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摘 要:采用流式细胞术对柏:孔扇贝( ChlaTnys}αrreri) 1Íll细胞类群百分比的变化进行了研究，以探讨酵母聚精

和甘氨酸件对贝类免疫防御影响的规律。 体内注射醉可聚糖和1甘氨酸销后，分别于 6 h 、 12 h 、 24 h 、 48 h 、 96 h 

和 144 h 测定其l(ll细胞各类i悖的比例的变化。根据前向角散射光(FSC)和侧向角散射光( SSC)强度的不同，柯i

孔扇贝 1(1且细胞可明显地分为透明细胞、小颗粒细胞和大颗粒细胞 3 个类群。注射酵母聚精后，在 6 h 、 12 h 、 24

h 和 48 h /1才，实验组透明细胞占总 /(lÜRl胞的比例显著高于对 H引组， 1M实验组小颗粒细胞所占比例在 6 h 、 12 h 

和 24 h /1才显著低于对!!但且。注射 1，1 氨酸怦后，在 12h ，24h 和 48 h 时，实验组透明细胞所占比例显著高于对照

组，而小颗粒细胞所占比例显著低于对照组。说明酵母聚精和 H 氨酸伴对柿子L扇贝血细胞的分群有明显的影

111句，可显著剌激透明细胞的数量增多，同时颗粒细胞数量减少。
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Abstract: Haemocyte subpopulation percentage vm创盯ne

C叮ytωometη ， and the aim is to delelmine the role of zymosan and glycine-Zn in the immune response of molluscs , 

After injeetion of zymosan and glycine-Zn , the subpopulation percentages variety of the haemocytes were assayed al 

6 h , 12 h , 24 h , 48 h , 96 h and 144 h , Three haemocyte groups , hyalinocyle , small granulocyte and large 

granulocyte , were found in lhe haemolymph of ChlamysβLrreri by lhe analysis method of lwo parameter plOlS( FSC , 

Forward ScaLler and SSC , Side Scaller) , AfLer injection with zymosan , the hyalinocyte percentage in haemocytes of 

experimenlal groups were significantly higher than lhal or conlrol groups at 6 h , 12 h , 24 h and 48 h , Bul lhe small 

granulocyte percentage were significanlly lower lhan lhat of control al 6 h , 12 h and 24 h , After injeetion with 

glycine-Zn , lhe hyalinoc:yle percenlage in haemocytes was signiri c:anlly higher lhan lhal 0 1' control groups al 12 h , 24 
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h and 48 h. However , small granulocyte percentage was significantly lower than that of conLrol g:roups at 12 h , 24 h 

and 48 h. These results indicaLed LhaL zymosan and glycine-Zn had great effects on haemocyte subpopulation 

percentages variety of Chlamys farreri , and they could cause the increase of hyalinocyte and decrease of 

granulocyte. 

Key words: flow cytometly; zymosan; glycine-Zn; Chlamys farreri; haemocyte 

酵母聚糖作为免疫激活剂常用于免疫学研究['J 。微量元素氨基酸萤合物是近年来发展起来的一种

新型饲料添加剂，它是微量元素和氨基酸形成一类具有独特环状结构的整合物，是一种类似于动物体内

吸收形式和生物功能的微量元素补充剂[2J 。有关贝类 I也细胞特别是双壳贝类血细胞的分类虽然进行了

大量的研究，但由于分类标准不一，特别是因不同种贝类的血细胞在形态上存在较大的差异，贝类血细

胞的分类迄今为止仍存在较大的分歧，{旦透明细胞( hyalinocyte) 和l颗粒细胞( granulocyte)作为两种主要的

细胞类群得到一致的公认[34O 而有关柿孔扇贝血细胞的分类国内外报道很少时，本文应用流式细胞

术对柿孔扇贝 ( Cl山mys farreri )血细胞进行了分类，并研究了酵母聚糖和甘氨酸怦对其血细胞类群百分

比变化的影响，以期为贝类血细胞功能的进一步研究以及酵母聚糖和'~I 氨酸辞应用于贝类养殖业增强

其免疫能力和预防病害提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

柑孔扇贝于 2005 年 3 月 28 日购白烟台脏山同岛扇贝养殖场，壳高为 60 - 75mmo 实验所用酵母聚精

为 Sigma 公司产品，甘氨酸怦由国家海洋局海洋生物活性物质重点实验室提供，其它试剂均为国产分析

纯。

1. 2 方法与步骤

1. 2.1 血细胞的分群

用注射器分别从扇贝的闭壳肌血窦中取血于测试管巾，加 2% NaCl 稀释至 106 个ImL 细胞的数量

级浓度，即可上机分析，测试 10 个以上个体。

实验所用流式细胞仪为美国 BD 公司生产的 BD F ACSCalibur，应用 CellQuesL 软件进行实验数据获取

和|分析。应用 4咄88七nm 的氧离子气{体本激光器，以经 0.2盯lμi川m丑过i沽滤I店虑Et、膜过滤的双蒸水为帕喃r液，前向角散射光

(Fo 阳阳《

以及 F盹'SCι-H (:的内直方图获取数据，数据分析是在 F罔'SC 和 S臼SC 点图上圈出各细胞类群，统计各吉纠卸细If川n胞类轩群:占整

个血细胞总数的比例[臼阳5到实验所用 FSC 电压为 EOO ， SSC 电压为 315 ，每个血样收集 10000 个细胞。

1. 2.2 酵母聚糖和甘氨酸辞对血细胞类群百分比变化的影响

用元菌的 2%NaCI 分别将酵哥聚糖和Itlo氨酸伴配成 0.2%的溶液或悬浊液，按每克体重 5p.g 的齐IJm

用微量进样器从柿孔扇贝问壳肌后缘注射酵母聚糖或甘氨酸怦岩、出液，对 flfHlljj二射等茧的 2% NaCI，养

于室内水族箱巾，用小硅琛和|小球藻、混合投H畏，水沮 16 - 18 oC 。分别于注射后 6 h 、 12 h 、 24 h 、 48 h 、 96 h 

丰11144 h 各从 10 只扇贝闭壳肌的l 窦 '1二11驭 IÍlJ.于: 191IJ 试管巾，加12% NaCI 稀释至 106 个1m! 细胞的数量级浓

度，按 1.2.1 的方法七机分析。数J扣据F启i分忻方法为，在对对-照主纤细fl的一个 F、S缸C 强度 l与j拍f纠细If川n胞数的直J方b厅-罔 1::.，丁二.，用标

f尺过( Ma副r‘ke阳e创r忖示 l山u各个f卸细ITI 胞类类伞1辟佯，并并伞将此标尺复 i制lìlJ币t到各个 l陀4毛'SC 白句方方a 图 l七统计分析各兰纠卸细|付川川H川|川』胞包类 i群!阵'(:， 1占l气I整个 riIl.细细| 

j胞血总却数{比例的变化[6. 7J (图 1 )。

2 结果

2.IÚf1JIHJJ包的分irii

实验(( j'e;)且过流式~1II 1出仪1、l 才d~yì:川处 JII\ I' I忡11手LM~ i;ll(II.tllll出j丘行分胖， llîJ 川、J rl-~~\ 千千个 ~III )J包类 1t'(:所



例逐渐1+高，在 24 h 和 148 h I I-J 比例又逐渐下降，但古IIM~~ ，古j于1、JWWI.， JLtE 6 h 、 12 h 平1124 h 极目一片 lcz川」

对J!(\组，在 96 h 平l川 44 h H才，虽然实验在l 也高于对J!在细，但差异不显著;实验生u小!颗粒~I1I JJ包 rL， I([L细胞总数

比例在所有'11，J Iì，j~主都低于对!但II ，J 问段的对 w\m小颗粒~IIIJJ也比例，在 6 h 、 12 h 丰"24 h ，逐渐降低义升 1F声向F白自J句J , 

{刊11.11郁|书l 』显#豆- ;1尹苟ß吕~:1低民 1于工 1必对对、才才J门J!归~~!仔凹f到组Il ， 门伞.t拍1: 12 h 11;叫、;J 十极皮 !ωI~川以ιd且ιlLι-二一苦{低民 r二 X元刘、'J门J!归H坦凹主组红组11.二:l， 布在: 48 h 、 96 h 丰和和l川1 144 h r门时|叫才 , iι1丘-4i 纠然L 山 {低民 1于工 义、J J!(gll ，{口

Jf:: 'JT年不 !Ia者;大颗粒~III胞比如;'J 1'[ 6 h 不n 48 h 恨恨者低于对 mgll ，在 24 h M~:低于川 mgn ，而: 12 h 低 f;<'J

J!但1 1.，在 96 h 平11 144 h i\;:j 于叫 J!(HI I.， 11I)三片郁不 ~[I~.~: 1) 

11'氨酸w对 r(njlUJJ包类m:((分比变化i'I甘影fI[ta

iì: 川川妇[1\主'f'( J口，在各个不 IlîJ 11.]" l'r,j f)!:!íJr测定的山川 lilL~1 1I JJ也二个\1V. {il (1甘比例变化见忐 2. ~i'i ~~在|川，

在 6 h 、 12 h 、 24 h 和 48 h II ，J ，;萃 IU] ~III 胞， Ii 总 (1甘 lilL~1I 1胞比例 lti圣 ì~Jr JI. ,\':j 1巳协， )j".{111 ，:'，~r !íJr ;<，J，讪 1.]" r"j ~立的对

!!(gll边 IUHIII胞的比例，门.11: 12 h 、 24 h 和 48 h 川、J , ~'~.Ïí: J::: 片， 1(11 扩1: 6 h 、 96 h 丰11 144 h II ，j 实!)~~~川和川、] !!(gl I.J二

15 在

『占~Î 比例'实验结果以血细胞的 F罔SC 和 S臼SC 双参数J点且

图(仰Dot P凹10创1)丰和和I口l 等高线图 (Cωon川lou盯l

(图 2 、， 3引) 0 结果发现其血细胞由三个类群 R，、鸟和

民组成。类群 R1 的 FSC 和 SSC 值者rl最小，细胞最

小，颗粒也最少，为透明细胞，类群 R，则主III 胞最大，

颗粒也最多，为大颗粒细胞，类群 Ro 则处于他们两

群之间，为小颗粒细胞。

透明细胞 (R ， )、小颗粒细胞(I也)和 l大颗粒细胞

(R3 )三个类群占血细胞总数的百分比分别为 :49.97

:t 9.23 ， 40.07 土 6.10 和1O .02 :t 3.69 ，透明细胞数量

最多，所占比例几乎达到整个血细胞总数的-半，而

大颗粒细胞所占比例最少。

酵母聚糖对血细胞类群百分比变化的

影响

注射酵母聚糖后，在各个不同时间段所 ìYlú定的

扇贝 lÚL细胞三个类群的比例变化见表 l 。结果表明，注射醉月-聚精后，在 6 h 和 12 h 时，透明细胞比

民13 柏孔!拉贝 J[ll. ~1 1I1J包 FSC 和 1 SSC 以参数等内线|￥l

Fig.3 The (:olllollr plol of FSC & SSC 011 haemocyl阳
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异不显著;小颗粒细胞占总的血细胞比例在 6 h 、 12 h ,24 h 、 48 h 和 96 h 时都低于对照组，其中在 12 h 、 24

h 和 48 h 时-差异显著，且在 12 h R才差异极显著:大颗粒细胞占血细胞总数比例在 6h 、 12 h 、 96 h 和 144 h 

时高于对照组，但差异并不显著，在 24 h 和 48 h 时'1~于对照组，并在 48 h 时极显著低于对照组。

表 1 注射酵母聚糖后柿孔扇贝血细胞中各类细胞比例的变化

Tab. 1 PopuJation percentages of haemocytes from C. f {JJTeri after injection of zymωan % 

|叫 lìiJ( h) 分主H 透明细胞 小颗粒细胞 大颗粒细胞

对!!fUIl 48.62 0: 7.58 39.81 0: 7.77 11.62 0: 2.94 

6 实验到l 60.08 0: 8.76 32.71 0: 7.80 7.26 0: 2.94 

l' < 0.01 <0.05 <0.01 

对 HEHli 46.86 0: 5.78 43.04 0: 6.20 10.14 0: 3.26 

12 当~!J位11 64 . 90 0: 1 1 .67 26.67 0: 9.40 8.46 0: 3.53 

P <0.01 < 0.01 >0.05 

对H~，组 50 ∞0: 11 .42 40 .49 0: 16.67 9.55 0: 2.61 

24 实验组 61.97 0: 11.74 31 ∞0: 10.20 7.07 0: 2.86 

P <0.01 <0.05 <0.05 

X>j )!(HIl 49.52 士 9.96 39.03 0: 8.8 11 .50 土 2.75

48 ~~jJ金m 55.94 0: 11 . 12 35 . 99 0: 10. 50 8.12 0: 2.01 

P < 0.05 > 0.05 < 0.01 

>:;J )!fHll 51.60 0: 9.26 39.69 0: 8 .53 8.77 0: 2.2 

96 功~!J奇主1，[ 51. 71 0: 9.07 39.37 0: 7.44 8.99 0:3 .81 

P > 0.05 > 0.05 > 0.05 

对)!但l:l 51. 43 0: 11.97 39.48 0: 9.83 9.21 0: 2.5 

144 实验主Ll 51.66 0: 16.02 37 . 34 0: 11 .73 11.10 0: 5.67 

P > 0.05 > 0.05 >0.05 

以 l' 数11[[均为平均11'[ 0:标刊i 差， 11 = 10 

表 2 注射甘氨酸铸后中节孔扇贝血细胞中各类细胞比例的变化

Tab.2 PopuJation percentages of haemocyte from C. f {JJTeri after injection of Gly-Zn % 

II.jfìlJ( h) 分纠 l 透1m日11.的 小颗粒到IlJJ包 大!颐和细胞

对 )!n~ll 48.62 0: 7.58 39.81 土 7.77 11.62 0: 2.94 

6 实验组 50 .47 0: 9.16 36.33 0: 6.58 13.25 0: 4.12 

P > 0.05 >0.05 >0.05 

对J!H组 46.86 0: 5.78 43.04 0: 6.2 10.14 0:3 .26 

12 实验主11 52.88 0: 6.92 34.81 士 3.82 12.35 土 3.40

P <0.05 <0.01 >0.05 

到;J )!(Ufl 50 ∞土 11.42 40.49 0: 16.67 9.55 0: 2.61 

24 实验细 56.99 0: 13.84 34.59 0: 12.40 8.48 0: 3.21 

P <0.05 < 0.05 > 0.05 

对照m 49.52 士 9.96 39.03 0: 8.8 11.50 0: 2.75 

48 实4命组 57.21 0: 10.35 34.97 0: 9.60 7.84 0: 1.79 

P < 0.05 < 0.05 < 0.01 

;<;J!!f!到 l 51.60 0: 9.26 39.69 0: 8.53 8.77 0: 2.2 

96 'j~!价m 51. 41 0: 9.86 39. 38 0: 10. 31 9.28 0: 2.93 

P > 0.05 > 0.05 >0.05 

对 mHIl 51.43 0: 11.97 39 .48 0: 9.83 9.21 0: 2.5 

144 实验主Il 46.01 0: 10.93 44.60 0: 10.82 9 .49 0: 2.44 

> 0.05 >0.05 > 0.05 

以|数Í1'1 均为、I;.J句iI'l 0: f'J;11t J::'dl = 10 
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3 讨论

流式细胞仪在细胞分类及其功能的研究仁是一种快速而准确的工具，它不但计数量大，使统计数据

更为准确，并且可避免实验过程中人为或一些主观性因素造成的不确定性和l一些11丑象。本实验用流式

细胞仪 FSC 和 SSC 强度即依据细胞大小和颗粒度来进行柿孔扇贝血细胞的分类，得到了比较理想的结

果，血细胞非常明显的分为 3 类。这与 Pipe 等[8J通过组织化学等形态学研究将贻贝 (Mytilus edulis) 的血

细胞分成透明细胞、小颗粒细胞和大颗粒细胞 3 类的结果相一致。与 Michael 等 [9J利用流式细胞术的方

法把美洲牡!肪( Crassostrea vi耶阳α) 的血细胞分为透明细胞、中间型细胞和颗粒细胞 3 个类群;以及与

Cheng 等[ IOJ采用电镜技术将硬壳蛤 (Mercenaria mercenaria) 的血细胞分为透明细胞、成纤维细胞

( fibrocytes) 和颗粒细胞 3 类细胞的结果相似，只是命名 111各有不同。

本实验所采用的甘氨酸怦是微量元素件和氨基酸中的氨基、竣基经配位键形成的一类具有独特环

状结构的整合物，是近几年发展起来的一种新型饲料添加剂，被称为第二代微量元素添加剂，克服 f 以

往元机盐添加剂硫酸辞易变性、吸收率低以及有机盐添加剂富马酸悴易溶失、生物效价低的缺点[2J 。本

实验结果表明，甘氨酸特可明显地促进透明细胞的数量逐渐增多， 96h 后趋于正常水平。本文所采用的

酵母聚糖是从啤酒酵母(8αcchαromyces ceresiae )细胞壁中提取的问， 3-葡聚精。酵母细胞壁主要由 0-葡

萄聚糖和 0- 甘露聚糖组成，前者主要是由葡萄糖以 ß-O-( 1→3)键结合的，但也有的酵母具有 α-0-( 1• 3) 

键结合的单位。其中阳， 3 葡聚糖在免疫学中最为常用[IJ 酵母聚糖对扇贝血细胞类群百分比变化的

影响和l甘氨酸悍的作用很相似，但影响较大，透明细胞很快就上升到 60%0 有关酵母聚精il~活元脊椎

动物免疫系统的机理， Ouvic 等íllJ观察到萤虾血浆中存在酵母聚精的结合蛋白，在其血细胞膜上存在酵

母聚糖结合蛋白受体，进入肌体中的酵母聚糖与血浆中的结合蛋白结合，再与血细胞的受体结合，引发

一系列的免疫反应。酵母聚糖起调理素的作用，增强血细胞对异物的识别能力，从而提高了其吞噬能

力 íl刻，促进血细胞对真菌等较大异物的包围杀伤，引起血细胞凝结，有利于血细胞趋向和杀伤异物及对

伤口的修复[ 13J 孙虎山等研究了酵母聚精等对柿孔扇贝血淋巴中两种抗氧化酶和水解酶活力的影

响[ 14.ISJ 结果发现对扇贝免疫防御有显著的激活加强作用。 Washington 等[6J 采用流式细胞术的方法体

外实验脂多糖对蝉IJ!陆小龙虾( ProcαmhαnLS Z01UJ唔ulω)血细胞大小的影响，发现随着孵育时间的延长小

细胞越来越多，这与本实验结果一致。透明细胞和颗粒细胞是普遍存在于贝类中的两种血细胞，透明细

胞几乎不含有或含有少量颗粒;颗粒细胞的颗粒度较高，具有吞噬、产生各种酶和l抗菌物质等作用[l6]O

透明细胞和颗粒细胞之间的关系一直存在很大的分歧，前后提出两种假说。其一是， Ottaviani 等[ 17J认

为，透明细胞是颗粒细胞的前体( progranulocyte)或称未成熟的颗粒细胞，透明细胞通过颗粒化来逐渐转

化为颗粒细胞，颗粒细胞又可以通过脱颗粒转变为透明细胞， Cheng 等[ 18J 曾用电镜技术观察到在透明细

胞中存在着一些空泡，似颗粒细胞中的吞噬珞酶体;其二是， Cheng 等 r 19J 指出透明细胞和颗粒细胞可能

本身就是两种不同种类的细胞，他用密度梯度离心的方法分离出了两种细胞，并比较了这两种细胞对植

物凝集素结合特性的不同。因贝类成体的细胞很少分裂，造 IÍIL较慢，所以本实验结果支持第一种11丑悦，

颗粒细胞减少而透明细胞增多可能是部分颗粒细胞脱颗粒转化成了透明细胞的结果;但透明细胞也可

能又分为几个1世啡，有的业-群高度分化成 liIJ 栓细胞等[31而不能转化成颗粒细胞，即部分透明细胞和|颗粒

细胞也可能适用第二和1'11旦悦，有待于进一步的研究。
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文献计量指标统计 (2002 - 2004 年度)

中国科技期刊引证报告

指标 (中国科技信息所)

2∞2 年 2003 年

总被引频次 94 149 

影响因子 0 , 160 0 , 217 

即年指标 0.013 0.013 

他引总引比 0.83 0.80 

引用刊数 38 47 

扩散因子 40 .4 31. 5 

被引半衰期 3.75 4.69 

来源文献itt 80 77 

参考文献量 911 954 

平均寻|文数 11.39 12.39 

平均作者数 3.25 3.62 

地区分布数 10 12 

机构数 25 16 

)，~ <í;:论文比 0.30 0.65 

2∞4 年
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