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鳗弧菌侵染对菲律宾蛤仔存活、鳃组织及免疫基因表达的影响
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摘　要： 为了探究鳗弧菌（Vibrio anguillarum）感染菲律宾蛤仔（Ruditapes philippinarum）的半致死浓度（LC50）

及其对蛤仔鳃组织和免疫基因的影响。本研究开展了 5种不同浓度鳗弧菌对蛤仔为期 7 d的胁迫研究，并分

析了鳃组织病理变化、溶菌酶（LZM）活性、载菌量及免疫基因表达情况。结果表明，注射鳗弧菌胁迫蛤仔

168 h 的半致死浓度（LC50）组为 5×107 CFU/mL组，存活率为 52.3%，半致死浓度（LC50）为 6.08×106 CFU/（mL·

g），而5×108 CFU/mL组的存活率最低（33.6%），5×106 CFU/mL组的存活率最高（67.0%）。载菌量分析显示，半

致死浓度（LC50）组鳃组织中鳗弧菌数量在 24 h达到峰值（7.53 CFU/mg），随后逐渐降低，120 h降至 4.26 CFU/

mg。LZM活性测定显示，鳃组织中LZM活性在 12 h达到峰值（123.03 U/mg prot），随后逐渐降低，120 h降至

77.92 U/mg prot。病理分析发现，感染鳗弧菌 24 h后蛤仔鳃组织出现排列紊乱，鳃丝间连接被破坏，收缩严

重，间隙增大等病理特征。此外，荧光定量 PCR（qPCR）分析发现鳗弧菌胁迫显著诱导了热休克蛋白 

（Hsp70）、细胞色素 （Cyp1a1）、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（Pim3）、溶酶体（Lysozyme）、含硫酯蛋白 （Cd109）、肿

瘤坏死因子受体 6 （Traf6）等免疫基因的表达（P<0.05），揭示了这些基因在菲律宾蛤仔抗鳗弧菌胁迫的免疫

防御过程中发挥了重要作用。本研究初步探究了鳗弧菌对菲律宾蛤仔的影响，为菲律宾蛤仔抗鳗弧菌的先

天免疫机制提供了新思路。
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菲律宾蛤仔（Ruditapes philippinarum）是我

国传统四大养殖贝类之一，具有生长快、养殖周

期短、高产量等特点，现已成为我国最重要的滩

涂养殖贝类［1］。2023年我国蛤类产量 444.9万 t，

占中国贝类总产量的 20%以上，约占全球蛤仔产

量的 90%［2］。然而，随着水产养殖业的快速发展

和全球环境污染的加剧，蛤仔面临着多种病原体

的威胁，其中弧菌类是贝类养殖业的主要危害之

一［3］。

弧菌是一类广泛存在于自然界中的致病菌，

能够在多种生物之间传播并引发感染，常导致大

规模死亡，成为了限制水产养殖业健康持续发展

的重要因素［4］。目前，对贝类养殖业造成主要危

害的弧菌包括：哈维氏弧菌（Vibrio harveyi）、溶藻

弧菌（V. alginolyticus）、灿烂弧菌（V. splendidus）、

副溶血弧菌（V. parahaemolyticus）和鳗弧菌（V. 

anguillarum）等［5］。鳗弧菌是一种海生嗜盐性、嗜

温性弧菌，常在海洋生物中引发多种疾病，能够

感染鱼类、贝类、珊瑚和甲壳类等水生动物，其中

海洋贝类尤为易感［6］。据报道，在一些高密度的

养殖水体中，鳗弧菌对养殖贝类具有显著影响，

甚至导致死亡［7］。研究［8-9］表明，贝类鳃作为重要

的生理器官，具有调节呼吸、渗透压、排泄含氮废

物以及增强血细胞吞噬能力等多种功能，当贝类

感染弧菌时，鳃组织的生理功能和结构会发生显

著变化，这些变化可能是其应对弧菌侵染的重要

标志之一。例如，当长牡蛎（Crassostrea gigas）经

鳗弧菌（2×108 CFU/mL）注射后，其鳃组织发生不
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同程度损伤，免疫相关基因也发生了显著变化，这可

能揭示了鳃组织在其免疫防御中发挥重要作用［10］。

近年来，随着鳗弧菌引起的疾病频发，对贝

类养殖业的可持续发展构成了巨大威胁。半致

死浓度（LC50）作为评估污染物或病原体对生物体

毒性效应的重要指标，常被用来衡量弧菌对水产

动物的毒害强弱，广泛应用于贝类毒理学和免疫

学研究［11-12］。随着水产养殖业的快速发展及环境

污染的加剧，弧菌对贝类半致死浓度的研究逐渐

成为热点。研究表明，贝类对弧菌的敏感性因种

类、发育阶段及环境条件而异。例如，泥蚶

（Tegillarca granosa）在注射哈维氏弧菌胁迫下的

研 究 表 明 ：4.64×106 CFU/mL 为 半 致 死 浓 度

（LC50），且泥蚶存活率与病原体浓度呈显著负相

关，为确定其抗病阈值提供了重要依据［13］。葛端

阳 等［12］报 道 了 注 射 鳗 弧 菌 胁 迫 96 h 青 蛤

（Cyclina sinensis）的半致死浓度（LC50）为 OD600 = 

1.57，发现鳗弧菌对青蛤有明显的毒害作用。本

文探究了注射半致死浓度（LC50）鳗弧菌胁迫下对

菲律宾蛤仔存活率、LZM 活性及载菌量的影响，

并通过分析鳃组织的病理变化及免疫相关基因

的表达趋势，初步探究了鳃组织在应对鳗弧菌侵

染时的分子响应机制，为阐明菲律宾蛤仔抗鳗弧

菌先天免疫机制提供了参考价值。

1　材料与方法

1.1　实验材料

本实验中的菲律宾蛤仔采自辽宁省大连市

凌水湾野生种群，在（21.0±0.5） ℃、pH（8.1±0.1）

的海水中暂养 14 d，其间喂食小球藻。选取实验

蛤 仔 平 均 壳 长（32.08±1.35） mm、平 均 壳 高

（21.19±0.91） mm、平均壳宽（13.26±0.56） mm 以

及平均总质量（8.22±0.85） g。本研究所用鳗弧菌

菌株来自大连海洋大学水产动物医院，编号为

2 MHG001。

1.2　实验方法

1.2.1　鳗弧菌半致死浓度的探究

将鳗弧菌接种于 LB液体培养基中，在 36 ℃

下振荡培养 12 h，获得菌液。使用紫外分光光度

计测定菌液在吸光度 560 nm波长下的吸收值，根

据标准曲线计算应用菌液浓度［14］。将菌液在

8 000 r/min 条件下离心 5 min，收集病原菌沉淀，

用PBS重悬并稀释至不同浓度，用于半致死浓度

（LC50）的测定。实验分别设置（5×108 、1×108 、5×

107 、1×107 、5×106 CFU/mL）5 个鳗弧菌浓度梯

度［15］和 1个 PBS对照组，共 6组（每组 3个生物学

重复，n = 100，每只蛤仔注射 100 μL 相应浓度的

菌液，对照组注射 100 μL PBS），实验流程如图 1

所示。每 24 h记录 1次蛤仔存活情况，存活率=存

活蛤仔的数量/每组中蛤仔的总数［16］。各组存活

率数据经过 SPSS 27.0.1（SPSS Inc，Chicago， IL， 

USA）回归方程分析确定半致死浓度（LC50）。

1.2.2　样品采集和保存

本实验以半致死浓度（LC50）组和PBS对照组

为对象，探究鳗弧菌对蛤仔鳃组织的结构变化及

免疫指标的影响。分别取注射后（0 h，对照组）和

注射后 6、12、24、72和 120 h 的鳃组织，将每个鳃

组织等分成 3 份：1 份用于测定载菌量，1 份用于

检测溶菌酶（LZM）活性，1份保存在−80 °C 用于

RNA提取。此外，另取鳗弧菌胁迫 24 h的鳃进行

组织切片观察。每组3个重复。

1.2.3　载菌量测定

载菌量的测定参照 YU 等［17］的方法，取 0.1 g

组织加入 1 mL生理盐水匀浆，制备组织匀浆液。

将 8.9 g TCBS 用 20 mL 超 纯 水 煮 沸 ，制 成

（TCBS）琼脂培养基。取 50 μL 匀浆液均匀涂布

于 TCBS 琼脂培养基表面，于 36 ℃、180 r/min 的

摇床中培养 12 h，根据培养基上形成的黄色菌落

（鳗弧菌）计算载菌量。计算公式：载菌量（CFU/

mg）= 计 算 弧 菌 数（CFU）× 稀 释 倍 数/质 量

（mg）［17］。

1.2.4　溶菌酶（LZM）活性检测

取 0.1 g鳃组织，加入 1 mL 0.9%氯化钠溶液

进行匀浆，匀浆液在室温下以 5 500 r/min 离心

5 min，获得上清液。将标准品、标准应用溶液和

应用细菌溶液在 37 ℃下预热 7 min，然后快速混

合。使用分光光度计测定菌液在吸光度 530 nm

波长下分别记录 15 s（T0）和 135 s（T2）的吸收值。

使用 LZM 测定试剂盒（Nanjing Jiancheng Co.，中

国南京）检测LZM活性。

1.2.5　鳃组织病理分析

将准备好的鳃组织于 4% 多聚甲醛中固定

24 h，使用 75% 乙醇洗涤和脱水，随后用石蜡包

埋。将处理后的样本切成 5 μm石蜡切片，并用苏

木精和伊红（H.E）染色。用光学显微镜观察并记

录鳃组织的形态和结构变化。
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1.2.6　免疫基因表达分析

使用 TRIzol 试剂提取鳃组织中总 RNA。通

过 1.0% 琼脂糖凝胶电泳来评价 RNA 完整性，并

且使用 NanoDrop 2000 紫外分光光度计来测定

RNA浓度。使用反转录试剂盒（TaKaRa，Tokyo，

Japan）获 取 cDNA 并 测 定 浓 度 。 使 用 Primer 

Premier 5.0软件设计目的基因引物（表 1），β-actin

作为内参基因。荧光定量 PCR（qPCR）的体系为

20 μL：染 液 SYBR Ⅱ（TaKaRa，Tokyo，Japan）

10 μL、上下游引物各 1 μL、ROX Ⅱ（TaKaRa，

Tokyo，Japan） 0.4 μL， cDNA 0.8 μL 和 ddH2O 

6.8 μL。qRT-PCR程序如下：在Roche LightCycler 

480 Real-time PCR系统中，在 94 ℃下进行 cDNA

变性5 min，然后进行42个循环的94 ℃ 30 s、58 ℃ 

25 s和72 ℃ 30 s。每个样品进行3次生物学重复，

并使用2-ΔΔCt方法进行进一步计算。

1.2.7　数据分析

运用 SPSS 27.0.1 统计软件对所得 6 组存活

率数据进行 Probit 回归方程分析，探究半致死浓

度（LC50）的置信区间［5］。通过单因素方差分析

（ANOVA）和单因素 t 检验，评估半致死浓度

（LC50）条件下鳗弧菌胁迫对蛤仔基因表达水平的

影响［18］。本研究中使用 SPSS对所有数据进行分

析，所有结果均以平均值±标准误（Mean±SE）表

示，统计检验在*P<0.05处具有显著性，**P<0.01

具有极显著性。

2　结果

2.1　存活率分析

结果表明，鳗弧菌胁迫组与对照组的存活率

存在显著差异（P<0.05；图 2）。不同浓度胁迫组

（从高到低）及对照组的存活率分别为 33.7%、

43.0%、52.3%、59.7%、67.0%、98.3%。在实验组

中，除 5×106 CFU/mL 组在胁迫 48 h 后出现死亡

个体（存活率为 97.0%）外，其余实验组均在胁迫

24 h 后出现死亡。5×107 CFU/mL 组在 24 和 48 h

图 1　鳗弧菌胁迫组和对照组取样的实验设计和流程图
Fig. 1　Experimental design and flow chart for sampling in the V.  anguillarum challenge group and the control group
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的存活率分别显著下降至 94.6% 和 85.3%，168 h

后存活率为 52.3%（P<0.01；图 2），经过SPSS回归

分析得出回归方程：Y=3.24-0.42X（R2 = 0.927，P<

0.01），为注射鳗弧菌胁迫蛤仔 168 h的半致死浓

度（LC50）组，半致死浓度（LC50）为 6.08×106 CFU/

（mL·g）［15，19］［本研究以平均总质量计算，置信系

数a = 0.05时的置信区间：5.57×106 CFU/（mL·g）≤ 

LC50 ≤ 8.06×106 CFU/（mL·g）］。

2.2　载菌量和溶菌酶活性分析

采用平板计数法测定鳗弧菌胁迫后蛤仔鳃组

织中的载菌量。结果显示，6 h后载菌量显著增加

至 5.86 CFU/mg，并于 24 h 达到峰值 7.53 CFU/

mg。随后载菌量显著下降，120 h后降至4.26 CFU/

mg，但仍为峰值（24 h）载菌量的 0.56 倍（P<

0.05），对照组（0 h）鳃组织中未检测到菌落（图

3）。

在弧菌胁迫下，蛤仔鳃组织中的溶菌酶

（LZM）活性呈现先升高后降低的趋势（图 4）。

LZM 活性在对照组（0 h）中为 53.31 U/mg port，

6 h后显著上调（80.65 U/mg port），并在 24 h达到

峰值（123.03 U/mg port，为对照组的 2.30 倍），随

后逐渐下降，120 h 后降至 77.92 U/mg port，但仍

比对照组显著上调0.46倍（P<0.05）。

2.3　鳃组织病理分析

通过H.E染色观察鳗弧菌感染24 h后蛤仔鳃

组织的病理变化（图版）。结果显示，对照组鳃组

织结构清晰完整，鳃丝排列规则，无明显变性或

坏死（图版-1，3）；而半致死浓度（LC50）组鳃组织

表 1　蛤仔免疫相关基因 qPCR 引物
Tab. 1　Immune-related genes qPCR primer of R.  philippinarum

基因名
Gene name

Hsp70

Cyp1a1

Pim3

Lysozyme

Cd109

Traf6

Limp

Atpase

C1q

β-actin

基因编号
Gene ID

evm.TU.xfSc0000012.36

evm.TU.xfSc0003229.1

evm.TU.xfSc0000026.20

evm.TU.xfSc0000010.4

evm.TU.xfSc0001935.1

evm.TU.xfSc0001568.8

evm.TU.xfSc0000084.15

evm.TU.xfSc0001291.7

evm.TU.xfSc0000043.1

AY889707.1

正向引物序列(5' to 3')
Forward primer sequence (5' to 3')

GGCGATTCAAGCGAAGCAAT

GCTGCTGGAGTGCTGACAAG

ATCATGGCAGGTCAGCAACAGT

AAGCACAGCGAGCCTCACTCTT

AGCACGCCAGATCACCATTCT

GGCACGGGTTTCACAGCACAT

CGTGTTCAAGTTCCGGTAGC

TCCAGCACCATGGACAATCA

AGTTGCTGACGACCTTGGTT

CTCCCTTGAGAAGAGCTACGA

反向引物序列(5'-3')
Reverse primer sequence (5'-3')

CGGCGTCATTCACCATTCTATC

GCATGACAGGTACAGGCATTCC

TGGCAACAGATTCCTGGCTACT

GCGTCAGGTAGCGTCCGTTAGA

CCTCCAGCCATCGCCATCAT

ACCAGCAGCAGTGAACCGACAT

AAAGCGTCTCCATTGGCACT

TTTGTTGATATTTGTCATCTCGTCA

TGCTGCATTCCGGTGTGATA

GATACCAGCAGATTCCATACCC

*代表差异显著P<0.05，**代表差异极显著P<0.01。
* represents significant difference P<0.05， ** represents very 

significant difference P<0.01.

图 2　菲律宾蛤仔感染不同浓度鳗弧菌的存活率
Fig. 2　Survival rate of R.  philippinarum infected with 

different concentrations of V.  anguillarum

不同小写字母表示组间差异显著（P<0.05）。
Different lowercase letters indicate significant difference（P<0.05）.

图 3　菲律宾蛤仔鳃组织中的载菌量
Fig. 3　Bacterial load of R.  philippinarum in the gills
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结构排列紊乱，鳃丝严重收缩、松散，结缔组织广

泛坏死，并伴有大量细胞浸润（图版-2，4）。

2.4　鳗弧菌处理后蛤仔鳃组织免疫相关基因表达

利用 qPCR技术分析鳗弧菌胁迫后蛤仔鳃组

织中 9个免疫相关基因在不同免疫阶段的表达变

化。结果表明，Hsp70 基因在 24 h 表达量达到峰

值，比对照组（0 h）显著上调了 4.69倍，随后表达

量开始下降，120 h降低到了对照组的 1.80倍（P<

0.05；图 5a）。Cyp1a1 基因在 12 h 表达量达到峰

值，比对照组显著上调了 5.92倍，随后开始下降，

120 h 仍比对照组高 0.72 倍（P<0.05；图 5b）。如

图 5c所示，Pim3在 6 h表达量最低（对照组的 0.52

倍），随后开始升高，在 12 h开始高于对照组（P<

0.05），120 h 后是对照组的 4.40 倍（P<0.05）。

Lysozyme 基因的表达量在 120 h 内显著上调，在

72 h达到峰值，随后开始降低，120 h仍是对照组

的 4.88 倍（P<0.05；图 5d）。Cd109 在 6 h 的表达

量最低（对照组的 0.46 倍；P<0.05），随后开始升

高，在 12 h 与对照组无显著差异，24 h 后显著高

于对照组，在 120 h达到峰值，为对照组的 2.95倍

（P<0.05；图 5e）。如图 5f所示，Traf6基因的表达

量整体呈先升高后降低的趋势，在 24 h 达到峰

值，比对照组显著上调了 2.95倍（P<0.05）。溶酶

体整合膜蛋白基因（Limp）表达量在 6 h 达到峰

值，比对照组显著上调了 5.37倍，随后开始降低，

120 h 与对照组无显著差异（P>0.05；图 5g）。三

磷酸腺苷酶（Atpase）在胁迫后 120 h内显著上调，

表达量在 12 h达到峰值，是对照组的 2.77倍（P<

0.05；图 5h）。补体蛋白基因（C1q）的表达量整体

呈先升高后降低的趋势，在胁迫后的 120 h 内均

显著上调，并在 72 h 达到峰值（P<0.05），比对照

组显著上调了 4.78倍（图 5i），120 h仍比对照组高

2.49倍。

3　讨论

本研究中，除 5×106 CFU/mL组以外的 4种鳗

弧菌胁迫组，菲律宾蛤仔在 24 h内均出现死亡个

体，这一现象可能与蛤仔自身免疫调节系统的调

节能力有关。研究［13］表明，当病原菌侵染浓度处

于宿主免疫调节范围内时，蛤仔可通过固有免疫

系统有效抑制鳗弧菌的致病作用。随着鳗弧菌

浓度的升高，蛤仔自身免疫调节能力达到阈值

时，其免疫防御能力无法有效应对病原侵袭，可

能导致高浓度鳗弧菌胁迫对蛤仔的损伤加剧，表

现为鳗弧菌浓度和蛤仔存活率呈显著负相关［12］

（P<0.05）。分析注射胁迫 168 h蛤仔存活率结果

表明，5×107 CFU/mL 组蛤仔存活率为 52.3%，经

Probit 回归分析方程分析确定了注射鳗弧菌

168 h 对 蛤 仔 的 半 致 死 浓 度（LC50）为 6.08×

106 CFU/（mL·g）。作为评估鳗弧菌环境致病风

险的重要指标，半致死浓度（LC50）的确定不仅证

实了鳗弧菌对蛤仔具有显著的毒害作用，为后续

实验提供了剂量参考，也为蛤仔养殖过程中的病

害风险预警和防控策略提供了重要的参考价值。

作为双壳贝类抵御病原体入侵的主要防线，

先天免疫系统在蛤仔的免疫防御中起着至关重

要的作用，其中鳃组织在先天免疫功能中扮演着

多重角色［20］。研究［21］表明，弧菌感染可导致贝类

鳃组织结构损伤和生理功能改变，如副溶血性弧

菌感染可引发缢蛏（Sinonovacula constricta）鳃丝

结构损伤和功能紊乱。本研究发现相比于对照

组，半致死浓度（LC50）组鳃丝出现显著病理变化，

这表明鳗弧菌的侵染会导致鳃组织结构变化并

造成一定程度的损伤［22］。载菌量结果表明，鳃组

织中鳗弧菌数量呈先显著增加后迅速降低的趋

势，这一变化趋势揭示了蛤仔体内鳗弧菌被迅速

清除的过程，表明蛤仔抗菌免疫反应被激活［17］。

此外，这一变化趋势与王瑞等［23］在文蛤（Meretrix 

petechialis）感染副溶血弧菌研究中发现的“先急

剧上升，再快速下降”的弧菌载量变化趋势相似，

暗示着贝类对副溶血弧菌感染的免疫应答可能

具有相似的免疫学特征［24］。

不同小写字母表示组间差异显著（P<0.05）。
Different lowercase letters indicate significant difference（P<0.05）.

图 4　菲律宾蛤仔鳃组织中 LZM 活性变化
Fig. 4　Changes of LZM activity in the gills of 

R.  philippinarum
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LZM 作为参与软体动物先天免疫的关键水

解酶，能够直接破坏弧菌的细胞壁，从而抑制弧

菌的增殖和扩散，是评估贝类先天免疫的重要指

标［25］。Limp可与溶酶体中的水解酶结合，并将水

解酶包裹在溶酶体内保护水解酶免受酸性环境

的损害，从而在溶酶体介导的病原体清除过程中

起重要作用［26］。WANG 等［27］发现 Limp 与 Atpase

相互作用并参与溶酶体的形成，在维持细胞稳定

和促进溶酶体免疫功能方面发挥关键作用。本

实验中，蛤仔在鳗弧菌侵染后，Lysozyme、Limp、

Atpase基因显著上调，表明溶菌酶在蛤仔抗鳗弧

菌的免疫反应中起到了重要作用［27-28］。同时，本

实验发现鳗弧菌侵染后蛤仔鳃组织中 LZM 活性

显著增加，表明LZM在蛤仔抗弧菌的免疫反应中

起着关键作用［29］。此外，LZM活性与蛤仔体内载

菌量表现出正相关关系，这种现象可能与蛤仔的

先天免疫防御机制密切相关［30］。我们推测，当病

原菌（如鳗弧菌）侵染时，蛤仔通过激活免疫系统

增强 LZM 活性，从而抑制其增殖；随着载菌量的

增加，免疫系统进一步上调 LZM 的表达和活性，

以应对更高的病原负荷；而当载菌量下降时，病

原胁迫减轻，LZM 活性相应降低，反映了免疫反

应的动态调节过程［31］。研究结果揭示了 LZM在

蛤仔抗弧菌的免疫中发挥了重要的防御作用，其

活性变化可能是机体应对病原感染的直接响

应［24］。为进一步研究贝类动物的免疫防御机制、

病原-宿主相互作用以及免疫调节的分子机制提

供了重要的理论基础。

1，3为对照组，2，4为半致死浓度（LC50）组；1，2放大倍数 100倍；3，4放大倍数 400倍；绿色箭头 . 鳃结构正常；蓝色箭头 . 受损和严重收
缩的鳃丝；黑色箭头 . 细胞坏死。
1，3 represents the control group， and 2，4 shows the semi-lethal concentration （LC50） group； The magnification of （1，2） is 100 ×， and the 

magnification of （3，4） is 400 ×； Green arrow.  Normal gill structure； Blue arrow.  Damaged and severely shrunk gill filaments； Black 

arrows.  Cell necrosis.

图版　病理观察菲律宾蛤仔鳃组织
Plate　Pathological observation gills of R.  philippinarum
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近年来的研究［32］表明，Hsp70和Pim3等基因

在贝类抗弧菌的先天免疫反应中起着关键调控

作用。Hsp 家族是生物体内广泛存在的一类蛋

白，YUE等［33］研究表明，Hsp70基因在文蛤的足、

肝胰腺、外套膜和鳃中均有表达，且在感染副溶

血弧菌 24 h 后，Hsp70 在鳃组织中表达量显著上

调，这一发现与本研究结果类似。同时，我们先

前的研究也表明蛤仔在遭到鳗弧菌侵染后可通

过调节 Hsp70 基因激活内吞通路参与免疫应

答［34］。在本实验中，蛤仔感染鳗弧菌后，Hsp70基

因在168 h内显著上调，表明Hsp70基因在蛤仔抗

鳗弧菌的免疫防御机制中发挥重要作用。此外，

Pim3作为Pim家族的一员，在调控细胞炎症反应

和抑制病原体增殖中发挥关键作用［35］。研究［36］

表明，Pim3能有效增强血细胞存活率，增强宿主

对副溶血性弧菌和链球菌的免疫防御能力。对

长牡蛎的 Pim 家族分析表明，Pim3 可通过激活

NF-κB通路，在抗菌和抗炎免疫应答中发挥重要

作用［37］。本研究中，Pim3表达水平在前 6 h显著

下调，可能是鳗弧菌的侵染抑制了蛤仔早期（0~

6 h）Pim3 的表达，但随着蛤仔免疫系统的调节，

Pim3表达水平逐渐上调，表明其参与了蛤仔对鳗

弧菌的清除过程［38］。进一步通过 qPCR 分析发

现，感染 12 h后 Pim3的表达水平显著升高，揭示

了 Pim3 在蛤仔抗弧菌免疫应答中的重要功

能［39］。

Cyp1a1作为Sive酶蛋白超家族成员，在软体

动物的应激反应和代谢过程中发挥重要功能［40］。

不同小写字母表示组间差异显著（P<0.05）。
Different lowercase letters indicate significant difference（P<0.05）.

图 5　鳗弧菌侵染后蛤仔鳃组织中免疫相关基因在不同免疫阶段的表达水平
Fig. 5　Expression levels of immune-related genes in gill tissues at different immune stages 

following V.  anguillarum stress
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研究［41］表明，Cyp1a1能有效调节贝类的外源性物

质代谢、解毒和免疫过程，从而有效减轻贝类的

炎症反应。Traf6是一种多功能信号分子，可介导

TNF 受体（TNFR）家族的信号传导，还在 Toll 样

受体（TLR）超家族的下游信号传导中发挥关键

作用［42］。近年来许多研究［43-44］表明，Traf6在软体

动物的先天免疫中发挥重要作用。C1q是补体蛋

白中的重要模式识别分子，在无脊椎动物的免疫

反应中起重要作用［45］。本研究中，在鳗弧菌侵染

后，Cyp1a1、Traf6、C1q 的表达水平显著上调，进

一步证实了 Cyp1a1、Traf6、C1q 在菲律宾蛤仔抗

鳗弧菌的免疫反应中具有重要意义。此外，

Cd109是TEPs的一个亚群，作为一种广泛分布于

免疫细胞上的糖蛋白，在免疫识别和应答中起着

至关重要的作用［46］。研究［47］表明，Cd109与马氏

珠母贝血细胞对溶藻弧菌的吞噬能力密切相关。

本研究中，Cd109在鳗弧菌感染过程中呈现先下

调后上调的表达趋势，表明其参与了蛤仔抗鳗弧

菌的免疫反应。

4　总结

本研究通过浓度梯度实验明确了注射鳗弧

菌 168 h 对菲律宾蛤仔的半致死浓度（LC50）为

6.08×106 CFU/（mL·g）。采用 LZM 活性测定、载

菌量分析和鳃组织病理观察等方法，探究了半致

死浓度（LC50）条件下蛤仔鳃组织载菌量和 LZM

活性在不同免疫阶段的变化趋势，揭示了在感染

鳗弧菌 24 h后鳃组织出现了明显的损伤，表明了

鳃组织在免疫防御中的关键作用。此外，qPCR

结果表明了在注射半致死浓度（LC50）鳗弧菌胁迫

下菲律宾蛤仔鳃组织中 9种免疫基因在不同免疫

阶段的变化趋势，从分子水平表明了这些基因在

抗弧菌免疫反应中发挥着关键调控作用。本研

究为探索菲律宾蛤仔抗鳗弧菌的免疫响应机制

提供了参考价值。

作者声明本文无利益冲突。
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Effects of Vibrio anguillarum infection on the survival， gill tissue and 

immune-related gene expression of Ruditapes philippinarum

JIA Jianxin1，2， WANG Ruiyao1，2， LI Binghui1，2， NIE Hongtao1，2

（1. College of Fisheries and Life Science， Dalian Ocean University， Dalian 116023， Liaoning， China； 2. Engineering 

Research Center of Shellfish Culture and Breeding in Liaoning Province， Dalian 116023， Liaoning， China）

Abstract: To explore the semi-lethal concentration （LC50） of Vibrio anguillarum infection in Ruditapes 

philippinarum and its effects on gill tissues and immune related genes. In this study， R. philippinarum was 

challenged with five different concentrations of V. anguillarum for 168 h. Meanwhile， the LZM activity， 

bacterial load， pathological analysis and the expression of immune-related genes in the gills were 

conducted. The results showed that the challenge group injected with V. anguillarum at 5×10⁷ CFU/mL for 

168 h corresponded to the semi-lethal concentration （LC50） group， and the semi-lethal concentration 

（LC50） was 6.08×106 CFU/（mL·g）， with a survival rate of 52.3%. The survival rate was the lowest at 

33.6% in the 5×108 CFU/mL group and the highest survival rate of 67.0% was observed in the 5×106 CFU/

mL group. The results indicated that the bacterial load peaked at 24 h （7.53 CFU/mg）， and then gradually 

decreased， reaching 4.26 CFU/mg at 120 h in semi-lethal concentration （LC50） groups. The LZM activity 

significantly increased in the gills and peaked at 12 h （123.03 U/mg prot/mL）， and then gradually 

decreased， reaching 77.92 U/mg prot/mL at 120 h. The pathological analysis revealed that the gills 

filaments showed disordered arrangement， severe shrinkage， and increased gaps at 24 h. Additionally， 

quantitative real-time PCR （qPCR） analysis revealed that V. anguillarum infection significantly upregulated 

the expression of several immune related genes， including heat shock protein （Hsp70）， Cytochrome p450 

（Cyp1a1）， serine/threonine protein kinase pim3 （Pim3）， Lysozyme， Leukocyte differentiation antigen 

（Cd109） and tumor necrosis factor receptor associated factor 6 （Traf6） （P<0.05）， revealing their 

important roles in the immune defense response of R. philippinarum against V. anguillarum. This study 

preliminarily explored the effects of V. anguillarum on R. philippinarum， providing new insights for the 

innate immune mechanism of the R. philippinarum against V. anguillarum.

Key words: Ruditapes philippinarum； Vibrio anguillarum； gill； half-lethal concentration （LC50）
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