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哈维氏弧菌对泥蚶的毒性及半致死浓度研究 
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摘要: 为构建泥蚶感染弧菌标准技术体系, 本研究采用哈维氏弧菌浸泡感染和注射胁迫两种攻毒方式对

泥蚶进行了急性毒性实验, 观察泥蚶在菌液胁迫下的存活情况, 分析哈维氏弧菌对泥蚶的半致死浓度。

浸泡感染实验结果表明, 随着感染水体中弧菌升高, 泥蚶死亡起始时间和最大日死亡率时间均有所提前, 

泥蚶死亡情况呈现上升趋势, 当浸泡浓度超过 2×107 CFU/mL, 泥蚶 15 d 累计死亡率接近 100%。注射胁

迫实验结果表明, 泥蚶死亡率与弧菌注射浓度呈显著正相关(r=0.964, P<0.01)。Probit 回归分析结果显示, 

哈维氏弧菌浸泡感染泥蚶 7 d 后停止实验, 15 d 的半致死浓度(LC50)为 1.35×107 CFU/mL; 注射胁迫下的

96 h 半致死剂量(96 h LD50)为 2.12×107 CFU/g, 说明哈维氏弧菌对泥蚶有明显的毒害作用。研究结果为泥

蚶对哈维氏弧菌耐受性提供数据参考, 并且为泥蚶弧菌病防治提供了理论基础。 
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泥蚶(Tegillarca granosa)隶属软体动物门(Mol-

lusca)、双壳纲(Bivalvia)、列齿目(Taxodonta)、蚶科

(Arcidae)、泥蚶属(Tegillarca), 俗称“血蛤”, 因其

血细胞中含有特殊的血红蛋白而得名, 是栖息于浅

海滩涂的习见双壳贝类, 具有重要的商业和生态价

值[1-2]。病原体入侵是贝类流行性疾病和大规模死亡

的重要原因之一[3-4]。据不完全统计, 每年中国养殖

贝类因病害造成的直接经济损失高达 20 亿~30 亿元[5]。

其中由弧菌病所造成的经济损失占据重要部分 [6], 

贝类弧菌病作为影响最严重的细菌性疾病, 制约着

养殖产业的健康发展 [7]。因此 , 开展泥蚶弧菌病的

研究, 对加强泥蚶病害免疫预防和促进泥蚶养殖产

业健康可持续发展尤为重要。 

哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)是常见的海洋动物致

病弧菌之一。已有研究表明, 哈维氏弧菌可感染紫贻

贝(Mytilus galloprovincialis)[8]、菲律宾蛤仔(Ruditapes 

philippinarum)[9]、魁蚶(Scapharca broughtonii)[10]、海

湾扇贝(Argopecten irradins)[11]、长牡蛎(Crassostrea 

gigas)[12-13]和文蛤(Meretrix meretrix)[14]等经济贝类 , 

并导致其死亡, 给贝类产业带来严重的经济损失。但

目前有关泥蚶感染哈维氏弧菌的研究报道较少。 

半致死浓度(median lethal concentration, LC50)或

半致死剂量(median lethal dose, LD50)是指某种因素

(如药物、毒物、细菌、理化刺激等)在急性实验动物

中引起半数动物死亡的浓度或剂量, 常用来衡量该因

素对实验动物毒力或效力的指标[15-16]。腹腔注射哈维

氏弧菌感染健康牙鲆(Paralichthys olivaceus), 攻毒后

14 d 牙鲆的半致死剂量(LD50)为 4.64×106 CFU/mL[17]。

腹腔注射哈维氏弧菌感染石斑鱼(Epinephelus spp.) 

4 d 的半致死剂量(LD50)为 1.2×105 CFU/g[18]。腹腔

注射哈维氏弧菌感染凡纳滨对虾(Litopenaeus van-

namei), 感染 4 d 后凡纳滨对虾的半数致死浓度为

8.12×103 CFU/mL[19]。高晓建等 [13]通过闭壳肌注射

的方式对长牡蛎(C. gigas)进行感染, 发现 4 株哈维

氏弧菌对长牡蛎 48 h 的半数致死剂量 LD50 分别为
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2.8×105、1.1×105、1.8×105 和 1.6×105 CFU/mL。何婷

婷 [20]采用浸泡感染和肌肉注射两种方式, 研究了哈

维氏弧菌对皱纹盘鲍(Haliotis discus hannai)和绿盘

鲍(H. fulgens)毒性效应 , 结果表明半致死浓度与受

试物种规格、实验胁迫条件、感染方式等有关。由

此可见, 哈维氏弧菌对水产经济物种具有一定的毒

害作用, 但目前还未见有关哈维氏弧菌对泥蚶的半

致死浓度的研究。本研究采用浸泡感染和注射胁迫

两种方式, 通过不同浓度哈维氏弧菌对泥蚶进行胁

迫 , 记录个体死亡情况 , 进一步统计出哈维氏弧菌

导致泥蚶死亡的半致死浓度(剂量)。为探索泥蚶对哈

维氏弧菌耐受性、养殖环境条件要求等提供有价值

的实验数据, 并且为泥蚶弧菌病防治提供了一定的

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验所用泥蚶 [壳长 : (30.69±1.28) mm, 总重 : 

(9.84±1.13) g]取自浙江省温州市乐清湾(121°E, 28°N), 

用海水小心冲洗壳表污物后, 用浓度为 5 mg/L 高锰

酸钾溶液浸泡 5~10 min。注射实验所用泥蚶在壳缘

中间部位用电钻进行打孔处理(孔径约为 1 mm), 再

将泥蚶置于室内 400 L 大桶中暂养 1 周[砂滤海水的

pH: 8.1±0.2, 盐度: 22.4±0.1, 温度: (28±2.0) ℃]。暂

养期间未发现疾病及死亡症状 , 期间持续曝气 , 每

24 h 换水一次 , 每天早晚定时投喂球等鞭金藻

(Isochrysis galbana)。 

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并放于–80 ℃

冰箱中长期保存。将菌株划线于 2216E 固体培养基上, 

28 ℃培养 24 h 后挑取单菌落于 50 mL 的 2216E 液体培

养基试管中, 28 ℃振动摇床中培养 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。将弧菌菌液 5 000 r/min, 离心 5 min, 以

无菌 PBS 缓冲溶液二次等体积重悬。菌液浓度通过分

光光度计在吸光度为560 nm比浊测定后根据计数标准

曲线计算得到[21]。 

1.2  实验方法 

1.2.1  浸泡感染 

实验设置 1×107、1.25×107、1.5×107、1.75×107、

2×107、3×107、4×107 CFU/mL 7 种不同浓度弧菌浸泡

感染, 每组 3 个重复, 每个重复 40 颗泥蚶, 以不添加

哈维氏弧菌的砂滤海水为对照组, 整个过程持续曝气, 

维持水温(28±0.5) ℃。实验共进行 15 d, 浸泡感染 7 d, 

后 8 d停止添加弧菌(即当实验泥蚶的累计死亡率达约

50%时停止攻毒), 感染期间 24 h 全换水并重新添加

弧菌, 停止感染后继续每 24 h 更换海水。同时对泥蚶

每天的存活情况进行监测, 个体死亡以外套膜萎缩破

损, 双壳持久张开, 数次刺激无闭壳反应为标准。当

泥蚶连续 3 d 未出现死亡即停止实验。 

1.2.2  注射胁迫 

根据预实验结果, 设定 5 个不同剂量组分别为

5×106、1.5×107、3.0×107、4.5×107、6.0×107 CFU/g。

注射胁迫实验操作参考 Yue 等[22]具体步骤如下: 哈

维氏弧菌培养液经无菌的 PBS 溶液洗涤两次后, 洗

净残留培养基后重悬菌液, 利用弧菌计数标准曲线

确定弧菌浓度 , 用无菌 PBS 溶液调整弧菌浓度为

1×109、3×109、6×109、9×109、1.2×1010 CFU/mL 的

菌悬液, 以注射不添加弧菌的无菌 PBS 溶液作对照

组, 共 6 组处理, 每个处理 3 个平行, 每个平行 20

颗泥蚶。随机选取经打孔处理的健康泥蚶, 用无菌微

量注射器吸取 50 μL菌悬液, 从打孔处经斧足注射至

肝胰腺中。保证每颗泥蚶的注射位置、深度基本接

近, 注射后室温放置 2 h 后, 再置于砂滤海水中, 维

持水温(28±0.5) , ℃ 持续曝气, 24 h 全换水并投喂球

等鞭金藻。在 12 h、24 h、48 h、72 h、96 h 观察泥

蚶存活状态, 清理并记录各注射组死亡泥蚶个数。 

1.3  数据分析 

本研究实验数据采用 SPSS 22.0 软件和 Origin 

2019b 软件进行分析绘图, 数据以平均数±标准差表

示。采用 Kaplan-Meier 生存分析中 Log Rank 检验不

同浸泡感染浓度下泥蚶存活率的差异, P<0.05 被认

为具有显著性差异。运用 Probit 回归分析计算泥蚶

的半致死浓度(剂量)。采用 Pearson 相关分析泥蚶死

亡率与弧菌注射浓度的相关性。 

2  结果 

2.1  哈维氏弧菌浸泡感染下泥蚶死亡情况 

对不同浓度哈维氏弧菌浸泡感染导致的泥蚶死亡

情况进行统计分析。结果显示(图 1), 感染后 3 d 泥蚶开

始出现死亡, 弧菌感染组 2×107 CFU/mL、3×107 CFU/mL

和 4×107 CFU/mL, 泥蚶日死亡率分别为(0.83±1.44)%、

(1.67±2.89)%和 (3.33±3.82)%。弧菌感染浓度为 1× 

107 CFU/mL、1.25×107 CFU/mL、1.75×107 CFU/mL 和
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2×107 CFU/mL 的感染组, 泥蚶在 7 d 死亡率最高, 分别

为(2.50±4.33)%、(10.83±8.78)%、(13.33±5.77)%和(17.50± 

5.00)%; 浸泡浓度为 1.50×107 CFU/mL时, 在 8 d死亡率

最高为(14.17±1.44)%; 在 3×107 CFU/mL 时, 在 6 d 死亡

率最高为(41.67±3.82)%; 在 4×107 CFU/mL 时, 在 5 d 死

亡率最高为(39.17±5.20)%。由此可见, 随着感染水体中

弧菌浓度升高, 泥蚶死亡起始时间和最大日死亡率时间

均有提前的趋势。 

 

图 1  不同浓度哈维氏弧菌浸泡感染过程中泥蚶的日死亡率 

Fig. 1  Daily mortality rate of T. granosa during 15 days of its immersion in different doses of V. harveyi 

 
对不同浓度哈维氏弧菌浸泡下泥蚶进行生存分析

发现(图 2), 对照组泥蚶在 15 d 内能正常生活, 无死亡

个体出现, 由此可证明感染组泥蚶个体死亡均是哈维

氏弧菌刺激导致。浸泡浓度为 1×107、1.25×107、1.5×107、

1.75×107、2×107、3×107、4×107 CFU/mL 泥蚶的平均

存活时间为(14.51±0.17) d、(11.56±0.35) d、(10.41±0.34) 

d、(9.06±0.30) d、(7.10±0.17) d、(5.59±0.09) d 和(5.27± 

 

图 2  不同浓度哈维氏弧菌浸泡下泥蚶的 Kaplan-Meier 生

存曲线 

Fig. 2  Kaplan-Meier survival estimates of T. granosa im-
mersed in different doses of V. harveyi 

0.09) d, 各组间的生存天数具有显著性差异(P<0.05)。 

此外, 从图 3 可看出, 在 1×107 CFU/mL 的感染

条件下, 泥蚶累计死亡率为(6.67±2.89)%; 在 1.25× 

107 CFU/mL 条件下, 累计死亡率为(47.50±8.66)%; 

1.50×107 CFU/mL 条件下 , 累计死亡率为(63.33± 

5.20)%, 1.75×107 CFU/mL 条件下泥蚶累计死亡率为

(80.83±3.82)%; 2×107 CFU/mL 条件下泥蚶累计死亡率 

 

图 3  不同浓度哈维氏弧菌浸泡下泥蚶的累计死亡率 

Fig. 3  Proportion of T. granosa that died after being im-
mersed in different doses of V. harveyi 
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为(98.33±1.44)%, 在 3×107 CFU/mL 和 4×107 CFU/mL

泥蚶累计死亡率高达 100%。由此可见, 泥蚶死亡情况

先是呈现迅速上升, 当浸泡浓度超过 2×107 CFU/mL, 

泥蚶 15 d 累计死亡率接近 100%。上述结果表明弧菌

感染导致泥蚶死亡是一个阈值性状。 

2.2  浸泡感染下泥蚶半致死浓度(LC50)  

运用 SPSS22.0 对所得实验数据进行 Probit 回归

分析后, 得到回归方程为: Y=10.89X–77.66 (R2=0.954, 

P<0.001), 浸泡感染下泥蚶半致死浓度 LC50 为 1.35× 

107 CFU/mL, 在置信系数 a=0.05 时的置信区间为

1.26×107 CFU/mL≤LC50≤1.44×107 CFU/mL。 

2.3  哈维氏弧菌注射胁迫下泥蚶死亡情况 

通过注射实验观察, 在 96 h 内注射 PBS 溶液的

对照组泥蚶能正常生活, 无死亡个体。由此可证明不

同注射组泥蚶个体死亡均是哈维氏弧菌刺激导致。

随着弧菌注射浓度从 5×106 CFU/g~6.0×107 CFU/g 逐

渐升高, 实验泥蚶总体死亡情况先呈现迅速上升的

趋势, 当注射浓度≥3×107 CFU/g, 泥蚶 96 h 累计死

亡率缓慢上升(图 4)。 

 

图 4  不同浓度哈维氏弧菌注射胁迫泥蚶 96 h 累计死亡率 

Fig. 4  The 96-h mortality rate of T. granosa after being 
injected with different doses of V. harveyi 

 
根据不同浓度哈维氏弧菌注射胁迫下泥蚶不同

时间段死亡情况发现 (图 5), 相同时间内不同注射

组泥蚶死亡数量与哈维氏弧菌胁迫浓度呈显著正相

关 (r=0.964, P<0.01), 而且在最高浓度注射组 (6.0× 

107 CFU/g)中泥蚶死亡率在实验开始的 24 h 内达到

(38.33±5.77)%。 

 

图 5  不同浓度哈维氏弧菌注射胁迫下泥蚶不同时间段死

亡情况 

Fig. 5  Mortality rates of T. granosa after being injected with 
different concentrations of V. harveyi at different times 

 

2.4  注射胁迫下泥蚶半致死剂量(LD50) 

运用 SPSS22.0 对所得实验数据进行 Probit 回归

分析后 , 得到回归方程为 : Y=1.42X–0.4 (R2=0.928, 

P<0.001), 注射胁迫下泥蚶 96 h 半致死剂量(96 h 

LD50)为 2.12×107 CFU/g, 在置信系数 a=0.05 时的置

信区间为 1.63×107 CFU/g≤LD50≤2.70×107 CFU/g。 

3  讨论 

3.1  哈维氏弧菌浸泡感染下泥蚶死亡情况

分析 

哈维弧菌的致病性与胞外产物 (extracellular 

products, ECP)的分泌(如蛋白酶、溶血素、脂肪酶和

脂多糖等)、群体效应、形成特殊的生物膜、噬菌体

感染以及结合铁的能力等因素相关。弧菌刺激后早

期泥蚶体内会产生一系列免疫反应, 机体会出现组

织损伤等症状[23-24]。本研究发现随着感染水体中弧

菌增加, 泥蚶起始死亡和最大日死亡率时间均有提

前趋势。在副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)浸泡感染

文蛤的实验中, 也发现与本文相似的实验结果[25]。推

测可能海水中弧菌浓度越高, 有更多的弧菌黏附、侵

袭、在宿主体内增殖及产生毒素, 对宿主的细胞、组

织和器官造成损伤程度越大, 最终高浓度的弧菌感

染, 会提前泥蚶的死亡时间。本研究还发现泥蚶死亡

情况先是呈现迅速上升 , 当浸泡浓度超过 2×107 

CFU/mL, 泥蚶 15 d 累计死亡率接近 100%。推测当
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弧菌侵入泥蚶体内, 会激发宿主细胞免疫和体液免

疫来抵御外来入侵病原弧菌, 泥蚶免疫反应存在个

体差异性, 少数免疫调节能力弱的个体会提前死亡, 

当外界环境中的弧菌浓度高于泥蚶自身免疫调节阈

值时, 泥蚶会出现大规模死亡。这与 Xia 等[26]利用哈

维氏弧菌感染凡纳滨对虾的研究结果一致。 

3.2  哈维氏弧菌注射胁迫下泥蚶死亡情况

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 , 在软体

动物中, 免疫分子主要来源于肝胰腺的上皮细胞[27]。

本实验通过泥蚶肝胰腺注射哈维氏弧菌的方式, 来

观察泥蚶在哈维氏弧菌感染下的个体死亡情况。研

究发现注射组泥蚶仅在 12 h 内维持生存正常, 继而

相继出现死亡现象。这与樊英等[28]人的研究结果相

似。分析其原因可能是在哈维氏弧菌感染下激发泥

蚶自身固有免疫, 能在短时间内发挥一定作用来抵

抗病原体。但自身固有免疫调节范围有限, 随着菌体

数量的增加, 最终较高浓度病原体释放的有毒物质

超出机体自身固有免疫可调节范围, 最终导致机体

死亡。另外, 本研究还发现在相同时间内不同注射组

之间, 泥蚶累计死亡率与弧菌浓度呈显著正相关。葛

端阳[29]利用鳗弧菌注射青蛤的实验中也发现相同变

化规律。其原因可能是泥蚶自身固有免疫调节能力

有限 , 有害物质胁迫浓度越高 , 依靠自身免疫起到

的抵抗作用相对越弱, 因此相同时间内受高浓度刺

激个体更容易发生组织损伤而死亡。 

3.3  浸泡感染与注射胁迫比较 

病原菌对生物体的半数致死量与实验水温、菌株

毒力强弱、宿主规格大小、感染途径、注射剂量等都

有关联[20]。目前, 在病原弧菌感染水产经济物种的研

究中, 主要采用浸泡感染和注射胁迫两种方式。其中, 

浸泡感染被认为是最能模拟泥蚶在自然条件下感染

弧菌的方式[25, 30]。此方法操作简单、适合大量实验样

本感染; 缺点是需要培养大量的弧菌、耗时、造成环

境污染等。注射胁迫优点主要是需要弧菌用量较少、

省时、能消除培养基对泥蚶造成的影响; 缺点有注射

操作要求较高, 对宿主组织造成机械损伤。 

4  结论 

1) 浸泡感染过程中, 随着感染水体中弧菌浓度

升高, 泥蚶死亡起始时间和最大日死亡率时间均有提

前的趋势。泥蚶死亡情况先是呈现迅速上升, 当浸泡

浓度超过 2×107 CFU/mL, 泥蚶 15 d 累计死亡率接近

100%并趋于平缓。弧菌浸泡感染泥蚶 7 d 后停止实验, 

15 d 的半致死浓度(LC50)为 1.35×107 CFU/mL。 

2) 泥蚶死亡率与弧菌注射浓度呈显著正相关

(r=0.964, P<0.01); 弧菌注射胁迫下泥蚶的 96 h 半致

死剂量(96 h LD50)为 2.12×107 CFU/g。 

3) 哈维氏弧菌对泥蚶有明显的毒害作用。 
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Abstract: This study aimed to establish a standard technical system to study the effect of Vibrio harveyi infection 

on the blood clam Tegillarca granosa. Acute toxicity testing was conducted by injecting and immersing T. granosa 

in different concentrations of V. harveyi. After the clam died due to the infection, the median lethal concentration 

(or dose) of V. harveyi was calculated. Results of the immersion infection experiment revealed that the time when 

clams began to die and when the maximum daily mortality occured become earlier as the concentration of V. har-

veyi increased. Initially, the mortality of clams increased rapidly, and the cumulative mortality rate of the clam was 

approximately 100% after 15 days, i.e., when the concentration of V. harveyi reached 2×107 CFU/mL in the sea-

water. Results of the injection infection experiment showed that the mortality rate of clams was positively corre-

lated with the injected concentration of V. harveyi (r = 0.964, P<0.01). The probit analysis showed median lethal 

concentration (LC50) of the V. harveyi immersion infection was 1.35 × 107 CFU/mL for 15 days (infection lasts for 

7 days and statistics for 15 days). The 96-h lethal dose (96-h LD50) of the V. harveyi injection was 2.12 × 107 CFU/g. 

These results suggested that V. harveyi was toxic to T. granosa. Our results provided data regarding the tolerance of 

T. granosa to V. harveyi. This study also provided a theoretical basis for the prevention and treatment of vibriosis in 

T. granosa. 
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