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流式细胞术检测虾类血细胞活性氧含量方法的建立 
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摘要: 建立和优化了流式细胞术检测虾类血细胞活性氧含量的方法。以 2′,7′-二氢二氯荧光黄双乙酸钠

(DCFH-DA)为 ROS 特异探针, 以斑节对虾(Penaeus monodon)血细胞为材料, 用流式细胞仪检测不同染

料浓度和不同染料孵育时间下血细胞的荧光强度、细胞形态特征和细胞活性的变化。结果表明, 利用

FCM 检测虾类血细胞 ROS 含量的适宜的染料浓度和最佳的孵育时间分别为 10 μmol/L 和 30 min。 
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细胞在吞噬过程中 , 伴随有大量活性氧
(Reactive oxygen species, 简称 ROS)产生的过程称为
呼吸爆发。这些活性氧是细胞毒氧化剂, 包括超氧阴

离子( 2O− )、过氧化氢(H2O2)和羟自由基[·OH]等, 在
杀灭和消化病原微生物的免疫防御中起着十分重要

的作用[1-2]。在虾类营养免疫学研究中, 呼吸爆发活
力常作为反映虾体免疫状况的重要指标。ROS 含量
也极易受外界胁迫环境的诱导, 盐度、pH、温度、
重金属等环境应激均会导致 ROS 的大量上升, 因此
ROS 含量也是反映虾类是否受到不良因素胁迫的重
要指标[3]。这些 ROS 在生物体内的寿命很短, 建立
一种更加快速、灵敏的 ROS检测方法尤为重要。 

流式细胞术(Flow cytometry, 简称 FCM)是一种
快速、灵敏、准确和检测量大的细胞水平的检测技

术, 现已逐渐应用到一些贝类的研究中[4-7]。2′,7′-二
氢二氯荧光黄双乙酸钠(DCFH-DA)是活性氧的特异
探针 , 它本身不发荧光 , 可自由穿过细胞膜进入到
细胞内, 被胞内的酯酶分解为 DCFH 而保留在胞内, 
各类 ROS会氧化 DCFH为发强绿色荧光的 DCF, 利
用流式细胞仪检测胞内的 DCF荧光强度即可反映细
胞的 ROS水平。此方法在高等哺乳动物的细胞研究
中已被广泛应用, 但在虾类细胞研究中的应用仍未
见报道。由于虾类血细胞和高等动物细胞存在较大

的差异, 因此本研究对 FCM检测虾类血细胞 ROS含
量的方法中的染料浓度和孵育时间进行优化确定 , 
以期为 FCM在虾类细胞学和免疫学研究中的应用推
广打下一定的基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
斑节对虾(Penaeus monodon)购于广东省珠海市

某养殖场, 体长 5~8 cm。对虾在实验室驯养一周后, 
选取附肢完整、无病患、活力强、处于蜕皮间期的

个体作为实验用对虾。DCFH-DA 和碘化丙锭(PI)均
购自 Sigma公司。  

1.2  方法 
1.2.1  血细胞悬液的制备 

用 1mL 一次性注射器吸取预冷的抗凝剂(葡萄
糖 20.5 g/L, 柠檬酸钠 8 g/L, 氯化钠 4.2 g/L, pH 7.5), 
然后从虾的围心腔抽取等量的血淋巴。获得足量的

血淋巴后, 再用预冷的抗凝剂调整细胞浓度约为 1×
106个/mL。取 200 µL测定细胞活性, 剩下的血淋巴
进行分装 4管, 每管 1.6 mL。 
1.2.2  流式细胞仪 

实验所用流式细胞仪是美国 BD(Becton Dick-
inson)公司生产的 FACSCalibur, 应用 CellQuest软件 
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(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San 
Jose, CA) 进行实验数据的获取和分析。每个样品均
获取 10 000 个细胞。检测细胞的前向角散射光 
(Forward light scatter, 简称 FSC)和侧向角散射光 
(Side light scatter, 简称 SSC), FSC显示细胞的大小, 
SSC 显示细胞的颗粒复杂度。第一荧光通道检测
DCF荧光强度, 第二荧光通道检测 PI荧光强度。 
1.2.3  染料浓度和孵育时间对细胞 DCF荧光量的影响 

以二甲基亚砜(DMSO)为溶剂把 DCFH-DA稀释
为不同浓度(0.01, 0.1, 1和 10 mmol/L)的工作液, 每
管血淋巴中分别加入 16 µL 各浓度的染料工作液, 
以获得染料的终浓度分别为 0.1, 1, 10和 100 μmol/L。
加入染料后在室温下避光孵育, 在加入染料后的第
0, 15, 30, 45和 60分钟分别取 200 µL, 用 200目筛网
过滤后上机检测。结果以 DCF 荧光量为横坐标, 细
胞数量为纵坐标的单参数直方图显示, 分析 DCF 平
均荧光量。 

1.2.4  染料浓度和孵育时间对细胞形态的影响 
在检测 DCF荧光量的同时, 在 FSC为横坐标、

SSC为纵坐标的散点图中获取细胞的 FSC和 SSC数
据。比较各组与 0 h时的 FSC-SSC散点图, 分析细胞
的形态特征是否受到染料浓度和孵育时间的影响。 
1.2.5  染料浓度和孵育时间对细胞活性的影响 

为确定不同浓度的染料以及孵育时间是否会对

细胞产生毒性, 以 PI 作为探针, 对细胞的活性进行
检测。在加入 DCFH-DA后第 30和 60分钟, 分别各
取 200 µL细胞悬液加入 10 µg/mL的 PI, 避光孵育
10 min后, 200目筛网过滤后上机检测。另设一个不
加 DCFH-DA 的空白对照组。结果以 PI 荧光量为横
坐标, 细胞数量为纵坐标的单参数直方图显示。PI
是核酸特异性染料, 活细胞对 PI 低染, 死细胞因细
胞膜不完整而对 PI 高染 , 在 PI 直方图上以标尺
(Marker)划定死、活细胞的区域, 分析死、活细胞的
比例(图 1)。 

 

图 1  斑节对虾血细胞 PI染色直方图 
Fig.1  PI staining histogram of Penaeus monodon haemocytes 

1-1. 10 μmol/L DCFH-DA孵育 30 min; 1-2. 10 μmol/L DCFH-DA孵育 60 min; 1-3. 100 μmol/L DCFH-DA孵育 30 min; 1-4. 100 μmol/L 
DCFH-DA孵育 60 min; M1. 死细胞; M2. 活细胞 
1-1. 10 μmol/L DCFH-DA incubation for 30 min; 1-2. 10 μmol/L DCFH-DA incubation for 60 min; 1-3. 100 μmol/L DCFH-DA incubation for 
30 min; 1-4. 100 μmol/L DCFH-DA incubation for 60 min; M1. Dead cells; M2. Live cells 

 
1.3  统计分析 

实验重复 3次。实验数据利用 SPSS 11.5进行统计
分析, 结果显示为平均值±标准差(Mean ± SD), P<0.05
确认为差异性显著, P<0.01确认为差异性极显著。 
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2  结果 

2.1  不同染料浓度和孵育时间的细胞 DCF
荧光强度 
结果如图 2所示, 染料浓度为 0.1、1和 10 μmol/L

时, 随着孵育时间的延长, 细胞 DCF 荧光均不断地
增强。0.1和 1 μmol/L组的细胞 DCF荧光强度一直
低于 10 μmol/L组。10 μmol/L组在前 30 min荧光量
急剧上升, 30 min后上升较缓。100 μmol/L组在前 15 
min荧光量高于 10 μmol/L组, 15 min后上升缓慢并
且低于 10 μmol/L组, 45 min后荧光量下降。 

 

图 2  不同 DCFH-DA浓度下斑节对虾血细胞 DCF平均荧
光量随时间的变化 

Fig. 2  DCF mean fluorescence of Penaeus monodon 
haemocytes incubated with different concentration 
of DCFH-DA 

同一时间下不同字母标记表示组间差异性显著(P<0.05) 
Different letters show the significant difference among groups at the 
same time point (P<0.05) 
 

2.2  不同染料浓度和孵育时间的细胞形态

的影响 
如图 3-1, DCFH-DA 染色的斑节对虾新鲜血细

胞通过 FSC-SSC 散点图能很好地区分为 3 类细胞: 

透明细胞 (R1), 半颗粒细胞 (R2)和颗粒细胞 (R3)。
0.1、1和 10 μmol/L染料组在 60 min内细胞的形态
没有明显的变化 , 能较好地区分 3 类细胞。100 
μmol/L染料孵育 30 min开始细胞呈现固缩现象, 部
分小颗粒细胞和大颗粒细胞的 FSC 下降至与透明细
胞相似。60 min时细胞固缩现象加剧, 有更多的颗粒
细胞偏离原来区域, 部分细胞 SSC下降(图 3-2)。 

2.3  不同染料浓度和孵育时间的细胞活性

的影响 
由图 4可见, 细胞的最初活性为 96.3±1.1%。在

添加 DCFH-DA 30 min后, 0.1、1、10和 100 μmol/L
组的活细胞比例分别为 93.2%、91.5%、92.5%、79.7%, 
100 μmol/L 组显著低于其他组(P<0.05); 60 min 后, 
活细胞比例分别为 92.5%、92.2%、86.6%和 62.0%, 
100 μmol/L组显著低于其他组(P<0.05)。 

3  讨论 
对于不同的细胞, 可能由于细胞表面积、染料的

细胞膜透过性和细胞的活性氧含量等因素的不同 , 
其适宜的染料浓度会有所不同。在人类嗜中性粒细

胞的研究中, 常用的浓度为 10 μmol/L[8-9], 大鼠巨噬
细胞使用 500 μmol/L[10], 小鼠成纤维细胞使用 20 
μmol/L[11], 在一些海洋无脊椎动物的研究中也较常
用 10 μmol/L[4, 6-7, 12], 也有的研究使用 5 μmol/L[5], 
在酵母研究中只使用了 10-4 μmol/L[13]。理想的染料

浓度和孵育时间应符合以下的条件: 应在最短的孵
育时间内与活性氧较充分地反应并发出荧光; 避免
对细胞的形态和活性产生影响。因此, 染料浓度必须
足够, 但不能过高, 以免对细胞产生毒性影响; 孵育
时间应尽量缩短, 尽量减少血细胞因离体时间过长
而导致的各种变化。 

 
图 3  斑节对虾血细胞 FSC-SSC散点 

Fig. 3  FSC-SSC dot plot of Penaeus monodon haemocytes 
3-1. 未处理血细胞; 3-2. 100 μmol/L DCFH-DA孵育 60min的血细胞; R1. 透明细胞; R2. 半颗粒细胞; R3. 颗粒细胞 

3-1. Untreated haemocytes; 3-2. Haemocytes incubated with 100 μmol/L DCFH-DA for 60 min; R1. Hyaline cells; R2. Semigranular cells;  
R3. Granular cells 
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图 4  不同 DCFH-DA浓度下斑节对虾血细胞的存活率 
Fig. 4  Cell viability of Penaeus monodon haemocytes in-

cubated with different concentration of DCFH-DA 
同一时间下不同字母标记表示组间差异性显著(P<0.05) 

Different letters show the significant difference among groups at the 
same time point (P<0.05) 
 

根据以往其他动物细胞的研究, 本研究选取了
0.1~100 μmol/L中的 4个梯度浓度进行检测分析。从
细胞荧光量的变化情况看, 0.1和 1 μmol/L组一直显
著低于 10 μmol/L组, 表明 0.1和 1 μmol/L染料不足, 
不能与细胞内的活性氧充分反应; 100 μmol/L组虽然
一直显著高于 0.1和 1 μmol/L组, 在前 15 min也显
著高于 10 μmol/L组, 但 30 min后开始显著低于 10 
μmol/L 组, 出现这种染料浓度高反而细胞荧光量低
的情况, 可能是染料浓度过高而对细胞产生了毒性。
因此 10 μmol/L的染料浓度较适宜。 

形态和活性的检测结果也证实 100 μmol/L的染
料对细胞产生了毒性影响, 它导致了细胞的固缩和
死亡率的上升。死亡细胞的 DCF 荧光量下降, 可能
有以下的原因: 细胞膜破裂而导致活性氧流失到胞
外; 细胞膜破裂而导致 DCFH 和 DCF 流失到胞外; 
细胞因受毒性伤害而酯酶活力下降, DCFH-DA在进
入细胞后不能完全被酯酶分解; 细胞毒性致死的过
程中可能有活性氧参与反应而被消耗。 

形态和活性的检测结果显示 , 染料浓度为 10 
μmol/L, 孵育 60 min 时才使细胞活性有所下降, 但
不显著, 因此表明 10 μmol/L DCFH-DA在 60 min内
对虾血细胞是安全的。但是, 虾血细胞在离体后极容
易受到刺激而产生各种变化, 如脱颗粒、黏连和死亡
等[2], 因此, 对于虾血细胞的 FCM 检测, 更应尽量
缩短染料的孵育时间。研究结果显示, 10 μmol/L组
在前 30 min细胞的荧光量上升很快, 后 30 min上升
缓慢, 表明 30 min 的孵育时间已使胞内绝大部分
ROS 与染料反应, 因此综合考虑认为孵育时间在 30 

min为宜。 
除染料浓度和孵育时间影响细胞的荧光量外 , 

细胞密度也是需要注意的问题。如果细胞密度过大, 
在相同染料浓度下, 每个细胞所分得的荧光探针必
然减少 , 可能达不到饱和状态 ; 另外 , 如果在染色
前各组间没有较统一的细胞密度, 这将可能导致染
色过程中存在较大的误差。流式细胞仪检测常用的

细胞密度为 1×106 个/mL, 本研究中在染色前已先
把细胞密度调整约为 1×106 个/mL, 因此所测得的
适宜染料浓度和孵育时间是这一细胞密度下的适

宜值。 
此外 , 本研究中使用的染料溶剂为 DMSO。

DMSO 是荧光染料的常用溶剂, 染料溶解于 DMSO
中在−20℃的条件下能较好地保存一段时间。以往的
研究已表明微量的 DMSO 对细胞没有显著的毒性影
响[14], 因此 DMSO可作为安全的溶剂进行使用。 

通过本研究确立了利用 FCM检测虾血细胞ROS
的适宜染料浓度和孵育时间, 为 FCM 在虾类研究中
的应用推广打下了一定的基础。FCM 可以通过分析
细胞的前向角散射光和侧向角散射光特征来区分不

同的细胞亚群, 因此应用 FCM 还可以分析不同细胞
亚群的 ROS 产生量, 对于研究不同细胞的功能提供
了很好的技术平台, 这是其他 ROS 检测方法无法做
到的。FCM 现已应用于多种虾类的血细胞分类[15-16]

和倍性分析[17-19]中, 可以相信, 随着 FCM 技术的不
断推广和发展, 它在甲壳动物以及其他水生动物研
究中的应用也将越来越广泛和深入。 
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Measurement of reactive oxygen species (ROS) production in 
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Abstract: In this study, a flow cytometric method used to measure the reactive oxygen species (ROS) production in 
shrimp haemocytes was improved. 2′,7′-dichlorofluorescin (DCFH-DA) was used as a probe of ROS, and Penaeus 
monodon haemocyte was used as material. The cellular DCF fluorescent intensity, morphologic parameter and vi-
ability incubated with different doses of probe for different time were measured using flow cytometer. The results 
show that the optimal DCFH-DA concentration and incubation time for shrimp haemocyte ROS measurement using 
flow cytometry were 10 μmol/L and 30 min, respectively. 
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