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汞离子及铬离子对黄鳝脾免疫细胞的影响
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摘要:采用 毒 性 实 验 方 法，用 不 同 浓 度 的 汞 离 子 ( Hg2 + )、铬 离 子 ( Cr6 + ) 分 别 处 理 黄 鳝 ( Monopterus

albus) ，经 1、2、4、8 d 后，通过光镜观察黄鳝脾组织结构及免疫细胞数量的变化。结果表明，对照组黄鳝

脾被膜较薄，未见明显的小梁，实质由红髓和白髓构成。白髓中淋巴细胞聚集成群，未见明显脾小结，但

可见动脉周围淋巴鞘。红髓由脾索与脾窦组成。脾 中 有 椭 圆 体，其 末 端 向 脾 髓 开 放。黑 色 素 巨 噬 细 胞

中心形成。经两种重金属离子分别染毒后的黄鳝脾与对照组相比，组织结构表现出相似的变化，即随着

重金属离子浓度的增加和染毒时间的延长，脾组织中的黑色素巨噬细胞中心逐渐增大、增多，最后减少;

黑色素巨噬细胞先增加后减少。淋巴组织逐渐松散，排 列 稀 疏 混 乱，淋 巴 细 胞 界 限 逐 渐 不 清 晰，呈 退 化

趋势，数量先增加后减少。粒细胞数量的变化趋势与淋巴细胞一致。红血细胞大量破坏，血窦扩张。

关键词:黄鳝;铬离子;汞离子;脾;组织结构

中图分类号:X171. 5 文献标识码:A 文章编号:0250-3263(2010)06-113-07

Effects of Hg2 + and Cr6 + on the Spleen Immune Cells of
Monopterus albus

XIE Jia-Hua YUAN Jian-Jun*

( School of Chemistry and Life Science，Quanzhou Normal University，Quanzhou 362000，China)

Abstract:The changes of microscopic structures and the number of immune cells of spleen of the Ricefield Eel

(Monopterus albus)were investigated after the fish were exposed separately to different concentrations of mercury

ions (Hg2 + ) and the Chromium ions ( Cr6 + ) for 1，2，4，and 8 days. The results showed that the splenic

capsule was very thin and the trabeculae could not be found in the control group. The splenic parenchyma was

composed of white pulp and red pulp. The lymphocytes of white pulp aggregated into groups. The splenic

nodule could seldom be observed，but periarterial lymphatic sheath could be observed in the spleen. The red

pulp was made of splenic cord and splenic sinus. In the spleen，the ellipsoids opened to the white and red

pulps. The melano-macrophages gathered to from a centre. Comparing with the control，histological structure of

fishes exposed to two kinds of heavy metal ions displayed similar changes. Along with increasing heavy metal

ion concentration and lengthening treatment time，melano-macrophage centre gradually increased in the number

and distribution， then reduced. The number of melano-macrophages first increased， and then reduced.

Lymphatic tissue gradually loosed，and its arrangement was sparse and chaotic. The lymphocyte border was

unclear，and its number first increased，and then reduced，showing a degenerative tendency. The change of

granulocytes was similar to that of lymphocytes. The red blood cells were massively damaged，and the sinusoid
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was expanded.
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随着工业化的快速发展及城市化程度的不

断推进，生态环境污染尤其是水环境污染日趋

严重。水体污染物可分为无机类和有机类两大

类，主要来自废水排放、径流洗刷及大 气 沉 降。
据统 计，全 世 界 年 废 水 和 污 水 排 放 量 约 6 000
亿吨，导致水生生物特别是鱼类的生存受到严

重威胁。重 金 属 污 染，尤 其 铬 离 子 (Cr6 + )、汞

离子(Hg2 + ) 是 工 业 废 水 中 主 要 的 无 机 类 污 染

物，其对鱼类的毒害作用，已日益受到人们的关

注。
鱼类免疫系统是鱼体执行免疫防御功能的

机构，包括免疫组织器官、免疫细胞和体液免疫

因子三大类。胸腺、头肾、脾和黏膜淋巴组织是

鱼类最主要的免疫组织器官
［1］，它们是免疫细

胞发生、分化、成熟、定居、增殖以及产生免疫应

答的场所。免疫细胞则是指参与免疫应答反应

或与应答反应相关的细胞，包括淋巴细胞和吞

噬 细 胞 ( 巨 噬 细 胞、各 种 粒 细 胞 和 单 核 细 胞

等) ，它们 参 与 机 体 的 特 异 性 和 非 特 异 性 免 疫

反应。由于鱼类是较低等的脊椎动物，特 异 性

免疫机制很不完善，因此，非特异性免疫防御机

制作为鱼类抵抗病原的第一道屏障，在鱼类维

持机体健康、抗病防御中具有更为重要的作用。
黄鳝(Monopterus albus) 是我国主要名优淡水鱼

类之一。迄今为止，有关硬骨鱼类脾的 形 态 结

构国内外学 者 已 有 一 些 研 究
［2 － 6］，也 有 对 黄 鳝

脾正常形态结构的描述
［7］，但关于黄鳝脾在重

金属污染下的毒理变化尚未见报道。本文应用

光镜技术对不同浓度的 Hg2 +、Cr6 +
处理前后黄

鳝脾形态结构及免疫细胞数量进行比较研究，

为进一步了解重金属对鱼类免疫系统的影响提

供实验依据。

1 材料与方法

1. 1 实验材料 黄鳝购自泉州新门菜市场，体

重 (31. 17 ± 4. 11) g，体 长 (33. 92 ± 2. 65) cm。
实验前在 90 cm × 60 cm × 45 cm 的塑料水族箱

中暂养 5 d，不投食。实验时挑选外观正常、健

康、活泼的个体进行处理。
实验用水为 曝 气 的 自 来 水，pH 6. 9 ～ 7. 2，

用加热 器 使 水 温 保 持 在 (20 ± 1) ℃。氯 化 汞

(HgCl2 ，分 析 纯 ) 和 重 铬 酸 钾 ( K2Cr2O7 ，分 析

纯) 用蒸馏水 配 成 1 000 mg /L 母 液，实 验 时 稀

释成所需浓度。
1. 2 实验方法

1. 2. 1 急性毒性实验 正 式 实 验 前 先 进 行 预

实验，采用静水法，不投食。实验持续 96 h，每

48 h 换实验液一次，每次换 1 /3，并及时清除死

鱼。根据预实验，求出 Cr6 +
对黄鳝全部致死的

最低浓度为 LC100 = 100 mg /L，全部存活的最高

浓度为 LC0 = 30 mg /L;Hg2 +
对黄鳝全部致死的

最低浓度为 LC100 = 1. 8 mg /L，全部存活的最高

浓度为 LC0 = 0. 3 mg /L。

按照急性毒性实验方法
［8］，根据预实 验 的

结果，正式实验的浓度按等对数间距设置，Cr6 +

污染组的浓度为 0 mg /L( 对照组)、30. 00 mg /
L、41. 00 mg /L、55. 00 mg /L、74. 00 mg /L、
100. 00 mg /L;Hg2 +

污染组的浓度为 0 mg /L( 对

照 组 )、0. 30 mg /L、0. 47 mg /L、0. 74 mg /L、
1. 16 mg /L、1. 80 mg /L，各设置 2 个平行组。实

验时每组随机放鱼 6 尾，实验药液体积为 10 L。
连续观察 96 h，记录实验鱼的中毒症状、死亡时

间、死亡数量。
采用寇氏法(Karber 法)［9］

计算半致死浓度

(LC50 )，求得 96 h 汞 LC50 = 0. 75 mg /L，铬 LC50

= 60 mg /L。由此 得 出 Cr6 +
对 黄 鳝 的 急 性 毒 性

属于高毒，Hg2 +
对黄鳝的急性毒性属于剧毒

［10］。
1. 2. 2 慢性毒性实验 根据 96 h LC50 确定正

式染毒实验的 Cr6 +
浓度分别为 0 mg /L、12 mg /

L、16 mg /L、20 mg /L;Hg2 +
浓度分别为 0 mg /L、

0. 15 mg /L、0. 20 mg /L、0. 25 mg /L。每 组 放 鱼

5 尾，实验共进行 8 d，分别于暴露开始后 0、1、
2、4、8 d 取材。
1. 2. 3 观察及数据处理 黄鳝断头处死，迅速
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解剖，取出脾，用 Bouin 液固定，常规石蜡切片，

切片厚 6 ～ 8 μm，H. E 染色，Olympus 显微镜观

察细胞形态，Olympus IX51 显微摄影。同 时 对

每个组的免疫细胞分布密度进行统计。计数方

法是:在显微镜下每组每尾鱼选取形态清晰、染
色较好的 3 张切片，每张切片再根据整体细胞

分布情况随机取 3 个视野，使用目测微尺量度。
在 600 倍 0. 006 4 mm2

的视野(一个正方形视野

中，边长为 0. 08 mm) 下计数出各类免疫细胞个

数。所有数据用 t-检验方法检测其差异显著性。

2 结 果

2. 1 对照组黄鳝脾的组织结构 黄鳝正常脾

组织结构分为 脾 膜 和 脾 髓。脾 膜 ( 被 膜 ) 由 扁

平上皮组 织 和 薄 层 结 缔 组 织 组 成，脾 髓 ( 脾 实

质) 由红 髓 与 白 髓 构 成。红 髓 比 例 远 大 于 白

髓，由大量红细胞、淋巴细胞、粒细胞等 聚 集 成

团索状的脾索，脾索之间为脾窦。白髓 通 常 为

较为密集的淋巴细胞聚集而成，可见形状不规

则，类似淋巴小结的结构，但没有明显的生发中

心。中央动 脉 周 围 也 有 一 定 量 淋 巴 细 胞 聚 集

( 图版Ⅰ:1) ，形 成 动 脉 周 围 淋 巴 鞘。可 以 看 到

中央动脉的分支末端开放于脾索。椭圆体较大

而明显，位于脾髓中，与脾髓相通。其周围常有

较多的淋巴细胞密集，椭圆体与淋巴组织区分

明显( 图版Ⅰ:2)。黑色素巨噬细胞多数已开始

聚集成群，形成黑色素巨噬细胞中心，位于椭圆

体和血管 附 近，周 围 也 常 有 淋 巴 细 胞 聚 集 ( 图

版Ⅰ:3)。
2. 2 重金属对黄鳝脾组织结构的影响 为叙

述 方 便，将 两 种 重 金 属 各 分 为 低 ( 12 mg /L
Cr6 +、0. 15 mg /L Hg2 + )、中 ( 16 mg /L Cr6 +、
0. 20 mg /L Hg2 + )、高 ( 20 mg /L Cr6 +、
0. 25 mg /L Hg2 + )3 个 浓 度 组 进 行 比 较。随 着

Cr6 +、Hg2 +
离子浓度的增加和染毒时间的延长，

黄鳝脾的组织结构表现出较为明显的时间和剂

量累积效应。
2. 2. 1 染毒 1 d 的 黄 鳝 脾 组 织 结 构 在 Cr6 +

染毒组，与对照组相比，低、中浓度组所 有 黄 鳝

的脾组织结构变化不大，组织致密，黑色素巨噬

细胞中心逐渐增多变大，颜色也逐渐由淡黄色

变为黄棕色。到高浓度组，可见染成淡黄色、多
突起的巨噬细胞向红细胞中迁移。

在 Hg2 +
染毒组，组织结构与 Cr6 +

染毒组类

似，低浓度组中已可见巨噬细胞向红细胞中迁

移的现象。由中浓度组到高浓度组，黄 鳝 脾 小

部分区域内的红细胞胞质中出现淡黄色颗粒并

逐渐过渡为黄棕色颗粒。
2. 2. 2 染毒 2 d 的 黄 鳝 脾 组 织 结 构 在 Cr6 +

染毒组，黄鳝脾组织中淋巴细胞和粒细胞仍大

量增殖。由低浓度组到高浓度组，黑色 素 巨 噬

细胞中心呈现逐渐增多又逐渐变少的趋势。巨

噬细胞继续迁移入红细胞中，胞质中出现黄棕

色颗粒的红细胞面积逐渐扩大。
在 Hg2 +

染毒组，黑色素巨噬细胞中心继续

增多，颗粒颜色也不断加深，在中、高浓 度 组 均

可见到较大面积的红细胞黄棕色区域。到高浓

度组，淋巴组织开始松散，出现了小范围的淋巴

细胞退化区( 图版Ⅰ:4)。
2. 2. 3 染毒 4 d 的 黄 鳝 脾 组 织 结 构 在 Cr6 +

染毒组，黑色素巨噬细胞中心开始减 少、减 小。
有的个体可见结缔组织被膜增厚并伸入脾实质

中( 图版Ⅰ:5) ，淋巴组织分布区域相对缩小，出

现了淋巴细胞退化区。红细胞受破坏的面积仍

在增加，现象更明显。红细胞界限逐渐模糊，胞

质中充满了棕黑色的颗粒( 图版Ⅰ:5)。
Hg2 +

染毒组的变化与 Cr6 +
染毒组相似，红

血细胞与淋巴细胞大量破坏，黑色素巨噬细胞

中心减少、减小。且随着浓度的增高，病变范围

和程度也逐渐扩大加重。
2. 2. 4 染毒 8 d 的黄鳝脾 组 织 结 构 变 化 此

时 Cr6 +
染毒组和 Hg2 +

染毒组的黄鳝脾组织结

构与染毒 4 d 后 的 变 化 大 体 一 致，只 是 范 围 更

广，程度更重。黑色素巨噬细胞中心明显减少，

椭圆体也出现退化解体现象( 图版Ⅰ:6)。
2. 3 脾免疫细胞分布密度 脾各种免疫细胞

的分布密度见表 1、表 2。由表中 可 以 看 出，随

着染毒时间的延长和染毒浓度的增加，淋巴细

胞、粒细胞和黑色素巨噬细胞在单位面积内的

数量，先增加后减少。
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表 1 Cr6 +
染毒黄鳝脾免疫细胞的分布密度( 细胞数 /0. 02 mm2 )

Table 1 The distribution density of immune cells in the spleen of the Cr6 + challenged

Ricefield Eel(Cells /0. 02 mm2 )

染毒天数( d)

Treatment time
染毒浓度(mg /L)

Treatment concentration
淋巴细胞

Lymphocytes
粒细胞

Granulocytes
黑色素巨噬细胞

Melano-macrophages

1 0 62. 80 ± 1. 64 7. 60 ± 1. 52 6. 00 ± 0. 71

12 72. 20 ± 2. 17 13. 80 ± 2. 28 10. 20 ± 1. 64

16 74. 20 ± 1. 48 15. 60 ± 1. 67 12. 00 ± 3. 00

20 75. 80 ± 1. 48 15. 00 ± 1. 58 12. 60 ± 3. 69

2 0 63. 20 ± 2. 17 8. 00 ± 1. 58 7. 20 ± 1. 79

12 78. 60 ± 1. 95 16. 00 ± 2. 24 15. 00 ± 3. 08

16 81. 60 ± 2. 07 15. 40 ± 1. 52 12. 00 ± 3. 00 *

20 81. 00 ± 2. 35 16. 40 ± 1. 67 9. 80 ± 1. 64 *

4 0 63. 80 ± 0. 84 8. 80 ± 1. 64 6. 40 ± 1. 52

12 72. 80 ± 2. 17 12. 60 ± 1. 95 * 12. 80 ± 3. 06

16 69. 40 ± 3. 44 13. 20 ± 1. 79 11. 20 ± 1. 15

20 66. 60 ± 1. 67 * 10. 00 ± 1. 00 9. 60 ± 2. 15 *

8 0 64. 40 ± 1. 67 8. 40 ± 2. 07 6. 80 ± 2. 59

12 61. 40 ± 3. 05 8. 40 ± 1. 14 9. 00 ± 1. 10

16 58. 20 ± 2. 68 8. 00 ± 1. 58 8. 80 ± 2. 49

20 56. 60 ± 2. 97 7. 20 ± 0. 84 8. 20 ± 1. 64

* 表示处理组与对照组之间差异显著，P < 0. 05;表示处理组与对照组之间差异极显著，P < 0. 01。

* Represents significant difference (P < 0. 05) ;Represents remarkably significant difference (P < 0. 01) .

表 2 Hg2 +
染毒黄鳝脾免疫细胞的分布密度( 细胞数 /0. 02 mm2 )

Table 2 The distribution density of immune cells in the spleen of the Hg2 + challenged

Ricefield Eel (Cells /0. 02 mm2 )

染毒天数( d)

Treatment time
染毒浓度(mg /L)

Treatment concentration
淋巴细胞

Lymphocytes
粒细胞

Granulocytes
黑色素巨噬细胞

Melano-macrophages

1 0 62. 80 ± 1. 64 7. 60 ± 1. 52 6. 00 ± 0. 71

0. 15 66. 20 ± 1. 48  11. 80 ± 1. 48 11. 00 ± 1. 58

0. 20 68. 80 ± 1. 10 14. 00 ± 1. 58 11. 60 ± 2. 19

0. 25 69. 00 ± 3. 74 14. 20 ± 0. 84 12. 80 ± 2. 95

2 0 63. 20 ± 2. 17 8. 00 ± 1. 58 7. 20 ± 1. 79

0. 15 75. 00 ± 1. 87 13. 60 ± 2. 30 12. 60 ± 2. 19

0. 20 73. 00 ± 2. 00 15. 40 ± 3. 85 13. 20 ± 2. 86

0. 25 67. 80 ± 2. 39 * 14. 40 ± 2. 30 11. 80 ± 1. 64

4 0 63. 80 ± 0. 84 8. 80 ± 1. 64 6. 40 ± 1. 52

0. 15 70. 40 ± 2. 61 13. 40 ± 1. 82 12. 00 ± 1. 58

0. 20 67. 80 ± 2. 59 * 12. 80 ± 3. 03 * 11. 40 ± 2. 19

0. 25 64. 00 ± 2. 55 11. 40 ± 2. 41 9. 60 ± 1. 82 *

8 0 64. 40 ± 1. 67 8. 40 ± 2. 07 6. 80 ± 2. 59

0. 15 58. 80 ± 1. 92 9. 40 ± 1. 14 10. 00 ± 1. 41 *

0. 20 56. 20 ± 2. 49 9. 00 ± 1. 87 9. 60 ± 1. 52

0. 25 52. 60 ± 2. 30 7. 80 ± 2. 28 7. 80 ± 1. 64

* 表示处理组与对照组之间差异显著，P < 0. 05;表示处理组与对照组之间差异极显著，P < 0. 01。

* Represents significant difference (P < 0. 05) ;Represents remarkably significant difference (P < 0. 01) .
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3 讨 论

水环境中的重金属污染可造成黄鳝免疫障

碍，这在黄鳝 免 疫 器 官 头 肾 中 已 得 到 证 实
［11］。

关于重金属对脾的影响，Arunkumar 等
［12］

的 研

究表明:三价铬和六价铬这两种形式的铬均造

成脾 细 胞 数 量 和 血 淋 巴 细 胞 百 分 比 减 少。
Farag 等

［13］
证实铬会引起多个器官包括脾显微

结构的改变，而这种改变提供了细胞死亡开始

的证据，这可能与细胞程序死亡有关。本 研 究

结果也证明，随着重金属污染物毒性增大，污染

浓度增加，污 染 时 间 延 长，脾 组 织 中 的 淋 巴 细

胞、粒细胞和黑色素巨噬细胞数量均显著减少，

此时，脾结构和功能被破坏，鱼类健康受到严重

损害。由此可见，重金属离子引起水生 动 物 免

疫机能的改变是显而易见的。

钾离子和氯离子在维持鱼体细胞内外的渗

透压平衡，维持体液的酸碱平衡并在神经刺激

传导中起重要作用。钾离子还参与维持神经肌

肉的应激性。淡水鱼类由于体液的高 渗 性，不

断有离 子 渗 出 到 水 环 境 中
［14］。因 此，水 体 中

K +
浓度的改 变 直 接 影 响 鱼 类 与 水 环 境 之 间 的

渗透压和 离 子 平 衡。根 据 来 琦 芳 等
［15］

对 中 国

明对虾 (Fenneropenaeus chinensis) 幼 虾 的 研 究，

水体中钾离子浓度高到一定程度时才会对水生

生物产生毒性作用并影响其生存。在本实验钾

离子浓度范围内，钾离子对鱼体的毒性作用较

弱，故重铬酸钾的毒性主要来自铬离子。

鱼类脾中的吞噬细胞主要是粒细胞和巨噬

细胞，嗜中性粒细胞是硬骨鱼类中最主要的粒

细胞，具有吞噬作用和呼吸爆发作用，通过吞噬

作用破坏异物，其溶酶体中含有的水解酶对大

多数微生物是致死性的。而呼吸爆发能够产生

高度反应性的氧代谢产物，这些氧代谢产物对

微生物有 很 大 毒 性
［16］。黑 色 素 巨 噬 细 胞 具 有

清除血液中可溶的或颗粒状物质的作用
［17］，黑

色 素 巨 噬 细 胞 常 集 结 形 成 黑 色 素 巨 噬 细 胞 中

心，金属影响巨噬细胞聚集的数量
［18］。陆家长

等
［19］

的研究也 证 实 了 铬 可 直 接 影 响 血 液 中 吞

噬细胞、中性粒细胞和巨噬细胞的吞噬能力，并

降低血清中溶菌酶活力。因此，可以认为，当重

金属离子进入机体时，吞噬细胞总是最先与其

接触，并加以清除，在清除过程中，吞噬 细 胞 由

于重金属的毒性作用而发生损伤，活性受到抑

制，数量减 少，从 而 损 害 鱼 类 非 特 异 性 免 疫 功

能。
淋巴细胞是脾中数量最多 的 细 胞，主 要 参

与机体的特异性免疫反应。研究表明，粒细胞、
黑色素巨噬细胞和淋巴细胞之间存在着密切的

关系。当粒细胞和巨噬细胞数量增加时淋巴细

胞数量减少，同时红细胞退化增加
［20］。本研究

结果显示，粒细胞、黑色素巨噬细胞和淋巴细胞

的数量基本呈现相同的变化趋势，而红细胞则

伴随着巨噬细胞的增加而破坏加剧。推测这种

差异的存在可能与环境污染物种类、污染浓度

和污染时间有关。
总之，随着污染浓度和污染时间的增加，免

疫细胞的数量迅速减少，反映了鱼类的特异性

和非特异性免疫功能均遭到破坏。与 此 同 时，

椭圆体被破坏，红细胞大量解体，脾的 造 血、滤

血功能也大大削弱。
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图 版 说 明

黄鳝脾正常与病理组织的显微图像

1. 脾实质:* 示动脉周围淋巴鞘，↑示中央动脉末端向脾 髓 的 开 口 × 800; 2. 脾 实 质:↑示 椭 圆 体，* 示 淋 巴 组 织 × 800; 3. 脾 实

质:↑示黑色素巨噬细胞中心，示椭圆体，* 示淋巴组织 × 200; 4. 染毒 2 d 高浓度 Hg2 + 组:* 示淋巴细胞退化区 × 800; 5. 染毒

4 d 高浓度 Cr6 + 组:示结缔组织(↑) 增生并向脾实质内侵入，示红细胞破坏区 × 200; 6. 染毒 8 d 高浓度 Hg2 + 组:示椭圆体(↑)

破坏解体 × 800。

Explanation of Plate
Microscopic figure of the spleen of Ricefield Eel
1. Spleen parenchyma，* showing periarterial lymphatic sheath，↑ showing the terminal parts of splenic artery open into the red pulp × 800;

2. Spleen parenchyma，↑showing the ellipsoid，* showing lymphatic tissue × 800; 3. Spleen parenchyma，↑ showing melano-macrophage

centre， showing the ellipsoid，* showing lymphatic tissue × 200; 4. Spleen parenchyma exposed to a high concentration of Hg2 + (0. 25

mg /L) for 2 days，* showing degenerative region of lymphocyte × 800; 5. Spleen parenchyma exposed to a high concentration of Cr6 + (20

mg /L) for 4 days，showing hyperplastic connective tissue(↑) invaded spleen parenchyma， showing red blood cells destruction region ×

200; 6. Spleen parenchyma exposed to a high concentration of Hg2 + (0. 25 mg /L) for 8 days，showing disintegrating ellipsoid(↑) × 800.
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