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贝类细胞和体液的防御机制研究进展
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在 自然条件下
,

贝类和其他水生养殖动物一样
,

在其生活的环境中存在大量的不同种类的病原生物
。

但

在一般情况下
,

并不是所有的这些病原生物都感染贝类并造成危害
,

这主要是因为贝类具有一套比较完善的

防御系统
,

能够抵御外来病原生物的侵扰
,

使其免受感染
。

不过
,

对于贝类的免疫学研究
,

相对于鱼类免疫学

的基础研究和应用研究而言
,

还处于初级阶段
,

特别在我 国
,

迄今尚未开展起来
。

近年来
,

病害对贝类养殖业

造成的危害逐年加剧
,

大多数贝病一直缺乏理想的防治办法〔谢玉坎 1卯5〕; 而免疫学防治技术在鱼病学研究

中呈现 日趋广泛的应用前景仁杨先乐等 1卯5 」
。

在国外
,

对贝类特别是重要经济贝类的防御机制研究越来越

关注
,

相继做了大量工作
,

为今后深一步的研究提供了许多文献
。

贝类的细胞防御机制

贝类细胞免疫的细胞类型

在贝类中
,

参与细胞免疫的细胞为血细胞
,

它是贝类体内抵御外来病原生物侵袭的主要
“
屏障

” 。

近年来
,

虽然对贝类特别是双壳类血细胞的形态和功能等已进行 了大量的研究
,

但由于分类标准不一
,

特别是因为不

同种贝类的血细胞在形态上存在较大的差异
,

对贝类血细胞的分类迄今仍存在较大的分歧
。

C he 优ry 〔197 1」

曾将双壳类软体动物的血细胞分为红细胞
、

普通白细胞
、

透明白细胞
、

成白细胞
、

嗜酸性粒细胞
、

嗜碱性粒细

胞
、

嗜中性粒细胞和褐色细胞共八大类
,

其中
,

红细胞仅大量存在于蛇属的血液中
,

而其他双壳类软体动物中

则很少见到
。

后来
,

Che ng 仁19 81 」将血细胞的分类方法简化
,

根据血细胞细胞器的性质
、

细胞核的形态及其染

色亲和性
,

以及血细胞的发生等将血细胞分为二大类
:

(1 )非颗粒细胞
,

又称透明细胞
:

其细胞质染色很淡
,

极

少或完全没有细胞器 ; (2) 颗粒细胞
:

其细胞质中含有数量不等的染色颗粒
。

后者又因细胞内颗粒染色性质不

同分为嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞两种
。

然而
,

由于在颗粒细胞和非颗粒细胞之间还存在许多
“

中间类型
”
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的细胞亚群
,

特别是以这种分类方法得出的同种类型的细胞在免疫功能上却存在很大的差异
,

因此这种单纯

依据形态学的分类方法
“
并不令人满意

” 。

但由于形态学的分类方法比较简单实用
,

并且其他的分类方法也同

样存在这样或那样的缺陷
,

鉴此
,

它依然是 目前贝类血细胞研究中最常用的分类方法
。

近年来
,

由于不同研究

目的的需要
,

许多新的技术方法已陆续应用到贝类血细胞的分类研究上
,

如外源凝集素标记法【巧详 l‘从〕」
、

单

克隆抗体技术仁M创, an 等 199 1
,

N De l等 1卯4〕
、

免疫探针技术【H 。 , 10 等 1卯5〕等
。

其 中
,

单克隆抗体技术是以

免疫反应中特异性的免疫功能为依据
,

反映了血细胞膜上抗原决定部位的组成
,

从而使血细胞分类能与其免

疫功能联系在一起 ;免疫探针技术能准确地确定血细胞的血像
,

而血细胞的血像又能综合地反映血细胞 自身

的生理状态
、

血细胞所处的环境状态
,

以及血细胞对病原敏感性的差异
,

是一种比较准确
、

客观的血细胞分类

手段
。

2 炎症和伤口修复

贝类的炎症发生包括其机体的细胞和体液因素
,

通常是一种机体的 自我保护性反应
。

它一般是由单纯的

组织损伤或因之而引起的物理
、

化学或生物因子侵扰开始
,

继而产生三种可能结果
:

(l) 组织坏死 ; (2 )机体将

人侵微生物隔离 ; (3 )伤 口修复 [凡n g 198 8〕
。

贝类的炎症反应与脊椎动物的炎症反应基本相似
,

不过
,

由于贝

类为开放型的循环系统
,

使两者在细节上又存在较大的差异
。

在一般情况下
,

贝类从炎症开始到伤 口修复主

要经历几个过程
:

(l) 大量的血细胞渗人受伤组织 ; (2) 受伤约 44 小时后
,

血细胞聚集形成血栓 ; (3) 病灶从 内

向外由变长的血细胞替代受伤组织 ; (4 )成纤维细胞使胶原蛋白沉着 ; (5)巨噬性颗粒细胞清除坏死组织碎屑 ;

(6 )正常组织结构重建〔s邵kS 等 1988」
。

由此可见
,

在贝类的炎症反应和伤 口修复过程中
,

血细胞起着十分重

要的作用
。

3 血细胞聚集

血细胞聚集是贝类血液学研究中一种常见的现象
,

也是贝类防御反应中的一个重要过程
。

在贝类软组织

受伤后
,

血细胞很快聚集在一起形成血栓
。

B an g [ 1% 1」描述了心 内注射组织提取物后外周动脉血栓形成的过

程
,

该血栓在形成 2 小时后 自动溶解 ; 给贻 贝接种鸟红细胞后形成的血栓则至少可 以 持续 22 天 「凡ng 等

l卯4〕
,

该血栓包括三种细胞
:
吞噬或未吞噬鸟红 细胞的血细胞

、

成纤维细胞状细胞和淋 巴细胞状细胞〔民咫

198 8 ]
。

血细胞聚集的形成因素目前还不清楚
。

从形态看
,

血细胞首先通过线状伪足连在一起
,

之后伪足变短变

粗将细胞拉拢而形成血细胞聚集
。

不过
,

在血栓形成过程中可能同时牵涉到物理因素和化学因素的共同作用

仁Fen
g 198 8〕

。

由于血细胞聚集在贝类伤 口修复过程中起着重要作用
,

对这一重要现象还有待进一步的研究
。

4 吞噬作用

从原生动物到后生动物吞噬作用普遍存在
。

低等的单细胞动物通过吞噬作用摄取食物 ; 在较高等的动物

中
,

吞噬作用则是控制和清除外来物质侵扰的一种重要手段
。

贝类的吞噬作用包括五个基本过程
:

外来物质

的识别
、

粘附
、

摄入
、

降解
、

破坏
、

清除
。

外来物质的识别和粘附很可能是由该物质的表面性质和血细胞上的受

体共同决定
,

而摄人物质在细胞内的降解破坏程度则由溶酶体酶对该物质的敏感程度来决定[凡n g 198 8〕
。

吞噬作用是贝类的一种主要防御方式
,

也是通过血细胞和一些体液因子共同完成的
。

实验表明
,

贝类可

以快速清除人为注人的物质
,

甚至可 以细胞内消化人为接种的处于 营养期的细菌
。

不过
,

翻即 [ 1卿」在实验
连续进行了印 天后

,

仍在实验贝类的粪便中发现了不能被消化的杆菌 Bac 如
刀砂切瀚 的抱子 ; Fe ng 「1蚁」还

发现从死亡的贻贝中分离出的一种细菌在 22
一
27 ℃时可重新感染

,

但在 9 ℃时却不能
。

由此可见
,

细菌侵人

贝类机体后能否经吞噬作用清除
,

除取决于 贝体本身的吞噬能力外
,

还与该细菌的抗消化能力和 贝类生活的

环境温度有关
。

在细菌被巨噬性血细胞吞噬后进行细胞内降解时
,

血细胞释放的溶酶体酶起着主要作用
。

在脊椎动物中
,

经适当刺激后
,

多型核白细胞
、

单核细胞和巨噬细胞可产生呼吸激增 (化spir at 卿 bu rst)
,

并
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伴随产生四种活性氧
:
过氧化物阴离子(街 )

、

过 氧化氢 (线q )
、

轻基 (
一

oH )和单线态氧 (
’

q )〔Fe ng 19 88
,

B a ch er e 等 199 5〕
。

这四种氧是微生物的潜在杀灭剂
,

能独立地或与溶酶体酶一起杀灭入侵微生物
。

N ak ar 佃m

等〔19 85 」的研究表明
,

扇则Pat
in《)P eC北n ,既 ic ns 司的血细胞经伴刀豆球蛋白(。nA )或细菌刺激后

,

也可以产生

或释放活性氧 ; D 议址如DO n l等【1 98 7」也证实用外源凝集素或酵母聚糖等刺激静水椎实螺 (你彻砚
。 。t卿尹如玩 )可

产生活性氧
。

N Oe l等【1卿 3用化学发光技术 (tec hni 甲 e of ch e m ilt肛面e狱笼仪e )对紫贻贝不同种类的血细胞的研

究还表明
,

在吞噬作用过程中
,

嗜酸性粒细胞比嗜碱性粒细胞和透明细胞产生活性氧的能力更强
。

5 血细胞增生

在贝类中
,

机体受病原生物感染后伴随产生的循环系统血细胞数量的增加称为血细胞增生
。

在贝类机体

受伤后
,

在其血细胞得不到补充之前
,

因血细胞转移到炎症区
,

先常可导致贝类循环系统血细胞的瞬时缺失
,

在组织切片中
,

可以很清楚地看到血细胞渗人病灶
,

此时循环系统的血细胞数量减少 ;但经过一段时间后
,

循

环系统的血细胞可恢复到正常水平甚至达到更高水平
。

对于这种血细胞增生的机制目前还不 了解
,

不过
,

凡n g【1筋」认为
,

对于这种明显的血细胞增生应该慎重考虑
,

因 为循环系统的血细胞数量可随心律的增加而

增加
,

而心律又受温度的影响
。

6 包囊形成

贝类机体成功地将外来物质隔离后
,

若其颗粒太大 (直径大于 10 阳 )
,

不能通过单个血细胞的吞噬作用

摄人
,

则通常在其周围包被数层成纤维细胞状细胞而形成包囊
。

根据 C址ng 等 [ 197 0 」的研究结果
,

包囊 内层

为成纤维细胞状细胞和酸性粘多糖 ; 外层为一厚层网状的纤维状物质
,

其中含有糖蛋白或粘蛋 白(或两者均

有 )以及中性粘多糖
,

同时还有血细胞渗人
。

若被包围形成包囊的是寄生虫幼虫或成虫
,

渗人其中的血细胞则

能分泌 p一 葡萄糖昔酸酶将它们降解破坏〔Fe ng 1 988 )
。

2 贝类的体液防御机制

相对于细胞免疫研究而言
,

贝类的体液免疫研究得还不够
。

不过
,

由于越来越多的研究表明体液因子在

机体防御反应中起着十分重要的作用
,

对贝类体液因子的研究也已逐渐引起了许多学者的兴趣
,

并希望能从

中寻求突破
,

为贝类的病害防治研究提供一条新的可能途径 [〔为u 198 sj
。

2
.

1 溶酶体酶

贝类的溶酶体酶主要来源于血细胞和血淋巴
。

在贝类中
,

最为常见
、

研究最多的溶酶体酶为溶菌酶
。

它

是一种碱性蛋白
,

分子量约为 巧 以x〕道尔顿
,

具有以下性质
:

(1)能溶解多种细菌并释放氨基糖 ; (2 )在低PH 值

高温时稳定
,

但在高 PH 值高温时失活
。

在溶菌力及其它一些生化特性上
,

贝类中发现的溶菌酶与鸟溶菌酶

很相似【C比ng 等 1叨4 〕
。

在贝类中除溶菌酶外
,

还发现了其他一些溶酶体酶
,

包括 p
一
葡萄糖昔酸酶

、

酸性磷酸酶
、

碱性磷酸酶
、

脂

肪酶
、

氨肤酶和淀粉酶等
,

其中淀粉酶只在血淋巴中发现
,

而其他各种溶酶体酶在血淋巴和血细胞中都有
。

瓦

【19叹)」还在牡蜘和蛤类的组织提取物中发现了一些抗菌物质
,

这些物质也能阻止细菌的生长
,

但其起源和性

质不详
。

贝类溶酶体酶的生物学作用迄今还未完全弄清楚
,

一般认为它们具有防御和消化双重作用
。

有些贝类的

溶酶体酶具有很强的抗菌作用
,

从圆镜蛤 (腼i* or 6ic咖a) 中分离出的 月一 葡萄糖普酸酶可以水解细菌细胞

壁的主要成分粘多糖
。

C he n g [ 198 3」还认为溶酶体酶可以诱导产生
,

起着与脊椎动物
“

获得性
”

体液免疫相似

的作用
。

C比ng 等【197 9」的实验表明
,

有些贝类感染细菌后
,

血清中溶酶体酶的含量能够提高
,

他们把这一现

象解释为一种抵御微生物侵袭的体液免疫机制
。

此外
,

M c He仪ry 【19 7 9」认为贝类溶酶体酶的另一重要功能为

消化作用
,

他对 30 余种双壳类溶菌酶的组织分布研究表明
,

在绝大多数情况下
,

消化腺中该酶的含量比血液
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和体液中都更高
。

2
.

2 凝集素和外源凝集素

凝集素是贝类血淋巴的常见成分
,

由于它能凝集脊椎动物血细胞和细菌
,

因而在所有各种体液因子中
,

它

一直倍受关注
。

在贝类凝集素中
,

比较常见的有血细胞凝集素和细菌凝集素
。

海洋贝类的血细胞凝集素和细

菌凝集素具有很强的生物学和生物化学相似性
:
它们均为外源凝集素样的糖蛋白

,

能特异性地结合某些糖基

决定簇的二价或多价受体 ; 它们还有一种共同的结构
,

即具有一些分子量为 20 《XX)一 21 (XX )道尔顿的相同的

亚单位
,

这些亚单位通常是通过非共价键连在一起
,

在每个亚单位上还有一个碳水化合物结合位点〔Cbu

19 88 〕
。

H耐y【197 7 ]等在多种双壳类的组织提取物和血淋巴中发现的血细胞凝集素可以凝集多种人类血细胞

和多种脊椎动物血细胞
。

不过
,

有些海洋贝类的凝集素为异源性的
,

它们除能凝集血细胞外
,

还可以凝集脊椎

动物精子和细菌等细胞
。

S haID
n
等〔19 7 2 ]认为

,

外源凝集素为一类可与表面具有糖链结构的成分起凝集反应的物质
,

在贝类血清

中及血细胞膜的外表面均曾发现有它的分布
。

每种血清外源凝集素均有明显的血清学凝集特异性
,

血细胞膜

表面的外源凝集素也能凝集某些脊椎动物的红细胞
。

凝集素和外源凝集素的确切作用 目前还不很清楚
。

不过
,

Cho 〔1 988〕对其作用提出了以下看法
:

(l) 凝集

作用可使细菌和寄生虫失去活动力甚至死亡
,

此后再通过吞噬作用和溶菌酶等使之降解
,

达到 自我保护的目

的 ; (2) 可起调理素的作用
,

将其受体与外来物质表面相似的糖基结合在一起 ; (3 )结合在血细胞上的凝集素和

外源凝集素起着细胞表面识别因子的作用
,

将具有相似糖基的外来颗粒结合在一起
。

Ol af 沈n【19 88 )甚至认为

贝类的外源凝集素与脊椎动物免疫球蛋白的早期前体有关
,

但这种看法还缺乏足够的证据
,

研究表明
,

贝类的

外源凝集素与脊椎动物的免疫球蛋白没有相同的氨基酸序列
。

2
.

3 溶血素

目前只在一些圆蛤和贻贝中发现了溶血素 [A闭a rs o n 19 81 〕
。

从圆蛤血淋巴及其贝壳溶解液中发现的溶

血素能够溶解多种脊椎动物的红细胞
,

该溶血素具有热不稳定性(在 47 ℃时 so 分钟就失活)
、

不能透析
、

不能

被红细胞吸收
,

以及其活性依赖于 O产
+

等特点
。

至于溶血素的确切作用及其溶解血细胞的机制 目前仍不清

楚
。

它们能溶解在系统发生上属于远源种类的红细胞
,

这对贝类的自身防御功能似乎没有太大实际意义
,

为

此
,

〔加u〔1988 」怀疑它可能属于贝类退化的补体系统
。

2
.

4 免疫因子的诱导

虽然贝类的溶酶体酶
、

凝集素
、

外源凝集素和溶血素等免疫因子为先天性的和非特性的 ; 虽然已有足够的

证据表明
,

可诱导的免疫反应应具备抗原特异性及记忆性等特点
,

但在贝类中
,

也有许多实验结果表明
,

它们

的那种非特异性的免疫因子也存在一定程度的可诱导性
,

主要是通过诱导增加免疫因子的数量和活性
。

Che ng 等 [ 1975
,

1盯6」用一种灭活的杆菌 肠
‘刃山 用邵担把

~ 接种贝类后
,

结果其血清和血淋 巴中脂酶的活

性增加 ;将活的细菌加人牡砺或圆蛤的养殖水体后
,

结果也显示牡蜘的血细胞和圆蛤血清中氨肤酶和溶菌酶

的水平有所提高
。

然而
,

贝类和其他无脊椎动物一样
,

它们并不能合成抗体(免疫球蛋白)
,

因此
,

C he n g【19 83〕

认为在贝类中发现的那种提高的溶酶体酶实际上为可诱导的
“

保护性的
”

体液因子
,

是贝类机体在接触细菌后
“

超级合成
”

(H刃荞r syn
此sis )并释放到血清中的结果

。

尽管如此
,

由于贝类的溶酶体酶为先天性的
,

诱导只 能

提高其合成的数量和活性
,

并不是从无到有的诱导产生
。

此外
,

Fe ng 等【1 985] 认为
,

贝类血淋巴中这种溶酶体

酶的提高除了是一种机体防御反应外
,

也可能是一种被动的病理显示
。

3 有机污染物对贝类细胞和体液的防御机制的影响

贝类抵御外来生物感染首先是靠皮肤
、

外骨骼
,

以及体表的粘液和抗菌性分泌物等 ;一旦病原生物穿越这
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一外部屏障进人机体内部
,

机体的保护则只能依靠血细胞和体液因子
。

只有这些内部的防御措施成功地发生

作用
,

机体才能免受病原生物的侵袭 ; 如果这种内部防御失败
,

其结果则是产生对机体不利的病原生物感染
。

贝类的这种内部防御机制能否正常发挥作用与很多因素有关
,

其中之一为贝类栖息水域的有机污染物
,

因为

它们直接影响贝类血细胞和体液因子的免疫活性【A川e r

姗 19 88〕
。

在贝类中
,

由于后天获得性免疫功能还未得到良好发育
,

它们对外来病原生物的防御主要是 由巨噬性血

细胞和多种非免疫球蛋白性的血清蛋白介导的非特异性免疫 [A侧允rso
n 19 88 〕

。

虽然在贝类中还没有发现象

脊椎动物那样典型的适应性免疫反应
,

但一些预先的外来物质的刺激也能一定程度地
、

至少是瞬时地改变其

血细胞的活性和体液因子的效价
。

当然
,

其中有的刺激能增加贝类的免疫活性
,

提高贝类自身的抗病能力 ;也

有的刺激会降低贝类的免疫活性
,

使之更易受病原生物感染而患病
。

苯类和酚类是贝类生活水体常见的有机污染物
,

当贝类养殖水域的酚浓度超过 1 m g / L 时
,

可造成鳃和消

化道上皮的损伤
,

使贝类易受细菌等病原生物感染【Frie : 等 197 6」;但即使酚的浓度只有 10 子官L 时
,

也发现有

血细胞自溶及吞噬作用受阻等现象
。

其中
,

不同血细胞对酚的敏感性也不同
,

颗粒细胞影响较大
,

其细胞 内颗

粒性成分明显减少
,

而透明细胞则不受影响 [Fri e s 等 19 80 〕
。

为了进一步了解有机污染物对细胞免疫和体液

因子的影响
,

A刀由rso n〔198 1〕检测了不同浓度的五氯酚(PCP)和六氯苯(H CB )对圆蛤免疫力的影响
,

结果表明
:

低浓度的 PCp (50
一 100 “留L) 或 H CB (4o 一 150 “合/ L )可使血细胞活性增加

,

细胞的吞噬能力及细胞内溶酶体酶

的浓度增加
,

不过
,

这种血细胞活性的增加和酶浓度的提高并不完全对贝体有利
,

因为在这种情况下
,

溶酶体

酶和抗菌因子的释放对贝类 自身的组织也会造成一定的损伤 ; 高浓度的 PCp (l姗
一 2 姗

产兮L) 或 H CB (1 500

一 2 《X洲升官L) 则会明显抑制贝类机体的防御功能
,

使其血淋巴清除细菌等病原生物的能力部分或完全受阻
。

4 研究前景

对各种养殖动物而言
,

免疫生物学研究的主要 目的是病害防治
。

在鱼病学研究领域
,

免疫诊断与免疫防

治技术己得到了前所未有的发展
,

被公认为是最具发展前景的研究方向之一
。

特别是近年来
,

由于免疫增强

剂的研究取得了重大进展
,

合适的免疫增强剂可大大激活鱼类的非特异性免疫功能
,

普遍提高其防病抗病能

力
。

在软体动物中
,

由于不存在免疫球蛋白
,

缺乏抗体介导的免疫反应
,

因而它不可 能象脊椎动物那样通过接

种来达到 自我保护的目的【Mi
a ll犯 等 1卯5〕

。

尽管如此
,

由于 贝类的防御系统具有非特异性免疫的性质
,

适当

的诱导可提高贝类血细胞的吞噬能力及多种免疫因子的数量和活性
,

因此
,

研究选择合适的免疫增强剂来提

高贝类机体的防御功能
,

将成为今后贝类病害及其防治研究的重要方向
。

贝类免疫生物学研究的另一重要发展方向为与遗传学结合
,

特化出防御反应效应基因
,

并通过定量遗传

学或基因转换等手段选择具免疫基因的抗病个体「B aC h。吧等 1卯5〕
。

在软体动物中
,

血像
、

血细胞的化学发光

活性
,

以及对病原的易感性等都存在重要的个体变异性
,

通过连续选择便可获得具免疫基因的抗病株「HerV io

等 1卯5〕
。

另外
,

异源免疫效应基因的研究和单克隆抗体的研究也为贝类免疫生物学研究提供了新的手段
,

使之呈现出更广泛的应用前景
。
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