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提 要 于 1 9 91 年 3 月一 1 9 9 2 年 4 月在青岛近海及一养虾场捕集中国对虾亲虾和 越

冬亲虾
,
以扫描电镜和透射电镜观察中国对虾的血细胞形态及其亚显微结构 ;研究定量测定细

胞吞噬活性的方法
。
结果表明

,

中国对虾血细胞分 3 种: 无颗粒细胞
,
呈球形或梭形

,
胞质不

含颗粒 ;小颗粒细胞及颗粒细胞
,

卵球形或椭球形
,

胞质含有电子致密颗粒
,

颗粒可分均匀
、

非

均匀的 ;小颗粒细胞胞质富含线粒体
,

可能与它对异物敏感易发生胞吐作用有关
,

该细胞是识

别外源异物的关键细胞
。

可以观察到高尔基器
,

它可能与酶原颗粒的形成有关
。

还表明姬姆萨

染色细胞为紫红色
,
细胞核与颗粒染色较深

,
呈蓝紫色

,

与人白细胞中的粒细胞染色结果相近
,

这或许与两者功能相似有关
。

应用医学上的化学发光法定量测定中国对虾血细胞的吞噬活性
,

加入脂多糖及弧菌悬液

的血细胞的发光值较只加菌液未加脂多糖的血细胞和对照组的发光值高
。
实验表明

,

脂多糖

( < 1。林g / m l) 对中国对虾血细胞的吞噬活性具有激活加强作用
。

本研究的测定方法
,

可为监

测对虾免疫机能的强弱提供定量指标
。

关键词 中国对虾 血细胞 形态 亚显微结构 免疫 方法

无脊椎动物免疫学是一门新兴学科
,

甲壳动物免疫学是其中的一个分支
。

目前
,

国外

从事甲壳动物免疫研究的
,

主要有 S “ d e r h ` 11 等 ( 1 9 8 7 : 1 9 8 4 ; 1 9 8 3 a : 1 9 7 9 ; 1 9 9 0 )
,

w a g o

( 1 9 9 1 )
。

在这个新领域内
,

国内对中国对虾的免疫研究也刚刚起步 (孟庆显等
,

1 9 8 3 ;叶孝

经
, 1 9 9 0 ) 1)

。

叶燕玲
2 )
将中国对虾血细胞区分为透明细胞

、

小颗粒细胞
、

大颗粒细胞
。

本文

报告中国对虾血细胞形态及其亚显微结构
,

探讨血细胞免疫功能及其测定方法
,

为研究中
、

国对虾免疫功能及作用机制
,

丰富发展无脊椎动物免疫学
,

提供科学依据
。

l 材料与方法

中国对虾 ( p
e o a e u s c h i n e , 5 15 )

,

为 1 9 9 1年 3 月青岛近海海捕亲 虾 ; 1 9 9 1 年 9 月一

1 9 9 2 年 l 月
,

青岛附近养虾场的养成虾及越冬亲虾 ; 1 9 9 2 年 4 月青岛近海亲虾
。

L l 观察形态及亚显微结构的样品制备 扫描电镜 样品制备 : 5多戊二醛与等量中国

对虾血液混合 ( p H 一 7
.

4 )
,

固定
,

喷金
,

观察
。

透射电镜样品制备 : 5务戊二醛与等量中

国对虾血液混合
.

( p H 一 7
.

4 )
,

进行前固定
,

饿酸后固定
,

树脂包埋
,

超薄切片
,

醋酸铀

染色后观察
。

L Z 染色反应 用注射器直接从中国对虾心脏抽血
,

制成涂片
,

采用姬姆萨染液染色

*
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。
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巧一3 0m i n
,

磷酸缓冲液 ( o
.

l m o l / L
,

乡H 一 6
.

5) 分色
,

光镜下观察并进行彩色拍照
。

L 3 细胞免疫反应 采用化学发光法定量研究吞噬反应
。

生理盐水配制 : 生 理 盐 水

组成见表 l ( s m it h e t a l
. ,

1 9 7 8 )
,

p H 一 7
.

4 。

经预实验台盼蓝排除法和黄色曙红排除法

证明
,

% 外 的血细胞在这种生理盐水中
,

于 10 一 20 ℃ 时
,

能保持活性 h4
,

且血液不凝固
。

表 l 生理盐水的组成 ( g )

T a b
.

1 C o m P o n e n t o f P h y s i o l o g i e a l s a l i n e

N a C I

K C I

C a C 1
2 ·

6 H
2
0

M g C 1
2 ·

6 H
:
O

N a :
H P O

; ·

1 2 H
Z
O

T r i s m e 之h y l a m i n e

l m o l / L H C I

蒸馏水

3 3
.

7 0 0

0
。

9 4 0

2
。

8 3 0

5
。

3 8 6

0
。

19 3

6
.

0 6 0

4 2
.

5 m l

加到 I L

抽血 : 注射器装有含抗凝剂半胧氨酸 ( 50 m g /m l) 的生理盐水 0
.

5m l ,

从中国对虾心

脏抽血
,

之后再加生理盐水与血液等量
。

实验时每瓶加 2 m l 这种稀释的血液
。

弧菌 : 使用的吞 噬刺激物为弧菌 8 7 一 l ,

由病虾肝胰脏分离出 (由中科院海洋所微生

物实验组提供 )
。

使用前
,

从培养的弧菌悬液中离心收集弧菌
,

用磷酸缓冲液 ( p H ~ 7
.

0) 洗

涤 2 次
,

菌含量用比浊法计算
。

脂多糖的配制
: 用蒸馏水配

,

实验时反应体系中脂多糖 ( L P s) 的浓度低于 10卜g /m lo

鲁米诺的配制与中国对虾细胞吞噬活性的测定 : 取 l m l 贮藏液 (贮藏液 : 。
.

6 1 89 硼

酸
, 0

.

7 89 氢氧化钾
, 0

.

1 49 鲁米诺溶于 10 m l 蒸馏水 )溶于 50 m l H an ks 缓冲液中
,

实验时

每组各加 3m l 稀释的鲁米诺溶液
,

再将洗涤后的菌液分别加人含有脂多糖和不含脂多糖

的小瓶中
。

对照组补以生理盐水使之与实验组反应体积相等
。

然后测定
,

每 s m in 测一

次
,

共测 3 5 m i n 。

酵母聚糖的配制及对中国对虾血细胞吞噬活性影响的测定
: 用蒸馏水配制

,

浓度为

50 m g /m l 。 测定酵母聚糖对血细胞的吞噬活性的影响时
,

将 o
.

15 m l 酵母聚糖悬液加人已

装有血液和鲁米诺的小瓶中
,

对照组加入等量的生理盐水
,

然后测定
,

间隔为 s m ln
,

共测

3 5m i n
。

仪器
:
液体闪烁计数器

, L S一 98 0 0 ( B ce k m an 公司 )
,

使用时
,

机器处于测定状态
。

所有实验至少重复两次
。

2 结果

.2 1 血细胞的形态及亚显微结构 经光镜观察记数
,

中国对虾血细胞数量为 : 4
.

16 X

1 0 6

一 2
.

7 0 x 10 ’ e e l l /m l 。

扫描电镜观察表明
,

中国对虾血细胞的大小为 : ( 4
.

8一 5
.

8琳m x ( 7 7一 n
.

, )件m
,

形

状有梭形 (图版 I : 1 )
、

圆球形 (图版 l : 2 )
、

卵形 (图版 I : 3 )和椭球形 (图版 1 :钓 等不一
。

细

胞表面有不明显的突起和凹陷
。

如果固定液浓度偏低
,

固定不好则细胞变形较大
,

细胞表

面有明显的突起 (图版 I : 5 )
。

透射电镜观察表明
,

中国对虾 3 种血细胞的亚显微结构有很大差别
。

无颗粒细胞
,

胞
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质不含电子致密颗粒
,

核大 ( N )
,

居中 (图版 川 : 1 )
。

小颗粒细胞 (图版川
: 2

’

)
,

胞质内含许

多小的电子致密颗粒
,

有丰富的线粒体 ( M )
。

颗粒细胞
,

胞质内含较大的电子致密颗粒
,

颗粒的电子致 密度不同
,

有的密
,

有的疏 ;有的均匀
,

有的不均匀 (图版 111 : 2。
,

d2
, s e , , f )

。

3 种细胞的细胞核中均可区分出常染色质与异染色质 (图版 川
: l一 4 )

。

还可以看到高尔

基器 (图版 H l : 6 G o)

.2 2 血细胞染色结果 无颗粒细胞呈紫红色
,

细胞核染色较深 (图版 H : 1)
。

小颗粒细

胞与颗粒细胞中的颗粒着色较深
,

呈蓝紫色 ;细胞核染色较深
,

亦呈蓝紫色 (图版 n : 2 )
。

.2 3 定量测定细胞免疫反应结果 使用鲁米诺作为荧光放大剂的化学发光法 测 定 细

胞吞噬活性
,

测定结果表明
,

中国对虾血细胞的适宜含量为 6
.

93 X l护一 4
.

50 X l护ce n /

m ;l 含有脂多糖的实验组
,

其血细胞卷噬活性较未加脂多糖的实验组大
,

这说明脂多糖对

中国对虾血细胞的吞噬反 应具有加强作用
。

其吞噬活性在 15 m in 时达到最大值 (发光值

约 24 x 10
2

)
,

随后下降
。

见图 l a 。

弧菌与

血细胞的适当比例为 2 0 0 : l 。

酵母聚糖对血细胞的吞噬活性的测定结

果表明
,

酵母聚糖不能引发中国对虾血细胞

的吞噬活性
,

其反 应曲线见图 l ob

测定温度在 巧一 20 ℃ 时
,

有利于吞噬反

应的发生
。

研究表明
,

血细胞在离体条件下
,

经适当处理
,

能发生吞噬反应
,

选用不同药饵

养殖对虾
,

测血细胞的吞噬活性
,

即测定其免

疫机能的强弱
,

从而可判定药饵对防治虾病
,

提高虾的抵抗力是否有效
。

3 讨论与结论

.3 1 中国对虾血细胞形态
、

结构及结构同功

能的关系 讨论如下
。

.3 L I 血细胞形态
、

结构 研究表明
,

中国

对虾血细胞分为 3 种
,

即 : 无颗粒细胞
,

呈球

形或梭形
,

胞质不含颗粒 ;小颗粒细胞和颗粒

细胞
,

卵球形或椭球形
,

胞质含有 电子致密颗

粒
,

颗粒可分为均匀
、

非均匀的 ; 小颗粒细胞

富 含线粒体
。

可以观察到高尔基器
。 T “ n e y

( 1 9 5 5 )
,

H e a r i n g 等 ( 1 96 7 )
, C o r n i e k 等

ǎ。。!xà(洲二Q.à逻招
,、

时 l司 I m 玉n )

图 1 弧菌 (
:

)和酵母聚塘 ( b )引起中国对虾

血细胞的化学发光反应

F 19
.

1 L u m i n o l
一 e n h a n c e d

一 e h e m i l u m i n e s c e n t

r e s P o n s e o f P
.

c h f月 e n 了15 w h o l e h a e m o e y t e s

t o V i b r i o (
a

) a n
d z y m o s a n ( b )

一
·

对照组 ; 0 一 0 加入弧菌未加 L P s ; 0 一 。 加
入弧菌同时也加 L P S (

a

) ; 0 一 。 加人酵母聚糖

( 1 9 7 5 )先后对美洲鳌龙虾 ( C h m a r “ 5 a m e r i c a , u s
) 血细胞分类进行了研究

,

得出不尽相

同的结果
。

原因可能有
: 血细胞离体后易变形 ; 与实验器皿接触后变形 ; 生理状况不同

导致细胞形态的改变等
。

日后 日渐统一
。 B a u e h a u

( 1 9 8 1 ) 将血细胞 分 为 h y a l i n e 。 e l l

(透明 细胞 )
, s e m i g r a n u l a r c e l l (半颗粒细胞 )

, g r a n u l a r e e l l (颗粒 细 胞 ) : p e r s o n 等

( 1 9 8 7 )和 K ob ay as ih 等 ( 1 9 9 0 )遵从这种分类和命名
。

这种分类和命名是根据血细胞颗
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粒的有无和直径大小
。

叶燕玲 ( 1 9 8 9 )
` )
通过对中国对虾的实验后对血细胞颗粒的命名

,

除

透明细胞外
,

将半颗粒细胞改称为小颗粒细胞
,

颗粒细胞称为大颗粒细胞
。

将半颗粒细胞

称为小颗粒细胞
,

就比 B a u e h a u 等前进了一步
,

更为合乎实际
。 B a u e h a u 的

“ s e m i g r a n u l a r

c le l ” 是指该细胞比
“
gr an lu

a r o e ll’
,

的直径小了一半之意
,

其颗粒内含物与颗粒细胞是

完全相 同的
,

而并非是颗粒细胞的一半
,

所以若将
“ s e m i g r a n

ul
a r 。 e ll’

,

直译为半颗粒细胞
,

既不符合实际
,

也容易产生歧义
。
日本学者森脐羲 ( 1 9 9 2 )

,

对甲壳动物血细胞分类和命名

的报道是 : 无颗粒细胞 (即透明细胞 )
、

小颗粒细胞 (即半颗粒细胞 )
、

颗粒细胞
。

他比叶燕

玲又完善了一步
,

尤其将透明细胞改称为无颗粒细胞
,

这就完全符合以有无颗粒来分类的

标准
。

本研究根据以扫描电镜
、

透射 电镜为手段的观察结果
,

认为以在显微镜下有无颗

粒
、

颗粒多少及颗粒大小为依据来分类血细胞
,

更为客观
。

这与 B au hc au ( 1 9 8 1 ) 和森脐

羲 ( 1 9 9 2 )对 甲壳动物血细胞的分类相一致
。

但在命名上
,

则认为森胁羲的更为符合实际
。

见表 1 。

这育待组织化学方法的测定进一步验证
。

表 2 甲壳类动物血细胞的分类与命名

T a b
.

2 C l a s s i f i e d a n d n a m e d o f C r u s t a e e a h a e m o e y t e s

生 物 血细胞颗粒大小与命名

甲壳类与鳌虾 透明细胞 半颗粒细胞

(无颗粒 ) (颗粒直径为 0
.

4卜m )

颗粒细胞

(颗粒直径 0
·

8协m )

中国对虾

甲壳类动物

中国对虾

透明细胞

无颗粒细胞

无颗粒细胞

小颗粒细胞

小颗粒细胞

小颗粒细胞

颗粒细胞

颗粒细胞

颗粒细胞

BBB a u e五a u
( 1 9 8 1)))

PPP e r s o n 等 ( 1 98 7 )))

KKK o b a y a s h i 等 ( 1 9 9 0 )))

叶叶燕玲 ( 1 9 8 9 )))

森森滕羲 ( 1 9 9 2 )))

从扫描电镜照片中可以看出
,

细胞长短轴的平均长度都小于 1叩m
,

这与曾经报道的

3 种血细胞长短轴的平均长度都大于 2 0卜m 。有所不同
,

固定后的血细胞会收缩变小
,

但结

果相差之大
,

难以以此解释
。

图版 I : 1所示的梭形细胞
,

未见报道过
,

在此认为可能是无

颗粒细胞中的一种
,

因为在光镜下观察发现这种细胞内亦不含颗粒
。

3
.

1
.

2 血细胞的结构与功能的关系 采用 B a u e h a u
的分类名称

, S 6 d e r h : 11 等 ( 1 9 8 6 )

的研究表明
,

无颗粒细胞具有吞噬能力
,

这一特性或许与它在光滑表面上强烈的附着及扩

散能力有关
,

它不受外来溶解物 (例如脂多糖 )的影响
,

但在体外活化的酚氧化酶原系统的

组分可以激活这种细胞的吞噬能力
。

本研究表明 (图版 川
: 2 )

,

中国对虾的小颗粒细胞中除含有大量的小电子致 密颗粒

外
,

还富含线粒体
,

线粒体是细胞能量的来源
,

小颗粒细胞在防御反应中活跃的胞吐作用

与识别异物的能力 ( s ode f h矶1 e t a l
. ,

1 9 8 6 ) 可能与之有关
。

小颗粒细胞在离体条件下

对外源物质敏感
,

极易脱颗粒
。

大多数动物的小颗粒细胞只有脱颗粒之后方具有吞噬活

性 ( s ode
r h all

e t al
. ,

1 9 8 6 )
。

本研究认为
,

正是由于小颗粒细胞的敏感性
,

因此它是防御

l) 叶燕玲
, l , 8 9 ,

中国对虾循环系统的研究
。
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反应中的关键细胞
。

本研究用化学发光 法测定吞噬活性的实验中
,

由于加人了脂多糖使吞噬活性上升从

而高于不加脂多糖 的实验组
,

很可能就是通过这种细胞合作而实现的
。

颗粒细胞内有大

量的颗粒
,

其中含有大量的酚氧化酶原
。

这类细胞无吞噬能力
,

附着及扩散力均弱
,

经脂

多糖处理不发生胞吐作用
,

但用活化的酚氧化酶原系统的组分处理则可以迅速使之发生

胞吐作用
,

释放出更多的有活性的酚氧化酶
。

因此
,

在甲壳动物宿主防御反应中可能存在

着细胞合作现象
。

小颗粒细胞对外来物敏感
,

例如脂多糖等使之释放酚氧化酶原系统的

组分这种信号直接作用透明细胞使之吞噬
,

同时使颗粒细胞放出更多的酚氧化酶原系统

的组分
,

从而对细胞免疫反应发生作用 ( So d
e r h ; 11 e t a l

. ,

19 5 6 )
。

本研究发现
,

颗粒有的均匀
,

有的不均匀 ; 有的致密度高
,

有的低 (图版川
: 2 , , )

。

H e a r in g 等 ( 1 96 7 )在美洲鳌龙虾的嗜酸性细胞及卵形嗜碱性细胞中亦观察到均质颗粒与

层化颗粒
。

这些不 同可能是处于颗粒的不同形成阶段
。

高尔基器 (图版 H : 6 G ) 可能与酶

原颗粒的形成有关
。

姬姆萨染色结果表明
,

中国对虾 3 种血细胞的着色情况与哺乳动物白细胞中的粒细

胞相近
,

这或许与两者在防御反应中具有相似的功能有关
。

.3 2 影响化学发光法测定的因素 本实验认为
,

影响化学发光法的重要因素之一就是

离体血细胞的活性
。

如果血细胞凝集或破裂则不能发生吞噬反应
,

因而不能或较少产生

荧光
,

测得的吞噬性必然下降
。

这与 S6 de r h抓 1 等人 ( 1 9 7 9 )结果相一致
。

本实验的结果表明
,

反应体系中脂多糖浓度低于 1。林g /m l 时
,

对中国对虾的血细胞

的吞噬作用有激活和加强作用
,

这与 A l e x a n d e r
等 ( 1 9 7 1 )

, K a p l a n 等 ( 1 9 7 7 )
,

w e i n b e r g

等 ( 1 9 7 8 )的结果相一致
,

但浓度高于 1 0卜g /m l 时
,

对对虾血细胞有毒性
。

本实验中虽使用了酵母聚糖
,

但未能得到引发加强吞噬反应的效果
,

原因可能是未经

中国对虾的血清调理 ( S 6 de
r h缸 1 e t al

. ,

1 9 8 6 ) 或是酵母聚糖在反应体系中的含量不当
。

酵母聚糖对无脊稚动物的作用机制还有待于进一步研究
。

本实验测得的发光数值与其他文章中的相比较
,

数值偏低
,

原因可能是使用的检测系

统不同
,

如果采用单光子检测系统
,

数值会大
。

实验中使用的弧菌应是处于对数生长期的

生长良好的弧菌
,

因为失去了运动能力或是热杀死的菌都会使吞噬过程中发 出的荧光下

降 ( T
o m i t a e t a l

. ,

1 9 8 1 )
o

综上所述
,

虽然由于某些原 因影响化学发光法的测定
,

但在加人脂多糖及弧菌悬液的

细胞的发光值较只加菌液未加脂多糖的血细胞和较对照组的发光值高 ;同时
,

脂多糖浓度

小于 10卜g /m l 时对中国对虾血细胞的吞噬活性具有激活加强作用的重要结果
,

可 以 说

明
,

化学发光法可以用来定量测定中国对虾血细胞的吞噬活性
,

从而为监测对虾免疫机能

的强弱提供定量指标
。

.3 3 结论 本研究运用扫描电镜
、

透射 电镜观察结果表明
,

中国对虾血细胞为无颗粒

细胞
、

小颗粒细胞
、

颗粒细胞 3 种
。 3 种血细胞的免疫功能

,

小颗粒细胞富含线粒这可能使

其在防御反应中具活跃的胞吐作用和识别异物的能力
,

因而是防御反应之关键细胞 ;颗粒

细胞无吞噬能力
,

但用活化的酚氧化酶原系统的组分处理后可迅速使之发生胞吐作用
,

释

放出更多的有活性的酚氧化酶
,

这可能是无颗粒细胞
、

小颗粒细胞合作产生免疫反应的结
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果
。

本研究经改进了的化学发光法可以为监测对虾免疫机能的强弱提供定量指标
。

反应或许普遍存在于无脊稚动物
,

这可能意味着吞噬细胞的激活是原始的免疫机制
,

进化中得以保留
。

吞噬

而在
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