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摘要! 为研究虾蟹类甲壳动物血细胞膜表面是否具有相同的抗原决定簇及共同抗原表位的

生物学特征!采用制备的抗三疣梭子蟹颗粒血细胞单克隆抗体!通过激光共聚焦扫描显微

镜&0<A4FA9<33=3? 9/38/9<0;=9F/A9/IN!'*-P' "免疫印迹&S4AL4F3 J0/L'和流式细胞术&(0/>

-NL/;4LFN!(-P'等多种方法!测定了 8 种甲壳类动物&凡纳滨对虾"中国明对虾"刀额新对

虾"口虾蛄"中华绒螯蟹"日本板蟹及美洲黄道蟹'颗粒血细胞及透明血细胞与三疣梭子蟹

颗粒血细胞单克隆抗体发生特异性结合的抗原表位# '*-P可观察到该株抗三疣梭子蟹颗

粒血细胞单克隆抗体与中华绒螯蟹和日本板蟹血细胞交叉反应结果为阳性!分析发现在中

华绒螯蟹血淋巴中阳性颗粒血细胞在其颗粒血细胞总数中占 81189Q!阳性透明血细胞在

其透明血细胞总数中占 83150Q!日本板蟹阳性颗粒血细胞在其颗粒血细胞总数中占

8/1;1Q!阳性透明血细胞在其透明血细胞总数中占 41118Q!其余 5 种甲壳类动物均为阴

性$S4AL4F3 J0/L测试结果显示该株单克隆抗体仅与中华绒螯蟹血细胞反应!且发生反应的

抗原决定簇位于分子量为 /3 M2 的蛋白带上$(-P分析发现该株单克隆抗体与中华绒螯蟹

透明血细胞和颗粒血细胞均可发生交叉反应!阳性率分别为 58182Q和 88135Q!与日本板

蟹透明血细胞阳性反应极少!阳性率仅为 0158Q!与颗粒血细胞发生阳性反应的阳性率为

;2150Q#

关键词! 三疣梭子蟹$ 单克隆抗体$ 颗粒血细胞$ 交叉反应

中图分类号! D48;14$ *048196666666 文献标志码%&

66三疣梭子蟹#4+$1'&'(1$%1'5.$)'2*1'($隶属甲

壳纲#-F2AL<94<$"因肉多味鲜&营养丰富"长期受

到广大养殖户和消费者的青睐"已成为我国重要

经济蟹类之一"其养殖产业发展备受关注
(4 72)

'

免疫防御体系是虾蟹抗病力基础"血细胞在虾蟹

机体免疫防御过程中起重要作用"虾蟹血细胞分

为透明血细胞及颗粒血细胞两大类"主要参与吞

噬&包埋&结节形成及细胞凝块"伤口修复等免疫

反应
(/ 75)

"同时"血细胞对外界刺激和自身生理变

化非常敏感"是反映甲壳类生活环境质量和健康

状况的重要指标
(1 78)

' 交叉反应是指抗原#或抗

体$除与其相应抗体 #或抗原$发生特异性反应

外"还与其他抗体 #或抗原$发生反应"其本质是

抗体与抗原决定簇的特异性结合"种属关系越近"

交叉反应越强
(; 70)

' 单克隆抗体具有生物活性单

一"稳定性好"与抗原结合特异性强的优点
(43 744)

"

利用血细胞单克隆抗体可对水产无脊椎动物血细

胞进行深入研究' 目前已有将单克隆抗体应用于

水产无脊椎动物血细胞的分型&分布&发生&数量

变化&交叉反应等的研究报道
(42 74;)

' 本研究以三

疣梭子蟹颗粒血细胞单克隆抗体为基础"采用激

光共聚焦法#'*-P$&免疫印迹#S4AL4F3 J0/L$和

流式细胞术#(-P$研究与三疣梭子蟹颗粒血细

胞单克隆抗体特异性结合的抗原决定簇在其他 8
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种常见甲壳类动物血细胞的分布情况"为蟹类血

细胞的研究进一步积累资料"提供参考'

46实验材料

!"!#实验材料及试剂

三 疣 梭 子 蟹& 中 华 绒 螯 蟹 # 6$%+)7%.$

(%&.&(%($&日本板蟹 #4.1*2+9.$* O*#+&%)*$&美洲

黄 道 蟹 # !*&).$ 9*-%(1.$$& 凡 纳 滨 对 虾

# P%1+#.&*.'( @*&&*9.%$& 中 国 明 对 虾

# A.&&.$+#.&*.'( )7%&.&(%($& 刀 额 新 对 虾

# ;.1*#.&*.'( .&(%($& 口 虾 蛄 # H$*1+(?'%22*

+$*1+$%*$均购自山东青岛城阳水产批发市场' 雌

性 1 =; 周龄 K<0J6-小鼠购自山东大学实验动物

中心'

聚乙二醇#I/0N4L@N0434?=N9/0"G,O$&碱性磷

酸酶 #<0M<0=34I@/AI@<L<A4" &G$ 标记羊抗小鼠

)?O&异硫氰酸荧光素 #802/F4A94=3 =A/L@=/9N<3<L4"

()C-$标记羊抗小鼠 )?O&5:溴:9:氯:/:吲哚 7磷

酸 # 5:KF/;/:9:-@0/F/:/:)3B/0N0 G@/AI@<L4"

K-)G$&氯化硝基四氮唑蓝 # 3=LF/L4LF<R/0=2; J024

9@0/F=B4"%KC$均购自 *=?;<#O4F;<3N$公司'

26实验方法

$"!#血细胞提取

三疣梭子蟹&中华绒螯蟹&日本板蟹和美洲黄

道蟹血淋巴分别从其游泳足基部软膜处抽取"凡

纳滨对虾&中国明对虾&刀额新对虾及口虾蛄血淋

巴分别从其头胸甲后缘下方围心腔抽取%血淋巴

与 9 Z预冷抗凝剂 #蟹类!953 ;;/06'%<-0"43

;;/06' V-0" 43 ;;/06' ,5C&" 43 ;;/06'

+,G,*" I+ 81/%虾类! //1 ;;/06' %<-0" 445

;;/06'?029/A4"0 ;;/06',5C&"I+819$按体

积比 4E2 混匀%于 9 Z"4 533 <-"离心 1 ;=3%细

胞沉 淀 用 磷 酸 盐 缓 冲 液 # I@/AI@<L4:J2884F4B

A<0=34"GK*$重悬"制成单细胞悬液"调整其浓度

为 43

;

=43

0

9400A6;''

$"$#三疣梭子蟹血细胞单克隆抗体的制备

三疣梭子蟹血细胞为抗原"免疫 K<0J6-小鼠

9 次后"无菌条件下采用 G,O融合免疫小鼠脾细

胞与 *G263 骨髓瘤细胞' 杂交瘤细胞 /8 Z&-"

2

浓度 5Q&+&C选择性培养液培养' 采用间接免

疫荧 光 法 # =3B=F49L=;;23/802/F4A94394<AA<N"

)(&$筛选阳性杂交瘤细胞株"采用有限稀释法克

隆 / 次"收集的单克隆阳性杂交瘤细胞培养上清

即为单克隆抗体'

$"%#间接免疫荧光法"U?G#检测三疣梭子蟹血

细胞单克隆抗体

三疣梭子蟹全血细胞&颗粒血细胞和透明血

细胞的血滴片上分别滴加单克隆抗体 53

$

'"

/8 Z温育 4 @"GK*洗 / 次"每次 5 ;=3%加 ()C-

标记羊抗小鼠 )?O 433

$

'#4E251 $ "/8 Z温育

4 @"GK*洗 / 次"每次 5 ;=3%封片"荧光显微镜

观察' 收集骨髓瘤细胞培养上清液为阴 性

对照'

$">#激光共聚焦"WC@:#鉴定交叉反应

; 种虾&蟹的血细胞悬液滴加到干净载玻片

上"/8 Z烘干%GK*洗 / 次"每次 5 ;=3%含 315Q

CF=L/3:433 的 GK*透化 43 ;=3"GK*洗 / 次"每次

5 ;=3%加含 43Q山羊血清&315Q CF=L/3:433 的

GK*室温封闭 95 ;=3%加单克隆抗体 53

$

'"/8 Z

温育 4 @"GK*洗 / 次"每次 5 ;=3%加()C-标记羊

抗小鼠 )?O53

$

'#4E251$"/8 Z温育 4 @"GK*洗

/ 次"每次 5 ;=3%加 +/49@AL"浸泡 / ;=3%封片"激

光共聚焦显微镜观察并统计分析发生阳性反应的

比例'

$"L#免疫印迹法 "X*15*/2(-05#分析发生交叉

反应的抗原决定簇分子量

电泳凝胶由浓度为 42Q分离胶和浓度为 5Q

浓缩胶 2 部分组成"发生交叉反应的虾&蟹血细胞

悬液与电泳样品缓冲液#315 ;/06'CF=A:+-0I+

11;%4Q *5*%4Q疏基乙醇%43Q甘油%3132Q溴

酚蓝$等体积混合"煮沸"每孔加 45

$

'%电泳时浓

缩胶部分恒流 /3 ;&"分离胶部分恒流 13 ;&%得

到 2 块凝胶中一块用考马斯亮蓝$253 染液染色"

另一块恒流 233 ;&"电转移 5 @ 至硝酸纤维素膜

#%-膜$%然后 %-膜用 5Q K*&溶液封闭"9 Z

过夜%GK*C#含 3135Q C>443:23 的 GK*$洗 /

次"每次 5 ;=3%加单克隆抗体 53

$

'"/8 Z温育

4 @"GK*C洗 / 次"每次 5 ;=3%加 &G标记羊抗小

鼠 )?O53

$

'#4E251$"/8 Z温育 4 @"GK*C洗 /

次"每次 5 ;=3%加 %KC6K-)G室温显色'

$"M#流式细胞术"?@:#测定发生交叉反应的阳

性率

取 '*-P鉴定发生交叉反应的甲壳类动物

的血细胞"利用 G4F9/00介质不连续密度梯度离心

后"调整其浓度至 43

;

=43

0

9400A6;'"加单克隆抗

44;
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体 53

$

'"/8 Z温育 4 @"GK*离心洗 / 次%加

()C-标记羊抗小鼠 )?O53

$

'#4E251$"/8 Z温

育 4 @"GK*离心洗 / 次后重悬浓度为 43

8

9400A6

;'%设定流式细胞仪根据细胞颗粒度进行检测"

利用 -400D#,*CGF/ 软件分析结果'

/6结果

%"!#U?G检测结果

经过 G,O融合"/ 次亚克隆后"筛选得到单

克隆抗体 5 株"但是仅有单克隆抗体 /(9 只与三

疣梭子蟹颗粒血细胞发生荧光反应' 光镜下可见

吉姆萨染色的三疣梭子蟹颗粒血细胞的细胞质中

有颗粒分布"而透明细胞中则无 #图 4:<$' 荧光

显微镜下观察 )(&检测结果显示!阴性对照背景

为黑色"不显示绿色荧光信号 #图 4:J$' 而与单

克隆抗体 /(9 发生反应的三疣梭子蟹颗粒血细胞

的细胞膜上出现明亮&清晰的绿色荧光信号 #图

4:9$'

图 !#间接免疫荧光法检测阳性

杂交瘤细胞株"('/Y!Z

!

8#

#<$吉姆萨染色% # J$阴性对照% #9$阳性结果

O1颗粒细胞% +1透明细胞

?,3"!#&)*/*1;-507401,5,6*)<(/,+08' (<

U?G"('/Y!Z

!

8#

#<$O=4;A<% # J$ 34?<L=E49/3LF/0% #9$ I/A=L=E4F4A20L

O1?F<320/4NL4% +1@N<0=3/9NL4

%"$#WC@: 鉴定交叉反应结果

'*-P鉴定发现中华绒螯蟹&日本板蟹可与

单克隆抗体 /(9 发生交叉反应' 激光共聚焦显微

镜下发现经 +/49@AL染色的三疣梭子蟹#图 2:<$&

图 $#单克隆抗体 %?> 分别与三种蟹血细胞反应"标尺 YLZ

!

8#

#<$ "# B$ "# ?$三疣梭子蟹% # J$ "#4$ "# @$中华绒螯蟹% #9$ "#8$ "#=$日本板蟹% #<$ "# J$ "#9$+/49@AL染色% # B$ "#4$ "#8$()C-染

色% # ?$ "# @$ "#=$+/49@AL染色与 ()C-染色结果

?,3"$#:G(%?> /*'.5,23 =,5)5)/**./'(1)'*80.<5*1"('/YLZ

!

8#

#<$"#B$"#?$4+$1'&'(1$%1'5.$)'2*1'(% #J$"#4$"#@$6$%+)7.%$(%&.&(%(% #9$"#8$"#=$4.1*2+9.$* O*#+&%)*% #<$"#J$"#9$+/49@ALAL<=3=3?%

#B$"#4$"#8$802/F4A94=3 =A/L@=/9N<3<L4AL<=3=3?% #?$"#@$"#=$;4F?4L@4F4A20L/8+/49@ALAL<=3=3? <3B ()C-AL<=3=3?

24;
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中华绒螯蟹#图 2:J$和日本板蟹#图 2:9$血细胞

的细胞核为蓝色"采用单克隆抗体 /(9 的 )(&结

果发现三疣梭子蟹#图 2:B$&中华绒螯蟹#图 2:4$

和日本板蟹#图 2:8$血细胞均出现阳性绿色荧光

信号"将采用 +/49@AL染色及 )(&结果进行合并"

发现在三疣梭子蟹#图 2:?$&中华绒螯蟹#图 2:@$

和日本板蟹#图 2:=$血细胞的细胞膜上出现绿色

荧光信号"表明单克隆抗体 /(9 结合的抗原决定

簇在中华绒螯蟹&日本板蟹血细胞的细胞膜上%单

克隆抗体 /(9 与其他 5 种虾&蟹血细胞反应结果

为阴性"表明在美洲黄道蟹&凡纳滨对虾&中国明

对虾&刀额新对虾&口虾蛄等 5 种其他甲壳类动物

血细胞上没有与单克隆抗体 /(9 结合的抗原决

定簇'

对中华绒螯蟹&日本板蟹分别取 23 个共聚焦

视野进行计数统计"统计其颗粒血细胞和透明血

细胞个数"以及阳性颗粒血细胞和阳性透明血细

胞个数"计算每个样品平均值' 结果显示"中华绒

螯蟹颗粒血细胞和透明血细胞平均个数分别为

9/ 及 48 9400A"在中华绒螯蟹血淋巴中颗粒血细胞

所占比例为 82Q"透明细胞为 2;Q"其中阳性颗

粒血细胞占颗粒血细胞的 81189Q"阳性透明血

细胞占透明血细胞的 83150Q%日本板蟹颗粒血

细胞和透明血细胞平均个数分别为 ;; 及 92

9400A"在日本板蟹血淋巴中颗粒血细胞所占比例

为 1;Q"透明细胞为 /2Q"其中阳性颗粒血细胞

在其颗粒血细胞中占 8/1;1Q"阳性透明血细胞

在其透明血细胞中占 41118Q#图 /$'

图 %#共聚焦视野计数 $ 种蟹血细胞柱状图

?,3"%#&)*),1503/'8 07.0270.'-6,1,02.0;25

5=0 ./'(1)'*80.<5*1

%"%#X*15*/2(-05分析发生交叉反应的抗原决

定簇分子量结果

单克隆抗体 /(9 与 '*-P结果为阳性的中

华绒螯蟹和日本板蟹血细胞进行 S4AL4F3 J0/L

反应' 由 *5*:G&O,图可知中华绒螯蟹蛋白条

带较多#图 9:<$ "S4AL4F3 J0/L结果显示"中华绒

螯蟹血细胞与单克隆抗体 /(9 反应的抗原决定

簇分子量为 /3 M2"而日本板蟹没有相关条带

#图 9:J$ '

图 >#电泳和免疫印迹分析交叉反应结果

#<$十二烷基硫酸钠/聚丙烯酰胺凝胶电泳图% # J$免疫印

迹图

P1标准蛋白分子量% GP1标准蛋白分子量丽春红染色图%

*,1中华绒螯蟹电泳图谱% S,1中华绒螯蟹免疫印迹% *G1日

本板蟹电泳图谱% SG1日本板蟹免疫印迹

?,3">#G2'-<1,107:G(%?> 07)'*80.<5*1(<

CBCSAGOF'2+X*15*/2(-05

#<$*5*:G&O,% # J$S4AL4F3 J0/L

P1;<FM4F% GP1G/394<2 *AL<=3=3? ;<FM4F% *,1*5*:G&O,/8

6$%+)7.%$(%&.&(%(% S,1S4AL4F3 J0/L/86$%+)7.%$(%&.&(%(% *G1

*5*:G&O, /84.1*2+9.$* O*#+&%)*% SG1S4AL4F3 J0/L/8

4.1*2+9.$* O*#+&%)*

%">#?@: 测定发生交叉反应的阳性率结果

(-P结果显示"其中黑线代表每组的阴性

对照"即该组血细胞未与单克隆抗体 /(9 反应"

紫线代表该组中的颗粒血细胞"蓝线代表该组

中的透明血细胞!O和 +分别表示颗粒血细胞

和透明血细胞%单克隆抗体 /(9 与中华绒螯蟹

颗粒血细胞和透明血细胞均有不同程度交叉反

应"阳性率分别为 88135Q和 58182Q #图 5:<"

图 5:J$ %单克隆抗体 /(9 绝大多数与其颗粒血

细胞发生阳性反应"而与日本板蟹透明血细胞

阳性反应极少"阳性率分别为 ;2150Q和 0158Q

#图 5:9"图 5:B$ '

/4;
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图 L#?@: 检测单克隆抗体 %?> 与中华绒螯蟹和日本板蟹血细胞荧光强度直方图

#<$中华绒螯蟹颗粒细胞% # J$中华绒螯蟹透明细胞% #9$日本板蟹颗粒细胞% # B$日本板蟹透明细胞

%1代表阴性% G1代表阳性% 黑线代表每组的阴性对照"即该组血细胞未与单克隆抗体 /(9 反应% 紫线代表组中的颗粒血细胞% 蓝

线代表组中的透明血细胞% O1颗粒血细胞% +1透明血细胞

?,3"L#:G(%?> /*'.5*+=,5)<+',$&)'+*'()(*'*'2+3)4.6,=)+. >.-,('$. )*80.<5*1

#<$ ?F<320/9NL4/86$%+)7.%$(%&.&(%(% # J$ @N<0=3/9NL4/86$%+)7.%$(%&.&(%(% #9$ ?F<320/9NL4/84.1*2+9.$* O*#+&%)*% # B$ @N<0=3/9NL4/8

4.1*2+9.$* O*#+&%)*

%134?<L=E4% G1I/A=L=E4% L@4J0<9M 0=34=3B=9<L434?<L=E49/3LF/0">@=9@ ;4<3AP&J /(9 B/ 3/LF4<9L>=L@ L@49F<J+A@<4;/9NL4A% I2FI04

0=34=3B=9<L4L@4?F<320/9NL4% J0240=34=3B=9<L4L@4@N<0=3/9NL4% O1?F<320/9NL4% +1@N<0=3/9NL4

96讨论

制备 5 株三疣梭子蟹血细胞单克隆抗体中"

仅单克隆抗体 /(9 只与三疣梭子蟹颗粒血细胞发

生反应' T@<3? 等
(40)

利用抗凡纳滨对虾血细胞

单克隆抗体进行交叉反应研究发现该单抗除了与

中 国 明 对 虾 和 日 本 囊 对 虾 # ;*$('#.&*.'(

O*#+&%)'($血细胞反应外"还与三疣梭子蟹血细胞

反应"结果显示在甲壳类动物中存在共同的抗原

决定簇' 为验证制备的单抗所针对的抗原表位是

否在其他甲壳动物中存在"选用 8 种甲壳类动物

#凡纳滨对虾&中国明对虾&刀额新对虾&口虾蛄&

中华绒螯蟹&日本板蟹&美洲黄道蟹$"且其中部

分品种如凡纳滨对虾&中国明对虾及中华绒螯蟹

94;
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等为我国主要养殖品种"具有较高的经济价

值
(23)

' '*-P结果证实中华绒螯蟹和日本板蟹

血细胞膜上有与单克隆抗体 /(9 发生特异性结合

的抗原决定簇%S4AL4F3 J0/L分析结果显示中华绒

螯蟹血细胞上分子量为 /3 M2 的抗原决定簇与该

单抗发生特异性结合"而日本板蟹无反应条带%

(-P分析进一步说明单克隆抗体 /(9 与中华绒

螯蟹透明血细胞和颗粒血细胞发生交叉反应的阳

性率分别为 58182Q和 88135Q%与日本板蟹透明

血细胞和颗粒血细胞发生交叉反应的阳性率分别

为 0158Q和 ;2150Q'

'*-P技术快速灵敏"结果真实可靠"可以检

测抗原抗体的特异性反应"定位抗原决定簇"在显

微镜下可直接观察有无反应
(24)

' 本实验中三疣梭

子蟹&中华绒螯蟹&日本板蟹血细胞膜上都出现绿

色荧光信号"说明其抗原决定簇均位于细胞膜上%

S4AL4F3 J0/L结果发现与单克隆抗体 /(9 发生特异

性结合的中华绒螯蟹血细胞抗原决定簇的分子量

为 /3 M2"而日本板蟹无条带显示' S4AL4F3 J0/L与

'*-P结果差异的原因!一"日本板蟹上与单克隆

抗体 /(9 发生特异性结合反应的抗原决定簇为构

象型抗原决定簇"而 S4AL4F3 J0/L实验过程中引起

了蛋白质变性"即日本板蟹抗原决定簇空间构象被

破坏"不能与抗体发生特异性结合反应%二"此抗原

是相应细胞裂解物的一小部分"需纯化才能发挥其

抗原性
(22)

%(-P不仅可以定性检测与单克隆抗体

/(9 发生交叉反应的 2 种蟹血细胞类型"还可以定

量测阳性比率"且避免酶学法等由于细胞和组织中

内源酶存在而出现的假阳性现象"以及人为等一些

主观因素造成的不确定性和实验假象
(2/)

' (-P

结果显示单克隆抗体 /(9 与中华绒螯蟹透明血细

胞和颗粒血细胞反应阳性率分别是 58182Q和

88135Q%与日本板蟹透明血细胞和颗粒血细胞反

应阳性率分别为 0158Q和 ;2150Q"与 '*-P实验

中计算阳性荧光比例存在一定差异"原因在于观察

过程中对于某些细胞分辨不精确'

近年来"利用单克隆抗体进行免疫交叉反应

的报道中"'/I4R等
(29)

研究发现抗长牡蛎#C(1$.*

-%-*($血细胞单克隆抗体能与多种蛤仔血细胞发

生交叉反应"与紫贻贝 #;"1%2'(.D'2%($血细胞不

发生交叉反应%T@<3? 等
(40)

研究发现抗凡纳滨对

虾血细胞单克隆抗体与三疣梭子蟹&中国明对虾

和日本对虾血细胞发生不同程度交叉反应%邢婧

等
(25)

发 现 牙 鲆 红 细 胞 单 克 隆 抗 体 与 花 鲈

#P*1.+2*5$*>O*#+&%)'($&大菱鲆 # :)+#717*29'(

9*>%9'($&许氏平
"

# :.5*(1.(()7+'(5+.%$&真鲷

#4*-$+(+9'(9*O+$$和鲫 #!*$*((%'(*'$*1'($的

血细胞存在不同程度交叉反应
(25)

' 分析此类现

象原因可能是!一"多个蛋白质具有一段相同或相

似氨基酸序列"它们携带共同抗原决定簇%二"一

个抗原决定簇中的小分子量反应蛋白本身是另一

个抗原决定簇的大分子量反应蛋白的一部分
(21)

'

本研究发现三疣梭子蟹颗粒血细胞单克隆抗

体与中华绒螯蟹和日本板蟹血细胞发生交叉反

应"说明三疣梭子蟹&中华绒螯蟹和日本板蟹血细

胞上存在相同的抗原决定簇"为蟹类血细胞发生

与分化的研究提供实验依据"为研究蟹类血细胞

及其免疫功能积累资料'
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