
第33卷 第3期

2014年 5月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.33 No.3

May2014,72~77

收稿日期:2013-03-12
基金项目:中国水产科学研究院淡水生态与健康养殖重点开放实验室开放课题(2010FEA03012)和国家重点基础研究发展计划(“973”)项

目(2009CB118706)
郗明君,硕士研究生.研究方向:水产动物疾病防治.E-mail:xi_ming_jun@126.com
通信作者:刘小玲,博士,副教授.研究方向:水产动物疾病防治.E-mail:liuxl@mail.hzau.edu.cn

3 种壳聚糖对团头鲂体外头肾吞噬
细胞呼吸爆发功能的影响

郗明君 刘立春 张 涓 汤孝成 刘小玲 林 蠡

华中农业大学水产学院/淡水水产健康养殖湖北省协同创新中心/农业部淡水生物繁育重点实验室,武汉430070

摘要 采用51%Percoll非连续密度梯度离心法分离团头鲂头肾吞噬细胞,在光镜和电镜下观察所分离细

胞的显微、超微结构及吞噬作用;以二氢罗丹明(DHR123)为荧光探针,流式细胞仪检测细胞在佛波豆蔻酸乙酯

(PMA)刺激下产生的呼吸爆发活动;光镜下观察壳聚糖对吞噬细胞吞噬功能的影响。结果表明:分离得到的细

胞具有吞噬细胞(巨噬细胞与中性粒细胞)的形态学及功能特征;3种壳聚糖组(100μg/mL)均能提高吞噬细胞

的呼吸爆发功能,在发荧光细胞比例及细胞发荧光强度上均极显著高于对照组。其中水溶性壳聚糖组的发荧光

细胞比例显著高于其他试验组,而在细胞发荧光强度上,普通壳聚糖作用相对较高;同时壳寡糖能增强吞噬细胞

的吞噬活性。
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  近年来,随着水产养殖业的发展,养殖规模不断

扩大、养殖密度不断增加,养殖过程中疾病的发生越

来越频繁,经常发生病毒性、细菌性、寄生虫感染等

疾病,而抗生素的使用所带来的负面影响也日益突

出,如病原菌耐药性的增强,水产动物细胞免疫和体

液免疫功能的下降,同时药物的残留也直接威胁到

人类的健康和安全,因此,从免疫学角度对水产动物

进行病害防治逐渐成为研究热点。免疫刺激剂是指

能够激活机体免疫机能,增强机体对传染性疾病抵

抗力的一种物质。其主要作用机制是作用于细胞表

面的受体,使细胞产生细胞因子从而将病原清除,以
达到增强机体免疫功能的目的[1]。免疫刺激剂的应

用对控制水产养殖中的鱼类疾病具有重要意义[2]。
壳聚糖作为一种免疫刺激剂,是自然界唯一存在的

碱性多糖,其在调节哺乳动物体外分离免疫细胞的

功能已有报道[3]。
团头鲂(Megalobramaamblycephala)是一种

重要的养殖鱼类,头肾是其重要的免疫器官,头肾吞

噬细胞是其非特异性防御系统中的关键部分。当病

原生物侵入机体时,吞噬细胞被激活并迁移至炎症

部位,吞噬病原体,并且产生一系列活性氧杀死病原

生物。同时其他免疫参数如溶酶体活性、补体活性

都得到加强。吞噬活性和呼吸爆发功能被认为是评

价活化吞噬细胞功能的重要指标。
目前壳聚糖对鱼类吞噬细胞呼吸爆发功能的体

内试验已有报道[4-6],而壳聚糖对体外分离吞噬细胞

的影响还未见报道。本试验采取体外分离团头鲂头

肾吞噬细胞,检测3种壳聚糖对吞噬细胞呼吸爆发

功能的影响,旨在为研究壳聚糖与吞噬细胞结合的

作用机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验鱼:团头鲂(体质量180~270g,体长20~
29cm)购自武汉市先建村渔场,于华中农业大学水

产养殖基地进行驯养,驯养期间水温为25~28℃,
水源为充分曝气的自来水,溶氧保持在6mg/L,每
日投喂2次(09:00,16:00)。投喂饲料由水产基地

提供。
试剂:L-15培养基购自Gibco公司。Percoll分
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离液、PBS(pH7.4)购自Amersham公司。佛波豆

蔻酸乙酯(PMA)、二氢罗丹明(DHR123)、Hanks’
液购自Sigma公司。胎牛血清购自杭州四季青生

物公司。壳寡糖(3ku)、水溶性壳聚糖(100ku)、普
通壳聚糖(<100ku)购自青岛云宙有限公司。
1.2 样品采集和分析

1)分离头肾。用 MS-222(150mg/mL)将鱼体

麻醉,小心去除其他内脏,留下头肾和体肾,观察头

肾的具体形态并分离头肾。

2)头肾吞噬细胞的分离。细胞的分离参照文

献[7]的方法,并做了一些改进。将取出的头肾透过

0.15mm尼龙网,研磨成单细胞悬液。所用单细胞

悬液培养液为含2%胎牛血清,0.2%青链双抗,

0.1%肝素的L-15培养基。细胞培养液为含10%
胎牛血清的L-15培养基。整个过程均为无菌操作。
吞噬细胞的分离采用51%Percoll非连续密度梯度

离心法,冷冻离心(1500r/min,4℃)30min后收集

中间带细胞。Hanks’液洗3次,每次离心(1500
r/min,4℃)10min。一部分细胞在2.5%戊二醛中

固定,用于头肾吞噬细胞超微结构的观察;另一部分

细胞用少量细胞培养液重悬后涂片,瑞士吉姆萨染

色后光镜下观察。

3)头肾吞噬细胞超微结构及吞噬作用的观察。
戊二醛固定的分离细胞经常规超薄切片处理后在

H-7650透视电镜下观察并拍照。福尔马林灭活的

金黄色葡 萄 球 菌(formalinkilledStaphylococcus
aureus,F-SA)为吞噬原,F-SA用细胞培养液调整

成浓度为2×108cells/mL的菌液后备用。分离细

胞重悬液与F-SA菌液孵育后用2.5%戊二醛固定,
常规超薄切片处理后电镜下观察并拍照。

4)贴壁头肾吞噬细胞的形态观察。在直径为

35mm的培养皿中放入无菌的盖玻片,将分离的细

胞悬液滴入培养皿中进行培养,细胞分别培养3、

18h时取出盖玻片,Hanks’液漂洗,瑞士吉姆萨染

色后光镜下观察并拍照。

5)分离头肾吞噬细胞呼吸爆发的测定。参照文

献[8]采用DHR123和流式细胞仪(FACSCalibur)
测定呼吸爆发。将浓度为1×106cells/mL分离细

胞900μL加入100μLPMA工作液共同孵育30
min,加入DHR123100μL孵育10min,并设定对

照组,流式细胞仪检测。

6)壳寡糖对吞噬细胞吞噬功能影响的测定。吞

噬功能的测定方法同3),试验分为对照组与试验

组,试验组中添加壳寡糖,孵育30min,涂片,瑞士

吉姆萨染色后光镜下观察吞噬作用。

7)3种壳聚糖对吞噬细胞呼吸爆发功能影响的

测定。呼吸爆发的测定方法同5),试验分为4组,
分为对照组与试验组,试验组中将5)中的PMA分

别换为壳寡糖、水溶性壳聚糖、普通壳聚糖,质量浓

度均为100μg/mL。
1.3 统计分析

利用STATISTICA(Version6.0)统计软件对

PMA影响吞噬细胞呼吸爆发的试验数据进行方差

分析(One-wayANOVA),差异显著性水平为0.01。
对3种壳聚糖影响吞噬细胞呼吸爆发的试验数据进

行多重比较,差异显著性水平为0.01。

2 结果与分析

2.1 团头鲂头肾的解剖结构特征

团头鲂头肾位于胸腔内,呈扁平状,左右各一

个,红褐色,头肾被膜为一薄层纤维结缔组织。两叶

头肾在基部相连,上部被脊柱骨相隔,与腹腔内肾脏

组织的最前端相连(图1)。

图1 团头鲂头肾解剖结构

Fig.1 ThedissectionstructureofWuchangbream
(Megalobramaamblycephala)head-kidney

2.2 头肾吞噬细胞显微与超微结构特征

头肾单细胞悬液主要含有巨噬细胞、中性粒细

胞、淋巴细胞及红细胞(图2)。头肾单细胞悬液经

Percoll非连续密度梯度离心后,形成3条主带。中

间带含约90%的吞噬细胞,光镜下观察,主要含有

巨噬细胞、中性粒细胞及少量淋巴细胞(图3)。电

镜下显示分离细胞主要有2种类型,其中巨噬细

胞胞质含有大量溶酶体、空泡以及线粒体、内质

网;溶酶体电子密度不一,大小不等,核内异染色

质少,主要沿核膜分布。中性粒细胞中含有空泡

及特殊颗粒;空泡大小不同,特殊颗粒电子密度不

一(图4)。
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 L:淋巴细胞Lymphocyte;E:红细胞Erythrocyte;P:吞噬细胞

Phagocyte.

图2 团头鲂头肾单细胞悬液细胞涂片的光镜照片

Fig.2 LightmicrographofsmearofWuchangbream
(Megalobramaamblycephala)head-kidneycellsuspensions

图3 51%Percoll非连续密度梯度离心分离的

团头鲂头肾吞噬细胞涂片的光镜照片

Fig.3 Lightmicrographofsmearof
Wuchangbreamphagocytes

图4 分离吞噬细胞的电镜照片

Fig.4 Electronmicrographoftheseparatedheadkidneyphagocytes
2.3 吞噬细胞的贴壁性观察

分离头肾吞噬细胞培养3h后,贴壁细胞呈圆

形,中性粒细胞及淋巴细胞含量很少(图5A)。培养

18h后,贴壁细胞铺展或伸长在培养皿底部(图5B)。
2.4 头肾吞噬细胞的吞噬作用

刚分离得到的吞噬细胞具有很强的吞噬F-SA
的能 力,油 镜 下 计 数 吞 噬 百 分 比 为 25.50% ±
0.58%,吞噬指数为0.910±0.008,其中巨噬细胞

和中性粒细胞均具有吞噬活性,电镜下可以观察到

2种细胞内均具有大小不等的吞噬泡,有些吞噬泡

中的细菌已经开始变形降解(图6)。
2.5 头肾吞噬细胞的呼吸爆发活动

试验结果发现,对照组中发荧光的细胞比例为

4.44%±0.42%,荧光强度为107.12±5.39。而试

验组中发荧光的细胞比例为78.57%±0.69%,荧
光强度为449.53±3.34。试验组的发荧光细胞比

例 和 细 胞 荧 光 强 度 均 极 显 著 高 于 对 照 组

(P<0.01)。

图5 团头鲂头肾吞噬细胞培养3h(A)、18h(B)后的贴壁光镜照片

Fig.5 Lightmicrographofthespreadingheadkidneymacrophagesafter3hand18hcultivation
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图6 吞噬细菌的团头鲂头肾吞噬细胞的电镜照片

Fig.6 Electronmicrographoftheseparatedheadkidneyphagocytescontainingphagocytizedbacteria
2.6 壳聚糖对头肾吞噬细胞吞噬功能的影响

试验组吞噬细胞吞噬能力显著增加,细胞内吞

噬大 量 的 金 黄 色 葡 萄 球 菌,并 且 细 胞 发 生 变 形

(图7),而对照组吞噬的金黄色葡萄球菌相对较少

(图8)。

图7 壳聚糖刺激后吞噬细菌的团头鲂头肾

吞噬细胞的光镜照片

Fig.7 Lightmicrographoftheheadkidneyphagocytes
containingphagocytizedbacteriastimulatedbychitosan

图8 吞噬细菌的团头鲂头肾吞噬细胞的光镜照片

Fig.8 Lightmicrographoftheheadkidneyphagocytes
containingphagocytizedbacteria

2.7 3 种壳聚糖对头肾吞噬细胞呼吸爆发活动的

影响

  通过流式细胞仪测定结果可知,对照组发荧光的

细胞比例为3.18%±0.31%,荧光强度为55.36±
1.09。而试验组壳寡糖刺激后发荧光的细胞比例为

69.79%±1.69%,荧光强度为365.32±1.87;水溶

性壳聚糖刺激后发荧光的细胞比例为97.52%±
0.91%,荧光强度为386.73±9.42;普通壳聚糖刺

激后发荧光的细胞比例为56.30%±1.05%,荧光

强度为423.06±7.79。试验组的发荧光细胞比例

和细胞荧光强度均极显著高于对照组(P<0.01)。
在发荧光的细胞比例中,水溶性壳聚糖极显著高于

其他试验组,而在荧光强度上普通壳聚糖有更强的

作用。

3 讨 论

硬骨成鱼的肾脏分为头肾和体肾,头肾是鱼类

最重要的免疫器官。本试验通过观察团头鲂头肾的

解剖结构,发现团头鲂的头肾形态结构与已报道的

草 鱼 (Ctenopharyngodonidellus)、花 尾 胡 椒 鲷

(Plectorhinchuscinctus)等 的 头 肾 形 态 结 构

相同[9-10]。
目前,一般用51% Percoll或者2个梯度的非

连续密度梯度离心法[11-12]分离头肾巨噬细胞。本试

验采用51%Percoll非连续密度梯度离心法,通过

光镜及电镜进行观察,发现分离细胞主要有巨噬细

胞和中性粒细胞,其中巨噬细胞胞质中含有大量大

小不一的空泡、溶菌酶及内质网,中性粒细胞胞质中

含有大小不一、电子密度不同的特殊颗粒。本试验

结 果 与 其 他 鱼 头 肾 中 分 离 的 巨 噬 细 胞 结 果 相

似[10,13],表明本试验分离的细胞具有巨噬细胞和中

性粒细胞形态学特征。
在对分离得到的吞噬细胞进行短时间的贴壁培

养时,发现贴壁细胞铺展在培养皿底部,呈煎鸡蛋

状,核偏向细胞的一侧,具有贴壁性。此结果与鲑科

鱼类的巨噬细胞短期培养结果相同[10-11,13],表明本

试验分离得到的吞噬细胞具有一定的贴壁性。
吞噬作用及呼吸爆发功能结果显示了头肾吞噬
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细胞的功能特点,这两个功能被认为是鱼体在防御

疾病时非特异免疫的重要指标。壳聚糖由单体 N-
乙酰葡萄糖胺组成,早期试验表明乙酰葡萄糖胺与

巨噬细胞表面特定受体的结合是增强巨噬细胞功能

的先决条件,并且这个受体可能是甘露糖受体[14-16]。
本试验发现壳聚糖能增强吞噬细胞吞噬功能,其作

用机制可能与吞噬细胞表面的模式识别受体以及诱

导产生的细胞因子有关。
壳聚糖是甲壳素经脱乙酰基的产物,学名为

(1,4)-2-氨基-β-D-葡萄糖,其化学结构与其他多糖

类物质的结构相似,并且含有带正电荷的氨基,是自

然界存在的唯一带正电荷的天然高分子。在壳聚糖

对吞噬细胞呼吸爆发影响的测定中,发现试验组的

呼吸爆发强度均极显著高于对照组,且水溶性壳聚

糖在发荧光细胞比例上极显著高于其他试验组,普
通壳聚糖在荧光强度上相对较高。一些研究表明,
壳聚糖与巨噬细胞表面模式识别受体的结合与其相

对分子质量及水溶性有关[14-15,17-18]。在壳聚糖诱导

人单核细胞产生 TNF-α 的试验中,发现其诱导

TNF-α产生的能力与壳聚糖的水溶性及相对分子

质量有关[17]。还有研究发现,高分子质量的壳聚糖

可以诱导巨噬细胞中的IL-1、TNF-α、GM-CSF、

NO、IL-6等细胞因子的产生[19-21]。因此,本试验选

取了3种不同分子质量、不同水溶性壳聚糖,水溶性

壳聚糖在发荧光细胞比例上极显著高于其他试验组

的原因可能是与巨噬细胞表面受体介导的膜蛋白的

内吞作用及其水溶性有关。而普通壳聚糖是不溶于

水的大颗粒物质,增强呼吸爆发的原因可能与其大

的相对分子质量刺激巨噬细胞的吞噬作用从而产生

了一些细胞因子有关。
吞噬细胞的呼吸爆发活动是利用活性氧对病原

体进行杀伤的作用,同时生成超氧离子(O2-)及其

质子化产物过氧化氢(H2O2)、羟基自由基(·OH)
等活性氧自由基。但在某些病理状态下,活性氧自

由基对机体具有巨大的损伤作用,使组织细胞的化

学结构发生破坏性反应,可导致核酸主链、蛋白质肽

键的断裂、细胞膜脂质的过氧化及细胞的凋亡[22]。
壳聚糖具备一定的抗氧化能力。蒋煊等[23]采用电

子顺磁共振(ESR)技术检测发现,不同脱乙酰度、不
同分子质量的壳聚糖对超氧阴离子自由基和亚油酸

脂类自由基具有明显的抑制作用,对亚油酸脂类自

由基的抑制率除与壳聚糖的浓度有关外,还随脱乙

酰度的增加和分子质量的降低有所增强。
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Effectofthreechitosanonrespiratoryburstactivityofhead-kidney
phagocytesinWuchangbream(Megalobramaamblycephala)

XIMing-jun LIULi-chun ZHANGJuan TANGXiao-cheng LIUXiao-ling LINLi

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/HubeicollaborativeInnovation
CenterforFreshwaterAquaculture/KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,Ministry

ofAgriculture,Wuhan430070,China

Abstract Theaimofthisstudywastoinvestigatetheeffectsofoligochitosan(OCS),watersoluble
chitosan(WSC)andacidsolublechitosan(ASC)ontherespiratoryburstactivityofhead-kidneyphago-
cytesin Wuchangbream (Megalobramaamblycephala).Thehead-kidneyphagocytesof Wuchang
breamwereseparatedby51%Percollgradientandthemorphologicalandultrastructuralfeatureswere
observedunderlightandelectronmicroscope.Staphylococcusaureuskilledbyformalin(F-SA)werein-
cubatedwithphagocytesandobserved.PPandPIwerecountedwithWrightGiemsastainingunderoil-
immersionmicroscopy.Therespiratoryburstactivityofphagocyteswasmeasuredbyflowcytometryu-
singdihydrorhodasmine123(DHR123)asfluorescenceprobeafterstimulationwithphorbol12-myris-
tate13-acetate(PMA).Theresultsindicatedthattheseparatedcellsshowedthemorphologicaland
functionalcharacteristicsofphagocytes.OCS(100μg/mL),WSC(100μg/mL)andASC(100μg/mL)

wereallabletostimulatetherespiratoryburstactivityofhead-kidneyphagocytesafterincubationfor30
min.Thepercentageoffluorescecellandthefluorescenceintensityoffluorescecell(twoparametersof
respiratoryburstactivity)intheexperimentalgroupweresignificantlydifferent(P<0.01)fromthe
controlgroup.However,thepercentageoffluorescecellofthephagocytesstimulatedbyWSCwasthe
highest.ButthestrongestfluorescenceintensitywasobservedinthephagocytesstimulatedbyASC.

Keywords Wuchangbream (Megalobramaamblycephala);phagocytes;respiratoryburstactivi-
ty;oligochitosan;water-solublechitosan;acidsolublechitosan;phagocyticactivity
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