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鳗鲡爱德华氏菌对美洲鳗鲡的致病性

与宿主抗感染相关基因的表达
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［摘要］ 采用 １􀆰 ０ × １０７ ～ ２􀆰 ０ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的鳗鲡爱德华氏菌感染美洲鳗鲡以确定其半数致死量

（ＬＤ５０ ）， 然后采用略低于 ＬＤ５０的菌浓度 （３􀆰 ３ × １０６ ｃｆｕ ／ 尾） 感染鳗鲡， 并于感染后１２、 ２４、 ３６、 ４８、 ６０、 ７２ ｈ
等 ６ 个时间点检测鳗鲡肝脏、 肾脏和血液的载菌量， 同时观察感染后 ３６、 ６０ ｈ 鳗鲡肝脏、 肾脏和脾脏的病理

变化。 此外， 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法探究感染前和感染后 １２、 ３６、 ６０ ｈ 等 ４ 个时间点细菌外膜蛋白 Ａ （ＯｍｐＡ）
和宿主抗鳗鲡爱德华氏菌感染的 １６ 个免疫相关基因表达。 结果表明： 感染鳗鲡爱德华氏菌后， 美洲鳗鲡的

ＬＤ５０为 ２􀆰 ５ × １０５ ｃｆｕ ／ ｇ （５􀆰 ０ × １０６ ｃｆｕ ／ 尾）； 美洲鳗鲡肾脏的载菌量于感染后 ３６、 ４８、 ６０ ｈ 均显著高于在

肝脏和血液中的载菌量， 且感染后 ３６ ｈ 菌浓度在肾脏和血液中均达到峰值， 而在肝脏中的峰值则为感染后

７２ ｈ。 感染后 ３６ ｈ 鳗鲡肝脏血管充血， 肾小球萎缩且肾小管上皮细胞脱落， 脾脏血管内形成血栓； 感染后

６０ ｈ 肝血管出现血栓且部分肝细胞坏死， 肾小管上皮细胞空泡变性并脱落入肾小管管腔， 脾脏出现大量因

细菌感染而导致的坏死性结节。 与感染前相比， 感染后 １２ ｈ 细菌 ＯｍｐＡ 基因在肝脏的表达量显著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５） 升高； 感染后 ＯｍｐＡ 基因在脾脏的表达量先下降后急剧上升， 在肾脏的表达量则先上升后下降再上

升。 鳗鲡抗爱德华氏菌感染的 ５ 个免疫球蛋白相关的基因， 在肝脏和肾脏不同时间点的表达量均无明显差

异， 而感染后早期在脾脏的表达量显著高于晚期； 感染后 ３ 个肿瘤坏死因子相关基因在早期的表达量相对

较高； 此外， 感染后 １２ ｈ 多个免疫相关基因表达量显著上升。
［关键词］ 美洲鳗鲡； 鳗鲡爱德华氏菌； 半数致死量 （ＬＤ５０ ）； 载菌量； 病理变化
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ｐｏｓｔ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ Ａｎｇｕｉｌｌａ ｒｏｓｔｒｏｔａ Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ＬＤ５０   ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｐａｔｈｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ

０　 引言
爱德华氏菌病是鱼类养殖中最常见的细菌性疾病之一［１］ ， 该疾病是由爱德华氏菌属细菌引起

的［２］ 。 爱德华氏菌为革兰氏阴性、 杆状的兼性厌氧菌， 属肠杆菌科［３］ 。 该菌在水生环境中大量存在，
可在应激鱼类中导致严重感染［４］ ， 在高温和恶劣水生条件下的水产养殖中则更为常见［５］ 。 该菌感染

后可通过急性或慢性途径发生系统性感染， 其发病原因涉及多种毒力机制， 包括生物膜形成， 对吞噬

细胞介导杀伤的抵抗， 以及溶血素、 蛋白酶、 过氧化氢酶、 皮肤毒素和多种类型的毒力分泌系

统［６ － ７］ 。 该菌感染后可在包括巨噬细胞［８ － ９］的宿主细胞内存活并繁殖。 受感染的鱼常表现为出血性败

血症、 异常游泳行为、 突眼、 溃疡和腹水［１０］ 。
感染鳗鲡的爱德华氏菌病由一种新命名的鳗鲡爱德华氏菌 （ Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ） 引起， 易

感动物为日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 和欧洲鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ａｎｇｕｉｌｌａ）， 鳗鲡疫情主要发生于炎热的

夏季［１１］ 。 患鳗鲡爱德华氏菌病的鳗鲡死亡率历来高居不下。 该病的主要表现是肝脏肿大、 发蓝、 发

暗， 严重的病例会出现溃疡性肝脏受累， 可导致大量死亡［１２］ 。 在幼年和成年患该病的鳗鱼中， 可以

观察到肝脏和肾脏增大， 胸鳍、 腹鳍和背鳍增大， 后期肝脏溃疡， 消化道充满粘液， 肛门红肿和突

起。 近 １０ 年来， 由于日本鳗苗和欧洲鳗苗价格不断上升， 美洲鳗鲡的集约化养殖面积不断提高， 据

报道， 鳗鲡爱德华氏菌主要感染日本鳗鲡和欧洲鳗鲡， 但其对美洲鳗鲡的致病性尚不清楚。
本研究拟采用鳗鲡爱德华氏菌感染美洲鳗鲡以测定鳗鲡半数致死量和主要组织脏器的载菌量， 同

时检测鳗鲡肝脏、 肾脏和脾脏的主要病理变化和宿主的抗感染相关基因表达， 从而为该菌对美洲鳗鲡

的致病性和美洲鳗鲡抗细菌感染的病原⁃宿主相互作用研究提供参考依据。

·８９·
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１　 材料与方法
１􀆰 １　 细菌与美洲鳗鲡

鳗鲡爱德华氏菌分离自日本鳗鲡的肝脏， 由本实验室鉴定。 从福建福清某养殖场购买 １５２ 尾健康

美洲鳗鲡， 平均体重 ２０ ｇ， 暂养于实验室的水族箱 （２５ 尾 ／ 箱） 中， 暂养 １４ ｄ 后进行试验。 养殖条

件： 水温 ２６ ～ ２８ ℃ ， 氧气泵保持连续充气， 每天投喂并换水 １ 次， 感染前 １ 天及感染后禁食。 ５２ 尾

鳗鲡用于半数致死量的测定， １００ 尾鳗鲡用于感染试验。
１􀆰 ２　 鳗鲡爱德华氏菌半数致死量的测定

鳗鲡爱德华氏菌置于 ＬＢ 培养基中增殖 （２８ ℃ ， １６０ ｒ ／ ｍｉｎ， １８ ｈ）， 用 ５０ ｍＬ 离心管收集增殖后

的菌液； 灭菌 ＰＢＳ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） 重悬菌体 （４℃， ５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ）， 重复 ２ 次， 菌液调至 ６００ ｎｍ
下的 ＯＤ 值 （Ａ６００ ） 约为 ０􀆰 ７ （平板菌落计数的菌体浓度约为 １􀆰 ０ × １０９ ｃｆｕ ／ ｍＬ）。 经预试验初步确定

鳗鲡爱德华氏菌对美洲鳗鲡的毒力后， 采用梯度稀释法制备 ２􀆰 ０ × １０８ 、 ３􀆰 ３ × １０７ 、 １􀆰 ０ × １０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ 的

鳗鲡爱德华氏菌悬液。 每个梯度的菌悬液腹腔注射 １３ 尾鳗鲡 （０􀆰 １ ｍＬ ／ 尾）， 对照组鳗鲡注射 ０􀆰 １ ｍＬ
的 ＰＢＳ。 连续 １４ ｄ 观察鱼的发病与死亡结果， 采用 Ｒｅｅｄ⁃Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算鳗鲡半数致死量 ＬＤ５０的值。
１􀆰 ３　 鳗鲡感染与样品采集

感染组和 ＰＢＳ 对照组各取 ５０ 尾鳗鲡。 感染组每尾鳗鲡腹腔注射 ６􀆰 ６ × １０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ 菌液 ０􀆰 １ ｍＬ，
对照组每尾注射 ＰＢＳ ０􀆰 １ ｍＬ。 感染后第 １２、 ２４、 ３６、 ４８、 ６０、 ７２ 小时采样， 每次采集 ５ 尾鳗鲡的肝

脏、 肾脏、 脾脏组织和抗凝血。 每尾鳗鲡取 ０􀆰 １ ｍＬ 抗凝血、 ０􀆰 １ ｇ 肝脏和 ０􀆰 １ ｇ 肾脏 （脾脏因小于

０􀆰 １ ｇ 而未采用）。 抗凝血经 ＰＢＳ 稀释后取 ０􀆰 １ ｍＬ 涂布平板； 肝脏和肾脏组织加入 １０ 倍的 ＰＢＳ 后于

研磨仪中匀浆 ５ ｍｉｎ， 匀浆液经不同梯度稀释后涂布平板， 感染后 １８ ～ ２４ ｈ 计数平板菌落结果。 剩余

的肝脏、 肾脏和整个脾脏均分为两半， 一半固定于 １０％ 的中性福尔马林液， 另一半经 ＰＢＳ 缓冲液润

洗后置于 ＲＮＡ 保护液中， － ７０℃保存备用。
１􀆰 ４　 病理切片的制作与观察

将经 １０％ 的中性福尔马林固定的肝脏、 肾脏和脾脏组织， 先用梯度酒精脱水后， 再用二甲苯透

蜡后包埋 ５ ～ ７ μＬ， 切片后用 Ｈ＆Ｅ 染色， 染色良好的切片经脱水透明后封片。 采用莱卡显微镜观察，
拍照并注明 ３ 个组织的主要病理变化。
１􀆰 ５　 总 ＲＮＡ 的提取与 ｃＤＮＡ 样本的制备

采用 Ｐｒｏｍｅｇａ ＲＮＡ 试剂盒方法提取美洲鳗鲡感染早 （感染后 １２ ｈ）、 中 （感染后 ３６ ｈ）、 晚期 （感
染后 ６０ ｈ） 的肝脏、 肾脏和脾脏样品， 参考试剂盒方法提取其总 ＲＮＡ。 ＲＮＡ 样品用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 型

分光光度计检测其浓度及纯度 （Ａ２６０ ／ Ａ２８０值在 １􀆰 ９ ～ ２􀆰 １ 之间）， 用琼脂糖凝胶电泳分析 ＲＮＡ 的完整性

后进行逆转录合成ｃＤＮＡ， ｃＤＮＡ 保存于 － ７０℃ 。
１􀆰 ６　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 定量分析

采用 Ｐｒｉｍｅｒ３ Ｐｌｕｓ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ􀆰 ｃｏｍ ／ ｉｎｄｅｘ􀆰 ｈｔｍｌ） 设计 １８ 个基因的引物 （见表 １），
以 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参基因， 以 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 荧光定量分析方法检测鳗鲡爱德华氏菌的 ＯｍｐＡ 基因和 １６ 个宿

主免疫相关基因的表达水平。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 样本检测步骤如下： 将 ｃＤＮＡ 样品用 ｄｄＨ２ Ｏ 稀释 １００ 倍， 分

别配置 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系 （２ × Ｍ５ ＨｉＰｅｒ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｓ Ｔａｑ， ５ μＬ； １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ｆ， ０􀆰 ２５ μＬ；
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｒｉｍｅｒ Ｒ， ０􀆰 ２５ μＬ； ｃＤＮＡ， ４􀆰 ５ μＬ）； 轻弹管底混合溶液， 短暂离心后按上述体系将混合

液加至 ３８４ 孔的 ＰＣＲ 板， 每个样品 ２ 孔平行， 轻轻粘上 Ｓｅａｌｉｎｇ Ｆｉｌｍ 封口膜并短暂离心混合； 将上述

３８４⁃ＰＣＲ 板置于 ＲｅａｌＴｉｍｅ ＰＣＲ 仪上进行 ＰＣＲ 反应。
１􀆰 ７　 统计学分析

菌落数 Ｄ （ｃｆｕ ／ ｍｇ） 采用常用对数 （ｌｇ Ｄ） 处理后进行统计学分析。 用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２２􀆰 ０ 中的

独立二样本 ｔ 检验比较脏器间载菌量的差异显著性， 以数据的平均值 ± 平均标准误差 （ｍｅａｎ ± ＳＥＭ）
为依据， 利用软件 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１７ 作图， 各组别之间的差异显著性用不同的符号标注。 荧光定量获得的

·９９·
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数据采用 ２ － △△ＣＴ方法处理后， 用 Ｆ 检验和 ＬＳＤ 法进行差异显著性分析， 将 ＰＢＳ 组在该时间点的 ３ 个

脏器中的基因平均表达水平标准化为 １􀆰 ０， 从而确定感染后 ３ 个时间点待测基因在 ３ 个脏器中的相对

表达水平。 采用不同字母标记特定基因在同一时间点的不同脏器之间表达水平的差异显著性。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ扩增的基因和所用引物

Ｔａｂ． １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒｓ
基因名称 基因描述 引物序列 （５’ － ３’）

β⁃ａｃｔｉｎ 内参基因
Ｆ⁃ＡＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡ
Ｒ⁃ＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＣＣＴＴＡＣＧ

ＯｍｐＡ 鳗鲡爱德华氏菌 ｏｕｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｆ⁃ＡＣＣＡＡＧＣＧＴＴＴＣＡＣＣＣＴＧＡＡ
Ｒ⁃ＧＴＴＧＴＡＣＴＧＣＴＣＧＧＡＡＣＣＧＡ

ＬＯＣ１１８２３３５０６ 免疫球蛋白 Ｋ 链可变区 Ｋ２９⁃２１３ Ｆ⁃ＣＣＡＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＣＡＧＴＴＣＡ
Ｒ⁃ＡＴＣＣＣＡＧＡＣＴＧＧＣＧＡＧＴＡＧＴ

ＬＯＣ１１８２２０４７１ 免疫球蛋白重链可变区 ９１４ 样区 ｅ Ｆ⁃ＴＧＴＣＡＧＧＴＴＴＣＴＧＧＧＴＡＣＧＣ
Ｒ⁃ＴＧＴＴＧＣＴＧＣＴＧＴＣＴＣＴＧＧＡＧ

ＬＯＣ１１８２３４１９０ 免疫球蛋白入链多肽 １ Ｆ⁃ＣＣＴＧＡＣＴＣＡＧＧＣＴＣＣＡＡＣＡＧ
Ｒ⁃ＡＴＣＣＣＡＧＡＣＴＧＧＣＧＡＧＴＡＧＴ

ＬＯＣ１１８２３３５０１ 免疫球蛋白 Ｋ 链可变区Ⅲ Ｆ⁃ＣＣＡＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＣＡＧＴＴＣＡ
Ｒ⁃ＡＴＣＣＣＡＧＡＣＴＧＧＣＧＡＧＴＡＧＴ

ＬＯＣ１１８２２０４７３ 免疫球蛋白重链可变区 ９１４ Ｆ⁃ＴＧＴＣＡＧＧＴＴＴＣＴＧＧＧＴＡＣＧＣ
Ｒ⁃ＡＧＡＴＧＧＴＧＡＡＣＣＧＧＣＴＣＴＴＧ

ｔｎｆａ 肿瘤坏死因子 α Ｆ⁃ＣＣＡＧＡＣＣＡＧＡＧＣＣＡＡＧＡＡＧＧ
Ｒ⁃ＡＧＧＴＡＴＧＧＣＣＣＧＴＧＴＣＴＴＴＧ

ｔｒａｆ１ 肿瘤坏死因子相关受体因子 １ Ｆ⁃ＴＣＴＣＣＣＡＧＴＣＣＴＡＣＣＴＧＣＴＣ
Ｒ⁃ＧＣＡＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＴＴＣＧＴＧＧ

ＬＯＣ１１８２２１１７８ 肿瘤坏死因子受体超家族成员 ５ Ｆ⁃ＡＴＧＣＣＡＧＡＣＣＡＡＧＡＣＡＧＡＣＧ
Ｒ⁃ＴＴＣＣＴＴＣＴＧＧＡＣＡＣＣＧＴＴＣＧ

ｔｆｐｉ２ 组织因子途径抑制因子 ２ Ｆ⁃ＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＧＣＡＴＧＧＡＧＴＡ
Ｒ⁃ＡＴＣＴＧＴＧＣＡＡＧＴＴＣＣＣＣＴＣＧ

ｇｋ５ 糖激酶 ５ Ｆ⁃ＡＣＴＴＣＡＴＣＡＧＣＴＧＧＣＡＧＧＡＣ
Ｒ⁃ＴＡＡＣＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧＧＡＧＡＡＣ

ＬＯＣ１１８２１９６２４ 粘附 Ｇ 蛋白伴侣受体 Ｅ５（ＣＤ９７） Ｆ⁃ＧＡＧＡＣＣＣＣＣＡＡＴＡＴＣＴＧＣＧＧ
Ｒ⁃ＡＡＡＡＣＴＣＴＣＴＧＧＣＣＧＴＴＧＣＴ

ｆ８ 凝血因子Ⅷ，前凝血因子
Ｆ⁃ＴＡＣＴＣＴＴＣＧＣＣＴＧＧＡＧＣＴＣＴ

Ｒ⁃ＡＧＴＴＣＡＡＡＣＧＧＧＣＣＡＧＡＧＡＧ

ｔｌｒ１ Ｔｏｌｌ 样受体 １ Ｆ⁃ＣＣＡＧＴＡＣＣＴＣＡＴＣＣＣＣＴＣＣＡ
Ｒ⁃ＧＣＡＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＴＴＣＧＴＧＧ

ｃ１ｑａ 补体成分 １，α 链 ｑ 亚基
Ｆ⁃ＣＣＡＧＧＡＴＡＣＡＴＧＣＣＧＧＧＴＡＣ
Ｒ⁃ＡＴＣＣＣＣＴＧＴＣＴＣＣＴＣＣＡＴＣＣ

ｈｐ 结合球蛋白
Ｆ⁃ＧＣＴＣＣＴＴＧＣＣＴＴＴＴＧＴＧＴＧＧ

Ｒ⁃ＡＡＣＧＣＴＧＴＣＣＧＡＡＴＡＣＴＧＣＡ

ｃｃｎ４ａ 细胞信息网络因子 ４α Ｆ⁃ＴＣＴＣＣＡＡＣＧＡＣＡＡＣＧＡＣＣＡＧ
Ｒ⁃ＧＣＡＧＣＣＴＧＡＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＴ

２　 结果
２􀆰 １　 鳗鲡爱德华氏菌对美洲鳗鲡的半数致死量

观察 １４ ｄ 内鳗鲡的累计死亡率， 发现： 对照组未见鳗鲡死亡； 高浓度菌液可导致鳗鲡的急性死

亡； 而处较低浓度菌液中的鳗鲡死亡时间延后 （见图 １）。 采用感染后不同浓度细菌导致的鳗鲡死亡

情况计算其 ＬＤ５０ ， 结果表明在该菌影响下美洲鳗鲡的 ＬＤ５０为 ２􀆰 ５ × １０５ ｃｆｕ ／ ｇ （见表 ２）。

·００１·



　 第 ２ 期 王　 岳， 等： 鳗鲡爱德华氏菌对美洲鳗鲡的致病性与宿主抗感染相关基因的表达

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

表 ２　 鳗鲡爱德华氏菌人工感染试验

Ｔａｂ． ２　 Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｅ􀆰 ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ

注射菌
液浓度 ／

（ｃｆｕ·ｍＬ － １ ）
注射尾数

实验鱼死
亡数量

死亡率 ／ ％
半数致死量

ＬＤ５０

／ （ｃｆｕ·ｇ － １ ）

２． ０ × １０８ １３ １０ ７７

３． ３ × １０７ １３ ６ ４６

１． ０ × １０７ １３ ２ １５

２． ５ × １０５

累
积

死
亡

率
/%

图 1 人工感染鳗鲡爱德华氏菌后 14 d 内
鳗鲡的累积死亡率

Fig.1 Cumulative mortality of eels in 14 days
post the infection of E. anguillarum

鳗鲡爱德华氏菌的感染时间/d
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121086420 14

２􀆰 ２　 感染鳗鲡爱德华氏菌后鳗鲡肝脏、 肾脏和血液的载菌量

图 ２ 是感染鳗鲡爱德华氏菌 ７２ ｈ 后用部分样本涂布平板的细菌生长情况。 从图 ２ 可知， 鳗鲡爱

德华氏菌在肝脏 （图 ２Ａ， ２Ｂ） 和肾脏 （图 ２Ｃ， ２Ｄ） 的平均载菌量明显高于血液 （图 ２Ｅ， ２Ｆ）， 但

存在一定的个体差异； 相比而言， ４ 个血液样本中的细菌含量差异很大。

肝脏

血液

肾脏

Ａ—样本 １ 鳗鲡肝脏平板， 左边 １００ 倍稀释， 右边 １０００ 倍稀释； Ｂ—样本 ２ 鳗鲡肝脏平板， 左边 １００ 倍稀释， 右边
１０００ 倍稀释； Ｃ—样本 １ 鳗鲡肾脏平板， 左边 １００ 倍稀释， 右边 １０００ 倍稀释； Ｄ—样本 ２ 鳗鲡肾脏平板， 左边 １００ 倍
稀释， 右边 １０００ 倍稀释； Ｅ—稀释 １００ 倍后鳗鲡血液平板， 左边样本 １， 右边样本 ２； Ｆ—稀释 １００ 倍后鳗鲡血液平
板， 左边样本 ３， 右边样本 ４

图 ２　 感染鳗鲡爱德华氏菌 ７２ ｈ 后部分鳗鲡样本中肝、 肾和血液中的细菌平板菌落计数结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｐｌａｔｅ ｃｏｌｏｎｙ ｃｏｕｎｔ ｉｎ ｌｉｖｅｒ， ｋｉｄｎｅｙ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｅｅｌｓ ７２ ｈｏｕｒｓ ｐｏｓｔ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ􀆰 ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ

将平板菌落计数结果进行常用对数转化后， 对感染鳗鲡爱德华氏菌后鳗鲡肝脏、 肾脏和血液中 ６
个时间点的载菌量进行了比较 （见图 ３）。 由图 ３ 可见： 肾脏中的载菌量普遍高于肝脏， 且在感染后

３６ ～ ６０ ｈ 这段时间达到显著差异 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 血液中的平均载菌量在 ６ 个时间点内均低于肝脏和肾

脏， 且在感染后 ２４ ～ ６０ ｈ 这段时间均显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 或极显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 低于肾脏， 而感染后

·１０１·
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lg
D

图 3 感染鳗鲡爱德华氏菌后不同时间点鳗鲡肝脏、肾脏和
血液的载菌量(mean ± SEM；n=5)

Fig.3 Bacterial load in liver, kidney and blood at different
time points post the infection of E.anguillarum to eels

(mean±SEM; n=5)

感染鳗鲡爱德华氏菌后不同时间点/h

*—肾脏与肝脏间载菌量差异显著(P＜0.05)； #、 ##—肾
脏与血液间载菌量差异显著(P＜0.05)与极显著(P＜0.01)；
&—肝脏与血液间载菌量差异显著(P＜0.05)
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48362412 72
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6７２ ｈ则显著低于肝脏； 肾脏和血液的载菌量于感

染后 ３６ ｈ 达到峰值， 而感染后 ７２ ｈ 则在肝脏达

到峰值。
２􀆰 ３　 感染鳗鲡爱德华氏菌后鳗鲡肝脏、 肾脏和

脾脏的组织病理变化

美洲鳗鲡肝脏血管， 感染前大小正常， 血管

内有少量的红细胞 （见图 ４Ａ）； 感染后 ３６ ｈ， 血

管扩张， 血管内充血， 大量红细胞滞流于血管

内， 部分红细胞因血管通透性增加而流入肝细胞

中 （见图 ４Ｄ）； 感染后 ６０ ｈ， 可见血管内形成血

栓， 部分肝细胞坏死缺失 （见图 ４Ｇ）。 美洲鳗鲡

肾小球和肾小管， 感染前正常， 偶见肾脏内红色

血窦和深褐色坏死细胞或异物吞噬中心 （见图

４Ｂ）； 感染后 ３６ ｈ， 肾小球萎缩， 肾小管上皮细

胞脱落， 深褐色坏死细胞或异物吞噬中心明显增

多 （见图 ４Ｅ）； 感染后 ６０ ｈ， 肾小管上皮细胞空

泡变性、 脱落且管腔消失， 肾间质增宽， 部分间质细胞坏死 （见图 ４Ｈ）。 美洲鳗鲡脾脏， 感染前红白

髓相间， 脾脏血管内红细胞正常， 可见褐色的淋巴细胞生发中心 （见图 ４Ｃ）； 感染后 ３６ ｈ， 脾脏红髓增

多， 白髓减少， 血管内形成血栓 （见图 ４Ｆ）； 感染后 ６０ ｈ， 出现大量因细菌感染而导致的坏死性结节，
结节之间充满红细胞 （见图 ４Ｉ）。

感
染

前
感

染
后

36
h

感
染

后
60

h

肝脏 肾脏 脾脏

空头箭头示扩张的肝脏血管与血管内充血； 四角星示血栓形成； 等边三角形示肾小球萎缩； 直角三角形示肾小管
上皮细胞脱落； 心形示肾间质细胞坏死； 五角星示肾小管上皮细胞空泡变性； 菱形示脾脏内大量的坏死性结节

图 ４　 鳗鲡爱德华氏菌感染前后的美洲鳗鲡组织病理变化

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ａｍｅｒｉｃａｎ ｅｅｌｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐｒｅ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｓｔ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ􀆰 ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ
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２􀆰 ４　 鳗鲡爱德华氏菌外膜蛋白 Ａ 基因在鳗鲡肝脏、 脾脏和肾脏的表达

感染鳗鲡爱德华氏菌后， 通过其外膜蛋白 Ａ （ＯｍｐＡ） 基因的 ｍＲＮＡ 表达水平可初步推断该菌在

鳗鲡体内的侵袭力。 与感染前相比， 感染后 １２ ｈ ＯｍｐＡ 基因在肝脏的表达水平显著 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 上

升， 但在 ３６ ｈ 和 ６０ ｈ 时间点略有下降； 尽管 ＯｍｐＡ 基因在脾脏和肾脏的平均表达水平在感染后不同

时间点稳定升高， 但由于个体差异很大而未达到显著性 （见图 ５ａ）。

a) OmpA b) LOC118233506

c) LOC118220471 d) LOC118233501

e) LOC118234190 f) LOC118220473
图 5 感染鳗鲡爱德华氏菌前后 OmpA 和宿主 5 种免疫球蛋白相关基因在鳗鲡肝、脾、肾中的表达（mean+SEM；n=3）
Fig.5 Expression of OmpA and 5 immunoglobulin related genes in liver, spleen and kidney of eels pre and post

the infection of E. anguillarum (mean+SEM；n=3)
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２􀆰 ５　 感染鳗鲡爱德华氏菌后鳗鲡免疫球蛋白相关基因的表达

感染鳗鲡爱德华氏菌后， ＬＯＣ１１８２３３５０６ 基因在肝脏的相对表达水平逐步上升， 在脾脏中表达水
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a) LOC118221178
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平逐步下降， 感染前表达量显著 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于感染

后 ６０ ｈ 的表达量 （见图 ５ｂ）； 感染后 ＬＯＣ１１８２２０４７１ 基

因、 ＬＯＣ１１８２３３５０１ 基 因、 ＬＯＣ１１８２３４１９０ 基 因 和

ＬＯＣ１１８２２０４７３ 基因在脾脏中 １２ ｈ 的表达量显著 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５） 高于 ３６ ｈ 和 ６０ ｈ 的表达量 （见图 ５ｃ － ｆ）。
２􀆰 ６　 感染鳗鲡爱德华氏菌后鳗鲡肿瘤坏死因子相关基因

的表达

感染鳗鲡爱德华氏菌后 １２ ｈ， ＬＯＣ１１８２２１１７８ 和 ｔｒａｆ１
基因在的肝脏和脾脏相对表达量显著 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于

感染前， 且 ｔｎｆａ 基因在肝脏、 脾脏和肾脏的表达量均显

著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于其他 ３ 个时间点的表达量 （见图 ６）。

b) traf 1 c) tnfa
图 6 感染鳗鲡爱德华氏菌后 3 种肿瘤坏死因子相关基因在肝、脾、肾中的表达量（mean+SEM；n=3）

Fig.6 Expression of 3 tumor necrosis factor-related genes in liver, spleen and kidney of eels pre and post the
infection of E. anguillarum (mean+SEM；n=3)
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２􀆰 ７　 感染鳗鲡爱德华氏菌后其他抗感染相关基因在鳗鲡脏器的表达

鳗鲡感染爱德华氏菌后 １２ ｈ， ｔｆｐｉ２ 和 ｇｋ５ 基因在肝脏和脾脏的表达量显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于其他时

间点， 且感染后各时间点 ｇｋ５ 基因在肾脏中的表达量均显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于感染前； 感染后 １２ ｈ，
ＬＯＣ１１８２１９６２４ 基因在脾脏和肾脏的表达量均显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于其他时间点， 且该时间点 ｆ ８ 基因

在 ３ 个脏器中的表达量也均显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于其他时间点； 感染前 ｔｌｒ１ 基因和 ｃ１ｑａ 基因在脾脏中

的表达量显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于感染后的 ３ 个时间点 （见图 ７）； 感染后 １２ ｈ 和 ３６ ｈ 的肝脏和感染后

１２ ｈ 的肾脏中 ｈｐ 基因表达量均显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于感染前； 感染后 １２ ｈ， ｃｃｎ４ａ 基因在肝脏的表达

量显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于感染前， 而在脾脏的表达量则显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于感染后 ３６ ｈ 和 ６０ ｈ， 感染

后 １２ ｈ 和 ６０ ｈ ｃｃｎ４ａ 基因在肾脏的表达量显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于感染后 ２４ ｈ 和感染前。
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c) LOC118219624 d) f 8

e) tlr1 f) c1qa

g) hp h) ccn4a
图 7 感染鳗鲡爱德华氏菌后 8 个抗感染相关基因在鳗鲡肝、脾、肾中的表达（mean+SEM；n=3）

Fig.7 Expression levels of 8 infection-related genes in liver, spleen and kidney of eels pre and post the
infection of E. anguillarum (mean+SEM；n=3)
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３　 讨论
３􀆰 １　 鳗鲡爱德华氏菌对美洲鳗鲡的半数致死量

通过 ＬＤ５０的测定可初步推断病原菌对宿主的毒力大小。 有研究表明， 鳗鲡爱德华氏菌是日本鳗

鲡和欧洲鳗鲡的主要致病菌［３，１３ － １４］ ， 其对日本鳗鲡和欧洲鳗鲡的半数致死量分别为 ５􀆰 ０ × １０４ ｃｆｕ ／ ｇ 和

４􀆰 ０ × １０５ ｃｆｕ ／ ｇ［１５］ 。 本研究结果表明， 该菌对美洲鳗鲡的半数致死量为 ２􀆰 ５ × １０５ ｃｆｕ ／ ｇ， 表明鳗鲡爱德

华氏菌对美洲鳗鲡的毒力介于日本鳗鲡和欧洲鳗鲡之间。
３􀆰 ２　 美洲鳗鲡脏器的载菌量

本研究通过 ３ 个脏器的平板菌落计数， 可直观检测细菌感染后不同时期， 美洲鳗鲡主要脏器的载

菌量。 感染鳗鲡爱德华氏菌后 １２ ～ ６０ ｈ， 肾脏的载菌量高于肝脏， 而血液中的载菌量最低， 其中感染
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后 ３６ ～ ６０ ｈ 肾脏中的载菌量显著高于肝脏 （见图 ２、 图 ３）。 文献 ［１６］ 发现， 该菌感染欧洲鳗鲡后

４８ ｈ肝脏载菌量高于肾脏， 表明该菌感染美洲鳗鲡与欧洲鳗鲡后的菌量分布存在明显的差异。 本研究

通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测外膜蛋白基因的相对表达量， 以及比较平板菌落计数和 ＯｍｐＡ 的基因表达量可知，
尽管感染后 ３６ ｈ 和 ６０ ｈ 二者存在明显的相关性， 但感染后 １２ ｈ 细菌 ＯｍｐＡ 基因在鳗鲡肝脏和肾脏中

的表达量很高， 而菌落计数的结果却很低， 该结果有待于进一步研究阐明。
３􀆰 ３　 美洲鳗鲡的组织病理变化

有研究表明， 鳗鲡爱德华氏菌感染日本鳗鲡后主要导致肝脏化脓性坏死［１７］ ， 而感染欧洲鳗鲡后

则出现肝脏血栓和肝细胞坏死［１８］ 。 本研究发现， 鳗鲡爱德华氏菌感染后 ３６ ｈ， 鳗鲡肝脏血管、 肾小

球、 肾小管与脾脏血管均出现明显的病理变化， 且感染后 ６０ ｈ 出现肝细胞、 肾小管上皮细胞和脾脏

组织的坏死 （见图 ４）。 文献 ［２５ － ２６］ 采集的是濒死或死亡鳗鲡， 而本研究采集的是感染后外表尚

未出现明显病理变化的鳗鲡， 故本研究发现的病理变化主要是实质细胞的变化和坏死。
３􀆰 ４　 鳗鲡抗菌相关基因的表达

免疫球蛋白是以 Ｂ 细胞分泌形式产生的抗体， 硬骨鱼免疫球蛋白存在 ＩｇＭ、 ＩｇＴ 和 ＩｇＤ 等 ３ 个类

型， 每种蛋白均包含两个重链 （Ｈ 链） 和两个轻链 （Ｌ 链） 区， 免疫球蛋白序列的可变结构域由多

个基因编码， 包括变量 （ｖ） 基因、 多样性 （ｄ） 基因和连接 （Ｊ） 基因［１９］ 。 本研究选取了 ５ 个与免

疫球蛋白功能紧密相关的多样性表达基因。 例如， ＬＯＣ１１８２３４１９０ 为免疫球蛋白 λ 样多肽 １， 该肽由

前 Ｂ 细胞表达并分泌［２０］ ， 可将前 Ｂ 细胞转化为未成熟 Ｂ 淋巴细胞［２１］ 。 感染鳗鲡爱德华氏菌后 １２ ｈ
ＬＯＣ１１８２３４１９０ 基因在脾脏中的表达量显著 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ） 高于 ３６ ｈ 和 ６０ ｈ 的表达量， 表明

ＬＯＣ１１８２３４１９０ 基因表达的蛋白可在鳗鲡爱德华氏菌感染早期将前 Ｂ 细胞转化为未成熟 Ｂ 淋巴细胞，
从而为成熟 Ｂ 细胞和免疫球蛋白的产生创造条件［２２］ 。

肿瘤坏死因子 （ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ） 是一种具有多种生物学活性的细胞因子， 由病原菌

激活的免疫细胞和巨噬细胞产生， 主要包括 ＴＮＦα 和 ＴＮＦβ［２３］ 。 ＴＮＦα 在总 ＴＮＦ 的生物学活性中占

７０％ ～ ９５％ ， 正常水平的 ＴＮＦα 可以参与抵抗细菌、 病毒和寄生虫的感染， 促进组织修复， 引起肿瘤

细胞凋亡， 而 ＴＮＦα 在体内的大量产生和释放会破坏机体的免疫平衡， 引发多种疾病［２４］ 。 本研究发

现鳗鲡爱德华氏菌感染后 １２ ｈ ｔｎｆａ 基因在肝脏、 脾脏和肾脏中的表达量显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 高于其他时

间点， 由此导致的 ＴＮＦα 蛋白升高很可能协助鳗鲡杀灭细菌并保护自身细胞免受感染。 ＴＲＡＦ１ 为肿瘤

坏死因子受体 １， 可抑制 ＴＮＦα 介导的细胞凋亡［２５］ 。 在本研究中， 鳗鲡爱德华氏菌感染后 １２ ｈ ｔｒａｆ１
在脾脏、 肝脏和肾脏的表达量明显上调， 可抑制过高表达的 ＴＮＦα 蛋白导致的自身细胞损伤。
ＬＯＣ１１８２２１１７８ 是肿瘤坏死因子受体超家族成员 ５， 主要参与炎症和免疫调节作用［２６］ ， 鳗鲡爱德华氏

菌感染后 １２ ｈ， 肝脏和脾脏中该基因的表达量均显著上调， 且 ３ 个脏器感染后的表达量均高于感染

前， 表明感染后鳗鲡全身性免疫调节功能增强。
蛋白 ＴＦＰＩ２ 为组织因子途径抑制物 ２， 具有凝血、 细胞迁移和抑制细胞凋亡等功能［２７］ 。 本研究发

现， 鳗鲡爱德华氏菌感染后 １２ ｈ， ｔｆｐｉ２ 基因在肝脏和脾脏的表达量显著升高， 表明该时期鳗鲡的肝脏

和脾脏很可能出现了凝血症状， 从而激发了 ｔｆｐｉ２ 的抗凝血作用， 推迟了血栓形成的过程。 病理组织

切片观察结果发现， 感染后 ３６ ｈ 的脾脏和感染后 ６０ ｈ 的肝脏中血管出现血栓 （见图 ４）， 即充分佐证

了这一点。 ＧＫ５ 的全称为甘油激酶 ５， 其功能包括抑制细胞凋亡与癌变［２８］ 。 本研究发现， 鳗鲡爱德

华氏菌感染后 １２ ｈ， ｇｋ５ 基因的表达量在肝脏和脾脏中显著升高， 且感染后 ３ 个时间点在肾脏的表达

量均显著高于感染前， 表明该蛋白在抑制细菌感染导致的宿主细胞自身损伤与凋亡中起重要作用。 本

研究发现感染后 ６０ ｈ 部分肝细胞和大量脾细胞均出现明显坏死， 而肾脏细胞坏死却不明显， 这与感

染后 ６０ ｈ ｇｋ５ 基因在肾脏中仍然高表达有密切的关系。 基因 ＬＯＣ１１８２１９６２４ 表达的蛋白为粘附 Ｇ 蛋白

偶联受体 Ｅ５， 也称为 ＣＤ９７ 分子， 主要参与脾脏等淋巴细胞的抗原捕获［２９］ 。 基因 ｆ ８ 可表达凝血因子

ＶＩＩＩ 参与血液凝固过程［３０］ 。 鳗鲡爱德华氏菌感染后 １２ ｈ 基因 ＬＯＣ１１８２１９６２４ 和 ｆ ８ 在肝脏、 脾脏和肾
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脏中的表达量均显著升高， 其后均出现明显的下降， 表明早期宿主可通过抗原捕获与凝血过程阻止鳗

鲡爱德华氏菌的入侵， 但这种抗感染防线在感染后期很可能被细菌突破， 感染后 １２ ｈ 肝脏和肾脏平

板菌落计数极低的结果充分说明了这一点。
基因 ｔｌｒ１ 表达的 Ｔｏｌｌ 样受体 １ 是抗微生物感染的重要受体， 可促进细胞因子的合成与释放， 引发

炎症反应， 可启动机体先天免疫系统以协助机体清除病原体［３１］ 。 基因 ｃ１ｑα 表达一种补体蛋白 α 亚

基， 参与免疫应答和炎症反应［３２］ 。 本研究中， 基因 ｔｌｒ１ 和 ｃ１ｑａ 感染前的表达量显著高于感染后的 ３
个时间点， 表明该菌感染后 ６０ ｈ 内机体的先天性免疫以炎症反应为主， 清除病原体的能力较弱， 且

感染后细菌平板菌落计数增加和脏器病理变化逐步加重也能说明这一点。 基因 ｈｐ 表达一种结合珠蛋

白， 这是一种急性期应激蛋白， 可通过抑制细菌活性减轻炎症反应和器官损伤， 具有抑菌、 免疫调

节、 减轻炎症反应等功能［３３］ 。 本研究的菌落计数结果显示感染后 １２ ｈ 肝脏和肾脏载菌量较低， 而

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果表明该基因此时表达量较高， 表明基因 ｈｐ 的表达产物有利于抵抗鳗鲡爱德华氏菌

的侵袭。 基因 ｃｃｎ４α 表达一种细胞通讯因子 ４ 的 α 亚基， 该因子可抑制细胞生长以阻止细胞凋亡［３４］ 。
本研究中， 感染后 １２ ｈ ｃｃｎ４α 基因在 ３ 个脏器的表达量均显著高于感染前。 鳗鲡爱德华氏菌感染初期

可侵入巨噬细胞并抑制其凋亡［３５］ ， 这种抑制作用很可能与细胞通讯因子 ４ 的高表达量密切相关。
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