The lymphocytes and

thymocytes which form rosettes w ith SRBC are predominantly ones f illed with bumpiness and holes ( similar to T

lymphocyte of mammalian) . The immuno-l histochemistry on the cross-reactivity by using monoclonal antibody

against human CD2 shows that the CD2-positive percent of lymphocytes in peripheral blood and thymocytes of T.

sinensis are respect ively 24% and 33% , but no cross-react ivity is found on lymphocytes in peripheral blood of
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C . idellus.

Key words: Ctenopharyngodon idellus ; Trionyx sinensis; heterogeneity of lymphocyte; E - rosette test; SRBC

receptor( CD2)

八十年代以来, 应用单克隆抗体技术进行了大量鱼类淋巴细胞分类、功能及其个体发育的研究[ 1]。

近几年来,有资料表明在斑点叉尾 ( Ictalurus punctatus)T 细胞受体( TCR)的 和 基因结构与表达、鲢

(Hypophthalmichthys molitrix )的主要组织相容性复合体( MHC) I 2基因片断的克隆和序列分析等方面又

取得了重大进展
[ 2, 3]
。与此同时,随着两栖类一种新的淋巴细胞受体( CTX) - Ig超家族新成员V区 J特

征的证实、某些海洋哺乳动物鲸( Delphinaterus leucas)淋巴细胞表面抗原 CD45R (一种人类白细胞分化抗

原)同源物及其淋巴细胞与抗人 CD2、CD4 等单克隆抗体交叉反应的发现
[ 4~ 6] , 作为构成水生动物机体

免疫系统主要成分的淋巴细胞已得到愈来愈多科学家们的高度重视。比较而言,水生爬行动物免疫学

的研究相对滞后,国内此方面的资料还相当欠缺。为配合我国淡水鱼类和特种水产中华鳖疾病的防治

工作, 阐明鱼类和爬行动物淋巴细胞及其与免疫反应、疾病发生的关系, 作者试图对草鱼

( Ctenopharyngodon idellus)、中华鳖( Trionyx sinensis )淋巴细胞特别是 T 淋巴细胞进行系统的研究。本文

主要报告草鱼、中华鳖淋巴细胞扫描电镜结构特征及其绵羊红细胞受体( CD2)的检测结果并讨论其意

义。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

实验中华鳖每只 300~ 400g,雌雄兼有, 共6只。实验草鱼每尾 1. 5~ 3kg,共 5尾。淋巴细胞分离液

系上海华精生物科技有限公司产品(密度: ( 1. 077+ 0. 02) g mL- 1) ,抗人 CD2 单克隆抗体购自卫生部武

汉生物制品研究所, 羊抗鼠 IgG-HRP购自华美生物试剂公司,绵羊血液由湖北省卫生防疫站动物实验

室提供。无菌从绵羊颈静脉抽取血液, 加入 2 倍以上无菌艾氏保存液, 4 保存。用时以无钙镁的

Hank s液洗 3遍,最后一次离心 2 000 r min
- 1

, 10min, 取压积红细胞配成 10mL L
- 1
的 E悬液。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 草鱼、中华鳖淋巴细胞的分离及胸腺细胞悬液的制备

草鱼心脏抽取血液, 肝素抗凝 ( 1 000U mL - 1) ; 中华鳖颈动脉放血, 肝素抗凝 ( 500U mL- 1)。取

10mL 无菌离心管, 加入待分离血液样品等量的淋巴细胞分离液 3mL , 将肝素抗凝的新鲜草鱼、

中华鳖血液各1. 5mL 用生理盐水稀释1倍后,小心分别叠加在分离液上, 2 000r min
- 1

,水平离心 20~

30min,用毛细管小心吸取分离液与稀释血浆界面处的云雾状薄层白膜,此即所需单个核细胞层, 用无钙

镁Hank s液洗 3遍并悬成 2 109~ 3 109 mL- 1的淋巴细胞悬液, 活率在95%以上。涂片镜检,绝大部

分为淋巴细胞, 亦可见极少量的单核细胞和血栓细胞。摘取中华鳖两侧胸腺,剔除周围结缔组织,常规

制备胸腺细胞悬液, 用Hank s液洗 3遍, 活率在 95%以上。

1. 2. 2 草鱼血液分离淋巴细胞扫描电镜样品的制备

将草鱼血液分离的淋巴细胞悬液离心, 弃之2/ 3上清液,轻旋摇起细胞,加入等量 2. 5%戊二醛固定

液, 4 保存 1h以上。摊片, 1%锇酸固定后, 用 pH 7. 2的 0. 2mol L
- 1
磷酸缓冲液洗 3遍, 50%、70%、

80%、95%和 100%乙醇系列脱水各 10min, 醋酸异戊酯置换20min,临界点干燥, 粘台、喷金,日立 S- 570

型扫描电子显微镜观察并照相。

1. 2. 3 草鱼、中华鳖淋巴细胞和中华鳖胸腺细胞 E花环试验及扫描电镜样品的制备

草鱼、中华鳖淋巴细胞悬液和中华鳖胸腺细胞悬液分别与等量 10mL L- 1的 E悬液圆底小试管内

混匀, 置 37 水浴 10~ 15min后,室温低速( 500 r min- 1 )离心 5min,置 4 固定 2h 以上。取出试管,轻
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旋摇匀细胞,加等量 2. 5%戊二醛固定液, 轻旋混匀后, 4 固定 15min。三种受测细胞悬液各取一半

分别滴在玻片上 , 平展 , 干燥, 甲醇固定后, 用稀释 8 ~ 10 倍的瑞氏染液染 3~ 5min , 水洗、干

燥、光学显微镜检查; 另一半细胞悬液分别继续 4 固定 1h 以上, 轻旋摇匀细胞 , 摊片 , 1% 锇

酸后固定, 以下步骤同 1. 2. 2。

高倍镜或扫描电镜分别各计数 200~ 300个淋巴细胞, 凡结合 3个以上绵羊红细胞( SRBC)的,记为

E花环形成细胞并计算成花率:

成花率( %) =
成花的淋巴细胞
计数的淋巴细胞

100

1. 2. 4 草鱼、中华鳖血液淋巴细胞和中华鳖胸腺细胞与抗人 CD2单克隆抗体交叉反应的免疫组化检测

草鱼心脏、中华鳖颈动脉取血, 制成血涂片,取新鲜中华鳖胸腺, 制成印迹涂片, 自然干燥后- 18

保存。染色前 PBS洗 3次, 0. 5% ~ 3%H2O2 预处理20min, PBS洗, 小鼠腹水处理 10min, 吸干水,滴加适

当稀释的抗人 CD2McAb, 37 60min, PBS洗 3次,羊抗鼠 IgG-HRP(免疫组化稀释1 25)孵育 60min, PBS

洗3次, 0. 04%DAB+ 0. 03%H2O2显色 6~ 15min, PBS洗,自然干燥, 封存, 镜检。

2 结果

2. 1 草鱼淋巴细胞、中华鳖淋巴细胞和胸腺细胞的扫描电镜观察

草鱼淋巴细胞表面呈现程度不同的凹凸不平,可见极少数细胞表面有细锥状突起(图版- 1) ,未见

明显细而长的绒毛突起。中华鳖胸腺细胞表面亦呈现程度不同的凹凸不平,少数细胞表面较为平滑,凹

凸起伏不明显(图版- 2) ,未见明显的绒毛结构。中华鳖淋巴细胞表面结构基本同胸腺细胞, 但以表面

具凹凸不平的占大多数(图版- 3, 4)。

2. 2 草鱼淋巴细胞和中华鳖淋巴细胞、胸腺细胞 E花环形成的光镜和扫描电镜观察

草鱼淋巴细胞的 E花环形成极少见,成花率为 3%以下。中华鳖淋巴细胞、胸腺细胞在光镜下为圆

形或卵圆形,核为类圆形或豆形, 胞浆较少, 绵羊红细胞圆形, 较小,双凹圆盘状。光镜下可见明显的

SRBC环绕淋巴细胞而与之结合形成花环。扫描电镜下计数易行,淋巴细胞成花率为 25% ~ 34%, 胸腺

细胞成花率为 36%~ 47% ,能成花的淋巴细胞以表面凹凸不平的为主(图版- 3, 4, 5)。

2. 3 草鱼、中华鳖血液淋巴细胞和中华鳖胸腺细胞与抗人CD2单克隆抗体交叉反应的免疫组化观察

CD2阳性反应物为深褐色, 位于细胞膜,大部分形成一褐色环状物或半环状物(图版- 6) ,因粒细胞

胞浆有较弱的非特异性染色, 观察时应一一注意仔细辨认与比较。显微镜下,中华鳖血液涂片和胸腺印

片各计数 200~ 300个淋巴细胞和胸腺细胞的 CD2阳性率分别为 24%和 33%。草鱼血液淋巴细胞 CD2

阳性反应不明显。

3 讨论

就淋巴细胞的扫描电镜结构而言, Weiss[ 7]曾明确描述和图版显示哺乳动物淋巴细胞表面具有细长

的微绒毛结构, 中国医学科学院主编的图谱清楚表明哺乳动物 B 淋巴细胞表面的微绒毛多而细长,微

绒毛基部与顶部直径一致; T 淋巴细胞表面凹凸不平
[ 8]

; 图谱中所示 B 淋巴细胞的扫描电镜照片与

Weiss组织学中的照片完全吻合。在鱼类, Blaxhall[ 9]已观察到鳟( Salmo trutta)和鲤( Cyprinus carpio )外周

血淋巴细胞表面具绒毛样结构。此后, Blaxhall和 Sheard[ 10]又进一步报道在分离液密度为 1. 056g mL- 1

的实验条件下淋巴细胞表面平滑和具绒毛,然而密度为 1. 07g mL- 1时, 淋巴细胞表面具较丰富的绒毛。

但作者本次实验在分离液密度为 1. 077g mL - 1的条件下观察未发现淋巴细胞具有类似哺乳动物那样细

而长的微绒毛结构; 仅发现极少数淋巴细胞表面有短小的细锥状结构,类似 Blaxhall观察到的绒毛样结
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构;大部分细胞表面凹凸不平, 其形态特征类似于哺乳动物的 T 淋巴细胞
[ 8]

, 表面较平滑的也较少, 特

别是中华鳖。从扫描电镜照片来看, Blaxhall观察的鳟和鲤淋巴细胞表面的绒毛结构远不如哺乳动物明

显[ 7] ,因此他们也称之为绒毛样结构。实际上这种细胞从形态上似乎接近于哺乳动物的 T 淋巴细胞。

作者认为:表面扫描电镜结构特征从形态学上反映了这些淋巴细胞分化程度、功能均低于哺乳动物。此

外,即使不考虑种类繁多的鱼类种间的差异, 也应注意到绒毛结构在受到各种不同刺激(包括样品处理

等因素)时,细胞表面绒毛的结构长度、直径大小、形态及分布特征都有可能发生改变。所以作者认为这

种细胞表面绒毛的多少和形态特征不能作为鉴别鱼类和爬行动物T、B淋巴细胞的恒常标志。

在本研究中,作者完成了草鱼和中华鳖淋巴细胞花环形成的光镜和扫描电镜观察。在鱼类,除 Xia

和Kusuda[ 11]已报道鳗鲡( Anguilla japonica)淋巴细胞膜上存在绵羊红细胞受体外,作者尚未发现其它有

关鱼类和爬行动物此方面的资料。本次实验结果表明: 草鱼淋巴细胞 E 花环形成不明显。由此分析:

鱼类种类繁多, 各实验手段不完全相同,种间差异可能都是导致结果不同的原因。中华鳖外周血淋巴细

胞和胸腺细胞能与 SRBC形成 E花环,尽管其成花率低于人类的 65%左右
[ 12]

,但 E 花环实验结果以及

能形成E花环的淋巴细胞、胸腺细胞表面结构特征接近哺乳动物 T 淋巴细胞的事实提示爬行动物 T 淋

巴细胞分化和功能高于鱼类并逐步接近哺乳动物。这些与中华鳖免疫器官的显微与亚显微结构的完

善[ 13, 14]相吻合。根据此,同时基于尚未发现表面具明显细而长微绒毛的淋巴细胞,作者推测爬行动物

的 B淋巴细胞(亦包括鱼类)可能不如 T 淋巴细胞发育和分化完善。尽管到目前为止尚无更多免疫组

化等方面的证据,但低等动物更多地依赖细胞免疫也许从本研究中得到一些诠释。

Du Guise等以抗牛、绵羊、小鼠和人类淋巴细胞表面 CD2、CD4、MHC和 TCR单克隆抗体, 应用流式

细胞测量术发现海洋哺乳动物鲸外周血淋巴细胞出现不同程度的阳性交叉反应
[ 6]

, Legac 等用抗人类

CD单克隆抗体以同样方法发现海洋无脊椎动物海星( Asterias rubens )的中轴器官(一种原始的淋巴器

官)的淋巴细胞膜上有CD25( IL- 2R)阳性交叉反应,而 CD2、CD4和 CD8 均为阴性反应
[ 15]。本次实验显

示的中华鳖淋巴细胞 E- 花环形成和与抗人 CD2单克隆抗体出现阳性交叉反应的事实均提示爬行动物

可能具备 CD2 抗原。E受体或 CD2 的功能尚未完全清楚,但已有实验证实它参与 T 淋巴细胞的活化过

程。作者分析草鱼未与抗人 CD2 单克隆抗体发生交叉反应的原因可能有以下四个方面: 鱼类比两

栖、爬行类动物和哺乳动物早出现 1至 3亿年,因此鱼类缺乏与人类 CD2足够长的相似的表现亲和交叉

反应的结构片断; 鱼类 CD2样阳性交叉反应过低; 人类与鱼类 CD2 结构特征差异较大; CD2 抗原

不存在于鱼类。
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郭琼林:草鱼、中华鳖淋巴细胞扫描电镜结构特征及其绵羊红细胞受体( CD2)的检测 图版

1. SEM 观察的草鱼淋巴细胞,表面具细锥状突起, 5 000; 2. SEM观察的中华鳖胸腺细胞,表面凸凹不平不明显, 5 000; 3- 4. SEM

观察的中华鳖淋巴细胞 ( 表面凸凹不平 ) 及其 E 花环 5 000 ; 5 . SEM 观察的中华鳖胸腺细胞 ( 表面凸凹不平 ) 及其 E 花

环 , 5 0 00 ; 6.光学显微镜观察的中华鳖血液 CD2 阳性交叉反应的淋巴细胞, 200。


