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杂色鲍血细胞分类、结构和免疫功能的流式细胞术分析 
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摘要: 应用流式细胞术对杂色鲍(Haliotis diversicolor Reeve)血细胞的分类、结构和免疫功能进行分析。

根据细胞前向角散射光(FSC)和侧向角散射光(SSC)强度的不同, 可将血细胞分为三个亚群: 透明细胞、

小颗粒细胞和大颗粒细胞, 组成比例分别为 32.71%、58.17%和 8.55%。血细胞的平均总凋亡和死亡率

为 3.76%。血细胞对荧光微球的总吞噬率为 63.67%, 其中吞噬 1 个、2 个、3 个及以上荧光微球的血细

胞分别占 22.31%、16.39%、24.96%。线粒体数量、溶酶体数量、非特异性酯酶活性和非诱导性活性氧

(ROS)含量均在大颗粒细胞中最高, 透明细胞最低。结果表明, 杂色鲍三类血细胞在结构和功能上均存

在差异, 两类颗粒细胞可能在鲍类免疫过程中发挥着更为重要的作用。  
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杂色鲍 (Haliotis diversicolor)是我国南方重要

的名贵海水水产品。近年来, 由于鲍类疾病的肆虐, 

鲍类养殖业遭受严重的经济损失, 迫切需要对鲍类

的免疫及病理学进行深入研究。鲍类只有先天性异

性免疫功能, 血细胞在其细胞免疫和体液免疫过程

中均起着十分重要的作用, 如对病原体进行吞噬和

包裹 , 释放各类抗菌因子等 [1]。目前鲍类血细胞的

研究仍相对滞后, 主要还集中在血细胞的分类和结

构研究上 [2-5], 对各类血细胞的具体功能和相互协

同作用仍知之甚少。研究滞后的其中一个主要原因

是受限于研究技术, 对血细胞在细胞水平上的研究

一直依赖于各类显微镜。流式细胞术 (Flow Cy-

tometry, FCM)是早在 20 世纪 70 年代发展起来的, 

对细胞的物理和化学性质进行快速检测的技术, 具

有客观准确、快速、同时测定多个指标等优点, 在

临床上的应用已十分广泛, 近年来已逐步应用到水

产无脊椎动物如虾类 [6-8]和双壳类 [9-12]的研究中, 但

在鲍类血细胞上的研究仍甚少 [13-14]。本研究应用

FCM 分析杂色鲍血细胞的分类、结构和免疫功能, 

为进一步研究鲍类血细胞免疫以及病害防治研究

提供基础资料, 并建立一套快捷、准确的鲍类血细

胞指标的 FCM检测方法。 

1  材料和方法 

1.1  材料与试剂 

杂色鲍(Haliotis diversicolor Reeve)购自广州黄

沙水产品市场, 规格为壳长 6~7cm, 于实验室海水

(盐度 30, 温度 20~22℃)中充气暂养 1 周, 暂养期间

定时投喂海带, 清理残饵和粪便。 

二乙酸荧光素(FDA)和 2’, 7’-二氢二氯荧光黄双

乙酸钠 (DCFH-DA)购自 Sigma 公司 , Annexin V- 

FITC/PI(碘化丙啶)凋亡检测试剂盒、LysoTracker Red、

MitoTracker Green和黄绿色荧光微球(yellow-green fluo-

rescent carboxylate-modified FluoSpheres® beads, 直径

1 µm)购自 Invitrogen公司, 其他试剂为国产分析纯。 

1.2  血细胞悬液的制备 

采用腹足创伤法取鲍血淋巴, 用过滤无菌海水
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以 1︰1稀释, 此时细胞密度约为 106个/mL。共测定

10 只鲍, 每个个体的稀释血淋巴作为一单独样品进

行测定。 

1.3  流式细胞仪 

流式细胞仪为美国 BD(Becton Dickinson)公司

FACSCalibur, 应用 CellQuest 软件进行实验数据的

获取和分析。前向角散射光 (Forward light scatter, 

FSC)反映细胞大小, 侧向角散射光(Side light scatter, 

SSC)反映细胞颗粒复杂度 ;  FITC(异硫氰酸荧光

素)、MitoTracker Green、黄绿色荧光微球、FDA和

DCF(2’, 7’-二氯荧光黄)的绿色荧光用第一荧光通道

(FL1)检测, PI和 LysoTracker Red的红色荧光用第二

荧光通道(FL2)检测。 

1.4  血细胞分类与组成比例 

稀释血淋巴用 200 目筛网过滤后直接上机进行

检测, 每个样品的细胞获取数为 10 000 个。以 SSC

为横坐标、FSC 为纵坐标作散点图, 在 SSC-FSC 散

点图上设门划分各个细胞亚群, 分析各类血细胞所

占的比例。 

1.5  血细胞凋亡率 

以 Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒检测血细

胞的自然凋亡率。血淋巴取出后, 立即进行离心然后

重悬于 1x Annexin V结合缓冲液中, 调整细胞浓度

约 3×106个/mL,  每 100 µL 血细胞悬液加入 5 µL 

Annexin V-FITC和 10 µL PI工作液, 避光染色 15 min, 

再加入 400 µL 1x Annexin V结合缓冲液, 200目筛

网过滤后立即上机检测, 每个样品的细胞获取数为

10 000 个。结果以 Annexin V-FITC 荧光强度(FL1)

为横坐标, PI荧光强度(FL2)为纵坐标的散点图显示。

如图 2, 用十字门划分各类细胞的区域 : 活细胞

(Annexin V-FITC-/PI-)位于象限 a, 前期凋亡细胞

(Annexin V-FITC+/PI-)位于象限 b, 后期凋亡细胞和

死细胞(Annexin V-FITC+/PI+)位于象限 c, 分析各象

限细胞占总细胞数的比例。细胞总凋亡和死亡率为

前期凋亡、后期凋亡和死亡细胞(象限 b+c)所占的比

例。为避免血细胞离体时间过长对结果造成影响 , 

从样品制备到上样的整个过程应尽量控制在 30 min

以内。 

1.6  吞噬活性 

以黄绿色荧光微球作为被吞噬物测定血细胞的

吞噬活性。分别取血细胞悬液 400 µL, 加入 10 µL

浓度为 1/10 的微球稀释液, 室温避光孵育 1 h, 用

200目筛网过滤后上机检测, 每个样品的细胞获取数

为 10 000个。结果以 FL1荧光量为横坐标, 细胞数

量为纵坐标的单参数直方图显示, 以标尺划定吞噬

微球的区域, 分析吞噬不同数量微球的细胞占总细

胞数的比例。 

1.7  线粒体数量 

应用MitoTracker Green作为线粒体的特异性荧光

探针, MitoTracker Green 对于线粒体的染色不依赖于

线粒体膜电位。取血细胞悬液 200 µL, 加入 50 nmol/L 

MitoTracker Green室温避光孵育30 min, 用200目筛网

过滤后上机检测, 每个样品的细胞获取数为 10 000个。

结果以 MitoTracker Green荧光量(FL1)为横坐标, 细

胞数量为纵坐标的单参数直方图显示。根据 SSC- 

FSC 散点图中划分的血细胞亚群, 作不同类型血细

胞的 MitoTracker Green 直方图, 分析不同类型血细

胞的 MitoTracker Green 平均荧光量, 细胞的 Mito-

Tracker Green荧光量与线粒体数量成正比。 

1.8  溶酶体数量 

应用LysoTracker Red作为溶酶体的特异性荧光探

针, 它是DND99进行了荧光标记的带有弱碱性的荧光

探针, 可以选择性地滞留在偏酸性的溶酶体中, 从而

实现对于溶酶体的特异性荧光标记。取血细胞悬液

200 µL, 加入 50 nmol/L LysoTracker Red室温避光孵育

60 min, 用 200目筛网过滤后上机检测, 每个样品的细

胞获取数为 10 000个。结果以 LysoTracker Red荧光

量(FL2)为横坐标, 细胞数量为纵坐标的单参数直方

图显示。根据 SSC-FSC 散点图中划分的血细胞亚群, 

作不同类型血细胞的 LysoTracker Red 直方图, 分析

不同类型血细胞的 LysoTracker Red 平均荧光量, 细

胞的 LysoTracker Red荧光量与溶酶体数量成正比。 

1.9  非特异性酯酶活性 

以 FDA为标记探针检测非特异性酯酶活性的变

化。取血细胞悬液 200 µL, 加入 5 µmol/LFDA室温

避光孵育 30 min, 经 200目筛网过滤后上机检测, 每

个样品的细胞获取数为 10 000个。结果以 FDA荧光

量(FL1)为横坐标, 细胞数量为纵坐标的单参数直方

图显示。根据 SSC-FSC散点图中划分的血细胞亚群, 

作不同类型血细胞的 FDA 直方图, 分析不同类型血

细胞的 FDA平均荧光量, 细胞的 FDA荧光量与非特

异酯酶活性成正比。 
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1.10  活性氧(ROS)含量 

以 DCFH-DA为标记探针检测 ROS含量的变化。

取血细胞悬液 200 µL, 加入 10 µmol/LDCFH-DA室温

避光孵育 30 min, 经 200目筛网过滤后上机检测, 每个

样品的细胞获取数为 10 000 个。结果以 DCF 荧光量

(FL1)为横坐标, 细胞数量为纵坐标的单参数直方图显

示。根据 SSC-FSC散点图中划分的血细胞亚群, 作不同

类型血细胞的DCF直方图, 分析不同类型血细胞的DCF

平均荧光量, 细胞的DCF荧光量与 ROS含量成正比。 

1.11  统计分析 

结果显示为平均值±标准差(Mean ± SD), 实验

数据利用 SPSS 13.0 进行 Tukey 单因素方差分析,  

P<0.05确认为差异性显著。 

2  结果 

2.1  血细胞分类与组成比例 

图 1A 为血细胞散点图, 图 1B 为等高图。在等 

高图中 , 细胞密度相同的点连成一环线 , 处于中央

位置的闭合等高线圈为某类细胞最集中的区域, 据

此定义为一类细胞, 将该区域进行划定。如图 1所示, 

根据血细胞 FSC 和 SSC 特征的不同, 可把杂色鲍血

细胞划分为三个亚群: R1, R2和 R3。亚群 R1的 FSC

和 SSC 值都相对最小, 表明该亚群的细胞最小, 颗

粒复杂度也最低, 为透明细胞; R3 亚群细胞的 FSC

和 SSC 值都相对最大, 表明该亚群的细胞最大, 颗

粒复杂度也最高, 为大颗粒细胞。R2 亚群的细胞大

小和颗粒复杂度处于 R1 和 R3 亚群之间, 为小颗粒

细胞。各类细胞的 FSC 和 SSC 强度见表 1, 不同个

体的大颗粒细胞的比例有较大的差异, 如图 1 所示, 

A 图的大颗粒细胞(R3)较少, B 图的较多; 其组成比

例的结果见表 2, 顺序为: 小颗粒细胞>透明细胞>大

颗粒细胞 , 三类细胞之间的比例存在显著差异

(P<0.05)。 

2.2  细胞凋亡率 

图 2为杂色鲍新鲜血细胞 Annexin V-FITC/PI凋 

 

图 1  杂色鲍血细胞 SSC-FSC散点图(A)和等高图(B) 

Fig.1  SSC-FSC dot plot (A) and contour plot (B) of H. diversicolor hemocytes 

R1. 透明细胞; R2. 小颗粒细胞; R3. 大颗粒细胞 

R1. Hyalinocyte; R2. Small granulocyte; R3. Large granulocyte 

 
表 1  杂色鲍 3 类血细胞的大小和颗粒复杂度(A.U.) 
Tab.1  Size and granular complexity of three hemocyte subpopulations from H. diversicolor (A.U.) 

大小(FSC强度) 颗粒复杂度(SSC强度) 
细胞类型 

平均值 最小值 最大值 平均值 最小值 最大值 

透明细胞(R1) 77.98±2.00c 75.13 81.02 28.24±4.35c 20.03 33.62 

小颗粒细胞(R2) 224.73±11.15b 203.93 236.47 106.98±9.81b 96.38 128.04 

大颗粒细胞(R3) 509.42±11.95a 493.86 527.23 439.04±42.46a 372.61 512.40 

注: 同一列数值右上方的不同字符表示差异性显著(P<0.05), n=10. 下同  
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表 2  杂色鲍 3 类血细胞的组成比例(%) 
Tab.2  Proportion of three hemocyte subpopulations 

from H. diversicolor (%) 

细胞类型 平均值 最小值 最大值 

透明细胞(R1) 32.71±7.18b 23.21 47.12 

小颗粒细胞(R2) 58.17±5.53a 48.91 64.85 

大颗粒细胞(R3) 8.55±2.68c 4.20 12.16 

 

 

图 2  杂色鲍血细胞 Annexin V-FITC/PI染色凋亡散点图 

Fig.2  Apoptosis dot plot of H. diversicolor hemocytes 
stained with Annexin V-FITC and PI 

象限 a(Annexin V-FITC-/PI-). 活细胞; 象限 b(Annexin V-FITC+/ 

PI-). 前期凋亡细胞; 象限 c (Annexin V-FITC+/PI+). 后期凋亡和

死亡细胞  

Quadrant a (Annexin V-FITC-/PI-) live cells; quadrant b (Annexin 
V-FITC+/PI-) early apoptotic cells; quadrant c (Annexin V-FITC+/ 
PI+) late apoptotic and necrotic cells  
 
亡染色散点图。测定了 10只杂色鲍的血细胞自然凋

亡率, 结果见表 3, 其平均总凋亡和死亡率为 3.76%。 
 
表 3  杂色鲍血细胞凋亡率(%) 
Tab.3  Apoptotic ratio of H. diversicolor hemocytes (%) 

细胞类型 平均值 最小值 最大值

前期凋亡细胞(象限 b) 1.27±0.47 0.68 1.93

后期凋亡和死亡细胞(象限 c) 2.49±0.75 1.35 3.57

总凋亡和死亡细胞(象限 b+c) 3.76±1.10 2.17 5.49

注: n=10  

 

2.3  吞噬活性 

杂色鲍血细胞吞噬荧光微球的直方图如图 3 所

示, 从图上可以清晰区分吞噬 1 个、2 个、3 个及以

上荧光微球的血细胞, 第一个峰为吞噬 1 个荧光微

球的血细胞(记为 M1), 第二个峰为吞噬 2 个荧光微

球的血细胞(记为 M2), 其后为吞噬 3 个及以上荧光

微球的血细胞(记为 M3), M4为吞噬了 1个及以上荧

光微球的血细胞。血细胞的吞噬活性如表 4所示, 吞

噬 1 个微球的血细胞占 22.31%; 吞噬 2 个微球的血

细胞占 16.39%, 个体差异较大, 最低只有 8.17%, 最

高可达 21.76%; 吞噬 3 个及以上微球的血细胞占

24.96%; 总吞噬率为 63.67%。 

 

图 3  杂色鲍血细胞吞噬荧光微球的直方图 

Fig.3  Distribution histogram of H. diversicolor hemocytes 
phagocytosed fluorescent beads 

M1. 吞噬 1个荧光微球的血细胞区域; M2. 吞噬 2个荧光微球的

血细胞区域; M3. 吞噬 3个及以上荧光微球的血细胞区域; M4. 吞

噬 1个及以上荧光微球的血细胞区域 

M1, region of one hemocyte phagocytosed fluorescent bead; M2, region 
of two hemocytes phagocytosed fluorescent beads; M3, region of 
three or more hemocytes phagocytosed fluorescent beads; M4, re-
gion of one or more hemocytes phagocytosed fluorescent beads  

 
表 4  杂色鲍血细胞的吞噬活性(%) 
Tab.4  Phagocytic activity of H. diversicolor hemocytes (%) 

吞噬活性 平均值 最小值 最大值

吞噬 1个微球(M1) 22.31±4.73 15.74 28.80

吞噬 2个微球(M2) 16.39±4.60 8.17 21.76

吞噬 3个及以上微球(M3) 24.96±4.57 20.03 31.64

总吞噬率(M4) 63.67±8.51 54.32 75.17

注: n=10  
 

2.4  线粒体数量和溶酶体数量 

结果如表 5 所示, 线粒体和溶酶体的数量均在

大颗粒细胞中最多 , 小颗粒细胞次之 , 透明细胞最

少。大颗粒细胞的线粒体数量约为小颗粒细胞的 3.4

倍, 透明细胞的 10.4 倍; 大颗粒细胞的溶酶体数量

约为小颗粒细胞的 3.7倍, 透明细胞的 10.2倍。三类

细胞线粒体数量和溶酶体数量均存在显著差异

(P<0.05)。 
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表 5  杂色鲍 3 类血细胞的生理特征 
Tab.5  Physiological characteristics of three hemocyte subpopulations from H. diversicolor (A.U.) 

细胞类型 线粒体数量 溶酶体数量 非特异性酯酶活性 ROS含量 

透明细胞(R1) 16.15±4.45c 18.28±7.40c 32.04±5.71c 16.72±4.31c 

小颗粒细胞(R2) 50.08±2.89b 50.28±8.04b 142.08±14.98b 105.39±11.10b 

大颗粒细胞(R3) 167.83±49.77a 187.17±15.55a 170.36±16.08a 286.30±18.36a 
 

2.5  非特异性酯酶活性和 ROS 含量 

结果如表 5 所示, 酯酶活性在大颗粒细胞中最

高, 小颗粒细胞次之, 透明细胞最低; 大颗粒细胞约

为小颗粒细胞的 1.2倍, 透明细胞的 5.3倍。ROS含

量在大颗粒细胞中最多 , 小颗粒细胞次之 , 透明细

胞最少; 大颗粒细胞约为小颗粒细胞的 2.7 倍, 透明

细胞的 17.1 倍。三类细胞线粒体数量和溶酶体数量

均存在显著差异(P<0.05)。 

3  讨论 

3.1  鲍类血细胞的分类 

对于鲍类血细胞的分类, 目前仍没有统一的标

准。根据细胞含有颗粒的情况以及细胞大小, 可以基

本分为两大类: 颗粒细胞和无颗粒细胞(或称透明细

胞)。王江勇等[5]根据细胞大小、颗粒组成特征等将

杂色鲍血细胞分为颗粒细胞和无颗粒细胞。张剑诚

等[15]也将皱纹盘鲍(H. discus hannai)血细胞分为颗

粒细胞和透明细胞两大类。Sahaphong等[16]应用光镜

和电镜观察认为耳鲍(H. asinina)血细胞可分为颗粒

细胞和透明细胞。饶小珍等 [3]把九孔鲍(H. diversi-

color supertexa)血细胞分为大细胞、中等细胞和小细

胞; 透射电镜下血细胞可分为两类: 颗粒细胞对应

于光镜下的大细胞和中等细胞; 无颗粒细胞对应于

光镜下的小细胞。有的学者根据血细胞的一些超微

结构特征, 将血细胞类型分得更为细致。李太武等[2]

观察杂色鲍血细胞的超微结构, 认为除了颗粒细胞

和透明细胞外, 还有一种胞质电子密度高、数量最少

的小细胞。陈全震等[4]通过对皱纹盘鲍血细胞的超微

结构的观察, 将颗粒细胞分为大颗粒细胞、小颗粒细

胞和特殊颗粒细胞, 无颗粒细胞分为透明细胞和淋

巴样细胞。一些外国学者只观察到少量颗粒细胞, 有

的研究甚至没有发现颗粒细胞。Travers等[17]应用显

微观察和流式细胞术对欧洲鲍(H. tuberculata)血细

胞进行了分类研究, 均认为其血细胞主要由透明细

胞和浆样细胞组成 , 只发现有极少量的颗粒细胞 , 

其中浆样细胞占 10%。Donaghy 等[14]也应用显微观

察和流式细胞术对盘鲍(H. discus discus)血细胞分类

进行了研究, 结果认为血细胞由透明细胞和浆样细

胞组成, 应用此两种方法得出浆样细胞所占比例分

别为 3.82%和 6.75%。本研究应用流式细胞术, 根据

血细胞大小和颗粒复杂度的差异, 可将血细胞清晰

地分为三个类群: 大颗粒细胞、小颗粒细胞和透明细

胞, 与饶小珍等[3]对九孔鲍研究的结果相似。比较流

式细胞术和显微观察两种分类方法, 显微观察需要

对血细胞进行染色处理, 染色效果对后续观察有较

大的影响, 血细胞类型的鉴定也受观察者的主观判

定影响。相对而言, 流式细胞术检测量大, 数据较为

客观、准确, 还具有快速简便、可同时进行计数或荧

光分析等优点 , 但关于血细胞类型的划定 , 对研究

人员的分析水平要求也较高。 

3.2  鲍类血细胞的组成比例 

对于鲍类血细胞的组成比例, 以往的研究结果

也存在一定的差异。王江勇等[5]研究认为杂色鲍的颗

粒细胞和无颗粒细胞分别占 55.1%和 44.9%; 张剑诚

等 [15]测得皱纹盘鲍的颗粒细胞和透明细胞分别占

40%和 60%; 饶小珍等 [3]观察得出九孔鲍的大细胞

(颗粒细胞)、中等细胞(颗粒细胞)和小细胞(无颗粒细

胞)分别占 3.6%、91.7%和 4.7%; 本研究分析得出杂

色鲍的大颗粒细胞、小颗粒细胞和透明细胞分别占

8.55%、58.17%和 32.71%。 

不同类型的血细胞在功能上存在一定的差异 , 

血细胞组成比例可能反映了机体的不同生理和免疫

状态。研究发现杂色鲍经病毒注射感染后, 其颗粒细

胞比例从初始的 55%到感染 6 h后增加至 67%, 然后

逐渐下降, 至感染 36 h 降到 45%; 而无颗粒细胞从

初始的 45%下降到感染 6 h 的 33%, 然后逐渐增加, 

至感染 36 h升至 55%[18]。因此, 以往的研究得到差

异较大的结果, 可能与物种种类、大小、环境因素和

健康状态等有关。 

3.3  血细胞的结构 

血细胞结构的差异是区分不同类型血细胞的主

要依据之一。李太武等[2]应用电镜观察发现杂色鲍颗

粒细胞的胞质电子密度较高, 含有较多颗粒以及细

胞器, 如线粒体、内质网、高尔基体、溶酶体等, 而
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透明细胞的细胞器较少。饶小珍等[3]也发现九孔鲍的

颗粒细胞胞质含有丰富的细胞器, 有较多的线粒体、

内质网等, 而无颗粒细胞则只有少量线粒体和粗面内

质网。本研究中, 应用特异性的探针对血细胞的线粒体

和溶酶体进行标记从而分析其数量, 结果显示这两类

细胞器均在大颗粒细胞中最多, 小颗粒细胞次之, 透

明细胞中最少, 与以往超微观察的研究报道一致[2-3]。

细胞器的多寡从侧面反映了各类血细胞在功能上也

存在差异。两类颗粒细胞的线粒体较多, 表明它们的

生理代谢过程更为活跃, 包括免疫酶类的合成、吞噬

作用以及脱颗粒等耗能过程; 较多的溶酶体表明两类

颗粒细胞对异物、病原体以及坏死细胞等的清除能力

更强, 在免疫过程中担当更为重要的角色。 

3.4  血细胞的免疫功能 

细胞凋亡是机体正常细胞在受到生理和病理性刺

激后出现的一种自发的死亡过程。本研究发现, 正常杂

色鲍的血细胞中也可检测到一定的凋亡细胞, 这是机

体正常新陈代谢的表现, 在虾类的研究中也有相似的

结果[7]。另有研究发现, 贝类在受到环境污染物胁迫后, 

血细胞会受到毒性损伤, 从而被诱导发生凋亡[12, 19], 

虽然细胞凋亡是机体清除损伤细胞的重要过程, 但血

细胞凋亡率的持续上升可能会引起血细胞数量的下降, 

从而导致机体免疫力下降, 甚至危及生命[20]。可见, 血

细胞凋亡在环境毒理学和免疫学研究中都是一个重要

的敏感指标, 在往后的研究中可加以重视。 

吞噬作用是血细胞的主要免疫功能之一, 对异

物、病原体以及自身的坏死细胞、碎片等进行清除。

由于流式细胞术具有准确、快捷、重复性高等优点, 已

被应用于多种贝类血细胞吞噬作用研究中[9, 13-14, 21]。

本研究根据预实验所建立的测定条件, 对杂色鲍血

细胞的总体吞噬情况进行分析, 结果显示总吞噬率

为 54.32%~75.17%, 吞噬一个微球的血细胞占

15.74%~28.80%。有的国外学者认为为了减少非特异

性粘附所带来的误差, 应以吞噬三个及以上微球的

血细胞的比例来衡量吞噬活性[9, 14, 21], 本研究中测

得该比例达到了 20.03%~31.64%, 可见本研究的测

定条件同样适用于此衡量标准。大部分贝类研究报

道认为吞噬作用主要由颗粒细胞完成, 透明细胞也

具有一定的吞噬能力[22-23]。在本研究中, 由于血细胞

进行吞噬作用 , 细胞发生了变形 , 其大小和颗粒度

发生不同程度的改变 , 另外由于吞噬过程被激活 , 

血细胞的脱颗粒免疫反应也可能被进一步激活, 也

对血细胞的大小和颗粒复杂度产生影响 , 从而在

FSC-SSC 散点图中难以区分各类血细胞, 因此本研

究未能对不同类型血细胞的吞噬活性进行分析。 

非特异性酯酶普遍存在于各类细胞中, 是溶酶体

酶类之一, 参与对异物、病原体的杀伤及清除。细胞

化学研究显示九孔鲍各类血细胞中均含有非特异性

酯酶, 总阳性率达 86.3%[3]。本研究通过流式细胞术

分析, 也表明杂色鲍各类血细胞均具有非特异性酯酶

活性, 且在各类血细胞中存在差异, 两类颗粒细胞显

著高于透明细胞, 此结果与溶酶体数量的结果相吻合。 

活性氧(reactive oxygen species, ROS)包括超氧阴离

子(O2
–)、过氧化氢( H2O2)和羟自由基(·OH)等, 是机体进

行防御杀菌的重要物质。血细胞在自然生理条件下也存

在一定量的 ROS, 当病菌入侵时, ROS含量会迅速上

升, 以进行免疫杀菌, 此过程称为呼吸爆发[23]。研究

表明鲍类血细胞经细菌、病毒或抗原物质刺激后, 均

会产生大量的 ROS进行免疫防御[15, 18, 24]。本研究对

自然生理状态下杂色鲍各类血细胞的非诱导性 ROS

含量进行比较, 结果显示大颗粒细胞的 ROS 含量最

多, 小颗粒细胞次之, 透明细胞最少。线粒体数量、

溶酶体数量、非特异性酯酶以及 ROS含量均得到了

一致的结果, 表明两类颗粒细胞在鲍类的免疫防御

过程中可能发挥更为重要的作用。 
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Abstract: The classification, structure, and immune functions of abalone (Haliotis diversicolor) hemocytes were 

analyzed using flow cytometry. Based on the differences of forward light scatter (FSC) and side light scatter (SSC), 

hemocytes could be divided into three subpopulations, hyalinocyte, small granulocyte, and large granulocyte in the 

proportions of 32.71%, 58.17% and 8.55%, respectively. The average apoptotic ratio in all hemocytes was 3.76%. 

The total phagocytic ratio of hemocytes was 63.67%, and the percentages of cells that internalized one, two, and 

three or more fluorescent beads were 22.31%, 16.39%, and 24.96%, respectively. Mitochondria mass, lysosome 

mass, non-specific esterase activity, and non-induced reactive oxygen species (ROS) production were highest in the 

large granulocyte and lowest in the hyalinocyte. These results indicate that structure and immune functions are dif-

ferent between the three hemocyte subpopulations, and that small granulocytes and large granulocytes may play a 

more important role in the immune response of H. diversicolor. 
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