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中华鳖血液细胞的分层鉴定与转录组比较分析 
陈静怡  屈彦福* 

南京师范大学生命科学学院  南京  210023 

摘要：本研究以中华鳖（Pelodiscus sinensis）为研究对象，利用 Percoll 分离法，成功从 Percoll 分离液

不同密度层（浓度大于 60%、20% ~ 40%和 50% ~ 60%）中分别获得血液红细胞、淋巴细胞和血栓细胞。

本研究对中华鳖血液细胞类型进行了更精确的鉴别和描述，并展示这 3 种类型细胞的转录组中重要标

记基因的表达。转录组结果显示，淋巴细胞与红细胞间、血栓细胞与红细胞间以及血栓细胞与淋巴细

胞间，分别筛选出 1 701、1 570 和 1 280 个差异表达基因。GO 富集分析显示，红细胞上调基因具有溶

菌酶活性和转移酶活性，参与活性氧代谢过程的调控；淋巴细胞上调差异基因与细胞因子活性有关，

参与免疫反应调节细胞表面受体信号过程和对病毒的响应；血栓细胞差异基因主要参与髓样白细胞活

化、粒细胞激活和防御反应。KEGG 富集分析显示，淋巴细胞与红细胞的差异基因富集到 NF-κB 信号、

EB 病毒感染、T 细胞受体信号等通路；血栓细胞与红细胞的差异基因富集到血小板激活和造血细胞谱

系等；淋巴细胞和血栓细胞的差异基因富集于 IL-17 信号通路、病毒蛋白与细胞因子及细胞因子受体的

相互作用等过程。同时，血液分层转录组的聚类分析结果为中华鳖血液红细胞、淋巴细胞和血栓细胞

提供了潜在标记基因。 
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Stratified Identification and Bulk Transcriptome Comparison  
of Blood Cells of Pelodiscus sinensis 

CHEN Jing-Yi  QU Yan-Fu* 

Jiangsu Key Laboratory for Biodiversity and Biotechnology, College of Life Sciences, Nanjing Normal University, Nanjing  210023, China 

Abstract: [Objectives] Transcriptome sequencing was performed on the samples collected after blood 

discontinuous density gradient centrifugation to explore the key functions of the blood cells of Chinese 

Soft-shelled Turtle Pelodiscus sinensis and to find out the marker genes related to immune function. [Methods] 

Blood samples of P. sinensis were stained with DQ to further characterize and describe the cell types. We used 

Percoll separation method to isolate erythrocytes, lymphocytes and thrombocytes of P. sinensis from whole 

blood with densities greater than 60%, 20%﹣40% and 50﹣60% for bulk transcriptome sequencing, with 3 

biological replicates per sample. [Results] DQ staining showed the morphological characteristics of 7 blood 
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cells of P. sinensis (Fig. 1). Venn diagram analysis results showed that coexpressed and specifically expressed 

genes were screened based on expression levels between the two groups, among which 274, 628 and 

295 specific genes were expressed in erythrocytes, lymphocytes and thrombocytes, respectively (Fig. 2a). 

1 701, 1 570 and 1 280 differentially expressed genes (DEGs) were screened between lymphocyte and 

erythrocyte groups, between thrombocyte and erythrocyte groups, and between thrombocyte and lymphocyte 

groups, respectively (P–adjust < 0.001) (Fig. 2b). GO enrichment showed that the up-regulated gene of 

erythrocytes had lysozyme activity and transferase activity, and was involved in the regulation of active 

oxygen metabolism (Fig. 3a). The up-regulated differential genes of lymphocytes were related to cytokine 

activity, and participated in the immune response to regulate the signaling process of cell surface receptors and 

the response to viruses (Fig. 3b). The up-regulated differential genes of thrombocytes were mainly involved in 

myeloid leukocyte activation, granulocyte activation and defense response (Fig. 3c). KEGG enrichment 

showed that the differential genes of lymphocytes and erythrocytes were enriched to NF-κB signaling, EB 

virus infection, T cell receptor signaling pathway, etc (Fig. 4a). The differential genes of thrombocytes and 

erythrocytes were enriched to platelet activation and hematopoietic cell lineage (Fig. 4b). Differential genes of 

thrombocytes and lymphocytes were enriched to the IL-17 signaling pathway, the interaction of viral protein 

with cytokines and cytokine receptors in lymphocytes and thrombocytes cells (Fig. 4c). The cluster analysis 

results of stratified blood bulk transcriptome revealed important potential marker genes of three types of cells 

screened from single-cell transcriptome (Fig. 5). [Conclusion] We further explored the function of blood cells 

of P. sinensis turtle by using discontinuous density gradient centrifugation combined with bulk transcriptome 

sequencing. The high expression of specific genes in the three cell types provided a basis for cell marker gene 

screening and antibody development of P. sinensis. 

Key words: Pelodiscus sinensis; Blood cells; Cell segregation; Transcriptomics 

血液细胞在生物的循环系统中承担着物质

运输、生理免疫等维持生命活动的重要作用

（Dessauer et al. 1970，Overgaard et al. 2002）。

如红细胞主要负责氧气的运输交换（Dessauer 

et al. 1970），参与控制全身一氧化氮代谢（Kuhn 

et al. 2017）。血液中的免疫细胞则有助于维持

生物体的内稳态（Overgaard et al. 2002）、调节

抗原受体信号传导和影响淋巴细胞的活化发育

等（Hermiston et al. 2003，Saunders et al. 2010）。

红细胞也具有一定的免疫功能，通过产生抗菌

活性氧来抵御微生物的入侵，并促进病理性炎

症和自身免疫反应（Anderson et al. 2018）。此

外，血液细胞还可以反映种群间的进化关系（王

军萍 2001，Sykes et al. 2008，Stacy et al. 2020）。

与非哺乳类脊椎动物相比，哺乳动物血液中的

红细胞和血小板失去了细胞核，更有利于维持

有效的气体交换（Ji et al. 2011）。而保留了细

胞核的其他脊椎动物红细胞可能有除气体运输

交换外的其他功能（Claver et al. 2009），如通

过调节病毒应答基因、产生细胞因子以及表面

吞噬等方式参与免疫应答（Passantino et al. 

2002，2007，Workenhe et al. 2008）。血液中不

同细胞的数量及基因表达量的变化都有助于个

体免疫、疾病诊断以及种群进化的研究（吴孝

兵等 1998，Arikan et al. 2010，Stacy et al. 

2020）。但是，因细胞核的存在，非哺乳类脊椎

动物中红细胞与淋巴细胞和单核细胞的形态及

质量都更加相似，使得细胞在分离和分型上存

在较大的技术难题。 

目前，爬行动物的血细胞类型多采用形态
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和细胞化学技术进行鉴定，血细胞类型尚存在

一些争议（Arikan er al. 2014，Stacy et al. 2020）。

如中性粒细胞和嗜酸性粒细胞在低等脊椎动物

和哺乳动物中被普遍认为是两种不同类型的血

细胞，但在红耳龟（Chrysemys dorbignih）中

被鉴定为成熟和未成熟的两种嗜酸性粒细胞

（Azevedo et al. 2003）。此外，嗜天青粒细胞自

蛇类中首次被报道后，一直被认为是爬行动物

中特有的细胞类型（Montali 1988，Dotson et al. 

1995）。之后，在阿根廷蜥蜴（Tupinambis 

merianae）、红泰加蜥（T. rufescens）、绿鬣蜥

（Iguana iguana rhinolopha）、西池龟（Emys 
marmorata ）、 卡 罗 莱 纳 箱 龟 （ Terrapene 
carolina carolina）和金花蛇（ Chrysopelea 
ornata）等物种中也被相继报道（Carlos et al. 

2011，Troiano et al. 2011，Way et al. 2011，

Keller et al. 2012，Pejřilová et al. 2014，

Pengsakul et al. 2023）。关于嗜天青粒细胞的

起源缺少深入的研究，Rosskopf（2000）推测

它是由单核细胞分化而来。因此，有必要结合

现代高通量测序技术和传统细胞化学鉴别技

术对爬行动物血液中的细胞类型做出更明确

的鉴别和表征。 

中华鳖（Pelodiscus sinensis）隶属于龟鳖

目，是研究爬行动物免疫学、生理学和毒理学

的模式物种（Shi et al. 2019，Mu et al. 2023，

Xiang et al. 2023）。中华鳖血液中存在红细胞、

嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、异嗜性粒细胞、

单核细胞、淋巴细胞和血栓细胞（王津津等 

2011）。其中，单核细胞被认为与淋巴细胞具有

更加相似的功能（Stacy et al. 2020）。尽管对中

华鳖血液细胞类型有了初步的判断和表征，但

因血液中细胞分离存在很大难度，关于这些细

胞类型的标记基因和功能缺少深入的研究。本

研究以中华鳖为研究对象，采用 Percoll 不连续

密度梯度离心分离得到血液细胞后进行转录组

测序，旨在探索和揭示中华鳖血液细胞的功能

和潜在重要标记基因，为中华鳖血液中生态免

疫学研究提供重要基础。 

1  材料方法 

1.1  实验动物 
实验所需的中华鳖购自江苏省宿迁水产养

殖基地，将中华鳖运至实验室后，饲养在恒温

室（27.63 ± 0.53）℃的塑料水箱（750 mm × 

560 mm × 400 mm）中，水深约为 20 cm，驯化

3 周以上。恒温室的光照时间设置为 7:00 ~ 

19:00 时。实验过程中对动物的处理操作始终

符合南京师范大学动物伦理审查（No. LACUC- 

20230221）。 

1.2  血液样本的采集 
从中华鳖的颈动脉采集 5 ml 的血液到

EDTA 抗凝管，暂存于 4 ℃冰箱中，并在 24 h

内完成细胞的分离实验。血液细胞分离前，新

鲜的血液与无菌 1 × PBS（Solarbio 公司）进行

1︰1 稀释。共采集了 20 只（均重 0.290 kg）刚

达到成熟的个体和 8 只（均重 1.017 kg）成熟

个体的血液样本。 

1.3  血液细胞的分离和鉴定 
使用不连续的 Percoll 细胞梯度分离液（北

京索莱宝科技有限公司，1 131 g/L）分离中华

鳖血液不同类型细胞。按照配比说明书，取 9 ml

的 Percoll 细胞梯度分离原液，加入 1 ml 的 10 × 

PBS，配制成 100% Percoll，再经 1 × PBS 稀释

成两组不同密度组成的分离液。第一组稀释成：

20%、30%、40%、50%和 60%；第二组稀释成：

25%、35%、45%、55%和 65%。取每组不同密

度的稀释液各 10 ml，按密度梯度从高到低的

顺序依次缓慢贴壁加入 50 ml 离心管中。然后，

血液与 1 × PBS 按 1︰3 的比例稀释后取 10 ml

液体缓慢加到离心管的最上层。在 4 ℃下以

850 g 离心 40 min，将离心机的加速度和减速

度调至最低，以避免破坏边界层。离心的不同

密度分离液层之间出现白色分界。逐层收集不

同分界处的细胞样本到15 ml离心管中，用PBS

在 350 g 条件下离心洗涤 3 次。因细胞数量稀

少，进行了多组重复实验，之后将同一密度梯

度收集的样本合并。洗涤后的细胞样本用少量

PBS 重悬后，取微量细胞涂抹在载玻片上，用 



·732· 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology 59 卷 

 

迪夫快速染色液（Diff-Quik Stain，北京索莱宝

科技有限公司，G1540）对不同密度层中分离

的细胞进行染色鉴定，用奥林巴斯 CX33

（Olympus）光学显微镜观察细胞形态。 

1.4  总 RNA 提取 
每个样本细胞数量均大于 5 × 106 个，加入

1 ml 总 RNA 提取裂解液（Total RNA Extractor）

[生工生物工程（上海）股份有限公司]后置于

液氮中速冻，之后保存在﹣80 ℃冰箱，送到上

海美吉生物医药科技有限公司，样品放置于冰

上缓慢解冻后采用氯仿磁珠法提取 RNA。使用

核酸蛋白测定仪（Nanodrop 2000，赛默飞世尔

科技公司）对所提 RNA 的浓度和纯度进行检

测，1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完整性，生

物分析仪（Agilent 2100，安捷伦科技有限公司）

测定 RNA 完整值（RNA integrity number，

RIN）。所有样本的 RNA 总量均不低于 1 μg，

浓度不低于 35 mg/L，经核酸蛋白测定仪检测

后的吸光度 A260/280 ≥ 1.8，A260/230 ≥ 1.0，

RIN 值不低于 6.5，均达到建库要求。 

1.5  文库构建 
基于 Illumina Novaseq 6000 测序平台，对

细胞样本中转录出来的所有 mRNA 进行测序，

采用 Illumina TruseqTM RNA 样本准备试剂盒

（Invitrogen 公司）构建 cDNA 文库。首先，

真核生物 mRNA 3′末端具有 ployA 尾结构，利

用带有 Oligo（dT）的磁珠与 ployA 进行 A-T

碱基配对，可以从总 RNA 中分离出 mRNA，

然后加入片段裂解缓冲液将 mRNA 随机断裂，

通过磁珠筛选分离出 300 bp 左右的小片段。之

后，使用 SuperScript 双链 cDNA 合成试剂盒

（ Invitrogen 公 司 ） 和 随 机 六 聚 体 引 物

（Illumina）合成双链 cDNA。根据 Illumina 文

库构建方案对合成的 cDNA 加入末端修复混合

液补成平末端，在 3′末端加上“A”碱基用于

连接“Y”字形的接头。使用 2%琼脂糖胶回收

目的片段，经 TBS380 微型荧光计（北京原平

皓生物技术有限公司）进行定量，在 cBot 固相

载体上进行桥式 PCR 扩增，产生 DNA 簇，采

用 Illumina NovaSeq 6000 测序仪进行测序。 

1.6  转录组质控和组装 
测序数据用 FASTQ（v0.19.5）进行质控

（Chen et al. 2018）。将质控后的高质量数据

（clean data）与中华鳖的参考基因组 PelSin_1.0

（ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/14578?

genome_assembly_id=44853）进行比对，获得

用于后续分析的 mapped data，同时对本次测序

的比对结果进行质量评估。采用 HISAT2

（v2.1.0）软件进行序列比对分析，将质控后的读

长（reads）与参考基因组序列（GCF_000230535.1）

进行匹配（Kim et al. 2019）。RSeQC（v2.3.6）

用以评估整体测序质量（Wang et al. 2016）。在

已有的参考基因组基础上，使用软件 StringTie

（v2.1.2）将映射到基因的读长（mapped reads）

进行组装拼接，与已知转录本进行比对，获得

没有注释信息的转录本，并对其中潜在的新转

录本进行功能注释（Pertea et al. 2015）。 

1.7  基因表达定量和功能富集分析 
RSEM（v1.3.3）用于对基因和转录本的表

达水平进行定量分析（Li et al. 2011）。基于表

达量定量结果，采用 FPKM 作为指标，获得两

组间的差异表达基因。我们使用 DEGseq

（v1.38.0）对样本间表达定量进行差异分析

（Wang et al. 2010）。经过校正的 P 值（P–adjust）

小于0.001和|log2FoldChange| ≥ 2的基因被视

作差异表达基因（differentially expressed genes，

DEGs）。Goatools（v0.6.5）用于基因本体论（gene 

ontology，GO）富集分析（Klopfenstein et al. 

2018），经过校正的 P 值小于 0.05 时，则认为

此GO功能存在显著富集情况。KOBAS（v2.1.1）

用于京都基因与基因组百科全书（Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）

富集分析（Bu et al. 2021），当 P–adjust < 0.05 时，

则认为此 KEGG 通路存在显著富集情况。 

2  结果 

2.1  中华鳖血液细胞的分离和鉴定 
中华鳖血液细胞见图 1，其中占比最高的
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是有核红细胞，胞体偏大，整体偏椭圆形（图

1a）。成熟的红细胞核和细胞质着色比未成熟

红细胞深。其次是异嗜性粒细胞，其细胞核位

于细胞一侧，细胞质中分布少量可见的较小嗜

酸性颗粒（图 1b）。嗜酸性粒细胞的细胞核偏

向细胞一侧，细胞质中遍布红色的嗜酸性颗粒

（图 1c）。嗜碱性粒细胞最不常见，颗粒漫布

核区，使细胞核不明显（图 1d）。单核细胞的

细胞核占比大，偏向细胞一侧，细胞质中略呈

嗜碱性（图 1e）。淋巴细胞相较于单核细胞更

小，细胞质占比更低，基本只有核（图 1f）。

血栓细胞常常几个到十几个成团分布，呈椭圆

形，细胞质偏向细胞核两端（图 1g）。 

根据细胞化学染色的镜检结果收集不同的

样本用于转录组测序，其中红细胞来自第一组

中大于 60%密度浓度的 Percoll 液，淋巴细胞主

要来自 20% ~ 40%之间的 Percoll 密度浓度，血

栓细胞主要来自 50% ~ 60%之间的Percoll密度

浓度。嗜碱性粒细胞、嗜酸性粒细胞、异嗜性

粒细胞和单核细胞这 4 种细胞类型的分层效果

不理想，无法获得足够的细胞数量用于后续转

录组分析。 

2.2  转录组测序质控结果 
细胞经分层离心后收集，并经化学染色和

光学显微鉴定后，对相同类型的细胞样本进行

合并。共获得 9 个样本用于进行转录组测序，

其中包含红细胞、淋巴细胞和血栓细胞各 3 个

生物学重复（附录 1）。样本基于 Illumina 

Novaseq 6000 测序平台检测，下机后共获得

68.64 Gb 的原始数据，经去接头、重复和低质

量过滤质控后得到 63.50 Gb 的有效数据，每个

样本的有效数据平均可以达到 6.52 Gb 以上。

Q30（碱基正确率在 99.9%）碱基百分比均在

91.75%以上，GC含量在 49.14% ~ 54.40%之间，

测序碱基平均错误率均在 0.03%以下。各样本

质控后的读长与中华鳖参考基因组进行序列比

对，比对率在 72.35% ~ 80.39%之间。结果表明，

文库构建质量较好，可以用于后续的分析。 

2.3  不同细胞类型差异表达基因的 GO 富集

分析 
为了探究中华鳖血液中分离得到的红细

胞、淋巴细胞和血栓细胞的特异性基因，对其

进行两两比较。韦恩图分析结果显示两组间基

于表达量筛选的特异性表达和共表达的基因，

其中，红细胞、淋巴细胞、血栓细胞分别表达

274、628 和 295 个特异性基因，11 163 个共表

达基因（图 2a）。之后，对中华鳖上述三种类

型血液细胞间的 DEGs 进行比较分析，三种类 
 

 
 

图 1  中华鳖血液细胞类型的显微结构 

Fig. 1  Microstructure of blood cell types of Pelodiscus sinensis 

a. 红细胞；b. 嗜碱性粒细胞；c. 嗜酸性粒细胞；d. 异嗜性粒细胞；e. 单核细胞；f. 淋巴细胞；g. 血栓细胞。 

a. Erythrocytes; b. Basophils; c. Eosinophils; d. Heterophils; e. Monocytes; f. Lymphocytes; g. Thrombocytes. 
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型细胞共鉴定出 1 197 个 DEGs（图 2b）。其中，

与红细胞相比，淋巴细胞中有 1 013 个上调基

因，688 个下调基因，血栓细胞中有 946 个上

调基因，624 个下调基因；与血栓细胞相比，

淋巴细胞中有 704 个上调基因，576 个下调基

因（图 2b）。与淋巴细胞相比，红细胞中上调

差异基因的生物过程主要富集在溶菌酶活性

（GO0003796）、转移酶活性、转移烷基或芳基

（甲基除外）（GO0016765）、肽聚糖水解活性

（GO0061783）、阴离子跨膜转运蛋白活性

（GO0008509）和酶结合（GO0019899）；参与

细胞过程的差异基因主要富集在核内体

（GO0005768）、血红蛋白复合体（GO0005833）、

全膜（GO0098805）、线粒体外膜（GO0005741）

和囊泡（GO0031982）；参与分子过程的上调差异

基因主要富集在四吡咯代谢过程（GO0033013）、

对化学物质的反应（GO0042221）、活性氧代谢

过程的调控（GO2000377）、含卟啉化合物的代

谢过程（GO0006778）和对营养水平的反应

（GO0031667）等过程（图 3a）。 

与红细胞相比，淋巴细胞中上调差异基因

的 生 物 过 程 主 要 富 集 在 趋 化 因 子 活 动

（GO0008009）、细胞因子活性（GO0005125）

和趋化因子受体结合（GO0042379）；参与细胞

过程的上调基因主要富集在胶原蛋白三聚物

（GO0005581）；参与分子过程的上调基因主要

富集在抗原受体介导的信号过程（GO0050851）、

免 疫 反 应 调 节 细 胞 表 面 受 体 信 号 过 程

（GO0002768）、对病毒的响应（GO0009615）、

免疫反应调节信号通路（GO0002764）和细胞

激活（GO0001775）（图 3b）。血栓细胞中上调

差异基因的生物过程主要富集在粘着斑

（GO0005925）、细胞基质结（GO0030055）及锚

定连接（GO0070161）；参与细胞组分的上调差异

基因主要富集在髓样白细胞活化（GO0002274）、

中性粒细胞激活（GO0042119）、粒细胞激活

（ GO0036230 ）、对其他生物的防御反应

（GO0098542）和防御反应（GO0006952）（图3c）。 
 

 
 

图 2  中华鳖红细胞、淋巴细胞和血栓细胞之间的差异表达基因 

Fig. 2  Differentially expressed genes among erythrocytes, lymphocytes  

and thrombocytes of Pelodiscus sinensis 

a. 韦恩图，显示三种细胞中共表达和特异性表达的基因数量；b. 三种细胞类型间差异基因的统计。Ery. 红细胞；Lym. 淋巴细胞；Thr. 

血栓细胞 

a. The Venn diagram describes the number of genes co-expressed and specifically expressed by the three types of cells; b. Statistics of differential 

genes among three different cell types. DEGs. Differentially expressed genes; Ery. Erythrocytes; Lym. Llymphocytes; Thr. Thrombocytes 
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图 3  中华鳖红细胞、淋巴细胞和血栓细胞间上调差异基因的 GO 富集功能分析 

Fig. 3  GO enrichment function analysis of up-regulated differential genes among erythrocytes,  

lymphocytes and thrombocytes of Pelodiscus sinensis 

a. 红细胞 vs. 淋巴细胞；b. 淋巴细胞 vs. 红细胞；c. 血栓细胞 vs. 红细胞。 

a. Erythrocytes vs. lymphocytes; b. Lymphocytes vs. erythrocytes; c. Thrombocytes vs. erythrocytes. 
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2.4  不同细胞类型差异表达基因的 KEGG 富

集分析 
为进一步表征红细胞、淋巴细胞和血栓细

胞之间的差异基因，对上述差异基因进行了

KEGG 功能富集分析。淋巴细胞与红细胞之间

的差异基因富集到 298 条通路，主要富集在：

NF-κB 信号通路（ko04064）、EB 病毒感染

（ko05169）、T 细胞受体信号通路（ko04660）、

金黄色葡萄球菌感染（ko05150）和类风湿性

关节炎（ko05323）（图 4a）。血栓细胞与红细

胞之间的差异基因富集到 299 条通路，主要

富集在：血小板激活（ko04611）、类风湿性

关节炎（ko05323）、造血细胞谱系（ko04640）、

病 毒 性 心 肌 炎 （ ko05416 ） 和 阿 米 巴 病

（ko05146）（图 4b）。淋巴细胞和血栓细胞之

间的差异基因富集到 262 条通路，主要富集

在：核糖体（ ko03010）、 IL-17 信号通路

（ko04657）、Th17 细胞分化（ko04659）、病

毒蛋白与细胞因子及细胞因子受体的相互作

用（ko04061）、NF-κB 信号通路（ko04064）

和 T 细胞受体信号通路（ko04660）（图 4c）。 

2.5  不同细胞类型标记基因的预测 
在中华鳖的血液单细胞测序中获得红细

胞、淋巴细胞和血栓细胞的重要潜在标记基因

（未发表），并将基因在分层血液转录组中进行

聚类（图 5）。结果显示，三种细胞根据潜在标

记基因很好地聚成了三类。其中，红细胞特异

性高表达 Hemgn、Spaca4、Tspo2、Epb41、Bpgm、

Synm、Tfrc、Sptb、Smarca1、Epor、Ca2 和 Ca1；

血栓细胞特异性高表达 Myh9、Actb、Rasgrp2、

Pmp22、Treml1、F10、Thbs1、Thy1、Dnase1l3、
Rbpms2、Tmsb4x、Tmsb15b 和 Rap1b；淋巴细

胞特异性高表达 Rps7、Ddx21、CD74、Eef1g、
Rpl3、Brca1、Satb1、Ddit4、Ptrrc、Cxcr4、

Klf2、Rgs1、Il16、Rps9 和 Eef1b2。 

3  讨论 

过去有研究采用另一种常用的 Ficoll 淋巴

细胞分离液，离心过程中发现有核的血栓细胞

会随着红细胞一起沉降，对鸡（Gallus gallus）
的研究中有过相似的报道（Noble et al. 1967）。

故而本研究采取了 Percoll 不连续密度梯度离

心法对中华鳖血细胞进行分层。本研究采用

Percoll细胞分离液进行不连续密度梯度离心过

程中发现，中华鳖的血液在 EDTA 抗凝管中静

置后会产生分层现象，由管口自上到下，依次

为血浆层、血沉棕黄层和红细胞层，这与四爪

陆龟（Testudo horsfieldii）的报道一致（Fontes 

et al. 2018）。血沉棕黄层中的细胞在光学显微

镜下染色后观察主要是白细胞，但种类分层不

清晰，且分层后的未成熟红细胞以及各类粒细

胞仍存在于所有的分层中（Fontes et al. 2018）。

本研究结果显示，经过不连续密度梯度离心后，

并没有很理想地分离出中华鳖的血液细胞类

型，比如嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞以及淋

巴细胞中的 T 细胞和 B 细胞，都难以细分进行

转录组分析，这可能是因为这些细胞在血液细

胞中的占比较低。 

本研究在分层的中华鳖血液细胞中观察到

红细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、异嗜

性粒细胞、淋巴细胞、单核细胞和血栓细胞，

没有观察到嗜天青粒细胞，这与 Arikan 等

（2010）报道一致。中华鳖血液中的嗜酸性粒

细胞和异嗜性粒细胞的细胞质中均含有嗜酸性

颗粒，但异嗜性粒细胞中嗜酸性颗粒更小。一

般认为，血液中的细胞组成具有季节相关性。

本研究取样时间主要集中在 2022 年的 4 和 5

月份，细胞化学染色观察到异嗜性粒细胞是除

红细胞外占比最高的细胞类型，嗜碱性粒细胞

尽管占比较低，但也能通过细胞化学染色发现

鉴定，这与过往研究相似（王津津等 2011）。

中华鳖中细胞体积无明显差异（王津津等 

2011），这也可能导致了不连续密度梯度离心得

到的分层效果不佳。但是我们仍成功分离出了

红细胞、淋巴细胞和血栓细胞，可为后续中华

鳖免疫细胞的抗体研究提供参考。 

与淋巴细胞相比，红细胞的差异基因 GO

富集结果显示，上调差异基因具有溶菌酶活性 
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图 4  中华鳖红细胞、淋巴细胞和血栓细胞间上调差异基因的 KEGG 通路富集分析 

Fig. 4  KEGG pathway enrichment analysis of up-regulated differential genes among erythrocytes,  

lymphocytes and thrombocytes of Pelodiscus sinensis 

a. 淋巴细胞 vs. 红细胞；b. 血栓细胞 vs. 红细胞；c. 淋巴细胞 vs. 血栓细胞。 

a. Lymphocytes vs. erythrocytes; b. Thrombocytes vs. erythrocytes; c. Lymphocytes vs. thrombocytes.  
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图 5  中华鳖红细胞、淋巴细胞和血栓细胞的潜在标记基因的聚类热图 

Fig. 5  Clustering heatmap of potential marker genes in erythrocytes, lymphocytes and  

thrombocytes of Pelodiscus sinensis 

Ery. 红细胞；Lym. 淋巴细胞；Thr. 血栓细胞  Ery. Erythrocytes; Lym. Llymphocytes; Thr. Thrombocytes 
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和转移酶活性，参与活性氧代谢过程的调控，

验证了早期研究认为有核红细胞除了参与气体

交换和运输外，还通过产生细胞因子和抗菌肽

等方式参与到对病原体的免疫反应中的看法

（Chico et al. 2018）。但一般研究认为，红细胞

的去核化和线粒体消失会导致活性氧产生来源

及作用靶点的消除，有利于生物对外界氧化应

激反应的抵御（Zhang et al. 2011，Di Giacomo et 

al. 2015），这与低等脊椎动物中有核红细胞的

终身存在似乎相悖。因此，关于中华鳖中有核

红细胞的功能有待进一步探索和揭示。 

关于中华鳖血液中淋巴细胞的作用已有诸

多研究，如 Chen 等（2007）发现，随着养殖

密度的增加，中华鳖血液中异嗜性粒细胞与淋

巴细胞的比例增加，说明发生了免疫应答响应。

Zhang 等（2023）发现，患有白腹病的中华鳖

血液中淋巴细胞显著增加，这都提示了中华鳖

血液中淋巴细胞的适应性免疫系统反应。本研

究中的分层血液转录组显示，淋巴细胞功能主

要与细胞因子活性、趋化因子功能相关，参与

免疫反应调节细胞表面受体信号过程和对病毒

的响应，证明了中华鳖血液淋巴细胞多样的免

疫功能。但是不同于哺乳动物中丰富的血液细

胞亚型，目前在中华鳖中仅发现了 B 淋巴细胞

和 T 淋巴细胞的存在（Guo et al. 2022），关于

B 细胞和 T 细胞是否存在更多的细胞亚型去支

持中华鳖适应性免疫系统功能的发挥仍有待进

一步深入研究探索。 

中华鳖的血栓细胞与哺乳动物的血小板相

比较，执行着相似但又更丰富的功能。过去已

知哺乳动物中的血小板主要在凝血和伤口修复

中起着至关重要的作用（Andrews et al. 2004）。

而中华鳖中的血栓细胞差异基因主要参与髓样

白细胞活化、粒细胞激活和防御反应，同时参

与到血小板激活、造血细胞谱系等。这可能与

血栓细胞的起源有关。已知爬行动物的血栓细

胞起源于骨髓和脾，而哺乳动物中的血小板起

源于骨髓的巨核细胞，血浆中的巨核细胞经过

一系列复杂的过程，弯曲并融合形成盘状血小

板（Ferdous et al. 2015）。 

综上所述，Percoll 分离液的不连续密度梯

度离心在一定程度上可以分离中华鳖的红细

胞、淋巴细胞和血栓细胞，但在其他细胞类型

的分离上存在着一定的困难。红细胞的转录组

差异基因富集表明，中华鳖的有核红细胞执行

一定的免疫功能。聚类分析的结果验证了单细

胞转录组中筛选出的基因是红细胞、淋巴细胞

和血栓细胞这三类细胞的潜在重要标记基因。

通过传统的不连续密度梯度离心联合高通量转

录组测序，对中华鳖血液细胞的功能做了进一

步探索。同时，3 种细胞类型的高表达特异性

基因为中华鳖细胞标记基因筛选和抗体研发提

供了一定的研究基础。 
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