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摘要
:
采用石蜡切片和单克隆抗体的免疫组化方法

,

研究栉孔扇贝稚贝血细胞的分布和造血组织的定位
、 )

两

种方法所得结果一致
:
在稚贝的外套膜

、

鳃
、

消化盲囊
、

闭壳肌
、

肾等处观察到大量血细胞
,

心脏位 f消化腺与

闭壳肌之间
,

闭壳肌
、

消化盲囊
、 ’

肾等附近有血窦
,

血管分布于消化腺
、

胃
、 ’

肾
、

直肠等处
,

有三个血窦
,

闭壳肌附

近有
一

膨大突出的夹状组织
,

外被一层致密的结缔组织薄膜
,

其内壁血细胞密布层叠
,

分裂增生
,

形态多样
,

腔

内充满 了基质
,

靠近闭壳肌一侧有管道相通
,

并向闭壳肌等器官不断输送成熟的血细胞
,

该组织结构特点类似

1111
.

细胞生发
‘
l

,
心

,

并随着扇贝的生长发育逐渐膨大增生
,

据其结构特点及内部血细胞的形态
、

分布及免疫特性

可初步定为栉孔扇贝稚贝的造血组织

关键词
:

栉孔扇贝 ;稚贝 ; 单克隆抗体 ;造血组织

中图分类号
: 5 9 17 ;

切54 6 文献标识码
: A

L o c a liz a ti o n o f h e

ma to po ietic ti ssue o f seal lo P
,

Ch 勿刀妙5 fa o ri

XJ N G Jin g
,

Z H A N W e n 一

b in

(Th
。

枪少坛bo ra to 叮 of Ma 二lll tl tre
,

Mi
n 洲 lry oj 剐、

tl on
,

口之℃ ,II ‘ Ul 众ve o l仃 of 以
u。

,

认
刀却云如 26 以川3

,

日 ,

A bs trac t :

Th
e re 15 n o im m u n o g lo bin in h

emo
lym Ph o f m o llu se ,

an d the in te m al de fe n se sy stem 15 d e
pe

nd en t o n e irc u lat in g bh x x {

e e lls
,

w hie h de
v e lop

a n u m be
r o f fu n etion

s inc lu d in g w o u n d a n d she ll re Pai r
,

t
ran

s
po rt an d d ig e stion of n u tri e n ts

.

H a en l‘犯yte e o u ld

n o t m ito se a n d w a s re n ew e d by he m a tO I耳〕ietie tissu e In th is Pa pe r he m a to po ie ti e tissu es of j
u v en ile se al lo P w e re stud ied by

m iero s

tru etu a l o bse rv at io n
.

M
o n
oc lo n al an d b《x lie s

are hi g hi y s
pe e ifi e m o lee u lar Pro be

s ,

w hie h al low id e n tifi e atio n base d o n m o le e u lar

le v e l an d are
v ery e

ffe
etiv e in c ha ra c teri z in g ee ll type s

an d fu n etio n s In th e v e rt eb ra te im m u n e syste m
.

M
o n oc lo n a l a n til叉 X lie s w e re

p l议lu c e d a g ai n st he m oc yt e o f se all叩 (Ch lan 娜 f.I 二二 ) (IE7
,

IF 12
,

2C 6
,

2 H5 )
.

Te
ste d by IIFA T

,

i
mm

u n
oc

n z yme
stain

,

R o w

e ytom
e

卿 (FC M ) an d w e ste rn
一
bl ot ti n g

,

th e fo ur M a b s w ere
s
详

e ifi e

for he m oc yt e o f se a ll叩
.

H e re th ey w ere u se d to loc
a liz e

he m ato po ie ti e tissue o f ju v en ile se al lop
.

1
〕ala ffi n m e th od an d i

fnm
u n o histoc he mi

s

try w e re e m Plo y ed to o b se rv e d istri b u tio n o f he m oc yte

an d loc
a liz at io n o f be m at o p 〕ie tie tissu e in Juve ni le sc a lloP

.

FO r p a 「a fn n

me
thed

, the Ju v e n ile se a llo P (
shell le n g th 2 m m

,

4 m m
,

8

m m
,

1 e m
,

l
.

s c m ) w ere fi x e d in D av id so n ’ s so lu ti o n fo r
24 h

,

an d d e hyd ra te d in e than
o l

,

th e n e lllbe cl〔Ie d 一n para ffi n se
伴

ra te ly
,

the n the Par a ffi n em be dde d tissue
s w e re c u t in to s 拜m se e tio n s a n d sta in ed w ith he m ato

x ylin eo sin
.

E 冗 i
mm

u n o histoc he m ie a l m ethod
,

the v ise era l m a ss o f the
‘

Ju v eni le se allo p w e re ab
so

rbe d w ith sie v e p a
详

r
an d e ll lbe 〔I〔led 一n Ju n g tissu e fr e ez ln g In e 〔liu m (Le

, e a
)

,

the 一1

the

fro
st e lll

be d (Ie d tissu e

we re e u t in to s拼m se etio n s
.

C即se e tio n s w e re ai ld ried
,

fi x e d in ac e to n e
,

an d bloc ke d w ith 10 % a lbum in

b o v in e fo r 1 h at

roo m te lllpe ra tl ll℃ ,

the
n w ashe d tlll℃e tim e s fo r 5 m in w ith PB S

一

T
, aft e r th a t the

sliee s w e re in e u bat ed in Pri m娜
an tilx x ly (m ixt ure

o f M曲
5 1曰

,

IF 12
,

2C 6
,

2 H5 ) for 1 h a t 3 7 ℃ an d w a shed
a g a in a s a b O V e

.

Th
e
M

a bs b in di n g w a s d e te eted w ith

goat
a n ti

一

m o u se 19 se ru m e o nj u g a te d w ith A p (l
: 2 0 (Xx )) fo r 1 h a t 3 7 ℃ an d w a shed thre e time

s w ith AP bu

ffe
r
(100 m m o l

·

L
一 ‘

N ac l
,

100 m mo l
·

L
一 ’

Tri
s一 el

,

5
mm

o l
·

L
一 ’M gC I:

,

p H 9
.

5 ) 厂rlle re ac tio n w a s
de

v e l
卿

d w ith fre
shly p repare d s ub s

tra te so lu tio n
,

6 6 2‘1 n itro blu e te tr az o liu m (NB T ) an d 3 3 井
‘
I

·

5
一

b
rom o- 4

一e hlor 介 3
一

in do lyPho sp ha te (BC Ip ) (Sig
lla

) in 10 m L AP b u

ffe
r fo r 5 m l n

,

an d then
Ob se rv ed

e o lor de
v e lo Pln e n t

.

P ar a fnn m e thcxl
sho w e d tha t hae m oc yt e s w ere di stri bu te d in m a n tle

,

9 111
, sto m ac h

,

k id n ey
,

dig e stiv e g lan d
, a d d u e tor etc

.

He aI’t w a s loc ate d be tw
e e n di g e stiv e g lan d an d a

dd
u eto r ,

th e v e ssel di stri b u ted in d ig e stiv e
,

sto m ac h

a nd kid n ey
.

Th
ere w ere th ree ~

n ha e

moc yte
sin u se s fu ll o f ha e m oc yte : o n e w as

be tw ee
n di g e sti v e g lan d an d kidn

e y
,

th e o ther tw o

w e re aro
u n d ad d u e to r

.

Ad di tio n a lly
,

it w a s fo u n d th at th e re we re v e sie le tissu e s lai d a sid e a
dd

u eto r
,

an d ir w a s s

urr
o u n

de d by

收稿 日期 : 2 00 3
一

12
一

02

资助项目
: 闲家自然科学基金资助 (30 2 7 10 16 ) ; 教育部海水养殖 重点实验室开放课题(2州料25)

作者简介 : 邢 蜻 (19 74 一 )
,

女
,

黑龙汀佳木斯人
,

讲师
,

博士研究牛
,

宇要从事水产动物病
‘

六与免疫学研究

通讯作者 : 战 文斌
,

Tc l: 0 53 2 一 2 ()3 2 284
,

E
一

m al 一: wb
z han @ o u C ed u Cn



水 产 学 报 2 9 卷

eo n n e e tiv e tlssu e m e m bra n e
,

h月r rp la stie an d de
n se hae m oc yt e loc

a

ted aro
u
nd the

In
ne

r w al l
,

an d it w a s like the
n ld u s o f hae rn

oc yte
.

I“Iln u n (一histoc he m ie a l re su lts sho

we d hae n

loc yte in di ffe re n t lb n n s一di ss
oc ia tiv e

,

in sin u s o r in so

me
o rg an

of tiss ue ,

we re 拼)sitive
.

Re
a e t一o n s in kid n e y a n d v e sie le tiss ue

s w e re s

tro
n
ge

r
be

c au se of de
n se ha e

moc
yte

.
r

】、、0 me
l」1以15 g ot s

ame
re su lts

,

an d ehara
e te rs o f

th e v e sic le tls su e

are like th e Plac e th at h

aemoc
yte s

oc
c u re (l

.

In e o
nc lu sion

,

m o ll〕ho lo g ie al an d l

mm
u n e fe a tu re s w ere a e c O rd是In t

,

th e

ve sie le tissu es

ar()
u n d ad d u e tor m a y be the he

mo
a奴〕1不〕e sis tis sue in Juve ni le se a llo P

.

K ey w o l, d s :

Clt l, 将乒二
r‘ : zuve

n ile sc a llop :

mon oc lo n a l an tilx x lie s ; he m a 1O I洲〕ietie ti ssu e

软体动物不具有特异的免疫球蛋 白
,

对机体

的保护作用主要是由血细胞和体液中的活性酶来

承担的
。

血细胞随着血液循环分布到全身各处
,

发挥着吞噬
、

结节
、

包囊等免疫防御功能江
’〕

。

血细

胞不能进行有丝分裂
,

它们的更新补充是由造血

组织来完成的
。

有关软体动物血细胞的形态
、

分

类
、

细胞化学
、

免疫功能等均有报 道仁
2

,

3〕
,

但双壳

贝类造血组织 和血细胞起源的研究资料较少
,

甲

壳类对造血组织 的研究相对多
,

且大多都采用光

镜和电镜观察
‘“{

。

本研究组 已进行 了栉孔扇 贝

(以la, 哪 /il rre rl) 血细胞类型 [ 5〕
、

血细胞内源酶〔
“〕

及血细胞抗 菌力 L7 ]等方面的研究
。

本文通过石蜡

切片
、

组织化学法
、

单克隆抗体的免疫组化法
,

研

究 厂栉孔扇 贝稚贝血细胞的分布和造血组织的定
,

以期为阐明扇 贝血细胞的发生
、

分化
、

成熟过
、

贝类细胞免疫机制及抗病力等的研究提供资

材料与方法

1
.

1 材料及试剂

栉孔扇贝稚贝采集于烟 台扇贝养殖场
,

测量

稚 贝的壳长
,

分别将壳长 2
~

,

4
~

,

8
~

,

1

c m
,

l
.

s c m 的稚贝分开
,

采用石蜡切片法的稚 贝

放人 D av id s
on 氏液中固定 24 h

,

固定后 贝壳在 固

定液中脱落
,

取出内脏 团
,

脱水包埋
,

壳长 8
~

以 卜的稚贝经滤纸滤过后
,

分离出内脏团
,

再脱水

包埋
、

采用冰冻切 片法的稚贝剥离贝壳取出内脏

团
,

吸掉水分
,

人冰冻包埋剂包埋
,

壳长 8
~ 以

卜的稚贝在解剂镜 下剥 离贝壳取 出内脏团
,

再吸

掉水分
,

人冰冻包埋剂包埋
。

鼠抗栉孔扇贝血细胞的单克隆抗体是 以扇贝

In[细胞悬液 (2 x 10 7 c ells
·

m L 一 ’)为抗原免疫 B alb/

C 小 自鼠
,

3 次加强免疫后
,

被免疫 鼠的脾细胞 与

P:3
一

X韶
一

A g8 U I 小 鼠骨髓瘤细胞以聚 乙二醇 为融

合#lJ 融合
,

H A I
,

选择培养液培养
,

应用 免疫荧光

抗体技术 (I队T) 检测 出 2 1 株具有较高分泌能力

的杂 交 瘤细 胞
。

有 限稀 释 法 克隆了其 中 4 株

(IE 7
,

IF12
,

2 C6
,

2 H 5 )
,

得到单克隆抗体
,

经 免疫

细胞化学法
、

流式细胞仪 和 W es te m
一

bl ot ting 分析

其特性
,

证明这 4 株抗体具有抗栉孔扇贝血细胞

的特异性
,

应用这 4 株单抗观察扇 贝稚 贝血细胞

的分布及造血组织 的定位
。

碱性磷酸酶(AP )标记的羊抗小 鼠 Ig G (稀释

比例 l :
30 以, ) )购 自 Si g llla 公司

。

底物 NB T / BcI P

购 自 A llle r sco 公司
。

1
.

2 方法

组织 切 片 分别将固定 的壳 长为 Z m m
,

4

m m
,

8 m m
,

1 c m
,

l
.

s c m 的稚贝进行 系列乙 醇梯

度脱水
,

石蜡包埋
,

连续切片厚度 5 ,勿 , ,

几甲苯脱

脂
、

乙醇脱水
,

苏木精
·

曙红染色
,

梯度乙醇脱水
、

二 甲苯透明
,

中性树胶封片
,

显微镜观察
,

拍照
。

免疫组化 分别将冰冻包埋的壳 长为 2 m m
,

4
rnm

,

s m m
,

I c m
,

1
.

s em 的稚贝冰冻切 片
,

连续

切片厚度 S J如
,

丙 酮固定 20 而
n ,

风 干后经 0
.

()l

m o l 的磷酸盐缓冲液 (咫S )(p H 7
.

4 )浸 洗 5 m in
〔)

稚贝冰冻切片用 10 % 牛血清白蛋 白 3 7 ℃封闭 l

h
,

经 PB S 浸洗 3 次
,

每次 5 mi
n ;加第一抗体(l E 7

、

IF12
、

2 C 6
、

2 H 5 四种单抗的混合抗体 )
,

:行℃孵育 l

h
,

PB S 洗 3 次
,

每次 5 mi
n ; 加第二抗体 (AP 标 记

的羊抗小鼠 19 0 )
,

3 7 ℃孵 育 4 5 m in
,

咫s 洗 3 次
,

每次 5 而
n ;再用碱性磷酸酶缓冲液浸洗 3 次

,

每

次 s m in
,

N’B T/ BC IP 底物发色 15 m in
,

自来水 冲

洗
,

室温干燥
,

中性树胶封片
,

显微镜观察
,

拍照
、,

料位程l

2 结果

2
.

1 组织化学观察

石蜡
一

切片组织染色观察稚贝的内脏团 主要由

外套膜
、

鳃
、

胃和消化腺
、

心脏
、 ’

肾以及 闭壳肌组

成
。

外围是外套膜 (图版
一

1 )
,

为两叶薄膜
,

包被内

脏团
,

其背缘相连
。

紧接外套膜的是鳃(图版
一

2 )
,

鳃为新月形
,

位于内脏团的一侧
,

前端从 11 的末端

开始
, 一

直向后延伸到肛 门的后方
。

闭壳肌(图版
一

2
,

3 )位于内脏团中央
,

约占内脏团的 l/ 3
,

llJ 明显

分为两部分
:

第一部分横纹肌极大
,

靠近前背部
,
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另一部分平滑肌较小位置靠后
。

胃和消化腺 (图

版
一

2) 位于闭壳肌上方
,

胃背腹扁平
,

略呈椭圆形
,

消化腺环绕其周围
。

肠出自胃的腹面近中后部的

位置
,

始部较为宽广稍呈囊形
,

肛门位于闭壳肌的

后腹缘
。

扇贝为开管式循环
,

血细胞分布于全身各处
,

循环系统主要包括
:

心脏
、

血管和血窦
。

心脏位于

消化腺与闭壳肌之间 (图版
一

2 ) ; 血管分布于消化

腺
、

胃
、

肾 (图版
一

4 )
、

直肠等处 ;主要有 3 个大型的

血窦
:
第 1 个血窦在消化腺和肾的周围

,

其余两个

血窦在闭壳肌腹缘的左右侧 (图版
一

5 )
,

血窦 中含

有大量的血液
。

另外
,

在 闭壳肌基部观察到一膨

大的囊状组织 (图版
一

3
,

6 )
,

该组织外被一层致密

的结缔组织薄膜
,

其内壁血细胞密布层叠
,

分裂增

生
,

形态多样
,

呈现为圆形
、

柱形
、

梭形
,

并有透 明

细胞和颗粒细胞同时存在
,

腔内充满基质
,

有血管

通向外部组织
,

管道中有游离的血细胞
。

该组 织

中血细胞无论形态或类型都与游离血细胞
、

血窦

中的血细胞及其它组织 中的血细胞有很大差别
,

类似血细胞的造血组织
。

连续切片壳长为 2
~

、

4
~

·

8
~

、

I cm
、

1
.

s rm 的稚贝
,

该组织 随着扇

贝的长大逐渐膨大增生
。

2
.

2 免疫组化观察

以扇贝血细胞的混合单抗为第一抗体
,

免疫

组化观察到儿种状态的血细胞都呈阳性反应
,

第

l 种
,

游离 的血细胞
,

数目多
,

均匀分布于全身各

处 ;
第 2 种

,

血窦 中的血细胞
,

均匀地分布于窦腔

内壁
,

有血管 与之相通
,

运输血细胞 ;第 3 种
,

组织

中的血细胞
,

因功能不同而各异
:

消化盲囊中的血

细胞承担吞噬消化的功能
,

有的细胞质中有食物

颗粒 ; ’

肾中的血细胞流动于肾管 中
,

呈游离状
,

并

在此进行物质交换 (图版
一

7 ) ;在闭壳肌附近的囊

状组织
,

其内壁血细胞密布层叠
,

分裂增生
,

形态

多样
,

腔 内充满基质
,

有管道通 向外部组织
,

管道

中有游离的血细胞存在 (图版
一

8 )
。

本实验结果与

石蜡切片形态观察的结果相吻合
,

证实所观察的

细胞为血细胞
。

在这几种血细胞中
,

肾和闭壳肌附近 的囊状

组织中的血细胞 因数量多
、

密度大而呈强 阳性反

应
。 ’

肾内肾管 中游离 的血细胞 (图版
一

7 )呈游离

状
,

因在此进行物质交换
,

流动快
,

密度大
,

呈强阳

性反应 (图版
一

9 )
。

闭壳肌附近的囊状组织 (图版
-

8
,

10 )由结缔组织包裹
,

贴在闭壳肌一侧
,

其内壁

血细胞数量多
,

大小不一
,

呈多形态
,

并且相互紧

密连接
,

层叠增生
。

组织内的血细胞密度不均匀
:

膨大部分血细胞大量聚集
,

层叠增生
,

在与闭壳肌

交界的部位通过血管 向闭壳肌输送血细胞 (图版
-

10 ) ;其它部分血细胞相对少
,

密度小
;
组织 内基质

中不含血细胞
,

呈阴性反应
。

因此在免疫组化 中
,

囊状组织 内周边血细胞数量的由少到多
,

呈现出

阳性反应 由弱到强
。

综合组织切片观察和免疫组

化反应
,

靠近闭壳肌侧的囊状膨 大组织 (图版
一

6
,

8 )结果一致
,

证实二者为同一组织
,

其形态结构及

内部血细胞的形态
、

分布
、

免疫特性都近似于血细

胞的造血组织
。

3 讨论

以前有关栉孔扇贝血细胞分布的研究报道都

集中于成体
,

认为扇贝血细胞分布于全身各处
,

在

外套膜上有 1 个大的血管系统
,

致密的血管网几

乎布满于整个外套膜上
。

有 3 个大型的静脉窦
:

第 1 个静脉窦在消化腺和围心腔膜的下面
,

与两

侧的左右肾相通 ;其余两个静脉窦在闭壳肌腹缘

的左右侧 [“〕
。

本研究以扇贝稚贝为材料观察的结

果与上述成体基本一致
,

说明扇贝的稚 贝与成体

血细胞分布差异不大
。

以往对造血组织的观察大多采用形态学的力
-

法
,

该方法不能定性 的研究血细胞除形态 以外的

其它特性
。

单克隆抗体能特异性的同相应抗原决

定簇反应
,

其高灵敏度 及特异性应用于血细胞的

分类及发生分化 中是准确
、

客观的
。

v an d e B ra ak

等 [”〕已应用血细胞单抗研究对虾造 血组织
、

血细

胞发生及血细胞免疫反应
,

并对不 同类型血细胞

在幼体及成体中的发生情况作了描述
。

本文采用

H
.

E 染色和免疫组化方法互相对照
,

印证结果更

具说服力
。

免疫组化和石蜡切 片 H E 染色 观察 血细胞

的形态不太一致
,

是 由于石蜡切片的处理过程尽

量保持其形态完整性
,

更接近于细胞 的生活状态

之形态
。

而免疫组化为了保持血细胞的抗原性采

用了新鲜样品冰冻切片
,

处理过程中会有缩水现

象
,

所以结果可见细胞聚集或有空洞现象
。

本文中单抗的免疫组化结果显示
,

造血组织

中并非所有的血细胞都显示为阳性
,

有 的部位呈

阴性反应
,

可能是因为扇 贝血细胞的单克隆抗体

是抗成熟血细胞
,

在造血组织中处于未成熟或分
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裂增
尸

} }价段 的 l爪细胞 的抗原 决定簇不 与单抗反

)
、

认
,

或 f)J 片的角度并未暴露其抗原决定簇所致
厂

关 士双壳 贝类造 l(l !
_

红l织 的研究还末见报道
。

尤脊相动物
‘

}
“

研究得比较多的是甲壳类的造血
.

组

红( M : 、,l in 发现 美洲 龙虾 (Ht,
n
。。

, 、 a ,

、
ri〔丫, n ‘,、 )的

造 血红啤(发
’

1
1

在前肠的背面两侧
,

认为造 血组织

是 对薄薄的红l织块
, ‘

获卵圆形
,

有结缔组织和肌

肉纤维 支持
‘,

一

般来 说
,

甲壳 类的造 血组织是

零散分石J J
飞

头胸部的
,

造 lfl !
.

器官是发达 的管状系

统
,

或者是实质的组织块
,

其外周均有结缔组织和

肌肉纤维 支于掌
’‘, 在造 m}

_

组织 内血细胞 始终处

j
‘

种高度有扮分裂状态
,

所以常常聚堆
,

幼小的

l(Il 细胞 币朴 在
·

起
,

细胞形状尤法展 开
,

相连成

堆
,

血细胞被造 血
‘

组织释放到邻近血窦 中
,

从 l(lJ 进

人循环 系统 本文组织 r)J 片结 果显小
,

在和三贝闭

壳川L附近的业状结构外被结缔红l织膜包裹
,

贴在

闭壳 )]jL 外侧
,

内部 血细胞密集增 生
,

分裂快
,

万
一

通

过竹道
’。闭壳肌相通输 i兰血细胞

,

类似于血细胞

的
’

} 发
‘

{
,

心
,

免疫组织化学染色时
,

该组织表现为

强阳性反 J叔 鉴于单抗 高特异性的识别和整体切

片的完招性
,

llj 初步定 为栉孔 扇 贝闭壳 肌附近 的

卖状红}织足其造 血组织 但血细胞在造 血组织 内

部发牛
、

成熟过程及机制还须进
一

步研究
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