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流式细胞术结合组织学方法对
柄海鞘血细胞的分类

王　岳　孙虎山 3 　王宜艳　王海娜
(鲁东大学生命科学学院　烟台　264025)

摘要 : 用流式细胞术研究柄海鞘 ( Styela clava)血细胞的分类 ,依据细胞大小及颗粒的复杂程度将血细胞

分为 5类 :即类群 R1～R5 ,各类群分别占血细胞总数的 37115 %±1101 %、15185 %±2191 %、16115 %±

1158 %、23165 %±3105 %、5187 %±0131 % ,上机血样品的密度约 106 个Πml。组织学方法依据细胞大小、

所含颗粒的情况及细胞的染色特征将血细胞分为 5类 :成血细胞、透明细胞、嗜碱性颗粒细胞、嗜酸性颗

粒细胞及吞噬细胞。对两种方法各自所分 5类细胞的对应关系进行了讨论。
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Abstract :The classification of haemocytes in Styela clava was studied with flow cytometer. On the basis of cell size

and presence of granules , five types of haemocytes were recognized : R1 is the smallest with a few granules ; R2 is

bigger with fewer granules ; R3 is the midium2sized cells with more granules ; R4 is the midium2sized with a few

granules ; R5 is the largest cells with more granules. The total amount of haemocytes on the average was about 1×106

cells Πml of haemolymph. The R1 , R2 , R3 , R4 and R5 cells constituted 37115 % ±1101 % , 15185 % ±2191 % ,

16115 %±1158 % , 23165 % ±3105 % , 5187 % ±0131 % of the total haemocytes , respectively. Histology study

revealed that haemocytes could be divided into haemoblast , hyaline cells , eosinophilic granulocytes , basophilic

granulocytes and phagocytes according to cell size and the presence of granules. We also discussed the relations among

the cells.
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　　柄海鞘 ( Styela clava) ,俗称海茄子 ,属脊索

动物门 (Chordates)尾索动物亚门 (Urochordata)

海鞘纲 (Ascidiacea)单海鞘目 (Monascidia) 。尾

索动物因外被一层特殊的被囊 (tunic) ,也称为

被囊动物。被囊动物在分类地位上十分特殊 ,

介于无脊椎动物与脊椎动物间的过渡阶段 ,有

原始的宿主防御系统 ,这个系统被认为是脊椎

动物先天免疫系统的原型[1 ,2 ]。无脊椎动物的

血细胞常常被认为是免疫系统中主要的防御因

子[3～5 ]。Munoz等人研究发现被囊动物的血细



胞参与了机体的炎症反应且内含物抗菌肽对机

体有免疫促进作用[6～9 ]。研究柄海鞘血细胞不

仅对了解柄海鞘的免疫机制具有重要作用 ,对

研究动物的免疫系统进化也具有重要的意义。

柄海鞘血细胞的研究开始于 20世纪 30 年代 ,

但其血细胞分类一直不很明确[10 ]。1993 年 ,

Sawada等人通过组织化学、电镜技术等形态学

研究将柄海鞘的血细胞分成嗜酸性颗粒细胞、

嗜碱性颗粒细胞、透明细胞、成血细胞[10 ]。笔

者通过流式细胞术结合组织学方法对正常状态

下柄海鞘的血细胞分类进行了观察。

1　材料与方法

111　材料　实验用柄海鞘购于烟台上尧农贸

市场 ,共 28个 ,体长 43～112 mm ,10～15℃条件

下在水深为 20 cm的 70 cm×30 cm×30 cm室

内玻璃水族箱中驯养 2 d ,驯养期间进行充气、

投喂小球藻 ( Chlorella zofingiensis) 、换水等日常

管理 ,未发现柄海鞘水孔长时间紧闭等异常现

象。

112　方法

11211　流式细胞术对血细胞的分类 　取柄海

鞘用无菌海水冲洗体表 ,剪断柄海鞘基部 ,用加

入约 10倍于血量 (约 415 ml)无菌海水的离心

管收集血液 ,以防止非特异性血细胞凝结。用

300目的筛绢过滤血细胞 ,加 2 %NaCl 稀释 ,血

细胞计数法观察的浓度数量级约为 10
6 个Πml ,

测试 18个个体。实验所用流式细胞仪为美国

BD 公司生产的 BD FACSCalibur ,应用 CellQuest

软件进行实验数据的获取和分析。应用 488

nm的氩离子气体激光器 ,以经 012μm 过滤膜

过滤的双蒸水为鞘液 ,前向角散射光 ( foreword

scatter , FSC) 和侧向角散射光 ( side scatter ,

SSC) 为主要参数 ,FSC和 SSC为横纵坐标的点

图获取数据 ,其中 FSC反映细胞的大小 ,SSC反

映细胞颗粒的复杂程度 ,数据分析是在 FSC 和

SSC点图上圈出各细胞类群 ,统计各细胞类群

占整个血细胞总数的比例。实验所用 FSC电

压为 E00 1135 ,SSC电压为 300 ,每个血样收集

10 000 个细胞。

11212　组织学方法对血细胞的分类 　取柄海

鞘用抽滤的无菌海水冲洗体表 ,剪断柄海鞘的

基部 ,血液直接在洁净载玻片上涂片 ,干燥后 ,

用Wright染液染色 ,1 min后滴加 115倍于染液

的磷酸缓冲液 ,静置 10 min ,用蒸馏水洗去染

液 ,彻底干燥后封片。Olympus显微镜观察、测

量。

2　结　果

211　流式细胞术对血细胞的分类　实验通过

流式细胞术对柄海鞘血细胞进行分群 ,同时计

算各个细胞类群所占比例 ,实验结果以血细胞

的 FSC和 SSC双参数点图 (dot plot)和等高线图

(contour plot)的形式表示 (图 1) 。其中 FSC表

示细胞的大小 ,SSC表示细胞颗粒的复杂程度。

结果显示其血细胞由 5 个类群 R1、R2、R3、R4、

R5 组成。类群 R1 的细胞最小 ,颗粒程度较为

复杂 ;类群 R2 的细胞稍大 ,颗粒程度较简单 ;类

群 R3 细胞较 R2 大 ,细胞颗粒程度复杂 ;类群

R4 细胞大小与 R3 相似 ,细胞颗粒复杂程度介

于 R2 与 R3 之间 ;类群 R5 细胞最大 ,颗粒的复

杂程度与 R3 相似。

R1、R2、R3、R4、R5 5个细胞类群占血细胞总

数的百分比分别为 :37115 %±1101 %、15185 %

±2191 %、16115 %±1158 %、23165 %±3105 %、

5187 %±0131 %。

212　组织学方法对血细胞的分类　根据细胞

大小、所含颗粒情况及细胞的染色特征 ,将柄海

鞘的血细胞大致分为 5种。

成血细胞 :细胞近圆形 ,直径 2～213μm ,

细胞质极少 ,细胞核大 ,被Wright染料染成深紫

色 (图 2A) ,此类细胞约占血细胞总数的

5114 %。

透明细胞 :细胞近圆形 ,直径 12～15μm ,

核异态 ,被Wright染料染成淡紫红色 ,细胞质透

明、不易着色 ,细胞伸展性较好 ,在玻片上平铺

为一薄层细胞。在光镜下 ,此种细胞易聚集 ,有

时 3～5个细胞聚集 ,有时几十个细胞聚集 (图

2B) ,此类细胞约占血细胞总数的 1016 %。
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图 1　柄海鞘血细胞流式细胞术分类的散点图与等高线图

Fig. 1　Classification of haemocytes in Styela clava by flow cytometer

a. 柄海鞘血细胞的 FSC和 SSC双参数点图 ; b.柄海鞘血细胞的等高线图。R1、R2、R3、R4、R5 分别代表

一个细胞类群。a. Dot plot ; b. Contour plot。R1 ,R2 ,R3 ,R4 ,R5 represent five groups of haemocytes.
　

图 2　柄海鞘血细胞组织学方法分类的显微结构图

Fig. 2　Classification of haemocytes in Styela clava by histological method

A. 成血细胞 ; B. 透明细胞 ; C. 嗜碱性颗粒细胞 ; D. 吞噬细胞 ; E. 嗜酸性颗粒细胞。×40 ,标尺 = 20μm。

A. Hemoblast ; B. Hyaline cells ; C. Basophilic granulocytes ; D. Phagocytes ; E. Eosinophilic granulocytes. ×40 ,Bar = 20μm. 　

嗜碱性颗粒细胞 :细胞形状不规则 ,直径约

7～8μm ,核椭圆形、紫红色 ,常被嗜碱性颗粒遮

盖 ,胞浆中充满大小不均、排列不整齐的 ,圆形、

菱角形及长椭圆形深紫色颗粒 ,胞膜不明显 (图

2C) ,此类细胞约占血细胞总数的 2213 %。

吞噬细胞 :细胞形状不规则 ,直径约为 10

μm ,细胞核近圆形 ,胞内颗粒物质多 ,被 Wright

染料染成紫红色 (图 2D) ,此类细胞约占血细胞

总数的 217 %。

嗜酸性颗粒细胞 :细胞多圆形或椭圆形 ,直

径约 6～7μm ,细胞核常椭圆形 ,位于细胞中央

或偏向一边 ,明显被 Wright 染料染成紫红色。

胞浆中充满均匀整齐、紧密排列的圆形或椭圆

形桔红色嗜酸性颗粒 ,颗粒多少不等 ,分布呈现

中空的现象或环状 ,这大概是由于颗粒中央与

四周密度不同所致。光镜下细胞有时呈多角形

(图 2E) 。此类细胞约占血细胞总数的 5918 %。
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3　讨　论

流式细胞术对柄海鞘血细胞的分类结果显

示 ,柄海鞘的血细胞可分为 5类。类群 R1 细胞

最小 ,颗粒程度较为复杂 ,占血细胞总数的比例

最大 ;类群 R2 的细胞稍大 ,颗粒程度较简单 ,占

血细胞总数的比例居第四位 ;类群 R3 细胞较

R2 大 ,细胞颗粒程度复杂 ,占血细胞总数的比

例居中 ;类群 R4 细胞大小与 R3 相似 ,细胞颗粒

复杂程度介于 R2 与 R3 之间 ,占血细胞总数的

比例居第二位 ;类群 R5 细胞最大 ,颗粒程度最

复杂 ,占血细胞总数的比例最小。组织学方法

对血细胞的分类实验中 ,依据细胞大小、所含颗

粒情况及细胞的染色特征 ,我们将血细胞分为

5类 ,其中成血细胞胞体直径最小 ,细胞颗粒程

度较复杂 ,占血细胞总数的比例居第四位 ,我们

推测其为 R1 类群细胞 ,但是此类细胞在两个实

验中占血细胞总数的比例不相符合 ,可能由于

成血细胞不易在玻片上附着 ,洗片过程中部分

丢失所致 ,这与 Sawada等人[10 ]提到成血细胞不

易在玻片上附着 ,因此所占比例较少的结论相

吻合。透明细胞的胞体直径较大 ,细胞颗粒程

度较简单 ,占血细胞总数的比例居第三位 ,排除

成血细胞在两个实验中占血细胞总数比例不一

致的影响 ,我们推测其为 R2 类群细胞 ,但此类

细胞的大小在两个实验中不相符合。在组织学

实验中 ,我们观察到此类细胞有伪足 ,可以在玻

片上展开 ,但在流式细胞仪的检测中 ,伪足不易

展开致使胞体直径变小 ,因此两种结果存在差

异。嗜碱性颗粒细胞胞体直径约 7～8μm ,细

胞颗粒程度复杂 ,占血细胞总数的比例居第二

位 ,排除成血细胞在两个实验中占血细胞总数

比例不一致的影响 ,推测其为 R3 类群细胞 ,但

是此类细胞的大小在两个实验中不相符合。在

组织学实验中 ,我们观察到此类细胞形态多变 ,

外形极不规则 ,可能是细胞内颗粒的分布影响

细胞直径的大小 ,这与 Sawada等人[10 ]提到嗜碱

性颗粒细胞平均直径要小于嗜酸性颗粒细胞的

平均直径相吻合。嗜酸性颗粒细胞胞体直径约

6～7μm ,细胞颗粒程度复杂 ,占血细胞总数的

比例最大 ,排除成血细胞在两个实验中占血细

胞总数比例不一致的影响 ,推测其为 R4 类群细

胞。吞噬细胞胞体直径约为 10μm ,排除透明

细胞在组织学实验中伪足伸展影响细胞真实大

小的问题 ,此类细胞胞体直径最大 ,细胞颗粒程

度最复杂 ,占血细胞总数的比例最小 ,因此推测

其为 R5 类群细胞。

被囊动物中的很多种类的血细胞都通过光

学显微镜或电子显微镜进行过分类[11 ]
,但是迄

今仍然没有形成一个公认的分类标准 ,这在一

定程度上反映了被囊动物血细胞本身组成的复

杂性。George总结前人的研究成果 :非洲大纽

鳃樽 ( Salpa africana2maxima)的血细胞可分为淋

巴细胞、小室细胞、指环状细胞和绿细胞[11 ] ,双

尾纽鳃樽 ( S . democratica2mucronata)的血细胞

可分为星状细胞、颗粒噬菌细胞、桑椹细胞、肾

原细胞[11 ]等 ,在此基础上 ,他依据被囊动物血

细胞的结构功能及细胞内涵物将血细胞分为 5

类 :淋巴细胞、巨噬细胞、液泡细胞、肾原细胞、

色素细胞[11 ]。笔者对柄海鞘血细胞的显微观

察表明 ,虽然在合适的染色条件下可以观察到

血细胞 ,但血细胞各类群的比例、是否有血细胞

丢失 ,与染色时分色时间长短有很大的关系 (如

分色时间过长可能导致部分细胞丢失) 。因此

笔者以流式细胞术对柄海鞘血细胞的分类为依

据 ,而组织学特征作为一个辅助特征 ,对柄海鞘

血细胞进行分类。实验用流式细胞仪 FSC和

SSC强度即依据细胞大小和颗粒复杂程度来进

行柄海鞘血细胞的分类 ,得到比较理想的结果 ,

血细胞非常明显地分为 5 类 R1～R5。依据细

胞的大小、数量、颗粒程度等特征 ,我们将其与

组织学特征比较 ,推测 R1～R5 分别对应成血细

胞、透明细胞、嗜碱性颗粒细胞、嗜酸性颗粒细

胞及吞噬细胞。这与 Sawada 等[10 ]通过组织化

学、电镜技术等形态学研究将柄海鞘的血细胞

分成嗜酸性颗粒细胞、嗜碱性颗粒细胞、透明细

胞、成血细胞的结果相似 ,同时笔者证明了吞噬

细胞的存在。

组织学实验中我们选取了Wright染料作为
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染色剂 ,采取直接采血后迅速在玻片上涂片的

方法 ,有效防止了非特异性血细胞的凝结 ,同时

避免了固定剂对血细胞造成的凝缩等影响。各

类血细胞大小与 Sawada 等人[10 ]的测量数据相

比 ,直径皆小于其测量结果 ,可能与固定方法不

同有关。
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