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4℃保存。使用前用蚌 TBS离心洗 ：次。 

(5)蚌血细胞对大肠杆菌的吞噬：实验组是 

0．5ml大脑杆菌 悬液与 0．5 ml蚌血 清混合， 

25"C下静置 1小时(对照组用蚌 TBS代替蚌血 

清， 后的 处理方 法 与 实验 组 相 同)。然 后 

l 000 r／min离心 一次(5分钟)，除去上清液。用 

蚌 TBS洗涤一次，再制戍含杆菌的蚌 TBS悬 

液，0．5ml该悬液与 0．5ml蚌血细胞悬液混台， 

25℃下孵育 1小时，再加入 6％多聚 甲醛(0．1 

mol／LPB配制，pH7．4)固定 l小 时，用蚌 TBS 

在 500 r／min离心二次，以除去未被吸附和未被 

吞噬的杆菌。滴片，晾干后，用吕氏碱性美蓝染 

色 2～3分钟，用水冲净染液。晾干后，在光学 

显微镜下观察吸附和吞噬情、兕。由于经过离心 

处理，游离的大肠杆菌被除去，若有大肠杆菌与 

蚌血细胞表面接触就认为是吸附。吕氏碱性美 

蓝能有效地使大肠杆菌染上色，而对蚌血细胞 

内的细胞器则不易染上色，当蚌血细胞内出现 

染上色的大肠杆菌样结构，就认为是发生了吞 

噬作用。随机选择 100个蚌血细胞计算吸附百 

分率和吞噬百分率。 

(6)血细胞对鸡红细胞的吞噬：实验组是用 

0．5ml鸡红细胞悬液与 4．5 ml蚌血清混合， 

25℃下静置 0．5～3小时(见表 1)，对照组用蚌 

TBS代替血清，以后的处理方 法与实验 组相 

同。然后用蚌 TBS离心洗一次，制成含鸡红细 

胞的蚌 TBS悬液 、其后用 1m1该悬液与 1ml 

蚌血细胞悬液混合，25℃下孵育 1～18小时(见 

表 1)。然后加入 6％多聚 甲醛(O．1md／L PB 

配制，pH7．4)固定细胞。滴片，在相差显微镜 

下观察吸附和吞噬情况。吸附应是蚌细胞与鸡 

红细胞表面相接触，并在振动时不分离，因此滴 

片前振摇溶液 避免在滴片过程中这两种细胞 

随机相接触而引起的误差。由于鸡红细胞已被 

固定，若被吞噬，仍能保持 原有的大致形态，而 

且鸡红细胞体积约为蚌血细胞体积的1／2，因此 

可以认为当蚌血细胞内出现鸡红细胞样结构， 

就发生吞噬作用。随机选择 100个蚌血细胞计 

算吸附百分率与吞噬百分率。 

从蚌闭壳肌抽取血液 4．5 ml，不经任何溶 

液离心洗涤直接与 0．5 ml鸡红 细胞悬液混合， 

25℃孵育 2小时后，观察计数吸附和吞噬情况。 

2 结 果 

2．1 不同浓度梯度的 EDTA溶液对蚌血细胞 

凝集的影响 研究结果发现，EDTA抑制蚌血 

细胞凝集的作用。从 4mmol／L EDTA开始，随 

着 EDTA浓度增大，对蚌血细胞凝集作用也增 

强，浓度达到 200 mmol／L时抑 制效果 已经很 

好，当进一步增大浓度到 300、400 mmol／L时， 

抑制效果并没有提高。为了保证血细胞在以后 

的处理不凝集以及在离心时尽量除去 EDTA． 

因此在进行吞噬实验时用 200 mmol／L EDTA 

的溶液。 

2．2 蚌血细胞对大肠杆菌的吞噬 

(1)实验组 (即大肠杆菌经蚌血清孵育后再 

与蚌血细胞混合)和对照组(即大肠杆菌不经蚌 

血清孵育就与蚌血细胞混合)中，大脑杆菌均能 

被蚌血细胞吸附和吞噬。每个吸附有大肠杆菌 

的蚌血细胞吸附的数 目1至多个不等。多数蚌 

血细胞具有胞质竞起，但杆菌吸附在胞体上，而 

不是胞质突起上。进行吞噬的蚌血细胞吞噬的 

杆菌数目不定，有 1至多个。 

(2)吞噬百分率检测 ：用 7只圆背角无齿蚌 

做了 a～g共七个组实验，分别对每组实验中的 

实验组和对照组随机统计 100个蚌血细胞中进 

行吞噬的细胞数，得到吞噬百分率(即 100个蚌 

血细胞中吞噬杆菌的血细胞数除以 100再乘以 

100％)(见囤 1)。 

用 Student的 f检 测，比较实验组 与对 照 
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组的吞噬百分率。结果表 明，在 0．999可信度 

下，实验组与对照组的吞噬百分率之间有显著 

差异，即实验组的蚌血细胞吞噬百分率显著高 

于对照组。 

(3)吸附百分率检测：分别对 a～g共七个 

组实验中的实验组和对照组随机统计 100个蚌 

血细胞 中进行吸附的蚌血细胞数，得到 吸附百 

分率(即 100个蚌血细胞中吸附杆菌的血细胞 

数除以 100再乘以 i00％(见图 2)。 
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圉 2 圆背 角无齿蚌血细胞对大肠 

杆菌的吸附百分牢 

●实验缒 口对照组 

表 1 鸡红细胞与蚌血清 、血细胞孵育后吞噬结果 

拥  
鸡虹细胞与蚌血清 鸡红细胞与蚌血细胞 吞噬百分率 

⋯ 孵育时阐 (．j、对) 孵育时间(小时 ) (％)一 

· 每组实验都分为对照组和实验组，对照组中的鸡红细胞 

不与蚌血清孵育，与蚌血细胞孵育时间和相应实验组相同 

吞噬百分率 = 

丛些 躺 堕墼 o 1帅(蚌血细胞数) ⋯ 

用 Student的 t检测，比较实验组与对照 

组的吸附百分率。结果表 明，在 0 99可信度 

下，实验组与对照组的吸附百分率之间存在显 

著差异，实验组蚌血细胞吸附百分率显著高于 

对照组。 

2．3 蚌血细胞对鸡红细胞的吞噬 根据鸡红 

细胞与蚌血清混合进行孵育的时间不同以及鸡 

红细胞与蚌血细胞孵育时间不同，共设计了 6 

个组，孵育温度 25℃，观察吞噬情况。实验结 

果发现鸡红细胞不能被蚌血细胞吞噬(表 1) 

为进 一 步 证 实 这 一 结 果，用 含蚌 TBS／200 

mmol／LEDTA液 的注射器抽取蚌 血液，将蚌 

垒血与鸡红细胞悬液混合，25*(2孵育 2小时后， 

仍然没有发现吞噬现象。表明蚌血细胞不能吞 

噬鸡红细胞。 

3 讨 论 

3．1 圆背角无齿蚌的血细胞在离体条件下易 

凝集，在本实验 中经阳离子(Ca" 、M 等)螫 

合剂 EDTA处理后、凝集现象 明显减弱，这可 

能是蚌血细胞的凝集与 ca 、M 等离子的 

存在密切相关。众多资料表 明，贝类血细胞在 

离体条件下，接触异物易发生凝集 、脱颗粒和变 

形，这些现象很可能就是其在体 内修复伤 口、消 

除异物在体外的表现，其中贝类血细胞的凝集 

反应在堵 塞 伤 口和 包 围异 物 中起着重 要 作 

用 。 。关于贝类血细胞的凝集机理，Shoza— 

w al】。。认为贝类血细胞凝集与血清中的 Ca2 和 

血细胞膜上的钙调蛋 白有关，用含 EDTA的溶 

液或钙调素阻止剂处理贝类血细胞能阻止其凝 

集。本实验在制备圆背角无齿蚌血细胞悬液过 

程中，也发现较高浓度的 EDTA能阻止蚌血细 

胞凝集，而不加 EDTA溶液直接抽取蚌血液， 

血细胞很快凝集成块状。因为 EDTA将 ca2一 

螫合，降低了蚌血液中 c 一的浓度 因此可以推 

测，圆背角无齿蚌血细胞的凝集与血清中的 

Caz 密切相关。 

3．2 当不同异己成分A侵机体时，贝类血细胞 

所进行的免疫 防御反应的程度是不完全相 同 

的 ，在一定程度上表现出对异 己成分的识别 

能力。本实验发现圆背角无齿蚌血细胞对经过 

以及未经过血清处理的鸡红细胞均不能吞噬， 

而能吞噬大腑杆菌，这显示出这种蚌的免疫防 

御能力是有限的。贝类的免疫能力是无法与脊 

椎动物相 比拟的，这可以从凝集素的角度来探 

讨一些原因。凝集素作为贝类的异己识别因子 

与免疫球蛋白相比，凝集素识别特异性不高，只 

能根据糖链的糖基组成，特异性地区别“自己” 

和“异己”，并且凝集素是组成性的，不经诱导就 
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