
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 / 期

1234 年 / 月 5

水5产5学5报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/1/

2341" 1234

文章编号!3222 62738#1234$2/ 62/08 638 5")!321/9146*71!131/311234140027

收稿日期!123/829833555修回日期!123/831824

资助项目!上海市教委创新项目#3/S92:7$ %上海市高校青年教师培养计划#HHJB1228$ %国家自然科学基金项目#/3/21129$ %上海

市自然科学基金项目#3/9$3488922$ %广西水产畜牧兽医局渔业处 123/ 年专项%上海高校水产学一流学科建设项目

通信作者!吕为群",8=3>0!WV0X;CJ/F1?OF1EA

翡翠贻贝血淋巴细胞亚群鉴定及相关免疫功能的流式细胞分析

王有基3

!5林江兴3

!5李琼珍1

!5胡梦红3

!5吴芳丽3

!5沙毅杰3

!5吕为群3

"

#31上海海洋大学水产与生命学院"上海5123/27%

11广西壮族自治区水产科学研究院"广西 南宁58/2213$

摘要! 为更好地了解翡翠贻贝血淋巴细胞的免疫功能和拓展该贝类在环境免疫学中的应用!

本研究调查了其血淋巴细胞亚群分类!并运用流式细胞术分析了各个亚群的相关免疫功能$

结果显示!在翡翠贻贝的血淋巴中主要存在 / 种血淋巴细胞!包括粒细胞'半粒细胞"分大小 1

种#和透明细胞$ 粒细胞占细胞总数的 4214T @014T!直径"914: @31/1#

%

=!细胞内部充

满颗粒&半粒细胞占 /417T @:14T!直径"31148 @1113#

%

=!内部含有部分颗粒!其中小半粒

细胞直径"7174 @3128#

%

=&透明细胞占 3817T @410T!直径"417: @3123#

%

=!细胞内部基

本无颗粒$ 流式细胞分析显示!粒细胞在吞噬作用上最为活跃!粒细胞和半粒细胞在非特异性

酯酶和活性氧分子产量上没有差异!均高于透明细胞$ 透明细胞在吞噬活性'酶活性和活性氧

分子产量上均显著低于其他两类细胞!且细胞死亡率显著高于其他两类细胞$ 流式细胞术显

示!在翡翠贻贝中!粒细胞是参与免疫防御的主要血淋巴细胞$

关键词! 翡翠贻贝& 血淋巴细胞& 免疫功能& 流式细胞术

中图分类号! *:3914555555555555文献标志码%&

55免疫分为两种主要类型"先天免疫和适应性

免疫( 无脊椎动物不具备适应性免疫"其血管组

织来源于心腔"体内存在一些较大的窦和腔隙"内

部充满血淋巴
&3'

( 血淋巴在无脊椎动物免疫防

御中起着关键作用"参与免疫防御的细胞就称为

血淋巴细胞
&/ 64'

(

贝类对环境和疾病等胁迫的生理反应"部分通

过血淋巴细胞调节
&8'

( 血淋巴细胞执行各种重要

的免疫功能"包括杀死病原体
&7'

"吞噬外来物质

等
&9'

"伴随着吞噬作用也包括活性氧分子的生产(

翡翠贻贝#9457* E050B0.$血淋巴细胞的分类和功能

不甚清楚"所以有关其免疫功能和环境的关系鲜有

报道( 为了更好地理解血淋巴细胞的免疫功能和

加强翡翠贻贝在生态免疫学上的应用"有必要进行

血淋巴细胞的亚群鉴定和功能评估(

翡翠贻贝在亚太地区是一个最重要的双壳类水

产养殖品种"也是被广泛用作监测海洋环境的生物

指示种( 研究翡翠贻贝的血淋巴细胞对于进一步研

究其对病原体)环境压力#例如气候变化)缺氧)盐度

和海洋酸化$和海洋污染物#重金属)农药)持久性有

机污染物和纳米材料$的免疫应答具有重要意义(

在其他双壳类物种中已有一些关于血淋巴细

胞形态学和功能的研究报道"但有关翡翠贻贝的

血淋巴细胞目前还没有系统的研究( 在本实验

中"使用显微学方法和流式细胞术研究了翡翠贻

贝血淋巴细胞的分类和相关免疫功能( 通过流式

细胞术对血淋巴细胞免疫功能进行调查"包括细

胞死亡率)吞噬作用)非特异性酯酶)活性氧分子

和溶酶体含量( 本实验为进一步研究环境变化对

翡翠贻贝免疫功能的影响和该物种在水产养殖上

的环境适应性提供基础资料(

35材料与方法

!"!#贻贝的采集

成体翡翠贻贝&壳长度!#0213 @:13$==%湿重!
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#/11: @417$ I'采自香港榕树澳渔排( 贻贝运回实

验室后"暂养在温度#12 @218$ b连续充气并配备生

物活性过滤系统的玻璃纤维水族箱中#822 '$"经过

沙滤和紫外消毒的养殖海水盐度为#/2 @3$( 饲养

期间每天投喂硅藻#1(*+*..0&.05* '.4-B&7*7*$"浓度

为312 C32

8

个6='"实验开始前暂养 8 O(

!"$#血淋巴采集和总血球计数");>#

使用配有 11N针头的 3 ='注射器从贻贝闭

壳肌处抽取血淋巴( 每个贻贝收集 3 ='血淋

巴"为了减少个体差异"每次取 7 只贻贝的血淋巴

液混合进行分析( 血淋巴在冰上储存直至处理"

以 最 大 限 度 地 减 少 细 胞 自 然 凝 集( 使 用

2F0G>C>H?4

Q2

/ 库 尔 特 颗 粒 计 数 仪 # ;?EM=3A

-/F0G?4公司$测定血淋巴中细胞的浓度 #每毫升

的细胞数$和大小频率分布( 检测时"将 218 ='

血淋巴加入到 :18 =')*"Q"%

"

))溶液中"每次

对 3 222

%

'混合溶液进行计数( 用 2F0G>C>H?4

Q2

/ 软件进行数据分析 #;?EM=3A -/F0G?4")AE1/

4/22 %1+34L/4;/F0?X34O";/P /322 / (F00?4G/A"

-30>D/4A>3:10/48/322"#*&$(

!"9#流式细胞术

采集的血淋巴液由 ;5(&-*-&');#$流式

细胞仪 #;5;>/CE>?AE?C公司$分析"每个指标的

检测重复 7 次( 检测之前"首先对 (*-阈值进行

设定"以消除细胞碎片和其他杂质的干扰( 细胞

分布图以细胞相对大小 #(*-值$和粒度 #**-

值$表示( 每次测试"对 12 222 个细胞进行分析"

流 速 调 整 保 持 低 于 182 个6C( 采 用 ;5

-?00:F?CG

Q2

74/ 软件进行数据分析(

细胞死亡率55使用碘化丙啶#7)$测定血细

胞死亡率"7)不能穿透活细胞的膜"但可以进入死

细胞进行 5%&染色"从而根据死细胞的染色比例

来确定细胞死亡率( 将 32

%

'的 3 =I6='的 7)

溶液#*>I=3&0O4>EJ$加入到 422

%

'血淋巴中"然

后在黑暗中孵化 /2 =>A( 通过显示 7)荧光的细胞

相对于总血球数的百分比计算细胞死亡率(

吞噬作用55使用体外细胞吞噬荧光微球的

能力评价分析( 以细胞吞噬了 / 个或以上的荧光

珠评估细胞的吞噬功能"以百分比或荧光强度为

评价标准( 422

%

'血淋巴加入 32

%

'的 3632 稀

释的 (0F/4/CKJ?4?C

"改性羧酸微球#直径 3

%

="黄

绿色荧光")AX>G4/I?A$在黑暗室温下孵化 3 J(

非特异性酯酶55使用非特异性脂溶的荧光

素二乙酸酯 #(5&"*>I=3$对非特异性酯酶活性

进行评价( (5&溶解在二甲亚砜#52*"$中"浓

度为 2124 ==/06'"储存于 612 b作为母液(

(5&工作液#422

%

=/06'$用过滤灭菌海水 32 倍

稀释母液而成( 422

%

'血淋巴加入 1

%

'(5&工

作液在黑暗室温下孵化 38 =>A( 产生荧光的细胞

占所有细胞的百分比来评估其酯酶活性(

活性氧分子55活性氧分子的产量使用 1U9U8

二氯双乙酸钠 #5-(+85&"*>I=3$测量( 5-(+8

5&扩散进入细胞水解成 5-(+"细胞内的 5-(+

被活性氧分子氧化成高荧光的 5-(( 32 ==/06'

5-(+85&加入到 52*"溶液中"用过滤灭菌海水

将溶液稀释 32 倍( 每次分析将 4

%

'5-(+85&加

入到 422

%

'的血淋巴中"在室温下避光孵化 38

=>A 进行过氧化物酶检测
&0'

(

活性氧分子在本研究中还使用二氢罗丹明 31/

#5+$31/"*>I=38&0O4>EJ$检测( 812 =I 5+$31/ 加

入到 32 ='的 52*"配成 5+$31/ 工作液 #348

%

=/06'$( 422

%

'血淋巴添加 1

%

'的 5+$31/ 工

作液孵化 /2 =>A( 用 -?00:F?CG软件中的专有单位

#34L>G434B FA>G$表示活性氧分子产量#&1#1$(

溶酶体含量55溶酶体含量的测定使用溶酶

体追踪试剂盒 #'BC/Q43EM?4

"

B?00/W+-R831/"3

==/06' >A 52*"" )AX>G4/I?A $( 3

%

' 的

'BC/Q43EM?4加入到 422

%

'的血淋巴中"在黑暗

中室温下孵化 1 J( 用 -?00:F?CG软件中的的专有

单位#34L>G434B FA>G$表示溶酶体含量#&1#1$(

!"=#细胞显微分析

翡翠贻贝抽取血淋巴后"将 82

%

'血淋巴滴在

载玻片上#2?AH?08N03C?4"N?4=3AB$( 细胞黏着在

玻片上静置 12 =>A"然后在戊二醛中固定 12 =>A"

接着用曙红亚甲基蓝
(

染色( 玻片转移到 N>?=C3

中染色 /2 =>A"再用磷酸缓冲液清洗 #7;*!3/7

==/06'%3-0"1170 ==/06'R-0"32134 ==/06'

%3

1

+7"

4

"3197 ==/06'R+

1

7"

4

"K+918$后空气

中干燥( 处理后碱性颗粒被染成蓝色"酸性颗粒被

染成粉红色( 玻片用中性树胶封片剂 #(>CJ?4

*E>?AG>D>E"#*&$封片"然后在光学显微镜下观察

#&P>/K03A 1 )=3I>AI"-3409?>CC"N?4=3AB$( 显微

图像使用 -/0/48.>?W ))--5摄像机 #"0B=KFC6

*/DG)=3I>AI *BCG?="N?4=3AB$拍照( 细胞和细胞

核的直径用图像分析软件#"0B=KFC*/DG)=3I>AI

*/0FG>/ACN=L+"N?4=3AB$测量(

2:/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

/ 期 王有基"等!翡翠贻贝血淋巴细胞亚群鉴定及相关免疫功能的流式细胞分析 55

在流式细胞术分析后"收集每种免疫荧光染色

血淋巴样品 82

%

'"包括用 7)"(0F/4/CKJ?4?C"(5&"

5-(+85&"5+$31/ 和 'BC/Q43EM?4等染色后的样

品"按上述步骤在荧光显微镜下进行细胞免疫染色

观察#'?>E352)/222 ;"N?4=3AB$( 落射荧光照明

由汞弧灯#+;"8322<$提供"使用 S8#激发!;77126

72%发射!;7922698$滤光片观察 7)染色的血淋巴细

胞"N(7#激发!;7492642%发射!;7818682$滤光片

观察和其他参数的染色( 血淋巴细胞用冷光 --5

摄像机#'?>E35(-412 -"N?4=3AB$拍照(

!"C#统计分析

分析之前"数据经 *J3K>4/8<>0M.C检验检查

正态分布性"用 '?X?A?.C检验检查方差同质性"

所有数据分析使用 *7**3712 统计软件( 百分比

数据在分析前进行反正弦转换( 使用单因素方差

分析#"A?8<3B &%".&$和 QFM?B 多重比较进行

不同血淋巴细胞亚群的特点比较( 以 9?2128

代表差异显著"结果表示为 =?3A @*5(

15结果

$"!#血淋巴细胞的显微观察

翡翠贻贝血淋巴细胞涂片染色显示出各种单

独的或聚合的细胞"并展现出不同大小和颜色

#图 3$( 大量细胞表现出丰富的红色颗粒和少量

的蓝色颗粒( 根据传统的细胞染色"这些细胞被

确定为嗜酸性粒细胞( 这些粒细胞根据大小和粒

度可进一步分为 / 种类型!粒细胞"半粒细胞和小

半粒细胞( 第二个细胞亚群含有很少或者没有颗

表 !#每种细胞的细胞核和细胞直径以及核_质比

)*+"!#'2%6021*73%0663.*/0F0-1*7372%6021_%066"'_>#-*F.5 540*%HH0/5%NF0FNG0

样本量

A

细胞核6

%

=AFE0?FC

平均值 @标准差

=?3A @*5

最小值

=>A

最大值

=3P

细胞6

%

=E?00

平均值 @标准差

=?3A @*5

最小值

=>A

最大值

=3P

核6质比 %6-43G>/

平均值 @标准差

=?3A @*5

最小值

=>A

最大值

=3P

+ 31/

11/8 @218/

L

3139 /10:

417: @3123

3

11// 9148

2182 @2127

E

2143 217/

N 34/

1128 @2142

3

3141 1171

914: @31/1

L

81/: 33121

2110 @2128

L

2112 21/:

**N 3/9

31:7 @2110

3

314/ 11/:

7174 @3128

L

4109 :113

21/2 @2124

L

211/ 21/0

*N 330

119/ @2181

E

31:/ 4113

31148 @1113

E

:11: 30192

2111 @2128

3

213/ 21/4

注!每一列的不同肩标字母代表不同亚群间差异显著#&%".&QFM?B 9?2128$ ( A!细胞分析数量%*5!标准差%=>A!最小值%=3P!最大

值%+!透明细胞%N!粒细胞%**N!小半粒细胞%*N!半粒细胞

%/G?C!5>DD?4?AGCFK?4CE4>KG0?GG?4C>A GJ?=?3A X30F?CE/0F=AC4?K4?C?AGC>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?C3=/AI J?=/EBG?CFLK/KF03G>/AC#&%".&QFM?B

9?2128$1A!AF=L?4/DC3=K0?C3A30BC?O%*5!CG3AO34O O?X>3G>/A%=>A!=>A>=F=X30F?%=3P!=3P>=F=X30F?%+!JB30>A/EBG?C%N!I43AF0/EBG?C%

**N!C=300C?=>8I43AF0/EBG?C%*N!C?=>8I43AF0/EBG?C

图 !#翡翠贻贝血细胞的光学显微图

箭头指示透明细胞"黑色三角形指示粒细胞"白色三角形指示

半粒细胞"透明三角形指示小半粒细胞

D.8"!#:.8HF/.%-58-*GH154H0/5%NF0154<%B)3)@)+

&44/W >AO>E3G?O JB30>A/EBG?" L03EM G4>3AI0? >AO>E3G?O

I43AF0/EBG?" WJ>G? G4>3AI0? >AO>E3G?O C?=>8I43AF0/EBG?"

G43AC0FE?AGG4>3AI0?>AO>E3G?O C=300C?=>8I43AF0/EBG?

粒"并呈现淡蓝色的细胞质背景和较大的核6质比

#图 3$( 这种亚群被命名为透明细胞或无颗粒细

胞( 透明细胞在显微镜下根据其大小)细胞质和细

胞核表现出多种不同形式( 透明细胞常呈现出不

同的核6质比例"血淋巴细胞可以形成大小不同的

凝集团"其特征是中心部位聚集各种大小的透明细

胞"而粒细胞呈圆环环绕分布于中心周围#图 1$(

在光学显微镜下"4 种类型的血淋巴细胞被鉴定出

来"分别为无颗粒血淋巴细胞#透明细胞$"粒细胞"

半粒细胞和小半粒细胞( 表 3 单因素方差分析结

果显示"不同细胞间细胞和细胞核直径大小和核质

比例具有显著性差异#9?2128$( 荧光显微镜下

观察发现"不同免疫荧光染料成功在翡翠贻贝的血

淋巴细胞中染色#图 /$(

$"$#总血球计数

用库尔特计数法对总血球计数和细胞频率分

布进行了评估 #图4 $ (翡翠贻贝血淋巴细胞浓

3:/
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图 $#两种不同大小的透明细胞聚集现象

外周红色细胞代表粒细胞和半粒细胞"中心蓝色细胞为透明细胞

D.8"$#)M5 *88-08*F01543.440-07F1.W012730-.307F.%*6/*87.4.%*F.57

$?O J?=/EBG?C>AO>E3G?O I43AF0/EBG?C3AO C?=>8I43AF0/EBG?C"3AO L0F?J?=/EBG?C>AO>E3G?O JB30>A/EBG?C

图 9#不同荧光染料染色的血细胞荧光显微图

31死亡血细胞的细胞核被 7)染色#红色$% 11具吞噬作用的细胞含有绿色荧光微球#绿色$% /1细胞非特异性酶酯被 (5&染色#绿色$%

41细胞 $"*被 5-(+85&染色#黄色$% 81细胞 $"*被 5+$31/ 染色#蓝色$% 71细胞溶酶体被 'BC/Q43EM?4染色#紫色$

D.8"9#D625-01%07F/.%-58-*GH154H0/5%NF011F*.703+N 3.440-07F4625-01%07F3N01

31-?00AFE0?FCCG3>A?O#4?O$ LB 7)D/4J?=/EBG?=/4G30>GB% 11-?00E/AG3>A?O I4??A D0F/4?CE?AG=>E4/CKJ?4?C# I4??A$D/4KJ3I/EBG/C>C% /1-?00

?CG?43C?CG3>A?O# I4??A$ LB (5&% 41-?00$"*CG3>A?O # B?00/W$ LB 5-(+85&% 81-?00$"*CG3>A?O # L0F?$ LB 5+$31/% 71-?000BC/C/=?

CG3>A?O# KF4K0?$ LB 'BC/Q43EM?4
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图 =#库尔特计数器测量血细胞大小频率分布"L26F.1.W0-9#

#3$血球直径"单位
%

=% # L$血球面积"单位
%

=

1

% #E$血球体积"单位
%

=

/

( 每只贻贝采集 312 ='血淋巴"每个分析汇集 32 个样

品"检测 7 次# 7 >7$ "检测时 218 ='样品中加入 :18 ='>C/G/A ))稀释剂"对 3 ='样品进行分析( 总血球计数#Q+-$由库尔特计

数器评估为每毫升血淋巴中细胞为#8184 @31/2$ C32

7个

D.8"=#;0/5%NF01.W04-0K207%N 3.1F-.+2F.57/0*12-03+N >526F0-%527F0-"L26F.1.W0-9#

#3$ J?=/EBG?O>3=?G?4"FA>G

%

=% # L$ J?=/EBG?34?3"FA>G

%

=

1

% #E$ J?=/EBG?X/0F=?"FA>G

%

=

/

1(/4/A?=FCC?0"312 ='J?=/0B=KJ W3C

C3=K0?O"3AO G?A C3=K0?CW?4?K//0?O D/4?3EJ 3A30BC>C# 7 >7$ "GJ?A 218 ='C3=K0?W3C3OO?O >AG/ :18 ='>C/G/A ))O>0F?AG"3 ='=>P?O

C3=K0?W3C3A30BC?O1Q/G30J?=/EBG?E/FAG#Q+-$?X30F3G?O LB 2F0G>C>H?4/ W3C#8184 @31/2$ C32

7

E?006='J?=/0B=KJ
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度为#8184 @31/2$ C32

7

个6='血淋巴( 频率大

小分布表明"细胞直径范围为 1 <37

%

="在 0 <

32

%

=处出现峰值( 细胞表面积介于 32 </2 至

322 <722

%

=

1

"最多集中为 122 <422

%

=

1

( 细胞

体积与细胞表面积的分布趋势相同"主峰为

122 <3 222

%

=

/

(

$"9#基于流式细胞分析的亚群分类

根据细胞大小#(*-$和复杂性#**-$血淋巴

细胞主要分布在 / 个集群点云带#图 8$( 分布在

中部靠上的细胞具有最高的复杂度和中等大小"定

为粒细胞"构成亚群 3( 在亚群 1"细胞的直径最

大"细胞内复杂度表现出中等程度"定为半粒细胞(

亚群 / 在细胞大小和内部复杂程度上均为最小"定

为透明细胞( 以上 / 个亚群在 12 222 个细胞中的

相对含量百分比分别为 4214T @014T)/417T @

:14T)3817T @410T#图 8$( 基于流式细胞术专

有单位检测 / 个细胞亚群的复杂性和大小具有显

著性差异#9?2128$(

图 C#血淋巴细胞亚群分类的流式细胞分析

#3$血细胞散点图"表示细胞大小#前向散射"(*-值$ "细胞的复杂性#侧向散射光"**-值$ ( / 个血淋巴细胞亚群分界的离线分

析&编号 $3#红"粒细胞$ "$1#绿色"半粒$和 $/#紫色"透明细胞$ ' ( # L$根据 (*-值在血球样品中细胞的大小比较和分布# 7 >

31"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>32213:9"9?21223$ ( 用相应的颜色对 / 个亚群细胞大小分布示意"蓝线表示总分布( #E$根

据 **-值在血球样品中细胞的复杂性比较和分布# 7 >31"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>/211727"9?21223$ ( / 个亚群的 **-

信号展示在相应的颜色上蓝线表示总分布( # O$在 12 222 个细胞中 / 个不同的血细胞百分比比较# 7 >9"/A?W3B &%".&QFM?B

G?CG"I>4210/8"9?21223$ "不同字母表示组间显著差异

D.8"C#>6*11.4.%*F.5754H0/5%NF012+G5G26*F.571+N 465M%NF5/0F-.%*7*6N1.1

#3$ O/GK0/GO>CK03B>AI /DL0//O E?00C"?PK4?CC?O 3CE?00C>H?#D/4W34O CE3GG?4"(*-X30F?$ "X?4CFCE?00E/=K0?P>GB#C>O?CE3GG?4"**-X30F?$1

QJ4??CFLK/KF03G>/AC/DJ?=/EBG?CW?4?O?0>=>G?O LB /DD80>A?3A30BC>C& AF=L?4?O $3#4?O"I43AF0/EBG?$ "$1# I4??A"C?=>8I43AF0/EBG?$3AO

$/# KF4K0?"JB30>A/EBG?$ '1# L$ O>CG4>LFG>/A 3AO E/=K34>C/A /DE?00C>H?>A G?4=C/D(*-X30F?>A GJ?J?=/EBG?C3=K0?# 7 >31"/A?W3B

&%".&QFM?B G?CG"I>32213:9"9?21223$1-?00C>H?C/DGJ?GJ4??CFLK/KF03G>/ACW?4?CFK?4>=K/C?O >A GJ?E/44?CK/AO>AI E/0/F4C"L0F?

0>A?>AO>E3G?O G/G30O>CG4>LFG>/A1#E$ O>CG4>LFG>/A 3AO E/=K34>C/A /DE?00E/=K0?P>GB >A G?4=C/D**-X30F?>A GJ?J?=/EBG?C3=K0?# 7 >31"

/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>/211727"9?21223$1**-C>IA30C/DGJ?GJ4??CFLK/KF03G>/AC34?CFK?4>=K/C?O >A GJ?E/44?CK/AO>AI

E/0/F4C"L0F?0>A?>AO>E3G?O G/G30O>CG4>LFG>/A1# O$E/=K34>C/A /DAF=L?4C/DGJ4??O>DD?4?AGJ?=/EBG?C>A 12 222 ?X?AGC# 7 >9"/A?W3B

&%".&QFM?B G?CG"I>4210/8"9?21223$ "O>DD?4?AG0?GG?4C=?3ACC>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?3=/AI I4/FKC

$"=#流式细胞免疫参数分析

细胞死亡率55血淋巴细胞的死亡率较低

#图 7$"平均不到 812T( 对于 / 个亚群的死亡率

比较分析"透明细胞的死亡率明显高于其他两个

类型#9?2128$(
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图 O#细胞亚群点状图及其相关死亡率分析

#3$血细胞点状图( #L$频率分布图显示在一个 0/I8=/O?下 7)标志的血细胞的相对荧光强度( 在 23 区可以观察到形态完整活细胞

的 5%&含量"通过设置 21 区对更高相对荧光强度的凋亡细胞进行 7)染色( 红色表示粒细胞"绿色表示半粒细胞"紫色表示透明细

胞( #E$/ 个不同血细胞的死亡率比较#7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>171237"9?21223$"不同字母表示组间的显著差异

D.8"O#&5FG65F54H0/5%NF012+G5G26*F.571*73FH0.--06*F03/5-F*6.FN

#3$ O/GK0/GO>CK03B>AI /DL0//O E?00C1# L$QJ?D4?VF?AEB J>CG/I43=CJ/WC>A 30/I8=/O?GJ?4?03G>X?D0F/4?CE?AE?>AG?AC>G>?C/DJ?=/EBG?C

=34M?O W>GJ 7)12/4KJ/0/I>E300B >AG3EGE?00CW>GJ >AG3EG5%&E/AG?AGE/F0O L?/LC?4X?O >A GJ?I3G?23"LB C?GG>AI GJ?I3G?21 W>GJ J>IJ?4

4?03G>X?D0F/4?CE?AE?>AG?AC>GB 3K/KG/G>EE?00C34?CG3>A?O LB 7)1$?O E/0/F4=?3ACI43AF0/EBG?"I4??A E/0/F4=?3ACC?=>8I43AF0/EBG?"KF4K0?

E/0/F4=?3ACJB30>A/EBG?1#E$E/=K34>C/A /D=/4G30>GB 43G>/ /DGJ4??O>DD?4?AGJ?=/EBG?C# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>171237"

9?21223$ "O>DD?4?AG0?GG?4C=?3ACC>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?3=/AI I4/FKC

图 Q#血细胞亚群和血细胞荧光微球孵育的相对吞噬荧光强度的散点图

#3$血细胞和荧光珠散点图( # L$频率分布图"无荧光微球的细胞#23$区别于吞噬荧光微球的血细胞#21$ ( 21 的位置用于量化

吞噬一个或更多微球细胞的比例或性能( 红色表示粒细胞"绿色表示半粒细胞"紫色表示透明细胞"橙红色表示总体"蓝色表示荧

光微球( #E$/ 个不同血细胞的吞噬百分率比较# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>44171:"9?21223$ ( # O$/ 个不同的血细胞

的整个吞噬性能比较# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>1/1848"9?21223$ "不同字母表示组间的显著差异

D.8"Q#&5FG65F54H0/5%NF012+G5G26*F.571*73-06*F03GH*85%NF51.14625-01%07F.7F071.FN 54

H*0/5%NF01.7%2+*F03M.FH4625-01%07F+0*31

#3$ O/GK0/GO>CK03B>AI /DL0//O E?00C3AO D0F/4?CE?AGL?3OC1# L$QJ?D4?VF?AEB J>CG/I43="GJ??AO/I?A/FCD0F/4?CE?AE?/DE?00CW>GJ/FG

L?3OC#23$>C?3C>0B O>CG>AIF>CJ?O D4/=GJ3G/DJ?=/EBG?C#21$ KJ3I/EBG>H>AI L?3OC1QJ?L3421 4?K4?C?AGCGJ?K/C>G>/A /DGJ?=34M?4FC?O

G/ VF3AG>DB GJ?K4/K/4G>/A6K?4D/4=3AE?/DE?00CGJ3GJ3O KJ3I/EBG>H?O /A?/4=/4?L?3OC1$?O E/0/F4=?3ACI43AF0/EBG?" I4??A E/0/F4

=?3ACC?=>8I43AF0/EBG?" KF4K0?E/0/F4=?3ACJB30>A/EBG?" /43AI?84?O E/0/F4=?3ACG/G30" L0F?E/0/F4=?3ACD0F/4?CE?AGL?3OC1# E$

E/=K34>C/A /DKJ3I/EBG/C>CK?4E?AG3I?/DGJ4??O>DD?4?AGJ?=/EBG?C# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>44171:"9?21223$1# O$

E/=K34>C/A /D?AG>4?KJ3I/EBG/C>CK?4D/4=3AE?/DGJ4??O>DD?4?AGJ?=/EBG?C# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>1/1848"9?21223$ "

O>DD?4?AG0?GG?4C=?3ACC>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?3=/AI I4/FKC

55非特异性酯酶55两种粒细胞的酯酶活性显

著高于透明细胞#9?2128$"但在两种粒细胞间

没有显著差异#图 0$(

活性氧分子产量55使用 5-(+85&染色显

示"与透明细胞相比"颗粒细胞有较高的活性氧比

例#9?2128$"然而两种粒细胞之间并没有显著

的差异#图 :$( 根据 5+$31/ 染色的荧光强度结

果来看"粒细胞的活性氧产量显著高于透明细胞

#9?2128$"两种粒细胞之间没有显著性差异#图

32$(
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图 R#血细胞亚群和酯酶相关荧光强度的散点图

#3$显示血细胞的散点图( # L$频率分布图"没有酯酶的细胞#23$区别于 (5&染色的血细胞#21$ ( 21 代表位置用于量化有酯

酶的细胞比例( 红色表示粒细胞"绿色表示半粒细胞"紫色表示透明细胞"蓝色表示总体( #E$/ 个不同的血细胞酯酶活性的百分

比比较# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>891729"9?21223$ "不同字母表示组间显著差异

D.8"R#&5FG65F54H0/5%NF012+G5G26*F.571*73-06*F0301F0-*104625-01%07F.7F071.FN 54H*0/5%NF01

#3$ O/GK0/GO>CK03B>AI /DL0//O E?00C1# L$ QJ?D4?VF?AEB J>CG/I43="?AO/I?A/FCD0F/4?CE?AE?/DE?00CW>GJ/FG?CG?43C?#23 $ >C?3C>0B

O>CG>AIF>CJ?O D4/=GJ3G/DJ3?=/EBG?CCG3>A?O LB (5&#21 $1QJ?L3421 4?K4?C?AGCGJ?K/C>G>/A /DGJ?=34M?4FC?O G/ VF3AG>DB GJ?

K4/K/4G>/A /DE?00CGJ3GE/AG3>A?O ?CG?43C?1$?O E/0/F4=?3ACI43AF0/EBG?" I4??A E/0/F4=?3ACC?=>8I43AF0/EBG?" KF4K0?E/0/F4=?3AC

JB30>A/EBG?"L0F?E/0/F4=?3ACG/G301#E$E/=K34>C/A /DK?4E?AG3I?C/DGJ4??O>DD?4?AGJ?=/EBG?CCJ/W>AI ?CG?43C?3EG>X>GB# 7 >7"/A?W3B

&%".&QFM?B G?CG"I>891729"9?21223$ "O>DD?4?AG0?GG?4C=?3ACC>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?3=/AI I4/FKC

图 X#血细胞亚群和 &>D;A&(染色的血细胞相关 <Z?的荧光强度的散点图

#3$血细胞散点图( # L$频率分布图"没有过氧化物酶的细胞#23$区别于 5-(+85&染色的血细胞#21$ ( 21 代表位置用于量化

含有 $"*的比例( 红色表示粒细胞"绿色表示半粒细胞"紫色表示透明细胞"蓝色表示总体( #E$/ 个不同的血细胞过氧化物酶活

性的百分比比较# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>391079"9?21223$ "不同字母表示组间的显著差异

D.8"X#&5FG65F54H0/5%NF012+G5G26*F.571*73-06*F03<Z?4625-01%07F.7F071.FN 54

H0/5%NF01.7%2+*F03M.FH&>D;A&(

#3$ O/GK0/GO>CK03B>AI /DL0//O E?00C1# L$QJ?D4?VF?AEB J>CG/I43="?AO/I?A/FCD0F/4?CE?AE?/DE?00CW>GJ/FGK?4/P>O3C?#23 $>C?3C>0B

O>CG>AIF>CJ?O D4/=GJ3G/DJ?=/EBG?CCG3>A?O LB 5-(+85&#21$1QJ?L3421 4?K4?C?AGCGJ?K/C>G>/A /DGJ?=34M?4FC?O G/ VF3AG>DB GJ?

K4/K/4G>/A /DE?00CGJ3GE/AG3>A?O $"*1$?O E/0/F4=?3ACI43AF0/EBG?" I4??A E/0/F4=?3ACC?=>8I43AF0/EBG?" KF4K0?E/0/F4=?3AC

JB30>A/EBG?"L0F?E/0/F4=?3ACG/G301#E$E/=K34>C/A /DK?4E?AG3I?C/DGJ4??O>DD?4?AGJ?=/EBG?CCJ/W>AI K?4/P>O3C?3EG>X>GB# 7 >7"/A?

W3B &%".&QFM?B G?CG"I>391079"9?21223$ "O>DD?4?AG0?GG?4C=?3ACC>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?3=/AI I4/FKC

图 !U#血细胞亚群和 &;<A!$9 染色血细胞相关 <Z?的荧光强度的散点图

#3$血细胞散点图( # L$频率分布图"没有 $"*的内源性细胞#23$区别于 5+$831/ 染色的血细胞#21$ ( 21 代表位置用于量化

包含 $"*细胞的百分比( 红色表示粒细胞"绿色表示半粒细胞"紫色表示透明细胞"蓝色表示总体( #E$/ 个不同的血细胞 $"*的

百分比比较# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>91/3:"9>21227$ "不同的字母表示组间的显著差异

D.8"!U#&5FG65F54H0/5%NF012+G5G26*F.571*73-06*F03<Z?4625-01%07F.7F071.FN 54

H*0/5%NF01.7%2+*F03M.FH&;<A!$9

#3$ O/GK0/GO>CK03B>AI /DL0//O E?00C1# L$QJ?D4?VF?AEB J>CG/I43="?AO/I?A/FCD0F/4?CE?AE?/DE?00CW>GJ/FG$"*#23$>CO>CG>AIF>CJ?O

D4/=GJ3G/DJ3?=/EBG?CCG3>A?O LB 5+$831/#21$1QJ?L3421 4?K4?C?AGCGJ?K/C>G>/A /DGJ?=34M?4FC?O G/ VF3AG>DB GJ?K?4D/4=3AE?/D

E?00CGJ3GE/AG3>A?O $"*1$?O E/0/F4=?3ACI43AF0/EBG?" I4??A E/0/F4=?3ACC?=>8I43AF0/EBG?" KF4K0?E/0/F4=?3ACJB30>A/EBG?" L0F?

E/0/F4=?3ACG/G301#E$E/=K34>C/A /DK?4E?AG3I?C/DGJ4??O>DD?4?AGJ?=/EBG?CCJ/W>AI $"*# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>

91/3:"9>21227$ "O>DD?4?AG0?GG?4C=?3ACC>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?3=/AI I4/FKC
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55溶酶体含量55根据 'BC/ G43EM?4在血淋巴

细胞中的荧光强度"/ 个血淋巴细胞的溶酶体含

量明显不同"在粒细胞中含量最高"半粒细胞次

之"透明细胞含量最低#图 33$(

图 !!#血细胞亚群和 :N15AF-*%J0-染色的血细胞溶酶体的荧光强度散点图

#3$血细胞散点图( # L$频率分布图"没有溶酶体的内源性细胞#23$区别于 'BC/8G43EM?4染色的血细胞#21$ ( 21 代表位置用于

量化含有溶酶体细胞的百分比( 红色表示粒细胞"绿色表示半粒细胞"紫色表示透明细胞"蓝色表示总体( #E$/ 种不同的血细胞

溶酶体的百分比比较# 7 >7"/A?W3B &%".&QFM?B G?CG"I>91/3:"9>21227$ "不同的字母表示组间的显著差异

D.8"!!#&5FG65F54H0/5%NF012+G5G26*F.571*73-06*F03:N1515/04625-01%07F.7F071.FN 54

H*0/5%NF01.7%2+*F03M.FH6N15AF-*%J0-

#3$ O/GK0/GO>CK03B>AI /DL0//O E?00C1# L $ QJ?D4?VF?AEB J>CG/I43=" ?AO/I?A/FCD0F/4?CE?AE?/DE?00CW>GJ/FG0BC/C/=?# 23 $ >C

O>CG>AIF>CJ?O D4/=GJ3G/DJ3?=/EBG?CCG3>A?O LB 0BC/8G43EM?4#21$1QJ?L3421 4?K4?C?AGCGJ?K/C>G>/A /DGJ?=34M?4FC?O G/ VF3AG>DB GJ?

K?4D/4=3AE?/DE?00CGJ3GE/AG3>A?O 0BC/C/=?1$?O E/0/F4=?3ACI43AF0/EBG?"I4??A E/0/F4=?3ACC?=>8I43AF0/EBG?"KF4K0?E/0/F4=?3AC

JB30>A/EBG?"L0F?E/0/F4=?3ACG/G301#E$ E/=K34>C/A /DK?4E?AG3I?C/DGJ4??O>DD?4?AGJ?=/EBG?CE/AG3>A>AI 0BC/C/=?# 7 >7" /A?W3B

&%".&QFM?B G?CG"I>38103/"9?21223$ "O>DD?4?AG0?GG?4C=?3ACC>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?3=/AI I4/FKC

/5讨论

9"!#血淋巴细胞分类

已有研究表明"双壳类血淋巴细胞在适应环

境变化上起重要作用
&:'

( 众多研究涉及贝类暴

露于环境胁迫或微生物后血淋巴细胞的免疫反

应"如吞噬作用
&32'

)活性氧分子的产生
&33 631'

)溶

酶体活性等
&4/'

( 这些功能也被用以评估如注射

细菌后
&34 638'

和暴露于污染物下贝类
&37 639'

个体的

免疫系统状态( 在这些研究中"血淋巴细胞通常

被作为单一的体系研究( 然而"基于显微下的形

态差异和近年来流式细胞术的应用
&38'

"在贻贝中

已经发现血淋巴细胞存在不同的亚群
&9'

(

根据显微学翡翠贻贝的血淋巴细胞分为粒细

胞)半粒细胞)小半粒细胞和透明细胞%根据流式

细胞术分为粒细胞"半粒细胞和透明细胞( 血细

胞的分类取决于很多方面"如形状)大小)表面结

构)内部结构)功能和一定条件下生化生理的变

化
&30'

( 许多双壳类物种的血淋巴细胞已被分类"

然而"贝类血细胞亚群的分类存在争议
&3:'

( 首

先"缺乏统一的贝类血细胞分类标准"特别是血淋

巴细胞的起源)发育途径)生命周期和寿命仍是未

知的"每种类型细胞的作用尚未完全阐明
&12'

( 例

如"2>P

&13'

提出透明细胞是粒细胞的前体形式(

"GG3X>3A>等
&11'

提 出" 在 紫 贻 贝 # CF)0+-.

<*++&'5&E07%0*+0.$中"只存一种细胞类型"但是分

为两个发育阶段"符合 2>P

&13'

一种细胞模型说

法"透明细胞为细胞增殖阶段"成熟时成为粒细

胞( 然而"<?A 等
&1/'

反对这种观点"原因是在透

明细胞中发现了较多的高尔基体( 因此"2>P

&13'

的一种细胞模型可能无法反映所有双壳贝类血细

胞的分类状况(

尽管贝类血淋巴细胞分类存在争议"两种主

要类型的血淋巴细胞已确定"即胞内有大量颗粒

的粒细胞和颗粒很少或没有的透明细胞#或无颗

粒细胞$

&1"8'

( 在本研究中"翡翠贻贝的颗粒细胞

和无颗粒细胞在其他双壳类中描述过
&1"7'

"类似

的结果在美洲牡蛎 #85*..&)54* E05<070%*$

&14'

"欧

洲 平 牡 蛎 # @.)54* 4B-+0.$) 长 牡 蛎 # 8H

<0<*. $

&18 617'

) 硬 壳 蛤 # C45%47*50*

,45%47*50*$

&19'

)紫贻贝 #CF)0+-.4B-+0.$

&30'

)地中

海贻贝 # CH<*++&'5&E07%0*+0.$

&10'

) 菲律宾蛤仔

# #-B0)*'4. '(0+0''07*5-, $

&1:'

) 海 湾 扇 贝

# ?5<&'4%)47 055*B0*7.$ 和 栉 孔 扇 贝 # 8(+*,F.

;*55450$

&/2'

中发现(

经迈格吉染色后"4 个不同细胞亚群被鉴别

出来"包括 / 种粒细胞和 3 种无颗粒细胞( 染色

表明"颗粒细胞大多数是嗜酸的"而无颗粒细胞呈

现 出 嗜 碱 性" 这 种 情 况 在 砗 磲 # 150B*%7*

%5&%4*$

&/2'

和绿贻贝 #9457* '457*$

&/3'

中也被观

9:/
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察到( 然而"在其他一些双壳类"如长牡蛎
&7'

)美

洲牡蛎)紫贻贝
&9'

)地中海贻贝
&/1'

)菲律宾蛤

仔
&1:'

和浅沟蛤 # $%5&=0%-+*50* '+*7*$

&//'

的研究

中"根据染色情况"粒细胞被分成两个子类!嗜碱

性和嗜酸性粒细胞( -J?AI

&1'

认为"不成熟的粒

细胞的颗粒可能是嗜碱性的"成熟时成为嗜酸性(

在翡翠贻贝中没有发现嗜碱性粒细胞"具体原因

需要进一步研究(

在光学显微镜下"根据粒度和细胞大小"粒细

胞可进一步分为 / 个亚群"即粒细胞)半粒细胞和

小半粒细胞( 一些作者根据颗粒大小划分成两种

类型的颗粒细胞"如在海湾扇贝
&/4'

和褶纹冠蚌

#850.)*50* '+0%*)*$

&/8'

中的小粒细胞和大粒细胞(

他们认为"小颗粒和大颗粒分别代表未成熟和成

熟的粒细胞
&:'

( 在本研究中"看不到粒细胞颗粒

之间的显著差异( 我们认为颗粒的特殊性应由其

来源或功能决定"而不是由它们的大小决定
&/4'

(

无颗粒细胞 #透明细胞$不同于粒细胞"直径较

小"缺少有色颗粒"胞浆和细胞核轮廓鲜明"具有

较高的核6质比( 这些细胞易形成聚合物"由粒细

胞包围#图 1$( 粒细胞核6质比值小于无颗粒细

胞"并存在显著性差"其他贝类中也发现了类似的

结果
&/4'

( 翡翠贻贝的无颗粒细胞中细胞器的数

量很少"与蛤仔
&/7'

"犁沟壳蛤 # $H'+*7*$

&//'

和文

蛤#C1,454)50/$

&/4'

的透明细胞相似"表明该细胞

类型具有较低的消化和吞噬能力( 虽然无颗粒细

胞的具体功能还不清楚"但有报道称珍珠贝

#907%)*B* ;-%*)*$在伤口愈合时产生大量无颗粒

细胞聚集
&/9'

"这也可解释在本研究中透明细胞产

生的聚集现象(

9"$#吞噬作用

在贝类中吞噬功能通常被认为是一个最重要

的细胞介导的免疫反应( 透明细胞和粒细胞都具

有吞噬功能
&7'

( 在本研究中"粒细胞比透明细胞

展现出更大的吞噬活性( 5/A3IJB 等
&/0'

发现近

江牡蛎#8H*50*:47.0.$的粒细胞比透明细胞更具

吞噬活性( 在先前的一些双壳类研究中"粒细胞

已被证实为活性最高的吞噬细胞
&/: 641"/4'

( 细胞

化学分析表明粒细胞内的颗粒包含许多抗菌化合

物"如超氧阴离子和黑色素"以及防御性的酶"如

酚氧化酶#7"$)酸性磷酸酶和过氧化物酶"但这

些物质在透明细胞中很少( 在贝类中"细胞内酶

的活性与吞噬作用后杀死病原体的能力是相关联

的( 例如"在紫贻贝和地中海贻贝产生的超氧阴

离子和过氧化氢与吞噬作用直接关联
&4/'

"这就是

粒细胞的吞噬能力高于透明细胞的原因( 在本研

究中"翡翠贻贝的粒细胞"半粒细胞和透明细胞都

能吞噬荧光微球( 粒细胞的吞噬能力最强"第二

是半粒细胞"最低的是透明细胞"在褶纹冠蚌#8H

'+0%*)*$中也是这样的情况
&/8'

(

9"9#流式细胞术

YF?等
&44'

和 +?I34?G等
&48'

指出显微观察不

利于血淋巴细胞亚群的定量功能评估"而流式

细胞术可以快速)准确和定量分析血细胞形态

学和相关免疫功能"为研究双壳类血淋巴细胞

提供了一个工具
&47'

( 流式细胞仪在检测各种双

壳贝类血淋巴细胞免疫功能中已经成功地得到

了应用
&0"17"44'

( 本研究中最重要的发现是通过

流式细胞仪检测发现翡翠贻贝不同类型的血淋

巴细胞其免疫功能上存在差异( 先前通过流式

细胞仪分析贻贝血淋巴细胞亚群"可以分为 1

个
&49'

)/ 个
&38'

或 4 个
&40'

( 在本研究中"根据

(*-6**-标准鉴定出了 / 个较为明显的亚群

#图 8$ ( 细胞点状图表明"区域 3 为粒细胞"这

些细胞含有许多颗粒"与光显微镜下一致"为吞

噬活性最高的细胞( 1 区的代表为半粒细胞"在

这部分中没有分辨出在光镜下出现的小半粒细

胞"因为这两种类型在点状图上并没有一个明

确的划分界线( 1 区细胞群显示出次级的复杂

性"和光学显微镜下的结果一致( / 区细胞亚群

的复杂性和细胞直径均为最低值"代表该亚群

主要为无颗粒细胞#透明细胞$ ( 类似的结果在

许多种双壳类中已得到验证
&44 648'

(

在细胞的点状分布图中#图 8$"粒细胞数量

最多"其次是半粒细胞"最少的是透明细胞( 这在

其他双壳贝类中也有类似情况"如菲律宾蛤

仔
&1:'

)栉孔扇贝
&4:'

)拾贝 #8H4B-+4$

&82'

和鸟蛤

#8H<+*-%-,$

&83'

( -3@343X>00?等
&81'

也描述了在地

中海贻贝中粒细胞占细胞总数 72T以上( 在硬

蛤#CH,45%47*50*$中"粒细胞也占主导地位"约占

总数的 98T

&43'

( 流式细胞分析研究表明"长牡蛎

的血淋巴细胞中无颗粒细胞约占细胞总数的

38T( 相反"在鸡帘蛤#8(*,4+4* <*++07*$中发现

较高比例的透明细胞#9:T$

&8/'

"类似的还有绿贻

贝#72T$

&/3'

和海湾扇贝#88T$

&/4'

( 以上数据表

明"不同贝类血淋巴细胞种类的比例不同(

0:/
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9"=#血淋巴细胞免疫功能

总血球计数结果表明"翡翠贻贝的血淋巴细

胞数量不是固定的"其他双壳类也有类似的情

况
&/4'

( 一些外源性#如水温)盐度)污染物)地理

位置$和内源性因素 #如年龄)性别)动物的生育

期$可以影响贝类的血淋巴细胞总数和亚群的比

例
&/0"84 688'

( 在本研究中"翡翠贻贝来自香港的榕

树澳海域"其总血球数的变化主要归因于内源性

因素( 相比传统的血球计数板法"本研究总血球

计数由库尔特计数器评估"具有更高的精确度和

高效性(

细胞完成吞噬过程后"外源异质一般都经血

细胞内的溶酶体水解酶降解
&87'

( 作为主要的杀

菌器官"溶酶体通过水解细菌的细胞壁和胞内消

化完成杀菌过程
&3:'

( 在吞噬过程中"双壳类血淋

巴细胞中可以合成溶菌酶"然后分泌到血淋巴

中
&42'

"在软体动物的非特异性免疫防御中发挥着

重要作用
&89'

( 本研究中结果表明"溶酶体在粒细

胞中含量高于透明细胞"意味着翡翠贻贝中的粒

细胞在免疫反应中发挥重要作用( 使用相同的方

法"23G?/ 等
&/1'

在大海螂蛤 #CF* *547*50*$中得

出了相似的结论(

血淋巴细胞死亡是通过坏死或凋亡的过

程
&48'

( 采用流式细胞术检测血淋巴细胞死亡率

是一个很好的评估贝类免疫反应的方法
&0'

( 鉴

于贻贝的血淋巴细胞的性质和功能"其较低 #小

于 8T$的死亡率是比较正常的"非活性的血淋巴

细胞可以由其他血淋巴细胞回收利用"而不是累

积在血淋巴液中
&17'

( 本研究中"较低的血淋巴细

胞死亡率与美洲牡蛎
&17'

和长牡蛎
&0'

的研究结果

类似( 然而"透明细胞比粒细胞显著较高的死亡

率"表明粒细胞在免疫防御上作用更加积极(

本研究首次比较了翡翠贻贝不同血淋巴细胞

酯酶的活性( 利用流式细胞术研究各种污染下的

长牡蛎酶酯活性被广泛报道
&80'

( 酯酶是一种在

水解过程中把酯类分解成酸和醇的水解酶"可水

解胆碱酯类
&8:'

"在贻贝的免疫防御中发挥着重要

作用
&72'

( 贻贝的酶酯经常被作为神经毒化合

物
&8:'

和重金属生物标志物评估污染物的毒理效

应( 本研究结果表明"酯酶活性变化与不同类型

的血淋巴细胞有关(

软体动物通过血淋巴细胞释放活性氧分子杀

菌被认为是另一重要的体内防御机制
&73'

"包括虾

夷盘扇贝#9*)07&'4%)47 F4..&47.0.$

&71'

)欧洲大扇

贝# 94%)07 ,*/0,-.$

&7/'

)紫贻贝
&4/'

)地中海贻

贝
&32'

和美洲牡蛎
&74'

( 最重要的活性氧产物包括

超氧阴离子 #"

6

1

$)过氧化氢 #+

1

"

1

$)单态氧

#

3

"

1

$和羟基#"+$

&14'

( 然而"如果抗氧化防御的

能力低于 $"*的产生"过多的活性氧#$"*$可引

起细胞的氧化性损伤#如膜脂损伤)5%&断裂)钙

稳态的改变)酶失活和氨基酸氧化$

&78'

( 许多研究

已证实"粒细胞是海洋双壳类生产 $"*的主要血

细胞群体
&43'

( 在本研究中"粒细胞自发产生的活

性氧比透明细胞高"类似的结果在太平洋牡蛎)美

洲牡蛎
&17'

和近江牡蛎
&/0'

的研究中也曾观察到(
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