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副溶血弧菌攻毒过程中文蛤肝胰腺弧菌载量变化的分析 
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摘要: 文蛤(Meretrix petechialis)是我国一种重要的海水养殖贝类, 其养殖过程中病害导致的规模性死

亡时有发生, 已有的工作证实致病性弧菌是导致文蛤大规模死亡最为常见的病原。在本研究中, 我们

通过浸泡感染实验模拟了文蛤在自然条件下的弧菌胁迫环境, 明确了攻毒水体中弧菌生长变化规律; 

攻毒过程中宿主载菌量分析显示, 文蛤肝胰腺组织弧菌载量在攻毒后呈第 1 天急剧上升, 第 3 天迅速

下降的变化趋势, 而且不同个体间载菌量差异较大; 通过不同弧菌含量攻毒实验, 发现在攻毒早期文

蛤体内弧菌载量与水体环境的弧菌含量之间呈显著的正相关(Spearman’s ρ=0.899, P=0.000), 而在感染

中后期不同攻毒强度组之间无显著差异, 且呈现较低水平, 为 0~205 CFU/mg, 预示着宿主免疫系统和

肝胰腺微生物群落可将致病菌的数量控制在一定的范围。上述研究为开展文蛤感染发病过程中弧菌载

量和免疫抗性评价相关研究提供了参考。 
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文蛤(Meretrix petechialis)又名短文蛤 , 属于软

体动物门 (Mollusca) 、双壳纲 (Bivalvia) 、帘蛤目

(Veneroida)、帘蛤科(Veneridae)、文蛤属(Meretrix), 是

一种重要的海水养殖贝类。近年来养殖文蛤的流行

性疾病和规模性死亡屡有发生 , 其中 , 弧菌性疾病

最为常见, 流行最为广泛并且导致的死亡最为严重, 

已成为制约文蛤养殖产业发展的瓶颈问题之一[1-2]。

目前报道较多的文蛤弧菌病主要是由副溶血弧菌、

弗尼斯弧菌、溶藻弧菌、哈氏弧菌等引起的, 致病过

程通过黏附、侵袭、体内增殖及产生毒力因子等步

骤, 对宿主机体产生损害以及对代谢产生影响[3-4]。

弧菌在水体环境和生物体内广泛分布, 其致病性受

宿主的生理状态及水体环境条件等综合因素影响[5]。

因此 , 研究弧菌感染和致病机制 , 筛选和培育抗弧

菌病的优良种质, 是降低贝类养殖过程病害发生的

有效途径。 

在宿主遭受病原感染的过程中 , 生物的免疫系

统主要通过检测和消除入侵的病原体来保护自身免

受感染。为了应对病原感染, 宿主必须要控制病原菌

在体内的负荷, 来保证机体各项功能的正常运行[5]。

免疫抗性作为宿主响应病原体感染的机制之一, 反

应了宿主清除病原体的能力, 它通过杀死或者降低

靶组织中病原体的增殖来控制宿主体内病原菌的载

量[6-7]。免疫抗性通常用感染后宿主体内病原体载菌

量来衡量, 即以载菌量的倒数来对抗性进行表示[8]。

因此 , 载菌量的变化反应了病原菌入侵后 , 宿主与

外源病原菌之间的相互作用, 是重要的免疫抗性相

关指标。 

在育种实践中通常需要对文蛤进行人工浸泡感

染实验 , 来模拟文蛤可能遭遇的弧菌胁迫环境 , 从

而实现对抗性的评价和筛选。本研究中, 我们首先监

测了攻毒水体中 24 小时内弧菌数量的变化, 分析了

攻毒后不同时间点文蛤体内载菌量的变化趋势及不

同个体间的载菌量差异, 并进一步在群体水平上研

究了弧菌不同感染强度下, 环境水体含菌量和宿主

体内的载菌量的变化及相关性。期望通过上述研究, 

为进一步研究文蛤弧菌抗性相关机制提供基础。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料 

从养殖群体中随机选取 1 200 只健康的 2 年龄文

蛤 , 在实验开始前两周进行净化暂养 , 净化的过程

主要通过将文蛤暂养在自然砂滤海水中, 定时投喂

人工培养的饵料来实现。期间每天更换海水, 早晚各

投喂人工培养的金藻一次, 每次投喂后保证水体中

金藻浓度为 50 万个/mL, 以保证文蛤正常生长需要。 

实验中攻毒所用的副溶血弧菌(Vibrio parahae-

molyticus)菌株是本实验室 2007 年从江苏海域规模性

死亡的文蛤中分离并放于–80℃冰箱中长期保存[9]。

从冰箱取出的弧菌划线于 2216E 固体培养基上活化, 

28℃培养 24~48 h, 之后挑取单菌落接种于 5 mL 小

体系 2216E 液体培养基中, 28℃摇床中培养 12 h, 然

后将其接种于大体积的 2216E 液体培养基中批量培

养。为了快速直接测定培养基中弧菌的浓度, 我们利用

血球计数板计数确定弧菌浓度, 在用血球计数板对弧

菌进行计数时, 取 3~5 个重复, 每一个重复计数 3 次。 

1.2  弧菌攻毒实验 

1.2.1  副溶血弧菌攻毒实验 

(1) 将已知浓度的副溶血弧菌 , 按照设定浓度

1×107 CFU/mL 添加到砂滤海水中。500 L 海水中放

入 500 只文蛤, 攻毒期间海水温度保持 28℃, 持续

充分充气 , 确保水体中的菌是均匀的 , 每天早晚各

投喂金藻一次。分别在添加前和添加后 0 h, 6 h, 12 h, 

24 h 对水体进行取样, 每次在不同位置、不同深度随

机取 3 个水样检测水体中的副溶血弧菌数量。24 时

后更换培育海水并重新添加弧菌, 所有设置和取样

时间同第一次实验, 重复一次检测水体中副溶血弧

菌的数量变化。 

(2) 实验设置攻毒浓度为 1×107 CFU/mL, 对

500 只文蛤进行连续 7 天的副溶血弧菌感染, 期间海

水温度保持 28℃, 持续充气, 每 24 小时更换海水和

弧菌。在攻毒第 d0, d1, d3, d6 相应时间点分别取 64

只文蛤的肝胰腺用于载菌量检测, 分析攻毒期间文

蛤体内载菌量的变化。 

(3) 实验设置 1×105, 1×106, 1×107, 3×107 CFU/mL

四个不同强度的副溶血弧菌刺激。每个浓度设置 3

个重复, 每个重复 50 只文蛤, 保持海水温度 28℃条

件下进行连续攻毒 7 天, 攻毒期间每 24 小时更换海

水和副溶血弧菌。停止攻毒后继续 24 小时更换海水。

在攻毒 d1 和 d5, 每个浓度 3 个重复中分别随机取 4

个文蛤, 即每个浓度共取 12 个文蛤, 用于检测文蛤

体内的载菌量。同时对每一天的存活和死亡情况进

行监测记录。 

1.2.2  副溶血弧菌数量检测 

使用弧菌选择性培养基 TCBS, 通过涂板计数方

式检测载菌量。文蛤肝胰腺组织用分析天平称重后

加入 500 μL 灭菌海水匀浆, 将原液和梯度稀释 10×, 

100×, 1 000×, 10 000×的匀浆液, 分别吸取 50 μL 涂

于 TCBS 平板上。28℃过夜培养, 选择合适的稀释倍

数的平板, 即细菌菌落在 30~300 的稀释度平板进行

菌落计数, 根据该稀释倍数、组织重将载菌量换算成

CFU/mg。 

1.2.3  弧菌种类检测 

我们挑取 TCBS 平板上的长出的绿色和黄色克

隆, 分别提取 DNA, 以 DNA 作为 PCR 模板进行

16SrDNA 序列的 PCR 扩增。扩增所用的正向引物选

用 27f(AGAGTTTGATCTTGGCTCAGA), 反向引物选

用 1 492r(TACGGTTACCTTGTTACGACTT)。PCR 产

物送上海生工双向测序。测序结果得到的序列在

NCBI 数据库进行 BLAST 比对分析。 

1.3  数据分析 

攻毒前后不同时间点载菌量数据差异显著性检

验采用 One-way ANOVA 的 Tukey’s 方法, 显著性水

平设定为 P<0.05; 文蛤肝胰腺与水体环境中弧菌含

量的相关关系, 使用 Spearman 秩相关性分析; 攻毒

后 d1 天载菌量在进行 lg 转换后进行正态性检验; 以

上分析均使用 SPSS 19.0 统计分析软件完成。 

2  结果 

2.1  副溶血弧菌 TCBS 检测 

TCBS为特异性培养弧菌的培养基, 实验体系中

对添加副溶血弧菌的海水进行 TCBS 平板培养发现, 

平板上除了生长大量的绿色菌落外, 还生长了少量

的黄色菌落(图 1 a)。在 TCBS 平板上随机选取了 30

个绿色菌落和 3 个黄色菌落分别进行 16S 的扩增和

测序, NCBI 中对测序结果 BLAST 比对发现, 所有绿

色菌落的 16S 序列(1 444 bp)与副溶血弧菌比对相似

性达到 99%, 另外 2 个黄色菌落 16S 序列(1 448 bp)

与弗尼斯弧菌(Vibrio furnissii)比对相似性均为 99%, 1

个黄色菌落 16S 序列(1 447 bp)比对为罗尼氏弧菌

(Vibrio shilonii)。我们进一步检测了不加副溶血弧菌
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的对照组 , 即砂滤海水养殖相同数量的文蛤 , 取相

同体积的水样进行 TCBS 平板培育, 发现平板中偶

尔会检测到黄色菌落的生长(图 1b)。表明实验体系

中海水本底的弧菌数量较少, 因此对绿色菌落进行

计数, 可以较准确的反应水体中副溶血弧菌的数目。 

 

图 1  TCBS 平板上菌落生长情况 

Fig. 1  Characteristics of Vibrio colony on TCBS plate 

注: a. 攻毒组; b. 对照组 

 

2.2  攻毒水体中副溶血弧菌含量的日变化 

在文蛤弧菌抗性的评价过程中 , 需要对文蛤培

养水体中人工添加副溶血弧菌进行攻毒实验。为了

检测攻毒实验海水中弧菌的实际浓度能否达到设计浓

度, 我们监测了攻毒过程中弧菌在水体中的生长变化。

两次检测结果显示, 按照设计浓度添加副溶血弧菌, 

0 h 刚加入弧菌的海水中活菌初始浓度为(5.05±0.15)× 

105~(6.25±0.35)×105 CFU/mL, 低于 1×107 CFU/mL

的设定浓度; 加入弧菌后 6h 检测海水中含活的弧菌

浓度为(2.46±0.09)×107~(2.74±0.20)×107 CFU/mL, 约

是期望浓度的两倍; 水体菌量在 12 h 下降至(1.86± 

0.11)×106~(4.70±0.28)×106 CFU/mL, 24 h 达到低点

(6.85±0.97)×105~(7.77±0.97)×105 CFU/mL(图 2)。从

整体看 , 攻毒水体中添加弧菌后 , 两次实验弧菌数

值基本一致, 菌含量呈现出一个升高、维持、降低的

趋势, 反应了弧菌在水体中一致的动态变化过程。检

测周期内超过 1/3 的时间里海水中弧菌的有效浓度

是在 1×107 CFU/mL 附近变化, 实际攻毒浓度能够符

合预期的浓度要求。 

2.3  弧菌攻毒过程中文蛤体内载菌量变化 

实验明确了攻毒水体中副溶血弧菌的生长变化

规律后, 我们进一步分析经过副溶血弧菌连续浸泡

过程中文蛤体内载菌量的变化趋势。结果显示, 在一

段时间的净化养殖后, 即副溶血弧菌攻毒前(d0 天) 

64个文蛤个体只有 12个个体能够检测到副溶血弧菌

负载, 而 81%的个体副溶血弧菌的载量为 0。攻毒后 

 

图 2  攻毒水体中副溶血弧菌数量的日变化 

Fig. 2  Daily variation of bacterial number in seawater under 
Vibrio parahaemolyticus challenge 

 
d1 天的副溶血弧菌载量与感染前相比有显著的增高,

平均载菌量为 (2 369.65±4 838.93)CFU/mg; 而在持

续感染的 d3 天, 即使外界海水的副溶血弧菌保持较

高浓度 , 宿主体内载菌量表现为急剧下降 , 平均载

菌量为(6.67±17.32)CFU/mg; 持续感染 d6 天文蛤体

内载菌量仍处于一个较低的水平 , 主要分布在 0~ 

121.87 CFU/mg, 与 d3 天没有显著差异。弧菌载量总

体变化趋势表现为在 d1 天急剧上升, 在 d3 天迅速下

降, 并在后期维持一个较低的水平。 

另外, 从图 3 中也可以发现, 攻毒后在同一个时

间点文蛤不同个体副溶血弧菌载量存在很大差异。

在感染后 d1 天, 载菌量分布在 3~20 833 CFU/mg 之

间, 载菌量在 102 CFU/mg 肝胰腺数量级的个体最多, 

占比 53.13%, 104 数量级的个体占比为 6.25%, 而且

64 个个体的载菌量在 lg 转换后服从正态分布

(P>0.05)。在攻毒 d3 天, 载菌量为 0 的个体占总数的

64.01%。在攻毒 d6 天 , 载菌量为 0 的个体占到

46.87%。这种个体水平的载菌量差异为我们进行免

疫抗性的筛选提供了素材。 

2.4  文蛤体内载菌量与攻毒强度的相关性

分析 

通过设计不同浓度的副溶血弧菌浸泡攻毒实验, 

分析攻毒过程中文蛤体内载菌量的变化及其与攻毒

强度的关系。结果发现, 在攻毒前期(d1), 随着攻毒

强度的增大, 文蛤体内载菌量也呈现出升高的趋势, 

且文蛤与水体环境的弧菌含量之间呈显著的正相关

(Spearman’s ρ=0.899, P=0.000)。在攻毒中后期(d5), 

4 个不同攻毒强度组文蛤体内载菌量与第一天相比 
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图 3  副溶血弧菌攻毒过程中文蛤体内载菌量的变化和分布 

Fig. 3  Dynamics and distribution of Vibrio load in the clam 
M. petechialis under Vibrio parahaemolyticus chal-
lenge 

 

均明显回落, 低浓度组 d1 天的弧菌载量是 d5 天的

1.35 倍, 高浓度组 d1 天则为 d5 天的 348.50 倍。从

图 4 中可以看出, 攻毒中后期文蛤体内载菌量在 4 个

不同攻毒强度组之间无显著差异, 且呈现出一个较

低水平, 为 0~205 CFU/mg。与此同时我们对不同强

度副溶血弧菌感染导致的累积死亡率进行了统计分

析(图 5), 结果显示, 在 1×105 CFU/mL 的感染条件下, 

文蛤中没有出现死亡的个体, 在 1×106 CFU/mL 条件

下, 累积死亡率为 7.50%, 而在 1×107 CFU/mL 条件

下, 累积死亡率为 58.06%, 3×107 CFU/mL 条件下文

蛤累积死亡率高达 100%。以上结果表明弧菌感染导

致死亡是一个阈值性状。而文蛤不同时期体内弧菌

载量与文蛤健康状态或死亡之间的关系, 还需要进

一步研究。 

3  讨论 

在水产动物的免疫学研究中, 经常采用外界病

原生物刺激的方法模拟宿主在自然条件下的胁迫环 

  

图 4  不同浓度副溶血弧菌感染后第 1 天和第 5 天文蛤肝

胰腺副溶血弧菌的载量变化 

Fig. 4  Bacterial load of M. petechialis challenged using 
different doses of Vibrio parahaemolyticus at 1 and 
5 days post infection 

 

图 5  不同浓度副溶血弧菌感染下文蛤存活率 

Fig. 5  Survival rate of M. petechialis challenged using 
different doses of Vibrio parahaemolyticus 

 

境, 而宿主体内的病原菌含量是激活宿主免疫系统

和影响宿主存活的重要因素。在文蛤等贝类免疫研

究和抗性选育中, 为了模拟自然环境条件下的病原

感染过程 , 获得同自然死亡相同或相似的症状 , 我

们在攻毒实验中采用了浸泡感染的方法。同注射攻

毒相比, 浸泡法实验时间长, 耗菌量大, 并且浓度较

难控制[10]。为了明确人工培养的弧菌在攻毒水体中

的生长繁殖规律, 本实验采用经典的 TCBS 涂平板

的方法, 检测了实验水体中添加的弧菌活菌的数量。

结果显示, 弧菌添加到攻毒水体后实测的初始浓度, 

明显低于设定浓度, 可能是因为从培养基到海水环

境的剧烈转换导致弧菌不适应所致。弧菌在海水中

经过一段时间的适应和生长, 弧菌的实测浓度可以

达到并维持在预期浓度附近变动。12 小时后, 活菌
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的浓度呈出下降的趋势。上述结果明确了水体中弧

菌的生长和繁殖规律, 我们通过对菌液添加浓度、添

加时间和培养温度等条件进行控制, 可以实现弧菌

浸泡攻毒的标准化和有效性, 为模拟文蛤在自然条

件下的弧菌胁迫环境, 深入研究载菌量及文蛤弧菌

抗性相关机制提供了可能。 

在对宿主感染过程中 , 病原菌的入侵会激发宿

主的免疫系统的反应。弧菌的致病性取决于弧菌与

宿主细胞间的相互作用, 弧菌的致病过程首先通过

吸附宿主细胞, 侵入细胞中并在体内大量进行增殖, 

释放出有毒的物质进而导致宿主死亡[11]。Brown 和

Losee 通过研究美洲牡蛎(Crassostrea virginica)幼体

弧菌病证实了这种致病过程, 在长牡蛎(C. gigas)、硬

壳蛤(Mercenaria mercenaria)的许多研究也都证实了

类似的疾病发展过程[12-13]。我们的弧菌浸泡实验也

检测到了弧菌在文蛤肝胰腺组织中大量增殖的过程, 

与未感染组比, 感染后 d1 天弧菌的平均数量增加了

890 倍。但随着宿主免疫防御系统的被激活, 体内多

数病原菌被杀灭, 随后的时间我们检测到宿主肝胰

腺组织弧菌载量迅速下降, 并维持一个较低的水平。

曾有研究证明, 一定浓度的鳗弧菌(V. anguillarum)胁

迫青蛤(Cyclina sinensis)后, 使宿主体内相关免疫基

因的表达发生一定程度的上调, 并产生大量免疫相

关的活性物质[14]。在病原菌入侵激活宿主免疫反应

后 , 除了通过吞噬作用完成免疫作用外 , 贝类还会

产生释放溶酶体、凝集素、非特异性抗菌肽等各类

抗菌物质来杀灭病原菌[15-16]。另外, 已有研究表明, 

宿主体内已有的微生物群落相对稳定的结构, 可以

抵抗病原菌的侵染 [17-18]。因此, 我们推测文蛤肝胰

腺组织弧菌载量的迅速下降, 可能与宿主免疫系统

和宿主肝胰腺微生物群落具有较强的缓冲能力来维

持微生物群落稳定性有关。 

通过改变水体的弧菌感染浓度 , 我们发现感染

的早期阶段 , 随着水体中弧菌浓度的升高 , 通过文

蛤滤食作用 , 相应的文蛤体内载菌量也更高 , 意味

着海水弧菌浓度越高的组, 有更多的弧菌黏附、侵

袭、并在宿主体内增殖。而在感染的中后期, 可能是

由于宿主免疫系统以及肝胰腺微生物群落的缓冲作

用 [18], 早期具有不同弧菌载量的文蛤体内 , 此时的

弧菌载量无显著差异, 都呈现出一个较低水平。与之

相对应在 1×105 CFU/mL 的感染条件下, 文蛤死亡率

为 0, 而 3×107 CFU/mL 条件下, 文蛤感染后的累积

死亡率 100%。有研究人员在凡纳滨对虾(Litopenaeus 

vannamei)病原菌感染的研究中也发现, 不同的弧菌

攻毒浓度会对宿主的死亡率有极大影响, 高浓度的

弧菌刺激会提前宿主大规模死亡时间, 且导致更高

的死亡率[19]。另外, 高、低不同的病原菌攻毒浓度会

影响宿主产生不同的免疫应答, 例如当用高浓度弧

菌感染桡足类虎斑猛水蚤 (Tigriopus japonicus)时 , 

高浓度组水蚤体内重要的免疫调节因子 NF-κB 抑制

剂(IκB)和 LPS诱导的 TNF-α因子(LITAF)水平显著升

高[20]。据此, 我们推测不同的弧菌攻毒强度所导致的

感染前期文蛤体内载菌量的差异, 可能会引发文蛤

免疫系统反应强度的差异, 而过强的免疫反应在清

除病原微生物的同时, 对宿主的健康也会造成严重

的伤害, 受到病原侵染的宿主会产生多种免疫反应, 

这种免疫反应将消耗大量的能量, 并产生大量活性

氧, 这些活性氧分子在杀灭入侵的病原微生物的同

时也会对宿主的细胞、组织和器官造成严重伤害, 进

而导致宿主生理机能的损伤和免疫系统的破坏, 这

可能是除了高浓度致病菌对宿主的伤害外, 另一个

造成高死亡率的原因[21]。 

4  结语 

本研究中我们通过浸泡攻毒实验模拟了文蛤在

自然条件下的弧菌胁迫环境, 连续监测了水体中弧

菌的生长和变化情况, 进而分析了不同攻毒时间文

蛤体内载菌量的变化和个体差异, 并通过不同浓度

的弧菌攻毒实验, 研究了宿主体内载菌量与攻毒强

度的相关性。上述研究结果将为深入了解贝类对致

病菌侵染的免疫响应机制和抗性品种选育提供科学

基础。 
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Abstract: The clam Meretrix petechialis is an important mollusk cultured in China. Massive deaths frequently oc-

cur in the major clam producing areas. Previous research has indicated that several diseases are caused by the genus 

Vibrio in mollusks, which is also the primary pathogenic bacteria causing deaths in M. petechialis. In the present 

study, we analyzed the bacterial growth and reproduction in seawater under Vibrio challenge for a period of 24 h. 

Vibrio immersion experiments were conducted to simulate Vibrio challenge in the natural environment, and we ob-

served that bacterial load in the hepatopancreas of the clam abruptly increased on day 1 and decreased rapidly on 

day 3 after the challenge, with significant differences in the bacterial load among different clam individuals. In the 

challenge experiments conducted using different Vibrio doses, a significant positive correlation was observed be-

tween the bacterial load and the Vibrio dose in the seawater (Spearman’s ρ = 0.899, P = 0.000) in the initial phase; 

however, there were no significant differences in the bacterial load among the different groups in the middle–late 

phases with a lower Vibrio dose of 0–205 CFU/mg. These findings indicate that the host immune system and the 

microbial community in the host hepatopancreas can regulate the bacterial number to a certain extent. Our results 

provide a reference for the correlational research of Vibrio load during infection as well as for the evaluation of 

resistance in the clam M. petechialis. 
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