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红螯螯虾血细胞分类、结构与免疫特性研究
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摘要:血细胞在甲壳动物免疫过程中起重要作用,探讨红螯螯虾(Cheraxquadricarinatus)不同类型血细胞结构

与免疫特性有助于其病害防治.应用流式细胞术(FCM),根据前向角散射光(FSC)和侧向角散射光(SSC)的强

度差异对血细胞进行分类,利用特异性荧光染料进行标记,分析血细胞总数(THC)、线粒体数量、溶酶体数量、吞
噬活力、活性氧(ROS)含量、一氧化氮(NO)含量和非特异性酯酶活力.结果显示,应用 FCM 可以区分透明细胞

(HC)、半颗粒细胞(SGC)和颗粒细胞(GC)三类血细胞,其占比分别为９．８２％、６１．１１％和２５．２４％;红螯螯虾平均

血细胞总数(THC)为(８．４３±０．８７)×１０６ 个/mL;GC含有最多数量的线粒体和溶酶体,HC中含量最少;HC、SGC
和 GC的吞噬率分别为２．５４％、１４．４５％和６．９８％,SGC吞噬活力最强,HC最弱;HC、SGC和 GC的活性氧(ROS)

含量分别为７．８０、４５．９５和１３４．６９AU,GC的 ROS含量最高,HC最低;HC、SGC和 GC的一氧化氮(NO)含量分

别为８．２０、７９．７８和３４４．３１AU,GC的 NO 含量最高,HC最低;HC、SGC和 GC的非特异性酯酶活力分别为

８６５９、１２１．８４和２３６．９１AU,GC的酯酶活力最高,HC最低.研究表明,红螯螯虾三类血细胞在形态结构、数量及

免疫特性上均存在差异,SGC的数量最多、吞噬活力最强,而 GC含有最多与能量供应、免疫防御相关的细胞器,

并拥有最强的氧化活力和酯酶活力,表明 GC和SGC是红螯螯虾免疫防御过程中发挥主要作用的血细胞类型.
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　　红螯螯虾(Cheraxquadricarinatus)又称澳洲

淡水龙虾,２０世纪９０年代引入我国试养,由于种苗

限制,优势不如凡纳滨对虾,其养殖没能得到大范围

推广.近年来,凡纳滨对虾的病害问题严重、养成率

低下,且罗非鱼价格低迷,很多养殖户希望寻求新的

替代养殖品种;另一方面,克氏原螯虾的市场需求量

越来越大,其人工养殖业发展十分迅猛,在出肉率和

经济价值等方面更具优势的红螯螯虾开始作为替代

品种之一重新回到公众视野.
虾类的免疫学研究是其病害防控技术的理论基

础.虽然已知血细胞在虾类免疫过程中发挥重要作

用,但由于技术手段的限制,虾类血细胞的功能研究

仍不够深入,针对红螯螯虾血细胞的研究更是缺乏.

虾类血细胞一般可分为透明细胞、半颗粒细胞(小颗

粒细胞)和颗粒细胞(大颗粒细胞)三类(陈孝煊等,

２００２;冼健安等,２０１２).以往借助于显微观察技

术的研究发现,颗粒细胞和半颗粒细胞是储存和释

放酚氧化酶原系统的细胞类型,各类血细胞在吞噬

活力上也存在差异(Hoseetal,１９９０;Johanssonet
al,２０００;Liangetal,２０１１).流式细胞术(FCM)
是细胞水平上进行快速定性或定量的检测技术,在
临床检测以及高等动物研究中得到广泛的应用,

FCM 的引入可为虾类血细胞结构和功能研究提供

准确、快速、便捷的检测手段,促进虾类血细胞的深

入研究(冼健安等,２０１５;２０１６;汪蕾等,２０１７).
对于红螯螯虾,目前仅见其血细胞分类和吞噬过程

的研究(陈孝煊等,２００２;段虎,２０１４),其血细胞免

疫功能方面的研究甚少.本研究应用流式细胞术

(FCM)方法分析红螯螯虾血细胞的分类、结构和免

疫功能,以期为其免疫学和病害防治提供基础数据.

１　材料和方法

１．１　实验材料

红螯螯虾购自海南省琼海市某养殖场,平均体



重(１３．９３±１．４３)g.在实验室环境条件下进行驯

养,水体pH 为 ７．９~８．０,温度(２４±２)℃,保持曝

气,并进行循环过滤.驯养１周后,选取健康无病

患、附肢完整、处于蜕皮间期的螯虾进行实验.

１．２　血细胞悬液制备

用２．５mL一次性注射器吸取６００mL预冷的

抗凝剂(葡萄糖２０．５g/L,柠檬酸钠８g/L,氯化钠

４．２g/L,pH７．５),然后从螯虾的围心腔抽取等量的

血淋巴,直 接 用 于 血 细 胞 总 数 (totalhaemocyte
count,THC)测定.测定其它指标时,加预冷的抗

凝剂调整细胞浓度约为１×１０６ 个/mL.每尾螯虾

的血淋巴作为单独样品进行测定,每个指标测定

１５尾螯虾.

１．３　流式细胞仪

所用流式细胞仪为美国BD公司的FACSCaliＧ
bur,应用CellQuest软件(BectonDickinsonImmuＧ
noＧcytometrySystems,SanJose,CA)进行实验数

据的获取和分析.激发光源为４８８nm 氩离子光,
前向角散射光(FSC)反映细胞大小,侧向角散射光

(SSC)反 映 细 胞 颗 粒 复 杂 度.用 第 一 荧 光 通 道

(FL１)获取 SYBR GreenI、MitoTrackerGreen、黄
绿色荧光微球、DCF、DAFＧFM 以及 FDA 荧光;第
二荧光通道(FL２)获取LysoTrackerRed荧光.

１．４　血细胞总数、分类及组成比例测定

１．４．１　血细胞总数　THC根据先前的实验方法进

行测定.取血细胞悬液２００μL,加入终浓度为１０×
的SYBRGreenI(Sigma,货号S９４３０),室温避光孵

育６０min,经２００目筛网过滤后上机,每个样品上

样１min,根据划定的完整细胞区域分析记录完整

细胞的个数,每个样品读取３次.根据仪器上样速

度和公式计算 THC(冼健安等,２０１５).

１．４．２　血细胞分类及组成比例　稀释血淋巴用２００
目筛网过滤后直接上机检测,每个样品的细胞获取

数为１００００个.以FSC为横坐标、SSC为纵坐标作

散点图,根据不同类型细胞在 FSC和SSC上的差

异,在FSCＧSSC散点图上设门划分各个细胞亚群,
分析各类血细胞所占的比例.

１．５　血细胞细胞器数量分析

１．５．１　线粒体数量　应用 MitoTrackerGreen(MoＧ
lecularProbes,Invitrogen,货号 M７５１４)作为线粒

体的特异性荧光探针.取血细胞悬液２００μL,加入

５０nmol/L的 MitoTrackerGreen 室 温 避 光 孵 育

３０min,用２００目筛网过滤后上机检测,每个样品的

细胞 获 取 数 为 １００００ 个.结 果 以 MitoTracker

Green荧光量(FL１)为横坐标,细胞数量为纵坐标

的单参数直方图显示,细胞的 MitoTrackerGreen
荧光量与线粒体数量成正比.

１．５．２　溶酶体数量　应用 LysoTrackerRed(MoＧ
lecularProbes,Invitrogen,货号L７５２８)作为溶酶体

的特异性荧光探针.取血细胞悬液２００μL,加入

５０nmol/L的 LysoTracker Red 室 温 避 光 孵 育

６０min,用２００目筛网过滤后上机检测,每个样品的

细胞获取数为１００００个.结果以LysoTrackerRed
荧光量(FL２)为横坐标,细胞数量为纵坐标的单参

数直方图显示,细胞的 LysoTrackerRed荧光量与

溶酶体数量成正比.

１．６　血细胞免疫活力分析

１．６．１　 吞噬活力 　 以荧光微球(Fluorospheres

carboxylateＧmodifiedmicrospheres,黄绿色荧光,
直径 １μm,MolecularProbes,Invitrogen,货 号

F８８２３)作为被吞噬物测定血细胞的吞噬活力.分

别取血细胞悬液４００μL,加入１０μL浓度为１/１０
的微球稀释液,室温避光孵育１h,用２００目筛网过

滤 后 上 机 检 测,每 个 样 品 的 细 胞 获 取 数 为

１００００个.结果以FL１荧光量为横坐标,细胞数量

为纵坐标的单参数直方图显示,以标尺划定吞噬微

球的区域,吞噬３个或以上荧光微球的血细胞定义

为吞噬阳性,计算吞噬率.

１．６．２　活性氧(ROS)含量　以 DCFHＧDA(Sigma,
货号D６８８３)作为特异性荧光探针检测活性氧(ReＧ
activeoxygenspecies,ROS)含量的变化.取血细

胞悬液２００μL,加入１０μmol/LDCFHＧDA室温避

光孵育３０min,经２００目筛网过滤后上机检测,每
个样品的细胞获取数为１００００个.结果以 DCF荧

光量(FL１)为横坐标,细胞数量为纵坐标的单参数

直方图显示,细胞的 DCF荧光量与 ROS含量成正

比.

１．６．３　一氧化氮(NO)含量　以 DAFＧFM DA(SigＧ
ma,货号D２３２１)作为特异性荧光探针检测 NO 含

量的变化.取血细胞悬液２００μL,加入１０μmol/L
的DAFＧFM DA室温避光孵育６０min,经２００目筛

网过 滤 后 上 机 检 测,每 个 样 品 的 细 胞 获 取 数 为

１００００个.结果以 DAFＧFM 荧光量(FL１)为横坐

标,细胞数量为纵坐标的单参数直方图显示,细胞的

DAFＧFM 荧光量与 NO含量成正比.

１．６．４　非特异性酯酶活力　以 FDA(Sigma,货号

F７３７８)为标记探针检测非特异性酯酶活力的变化.
取血细胞悬液２００μL,加入５μmol/LFDA室温避
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光孵育３０min,经２００目筛网过滤后上机检测,每
个样品的细胞获取数为１００００个.结果以FDA荧

光量(FL１)为横坐标,细胞数量为纵坐标的单参数

直方图显示,细胞的 FDA 荧光量与非特异酯酶活

力成正比.

１．７　统计分析

本次统计结果为１５尾虾的平均值±标准差

(Mean±SD).应用SPSS１８．０对实验数据进行单

因素方差分析统(OneＧwayANOVA)和 Tukey 多

重检验,P＜０．０５确认为差异性显著.

２　结果

２．１　血细胞总数、分类及组成比例

THC平均值为(８．４３±０．８７)×１０６ 个/mL.如

图１ 所 示,根 据 细 胞 大 小 (FSC)和 颗 粒 复 杂 度

(SSC)的差异,可将红螯螯虾血细胞分为 R１、R２和

R３共 ３ 个 细 胞 亚 群,分 别 为 透 明 细 胞 (hyaline
cells,HC)、半颗粒细胞(semigranularcells,SGC)

和颗粒细胞(granularcells,GC).各类血细胞的

FSC和SSC强度见表１.SGC和 GC显著大于 HC
(P＜０．０５),GC的颗粒复杂度显著大于SGC和 HC
(P＜０．０５).各类血细胞的占比如表２所示,HC、

SGC和 GC占比分别为(９．８２±２．５７)％、(６１１１±
４９４)％和(２５．２４±４．４８)％,三类血细胞之间存在

显著性差异(P＜０．０５).

R１:透明细胞;R２:半颗粒细胞;R３:颗粒细胞

图１　红螯螯虾血细胞FSCＧSSC散点图

R１:hyalinecells;R２:semigranularcells;R３:granularcells

Fig．１　FSCＧSSCplotforthethreehaemocyte
typesofC．quadricarinatus

表１　红螯螯虾三类血细胞的大小和颗粒复杂度

Tab．１　SizeandgranularcomplexityofthethreehaemocytetypesofC．quadricarinatus
细胞

类型

大小 (FSC强度)/AU 颗粒复杂度 (SSC强度)/AU
最小值 最大值 平均值 最小值 最大值 平均值

HC(R１) ７３．５２ １０２．２４ ８８．３９±８．６６c １４８．８４ ２１６．７６ １７８．４２±１９．３０c

SGC(R２) ２８１．８４ ３９５．８２ ３２７．７１±３３．０９a ６８２．１５ ７８６．９１ ７３１．３９±３１．９１b

GC(R３) ２０２．７１ ２７１．４６ ２４３．３６±２０．３４b ２７３７．３１ ３２６４．４８ ２９５６．５１±１５２．７３a

　　注:同列数值肩标不同小写字母表示差异性显著(P＜０．０５),n＝１５.

Note:Differentsuperscriptlowercasesinthesamecolumnindicatesignificantdifferences(P＜０．０５),n＝１５．
表２　红螯螯虾三类血细胞的比例

Tab．２　 Percentagesofthethreehaemocytetypes

ofC．quadricarinatus

细胞类型 最小值/％ 最大值/％ 平均值/％

HC(R１) ６．６１ １４．３１ ９．８２±２．５７c

SGC(R２) ５２．４９ ６８．９２ ６１．１１±４．９４a

GC(R３) １７．４６ ３１．５８ ２５．２４±４．４８b

　　注:同列数值肩标不同小写字母表示差异性显著(P＜０．０５),

n＝１５.

Note:DifferentsuperscriptlowercasesinthesamecolumnindiＧ

catesignificantdifferences(P＜０．０５),n＝１５．

２．２　血细胞细胞器数量

红螯螯虾三类血细胞的细胞器测定结果见表

３.线粒体和溶酶体的数量均在 GC 中最多,SGC
次之,HC最少;三类血细胞的线粒体和溶酶体数量

均互相存在显著性差异(P＜０．０５).GC的线粒体

数量为SGC的１．４６倍,为 HC的３．０３倍;GC的溶

酶体数量为SGC的２．７９倍,为 HC的１１．８６倍.

２．３　血细胞免疫活力

２．３．１　吞噬活力　红螯螯虾三类血细胞的吞噬活

力如表４所示.SGC的吞噬率最高,GC次之,HC
最低;三类血细胞之间的ROS含量互相存在显著性

差异(P＜０．０５).SGC的吞噬率为 GC的２．０７倍,
为 HC的５．６９倍.
表３　红螯螯虾三类血细胞的线粒体数量和溶酶体数量

Tab．３　Mitochondriamassandlysosomenumberofthethree
haemocytetypesofC．quadricarinatus

细胞类型 线粒体数量/AU 溶酶体数量/AU

HC(R１) ２６．８９±５．１１c ２８．８１±４．１３c

SGC(R２) ５５．７５±５．９０b １２２．２９±１０．３１b

GC(R３) ８１．３７±７．９６a ３４１．５５±２０．３１a

　　注:同列数值肩标不同小写字母表示差异性显著(P＜０．０５),

n＝１５.

Note:DifferentsuperscriptlowercasesinthesamecolumnindiＧ

catesignificantdifferences(P＜０．０５),n＝１５．
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２．３．２　ROS含量　红螯螯虾三类血细胞的 ROS含

量、NO含量和酯酶活力如表５所示.ROS含量在

GC中最高,SGC次之,HC最少;三类血细胞之间

的ROS含量互相存在显著性差异(P＜０．０５).GC
的ROS含量为SGC的２．９３倍,为 HC的１７．２７倍.

表４　红螯螯虾三类血细胞的吞噬活力

Tab．４　Phagocyticactivityofthethreehaemocyte
typesofC．quadricarinatus

细胞类型 最小值/％ 最大值/％ 平均值/％

HC(R１) １．３６ ３．８９ ２．５４±０．７６c

SGC(R２) １１．４２ １８．４９ １４．４５±１．９６a

GC(R３) ４．５１ ９．７４ ６．９８±１．５５b

总血细胞 １９．５ ３１．５１ ２３．９６±３．８９

　　注:同列数值肩标不同小写字母表示差异性显著(P＜０．０５),

n＝１５.

Note:DifferentsuperscriptlowercasesinthesamecolumnindiＧ

catesignificantdifferences(P＜０．０５),n＝１５．

表５　红螯螯虾三类血细胞的ROS、NO含量和酯酶活力

Tab．５　ROSproduction,NOproductionandesterase
activityinthethreehaemocytetypesofC．quadricarinatus

细胞类型 ROS含量/AU NO含量/AU 酯酶活力/AU

HC(R１) ７．８０±１．７７c ８．２０±１．５１c ８６．５９±１１．３４c

SGC(R２) ４５．９５±４．９４b ７９．７８±１０．５７b １２１．８４±１５．１５b

GC(R３) １３４．６９±１１．９９a ３４４．３１±２５．３４a ２３６．９１±３５．１８a

　　注:同列数值肩标不同小写字母表示差异性显著(P＜０．０５),

n＝１５.

Note:DifferentsuperscriptlowercasesinthesamecolumnindiＧ

catesignificantdifferences(P＜０．０５),n＝１５．

２．３．３　NO含量　红螯螯虾三类血细胞的 NO含量

如表５所示.NO 含量在 GC 中最高,SGC 次之,

HC最少;三类血细胞之间的 ROS含量互相存在显

著性差异(P＜０．０５).GC 的 NO 含量为 SGC 的

４３２倍,为 HC的４１．９９倍.

２．３．４　非特异性酯酶活力　红螯螯虾三类血细胞

的非特异性酯酶活力如表５所示.酯酶活力在 GC
中最高,SGC次之,HC最低;三类血细胞之间的酯

酶活力互相存在显著性差异(P＜０．０５).GC的酯

酶活力为SGC的１．９４倍,为 HC的２．７４倍.

３　讨论

３．１　不同虾类血细胞总数的差异比较

THC是指循环血淋巴中的血细胞密度,是衡量

虾类免疫状态的重要指标,在胁迫或病理状态下,

THC往往表现出下降的趋势.以往的研究显示,在
健康状态下,红螯螯虾、克氏原螯虾(Procambarus
clarkii)(陈孝煊等,２００２)和格鲁西东欧螯虾(AstaＧ
cusleptodactylus)(Yildiz& Benli,２００４)的 THC

分别为 １．６５×１０６ 个/mL、７．０２×１０６ 个/mL 和

(４９３３±１．８１)×１０４ 个/mL;日本沼虾(MacrobraＧ
chiumnipponense)(王国江,２００８)和罗氏沼虾(M．
rosenbergii)(冼 健 安 等,２０１６)的 THC 分 别 为

(１１３ ± ０５０)× １０６ 个/mL 和 (３６４１ ±
３．４８)×１０５ 个/mL;日本囊对虾(MarsupenaeusjaＧ
ponicus)(Jiangetal,２００４)、凡纳滨对虾(LitopeＧ
naeusvannamei)(Tseng& Chen,２００４)和斑节对

虾P．monodon)(Xianetal,２０１１)的 THC分别为

(４．９±０．４)~(５．５±０．６)×１０７ 个/mL、(１９６８±
１１５)~(２０２．０±２．５)×１０５ 个/mL 和 (１５６９±
６．２)×１０５ 个/mL.

本次测定显示,体重(１３．９３±１．４３)g的红螯螯

虾平均 THC水平为(８．４３±０．８７)×１０６ 个/mL,与
之前 的 研 究 结 果 接 近 (陈 孝 煊 等,２００２;段 虎,

２０１４).比较各种虾类的 THC可以发现,淡水螯虾

和沼虾的 THC数量级在１０５~１０６ 个/mL;而海水

虾类的 THC数量级为１０７ 个/mL,高于淡水种类.
除了病理、环境和物种差异等因素会影响虾类的

THC外,虾龄可能也是影响 THC 的重要因素之

一,其变化规律还有待进一步的研究.

３．２　虾类血细胞的分类及组成比例

应用显微观察的方法,根据细胞的大小、含有颗

粒情况、染色情况等,可将虾类血细胞分为透明细

胞、半颗粒细胞(小颗粒细胞)和颗粒细胞(大颗粒细

胞)三类(陈孝煊等,２００２;段虎,２０１４).FCM 对

细胞进行分类分群的原理也是根据细胞大小(FSC)
和颗粒复杂度(SSC)的差异.在本研究中,应用

FCM 也可将红螯螯虾血细胞清晰地区分为三个类

群;其中 GC最大,含有的颗粒最多;HC最小,含有

的颗粒最少;而SGC的大小则与 GC接近,但颗粒

度与 HC接近.应用FCM 分析得到红螯螯虾血细

胞的 HC、SGC 和 GC 的 比 例 分 别 为 ９．８２％、

６１１１％和２５．２４％,显示SGC的数量最多,达到了

６０％以上,而 HC最少.陈孝煊等(２００２)测得 HC、

SGC和 GC的占比在红螯螯虾(♂:１０１~１２１mm;

♀:８１~１００ mm)中分别为 １３．７２％、６８８４％ 和

１７５４％,与本文研究结果较接近,同样得出SGC占

比最高,HC最低的结论.段虎(２０１４)研究显示,红
螯螯虾血细胞中,HC、SGC 和 GC 的占比分别为

２０．１％、３７．９％和４２．０％,与本研究结果存在一定的

差异.
针对克氏原螯虾,不同的研究也存在一定的差

异,陈孝煊等(２００２)应用显微计数测得克氏原螯虾
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(♂:６０~８２mm;♀:７７~８９mm)的 HC、SGC 和

GC比例分别为１０．２１％、７４ ．４１％和１５．４８％;陆剑

锋等 (２００９)研 究 规 格 为 ８３~１２．０cm/２８１~
４８５g的克氏原螯 虾,测 定 比 例 分 别 为 １９９％、

４６１％和３４．１％;Ding等(２０１２)研究结果显示,克
氏原螯虾(４２．５±３．７)mm/２０g的 HC、SGC和 GC
的比例分别为１６．３％、５５８％和２７９％;冼健安等

(２０１２)应用 FCM 分析体长８~１０cm的克氏原螯

虾,测 得 组 成 比 例 分 别 为 ２６２５％、５１４４％ 和

１１２０％.由于不同类型血细胞的功能不同,其组成

比例的差异可能与虾类处于不同生长时期或处于不

同的生理、免疫状态有关.斑节对虾经脂多糖注射

刺激后,HC的比例先上升后下降,SGC和 GC的比

例先下降后恢复(Xianetal,２０１７).罗氏沼虾经螺

原体 感 染 后,SGC 的 比 例 显 著 提 高 (Duetal,

２０１２).在硫化物胁迫作用下,日本囊对虾的 HC数

量逐 渐 下 降,SGC 和 GC 的 数 量 没 有 显 著 变 化

(Chengetal,２００７).这些研究结果表明,病理或

环境因素均能引起虾类血细胞组成比例的改变.

３．３　虾类不同类型血细胞的线粒体和溶酶体数量

细胞内所含细胞器的多少与其功能密切相关.
在本研究中,应用特异性的荧光探针对三类血细胞

的线粒体和溶酶体数量的分析结果显示,GC含有

最多的线粒体,SGC次之,HC最少,表明 GC是三

类血细胞中能量代谢最为活跃的细胞类型,为其各

类免疫反应提供能量,如脱颗粒、吞噬作用以及产生

ROS和 NO、释放酯酶等;SGC的线粒体数量也较

多,GC是SGC的１．４６倍,这些结果与免疫功能研

究的结果相符,GC和 SGC的能量供应较强,反映

其为较为活跃的血细胞类型,可能与其参与较多的

免疫响应过程有关.
李光友和王青(１９９５)研究显示,中国对虾的

SGC富含线粒体,认为这可能与其对异物敏感易发

生胞吐作用有关;电镜观察结果显示,多种对虾的

SGC的胞质中含有大量的线粒体,而 HC和 GC的

线粒体较少(陈平等,１９９８);有研究则认为克氏原

螯虾 HC含有大量的线粒体,SGC含有少量的线粒

体(陆剑锋等,２００９);这些研究与本研究中红螯螯

虾的结果均存在一定差异,可能与不同物种有关.
溶酶体在降解胞内被吞噬物和病原体的过程中发挥

重要作用.与线粒体数量相似,溶酶体数量也在

GC中最多,HC中最少,暗示 GC和SGC是起到胞

内降解作用的主要血细胞类型.

３．４　虾类不同类型血细胞的免疫功能

吞噬作用是血细胞清除病原体的主要免疫功能

之一,但目前关于哪类血细胞承担主要的吞噬作用

这一问题仍存在争议.Smith & Söderhäll(１９８３)
研究认为,在甲壳动物血细胞中,HC起主要的吞噬

作用,SGC的吞噬活力有限,而 GC不具备吞噬功

能;但一些学者的研究结果则相反,认为SGC和GC
呈现活 跃 的 吞 噬 活 力,而 HC 的 吞 噬 活 力 有 限

(Hoseetal,１９９０;Liangetal,２０１１).本研究结果

与后者一致,SGC 和 GC 的吞噬活力较强,其中

SGC是主 要 负 责 吞 噬 功 能 的 血 细 胞 类 型;段 虎

(２０１４)研究也认为红螯螯虾的 GC 是一类吞噬细

胞.造成这些差异可能是各研究所选取的被吞噬

物、检测方法、检测条件差异所致;另外,在吞噬过程

中,某些被吞噬物可能刺激了SGC和 GC进行脱颗

粒,从而造成了血细胞类型的误判.
作为毒性氧化物ROS,如 O２、H２O２ 等,在杀灭

病原体的过程中发挥重要作用,同时也在清除受损

细胞及其它非己物质中发挥作用.NO也有类似与

ROS的作用,对病原微生物进行氧化杀灭(Raman
etal,２００８).三类血细胞的胞内 ROS和 NO 含量

均存在显著差异,ROS和 NO 含量均在 GC 中最

高,在 HC中最少,表明 GC和SGC是产生 ROS和

NO发挥抗菌灭菌防御功能的主要血细胞类型.早

前的研究已发现奥斯塔欧洲螯虾(Astacusastacus)
的 GC和SGC存在细胞毒活性,能够致使哺乳动物

的肿瘤细胞和非肿瘤细胞溶解 (Soderhalletal,

１９８５).因此,结合本研究结果,推测 GC和SGC存

在细胞毒活性,可能是由于其具备了产生大量 ROS
和 NO的能力.

酯酶是溶酶体酶的一种,在胞内降解病原体和

外来物质过程中发挥作用(Mottinetal,２０１０).本

次研究结果显示,GC呈现出较强的非特异性酯酶

活力,而 HC最低,这与溶酶体数量的结果相符,表
明三类血细胞均可以通过释放酯酶发挥免疫防御作

用,而 GC在其中是最主要的血细胞类型,这与克氏

原螯虾和凡纳滨对虾的研究结果相似(冼健安等,

２０１２a;２０１２b).
综上所述,红螯螯虾血细胞中,SGC占比最高,

吞噬活力最强;而 GC在氧化活力和酯酶活力上均

最强,表明SGC和 GC相互配合,在免疫响应过程

中发挥主要的作用.SGC和 GC的线粒体和溶酶

体数量也从另一侧面证明了这一推论.
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Classification,StructureandImmunologicalCharacterizationofHaemocytes
inRedClawCrayfish,Cheraxquadricarinatus

XIANJianＧan１,ZHANGXiuＧxia１,PANXunＧbin２,LUYaoＧpeng２,LIJunＧtao１,

DUANRuiＧjun１,ZHENGPeiＧhua２,WANGDongＧmei１

(１．HainanProvincialKeyLaboratoryforFunctionalComponentsResearchandUtilizationof
MarineBioＧresources,InstituteofTropicalBioscienceandBiotechnology,Chinese

AcademyofTropicalAgriculturalSciences,Haikou　５７１１０１,P．R．China;

２．GuangdongProvincialKeyLaboratoryforHealthyandSafeAquaculture,CollegeofLife
Science,SouthChinaNormalUniversity,Guangzhou　５１０６３１,P．R．China)

Abstract:Haemocytesplayvitalroleintheimmunologicalresponseofcrustaceansandourstudyofthe
structureandimmunecharacteristicsofhaemocytesinredclawcrayfish (Cheraxquadricarinatus)supＧ
portsdiseasecontrol．Inthisstudy,weclassifiedhaemocytesbyflowcytometry(FCM)basedondifferＧ
enceintheintensityofforwardscatteredlight(FSC)andsidescatteredlight(SSC)．Totalhaemocyte
count(THC),mitochondrianumber,lysosomenumber,phagocytosis,productionofreactiveoxygenspeＧ
cies(ROS)andNO,andnonＧspecificesteraseactivityofhaemocytesweredeterminedusingspecificfluoＧ
rescentdyesforlabeling．Thestudyprovidesbasicdataforimmunologyanddiseasecontrolinredclaw
crayfish．ThreetypesofhaemocyteswereidentifiedbyFCM:hyalinecells(HC,９．８２％),semigranular
cells(SGC,６１．１１％)andgranularcells(GC,２５．２４％)．ThemeanTHCwas(８．４３±０．８７)×１０６cells/mL
inC．quadricarinatus．ThemassesofmitochondriaandlysosomeswerehighestinGCandlowestinHC．
PhagocyticratesofHC,SGCandGCwere,respectively,２．５４％,１４．４５％and６．９８％．ROSproduction,

NOproductionandnonＧspecificesteraseactivityofHC,SGCandGCwere,respectively:７．８０,４５．９５and
１３４．６９AU;８．２０,７９．７８and３４４．３１AU;８６．５９,１２１．８４and２３６．９１AU．Insummary,thethreehaemocyte
typesofC．quadricarinatusdisplayedvariationinmorphologicstructure,amountandimmunologicalcharＧ
acteristics．ThenumberandphagocyticactivityofSGCwerehighest,whileGCcontainedthemostorganＧ
ellesinrelationtoenergysupplyandimmuneresponse,andhasthehighestoxidativeandesteraseactiviＧ
ties．ThesefindingsindicatethatGCandSGCaretheprimaryhaemocytetypesinvolvedintheimmunologＧ
icalresponseofC．quadricarinatus．
Keywords:Cheraxquadricarinatus;flowcytometry;haemocyte;immunity
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