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� � 甲壳动物血淋巴细胞具有吞噬异物的功能, 其种类、数

量与其免疫功能密切相关。对甲壳动物血淋巴细胞进行研

究,无论在理论上还是在实践上, 都具有十分重要的意义。

有关甲壳动物血淋巴细胞形态、结构及其分类的研究, 国内

外已有文献报道[ 1� 8] ,本文对经济价值较高、肉质鲜美、风味

独特、营养丰富的日本绒螯蟹 ( Eriocheir . j aponica de Haan) 的

血淋巴细胞进行了分类和显微、超微结构观察; 对血淋巴细

胞密度和分类进行了计数并进行了雌雄间的比较, 为进一步

研究提供参考。

1 � 材料与方法

于2002 年 6 月取二龄日本绒螯蟹雌雄各 20 尾, 体重

100 � 150g。用 1mL注射器先吸取 10%海水甲醛 0�1mL,再从

蟹围心腔抽取等量淋巴液。混均后, 一部分样品按常规方法

涂片。另一部分样品经 1500r�min 离心 10min; 弃掉上清液,

4 � 2�5%戊二醛固定, PBS 漂洗 2� 3 次,切成 1mm3 小块, 1%

酸固定 2h, 4� 2�5%戊二醛固定, 乙醇逐级脱水, Epon812 环

氧树脂浸透、包埋、聚合。NOVA�LKB 超薄切片机切片, 醋酸双

氧铀�柠檬酸铅双重染色, JEM�1200EXII透射电镜观察拍照。

血细胞的染色和计数分别按于建平[1]和蔡雪峰[2]方法。

2 � 结果

2�1 � 日本绒螯蟹血淋巴细胞光镜观察

在光镜下,日本绒螯蟹血淋巴细胞可分为三类, 即无颗

粒细胞、小颗粒细胞和大颗粒细胞。

无颗粒细胞圆形或卵圆形, 长轴 9�59� 12�67�m, 短轴

7� 48� 11�14�m,核较大, 呈深灰色, 细胞质呈淡灰色, 没有发

现颗粒状物质(图 1)。

小颗粒细胞圆形或卵圆形,大小介于无颗粒细胞和大颗

粒细胞之间, 长轴 6�82 � 11�86�m, 短轴 4�11 � 7� 11�m, 细胞

质中有一些黑色的颗粒,细小, 量少, 分布较均匀而使细胞质

呈网状。细胞核深色,清晰可见, 略偏于细胞一侧(图 2)。

大颗粒细胞圆形或卵圆形,在三类细胞中,其体积最大,

长轴 10�69� 16�29�m, 短轴 8�34� 12�18�m。细胞质中含有大

量较大的颗粒,颗粒的折光性较强,几乎掩盖了细胞核(图3)。

2� 2� 日本绒螯蟹血淋巴细胞电镜观察

无颗粒细胞 � 细胞质电子密度较低, 细胞器稀少, 内吞

泡丰富, 偶见线粒体, 无电子致密颗粒, 细胞核较大, 核内异

染色质较少,呈带状分布在核内侧, 或岛状分布在核中央, 可

见核孔(图 4)。

小颗粒细胞 � 细胞圆形或卵圆形, 细胞质内含有数量不

等、电子致密度不同的小颗粒, 颗粒外包被单层膜, 还可见粗

面内质网、较大的线粒体和大量的游离核糖体,内吞泡较多,

有的具有双层膜结构; 细胞核位于细胞中央, 核内异染色质

丰富,分布在细胞核内侧, 核膜清晰,可见核孔(图 5)。

大颗粒细胞 � 细胞质中含有大量电子致密的大颗粒, 颗

粒完全被内吞物填充,着色较深, 无电子透明边缘带, 可见较

大的线粒体,丰富的内质网、自由核糖体和大小不等的空泡,

细胞核较小,位于细胞体中央, 核内异染色质丰富, 且呈岛状

分布(图 6)。
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1无颗粒细胞示较大的细胞核( 2000� ) ; 2 小颗粒细胞示细胞质中较小的颗粒

而使细胞质呈网状( 2000 � ) ; 3 大颗粒细胞示较大的电子致密颗粒( 2000� ) ;

4 无颗粒细胞示较大的细胞核( 12 000� ) ; 5小颗粒细胞示较小的电子致密颗粒

( 12 000� ) ; 6大颗粒细胞示较大的电子致密颗粒( 12 000� )。1 hyaline haemo�

cyteshowing large nucleus ( 2000� ) ; 2 Small granular haemocyte showing small granules

which; look like reticulat ion( 2000� ) ; 3 Large granular haemocyte showing large granules

which cover up nucleus almost ( 2000 � ) ; 4 hyaline haemocyte showing large nucleus

( 12 000� ) ; 5 Small granular haemocyte showing small granules ( 12 000 � ) ; 6 Large

granular haemocyte showing large granules( 12 000� )

2�3 � 日本绒螯蟹血淋巴细胞密度、细胞分类计数和细胞大

小的比较

雌、雄日本绒螯蟹血淋巴细胞密度、细胞分类计数和细

胞大小的比较分别见表 1 和表 2。

表 1 � 雌、雄日本绒螯蟹血淋巴细胞数量的比较

Tab.1 � Comparison of haemocyte counts of E . japonica between female and mate

雌性( � )

X� SD CV�%
� �

雄性( � )

X� SD CV�%
� �

总值

X � SD CV�%

无颗粒细胞 2�61 � 0�82* * 31�42 0�72 � 0�37 51�39 1�69� 0�86 50�89

Agranular

小颗粒细胞 79�17 � 2�68* 3�39 86�04 � 1�23 1�43 82�08 � 3�42 4�17

Small granular

大颗粒细胞 18�22 � 1�27* 6�97 13�24 � 0�90 6�80 16�23 � 2�03 12�51

Large granular

细胞密度 3�37 � 1�98 58�75 2�73 � 1�41 51�65 3�10� 2�36 76�13

Hemocyte density

( 103 个�mm3)

� � 注: X� SD为平均数 � 标准差, CV为变异系数, * 为差异显著( P�0�05�) , * * 为差异极显著( P�0�01�) .

表 2 � 雌、雄日本绒螯蟹各类血淋巴细胞大小的比较

Tab. 2 � Comparison of size of different haemocyte of E. japonica between female and mate

细胞(�m)
雌性( � )

X� SD CV�%
�

雄性( � )

X� SD CV�%
�

总值

X � SD CV�%

无颗粒细胞

Agranular

C. L. 11�52 � 1�63 14�15 10�50 � 1�42 13�52 11�13 � 1�54 13�84

C. S. 9�05 � 2�22 24�53 9�72 � 1�14 11�73 9�31� 1�83 19�66

N. L. 9�32 � 1�31 14�06 9�21 � 2�38 25�84 9�24� 1�63 17�64

N. S. 9�02 � 1�84 20�40 8�95 � 1�78 19�89 8�88� 1�38 15�54

小颗粒细胞

Small granular

C. L. 11�03 � 2�62 23�75 11�93 � 1�51 12�66 11�54 � 2�19 18�98

C. S. 9�32 � 2�99 32�08 9�44 � 0�45 4�77 9�34� 2�52 26�98

N. L. 6�52 � 1�71 26�23 6�85 � 1�82 26�57 5�61� 1�50 26�74

N. S. 5�48 � 1�52 27�74 5�44 � 1�12 20�59 5�43� 1�43 26�34

大颗粒细胞

Large granular

C. L. 13�00 � 1�29 9�92 14�61 � 2�18 14�92 13�49 � 2�80 20�76

C. S. 9�82 � 1�93 19�65 10�33 � 1�82 17�62 10�26 � 1�92 18�71

N. L. 6�90 � 0�65 9�42 7�73 � 1�42 18�37 7�33� 1�36 18�55

N. S. 5�36 � 0�92 17�16 6�27 � 1�14 18�18 5�94� 1�34 22�56

� � 注: X� SD为平均数 � 标准差, CV为变异系数。
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3 � 讨论

甲壳动物血细胞的研究始于十九世纪 ,但由于不同的研

究者所用的研究材料、手段和方法不同, 导致对甲壳动物血

细胞的分类无规范统一的标准。早期的研究者多采用光镜

观察血涂片及染色反应。六十年代, Dall和 Maynard 提出甲

壳动物血细胞呈变形虫状[3, 4]。后来, 通过固定液改进的快

速固定, 防止了血细胞突起的形成, 较准确地反应了血细胞

的自然状态。如 Cornick 等按形态染色及光学特点将美洲螯

龙虾( Homarus americanus)的血细胞分成原透明细胞、透明细

胞、嗜酸性颗粒细胞和兼色粒细胞[ 5]。Banchau, 将甲壳动物

的血细胞分为透明细胞、半颗粒细胞和颗粒细胞[6]。Martin

依据血细胞中特殊颗粒的性质、大小、形态和数量以及存在

与否, 把单肢虾( Sicyonia ingentis )和加洲对虾的血细胞分为

小颗粒细胞、大颗粒细胞和无颗粒细胞[ 7]。

目前甲壳类血细胞的分类及命名渐趋一致, 其分类依据

基本与Martin[ 7]的观点一致, 其命名一般为: 无颗粒细胞 (或

透明细胞)小颗粒细胞(或半透明细胞)、大颗粒细胞(或颗粒

细胞)。

日本绒螯蟹的血淋巴细胞以小颗粒细胞为主, 高达

82� 08% ,其变异系数较小( 4� 17% ) ,雌雄各体间存在显著差

异。无颗粒细胞最少, 仅占 1�69% , 变异系数较大, 高达

50� 89% , 雌雄间存在极显著差异。大颗粒细胞占 16�23% , 雌

性明显高于雄性。这种雌雄差异可能与繁殖有关, 其所反应

的生理意义,须研究各类血淋巴细胞的功能后,进一步探讨。

日本绒螯蟹血淋巴细胞中, 无颗粒细胞最少, 大颗粒细胞次

之,小颗粒细胞最多, 与三疣梭子蟹[8]相似。

日本绒螯蟹血淋巴细胞密度比鱼类小数十倍, 雌雄间无

显著差异,但不同个体间差异较大(变异系数达 76�13% )。

在细胞大小方面,无颗粒细胞最小( 11�13�m2 � 9�31�m2) , 小

颗粒细胞次之 ( 11� 54�m2 � 9�34�m2 ) , 大颗粒细胞最大

( 13�49�m2� 10�26�m2 ) , 与中华绒螯蟹和虾类[ 1, 2] 相似, 即有

颗粒细胞比无颗粒细胞大(表 3) , 这一点与鱼类也相似。雌

雄间无显著差异,且变异系数均在 20%左右, 说明细胞大小

相对稳定,个体间差异较小。

为了避免产卵过程生理条件对蟹血淋巴细胞的影响, 本

表 3 � 日本绒螯蟹与其他甲壳动物血淋巴细胞的比较大小

Tab. 3� Comparison of size of hemocyte between E. japonica and other crustacean

种名 大颗粒细胞 小颗粒细胞 无颗粒细胞

日本绒螯蟹 13�49�m� 10�26�m 11�54�m � 9�34�m 11�13�m� 9�31�m

E. j aponica

中华绒螯蟹[ 10] 13 � 18�m 大小介于两者之间 6 � 8�m

Eriocheir sinensis

三疣梭子蟹[ 8] 11�49�m � 8�32�m 11�05�m � 9�21�m 11�23�m� 9�21�m

Portnus ti tuber cularas

中国对虾[ 11] 17�5 � 32�5�m 15�0 � 22�5�m 17�5 � 20�0�m

Penaeus chinensi s

日本对虾[ 1] 13�5�m � 6�8�m 9�5�m � 5�5�m 6�4�m � 5�3�m

Penaeus japonicus

实验所用材料全为已性成熟,但未产过卵的蟹, 细胞密度经

统计学检验,虽差异不显著, 但从平均值来看,却是雌性高于

雄性, 与三疣梭子蟹相似[8] , 而与一般动物的生理规律明显

不同,有关这一点, 有待进一步研究。
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