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摘  要: 双壳贝类作为重要的水产品经济物种和生态指示物种在全球范围内得到广泛养殖, 由于其具有重要

的经济价值及在生态毒理学中的环境指示作用, 其免疫能力逐渐受到越来越多的关注。血细胞作为双壳贝类

先天免疫的主要参与者, 其细胞活力、吞噬能力、粘附能力、总血细胞数量及过氧化物酶活性等的检测成为

探索双壳贝类免疫研究的重要内容。其中, 流式细胞术(flow cytometry, FCM)具有分析速度快、灵敏度高、检

测量大、客观性强等技术特点, 是一种较为理想的细胞学研究工具。本文结合国内外近年来关于 FCM 在双壳

贝类免疫研究中的应用, 介绍了 FCM 的发展历史、双壳贝类免疫学的研究进展及 FCM 在双壳贝类免疫研究

的应用, 总结了 FCM 在样品处理和检测中亟待解决的问题, 以期 FCM 在未来贝类免疫学研究中不断完善和

发展, 并在贝类食品质量安全评估中发挥重要作用。 
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ABSTRACT: Bivalves are widely cultured worldwide as an important economic species of aquatic products and 

ecological indicator species, and their immunity is gradually receiving more and more attention due to their economic 

importance and their environmental indicator role in ecotoxicology. As a major player in the innate immunity of 

bivalve shellfish, the detection of cell viability, phagocytosis, adhesion capacity, total blood cell count and peroxidase 

activity has become an important part of the research to explore the immunity of bivalve shellfish. Among them, flow 

cytometry (FCM) is a more ideal tool for cytological research because of its technical characteristics such as fast 

analysis, high sensitivity, large detection volume and objectivity. This paper introduced the development history of 

FCM, the research progress of bivalve shellfish immunology and the application of FCM in bivalve shellfish 

immunology, and summarized the problems to be solved in sample processing and detection, with a view to 



第 24 期 龚秀琼, 等: 流式细胞术在双壳贝类免疫研究中的应用 8027 
 
 
 
 
 

improving and developing FCM in future shellfish immunology research and playing an important role in shellfish 

food quality and safety assessment. The results showed that FCM can play an important role in shellfish quality and 

safety assessment. 
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0  引  言 

流式细胞术(flow cytometry, FCM)是一种可单个快速

检测流动中的细胞或颗粒物质的细胞分析技术[1], 主要用

于许多科学领域, 尤其是生物技术和医学[2], FCM 可以从

混合物中识别多个表型子集, 选择单个细胞, 甚至通过细

胞分选分离不同细胞, 是开展细胞学研究的重要分析工

具。历经初级的流式荧光技术、流式细胞分选技术、流式

细胞荧光分选技术 (fluorescence activated cell sorting, 

FACS)等阶段[3]。其中, FACS 技术是通过流式细胞仪快速

检测并识别被荧光标记后的抗体, 从而在混合细胞中分选

和富集出单一类型的细胞[4], 已被大量用于许多领域的单

细胞分离, 成为分析单细胞的首选技术, 并在人类基因组计

划开展过程中做出了重大贡献。自 20 世纪 80 年代以来, FCM

开始向高精尖、易操作化、小型化、用途多样化和低成本几

个方向发展, 流式细胞仪的检测性能、多参数测量能力和分

选能力也随之得到显著发展[5‒6], 尤其伴随着荧光染色技术

的日益成熟, FCM 在多个研究领域得到广泛应用, 对脊椎

动物免疫学的研究起到了重要的推动作用[7]。 

双壳贝类作为重要的水产品经济物种和生态指示物

种在全球范围内得到广泛养殖, 由于其具有重要的经济价

值及在生态毒理学中的环境指示作用, 其免疫能力逐渐受

到越来越多的关注。双壳贝类属于底栖生物, 滤食性动物, 

相比于其他海洋生物, 更容易蓄积自然界中难以降解的且

易于在生物体内蓄积的污染物, 严重影响贝类食品质量与

安全。双壳贝类受到污染物的胁迫, 将激发免疫防御反应, 

免疫指标随之发生变化, 如吞噬、包囊及免疫黏附、氧化

应激等, 甚至导致免疫损伤。众所周知, 双壳贝类作为无脊

椎动物, 只有先天免疫, 无特异性免疫; 免防御依靠细胞和

体液成分介导, 由细胞免疫和体液免疫共同组成免疫防御

系统以抵御外界刺激。研究表明, 在贝类免疫防御中抵御外

界刺激并做出相应反应的主要承担者是血细胞, 血细胞承

担了吞噬、包囊及免疫黏附等主要的生物学功能[8‒10]。同

时, 由于血细胞及血淋巴可释放凝集素、抗菌肽、调理素

及多种水解酶等参与体液免疫的活性因子, 所以血细胞在

体液免疫中也具有非常重要的作用[11]。双壳贝类的血液循

环为开管式循环, 其血液直接暴露于水环境中, 在污染物

的运输和防御机制中发挥生理作用[12], 因此, 检测双壳贝

类血细胞免疫参数, 对进一步评估贝类食品质量安全及环

境风险具有实际意义。在早期研究中, 贝类血细胞的观察

及鉴定主要是在光学或电子显微镜下直接观察, 或者采用

组织化学染色技术。直至 20 世纪 90 年代, 随着 FCM 的发

展, 贝类生物学家开始应用该技术对贝类血细胞进行研究, 

但当时也仅限于细胞的分类、亚型的鉴定及活性分析等研

究。目前, 随着 FCM 的日益成熟及荧光染色技术的发展, 

逐渐扩展到血细胞计数、吞噬能力、凋亡鉴定及 DNA、蛋

白质含量分析等[13]。然而, 关于 FCM 应用于贝类免疫学的

研究虽已有一些报道, 但在贝类免疫学的研究领域, 它仍

然是一种相对较新的技术, 规范化的操作流程、样品前处

理、荧光染色及免疫指标的验证仍较为缺乏。因此, 建立

完善的、规范的、系统的流式细胞检测技术有利于推动贝

类免疫学的进一步研究, 为贝类产业的健康发展提供理论

依据, 并为食品安全评估提供可供选择的技术手段。 

1  FCM 检测原理及类型 

由于 FCM 灵敏度和精确度较高, 且随着仪器设备、

软件操作和荧光染色、光电测量等技术的不断提升, 可对

细胞或类似细胞大小的颗粒状物质进行单个连续快速检测, 

因而逐渐被应用于血液学[14‒15]、食品工业[16]、病毒学[17]、

病理学[13]、植物生物学[18]、微生物学[19]、海洋生物学[20]和

分子生物学[21]。目前也成为了免疫学研究中的重要工具。 

FCM 的基本原理是被荧光染色标记的细胞或颗粒通

过流体系统的运输, 单个排列并进入激光照射的检测点, 

通过激光照射后细胞内会产生荧光信号, 这些荧光信号被

流式细胞仪收集并进行测量、转换和分析, 最后将分析结

果以直方图或点阵图的形式直观地呈现出来。流式细胞仪

可分为分析型流式细胞仪和分选型流式细胞仪两种类型。

分析型流式细胞仪通常由液流系统、光电系统和计算机系

统组成, 分选型流式细胞仪在分析型流式细胞仪的基础上

增加了具备分选功能的分选系统[22]。流式细胞仪所检测的

散射光分为前向散射光(forward scattering, FSC)和侧向散

射光(side scattering, SSC)。FSC 能够反映细胞大小, 与细

胞大小成正相关, FSC 越强则细胞直径越大, FSC 越弱则细

胞直径越小; 而 SSC 反映细胞内颗粒复杂程度, 与细胞内

颗粒复杂程度成正相关, SSC 越强则细胞内颗粒结构越复

杂, SSC 越弱则细胞内颗粒结构越简单。而荧光信号的强

度则与所待测细胞与荧光染料结合程度有关[23]。在贝类免

疫学分析中, 传统的方法是依靠显微镜进行观察分析的, 

而这一方法无疑是耗时耗力且受主观因素影响较大的 , 

FCM 与之相比更为适用于贝类的免疫研究之中。 
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2  FCM 在贝类免疫生物学中的应用 

双壳贝类的循环系统属于开放式循环系统, 对疾病

等应激源的反应主要由血细胞介导, 免疫防御主要依靠以

血细胞为基础的非特异性免疫。为深入认识贝类免疫防御

机制, 研究血细胞的形态、结构及功能具有必要性。近年

来, FCM 作为一种现代新兴技术被国内外贝类生物学家引

入到贝类血细胞免疫功能的研究中, 从简单的细胞总数和

细胞活力研究到描述细胞亚群的特征 , 并进一步扩展到

DNA 含量、吞噬作用、氧化应激和凋亡的分析[12], 推动了

贝类免疫学的发展。 

2.1  FCM 在贝类总血细胞计数和血细胞分类中的

应用 

2.1.1  血细胞总数 

血细胞作为贝类主要的免疫效应细胞, 在贝类的先天

免疫系统中扮演着至关重要的角色。在进行贝类免疫学分析

时, 血细胞数量是衡量贝类免疫状态的一个重要指标[24]。血

细胞总数的变化可反映贝类是否受到环境压力或病原体的

侵袭。因此, 血淋巴中总血细胞计数(total haemocyte count, 

THC)在贝类免疫学中可作为反映贝类健康状态的重要免

疫学参数。显微镜观察法是血细胞计数的经典计数方法, 

但这一方法容易受到主观因素的影响, 导致计数不准确等

问题, 且操作相对费时费力。而 FCM 作为一种高效、快

速、准确的检测手段, 为研究者们提供了更为便捷、高

效、快速的总血细胞计数方法。SOUDANT 等 [25]利用

FCM 测定了不同季节和饲养地点的菲律宾蛤仔(Venerupis 

philippinaru)总血细胞数量, 发现 THC 既受生长地域的影

响也受季节变化的影响。KIM 等[26]在研究产卵应激对贝类

免疫能力的影响时利用 FCM 检测血蛤(Tegillarca granosa)

产卵后的 THC, 发现产卵作为一种应激活动会导致血液中

的免疫能力下降。DUCHEMIN 等[27]使用 FCM 检测了不同

季节的二倍体和三倍体太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)血细

胞的 THC, 结果显示, THC 具有明显的季节性变化, 三倍

体太平洋牡蛎对环境胁迫的敏感性低于二倍体太平洋牡

蛎。不同研究的检测结果显示, FCM 提供了一种快速、简

单、方便的血细胞计数方法, 为检测双壳贝类在受外界刺

激或环境改变的影响下其血细胞总数的变化提供了便利手

段, 同时也为评估贝类健康状态提供依据。另外, THC 也

常与其他参数, 如细胞活性、细胞凋亡及吞噬活性、活性

氧等, 共同评估贝类的健康状态。 

2.1.2  血细胞分类 

在贝类免疫分析中, 为进一步研究血细胞的免疫功

能, 血细胞的分类、细胞亚群的鉴定常作为学者们研究的

重要内容, 但至今没有统一的分类标准。FCM 鉴定细胞亚

群是根据反映不同类型细胞大小的 FSC 和反映细胞内颗

粒复杂程度的 SSC 两个重要的形态学参数特性的不同而

在 FSC-SSC 散点图中形成不同的细胞亚群, 根据血细胞的

FSC-SSC 散点图即可判断血细胞的不同亚群。因此, FCM

能快速地分辨出贝类血细胞的大小和颗粒性, 而传统的显

微镜观察法则容易受主观因素的影响产生实验假象或不确

定性。国内外已有大量学者采用流式细胞仪对多种贝类的

血细胞进行分类, 如国外学者研究的美洲牡蛎、贻贝、太

平洋牡蛎等[28‒30], 国内学者研究的中国蛤蜊、贻贝、扇贝

等[31‒34]。根据以上报道, 通过流式细胞仪可将贝类血细胞

基本分为透明细胞和颗粒细胞, 其中颗粒细胞还可以进

一步细化 , 分为大、中、小 3 种类型的颗粒细胞。如

KLADCHENKO 等 [35]和 ROLTON 等 [36]将贻贝 (Mytilus 

galloprovincialis Lmk)、太平洋牡蛎(Crassostrea gigas L)的

血细胞分为粒细胞和透明细胞两个主要亚群细胞, 刘东武

等[37]将将菲律宾蛤仔的血细胞分为透明细胞、小颗粒细

胞、中颗粒细胞和大颗粒细胞 4 类, 许秀芹等[38]将太平洋

牡蛎(Crassostrea gigas)的血细胞分为透明细胞、小颗粒细

胞和大颗粒细胞 3 类。可见, 虽然贝类血细胞的类型及分

类标准目前尚不统一, 但 FCM 已以其快速精确的优势在

血细胞亚型鉴定和免疫功能研究中发挥出重要的作用。 

2.2  FCM 在贝类血细胞免疫功能研究中的应用 

2.2.1  细胞活性与细胞凋亡 

细胞活性即血细胞样品中健康细胞所占的比例, 是

评估贝类健康状况的重要参数。在测定细胞活性时, 由于

活细胞的细胞膜完整且具有选择透过性, 染料无法穿过

细胞膜进入健康细胞内部 , 而死细胞相反 , 染料可以轻

松进入细胞到达细胞核。因此, 研究者们常使用细胞核染

色法以评估细胞的活性。目前来说, 常用的细胞活性测定

方法有台盼蓝染色法、噻唑兰 (methylthiazolyldiphenyl- 

tetrazolium bromide, MTT)比色法、四唑氮氢氧化物 (xtt 

sodium, XTT)比色法等。其中, 台盼蓝染色法需要利用显微

镜进行计数, 相比 FCM, 显微计数耗时较多且易因主观判

断波动而造成误差; MTT、XTT 比色法测定结果虽相对准

确, 但不同样品的细胞数量难以达到一致, 统计结果仍有

一定的误差; 而 FCM 法检测量大、速度快、计数准确、结

果更为客观, 因而更适合进行细胞活性分析。另外, FCM

法还可进行 annexin V-FITC/PI 双染色法, 即测定细胞活性

的同时, 可鉴定细胞凋亡的状态。冼健安等[39]通过碘化丙

啶(propidium iodide, PI)对血细胞进行染色后, 使用 FCM

对血细胞活性进行了检测, 结果表明各类重金属污染均会

引发细胞毒性, 导致细胞死亡率增加, 严重影响贝类健康, 

增加疾病感染风险。CHOI 等[40]采用 FCM 发现受感染牡蛎

和健康牡蛎之间的血细胞活力没有明显差异。ATON 等[41]

利用 FCM 检测了在人工海水中培养的血细胞, 结果显示

血细胞活力得到增强。除此之外还通过 FCM 检测了经除

草剂暴露处理的太平洋牡蛎血细胞活力发现除草剂对牡蛎
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血细胞活力无明显影响。NGUYEN 等[42]通过 FCM 发现不

健康贻贝的血细胞死亡率和凋亡率均高于健康贻贝。可见, 

细胞活性的分析可用于评估贝类血细胞在不同应激条件下

的生存能力。在较低的环境胁迫压力下, 血细胞的细胞活

性无明显变化, 但当环境压力超过一定范围, 细胞成活率

及细胞活性均显著降低, 使用 FCM 测量双壳贝类血细胞

活性的变化有助于评估宿主的免疫状态, 从而确定其健康

状况。 

细胞凋亡与细胞死亡不同, 细胞凋亡是一种程序性

细胞死亡 , 分为由线粒体介导的细胞凋亡和死亡受体

(death receptor)介导的细胞凋亡[43], 是机体清理异常细胞

和受损细胞的重要免疫途径以及机体正常新陈代谢的表

现。一定程度的细胞凋亡不会影响机体健康, 但是凋亡率

太高则会引发血细胞数量缩减、机体免疫力下降等风险。

annexin V-FITC/PI 双染色法是一种利用核酸染料 PI 与异

硫氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate, FITC)偶联的磷脂

结合蛋白 (annexin V)标记细胞膜表面的磷脂酰丝氨酸

(phosphatidylserine, PS)位点从而检测细胞凋亡的 FCM 检

测方法。在细胞凋亡早期, 细胞膜的结构发生改变, 原本

在细胞膜内侧的 PS 外翻到细胞膜表面, annexin V 对 PS 具

有高亲和力, 早期凋亡的细胞便可被 annexin V-FITC 标记

发出绿色荧光。晚期凋亡细胞虽然也可被 annexin V-FITC

标记, 但由于此时期的细胞膜通透性大大增加, 核酸染料

PI 已能够进入细胞与 DNA 结合发出红色荧光。因此 , 

annexin V-FITC/PI 双染色法可以区分早凋、晚凋及坏死细

胞。此外, 细胞凋亡的 FCM 检测方法还包括 AO/EB (吖啶

橙/溴化乙啶)荧光染色法, 刘甜雨等[44]通过FCM的AO/EB

荧光染色法发现栉孔扇贝受热刺激诱导后其血细胞凋亡率

显著上升; LI 等[45]利用 FCM 测定了牡蛎血细胞的凋亡率, 

发现 γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)可明显抑制其

凋亡。NGUYEN 等[42]使用 FCM 评估健康和不健康贻贝血

细胞的活力、氧化应激和凋亡发现不健康贻贝中血细胞的

死亡率和凋亡率要显著高于健康贻贝。由此可见, 血细胞

凋亡在贝类免疫学研究中是一个敏感指标, 可用于评估各

种环境中贝类的健康状态, 具有一定环境指示意义, 同时

也为贝类食品安全评估提供一定参考价值。 

2.2.2  细胞吞噬 

吞噬作用是贝类血细胞参与细胞免疫的主要方式。吞

噬功能主要由颗粒细胞完成, 当贝类受到外源异物或病原

体侵袭时, 血细胞将会通过吞噬作用清除异物、病原体以

及自身的坏死细胞和细胞碎片等[46]。研究吞噬作用的方法

主要有显微镜计数法、光密度法及 FCM 等。直接计数法

和光密度法易造成误差; 相比之下, 由于 FCM 是一种非常

强大的细胞分析方法, 具有快速、准确、易于使用、同时

可测量多个细胞参数的特点, 是生物医学领域的主要研究

手段之一[47]。近年来, 由于独特的优势, FCM 也被许多学

者应用于贝类血细胞的吞噬功能研究中。其原理是利用直

径为 1 μm 和 2 μm 的表面结合了羧酸基团的黄绿色聚苯乙

烯荧光微球(carboxylate-modified fluorescent microspheres)

作为被吞噬物, 在一定条件下被具有吞噬能力的细胞所吞

噬, FCM 可检测被吞噬颗粒标记的荧光素信号, 计算其百

分比以确定血细胞的吞噬率。BADO-NILLES 等 [48]利用

FCM 发现多环芳烃 (polycyclic aromatic hydrocarbons, 

PAHs)胁迫太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)后 , 显著降低

了太平洋牡蛎血细胞的吞噬活性, PAHs 污染可能会破坏

牡蛎的免疫防御, 导致疾病感染风险的增加; DONAGHY

等 [49]使用 FCM 对盘鲍(Haliotis discus discus)和角蝾螺

(Turbo cornutus)血细胞的吞噬功能进行了比较, 发现相比

于角蝾螺, 盘鲍表现出了更高的吞噬活性, 表明不同物种

的吞噬能力具有一定差异, 为贝类养殖业针对不同物种的

疾病预防提供一定参考; 石芳芳等[50]利用 FCM 研究了不

同缓冲体系对扇贝血细胞吞噬能力的影响, 为建立 FCM

检测贝类血细胞吞噬活性的样品处理提供了一定参考 ; 

XUE 等[51]使用 FCM 检测并比较了不同牡蛎的血细胞吞噬

能力, 发现牡蛎的吞噬能力与品种有关; DONAGHY 等[49]

和 ALADAILEH 等 [52]利用 FCM 分别研究了亚洲牡蛎

(Crassostrea ariakensis)和悉尼岩牡蛎(Saccostrea glomerate)

的透明细胞和粒细胞的吞噬功能, 结果表明粒细胞和透明

细胞都具有吞噬功能和氧化活性, 但粒细胞表现更为活跃, 

应该是主要的吞噬细胞。综上, FCM 为进行贝类免疫参数

检测或评估贝类健康状况提供了精确的结果, 应该将其应

用推广。 

2.2.3  呼吸爆发与活性氧含量 

呼吸爆发即指在吞噬过程中, 免疫细胞消耗大量氧

气 , 快速产生并释放大量具有活性氧 (reactive oxygen 

species, ROS)成分的过程。ROS 是生物体氧化代谢的副产

物 , 包括超氧阴离子(O2−)、过氧化氢(H2O2)和羟自由基

[-OH]等[53], 在吞噬外源刺激物的免疫防御过程中具有重

要作用。然而, 当 ROS 含量过高, 则对生物体的组织器官

会产生一定程度的毒性效应。因此, 呼吸爆发水平的变化

可作为评价生物体免疫机能的重要指标之一[54]。根据已

有研究, 单细胞水平的呼吸爆发活动可以被 FCM 准确测

量, 测试过程中, 过氧化氢(H2O2)可将细胞内 2’,7’-二氯

荧光素(2’,7’-dichlorofluorescein, DCFH)氧化为绿色荧光

二氯荧光素; 荧光强度与细胞内 ROS 水平成正比, 流式

细胞仪通过检测该绿色荧光进而测定 ROS 含量, 评估呼

吸爆发活力 [55]。LAMBERT 等 [56]利用 FCM 探究牡蛎

(Crassostrea gigas)血细胞的氧化活性时, 使用基于细胞

内 DCFH 氧化为 DCF 的方法评估了 4 株弧菌的 DCFH 氧

化抑制能力。ANDREYEVA 等[57]通过 FCM 发现缺氧对

紫贻贝 (Mytilus galloprovincialis)血细胞参数具有影响 , 

发现与粒细胞相比, 软体动物的透明细胞产生的 ROS 明



8030 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 13 卷 
 
 
 
 
 

显较少, 颗粒细胞在双壳类的细胞免疫中起着重要作用; 

HEGARET 等[58]检测到粒细胞中的呼吸爆发激活率最高, 

且随着温度上升, ROS 含量不断升高, 吞噬能力逐渐下降, 

血细胞的死亡率也随之大大增加; 后来任加云等[59]的研

究中也报道了类似的研究结果。推测原因可能是呼吸爆

发引起 ROS 含量增加对机体细胞产生了毒害作用, 导致

血细胞发生凋亡和坏死。因此, 在评价血细胞免疫功能时, 

往往结合细胞活性、吞噬活性、细胞凋亡等多项免疫参数

共同分析。 

2.2.4  溶酶体数量及非特异性酯酶 

溶酶体是各类真核生物细胞中普遍存在的含有多种水

解酶的细胞器, 非特异性酯酶是其中一类可在水解过程中

把酯类分解成酸和醇的溶酶体酶。溶酶体酶由血细胞合成并

分泌到血淋巴中参与免疫防御, 在贝类体液免疫中发挥对

异物、病原体和坏死细胞的消化、杀伤和清理作用。溶酶体

酶含量的高低在一定程度上能反映贝类对外源刺激物的免

疫防御状态。FCM 检测非特异性酯酶活性是使用非特异性

脂溶性底物二乙酸荧光素(fluorescein diacetate, FDA)测定的, 

FDA 经细胞内酯酶水解为绿色强荧光产物, 荧光素聚集在

活细胞内, 从而被流式细胞仪捕获到荧光信号。WANG 等[60]

利用此方法检测到高浓度的二氧化钛纳米粒子(TiO2NPs)暴

露会降低贻贝血细胞非特异性酯酶活性, 表明 TiO2NPs 可

能会影响贻贝的生理机能。BADO-NILLES 等[48]使用 FCM

检测到受多环芳烃胁迫后的牡蛎血细胞非特异性酯酶活性、

酚氧化酶活性、溶酶体含量和细胞死亡率都显著提高, 并由

此推测多环芳烃污染可能会导致贝类疾病发生率提高。采用

FCM 监测双壳贝类血细胞死亡率、吞噬作用、活性氧含量、

非特异性酯酶和溶酶体数量, 可帮助进一步评估贝类健康、

环境污染及食品质量安全等。 

2.2.5  DNA 含量与染色体倍性分析 

贝类生物的DNA含量不仅随细胞周期发生变化, 而且

在一定程度上还会受到环境污染的影响。环境污染可导致

DNA 损伤、基因组异常、倍性变异以及细胞周期发生变化

等, 最终影响贝类的免疫功能。测定贝类血细胞中的 DNA

含量可以鉴定 DNA 损伤程度、细胞周期变化以及倍性的变

化。由于 FCM 操作简便, 且灵敏度和分辨率较高, 被认为是

测定 DNA 含量的最权威的技术[61]。FCM 检测 DNA 含量的

方法一般是采用已知 DNA 含量的细胞群作为参照, 用特异

性荧光染料对细胞核进行染色, 通过捕获激发后的荧光强度

进而开展 DNA 定量分析、细胞周期研究和染色体倍性鉴定

等。PARK 等[62]通过 FCM 检测了包括菲律宾蛤仔、文蛤在

内的15种双壳贝类物种的DNA含量; BIHARI等[63]发现细胞

周期的改变能够反映环境对贻贝血细胞 DNA 的遗传毒性效

应。越来越多的研究发现, ROS、溶酶体、酯酶在血细胞内的

含量对 DNA 损伤也有一定的联系, DNA 损伤也会直接影响

血细胞的凋亡和存活率。贝类在环境污染的影响下, 随着时

间和污染物浓度的变化, DNA 损伤程度十分明显[64‒65]。 

3  结束语 

近年来, FCM 已被证明是分析双壳类软体动物血细

胞的有效工具, 主要集中在对贝类血细胞免疫功能的研

究中, 不仅可以对血细胞进行分类, 还可以确定其功能和

代谢特征[32]。FCM、样品处理技术、荧光染色技术、数据

分析技术以及流式细胞仪等相关仪器的不断提升和改进, 

为贝类免疫学研究的不断深入提供了良好的条件。然而, 目

前这些技术手段仍然不够完善, 还具有很多亟待解决的问

题。如在样品处理阶段的细胞凝集问题, 目前常用的抗凝剂

如肝素钠、Alsever 等溶液对不同血液样本均有一定程度的

影响, 因此, 抗凝剂的种类或浓度的选择非常重要。另外, 

荧光染色过程中需要考虑荧光染料对样品是否会产生细胞

毒性。同时, 荧光染料信号的强度是 FCM 最关键的参数之

一, 而驱动信号强度通常需要提高激光功率; 但提高激光功

率不仅会提高仪器成本, 而且对荧光染料或细胞功能是否

具有潜在影响, 还有待考量。除了对荧光染料的开发和选择

外, 荧光染料的保存也是必须需要考虑的问题。目前, 在贝

类的免疫学研究过程中, 除 FCM 外, 其他高新技术如蛋白

质组学、代谢组学、转录组学等也逐渐得到应用[66]。已有

学者将二者综合利用开展相关研究[67]。这将大大推动贝类

免疫学的进一步发展。总之, FCM 与其他高新技术的结合应

用将成为未来水产生物包括贝类的免疫学技术的发展趋

势。随着 FCM 的不断改进和发展, 将会在水产品质量安

全、水产养殖及渔业环境修复等领域发挥重要作用。 
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