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基于鲎试剂生产的中国鲎血液质量监测方法研究 

贾久满, 粟双婷, 黄慧灵, 黄鸿期, 唐  冬, 周  琦, 余柳俊, 陈金文, 贾玉珍, 
韦莉念, 廖永岩 

(广西北部湾海洋生物多样性养护重点实验室 北部湾大学海洋学院, 广西 钦州 535011) 

摘要: 为了研究中国鲎血液质量的监测方法, 实验选择 9 只中国鲎检测其血液中铜含量、血细胞数量、

血浆蛋白含量、血淋巴蛋白含量等指标, 并进行相关性分析。结果表明, 中国鲎血液中铜含量与血细

胞数相关性 r=0.917, 与血浆蛋白含量相关性 r=0.995, 与血淋巴蛋白含量相关性 r=0.983, 均呈现极显

著相关性。中国鲎血液中铜含量与血细胞数的相关关系为 Y1=6.14+0.86X(R2=0.840), 与血浆蛋白含量

的相关关系为 Y2=2.08+0.78X(R2=0.989), 与血淋巴蛋白含量的相关关系为 Y3=1.87+0.62X(R2=0.966)。中

国鲎血液中铜含量不但能够直接反映血蓝蛋白的含量, 而且可以反映血细胞数、血浆蛋白含量、血淋

巴蛋白含量。因此, 以中国鲎血液中铜含量作为监测血液质量的指标, 可以推动中国鲎可持续采血技

术的发展与完善, 对中国鲎的利用与保护具有重要意义。 
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鲎(Horseshoe crab), 隶属于节肢动物门(Arfhro-

poda)、肢口纲(Merostomata)、剑尾目(Xiphosura), 世

界上只有中国鲎和美洲鲎可以生产鲎试剂, 所以按

来源鲎试剂可分为两种, 一种是中国鲎试剂(Tachy-

pleus amebocyte lysate, 缩写为 TAL), 原材料为中

国鲎血液; 另一种是美洲鲎试剂(Limulus amebocyte 

lysate, 缩写为 LAL), 提取自美洲鲎的血液[1]。中国

鲎是我国生产鲎试剂重要的海洋药用生物资源。目

前采集鲎血比较常规的方式主要是人们趁着鲎靠近

海岸交配时将其捕获, 采集 1/5~1/3 的血量, 每只鲎

大约采 100 mL 血液, 采完血的鲎在当天带到距被捕

地大约 120 km 的地方放生, 防止短时间再次被捕采

血。研究显示适量采血不会影响鲎的生活和生殖能

力, 但需要足够的时间才能使采血鲎恢复健康[2]。即

便在操作较为规范的美国, 对鲎的生存依然存在较

大的影响。研究人员在马萨诸塞州的海湾针对美洲

鲎做了实验 , 采血即便不会致命 , 但也会影响美洲

鲎活动水平、运动速度和潮汐节律表现, 这些变化可

能会干扰美洲鲎的活动以及产卵, 也会让雌鲎降低

交配几率, 并追踪到有 18%的美洲鲎在采血后死亡。

与美洲鲎相比 , 中国鲎面临着更大的威胁 , 采血不

规范、放生保护措施不到位、过度取血, 甚至直接把

鲎血抽干, 这些杀鸡取卵式的采血方法造成很多被

采血的中国鲎难逃一死。中国鲎从受精卵至性成熟

需要 13~15 年的时间[3], 种群数量恢复缓慢, 由于市

场对鲎试剂巨大的需求, 导致中国鲎的种群数量持

续下降。 

中国鲎的一些种群已经从它们原来的活动范

围内消失了 , 包括中国的台湾、香港、浙江、福建

以及日本的海岸线 [4-5]。珠江口以北的海域已很难

发现中国鲎 , 北部湾海域成为中国鲎 后的栖息

地 , 但数量也在快速减少。1990 年以前北部湾海域

成年中国鲎的数量可达 60~70 万对 , 到 2000 年已

降至约 30 万对 [6]。根据广西北部湾海洋生物多样

性养护重点实验室的调查 , 目前 , 广西北部湾海

域成年的中国鲎数量仅为 1 万对左右 , 资源几近枯

竭。2019 年 3 月 23 日 , 中国鲎在世界自然保护联

盟 (IUCN)红色名录里的等级从原本的数据缺乏
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(DD)更新为濒危(EN)[7]。作为濒危物种 , 同时又面

对巨大的市场需求 , 改变传统的采血方式 , 开展

人工养殖条件下的中国鲎可持续性采血已势在必

行。这就需要把在自然海域捕获的中国鲎驯养在池

塘中 , 然后定期定量对鲎进行采血 , 并确保鲎的

成活率 , 提高鲎的利用率 , 实现可持续性多次采

血 , 从而减少中国鲎的捕获量 , 以保护中国鲎的

种群数量不再减少。  

由于中国鲎在养殖与采血过程中会受到气候、

水质、摄食等多种因素的影响, 血液的再生与恢复并

非总是一样的, 如果采血以后中国鲎的血液没有得

到很好的恢复而继续按照原来的计划定期定量采血, 

势必直接影响到中国鲎的健康甚至造成其死亡。因

此 , 针对人工养殖条件下的中国鲎可持续性采血 , 

亟须建立一种简便、高效、快捷的基于连续采血的

中国鲎血液质量监测方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  中国鲎 

把从北部湾海域捕获的中国鲎暂养在海边的水

塘中 2 星期, 然后随机捕捞 9 只体长 30 cm 左右、体

重 300 g 左右、年龄大约 4~5 岁的雄性中国鲎转移至

实验室的循环水养殖系统中, 分别标记为 P1、P2、

P3、P4、P5、P6、P7、P8、P9。养殖用水取自广西

三娘湾海域的海水, 盐度 25, 养殖温度 26~28 ℃, 每

周投喂鱼肉 2 次。 

1.1.2  试剂 

双缩脲法蛋白含量检测试剂盒 BC3185: 规格

100 管/96 样, 购买自北京索莱宝科技有限公司。 

Cu(GSBG62024-90) 、 Fe(GSBG62020-90) 、 Zn 

(GSBG62025-90)、Mn(GSBG62019-90)、Cd(GSB04- 

1721-2004)、Cr(GSBG62017-90)、Pb(GSB04-1742-2004)

标准溶液: 规格 50 mL, 元素含量 1 000 μg/mL 购买

自国家钢铁材料测试中心钢铁研究总部。 

抗凝剂: 用茶碱(≥98%)和 NaCl 配制盐度 25、

茶碱物质的量浓度 0.5 mol/L 的溶液作为抗凝剂。 

1.2  方法 

1.2.1  取样 

中国鲎在实验室静养 4 周后进行取样, 把中国

鲎放入经紫外线灭菌的超净台内, 用碘伏消毒液对

其背侧胸腹连接处的心门位置消毒处理 , 然后用

75%的乙醇擦去碘伏。取 20 mL 的无菌注射器先吸

入 10 mL 的抗凝剂, 用注射针头从胸腹关节处刺入

心门, 抽取血液 10 mL, 混匀备用。 

1.2.2  血细胞计数 

血细胞计数板及相关用品 180 ℃烘干 6 h, 取鲎

血样品经抗凝剂稀释后滴入血细胞计数板, 在显微

镜下计数, 重复 3 次, 取平均值得中国鲎血细胞数量

(BBC)。 

1.2.3  血浆蛋白与血淋巴蛋白的检测 

多功能酶标仪预热 30 min 以上 , 调节波长至

540 nm, 蒸馏水调零。取中国鲎血样品 1 mL 放入经

灭菌处理的离心管 10 000 r/min 离心 10 min, 按照双

缩脲法蛋白含量检测试剂盒说明书的要求, 制备空

白管、标准管, 用鲎血和血浆分别制备测定管, 每个

样品制备 3 个测定管, 然后用酶标仪测定并计算蛋

白含量, 取 3 个重复的平均值, 即为血浆蛋白含量

(PPC)。取中国鲎血样品直接按上述方法检测, 即为

血淋巴蛋白含量(BPC)。 

1.2.4  微量元素和重金属的测定 

精确称取鲎血样品 10 mL, 把样品放入坩埚中, 

在电炉上小火加热, 炭化至无烟, 转移至马弗炉中, 

500 ℃恒温灰化 5 h, 然后加入适量 1︰1 的盐酸溶解

后定容至 10 mL, 用 AA-7000 系列原子吸收光谱仪

火焰法测定铜元素含量。 

1.2.5  统计分析 

采用 WPS2019 表格对实验数据进行整理、统计, 

采用 SPSS22 进行相关性分析。 

2  结果与分析 

2.1  中国鲎血液质量指标检测结果 

中国鲎血液质量指标检测结果见表 1, 中国鲎血液

中 Cu 含量为 0.94~18.00 mg/L, 平均(8.33±5.82) mg/L; 

血细胞数为 2.80×103~22.00×103 个/mL, 平均(13.31± 

5.46)×103 个/mL; 血浆蛋白含量为 2.26~15.42 mg/mL, 

平均 (8.54±4.54) mg/mL; 血淋巴蛋白含量为 2.54~ 

12.99 mg/mL, 平均(7.07±3.70) mg/mL。 

2.2  中国鲎血液质量指标相关性分析 

中国鲎血液质量指标相关性与显著性见表 2, 中

国鲎血液中铜元素含量、血细胞数、血浆蛋白含量

以及血淋巴蛋白含量等 4 种血液质量指标相互间均

呈极显著相关。 
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表 1  中国鲎血液质量指标检测结果(n=9) 
Tab. 1  Test results of Tachypleus tridentatus blood quality index (n=9) 

检测项目 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 x sd  

铜含量/(mg·L–1) 18.00 11.60 2.80 10.40 12.20 11.30 6.50 1.24 0.94 8.33±5.82

血细胞数/(×103 mL–1) 22.00 16.57 11.33 15.87 15.97 15.17 10.00 10.10 2.80 13.31±5.46

血浆蛋白含量/(mg·mL–1) 15.42 11.93 4.30 10.43 11.10 11.10 7.31 3.01 2.26 8.54±4.54

血淋巴蛋白含量/(mg·mL–1) 12.99 9.87 3.18 8.51 8.13 9.90 5.61 2.88 2.54 7.07±3.70
 

表 2  中国鲎血液质量指标相关性与显著性(n=9) 
Tab. 2  Correlation and significance of blood quality indexes in Tachypleus tridentatus (n=9) 

血液质量指标 相关性与显著性 铜含量 血细胞数 血浆蛋白含量 血淋巴蛋白含量

相关性 R 1.000 0.917** 0.995** 0.983** 
铜含量 

显著性 P — 0.001 0.000 0.000 

相关性 R  1.000 0.924** 0.903** 
血细胞数 

显著性 P  — 0.000 0.001 

相关性 R   1.000 0.988** 
血浆蛋白含量 

显著性 P   — 0.000 

相关性 R    1.000 
血淋巴蛋白含量 

显著性 P    — 

注: **表示相关性极显著; —表示不作显著性分析 

 

2.2.1  血液中铜含量与血细胞数的相关关系 

由表 1、2 和图 1 可知, 中国鲎血液中铜含量与

血细胞数呈极显著相关, 其换算关系为:  

Y1=6.14+0.86X,              (1) 
式中, Y1 为中国鲎血细胞数(×103/mL), X 为中国鲎血

液中铜含量(mg/L)。 

 

图 1  中国鲎血液中铜含量与血细胞数的相关关系 

Fig. 1  Correlation between blood copper content and blood 
cell count in Tachypleus tridentatus 

 
2.2.2  血液中铜含量与血浆蛋白含量的相关关系 

由表 1、2 和图 2 可知, 中国鲎血液中铜含量与

血浆蛋白含量呈极显著相关, 其换算关系为:  

Y2=2.08+0.78X,              (2) 

式中, Y2 为中国鲎血浆蛋白含量(mg/mL), X 为中国鲎

血液中铜含量(mg/L)。 

 

图 2  中国鲎血液中铜含量与血浆蛋白含量的相关关系 

Fig. 2  Correlation between blood copper content and plasma 
protein content in Tachypleus tridentatus 

 
2.2.3  铜含量与血淋巴蛋白含量的相关关系 

由表 1、2 和图 3 可知, 中国鲎血液中铜含量与

血淋巴蛋白含量呈极显著相关, 其换算关系为:  

Y3=1.87+0.62X,            (3). 
式中, Y3 为中国鲎血淋巴蛋白含量(mg/mL), X 为中国

鲎血液中铜含量(mg/L)。 
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图 3  中国鲎血液中铜含量与血淋巴蛋白含量的相关关系 

Fig. 3  Correlation between blood copper content and hemo-
lymph protein content in Tachypleus tridentatus 

 

3  讨论 

3.1  中国鲎血液质量监测方法可以推动可

持续采血技术的发展与完善 

在鲎试剂的研究报道中 , 一方面在鲎试剂对内

毒素的作用机理与鲎试剂的生产等研究领域, 周海

钧报道了鲎试剂对内毒素凝集作用的机理, 说明用

东方鲎试剂代替常规的家兔法检测注射液中的热原

在理论上是可行的[8]。刘端华等报道了东方鲎试剂质

量和中试工艺的研究[9]。李桂香等开展了鲎试剂法对

血液保养液热原的检测, 取得良好效果[10]。王志光等

建立了一种从商品化中国鲎试剂中快速分离凝固蛋

白原的方法[11]。孙萍等比较了鲎试剂法与家兔法测

定刺五加注射液热原, 结果证明鲎试剂法不仅快速、

简单、准确灵敏, 而且经济方便[12]。罗茵等报道了细

菌内毒素分析仪利用从东方鲎血液中提取 C 因子、

G 因子和凝固酶原等活性成分, 分别于血液细菌内

毒素和真菌葡聚糖产生凝聚反应, 判断革兰氏阴性

细菌和真菌感染程度, 鲎试剂已成为细菌内毒素检

查法的重要试剂[13]。 

另一方面 , 对于中国鲎的人工养殖与定期采血

制取鲎试剂的研究也有部分报道, 吴伟洪等的实验

表明把捕捉到的中国鲎进行人工饲养, 定期抽血制

备鲎试剂是可行的[14]。李建鑫研究了鲎的人工养殖

及鲎试剂的制备[15]。顾功超尝试了在人工饲养条件

下连续抽血制取鲎试剂是可行的[16]。梁广耀等经过

16 个月的人工养殖和反复抽血, 表明只要抽血量合

理和抽血间隔时间恰当, 鲎的存活率和变形细胞数

都比较接近对照组的数据, 说明完全可以达到反复

采血抽取鲎试剂的目的[17]。刘端华等用人工饲养的

鲎抽血制备鲎试剂, 在第一次抽血后, 血液中变形细

胞就有减少的趋势, 经三次抽血后变形细胞数显著减

少, 同时血液颜色变淡, 甚至变成白色, 这意味着无

法多年人工饲养抽血[18]。到目前为止, 尚未见到在鲎

试剂生产过程中对中国鲎血液质量进行监测的相关

报道。由于对中国鲎是否能够连续采血存在完全相反

的结论, 所以, 建立基于鲎试剂生产的中国鲎血液质

量的监测方法, 不但可以减少不当采血对中国鲎健康

造成的影响, 而且可以推动中国鲎可持续采血技术的

发展与完善, 促进鲎试剂生产向更加科学、规范的方

向发展, 对中国鲎的利用与保护具有重要意义。 

3.2  中国鲎血液质量监测指标的选择 

中国鲎的血液通常称为血淋巴 , 血淋巴由血细

胞和血浆组成。血细胞包括两种, 即占比达 99%的血

细胞和少量的血蓝细胞 , 血细胞也称颗粒细胞 , 成

年鲎只含有血细胞。鲎的血细胞中含有能与内毒素

起凝集作用的酶系统, 可以用于生产鲎试剂, 因此, 

鲎血中的血细胞数量不但反映了鲎的血液恢复状态, 

也决定了鲎试剂生产的效率。血浆是血细胞的载体, 

对内环境的稳态起着决定性作用。血浆蛋白包括血

蓝蛋白、α2-巨球蛋白、C-反应蛋白, 其中血蓝蛋白

是一种可溶性的呼吸蛋白 , 占血浆蛋白的 90%~ 

95%。铜元素是血蓝蛋白的重要组成成分, 血蓝蛋白

的每个氧结合位点有 2 个铜离子, 血液中铜的含量

能够准确反映血蓝蛋白的含量。因此, 选择中国鲎血

液中铜元素含量、血细胞数、血浆蛋白含量以及血

淋巴蛋白含量作为监测中国鲎的血液质量指标。 

3.3  中国鲎血液中铜含量作为质量监测指

标的可行性 

中国鲎的血细胞具有容易凝集的特点 , 在进行

中国鲎血细胞计数时要求全程无菌操作, 实验条件

较为苛刻, 稍有不慎就可能影响实验结果。即使严格

地执行无菌操作 , 如果多次采血 , 中国鲎的血细胞

也同样可能出现凝集, 影响血细胞计数。而血浆蛋白

含量、血淋巴蛋白含量的检测需要购买试剂盒进行

生化反应 , 对实验设备和实验条件要求较高 , 同时

需要消耗大量的试剂盒等材料, 还要付出人力成本

和时间成本。铜元素是血蓝蛋白的重要组成成分, 血

蓝蛋白的每个氧结合位点有 2 个铜离子, 血液中铜
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的含量能够准确反映血蓝蛋白的含量。但是, 如果在

生产鲎试剂的过程中全部监测上述 4 种指标, 无疑

会给生产企业造成沉重的负担。既能准确反映中国

鲎血液质量的变化情况, 又能简化流程, 减少人力、

物力以及财力的消耗就显得尤其重要。 

在本实验中, 中国鲎血液中铜元素含量、血细胞

数、血浆蛋白含量、血淋巴蛋白含量等数值均出现

了较大波动, 可能是由于实验所用的中国鲎经历了

从大海到池塘、从池塘到实验室的不同的养殖环境, 

由于不同个体对新的环境适应能力不同而造成了的

差异。但各指标之间的相关关系均呈极显著相关, 说

明这种数量的波动是中国鲎个体差异造成的, 而不

是实验误差的影响。 

血液中铜含量不但能够直接反映血蓝蛋白的含

量, 而且由于铜含量与血细胞数、血浆蛋白含量、

血淋巴蛋白含量等指标均呈现极显著相关性, 可以

换算成血细胞数、血浆蛋白含量、血淋巴蛋白含量。

与上述几种指标的检测方法相比, 铜元素的检测不

会受到血液变质、细胞凝集等因素的干扰, 检测方

法除了原子吸收光谱法以外, 还可以采用电化学分

析法 , 检测设备价格更低 , 检测条件更容易实现。

所以, 选择血液中铜含量来监测中国鲎血液质量是

可行的。 

4  结论 

中国鲎血液中铜含量不但能够直接反映血蓝蛋

白的含量, 而且由于铜含量与血细胞数、血浆蛋白含

量、血淋巴蛋白含量等指标均呈现极显著相关性, 可

以换算成血细胞数、血浆蛋白含量、血淋巴蛋白含

量。因此, 以中国鲎血液中铜含量作为监测血液质量

的指标, 具有简便、高效、快捷、省时、省力和省钱

的特点。在鲎试剂生产中对中国鲎血液质量进行监

测可以减少不当采血对中国鲎健康造成的影响, 对

中国鲎的利用与保护具有重要意义。 
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Abstract: To study the different blood quality indexes in Tachypleus tridentatus and their relationships with each 

other, nine animals were selected. Their blood was assayed for its copper content, cell count, plasma protein content, 

and lymphatic protein content, and a correlation analysis was performed. Copper content was found to be correlated 

with cell count (r=0.917), plasma protein content (r=0.995), and lymphatic protein content (r=0.983). The rela-

tionship of copper content with these three parameters was established to be Y1=6.14+0.86X (R2=0.840), Y2=2.08+ 

0.78X (R2=0.989), and Y3=1.87+0.62X (R2=0.966), respectively. The blood copper content not only directly reflects 

the hemocyanin content but also the cell count, plasma protein content, and lymphatic protein content. Therefore, 

blood copper content can be used as an index to monitor blood quality in T. tridentatus. The implications of our 

study can promote the development and perfection of sustainable blood collection methods for T. tridentatus, which 

can help protect these animals. 
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