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栉孔扇贝血细胞吞噬和包囊化作用

实验方法的改进
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摘要：为了建立一种快速、准确观察血细胞吞噬和包囊化作用的实验方法，通过抽取栉孔扇贝（!",+10&
-+**%*#）血淋巴，与杆菌或茶花花粉作用 )" *+,，制片，吖啶橙染色，用荧光显微镜观察吞噬或包囊化现象。

结果表明，在荧光显微镜下可以明显看到扇贝血细胞呈现绿色，杆菌和茶花花粉呈现红色，两者颜色反

差大，易于观察和计数。是研究血细胞吞噬和包囊化作用一种效果更好的实验方法。
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血细胞的吞噬作用是动物一种基本的原始

的防御机制，对体内没有产生抗体机构的无脊

椎动物的免疫防御具有更为重要的意义［%，!］。

传统的吞噬功能检测实验，以鸡血红细胞为吞

噬材料［)］，:+>*C309J+48B 染色，普通光学显微镜

下观察，效果较好，但无脊椎动物血细胞较小，

鸡血或羊血红细胞保存时间短，且实验操作较

繁琐，效果差。用大肠杆菌和金色葡萄球菌等

实验室常用菌作吞噬材料，:+>*C309J+48B［$，(］或

吖啶橙（/O）染色［#］后，细菌与血细胞反差小，

不易 观 察。 研 究 中 发 现 栉 孔 扇 贝（ !",+10&

-+**%*#）血液中有一种杆菌，/O 染色后呈现红

色，与呈现绿色的血细胞形成明显的反差，易于

观察，并有助于提高实验结果的准确性。观察
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血细胞包囊化现象的实验材料，我们选择了茶



花花粉和月季花粉，经 !" 染色亦呈现红色，效

果较好。

! 材料与方法

!"! 材料 栉孔扇贝为烟台芝罘湾人工养殖

# 龄贝，室内水族箱砂滤海水暂养，充气泵供

氧；大肠杆菌、枯草杆菌和啤酒酵母由鲁东大学

生命科学学院微生物实验室提供，小杆菌自栉

孔扇贝血淋巴中分离纯化；茶花花粉、油菜花粉

和玉米花粉购自蜂农，月季花粉采自校园。!"
为 $%&’( 公司产品，其他试剂均为国产分析纯。

荧光显微镜型号为 "%)*+&, -./0，数码摄像系

统为 "%)*+&, 1230。

!"# 方法

!"#"! 杆菌分离纯化 血细胞样本的处理：用

注射 器 从 栉 孔 扇 贝 闭 壳 肌 血 窦 中 取 血，

4 000 56*78离心 90 *78，去上清，在沉淀中注入

蒸馏水破碎细胞，4 000 56*78 离心 90 *78，取上

清。培养基：9 000 *% 砂滤海水，牛肉膏 : ;，蛋

白胨 90 ;，琼脂 9/ < #0 ;，+= >?/ < 3?0。分离纯

化：利用平板培养血细胞样本，#4 @ 后挑出单菌

落涂片，!" 染色，荧光显微镜观察，选择 !" 染

色后为红色的菌落进行斜面划线培养 9# @、#4
@、:> @、4A @ 和 >0 @。

!"#"# 吞噬实验 用 3 号针头和 90 *% 注射器

从栉孔扇贝闭壳肌血窦中取血。细菌经高压灭

菌的过滤海水洗下，镜检计数，用无菌海水调至

浓度为 B?: C 90A 个6*%。血样和杆菌的体积比

#0 D9，作用 :0 *78，涂片，4E B/F的酒精固定 9/
*78，空气干燥，0?9F的醋酸酸化 :0 ,，0?9F !"
染色 90 *78，969/ *G%6H I=#2"4 洗 : 次，每次 9

*78，9690 *G%6H 的 J(J%# 分化 :0 ,，滴一滴 969/

*G%6H 的 I=#2"4，加盖玻片，荧光显微镜下进行

观察。

!"#"$ 包囊化实验 花粉用高压灭菌的过滤

海水反复冲洗，镜检计数，用无菌海水调至浓度

为 9#?/ 万个6*%。血样和花粉的体积比 #0 D 9，

作用 :0 *78。涂片、制片和染色方法同上，荧光

显微镜下观察包囊化现象。

# 结果和讨论

#"! 杆菌分离纯化 成功分离纯化所需的杆

菌（图版!：9），并传代保存。杆菌涂片用 !" 染

色后，荧光显微镜观察，多数杆菌呈红色，其中

杆菌的培养时间为 9# < #4 @ 时，呈红色杆菌的

比例最高。在此杆菌的分离过程中，还得到多

株海洋酵母菌，经 !" 染色后，细胞质呈橙红

色，细胞壁呈绿色（图版!：#）。而大肠杆菌、枯

草杆菌和啤酒酵母等实验室常用细菌和酵母涂

片经 !" 染色后均呈绿色。

杜爱芳等［>］研究认为，金色葡萄球菌经 !"
活体染色，呈绿色的是活菌，呈红色的是死亡的

细菌。本实验 !" 染色前均经 B/F 的酒精固

定，细菌已全部死亡，但大肠杆菌、枯草杆菌和

啤酒酵母经 !" 染色后均不呈红色而仍呈绿

色，自扇贝血淋巴分离得到的小杆菌也有部分

呈绿色，可能与所用菌的种类及其染色条件不

同有关，如：染液的浓度、+= 和染色步骤等，这

有待进一步的研究。在杆菌分离和纯化过程中

发现，不同培养时间的杆菌在荧光下呈现的颜

色不同，染色后呈现的颜色与培养时间可能有

一定的关联，当培养时间在 9# < #4 @ 时，多数

杆菌呈现红色，适合用于血细胞的吞噬实验。

同时发现的胞质呈现红色的酵母，与呈现绿色

的啤酒酵母着色差别较大（图版!：:），利用其

做吞噬实验可以达到与小杆菌同样明显的实验

结果。此种杆菌和酵母在分类学上处于何种地

位，有待于深入研究。

#"# 吞噬作用 用荧光显微镜观察，可以看到

扇贝血细胞的细胞核呈亮绿色，细胞质呈淡绿

色（图版!：4，/），细胞内的大肠杆菌、枯草杆菌

和啤酒酵母也呈绿色，而筛选分离的小杆菌则

呈现鲜艳的红色。血细胞吞噬杆菌的过程为杆

菌首先附着于血细胞的表面，然后具吞噬能力

的血细胞即伸出伪足将杆菌包围，形成吞噬泡

进入血细胞内部（图版!：> < B）。

观察血细胞的吞噬作用，经典的方法是采

用鸡血红细胞作为吞噬材料，因鸡血红细胞有

血红蛋白呈红色且有细胞核，在吞噬细胞内反
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差较大，易于观察，而且既可以活体观察，也可

以用瑞士!吉姆萨染色法染色后观察，效果较

好，但用于贝类等无脊椎动物血细胞的吞噬实

验，效果不好，因贝类的血细胞很小，大多数细

胞的直径在 "#!$ 以下，直径 %!$ 以下的细胞

所占比例很大，因此难以吞噬鸡血红细胞。用

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和酵母菌作为吞噬

材料，用瑞士!吉姆萨染色法染色，也常用于高

等动物的吞噬实验的观察，但用于无脊椎动物

血细胞的吞噬实验，菌与血细胞的反差很小，效

果不好。许多作者对吞噬实验方法进行了改

进，得到了较好的效果。刘志鸿等［&］改用白色

念珠菌（!"#$%$" "&’%("#)）作为毛蚶血细胞的吞

噬材料，吉姆萨染料染色，念珠菌着色较好。杨

军等［’］采用吕氏碱性美蓝染色，对被河蚌血细

胞吞噬的大肠杆菌着色较深，而血细胞着色较

浅，反差较大。近年来，有学者利用流式细胞仪

检测血细胞的吞噬率［(，)］，以荧光微球或异硫氰

酸荧光素（*+,-）标记的细菌作为吞噬材料，计

数数量大，减少了人为的影响，准确性较高，但

费用较高，不易推广普及。本实验利用微生物

分离纯化方法和荧光显微技术成功地分离和筛

选出了吞噬实验所用的一种杆菌，./ 染色后呈

鲜红色，在绿色的血细胞中反差大，易于观察计

数，为研究动物血细胞吞噬作用提供了一种效

果好的实验材料和染色方法。

!"# 包囊化现象 在荧光显微镜下进行观察，

油菜花粉和玉米花粉呈黄绿色，与血细胞间反

差小，不易区分，而茶花花粉和月季花粉呈现红

色（图版"："#），多个或大量的呈绿色的血细胞

伸出伪足包裹在花粉颗粒的外面，可包围 " 层

到多层血细胞，花粉与血细胞间反差大，易于区

分（图版"：""，"’），实验中还观察到血细胞可通

过花粉沟进入花粉内部，吞噬并分解花粉壁内

的内容物。

当血细胞遇到较小的异物时，血细胞能够

产生吞噬作用，当异物颗粒的直径较大时，就不

能通过单个细胞的吞噬作用将其摄入，而通过

大量细胞包被在异物的外层，发生包囊化作用，

由大量血细胞释放水解酶等因子将较大的异物

杀死并消化分解［"#］。本研究证实栉孔扇贝血

细胞也具有进行包囊化作用的功能，此功能在

杀死和清除寄生虫等进入动物体内的大型异物

方面可发挥重要作用。筛选到的 ./ 染色呈红

色的茶花花粉和月季花花粉是贝类血细胞包囊

化实验的好材料，此 ’ 种花粉及其荧光染色方

法也可以应用于其他类动物血细胞包囊化作用

实验研究。
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