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RESUME : L'étude des affinités tinctoriales, du comportement in vitro, et de 
l'ultrastructure des hémocytes de Pinna nobilis permet de caractériser 2 grandes 
catégories cellulaires : les granulocytes basophiies, neutrophiles et éosinophiles; les 
hyalinocytes, parmi lesquels nous distinguerons le petit hyalinocyte, le hyalinocyte à 
reticulum endoplasmique lisse et le groupe des macrophages. Les hémocytes participent 
vraisemblablement à la régulation métabolique par stockage et dégradation du glycogène, 
aux processus de detoxification par accumulation d'éléments minéraux dans leurs 
lysosomes et à la défense de l'organisme par phagocytose et lyse bactérienne. 
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HEMOCYTE CARACTERISATION OF THE MARINE BIVALVE MOLLUSC 
PINNA NOBILIS 

ABSTRACT : The study of tinctorial affinities, in vitro behaviour and ultrastructure of 
the hémocytes of Pinna nobilis allows us to group them into two main families : 
basiphilic, neutrophilic and acidophilic granulocytes; hyalinocytes, three categories can 
be distinguished among these cells : small hyalinocytes, hyalinocytes containing smooth 
endoplasmic reticulum and the macrophage population. The hémocytes participate in the 
regulation of metabolism by the storage and degradation of glycogen. They contribute to 
the detoxification process by the sequestration of mineral elements in their lysosomes. 
Their role in antibacterial defense is suggested by their bacterian phagocytic activity. 
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INTRODUCTION 

Les cellules de 1 ' hémolymphe ou hémocytes ont été é-tudiées depuis fort longtemps chez les 

mollusques bivalves marins pour essayer de comprendre leurs divers états morphologiques et 

fonctionnels. (CUENOT, 1891; BETANCES, 1921). 

Durant ces dernières décennies (revues de CHENG, 1975,1981) la participation des 

hémocytes à la défense des organismes est recherchée d'autant que le système immunitaire des 

mollusques est encore très mal connu; les bivalves d'intérêt économique important tels les huîtres 

(RUDDELL 1971;FENG et al., 1971; AUFFRET, 1989) les palourdes HENRY, (1987) les coquilles St- Jacques 

(HENRY et al., 1989) sont étudiés en priorité. De plus le rôle des hémocytes dans les processus 

physiologiques de détoxications (GEORGE et al., 1978) et dans la réponse aux variations des 

paramètres de l'environnement, température (HENRY, 1987; FISHER et al., 1987), salinité (FISHER et 

NEWELL, 1986) ne cesse d'être approfondi. 

Dans le cadre d'un programme de recherches sur la biologie et l'écologie d'un mollusque 

marin de grand intérêt écologique, la nacre Pinna nobilis (VICENTE et al.,1980; COMBELLES et 

al.,1988) nous nous sommes attachés à étudier pour la première fois à notre connaissance les cellules 

hémocytaires; nous avons d'abord recherché leurs caractéristiques ultrastructurales puis leurs divers 

aspects fonctionnels. 

MATERIEL ET METHODES 

1. Matériel :Les nacres de 20 à 50 cm,ont été prélevées en plongée sous marine dans la 

passe de Bagaud (île de Port-Cros, Var, -22 m) et dans l'étang de Diane, Corse (-2 m) . Elles sont 

maintenues dans des aquariums de 96 litres à 18°-20°C,la salinité est à 34/%, l'éclairage naturel; 

l'eau de mer est filtrée par une pompe Eheim et oxygénée par diffuseurs d'air. 

2. Méthodes : L'hémolymphe est ponctionnée dans la cavité péricardique à l'aide d'une 

pipette Pasteur rodée. L'étalement des hémocytes est réalisé par centrifugation sur "cyto-spin" à 500 

tours pendant 15 mn à la température ambiante. Les lames sont ensuite colorées au May-Griinwald-Giemsa 

(M.G.G.) et montées au Depex. La survie des hémocytes in vitro s'effectue en flacon stérile de 50 ml. 

Les hémolymphes de plusieurs animaux sont cumulées de manière à recouvrir le fond d'un flacon. Les 

cellules sont maintenus à 18°C-20°C et observées au microscope inversé à contraste de phase pendant 

15 mn, 30 mn, 60 mn et 90 mn. Les cellules adhérant au fond du flacon sont fixées dans une solution 

de glutaraldéhyde à 2% en eau de mer, pendant 60 mn à + 4°C; elles sont ensuite lavées en tampon 

phosphate-saccharose 0,33 M (lv/3v) pendant 10 mn à + 4°C et désydratées par l'alcool 95°C pendant 10 

mn, à + 4°C. Les fonds des flacons sont sciés, rincés à l'alcool et colorés au bleu azur ou au MGG. 

Microscopie électronique à transmission : Les hémocytes fraîchement ponctionnés sont 

fixés (v/v) avec une solution de glutaraldéhyde à 2% en tampon phosphate selon SORENSEN (0,1M, pH 

7.4, + 4°C, additionné de Nacl à 3% selon la technique de M00RE et L0WE (1977). Ils sont centrifugés 

en tubes Eppendorf à 1200 tours pendant 15 mn à + 4°C; le sunageant est enlevé et remplacé par du 

fixateur frais pendant 45 mn à + 4°C. Les culots cellulaires sont lavés en tampon phosphate-saccha

rose (0,33 M) (lv/3v) pendant 10 mn à 4°C, puis post fixés 30 mn à 4°C dans une solution de tétroxyde 

d'osmium à 2% en tampon phosphate SORENSEN 0,1 M. Après lavage de 10 mn et déshydratation à 4°C dans 

des bains d'alcools les culots sont immergés 30 mn en oxyde de propylene et inclus en Epon 812 selon 

LUFT (1961). Les coupes ultra fines sont contrastées à l'acétate d'uranyle suivi de citrate de plomb. 

Spectrométrîe de rayons X : Les coupes ultra fines (100 nm) sont recueillies sur grilles 

recouvertes de fornwar (LADD 2.5%). Le contenu des lysosomes secondaires est analysé par microanalyse 

qualitative de rayons X sur microscope électronique en balayage à transmission PHILIPS EM 400 T 

équipé d'un détecteur SI-LI (Tracor TNL 2000). * 

* Centre Coiiun de Microscopie Electronique et de Microanalyse X (CERAM), Faculté des Sciences 
et Techniques, Saint-JérSie, Marseille Cedex 13» 
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RESULTATS 

1. Caractéristiques morphologiques. (PI. I) Les hémocytes observés après centrifugation 

sur cyto-spin et coloration au May-Grunwald Giemsa peuvent être scindés en deux grands groupes : 

1.1. Les granulocytes (PI. I figs 1 et 2) : Ils sont caractérisés par la présence dans 

leur cytoplasme de très nombreux granules ronds de taille assez homogène (Pi. I fig 1 ) . Leur noyau 

est arrondi, rouge vif, central ou excentré. Selon l'affinité tinctoriale des granules nous 

distinguerons divers types : (PI. I, fig. 1 ) . Les granulocytes basophiles majoritaires à granules 

bleus foncés (fig. 1 flèche pointillée), les granulocytes neutrophiles beaucoups moins nombreux à 

grains rose beige (fig. ldouble flèche) les granulocytes acidophiles rares, à grains rouges vifs de 

petite taille, (flèche). Quelques granulocytes ont des grains mixtes. 

Il existe aussi des granulocytes à grains optiquement vides (fig.2). 

1.2. Les hyalinocytes (PI. I,fig.3 à 8) : 11 s sont de taille variable et leur cytoplasme 

est basophile. Ils peuvent être divisés en 2 groupes : 

- les hyalinocytes s. st. : leur cytoplasme est parfaitement hyalin, (fig. 3 et 5 à 8 ) . 

Les plus petits ont un volumineux noyau central arrondi rouge violet et un mince liseré cytoplasmique 

bleu. (fig.5). Les hyalinocytes de taille supérieure conprennent 1 et souvent 2 noyaux (fig.6); ils 

portent parfois de longs et fins pseudopodes. Certains sont de très grande taille et peuvent contenir 

jusqu'à neuf noyaux en région centrale, formant ainsi un plasmode (fig.7). Ils phagocytent parfois 

des cellules nécrosées à noyau violet pycnotique (fig 8 flèche). 

- les hyalinocytes à lysosomes de taille et forme hétérogène : Certaines de ces cellules 

ont un noyau central, des voiles hyaloplasmiques périphériques importants, de longs et fins 

pseudopodes et des lysosomes peu nombreux épars dans le cytoplasme. D'autres cellules, en nombre 

important ont un noyau arqué repoussé à la périphérie et un cytoplasme fortement chargé en lysosomes 

le plus souvent bleu foncé de forme et taille très hétérogène (fig. 4 ) . 

2. Survie in vitro : (Planche I, figs 9 à 13) 15 minutes après leur ensemencement les 

hémocytes adhèrent au support et sont le plus souvent isolés (fig. 9 ) . Pendant la première demi-heure 

nous pouvons observer les grands voiles hyaloplasmiques des macrophages et des granulocytes (fig.10). 

Les granulocytes sont identifiables par l'accumulation des granules autour du noyau. Les macrophages 

présentent des organites cytoplasmiques plus épars dans le cytoplasme. Entre 30 mn et 60 mn. les 

macrophages émettent de très longs pseudopodes (flèches) leur permettant de s'unir par groupe de 2 

(fig.11) puis par plusieurs (fig. 12). Après 90 mn., les hémocytes forment de véritables dômes 

résultant d'un empilement de cellules au centre de la colonie (fig. 13). 

3. Etude ultrastructurale : 

L'analyse ultrastructurale des hémocytes de la nacre Pinna nobilis permet de distinguer 

deux grands types morphologiques : Les hémocytes granuleux ou granulocytes, caractérisés par un 

cytoplasme rempli de grains et les hémocytes hyalins ou hyalinocytes. 

3.1. Les granulocytes : 

- Les granulocytes à grains denses (PI. II, fig. 1) : Ils présentent le plus souvent un 

noyau central à contour irrégulier; le cytoplasme est très fortement rempli de grains en majorité 

ronds et denses aux électrons. Le matériel granulaire est en fait d'aspect variable; il est toujours 

contenu dans une vacuole dont la membrane limitante plus ou moins ondulante est séparée par un espace 

clair de taille variable, du contenu granulaire. Au sein des vacuoles nous pouvons observer plusieurs 

types de grains : Les uns clairs aux électrons montrent un matériel finement granulaire plus ou moins 

abondant. Les autres sont ronds et denses aux électrons. Il est fréquent d'observer dans une même 

vacuole la fusion de deux grains denses de même taille ou de taille différente, (fig.l flèche). 

Certains grains denses peuvent avoir une forme polygonale et présenter une alternance de couches 

claires et sombres (fig.l double flèche). 

- Les granulocytes à grains clairs : (PI. II, fig.2). Ils sont caractérisés par un noyau 

arrondi repoussé à un pôle cellulaire. Leur cytoplasme contient de nombreuses vésicules et tubules de 

reticulum lisse, des corps multivésiculaires, des mitochondries, des ribosomes et de grandes vacuoles 

claires. Certaines vacuoles contiennent un matériel finement granuleux de densité moyenne aux 

électrons (PI.II, fig.2 flèches). 
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3.2. Les hyalinocytes : Parmi les hyalinocytes nous distinguerons divers types : 

Les petits hyalinocytes (Pl. II, fig.3). Ils sont de forme ronde ou ovale et 

caractérisé par un rapport nucléocytoplasmique élevé. Leur noyau central contient une hétérochroma-

tine importante. Le cytoplasme est réduit à un mince liseré et contient de nombreux ribosomes et des 

vésicules de pinocytose. 

- Les hémocytes hyalins jeunes ou macrophages jeunes (Pl. II, fig 4) : ils présentent un 

noyau central riche en euchromatine. L ' hétérochromatine est réparti en un fin liseré marginal et 

quelques mottes éparses dans le nucléoplasme. Le cytoplasme contient peu d'organelles : quelques 

mitochondries, de courtes lamelles ergastoplasmiques, des vésicules, de rares corps denses mais de 

nombreux ribosomes, souvent groupés en polysomes. A la périphérie cellulaire, nous observons les 

grands voiles hyaloplasmiques contenant des microfibrilles et des microfilaments sous-jacents au 

plasmalemme. 

- Les hémocytes à reticulum lisse : (Pl. III, fig.l). Ces cellules sont caractérisées par 

un noyau rond central ou légèrement excentré et un cytoplasme rempli principalement de vésicules et 

de courts tubules. Quelques vacuoles peuvent être observées ainsi que des mitochondries, de courtes 

lamelles ergastoplasmiques, des rares gouttelettes lipidiques et des corps denses. La cellule émet 

des pseudopodes et des voiles hyaloplasmiques. 

- Les hémocytes murs : (Pl. Ill, fig.2). Les hémocytes mûrs ont leur noyau repoussé à un 

pôle; le cytoplasme présente de nombreux et longs pseudopodes parfois refermés pour former une 

vacuole de phagocytose . Nous observons dans le cytoplasme des vésicules, des mitochondries, des 

vacuoles autophagiques et des corps denses. 

- Les hémocytes âgés : (Pl. Ill, fig. 3 et Pl. IV). Le noyau est arqué ou polylobé et 

toujours repoussé à un pôle. Le cytoplasme est caractérisé par l'abondance des lysosomes secondaires. 

Les lysosomes et les vacuoles de phagocytose des macrophages sont souvent très volumineux 

: ils contiennent des aiguilles denses aux électrons (Pl. Ill, fig. 3 flèches et Pl. IV, fig. 1 

flèche) dont nous avons analysé la composition chimique (§ 4 ) ; nous y observons également des 

bactéries peu dégradées (Pl. IV, fig. 1 double flèche) ou en cours de dégradation (Pl IV, fig. 2 

flèche). Certains macrophages (Pl IV, fig.3) ont ingéré une cellule nécrosée caractérisée par un 

noyau pycnotique et un cytoplasme altéré. D'autres (Pl. IV, fig.4) présentent de volumineux lysosomes 

de type vacuoles autophagiques contenant principalement de très nombreuses particules de glycogène 

ainsi que des mitochondries et des tubules de reticulum lisse en cours de dégradation. 

4 - Analyse qualitative du contenu des lysosomes par spectrométrie de rayons X. 

Le contenu des lysosomes de Pinna nobilis (Pl. Ill, fig. 3 et Pl IV, fig.l flèches) a été 

analysé par microanalyse qualitative de rayons X. Les résultats exprimés dans la fig.l montrent une 

accumulation d'éléments qui sont par ordre décroissant le Silicium, l'Aluminium, le Plomb, le 

Potassium et le Chlore. 
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DISCUSSION - CONCLUSION 
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LEGENDE DES PLANCHES 
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PLANCHE III 
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PLANCHE IV 
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PI. IV : Fig. 1 : accumulation de métaux (flèche) et bactéries (flèche double) dans les lysosomes de 

macrophages. Fig. 2 : bactéries (flèche) dégradées dans les lysosomes. Fig. 3 : Phagocytose 

de cellule nécrosée dans un macrophage. Fig. 4 : accumulation de glycogène dans un 

macrophage. 105 
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