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两栖动物嗜中性粒细胞与淋巴细胞的 
百分比及两者比值和应激反应的 

关系研究进展 
周丽芹  赵雪倩  许梅  高思艺  李晓彤   

倪璇  刘莹莹  张志强* 
安徽农业大学动物科技学院，水产动物健康养殖工程技术研究中心  合肥  230036 

摘要：两栖动物血液中的白细胞数量与其健康状态有关，嗜中性粒细胞与淋巴细胞的比值被认为是指

示其应激水平的替代指标。本文概述了两栖动物常用的采血部位、采血方法和注意事项，总结了物种、

发育阶段、城市化、环境污染物、温度和病原微生物等因素对两栖动物嗜中性粒细胞和淋巴细胞的百

分比及两者比值的影响，以及两栖动物嗜中性粒细胞和淋巴细胞比值与应激反应能力的关系。结合两

栖动物的生活史特征，认为至少在下述三方面急需开展工作：1）优化和标准化两栖动物蝌蚪、幼体和

成体的活体采血技术，使之适用于野外研究；2）清楚界定单一因素与两栖动物蝌蚪、幼体和成体血液

中嗜中性粒细胞百分比、淋巴细胞百分比及两者比值的关系，并阐明多种因素复合作用下短期内或较

长时期其健康状态与这些指标的关系；3）从免疫学观点出发，澄清两栖动物水陆转换关键生活史阶段

免疫系统内部各组分之间、免疫功能与其他耗能的生理活动之间是否存在权衡关系，为预估种群未来

命运贡献新思路。两栖动物血液中嗜中性粒细胞和淋巴细胞的百分比及两者的比值受多种因素影响，

但目前的研究仍聚焦于单一因素的种内比较，若推广至多因素背景下或物种间的比较研究，建议仍需

与其他生理指标配合使用，谨慎解释其生态学意义。 

关键词：两栖动物；采血方法；嗜中性粒细胞；淋巴细胞；应激；生理权衡 
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Research Progress on Percentage of Neutrophils and  
Lymphocytes and the Relationship Between Their  
Ratio and Stress Response in Amphibian Species 
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Engineering Technology Research Center of Healthy Aquaculture, College of Animal Science and  
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Abstract: The number of leukocytes in the circulating blood of amphibians is related to their health status, 

and the ratio of neutrophils to lymphocytes (N/L ratio) can be considered as a surrogate indicator of their 

stress level. In this paper, we reviewed the common blood sampling positions, methods and precautions for 

blood sampling in amphibians, summarized the effects of multiple factors including species, developmental 

stage, urbanization, environmental pollutants, temperature and disease on the percentages of neutrophils and 

lymphocytes and the N/L ratio, and the relationship between the N/L ratio and stress response capacity in 

amphibians. Combined with amphibian’s life history characteristics, at least three further areas of work should 

be urgently carried out: 1) Optimalization and standardization of blood sampling technique for the tadpoles, 

juvenile and adult amphibians, and making it suitable for amphibian research in the field; 2) It is optimal to 

clearly define the relationship between a single factor and the percentage of neutrophils, the percentage of 

lymphocytes, and their ratio in the blood of tadpoles, juvenile and adult amphibians; Meanwhile, it is also 

important to clarify the relationship between the health status of amphibian and these above-mentioned 

indicators in the short term or for a longer period under the combination of multiple factors; 3) From the 

immunological point of view, to clarify whether there is a trade-off relationship between different components 

of the immune system and between immune function and other energy-consuming physiological activities for 

some key life history stages from aquatic to terrestrial phase transitions, and to provide a novel idea for 

estimating the future fate of amphibian population. The percentage of neutrophils and lymphocytes, as well as 

their ratio in amphibian blood is affected by many factors, and current studies focus on intraspecific 

comparisons under the condition of a single factor. It is necessary to cooperate with other physiological 

indicators, and to interpret their ecological significances carefully if these indicators will be applied under the 

conditions of multiple factors or for interspecific comparative studies.  

Key words: Amphibians; Method of blood sampling collection; Neutrophils; Lymphocytes; Stress; 

Physiological trade-off  

脊椎动物中，活体采血技术多见于鸟类和

哺乳类等内温动物，较少应用于外温动物，尤

其是两栖动物；两栖动物中，血液指标的变化

可辅助用于疾病诊疗或作为判断其健康状态的

辅助指标（Campbell et al. 2007，2022，Isaak 

Delgado et al. 2023），可推广用于物种的保护生

理学（conservation physiology）研究（Park et al. 

2023）。血液学参数中，脊椎动物的白细胞分为
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有粒白细胞和无粒白细胞，前者通常包括嗜中

性粒细胞（或嗜异性粒细胞，见于鸟类和爬行

类）、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞，后者包括

单核细胞和淋巴细胞（Campbell et al. 2007，

Davis et al. 2008）。各型白细胞的数量动态与脊

椎动物免疫系统的不同组分有关，是指示其健

康状态的有效指标，嗜中（或异）性粒细胞与

淋巴细胞的比值（ ratio of neutrophils or 

herterophils to lymphocytes，N/L 或 H/L）可作

为应激水平的替代者（Davis et al. 2008，张志

强 2015，Davis et al. 2018），多见于免疫生态

学（immunological ecology）研究（Gomes et al. 

2022，Assis et al. 2023）。 

然而，受限于活体采血技术的匮乏，以及

一些研究的背景描述模糊，与两栖动物白细胞

数量动态和 N/L 比值变化范围有关的文献较少

（Davis 2009a）。Davis（2009a）曾建立网址为

http://wildlifehematology.uga.edu 的网站，较为

系统地整理了2021年4月以前发表的与两栖动

物等脊椎动物各型白细胞数量和 N/L（或 H/L）

有关的英文文章，并对在动物生态学研究中如

何以 N/L（或 H/L）来度量脊椎动物的应激水

平进行了分析（Davis et al. 2008，2018）。国内

对无尾目（Anura）（潘玉芝 1956）、有尾目

（Caudata）（李丕鹏等 1989）和无足（或蚓螈）

目（Apoda 或 Gymnophiona）（李桂芬等 2009）

动物的白细胞组成及其数量动态也有报道，但

局限于单一物种的静态研究。随着对两栖动物

免疫系统研究的深入（Jiang et al. 2021，Douglas 

et al. 2023，Ruiz et al. 2023），以及免疫生态学

和保护生理学等新兴交叉学科的迅猛发展

（Brock et al. 2014，Assis et al. 2023），关于在

动物生态学研究中如何在生态学背景下使用这

些参数来指示动物体的健康状态（张志强等 

2005，张志强 2015，刁迎珠等 2022），才在最

近几年逐渐引起了重视（连丽燕等 2018，张志

强等 2022，刁迎珠等 2023，伍亮等 2023a，

裴鑫怡等 2024，张志强等 2024）。本文概述了

两栖动物的采血部位、采血方法和注意事项，

总结了物种、发育阶段、城市化、环境污染物、

温度和病原微生物等因素与嗜中性粒细胞的百

分比和淋巴细胞的百分比的关系及 N/L 与应激

反应的关系，以及 N/L 比值的生态学意义，并

对未来的研究方向提出了建议。 

1  两栖动物的采血方法和注意事项 

两栖动物中，血液学参数的变化与其营养、

健康状况和对环境的适应性有关（Costantini 

2022），也可辅助用于疾病诊疗和愈后判断

（Campbell et al. 2007，2022），但采血部位、

采血量、采血工具、注意事项和适用类群随物

种和特定生活史阶段而变化（表 1）。 

物种、季节和健康状态等许多因子都影响

两栖动物的血量。蚓螈目动物血量约占其体重

的 25%，有尾目和无尾目血量均约占其体重的

10%（Arikan et al. 2014）；许多水生两栖动物

处于 13%和 25%之间，而大多数陆生两栖动物

处于 7%和 10%之间（Wright 2001，Campbell 

et al. 2007）。一般认为，一次采血量低于两栖

动物体重的 1%是合适的，不会对其造成实质

性伤害（Campbell et al. 2007），而制作一张血

涂片所需血量为 10 μl 左右（最低为 3 μl）。采

集两栖动物血液的方法可分为低损伤性、损伤

性和致死性三种，对应的采血部位分别为腹静

脉、尾和后腿根部、心和心动脉干，可采集的

血量随损伤程度呈递增趋势（表 1）。 
心穿刺和心动脉干采血，均需要预先麻醉

动物，可使用三卡因间氨苯酸乙脂甲磺酸盐

（ tricainemethanesulfonate ， 即 MS222 ）

（ Campbell et al. 2007 ） 或 苯 佐 卡 因

（Weerathunga et al. 2020），以防止其移动，避

免伤到心和大的血管。心穿刺时，将麻醉好的

动物腹面朝上，肉眼观察心跳动情况，待其收

缩和舒张时，用多普勒探针（Doppler probe）

或探照的方式或置于胃内的小直径冷光源内窥

镜找寻和定位心位置，以带有 25 G 针头的一次

性注射器采集血液（Wright 2001）。心动脉干

采血时，先麻醉、固定动物，解剖打开围心腔，  
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充分暴露心后，对于小型有尾目动物，可剪断

动脉干，并在动脉干剪断处滴加抗凝剂，以毛

细管吸取从动脉干中流出的血液，至停止流出

为止，此方法可采集到 70 ~ 80 μl 山溪鲵

（Batrachuperus pinchonii）血液（熊建利等 

2016），对于个体较大的青蛙或蟾蜍，可将动脉

干提起或用玻璃分针挑起，然后将一次性注射

器向心刺入动脉干，缓慢抽取，可采血 1 ~ 3 ml

（李卫国等 1995）。 

2  两栖动物白细胞数量动态的共性和

特异性 

两栖动物白细胞分型主要涉及嗜中性粒细

胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞、淋巴细胞

和单核细胞（金晨晨 2014），有的研究还包含

了血栓细胞（Weerathunga et al. 2020）。研究表

明，淋巴细胞是大多数两栖动物血液中占比最

高的白细胞类型，其次为嗜中性粒细胞或嗜酸

性粒细胞（Davis 2009a）。 

2009 年，Davis创建The Wildlife Leukocytes 

Website 网 站 （ http://wildlifehematology.uga. 

edu），收集、整理了两栖动物、爬行动物和非

家养鸟类的白细胞数量信息，原因在于这些物

种的红细胞都有细胞核，难以进行自动计数

（Davis 2009a）；该网站中，最近一次与两栖

动物白细胞有关的信息更新于 2021 年 4 月 5

日，最新的一篇文献发表于 2019 年。该网站显

示，若以系统发育关系对两栖动物血液中淋巴

细胞、嗜中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性

粒细胞和单核细胞的百分比的平均值和标准差

进行分类，无尾目和有尾目均以淋巴细胞的占

比为最高，超过 60%，嗜中性粒细胞的占比为

17.9% ~ 25.8%，居于第二位，嗜酸性粒细胞、

嗜碱性粒细胞和单核细胞的占比均不足 10%；

无足目中，也以淋巴细胞的占比为最高，约为

45.8%，嗜酸性粒细胞的占比其次，约为 25.8%，

嗜中性粒细胞的占比约为 13.7%。这些背景清

楚的研究，统筹考虑了性别、季节和年龄等因

素的影响；此外，以上计算方法，均未包括 N/L

大于 1 的情况（个体被取样前处于繁殖状态或

被运输状态）。此后，也有一些关于无尾目动物

的研究符合上述的一般规律（Fathinia et al. 

2020，Franco-Belussi et al. 2022）。 

3  影响两栖动物嗜中性粒细胞和淋巴

细胞百分比的因素 

脊椎动物中，血液中嗜中（或嗜异）性粒

细胞的数量增加与一定程度的感染有关，而淋

巴细胞则主要起防御功能，激活后与体液免疫

功能有关（Davis et al. 2008，Ruiz et al. 2023）。

两栖动物嗜中性粒细胞的百分比和淋巴细胞的

百分比易受发育阶段、城市化、环境污染物、

温度（季节、冬眠）和病原微生物等因素的影

响。此外，水位（伍亮等 2023a）、海拔（Xiong 

et al. 2018）和运输（Santos et al. 2021）等因素

也会影响两者的数量动态。 

3.1  发育阶段与两栖动物嗜中性粒细胞和淋

巴细胞百分比的关系 
关于两栖动物变态前后不同发育阶段免疫

功能的比较研究，测定指标集中于对植物血凝

素的反应模式和反应峰值（张志强等 2020，伍

亮等 2023b），以及血液中各型白细胞百分比的

动态改变（ Davis 2009b ）等方面。牛蛙

（ Lithobates catesbeiana ）、杜波依斯树蛙

（ Polypedates teraiensis ）、 印 度 树蛙 （ P. 
maculatus）和西姆斯跳树蛙（Chirixalus simus）
等无尾两栖类动物血液中的各型白细胞，变态

前后均以淋巴细胞的占比为最高，嗜中性粒细

胞其次，且都在发育早期即达到峰值（Davis 

2009b，Das et al. 2012，2015a，2015b），而饰

纹姬蛙（Microhyla fissipes）淋巴细胞的占比随

发育阶段推进而降低，其嗜中性粒细胞的占比

则趋于增加（Hota et al. 2013）。 

花背蟾蜍（Pseudepidalea raddei）变态前

后均以淋巴细胞的占比为最高，这与牛蛙

（Davis 2009b）、斑腿泛树蛙（Polypedates 
megacephalus）、喜马拉雅树蛙（P. maculatus）
和西姆斯跳树蛙相似（Das et al. 2012，2015a，
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2015b），但花背蟾蜍淋巴细胞的百分比并不随

发育阶段而变化（连丽燕等 2018），而牛蛙等

则随发育阶段的推进而下降（Davis 2009b）。

此外，花背蟾蜍嗜中性粒细胞的占比随发育阶

段的推进而逐渐升高，并在登陆前的 45 期达

到峰值，之后稍下降，这与饰纹姬蛙相似

（Hota et al. 2013），但不同于牛蛙和西姆斯

跳树蛙（Davis 2009b，Das et al. 2015b），可

能与登陆前抗感染能力的提高有关（连丽燕

等 2018）。 

3.2  城市化对两栖动物嗜中性粒细胞和淋巴

细胞百分比的影响 
两栖动物是环境变化的重要指示生物之

一，与其他脊椎动物相比，其更易受到城市化

的影响。原因如下：1）它们的皮肤具有高渗透

性，无论是在水生阶段还是陆生阶段，其皮肤

均对毒性物质较为敏感；2）城市景观影响两栖

动物的扩散能力；3）适宜繁殖的栖息地稀缺可

能会削减两栖动物的繁殖机会，从而导致可被

利用的栖息地质量较差，或者具有较低的适配

性；4）多种多样的应激物，如城区的噪声、光

污染或增温，可能通过干扰声音信号传递或抑

制免疫应答而具有行为学的和生态学的不良后

果（Iglesias-Carrasco et al. 2017）。城市化导致

两栖动物的栖息地面积缩减，但人类活动增加、

噪声等污染程度加剧是否会抑制两栖动物的免

疫功能，仍有争议（Garcia Neto et al. 2020，

Franco-Belussi et al. 2022，Franco-Belussi et al. 

2024，Romanova et al. 2024）。 

与栖息于自然环境中的个体相比，栖息于

巴西东北部马拉尼昂州城区的委内瑞拉长鼻树

蛙 （ Scinax x-signatus ） 和 居 维 尔 泡 蟾

（Physalaemus cuvieri），前者淋巴细胞的占比

稍低，但嗜中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱

性粒细胞和单核细胞的占比都偏高，后者淋巴

细胞和嗜碱性粒细胞的占比均较高，但嗜中性

粒细胞、嗜酸性粒细胞和单核细胞的占比偏低，

说明不同物种对变化的环境条件反应各异

（Garcia Neto et al. 2020）。Franco-Belussi 等

（2024）比较了巴西中部某一城区和郊区波迪

奇皮努斯细趾蟾（Leptodactylus podicipinus）每

张血涂片上每 100 个白细胞中淋巴细胞、嗜碱

性粒细胞、嗜中性粒细胞、单核细胞、血栓细

胞和嗜酸性粒细胞百分比的差异，主成分分析

结果表明，城区种群白细胞谱与嗜中性粒细胞

和单核细胞的波动有关，而郊区种群白细胞谱

只与嗜中性粒细胞的波动有关，来自城区和郊

区的老年个体的嗜中性粒细胞均占比很高，且

来自城区的年轻个体也有高比例的嗜中性粒细

胞占比。 

3.3  环境污染物对两栖动物嗜中性粒细胞和

淋巴细胞百分比的影响 
以动物血液学参数的变化来揭示环境污染

物，尤其是农田生态系统中不同管理模式

（Salinas et al. 2024）、农药（Robinson et al. 

2021）和重金属（de Albuquerque et al. 2024）

对蝌蚪关键生活史阶段免疫功能的影响，以及

微塑料污染对两栖动物健康状态的影响，成为

日益受到重视的新研究领域（刁迎珠等 2022）。

以黑斑侧褶蛙（Pelophylax nigromaculatus）37

期蝌蚪为研究对象，以清水组为对照组，将 37

期蝌蚪暴露于 50、200 和 1 000 nm 粒径低、中

和高浓度荧光聚苯乙烯微球溶液 7 d，之后分别

移至清水中饲养 7 d 或 14 d，发现清水组嗜中

性粒细胞和淋巴细胞的百分比均不随处理天数

的变化而变化，低、中和高浓度组嗜中性粒细

胞和淋巴细胞的百分比均随浓度及暴露和清除

时间而变化，但无统一的规律（刁迎珠 2022）。

此外，农药也导致北美豹蛙（Lithobates pipiens）
血液中嗜中性粒细胞数量的升高（Shutler et al. 

2011）。 

3.4  温度（季节、冬眠）对两栖动物嗜中性粒

细胞和淋巴细胞百分比的影响 
与哺乳动物不同，两栖动物的体温会随季

节变化。处于自然冬眠期或面临低温胁迫时，

会抑制其体内病原体的生长，免疫系统的功能

趋于钝化（Zapata et al. 1992，Maniero et al. 

1997，Raffel et al. 2006，金晨晨 2014，李诺等 
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2023）。气候变暖背景下，极端高温会强烈影响

两栖动物免疫系统的功能（Bakewell et al. 

2021，Rollins-Smith et al. 2023）。研究表明，

绿红东美螈（Notophthalmus viridescens）的免

疫功能在较长期的低温条件下会先下降，直至

降至完全稳定为止；而短期低温暴露条件下，

免疫学参数的改变会滞后于温度变化，具有迟

滞效应（Raffel et al. 2006）。周贤君等（2010）

发现，牛蛙夏季的白细胞数量明显下降，这可

能与细菌和病毒数较少有关，冬季白细胞数量

增多可能与冬眠状态的维持有关。金晨晨

（2014）对雌、雄中华蟾蜍（Bufo gargarizans）
成体的研究发现，各型白细胞的占比均无性别

差异，嗜中性粒细胞的百分比秋季最高，夏季

最低，淋巴细胞的百分比冬季最高，秋季最低。

Barriga-Vallejo 等（ 2015 ）对溪畔钝口螈

（Ambystoma rivulare）的研究发现，从 10 月

至来年 5 月（4 月份未测定），各型白细胞的百

分比均随月份而变化，淋巴细胞的百分比 10

月和 11 月维持较高的比例，11 月开始下降，

至 2 月降至最低，而嗜中性粒细胞的百分比 12

月最高，之后下降。21 ~ 27 ℃条件下，水温

对黑斑侧褶蛙变态后幼蛙血液中淋巴细胞、嗜

中性粒细胞、嗜酸性粒细胞、嗜碱性粒细胞和

单核细胞的百分比均无明显影响（张志强等 

2022），在 23 ~ 29 ℃条件下，中华蟾蜍变态后

幼蟾嗜中性粒细胞和淋巴细胞的百分比无明显

变化，但会促进嗜酸性粒细胞增殖，抑制嗜碱

性粒细胞和单核细胞增殖（张志强等 2024）。

增温和升高水体的二氧化碳浓度会降低沙漏树

蛙（Polypedates cruciger）46 期幼蛙白细胞总

数和血栓细胞数量，32 ℃组淋巴细胞、单核细

胞和嗜中性粒细胞的占比增加，而升高二氧化

碳浓度组淋巴细胞的百分比和溶菌酶的活性增

加（Weerathunga et al. 2020）。 

3.5  病原微生物对两栖动物嗜中性粒细胞和

淋巴细胞百分比的影响 
疾 病 ， 尤 其 是 传 染 病 ， 如 壶 菌 病

（chytridiomycosis）在全球范围内的暴发，被

认为是导致两栖动物种群衰退或灭绝的主要因

素之一（Rollins-Smith 2020），但关于壶菌病与

嗜中性粒细胞和淋巴细胞的百分比的关系，以

及各型白细胞的百分比与其他疾病诊疗的关

系，尚无研究（Bienentreu et al. 2020）。 

临床上，嗜中性粒细胞和淋巴细胞的百分

比与疾病诊疗和愈后判断有关，嗜中性粒细胞数

量增加，可能意味着发生了炎症反应（Campbell 

et al. 2022），而 B 淋巴细胞在非洲爪蟾（Xenopus 
laevis）感染细菌时起吞噬功能，其数量随细菌

感染强度增加而增加（Li et al. 2006）。然而，寄

生虫感染常也会导致高加索合跗蟾（Pelodytes 
caucasicus）嗜酸性粒细胞数量增加（Arikan 

et al. 2014），但血液中的寄生虫不影响阿根廷

科多巴树蛙（Boana cordobae）的白细胞数量

动态（Pollo et al. 2023）；若被螨虫寄生，摔跤

手青蛙（Leptodactylus luctator）淋巴细胞和单

核细胞的占比会升高（Bilhalva et al. 2023）。鉴

于病毒性疾病常导致两栖动物死亡，与之有关

的研究更少。用青蛙病毒 3 型（FV-3）感染热

带爪蟾（X. tropicalis），发现其白细胞总数减少，

嗜中性粒细胞的数量和占比增加，嗜碱性粒细

胞比例降低，淋巴细胞占比先下降后上升，嗜

酸性粒细胞和单核细胞无明显变化（Forzán et 

al. 2016）；被虹彩病毒感染后，非洲爪蟾的 T

细胞，特别是 CD8 细胞异常增殖，可能会导致

淋巴细胞增多症（Morales et al. 2007）。 

4  N/L 与应激反应的关系及其生态学

意义 

4.1  N/L 的正常值波动范围 
据 The Wildlife Leukocytes Website 网站统

计，2021 年 4 月 5 日以前，除个别物种因处于

繁殖状态或经历运输过程而导致 N/L 超过 1

外，绝大多数物种 N/L 值围绕 0.3 这一数值呈

正态分布；去除大于 1 的数值后，两栖动物 N/L

的平均值为 0.34，正常值范围为 0.01 ~ 0.67

（Davis 2009a）。N/L 测定具有需血量少（低至

3 μl）、计数准确等优点，不但适用于两栖动物
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成体研究，也可用于变态前后的蝌蚪研究

（Davis et al. 2018）。 

4.2  N/L 与皮质醇含量的关系 
当两栖动物面对应激刺激时，血液中糖皮

质激素（或皮质醇）水平会升高，这可能与循

环血中嗜中性粒细胞数量的升高以及淋巴细胞

数量的下降有关，即 N/L 增加，如美洲南方豹

蛙（Lithobates sphenocephalus）、暗斑钝口螈（A. 
opacum）和鼹钝口螈（A. talpoideum）等（Davis 

et al. 2010，2011）。在这个意义上，两栖动物

中 N/L 可作为指示其应激反应能力的有效指

标。然而，与血浆（或血清）皮质醇含量相比，

N/L 虽然在瞬时也能发生改变，但通常需时更

长，两者之间并未表现出明显的相关关系

（Davis et al. 2018）。这种差异产生的原因可能

与应激反应的本质有关，也可能与白细胞和皮

质醇在应激反应期间所扮演的角色有关。对于

N/L 和皮质醇含量究竟哪一个指标最适合代表

两栖动物的应激水平，仍有争论（Davis et al. 

2018）。急性应激条件下，皮质醇水平可以在数

分钟内升高，并在 1 或 2 h 内恢复至基底水平，

而 N/L 至少在 30 至 60 min 内或更长的时间内

都会维持在较低的水平；在慢性应激条件下，

反复被应激处理或暴露于慢性环境应激中的动

物，其皮质醇含量下降，这通常（但不总是）

会导致低的基底水平，且对急性应激的反应趋

于减弱，但在相同的条件下，N/L 却可保持较

高的水平（Davis et al. 2018）。综上所述，本文

建议在急性应激条件下，使用血浆（或血清）

皮质醇含量来度量两栖动物的应激反应，而在

慢性应激条件下，选择 N/L 作为指示应激反应

的指标。 

4.3  其他影响 N/L 的因素 
最近，关于两栖动物 N/L 的研究，涉及到

的因素包括发育阶段、季节、温度、水位和新

型污染物等。28、38、42、44、45 和 46 期的

野生花背蟾蜍，其 N/L 并不随发育阶段而变化

（连丽燕等 2018）。金晨晨（2014）发现，雌、

雄成体中华蟾蜍的 N/L 均在秋季最高，夏季最

低。在水温为 21 ~ 27 ℃条件下，增温可加速

黑斑侧褶蛙 37 期蝌蚪的变态过程，但对 46 期

幼蛙的 N/L 无明显影响（张志强等 2022），而

在水温为 26 ℃、28 ℃和 30 ℃条件下，26 ℃

组的N/L显著高于30 ℃组，但28 ℃组与26 ℃

组和 30 ℃组均无组间差异（裴鑫怡等 2024）。

在水温为 23 ℃、25 ℃、27 ℃和 29 ℃条件下，

中华蟾蜍变态后幼蟾的 N/L 也未见明显的组间

差异，说明水温不影响其应激反应能力（张志

强等 2024）。然而，当面临水位下降风险时，

中华蟾蜍变态后幼蟾的 N/L 在快速干涸组和中

速干涸组却显著高于慢速干涸组和对照组（伍

亮 2023），变态后黑斑侧褶蛙幼蛙的 N/L 快速

干涸组显著高于其他水位处理组（伍亮等 

2023a）。对黑斑侧褶蛙 37 期蝌蚪进行 50 nm、

200 nm 和 1 000 nm 粒径，以及清水组、低浓

度组、中浓度组和高浓度组荧光标记聚苯乙烯

微球溶液组合处理后，连续测定了暴露 7 d（7 d

时）、清水清除 7 d（14 d 时）和 14 d（21 d 时）

的 N/L，发现清水组 N/L 不随处理天数而变化，

其他浓度组都从 7 d 时至 21 d 时显著增加；

50 nm 和 1 000 nm 21 d 时清水组最低，200 nm

暴露 7 d 时高浓度组最低，21 d 时清水组最低

（刁迎珠 2022，刁迎珠等 2023）。 

4.4  N/L 的生态学意义 
低损伤性采血技术在野生两栖动物研究中

的应用为通过血液指标来研究两栖动物的健康

状态打开了一扇大门。以 N/L 作为应激水平的

替代者，通过一滴血就可以方便快捷地估测出

两栖动物的应激水平。不良环境条件下，两栖

动物的应激水平应升高，与之相关的免疫功能

应趋于弱化，但两者之间的关系尚不明确

（Costantini 2022）。若将 N/L 与两栖动物免疫

系统的不同组分相联系，将为解决关键生活史

阶段生长和存活、免疫和繁殖之间的关系提供

新的视角，为深入理解病原微生物对两栖动

物的作用机制和种群衰退贡献新的技术手段。 
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5  展望 

血液中嗜中性粒细胞百分比、淋巴细胞百

分比和 N/L，可从天然免疫、体液免疫和应激

水平等不同角度反映两栖动物的健康状态，建

议至少应在如下三个方面加强研究。 

5.1  两栖动物活体采血技术优化和操作程序

标准化 
目前，背景清楚、可用于比较研究的两栖

动物的血液学数据仍严重缺乏。因此，采血前

建议根据两栖动物的分类地位、测定指标、所

需血量和生活史阶段等因素，灵活使用各项采

血技术（表 1）；同时，有必要交代清楚受试物

种的采样（或试验）地点、体重、体长、年龄

和性别等信息，为未来构建数据库提供基础资

料。适用于两栖动物的采血技术可根据实际情

况加以优化，在满足动物福利的前提下，逐步

形成标准化的操作程序，保证客观性和可重复

性，便于物种间进行比较研究。 

5.2  多因素作用下嗜中性粒细胞和淋巴细胞

的百分比及 N/L 与两栖动物健康的关系 
生理学权衡是理解生活史进化过程的核心

内容之一，在总能量有限的情况下，多种相互

竞争的、耗能的生理学活动之间可能会存在权

衡关系，如免疫和繁殖（Stearns 1992，Wikelski 

et al. 2001）。变态发育、从水生至陆生的生活

史特征，使两栖动物成为研究生活史生命跨度

特定阶段的生理学权衡机制的理想动物类群，

如变态前后免疫功能可塑性与存活、繁殖和衰

老的关系，均已成为热点研究领域；此外，关

于内、外环境因素对蝌蚪的影响研究，多集中

于形态表型的可塑性变化方面，对其生理特征

仍缺乏了解。将嗜中性粒细胞和淋巴细胞的百

分比及 N/L 引入两栖动物生态学研究，突破了

以往研究只关注特定生活史阶段形态表型变化

的局限性，为揭示两栖动物的生理适应性提供

了新思路（裴鑫怡等 2024，张志强等 2024）。

然而，目前的研究仍多局限于单一因素对嗜中

性粒细胞和淋巴细胞的百分比及 N/L 的影响方

面，未来做双因素或多因素交互作用处理时，

建议与血浆（或血清）杀菌能力（可稳定反映

动物体的天然免疫能力）等免疫学指标相配合，

以清楚界定各动态的生态学意义。 

5.3  嗜中性粒细胞和淋巴细胞的百分比及

N/L 与两栖动物种群衰退的关系 
随着人类活动加强，气候变暖、壶菌病流

行、紫外线辐射增强和微塑料污染日益严重，

两栖动物的生存和繁殖正面临着前所未有的挑

战。免疫指标的变化可反映两栖动物的健康状

态，进而可以在免疫功能与种群衰退之间建立

联系，为解决种群动态波动的生理机制这一生

态学难题提供了一个新思路（Carey et al. 

1999）。基于采血技术优化和免疫学技术的进

步，利用微量血液就可测定两栖动物各型白细

胞的百分比和 N/L，若与血清（或血浆）杀菌能

力和抗原抗体反应相结合，可全方位分析免疫

系统不同组分与应激和健康状态的关系。然而，

关于免疫功能与两栖动物种群衰退的关系，目

前仍缺少实验例证。值得注意的是，各型白细

胞的百分比只能部分反映免疫系统某一组分的

功能，关于 N/L 与应激反应能力的关系，在实

际使用时仍需谨慎解释其生态学意义。 
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