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摘要    为明确哈维氏弧菌感染下, 泥蚶(Tegillarca granosa)不同组织弧菌载量的变化规律, 通过哈

维氏弧菌浸泡感染泥蚶的方法, 建立弧菌浓度计数标准曲线, 记录攻毒水体和泥蚶组织中的哈维氏

弧菌含量的动态变化及相关关系。结果显示, 弧菌感染浓度为 1×107 CFU/mL, 泥蚶血液中弧菌载量

显著高于鳃、闭壳肌、外套膜和肝胰腺, 各组织中的弧菌载量呈现先上升, 后下降, 最后维持较低水

平的变化规律。持续感染 6 d, 泥蚶血液中弧菌载量降至 102—104 CFU/mL, 其他组织中弧菌载量降

至 100—102 CFU/mg。检测不同浓度弧菌(1×105, 1×106, 1×107, 5×107 CFU/mL)浸泡感染后泥蚶肝胰腺

的弧菌载量变化, 结果显示, 1 d 时各感染组肝胰腺弧菌载量均较对照组显著增加(81.0—667.8 倍), 

且与浸泡水体中弧菌浓度呈显著正相关(Spearman’s ρ=0.762, P<0.001), 5 d时各侵染组肝胰腺弧菌载

量均较 1 d明显降低, 但仍然高于对照组。研究结果为泥蚶感染弧菌发病过程中, 免疫识别及免疫响

应机制的研究提供了参考。 
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泥蚶(Tegillarca granosa), 俗称“血蛤”, 隶属于

软体动物门(Mollusca)、瓣鳃纲(Lamellibranchia)、列

齿目(Taxodonta)、蚶科(Arcidae)、泥蚶属(Tegillarca), 

是一种典型的广温、广盐性滩涂贝类 , 广泛分布于

印度洋和西太平洋地区 , 在我国主要分布于山东半

岛以南沿海地区 , 是我国四大经济养殖贝类之一 , 

并在沿海生态系统中发挥着至关重要的生态作用

(李太武等, 2003; Shao et al, 2016; Shi et al, 2016)。

近年来养殖泥蚶的流行性疾病和大规模死亡时有发

生(金珊等 , 2002), 其中 , 弧菌性疾病最为常见 , 并

且导致的死亡最为严重 , 已然成为制约泥蚶养殖产

业健康发展的瓶颈问题之一(陈爱平, 2005; 陈爱平

等, 2007)。弧菌普遍分布于河口、海湾、近岸海域

的海水和海洋动物体内 , 截至目前弧菌科共发现 8

个属, 159 个种, 其中主要致病菌有副溶血弧菌(Vibrio 

parahaemolyticus)、哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)、鳗弧

菌(Vibrio anguillarum)、创伤弧菌(Vibrio vulnificus)、

溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)等(张晓华等, 2018)。目

前关于泥蚶致病弧菌的研究主要集中在副溶血弧菌

(刘文伟等, 2010; 汪青, 2012; Bao et al, 2013a, b; 

Yang et al, 2020b)、鳗弧菌(钟爱华等, 2020)、溶藻弧

菌(Yang et al, 2020a)和哈维氏弧菌(Song et al, 2017; 

Zha et al, 2017)等。其中, 有关泥蚶感染哈维氏弧菌

后, 机体免疫响应的研究报道较少。 
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细菌性疾病的暴发主要取决于宿主的体质、病原

菌的数量和宿主与病原菌之间的相互作用(Asplund 

et al, 2014)。当外来病原微生物入侵宿主机体时, 宿

主的免疫系统被激活, 主要通过识别和消除的方式, 

来保护自身避免受到病原体侵害。为了避免病原微生

物侵害, 维持机体各项功能正常运行, 宿主必须控制

病原菌在体内的荷载(Howick, 2017)。宿主的免疫系

统通过消化、降解、吞噬等方式来控制靶组织中病原

体的增殖, 以此来降低体内病原菌的数量, 这种宿主

抵御病原微生物的能力被称为免疫抗性(Boots et al, 

1999; Roy et al, 2000)。因此, 免疫抗性常以感染后宿

主体内靶组织中病原体数量来衡量(Murphy, 1987)。

宿主体内菌载量的变化规律反映了外来病原菌入侵

后, 宿主与病原菌之间的相互作用, 是一种重要的衡

量免疫抗性的指标。 

本研究采用浸泡感染实验模拟泥蚶在自然环境

下遭受哈维氏弧菌胁迫的环境。通过绘制哈维氏弧菌

的计数标准曲线, 检测攻毒水体中 24 h 内哈维氏弧

菌的浓度变化 , 分析感染后不同时间点泥蚶组织弧

菌载量的变化趋势 , 进而研究在不同浓度弧菌感染

下 , 攻毒水体的弧菌浓度与泥蚶肝胰腺的弧菌载量

的变化及相关性, 以期为泥蚶感染弧菌发病过程中, 

免疫识别及免疫响应机制的研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用的泥蚶 [壳长 (28.67±1.97) mm, 总重

(9.08±1.61) g]取自浙江省温州市乐清湾(121°E, 28°N), 

小心冲洗除去壳表污物后, 用浓度为 5 mg/L 的高锰

酸钾溶液浸泡 5—10 min, 将泥蚶置于室内 500 L大

桶中暂养一周[砂滤海水的 pH 8.3±0.1, 盐度 22.5±0.1, 

温度(28.0±2.0) °C]。暂养期间, 桶内海水保持连续充

气, 每 24 h 换水一次, 每日早晚定时各投喂硅藻(密

度为 5×104个/mL) 1次。 

实验所用的哈维氏弧菌菌株是本实验室 2014 年

从浙江滩涂发生规模性死亡的泥蚶中分离、鉴定并于

–80 °C冰箱中长期保存。将菌株划线于 2216E固体培

养基上, 28 °C 培养 24 h 后挑取单菌落于 5 mL 的

2216E液体培养基试管中, 28 °C摇床中培养 12 h, 摇

床转速为 160 r/min, 然后将其接种于大体积的 2216E

液体培养基扩大培养。 

1.2  实验方法 

1.2.1  弧菌计数标准曲线绘制    将哈维氏弧菌接

种至 50 mL 2216E液体培养基中, 在 28 °C摇床中培

养 12 h。用无菌 PBS溶液稀释成不同浓度的菌悬液。

具体操作为: 以无菌 PBS 溶液二次重悬弧菌培养液, 

分别吸取 10 μL、20 μL、50 μL、100 μL、200 μL、

0.5 mL、1 mL、2 mL加 PBS至终体积 10 mL, 稀释

成 8个不同浓度的菌悬液。以分光光度计测定的 8个

菌液的 OD560值为横坐标, 用硫代硫酸盐柠檬酸盐胆

盐蔗糖(TCBS)琼脂培养基平板计数法得到的相应的

弧菌浓度为纵坐标, 建立弧菌数与OD560值关系曲线, 

获得直线回归方程(沈锦玉等, 2009)。 

1.2.2  哈维氏弧菌感染实验 

(1) 哈维氏弧菌感染水体中, 哈维氏弧菌含量的

日变化。将已知浓度的哈维氏弧菌 , 按照设定浓度

1×107 CFU/mL添加至砂滤海水中。20 L海水中放入

30 颗泥蚶, 感染期间海水温度保持(28.50.5) °C, 持

续充气, 每天早晚定时投喂硅藻一次。分别在弧菌添

加前和添加后 0、3、6、12、18、24 h对实验水体进

行取样, 每次在不同位置、不同深度随机取 3个水样

检测水体中的哈维氏弧菌数量。24 h后更换实验海水

并重新添加弧菌 , 所有设置和取样时间同第一次实

验, 连续三天检测水体中哈维氏弧菌的数量变化, 取

平均值。实验设置 3 个感染组, 同时设置对照组, 即

不放置泥蚶, 其他操作同感染组。采用 SPSS22.0 单

因子方差分析(Analysis of variance, ANOVA), 检验不

同处理组间海水中哈维氏弧菌浓度日变化 , 显著性

水平设定为 P<0.05。 

(2) 哈维氏弧菌感染过程中, 泥蚶组织弧菌载量

变化。设置感染浓度为 1×107 CFU/mL, 对 400 只泥

蚶进行连续 7 d的哈维氏弧菌浸泡感染, 期间海水温

度保持(28.50.5) °C, 持续充气, 每 24 h更换海水和

弧菌。分别在感染实验前和感染实验后 1、3、6 d, 每

次取 50 颗泥蚶, 解剖取鳃、外套膜、闭壳肌、肝胰

腺、血液用于弧菌载量检测。攻毒前后同一时间点泥

蚶不同组织、同一组织不同个体间弧菌载量差异显著

性检验采用 One-way ANOVA方法, 显著性水平设定

为 P<0.05。 

(3) 泥蚶体内弧菌载量与弧菌感染强度的相关

性分析。实验设置 1×105、1×106、1×107、5×107 CFU/mL

四个不同强度的哈维氏弧菌刺激, 每个实验组设置 6

个重复, 每个重复 50 颗泥蚶, 以不添加哈维氏弧菌

的砂滤海水为对照组。实验共进行 15 d, 浸泡感染 7 d, 

后 8 d 停止添加弧菌 , 实验期间保持海水温度

(28.50.5) °C, 每 24 h全换水并重新添加弧菌。在感
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染实验开始后的 1 d和 5 d, 在 3个重复组中随机各取

10颗泥蚶用于检测泥蚶肝胰腺的弧菌载量。同时, 每

天观察记录另外 3 个重复组泥蚶的死亡情况。采用

SPSS22.0 Spearman秩相关性分析泥蚶肝胰腺与实验

水体中弧菌含量的相关关系; 感染后 1 d和 5 d在不

同浓度下泥蚶体内弧菌载量差异显著性检验采用

One-way ANOVA方法, 显著性水平设定为 P<0.05。 

1.2.3  哈维氏弧菌数量检测    通过涂板计数的方

式检测海水中弧菌总数和泥蚶组织中的弧菌载量。泥

蚶组织先用无菌生理盐水冲洗 , 定性滤纸吸干表面

水分, 经分析天平称重后, 按 1︰9 (质量体积分数)加

无菌生理盐水稀释, 用眼科剪破碎, 将组织原液和血

液梯度稀释 10×、100×、1 000×, 分别吸取 100 μL涂

于 TCBS琼脂培养基平板上。28 °C培养 20—24 h后

进行菌落计数 , 组织弧菌载量根据稀释倍数和组织

重换算成 CFU/mg, 血液弧菌载量根据稀释倍数换算

成 CFU/mL。数据经过 lg值转换后进行分析。 

2  结果 

2.1  弧菌计数标准曲线 

以不同浓度菌悬液在 OD=560 nm处的吸光值为

横坐标, TCBS 平板计数值为纵坐标, 拟合得到一条

直线, 其回归方程为 y=(95.64x+0.291 3)×107 (y为菌

液浓度, x为 OD560值), R2=0.992 6, 表明 OD560值在

0.01—0.60 之间, 菌液含菌量呈良好的线性关系(图

1)。利用该标准曲线能快速检测本研究培养的哈维氏

弧菌浓度 , 为后续感染实验中弧菌浓度的快速测定

提供依据。 

 

图 1  哈维氏弧菌数与 OD560值关系曲线 
Fig.1  The relationship between the number of V. harveyi and 

the OD560 
 

2.2  攻毒水体中哈维氏弧菌含量的日变化趋势 

为了检测哈维氏弧菌浸泡感染实验中 , 海水中

弧菌浓度能否达到预设浓度要求 , 我们监测了感染

过程中弧菌在水体中的动态变化过程。结果表明, 砂

滤海水中弧菌浓度为(32.25±5.14) CFU/mL, 按照设

定的 1×107 CFU/mL的浓度添加哈维氏弧菌后, 0 h弧

菌感染组海水中活菌初始浓度为 (1.06±0.08)×107 

CFU/mL, 对照组活菌初始浓度为 (1.07±0.04)×107 

CFU/mL, 均能够达到预期的弧菌浓度。弧菌感染组

6 h和 12 h活菌浓度与 0 h无显著差异, 随后海水中

活菌浓度逐渐下降 , 24 h 最低为 (7.83±0.15)×106 

CFU/mL。对照组活菌浓度在弧菌加入后, 逐渐上升, 

在 12 h达到最大, 为(1.54±0.93)×107 CFU/mL, 之后

缓慢下降至(1.20±0.05)×107 CFU/mL (图 2)。24 h内弧

菌感染组有约 1/2的时间里海水中的弧菌浓度维持在

1×107 CFU/mL, 对照组海水中的有效浓度基本维持

在 1×107 CFU/mL以上; 并且对照组的弧菌浓度高于

感染组。 

 

图 2  攻毒水体中哈维氏弧菌数量的日变化(h) 
Fig.2  Daily variation of bacterial number in seawater under V. 

harveyi challenge (h) 
注: 图中同一曲线中标有不同字母表示组间差异显著(P<0.05), 

标相同字母表示组间差异不显著(P>0.05) 

 

2.3  弧菌攻毒过程中泥蚶不同组织弧菌载量变化 

哈维氏弧菌浸泡感染过程中 , 对泥蚶不同组织

弧菌载量的变化趋势进行分析, 结果显示(表 1), 哈

维氏弧菌感染前, 50颗泥蚶鳃、外套膜、闭壳肌、肝

胰腺、血液中哈维氏弧菌的检出率分别为 34.0%、

28.0%、30.0%、30.0%、36.0%, 血液弧菌载量显著高

于其他 4个组织。感染后 1 d泥蚶组织中哈维氏弧菌

载量较感染前有显著增加 , 其中血液弧菌载量最高

为(31 946.00±19 633.84) CFU/mL, 增加了 591倍, 绝

对弧菌载量和相对增加倍数均显著高于其他各组织。

在持续感染的 3 d, 泥蚶各组织的弧菌载量较 1 d显著

下降(P<0.05); 除肝胰腺组织外, 感染后 6 d其他组织

的弧菌载量均处于与 3 d相当的水平(P>0.05)。 
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表 1  哈维氏弧菌感染前后泥蚶组织中的弧菌载量 
Tab.1  The Vibrio load in clam T. granosa under V. harveyi challenge 

弧菌载量 
组织 

感染前 感染后 1 d 感染后 3 d 感染后 6 d 

鳃(CFU/mg) 0.88±1.97aA 53.19±76.90aC 7.41±10.41aB 10.17±14.01aB 

外套膜(CFU/mg) 1.06±2.40aA 116.51±184.63abC 13.71±18.73aB 13.21±14.34aB 

闭壳肌(CFU/mg) 0.71±1.65aA 90.56±114.65abC 10.85±13.43aB 12.34±18.40aB 

肝胰腺(CFU/mg) 0.98±2.03aA 125.21±123.07bC 36.14±60.44bB 67.89±73.06bC 

血液(CFU/mL) 54.60±113.73bA 31 946.00±19 633.84cC 6 872.60±10 242.83cB 9 009.60±12 744.11cB 

注: 表中数据不同小写字母表示相同时间下不同组织弧菌载量之间的差异显著(P<0.05); 不同大写字母表示相同组织下不同时间弧菌载量

之间的差异显著(P<0.05) 

 
攻毒后泥蚶同一组织不同个体弧菌载量存在较

大差异(图 3)。感染前泥蚶鳃、外套膜、闭壳肌和肝

胰腺有 90%的个体弧菌载量处于 100 CFU/mg 数量

级。感染 1 d, 鳃组织的弧菌载量为 (53.19±76.90) 

CFU/mg, 16%的泥蚶处于 100 CFU/mg数量级, 72%处

于 101 CFU/mg数量级, 12%处于 102 CFU/mg数量级; 

外套膜的弧菌载量为(116.51±184.63) CFU/mg, 16%

的泥蚶处于 100 CFU/mg 数量级 , 60%处于 101 

CFU/mg数量级, 24%处于 102 CFU/mg数量级; 闭壳

肌的弧菌载量为(90.56±114.65) CFU/mg, 16%的泥蚶

处于 100 CFU/mg数量级, 58%处于 101 CFU/mg数量

级, 26%处于 102 CFU/mg数量级; 肝胰腺的弧菌载量

为 (125.21±123.07) CFU/mg, 12%的泥蚶处于 100 

CFU/mg 数量级 , 44%处于 101 CFU/mg 数量级 , 

44%处于 102 CFU/mg数量级 ; 血液的弧菌载量为

(31 946.00±19 633.84) CFU/mL, 14%的泥蚶处于 103 

CFU/mL数量级, 86%处于 104 CFU/mL数量级。在感

染后 3 d, 泥蚶体内弧菌载量下降, 鳃、外套膜、闭壳

肌的弧菌载量主要分布在 100 CFU/mg 数量级, 分别

占比 82.0%、72.0%和 68.0%; 肝胰腺弧菌载量主要在 

 

图 3  哈维氏弧菌攻毒过程中泥蚶组织中弧菌载量的分布 
Fig.3  The distribution of Vibrio load in clam T. granosa tissues under V. harveyi challenge 

注: a. 鳃, b. 外套膜, c. 闭壳肌, d. 肝胰腺, e. 血液 
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101 CFU/mg数量级, 占比 62.0%; 血液中弧菌载量在

102 CFU/mL数量级占比 26.0%, 在 103 CFU/mL数量

级占比 58.0%。在感染后 6 d, 鳃、闭壳肌、外套膜的

弧菌载量在 100 CFU/mg 较多, 分别占比 74.0%、

58.0%、72.0%; 肝胰腺的弧菌载量在 101较多, 占比

68.0%; 血液的弧菌载量在 103较多, 占比 64.0%。 

2.4  泥蚶体内弧菌载量与弧菌感染浓度的相关性分析 

不同浓度的哈维氏弧菌感染实验结果表明 , 在

感染 1 d, 随着弧菌感染浓度的增加, 泥蚶肝胰腺中

弧菌载量也呈现出升高的趋势, 与对照组相比, 感染

组肝胰腺弧菌载量增加了 81.0—667.8 倍, 显著高于

对照组 , 且与水体中的弧菌含量呈显著的正相关

(Spearman’s ρ=0.762, P<0.001)。在感染 5 d, 四个弧菌

浓度感染组泥蚶肝胰腺弧菌载量较 1 d 均明显减少, 

除 1×105 CFU/mL感染组外, 其余感染组泥蚶肝胰腺

弧菌载量仍然显著高于对照组 (P<0.05), 1×105 

CFU/mL浓度组 1 d的弧菌载量是 5 d的 16.2倍, 5×107 

CFU/mL浓度组 1 d则为 5 d的 7.0倍(图 4)。同时我

们统计了不同浓度哈维氏弧菌感染过程中泥蚶的死

亡情况(图 5), 发现在 1×105 CFU/mL 感染浓度下, 

泥蚶未出现死亡; 在 1×107 CFU/mL条件下泥蚶累计

死亡率为(6.67±2.31)%; 在 5×107 CFU/mL 条件下泥

蚶累计死亡率高达 100%。以上结果表明弧菌感染导

致泥蚶死亡是一个阈值性状 , 泥蚶健康或死亡与其

体内弧菌载量之间的关系有待于进一步研究。 

 

图 4  不同浓度哈维氏弧菌感染后 1 d和 5 d泥蚶肝胰腺哈

维氏弧菌载量变化 
Fig.4  Bacterial load of T. granosa hepatopancreas challenged 

by different dose of V. harveyi at 1- and 5-day post infection 
注: 图中含有不同字母表示在同一天弧菌载量之间的差异显著

(P<0.05) 

 

图 5  不同浓度哈维氏弧菌感染下泥蚶存活率 
Fig.5  Survival rate of T. granosa challenged by different dose 

of V. harveyi 

3  讨论 

3.1  攻毒水体中哈维氏弧菌含量的日变化分析 

目前, 在水产动物的免疫学研究中, 常常利用外

界病原菌刺激的方法来模拟宿主在自然条件下的胁

迫环境 , 然而宿主体内的病原菌及其含量阈值是激

活宿主机体免疫系统的前提条件(王瑞等, 2019)。本

研究通过人工浸泡感染的方法模拟自然条件下哈维

氏弧菌的感染过程 , 获得泥蚶在自然环境死亡相同

的症状。为了明确弧菌添加到水体后的生长繁殖规律, 

及能否达到预期设定的浓度。本研究采用 TCBS琼脂

培养基平板计数法 , 对实验水体中的哈维氏弧菌活

菌数量进行计数。弧菌添加到海水后实测的初始浓度

与设定浓度基本一致 , 证明了弧菌计数标准曲线的

准确性。感染组在 0—3 h弧菌数量呈现下降趋势, 推

测可能是泥蚶通过滤食作用 , 同时摄食了单胞藻和

哈维氏弧菌。经过一段时间的适应, 弧菌开始繁殖, 

海水中出现大量泡沫, 水体变得浑浊, 臭味变浓, 因

此, 海水中弧菌浓度在 3—6 h呈现上升的趋势。6 h

后攻毒水体的的弧菌数量下降 , 可能由于水体中营

养物质的消耗以及泥蚶的滤食作用导致。实验过程中, 

感染组至少有 1/2 的时间弧菌浓度维持在 1×107 

CFU/mL, 表明人工浸泡感染实验能很好的模拟泥蚶

在自然环境中的弧菌胁迫 , 为进一步研究弧菌载量

提供了可能。 

3.2  弧菌攻毒过程泥蚶不同组织中弧菌载量变化分析 

弧菌持续感染泥蚶过程中 , 弧菌与宿主细胞间

的相互作用, 包括体表吸附、侵袭、体内增殖、产生

毒素等(Elston et al, 1980), 会激发宿主的一系列免疫

反应。泥蚶不同组织中弧菌载量检测结果, 显示了弧
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菌在泥蚶体内增殖、死亡的过程。与感染前泥蚶相比, 

感染后 1 d弧菌在各组织中数量显著上升。随着泥蚶

细胞免疫和体液免疫系统被激活, 吞噬作用、溶酶体

降解作用、抗菌肽抑菌作用启动, 体内大多数病原弧

菌被杀死, 因此, 感染后 3 d 检测到的弧菌数量迅速

下降 , 后期维持较低水平。王瑞等 (2019)在对文蛤

(Meretrix petechialis)进行副溶血弧菌感染的实验中, 

也发现了文蛤体内弧菌载量总体变化趋势表现为先

急剧上升, 后迅速下降, 并在后期维持一个较低的水

平。Wang 等(2010)利用副溶血弧菌人工感染长牡蛎

(Crassostrea gigas), 结果发现牡蛎各组织的副溶血

载量的变化趋势也与本文一致。 

贝类致病弧菌的特异性富集组织仍然没有统一

的认识 , 有研究表明副溶血弧菌可在牡蛎 (Tiostrea 

chilensis)消化腺(包括肠胃和消化盲囊)和鳃组织中高

效富集(Cabello et al, 2005), 创伤弧菌可在美洲牡蛎

(Crassostrea virginica)淋巴、闭壳肌和外套膜中大量

增殖(Tamplin et al, 1992)。本研究发现在哈维氏弧菌

感染下, 泥蚶鳃、闭壳肌、外套膜、肝胰腺和血液中

均能检出弧菌, 血液中弧菌载量最高, 且显著高于其

他组织, 不同组织呈现弧菌载量的富集差异性。在感

染过程中, 泥蚶处于开口状态, 外界高浓度的弧菌与

泥蚶血窦直接接触 , 弧菌可能通过扩散作用进入血

液中, 导致血液中弧菌载量大量富集。外套膜直接接

触外界环境, 是泥蚶过滤防御细菌、病毒等第一道屏

障(周永灿等, 1997); 鳃是泥蚶的呼吸摄食器官, 直

接与水环境接触 , 具有气体交换与滤食水中颗粒物

的作用(陈彩芳等, 2012), 在此过程中可能伴随弧菌

的侵入。肝胰腺的主要功能是饵料消化, 弧菌会随饵

料一同被泥蚶摄食 , 导致肝胰腺中有大量的弧菌累

积。闭壳肌的功能是控制泥蚶两壳开合, 在外套膜的

免疫防线之内(赵丹等, 2020), 推测弧菌随体液循环

导致闭壳肌中有弧菌被检测到。贝类的细胞免疫和体

液免疫协同作用, 共同保护机体免受病原体的损害。

因此 , 我们推测泥蚶体内弧菌载量的迅速降低以及

弧菌载量的个体差异 , 可能与机体的免疫应答的强

弱有关 , 这种泥蚶个体水平和不同组织的载菌差异

为我们进行免疫抗病性状指标的筛选提供了素材。 

3.3  泥蚶体内弧菌载量与弧菌感染浓度的相关性分析 

无脊椎动物的免疫防御主要依赖于其先天免疫

系统 , 其中肝胰腺是一个重要的免疫器官 (Rőszer, 

2014)。本研究发现在感染早期, 随着水体中弧菌浓度

的升高, 泥蚶肝胰腺的弧菌载量也随之变高。王瑞等

(2019)在副溶血弧菌感染文蛤的研究中发现与本文相

一致的结果, 即攻毒前期, 文蛤肝胰腺的弧菌载量随

攻毒水体中弧菌浓度的升高而升高。不同强度的弧菌

对泥蚶的死亡率有极大影响, 高浓度组会提前宿主的

死亡时间, 且导致高死亡率。同样在哈维氏弧菌感染

皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)的研究中也发现类似

的结果(何婷婷, 2018)。不同强度的病原菌感染导致宿

主产生不同程度的免疫响应。例如, 用不同浓度灿烂

弧 菌 (Vibrio splendidus) 感 染 厚 壳 贻 贝 (Mytkilus 

coruscus)能引起宿主体内免疫相关因子发生不同程度

的变化, 导致宿主体内免疫机制响应的差异(梁箫等, 

2018)。不同强度的弧菌感染造成泥蚶体内弧菌载量的

差异, 可能会引起泥蚶免疫系统产生不同程度的响应, 

最终导致死亡率差异。受到病原侵染的宿主会产生一

系列免疫反应, 通过水解ATP, 消耗机体能量, 产生大

量活性氧, 免疫反应过强的个体, 其活性氧分子在清

除外来入侵的病原菌的同时也会对宿主的细胞、组织

和器官造成损伤, 从而导致宿主生理功能的损伤和免

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, 另一个造成宿主高死亡率的原因(Yu, 1994)。 

4  结论 

本研究通过哈维氏弧菌浸泡感染来模拟泥蚶在

自然界的弧菌胁迫环境。采用比浊法获得了哈维氏弧

菌的计数标准曲线。通过 TCBS平板计数对攻毒水体

中 24 h内哈维氏弧菌的浓度进行检测, 发现 24 h内

浓度为 1×107 CFU/mL的弧菌感染组有约 1/2的时间

里海水中的弧菌浓度维持在预设浓度。分析了弧菌感

染前后不同时间点泥蚶组织中弧菌载量的变化规律, 

发现泥蚶组织中的弧菌载量呈现先上升, 再下降, 最

后维持较低水平的变化趋势 , 其中血液中的弧菌载

量显著高于其他 4个组织。采用不同浓度的哈维氏弧

菌浸泡感染实验 , 分析攻毒水体中的弧菌浓度与泥

蚶体内肝胰腺弧菌载量的相关性分析, 发现 1 d时各

感染组肝胰腺弧菌载量均较对照组显著增加 , 且与

浸泡水体中弧菌浓度呈显著正相关, 5 d 时各侵染组

肝胰腺弧菌载量均较 1 d明显降低, 但仍然高于对照

组。研究结果为泥蚶感染弧菌发病过程中免疫识别及

免疫响应机制的研究提供了参考。 
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LOAD VARIATION OF VIBRIO HARVEYI IN THE BLOOD CLAM  
TEGILLARCA GRANOSA 

YANG Qian-Yuan1, 2,  TENG Shuang-Shuang2,  CAI Yi-Long2,  XIAO Guo-Qiang1, 2,  CAI Xi-Li3 
(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, 

China; 2. Zhejiang Mariculture Research Institute; Zhejiang Key Laboratory of Exploitation and Preservation of Coastal 
Bioresource; Wenzhou Key Laboratory of Marine Biological Genetics and Breeding, Wenzhou 325005, China; 3. Pingyang 

Agriculture and Rural Bureau of Zhejiang Province, Pingyang 325499, China) 

Abstract    To understand the variation detail of bacterial load in different tissues of the blood clam Tegillarca granosa 

(including gill, mantle, adductor, hepatopancreas, and blood) under Vibrio harveyi challenge, a V. harveyi immersion 

experiment was conducted and the standard curve of V. harveyi concentration was established by turbidimetric method, 

from which the dynamic relationship between the bacterial growth and reproduction in seawater under Vibrio challenge in 

24 h was described, the bacterial load of the blood clam tissues was calculated, and the relationship between the Vibrio load 

in hepatopancreas and the immersion different concentrations (1×105, 1×106, 1×107, 5×107 CFU/mL) of Vibrio in seawater 

was specified. The results showed that the Vibrio load in the clam blood was significantly higher than in other tissues under 

the concentration of 1×107 CFU/mL. The bacterial load in the tissues was increased at first, then decreased, and finally 

stayed at a low level. The Vibrio load in the blood was decreased to 102—104 CFU/mL, and the Vibrio load in other tissues 

was decreased to 100—102 CFU/mg. Under different Vibrio concentrations, the Vibrio load in the hepatopancreas increased 

significantly on Day 1, which was 81.0—667.8 times of that of the control. Correlation between the bacterial load and the 

Vibrio dose in the seawater was significantly positive (Spearman’s ρ=0.762, P<0.001). The bacterial load in the 

hepatopancreas was obviously decreased on Day 5, which was still higher than that of the control. This study provided a 

reference for the immune recognition and response during pathogenesis by Vibrio infection in T. granosa. 

Key words    Tegillarca granosa;  Vibrio harveyi;  Vibrio load;  immune resistance 

 


