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摘要 :依据中国对虾血细胞电镜照片中血细胞整体形态和细胞器、细胞核的变化 ,研究对虾抗凝剂成分配比。

初步确认了一种理想的抗凝剂配方 NaCl 450mM、KCl 10mM、EDTA. Na2 10mM、HEPES 10mM ( pH 7. 45) 。它能

够良好的保持细胞的整体形态以及细胞器、细胞核的形态。
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Selection of Anticoagulant to the Hemolymph of Penaeus chinesis
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Abstract :The morphology of the whole hemocyte and the variation of organelle and nucleus were observed by

TEM in order to determine the composition of shrimp anticoagulant . A confirmed desirable anticoagulant is

composed of NaCl 450mM , KCl 10mM , EDTA. Na2 10mM , HEPES 10mM ( p H 7. 45) , which can maintain

successfully the form of the whole hemocyte ,organelle and nucleus .
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　　中国对虾是中国一种重要的海水养殖经济动物 ,但从 1993年开始受到了前所未有的养殖病害袭

击 ,随之 ,中国对虾的抗病力研究、免疫机理的研究也被推向高潮。

在免疫机理的研究方面 ,血淋巴的免疫防御功能是最基础、最重要的研究方向。中国对虾的血淋巴

在离体后很容易凝集 ,也极易在抽血过程中发生凝集。凝集后的血淋巴没有办法逆转 ,也就不能对其成

分进行研究 ,所以找出适合中国对虾的抗凝剂是中国对虾免疫学、细胞化学研究中必不可少的重要环

节。一种理想的抗凝剂不仅能使血液不发生凝固 ,而且应该能维持血细胞的完整性和功能性 ,以及血清

中各种蛋白的活性 ,使离体后的血淋巴状态尽量接近体内的生理状况。

本文以血细胞的状态为依据 ,衡量抗凝剂成分的优劣 ,其中血细胞的分类方法主要依据Martin等[1 ]

在 1990年提出的分类标准 ,即严格依据颗粒的有无和核质比等特征来区分血细胞类型 ,将中国对虾的

血细胞分为透明细胞 ( HG) 、大颗粒细胞 (L G) 、小颗粒细胞 (SG)三类。

其中 ,透明细胞是几种细胞中最小的一种 ,它有一个或两个非常大的核 ,核质比非常高。而且它的

细胞质较别种血细胞的电子密度高 ,存在着许多既不是糖蛋白也不是核糖体的小沉淀物。透明细胞中

也存在颗粒 ,为卵圆形 ,有交替的电子致密层和透明物质。Hose等[2 ]认为凝集过程是由透明细胞引发。
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颗粒细胞包括大颗粒细胞 (L G)和小颗粒细胞 (SG) ,一般情况下 ,较透明细胞大 ,含有大小不均的许

多颗粒状物质。颗粒细胞是免疫防御的一线细胞 ,在颗粒细胞中存在大量酶类反应的活性位点 ,例如 :

溶酶体酶 ,这种酶经常被观察存在于反面高尔基体囊泡、小泡中 ,而不是颗粒中。另外 ,颗粒细胞还负责

吞噬和包囊[3 ]。由此 ,本文依据电镜照片中血细胞整体形态和细胞器、细胞核的变化对抗凝剂进行研

究 ,力图寻找到一种适应于中国对虾血淋巴的抗凝剂。同时 ,也对不同细胞中的细胞器和细胞核进行了

仔细的观察、研究。

1　材料与方法

1. 1　所选抗凝剂的配方

实验过程中一共选用了四种以往甲壳类动物中被广泛采用的抗凝剂。配方 1 最早是 Stutman 和

Dolliver [4 ]在 1968年就提出了 ,后来经过逐渐改进得到的。Martin 等[1 ]将其应用于单肢虾 ( Sicyonia

ingentis)中 ,认为它有抗凝作用。配方 2来自蟹 ( Carcinus maenus)生理盐水的配方[5 ]根据中国对虾的体

液性质略做调整。配方 3是 Sōderhāll和 Smith[6 ]设计的 ,后被广泛应用于甲壳纲十足目动物中。配方 4

是由 Vargas2Albores 等[7 ]提出的一种新的抗凝剂 ,充分考虑到了抗凝剂的 p H和渗透压需与体内血淋巴

的值相同。他主要是将其应用于加州对虾 ( Penaeus californiensis) ,证明能够很好抑制蛋白沉淀和保持细

胞活性。加州对虾的血淋巴 p H 7. 3和渗透压 850mOsm·kg - 1与 Huang 等提出的中国对虾的血淋巴 p H

7. 5和渗透压 870mOsm·kg - 1 [8 ]非常接近。所以我们适当调整后使用了这种配方。

配方 1 配方 2 配方 3 配方 4
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1. 2　实验步骤

实验材料 :购自青岛四方路水产批发市场 ,为产卵后亲虾 ,体长 17～18cm。所有抗凝剂均新鲜配

制 ,冰箱中预冷至 10℃。

样品制备 :分别抽取 3mL 抗凝剂在注射器中 ,从对虾心脏抽取 2mL 血淋巴 ,将混合物注入离心管

中。若 10min后不凝集则继续后续电镜制片过程。配方 4与虾血淋巴的混合物放置 1h 后进行电镜制

片。

电镜制片步骤 :混合物离心 (1000rpm , 8min) ,将收集到的血细胞用缓冲液洗两次 (0. 1M 二甲砷酸

盐 ,7 %葡萄糖 , p H 7. 45) ,沿管壁加入 1～2mL 固定液 (3 %戊二醛、0. 1M 二甲砷酸盐、12 %蔗糖 , p H

7. 5) ,预固定 30min令细胞聚集成团 ,再将细胞团块铲离管底 ,翻面继续固定过夜。后固定在缓冲液为

二甲砷酸盐的锇酸中。乙醇脱水 ,环氧树脂 Eton812 包埋、切片。醋酸铀和柠檬酸铅双染色。日立

H7000透射电镜观察。

2　实验结果

四种配方中 1、2、4成功起到抗凝剂效果 ,配方 3反复实验三次 ,但都出现凝集现象。所以对 1、2、4

进行进一步电镜观察。

血细胞对照照片参考叶燕玲和陈宽智[9 ]对中国对虾进行超微结构分析、计数及分类的结果。因为
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他们的实验材料为同期中国对虾亲虾 ,血淋巴离体后直接固定 ,未采用任何抗凝剂 ,而且 ,他们对血细胞

的分类采用的也是 Martin[1 ]等提出的分类方法。

2. 1　颗粒细胞的观察结果
(图版 1～4)表明各种抗凝剂都对颗粒细胞有影响 ,颗粒细胞不同程度的出现了水肿和膨胀 ,其中

在配方 2中观察到颗粒溶解的现象 (图版 - 2) 。

2. 2　透明细胞的观察结果

各种抗凝剂对透明细胞的影响要小于颗粒细胞 (图版 5～8) ,水肿和膨胀的程度要轻一些 ,可能是

由于颗粒细胞有吞噬和包囊外来物质的功能 ,所以它受外来物质的影响就要大一些。

2. 3　细胞器的观察结果

高尔基体　由于高尔基体在细胞中的含量较少 ,而电镜照片数量有限 ,故只在配方 4 (10min)和配

方 2中观察到。配方 4 (10min)中的高尔基体 ,其扁囊结构、层次清晰可见 ,小泡结构也很清楚。(图版 -

2)是配方 2中观察到的 ,能够很明显的看出状态不如配方 4 (10min)中的好。

线粒体　存在于各种细胞中 ,但分布不均匀 ,有的细胞多 ,有的细胞少 ,双层膜及嵴结构清晰可见

(图版 - 3) 。配方 1对它的影响很大 ,剧烈膨胀 ,充满染色浅的液状物质 (图版 - 1) 。

内质网　各种细胞中均存在粗面和滑面内质网 ,细胞质中有游离的核糖体。内质网均有一定程度

的膨胀 ,粗面内质网有脱颗粒现象 ,但在配方 4 (10min)中程度很轻 ,而在配方 1中则很难观察到有核糖

体存在的粗面内质网 (图版 - 1) 。

2. 4　细胞核的观察结果

核膜　变化都不大 ,在配方 4中基本无变化。但在配方 1中局部有溶解现象。

核质　由各图均可以看出 ,各种细胞中核质都较均匀 ,但也观察到了核膜皱缩的现象。

总体来说 ,各种抗凝剂对细胞核的影响都不大。

3　讨论

从电镜照片中很容易发现配方 4是一种良好的抗凝剂 ,它不仅将细胞整体状态维持得较好 ,而且各

个细胞器的状态也都正常。特别难得的是血细胞在这种抗凝剂中 1h后 ,仍能维持比较好的状态。这样

就给研究工作提供了非常充裕的时间。

配方 2也是一种较为理想的抗凝剂 ,虽然在电镜照片中有伪足状突起 (图版 - 2) ,但这种突起很有

可能是实验过程的误差引起 ,在实际观察中比例也并不是很大。六十年代的时候 ,曾有学者认为甲壳动

物血细胞为变形虫状 ,但后来随着固定液的改进 ,大家一致认为在正常状态下中国对虾血细胞呈圆形或

卵圆形 ,然而在某些环境条件或生理条件下 ,血细胞有形成伪足的能力。

配方 1对细胞有破坏作用 ,但其配方简单。在实验条件比较差或紧急的情况下 ,可以考虑采用。

配方 3在甲壳动物中被广泛采用 ,但笔者认为对中国对虾的血淋巴来说 ,它不能起到抗凝的效果 ,

可能它对蟹类更为有效。

4　结语

从细胞形态的观察来看我们认为配方 4是一种较理想的抗凝剂 ,从实验中发现 ,它的加入量在 1～

1. 5倍血淋巴之间 ,一般来说 ,从血窦中抽取的血淋巴 ,加入 1倍的量即可 ,但从心脏中抽取的则需 1. 5

倍量。同时 ,它还受到对虾健康状况的影响。实验中 ,最好新鲜配制 ,储存的时间不宜超过一个月。

单从细胞形态的角度判断一种抗凝剂的优劣有一定局限性 ,还应参考细胞酶化学的指标和血清酶

化学的指标 ,以及血淋巴中多种蛋白质的变化。这部分工作有待进一步完善。
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蒋　琼等 :中国对虾血淋巴抗凝剂的筛选 图版

1.加入配方 1十分钟后对颗粒细胞的影响 ×6 000 ; 　2.加入配方 2十分钟后对颗粒细胞的影响 ,箭头所指为局部溶解的颗粒 ×23 200 ;

3.加入配方 4十分钟后对颗粒细胞的影响 ,线粒体 (M) 、内质网 ( ER) 、核糖体 ( R)的结构 ×26 100 ; 　4.加入配方 4一小时后对颗粒细胞

的影响 ×7 500 ; 　5.加入配方 1十分钟后对透明细胞的影响 ×10 500 ; 　6.加入配方 2十分钟后对透明细胞的影响 ×8 400 ; 　7.加入配

方 4十分钟后对透明细胞的影响 ×7 000 ; 　8.加入配方 4一小时后对透明细胞的影响 ×7 350。


