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摘要! 利用光镜&透射电镜&扫描电镜及流式细胞仪技术对泥蚶血细胞形态结构以及吞噬活性

进行了研究$ 根据细胞大小&形态结构&颗粒特点!光镜下可将血细胞区分为红色颗粒细胞

"占 N=7;?U#&嗜碱性颗粒细胞"占 ?7$"U#&透明细胞"占 !7%NU#! 种主要类型$ 健康泥蚶

血淋巴中血细胞平均密度为"!7%= m$7N%# g#$

;

@D-$ 透射电镜下观察到颗粒细胞
#

型&颗粒

细胞
%

型&无颗粒细胞%扫描电镜观察下!细胞表面光滑!部分细胞表面有小的突起物$ 用流式

细胞仪检测出A#"#!7#!U#亚群和A%"?N7N!U#两个细胞亚群以及没有固定形态的细胞"近

NU#$ 利用,A/jf̂ 试剂盒对健康泥蚶血细胞及血清中的 #= 种酶进行检测!在血细胞中检

测到 ## 种酶!在血清中检测到了 #! 种酶!经酵母聚糖刺激后!碱性磷酸酶&酸性磷酸酶&类脂

脂酶&+C乙酰葡萄糖胺酶在血细胞和血清中的水平大幅升高$ 体外吞噬实验观察显示!红色

颗粒细胞对酵母聚糖具有明显的吞噬能力!嗜碱性颗粒细胞和透明细胞吞噬作用不显著%在经

嗜水气单胞杆菌刺激后!嗜碱性颗粒细胞出现大量聚集现象!透明细胞能吸附颗粒物$ 吞噬活

性研究表明!温度&盐度对泥蚶血细胞的吞噬活性有显著的影响!在泥蚶适宜生长温度"#! V

!$ ]#区间和最适盐度"%$7$ V%;7%# g#$

:#%区间!血细胞吞噬活性达到最高值$

关键词! 泥蚶% 血细胞% 显微结构% 酶活性% 吞噬活性% 颗粒细胞% 透明细胞

中图分类号! W#?N7#% 0=#?7<&&&&&&&文献标志码',

&& 泥蚶 #9)2"**,&5, 2&,0%(, $" 隶属瓣鳃纲

# -EDY66FQ\EL8JFE$" 蚶 目 # ,\85FZE$" 蚶 科

#,\8FZEY$"泥蚶属#9)2"**,&5,$"为我国重要的海

产经济贝类( 但近年来"养殖泥蚶病害问题日益

突出"大规模死亡现象频繁发生"造成较大经济损

失( 化学药物防治对环境和食品安全存在潜在的

危害"因此"免疫预防作为一种经济)安全的防治

手段成为发展的趋势(

由于贝类没有基于淋巴细胞和抗体的获得性

免疫机制"血细胞和非特异的体液因子构成了贝

类抵抗病害感染的主要防线&#'

( 血细胞通过参

与吞噬)包囊)结节形成)细胞凝块)伤口修复等过

程起到免疫防御作用&%'

"同时血细胞内水解酶)

过氧化酶)酚氧化酶)凝集素等免疫因子的生物活

性水平影响着贝类免疫防御能力&!'

( 因此"贝类

血细胞在免疫防御中发挥着关键作用( 目前"国

内外 对 牡 蛎 # C(6), )B'*"($) 扇 贝 # ;$*,-=

/)&&)&"$) 贻 贝 # <=6"*'( )B'*"($) 硬 壳 蛤

# <)&5)0,&", -)&5)0,&", $) 鲍 # G,*"%6"(B"(5'(

$,0,"$等贝类血细胞分类及免疫防御功能进行了

较多报道&#'

( 但泥蚶免疫研究还处于起步阶段(

近年来一些研究揭示了泥蚶血细胞对细菌和酵母

的吞噬作用以及血清)凝集素等的抑菌和免疫调

节功能&< :;'

"但针对泥蚶血细胞的形态结构特点

和免疫功能尚没有系统的研究报道(

本文利用光镜)透射电镜)扫描电镜和流式细

胞仪对泥蚶血细胞的形态结构)吞噬活性以及血

淋巴中酶活性进行了研究"了解泥蚶血细胞免疫
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功能及其防御机制"为泥蚶免疫防治提供基础

资料(

#&材料与方法

()(*实验动物及血淋巴

泥蚶样品购自北京东郊海鲜市场#产地浙

江$( 采集无伤)健康泥蚶共 !$$ 只"其中 # 龄 !$

只#壳长 #" V#N DD"体质量 #7= V%7% P$)% 龄泥

蚶 !$ 只#壳长 %$ V%! DD"体质量 <7# V"7N P$)!

龄 %<$ 只#壳长 %< V%N DD"体质量 ;7% VN7% P$(

选取健康泥蚶"撬开贝壳"蒸馏水冲洗后用滤纸吸

干"割开闭壳肌"用配 ; 号针头的一次性注射器"

先吸入 # D-抗凝缓冲剂 ,6IY\XY\液#%$7N P@-

葡萄糖%N P@-柠檬酸钠%!7!; P@-2>O,%%%7"

P@-+E36$"再从闭壳肌伤口中吸取等量的血淋

巴"立即混合"置入 " D-离心管中"< ]下保存

备用(

(),*血细胞活体观察及计数

加 "$

$

-血淋巴至载玻片上"加 #$

$

-

aFYDIE染色液"加盖玻片"" DFL 后观察血细胞形

态及动态变化"并在光镜 #$ g#$$ 倍下随机取 %$

个视野"鉴定和计数血细胞类型"计算各类血细胞

比例"每种类型随机取 !$ 个血细胞"用 /DEPYCR\5

2cR\YII软件测量细胞形态参数( #)%)! 龄各取 "

个泥蚶样品"血淋巴用,6IY\XY\液稀释 # 倍后"用

+YHQEHY\氏血球计数板"光镜 #$ g<$ 倍下计数"

计算每毫升血淋巴中血细胞总数"每样品取 " 次

平均数(

()>*血涂片及V26;<.染色观察

取两片洁净载玻片"将 "$

$

-血淋巴滴至载

玻片"用另一个载玻片 <"x推成均匀血薄膜"晾干

后甲醇固定 % DFL"aFYDIE染液在 !N ]下染色 !$

DFL"蒸馏水洗去染液并晾干"中性树脂封片后"

显微镜下观察和拍照(

()?*透射电镜和扫描电镜观察

用AB0配制的 %7"U戊二醛固定血淋巴"?"$ g

P离心 #$ DFL"弃去上层固定液"%7"U戊二醛溶液

< ]下固定过夜( 弃上层固定液"AB0漂洗 ! 次"

#U锇酸溶液固定 % J"乙醇)丙酮梯度脱水"2R5L

N#% 树脂包埋"*YF8JY\9超薄切片机切片#厚度 ?$

LD$"柠檬酸铅-醋酸双氧铀双重染色"'2̂ :

#%!$ 型透射电镜观察拍照(

用AB0配制的 %7"U戊二醛固定血淋巴"倒

掉固定液"AB0漂洗 # J"#U锇酸溶液固定 % J"乙

醇)醋酸异戊酯梯度脱水处理"临界点干燥"镀膜"

AJF6FRId-!$ 扫描电镜观察拍照(

()@*流式细胞仪

取 ; 个健康泥蚶"每个泥蚶取 # D-血淋巴"

经 %$$ 目筛绢过滤"用 %U+E36调整血细胞浓度

为 # g#$

;

@D-"上机分析( 用 BY895L >F8TFLI5L

.,30(*O流式细胞仪"应用 3Y66WHYI9软件获取

和分析实验数据( 应用 <NN LD的氩离子气体激

光器"前向角散射光 #.03$ 和测向角散射光

#003$为主要测试参数"以 .03反映细胞的大

小"003反映细胞的颗粒度"以 .03设阈值去掉

碎片"细胞获取数为 " $$$ 个"分别以.03和003

为横)纵坐标获取散点图"以门圈出各个细胞亚

群"计算各细胞亚群在整个细胞总数中的比例&?'

(

()M*血细胞吞噬活性

酵母聚糖#j[D5IEL ,"0FPDE$和嗜水气单胞

杆菌#4)&%-%0,($=B&%#$"*,$用于血细胞吞噬实

验( 按B,31y*2等&N'的方法配制酵母聚糖的

悬浮液( 酵母聚糖#<$ DP@#$ D-$悬浮于用蒸馏

水和氯化钠调制的无菌海水中"煮沸 !$ DFL"后洗

两次再悬于无菌海水中( 取 #$$

$

-酵母聚糖悬

浮液和 #$$

$

-血淋巴在 %N ]下培育 ;$ DFL 后"

取 "$

$

-混合液于载玻片上"盖上盖玻片后"在光

镜 #$ g#$$ 倍下观察并计算吞噬率#随机 %$ 个视

野"计算比例$( 嗜水气单胞杆菌来自北京市水

产技术推广总站检疫实验室"活化后用生理盐水

配成 #$

N

@D-浓度的菌悬液( 取 #$$

$

-血淋巴

悬液与 <$

$

-嗜水气单胞杆菌悬液混合均匀"

%N ]下培育 !$ DFL后"取 "$

$

-混合液于载玻片

上"盖上盖玻片后"在光镜 #$ g#$$ 倍下观察血细

胞吞噬作用(

盐度对吞噬率的影响&&蒸馏水和氯化钠配

制 #$ g#$

:#%

)#N g#$

:#%

)%< g#$

:#%

)!$ g#$

:#%等

< 个盐度梯度的无菌海水"分别与酵母聚糖制成

酵母聚糖悬浮液( 取健康泥蚶血淋巴对酵母聚糖

%N ]下分别在上述 < 种盐度条件下进行吞噬实

验"每组设 ! 个重复"方法如上"分别计算各实验

组的吞噬率(

温度对吞噬率的影响&&健康泥蚶血细胞与

酵母聚糖悬浮液#%< g#$

:#%无菌海水配制$混合"

分别在 #$)#=)%N)!? ]条件下进行吞噬实验"每

组设 ! 个重复"方法如上"分别计算各实验组的吞

%)"#
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噬率(

()U*血淋巴中酶的测定

用 半 定 量 酶 谱 试 剂 盒 ,A/jf̂ # BF5C

^Y\FYHc$检测泥蚶血细胞及血浆中 #= 种酶( 将

,6IY\XY\液稀释的未经抗原刺激的血淋巴离心分

离#! $$$ \@DFL"#$ DFL$"分别收集血清和血细胞

用于酶谱分析( 血细胞重悬于 #7< D-灭菌蒸馏

水中"然后取 ;"

$

-血细胞悬液分别加入试剂条

中的每个孔内"在 !? ]作用 < J 后"加入显色液(

反应强度#即酶含量$根据试剂盒提供的色谱标

准确定( 取吞噬活性实验中"经酵母聚糖刺激的

血淋巴"分别收集血清和血细胞用于酶活性测定

分析"方法同上(

()̂*数据统计

不同组间的血细胞大小)浓度)吞噬率的数据

统计及差异显著性检验#,+(4,$用 0A00软件"

显著性检验水平为1h$7$"( 所有数据以平均值m

标准差表示(

%&结果

,)(*血细胞光镜观察及计数

血细胞活体染色及aFYDIE染色观察"发现有

! 种类型细胞(

红色颗粒细胞#图版
#

C#%%%=$&&细胞呈圆

形或椭圆形"细胞直径 ? V#<

$

D%细胞质颜色较

深"呈暗红色%细胞核为单核"呈圆形或椭圆形"位

置居中( 在 aFYDIE染色的血涂片下"细胞核清

晰"呈蓝紫色%细胞质内有大量深蓝色嗜碱性颗粒

以及少量粉红色嗜酸性颗粒和折光性颗粒(

嗜碱性颗粒细胞#图版
#

C!%<%#$$&&细胞

呈圆形"细胞直径约 ; V#$

$

D%细胞质色浅"呈灰

白色"有大量极易被aFYDIE染成蓝紫色的嗜碱性

颗粒%细胞核为单核"呈圆形"位置居中(

透明细胞#图版
#

C" VN%##$&&细胞呈圆

形"细胞直径约 ! V#"

$

D"大小差别较大%细胞质

透明"没有或极少有颗粒%细胞核为单核"呈圆形"

通常位于细胞一侧(

在aFYDIE染色血涂片上"观察到红色颗粒细

胞以及片状伪足结构"没有发现其他类型细胞

#图版
#

C="#N$(

血细胞计数结果表明"# 龄)% 龄)! 龄泥蚶血

细胞浓度分别为#!7#N m$7=%$ g#$

;

@D-)#!7%; m

$7=%$ g#$

;

@D-)#!7<< m$7?=$ g#$

;

@D-( 经检

验"# 到 ! 龄泥蚶之间血细胞浓度无显著的差异(

泥蚶血细胞平均浓度为#!7%= m$7N%$ g#$

;

@D-(

其中"红色颗粒细胞占 N=7;?U)嗜碱性颗粒细胞

占 ?7$"U)透明细胞 !7%NU( 不同类型的血细胞

形态参数)百分比以及主要特点见表 #(

表 (*泥蚶不同类型血细胞大小%血细核大小%百分比及主要特征

-./)(*!611<2W6<&45$16315<<2W6&96:$647.#6.48;.24$C.:.$76:2<72$3DC.6;3$F76<24;"/&-3)+-

血细胞类型

JEYD58[9Y9[RY

细胞直径@

$

D

8Y66ZFEDY9Y\

细胞核直径@

$

D

LH86YE\ZFEDY9Y\

百分比@U

RY\8YL9EPY

主要特征

DEFL 8JE\E89Y\FI9F8

红色颗粒细胞 \YZ P\ELH658[9Y #$7%= m#7N" %7"N m$7"# N=7;? 具颗粒"色红"数量最多

嗜碱性颗粒细胞 QEI5RJF6P\ELH658[9Y N7$N m%7$" %7"# m$7"" ?7$" 具颗粒"色浅"易着色

透明细胞 J[E6FL58[9Y N7#< m!7%$ #7"$ m$7$; !7%N 无颗粒"透明"大小变化大

,),*超微结构观察

透射电镜观察"可区分出 ! 种类型细胞(

颗粒细胞
#

型#图版
%

C#%%$&&细胞呈圆形

或椭圆形"大小 #$ V#%

$

D%细胞质含有较多颗粒

物#$7< V$7?

$

D$"根据电子密度的差异"可分为

高电子密度颗粒)中等电子密度颗粒和低电子密

度颗粒 ! 种"许多高电子密度颗粒周围有中等电

子密度的包膜"观察到类似外源物质水解后形成

的残体结构"细胞边缘有许多透明空泡%细胞核形

态多变"有时圆形"有时为蚕豆型"位置居中"大小

约 ! V"

$

D(

颗粒细胞
%

型 #图版
%

C!$&&细胞呈圆

形"大小 N V#$

$

D%细胞质相对稀薄"细胞质中

存在或多或少颗粒物"颗粒大小 $7! V$7"

$

D"

只含有低电子密度颗粒"细胞边缘有透明空泡%

细胞核圆形或蚕豆型"位置居一边"大小约 % V

<

$

D(

无颗粒细胞#图版
%

C<$&&呈圆形"细胞质

很少观察到细胞器"无颗粒或极少颗粒存在( 细

胞核一般呈圆形"居一侧(

扫描电镜观察结果表明"血细胞呈圆形或椭

圆形"血细胞大小相近"直径 N V#%

$

D"无伪足(

细胞表面光滑"但部分细胞表面有小的突起物

#图版
%

C"";$(

&)"#
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,)>*流式细胞仪

图 # 为 .03和 003双参数点图( 从图谱中

可以看到泥蚶血细胞主要聚集形成A# 和A% 两个

细胞亚群( A# 亚群和 A% 亚群的 003值较高"A#

亚群只略低 A% 亚群"表明都有较高的颗粒度(

A# 亚群.03值较A% 亚群小许多"表明A# 亚群细

胞个体小于 A% 亚群( 从检测的 ; 个样品看"A#

亚群细胞的比率为 #!7#!U m<7!$U"而 A% 亚群

细胞 ?N7N!U m?7$?U( A# 亚群和 A% 亚群细胞

占检测血细胞总量的 =#7<;U"还有近 NU的血细

胞分散在A# 和A% 两个亚群外(

图 (*泥蚶血细胞BS!和SS!双参数散点图

B2#)(*-C68379137<3DBS!_SS!34

C.6;3$F76<3D;"/&-3)+-

,)?*血细胞的吞噬活性

在对酵母聚糖的吞噬实验中"显微镜下观察

到红色颗粒细胞在体外对酵母聚糖明显的吞噬作

用"图 % 显示了红色颗粒细胞对酵母聚糖吞噬步

骤为!酵母聚糖粘附在血细胞膜外"血细胞膜在酵

母聚糖附着处形成凹陷"内陷逐渐加深"将酵母聚

糖摄入细胞内"被吞噬的酵母聚糖变成蓝色( 嗜

碱性颗粒细胞和透明细胞吞噬作用不显著"但观

察到嗜碱性颗粒细胞吸附酵母聚糖#图 %C<$( 在

对嗜水气单胞杆菌吞噬实验中"在光镜下难以鉴

别泥蚶血细胞的吞噬作用"但观察到嗜碱性颗粒

细胞出现了显著聚集及相互粘附现象#图版
#

C

#!"#<$"以及透明细胞对颗粒物的粘附现象#图

版
#

C#%$( 另外"活体观察中还发现了泥蚶血细

胞对大颗粒异物吸附现象#图版
#

C#?$"但吸附的

血细胞种类有待进一步研究(

在经嗜水气单胞杆菌或酵母聚糖刺激后"还

观察到柱形细胞#图版
#

C?$和血栓细胞#图版
#

C

N$两种特殊形态的细胞( 柱形细胞呈长方形"胞

体大小与嗜碱性颗粒细胞相近"细胞质色浅"存在

大量易被aFYDIE染液染成蓝紫色的嗜碱性大颗

粒或液泡#图版
#

C#;$( 血栓细胞呈球形"胞体较

小"胞质中具有许多颗粒"具有变形能力#图版
#

C

#"$( 两种细胞数量极少"所占比例低于 #U( 另

外"还观察到一些血细胞的特殊形态( 在经酵母

聚糖刺激后红色颗粒细胞出现丝状伪足结构#图

版
#

C#=$"在经嗜水气单胞杆菌刺激后出现红色

颗粒细胞的脱颗粒作用#图版
#

C%$$(

泥蚶血细胞对酵母聚糖在不同温度和盐度的

条件下的吞噬结果表明"温度 #$)#=)%N)!? ]时"

吞噬率分别为 !N7";U m<7<"U) ;%7$!U m

;7#;U);?7=#U m!7#=U)!N7!N m<7;NU"统计

检验表明不同温度下吞噬率存在显著差异#1h

$7$"$( 盐度 #; g#$

:#%

)%< g#$

:#%

)!% g#$

:#%时"

吞噬率分别为 "#7=%U m!7;;U) ;?7=#U m

!7#=U)<<7?<U m<7;NU"统计检验表明"不同盐

度下吞噬率存在显著差异#1h$7$"$(

图 ,*泥蚶细胞的吞噬和吸附作用

*3示红色颗粒细胞"B3嗜碱性颗粒细胞"j示酵母聚糖"白

箭头示红色颗粒细胞内吞酵母聚糖"黑箭头示嗜碱性颗粒细

胞吸附酵母聚糖"三角箭头示被吞噬酵母聚糖变成蓝色(

B2#),*AC.#3$F73<2<.48.8<3:972343D

C.6;3$F76<3D;"/&-3)+-

*3IJ5GI\YZ P\ELH658[9Y% B3IJ5GIQEI5RJF6P\ELH658[9Y% j

IJ5GIe[D5IEL ,% GJF9Y E\\5G IJ5GI \YZ P\ELH658[9Y

YLZ58[95IYe[D5IEL ,% B6E8T E\\5GIJ5GIQEI5RJF6P\ELH658[9Y

EQI5\Q e[D5IEL ,% E\\5GJYEZ IJ5GIYLZ58[95IYZ e[D5IEL ,7

,)@*血淋巴酶的测定

在未经酵母聚糖刺激的血淋巴中"血细胞检

出 ## 种酶"血清检出 #! 种酶"其中胱氨酸芳胺酶

#3,,$和+C乙酰葡萄糖胺酶#,a-,$只在血清

中被检测出%亮氨酸芳胺酶)缬氨酸芳胺酶)

!

C半

')"#
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乳糖苷酶)

!

C糖醛酸苷酶在血细胞和血清中保持

水平较高"为主要功能性酶类( 除
"

C葡萄糖苷酶

外"其他 #$ 种酶在血细胞中酶水平总体上低于血

清中的酶水平( 在经酵母聚糖刺激的血淋巴中"

血细胞中检测到 ## 种酶"血清中也检测到了 ##

种酶( 碱性磷酸酶)酸性磷酸酶)类脂脂酶)+C乙

酰葡萄糖胺酶在血细胞水平大幅升高"类脂脂酶

#3N$在血清中水平也较大提高( 缬氨酸芳胺酶)

胱氨酸芳胺酶)

!

C果糖酶在血清中的水平明显

下降(

表 ,*泥蚶血细胞及血清中的酶的检测结果

-./),*+6<517<3D7C6:6$3:8<24'A]̀LZ 76<7<$3::6<934824# 73 64WF;616I61<24

C.6;3$F76.48<6:5;3D;"/&-3)+- C.6;31F;9C

测定的酶

YLe[DYI

未经刺激的血淋巴

L5\DE6JEYD56[DRJ

血细胞 8Y66 血清 IY\HD

经酵母聚糖刺激的血淋巴

JEYD56[DRJ I9FDH6E9YZ Q[ j[D5IEL

血细胞 8Y66 血清 IY\HD

# 对照 85L9\56 $ $ $ $

% 碱性磷酸酶 ,-A # % " !

! 脂酶#3<$ 20O#3<$ % ! ! !

< 类脂脂酶#3N$ 2-/A#3N$ # # " <

" 类脂#3#<$ -/A#3#<$ $ $ $ $

; 亮氨酸芳胺酶 -,, < " " "

? 缬氨酸芳胺酶 4,, < " < !

N 胱氨酸芳胺酶 3,, $ % $ $

= 胰肽酶 O* $ $ $ $

#$ 胰凝乳肽酶 3O* $ $ $ $

## 酸性磷酸酶 ,3A # < < "

#% 萘酚C,0CB/磷酸水解酶 A1 # % $ !

#!

"

C半乳糖苷酶
"

Ca,- $ $ $ $

#<

!

C半乳糖苷酶
!

Ca,- " < " <

#"

!

C糖醛酸苷酶
!

Ca-) " " " "

#;

"

C葡萄糖苷酶
"

Ca-3 " # " $

#?

!

C葡萄糖苷酶
!

Ca-3 $ $ $ $

#N +C乙酰葡萄糖胺酶 ,a-, $ ! " "

#=

"

C甘露糖酶
"

Ĉ,+ $ $ $ $

%$

!

C果糖酶
!

C.)3 ! < < %

!&讨论

>)(*泥蚶血细胞分类和数量

对贝类血细胞分类有的按形态分类"有的按

内源酶)抗原性和凝集素分类&='

"但至今仍然没

有统一的分类方法( 本研究结果显示"光镜下根

据泥蚶血细胞大小)形态)颗粒度"可区分出红色

颗粒细胞)嗜碱性颗粒细胞)透明细胞等 ! 种主要

类型"分别与透射电镜下观察到的颗粒细胞
#

型)

颗粒细胞
%

型)无颗粒细胞在形态和结构特征上

基本相对应( aFYDIE染色的血涂片上只观察到

红色颗粒细胞"这可能与其它类型细胞粘片能力

差)易脱落有关"这与张维翥等&#$'在栉孔扇贝血

细胞研究时的情况相似( 另外"流式细胞仪检出

A###!7#!U$)A%#?N7N!U$两个细胞亚群以及分

散于两个亚群外的无统一形态的血细胞 #近

NU$( A# 和 A% 亚群细胞都具有较高颗粒性

#003值较高$"其颗粒特点和比例基本上与光镜

下嗜 碱 性 细 胞 # ?7$"U$) 红 色 颗 粒 细 胞

#N=7;?U$相对应( 而 NU无统一形态的血细胞

推测是大小差异较大的透明细胞"以及形态变化

了的红色颗粒细胞和嗜碱性颗粒细胞( 因此"不

同分类方法的研究结果基本一致( 本研究将泥蚶

血细胞分为红色颗粒细胞)嗜碱性颗粒细胞)透明

细胞等 ! 种主要类型"与目前较为公认的将贝类

血细胞分为颗粒细胞和无颗粒细胞的分类方式相

一致&##'

(

双壳贝类中"红细胞仅存在于蚶科贝类的血

()"#
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#$ 期 朱泽闻"等!泥蚶血细胞的形态结构特征及部分免疫功能 &&

淋巴液中&#%'

( 刘志鸿等&#!'将蚶科毛蚶的血细胞

分为红细胞)颗粒细胞)透明细胞)未知小细胞四

种类型( 许秀芹等&?'用流式细胞仪检出颗粒细

胞#=$7N?U$和透明细胞#?7%?U$两个细胞类

型"并且颗粒细胞呈红色( 这些毛蚶研究结果表

明"毛蚶血细胞在分类组成上与泥蚶十分相似(

从形态上看"虽然毛蚶红细胞 ##N7$< m$7=?$

$

D

&#!'比泥蚶的红色颗粒细胞 ##$7%= m#7N"$

$

D大许多"但结构相似"都含有血红素( 因此"

可以推测泥蚶和毛蚶的血细胞在系统发生上存在

同源性(

血细胞数量是重要的生理指标"而种类)年

龄)生态状态)环境胁迫等都会对贝类血细胞数量

产生影响&#<'

( 本研究测得泥蚶血细胞密度为

#!7%= m$7N%$ g#$

;

@D-"不同龄期泥蚶血细胞密

度不存在显著差异( 与已报道池蝶贝#G=&"%#("(

(5$*)2)*"$ ##7;N m$7?N$ g#$

;

@D-

&#"'

)杂色鲍

#G,*"%6"(B"7)&("5%*%&$##7"% m$7"$ g#$

;

@D-

&#;'

等差异不大"但与栉孔扇贝 #;$,*-=(/,&&)&"$

#!7$! m$7## $ g#$

?

@D-

&#$'

)牡蛎 #;&,((%(6&),

,&",E)0("($#%7$; m$7%$$ g#$

?

@D-

&#?'等相比差

异较大"这可能与不同种类血细胞的功能差别

有关(

>),*泥蚶血细胞免疫功能

贝类血细胞具有吞噬)包囊)伤口修复)炎症

反应)参与神经免疫反应等多种功能"不同类型细

胞在免疫防御反应中发挥不同作用&#N'

(

本研究表明"红色颗粒细胞具有较强吞噬能

力"而嗜碱性颗粒细胞)透明细胞吞噬活性不显

著( 这与吞噬作用主要由颗粒细胞完成的报道相

一致&#='

( 但刘志鸿等&#!'在毛蚶血淋巴中观察到

透明细胞吞噬作用"这可能与刺激抗原的种类和

强度有关"有报道认为透明细胞只有在大量抗原

入侵)产生强烈刺激时才会表现出参与吞噬作

用&%$'

( 本研究在红色颗粒细胞中观察到许多大

小相近的嗜碱性)嗜酸性)折光性颗粒"透射电镜

下可区分为高等)中等和低等电子密度 ! 种颗粒(

相 似 的 颗 粒 特 点 在 牡 蛎 # ;&,((%(6&),

7"&2"0"5, $

&%#' 和 海 湾 扇 贝 # 4&2%#)56)0

"&&,B",0($

&#$'有报道( 张维翥等&%%'推测高电子密

度颗粒是细胞吞噬的异物或消化后残留物"低电

子密度颗粒是溶酶体的分泌颗粒"中等电子密度

颗粒是次级溶酶体( 本研究支持上述观点"并发

现在多数高电子密度颗粒周围有中等电子密度的

包膜#图版
%

C#$和类似外源物质水解后形成的残

体结构#图版
%

C#$"推测是高电子密度颗粒是外

源颗粒内化后形成了吞噬小体"而含有水解酶类

的胞质颗粒与吞噬小体相融合后"形成了中等电

子密度的包膜结构( 而光镜下的嗜碱性颗粒可能

为细胞吞噬的异物"嗜酸性颗粒可能是溶酶体酶

类分泌的酸性水解酶形成的胞质颗粒( 本研究还

观察到"红色颗粒细胞伸展的片状)丝状伪足结构

#图版
#

C#N"#=$和细胞外质中大量的吞饮小泡

#图版
%

C#"%$"这些结构与细胞的吞噬作用有密

切的联系(

包囊作用是贝类血细胞在清除大颗粒异物时

# r#$

$

D$的主要方式"通常先是大量细胞聚集

于异物"细胞扁平化形成细胞层"然后释放水解酶

来分解异物&%!'

( 陈振英等&%<'报道了栉孔扇贝血

细胞对月季花粉的包囊作用( 本研究观察到泥蚶

血细胞对大颗粒异物吸附现象"但没有观察到细

胞的扁平化趋势#图版
#

C#?$"相关机制有待进一

步的研究(

趋化作用是吞噬的重要步骤( 031̂ />

等&%"'发现了田螺#F"7"#,&'(-,**),6'($的粒细胞

可以被金黄色葡萄球菌以及细菌胞壁物质 +C乙

酰葡糖胺吸引( 本研究也发现类似的趋化行为"

如嗜碱性颗粒细胞和透明细胞对酵母聚糖和细菌

有较强粘附能力#图版
#

C"";"图 %C<$"在细菌刺

激下嗜碱性颗粒细胞大量聚集#图版
#

C#!$"因此

推测这与泥蚶血细胞在离体条件下能迅速凝集成

团状&<'机制有密切的关系(

>)>*泥蚶血淋巴的酶活性

水解酶类在贝类血细胞的吞噬)包囊)移植)

消化)异物清除等免疫过程中发挥重要协同作

用&%;'

( 本研究在用 ,A/jf̂ 试剂盒在未经抗原

刺激的泥蚶血细胞和血清中检测到 ## 种和 #! 种

酶( 检测结果与用同样方法在贻贝 #<=6"*'(

,**%#&%7"05",*"($

&%?'

)牡蛎#C(6&), )B'*"($

&%N'

)扇贝

#;$*,-=(/)&&)&"$

&#$'酶种类基本一致"表明泥蚶

血淋巴中具有免疫防御所必需的生化酶系( 酸性

磷酸酶)碱性磷酸酶)脂酶#3<$)半乳糖苷酶)糖

醛酸苷酶)葡萄糖苷酶)+C乙酰葡萄糖胺酶等为

重要水解酶&%;"%='

"在本研究中检出较高的水平(

在经酵母聚糖刺激后"碱性磷酸酶)类脂脂酶

#3N$)酸性磷酸酶)+C乙酰葡萄糖胺酶等 < 种功

))"#
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能性酶类在血细胞中水平大幅升高"在血清中也

显著提高"表明血细胞在经抗原刺激后吞噬作用

显著增强( 本研究还观察到"红色颗粒细胞的脱

颗粒作用#图版
#

C%$$"水解酶可能通过脱颗粒的

方式从血细胞中释放到血清中&#'

"从而解释了血

清中水解酶的增加(

>)?*血细胞吞噬活性

血细胞的吞噬活性可受到温度)盐度等多种

环境因素的影响&%?'

( 刘志鸿等&#!'报道了毛蚶血

细胞在体外吞噬率与温度在一定范围内呈正相

关"但温度超过一定范围对血细胞产生胁迫作用"

吞噬率明显下降( 在盐度对贝类血细胞吞噬活性

的胁迫作用的研究中也发现了类似的现象&#$"!$'

(

本研究中温度)盐度对泥蚶血细胞吞噬率的影响

与上述的报道结果基本一致( 在泥蚶适宜生长温

度 #! V!$ ]和最适盐度 %$7$ V%;7%

&!#'

"血细胞

吞噬活性达到最高值"而在低温# h#$ ]$和高温

# r!? ]$条件下或在低盐# h#; g#$

:#%

$和高盐

# r!% g#$

:#%

$条件下会使其吞噬活性明显下降(

泥蚶病害的流行病学调查研究也表明"高温和高

盐是泥蚶大规模死亡的环境诱因"这与本研究的

高温和高盐的胁迫作用的研究结果相一致(
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图版
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#7光镜下活体的红色颗粒细胞% %7在aFYDIE染色血涂片上观察到红色颗粒细胞% !7经aFYDIE染色液微染后光镜下嗜碱性颗粒细胞% <7

光镜下未染色的嗜碱性颗粒物质% "7活体观察的透明细胞% ;7经嗜水气单胞杆菌刺激后观察到的透明细胞% ?7经嗜水气单胞杆菌刺激

后观察到柱形细胞% N7经酵母聚糖刺激后观察到的血栓细胞% =7在aFYDIE染色血涂片光镜下观察红色颗粒细胞( +示细胞核"B示嗜

碱性颗粒",示嗜酸性颗粒"*示折光性颗粒% #$7经aFYDIE染色液微染后光镜下嗜碱性颗粒细胞( *3示红色颗粒细胞"B3嗜碱性颗

粒细胞% ##7活体观察的透明细胞% #%7经嗜水气单胞杆菌刺激后透明细胞吸附颗粒物( 小箭头示吸附在透明细胞上的颗粒物"*3示红

色颗粒细胞"B3嗜碱性颗粒细胞"13示透明细胞% #!7嗜水气单胞杆菌刺激后嗜碱性大颗粒大量聚集现象% #<7嗜水气单胞杆菌刺激后

嗜碱性颗粒细胞之间的粘附( *3示红色颗粒细胞"B3嗜碱性颗粒细胞"13示透明细胞( 小箭头示嗜碱性颗粒细胞之间的粘附% #"7酵

母聚糖刺激后观察到的血栓细胞( 白箭头示血栓细胞"黑箭头变形的血栓细胞% #;7经嗜水气单胞杆菌刺激后观察到柱形细胞( 三角箭

头示液泡"小箭头示颗粒% #?7泥蚶血细胞的包囊作用( Ba示大颗粒异物"小箭头示吸附在颗粒上的血细胞% #N7在aFYDIE染色血涂片

下观察到的片状伪足( 小箭头示片状伪足% #=7酵母聚糖刺激后红色颗粒细胞出现的丝状伪足( 小箭头示丝状伪足% %$7嗜水气单胞杆

菌刺激后红色颗粒细胞的脱颗粒现象( 小箭头示脱颗粒(
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图版
"

*电镜观察的泥蚶血细胞
#7透射电镜观察到的颗粒细胞

#

型( 1a示高电子密度颗粒"^a示中等电子密度颗粒"-a示低电子密度颗粒等三种类型"+示细

胞核"-4示透明小泡% %7透射电镜观察到的颗粒细胞
#

型( 1a示高电子密度颗粒"^a示中等电子密度颗粒"-a示低电子密度

颗粒等三种类型"+示细胞核"-4示透明小泡% !7透射电镜观察到的颗粒细胞
%

型( -a示低电子密度颗粒等三种类型"+示细胞

核"-4示透明小泡% <7透射电镜观察到的无颗粒细胞( +示细胞核"-4示透明小泡% "7扫描电镜观察到泥蚶血细胞% ;7扫描电镜

图片示泥蚶血细胞表面的小突起物( 小箭头示突起物(
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