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摘要：血细胞是机体免疫系统的核心，为了对其进行精细的类群划分和功能分析，了解动
物免疫防御的机制，实验以体质量为 17~23 g 的凡纳滨对虾为对象，分别根据显微观察的
胞内可辨颗粒结构和流式测量的细胞侧向散射特征探讨了其血淋巴的细胞类群，并进一步
探讨了在副溶血性弧菌和白斑综合征病毒两种病原感染早期，主要响应的血细胞类群及其
数量变化等特征。结果显示，两种方法都能从凡纳滨对虾血淋巴中辨识出无颗粒、小颗粒、
中颗粒以及大颗粒四种血细胞，其中无颗粒细胞占比都接近 70%，另外 3 种颗粒细胞合计
占比均为 30% 左右，但细分比例统计有差异。脂质染料 DID 显示胞内颗粒普遍被膜，中
颗粒和大颗粒细胞内的颗粒大小较均匀，提示了其内源性的形成机制；大颗粒细胞大小分
布区间最窄且充满颗粒，表明其可能处于发育终末阶段，功能与分泌相关。通过测量发现，
在两种病原感染早期，承担吞噬功能的无颗粒细胞和小颗粒细胞是主要响应类群，总体趋
势均表现为细胞计数先降后升，推测感染后大量血细胞由于被用于清除病原而导致短时间
内损失较多。副溶血性弧菌感染 24 h 后细胞总数降至低点，而白斑综合征病毒感染后的低
点出现在 36~48 h，相较略有延后并持续较长时间，可能与病毒需先入胞并进行复制等过
程有关。研究表明，甲壳动物的血细胞可以用相近的量化标准分群，它们通过不同的方式
参与病原刺激的免疫应答。
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虾类养殖是水产业的重要支柱，中国是全球

最大的对虾养殖国家，且虾类养殖面积和产量快

速上升 [1]。凡纳滨对虾  (Litopenaeus vannamei) 又
称南美白对虾，因其生长快、肉质鲜美，且广温

广盐的特性，养殖经济效益显著，与中国明对虾

(Fenneropenaeus  chinensis) 和 斑 节 对 虾  (Penaeus
monodon) 并列为世界三大养殖对虾品种 [2]。随着

对虾养殖规模的不断扩大，其病害也日趋严重，

副溶血性弧菌  (Vibrio parahaemolyticus)、鳗弧菌

(V. anguillarum) 和哈维氏弧菌 (V. harveyi) 等多种

细菌性病原以及白斑综合征病毒  (white spot syn-
drome virus, WSSV)、黄头病毒  (yellow-head virus,
YHV) 和桃拉综合征病毒  (Taura  syndrome  virus,
TSV) 等各种病毒性病原导致病害频发，制约了对

虾养殖业的快速发展[3-4]。水产动物的免疫机制以

及病害检控技术等理论和应用研究显得尤为重要。
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虾、蟹等甲壳动物不具备完善的获得性免疫能力，

但依然能够抵抗很多病原的感染，表明其自身的

先天免疫系统也具备十分强大的防御能力。血细

胞是机体免疫功能的核心承担者，其种类和数量

等特征及变化可以直接反映机体的健康状况。晋

伟等 [5] 提出有必要将新的技术和方法引入水生动

物血液分析等领域，以提升目前监测能力和水平，

因此建立一种基于定量测量的“验血”方法将有助

于完善甲壳动物健康监测体系，把监测时间点提

前，满足防重于治的要求，也可进一步服务于免

疫学研究。

流式测量是常用的血细胞量化分析策略，针

对甲壳动物已经有多种流式分析方法的报道，大

部分可以将血细胞分为 2~3 个类群[6-9]，胡锦丽等[10]

利用新型图像流式细胞仪将中华绒螯蟹 (Eriocheir
sinensis) 血细胞清晰地分为 4 类。准确区分血细

胞的精细类群是系统分析其功能和检测健康状况

的前提。本研究以凡纳滨对虾为对象，针对虾类

开展血细胞定量测量的分类分析研究，并探讨常

见病原感染后血细胞类群与数量的变化，以了解

各类细胞在应对病原感染过程中的作用。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料、试剂与仪器
 

　　实验动物　　凡纳滨对虾体长 13~15 cm，体

质量 17~23 g，由天津市水产研究所提供，置于实

验室循环养殖系统暂养 4 d，水温 (25±1) °C，盐

度 1~2，每天投喂 2 次。 

　　实验试剂　　抗凝剂 (柠檬酸钠 27 mmol/L、
氯化钠 336 mmol/L、葡萄糖 115 mmol/L、乙二胺

四乙酸二钠 9 mmol/L，pH=7.4)，4% 多聚甲醛固

定液购自生工生物工程 (上海) 股份有限公司；脂

质染料 DID 购自英潍捷基 (上海) 贸易有限公司，

其他试剂均为国产分析纯级。 

　　实验仪器　　Leica DM 5 000 型荧光显微镜，

Merck Millipore FlowSight 型图像流式细胞仪等。 

1.2    实验方法
 

　　血细胞样品制备　　用无菌吸水纸擦拭采血

部位的残留水分，用一次性 1 mL 无菌注射器吸

取 500 μL 预冷的抗凝剂，从凡纳滨对虾的附肢基

部抽取等体积血淋巴，迅速转移到预冷的 1.5 mL
离心管中后颠倒混匀。4 °C、500×g 离心 10 min，

弃上清液。用 4% 多聚甲醛重悬细胞，冰浴固定

10 min 后用预冷的 PBS 缓冲液洗去固定液并重悬

细胞，用 Hausser 亮线计数板测定其血细胞密度。

亲脂性荧光染料 DID 的染色按试剂盒手册流程操作。 

　　血细胞的显微观察和图像流式细胞术测量

　　随机取 10 尾凡纳滨对虾，将按前述方法制备

的血细胞悬液经 70 μm 细胞筛过滤后，分别进行

显微观察和图像流式细胞术测量分析。显微观察

依据明场和荧光视场中细胞内可分辨颗粒结构的

大小、数量等特征进行类群区分；流式方法针对

每个样品，采集 30 000 个样点的明场 (BF) 通道和

侧向散射 (SSC) 通道的数据以及图像，经 IDEAS
Application 软件处理和分析后，分别以侧向散射

强度 (intensity) 和侧向散射面积 (area) 为横、纵坐

标做散点图，依据图中单细胞样点的分布和形成

的聚集类群划分细胞种类，并与显微镜观察结果

对比。 

　　病原刺激对血细胞影响的分析　　从实验

室循环水养殖系统中取体表无伤、附肢完整、活

力正常的凡纳滨对虾进行注射感染实验。分别设

置每个采样时间点 3 组各 10 尾的平行实验组以及

对照组。感染所用的病毒病原为 WSSV (本实验室

保存)，细菌病原为副溶血性弧菌 (天津市水产研

究所馈赠)。病毒和细菌感染实验组每尾对虾分别

注射 10 μL 的 WSSV 或副溶血性弧菌悬液，感染

量参考 10 d 的半致死剂量。各对照组每尾虾则分

别注射等体积的用于悬浮病毒的 TN 缓冲液

(Tris/HCl  50  mmol/L， NaCl  10  mmol/L， pH=7.4)
或悬浮细菌的 PBS 缓冲液 (氯化钠 137 mmol/L、
氯化钾 2.6 mmol/L、磷酸二氢钾 1.5 mmol/L、磷

酸氢二钠 8 mmol/L，pH=7.4)。按“血细胞样品制

备”中的方法采集注射病原后 6、12、24、36、48、
60 和 72 h 各组及对照的血细胞样本，进行显微观

察和流式测量，并分析病原感染对血细胞的影响。 

2    结果
 

2.1    显微观察和流式测量的血细胞分类结果

显微观察依据胞内可辨识颗粒结构的大小、

数量及分布等特征对血细胞类型进行区分，流式

测量则参考侧向散射特征的差异划分类群。两种

方法都可将凡纳滨对虾血细胞分为无颗粒细胞、

小颗粒细胞、中颗粒细胞和大颗粒细胞，在本研

究中依次以 R1~R4 标识。显微观察的辨识参考了
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明场和暗场 (荧光视场) 显示的颗粒特征，各类细

胞的主要辨识特点：大颗粒细胞内部一般都充满

大小相近的大型球状的高折光性颗粒结构，颗粒

直径普遍可达 1 μm 左右，通过脂质染料的荧光图

像可见颗粒具有清晰的被膜，表明颗粒系胞内的

大型囊泡状结构  (图版)；由于大量颗粒的遮挡，

明场观察难以看到细胞核；另外，实验中也观察

到虽然大颗粒细胞的体积普遍较大，但也有一些

体积较小的细胞，内部同样充满直径约 1 μm 的大

型颗粒，根据辨识特征也将其划入大颗粒细胞，

该类型细胞比例很低。中颗粒细胞内同样具有体

积彼此接近的球形颗粒，折光性略低于前者，通

过脂质染料增强显示，能分辨出与明场图像对应

的近球形膜结构，其大小约为前述类群胞内大型

颗粒的 2/3 (图版)；此外，由于颗粒遮挡，该类细

胞的核通常也不能完整显示。与前两类细胞的胞

质颗粒大小较均匀的特征相比，小颗粒细胞内的

颗粒则具有碎且不匀的特点，即内部颗粒大小不

一，细碎结构占比较大，而且颗粒总体数量不多，

细胞核通常可见。无颗粒细胞主要特征是核质比

很大，胞质少且几乎不含有明显可辨的颗粒，虽

然明场观察到一些细胞内仍可见少量不规则凹凸

结构，但基本不具有清晰完整的颗粒形态。

与显微观察不同，流式细胞仪通过定量测量

侧向散射强度和面积等参数，并依据这些特征的

差异来划分细胞类群，因此其反映的是各个细胞

中所有颗粒结构的在复杂程度和总量分布方面的

总体差异。图 1 显示细胞样点在散点图中可聚集

成 4 个类群，边界清晰。R1 类群属于无颗粒细胞，

其样点分布于散点图底部，表明胞内缺乏复杂的

BF DAPI DID Merge

R1

R2

R3

R4

5 μm 1 5 μm 2 5 μm 3 5 μm 4

5 μm 5 5 μm 6 5 μm 7 5 μm 8

5 μm 9 5 μm 10 11 12

1413 15 16

5 μm 5 μm

5 μm 5 μm 5 μm 5 μm 
图版    凡纳滨对虾血细胞的显微观察分类 (1 000×)

R1.无颗粒细胞；R2.小颗粒细胞；R3.中颗粒细胞；R4.大颗粒细胞；BF.明场通道图像；DAPI. DAPI 染料通道图像；DID. DID 染料通道图

像；Merge.拟合图像，下同

Plate    Classicfication of L. vannamei hemocytes by micro-observation (1 000×)
R1.  non-granular  hemocyte;  R2.  small-granular  hemocyte;  R3.  intermediate-granular  hemocyte;  R4.  large-granular  hemocyte;  BF.  image  from  bright
field channel; DAPI. image from DAPI channel; DID. image from DID channel; Merge. merged image, the same below
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颗粒，而且折光物质总体含量非常低，同步采集

的图像也显示胞内没有折光信号。R2 类群是小颗

粒细胞，样点分布在左侧，说明其中含有一定的

折光物质，但结构不太复杂，图像通道显示有较

弱的侧散信号。位于散点图右下角的 R3 类群归属

中颗粒细胞，其分布区间提示胞内具结构较复杂

的折光物质，但总量并不多，图像呈现出清晰的

侧向散射信号也佐证了胞内具有明显的颗粒结构。

R4 类群集中在散点图右上角，显示该类群细胞内

含有大量复杂的颗粒结构，属于大颗粒细胞，同

步细胞侧散图像呈现最显著的信号，且信号在胞

内分布面积最大，明场通道的高反差图像也提示

了其颗粒的总体特征。从无颗粒细胞和各种含有

颗粒细胞的合计占比来看，两种方法的结果较接

近，即无颗粒细胞比例都在 70% 左右。但颗粒细

胞的细分类别比例有差异。

进一步测量了经流式区分的 4 群细胞的大小，

从 R1 到 R4 类群，血细胞大小的分布区间和均值

都逐渐右移，R4 类群细胞最大，但分布范围最小

(图 2)。表 1 对不同方法区分血淋巴细胞的类型和

比例进行了对比。 

2.2    注射感染后血细胞浓度变化结果

凡纳滨对虾注射感染副溶血性弧菌后 72 h 内

血细胞浓度波动范围较大，感染后 24 h，血淋巴

细胞总量降至低点，随后缓慢回升至略高于对照

组，在此期间，各类血细胞中波动最大的是 R1
和 R2 类群，无颗粒细胞在注射病原后 24 h 降至

最低，相比对照组下降 47%，随后开始回升，并

在感染48 h 之后回升至高点。感染最初 6 h，血细

胞计数总量变化不大，但小颗粒细胞占比出现一

个陡升，接着逐步下降，至 24 h 为低点，而后再

回升至初始水平附近，总体呈现出一种快速反应

的趋势。与前两类细胞相比，颗粒含量较多、颗

粒较大的两类细胞在数量上对感染的响应则不够

显著，感染后各个时间点波动不大 (图 3)。
对比弧菌感染，注射病毒感染后血细胞计数

的下降时程略有延后，在 36~48 h 呈现低值，随

后回升。WSSV 感染后血细胞总量变化结果显示，

在注射病毒后 2 天之内呈现显著下降的趋势，随

后又快速回升。分别从各类细胞计数变化来看，

R1 和 R2 类群细胞变化最为显著，总体趋势也较

接近，都呈现先略升高，再下降，后期持续回升

的模式。其中 R1 波动最大，在感染后 36~48 h 下

降近 80%，由于该类群占比最大，所以直接导致

血细胞计数的整体降低。与此同时，R2 降幅也近

70%。R3 类群的数量在应答病毒感染过程中波动

最小。R4 类群的数量变化在 36 h 时有明显降低，

其他各时间点数量仅有小幅波动 (图 4)。 

3    讨论

血细胞遍及动物全身，是免疫系统的核心。

它们一方面通过吞噬等方式完成细胞免疫，另一

方面还可通过合成并向血淋巴中分泌各种免疫相

关酶类及杀伤因子等成分支撑甲壳动物的体液免

疫防御 [21-24]。因此深入解析血细胞的类群构成，

以及病原入侵过程中的响应机制等，有助于全面、

BF SSC
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图 1    凡纳滨对虾血细胞的图像流式分类分析

SSC. 图像流式细胞仪的侧向散射通道图像

Fig. 1    Classification of L. vannamei hemocyte by imaging flow cytometry
SSC. Image from side scatter channel of imaging flow cytometer
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系统地了解甲壳动物各类免疫细胞的功能以及整

个免疫系统的防御机制。

显微观察是简便、常用的一种细胞分类辨识

方法，通过直接观察或染色对比血细胞之间的差

异划分类别，但缺乏统一的判定依据，因此主观

性较强，4 种对虾的血细胞都可划分为三类 (表 1)，
而比例差异却非常显著，尤其在缺乏颗粒的细胞

的占比方面 [12-15]，非染色条件下对颗粒的边界和

大小的准确辨识较困难，本研究利用脂质染料增

强显示了颗粒的被膜结构，有利于了解胞内颗粒

的更多形态细节和差异。参考镜下可辨的颗粒结

构在形态和数量方面的差异，可从凡纳滨对虾血

淋巴中区分出 4 类血细胞，其中无颗粒细胞占比

最大，胞内不含有明显的颗粒结构，小颗粒细胞

的颗粒以散、碎为特征，另外两种颗粒细胞分别

含有形态较均匀的中型和大型颗粒结构。从细胞

大小分布来看，大颗粒细胞的形态最大，但体积

分布区间最小，推测一方面与其占比较低有关，

另一方面由于其内部充满颗粒结构，因此可能处

于发育的终末阶段，胞内物质大量积累，体积逐

步接近上限。陆宏达[25] 认为颗粒系由高尔基体逐

步融合形成，本研究证实这些颗粒可被脂质染料

着色，表明其普遍具有膜包裹特性。值得关注的

是，这些结构尤其是大颗粒和中颗粒细胞中的颗

表 1    甲壳动物血细胞的不同分类方法和结果

Tab. 1    Different methods and results of hemocyte classification of crustacean

物种
species

分类方法
classification

methods

不同种类细胞的比例/%
proportion of different hemocyte types

文献
references无颗粒细胞

non-granular
hemocyte

小颗粒细胞
small-granular

hemocyte

中颗粒细胞
intermediate-granular

hemocyte

大颗粒细胞
large-granular

hemocyte

墨吉对虾  
 Penaeus
merguiensis

流式测量 26.30±2.60 49.31±4.17 12.42±1.66 [11]

凡纳滨对虾  
 Litopenaeus
vannamei

流式测量 28.69±2.79 45.70±4.55 10.15±1.20

斑节对虾  
 Penaeus
monodon

流式测量 27.21±2.67 48.75±3.92 10.59±1.28

斑节对虾  
 Penaeus
monodon

显微观察 47.3 13.1 39.6 [12]

中国明对虾  
 Fenneropenaeu
s chinensis

显微观察 25.32 61.79 12.89 [13]

日本对虾  
 Penaeus
japonicus

显微观察 0.6~2.7 79.2~84.4 14.8~20.1 [14]

加州对虾  
 Penaeus
coliforniensis

显微观察 12.1±4.3 78.6±6.8 9.3±4.6 [15]

中华绒螯蟹  
 Eriocheir
sinensis

显微观察 21.11±1.61 33.54±0.98 15.31±2.01 30.05±1.11 [16]

拟穴青蟹  
 Scylla
paramamosain

显微观察 18.70±3.92 76.03±3.34 5.27±0.42 [17]

克氏原螯虾  
 Procambarus
clarkii

流式测量 26.25±5.29 51.44±7.02 11.20±1.82 [18-19]

罗氏沼虾  
 Macrobrachiu
m rosenbergii

显微观察 17.05±1.35 55.09±1.79 27.86±1.75

流式测量 13.76±1.73 58.54±1.93 23.68±2.17

中华绒螯蟹  
 Eriocheir
sinensis

显微观察 18.31±4.12 38.21±10.73 20.10±7.78 23.37±3.24 [20]

流式测量 54.33±3.38 27.63±2.10 5.43±0.35 12.51±3.38

凡纳滨对虾  
 Litopenaeus
vannamei

显微观察 69.88±4.71 9.04±5.06 11.13±7.02 9.96±1.31

流式测量 74.88±3.97 20.75±4.07 2.94±0.72 1.25±0.58
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粒都比较均匀，也提示其内源性生成机制，颗粒

中可能储存多种重要的功能分子，并通过脱颗粒

等方式将积累的物质释放到血淋巴中，从而在体

液免疫中发挥作用。Smith 等 [26] 发现颗粒中的组

分具有酚氧化酶活性。胡锦丽等[10] 证实中华绒螯

蟹的无颗粒和小颗粒细胞是主要的吞噬细胞类群，

承担细胞免疫功能，而大颗粒细胞仅具有微弱的

吞噬功能。目前大多数研究认为甲壳动物血细胞

可以辨识出 3~4 种类型，但甲壳动物种类众多，

各有特点，因此对其血细胞类群划分和比例也存

在差异，Martin 等[27] 发现卤虫只有一种圆盘状血
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图 2    凡纳滨对虾体内 4种血细胞大小分布

Fig. 2    Size distribution of 4 hemocyte populations from L. vannamei
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图 3    凡纳滨对虾感染副溶血性弧菌后不同类型

血细胞浓度的变化

不同小写字母表示各组之间的差异显著 (P<0.05)，C.对照，下同

Fig. 3    Hemocytes concentration of L. vannamei
infected by V. parahaemolyticus

Different small  letters above the columns indicate significant difference
between each groups (P < 0.05), C. control, the same below
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图 4    凡纳滨对虾感染WSSV后不同类型

血细胞浓度的变化

Fig. 4    Hemocytes concentration of L. vannamei
infected by WSSV
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细胞。Jacobsen 等[28] 认为鲎 (Tachypleus tridentatus)
含有两种血细胞，其中含有颗粒的细胞占比约 97%。

van de Braak 等[29] 通过曙红染色差异将斑节对虾血

细胞分为 5 种。另一方面，甲壳动物在不同发育

阶段及生存环境中，其血淋巴各类细胞的计数 (dif-
ferential haemocyte counts, DHC) 也存在差异[8, 27, 30]。

由于缺乏统一的标准，研究者对不同物种血细胞

类型的判别，甚至不同研究者针对同一物种的血

细胞类型判别均可能存在差异[31]。

显微观察以形态学特征的异同来区分细胞类

型的主观性较强，流式测量以单个细胞为对象，

采用精密的测量模块对细胞物理特征的参数进行

高通量分析可以获得相对客观的结果。流式细胞

术通过折光结构的总体侧向散射情况来呈现胞内

颗粒信息，与利用显微镜探查可辨颗粒结构的大

致数量与分布特征之间既有一定的相关性又有差

异。对比本研究中显微观察和流式测量结果，在

无颗粒细胞占比方面较接近，在其他各种含有颗

粒的细胞细分比例方面有所不同，流式测量的大

颗粒细胞占比较小。常规流式细胞仪的测量模块

可从甲壳动物血淋巴中区分出 2~3 种血细胞 [6-9]。

近年来，一些新型流式细胞仪改进了管路设计，

对样品的适应性更广，而且增加了测量模块，有

些还选用了独特的 785 nm 激光器分析侧向散射参

数，提升了测量精度，可以利用更多特征对细胞

进行类群区分。胡锦丽等[10] 通过 785 nm 模块测量

胞内全部折光物质侧向散射强度等特征的差异，

首先利用量化标准将中华绒螯蟹血细胞清晰分为

4 个类群，本研究进一步证实类似的测量方式也

可将凡纳滨对虾血细胞分为 4 个类群，而且类群

分布特征与中华绒螯蟹一致。由于流式散点图显

示各类群之间有清晰的界限，提示在外周血中，

细胞类群之间可能没有连续的转换关系。上述结

果表明多种甲壳动物血细胞在胞内折光物质总量

及分布特征等方面具有相似的模式，但从各类细

胞占比来看，不同物种又存在明显的差异。另一

方面，同一物种采用不同的分群参数所获得的结

果也会有明显差异，孙敬锋等[11] 通过常规流式细

胞仪测量前向散射高度 (FSC-H) 与侧向散射高度

(SSC-H) 这组与本研究不同的参数，可将凡纳滨

对虾等三种对虾的血细胞分为 3 类 (表 1)。
血细胞的流式定量分类分析可以服务于科学

研究和健康监测等多种需求。胡锦丽等[10] 利用荧

光微球模拟病原等异物，测量了中华绒螯蟹各类

血细胞的吞噬效率，也证明无颗粒和小颗粒细胞

是主要吞噬类群。周鲜娇等[31] 用副溶血性弧菌感

染凡纳滨对虾，并在更长的时间内分析血细胞计

数变化，发现在有噬菌体保护的情况下，凡纳滨

对虾血细胞计数在感染后 10 h 内也呈现先降低后

回升的趋势，但未指明单独的细胞类群如何应答。

本研究测量了不同病原感染后 72 h 内，凡纳滨对

虾各类血细胞的变化情况。从血细胞响应类群来

看，两种病原感染后各类细胞计数都有先降后升

的趋势，但无颗粒和小颗粒细胞波动最大。杨丰

等 [32] 认为感染后，大量血细胞被用于清除病原，

是短时间内损失较多的原因。从血细胞数量变化

的响应时间来看，两种病原感染早期都会引起血

细胞数量下降，但 72 h 内可逐步回升。另外，注

射病毒感染组的血细胞计数低谷较细菌组滞后约

12 h，并持续较长时间，可能与病毒需要经历入

胞、复制、释放以及宿主免疫系统响应清除等复

杂过程有关。显微观察和流式测量等细胞水平的

检测方法可以快速、直观地呈现细胞水平的免疫

应答特征，而对其中更深入的响应机制的解析，

还需要进一步挖掘与上述特征相关的基因及其表

达变化规律。

本研究探讨了一种适用于凡纳滨对虾血细胞

的高通量分类分析方法，通过测量证实病毒和细

菌两种病原感染早期，血细胞的主要响应类群以

及响应方式具有一定的相似性，提示甲壳动物血

细胞分化程度不高，可能以吞噬等较为简单的天

然免疫方式应对病原和异物的早期入侵。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Imaging flow cytometry measurement and pathogens infection analysis of
Litopenaeus vannamei hemocytes

LI Rong 1,     REN Xingchao 1,     ZHANG Ning 1,     WANG Yuan 1,     LIU Yichen 1,    
ZHANG Yichen 1*,     GENG Xuyun 2,     SUN Jinsheng 1*

(1. Tianjin Key Laboratory of Animal and Plant Resistance, College of Life Science,
Tianjin Normal University, Tianjin    300387, China;

2. Tianjin Fisheries Research Institute, Tianjin    300221, China)

Abstract: Blood cells play an important role in animal immune system. Accurate classification and functional ana-
lysis will facilitate the understanding of immune response mechanism. In this research, hemocyte populations from
Litopenaeus vannamei of 17-23 g in weight were identified through micro-observation and flow cytometry, which
referred  to  distinguishable  intracellular  partical  structures  and  measurable  side  scattering  characteristics  of  cells
separately.  Further  analyses  of  verifying  the  response  hemocyte  groups  and  their  quantitative  changes  in  early
stage of bacteria or virus infection were also carried out. Four hemocyte populations of non-granular, small-granu-
lar, intermediate-granular  and  large-granular  hemocyte  could  be  identified  by  micro-observation  and  flow  cyto-
metry,  accounting  for  (69.88%±4.71%)/(74.88%±3.97%),  (9.04%±5.06%)/(20.75%±4.07%),  (11.13%±7.02%)/
(2.94%±0.72%)  and  (9.96%±1.31%)/(1.25%±0.58%)  of  the  total  hemocytes  respectively.  In  both  methods,  non-
granular hemocyte accounted for about 70%, but proportions of other 3 granular hemocytes were different depend-
ing on the method. Lipophilic tracer DID staining showed intracellular granules were covered by lipid membrane.
Size similarity of granules in both intermediate-granular hemocyte and large-granular hemocyte inferred an endo-
genous mechanism, supporting granules were derived from golgi  apparatus.  The size distribution range of large-
granule  hemocytes  was  narrower  and their  cytoplasm was  full  of  granules,  indicating  they might  be  at  a  mature
stage. Further results from low intensity challenging of bacterial or virus pathogens showed that in the early time
of Vibrio parahaemolyticus or WSSV infection, total cell counting reflected a similar trend of “down and up”;
non-granular  and  small-granular  hemocytes,  the  two  major  phagocytic  populations,  were  main  response
groups. The low point of cell counting in V. parahaemolyticus infection experiment was observed at 24 h; but for
WSSV  infection,  low  counting  period  was  between  36  and  48  h,  which  should  be  related  to  the  longer  time
required by virus for entering cell and replicating. These support that a large number of hemocyte could be lost in a
short period of time after infection. On the other hand, full  of granules and showing little count fluctuation after
infection, both intermediate-granular hemocyte and large-granular hemocyte might participate in immune defense
through secreting  bioactive  molecular  other  than  phagocytosis.  Above  results  indicated  that  hemocytes  popula-
tions from different crustacean species can be distinguished with similar quantitative criteria and they respond to
pathogen invasion in different ways after infection.

Key words: Litopenaeus vannamei; hemocyte; imaging flow cytometry; Vibrio parahaemolyticus; WSSV; infection
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