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摘要: 分离纯化草鱼(Ctenopharyngodon idellus)肾中性粒细胞、鉴定和检测其活性, 目的在于为研究中性粒细胞的

功能和免疫防御机制提供细胞材料。本研究使用鱼类脏器组织中性粒细胞分离试剂盒和差异贴壁法分离获得草鱼

肾中性粒细胞; 应用迪夫氏染色、碘化钾-吡啰红 G (KI-Py G)染色、电镜技术鉴定细胞形态, 使用多功能酶标仪检

测经 MPA 刺激的细胞活性, 台盼蓝染色法和 CCK-8 检测细胞存活率。结果显示, 获得的细胞大小均一, 细胞核圆

形或肾形, 胞质有 A、B 型颗粒, 表面有皱褶, 具有中性粒细胞的形态特征; 细胞纯度达(99.3±0.53)%, 细胞活力达

(97.70±0.76)%, 在体外培养 24 h 内细胞存活率可保持在(89.91±3.56)%; 在 PMA 刺激下检测到细胞表达 MPO、

ROS、NO 和 NETs 的量显著提高(P<0.05), 与刺激时间呈正相关。结果证实, 分离的细胞具有很好的活力, 具有中

性粒细胞的功能特征。本研究成功建立草鱼中性粒细胞的分离方法, 细胞具有很好的活力, 可为深入研究鱼类中性

粒细胞的功能和免疫机制提供基础。 
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草鱼 (Ctenopharyngodon idellus)在中国淡水

养殖鱼类中产量最高, 具有重要的经济价值[1]。随

着集约化程度的提高, 病毒、细菌以及多病原混

合感染草鱼的疾病频发, 因此致病机理和免疫防

控一直都是草鱼病害研究的热点。中性粒细胞

(neutrophil, NEU)是非特异性免疫细胞中含量最

多的细胞, 也是机体防御病原体入侵机制中反应

最快的细胞[2], 在机体抵抗病原微生物入侵中起

到关键作用[3]。病原微生物入侵时, NEU 迅速聚集

在损伤组织, 通过吞噬、释放胞内颗粒、产生活

性氧(reactive oxygen species, ROS)等方式杀灭入

侵的病原[4-5]。近年来研究发现 NEU 可释放胞外

诱捕网 (neutrophil extracellular traps, NETs)[6]。

NETs 是捕获和杀灭病原体入侵并限制病原扩散

的另一种方式, 是NEU防御机制研究的新热点[7-8]。

非特异性免疫是水产动物病害免疫防御机制的重

点之一, 有关鱼类 NEU 非特异性免疫功能的研究

也 逐 步 受 到 关 注 。 已 有 资 料 报 道 了 大 菱 鲆

(Scophthalmus maximus)[9]和半滑舌鳎(Cynoglossus 
semilaevis)[10-11]NETs 捕获和抑制细菌的相关研究; 

也有关于鲤(Cyprinus carpio)[12-13]NEU 的免疫防

御功能和 NETs 形成机制的相关报道。要研究鱼

类 NEU 的吞噬、杀灭和捕获病原等功能, 分离纯

化有活性的 NEU 成为关键步骤。 

人类和哺乳动物的 NUE 分离主要采用 Percoll

密度梯度离心法、免疫磁珠法和流式细胞仪法等

方法[14-15]。鱼类中性粒细胞分离的报道鲜少, 以

白细胞分离为主。由于鱼类各种免疫细胞的标志
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性抗体研究尚不成熟, 因此免疫磁珠和流式细胞

仪等方法还很难开展。目前鱼类白细胞的分离方

法主要采用密度梯度离心法从外周血中分离获

得。陈全震等 [16]报道了鱼类淋巴细胞分离技术 , 

丰培金等 [17]探讨了鲤外周血白细胞的分离方法 , 

李 超 等 [18] 采 用 密 度 离 心 法 探 讨 了 罗 非 鱼

(Oreochromis sp.)外周血白细胞的最佳分离条件。

外周血分离获得的白细胞数量较少, 很难满足细

胞功能学研究需求; 而中性粒细胞是白细胞的一

种, 要想获得充足的中性粒细胞, 可尝试从免疫

组织分离获得。Katzenback 等[19]分离获得了金鱼

肾中性粒细胞, 温丽联[11]使用密度梯度离心法从

半滑舌鳎头肾中分离获得中性粒细胞。关于草鱼

免疫器官中性粒细胞分离的相关研究迄今未见报

道。草鱼的头肾和中肾是主要免疫器官, 又是免

疫细胞形成和发育的重要器官[20]。因此本研究从

草鱼的免疫器官入手, 分离纯化中性粒细胞, 对

分离获得的中性粒细胞进行形态、标志性酶和活

性功能等方面鉴定和检测, 旨在为鱼类中性粒细

胞的分离方法的建立提供基础和借鉴资料, 同时

为后期开展 NEU 功能研究提供细胞材料。这对于

进一步研究草鱼 NEU 对病原体的天然免疫反应

机制和抗菌作用具有重要科学意义。 

1  材料与方法 

1.1  实验动物 

平均体重 25~30 g 的草鱼(购自广东省中山市

某草鱼养殖基地), 水温 28 ℃左右静养 1 周, 眼观

无异常, 随机抽取 3 尾, 取鳃、肠做寄生虫观察, 

取肝、脾、肾等主要器官做细菌培养和 GCRV 检

测, 确认无病原感染, 作为实验健康鱼。 

1.2  主要试剂及仪器 

鱼类脏器中性粒细胞分离试剂盒(天津灏洋

生物制品科技有限公司, 中国), RPMI1640、胎牛

血清(Gibco 公司 , 美国), 迪夫快速染色试剂盒

(Diff-Quick Cell Stain, 珠海贝索生物技术有限公

司, 中国), CCK-8 试剂盒(Beyotime)、佛波醇酯

(phorbo12-myristate 13-acetate, PMA) (Sigma 公司, 

美国 ), DCFH-DA (Meilunbio)和 DAF-FM (Be-

yotime 碧云天, 中国), DACYTATION 型多功能酶

标仪(BioTek 公司, 美国), 恒温培养箱 (Thermo

公司, 美国)。 

1.3  中性粒细胞的分离 

参考 Katzenback 等[19]的分离方法, 使用鱼类

脏器中性粒细胞分离试剂盒进行分离。用 0.1 g/L

三卡因甲基磺酸麻醉 10 尾健康草鱼, 在无菌环境

下, 取出肾组织, 称取 0.8 g 于 Hanks 液中, 将组

织剪成小块, 加入组织匀浆液研磨, 70 μm 细胞筛

网过滤细胞到离心管中, 经 450 g 离心 10 min, 弃

上清 , 用样本稀释液重悬组织细胞调整浓度为 

2×108~1×109/mL 细胞悬液。取 1 支 15 mL 离心管

加入细胞分离液再加入等量细胞悬液, 制成梯度

界面; 1000 g 水平离心 30 min, 取白色细胞层, 清

洗 3 次, 将细胞置于含有 10%胎牛血清(FBS)的

RPMI1640 培养液的细胞培养瓶中, 在 28 ℃、5% 

CO2 条件下培养, 2~4 h 后换液去除贴壁细胞, 收

获悬浮中性粒样细胞。将一部分细胞用于台盼蓝

染色进行分离细胞活力测定, 细胞形态鉴定, 剩

余细胞在含有 10%胎牛血清的 RPMI1640 培养液

中继续培养进行细胞酶活性检测。 

1.4  中性粒细胞鉴定 

1.4.1  形态鉴定 

光学显微镜样品制备   将 10 μL 浓度为

3×106/mL 的细胞悬液置于载玻片, 45°角推匀细胞, 

甲醇固定数秒 , 晾干玻片 ; 迪夫氏快速染色 , 

ZEISS Axio Scope A1 光学显微镜观察并拍照。 

透射电镜样品制备   2.5%戊二醛固定细胞 , 

分级乙醇系列脱水, 锇酸后固定, 制作超薄切片, 

经醋酸铀–柠檬酸铅染色, HT-7800 透射电镜下观

察细胞的超微形态结构。 

扫描电镜样品制备  将浓度为 3×106/mL 的

细胞悬液置于细胞爬片, 2.5%戊二醛固定, 分级

乙醇系列脱水、冷冻干燥、镀金, 扫描电子显微

镜观察并拍照。 

1.4.2  标志性酶髓过氧化酶(MPO)的鉴定  碘化

钾-吡啰红 G(KI-Py G)是 MPO 特有的染色方法[21]。

取 200 μL 浓度为 3×106/mL 的细胞置于载玻片上, 

45°角轻轻推匀细胞 , 甲醇固定数秒 , 晾干玻片; 

加 KI- Py G 工作液染色 1~2 min, 缓冲液冲洗染

色液, 边缘残留染色液用滤纸吸干。ZEISS Axio 
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Scope A1 光学显微镜观察并拍照。 

1.5  纯度和活力检测 

取 100 μL 分离获得的细胞混悬液推片, 进行

迪夫氏染色, 显微镜下随机选取 10 个视野, 每个

视野计数 100个细胞, 计算分离获得的中性粒细胞

的纯度。细胞纯度(%)=(细胞计数/100)×100%。 

取 200 μL 浓度为 3×106/mL 分离获得的细胞

混悬液推片, 用 0.4%台盼蓝进行染色, 镜检。对

所有细胞、活细胞和死细胞数目进行计数, 计算

细胞活力。计算公式为: 细胞活力(%)=(活细胞数

/观察的细胞总数)×100% 。 

1.6  细胞活性检测 

1.6.1  NUE 释放 MPO 的检测  将分离的细胞制

成浓度为 3×106/mL 的细胞悬液, 置于 96 孔细胞

培养板 , 每孔 100 μL, 实验组加入终浓度为

1 μg/mL 的 PMA, 对照组不作处理, 每组重复 3

孔。分别置于 5% CO2 培养箱中 28 ℃静置 0.5 h、

1 h 和 1.5 h 时, 每孔加入 50 µL TMB 显色液, 再

加入 50 µL 过氧化氢, 持续显色反应 3 min, 最后

加入 2 mol/L 的硫酸 50 µL 终止反应, 多功能酶标

仪在 450 nm 下检测其 OD 值。每组设 3 个平行

(n=3), 结果取平均值进行比较。 

1.6.2  NUE释放 ROS和 NO的检测  将 10 µm/L 

DCFH-DA 和 DAF-FM DA 分别加入无血清培养

液制成的中性粒细胞悬液, 5% CO2 细胞培养箱内

28 ℃孵育 20 min, 无血清培养液清洗 3 次, HBSS

重悬细胞至浓度为 3×106/mL, 接种到 96 孔板中, 

每孔 100 μL。实验组加入终浓度为 1 μg/mL 的

PMA, 对照组不作处理, 每组重复 3 孔。分别孵

育 0.5 h、1 h 和 1.5 h 时使用 DACYTATION 型多

功能酶标仪检测其荧光值, 在激发光 485 nm, 吸

收光 525 nm下检测 ROS; 在激发光 495 nm, 吸收

光 515 nm 下检测 NO。每组设 3 个平行(n=3), 结

果取平均值进行比较。 

1.6.3  NUE 形成 NETs 的检测  将分离的细胞制

成浓度为 3×106/mL 的细胞悬液, 置于 96 孔细胞

培养板 , 每孔 100 μL, 实验组加入终浓度为

1 μg/mL 的 PMA, 对照组不作处理, 每组重复 3

孔。分别置于 5% CO2 培养箱中 28 ℃静置 0.5 h、

1 h 和 1.5 h 时, 分别加入终浓度为 3 μmol/L 的

Sytox Green 胞外 DNA染色液, 染色 15 min, 使用

DACYTATION 型多功能酶标仪检测其荧光值 , 

激发光 485 nm; 吸收光 530 nm 下检测 NET。每

组设 3 个平行(n=3), 结果取平均值进行比较。 

1.7  细胞存活率的 CCK-8 检测 

将 3×106/mL 的细胞悬液(实验组)和空白细胞

培养液(对照组), 分别置于 96 孔细胞培养板, 每

孔 100 μL, 5% CO2培养箱中 28 ℃静置培养, 分别

在 0 h、12 h、24 h、36 h、48 h、72 h 时加入 CCK-8。

在波长 450 nm, 使用 DACYTATION 型多功能酶

标仪测 OD 值, 计算细胞存活率, 0 h 的细胞活性

基于台盼蓝染色结果。 

细胞存活率（%）=(实验组 OD 值–对照组 OD

值)/(0 h 的 OD 值–对照组 OD 值)×100% 

1.8  统计分析 

实验结果用 SPSS18 统计软件处理数据, 使

用单因素方差(ANOVA)统计分析, 概率水平 P< 
0.05 表示差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  细胞形态 

2.1.1  光学显微镜形态检测  倒置显微镜观察到

分离获得的细胞呈圆形, 大小均一, 细胞核透光

度较高 , 清亮 , 圆形 ; 胞质透光度较低 , 呈灰暗

色(图 1a)。经迪夫氏染色的细胞核呈紫红色, 圆形

或肾形, 位于细胞的一侧, 胞质呈蓝色(图 1b)。 

2.1.2  电子显微镜形态检测  透射电镜观察到细

胞大小和形态较为均一 , 细胞核呈圆形或肾形 , 

核分布在细胞的一侧。胞质内含有大量圆形或棒

形颗粒, 其中圆形颗粒, 电子密度中等, 数量较

少, 为 A 型颗粒; 棒状或杆状颗粒, 电子密度较

高, 数量较多, 为 B 型颗粒(图 1c, d)。扫描电镜观

察到细胞呈圆形或椭圆形, 大小和形态较为均一, 

表面粗糙, 有小皱褶(图 1e, f)。 

2.2  标志性酶 MPO 

MPO 是中性粒细胞的标志性酶 , 细胞经

KI-Py G 染色, 可观察到颗粒状棕褐色, 呈 MPO

阳性(图 2)。 



1518 中国水产科学 第 28 卷 

 

 
 

图 1  草鱼中性粒细胞形态观察 

a: 分离获得的中性粒细胞; b: 迪夫氏染色的中性粒细胞; c: 透射电镜观察的中性粒细胞;  

d: 透射电镜观察放大的中性粒细胞; e: 扫描电镜观察的中性粒细胞; f: 扫描电镜观察放大的中性粒细胞. 

A: A 型颗粒; B: B 型颗粒; N: 细胞核. 

Fig. 1  Morphological observation of neutrophils of Ctenopharyngodon idellus 
a: neutrophils isolated from the middle kidney; b: neutrophils stained with Diff; c and d: neutrophils observed by  

transmission electron microscopy; e and f: neutrophils observed by scanning electron microscope.  
A: type A particles; B: type B particles; N: nucleus. 

 

 
 

图 2  KI-PYG 染色草鱼中性粒细胞标志性 

酶 MPO 呈棕褐色颗粒 

Fig. 2  MPO of Ctenopharyngodon idellus neutrophil  
showing brown granules stained by the KI-PYG 

 

2.3  纯度和活力检测 

显微镜下观察迪夫氏染色细胞, 随机选取 10

个视野, 每个视野计数 100 个细胞, 计算出分离

获得细胞的纯度可达(99.3±0.53)%。 

细胞经台盼蓝染色后, 死亡的细胞可着色浅

蓝色 , 无光泽 ; 活细胞保持正常形态 , 不着色 , 

有光泽(图 3)。取 10 个视野统计, 细胞活性无明

显差异, 均可达(97.70±0.76)%。 

 
 

图 3  台盼蓝染色检测草鱼中性粒细胞活性 

Fig. 3  Ctenopharyngodon idellus neutrophil activity  
detectied by Trypan blue staining 

 

2.4  释放 MPO 和细胞活性  

使用多功能酶标仪分别在 0.5 h、1 h 和 1.5 h

时间点检测到对照组和 PMA 刺激的实验组细胞

均能表达 MPO, 并且释放量呈增长趋势; 1 h 和

1.5 h 实验组细胞产生 MPO 的能力显著高于对照

组(P<0.05)(图 4A)。采用 DCFH-DA 探针法检测

PMA 刺激细胞释放 ROS 的能力, 对照组和 PMA

刺激的实验组细胞在 0.5 h、1 h 和 1.5 h 时间点均

可释放 ROS, 实验组细胞释放 ROS 的量呈增长趋 
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图 4  草鱼中性粒细胞的功能活性检测 

A: 髓过氧化物酶; B: 氧自由基; C: 一氧化氮; D: 胞外诱捕网. “**”表示与对照组相比差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Functional activity detection of neutrophils of Ctenopharyngodon idellus 
A: MPO: B ROS: C: NO: D: NETs. “**” means significant differences comparing with the control group (P<0.05) 

 

势 , 且各时间点的释放量均显著高于对照组(P< 

0.05)(图 4B)。AF-FM DA 探针法检测 PMA 刺激

细胞释放 NO 的能力, 对照组和实验组在 0.5 h、

1 h 和 1.5 h 时间点均可释放 NO, 实验组均显著高

于对照组(P<0.05), 并且实验组释放量呈增长趋

势(图 4C)。检测到 0.5 h、1 h 和 1.5 h 各时间点对

照组和实验组细胞均能形成 NETs, 并且释放量

随刺激时间呈增长趋势; 实验组细胞 NETs 形成

显著高于对照组(P<0.05)(图 4D)。 

2.5  CCK-8 检测细胞存活率检测 

基于台盼蓝染色 0 h 的细胞存活率为(97.70± 

0.76)%, 通过 CCK-8 试剂盒检测结果显示, 体外

培养 24 h 的细胞存活率为(89.91±3.56)%, 48 h 为

(65.12±5.50)%, 72 h 为(29.69±1.64)%, 细胞活力

随培养时间的延长呈下降趋势, 且在 24 h 内下降

较缓慢, 体外培养 24 h 后细胞活性下降较快(图 5)。 

3  讨论 

纯化获得的细胞经迪夫氏快速染色, 细胞核

呈圆形或肾形 , 具有中性粒细胞核的特征形态 , 

与斑马鱼的中性粒细胞特性一致[22]。透射电镜观

察到细胞呈圆形, 圆形或肾形核分布在细胞的一 

 
 

图 5  体外培养草鱼中性粒细胞的存活率变化 

Fig. 5  Tendency of Ctenopharyngodon idellus  
neutrophil survival rate in vitro 

 
侧 , 胞质内含有大量不同形状的分泌颗粒 , 与

Kemenade 等[23]分离的鲤头肾中性粒细胞形态一

致; 这些细胞中可观察到大量杆状的 B 型颗粒和

少量圆形的 A 型颗粒, 与斑马鱼(Danio rerio)血

液和脾脏中观察到的中性粒细胞胞质颗粒相似。

扫描电镜观察到表面粗糙, 有小皱褶的圆形细胞, 

与 Chi 等[9]分离的大菱鲆头肾中性粒细胞扫描形

态一致。因此, 本研究从草鱼肾分离的细胞具有

中性粒细胞的形态学特征。 

MPO 是 NEU 初级颗粒中高丰度存在的一种 
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特有酶[24-25], 已经成为中性粒细胞的功能标志和

激活标志[26]。碘化钾-吡啰红 G (KI-Py G)染色 MPO

呈棕红色, 是中性粒细胞经典的染色鉴定法[21]。

分离的细胞经 KI-Py G染色观察到棕褐色 MPO阳

性 ; 多功能酶标仪也检测到分离细胞可以产生

MPO, 且在 1.5 h 内随时间延长呈增长趋势。PMA

刺激细胞, 检测到实验组和对照组细胞释放 MPO

量可持续增强, 但实验组显著高于对照组, 说明

分离获得的细胞具有中性粒细胞特有酶特征, 进

一步证实分离细胞为中性粒细胞。 

受刺激后的中性粒细胞释放 MPO、ROS、NO

和 NETs, 可评价细胞活性[27]。检测到受 PMA 刺

激的细胞释放 MPO、ROS、NO 和 NETs 的量比

对照组显著增多, 并且在检测时间范围内与时间

呈正相关, 提示分离获得的中性粒细胞具有很好

的活性[28]。对照组的细胞 MPO 也会随时间延长

呈增长趋势, 可能是由于鱼类的肾脏功能类似于

哺乳动物的骨髓, 是主要造血器官[20], 肾组织中

的 NEU 是由初级到成熟不同分化阶段的中性粒

细胞群[29], 在细胞发育成熟过程中 MPO 释放量

在逐渐增多, 在受到 PMA 刺激时 MPO 的释放量

会显著高于对照组, 这与其他硬骨鱼类中性粒细

胞的报道一致[19]。 

鱼类中性粒细胞的分离方法尚不成熟。主要

是由于鱼类种类繁多, 免疫学研究基础薄弱, 各

种鱼类血细胞组成、细胞密度以及形态大小种间

差异较大, 各种细胞的标志性抗体都不成熟, 因

此分离条件存在差异, 各种鱼类白细胞分离方法

都具有不同程度的差异, 至今尚未有一种鱼类成

熟通用的白细胞分离方法和统一标准。因此目前

主要是采用梯度离心法, 参考哺乳动物的细胞密

度, 再依据研究的目的进行改进和优化分离获得

需要的白细胞。 

本研究参考 Katzenback 等[19]分离金鱼肾中性

粒细胞和小鼠骨髓中性粒细胞分离的方法[26], 应

用鱼类脏器中性粒细胞分离试剂盒, 使用适合草

鱼肾粒细胞的离心速度获得细胞, 再经差异性贴

壁, 分离纯化获得的细胞纯度达(99.3±0.53)%, 细

胞活力达(97.70±0.76)%, 可以释放 MPO、ROS、

NO 和 NETs, 具有很好的氧和氮呼吸爆发活性。

分离方法虽使用了规范化的试剂盒, 但是不同鱼

类的粒细胞密度不同, 制成梯度界面时要反复尝

试, 调整好合适的比例和离心速率, 找到适合草

鱼中性粒细胞分离的最佳条件。该方法操作方便

简单, 省时省力, 重复性高, 可以满足相关的后

续细胞功能研究。但离心速度是细胞分离效果的

关键步骤, 离心速度过高、过低都直接影响中性

粒细胞分离纯度及回收率, 否则分离效果不理想; 

每次实验应使用相同规格的离心管, 标本量应基

本一致。 

NUE 是髓系细胞分化的终末细胞, 生命周期

短, 一般在外周血的寿命为 24~48 h。分离获得的

细胞在体外培养 24 h, 细胞的存活率可保持在

(89.91±3.56)%以上, 与 Katzenback 等[19]报道的金

鱼肾中性粒细胞样细胞培养 24 h 的结果相似; 随

着体外培养时间由 48 h 延长至 72 h, 细胞存活率

由(65.12±5.50)%下降至(29.69±1.64)%, 存活率下

降较快, 提示体外培养 24 h 之内的细胞可以开展

体外实验。关于中性粒细胞体外培养后细胞功能

稳定的时间尚无共识, 目前也尚未有分离获得体

外稳定培养的中性粒细胞系, 这也是中性粒细胞

体外研究的瓶颈。关于建立稳定的中性粒细胞分

离方法和体外培养后细胞功能稳定时间是研究中

性粒细胞体外实验的关键。因此后续研究将进一

步探究便捷稳定的分离条件和延长中性粒细胞在

体外培养活性的方法与技术, 为 NEU 的体外功能

研究提供有利条件。 

综上所述, 本研究分离获得草鱼肾中性粒细

胞纯度高、活力好, 可作为体外免疫实验的材料, 

为后续开展中性粒细胞功能和免疫机制研究奠定

了基础。 
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Isolation, identification, and activity detection of neutrophils from the 
grass carp kidney 
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Abstract: Neutrophils are the most abundant non-specific immune cells and are critical in researching pathogen 
invasion resistance. Providing abundant cellular materials is fundamental for understanding the function and im-
mune defense mechanisms of neutrophils. In the study, neutrophils were isolated from grass carp kidneys using a 
fish-tissue neutrophils isolation kit. The neutrophils were purified by the differential adherent method, and their 
morphology was identified by Diff’s staining and electron microscopy. The characteristic enzyme myeloperoxi-
dase (MPO) was identified by potassium iodide and pyrro-red G staining. Using a multifunctional microplate 
reader, its activity was detected by the ability to express MPO and the ability to release reactive oxygen species 
(ROS) and nitric oxide (NO), stimulated with Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Neutrophils could also form 
neutrophil extracellular traps (NETs). The expression of MPO and the ability to release ROS, NO, and NETs were 
detected by a multifunctional enzyme plate analyzer. Survival was detected by the trypan blue staining and CCK-8. 
Results showed that the isolated cells had the morphological characteristics of neutrophils:  they were uniform in 
size, with round or kidney-shaped nuclei, had type A and B particles in the cytoplasm, and indicated the charac-
teristic sepia enzyme of MPO by staining. Purity reached (99.3±0.53)%, the number of viable cells reached 
(97.70±0.76)%, and the viability remained at (89.91±3.56)% after they were cultured in vitro for 24 h. By stimu-
lation with PMA, the expression of MPO, ROS, NO, and NETs was significantly increased and positively corre-
lated with time. The method of isolating neutrophils from grass carp was successfully established in this study, as 
the neutrophils showed increased vitality. Furthermore, this study provides a foundation for further research on the 
function and immune mechanism of fish neutrophils. 
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