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曼氏无针乌贼血细胞形态观察及吞噬性能的研究 

张建设 1，吴常文 2，常抗美 2，苏永全 1 

(1. 厦门大学 海洋学系，福建 厦门 361005；2. 浙江海洋学院 海科学院, 浙江 舟山 316004) 

摘要: 用组织学和免疫学方法对曼氏无针乌贼(Sepiella maindroni)的血细胞进行形态观察和

免疫活性研究。根据血细胞大小和美兰染色结果，将曼氏无针乌贼的血细胞分为 2 类：较

小的血细胞圆形，直径 7.65 ~ 8.28 µm ，细胞核卵圆形，核质比约 0.66，约占细胞总数的

45.3%；较大的血细胞圆形，直径 9.58 ~ 10.42 µm ，细胞核肾形，核质比约 0.40，有些细

胞具双核，约占细胞总数的 54.7%。饥饿乌贼血细胞数量较正常乌贼有明显下降（t- 检验，

P<0.05），较大血细胞的比例有所上升，可达 70%。细菌吞噬试验结果表明，较小血细胞对

细菌无吞噬能力，而较大血细胞具有较强的细菌吞噬能力。饥饿组曼氏无针乌贼血细胞吞

噬活力稍低，但并无显著差别（t- 检验，P> 0.05）。对曼氏无针乌贼血细胞形态和功能的研

究，为探索曼氏无针乌贼免疫防御机理提供了基础资料。 
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曼氏无针乌贼(Sepiella maindroni)，俗称墨鱼、

日本无针乌贼等，属头足纲（Cephalopoda），乌贼目

（Sepioidea），乌贼科（Sepiidae），无针乌贼属

(Sepiella)。由于过度捕捞和生态恶化，自 20 世纪 70
年代以来，渔业资源先后出现了衰退现象。目前，浙

江海洋学院已成功突破曼氏无针乌贼的产业化育苗

难关，人工养殖在国内正逐步展开。 
国内学者对曼氏无针乌贼的形态构造、胚胎发

育、生态生理以及渔业资源等方面已开展了相应的研

究[1~5]，然而曼氏无针乌贼免疫方面的研究还未见报

道。软体动物没有免疫球蛋白以及淋巴系细胞，因此

缺乏获得性免疫，其免疫防御功能依赖于天然免疫的

有关机制。这些免疫防御机制主要由血细胞来行使。

当异物进入软体动物体内，除非颗粒较大，往往被血

细胞吞噬。血细胞通过吞噬、包囊、形成细胞结等细

胞免疫反应来达到清除和杀灭病原的效果[6]。作者首

次研究曼氏无针乌贼血细胞的形态，比较分析不同状

态下曼氏无针乌贼血细胞的吞噬活性的差异，为曼氏

无针乌贼的免疫学研究提供基础资料，为曼氏无针乌

贼细胞免疫机制的深入研究奠定基础。 

1 材料和方法 

1.1 材料 
实验于 2006 年 9～11 月进行，曼氏无针乌贼采

自浙江省岱山县大海洋生态渔业有限公司，养殖水温

21 ~ 22℃，盐度 24.5 ~ 25.8。选取体长 12.5 cm ± 2.8 
cm，体质量 275 g ± 35 g 健康、活力好的乌贼用于

实验。  
1.2 实验用菌 

实验用菌由浙江海洋学院微生物实验室提供。大

肠 杆 菌 (Escherichia coli) 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌
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(Staphylococcus aureus)培养 36 h 后，用生理盐水洗

脱，加入终浓度为 1.0% 的甲醛，25℃ 灭活 24 h ，
离心集菌。后用生理盐水调整菌密度分别为 5×107 
个/mL 和 1×108 个/mL，4 ℃ 冰箱保存备用。 
1.3 血细胞形态观察 

用 1 mL 注射器和 5号针头从曼氏无针乌贼心室

取血，滴片在相差显微镜下进行活体观察。取血时先

用 1 mL 一次性注射器吸取 0.1 mL 10 %甲醛，然后

从心室取 0.1 mL 血液，血液取出后迅速制成血涂

片，于室温下干燥。碱性美兰染色 2~3 min，水洗，

晾干，常规方法封片，尼康 (Nikon) DXM 1200F 数
码显微成像系统观察并拍照。 

测量血细胞和细胞核的大小，平均核质比按下列

公式计算: 
核质比=(平均核长轴×平均核短轴)/(平均细胞

长轴×平均细胞短轴)。 
1.4 血细胞悬液制备 

配制 Alsever 抗凝缓冲液，从乌贼心室抽取血

液，按 1: 1 比例与抗凝缓冲液混匀，制成血细胞悬

液。 
1.5 血细胞浓度和组成 

将制备的血细胞悬液滴于血球计数板上，显微镜

观察、计数并折算单位体积的血细胞数目。血细胞悬

液制成血涂片，于室温下干燥。碱性美兰染色，水洗，

晾干，常规方法封片，镜检计数各类血细胞的数目。 
1.6 血细胞的吞噬作用 

血细胞悬液 0.2 mL 于 96 孔凹孔板中，分别加

入 0.02 mL 大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，充分混匀，

22.5 ℃ 下作用 30 min。滴加 10% 甲醛固定，混匀，

制备血涂片，晾干。碱性美兰染色 2~ 3 min ，水洗，

晾干，镜检。 

1.7 饥饿状态下血细胞体外吞噬活性的影响 
应用上述方法，测定饥饿 3 d 的曼氏无针乌贼血

细胞的浓度、组成和吞噬活性。 

1.8 吞噬活性的计算 
将玻片置于油镜下观察、计数，按李静等[7]的方

法判定血细胞的吞噬活性。 
吞噬百分比= (100 个血细胞中参与吞噬的细胞

数/100)×100 
吞噬指数= 100 个吞噬细胞内的细菌总数/100 

2 结果 

2.1 血细胞形态观察 
抽取血液滴几滴于载玻片上，立即在相差显微镜

下观察。此时血细胞均为球形，在血液中滚动或浮动。

3～7 min 时，部分细胞先后伸出伪足，附着于玻璃

表面，移动载片时不再晃动。10～15 min 后，除少

数血细胞仍呈球形、折光性很强而发亮外，多数细胞

伸出长的伪足和棘突, 相互连接。不贴壁的圆球形细

胞直径约 8 µm，中央有一个大的细胞核，胞质极少

(图 1-1)。伸出伪足的细胞，胞体为三角形、多角形，

其中部分细胞的胞质中含有大小不等的颗粒（图 1-2, 
1-3）。

 
 
 
 
 
 
 

 
 

图 1  曼氏无针乌贼血细胞活体观察 

Fig. 1  Observation of living haemocytes of the Sepiella maindroni  

1-1. 活体悬浮血细胞; 1-2. 血细胞伪足棘突; 1-3. 血细胞变形 

1-1. livings suspend haemocytes; 1-2. pseudopod of haemocytes; 1-3. distortion of haemocytes 

 
经甲醛固定后的血细胞呈球形，根据细胞大小 可分为 2 类细胞（图 2-1）。直径较大的血细胞近圆
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球形，直径 9.58~10.42 µm ；较小血细胞球形，直径 
7.65~8.28 µm。美兰染色结果显示直径较大细胞的细

胞核呈梨形或肾形，有的具 2 个细胞核，核质比较小，

为 0.40±0.06；直径较小细胞的细胞核圆形，核质比

较大，为 0.66±0.10（图 2-2,2-3）。直径较大的血细胞

约占血细胞总数的 54.7 %，较小的血细胞约占血细

胞总数的 45.3%。 
2.2 血细胞密度和组成变化 

 
 
 
 
 
 
 

 

图 2 曼氏无针乌贼血细胞观察  

Fig. 2 Morphologic observation of the haemocytes  
2-1．甲醛固定血细胞; 2-2．较小血细胞; 2-3．较大血细胞；B．较大血细胞;L．较小血细胞 

2-1．fixed haemocytes by formaldehyde; 2-2．lesser haemocytes; 2-3. biggish haemocytes；B．biggish haemocytes; L. lesser haemocytes 

 
对照组和饥饿组曼氏无针乌贼血细胞密度和各

类血细胞组成如表 1 所示。饥饿组血细胞密度较对

照组有明显下降（t- 检验，P < 0.05），血细胞密度为 

3.62 × 106～6.12 × 106 个/mL ，血细胞组成也有明显

变化（t- 检验，P < 0.05），大血细胞的比例上升至 
70% 左右（图 3）。

表 1  不同状态曼氏无针乌贼血细胞密度和细胞组成变化 

 

Tab. 1  Comparison of haemocytes density and composing of S. maindroni in different conditions 

血细胞组成（%） 组别 血细胞密度 

（个/mL） 小血细胞 大血细胞 

对照组（样品数 40 个） 8.90×106～4.12×107� 45.3 54.7 

饥饿组（样品数 40 个） 3.62×106～6.12×106 30 70 

 
  

 
 
 
 
 
 
 

 
 

图 3 曼氏无针乌贼血细胞美兰染色  

Fig. 3  Methylene blue staining of haemocytes of the S. maindroni  

3-1.正常乌贼血细胞; 3-2.饥饿乌贼血细胞 

3-1. natural haemocytes of the S. maindroni; 3-2. starved haemocytes of the S. maindroni 
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2.3 不同状态下血细胞体外吞噬活性 

血细胞体外吞噬活性试验结果表明，曼氏无针乌

贼血细胞中较小的细胞无吞噬活性，较大的血细胞对

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均有很强的吞噬能力。对

照组曼氏无针乌贼血细胞对大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌的吞噬百分比分别为 28.6% 和 45.2% ，吞噬

指数分别为 0.34 和 1.38 。细菌首先附于血细胞的

表面,然后具吞噬能力的血细胞即伸出伪足将细菌包

围,形成吞噬泡进入血细胞内部。一个血细胞一般只

吞噬 1 个或 2 个大肠杆菌,但可吞噬多个金黄色葡

萄球菌（图 4）。如表 2 所示，饥饿组曼氏无针乌贼

较大血细胞也具有很强的细菌吞噬活性，相对于健康

组其吞噬百分比和吞噬指数稍低，但并无显著差别

（t - 检验，P > 0.05）。
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 4  曼氏无针乌贼血细胞吞噬活性  

Fig. 4  Phagocytosis property haemocytes of the S. maindroni  

4-1.吞噬金黄色葡萄球菌; 4-2.吞噬大肠杆菌 

4-1. Phagocytosis of haemocytes to S. aureus; 4-2. Phagocytosis of haemocytes to E. coli 

 
表 2  不同状态曼氏无针乌贼血细胞的体外吞噬活性 

Tab. 2  Phagocytosis property of the haemocytes of S. maindroni in different conditions 

吞噬百分比(%) 吞噬指数 组别 

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌� 

对照组（样品数 40 个） 28.6±3.58 45.2±4.64� 0.34±0.06 1.38±0.13� 

饥饿组（样品数 40 个） 25.8±4.46 42.6±3.12 0.32±0.10 1.24±0.09 

 

4 讨论 

血细胞的吞噬作用过程大致可以分为趋化、黏

附、内吞以及杀伤消化 4 个阶段。软体动物血细胞可

以向外源颗粒趋化靠近，然后与异物发生黏附，随后

血细胞伸出伪足对异物进行包裹，伪足相接触后细胞

质膜融合，形成吞噬体进入细胞。对曼氏无针乌贼血

细胞短期活体观察结果发现：多数血细胞伸出伪足和

棘突，细胞体变为三角形、多角形，其中部分细胞的

胞质中含有大小不等的颗粒；少数血细胞仍保持圆球

形。通过活体观察可大致将曼氏无针乌贼血细胞分为

2 类，这与血细胞的染色结果一致。曼氏无针乌贼血

细胞中的一类能够变形，伸出伪足或棘突，表明这类

细胞可能具有吞噬功能。 
血细胞的吞噬作用是一种基本的原始的防御机

制，对体内没有产生抗体机构的软体动物的免疫防御

具有更为重要的意义。血细胞吞噬活性的高低在一定

程度上反映了机体的防御水平。曼氏无针乌贼血细胞

吞噬研究中发现细菌首先附于血细胞的表面，然后具

吞噬能力的血细胞即伸出伪足将细菌包围，形成吞噬

泡进入血细胞内部。大肠杆菌和金黄色葡萄球菌分别

属于革兰氏阴性和阳性细菌，说明曼氏无针乌贼血细
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胞对革兰氏阴性和阳性细菌均有吞噬能力。曼氏无针

乌贼可以通过自身血细胞的免疫吞噬作用抵御外来

细菌的侵袭。 
在免疫防御方面，血细胞可以活跃地趋化到炎症

和损伤部位，进行吞噬，是免疫防御的主要细胞类型
[15]。因此血细胞的数目和类型也反映了生物体的免疫

防御能力的状态。血细胞的吞噬作用是控制和清除病

原生物侵扰的重要手段,但环境条件的改变、外来物

质的刺激会在一定程度上影响血细胞的活性[16]。本研

究比较分析了健康和饥饿状态下曼氏无针乌贼血细

胞的数量、组成比例以及吞噬活力。饥饿的曼氏无针

乌贼血细胞密度较对照组显著减少，这可能是由于造

血原粒不足，造血机能下降所致。虽然能够进行吞噬

的较大血细胞比例相对上升，但是其绝对数量下降，

因此，这一结果暗示饥饿乌贼的抗病能力减弱。从对

照组和饥饿乌贼血细胞的吞噬活性数值结果来看，饥

饿乌贼的血细胞吞噬百分数和吞噬指数没有明显的

变化，但由于饥饿乌贼的血细胞组成发生变化，因此

饥饿乌贼抵抗细菌侵袭的能力较正常乌贼要差。 
软体动物血细胞的吞噬作用和非我识别是其免

疫防御的核心。对有关过程和机制的阐明，是软体动

物免疫学研究的重要内容。本文首次分析曼氏无针乌

贼血细胞组成以及在不同状态下的变化，研究其血细

胞的吞噬活性，为进一步研究曼氏无针乌贼免疫系统

结构和功能，揭示免疫学的基础问题，对解决养殖过

程中病害的监测、预报、防治及新品种的培育等问题

都有重要意义。 
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Abstract: Morphological and phagocytosis properties of the haemocytes of the cuttlefish Sepiella maindroni 

were studied by histology and immunology methods. The results showed that the haemocytes of the S. maindroni 

could be divided into two types according to the characteristics of the haemocytes: the lesser haemocytes with the 

diameter of 7.65~8.28 µm, were round, the nucleolus were also round,surrounded by relatively small cytoplasms, 

there were little granules in cytoplast, the ratio of nucleus/cytoplasm (N/C) was higher (0.66 ± 0.10), and the 

proportion of haemocytes was 45.3% in the total haemocytes; the biggish haemocytes with the size of 9.58~10.42µm, 

were round, there were much granules in the endoplasm and the N /C ratio was lower (0. 40±0.06) , some of the 

granulocytes had double nuclei, and the proportion of granulocytes was 54.7% in the total haemocytes. The density of 

haemocytes of starved S. maindroni was lower than that of the control ones (t- test, P<0.05), the ratio of the biggish 

haemocytes to lesser haemocytes was rising to 70%.The phagocytosis test of haemocytes was performed at 22.5℃. It 

was shown that only the biggish haemocytes had the phagocytic ability to Staphylococcus aureus and Escherichia 

coli. There was no difference between control and starved S. maindroni by the t-test (P>0.05). This study laid the 

foundation for the research of immunity defence mechanism of S. maindroni. 
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