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摘　要：副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖｐ）是目前备受关注的人畜共患病的病原。为了比较７株不
同来源的Ｖｐ对斑马鱼的毒力大小及致病能力，采用急性毒性试验测定９６ｈ内Ｖｐ对斑马鱼的半数致死剂量
（ｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌｄｏｓａｇｅ，ＬＤ５０），用累积法和Ｂｌｉｓｓ法对比分析ＬＤ５０指标。结果显示：ＶｐＫＮＨ１无致病性。其他菌
株感染后，均表现出腹部出血，腹腔有腹水，内脏出血等症状。用累积法和 Ｂｌｉｓｓ法分析人类致病菌株
ＡＴＣＣ１７８０２、ＡＴＣＣ３３８４７及水生动物致病菌株 Ｖｐ１３、Ｖｐ３１、Ｖｐ４１、Ｖｐ５７共６株不同来源的副溶血性弧菌的
ＬＤ５０，累积法计算得到的ＬＤ５０分别为６．０×１０

７、７．４×１０７、３．９×１０７、１．６×１０８、１．６×１０８、９．３×１０７ＣＦＵ／ｍＬ；

Ｂｌｉｓｓ法得到的ＬＤ５０分别为：５．０×１０
７、７．６×１０７、３．６×１０７、１．５×１０８、１．６×１０８、９．４×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。研究结果

发现两种计算方法得出的ＬＤ５０数值差距较小，结果相似，不同菌株毒力强弱的顺序均为：Ｖｐ１３＞ＡＴＣＣ１７８０２
＞ＡＴＣＣ３３８４７＞Ｖｐ５７＞Ｖｐ３１≥ Ｖｐ４１＞ＶｐＫＮＨ１。综上所述，累积法及Ｂｌｉｓｓ法均可用于检测细菌毒力大小，
但由于计算机的发展使得Ｂｌｉｓｓ计算方法更加简便，为更优的选择。
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　　副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖｐ）
是目前备受关注的人畜共患病的病原，不仅是重

要的海水动物弧菌病的病原［１－２］，给水产养殖业

造成极大的经济损失，而且极易引起食物中毒、

肠胃炎等疾病，严重的可导致败血症甚至死亡，

对人类健康危害巨大［１－３］。该菌毒力因子众多，

致病机理复杂。利用毒力基因，如直接耐热溶血

素（ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅｄｉｒｅｃｔｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，ＴＤＨ）、ＴＤＨ相
关不耐热肠毒素（ＴＤＨｒｅｌａｔｅｄｈｅａｔｌａｂｉｌｅｔｏｘｉｎ，
ＴＲＨ）、不耐热溶血毒素（ｔｈｅｒｍｏｌａｂｉｌｅｈｅｍｏｌｙｓｉｎ，
ＴＬＨ）等评价细菌的致病特性已得到普遍认
可［４－６］，但运用这些毒力因子进行检测仍不能较

好地判断不同菌株之间的毒力差异。最好最直

接的方法是运用动物模型来进行半数致死剂量

（ｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌｄｏｓａｇｅ，ＬＤ５０）的测定。ＬＤ５０的概
念最早于１９２７年由英国生物学家 ＴＲＥＶＥ提出，
用导致一半动物死亡的剂量来表示药物的毒性

大小。根据医学主题词表的定义，ＬＤ５０是指能杀
死一半试验总体的有害物质、有毒物质或游离辐

射的剂量。一般是用有毒物质质量和实验生物

质量之比进行表示（ｍｇ／ｋｇ或ＣＦＵ／ｍＬ）。
ＬＤ５０现今已经广泛应用于医学、药学、动物医

学（兽医学）、植物医学（植物保护学）、微生物学、

生态学、毒理学等生命科学研究领域，成为衡量

毒性大小的重要参数，在病原菌（包括人类、动植

物的病原菌）的毒力评价中成为经典的方法，很

难被替代［７］。目前较为常用的方法有３种：一种
是改良寇氏法，但要求是正态分布［８－１０］，即最低

剂量呈现反应率０％（Ｐｎ＝０），最高剂量出现反
应率１００％（Ｐｍ＝１），才能得到精确结果；一种是
Ｂｌｉｓｓ法［１１］，计算比较精确可靠，卫生部要求新药

必须用Ｂｌｉｓｓ法进行ＬＤ５０测定评估；第３种方法是
累积法，累积法也称 ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈ法［１２］，在微生

物学中比较常用［１３］，但结果比较粗略。
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斑马鱼作为有效的人类传染病模型［１４－１５］和

水生病原菌疾病模型［１６］具有明显的优势：成鱼体

型较小，一般体长４～６ｃｍ；生长发育快，受精后
２４ｈ主要器官原基基本形成；生长周期短，３～４
个月即性成熟，且易于饲养。本文运用累积法、

Ｂｌｉｓｓ法，利用斑马鱼模型比较来源于人类、环境
和水生动物的７株Ｖｐ的毒力大小，以期为Ｖｐ的
致病机理研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验用鱼
实验所用斑马鱼为同一种系，均为 ＡＢ系斑

马鱼，购于中国科学院上海生命科学研究院生物

化学与细胞生物学研究所斑马鱼平台。所用斑

马鱼约为４ｃｍ，１０月龄，大小、健康状况基本相
同。实验前至少驯养７ｄ，使适应实验环境，但不
适宜长期饲养（＜２个月），实验前停食１ｄ，以防
剩余的饵料及粪便影响水质。驯养期间，死亡率

不得超过５％，否则需重新更换斑马鱼进行驯养。
养殖方法参照ＷＥＳＴＥＲＦＩＥＬＤ［１７］（或ｈｔｔｐ：／／ｚｆｉｎ．
ｏｒｇ／ｚｆ＿ｉｎｆｏ／ｚｆｂｏｏｋ／ｚｆｂｋ．ｈｔｍｌ）进行。
１．２　实验菌株

副溶血性弧菌 ＡＴＣＣ１７８０２、ＶｐＫＮＨ１由加州
大学洛杉矶分校（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣａｌｉｆｏｒｎｉａ，Ｌｏｓ
Ａｎｇｅｌｅｓ，ＵＣＬＡ）王艳玲博士惠赠，ＡＴＣＣ３３８４７、
Ｖｐ１３、Ｖｐ３１、Ｖｐ４１、Ｖｐ５７由上海海洋大学赵勇教
授惠赠，其中后４种菌株均分离自南美白对虾。
１．３　主要试剂

主要试剂：硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖琼

脂培养基（Ｔｈｉｏｓｕｌｆａｔｅｃｉｔｒａｔｅｂｉｌｅｓａｌｔｓｓｕｃｒｏｓｅａｇａｒ
ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ，ＴＣＢＳ）（北京路桥技术有限责任
公司，ＣＭ４０２）；胰蛋白胨（上海生工生物工程有
限公司，７３０４９－７３－７）；酵母膏（上海生工生物
工程有限公司，８０１３－０１－２）；Ｔｒｉｓ（ａｍｒｅｓｃｏ，７７－
８６－１）；氯化钠（Ｓｉｇｍａ，７６４７－１４－５）。

ＬＢＳ液体培养基 （１Ｌ）：９５０ｍＬ蒸馏水，５０
ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｐＨ ７．５，１０ｇ胰 蛋 白 胨
（ｔｒｙｐｔｏｎｅ），５ｇ酵母膏（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ），２０ｇＮａＣｌ。
１．４　主要仪器

ＭｉｌｌｉＱＤｉｒｅｃｔ８超纯水系统（品牌：Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，
型号：ＭｉｌｌｉＱＤｉｒｅｃｔ８），离心机（品牌：ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，
型号：５８１０Ｒ），恒温摇床（品牌：Ｉｎｎｏｖａ，型号：
４０Ｒ）。

１．５　菌液准备
将－８０℃冰箱终浓度为１５％甘油保存的７

株副溶血性弧菌在 ＴＣＢＳ平板上分离纯化，３７℃
培养箱内培养过夜。挑取单克隆接种到 ３ｍＬ
ＬＢＳ液体培养基，置于３７℃摇床，２００ｒ／ｍｉｎ培养
过夜。将过夜菌液重新接种到新的 ＬＢＳ液体培
养基摇菌，１６ｈ左右测 ＯＤ６００，平板计数后备用。
将ＯＤ６００为１．２６的菌液（约１．６×１０

８ＣＦＵ／ｍＬ）
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清，用０．８５％生理
盐水清洗沉淀 ３遍，加入 １／１００ＬＢＳ体积的
０．８５％生理盐水悬浮沉淀，菌液浓度为 １．６０×
１０１０ＣＦＵ／ｍＬ，并将此菌液进行１０－１、１０－２、１０－３、
１０－４倍稀释得到浓度分别为１．６×１０９、１．６×１０８、
１．６×１０７和１．６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ的菌液备用。
１．６　Ｖｐ人工感染斑马鱼的预实验

为确定正式试验所需浓度范围，我们选取较

大范围的浓度梯度，各浓度分别为１．６×１０１０、
１．６×１０９、１．６×１０８、１．６×１０７和１．６×１０６ＣＦＵ／
ｍＬ。每个浓度随机３尾鱼，不设平行组，实验持
续４８～９６ｈ。每日至少两次记录各容器内的死
亡率，并及时取出死鱼。求出２４ｈ１００％死亡的
浓度和９６ｈ无死亡的浓度。如果依此预实验结
果无法确定正式实验所需的浓度范围，应另选其

他浓度范围再次进行预实验。

１．７　Ｖｐ人工感染斑马鱼的正式实验
根据预实验结果３倍梯度稀释浓度为１．６×

１０９ＣＦＵ／ｍＬ的菌液，使浓度梯度分别为 ５．３×
１０８、１．８×１０８、６．０×１０７、２．０×１０７和 ６．７×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ，进行斑马鱼感染实验。采用腹腔注射
的人工感染方式，每组 １０尾斑马鱼，每尾鱼 １０
μＬ菌悬液。同时设阴性对照组，注射等量０．８５％
生理盐水。每组设３个平行实验。接种后，各组
分开饲养于不同的水族箱中，定时观察。统计

１２、２４、３６、４８、７２及９６ｈ的累积死亡数，死亡数取
３个平行数据的平均值。
１．８　ＬＤ５０的计算方法

ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈ方法：参照顾兵等［１８］的实验方

法进行。要求每组实验动物数量相等，并且剂量

呈等比数列的剂量假定一动物感染较低稀释度

的菌液，如仍能生存，则在感染较高稀释度时，也

应当生存，所以积累总计栏内，各组应生存动物

总数是由感染较低稀释度而生存的动物数向感

染较高稀释度而生存的动物数累加而得。相反

７８
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若一动物死于较高稀释度的菌液，则应死于较低

的稀释度，所以总计死亡动物数时，是由较高稀

释度致死的数目向较低稀释度致死的数目累加

而得。故先将实验中的死亡动物数和存活动物

数进行累加求和，再用此两者的数值计算每个浓

度下的累积死亡率。由于累积的死亡率的线性

较不累积时的要好，故此方法只运用一个累积死

亡率大于５０％和一个小于５０％的２组数据即可
得到一条直线，并将此条直线近似认为是死亡率

和剂量对数相关的直线，５０％死亡率的点在该直
线上。根据数学方法算出一个比例系数 ｒ，取反
对数即可得到ＬＤ５０。

ｒ＝（ｍ－ｎ）／（ａ－ｂ） （１）
ｌｇＬＤ５０＝ｒ（５０－ｂ）＋ｎ （２）

式中：ａ为大于５０％的死亡率；ｍ为其对应的剂
量对数；ｂ为小于５０％的死亡率；ｎ为其对应的剂
量对数。累积法计算较方便，故较多地应用于微

生物学，特别是在稀释分析中；可粗略进行 ＬＤ５０
的判断，但误差较大。

Ｂｌｉｓｓ法：Ｂｌｉｓｓ法又称加权法，参照顾兵等［１８］

和黎七雄等［１９］的实验方法进行。

将实验所得存活率由百分率与概率单位转

换表查出其概率单位，又称经验概率单位（ｙｅｍ）。
在坐标纸上，用对数剂量与经验概率单位

（ｙｅｍ）构成点绘制直线，并由直线找出各对数剂
量相当的概率单位即期望概率单位（Ｙ）。计算作
业概率单位（ｙ），对Ｙ值进行校正：

ｙ＝（Ｙ－Ｐ／Ｚ）＋Ｐ／Ｚ （３）
式中：（Ｙ－Ｐ／Ｚ）是所有动物都生存时的概率单
位，全距（１／Ｚ）为极大值与极小值间的距离；Ｐ为
实验所得动物死亡率，各参数由作业概率单位的

极大值、极小值、全距与权重系数表查出；将各点

进行加权（ｎｗ），用 Ｘ２作直线性检验。如果各个
点不显著偏离直线，即可进行回归直线方程计

算，如果由直线方程得到的期望概率单位（Ｙ１）
与前次的不够接近，则需对Ｙ１再次校正；将各Ｘ
值代入方程 Ｙ２＝ｙ＋ｂ（Ｘ －ｘ）。反应率等于
０．５时，将Ｙ２＝５代入方程：Ｙ２＝ｙ＋ｂ（Ｘ－ｘ）
得到的值即为 ＬＤ５０的对数值。

Ｂｌｉｓｓ法是目前最为可靠、精确的 ＬＤ５０测定方
法。早期，因为其计算过程太过烦琐，故难以得

到推广。但随着计算机的普及，研究者更多运用

基于Ｂｌｉｓｓ法的计算程序计算 ＬＤ５０。本文亦运用
Ｂｌｉｓｓ软件计算ＬＤ５０。

２　结果

２．１　预实验结果
预试验结果显示 ＶｐＫＮＨ１没有致病性，注射

该菌的斑马鱼未见死亡，所以正式实验时只用其

余６株Ｖｐ进行感染。被 Ｖｐ感染死亡的斑马鱼
腹部充血，腹腔内有腹水，内脏器官出血。并且

得出２４ｈ１００％死亡率为１．６×１０９ＣＦＵ／ｍＬ、９６ｈ
内无死亡的浓度为１．６×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。正式实验
菌液浓度在此两浓度之间进行设定。

２．２　ＡＴＣＣ１７８０２感染斑马鱼ＬＤ５０的计算结果
人类致病菌株ＡＴＣＣ１７８０２感染斑马鱼后，试

验结果显示，当注射浓度为５．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的
菌液１２ｈ时，斑马鱼累积死亡数即过半，３６ｈ后
全部死亡，为急性感染。注射生理盐水的对照组

感染期间未发现死亡现象。运用累积法从表中

直接得出 ９６ｈ时 ＡＴＣＣ１７８０２菌株的 ＬＤ５０为
６．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ（表 １）。运用 Ｂｌｉｓｓ法计算得
到的ＬＤ５０为５．０×１０

７ＣＦＵ／ｍＬ（表２）。

表１　累积法计算ＡＴＣＣ１７８０２感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．１　ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＴＣＣ１７８０２ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ

受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

存活动物数／尾
ａｌｉｖｅ

累积死亡数／尾
ｔｏｔａｌｄｅａｄ

累积存活数／尾
ｔｏｔａｌａｌｉｖｅ

累积死亡率／％
ｐｅｒｃｅｎｔｍｏｒｔａｌｉｔｙ

５．３×１０８ ８．７ １０ １０ ０ ２６ ０ １００
１．８×１０８ ８．３ １０ ６ ４ １６ ４ ８０
６．０×１０７ ７．８ １０ ４ ６ １０ １０ ５０
２．０×１０７ ７．３ １０ ３ ７ ６ １７ ２６．１
６．７×１０６ ６．８ １０ ３ ７ ３ ２４ １１．１

生理盐水
ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ － １０ ０ １０ － － －

注：－说明没有对应的数值，以下同。
Ｎｏｔｅ：－ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｄａｔａｆｏｒｉｔ，ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｏｌｌｏｗｉｎｇ．
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表２　Ｂｌｉｓｓ法计算ＡＴＣＣ１７８０２感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．２　ＢｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＴＣＣ１７８０２ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数（Ｘ）
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ

受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

死亡率／％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

经验概率单位（ｙｅｍ）
Ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｋｉｌｌ

期望概率单位（Ｙ）
Ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｅｘｐｅｃｔｅｄｋｉｌｌ

５．３×１０８ ８．７ １０ １０ １００ － ６．１
１．８×１０８ ８．３ １０ ６ ６０ ５．３ ５．６
６．０×１０７ ７．８ １０ ４ ４０ ４．８ ５．１
２．０×１０７ ７．３ １０ ３ ３０ ４．５ ４．６
６．７×１０６ ６．８ １０ ３ ３０ ４．５ ４．１
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ － １０ ０ ０ － －

　　回归方程Ｙ＝－２．９１＋１．０３Ｘ；Ｙ为期望概率
单位；Ｘ为剂量对数。以下回归方程中出现的变
量意义与此相同。半数致死量 ＬＤ５０＝５．０×１０

７

ＣＦＵ／ｍＬ，ＬＤ５０（Ｆｅｉｌｌｅｒ校正）９５％的可信限 ＝
（１．６×１０７－１．３×１０８）ＣＦＵ／ｍＬ。
２．３　Ｖｐ１３感染斑马鱼ＬＤ５０的计算结果

水生动物致病菌株 Ｖｐ１３感染斑马鱼后，试

验结果显示，当注射浓度为５．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的
菌液１２ｈ时，斑马鱼即全部死亡，为急性感染。
注射生理盐水的对照组感染期间未发现死亡现

象。运用累积法直接得出９６ｈ时 Ｖｐ１３菌株的
ＬＤ５０为３．９×１０

７ＣＦＵ／ｍＬ（表３）。运用Ｂｌｉｓｓ法计
算得到的ＬＤ５０为３．６×１０

７ＣＦＵ／ｍＬ（表４）。

表３　累积法计算Ｖｐ１３感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．３　ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｐ１３ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数

ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ
受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

存活动物数／尾
ａｌｉｖｅ

累积死亡数／尾
ｔｏｔａｌｄｅａｄ

累积存活数／尾
ｔｏｔａｌａｌｉｖｅ

累积死亡率／％
ｐｅｒｃｅｎｔｍｏｒｔａｌｉｔｙ

５．３×１０８ ８．７ １０ １０ ０ ２９ ０ １００
１．８×１０８ ８．３ １０ ８ ２ １９ ２ ９０．５
６．０×１０７ ７．８ １０ ６ ４ １１ ６ ６４．７
２．０×１０７ ７．３ １０ ３ ７ ５ １３ ２７．８
６．７×１０６ ６．８ １０ ２ ８ ２ ２１ ８．７
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ １０ － － －

表４　Ｂｌｉｓｓ法计算Ｖｐ１３感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．４　ＢｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｐ１３ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数（Ｘ）
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ

受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

死亡率／％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

经验概率单位（ｙｅｍ）
ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｋｉｌｌ

回归机率（Ｙ）
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ

５．３×１０８ ８．７ １０ １０ １００ － ６．７
１．８×１０８ ８．３ １０ ８ ８０ ５．８ ６．０
６．０×１０７ ７．８ １０ ６ ６０ ５．３ ５．３
２．０×１０７ ７．３ １０ ３ ３０ ４．５ ４．６
６．７×１０６ ６．８ １０ ２ ２０ ４．２ ３．９
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ ０ － －

　　５０％的死亡率对应的剂量浓度位于 ６．０×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ与２．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ之间。死亡率
每增加一个百分点，剂量对数增加：（７．８－７．３）／
（６４．７－２７．８）＝０．０１。死亡率从２７．８％增加到
５０％，剂量对数增加为：０．０１×（５０－２７．８）＝
０．３。ｌｇＬＤ５０＝０．３＋７．３＝７．６，取反对数得ＬＤ５０＝
３．９×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。
　　回归方程 Ｙ＝－５．９７＋１．４５Ｘ，半数致死量

ＬＤ５０＝３．６×１０
７ＣＦＵ／ｍＬ，ＬＤ５０（Ｆｅｉｌｌｅｒ校正）９５％

的可信限＝（１．６×１０７～７．２×１０７）ＣＦＵ／ｍＬ。
２．４　ＡＴＣＣ３３８４７感染斑马鱼ＬＤ５０的计算结果

人类致病菌株ＡＴＣＣ３３８４７感染斑马鱼后，试
验结果显示，当注射浓度为５．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的
菌液１２ｈ时，斑马鱼死亡率即达到９０％，为急性
感染。注射生理盐水的对照组感染期间未发现

死亡现象。运用累积法计算得出 ９６ｈ时

９８
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ＡＴＣＣ３３８４７菌株的ＬＤ５０为７．４×１０
７ＣＦＵ／ｍＬ（表

５）。运用 Ｂｌｉｓｓ法计算得到的 ＬＤ５０为 ７．６×１０
７

ＣＦＵ／ｍＬ（表６）。
　　５０％的死亡率对应的剂量浓度位于 １．８×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ与 ６．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ之间。死亡率

每增加一个百分点，剂量对数增加：（８．３－７．８）／
（７３．７－４４．４）＝０．０２。死亡率从２７．８％增加到
５０％，剂量对数增加为：０．０２×（５０－４４．４）＝
０．０９。ｌｇＬＤ５０＝０．１＋７．８＝７．９，取反对数得
ＬＤ５０＝７．４×１０

７ＣＦＵ／ｍＬ。

表５　累积法计算ＡＴＣＣ３３８４７感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．５　ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＴＣＣ３３８４７ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数

ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ
受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

存活动物数／尾
ａｌｉｖｅ

累积死亡数／尾
ｔｏｔａｌｄｅａｄ

累积存活数／尾
ｔｏｔａｌａｌｉｖｅ

累积死亡率％
ｐｅｒｃｅｎｔｍｏｒｔａｌｉｔｙ

５．３×１０８ ８．７ １０ ９ １ ２３ １ ９５．８
１．８×１０８ ８．３ １０ ６ ４ １４ ５ ７３．７
６．０×１０７ ７．８ １０ ５ ５ ８ １０ ４４．４
２．０×１０７ ７．３ １０ ２ ８ ３ １８ １４．３
６．７×１０６ ６．８ １０ １ ９ １ ２７ ３．６
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ １０ － － －

表６　Ｂｌｉｓｓ法计算ＡＴＣＣ３３８４７感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ６　ＢｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＡＴＣＣ３３８４７ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数（Ｘ）
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ

受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

死亡率％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

经验概率单位（ｙｅｍ）
Ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｋｉｌｌ

期望概率单位（Ｙ）
Ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｅｘｐｅｃｔｅｄｋｉｌｌ

５．３×１０８ ８．７ １０ ９ ９０ ６．３ ６．１
１．８×１０８ ８．３ １０ ６ ６０ ５．３ ５．５
６．０×１０７ ７．８ １０ ５ ５０ ５．０ ４．９
２．０×１０７ ７．３ １０ ２ ２０ ４．２ ４．３
６．７×１０６ ６．８ １０ １ １０ ３．７ ３．６
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ ０ － －

　　回归方程 Ｙ＝－５．１５＋１．２９Ｘ，半数致死量
ＬＤ５０＝７．６×１０

７ＣＦＵ／ｍＬ，ＬＤ５０（Ｆｅｉｌｌｅｒ校正）９５％
的可信限＝（３．５×１０７～１．８×１０８）ＣＦＵ／ｍＬ。
２．５　Ｖｐ５７感染斑马鱼ＬＤ５０的计算结果

水生致病菌Ｖｐ５７感染斑马鱼后，结果显示，
当注射菌液浓度为５．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，１２ｈ的

死亡率即达到８０％，为急性感染。注射生理盐水
的对照组感染期间未发现死亡现象。运用累积

法计算得出９６ｈ时 Ｖｐ５７菌株的 ＬＤ５０为 ９．３×
１０７ＣＦＵ／ｍＬ（表 ７）。运用 Ｂｌｉｓｓ法计算得到的
ＬＤ５０为９．４×１０

７ＣＦＵ／ｍＬ（表８）。

表７　累积法计算Ｖｐ５７感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．７　ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｐ５７ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数

ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ
受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

存活动物数／尾
ａｌｉｖｅ

累积死亡数／尾
ｔｏｔａｌｄｅａｄ

累积存活数／尾
ｔｏｔａｌａｌｉｖｅ

累积死亡率／％
ｐｅｒｃｅｎｔｍｏｒｔａｌｉｔｙ

５．３×１０８ ８．７ １０ ９ １ ２１ １ ９５．５
１．８×１０８ ８．３ １０ ７ ３ １２ ４ ７５．０
６．０×１０７ ７．８ １０ ３ ６ ５ １０ ３３．３
２．０×１０７ ７．３ １０ ２ ８ ２ １８ １０．０
６．７×１０６ ６．８ １０ ０ １０ ０ ２８ ０．０
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ １０ － － －

　　５０％的死亡率对应的剂量浓度位于 １．８×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ与 ６．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ之间。死亡率
每增加一个百分点，剂量对数增加：（８．３－７．８）／
（７５－３３．３）＝０．０１。死亡率从 ２７．８％增加到

５０％，剂量对数增加为：０．０１×（５０－３３．３）＝
０．２。ｌｇＬＤ５０＝０．２＋７．８＝８．０，取反对数得
ＬＤ５０＝９．３×１０

７ＣＦＵ／ｍＬ。

０９



１期 董雪红，等：两种ＬＤ５０计算方法对副溶血性弧菌毒力的比较研究

表８　Ｂｌｉｓｓ法计算Ｖｐ５７感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．８　ＢｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｐ５７ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数（Ｘ）
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ

受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

死亡率％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

经验概率单位（ｙｅｍ）
ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｋｉｌｌ

期望概率单位（Ｙ）
ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｅｘｐｅｃｔｅｄｋｉｌｌ

５．３×１０８ ８．７ １０ ９ ９０ ６．３ ６．３
１．８×１０８ ８．３ １０ ７ ７０ ５．５ ５．５
６．０×１０７ ７．８ １０ ３ ３０ ４．５ ４．７
２．０×１０７ ７．３ １０ ２ ２０ ４．２ ３．８
６．７×１０６ ６．８ １０ ０ ０ － ３．０
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ ０ － －

　　回归方程 Ｙ＝－８．６６＋１．７１Ｘ，半数致死量
ＬＤ５０＝９．５×１０

７ＣＦＵ／ｍＬ，ＬＤ５０（Ｆｅｉｌｌｅｒ校正）９５％
的可信限＝５．１×１０７－１．９×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。
２．６　Ｖｐ３１感染斑马鱼ＬＤ５０的计算结果

水生致病菌Ｖｐ３１感染斑马鱼后，结果显示，
当注射菌液浓度为５．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，１２ｈ的

死亡率达到７０％，为急性感染。注射生理盐水的
对照组感染期间未发现死亡现象。运用累积法

计算得出９６ｈ时 Ｖｐ３１菌株的 ＬＤ５０为１．６×１０
８

ＣＦＵ／ｍＬ（表９）。运用Ｂｌｉｓｓ法计算得到的ＬＤ５０为
１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ（表１０）。

表９　累积法计算Ｖｐ３１感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．９　ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｐ３１ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数

ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ
受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

存活动物数／尾
ａｌｉｖｅ

累积死亡数／尾
ｔｏｔａｌｄｅａｄ

累积存活数／尾
ｔｏｔａｌａｌｉｖｅ

累积死亡率／％
ｐｅｒｃｅｎｔｍｏｒｔａｌｉｔｙ

５．３×１０８ ８．７ １０ ９ １ １７ １ ９４．４
１．８×１０８ ８．３ １０ ４ ６ ８ ７ ５３．３
６．０×１０７ ７．８ １０ ３ ７ ４ １４ ２２．２
２．０×１０７ ７．３ １０ １ ９ １ ２３ ４．２
６．７×１０６ ６．８ １０ ０ １０ ０ ３３ ０
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ １０ － － －

　　５０％的死亡率对应的剂量浓度位于 １．８×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ与 ６．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ之间。死亡率
每增加一个百分点，剂量对数增加：（８．３－７．８）／
（５３．３－２２．２）＝０．０２。死亡率从２７．８％增加到

５０％，剂量对数增加为：０．０２×（５０－２２．２）＝
０．４。ｌｇＬＤ５０＝０．４＋７．８＝８．２，取反对数得ＬＤ５０＝
１．６×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。

表１０　Ｂｌｉｓｓ法计算Ｖｐ３１感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．１０　ＢｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｐ３１ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数（Ｘ）
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ

受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

死亡率％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

经验概率单位（ｙｅｍ）
ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｋｉｌｌ

期望概率单位（Ｙ）
ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｅｘｐｅｃｔｅｄｋｉｌｌ

５．３×１０８ ８．７ １０ ９ ９０ ６．３ ５．９
１．８×１０８ ８．６ １０ ４ ４０ ４．７ ５．１
６．０×１０７ ７．８ １０ ３ ３０ ４．５ ４．３
２．０×１０７ ７．３ １０ １ １０ ３．７ ３．５
６．７×１０６ ６．８ １０ ０ ０ － ２．７
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ ０ － －

　　回归方程 Ｙ＝－８．９５＋１．７１Ｘ，半数致死量
ＬＤ５０＝１．５×１０

８ＣＦＵ／ｍＬ，ＬＤ５０（Ｆｅｉｌｌｅｒ校正）９５％
的可信限＝（８．０×１０７－３．３×１０８）ＣＦＵ／ｍＬ。

２．７　Ｖｐ４１感染斑马鱼ＬＤ５０的计算结果
水生致病菌Ｖｐ４１感染斑马鱼后，结果显示，

当注射菌液浓度为５．３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，１２ｈ的
累积死亡率达到４０％，毒力较弱。注射生理盐水
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的对照组感染期间未发现死亡现象。运用累积

法计算得出９６ｈ时 Ｖｐ４１菌株的 ＬＤ５０为 １．６×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ（表 １１）。运用 Ｂｌｉｓｓ法计算得到的
ＬＤ５０为１．６×１０

８ＣＦＵ／ｍＬ（表１２）。
　　５０％的死亡率对应的剂量浓度位于 １．８×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ与 ６．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ之间。死亡率

每增加一个百分点，剂量对数增加：（８．３－７．８）／
（５２．９－２５） ＝０．０２。死亡率从 ２７．８％增加到
５０％，剂量对数增加为：０．０２×（５０－２５）＝０．４３。
ｌｇＬＤ５０＝０．４＋７．８＝８．２，取反对数得 ＬＤ５０＝
１．６×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。

表１１　累积法计算Ｖｐ４１感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．１１　ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｐ４１ａｔ９６ｈ

剂量／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｄｏｓｅ

剂量对数

ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ
受试动物数／尾
Ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

存活动物数／尾
ａｌｉｖｅ

累积死亡数／尾
ｔｏｔａｌｄｅａｄ

累积存活数／尾
ｔｏｔａｌａｌｉｖｅ

累积死亡率％
ｐｅｒｃｅｎｔｍｏｒｔａｌｉｔｙ

５．３×１０８ ８．７ １０ ８ ２ １７ ２ ８９．５
１．８×１０８ ８．３ １０ ４ ６ ９ ８ ５２．９
６．０×１０７ ７．８ １０ ３ ７ ５ １５ ２５
２．０×１０７ ７．３ １０ ２ ８ ２ ２３ ８
６．７×１０６ ６．８ １０ ０ １０ ０ ３３ ０
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ １０ － － －

表１２　Ｂｌｉｓｓ法计算Ｖｐ４１感染斑马鱼９６ｈＬＤ５０
Ｔａｂ．１２　ＢｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＶｐ４１ａｔ９６ｈ

剂量

ｄｏｓｅ
剂量对数（Ｘ）
ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ

受试动物数／尾
ｔｅｓｔａｎｉｍａｌｓ

死亡动物数／尾
ｄｅａｄ

死亡率％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

经验概率单位（ｙｅｍ）
ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｋｉｌｌ

期望概率单位（Ｙ）
ｐｒｏｂｉｔｆｏｒ
ｅｘｐｅｃｔｅｄｋｉｌｌ

５．３×１０８ ８．７ １０ ８ ８０ ５．８ ５．７
１．８×１０８ ８．２６ １０ ４ ４０ ４．７ ５．１
６．０×１０７ ７．８ １０ ３ ３０ ４．５ ４．４
２．０×１０７ ７．３ １０ ２ ２０ ４．２ ３．８
６．７×１０６ ６．８ １０ ０ ０ － ３．２
生理盐水

ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ
－ １０ ０ ０ － －

　　回归方程 Ｙ＝－５．６４＋１．３０Ｌｏｇ（Ｘ），半数致
死量 ＬＤ５０＝１．６×１０

８ＣＦＵ／ｍＬ，ＬＤ５０（Ｆｅｉｌｌｅｒ校
正）９５％的可信限 ＝（７．９×１０７～５．３×１０８）
ＣＦＵ／ｍＬ。
２．８　不同计算方法比较各菌株毒力结果

综上 所 述，用 累 积 法 计 算 得 到 Ｖｐ１３、
ＡＴＣＣ３３８４７、ＡＴＣＣ１７８０２、Ｖｐ５７、Ｖｐ３１和 Ｖｐ４１共
６株菌株的 ＬＤ５０分别为：３．９×１０

７、７．４×１０７、

６．０×１０７、９．３×１０７、１．６×１０８和１．６×１０８ＣＦＵ／
ｍＬ。用Ｂｌｉｓｓ法计算得到此６株菌株的ＬＤ５０分别
为：３．６×１０７、７．６×１０７、５．０×１０７、９．４×１０７、１．５
×１０８和１．６×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。综合两种方法计算
得到的 ７株 Ｖｐ的毒力强弱均为：Ｖｐ１３＞
ＡＴＣＣ１７８０２＞ＡＴＣＣ３３８４７＞Ｖｐ５７＞Ｖｐ３１≥
Ｖｐ４１＞ＶｐＫＮＨ１（表１３）。

表１３　不同计算方法比较不同Ｖｐ菌株的毒力大小
Ｔａｂ．１３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｖｉｒｕｌｅｎｃｅｏｆＶｐｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号

ｓｔａｉｎ

ＬＤ５０／（ＣＦＵ／ｍＬ）

累积法

ＲｅｅＤＭｕｅｎｃｈｍｅｔｈｏｄ
Ｂｌｉｓｓ法
Ｂｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄ

毒力强弱

ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

Ｖｐ１３ ３．９×１０７ ３．６×１０７ １
ＡＴＣＣ１７８０２ ６．０×１０７ ５．０×１０７ ２
ＡＴＣＣ３３８４７ ７．４×１０７ ７．６×１０７ ３
Ｖｐ５７ ９．３×１０７ ９．４×１０７ ４
Ｖｐ３１ １．６×１０８ １．５×１０８ ５
Ｖｐ４１ １．６×１０８ １．６×１０８ ６
ＶｐＫＮＨ１ － － ７
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３　讨论

本文首次运用斑马鱼模型比较了来源于环

境、人类宿主及水生动物宿主的７株副溶血性弧
菌的毒力大小，这对于比较不同来源、含有不同

致病基因的 Ｖｐ毒力大小提供了良好的方法，为
今后深入研究其致病机理奠定了理论依据。细

菌毒力的检测方法主要包括：菌落形态分析、毒

力因子基因水平、蛋白水平、细胞模型、动物模型

等方法［１９－２０］，这些方法从不同层次和角度为细

菌的致病性及细菌和宿主之间的相互作用提供

了很多信息。目前用副溶血性弧菌的许多毒力

基因，如ｔｌｈ、ｔｒｈ、ｔｄｈ等用于评价其毒力特征，但都
不能给出定量的评价标准。ＬＤ５０及类似概念，如
半数致死浓度（ｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＬＣ５０）、
半数抑制浓度（ｈａｌｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）、
半数效应浓度（ｍｅｄｉａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＥＣ５０）因能衡量毒性大小而成为重要的参考依
据［７］，现已广泛应用于生命科学研究领域。虽然

早在１９５９年动物学家 ＲＵＳＳＥＬＬ和微生物学家
ＢＵＲＣＨ对动物实验提出代替（ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）、改进
（ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ）和减少（ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）的“ｄｕｃ概念”，即
在生命科学研究中应采取其他手段来代替动物

实验，改进实验方法，减少动物数量和痛苦，提倡

动物保护和动物福利，但动物实验目前仍无法完

全被其他技术所替代［７］。因此，尽量减少动物用

量，改进实验方法是毒理学评价发展的主要趋

势。斑马鱼作为低等的脊椎动物，近年来成为感

染性疾病的理想模型，正是符合以上发展趋势的

结果［１５］。

目前ＬＤ５０的计算方法有很多，如：寇氏法
［８］、

回归直线法［２１］、序贯法［２２］、霍恩氏法［２３］又称目

测图解法、改良寇氏法［９］、ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型法［２４］、固定

剂量法［２５］等。其中以 Ｂｌｉｓｓ创建、后为 ＦＩＳＨＥＲ、
ＦＩＮＮＥＹ所发展的加权概率单位法（又称 Ｂｌｉｓｓ
法）在数理上最为严谨精密，成为标准的 ＬＤ５０计
算方法［２６－２８］。尽管ＬＤ５０测算方法经过几十年研
究已有许多重要进展，但似乎目前还无法提出一

种任何条件下都能令人满意的方法。本研究因

结果不是正态分布，无法运用寇氏法进行计算，

所以我们选用有代表性的累积法及 Ｂｌｉｓｓ法２种
方法分别对６株致病性 Ｖｐ进行毒力分析，发现
这２种方法得到的ＬＤ５０结果相似，有较好的吻合

性。累积法计算方便，更多地运用在微生物学

中，尤其在稀释分析中［１３］；但此法最大的缺点是

不考虑操作误差，是近似值，使得计算结果不够

精确，只可以作为实验过程中 ＬＤ５０的粗略判断。
Ｂｌｉｓｓ法是目前最为精确、可靠的 ＬＤ５０测定方法。
由于其在数理上严谨精密，甚至称其为机率单位

正规法。在早期，因为其计算过程太烦琐，很难

推广。随着计算机的普及，研究者更多运用基于

Ｂｌｉｓｓ法的计算程序计算 ＬＤ５０
［２９－３０］，使得 Ｂｌｉｓｓ方

法计算过程更加简单准确，是计算 ＬＤ５０更好的选
择。我们认为，Ｂｌｉｓｓ法是评价６株 Ｖｐ毒力强弱
的很好方法。

虽然动物模型是最好最直接的测定 ＬＤ５０的
方法，但若比较很多菌株的毒力，就需要大量的

试验动物，如小鼠、大鼠、豚鼠或猪等，这样不但

实验费用会明显提高，而且也会使工作量加大，

浪费人力、物力和财力。而斑马鱼成鱼体型小，

生长发育快，生长周期短且易于饲养，实验成本

低廉，而且，斑马鱼具备天然免疫系统和获得性

免疫系统，因此，近年来，用斑马鱼来替代以上实

验动物进行感染性疾病模型成为普遍采用的理

想方法。本研究结果表明斑马鱼对副溶血性弧

菌致病菌株易感，可以用来测定 ＬＤ５０，评价其毒
力大小。对比不同来源的致病菌结果发现人类

致病菌和水生动物致病菌的 ＬＤ５０结果没有显著
性差异。人类致病菌对斑马鱼也有致病性，表明

两种宿主对副溶血性弧菌的易感性有平行关系，

在一定程度上斑马鱼可以代替小鼠等实验动物

作为研究副溶血性弧菌的动物模型。对比国内

外的不同 Ｖｐ毒力发现，Ｖｐ１３菌株的致病力最
强，而 Ｖｐ４１菌株的致病力最弱。这２株菌均为
国内菌株。而３株国外菌株，除 ＶｐＫＮＨ１分离自
夏威夷海域的环境样品，为无毒菌株外，

ＡＴＣＣ３３８４７、ＡＴＣＣ１７８０２的毒力与其余３株国内
菌株 相 似。对 比 发 现，国 外 的 ２株 Ｖｐ，
ＡＴＣＣ１７８０２含 ｔｒｈ毒力基因，而 ＶｐＫＮＨ１不含毒
力基因，没有溶血性。国内的 ４株 Ｖｐ：Ｖｐ１３、
Ｖｐ３１、Ｖｐ４１及Ｖｐ５７，均分离自南美白对虾，含有
ｔｄｈ。ＡＴＣＣ１７８０２和 ＡＴＣＣ３３８４７均含 ｔｌｈ，不同之
处在于ｔｒｈ和 ｔｄｈ，但 ＬＤ５０指标反映的毒力接近，
而对于含有 ｔｄｈ的 Ｖｐ１３和 Ｖｐ４１而言，ＬＤ５０指标
反映的毒力差异明显，所以，很难只依据毒力基

因的有无判断细菌的致病性。虽然，细菌种属是

３９
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菌株毒力的内在关键影响因素，但也因分离时间

不同，所传代次不同，对其致病力有所影响，这些

应在菌种使用和保藏过程中予以重视。

目前，对于应用斑马鱼进行 ＬＤ５０判断 Ｖｐ的
毒力大小还缺乏相应的标准。ＰＡＲＡＮＪＰＹＥ等［３１］

采用腹腔注射的方式测定 Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ
ＲＩＭＤ２２１０６３３菌株对斑马鱼的ＬＤ５０为５．４６×１０

５

ＣＦＵ／ｍＬ，ＮＥＥＬＹ等［３２］采用腹腔和肌肉注射的方

式，测定化脓链球菌 Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓＨＳＣ５菌株对斑
马鱼的 ＬＤ５０相似，均为 １０

３ＣＦＵ／ｍＬ。ＰＲＥＳＳＬＹ
等［３３］研究发现，斑马鱼腹腔注射１０４和１０５ＣＦＵ／
ｍＬ的迟缓爱德华菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）死亡率
分别为３０％和６０％。陆承平和陈怀青［３４］对 Ａｈ
的毒力判断依据是，将 ＬＤ５０＜１０

５ＣＦＵ／ｍＬ者视
为强毒株，ＬＤ５０在１０

６～１０７ＣＦＵ／ｍＬ者为中毒株，
ＬＤ５０＞１０

７ＣＦＵ／ｍＬ者为弱毒株或无毒株。若根
据该依据判断，这７株 Ｖｐ都属于弱毒株或无毒
株，主要原因可能是：（１）实验室多次传代造成毒
力减弱，实验前未进行复壮；（２）实验菌株不是斑
马鱼的原始病原菌，不同宿主传播致毒力减弱，

有待深入研究。因此笔者认为，考虑到不同的试

验动物以及不同种属的细菌，不同时间内的 ＬＤ５０
反映的毒力强弱判断依据应有差异。对于 Ｖｐ而
言，今后需要在大样本调查的基础上，根据 ＬＤ５０
指标建立合理的毒力判断标准。

总之，本文利用斑马鱼模式脊椎动物，采用

ＬＤ５０测定方法对７株不同来源的 Ｖｐ进行了毒力
比较，加深了毒力基因与其致病性的关系认识，

为今后深入研究其致病机理奠定了理论依据。
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