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脑啡肽对栉孔扇贝血细胞聚集和附贴的影响 

王娜娜，孙虎山，王宜艳 

（烟台师范学院 生命科学学院，山东  烟台  264025） 

摘要：用质量浓度为 2，5 和 25 mg/L 的脑啡肽对栉孔扇贝（Chlamys farreri）血细胞聚集和

附贴的影响进行了研究。结果表明质量浓度为 2~25 mg/L 的脑啡肽均抑制血细胞的聚集，

并且随着脑啡肽质量浓度的升高，对血细胞聚集的抑制作用加强。2 mg/L 的脑啡肽促进血

细胞的附贴，5 mg/L 和 25 mg/L 的脑啡肽抑制血细胞的附贴。实验证明脑啡肽对栉孔扇贝

的免疫调节有重要作用。 
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脑啡肽（Enkephalin）是神经内分泌系统产生的

一种多肽激素，属内源性阿片样物质。有 2 种形式的

脑啡肽:甲硫氨酸 -脑啡肽（met-Enk） ,分子式为

H-Try-Gly-Gly-Phe-Met-OH;亮氨酸-脑啡肽（leu-Enk）,
分子式为 H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH。脑啡肽广泛地

存在于高等动物大脑许多区域，以纹状体中含量最

高，整个胃肠道均含有脑啡肽，以胃窦和十二指肠含

量最高，回肠次之， 结肠最低[1]。 实验证明，低等

无脊椎动物贝类也含有这种物质。Stefano 等[2]用免疫

组化法证明脑啡肽存在于贻贝的足神经节内，还分布

于富含多巴胺的结构中。脑啡肽具有免疫调节作用，

在体及离体实验证实，小剂量可增强免疫功能，大剂

量则产生抑制效应[3]。细胞聚集和细胞附贴是细胞两

种不同的行为，细胞聚集是细胞与细胞之间的相互作

用，细胞附贴是细胞和接触物之间的相互作用[4]。细

胞聚集率和附贴率的高低，与血细胞的吞噬、结节形

成、炎症反应、伤口修复和包囊化作用有着直接的关

系。有关脑啡肽对低等动物细胞的聚集和附贴的影

响，国内尚未见报道。作者通过测定不同浓度的脑啡

肽对栉孔扇贝（Chlamys farreri）血细胞聚集和附贴

的影响，来探讨脑啡肽在低等动物双壳贝类中的免 

疫调节作用。 

1 材料和方法 

1.1 材料 
栉孔扇贝购自烟台水产市场，壳长4～5 cm,放于 

一个过滤的、可循环的、持续充气的容器中养殖

（pH7.6， 15 ℃）。脑啡肽购自sigma公司，用之前先 

配成质量浓度为100mg/L的溶液，4 ℃下保存。CM- 
TBS（100 mmol/L CaCl2, 60 mmol/L MgCl2, 50 
mmol/L  Tris-HCl, 2% NaCl, pH7.4）作缓冲液。细胞

破碎液为 2% Na2CO3和 0.1 mol/L NaOH。 
 1.2 方法 
1.2.1 血细胞聚集 

血细胞聚集实验采用 Chen 等[4]的方法。先在实

验组的小试管中分别加入质量浓度为 100 mg/L 的甲

硫氨酸脑啡肽原液 0.02，0.05 和 0.25 mL，再分别加

入 2% NaCl 0.48，0.45 和 0.25 mL，对照组只加 0.5 
mL2% NaCl。用 5 号针头 5 mL 注射器自栉孔扇贝闭

壳肌血窦取血，迅速向各管中加入 0.5 mL 血淋巴，

使实验组各管内脑啡肽最终质量浓度分别达 2，5，
25 mg/L。室温（18 ℃）下放置 15 min，最后各管均

加入 0.02 mL 福尔马林原液进行固定。滴片后在相差

显微镜下进行观察，并利用血球计数板计数每 mL 血

淋巴中没有参与聚集（分散）的血细胞数，3 个以上

细胞联结在一起即做为聚集，每管各计 3 次。 
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1.2.2 血细胞附贴 
血细胞附贴实验也采用 Chen 等[4]的方法，略有

改动。取 12 只干净的 5 mL 塑料离心管，每 3 只为一

组，各加 0.2 mL 血淋巴，分别加入 100 mg/L 脑啡肽

原液，使之最终质量浓度分别达 2，5，25 mg/L，对

照组加 2% NaCl，各管内液体最终体积均为 0.4 mL。
室温（18 ℃）下放置 15 min 后，用移液器将液体轻

轻吸出，残留液体慢慢倾出，各加入 CMTBS 缓冲液

0.4 mL，再轻轻吸出，重复 3 次。冲洗完毕后，在每

只试管里加入 0.5 mL 细胞破碎液，计时 30 min，期

间不时地放在微型漩涡混合器中进行振荡。30 min
后，按照 Folin-酚试剂法测蛋白质含量的方法分别加

入 Folin-酚试剂 1（室温下 10 min）和 Folin-酚试剂

2(室温下 30 min)，分光光度计 500 nm 下测吸光度 A
值，血细胞附贴率等于实验组A值与对照组A值之比。 

2 结果 

2.1 脑啡肽对血细胞聚集的影响 
脑啡肽对栉孔扇贝血细胞聚集的影响测定结果

见图 1。实验组与对照组相比，无聚集细胞的数量都

有所增加。随着脑啡肽质量浓度的升高，由 2 mg/L
升高到 25 mg/L，无聚集的细胞数也随着增加，脑啡

肽质量浓度为 2 mg/L 时无聚集的细胞数最少，无聚

集细胞数比对照组增加了 22.71%；增加最多的是脑

啡肽质量浓度为 25 mg/L 时，无聚集细胞数比对照组

增加了 30.17%。无聚集细胞数的增加，说明聚集细

胞数随着脑啡肽质量浓度的增加在减少，聚集率在下

降。 
2.2 脑啡肽对血细胞附贴的影响 

脑啡肽对栉孔扇贝血细胞附贴影响的测定结果

见图 2。当脑啡肽质量浓度为 2 mg/L 时，血细胞附贴

率最高为 101.2%，与对照组血细胞附贴率 100%相比

较，增加了 1.12%。脑啡肽质量浓度升高到 5 mg/L
时，血细胞附贴率为 67.04%，降低了 32.96%，脑啡

肽质量浓度继续升高到 25 mg/L 时，细胞附贴率最低

为 48.60%，降低了 51.40%。说明低浓度的脑啡肽促

进细胞的附贴；高浓度的脑啡肽抑制细胞的附贴，而

且浓度越高，抑制作用越强。 

3 讨论 

细胞的聚集作用是细胞之间的结合，属于细胞的

自我识别；细胞的附贴作用是细胞与接触物之间的结 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  脑啡肽对栉孔扇贝血细胞聚集的影响 

Fig .1  The influence of enkephalin on hemocyte aggregation in 

 Chlamys farreri 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

图 2 脑啡肽对栉孔扇贝血细胞附贴的影响 

Fig. 2  The influence of enkephalin on hemocyte adhesion 

 in Chlamys farreri 

 

合，属于细胞的非自我识别。血细胞的吞噬和包囊作

用是无脊椎动物主要的防御机制[5]，当体壁受到损伤

时，大量的血细胞通过聚集作用渗透聚集到受伤部

位，损伤的细胞被吞噬掉，与受伤表面接触后，许多

原来的球形血细胞变长，细胞通过附贴和聚集作用使

血细胞在受伤组织中形成凝血，当组织恢复正常时，

凝血块被清除[5]。大颗粒（直径大于 10 µm）进入贝

类体内后，血细胞可将其包围形成包囊，释放 ACP
等水解酶将异物分解。血细胞聚集和附贴作用强时，

形成的伪足也较长，有利于增强其吞噬作用，也有利

于血细胞对大的颗粒进行包囊化作用。作者在做脑啡
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肽对栉孔扇贝血细胞伪足形成的影响实验时发现，在

扫描电镜下观察，血细胞的伪足与对照组的相比较短

且数量较少，明显的被抑制，说明脑啡肽能抑制细胞

伪足的形成，这很可能是导致细胞聚集率和附贴率降

低的一个重要原因。 
关于脑啡肽对免疫的调节作用，在高等动物研究

报道较多[1，2]。实验证实，低浓度的脑啡肽具有增强

免疫力的作用，即正调节作用；高浓度的脑啡肽具有

降低免疫力的作用，即负调节作用。本实验结果表明

质量浓度 2 mg/L 的脑啡肽对栉孔扇贝血细胞的附贴

作用具有促进作用，质量浓度为 5 和 25 mg/L 时起抑

制作用，与在高等动物得到的结果相似。而脑啡肽质

量浓度从 2 mg/L 到 25 mg/L，对血细胞的聚集作用都

产生了抑制，如果浓度再进一步降低，脑啡肽对血细

胞的聚集作用是否会有促进的一面，还有待于进一步

的实验研究。 
实验证实，脑啡肽能抑制伪足的形成，这可能是

脑啡肽抑制细胞聚集和附贴的一个重要原因，但是否

有其他原因以及脑啡肽抑制伪足形成的机制还不明

确，需要进一步研究证实。脑啡肽可通过对血细胞聚

集和附贴的影响来调节免疫力，已有研究表明贝类的

足神经节等处存在脑啡肽[6，7]，所以贝类可能通过神

经系统分泌脑啡肽的多少来调节自身免疫力。 
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Abstract: The in vitro effects of methionine-enkephalin on hemocyte aggregation and adhesion of Chlamys 
farreri were studied with the concentration of enkephalin in 2, 5 and 25 mg/L. The results indicated that the enkephalin 
could inhibit hemocyte aggregation.  The low concentration of enkephalin improved hemocyte adhesion and the high 
concentration of enkephalin inhibited hemocyte adhesion. The experiment proved that enkephalin may play an 
important role in the immune regulation in scallop. 
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