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中华绒螯蟹的血细胞组成、分类及免疫学功能
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摘要：为了解中华绒螯蟹血细胞组成、分类及其在免疫应答过程中起到的重要作用，本
研究通过细胞化学和细胞酶学分析，并结合细胞形态观察，对中华绒螯蟹血细胞的组
成、分类进行了研究。同时，通过人工感染嗜水气单胞菌后血液的总血细胞数(THC)和
不同类型血细胞数(DHC)的变化，研究不同类型血细胞在免疫应答过程中所发挥的作
用。结果显示，依据本实验分类方法，中华绒螯蟹血细胞可以分为4类：大颗粒细胞
(G)、中间型颗粒细胞(IG)、小颗粒细胞(SG)和透明细胞(H)。其中小颗粒细胞数量最多，
约占33.54%±0.98%，中间型颗粒细胞最少，仅占15.31%±2.01%。4种类型细胞中均含有
多糖成分而不含脂质，只有大颗粒细胞在酸性磷酸酶、碱性磷酸酶、β-葡萄糖醛酸酶以
及酚氧化酶染色中发现阳性反应。此外，嗜水气单胞菌感染后中华绒螯蟹总血细胞数在
3 h后明显升高，在6 h达到峰值，约9.57×106个/mL，并显著高于未处理组和生理组；在
感染过程中，大颗粒细胞数量明显下降而透明细胞数量明显上升，这种现象在6 h时达
到顶峰并随着时间延长而逐渐恢复至正常水平。研究表明，在中华绒螯蟹非特异性免疫
应答过程中，透明细胞主要通过大量增殖执行吞噬功能来参与免疫应答，而大颗粒细胞
主要通过裂解释放胞质中所含免疫相关酶参与免疫反应。其中，各类型细胞之间可能存
在相互转化作用，而中间型颗粒细胞为这种转化中的过渡类型。
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)是我国主要的

水产甲壳动物养殖品种，具有极其重要的经济

价值。但随着养殖年份的增加，养殖规模的扩

大，加上部分地区养殖管理的不善，导致多种

疾病的暴发，对养殖产业造成了巨大的冲击 [1]。

因此，中华绒螯蟹病害防治以及免疫机制成为

目前研究的热点。和其他无脊椎动物相比，由

于甲壳动物缺乏真正意义上的后天免疫系统，

所以只能依赖于一个非常有效的非特异性免疫

机制来应对病原物质的入侵。其中，血细胞为

主要参与者，具有防止血淋巴流失、清除异物

颗粒、通过形成血块以防止有机体入侵等作用[2]。

因此，对于甲壳动物血细胞组成、功能的研究

是掌握甲壳动物非特异性免疫机制及抗病药物

研发的重要基础。但是截止目前，关于甲壳动

物血细胞的起源尚未明确，血细胞的分类以及

不同类型细胞在免疫应答中的作用尚存争议。

例如在美国蓝蟹(Callinectes sapidus)体内，拟变
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形虫(Paramoeba pernicgosa)只能被透明细胞吞

噬，而革兰氏阴性菌则能被透明细胞和大颗粒

细胞吞噬 [ 3 - 4 ]。在罗氏沼虾 (Macrobrach ium
rosenbergii)和斑节对虾(Penaeus monodon)体内，

Gargioni等 [5]发现大颗粒细胞和小颗粒细胞离体

时能吞噬酵母而透明细胞则不能。但最近一项

关于中华绒螯蟹的研究显示，离体状态下各类

型细胞对聚苯乙烯微粒均有吞噬作用，但以透

明细胞为主导，占88.7%[6]。因此，甲壳动物不

同类型血细胞数量的变化可以直观反映其在免

疫应答中的角色，在关于美洲螯虾 (Homarus
americanus)[7]、美国蓝蟹 [8]等大部分甲壳动物免

疫的研究中，都作为主要指标来衡量其免疫水

平的变化。本研究通过细胞化学和细胞酶学方

法，对中华绒螯蟹血细胞进行相关组分和免疫

相关酶的染色定位，将中华绒螯蟹血细胞进行

分类；通过人工感染嗜水气单胞菌 (Aerononas
hydrophila)并测定中华绒螯蟹血液的总血细胞数

(THC)、不同类型血细胞数(DHC)变化，反映病

原菌入侵后不同类型血细胞在免疫应答过程中

的作用表现，以期为进一步研究其免疫机制建

立基础。

1    材料与方法

1.1    实验动物及药品

中华绒螯蟹采自上海崇明上海海洋大学产

学研基地，体质量约(120±13) g，均为性成熟个体，

已完成生殖蜕壳，雌雄不限。实验在上海海洋大

学循环水养殖间进行，实验动物放入含30个每个

规格为75 cm×45 cm×55 cm塑料水族箱的循环水

养殖系统中暂养7 d以上，24 h气泵增氧。保持系

统内各水族箱水温为20~22 °C，pH 7.0~7.4，溶解

氧>5 mg/L，氨氮<0.5 mg/L，亚硝酸盐<0.15 mg/L。
挑选肢体健全，活力良好的健康蟹供实验用。

实验中所用萘酚AS-BI-磷酸盐、萘酚AS-BI-β乙
酰氨基葡萄糖苷酶购自美国Sigma-Aldrich公司，

其余化学试剂均购自上海国药集团化学试剂有

限公司，分析纯。

1.2    血淋巴抽取和血细胞收集

取健康中华绒螯蟹，用浸泡75%酒精的脱脂

棉球擦拭体表。用1 mL无菌注射器从第五步足

基膜处抽取0.5 mL血淋巴，与等体积抗凝剂(柠

檬酸三钠30 mmol/L、氯化钠338 mmol/L、葡萄糖

115 mmol/L、EDTA 10 mmol/L，pH 7.0)混合均匀。

收集的血淋巴液4 °C条件下1000 r/min离心5 min，
收集沉淀的血细胞，重悬浮于蟹生理盐水(NaCl
496 mmol/L，KCl 10 mmol/L，CaCl2 16 mmol/L，

NaHCO3 6 mmol/L，MgSO4·6H2O 12 mmol/L，

MgCl2·6H2O 8 mmol/L，HEPES 20 mmol/L)中。

1.3    细胞学分析

调整收集的血细胞密度至5×105个 /mL，将

60 mL细胞悬液放置于细胞爬片 (Corning，美

国)上，28 °C孵育30 min，让血细胞贴壁。细胞

贴壁后，加入固定剂 (含1%蔗糖和1%戊二醛)，4 °C
下固定30 min。按照下列方法对细胞进行染色。

在光学显微镜(Leica，美国)下观察染色后细胞，

拍照并计数分析。

Gimesa染色        血细胞在10% Gimesa染液(1 g
Gimesa染料加入66 mL甘油，研磨均匀60 °C溶解

2 h，然后加入66 mL甲醇混匀作为Gimesa母液储

存待用；染色时用PBS稀释10倍作为10% Gimesa
染液)中染色5 min，然后蒸馏水清洗。染色后的

细胞核呈蓝色，胞质被染成淡蓝色。含嗜酸性

颗粒的胞质被异染为橙红色。

迈格吉(MGG)染色        血细胞在May-Grun-
wald染液(1 g May-Grunwald染料加入100 mL甲醇

中充分研磨，37 °C温箱孵育4 h，棕色瓶内室温

保存待用；临用前取40 mL上清液，加入20 mL
甲醇为May-Grunwald染液)中染色3 min，蒸馏水

冲洗后在10% Gimesa染液中染色5 min。嗜碱性

颗粒被着染为蓝色，而嗜酸性颗粒着染为橙红色。

PAS染色         固定后的血细胞经1%过碘酸

作用 10  min，蒸馏水冲洗。然后在暗处使用

Schiff’s试剂(1 g碱性品红溶于200 mL ，过滤后

加入1 mol/L HCl 20 mL和偏重亚硫酸钠1 g，放置

暗处24 h后过滤，装入棕色瓶中4 °C保存待用 )
作用30 min，分色液 (0.6%偏重亚硫酸钠溶于

0.02 mol/L HCl) 2 min/次，作用3次。最后用蒸馏

水清洗。细胞中多糖成分被着染为粉红色。

中性红染色         血细胞在中性红染液(商品

染液购自建成生物工程研究所，南京)中作用5 min，
蒸馏水清洗。酸性成分被着染为红色。

苏丹黑染色         细胞贴壁后，将爬片立刻

浸入70%酒精30 s，苏丹黑饱和溶液(0.15 g苏丹

黑溶于100 mL 70%酒精 ) 70 °C下染色15 min。

1214 水    产    学    报 41 卷

 

http://www.scxuebao.cn



70%酒精洗涤后再用蒸馏水清洗。黑斑表示脂类

物质的存在。

1.4    细胞酶学分析

酸性磷酸酶染色        固定后的血细胞用0.1 mol/L
乙酸钠缓冲液(SAB, pH 5.2)清洗。在混合液[10 mg
萘酚AS-BI-磷酸盐溶于250 μL二甲基甲酰胺(DMF)；
400 μL溶液A (0.4 g新碱性品红，2 mL 36% HCl，
8 mL蒸馏水)；400 μL溶液B(4%亚硝酸钠)；20 mL
0.1 mol/L SAB，将上述4种溶液混合，为染色混

合液]中37 °C孵育2 h。然后SAB洗涤10 min，阳

性反应结果呈红色，表明细胞内有酸性磷酸酶

(acid phosphatase, ACP)活性物质。

碱性磷酸酶染色        固定后血细胞在0.1 mol/L
Tris-HCl (pH 9.0)中洗涤10 min.，在混合液(10 mg
萘酚AS-BI-磷酸盐溶于400 μL DMF；400 μL溶液

A；400 μL溶液B；20 mL Tris-HCl)中37 °C孵育2
h。阳性反应呈红色，表明细胞内有碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, AKP)活性物质。

β-葡萄糖醛酸酶染色        固定后的血细胞同

ACP染色方法在混合液中孵育2 h，SAB洗涤10 min。
此混合液将底物由10 mg萘酚AS-BI-磷酸盐换为 4 mg
萘酚AS-BI-β乙酰氨基葡萄糖苷酶。阳性反应呈

红色，表明细胞内有β-葡萄糖醛酸酶(β-glucuron-
idase)活性物质。

酚氧化酶染色        固定后的血细胞用PBS清
洗10 min。37 °C下，在含有5 mg/mL L-DOPA的

0.1 mol/L PBS溶液中孵育2 h。设置2个对照组：

其中一个将孵育液中加入10 mmol/L苯基硫脲作

为抑制剂，另一个在不含有L-DOPA的PBS溶液

中单独孵育。阳性反应呈棕色，表明细胞内有

酚氧化酶(phenoloxidase, PO)活性物质。

1.5    人工感染嗜水气单胞菌后中华绒螯蟹血

细胞数的变化

将实验用中华绒螯蟹随机分为3组，包含人

工感染组、生理组和未处理组，每组50只，每

5只分别放入一个“实验动物及药品”所述循环水

系统水族箱内，保证每个水族箱内水温及各项

水质指标一致。其中，人工感染组每只从第五

步足基膜处注射嗜水气单胞菌液(1×109 CFU/mL)
100 μL [ 9 ]，生理组注射等量蟹生理盐水作为对

照。注射后的蟹放回养殖缸中，间隔1.5、3、
6、12和24 h分别取各组血淋巴并收集血细胞。

收集方法同“血淋巴抽取和血细胞收集”，对不同

时段各组血细胞THC、DHC进行计数。

1.6    数据统计与分析

每个实验重复3次，数据以mean±SD表示。

每个实验在40倍物镜或油镜下随机至少选取10个
视野中共计200个细胞进行计数统计，细胞微尺

测量细胞大小，以长径(μm)×短径(μm)表示。采

用SPSS 13.0软件对实验数据进行统计分析，用

Levene法进行方差齐性检验，不满足齐性方差时

对百分比数据进行反正弦或者平方根处理，采

用ANOVA对实验结果进行方差分析，采用Tukey’S
法进行多重比较，取P<0.05为差异显著，在Graph-
Pad Prism 5上绘制相关图表。

2    结果

2.1    细胞学分析

细胞形态观察及分类         通过对中华绒螯

蟹血细胞的显微观察，依据细胞大小和形态差

异以及所含颗粒物质大小和嗜酸碱性差异，将

中华绒螯蟹血细胞分为4类。

大颗粒细胞(granulocyte, G)：大小为(14.05±
2.60) μm×(8.97±1.40) μm，占总血细胞数量的30.05%±
1.11%，多呈圆形或纺锤形，富含折光性较强的

大颗粒物质。Gimesa和MGG染色结果显示，这

些颗粒物质均为嗜酸性颗粒(图1-a, e)。
中间型颗粒细胞 (intermediate granulocyte,

IG)：在大颗粒细胞与小颗粒细胞之间通过细胞

学染色发现一类中间型颗粒细胞，在普通光镜

下，中间型颗粒细胞形态介于二者之间，但不

易与大颗粒细胞区分。MGG染色结果显示，中

间型颗粒细胞中同时存在嗜酸性颗粒和嗜碱性

颗粒，但其含有的嗜酸性大颗粒物质远远少于

大颗粒细胞 (图1-b, f)。这一类型细胞大小约为

(13.77±2.13) μm×(7.45±1.83) μm，在各类型血细胞

中数量最少，约占15.31%±2.01%。

小颗粒细胞(semigranulocyte, SG)：大小为

(13.94±3.98) μm×(7.20±1.20) μm，较其他3种类型

细胞相比，数量最多，约占33.54%±0.98%，多呈

纺锤形，含有大量折光性较弱的小颗粒物质，

均为嗜碱性颗粒(图1-c, g)。小颗粒细胞具有一定

的延展性，贴壁后可伸出伪足。

透明细胞(hyalinocyte, H)：透明细胞体型在
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4类细胞中最小，大小约为(9.49±3.40) μm×(6.02±
0.88) μm，数量约占总血细胞数的21.11%±1.61%。

透明细胞中几乎不含任何颗粒物质(图1-d, g)，并

且具有较小颗粒细胞更强的延展性。

细胞组成分析         大颗粒细胞、中间型颗

粒细胞、小颗粒细胞以及透明细胞均能被PAS染
液着色，表明其均含有多糖成分(图1-h)。中性红

染色结果显示，所有类型细胞均能被着色，主

要显色部位在细胞核，表明含有大量核酸物质

(图1-i)。4种类型细胞均不能被苏丹黑染色，表

明其均不含脂类成分(图1-j)。

2.2    细胞酶学分析

4种类型细胞中，只有大颗粒细胞在ACP、
AKP、β-葡萄糖醛酸酶以及PO染色中显示阳性反

应，而其余3种细胞均为阴性。大颗粒细胞在

ACP染色中显示红色的阳性反应(图2-a)，着色细

胞比例约为70.18%。同样，大颗粒细胞在AKP、
β-葡萄糖醛酸酶染色中显示红色的阳性反应(图2-b，
c)，着色比例分别为66.42%和68.37%。在PO染色

中，能观察到大颗粒细胞呈明显棕色的阳性反

应(图2-d)，而添加了苯基硫脲的对照组大颗粒细

胞则没有阳性反应(图2-e)，单独在PBS中孵育的

空白组同样也没有出现阳性反应(图2-f)。其中，

大颗粒细胞的染色比例约为65.23%。

2.3    人工感染嗜水气单胞菌后THC数量和

DHC组成的变化

中华绒螯蟹总血细胞数在正常情况下约为

5.06×106个/mL。在注射1.5 h后，人工感染组和生

理组均有轻微上升。3 h后，人工感染组显著上

升，并于6 h达到峰值，约为9.57×10 6个 /mL。

此时人工感染组THC显著高于未处理组和生理组

(P<0.05)，且显著高于其0 h水平(P<0.05)，而未
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图 1    光学显微镜下中华绒螯蟹血细胞形态

a~d. Gimesa染色；a. 大颗粒细胞，b. 中间型颗粒细胞，c. 小颗粒细胞，d. 透明细胞；e~g. MGG染色；h. PAS染色；i. 中性红染色；j. 苏
丹黑染色；G. 大颗粒细胞；IG. 中间型颗粒细胞；SG. 小颗粒细胞；H. 透明细胞；黑色箭头表示折光性较强的嗜酸性大颗粒物质，白

色箭头表示折光性较弱的嗜碱性小颗粒物质；比例尺=10 μm

Fig. 1    Cellular morphology of hemocytes from E. sinensis under light microscope
a-d. Gimesa staining; a. granulocyte, b. intermediate granulocyte, c. semigranulocyte, d. hyalinocyte; e-g. MGG staining; h. PAS staining; i. Neutral Red
staining; j. Sudan black staining; G. granulocyte; IG. intermediate granulocyte; SG. semigranulocyte; H. hyalinocyte; black arrows indicate the large
refractile granules with eosinophilic materials and white arrow indicate the small granules with basophilic materials; scale bar=10 μm
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处理组和生理盐水处理组间并无显著差异(P>0.05)。
此后，人工感染组和生理组均有所下降，至24 h
后基本趋于正常水平(图3)。

注射后1.5 h开始，大颗粒细胞数量持续减

少。1.5 h时所占血细胞比例约为26.95%，而3 h

后降为约20.59%，12 h后降至最低，约13.09%，

至24 h后又有所恢复。在注射后各时间点，人工

感染组大颗粒细胞比例均显著低于未处理组和

生理组，且在3、6 和12 h人工感染组大颗粒细胞

下降最明显，显著低于0 h初测值(图4)。

透明细胞数量有显著增加，从1.5 h的24.62%

增至6 h的38.99%，达到最大值。除0 h外，人工

感染组各时间点透明细胞比例均显著高于其余

2组(图5)。与此同时，生理组和人工感染组小颗

粒细胞比例均有所上升，其中人工感染组更加

明显，在3、6、12和24 h均显著高于0 h初测水平

(图6)。此外，中间型颗粒细胞则有少量减少。

3    讨论

本研究分析了中华绒螯蟹血细胞形态、组

成及其在非特异性免疫应答中的功能和作用。

在多数甲壳动物中，根据其细胞形态和功能，

主要将血细胞分为3类：透明细胞、小颗粒细胞

以及大颗粒细胞。除了表现出不同的形态结构

外，不同类型血细胞在免疫应答中的具体作用

a b

c d

e f

 
图 2    中华绒螯蟹血细胞酶活性定位

a. ACP染色；b. AKP染色；c. β-葡萄糖醛酸酶染色；d. PO染色；

e. 添加苯基硫脲作为抑制剂的对照组；f. 单独在PBS中孵育的空

白对照组；比例尺=10 μm

Fig. 2    Localization of enzymatic activities in E. sinensis
a. ACP staining; b. AKP staining; c. β-glucuronidase staining; d. PO
staining; e. control incubated with phenylthiourea as inhibitor; f. blank
control incubated in PBS alone; scale bar=10 μm
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图 3    注射嗜水气单胞菌后中华绒螯蟹

THC数量的变化

不同字母表明同一时间点组间差异显著(P<0.05)，星号表示不同

时间点组内差异显著(P<0.05)，下同

Fig. 3    The changes of THC after injection of
A. hydrophilia

Different letters present the significant difference among different groups
at same time (P<0.05), * presents the significant difference between
initial value and values at each time in same group (P<0.05), the same
below
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图 4    注射嗜水气单胞菌后中华绒螯蟹

大颗粒细胞比例变化

Fig. 4    The proportional changes of granulocytes after
injection of A. hydrophilia
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也不相同。透明细胞被多数学者认为是血细胞

中主要的吞噬细胞；小颗粒细胞被认为主要具

有包囊作用；而大颗粒细胞在离体培养时容易

自发颗粒脱落，主要参与酚氧化酶原(proPO)系
统的激活[10]。但是，不同学者在甲壳动物血细胞

分类的研究中也存在不同的见解。多数学者支

持传统的分为三类的观点，但有的学者根据其

功能作用或者是结构组成将血细胞分为4类或5
类 [11-12]。周晖 [13]在对中华绒螯蟹等12种常见虾蟹

类血细胞分类的研究中，认为总体上可以把虾

蟹类血细胞分为3类，但不同种类又有一定程度

的差异。例如中华绒螯蟹的大颗粒细胞又被分

为2类：大型颗粒细胞及普通大颗粒细胞。其中

普通大颗粒细胞细胞质微红，含有很多一般大

小的颗粒物质；而大型颗粒细胞含有很多超大

颗粒物质。周凯等[14]在血细胞形态及分类的研究

中认为锯缘青蟹(Scylla serrata)血细胞可以分为

4类：大颗粒细胞、中间型颗粒细胞、小颗粒细

胞及无颗粒细胞。本研究根据细胞形态及胞质

内颗粒大小、性质以及细胞核质比，也将中华

绒螯蟹血细胞分为4类：大颗粒细胞(G)、中间型

颗粒细胞(IG)、小颗粒细胞(SG)和透明细胞(H)。
这与陆宏达等[11]关于中华绒螯蟹血细胞的研究结

果相似，但该研究中，各类型细胞比例与本研

究相比差异较大。如大颗粒细胞数量最多，占

总血细胞数的49.8%±7.5%，透明细胞数量最少，

仅占总血细胞数的0.2%±0.2%；而Lv等 [6]在中华

绒螯蟹血细胞分类的研究中，利用相差显微技

术、透射电镜技术及细胞化学染色技术结合，

将中华绒螯蟹血细胞只分为传统的3类，且透明

细胞数量最多而大颗粒细胞数量最少。但是在

本研究中，大颗粒细胞只占30.50%，而小颗粒细

胞数量最多，达到33.54%。造成这种差异的原

因，可能是由于实验中华绒螯蟹处于不同发育

阶段或状态引起的。陆宏达等[11]所用中华绒螯蟹

为48~52 g幼蟹，Lv等 [6]实验中并未交代中华绒螯

蟹发育情况，而本研究所用中华绒螯蟹均为已

完成生殖蜕壳的成蟹。大颗粒细胞和小颗粒细

胞已被证实是来自同一祖细胞的不同分化类型[15]，

可能会根据机体需要而出现数量上的转化从而

造成细胞比例的不一。而由于颗粒数和颗粒大

小不恒定，大颗粒细胞和小颗粒细胞很有可能

处于分化的不同阶段。Bodammer[16] 认为不同类

型血细胞表现出了其处于细胞发生的不同阶

段，这一假说也被Brouwer等 [17]所认同。他们认

为，中间型细胞是小颗粒细胞和大颗粒细胞之

间转化的一种表现形式。因此，本研究中的中

间型颗粒细胞完全可能是处于小颗粒细胞向大

颗粒细胞分化过程中的一个亚型，其胞质中既

有嗜酸性大颗粒，也有嗜碱性小颗粒物质便是

证明。因此，推测在不同发育阶段或者不同的

生境下，甲壳动物血细胞存在不同类别的目的

性分化及转化以适应不同的需求。这也许是造

成甲壳动物血细胞分类至今没有定论的原因之

一。后续关于血细胞在个体不同发育阶段的比

例分布以及分化过程的研究或许将揭示此答案。
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图 5    注射嗜水气单胞菌后中华绒螯蟹

透明细胞比例变化

Fig. 5    The proportional changes of hyalinocytes after
injection of A. hydrophilia
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图 6    注射嗜水气单胞菌后中华绒螯蟹

小颗粒细胞比例变化

Fig. 6    The proportional changes of semigranulocytes
after injection of A. hydrophilia
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通过细胞化学分析，观察到中华绒螯蟹血

细胞中含有大量多糖成分，但不含脂类物质；

根据细胞酶学分析，发现中华绒螯蟹血细胞

中，仅有大颗粒细胞在4种免疫相关酶染色中呈

阳性反应，这与Mattozzo等 [18]和Gallo等 [19]的研究

结果相同。但Gal lo等 [ 1 9 ]将螳螂虾姑 (Squi l la
mantis)的血细胞分为3类，并认为小颗粒细胞中

同样有4类酶的存在。这可能是由于种间差异造

成的。这一结果表明，中华绒螯蟹血细胞中大

颗粒细胞主要功能是提供免疫相关酶，并参与

到免疫应答反应中，而其余3类细胞的功能在本

研究中未知。酚氧化酶广泛存在于甲壳动物血

淋巴中，是组成甲壳动物非特异性免疫应答的

重要氧化酶，陆宏达等[20]的研究表明，中华绒螯

蟹血淋巴中的酚氧化酶活性物质不存在于血浆

中，主要来自于血细胞，这与本研究的结论相

符。酸性磷酸酶、碱性磷酸酶是甲壳动物重要

的水解酶，其活性也常作为甲壳动物在免疫应

答中的非特异性免疫水平指标 [21-23]。本研究表

明，酸性磷酸酶和碱性磷酸酶仅在中华绒螯蟹

大颗粒细胞中存在，其均由大颗粒细胞合成。β-
葡萄糖醛酸酶是细胞内溶酶体中的一种水解

酶，具有参与体内细胞物质代谢，水解类固

醇、葡萄糖醛酸酯、蛋白聚糖以及解毒等生理

功能 [24]。目前，在螳螂虾姑和艾氏滨蟹(Carcinus
aestuarii)血细胞研究中，已经证实其血细胞中含

有β-葡萄糖醛酸酶。本研究表明，在中华绒螯蟹

大颗粒血细胞中，也存在β-葡萄糖醛酸酶，但其

在非特异免疫应答中的作用机理需进一步研究。

对于多数甲壳动物来说，不同物种间THC
和DHC指标差异较大[25]。本研究结果显示，正常

状况下，中华绒螯蟹THC均值约为5.06×106个/mL，
较接近于艾氏滨蟹的THC水平。在注射嗜水气单

胞菌和生理盐水后，1.5 h内人工感染组THC有小

幅度升高，3 h后上升幅度增加，在6 h后THC
水平达到最高的9.57×106个 /mL，显著高于未处

理组与生理组。注射了生理盐水的中华绒螯蟹

THC也有一定的升高，但其程度远低于人工感染

组。至12 h后，人工感染组和生理组THC均有所

降低，在24 h后基本恢复至正常值。这一结果说

明，病原菌的入侵能显著影响中华绒螯蟹体内

总血细胞数水平，血细胞参与了机体的免疫应

答反应。本研究的结论也与Gallo等 [19]的结论相

似。外源注射藤黄微球菌 (Micrococcus luteus)

后，螳螂虾姑血细胞THC在1 h后显著上升，在3 h
后就明显恢复。在本研究中，DHC变化数据显

示，在感染过程中，大颗粒细胞数量持续降

低，在6 h达到最低值，约只占总血细胞数的

12.74%；而透明细胞数量持续显著增加，并在同

一时间达到峰值37.96%。与此同时，中间型颗粒

细胞数量有小幅度减少，而小颗粒细胞数量则

有小幅度增加。虽然6 h后各细胞数量有所回

落，但大颗粒细胞数量较注射前显著降低，而

透明细胞则仍保持较高的数量水平。根据以往

对血细胞功能的研究可以推断，在嗜水气单胞

菌入侵导致机体免疫应答的过程中，透明细胞

作为主要的吞噬细胞，其数量有明显上升。而

大颗粒细胞主要依靠脱颗粒来释放并激活酚氧

化酶原系统和其他免疫相关酶，以及产生胞毒

作用杀灭细菌。因此，大颗粒细胞数量有明显

的下降。至6 h后，随着机体机能的恢复，各类

型血细胞也逐渐回复至正常值。在这一过程

中，THC数量显著上升，但小颗粒细胞数量和中

间型颗粒细胞数量却保持较稳定的状态。在以

往的研究报道中，Hose等 [26]通过对血细胞形态、

细胞化学以及细胞功能的研究认为，透明细胞

和大颗粒细胞表现出2种完全不同的细胞谱系，

大颗粒细胞主要从含有不完善的小颗粒物质的

颗粒细胞进化而来。Li等 [27]通过对加勒比刺龙虾

(Panulirus argus)血细胞离体培养发现，在培养初

期，透明细胞与小颗粒细胞之间存在相互转化

的现象。根据这些结论，推测在血细胞发生过

程中，存在着透明细胞与小颗粒细胞相互转

化，中间型细胞与大颗粒细胞相互转化的现

象。在机体免疫应答过程中，出于对不同类型

细胞的需要，这种转化或加快或减慢，使得机

体能更快处理外源物质的入侵。

在已有的报道中，THC和DHC一直作为衡

量甲壳动物免疫机能的重要指标之一。罗氏沼

虾体内注射致死剂量的气单胞菌后，4~24 h时
虾体内THC显著下降，DHC的组成也发生显著变

化，透明细胞在注射开始阶段显著增加，随后

降低 [28]。濒死的西岩龙虾(P. cygnus)与健康个体

相比，其THC与颗粒细胞比例均为最低 [29]。结果

表明，与其他甲壳类动物相似，中华绒螯蟹血

细胞在机体免疫应答过程中也出现THC、DHC大

幅度的变化。但是，其变化机制只是根据其他

研究结论进行推测，还需要进一步研究来证
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实。此外，有研究发现，甲壳动物THC和DHC水

平易受到正常蜕皮周期、理化条件以及营养水

平等因素的影响。而本研究只选取了生殖蜕壳

后的中华绒螯蟹进行研究，并未考虑其余影响

因素。因此，还需后续的工作来进一步阐明中

华绒螯蟹血细胞在非特异性免疫过程中的功能

与作用。
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The composition and classification of
hemocytes from Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis) and

primary research on immunological functions
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Abstract: To study the classification, compositon and the role of different types of hemocytes in immune response
in Eriochior sinensis,  we researched the composition and classification of hemocytes from E. sinensis  using
cytochemical assays, cytoenzymatic assays and morphological observation in this investigation. Meanwhile, total
hemocyte counts (THC) and different hemocyte counts (DHC) were performed. Our results showed that hemocytes
from E. sinensis were divided into four types: granulocytes (G), intermediate granulocytes (IG), semigranulocyte
(SG) and hyalinocytes (H). SG got the highest percentage about 33.54% while IG got the lowest only about
15.31%. Only granulocytes showed positivity to acid phosphatase, alkaline phospatase, β-glucuronidase and
phenoloxidase and all types of hemocytes contain polysaccharide but no lipid. In addition, the THC increased
obviously at 3 h after the injection of Aeromonas hydrophilia and reached a peak at 6 h, which was significantly
higher  than blank and saline  groups.  The numbers  of  granulocytes  declined dramatically  and hyalinocytes
increased at the same time during the infection of bacteria, and this phenomenon recovered to their normal level
6 h later. Therefore, we concluded that hyalinocytes perform phagocytosis with large numbers of proliferation
while granulocytes perform release of the immune-related enzymes with cell lysis during the response in non-
specific immunity in E. sinensis. In addition, there might be transformations between various types of hemocytes
and intermediate granulocytes were the interim types during the transformation. Hemocyte classification in
crustacean had been studied by several researchers but there was no final conclusion in this field. The method of
three categories was adopted by most researchers. However, the author found that there was one intermidiate type
of hemocytes and it would be helpful to the research of hemocytopoiesis and immune function of different types of
hemocytes.

Key words: Eriochior sinensis; hemocyte; cytochemical assay; cytoenzymatic assay; THC; DHC; Aerononas
hydrophila; immunological function
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