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  中国鲎 (Tachypleu s tridenta tus), 隶属于节肢动物门 (A r2

th ropoda)、有螯亚门 ( Che lice ra ta)、肢口纲 (Merostoma ta)、剑

尾目 ( X iphosura)、鲎科 ( Limulidae),分布于中国、日本和东南

亚其他国家。鲎科动物 (H orseshoe crab)现有三属四种,自从

早古生代奥陶纪出现, 至今 4亿多年, 其形态结构以及生活

习性无重大变化。在胚胎发育后期有三叶虫幼体的形态特

征, 被誉为活化石。在天然免疫、视觉、胚胎发育等许多方

面, 鲎成为研究者的模式动物 [1]。

一百多年来 , 鲎血细胞的抗菌作用一直吸引着研究

者。鲎以原始的天然免疫抵抗入侵的微生物 [ 2]。自

Bang[ 3 ]及 Levin和 Bang[ 4]开展鲎血液变形细胞和细菌内

毒素之间关系的经典研究之后, 有关鲎血液细胞学研究、

鲎试剂的研究和开发, 以及鲎其他诸多活性蛋白的研究

取得巨大成就。尽管已经对美洲鲎 (Limulus polyphemus)、

中国鲎和圆尾鲎 (Carcinoscorp ius rotund icauda )血细胞培

养开展过初步研究 [ 5) 10] , 但其最佳的培养条件仍然没有

摸清。本文对中国鲎血细胞进行了体外培养, 并对培养

的血细胞部分行为进行了观察, 为今后进一步深入研究

其合适的培养条件及生物学提供基础。

1 材料与方法

11 1 中国鲎来源及室内暂养  取血用的中国鲎来自深圳南

澳海鲜市场, 前后共 5只雄性个体, 体重在 450) 730g。中国

鲎运回实验室后, 放于盛有干净海水的大塑料箱中 ,连续充

气, 水温在 24) 27e 之间, 暂养期间不喂食, 存活时间在

45) 68d。

11 2 鲎血清制备  把鲎的头胸甲与腹甲向内弯折, 用酒精

棉和去离子水反复擦洗后,用一次性注射器从关节处插进心

脏, 抽出 50) 60mL血液, 置离心管 3000 r/m in离心 6m in,

01 22Lm过滤后, 分装于小瓶, 4e 冰箱保存备用。

11 3 培养基配置  用双倍 L215培养基 [ 5] (H azleton B iologi2

ca ls, Inc1 KS, USA ), 另添加 510mmol/L glucose, 10mmol/L

HEPES和双抗 (青霉素和链霉素各 01 15g/L)。用去离子水

配制后 01 22Lm滤膜过滤, 添加 5% ) 20%小牛血清 (H yc lone

产品 ), 4e 冰箱保存备用。

11 4 血细胞培养及部分生物学现象观察  用 10mL注射器

吸入 915mL培养基, 再抽入 01 5mL鲎血, 缓慢颠倒注射器,

使血细胞均匀分散于培养基中。迅速拔掉针头,将注射器内

容物注入 2个培养皿 (各 5mL), 由于细胞太密,以后每隔 4)

6d把每皿的细胞取出一半放入新皿中培养, 加入新鲜培养

基 (含鲎血清 10% )。或将血液离心 ( 800r /m in, 3m in)后收

集血细胞团块 ,将团块放入培养基小心吹打, 即有大量细胞

游离出来, 弃去细胞团块后可正式培养。用倒置显微镜成像

系统 (N ikon TE20002U,日本 )对血细胞的运动、变形和脱颗

粒现象等进行观察并拍照。

2 结果与讨论

21 1 培养条件对血细胞存活的影响

本研究用 L215( 2 @)培养基培养中国鲎血细胞。添加小

牛血清和中国鲎血清对血细胞存活有明显的作用 (表 1 )。
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在培养 60d时, 添加小牛血清在 10% ) 20% 时, 鲎血细胞仍

有一定的活细胞数量 ,说明培养基中一定浓度的小牛血清对

鲎血细胞较长时间存活非常重要, 血清浓度在 15%时, 存活

率最高。相同浓度的小牛血清和鲎血清相比 ,鲎血清的效果

较好。要指出的是, 培养时间到了 20d后, 细胞裂解的数量

开始增多, 细胞碎片会影响细胞的计数。

表 1 添加不同小牛血清和鲎血清浓度下细胞存活率

Tab11 V iab ility ofTa chyp leus tridentatus amebocytes under d ifferen t calf serum and the crab serum concentrat ion s (% )

培养时间

Cu lture days ( d)

小牛血清浓度和中国鲎血清浓度

Calf serum and the crab serum ( h) con cen trations (% )

0 5 5h 10 10h 15 20

5 3515 4817 5018 6213 7316 6416 5512

10 2813 4315 4719 4516 5015 4312 4111

20 2011 2714 3016 2115 3114 2618 2218

30 0 1216 2114 1016 2314 1515 1317

60 0 0 117 316 618 517 412

  徐德源等 [ 9]采用 4种培养基 ( TNM2FH、 IPLB241、

BML2TC10和 RPMI1640)对中国鲎血细胞进行培养 , 发现

TNM2FH效果最好, 细胞存活可达 202d以上。其他 3种

只能使细胞存活 39) 43d。由于没有细胞存活率数据,

TNM2FH 究竟是不是鲎血细胞群体存活最适宜的培养基,

无法作出结论。H u rton, et a l1 [ 5]为了摸索美洲鲎 L1 pol2

yphemu s血细胞适宜的培养条件 , 采用了 6种培养基: L2

15、2 @L215、GM IM ( G raceps mod ified insect medium )、GIM

( G raceps insec t medium )、IPL241和 Insect2Xp ress(无蛋白

培养基 )。在 7 d的培养过程中, 发现在 GM IM中 , 血细胞

形态基本保持体内状态 (即圆形 ), 细胞也没有脱颗粒现

象 , 存活率达 771 2% 。而在其他培养基中, 血细胞形态变

化很大 , 脱颗粒量大, 存活率低。如 Graceps Inse ctMedium

存活率只有 351 1%。由此认为 , 添加鲎血清的 GM IM是

今后优化鲎血细胞培养基的候选者。但是 , 7d的培养时

间是否太短, 血细胞是否增殖 , GM IM对中国鲎血细胞培

养怎样 ? 这些问题都值得研究。

21 2 变形与脱颗粒现象

鲎体内的血细胞呈圆形 (直径约 10) 20Lm ), 从体内

抽出后置入培养板约 10m in就有少数细胞开始变形, 从

圆形变成三角形、棒形或者不规则的多变形 (纵长有的达

80Lm)。 30m in后 , 变形的细胞越来越多。变形的细胞在

形态上一般比圆形细胞要大 , 且贴壁。因细胞密度大而

分瓶培养时 , 用 01 02% 胰酶消化约 10) 15m in, 贴壁的细

胞会悬浮。

在操作过程中, 中国鲎血细胞极易脱颗粒, 在鲎血或鲎

血离心后的团块进入培养基后即发生脱颗粒现象, 在培养的

前几天尤为明显 (图 1)。美洲鲎循环血中也只有一种细胞

形态2颗粒血细胞, 在免疫系统中是最重要的角色 [ 11]。这些

颗粒由具有免疫效应的蛋白质和肽组成, 几乎充满细胞质。

细菌脂多糖 (LPS)等特异性的促分泌素能够诱导血细胞脱

颗粒 [ 12]。LPS是革兰氏阴性菌细胞壁的基本成分, 以前认为

只有革兰氏阴性细菌才有 LPS, 后来发现, 在无菌培养条件

下, 真核绿藻 (Chlorella、stra in NC64A)也有类似 LPS的分子,

并能够引起血细胞颗粒的外吐 [11]。本实验过程中, 常常观

察到血细胞的脱颗粒现象, 具体原因还不清楚, 值得今后继

续研究。
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图 1 中国鲎血细胞培养过程中的形态变化 ( @400 )

Fig11 Changes in the cell shape du ring cu lture ofTachypleus

trid en ta tu s amebocytes ( @400)

A1中国鲎血细胞培养第 1天; B1中国鲎血细胞培养第 2天

(白色箭头示脱颗粒; 黑色箭头示变形 ); C1中国鲎血细胞培

养第 10天 (白色箭头示细胞裂解成碎片 ); D1 中国鲎血

    细胞培养第 20天 ( T rypan染色,白色箭头示部分细胞存活 )

A1 The cell shape in th e firs t day of cu ltu re; B1 Cells in th e second

day of cu lture, show ing degranu lation and trans figu ration; C1 In the

ten th day of cu ltu re, many cel ls b roken into fragmen ts; D1 In the

twen tieth d ay of culture; a small popu lat ion of th e cells is liv ing by

    Tyrpan dyeing

21 3 培养血细胞的移动

在中国鲎血细胞培养过程中,常常观察到它们的运动。血

细胞的运动有两种方式,一种是以细胞中心为轴心的旋转,另一

种是明显的空间移动,移动的速率可达 6) 8Lm /m in[ 9]。在本

实验中, 观察到移动细胞的空间位移和自身旋转 (从细胞质

内颗粒的状态变化来看 ), 细胞的运动包含了上面的两种方

式 (图 2)。

图 2 中国鲎血细胞培养过程中的运动轨迹 ( @400 )

Fig12 Anamebocyte ofTa chyp leus tridentatus ismoving ( @400 )

A1 0min; B1 12min后; C1 55m in后;白色箭头示移动中的细胞,

   黑色箭头示相对固定的参照物

A1 A t the beg inn ing of observation; B1 A fter 12 min; C1 55m in lat2

er; wh ite arrow show ing the moving cel,l b lack arrow show ing the

    still background

21 4 血细胞分裂问题

我们开展血细胞培养的目的,是想从血细胞中找到造血

干 /祖细胞,从而能够有效地扩增血细胞。但是在反复多次

培养过程中, 对中国鲎血细胞进行长时间观察, 均未发现分

裂现象。结合其他研究可以推测, 鲎循环血中造血干 /祖细

胞数量极其稀少或者没有。通过常规培养来扩增鲎血细胞

数量是非常困难的。
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